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1. UVOD

Latky obsahujici morfolinovy a thiomorfolinovy skelet tvofi Sirokou plejadu biologicky
aktivnich sloucenin, jejichz u€inky se 1isi v zavislosti na volb¢ substituentti. Mezi strukturné zajimavé
morfoliny patfi derivaty odvozené od N-sulfonylovanych/acylovanych 3,4-dihydro-2H-1,4-oxazini
s karbonylovou skupinou na uhliku C3 (Obr. 1), z nichz nékteré byly jen velmi malo studovany.®
Dosavadni prizkum ukézal, Ze tyto slouceniny mohou pusobit jako inhibitory metaloproteasy®,
konkrétné tumor necrosis factor alfa konvertujiciho enzymu (TACE) zodpovédného za zanétlivé
procesy v organismu (napt. Crohnovy choroby a jinych imunitnich onemocnéni)’, déle jako inhibitory
trombinu®, nebo se vyuzivaji k 1é¢b& neurodegenerativnich onemocnéni (napt. Parkinsonovy
a Alzheimerovy nemoci) ¢i nadora®.

Obr. 1: Obecné struktury diskutovanych derivatii morfolinu.
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Siroka biologické aktivita vybranych derivati morfolinu®® a fakt, e dosud byly publikovany
jen dva ¢lanky zmifiujici syntézu 3,4-dihydro-2H-1,4-o0xazin-3-karboxylovych kyselin na pevné fazi?*°,
nas inspirovaly K navazani na ptedchozi vysledky bakalaiské prace vykonané na Katedie organické
chemie.!! V této souvislosti je predlozena diplomova prace zaméfena na vyvoj obecné metodiky
aplikovatelné pro syntézu dosud nepopsanych derivata morfolin/thiomorfolin-3-karboxylovych kyselin
z odpovidajicich a-aminokyselin imobilizovanych na pevném nosi¢i. Tato prace je rozdélena do deviti
kapitol. V teoretické ¢asti jsou popsany doposud znamé metody vedouci k derivatim
morfolinu/thiomorfolinu pomoci syntézy v roztoku ¢i na pevné fazi. Provedeny vyzkum, experimenty
a vysledky jsou nastinény v sekci Vysledky a diskuse nasledované Experimentalni ¢asti. V zavéru prace
je struéné shrnuta problematika tykajici se pfipravy derivati morfolinu/thiomorfolinu

na pevné fazi a v pfilohach jsou uvedena NMR spektra finalnich latek a nékterych vedlejSich produkti.



2. CiLE PRACE

Zamérem diplomové prace bylo vyvinout a optimalizovat pripravu derivatl
morfolin/thiomorfolin-3-karboxylovych kyselin s vyuzitim syntézy na pevné fazi a komeréné
dostupnych vychozich latek: Fmoc-a-aminokyselin (Ser, Cys a Thr) opatienych kysele labilni
protektivni skupinou (PG) na kysliku nebo sife, variabilnich sulfonyl chloridi, karboxylovych kyselin
nebo jejich chloridd a a-bromacetofenonti. Za timto ucelem byla pfipravena série linearnich prekurzort
(Obr. 2), které byly nasledné kysele §té€peny z polymerniho nosic¢e. Paralelni deprotekce chranici
skupiny (PG) vedla k cyklizaci na finalni dihydrooxazin/dihydrothiazin-3-karboxylové kyseliny.
Piidavek triethylsilanu (TES)} do Stépiciho koktejlu mé&l za nasledek formaci piislusnych
morfolin/thiomorfolin-3-karboxylovych kyselin.

Obr. 2: Retrospektivni syntéza derivatii morfolin a thiomorfolin-3-karboxylovych kyselin.
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Druhym cilem bylo otestovat navrzenou syntézu pro ptipravu peptidomimetik, latek podobnych
peptidim, obsahujicich morfolin-3-karboxylové fragmenty'®*!4. K tomuto ucelu byly zvoleny dva
piistupy: (i) pfima metoda zaloZena na spojovani ur¢itého poétu a-aminokyselin pies peptidovou vazbu,
kdy posledni aminokyselinou mél byt serin, ze kterého je mozno nasledné vytvofit oxazin/morfolin, dale
(ii) nepfima metoda vyuzivajici redukci nitroskupiny na jiz nasyntetizovaném linearnim prekurzoru
oxazinu/morfolinu. Takto pfipravend aminoskupina méla byt dale modifikovana acylaci Fmoc-a-
alaninem a naslednou tvorbou peptidového fetézce. Finalni cyklizace méla poskytnout cilova

peptidomimetika (Obr. 3).



Obr. 3: Ukdzka dvou pristupii pripravy peptidomimetik.
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Tretim cilem bylo potvrdit tvorbu stabilnich konformaénich izomert vznikajicich
predpokladanou rotaci kolem C-N amidické vazby u derivatu 10(1,1,11,1) piipraveného béhem
bakalaiské prace (Obr. 4)'! a u nové nasyntetizovanych N-acyl analogi. Vznik izomeri byl doposud
uvazovan na zékladé podobnosti s jevem popsanym u peptidi s navazanym prolinem (Obr. 4).1

Obr. 4: Konformacni izomery u peptidii s navazanym prolinem a u derivatu 10(1,1,11,1).
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Poslednim cilem prace bylo uréeni konfigurace na chiralnich centrech pfipravenych latek

a ovefeni enantioselektivniho pribéhu navrzené syntézy.
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3. TEORETICKA CAST

3.1. Obecné metody piiprav derivati morfolin/thiomorfolin-3-karboxylovych kyselin

Nejpouzivanéjsi metodou vedouci k derivatim oxazinu, morfolinu a jejich sirnych analogi
(Obr. 1) je tradi¢ni syntéza v roztoku vyuzivajici tfi obecnych piistupi: (A) pfima tvorba heterocyklu,
(B) tvorba heterocyklu a nasledna substituce atomu dusiku, nebo (C) tvorba heterocyklu a nasledna
redukce ¢i eliminace vedouci k zadanym produktim. Kromé syntézy v roztoku je v této Casti prace
popsana také piiprava derivati oxazinu pomoci syntézy na pevné fazi®1, na kterou navazuje struény
uvod do syntézy peptidomimetik s morfolinovym skeletem (D). Vychozimi latkami byly derivaty
serinu, cysteinu ¢i threoninu s vhodnou O-/N-protekci nebo S-aminoalkoholy/thioly (Obr. 5).
Obr. 5: Obecné pristupy k syntéze derivatii morfolinu a thiomorfolinu.
Pristup (4) — (C):
HX _,R? R4, X ~R?

LI

1
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R TA
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HX _ . R?
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o
O., _Pol [:LM_‘/H i O., _Pol
., Pol —— \HJ\ ., _Pol —
RN TN e T
o} R%,,K&Oo R! o}

3.1.1. Pristup A: Piima tvorba heterocyklu

Prvni pfistup je zaloZen na piimé tvorbé heterocyklu a vychazi ze syntézy N-substituované¢ho
linearniho prekurzoru, jenz je nasledné intramolekuldrné cyklizovan za vzniku cilovych derivati.
Pro ptehlednost je tato kapitola rozd€lena na tfi podkapitoly tykajici se ptipravy: (1) derivath
morfolinu/thiomorfolinu, (2) derivati oxazinu/thiazinu a (3) derivatl morfolinu s pfikondenzovanym

cyklem.
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3.1.1.1. Derivaty morfolinu/thiomorfolinu

Vychozimi substraty pro ptipravu finalnich sloucenin byly derivaty serinu, cysteinu a threoninu
s vhodnou O/N-protektivni skupinou (PG) ¢i substituci na atomu dusiku. Nejprve jsou uvedeny syntézy
vedouci k N-sulfonylovanym derivatim morfolinu/thiomorfolinu, poté znamé metody poskytujici
morfoliny a nasledné thiomorfoliny. Stejného ¢lenéni je pouzito pro N-acylované derivaty.

Na uvod je popsana syntéza vyuzivajici reakce hydroxyskupiny s vinyl derivaty, naptiklad
vinylsulfoniovymi solemi Il a vinylselenony X jakozto Michaelovymi akceptory, ¢ehoz bylo vyuzito
dale pro ptipravu N-acylovanych analogii (YR2= COPh).16% Prvni metoda (Schéma 1)!¢7 vychazela
z difenylsulfoniové soli Il pfipravené reakci 2-bromethyl triflatu | s difenylsulfidem za nasledné
eliminace bromovodiku v bazickém prostfedi. Adice methyl 2-amino-3-hydroxy-/3-merkaptoropanoatu
111 na dvojnou vazbu vinylsulfoniové soli 1l v piitomnosti baze (EtsN'® ¢i NaH") vedla k ylidu 1V.
Protonovym transferem z hydroxyskupiny a naslednym odstoupenim difenylsulfidu doslo k uzavieni
za vzniku heterocyklu V1, jehoz hydrolyzou byla ziskana zadana morfolin/thiomorfolin-3-karboxylova
kyselina V11.16.17
Schéma 1: Syntéza derivatii morfolin/thiomorfolin-3-karboxylovych kyselin V11,1617

S+(ﬂA ) RZ
i i . i [Ph” 1 1 [
g O — \/% Ehz N OCHg —» OCH3| — OCH,
Y o}
R3
I 1 HX _ .R? \Y % Vi
OCHs v
HN R?=H, CH3 l
Y O R® = 4-CH3-Ph, -§—\_(,?_H3 , $q X R?
R3 X=0.S Si-CHs [
i Y =50, CO CHa O. N OH
I
Y O
53

Vil

Reagencie: (i) PhSy PhCHgz 5 h, reflux; (i) KHCO3 50% THF/H,0, 20 min, 25 °C; (i) EtzN, DCM, 15 h, 25 °C nebo NaH, DCM,
15 h, 0 - 25 °C; (iv) PhOH, 45% HBr/CH3COOH, 16 h, 25 °C.

Analogii vyse popsané metodiky je syntéza zaloZena na reakci vinyl selenonti X s chiralnimi
p-aminoalkoholy/thioly XI majici aktivovanou aminoskupinou. Vychozi fenyl(vinyl)selenony X byly
ziskany oxidaci fenyl(vinyl)selenidu I X pomoci MCPBA pfipraveného reakei vinylmagnesium bromidu
VIII s difenyldiselenidem.?’ V piitomnosti baze doslo k ataku atomu kysliku/siry latky X1 na S-uhliku
vinyl selenonu X a k naslednému protonovému transferu vedoucimu k uzavieni intermediatu XIII

do cyklu X1V (Schéma 2).1°
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Schéma 2: Syntéza derivatii morfolin/thiomorfolin-3-karboxylovych kyselin X1V .1920

i i ii
XMOBr o X _SePh —» X _SeO,Ph OCHg == j OCH
g N s PhO,Se HNjﬁ( 3 PhO,Se :

vl IX X HX XII Xl
OCHs l
H“.'jY X
Yoo (
R®=Ph, Ts R® N OCHs
= |
X=0,8 Xl Y O

Y =S0, CO

XIV
Reagencie: (i) (PhSe),, THF, 30 min, 0 °C; (ii) MCPBA, DCM, 15 min, 25 °C; (iii) X = O: NaH, THF, 24 h, 0 °C; X = S: Et3N, DCM,
15h,0-25°C.

Dalsim zajimavym pfistupem byla stereoselektivni syntéza 2,6-disubstituovanych derivati
morfolin-3-karboxylovych kyselin  XVII zalozena na reduktivni etherifikaci (Schéma 3).
Stereoselektivitu reakce snizovala piitomnost methylové skupiny ¢i alkylu v pozici R? a vznikly izomer
byl konformovan prevazné do vyhodnéjsiho trans uspotradani. Syntéza zadanych produkti XVII
spocivala v reduktivni etherifikaci keto alkoholu XVI, pfipraveného z N-tosylovaného derivatu serinu
XV alkylovaného a-bromketonem v bazickém prostiedi KoCOs, a cyklizaci na latku XV 11 v ptitomnosti
TMS-OTf a Et3SiH.2

Schéma 3: Syntéza derivatii morfolin-3-karboxylovych kyselin XV11.2

HO. .R? T
R? = H, CH3_ alkyl
Hl}lj;(ocm R4 j;(OCHg j;‘/OCHg R% = CH, Ph
SO, O SOz
CHs CHs CHs
XV XVI XVII

Reagencie: (i) R*COCH,Br, K,CO3 DCM, 5 h, 25 °C; (i) TMS-OTf, Et3SiH, DCM, 1 -2 h, 0 °C.

Vyhodnou metodu vedouci k N-sulfonylovanym derivatim morfolinu XXI byla dvou krokova
syntéza vychazejici z intramolekularni hydroalkoxylace alkenolu XX s etheratem fluoridu boritého
(Schéma 4). Vychozi alkenol XX byl pfipraven reakci 2-amino-3-hydroxypropanoatu methylnatého
XVI11 s allyloromidem 1X v bazickém prostiedi NaH.??

Schéma 4: Syntéza derivatii mo;folin—S—karboxylovych kyselin XX1.22

H3CT

i

j OCHs \”A j OCH3 — j ”/OCH3 R%=H, CHs Ph
so2 ( so2 so2 o}

/’\/Br
CHs CHs CHs

XV XX XXI
Reagencie: (i) NaH, suchy DMF, 16 h, 0 - 25 °C; (ii) BF3.Et,O, DCM, 5 h, 25 °C.

HO
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Béhem syntézy 1,4-oxazepani XXVII zalozené na Markovnikoveé 7-endo cyklizaci byly
minoritné¢ detekovany derivaty morfolinu XXV vznikajici jako vedlejsi produkty pii cyklizaci
alkylovaného intermediatu XXV v pifitomnosti NBS v THF za katalyzy (+)-CSA a za chlazeni (Schéma
5).2 N-alkylovany prekurzor XXV byl ziskan po aktivaci derivat serinu XXII jejich nosylaci/tosylaci
a naslednou alkylaci derivatu XXI111 allylboromidem XVII1 v pfitomnosti K.CO3.%

Schéma 5: Syntéza derivatii morfolin-3-karboxylovych kyselin XXV1.2%

R6 Br R4
R7
I ii iv
OCHz — OCH3 R4 OCHy —> OCHs + ocH
r 3
HCl O 802 so2 soz 0
R3
XXII x><||| R6 %Br xxv , XXVI XXVII
, R®=H, CHg R8=H, CHz Ph
R R3 = 2-NO,-Ph, 4-NO,-Ph, 4-CH-Ph R’ = H, CHs

XVl R*=H, CHg
Reagencie: (i) EtzN, DCM, 30 min, 25 °C; (ii) Nos-Cl nebo Tos-Cl, EtzN, DCM, 16 h, 25 °C; (jii) KCO3, (CH3),CO, 16 h, 25 °C;
(iv) NBS, THF, (*/-)-CSA, 12 h, 0 °C.

Vybrané¢ N-sulfonylované morfoliny XXXI piedstavuji prekurzory pro pfipravu y-inhibitort
sekretaz jako potencialnich 1éciv Alzheimerovy choroby. Jejich syntéza spocivala v ozonolyze derivatl
O-allyl-D-serinu s amino-protektivni Boc skupinou XXVIII za nasledné modifikace morfolinového
skeletu XXIX v poloze 5 allyltrimethylsilanem (XXX)?425, Kysela N-deprotekce a okamzita sulfonylace
s 4-chlorbenzensulfonyl chloridem vedla k zadanému esteru XXXI (Schéma 6).24
Schéma 6: Syntéza derivatii morfolin-3-karboxylovych kyselin XXX1.24

(0]
/\/j OCH3—>H30 .ﬂ[j OH3 l»/\ [j OCng/\ [j OCH3
Boc Boc SOZ

HN ”/

Boc O

Cl
XXVIII XXIX XXX XXXI

Reagencie: (i) 1. O3 MeOH, DCM, -78 °C (do perzistentni zelené barvy); 2. DMSO, 16 h, 25 °C; 3. TSOH, MeOH, 4 h, 25 °C; (ii)
allyltrimethylsilan, BF3.Et,0, 1 h, -78 C; (iii) Hp, 10% Pd/C, EtOAc, MeOH, 6 h, 25 °C, 101 kPa; (iv) 50% TFA/DCM, 2 h, 25 °C;
(v) 4-CI-Ph-SO,Cl, EtzN, DCM, 16 h, 25 °C; (vi) MCPBA, DCM, 16 h, 25 °C.

Nasledujici rozebrana syntéza vedouci k morfolin/thiomorfolin-3-hydroxamovym kyselinam
XXXV byla zalozena na ataku hydroxy ¢i merkapto skupiny latky XXXII 2-bromethanolem (Schéma
7).26 Nasledna sulfonylace 4-butynyloxybenzensulfonyl chloridem poskytla intermediat XXXIII, ktery
byl v piipadé Rt= H esterifikovan terc-butyl bromidem. Latka XXXI11 byla dale podrobena Mitsunobu
alkylaci (X = O) nebo nukleofilni substituci s CBrs za vzniku odpovidajiciho bromidu cyklizujiciho
Vv bazickém prostiedi roztoku KoCOs (XXXIV). V zavislosti na substituci RY/X byl ester XXXIV bud'to
hydrolyzovan bazicky LiOH (R = CH3; X = O), nebo kysele (R! = tBu; X = S) za nasledné aktivace

a substituce s hydroxylaminem poskytujici racemickou smési hydroxamovych kyselin XXXV.%
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Schéma 1: Syntéza morfolin/thiomorfolin-3-hydroxamovych kyselin XXXV .28

HX _.R? Ho X R? X _~R? X ~R?
i - il iv; v Vi; vii H
OR! __, OR! 7, [ OR! [ N
HzNI‘wr ij\r N N o
o)

SO, O SO, O SO, O

Rl=H, CHz, tBu
R? = H, CHz, (CH
3, (CH2)a HaC HaC

X=0,s o N0

XXXII XXX XXXIV XXXV
Reagencie: (i) Br(CH,),0H, X = O: BF3-Et,0, 30 min, 0 °C, poté 6 h, 25 °C; X = S: NaOH, 25 min, 0 °C, do odbarveni; (iii) 4-
butynyloxybenzensulfonyl chlorid, Na,CO3 DMF/H,0, 17 h, 25 °C; (iii) R!=H: tBuBr, K,CO3 BTEAC, DMA, 18,5 h, 55 °C; (iv)
X =0: PPhg DEAD, THF, 18 h, 25 °C; X = S: PPhg CBry4, suchy THF, 20 min, 25 °C (v) K,COg3 bezvody DMF, 1 h, 25 °C; (vi)
X = 0: LiOH, 30 min, 0 °C; X = S: 50% TFA/DCM, 1 h, 25 °C; (vii) 1. (COCI),, DMF nebo EDC, HOBt, 30 min, 0 - 25 °C; 2.
NH,OH, 30 min, 0 - 25 °C.

Vyznamnych prekurzort XLI vedoucich k inhibitoriim metaloproteinasy bylo dosazeno
S-alkylaci merkapto skupiny D-penicilaminu XXXV, naslednou sulfonylaci aminoskupiny (XXXV111)
a uzavienim do cyklu pomoci Mitsunobu reakce (XXXIX). Konverze ptipraveného thiomorfolin-3-
esteru XXXIX v pritomnosti jodidu lithného (XL) a nasledna modifikace karboxylové skupiny
hydroxylaminem poskytla zddané thiomorfolin-3-hydroxamové kyseliny XLI (Schéma 8).%’

Schéma 8: Syntéza thiomorfolin-3-hydroxamovych kyselin XL1.27
CHgz CH

HS s ° s
j—cHs . HOY j—CHs i HOT j»cH3 CH3 CH3
., _OCH; — ., _OCH; —= OCH3 ocH3 —
HN™ 1 HNT i HN i
o) S0, O so2 so2
OCHs OCHs OCH3
XXXVI XXXVII XXXV XXXIX
lv
CHs
S\ -CH;,
CTR
N™ "~ TOoH
S0, O
OCHs
XLI

Reagencie: (i) Br(CH,),0H, DBU, DMF, 30 min, 25 °C; (i) 4-OCH3-PhSO,Cl, EtsN, 1,4-dioxan/H,0, 18 h, 25 °C; (iii) PPh3, DEAD,
'ZFIS-HOZCZ h, 25 °C; (iv) Lil, Py, 3 h, reflux; (v) 1. (COCI); DMF, DCM, 30 min, 25 °C; 2. NH,OH, H,O/THF (2:7), 15 min,
Krom¢ metod vedoucich k N-sulfonylovanym derivatim jsou znamy dal§i postupy
poskytujici derivaty morfolinu a thiomorfolinu s N-acyl substituci. Prvni dvé metody byly nastinény
diive ve Schématech 1 a 2, pfi¢emz nasledujici odstavce popisuji konkrétni metodiky detailnéji.
Prvni metoda zaméfena na syntézu N-acyl-morfolini XLVI byla zalozena na tvorbé
aminoacetalu XLIV vzniklého kondenzaci threoninového derivatu XLII s 2,2-dimethoxy-

acetaldehydem XLIII za nasledné N-acylace benzyl chlorformiatem poskytujici linearni intermediat
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XLV. Finalni cyklizaci tohoto prekurzoru XLV V piitomnosti thionyl chloridu byl ziskédn pozadovany
produkt XLV (Schéma 9).1
Schéma 9: Syntéza derivatii morfolin-3-karboxylovych kyselin XLV1.X

TBDMS
H3CO
iii
OCHs H3CO H3CO 3
XL HSCO)\CHO XLIV XLV XLVI
LIl R3= FmocNHCHj, Ph, PhCH,0

Reagencie: (i) Hp, 10% Pd/C, EtzN, MeOH, 16 h, 25 °C; (i) Fmoc-Gly-OH, NMM, CICOOE, suchy THF, 1 h, 0 °C, poté 18 h, 25
°C nebo BzCl, DIEA, suchy THF, 18 h, 0 °C nebo Cbz-Cl, NaHCO3, EtOAc/H,0, 10 min, 0 °C, poté 18 h, 25 °C; (iii) SOCI,,
MeOH, 4 h, reflux.

Clanek® popisuje pomérné jednoduchou syntézu 5,6-disubstituovanych thiazin-3-karboxylovych
kyselin L =zalozenou na reakci N-acetylamino-L-cysteinu XLVII a 4-oxo-non-2-enalu XLVIII
V pfitomnosti citratového pufru pti 37 °C (XLIX). Finalni cyklizace Michalova akceptoru XL IX bylo
dosaZzeno béhem separace pomoci semipreparativni HPLC s gradientem 10 — 60% MeCN/0,1% TFA
(L) (Schéma 10).

Schéma 10: Syntéza derivatii thiomorfolin-3-karboxylovych kyselin L.

HS \/\/\H/I
i ii
. OCH3
HNj}‘/OCH:% O HN]YOCH:; j\‘/
O
Ao

3C
XLVII V\AH/\A\O XU L

(@]
XLV
Reagencie: (i) 0,1M citratovy pufr (pH = 4), 24 h, 37 °C; (ii) semipreparativni HPLC (gradient 10 - 60% MeCN/0,1% TFA).

Dalsi modifikace S-alkylace L-cysteinu LI ethylenoxidem (LII) za nasledné N-acylace Boc,O
¢i Cbz-Cl a esterifikace BnBr v piitomnosti CsHCO3 vedla k esteru N-acylamino-L-cysteinu LI11.
Intramolekularni Mitsunobu alkylaci byl posléze ptipraven zddany thiomorfolin LIV, jehoz oxidace
bromem v 10% roztoku KHCOj3 ¢&i oxonem poskytla dané S-oxidy LV a LVI (Schéma 11).28
Schéma 11: Syntéza derivati thiomorfolin-3-karboxylovych kyselin LIV a jejich S-oxidii LV
aLVl2

HS s s
i HOT i il HO [ [
H— H — Bn —= OBn — OBn
HoN™ N © N~ N © NNy OB
0 0

Ko ©

RS o
LI LIl LI LIV LV
lvi
O~ _0O
57
3_
R® = OtBu, PhCHzo [ jﬁ(OBn
N
(0]
RS’&O
LVI

Reagencie: (i) ethylenoxid, NaOH (aq, pH = 7), 1,5 h, 0 - 25 °C; (ii) Boc,0, NaOH (aq), tBuOH, 16 h, 25 °C nebo Cbz-Cl, KHCO3
dioxan/H,0, 16 h, 25 °C; (iii) BnBr, CSHCO3 DMF, 16 h, 25 °C; (iv) PPhg DEAD, TPP, suchy THF, 5 h, 25 °C; (v) 1. Bry 10%
KHCO2 DCM, 20 min, 25 °C; 2. NayS»0x; (vi) KHSOs MeOH, 16 h, 0 - 25 °C.
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3.1.1.2. Derivaty oxazinu/thiazinu

V porovnani s prfedchozimi postupy existuje velmi maly pocet praci zabyvajicich se syntézou
derivatl oxazinu/thiazinu v roztoku nebo na pevné fazi. VSechny dosud publikované metody jsou
zaloZeny na pouziti derivatii serinu, cysteinu ¢i 4H-1,4-oxazinu jakozto vychozich latek.

Jednou ze syntéz v roztoku byla kysele katalyzovana O-allylace N-substituovanych slouc¢enin
serinu ¢i cysteinu LV allyl trichloracetimidatem LVI1II za nasledné ozonolyzy pfipraveného allylu
LIX a jeho katalytické cyklizace v TFA poskytujici produkt LX (Schéma 12).2°
Schéma 12: Syntéza derivatii oxazin/thiazin-3-karboxylovych kyselin LX.?°

/\/X -
115 1
J\(OCHg OCH3 —

§ jY
Phth™ (7, o Phth/ Phth o
NS CCI3

LVII LXVIII

Reagencie: (i) TFOH, DCM, PhH, 4 h, 20 °C; (II) 1. 03' DCM, MeOH, -78 °C; 2. DMS, -78 - 20 °C,; (iii) TFA/DCM, 2,5 h, 20 °C.

OCH;  X=0,S

Na pevné fazi byly zminéné produkty pozorovany poprvé jako nezadouci latky pfi pfiprave
trisubstituovanych 2,5-dihydrobenzo[f][1,2,5]thiadiazepin 1,1-dioxidi.2 Deprotekce a nasledna
sulfonylace Fmoc-serinu ukotveného pies esterovou vazbu na Wangové pryskyfici LXI poskytla
intermediat LXIII, jehoz alkylace a-bromacetofenonem (LXIV), nasledné §tépeni a cyklizace vedly
k derivatim LXV (R® = 2-NO-Ph). Redukce alkylovaného meziproduktu LXIV dithioni¢itanem
sodnym v pfitomnosti katalyzatoru fazového pienosu (LXVI) za nasledného $tépeni a spontanni
cyklizace poskytla derivat LXVI1I (R® = 2-NH-Ph) (Schéma 13).2
Schéma 13: Syntéza na pevné fizi derivatii oxazin-3-karboxylovych kyselin LXV a LXVI1.2

tlBu t.Bu tIBu
(0] (@) o
S WAL, WA T,
HO. _Pol —> O.,_Pol —= _Pol — O Pol
g H,N g H|}| L YN
o} SO, O Ph SO, O
o Cf ( ) ;
LXI LXII LXIl LXIV LXV

| vi

ohyoen = T

Ph so2 SOz
2 2

LXVI LXVII
Reagencie: (i) Fmoc-Ser(tBu)-OH, HOBt, DMAP, DIC, DMF, DCM, 16 h, 25 °C; (ii) 50% PIP/DMF, 30 min, 25 °C; (iii) 2-Nos-Cl,

2,6-lutidin, DCM, 16 h, 25 °C; (iv) PACOCH,Br, DIEA, DMF, 16 h, 25 °C; (v) 50% TFA/DCM, 1 h, 25 °C; (vi) Na,S,04, KoCO3.
TBAHS, DCM/H,0 (1:1), 16 h, 25 °C.

17



Nezavisle na vyse popsané metodé byly detekovany derivaty oxazinu LXX jako vedlejsi
produkty pfi piipravé 2-aryl-3-alkylamino-1H-indoli vychazejicich z Fmoc-a-serinu imobilizovaného
pfes linker karbamatovou vazbou opét na Wangove pryskyiici LXV111.2° Nasledny sled reakci je shodny
s pfedchozim schématem 15 a vede K alkylovanému intermediatu LXIX, jehoz kysela cyklizace
poskytla oxazin LXX (Schéma 14).1°

Schéma 14: Syntéza na pevné fizi esterii/amidii oxazin-3-karboxylovych kyselin LXX.10

tIBu 'EBu
o)
O - o o) . Ph 0
Fmoc Z J\ L :L [e) Zz J\ L l l Z
\H \/\H 0" Pol YI}J ~">N70"Pol N ~"NH,
o) B Ph SO, O H S0, O
2=0,NH NO, NO,
LXVIII LXIX LXX

Reagencie: (i) 50% PIP/DMF, 30 min, 25 °C; (ii) 2-Nos-Cl, 2,6-lutidin, DCM, 16 h, 25 °C; (iii) PhCOCH,Br, DIEA, DMF, 16 h, 25
°C; (iv) 50% TFA/DCM, 1 h, 25 °C.

Dalsi syntéza v roztoku vyuzivala Michaelovy adice vhodného aromatického nukleofilu
na dvojnou vazbu derivatu 4H-1,4-oxazin-3-karboxylové kyseliny LXXII poskytujici dany oxazin
LXXII. Vychozi derivat LXXIlI byl pfipraven reakci 4H-1,4-oxazinu LXXI sn-BulLi
a methyl kyanoformiatem pfi -78 °C (Schéma 15).%°

Schéma 15: Syntéza 2-substituovanych derivatii oxazin-3-karboxylovych kyselin LXXI11.3

o o O._R?
[ ] i i [ | i [ j’ i N
N T N OCHg —= N -,,,H/OCH3 R?= PhS, 4-CHz0-PhO, 4N _ |
I N PN

\/
I I IO O
tBu tBu tBu
LXXI LXXII LXXIII

Reagencie: (i)n-BuLi, hexan, THF, 5 min, -78 °C; (ii) NC-COOCH3 THF, 1 h, -78 °C; (iii) PhSH nebo 4-OCH3-PhOH nebo 1,2,4-
triazol, K;CO3 MeCN, 17 - 44 h, 25 °C.

Mimo vyse uvedené pfipravy je zndma pomérné ekonomicka syntéza thiazintt LXXV |1 zaloZena
na reakci derivatu N-acetylaminocysteinu LXXIV v pfitomnosti chlorethylenoxidu ¢i chlor-
acetaldehydu. Reakce s chlorethylenoxidem (i) v pfitomnosti bazického prostiedi za chlazeni nebo
chloroformu poskytla odpovidajici thiohemiacetal LXXV, jehoz cyklizace v kyselém prostiedi
¢i chloroformu za nasledné dehydratace vedla k zadanému produktu LXXVI. Druhou moZnosti byla
S-alkylace N-acylaminocysteinu LXXIV chloracetaldehydem (iv) vedouci k 1,2-halogenalkoholu
LXXVII konvertovaného na thiohemiacetal LXXVIII cyklizujici u¢inkem chloroformu ¢i ve smési

chloroformu s EtsN pii -20 °C za nasledné dehydratace na produkt LXXV1 (Schéma 16).*
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Schéma 16: Syntéza derivatii thiazin-3-karboxylovych kyselin LXXV1.4

HO% cl

S S

9 v

Hy=<— H

HNj}(oc 3 N oc
o o)

’go H3CAO

HaC
LXXVIII LXXVII

R1= OCH,
Reagencie: (i) chlorethylenoxid, NaOH (pH = 7), Et,O/H,0, 15 min, 0°C nebo chlorethylenoxid, CHCI3 25 °C, 3 h; (ii) pH = 1, 10
h, 25 °C nebo CHCI3 15 h, 25 °C; (iv) CICH,CHO, CHCI3 15 h, 0 °C; (v) CHCI3 3 h, 25 °C nebo Et3N, CHCI3 1 h, -20 °C; (vi)
CHCI3 15 h, 25 °C.

3.1.1.3. Derivaty morfolinu s pfikondenzovanym cyklem

V literatufe byla popsana syntéza §iroké plejady biologicky aktivnich slou¢enin pomoci pfistupu
(A) majici vedle morfolin/thiomorfolin/oxazin/thiazin-3-karboxylovych fragmenti piikondenzované
aromatické jadro, cykloalkyl ¢i heterocyklus v riznych polohach. Vychozimi substraty byly derivaty
serinu, cysteinu, threoninu ¢i f-aminoalkoholy/thioly. Nasledujici odstavce nastinuji piehled piiprav
vedoucich k cilovym derivatim s vazanymi cykly v polohach [b] az [e].

Prvni uvedena metoda popisuje syntézu oxazinovych/morfolinovych analogl s navazanym
[b]-laktonem LXXXHI/LXXXIV (Schéma 17).13 Vychozi aminoacetal LXXXI byl pfipraven reakci
2,2-dimethoxy-ethylaminu LXXX s methyl esterem kyseliny LXXIX za nasledné N-acylace
ptislusnymi ¢inidly.! Cyklického morfolin-3-laktonu LXXXIII bylo dosazeno trans-acetalizaci
intermediatu LXXXI1 v pfitomnosti thionyl chloridu. Pfipadny reflux LXXXIII v pfitomnosti p-TsOH
vedl k oxazin-3-laktonu LXXXIV.131
Schéma 17: Syntéza morfolin/oxazin-3-laktonii LXXXITI/LXXXIV.13t

H3C7cha H3CV£|;3 ch% o

o o) o H3CO,, O
! ! H3CO OCH " R]: o [ °

OCH3 H3Co OCH3 —> N3 33— e
Tio Cooay Y TN
(6] Y Y

H3CO o) HsCO Y © : |
H3CO 3 i b
3 WANHQ
L OCH LxxXx LXXXII LXXXIII LXXXIV
3
3_
LXXX R3 = CHjs, Ph, PhCH,0, 2-NO,-Ph

Y =S80, CO
Reagencie: (i) (CF3CO0),0, suchy Py, suchy DCM, 30 min, -10 - 25 °C; (ii) BzCl, DIEA, suchy THF, 16 h, 0 - 25 °C nebo Cbz-Cl,

NaHCO3 H,O/EtOAc, 16 h, 0 - 25 °C nebo 2-NO,-PhCHO, NaBH(OAc); THF, 16 h, 25 °C nebo Ac,0, DIEA, DMAP, suchy
DCM, 16'h, 25 °C; (jii) SOCl, MeOH, 16 h, 25 °; (iv) p-TSOH, PhCHg 2 h, reflux.

Podobnda metoda byla vyuzita v pripadé¢ syntézy oxazin-3-laktoni LXXXIX zalozené
na kondenzaci aminoskupiny derivati serinu LXXXV s 2,2-dimethoxyacetaldenydem XLI11. Redukce
Schiffovy baze nasledovana acylaci benzyl chlorformiatem vedla k latce LXXXVII s aldehydickou
skupinou maskovanou jako acetal. Finalniho uzavieni latky LXXXVII bylo dosazeno refluxem
v pfitomnosti p-TsOH nebo pfes morfolin-3-lakton LXXXV I cyklizujici G¢inkem thionyl chloridu

za nasledné eliminace methanolu a vzniku slou¢eniny LXXXIX (Schéma 18).!
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Schéma 18: Syntéza  morfolin/oxazin-3-laktonii  LXXXVIN/LXXXIX s prikondenzovanym
heterocyklem v poloze [b].1

HsCO.__O o
i o e
OCHz —»> H3CO OCH3—> 3 OCH3—> —

HoN N N N
Hol O H(Q)A H cjoA 0o o
3 3 ) o) (0]
b
HzCO™ “CHO
XL
LXXXV LXXXVI LXXXVII LXXXVIII LXXXIX
| v }

Reagencie: (i) Hp, 10% Pd/C, Et3N, MeOH, 16 h, 25 °C; (ii) Cbz-Cl, NaHCO3 EtOAc/H,0, 10 min, 0 °C, poté 18 h, 25 °C; (iii)
SOCIy, MeOH, 4 h, reflux; (iv) p-TsOH, PhCHz 2 h, reflux.

Vyse piipraveny morfolin/oxazin-3-lakton LXXXIT/LXXXIV (Schéma 17) poslouzil jako
vychozi prekurzor pro syntézu morfolint s pfikondenzovanym cyklem v poloze [b] a [c] (Schéma 19).
Morfolin/oxazin-3-laktam XCII/XCIII byl pfipraven reakci vychoziho laktonu LXXXII/LXXXIV
S benzylaminem za nasledné Mitsunobu reakce vedouci k cyklizaci na laktam XCII/XCIII. Derivati
morfolinu s ptikondenzovanym sedmiclennym heterocyklem v pozici [c] XCIV/XCV bylo dosazeno
intramolekularni arylaci amidu XC/XCI. Naopak syntéza morfolinu s Sesti¢lennym pfikondenzovanym
cyklem vpozici [c] XCVI/XCVIl byla zalozena na reakci bromderivatu (R® = BrCHy)
s morfolin/oxazin-3-laktonem XCIHI/XCIV v piitomnosti benzylaminu.!

Schéma 19: Syntéza derivatii XCII/XCII, XCIV/IXCV a XCVI/XCVII s prikondenzovanym
heterocyklem v poloze [b] a [c].*

R¢__O
r r ]Q r e
R3= BrCH, N-g, Rs_ Ph N L
N @O
XCVI/XCVII LXXXHI/LXXXIV XCIXCI XCII/XCIlI

R® = BrCHj, Ph, 2-I-Ph RS = Ph, 2-I-Ph

LXXXIII: nasyceny cyklus, R* = CH3O l iv (R3 = 2-1-Ph)
LXXXIV: nenasyceny cyklus, R* =

RY__O
\E o
N
O% N-Bz

XCIVIXCV

Reagencie: (i) BzZNH, 2-OH-Py, suchy THF, 16 h, 25 °C; (ii) Ac,0, DMAP, suchy DCM, 16 h, 25 °C; (iii) PPhs, DIAD, suchy
PhCHg 16 h, 25 °C; (|||) suchy DMSO, CsOAc, Cul, PhCH3 16 h, 90 °C; (iv) BZNH, MeOH, 16 h, 25 °C.

Kromg vyse popsané metody byly [c] kondenzované morfoliny/thiomorfoliny se sedmi¢lennym
heterocyklem XCIX pfipraveny intramolekularni acylaci aminoskupiny pfipravené redukci
nitroskupiny v poloze 2 na arylu (R®= 2-NO,-Ph) XCVIII (Schéma 20).2 Bicyklicky derivat XCIX

bylo mozno dale modifikovat na slozit&j$i molekulu.®?
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Schéma 20: Syntéza derivatii XCIX s prikondenzovanym sedmiclennym cyklem v poloze [c].??

C), _oon, L, },/ ‘-

@ ;GNH

XCVIII XCIX
Reagencie: (i) Fe, CH3COOH, 4 - 20 h, reflux.

Pata modifikace spocivala v intramolekularni cyklizaci latky C s TfOH poskytujici morfolin
s piikondenzovanym sedmi¢lennym cyklem v poloze [d] CIl. Nasledna hydrazinolyza pfipraveného
ftalatu Cl a substituce primarni aminoskupiny R-triflatem CIl1 vedla k Zddanému inhibitoru angiotensin-
1-konvertujiciho enzymu (ACE) CIII (Schéma 21).2°

Schéma 21: Syntéza derivatii CI s prikondenzovanym cyklem v poloze [d].%®

X X
[ i i i RO = H. Et
OCHy —= OCH OCH ’
N s N N $ X=0,8
o O o0
NHPhth

NHPhth

RfO.__O R6o

c Cl . Clil
‘oTf

I
Reagencie: (i) TfOH, (CF3C0),0, DCM, 123 h, 20 °C; (i) N2(I:-|4, MeOH, 16 h, 100 °C; (iii) PS, DCM, 30 min, 20 °C.

Dalsi piistup znazorfiuje syntézu derivati morfolinu s pfikondenzovanym cyklopropanovym
cyklem v poloze [e] CVI zaloZenou na katalyzované adici diazoacetatu terc-butylnatého na dvojnou
vazbu oxazinu CIV za nasledné hydrolyzy pfipraveného esteru CV v TFA/TIS/DCM
poskytujici zadany bicyklus CVI (Schéma 22).1:31

Schéma 22: Syntéza derivatii CV1 s pFikondenzovanym cyklopropanovym skeletem v poloze [e].%%

O R?  OtBu H o _.Rr? _ HO H o _.Rr?
| I
[Nj;(ocm — o>/ iNj;‘/OCHg, — o>/ iN:I;(OCHg RZ =H, CHs
/& o) o) o}

H H
o "0 o "0 o "0
Clv Ccv Cvi

Reagencie: (i) 1. Cu(OTf); (S,S)-tBu-BOX, PANHNH, suchy DCM, 30 min, 0 - 25 °C; 2. N,=CH-COOtBu,16 h, 25 °C; (ii) TFA/
TIS/DCM (48:5:112), 50 min, 25 °C.

Derivaty [e] kondenzovanych thiazin CXI byly pozorovany jako vedlejsi produkty
pfi pfipravé thiazolidin S-oxidd pomoci Pummererovy reakce.® Vychozi thiazolidin 1-oxid CVII byl
podroben silylaci v ptitomnosti trimethylsilyl jodidu poskytujici odpovidajici silylether CVIII. Vlivem
Et;N doslo k elektronovému transferu (C1X), nasledné cyklizaci (CX) a po odstoupeni trimethylsilanolu

tvorbé nenasyceného bicyklu CXI jako minoritniho produktu (Schéma 23).3
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Schéma 23: Syntéza derivatii CXI s piikondenzovanym cyklopentanovym skeletem v poloze [€].2

B OSIM83
Re OSiMe3

R
-0, Me3SiO, i s
* | @ CE {X
Q( MOCHs# Q(HOCHa—» OCH3—> OCHg |— \ OCHj,4
SN
6 O (@)
R@O ©/§ @ ©/& @O

CVvil CVvill CXI
Reagencie: (i) MesSil, EtsN, DCM, do odreagovani vychozi latky (TLC), O - 25°C.

Komplexni metodu vedouci k oxaziniim s [€] pfikondenzovanym jadrem CXV I predstavovala
syntéza potencialnich S-adrenergnich blokatord.®® Tato metoda byla zaloZena na nukleofilni substituci
p-toluensulfonyl-2-aminofenolu CXII 1,2-dibromopropionatem CXIII, bazické hydrolyze esteru
CXIV a nasledné thionylaci latky CXV. Vznikly chlorid CXV1 byl podroben reakci s diazometanem
za vzniku pfislusného diazoketonu CXVII (Schéma 24).3

Schéma 24: Syntéza derivatii CXV I s prikondenzovanym aromdtem v poloze [€].%

C[OH CE jﬂroa oy j‘wr"“ =, jﬁr‘“ =, ]ﬁmz

©3er > ¢ ¢

M ox ChHs CHs
Xl CXIV cXV cxw cxvu

Reagencie: (i) K;CO3 (CH3)>CO, 30 min, reflux; (i) NaOH, H»0, 16 h, 100 °C; (iii) SOCl, CHCI3, 16 h, reflux; (iv) CH2N;, Et20,
16 h, 25 °C.

Kromé vyse uvedenych metod byla popsana syntéza benzoxazini CXXII ptes karbonitril CXXI
prostiednictvim Pinnerovy reakce za nasledné hydrolyzy vzniklého iminoetheru (Schéma 25). Vychozi
nitril CXXI byl pfipraven cyklizaci tosylovaného 2-(2,2-dimethoxy-ethoxy)fenylaminu CXIX
v pritomnosti 10% TFA za chlazeni a naslednou reakci s trimethylsilyl kyanidem v etheratu fluoridu

boritého.3*

Schéma 25: Syntéza derivatii CXXII s prikondenzovanym aromatem v poloze [e].3*
OCHs OCH3

L O O, 2 OO, 22 OO

> § © Q

CXVIII CXIX CXXI CXXII

Reagencie: (i) Tos-Cl, DIEA, PhCHz 20 h, 70 °C; (ii) 10% TFA/DCM, 2,5 h, 0 °C; (iii) Me3SiCN, BF3.Et,0, 20 h, 20 °C; (iv) EtOH,
HCI, 24 h, 60 °C; (v) H,O.

Dale je uvedena syntéza benzoxazini/thiazinh CXXVII zaloZzena na nukleofilnim ataku
hydroxy/merkapto skupiny CXXIII na methyl 2-chlor-2-cyklopropyliden acetat (1-Me) CXXIV.
Finalni produkt CXXVII byl ziskdn N-sulfonylaci latky CXXV a néslednou intramolekularni alkylaci
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ptipraveného sulfonamidu CXXV|1 zahiatim v bazickém prostiedi K,CO3; (Schéma 26).% Substituce
v poloze X, R® a pouzitd teplota ovliviiovaly pribéh reakce poskytujici dva nezddouci produkty
v riznych pomérech.®

Schéma 26: Syntéza derivatii CXXVII s pFikondenzovanym aromdtem v poloze [e].%
Cl Cl

% OCH; % ]/OCH3

RG\QXH R® X O R® X O RG\@iX
i | ] i i
— — OCH
N NHz NH N
HCI S0, S0, O
| IIQB

(0] R3
CXXII X CXXV CXXVI CXXVII
OCHs A
O

cl L
R X R X
R3 = Ph, 4-Br-Ph N7 N OCHs + N
RS = H, Br 0 §02
X=0,S R3

CXXIX CXXVIII
Reagencie: (i) 1-Me, EtsN, DCM, 24 h, 20 °C; (i) R3S0,Cl, Py, DCM, 2 - 24 h, 20 °C; (i) K,CO5_KI, suchy DMF, 28 h, 20 - 80 °C.

Posledni uvedenou metodou je syntéza pyridoxazini CXXXI vychazejici z reakce 2-acylamid-
3-hydroxypyridinu CXXX s 2,3-dibompropanoatem CXIIl v bazickém prostiedi Ko,COs. Zadany
morfolin-3-ester CXXXI byl ziskan jako minoritni produkt vedle 2-substituovaného pyridoxazinu
CXXXII (Schéma 27).%6

Schéma 21: Syntéza derivatii CXXXI s prikondenzovanym pyridinovym jadrem v poloze [e].%¢

O
[R—— 3:
=z + j‘erEt N N:LL“/OEt NN R*® = CHg, OEt
RS’&OO A

N NH Br

A 0

R0 R0
CXXX CXIll CXXXI CXXXI
Reagencie: (i) K,CO3, MeCN, 2 - 24 h, reflux.

3.1.2. Pristup B: Tvorba heterocyklu a nasledna substituce atomu dusiku

Cilovych slou€enin ptipravenych podle piistupu (B) bylo dosazeno pomoci dvou principt. Prvni
Z nich byl zaloZen na tvorbé heterocyklu cyklizaci linearniho prekurzoru, jehoz atom dusiku byl chranén
vhodnou PG. Po deprotekci Fmoc, Boc, Bn ¢i Cbz byl tak atom dusiku nasledné zptistupnén reakci
s pozadovanymi sulfonyla¢nimi ¢i acyla¢nimi ¢inidly. Druha metodika naopak vychazela ze syntézy
derivat morfolinu/thiomorfolinu nesubstituovanych na atomu dusiku, jenz byl nésledn¢ modifikovan
sulfonylacnimi, acyla¢nimi a mén¢ frekventovanymi alkyla¢nimi reakcemi. Pro pfehlednost je kapitola
rozdé€lena na tfi podkapitoly tykajici se syntézy: (1) derivatii morfolinu/thiomorfolinu, (2) derivati

oxazinu/thiazinu a (3) derivati morfolinu/oxazinu s pfikondenzovanym cyklem.
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3.1.2.1. Derivaty morfolinu/thiomorfolinu

Vybrané N-sulfonylované derivaty morfolinu/thiomorfolinu pfedstavuji vyznamné prekurzory
biologicky aktivnich slou¢enin, jejichZ syntéza pomoci deprotekce PG za nasledné N-sulfonylace je
nastinéna nize.

Prvni metoda popisuje syntézu y-inhibitoru sekretazy zapocaté na karboxylové skuping derivatt
serinu s O-/N-protekci.?* Esterifikace karboxylové skupiny 2-amino-3-hydroxypropanové kyseliny
CXXXII11 substituovanymi a-bromketony ¢i 1-hydroxypropan-2-ony poskytla intermediat CXXXIV.
Piitomnost TFA pak vedla k cyklizaci na stabilngjsi intermediat CXXXV, ktery byl nasledné podroben
redukci dvojné vazby (CXXXVI) a poté sulfonylaci aromatickymi ¢i heteroaromatickymi sulfonyl
chloridy (CXXXVII). Po odstranéni karbonylu v poloze 2 (CXXXVIII) a nasledné O-deprotekci
a oxidaci vzniklého alkoholu byla pfipravena morfolin-3-karboxylova kyselina CXXXIX, ktera byla
nasledné konvertovana na chlorid a poté na pfislusny ester CXL (Schéma 28).24 Analogicky byly
piipraveny derivaty thiomorfolin-3-karboxylovych kyselin vychazejici z derivatu cysteinu s protektivni
STMS skupinou CXXXIV.?

Schéma 28: Syntéza derivatii morfolin/thiomorfolin-3-karboxylovych kyselin CXL.%
o}

.

HO. _O 0.__0 0__0O 0.__0 0.__0
Lot XrFe rre CCr- OCF
HIN HN RSN X RSN X RN X
Boc Boc H éoz
. HCI R3
CXXXIII CXXXIV CXXXV CXXXVI CXXXVII
XPG = OTBDPS, STMS 1 vi; vii
R® = 4-CI-Ph, 2,5-diF-Ph, 5@/0 £ L viii ix /[ LPG
5 =5 OCH3 =5 OH o5
R5 = H, cyklopropyl 302 SOZ S02
X=0,S R3
CXL CXXXIX CXXXVIII

Reagencie: (i) TBDPS-CI nebo TMS-CI, EtzN, DCM, 48 h, 25 °C; (ii) R%.COCH,Br nebo R°COCH,0H, KI, DMF, 48 h, 25 °C; (i)
30% TFA/DCM, 2 h, 25 °C; (iv) 1. NaBH(OAc)3 MeCN, 0 °C; 2. TMS-CI, 3 h, 25 °C; (v) 1. R3SOZCI, Py, 6 h, 25 °C; 2. MCPBA,
DCM, 6 h, 25 °C; (vi) NaBHy, CaClp, THF/EtOH (9:13), 20 min, 0 °C, poté 1 h, 60 °C; (vii) PPhs DEAD, PhCH3 16 h, 25 °C;
(viii) TBAF, THF, 16 h, 25 °C; (ix) NalO4, RuCl3.H,0, EtOAc/MeCN/H,0 (1:1:2), 16 h, 25 °C; (x) SOCIl,, MeOH, 2 h, 60 °C.

Druhy pfistup pojednava o syntéze prekurzorit CXLV pro piipravu potencialnich analgetik
a antiflogistik vychazejici z N-protekované¢ho derivatu serinu CXLI alkylovaného alyllbromidem
CXLII. Nasledna anti-Markovnikova dehydrohalogenace ptipraveného 6-methylenjodidmorfolinu
CXLIII v pritomnosti AIBN poskytla 6-allylmorfolin, jehoz hydrogenaci a hydrogenolyzou protektivni
skupiny byl ziskan derivat CXLIV. Poslednim krokem byla sulfonylace latky CXLIV vedouci k Zadané
slou¢eniné CXLV (Schéma 29).%7
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Schéma 29: Syntéza derivatii morfolin-3-karboxylovych kyselin CXLV .3’

HO

i; i iii; iv vV H C>[ j
j OCH f:b[ j OCH H3C>[ j OCH3 — 3 OCH3 PG = Boc, Bn

N G G T

PG O SOz

Br Ar

CXLI CHjy CXLIN CXLIV CXLV
CXLII

Reagencie: (i) K,COs, KI, MeCN, 72 h, 25 °C; (i) I, 2 h, 25 °C; (iii) BugSnH, AIBN, PhCHg 12 h, reflux; (iv) 1. H, Pd(OH),, MeOH/
CH3COOH, 10 h, 25 °C, 345 kPa; 2. Pd(OH), 25 h, 25 °C, 345 kPa; (v) ArSO,CI, DMAP, Py, 5 h, 50 °C.

Dalsi syntéza N-arylsulfonyl morfolini CLV pisobicich jako y-selektivni inhibitory byla
zalozena na hydroxylaci allylu CXLV 11, selektivni protekci jedné z terminalnich hydroxylovych skupin
diolu CXLVIII pomoci TBDPS-CI a nasledné oxidaci druhé hydroxylové skupiny latky CXLIX Dess-
Martin perjodnanem za vzniku derivatu CL. Cyklizace latky CL v pFitomnosti TFA za chlazeni vedla
kiminu CLI stabilizovaného redukci dvojné vazby pomoci NaBH(OAc)s podrobeného substituci
aromatickym sulfonyl chloridem (CLIII). Nasledna kysela deprotekce TBDPS skupiny CLII1 poskytla
3-hydroxymethylmorfolin CLIV. Finalnich produktd CLV bylo dosaZeno oxidaci latky CLIV

jodistanem sodnym za katalyzy chloridem ruthenitym a esterifikaci trimethyl-silyldiazomethanem

(Schéma 30).%8
Schéma 30: Syntéza derivatii morfolin-3-karboxylovych kyselin CLV 38
OH OH TBDPS
OH o o OH 0 o
[ i i [ SN [ A iv [

H3C RS — H3C RS — H3C S — H3C o

0T ONH, O TN e

CH3 . HCI CH3 Boc CH3z Boc CH3 Boc
CXLVI CXLVII CXLVII CXLIX

|v
o  TBDPS
o Mo

[ L B [ ]\ >z C
HaCo
CH ch EH
3 - r8DPS CH3 ©-rBDPS 3 Boc

CLII CLI CL

| vii
[ jm L’ HsC [ ju [ j\l/OCHS

CH SO OH CH SO
CH3 SOZ O TBDPS 3 2 3 2
CLIN CLIV CLV

Reagencie: (i) NaH, allyloromid, THF, 16 h, 25 °C; (ii) Boc,0, EtzN, DCM, 16 h, 25 °C; (iii) NMO, OsO,, tBUOH/THF/H,0
(10:3:1), 12 h, 25 °C; (iv) TBDPS-CI, imidazol, DMF, 1 h, 25 - 120 °C; (v) DMP, Py, DCM, 1 h, 25 °C; (vi) TFA/DCM, 10 h, 0 °C;
(vii) NaBH(OAc)3, DCM, 24 h, 25 °C; (viii) 4-CI-PhSO,-Cl, DMAP, Py, 10 h, 80 °C; (ix) TBAF, THF, 30 min, 25 °C; (x) NalOj,
RuCl3.nH,0, EtOAC/MeCN/H,0 (1:1:2), 2 h, 0 °C; (xi) Ny=CH-TMS, PhCHg/MeOH (4:1), 30 min, 25 °C.

Zajimavou syntetickou cestou poskytujici thiomorfolin-3-karboxylové kyseliny CLIX
pouzivané pro lécbu hypertenze, infekci ¢i neurodegenerativnich onemocnéni piedstavovala

S,N-alkylace L-penicilaminu CLVI 1,2-dichlorethanem v pfitomnosti DBU a TMS-CI za nasledné
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O,N-acylace vzniklého thiomorfolinu benzyl chlorformiatem (CLVII). N-deprotekovany intermediat
CLVIII byl podroben reakci s chloridem sulfonové kyseliny za nasledné chlorace pomoci PCls vedouci
k Zadanému sulfamoyl chloridu CLIX. Nukleofilni substituce latky CLIX se substituovanymi amino-
slou¢eninami poskytla cilovy inhibitor CLX (Schéma 31).%°

Schéma 31: Syntéza derivatii thiomorfolin—3—karb0xylovych kyselin CLX.

HS._(CHa), (CH3)2 (CH3)2 (CH3)2 (CHg),

i i iii iv Vv vi [

j/w L} j/w
° “’“b é é

cLVI CLVII CLVIII CLIX CLX
Reagencie: (i) 1. CI(CH,),Cl, DBU, TMS-CI, DMF, 3 h, 0 °C; 2. DBU, 17 h, 25 °C; (i) Cbz-Cl, NaOH, 15 h, 0 - 25 °C; (iii) DMS,
BF3.Et,0, 16 h, 0 °C; (iv) CISO3H, Et3N, DCM, 2 h, 25 °C; (v) PCls_ PhH, 30 min, reflux; (vi) PhCH,C(NH,)CH,0R3 (R3 = H) ,
Py, 12 h, 25 °C nebo PhCH,C(NH,)CH,OR3 (R3 = SO3H), EtsN, CISO3H, 3 h, -70 - 25 °C.

R3=H, SO3H

Druhym principem zalozenym na pfistupu (B) byla tzv. ,,ptima“ N-sulfonylace pfipraveného
thiomorfolinového cyklu nejcastéji aromatickymi ¢inidly v ptitomnosti baze.

Nasledujici dvé syntézy vyuzivaly konverzi esterat CLXIII a CLXX na zaddané thiomorfolin-
3-hydroxamové kyseliny CLXV a CLXXIII pisobici jako inhibitory metaloproteinasy a TACE.404
Prvni metoda byla zalozena na tvorbé esteru thiomorfolin-3-karboxylové kyseliny CLXIII pomoci
S,N-alkylace D-penicilaminu CLXI 1,2-dibromethanem v bazickém prostiedi DBU a nasledné
sulfonylaci aromatickym ¢inidlem.*® Finalniho inhibitoru CLXV pak bylo dosazeno bazickou
hydrolyzou p¥ipraveného esteru CLXI11 (R!= CHs) &i jeho kyselou deprotekci (R = tBu) za nasledné
tvorby hydroxamové kyseliny reakci s hydroxylaminem (Schéma 32).40

Schéma 32: Syntéza thiomorfolin-3-hydroxamovych kyselin CLXV.40

CHs CHs
HS CHy
j‘CHS ) [ j‘CHs i [ j‘CHS ii [ j‘CHS iv [ j/
OR! . 1— 1
HoN OR OR i
HCI o so2 so2 SOz
Rl=CH; tBu
R3=H, CHy R3 R3 R3
\/O \/O \/O
CLXI CLXIl CLXIll CLXIV CLXV

Reagencie: (i) Br(CH,),Br, DBU, DMF, 30 min, 25 °C; (i) H,C SCCH,0PhSO,Cl, NMM, DCM, 15 h, 25 °C nebo CH3CZC-CH,-
OPhSO,Cl, PPh; DEAD, THF, 4 h, 0 - 25 °C; (iii) RL= CHy: LIOH, THF/MeOH/H,O (2:2:1); RY = tBu: 20 % TFA/IDCM, 2 h, 25

°C; (iv) NH,OH, HOBt, EDC, NMM, DMF, 2 h, 25 °C.

Druhy pfistup vyuzival sulfonylace ptipraveného thiomorfolinu CLXVI aromatickym ¢inidlem
s p-acylovanou hydroxyskupinou CLXVII, jejiz bazicka deprotekce a naslednd modifikace 4-
nitropyridin-N-oxidem CLXIX v ptitomnosti KoCOs vedla k esteru CLXX. Kysela hydrolyza esteru
CLXX ve smési TFA/anisol/DCM, konverze karboxylové skupiny (CLXXI) na chlorid CLXXII a
nasledna acylace hydroxylaminu poskytla Zadany derivat thiomorfolinu CLXXII1 (Schéma 33).4
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Schéma 33: Syntéza thiomorfolin-3-hydroxamovych kyselin CLXXI11.41

CH
[Sj—CH3 [ j—CH3 i i [ j»CH3 [ j—CH?, [ j—CH3 [ j/CH
H OtBu OtBu OtBu—> OH — Cl — ]/ “OH
e o o fo
cLXVI cLXvill CLXX CLXXI CLXXII CLXXII
/O—QSOZCI ozN—@ *o
¢ cux CLXIX

Reagencie: (i) Et;N, DCM, 24 h, 28 °C; (ii) K,CO5 MeOH/H,0 (10:1), 3,5 h, 28 °C; (iii) K,CO3, DMF, 3 h, 110 °C; (iv) TFA/anisol/
DCM, 15 h, 20 °C; (v) SOCl, DMF, 5 - 6 h, 25 - 37 °C; (vi) NH,OH (aq), DCM/EtOH, 2 h, 25 °C.

Syntéza vyznamnych imunosupresiv CLXXIX vychazela z S-alkylace merkapto skupiny
L-cysteinu CLXXIV ethylenoxidem za nasledné konverze hydroxyskupiny na chlorid cyklizujici
vlivem aktivované karboxylové skupiny L-cysteinu (CLXXV) v pfitomnosti EtsN na zadany
thiomorfolin CLXXVI. Tosylace esteru CLXXVI a jeho naslednd bazicka hydrolyza poskytla
prekurzor CLXXVIIIl vedouci k derivatim thiomorfolin-3-karboxylovych kyselin  CLXXIX
s variabilni substituci ZR! (Z = O, NH) (Schéma 34).%?

Schéma 34: Syntéza thiomorfolin-3-esterii/amidii CLXXXV111.42

HS /\/S S S
i - ii C! [ [ ) [ [
Vil Vi
H— OCH3—— OCH3 —= OCH3— H—
HoN o HN 3 3 3 o

HCl O cr 502 so2
Z =0, NH
R! = alifaticky, aromaticky substituent

CLXXIV CLXXV CLXXVI CLXXV” CLXXVlll CLXXlX

Reagencie: (i) ethylenoxid, NaOH/H,0, 1,5 h, 0 - 25 °C; (ii) HCI/H,O, 7 h, 90 - 95 °C; (iii) MeOH p.a., suchy HCI, 12 h, 0 - 25 °C;
(iv) EtsN, suchy DMF, 8 h, 90 - 95 °C; (v) HCI, Et,0, EtOH, 0 °C; (vi) 4-CH3-PhSO,CI, EtzN, DCM, 24 h, 0 - 25 °C; (vii) LiOH,
MeOH, HCI (pH = 2), 24 - 48 h, 0 - 25 °C; (viii) R1ZH (Z = O, NH), DCC, DMAP, D-(+)-CSA, DCM, 24 h, 25 °C.

Tzv. ,,pfima* sulfonylace predstavuje efektivni metodu vedouci k zddanym N-sulfonylovanym
produktim. Vzhledem k omezené dostupnosti ¢i vysoké cené nékterych sulfonyla¢nich Ccinidel
je vyhodné vychozi chloridy nasyntetizovat. Nize popsana metoda zobrazuje ptipravu sulfonyl chloridu
CLXXXII naptiklad z dostupného chloridu CLXXX reakci s NaHCO3 za nasledné chlorace vysledné
sulfonové kyseliny CLXXXI thionyl chloridem (Schéma 35).4
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Schéma 35: Syntéza chloridu CLXXXII a derivati thiomorfolin-3-karboxylovych kyselin CLXXXIV .43

’ C Iio
cl N-CHj

HaC v [
CLXXX OCH j\(OCH3
| ii 802
C ||| :
HO3S N CH3 ClO,S N CH3
CLXXXI CLXXXII CLXXXII CLXXXIV

Reagencie: (i) NaHCOg H,0, 1 h, 100 °C; (i) HCl/dioxan; (iii) SOCl,, DCM, 20 h, 25 °C; (iv) Py, 4 h, 25 °C.

Syntéza dualezitych amino-prekurzori. CLXXXVII vedoucich k fosfodiesterazovym
inhibitortim spocivala v N-sulfonylaci substratu CLXXXV 4-nitrobenzensulfonyl chloridem a nasledné
redukci nitroskupiny (CLXXXVI) dihydratem chloridu cinatého v THF (iia), nebo vodikem
s 5% palladiem na aktivnim uhli v methanolu (iig) (Schéma 36).%

Schéma 36.: Syntéza amino-derivatii thiomorfolin-3-karboxylovych kyselin CLXXXVI1.43

so2 502
NO, NH,
CLXXXV CLXXXVI CLXXXVII

Reagencie: (i) 4-NO2-PhSO,CI, Py, 3 h, 0 °C; (iia) SNCl,.2H,0, THF, 48 h, 25 °C nebo (iig) Ho, 5% Pd/C, MeOH/H,O (3:2), 10 h,
25 °C, 345 kPa.

Mimo vyse uvedené piistupy vyuzivajici tzv. ,,pfimé* sulfonylace atomu dusiku byla popséna
i tzv. ,,nepiima“ syntéza sulfonamidu CLXXXIX zalozena na reakci N-sulfonyl chloridu thiomorfolin-
3-esteru CLXXXVI11 s 3,4,5-trimethoxyanilinem v piitomnosti 3,5-lutidinu (Schéma 37).4
Schéma 37: ,, Nepiimd “ syntéza derivatit morfolin-3-karboxylovych kyselin CLXXXIX.4

[ j\(ocm — [ j\(ocm
502

s:o2
OCHs

OCH3
OCH3
CLXXXVIII CLXXXIX
Reagencie: (i) 3,4,5-(OCHz)3-PhNH,, 3,5-lutidin, DCM, 20 h, 25 °C.

Nasledujici ¢ast prace nastinuje vybrané metody vedouci k N-acylovanym morfoliniim/
thiomorfoliniim, z nichZ mnohé vykazuji zna¢nou aktivitu.

Jako prvni je rozebrana syntéza amidli morfolin/thiomorfolin-3-karboxylovych kyselin CXCV
pisobicich jako inhibitory thrombinu.*® Vychozi N-Boc protekovana morfolin/thiomorfolin-3-
karboxylova kyselina CXC podrobena kyselé deprotekci a nasledné fmocylaci (CXCI) byla pouzita

k acylaci primarniho aminu CXCII za vzniku amidu CXCIII. N-acylace defmokovaného amidu
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O-chranénym (2R)-hydroxy-3,3-dimethylbutyryl chloridem (CXCIV) a nasledna deprotekce vedly
k Zadané slouéeniné CXCV (Schéma 38).
Schéma 38: Syntéza derivatii morfolin/thiomorfolin-B-karboxamidu CXCV.%

Cl Cl
X X
[ i; i iv; v H Vi vii H
OH— OH E—— N —_— N
N N
B F F tBu, tBu,
ocC moc O mocO u ,,K&O (0] H'}I u ,.K&O (@] HoN
O.. Boc OH TFA
Ac
CXC CXCI CXCIII CXCIV CXcVv

CI
X=0,S Boc—NH
CXCll

Reagencie: (i) TFA/DCM, 5 h, 25 °C; (i) Fmoc-Cl, 1,4-dioxan/H,0, X = O: K,COg3, 3 h, 25 °C; X = S: NaHCO3, 16 h, 25 °C; (iii)
X = C: EDC, HOBt, DMF, 5 h, 0 - 25 °C; X = S: Hunigova baze, DMF, 16 h, 25 °C; (iv) PIP/DMF, 1 h, 25 °C; (v) O-acetyl (2R)-
hydroxy-3,3-dimethyl-butyryl chloridem , EtzN, DCM, 1 - 16 h, -10 - 25 °C; (vi) K,CO3 MeOH, 30 min, 25 °C; (vii) TFA/DCM,
30 min - 2 h, 0 °C; (viii) MCPBA (0,88 ekv.), DCM, 30 min, 25 °C; (ix) MCPBA (2,5 ekv.), DCM, 4 h, 25 °C.

Dalsi elegantni metoda byla zalozena na reduktivni aminaci O-chranéného threoninu CXCVII
s dimethoxyacetaldehydem XLIII. Pfislusny intermediat XLIV byl nasledné podroben konverzi
odchranéné hydroxyskupiny na chlorid cyklizujici na prekurzor CXCVII1. Nasledna N-acylace poskytla
cilovy produkt CXCIX (Schéma 39).14647

Schéma 39: Syntéza derivatii morfolin-3-karboxylovych kyselin CXCIX.146:47

TBDMS
«CH3 CHg CHs H5CO,, «CHs cho, WCHg
iii

H OCH H3CO OCHz — [ Hy—> [ OCH
HZNjYOC 3> H Njw‘/ 3(" 3 \l/\ 3 OCH3 N 3
HCl O HsCO

HsCO™ “CHO K@
XLINI
CXCVI CXCVII XLIV CXevil CXCIX

Reagencie: (i) TBDMS-CI, imidazol, suchy DMF, 30 min, 0 °C; (ii) 10% Pd/C, EtzN, MeOH, 24 h, 25 °C; (i) SOCIl,, MeOH, 4 h,
reflux; (iv) Cbz-Cl, NaHCOg3 dioxan/H,0O, 10 min, 0 °C, poté 24 h, 25 °C.

Podobného piistupu bylo vyuzito pro syntézu latek CCIII vyznamnych pro bunééné dychani
a p-oxidaci.*” Alkylace aminoskupiny derivatd serinu & threoninu CC  a-bromacetofenonem
v pfitomnosti NMP (CCI) a nasledna kysele katalyzovana cyklizace vedla k zadané latce CCII
podrobené acylaci Fmoc-Val-Cl v pfitomnosti 2,6-lutidinu a bazické defmokaci ucinkem EtoNH
za vzniku slou¢eniny CCIlII (Schéma 40).4

HaCO. H3CO

o ,R?
iii; iv ph\‘\[
\[ j;rOCH3 — CHs N:I;(OCHQ, R%=H, CHs
&/& 0

Schéma 40: Syntéza derivatii morfolin-3-karboxylovych kyselin CCI11.47
HaC 0

j;(OCHg j;(OCHa —
5 NH,

cC CcCll Cccll

Reagencie: (i) PhCOCH,Br, NMP; (||) HCI/MeOH,; (iif) Fmoc-Val-Cl, 2,6-lutidin, PhCH3 2 h, 60 °C; (iv) 30% Et,NH, MeCN, 2 h,
25 °C.

Dale byla popsana ptiprava prekurzort CCVIII pro syntézu tricyklickych benzodiazepint

pusobicich jako antagonisté vazopresinovych receptori.®? Tato metoda je zaloZena na otevirani
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aziridinového cyklu CCIV po protekci aminoskupiny Chz-ClI a nasledné substituci 2-chlorethanolem
(CCV). Po odstranéni chranici skupiny hydrogenolyzou (CCVI) bylo pfistoupeno k cyklizaci
Vv bazickém prostiedi EtsN (CCVII) a nasledné acylaci 2-nitrobenzoyl chloridem, jez poskytla zadany
prekurzor CCVIII (Schéma 41).%

Schéma 41: Syntéza derivatii morfolin-3-karboxylovych kyselin CCV 111,32

L Cl O C|/\/O . o o
COOCH; hil i iv E v [
— — OCHz —= OCH3 — OCHg | —= OCH
N HN 3 HCI . H,N 3 N 3 N 3
H Cbz O o) o) ©:§ o)
0
NO,

CClv Cccv CCvI CCvil CCVIIl

Reagencie: (i) Cbz-Cl, Et3N, DCM, 1 h, 0 °C, poté 20 h, 25 °C; (ii) CI(CH,),0H, BF3.Et,0, DCM, 48 h, 25 °C; (iii) H,, 10% Pd/C,
MeOH, HCI, 7 h, 25 °C, 345 kPa; (iv) EtzN, MeOH, 7 h, reflux; (v) 2-NO,-PhCOCI, EtzN, DCM,1 h, 0 °C.

Nasledujici metoda vyuziva reakce pS-aminothiolu CCIX a ethyl brompyruvatu CCX
Vv bazickém prostiedi NaHCO3 poskytujici nestabilni imin CCXI, jehoz redukce NaBH3CN (CCXI11)%8:32
a nasledna acylace poskytla zadané produkty CCXIII (Schéma 42).3
Schéma 42: Syntéza derivatii thiomorfolin-3-karboxylovych kyselin CCXI11.28:32

SH

Br S
[ [ i [ jii [
+ OCH; — OCH OCH; — OCH
NH, O 3 3 s N 3
. HCl HCl @OO
NO,

CCIX CCX CCXI CCXil CCXlll

Reagencie: (i) NaHCO3 (pH > 6), suchy MeOH, 3 h, 25 °C; (ii) 1. NaBHzCN, CH3COOH, 30 min, 25 °C; 2. HCI (pH = 4), 3 h, 25 °C;
(iii) 2-NO»-PhCOCI, NaHCO3 (aq), dioxan/H,0 (20:1), 4 h, 25 °C.

Na zavér této podkapitoly jsou rozebrany dvé podobné metody zalozené na nukleofilni
substituci poskytujici odlisné produkty CCXVI a CCXVIIL. Prvni cesta (a) vyuziva N-acylace
thiomorfolinu CCXIV fenyl-acetyl chloridem CCXV v piitomnosti pyridinu za vzniku produktu
CCXVI. Druha syntéza (b) vychazi z N-alkylace latky CCXIV a-halogenacetofenonem CCXVII
v piitomnosti K,CO3 vedouci k odlisnému N-acylovanému produktu CCXV 1 (Schéma 43).4
Schéma 43: Syntéza derivati thiomorfolin-3-karb0xylovych kyselin CCXVII1.%

[S

o X
CCXVII ©—</ CCXIV cl CCXVI
o o
CCXVII CCXV
X =Cl, Br

Reagencie: (i) Py, suchy DCM, 2 h, 0 - 25 °C; (ii) K,CO3, DMF, 3 h, 45 °C.
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3.1.2.2. Derivaty oxazinu/thiazinu

,Piima‘ syntéza derivatd oxazint/thiazinti pomoci pfistupu (B) nebyla doposud publikovana.
V literatufe existuje nckolik malo praci zabyvajicich se ,,nepfimou” pfipravou danych sloucenin
vychazejici z 6-substituovanych morfolind/thiomorfolinti podrobenych nésledné eliminaci vhodné

odstupujicich skupin. Tato metodika je blize rozebrana v kapitole (C).

3.1.2.3. Derivaty morfolinu/oxazinu s pfikondenzovanym cyklem

Oproti bioaktivnim kondenzovanym derivatim morfolinu/oxazinu pfipravenych pomoci
ptistupu (A) nevykazuji jejich analoga ziskana metodikou (B) vyrazngjsi aktivitu, a proto bylo
publikovano pouze minimum praci zabyvajicich se jejich syntézou.

Prvni uvedend metoda vedouci K bicyklu morfolin-3-laktonu CCXX vyuziva cyklizace
aminoketalu LXXXI v pfitomnosti thionyl chloridu (CCXIX) za nasledné N-substituce acyla¢nimi
¢i sulfonylacnimi Cinidly poskytujici zadany lakton CCXX, jehoz konverzi s aminem lze pfipravit
N-acylované morfoliny s [c] kondenzovanym $esti¢lennym heterocyklem CCXXI (Schéma 44).3147

Schéma 44: Syntéza morfolin-3-laktonu CCXX a derivatu CCXXI|.3147
HSC%O
0O HsCO,, O HsCO,, _O OH
H3CO OCH; —= — [
YN N $ \ Y=CO,R® = CHyBr 0
|
3

N
HsCO o
R O)\/ N R6
LXXXI CCXIX CCXX ) CCXXI
v +

|
Q Ilzmoc

. Ilzmoc Y=co, R3:;,5\_/N
R3=4-0 , PhCH,0, 4-CI-Ph, BrCH, ;,é\/Ny . )
RE = alkyl, aryl
Y = S0, CO

Reagencie: (i) SOCl,, MeOH, 16 h, 25 °C; (ii) Fmoc-Cl, 2,6-lutidine, DCM, 16 h, 25 °C nebo Cbz-Cl, NaHCO3; dioxan/H,0, 16 h,
25 °C nebo 4-CI-PhSO,CI, EtzN, DCM, 24 h, 25 °C nebo BrCH,COBr nebo Fmoc-Pro-Cl, 2,6-lutidin, suchy DCM, 2 h, 60 °C; (iii)
R®NH,, EtsN, MeOH, 20 min, 100 °C; (iv) 30% PIP/DMF, 2 h, 25 °C.

Druhou efektivni metodou byla syntéza N-acylovanych morfolind/thiomorfolinti
s [c] ptikondenzovanym sedmiélennym cyklem CCXXV. Acylace vychoziho racemického esteru
CCXXII poskytla odpovidajici amid CCXXIIIl podrobeny redukci a intramolekularni cyklizaci
na laktam CCXXIV. Redukce laktamového cyklu CCXXIV LiAIHs za nasledného ovéteni
stereoselektivity syntézy pomoci X-ray krystalografie vedla z +97% k cilovym tricyklickym
(S)-(+)-benzodiazepintim CCXXV (Schéma 45) pouzivanych jako antiflogistika ¢i chemoterapeutika,

pusobici také jako antagonisté vazopresinovych receptorii nebo antagonisté opiati.*®
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Schéma 45: Syntéza tricyklického benzodiazepinu CCXXV pies benzodiazepin-2,5-dion CCXXIV .48
X x x

X
i i ||| iv —
[ OR! — [ OCHz —= Xl‘ .S
N | N R*=CH3 (X=0),Et(X=9)
H (@)

: ,& o} NH
o)
NO,

CCXXII CCXXIl CCXXIV CCXXV
Reagencie: (i) 2-NO,-PhCOCI, EtzN nebo DIEA, suchy DCM, 18 h, 0 - 25 °C; (ii) Fe, CH3COOH, do zreagovani vychozi latky,

110 °C,; (iii) LiAlH4, suchy THF, 4 - 9 h, -10 - 25 °C; (iv) 1. di-p-toluoyl-D-vinna kyselina, MeOH, do rozpusét., 65 °C; 2. MeOH,
72 h, 25 °C => X-ray krystalografie.

Dalsi syntéza byla zalozena na kondenzaci esteru L-cysteinu CCXXVI
s 2,3-dibrompropanoatem CCXXVII v pfitomnosti EtsN za nasledné N-acylace latky CCXXVIII
Z-Phe-OH (CCXXIX). Hydrogenolyza Cbz skupiny vazané v postrannim fetézci pfipraveného amidu
CCXXIX umoznila intramolekularni cyklizaci a tvorbu zadanych diastereoisomeri CCXXX
a CCXXXI, jejichz pomér zavisel na substituci v pozici R! a pouzitém rozpoustédle pii cyklizaci. Vyssi
konverze reakce bylo dosazeno cyklizaci ethylesteru (R! = Et) bud’ v methanolu, kdy byla detekovana
smes obou izomertt CCXXX a CCXXXI s ptevahou [c] kondenzovaného derivatu v trans uspotadani
CCXXXI (60% konverze), nebo v piitomnosti DCM/CH3COOH podporujici vznik [d] kondenzovaného
thiomorfolinu CCXXX (74% konverze) a zcela znemoziujici tvorbu produktu CCXXXI (Schéma 46).4°

Schéma 46: Syntéza derivatii CCXXXX a CCXXXX].49
HS S

HzNj\(ORl ij CH3 _,[ lTOCH?’ i i Cb[N:L'W/OCHa o ﬁ;sj [sjY

Hcl O \<§O O
Rl:CHS, Et @/ \@

CCXXVI CCXXVII CCXXVIII CCXXIX CCXXX CCXXXI
Reagencie: (i) suchy EtzgN, suchy EtOH, 30 min - 8 h, 0 - 70 °C; (ii) 1. 2% NaOH, MeOH, 4 h, 25 °C; 2. HCI, MeOH, pH = 2, 0 °C;

(iii) 1. Z-Phe-OH, P,Os suchy Et;O, 20 min, 0 °C; 2. suchy Py, 3 h, 25 °C; (iv) Hy 10% Pd/Al,03 DCM/MeOH nebo DCM/
CH3COOH, 24 h, 25 °C.

Zajimavym pfistupem byla syntéza [C,e] kondenzovanych oxazintli zaloZena na regioselektivnim
otevirani oxathiazolidin dioxidu CCXXXI1 v dusledku substituce 2-bromfenolem za chlazeni. Nasledna
intramolekularni Buchwald-Hartwigova arylaminace intermediatu CCXXXIII v pfitomnosti Pd(dba)s
poskytla vychozi N-protekovany benzoxazin CCXXXIV. Ten byl nasledné podroben reakci s ethyl
chloriformiatem v ptitomnosti DIPA. Redukce karbonylové skupiny a nasledna kyseld deptotekce Boc
skupiny vedla v pfitomnosti NaOH k cyklizaci na finalni karbamat CCXXXV1 (Schéma 47).°

Schéma 47: Syntéza derivatii benzoxazinyl oxazolidonu CCXXXV 1.0

Oy OH
oj OEt o
SN o0 o hiiRS: = i g6 |v v RG Y VI vii g6l
/S — L Boc—»
N Br N
Boc OH Boc Boc o}

CCXXXII CCXXXIII CCXXXIV CCXXXV CCXXXVI
R® = 4-CH3 4-Et, 5-tBu, 4-CH30, 5-OCHg 4,5-(CH30),
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Reagencie: (i) R® substituovany 2-Br-PhOH, NaH, THF, 4 h, 0 °C; (ii) NaHSO, (aq), pH = 3 - 4; (iii) Pd(dba)3 Cs,COg, dioxan,
15 h, 100 °C; (iv) CI-COOEt, DIPA suchy THF, 20 min, 0 °C; (v) NaBH,, MeOH, 1 h, 0 °C; (vi) TFA, DCM, 1 h, 0 °C; (vii) NaOH,
DMF, 1 h, 0 °C.

3.1.3. Piistup C: Tvorba heterocyklu a naslednd redukce ¢i eliminace vedouci k derivatiim
morfolinu/oxazinu

Derivaty morfolinu/oxazinu pfipravené pomoci piistupu (A) a (B) byly dale modifikovany
pomoci: (1) redukce dvojné vazby oxazinll v poloze 5 vedouci k zddanym morfolinim, nebo (2)
eliminace vhodnych odstupujicich skupin vazanych na morfolinovém skeletu za tvorby dvojné vazby

V pozici 5 cilovych oxazint.

3.1.3.1. Redukce dvojné vazby

Tato metodika je zaloZena na redukci dvojné vazby v poloze 5 derivati oxazinu CCXXXVII
ptipravenych kysele katalyzovanou cyklizaci aminoacetalu v p-TsOH a toluenu za refluxu.t®! Zadany
morfolin CCXXXVIII byl ptipraven vysoce selektivni hydrogenaci (95% konverze) ptipraveného
oxazinu CCXXXVII katalyzované 10% Pt/C ve smé&si methanol/DCM v poméru 2:1 (Schéma 48).5
Schéma 48: Syntéza derivatii morfolin-3-karboxylovych kyselin CCXXXV111.5

[ j\(ocm [ jW(OCHs

¥ Y

CCXXXVII CCXXXVIII
Reagencie: (i) Hp, 10% Pt/C, MeOH/DCM (2:1), 16 h, 25 °C, 101 kPa.

Analogicky byly pfipraveny benzoxaziny CCXL, jejichz syntéza vychazela z hydrogenace
latky CCXXXIX v ethanolu za zvySeného tlaku po dobu tfi dnti (Schéma 49).52

Schéma 49: Syntéza derivatii benzoxazinu CCXL.>
X, "
), e L I
NlYOEt — N OEt
Ao Ao

I
tIBu tBu
CCXXXIX CCXL
Reagencie: (i) Hp, 10% Pt/C, EtOH, 72 h, 25 °C, 5 066 kPa.
Posledni uvedena metoda byla zalozena na konverzi enaminu CCXLI v ptitomnosti TfOH

a jejiho anhydridu vedouci k cilovym morfolintm CCXLII (Schéma 50).53
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Schéma 50: Syntéza derivatii morfolin-3-karboxylovych kyselin CCXLI1.53

j\‘/OEt — jw‘/OEt
NHPhth NHPhth

CCXLI CCXLII
Reagencie: (i) TfOH, (CF3C0),0, DCM, 123 h, 25 °C.

3.1.3.2. Eliminace vhodnych odstupujicich skupin

Cilovych oxazinli bylo dosazeno prostiednictvim dvou typu reakci: (i) eliminaci methoxy
skupiny z 5-acetalmorfolinu, nebo (ii) kysele katalyzovanou dehydrataci z 5-hydroxythiomorfolinu.
Pomoci prvniho pfistupu (i) byly piipraveny zadané oxaziny CCXLIV, CCXLVI a oxazin-3-
laktony LXXXIV. Schéma 51 popisuje kysele katalyzovanou eliminaci methanolu z 5-acetalmorfolinu
CCXLIII nebo CCXLV v ptitomnosti (a) p-TsOHY ¢&i (b) MsOH> vedouci k dihydrooxazinim
CCXLIV a CCXLVI.154%5
Schéma 51: Syntéza derivatii oxazin-3-karboxylovych kyselin CCXLIV a CCXLV| 1545

H5CO.,,
[ j;(OCHS — [ :%/OCH;.; RZ=H, CHs

[e{ey (W1l CCXLIV
Reagencie: (i) p-TsOH, PhCH3 2 h, reflux.
HsCO,,
(b) [ j OCH3 — [Nj OCHg
_N
Fmoc™ Ygo Fmoc~ vgO
HsC” “CHj HaC™ > CHs
CCXLV CCXLVI

Reagencie: (i) MsOH, PhCH3/DCM (4:1) 2 h, reflux.
Stejného principu bylo vyuzito pro piipravu oxazin-3-laktonti LXXXIV (Schéma 52).2:%
Schéma 52: Syntéza oxazin-3-laktonu LXXXIV. 154

H3CO., O o
LL[ on _l»[ on R3 = CHjg, Ph, PhCH,0, 2-NO,-Ph
N N Y =S0, CO
y © y ©
| |

LXXXII LXXXIV
Reagencie: (i) pTs-OH, PhCH3 2 - 24 h, reflux.

Druhy pfistup byl pouzit v piipadé kysele katalyzované dehydratace 5-hydroxythiomorfolind
CCXLVI poskytujici odpovidajici thiaziny CCXLVIII béhem separace na semipreparativnim HPLC
s gradientem 40% MeCN/0,1% TFA (Schéma 53).5
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Schéma 53: Syntéza derivatii thiazin-3-karboxylovych kyselin CCXLVIILS

\/\/\”/\/ES S
! I
o OCHz —= VV\(@/\[ OCH
(6] (0]
H3c/go H3C/g0
CCXLVII CCXLVII
Reagencie: (i) semipreparativni HPLC (gradient 40% MeCN/0,1% TFA).

3.1.4. Piistup D: Syntéza peptidomimetik obsahujicich morfolin/thiomorfolin-3-karboxylové

fragmenty

Peptidomimetika piedstavuji skupinu syntetickych latek, které napodobuji vlastnosti piirodnich
peptidt ¢i proteind. Struktura téchto molekul je obvykle navrhovéana za ucelem upravit molekulérni
vlastnosti peptidt (jejich stabilitu a biologickou aktivitu) s cilem objevit nové 1é¢ivo. Motivy predevsim
cyklickych peptidomimetik se nachazeji v mnoha bioaktivnich latkach, které se uplatiiuji naptiklad jako
chemoterapeutika, analgetika, katalyzatory pro asymetrickou syntézu, chemické sondy ¢i jako inhibitory
trombinu a trypsinu. Jejich hlavni vyhoda spocivd ve vazbé na nizs§i pocet biologickych receptort
umoznujici vy$si pocet interakci s pozadovanym biologickym cilem, coz vede ke zvySeni
terapeutického vyznamu a snizeni potencialnich vedlejsich u¢inka.®

V minulosti jiz byla syntetizovana ftada peptidomimetik s morfolinovym skeletem
substituovanym v poloze 2,4 nebo 6°1, nicméné z dostupnych zdrojii jsou znamy jen dvé publikace
tykajici se piipravy derivatd morfolin/thiomorfolin-3-karboxylovych kyselin!®, pro ilustraci je prvni
Z nich rozebrana nize.

Zakladni metodikou vedouci ke zminénym peptidomimetikim CCLV vykazujici aktivitu
k avBs/ovPs integrinu je syntéza na pevné fazi.!* Vychozi L-/D-morfolin-3-karboxylova kyselina
s N-protekci byla pfipravena péti krokovou syntézou vychdzejici z dimethoxyacetaldehydu
a L-/D-2-amino-3-hydroxypropanoatu methylnatého.®® Acylace pfipraveného derivatu morfolinu
na deprotekovanou aminoskupinu argininu CCL vazaného na 2-chlortritylové pryskyfici
za nasledné defmokace (CCLI) a sledu acylac¢nich a defmokacnich reakci vedly k linearnimu peptidu
CCLIII sestavajiciho ze sekvenci fenylalanin-asparagova kyselina a arginin-glycin. Kyselé $tépeni
korespondujiciho peptidu CCLIII z polymeru poskytlo volnou karboxylovou skupinu kondenzujici
S terminalni aminoskupinou asparagové kyseliny v ptitomnosti TBTU a DIEA na cyklicky tetrapeptid
CCLI1V, jehoz deprotekce vedla k zadané slou¢eniné CCLV (Schéma 54).14
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Schéma 54: Syntéza peptidomimetik CCLV.
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07/ \ﬁHo 07/ \%o
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Reagencie: (i) Fmoc-Arg(Pbf)-OH, DIC/HOBt, BB, DMF, 16 h, 25 °C; (ii) 30% PIP/DMF, 30 min, 25 °C; (iii) Fmoc-L-/D-Mor-OH,
TBTU, DIEA, DMF, 48 h, 25 °C; (iv) Fmoc-D-Phe-OH, DIC/HOBt, BB, DMF, 16 h, 25 °C; (v) Fmoc-Asp(t-Bu)-OH, TBTU, DIEA,
DMF, 16 h, 25 °C; (vi) 1% TFA/DCM, 10x2 min, 25 °C; (vii) TBTU, DIEA DMF, 24 h, 25 °C; (viii) 95% TFA, 2,5% H,0, 2,5%

TIS, 2 h, 25 °C.
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4. VYSLEDKY A DISKUSE

4.1. Vyvoj a optimalizace navrZené metodiky

Prvni ¢ast diplomové prace je zacilena na vyvoj a optimalizaci syntézy derivatti morfolinu, které
byly poprvé pozorovany jako vedlejsi produkty piipravy benzo[f][1,4]diazepin-5-ond.!!

Puvodni metodika (Schéma 55) byla zalozena na imobilizaci Fmoc-a-aminokyselin na polymer
pfes vhodny linker. Nasledna deprotekce Fmoc skupiny méla zpfistupnit aminoskupinu, ktera by mohla
byt dale aktivovana/chranéna 4-nitrobenzensulfonyl chloridem (4-Nos-Cl) pro alkylaci
a-bromacetofenonem. V pfistupu A méla byt 4-nitrobenzensulfonylova (4-Nos) skupina ponechana
v molekule jako N-substituent, pii¢emz aplikace $tépiciho koktejlu TFA/DCM méla vést k uvolnéni
intermediatu z pryskyfice a jeho cyklizaci na nenasyceny produkt 6. V ramci metody B meéla byt
4-Nos skupina po alkylaci odstranéna za ucelem acylace vysledného sekundarniho aminu 8 vhodnymi
benzoovymi kyselinami ¢i jejich chloridy. Nasledné kyselé Stépeni mélo vést k N-acylovanym
derivatim 10. Vzniku nasycenych derivatd morfolinu/thiomorfolinu 7 a 11 pak mélo byt dosazeno
pridavkem reduk¢niho ¢inidla (TES) do Stépiciho koktejlu.

Schéma 55: Metodika navrzend pro syntézu derivatii morfolin/thiomorfolin-3-karboxylovych kyselin.

e PG re
X ,R? X_ .R2 X R?
HRL _Pol 1 . Rl pol
g — Fmoc\Nj;‘/R\L/Pol — HzNj;/R\L/POI — Hl}lj;( S .
H o o) SO, O
R3
1 2 3 4
PG
X ~R? RE X _R? R4, X__,R?
A I
— OY j;(Rl\ _Pol | — \[ :l;(RlH nebo [ L‘/RlH
N L N N
| I h
R* S0, 0 SO, O S0, O
R3 R3 R3
5 6 7

F|>G
o :‘;‘/Rl Pol —» j;( _Pol — \[ j;( nebo [ j;‘/RlH
L/
ﬁf ﬁf
R (0] R

8 9 10 11
V nasledujicich kapitolach jsou jednotlivé piistupy a jejich modifikace popsany detailngji,

pfi¢emz je vyuzivano &islovani 1 — 25(R?,R? R R*) odvozené od vychozich latek (Obr. 6).
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Obr. 6: Vychozi latky pouzité pro substituci R*, R?, R® a R4,

S
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0]
1 2 3 4

L = Wang linker L = Rink-amidovy linker L = BAL s propylaminem L = Wang-piperazinovy linker
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Struktury 12 a 13 byly vytvoteny z vychozich latek 10 a 11 redukci nitroskupiny. Fragmenty
17, 18, 19, 20 a 21 byly pfipraveny ze slouceniny 1 primarné redukci 4-nitroskupiny, ktera méla byt

nasledné modifikovana tvorbou peptidické vazby, potazmo vystavbou peptidového fetézce.
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4.1.1. Pristup A: Priprava N-sulfonylovanych derivati morfolinu a thiomorfolinu

Na zékladé metodiky pouZité v bakalafské praci'! byla navrzena syntéza mensi chemické
knihovny dihydrooxazini/morfolind a jejich sirnych analogd. Jako vychozi latky byly pouzity
Fmoc-a-aminokyseliny (L-serin, L-cystein a L-threonin) ukotvené na pryskyfici S riznym linkerem,
dale aromatické sulfonyl chloridy ¢i Mes-Cl a a-bromacetofenony s elektrondonornimi/akceptornimi
skupinami (Schéma 56). Deprotekovana Fmoc-a-aminokyselina 3(R,R? byla sulfonylovana
prislusnymi ¢inidly za ovéreni kvantitativniho pribéhu reakce pomoci Fmoc-OSu a nasledné alkylovana
a-bromacetofenony. Stépeni a spontanni cyklizace alkylovanych sulfonamida 5(R®,R2R3,R%)
v TFA, 50% TFA/DCM ¢&i v TFA/TES/DCM vedly kcilovym produktim 6(R,R?R3%,R%) nebo
7(RY,R?,R3,R%) s 38 — 92% konverzi (Tabulka 13).

Schéma 56: Obecnd syntéza derivatii 6(R',R?R3,R*) a 7(R*,R?,R3R*) pomoci pristupu A.

G he re
_ X _.R2 X _.R2 X R?
i ii iii iv
HRY _Pol 1 1 j;(Rl Pol
— Fmoc. RY. _Pol — R< _Pol —= < POl —s
o} o] Egz 0
1(RY 2(R1,R? 3(RLR?) 4(R1,R? R3)

XPG = OtBu, STrt

R=0, NH, NPr, &N N§
! ’ ’ /

RY_X_R?
\[ 1 R?=H, CHs
RH
N R3= 4-NO,-Ph, 4-CHg-Ph, 4-CH30-Ph, 4-NH,-Ph, CHz
V/ O

?Oz R*= 4-CH3-Ph, 4-CH30-Ph, 3,5-diCI-4-NH,-Ph, 4-F-Ph
3

PG R g_@ 4-Br-Ph
Y R 6(R%,R?R%R?) =
Yoo RL _Pol lV"
N w
R* SO, O
s AN R X R!=0, N
5(RL,R2,R3,RY) [ 1 R =H CHy
RS N R'H R3 = 4-NO,-Ph, 4-CHg-Ph, 4-NH,-Ph
' R* = 4-CH3-Ph, 4-F-Ph
SO, O 3
R3

7(RY,R?,R3 RY
Reagencie: (i) Fmoc-alfa-aminokyselina, HOBt, DMAP, DIC, DMF, DCM, 24 h, 25 °C; (ii) 50% PIP/DMF, 30 min, 25 °C; (iii) sulfonyl
chlorid, 2,6-lutidin, DCM, 24 h, 25 °C; (iv) 2-brom-4"-substituovany acetofenon, DIEA / PS / BTPP, DMF, 24 h, 25 °C; (v) 50%
TFA/DCM nebo TFA p.a., 24 h, 25 °C; (vi) TFA/TES/DCM (10:1:9), 5 - 8 h, 25 °C; (vii) TES, 1 h, 25 °C.

4.1.1.1. Problematika sulfonylaci a alkylaci

Po ukotveni pfislusné Fmoc-a-aminokyseliny na pryskyfici a jeji deprotekci pomoci
50% roztoku PIP v DMF byl substrat 3(1,1) sulfonylovan 4-Nos-Cl (Schéma 57). Konverze reakce byla
nasledné ovérena pomoci acylace Fmoc-OSu, pficemz kvantitativniho pribéhu bylo dosazeno po 24 h

za laboratorni teploty (Tabulka 1).
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Schéma 57: Sulfonylace intermediatu 3(1,1) pomoci 4-Nos-Cl za ndsledné kontroly reakce derivatizaci

Fmoc-OSu.

tIBu tBlIJ tBlIJ tIBu $Bu
e} o o o @)
iii viii
HZNJ;(O‘L/POI — HZNJ;‘/O‘L/POI + HNJ;‘/O\L/POI —_— Fmoc\HJ;‘/O\L/Pol + HII\J O\L/Pol
(e} e} SO, O o SO, O
NO, NO;
3(1,1) 3(1,1) 4(1,1,2) 3a(1,1) 4(1,1,1)

Reagencie: (iii) 4-Nos-Cl, 2,6-lutidin, DCM, reak. doba (Tabulka 1), 25 °C; (viii) Fmoc-OSu, DCM, 30 min, 25 °C.

Tabulka 1: Optimalizace reakcnich podminek sulfonylace intermediatu 3(1,1) 4-Nos-Cl pri 25 °C.

. | surova
vych. | ¢as p;)ﬁzr distota
latka | [h] [%]2 4

[%06]°

16 | 21:79 | 74
3(1,1) [16 |0:100 | 85%
24 [ 0:100 | 90

8HPLC-MS (205 — 400 nm); ®opakovant reakcniho kroku pro dosazeni kvantitativniho prithéhu reakce.

Alkylace intermediatu 4(1,R%1) aromatickymi a-bromacetofenony poskytla cilové
meziprodukty 5(1,R%,1,R%) s 38 — 92% konverzi (Schéma 58). Z testovanych alkylaénich ¢inidel byl
nejméné vhodny 2-brom-1-thienofen-3-yl-ethanon, jehoz pouzitim doslo ke snizeni surové Cistoty
reakce na 38 %. Alkylace derivata threoninu 4(1,3,1) neprobihaly zcela kvantitativné nejspiSe
kvili sterickému branéni methylové skupiny v pozici R?. Nicméné& po nalezeni optimalnich reak¢nich
podminek byl produkt 5(1,3,1,1) ziskan v 74% surové Cistoté (Tabulka 2). Nalezené podminky byly
nasledné pouzity pro syntézu vech intermediati 5(1,R?,1).

Schéma 58: Alkylace intermedidtu 4(1,R?,1) rizné substituovanymi a-bromacetofenony.

PG PG PG
X _~R? X _+R? X_ .R2
iv 2 _
RZ=H,CH
O., _Pol — O. _Pol + O O.. _Pol el
HNj;( L Hl}lj;( L YNJ;( L R* = 4-CHy-Ph, 4-CH30-Ph, 3,5-diCI-4-NHy-Ph,
| ]
SO, O SO, O R, SO, O 4-F-Ph
N02 N02 N02
4(1,R%1) 4(1,R%1) 5(1,R%,1,R%Y

Reagencie: (iv) 2-brom-4’-substituovany acetofenon, baze (Tabulka 2), DMF, reak. doba (Tabulka 2), 25 °C.

Tabulka 2: Optimalizace reakénich podminek alkylace threoninu 4(1,3,1) pri 25 °C.

omer surova
vych. baze | ekv.a s | P A/5 Cistota
latka " [h] [%]° 5
[%0]°
DIEA |1 24 |32:68 |40
4(13.) DIEA |1 48 991 56
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DIEA |2 48 | 2:98 61
DIEA |2 24 11585 |74
BTPP |1 24 1100:0 |42
PS 1 24 11981 |54
PS 1 48 [29:71 | 34

sekvivalent baze vici alkylacnimu cinidlu; "HPLC-UV (205 — 400 nm).

Pii alkylaci intermediatu 4(1,1,2) 4'-amino-2-brom-3',5'-dichloracetofenonem byla detekovana
smés produktu 5(1,1,2,3) a vedlejsi latky 5d(1,1,2,3) (Schéma 59). Na zakladé znalosti moznych
pfesmykti nosylovanych derivatti® a hmoty zjisténé z HPLC-UV-MS ziznamu byly navrzeny tii
struktury slouceniny 5d(R?*,1,R%R?) (varianta A, B nebo C; Obr. 7), které vznikaji obecné z produktu
5(R%,1,R%R% jeho C-/N-arylaci za nasledné eliminace SO, skupiny.®® Strukturu latky 5d(1,1,2,3)
se pres veskerou snahu nepodafilo potvrdit, nebot’ béhem HPLC &isténi doslo k rozkladu latky. Snizenim
koncentrace baze na 0,7 mmol roztok vsak byla tvorba nezadouci slou¢eniny 5d(1,1,2,3) zcela potlacena
(Schéma 59, Tabulka 3).

Schéma 59: Alkylace intermediatu 4(R,1,R®) a-bromacetofenony.

X
t.Bu tBu RALT tBu
o , 0 AN_0 _O
v
RY _Pol—= L + 1 + 5d(RL1,R3RY:A-C
HNJ;( - N R% Pol N R%-Pol ( ) g
SO, O so2 o} 302 o R=0,NH, NPr, N N¥
R R R3 3
RS = 4-NO,-Ph, 4-CHgz-Ph
4(R,1,R3) 4(R1,1,R%) 5(R%,1,R3,R%Y R% = 4-CH3 4-CH30, 3,5-di-Cl-4-NH;

Reagencie: (iv) 2-brom-4'-substituovany acetofenon, baze (Tabulka 3 - 4), DMF, reak. doba (Tabulka 3 - 4), teplota (Tabulka
3-4).

Obr. 7: Predpokladané struktury slouceniny 5d(R!,1,R3 R4)' A-C.
tIBu tBu
(0]
R RY _Pol RY _Pol RL _Pol
HN Nig g g
(©) (0]

R4_

N\ /

A B o
5d(RL,1,R3R%):A-C
Tabulka 3: Optimalizace reakcnich podminek alkylace intermediatu 4(1,1,2) 4'-amino-2-brom-3',5'-

dichloraceto-fenonem.

ych koncent tas | teplota | POMEr S“l'lrto:é
vych. - oncentrace | cas |teplota Cistota

lgtka R'H R® Rf baze baze [mmol] | [h] [EC] ?0//3 ](i 5
[%0]°

DIEA |15 24 | 25 66:34 | 63

3 5.diCl- DIEA |07 24 | 25 82:18 | 68

4(1,1,2) | OH | 4-CHs3-Ph 4’-NH2 DIEA |07 48 | 25 100:0 | 84

PS 1,5 24 | 25 100:0 |40

EtsN 1,5 24 | 25 100:0 | 58

aHPLC-UV (205 — 400 nm).
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Dale byl studovan vliv konstituce linkeru (R') na pribéh alkyla¢nich reakci (Schéma 59).
Pouziti Rinkova amidového linkeru nebo propylaminu imobilizovaného na BAL linkeru vedlo pouze
ke vzniku vedlejsich produkti 5d(R%,1,1,R?) se surovou Cistotou 42 — 51% (Schéma 59). Lepsi konverze
se nepodatilo dosahnout zménou baze, teploty ani pouzitim mikrovinného reaktoru (Tabulka 4). Lze
tedy konstatovat, Ze pti ukotveni pies ester nebo cyklicky amid probiha alkylace dle oéekavani, zatimco
ukotveni pfes N,N-disubstituovany amid vede k bazicky katalyzovanému pfesmyku na nezadouci

produkty 5d(R%,1,1,R%).

Tabulka 4: Optimalizace reakcnich podminek alkylace derivatu 4(3,1,1) ukotveného na BAL

s propylaminem.

pomér surova
vych. 1 3 4 , ¢as | teplota | MW Cistota
litka | RH | R RE | bdze by | ey | wy | 29| s
6F | e
DIEA |24 | 25 - 34:66 | 49
BTPP | 24 | 25 ~ 4159 | 23
PS 24 | 25 i 23:77 | 51
4(3,1,1) 4-CHs 5 48 |25 -~ 2872 |34
PS 1 |70 200 | 39:61 | 27
NHPr | 4-NO2-Ph PS 24 |70 200 | 31:69 | 44
DIEA |24 | 25 -~ | 42558 |40
BTPP | 24 | 25 - 51:49 | 18
4(3,11) 4-CH0 153 24 |25 - 25:75 | 49
PS 48 | 25 - 32:68 | 44

3HPLC-UV (205 — 400 nm).

V dalsi ¢asti prace byly studovany sulfonylace jinymi sulfonyl chloridy, jakozto modifikace
piistupu popsaného v prvni ¢asti této kapitoly. Pro tento ucel byl zvolen postup vyuZzivajici deprotekci
aminoskupiny slouc¢eniny 5(1,1,1,R%). Vysledny intermediat 8(1,1,H,R%) byl dale podroben opétovné
reakci s novym sulfonyl chloridem, tzv. re-sulfonylaci (Schéma 60). Dosazené vysledky bohuzel
poukazaly na nereaktivitu Mes-Cl a Tos-Cl. Re-sulfonylace 4-methoxybenzensulfonyl chloridem
poskytla ptislusné produkty 5(1,1,3,1) a 5(1,1,3,4) v56 — 72% surové Cistoté, nicméné¢ vzhledem
k omezené pouzitelnosti metody bylo pfistoupeno k tzv. , pfimym® sulfonylacim s derivaty nesoucimi
elektrondonorni skupiny, které probihaly s 56 — 92% konverzi (Schéma 61).

Schéma 60: Denosylace a nasledna re-sulfonylace.

tBu Ryt N tBu
N O O
iii
J;( POI J;‘/ I_/Pol NJ;‘/O\L/POI

S0, O SO, O
R3
RS = 4-CH3-Ph, 4-CH30-Ph, CH3

o R* = 4-CHg, 4-CH30, 2,5-diCI-4-NH,_ 4-F, 4-Br
2

5(1,1,1,R%) 8(1,1,H,R% 5(1,1,R3,R%
Reagencie: (ix) 2-merkaptoethanol, DBU, DMF, 30 min, 25 °C; (iii) sulfonyl chlorid, 2,6-lutidin, DCM, 24 h, 25 °C.

42



4.1.1.2. Problematika alkylaci po ,,pfimych* sulfonylacich

Derivaty 4(1,R?R®) ptipravené ,,piimou* sulfonylaci s riizné substituovanymi sulfonyl chloridy
byly dale alkylovany za standardnich podminek. Pifitomnost methylové skupiny v poloze 4
(R® = CHj3) zcela znesnadnila priibéh reakce, pficemz zadany produkt 5(1,1,5,1) nebyl piipraven
ani po opakovani alkylaéniho kroku. Alkylace meziproduktti 4(1,1,R% probihaly obtizn& zejména
v piitomnosti a-bromacetofenont s elektrondonornimi skupinami (R* = CHs, OCHs) (Schéma 61,
Tabulka 5). Z toho divodu se zadanou latku 5(1,1,2,2) podafilo pfipravit pouze v omezené surové
Cistoté, a to i pfes optimalizaci alkyla¢nich podminek (Tabulka 5). Porovnani surové Cistoty produktl
5(1,1,R3,R%) ptipravenych pomoci re-sulfonylace a ,,pfimé* sulfonylace je uvedeno v Tabulce 6.

Schéma 61: ,, PFima* sulfonylace cinidly s elektrondonornimi skupinami a nasledna alkylace.

X
RG RG PG Ra i RG
X X X N0 _X
i O. _Pol v 0., _Pol O., _Pol
—_— < ol — N (0] N 0
HoN Os-Pol HN s HN ot N L
o) SO, O SO, O S0, O
| | |
3(1,R?) 4(1,R? R3) 4(1,RZ,R%) 5(1,R?,R3,RY
XPG =1tBu, STrt R3 = 4-CH3-Ph, 4-CH30-Ph, CHg

R*= 4-CH; 4-CHg0, 2,5-diCl-4-NH,, 4-F, 4-Br

Reagencie: (iii) sulfonyl chlorid, 2,6-lutidin, DCM, 24 h, 25 °C; (iv) 2-brom-4’-substituovany acetofenon, baze (Tabulka 5),
DMF, reak. doba (Tabulka 5), teplota (Tabulka 5).

Tabulka 5: Optimalizace reakcnich podminek alkylace latek 4(1,R?,R3).

pomér surova
vych. 3 4 . . | €as | teplota | MW Cistota
Jatka X R R baze | ekv. | e [W] [sf/ﬁb 5
[%0]°

DIEA |1 24 | 25 - 43:57 | 51

DIEA |2 24 | 25 - 22:78 | 74

DIEA |1 24 |70 - 44:56 | 41

DIEA |1 1 |70 200 | 15:85 |60

DIEA |1 12 |70 200 | 28:72 |59

4(11.2) 1 O [4-CHs-Ph 1 4-CHs /50— 24 170 200 | 0:100 | 63
BTPP |1 24 | 25 - 22:78 | 25

BTPP |2 24 | 25 - 100:0 | 0

BTPP |1 24 |70 - 100:0 | 0

BTPP |1 1 |70 200 | 10000 |0

DIEA |1 24 | 25 - 52:48 | 26

DIEA |1 24 |70 200 |57:43 |30

DIEA |1 48 | 70 200 |0:0 0

4(11.2) | O | 4-CHa-Ph | 4-CHO /5 E =7 24 | 100 200 |73:27 |14

DIEA |1 24 | 120 200 |0:0 0

PS 1 24 | 25 - 100:0 |0

DIEA |1 24 | 25 - 15:85 | 73

DIEA |1 48 | 25 - 12:88 | 81

4(11.2) | O | 4-CHs-Ph | 4-F DIEA |1 72 |25 - 0:100 | 94
PS 1 24 | 25 - 84:16 | 11

DIEA |1 48 | 25 - 10:90 |82

4(112) | O | 4-CHs-Ph | 4-Br DIEA |1 72 | 25 - 0:100 | 97
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DIEA |1 24 |25 - 69:31 | 23
4(113) | O | 4-CHO-Ph | 4-CH; DIEA |1 24 |25 - 0:100 | 56°
DIEA |1 24 | 25 - 39:71 | 65
4(113) | O | 4-CHO-Ph | 4-F DIEA |1 24 | 25 - 0:100 | 65
DIEA |1 24 | 25 - 4:96 |77
DIEA |1 24 | 25 - 0:100 | 83»
4(123) | S | 4-CH;O-Ph | 4-CH:O |5 =EA—T7 28 T2t - 1590 171
DIEA |1 72 | 25 - 0:100 | 58
4(1,2,3) | S | 4-CHsO-Ph | 4-F DIEA |1 24 |25 - 0:100 | 81
DIEA |1 24 | 25 - 100:0 | 0
4(115) | O | CHs 4-CHs  "pIEA |1 24 | 25 - 1000 |0

3ekvivalent baze viici alkylacnimu cinidlu; PHPLC-UV (205 — 400 nm); ®opakovani reakcniho kroku pro dosaZeni
kvantitativniho pritbéhu reakce.
Tabulka 6: Porovndni surové cistoty modelovych latek 5(1,1,R%,R%) pFipravenych re-sulfonylact

a ,,primou “ sulfonylaci.

surova Cistota 5 [%0]°
sloué. RS R* ,pFima“
resulfonylace
sulfonylace

5(1,1,2,1) | 4-CHs-Ph | 4-CHs 0 63
5(1,1,2,2) | 4-CHs-Ph | 4-CH30 | 0 42
5(1,1,3,1) | 4-CH30-Ph | 4-CHs 72 75
5(1,1,34) | 4-CH;O-Ph | 4-F 56 79
5(1,1,5,1) | CHs 4-CH3s 0 0

aHPLC-UV (205 — 400 nm).

4.1.1.3. Problematika cyklizaci na nenasycené derivaty morfolinu

Pribéh cyklizaci intermediatt 5(R*,R?,R%,R*) byl ovlivnén sloZenim §té&piciho koktejlu a délkou
$té€peni. Prvni pokusy byly provadény na riznych substratech s 50% TFA v DCM po dobu 30 minut
(Schéma 62, Tabulka 7), kdy dochazelo ke vzniku deprotekovaného vedlejsiho produktu 5b. S ménicim
se pomérem TFA/DCM nebo reakéni dobou byla v LC-MS spektrech detekovana dal$i nezadouci
struktura 5a s chranici t-butylovou nebo tritylovou skupinou. Teprve pouziti 50% TFA v DCM
po dobu 24 — 26 h vedlo k optimalni cyklizaci na slouceninu 6, a to zejména u derivati serinu
6(1,1,R%R* a threoninu 6(1,3,1,1). Uzavieni cysteinovych intermediatd 6(1,2,R%R*) bylo dosaZeno
az po celodennim §tépeni v Cisté TFA, jako modelovy ptiklad je zde uvedena cyklizace slouc¢eniny
5(1,2,1,1) (Tabulka 7). Vyjimku tvofily latky 5(3,1,1,R*) s navazanym propylaminem v poloze R?,
u kterych ani po 24 h nedochazelo k cyklizaci, ve smési vSak vznikal vedlejsi produkt 6d(3,1,1,R%)
s prepokladanou strukturou D, E nebo F (Schéma 62, Obr. 8, Tabulka 8) odvozenou od skeletu A, B
nebo C (Obr. 7). Sledovani trendu substituce odhalilo, ze uzavieni do cyklu znesnadiiuje pFitomnost
sekundarniho a terciarniho aminu v poloze R, methylové skupiny v pozici R? &i elektrondonornich
skupin v polohach R® = 4-CH30-Ph, 4-NH,-Ph a R* = 4-CH30 (Tabulka 7 — 8).
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Schéma 62: Cyklizace intermediatu 5(R*,R? R3R%).

PG PG all S
| | 2 2 R*
X_ . R? X_+R HX _ .R = X
0 1 Q 1 1 | 1
— RH + RIH + RIH
l}l R\L/Pol '}‘L( '}‘ ’}‘
RUTN, SO O RATY, SO2 0O RUTY, SO0, 0 SO, O

R34 R3¢ R34 R3©

= = = =

5(R!,RZ,R3,RY
XPG = OtBu, STrt

v

RZ=H, CHg
Ho H
O 4
N NH + 6d(3,1,1,R*»):D-F
I
RETY, SOz O

NO,
5b(3,1,1,R%)

5a(R1,RZR3RY

5b(R1,R2,R3,RY

R%=4-CH; 4-CH30

6(R1,RZ,R3 RY

Rl=0, #N N3 R3 = 4-NO,-Ph, 4-CH30-Ph, 4-NH,-Ph
=Y, o 2 ' 3 ’ 2

Reagencie: (v;) XPG = OtBu: TFA/DCM; XPG = STrt: TFA p.a. nebo 50% TFA/DCM, reak. doba (Tabulka 7), teplota (Tabulka

7); (vp) 50% TFA/DCM, reak. doba (Tabulka 8), 25 °C.

Obr. 8: Predpokladané struktury slouceniny 6d(3,1,1,R*): D - F

X

R4_' N NO R4_' R4_' N
LA_O ©/ 2 LA_O # A0 #
e | NJW(NH | Nj\(NH Ry = 4-CHz, 4-CH30
N NH H
4 \_\ o o) o)

N

D E

NO,
E

6d(3,1,1,R*):D-F

Tabulka 7: Pomér latek 5a:5b:6 v zavislosti na sloZeni §tépici smési, reakcénim case a teplote.

v v surova

, pomér | pomér |,
lvéytcl:’a' X |RY| R2 R? R | TFA/ [cﬁ]s te[E'CO]ta 5a/5b/6 C‘St6°ta
DCM [%6]2 [%]°

1:1 2 25 0:89:21 15

51,131 |[O |O | H 4-CH30-Ph | 4-CHj3 11 >4 |25 0:26.74 50

1:1 05|25 0:37:63 39

1:2 05|25 0:14:86 56

2:1 0,525 0:33:67 50

11 2 25 0:29:71 49

1:2 2 25 0:13:87 58

2:1 2 25 0:22:78 53

51,141 |0 (O |H 4-NHz-Ph 4-CHjs 11 Z o5 0:19:81 52

1:2 4 25 0:9:91 67

2:1 4 25 0:16:84 51

1:1 15 | 25 0:7:93 56

1:2 15 | 25 0:4:96 55

1:1 24 | 25 0:0:100 68
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1:2 24 |25 0:0:100 44
1:1 0,525 67:0:33 28
1:0 0,525 0:16:84 71
1:1 2 25 44:19:37 | 31
1:0 2 25 0:5:95 85
5(1,3,1,1) | O | O | CHs | 4-NO2-Ph 4-CHjs 10 5 50 0:0:100 29
1:1 24 |25 0:30:70 54
1:0 24 | 25 0:0:100 90
1:1 72 | 25 100:0:0 0
1:0 0,525 0:25:75 58
1:0 1 25 0:4:96 80
51,232) |S |O |H 4-CH30-Ph | 4-CH30 | 1:0 2 25 0:1:99 77
1:0 24 |25 0:54:46 22
1:1 24 |25 0:14:86 68
1:1 05125 0:11:89 73
1:1 2 25 0:15:85 73
1:1 2 50 0:8:92 67
3:97 2 25 100:0:0 0
19:1 2 25 0:26:74 64
19:1 2 50 0:9:91 50
54,111 |O |°® H 4-NO,-Ph 4-CHjs 1:1 5 50 0:18:82 33
3:97 24 |25 10:24:66 | 54
1:1 24 |25 0:7:93 75
1:1 24 |50 0:100:0 0
19:1 24 |25 0:30:70 55
1:1 26 | 25 0:17:83 75
1:1 38 | 25 0:11:89 78

BHPLC-UV (205 — 400 nm); P¥N__N%,
Tabulka 8: Pomeér ldatek 5b:6d v zavislosti na délce stépeni v 50% TFA/DCM pri 25 °C.

pomér surova | surova
v’ych. R cas 5b/6d Cistota | Cistota
latka [hl [%6]* >d o
[%]* | [%]?
05 [2872 |17 44
1 |2278 |14 49
SGLL1) | 4CHs  ——7186 s 51
24 | 17:83 |49 24
05 [4951 |27 28
1 |2476 |14 44
5B,112) | 4CH:O 55789 113 55
24 0100 |0 47

aHPLC-UV (205 — 400 nm).

Protoze cyklizace nékterych intermediatt 5(R*,R?,R3,R?) neprobihaly kvantitativné (Tabulka 7),
byly linearni produkty 5b(R*,R? R®R*) podrobeny zpé&tné cyklizaci za riznych podminek (Schéma 63,
Tabulka 9). Uzavieni cyklu bylo dosaZeno ponechanim smési 5b/5 v &isté TFA pii -18 °C,
dle predpokladu vsak jejich stanim v Cisté TFA pfi 25 °C dochazelo opét k ¢astecnému otevirani cyklu
(Tabulka 9). V ptipadé latky 5b(1,2,3,2) byla také vyzkousena cyklizace v DMSO, nicméné zadny

z experimentt nevedl k pozitivnim vysledkim.
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Schéma 63: Stépeni intermedidtu 5(R1,R2,R3,R4) a nasledna cyklizace sloucenin 5b(R',R?,R3,R%).

I\
Rl=0, ¥N NH

PG
X_ _R? =0,
1 v 1 R%2=H -
o RL_Pol — O RH + =
N L R3 = 4-NO,-Ph, 4-CH30-Ph

SO, O SO a_, ]
R4 D R3 ’ el N 2 so2 R*=4-CHz 4-CH30
=z =
5(1,R%R%2) 5b(1,R?,R3,2) _ 6(1LRZR3.2)
XPG = OtBu, STrt | (x) cyklizace 1

Reagencie: (v) XPG = OtBu: 50% TDA/DCM, 24 h, 25 °C; XPG = STrt: TFA p.a., 24 h, 25 °C; (x) cyklizace (Tabulka 9).

Tabulka 9: Optimalizace reakcnich podminek cyklizace slouceniny 5b(1,R?,R3,2).

vych cyklizaéni pomér slozek ¢as | teplota | MW pomér sélilsl:())‘t’:
latka Ginidlo | SYKlizaéniho |, Frony Ty | 9076 6
Cinidla [90] [%]°
24 25 - 44:56 | 47
24 4 - 17:83 | 73
210 | 4 - 35:65 | 53
24 18 - 53.47 | 43
5b(1,1,1,2) | TFA/DCM | 1:0 48 18 - 2575 | 68
114 | -18 - 39:51 | 50
163 | -18 - 22:78 | 76
276 | -18 - 18:82 | 78
303 | -18 - 16:84 | 76
5min | 25 - 100:0 0
5min | 25 200 | 10000 |0
11 Smin | 120 | 200 | 0:0 0
' 1 25 - 1000 |0
1 40 - 1000 |0
2 40 - 1000 |0
TFA/DCM 2 25 - 1000 |0
2 50 - 1000 |0
5b(1,2,3,2) 2 80 - 1000 |0
1:0 24 18 - 0:100 | 99
90 18 - 0:100 | 97
138 | -18 - 0:100 | 98
251 | -18 - 0:100 |97
1 40 - 1000 |0
2 80 - 1000 |0
DMSO | 1:0 3 60 : 100:0 | 0
19 80 - 0:0 0
24 4 - 24:76 | 58
48 4 - 65:35 | 26
210 | 4 - 80:20 | 11
5b(4,1,1,1) | TFA/DCM | 1:0 24 18 - 37:63 | 62
90 18 - 2476 | 75
138 | -18 - 61:39 | 38
251 | -18 - 51.49 | 37

aHPLC-UV (205 — 400 nm).
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4.1.1.4. Problematika cyklizaci na nasycené derivaty morfolinu

Syntéza derivati 7(1,R?,R%R?) s redukovanou dvojnou vazbou v poloze 5 (Schéma 64, Tabulka
10) byla provedena s pouzitim $§tépici smési obsahujici redukéni ¢inidlo TES v poméru TFA/TES/DCM
(10:1:9). Pozdgéji se ukazalo, Ze cyklizace probiha s vy$si surovou Cistotou (> 86%), pokud je nejdiive
provedeno standardni Stépeni v 50% TFA v DCM a teprve nasledné ptidan TES. Tato strategie vSak
byla objevena az v zavéru prace, proto byla vétsina cilovych latek ptipravena méné vyhodnym stépenim
s TFA/TES/DCM se surovou Cistotou v rozmezi 58 — 75% (Tabulka 13).
Schéma 64: Stépeni intermedidtu 5(1,R2,R3 R%) v pritomnosti redukcniho cinidla TES.

RG R4 ~ a0
X _~R? LN X R? R i, X, R? -
o v | vii [ R“=H, CH3
N 0. -Pol— N OH — N OH  R®=4-NO,-Ph, 4-CH30-Ph
! ! ) R*=4-CH3 4-F
RO, SO, 0 SO, O S0, O 3
U
— AN X RN
R RO R
=
5(1,1,1,1) 6(1,1,1,1) 7(1,1,1,1)
X = OtBu, STrt
| v 1

Reagencie: (v) XPG = OtBu: 50% TFA/DCM, 24h, 25 °C; XPG = STrt: TFA p.a., reak. doba (Tabulka 10), 25 °C; (vi) TFA/TES/
DCM (10:1:9), reak. doba (Tabulka 10), 25 °C; (vii) TES, reak. doba (Tabulka 10), 25 °C.

Tabulka 10: Surova Ccistota findlniho produktu 7(1,1,R3R*) v zavislosti na podminkdich Stépeni
pri 25 °C.

, y pomér svl.erVé
vych. Stépici koktejl Cas g7 | Cistota
latka [h] [%]? 7

[%0]*
5(1,11.1) | [FA/TESIDCM (10:1:9) [ 24 0:100 |74

B 50% TFA/DCM + TES 24+0,3 | 0:100 86

TFA/TES/DCM (10:1:9) | 5 0:100 11

5(1,1,2,4) 50% TFA/DCM + TES 24+0,3 | 75:25 20
e 50% TFA/DCM + TES 24+05 | 67:33 31
50% TFA/DCM + TES 24 +1 0:100 93

aHPLC-UV (205 — 400 nm).

Redukce meziproduktu 6(1,2,1,1) neprobéhla kvantitativné (Schéma 65), coZ bylo prokazano
az s pomoci 2D-NMR experimenttl, které odhalily pFitomnost 35% vychozi latky 6(1,2,1,1), kterou
nebylo mozno pomoci semipreparativni HPLC oddélit kvili totoznému retenénimu ¢asu (1,99 min)

s produktem 7(1,2,1,1).
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Schéma 65: Redukce intermedidtu 6(1,2,1,1).

N - N
|
SO, O SO, O SO, O
NOZ NOZ N02
5(1,2,1,1) 6(1,2,1,1) 7(1,2,1,1)

Reagencie: (vi) TFA/TES/DCM (10:1:9), 5 h, 25 °C.

4.1.1.5. Problematika separace

Finalni latky 6(1,R?,R3,R*) a 7(1,R?,R3%,R) byly po cyklizaci ve $t&picim koktejlu zbaveny podilt
TFA a DCM jejich odfoukanim pod proudem dusiku. Vznikly odparek byl nasledné natedén
na vhodny objem methanolem a podroben kontrolni LC-MS analyze, ktera ukazala zna¢nou nestabilitu
produkt 6(1,R?1,R%), krom& R* = 4-CH; (Schéma 66). Zatimco serinové derivaty 6(1,1,1,R*) byly
otevieny a ¢aste¢né konvertovany na esterifikované linearni prekurzory 5¢(OCHs,1,1,R%) (Piiloha 1 —
2), latky odvozené od cysteinu byly uc¢inkem zbytku TFA v MeOH rozloZeny. Tyto nezadouci jevy byly
eliminovany zaménou MeOH za MeCN (Tabulka 11). V ptipadé latek 7(1,R?1,R%) nemélo pouzité
rozpoustédlo na jejich stabilitu zadny vliv (Schéma 66, Tabulka 12).
Schéma 66: Stabilita ﬁndlm’ch latek 6(1,1,1,RY) a 7(1,R%1 R4) V zavislosti na pouzitém rozpoustédle.

[ vi; Xi V; X \[
OH ~—— OY\ L/POI OCH3 + OH
SOZ SOZ

NO, NO, NO, NO,
7(1,R%,1,R% 5(1,R?,1,R% 5¢(OCHg,1,1,R%) 6(1,R?,1,RY
R2=H, CH3 XPG = OtBu, STrt RZ=H, CHs <
R% = 4-CHg-Ph, 4-F-Ph R% = 4-CHj-Ph, 4-CH30-Ph, 3,5-diCl-4-NH,-Ph, 4-F-Ph, §—©

Reagencie: (v) XPG = OtBu: 50% TFA/DCM, 24 h, 25 °C; XPG = STrt: TFA p.a., 24 h, 25 °C.; (vi) TFA/TES/DCM (10:1:9),
5-8h, 25 °C; (xi) MeOH nebo MeCN.

Tabulka 11: Viiv rozpoustédia na stabilitu latek 6(1,R?,1,R%).

. | surova
ich POMEr | sistota
e x| Rr? R* rozpoustédlo | 5c/6
latka [%]2 6
[%0]*
MeOH 0:100 | 82
51,111 | O |H | 4-CHs-Ph MeCN 0:100 | 80
MeOH 63:37 | 31
5(1112) |O | H | 4-CH:0-Ph MeCN 0:100 | 51
. MeOH 44:56 | 45
5(1,1,1,3) | O | H 3,5-diCI-4-NH;-Ph MeCN 0:100 | 72
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5(1,1,1,4) |0 |H | 4-F-Ph mgg,t: (1,?1'88 22
5119 |0 |H |+ Mo o100 a8
5(1,211) | S |H | 4-CHsPh mggn 85188 32
5(1.212) | S |H | 4-CH:O-Ph ngn 8.200 29
5(1,214) | S |H | 4-F-Ph ngn gi(l)OO 27
S(L3L1) | O | ChHs | 4-CHyPh MicN o100 Teg

aHPLC-UV (205 — 400 nm).
Tabulka 12: Viiv rozpoustédla na stabilitu latek 7(1,R?,1,R%).

surova
;Zti(l; X | R? R* rozpoustédlo éiS;Ota

[%0o]?
5(1,1,1,1) | O | H | 4-CHs-Ph ngn gi
5(1211) |S |H | 4CHyPh | hEBH g
5(1,3,1,1) | O | CHs | 4-CHs-Ph MES,Z' 23
5(1,1,1,4) |0 |H | 4-F-Ph mgg,t: 32

aHPLC-UV (205 — 400 nm).

Derivaty 6(1,1,3,1) a 6(1,2,3,2) s elektrondonornimi skupinami v pozici R® a R* byly sice
v MeCN stabilni, nicméné po nastiiku latek na kolonu doslo nejspise vlivem kombinace zbytku TFA
a systému mobilnich fazi (MeCN:AmAc) K jejich ¢asteCnému otevieni na 5b(1,R%,3,R*). Z tohoto
diavodu byly vytézky Zadanych slouc¢enin vyrazné nizsi (Schéma 67, Tabulka 13).
Schéma 67 Vliv mobilni fize na stabilitu produktii 6(1,1,3,1) a 6(1 2,3,2).

so2 so2 502
OCHg3 OCHg OCHg3 OCHg
5(1,R%,3,R%) 6(1,R%,3,R% 5b(1,R2,3,R% 6(1,R%,3,R%)
XPG = OtBu, STrt R* = 4-CH3 4-CH30

Reagencie: (v) XPG = OtBu: 50% TFA/DCM, 24 h, 25 °C; XPG = STrt: TFA p.a., 24 h, 25 °C; (xi) MeCN; (xii) HPLC
purifikace v MeCN/AmAC.

Zavérem je uvedena Tabulka 13 s vy¢tem vSech N-sulfonylovanych derivatd morfolinu/thio-
morfolinu a vedlejsich produktu, které se podafilo ¢i nepodatilo béhem prace pripravit. Struktura vsech

izolovanych derivatt byla potvrzena pomoci 1D, 2D-NMR analyzy a HRMS.

50



Tabulka 13: Prehled finalnich N-sulfonylovanych derivati morfolinu/thiomorfolinu a vedlejsich

produktii.
R“\[x R2 RY, X ,.R?
| ) C )
RIH
Ny 5
Y O Y ©
R3 R3

6(R1,R2,R3,RY

H3CO HsC
@To on O
I
NH
Nj;(ocm ‘ H 2
(@]
O 0,

SO, N

7(R1,RZ R3,RY
HsC
T o

NH
oy
o}
O,N

NO,
5¢(5,1,1,2) 6d(2,1,1,1) 7d(2,1,1,1)

surova | finalni vy

slowt. | X| Y | RH | R R® R* Gistota | Gistota | VYLLK

ool | oo |
513?2(;70”3’1’ 0 |so, |OCHs |H |4-NOx-Ph |4-CHs;0-Ph |43 98 |68
6(1111) |0 |SO;, |OH H | 4NO-Ph | 4-CHsPh |82 99 |79
6(11.12) | O | SO, |OH H | 4NO~Ph | 4-CHsO-Ph | 51 07 |44
6(1,1,1,3) | O | SO, |OH H | 4-NO,-ppn | 35-diCH4- 14, 97 |92

NH>-Ph
6(1114) | O | SO, |OH H | 4NOsPh | 4-F-Ph 81 99 |51
6(1,1,15) |O | SO, |OH H |4NOsPh | 45 38 99 30
6(1,211) |S | SO, |OH H | 4NO,-Ph | 4-CH,Ph | 90 98 |83
6(1.212) |S | SO, |OH H | 4NO,-Ph | 4-CH,O-Ph | 69 99 |70
6(1311) |O | SO, |OH CHs | 4NO>Ph | 4-CH;Ph | 60 08 |41
6(1,1.21) | O | SO, | OH H | 4-CHs-Ph | 4-CHsPh | 64 99 | 4°
6(1.1.22) | O | SO, | OH H | 4CHs-Ph | 4-CHO-Ph |NP___|NP | NP
6(1,123) | O | SO, |OH H | 4CHg-Ph | 32:dICk4- 155 97 |19
NH>-Ph

6(11.24) |0 | SO, |OH H | 4CHs-Ph | 4-F-Ph 73 99 |52
6(1,1.26) | O | SO, |OH H | 4CHs-Ph |4-BrPh | 92 09 |4
6(11.31) | O | SO, |OH H | 4-CH,0-Ph | 4-CHsPh | 56 TRE
6(1,1.34) | O | SO, | OH H | 4-CH:0-Ph | 4-F-Ph 65 08 |32
6(1.232) |S | SO, |OH H | 4-CHs0-Ph | 4-CH:O-Ph | 56 98 |9
6(1.234) |S | SO, |OH H | 4-CH:0-Ph | 4-F-Ph 81 99 |90
6(1,1.51) | O | SO, |OH H | CHs 4CHsPh |NP __|NP__ | NP
6(41,1,1) |0 |SO, |+« w|H |4NOsPh |4CHsPh |75 99 |63
6d(2.111) | O |- NH, |H | 4NOyPh | 4CH;Ph |51 NI | NI
6d(3.1.11) | O |- NHPr | H | 4-NO»Ph | 4-CHs;-Ph | 51 NI NI
6d(3,1,12) | O |- NHPr | H | 4NO;Ph | 4-CH,0-Ph | 49 NI | NI
71,111 |0 | SO, |OH H | 4NO,~Ph | 4-CHsPh | 65 99 |97
7(1211) |S | SO, |OH H | 4-NO-Ph |4-CHsPh |64 99 |84
7(1,214) |S | SO, |OH H | 4NO-Ph | 4-F-Ph 67 98 |80
7(1311) |0 | SO, |OH CHs | 4NO,Ph | 4-CH,Ph | 58 99 |57
7(11.24) |0 | SO, |OH H | 4-CHs-Ph | 4-F-Ph 72 o7 |4
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7(1,1,14) [0 [S0, [OH H [4-NO,-Ph [ 4-F-Ph 75 98 80

7d(2,1,11) |O |- NH> H 4-NO2-Ph | 4-CHs-Ph 42 NI NI

aHPLC-UV (205 — 400 nm); ®HPLC-UV ¢istota po purifikaci (205 — 400 nm); °pocitino z 1H-NMR; ‘Misto R*H
je OCHg; ®1H-NMR znecisténo alifatickym kontaminantem pochdzejicim bud’z DMSO, ¢ semipreparativni HPLC;

NI = Nepodariilo se 1zolovat; NP = Nepodaiilo se Pripravit.

4.1.2. Pristup B: Priprava N-acylovanych derivati morfolinu

V navaznosti na predchozi popsanou problematiku byla analogicky navrzena syntéza
acylovanych dihydrooxazini a morfolini vychazejici z alkylovaného prekurzoru 5(1,1,1,1)
piipraveného standardnim zptisobem uvedenym ve Schématu 56 (kapitola 4.1.1.). Vychozi intermediat
5(1,1,1,1) byl dale podroben denosylaci a nasledné acylaci alifatickymi/aromatickymi kyselinami
&i jejich chloridy (Schéma 68). Stépeni a spontanni cyklizace acylamid 9(1,1,R3,1) v 50% TFA/DCM
nebo TFA/TES/DCM vedly k cilovym produktim 10(1,1,R31) a 11(1,1,7,1) s48 — 73% konverzi
(Tabulka 22).

Schéma 68: Obecnd syntéza derivatii 10(1,1,R%,1) a 11(1,1,R3,1) pomoci pristupu B.

H3C
3 tIBU H3C 1|:BU H3C 1IZBU
O _O i O _O i o _O
O.. _Pol

II\IJ;( - (] NJ;(O\L/POI N O\L/Pol
SO, O H o g O
NO,

5(1,1,1,1) 8(1,1,H,1) 9(1,1,R% 1)

iii; V/ \‘iv; Vv

2-NO,-Ph, 4-NH,-Ph, 2-NH,-Ph

HsC H3C
OTO T o
| C
R3 = CHa, Ph, Py-3-yl, CHyNH,, 4-NO,-Ph, N OH R¥=Ph OH
o} o]
R3’go R3’go
10(1,1,R3,1) 11(1,1,R3,1)

Reagencie: (i) 2-merkaptoethanol, DBU, DMF, 30 min, 25 °C; (ii) kyselina nebo chlorid kyseliny, DIC nebo 2,6-lutidin, DMF
nebo DCM, 24 h, 25 °C; (iii) 50% TFA/DCM, 24 h, 25 °C; (iv) TFA/TES/DCM (10:1:9), 7 h, 25 °C; (v) MeOH nebo MeCN.

4.1.2.1. Problematika acylaci po denosylaci

Po denosylaci alkylovaného prekurzoru 5(1,1,1,1) byl intermediat 8(1,1,H,1) ihned acylovan
piislusnymi ¢inidly na Zzadané produkty 9(1,1,R%1) se 73 — 85% konverzi (Schéma 69). Jedinym
derivatem, ktery se nepodafilo pfipravit v dostate¢né surové Cistoté (pouze 34%), byla latka 9(1,1,9,1),
nebot’ acylace Fmoc-glycinem neprobihala kvantitativng, i pfes snahu najit optimalni reakéni podminky
(Tabulka 14).
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Schéma 69: Denosylace a nasledna acylace latky 8(1,1,H,1).

tBu

N

S0, O

NO,
5(1,1,1,1)

tBu
ii
Pl — O, Pol

8(1,1,H,1)

e

9(1,1,R3% 1)

g oW

3 = CHg_ Ph, Py-3-yl, CH,NH,_4-NO,-Ph, 2-NO,-Ph, 4-NHy-Ph, 2-NH,-Ph

Reagencie: (i) 2-merkaptoethanol, DBU, DMF, 30 min, 25 °C; (ii) kyselina nebo chlorid kyseliny, baze (Tabulka 14),
rozpoustedlo (Tabulka 14), 24 h, 25 °C.

Tabulka 14: Optimalizace reakénich podminek acylace latky 8(1,1,H,1).

. . | koncentrace surova

. acyla¢ni . koncentrace I
V,ydl' ¢inidlo acé’.la.c niho baze baze rozpoustédlo Cistota

latka (R Cinidla [mmol] 9

[mmol] [%0]?

CHs 1,0 DIC 0,6 DMF 78

1,0 DIC 0,6 DMF 2

Ph 0,9 2,6-lutidin | 0,9 DCM 85

0,9 2,6-lutidin | 1,8 DCM 45

1,0 DIC 0,3 DMF 59

Py-3-yl 1,0 DIC, HOBt | 0,3 DMF 37

1,0 DIC 0,6 DMF 76

1,0 DIC, HOBt | 0,6 DMF 57

1,0 DIC 0,3 DMF 23

1,0 DIC, HOBt | 0,3 DMF 27

CHNH. 5 DIC 0,6 DMF 34

1,0 DIC, HOBt | 1,0 DMF 30

8(L1H1) 0,9 2,6-lutidin | 0,9 DMF 76

15 2,6-lutidin | 0,9 DMF 73

0,9 2,6-lutidin | 1,5 DMF 70

0,9 2,6-lutidin | 3,0 DMF 76

4-NO2-Ph | 0,6 DIC 0,3 DMF 61

0,6 DIC 0,6 DMF 83

0,3 DIC 0,6 DMF 17

1,0 DIC 0,6 DMF 81

0,6 DIC 1,0 DMF 85

0,6 DIC 0,3 DMF 54

2-NO2-Ph | 0,6 DIC 1,0 DMF 73

0,6 DIC, HOBt | 1,0 DMF 0

aHPLC-UV (205 — 400 nm).

4.1.2.2. Problematika cyklizaci na nenasycené derivaty morfolinu

Podobné jako u sulfonamidi byl pribéh cyklizaci intermediata 9(1,1,R3 1) ovlivnén slozenim
Stépiciho koktejlu a délkou §tépeni (Schéma 70). Optimalizace byly provadény na obtizné cyklizujicim
substratu 9(1,1,11,1), pficemz jehoz téméi kvantitativni cyklizace bylo dosazeno v 50% TFA/DCM
po dobu 24 h pii 25 °C (Tabulka 15).
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Schéma 70: Cyklizace intermediatu 9(1 1,R3,1).

9(1,1,R3,1) 9b(1 1, R3 1) 10(1,1,R%,1)
R® = CHg Ph, Py-3-yl, CHoNHy, 4-NO,-Ph, 2-NO»-Ph, 4-NH»-Ph, 2-NH,-Ph
Reagencie: (iii) TFA/DCM, reak. doba (Tabulka 15), 25 °C.

Tabulka 15: Pomeér latek 9b:10 v zavislosti na sloZeni §tépici smési a reakcnim Case.

. | surova
, « « pomér | ..
vych. pomér cas 9b/10 Cistota
latka TFA/DCM | [h] [%]2 10
[%6]*
11 4 19:81 | 70
11 24 | 1:99 73
1:2 4 18:82 |59
SLLILY 5 24 | 4:96 | 65
2:1 4 113:87 |52
2:1 24 | 6:94 68

aHPLC-UV (205 — 400 nm).

4.1.2.3. Problematika cyklizaci na nasycené derivaty morfolinu

Pro ptipravu derivatu 11(1,1,7,1) s redukovanou dvojnou vazbou v poloze 5 (Schéma 71) bylo
vyuzito $tépeni latky 9(1,1,7,1) sredukénim ¢inidlem TES v poméru TFA/TES/DCM (10:1:9)
poskytujiciho po 7 h Zadany produkt v surové ¢istoté 70% (Tabulka 16).

Schéma 71: Stépeni intermediatu 9(1,1,7,1) V piitomnosti redukcniho cinidla TES.

Q\ﬁ L( o ©\E ]WOMHSC@ ]YOH

10(1,1,7,1) 11(1,1,7,1)
Reagencie: (iv) TFA//TES/DCM (10:1:9), reak. doba (Tabulka 16), 25 °C.

Tabulka 16: Surova cistota findiniho produktu 11(1,1,7,1) v zavislosti na délce Stépeni pri 25 °C.

omér surova
vych. Cas I?LO 11 Cistota
latka [h] [%]° 11
[%6]°
0,5 | 65:35 28
2 30:70 52
A(1.LL1) 4 10:90 68
7 0:100 70

aHPLC-UV (205 — 400 nm).
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4.1.2.4. Problematika separace

Vzhledem k nestabilité vybranych sulfonamidd 6(1,R?R3R%) a 7(1,R?,R3R*%) v MeOH byla
studovéna také stabilita acylamida 10(1,1,R%1) a 11(1,1,7,1) Vv zavislosti na pouzitém rozpoustédle
(Schéma 72). Finalni latky 10(1,1,R3%1) a 11(1,1,7,1) byly zbaveny zbytktit TFA a DCM pod proudem
dusiku a vznikly odparek byl nafedén na vhodny objem methanolem ¢i acetonitrilem a podroben
kontrolni LC-MS analyze. V piipadé latek 10(1,1,R3,1) nemélo pouzité rozpoustédlo vyrazny vliv
na jejich stabilitu (Tabulka 17) a pro separaci byl vybran MeOH. Naopak vhodnym rozpoustédlem
pro izolaci derivatu 11(1,1,7,1) byla smés MeOH/MeCN, protoze v ¢isttm MeOH ¢i MeCN dochazelo
po nastiiku latky na kolonu K jejimu rozmyvani (Tabulka 18).

Schéma 72: Stabilita findlnich latek 10(1,1,R%1) a 11(1,1,7 1) V zavislosti na pouzitém rozpoustédle.

9(1,1,R3,1) 9b(1,1,R3,1) 10(1,1,R%,1)
l Vi v R®=CHg Ph, Py-3-yl, CH,;NH, 4-NO,-Ph, 2-NO»-Ph, 4-NH-Ph, 2-NH,-Ph
H3C\©

o
SN

11(1,1,7,1)

Reagencie: (jii) 50% TFA/DCM, 4 h, 25 °C; (iv) TFA/TES/DCM (10:1:9), 7 h, 25 °C; (v) MeOH nebo MeCN (Tabulka 17 - 18).
Tabulka 17: Viiv rozpoustédla na stabilitu latek 10(1,1,R3 1) pri 25 °C.

pomgr surova
vych. rozpoustédlo | 9b/10 Cstota
latka [%6]2 0
[%6]°
MeOH 0:100 |82
9(1,1,6,1) MeCN 12:88 80
MeOH 5:95 82
917D FvecN 6:94 80
MeOH 4:96 75
9L181) reN 0:100 |75
MeOH 5:95 82
9(1.110.1) meeN 5:95 85
MeOH 1:99 73
(LLILY) FecN 6:94 |69
MeOH 1:99 70
9(1.112.1) FeeN 397 |70

aHPLC-UV (205 — 400 nm).
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Tabulka 18: Viiv rozpoustédia na stabilitu latky 11(1,1,7,1) pri 25 °C.

surova
;gftckl;. rozpoustédlo c1s1t gta
[%0]*
MeOH 22
11(1,1,7,1) | MeCN 29
MeOH/MeCN | 70

aHPLC-UV (205 — 400 nm).

Derivaty 10(1,1,R3,1) byly sice v MeOH i MeCN stabilni, nicméné& po nastfiku latek na kolonu
doslo ziejmé vlivem kombinace zbytku TFA a slozeni mobilniho systému (MeCN:AmAc) k jejich
¢aste¢nému otevieni. Z tohoto divodu byly vytézky zadanych sloucenin vyrazné nizsi (Schéma 72,
Tabulka 22).

4.1.2.5. Problematika ,pFimé“ acylace, nasledné alkylace a cyklizace na finalni produkty

14(1,1,R3,1)

Kromé vyse zminénych N-acylaci byly na zakladé¢ podobnosti s ,,ptimymi“ sulfonylacemi
studovany také tzv. ,piimé“ acylace a nasledna reaktivita acylovanych meziprodukti (Schéma 73).
Imobilizovana a deprotekovana Fmoc-a-aminokyselina 3(1,1) byla acylovana aromatickymi kyselinami
¢ijejich chloridy (Tabulka 19) za nasledného ovéfeni kvantitativniho prib&hu reakce pomoci Fmoc-Osu
(Tabulka 19). Acylovany intermediat 12(1,1,R3,1) byl dale alkylovan 2-brom-4’-methylacetofenonem
v ptitomnosti DIEA nebo BTPP (Tabulka 20), pficemz u derivati s chybéjici 2-nitro skupinou
(R® = 2-NO,-Ph) alkylace viibec neprobéhla. V dalsi fazi této problematiky bylo sledovano $t€peni,
potazmo cyklizace latky 13(1,1,11,1). Pouziti standardniho $§tépiciho koktejlu nevedlo k Zadanému
produktu 10(1,1,11,1), ale nejspiSe k latce 14(1,1,11,1) s atomem vodiku ¢&i tBu-skupinou v poloze R®
(Tabulka 21). Protoze se slouc¢eninu 14(1,1,11,1) nepodafilo pfipravit v dostateéném mnozstvi, byla jeji
struktura navrzena pouze na zakladé hmoty z HPLC-MS zaznamu.

Schéma 13: Priprava derivatii oxazinu ,,primou” acylaci.

HgC
tIBu tIBu t.Bu tlBu
le) (o) (6] O (0]
ii vi I |
— — Oo., _P . _P
HoN O\L/Pol HN O\L/Pol HN - ol + N o - o
o) o)
© R0 © R¥ o Rygo
3(1,1) 12(1,1,R%) 12(1,1,R%) 13(1,1,R3,1)
i,/ xiii
HsC HsC
0._0 0
R3 = Ph, 4-NO,-Ph, 2-NO,-Ph, 4-OCHg-Ph, Ph | :f |
= ., O. OH
Z=1tBu,H N~ N7 N
o)
R3’go R3’go
14(1,1,R%,1) 10(1,1,R%,1)

Reagencle: (ii) kyselina nebo chlorid kyseliny, baze (Tabulka 19), DMF nebo DCM, 24 h, 25 °C; (vi) 2-brom-4"-methylacetofenon,
baze (Tabulka 20). DMF, 24 h. teplota (Tabulka 20): (iii) 50% TFA/DCM. reak. doba (Tabulka 21). 25 °C.
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Tabulka 19: Testovani podminek acylace latky 3(1,1) s riznymi acylacnimi cinidly.

surova
vych. VT . distota
latka acylacni ¢inidlo baze 12
[%0]*
BzOH DIC 0
BzCl 2,6-lutidin | 95
3(1,1) 4-NO,-Ph-COOH B:g 2481
2-NO,-Ph-COOH DIC, HOBt | 23
4-CH30-Ph-COOH DIC 95

BHPLC-UV (205 — 400 nm).
Tabulka 20: Reakcni podminky alkylace derivati 12(1,1,R3).

pomér surova
vych. R baze teplota | MW 19/13 Cistota
latka [°C] [W] [%]° 13
[%0]?
12(1,1,3) | 4-CHs0-Ph | DIEA 25 - 1000 | O
12(1,1,7) | Ph DIEA 25 - 1000 | O
12(1,1,10) | 4-NO,-Ph DIEA 25 - 1000 | O
2-NO,-Ph DIEA 25 - 0:100 | 84
12(1,1,11) | 2-NO,-Ph DIEA 70 200 | 0:100 |29
2-NO,-Ph BTPP 25 - 0:100 |41

aHPLC-UV (205 — 400 nm).
Tabulka 21: Optimalizace podminek Stépeni latky 13(1,1,R%,1) v 50% TFA/DCM.

tas pomér 14 wsurové v.surovzi
vych. litka | §tépeni | Z = Bu/H | OStota 14 | Cistota 14
n oG | Z=Bu | Z=H
[%e]® [%6]*
10 min_| 1000 86 0
1 71:29 60 24
13(1,1,11,) | 2 62:38 45 27
3 56:44 36 28
24 0100 0 9

aHPLC-UV (205 — 400 nm).

Na zavér kapitoly je uvedena Tabulka 22 s vyctem vSech finalnich N-acylovanych derivata
morfolinu. Struktura izolovanych derivati byla potvrzena pomoci 1D, 2D-NMR analyzy a HRMS.
Tabulka 22: Prehled finalnich N-acylovanych derivatii morfolinu.

HsC HsC
\©\[o \© o)
SU'EERS G U
R3 Np © R3’go ©

11(1,1,R3,1)

10(1,1,R3 1)
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surova | finalni | ..
sloud. XY R3 Cistota | Cistota vygﬁzsk
[%]? [%]° [%0]
10(1,16,1) | O | CO | CHs 57 98 20
10(1,1,7,1) | O |CO | Ph 54 65 57
10(1,18,1) | O | CO | Py-3-yl 48 97 32
10(1,19,1) | O | CO | CH:NH, 34 NP NP
10(1,1,10,1) | O | CO | 4-NO2-Ph 52 99 51
10(1,1,11,1) | O | CO | 2-NO2-Ph 73 98 33
11(1,1,7,1) | O |CO | Ph 70 98 33

3HPLC-UV (205 — 400 nm); "HPLC-UV Cistota po purifikaci (205 — 400 nm); ‘pocitano z 1H-NMR;

NP = Nepodarilo se Pripravit vV dostatecné surové cistote.

4.2. Syntéza peptidomimetik a jejich amino-prekurzori

Vzhledem Kk popsané biologické aktivité peptidi obsahujicich morfolin-3-karboxylové
fragmenty'®* byla vySe optimalizovanad syntéza morfolin-N-acylamidii testovana pro piipravu
peptidomimetik. Vychozi sekvence byla zapoc¢ata N-acylaci imobilizovaného a odchranéného alaninu
15 dalsim Fmoc-alaninem. Po deprotekci dipeptidu 16 byla pfislusnd aminoskupina opét acylovana
L-serinem, jehoz bazicka defmokace a nasledna sulfonylace 4-Nos-Cl vedla k meziproduktu 20 s 66%
konverzi. Nasledna alkylace 2-brom-4’-methylacetofenonem v piitomnosti DIEA neprob¢hla
kvantitativné (22% konverze) (Schéma 74), proto bylo od dalsich planovanych reakci upusténo
a pristoupeno K tzv. ,,obracené* (nepiimé) syntéze peptidomimetik.

Schéma T4 Primd metoda syntézy peptidomimetik.
CHs : CH3

i(a) ii i(b
O. _Pol —> FmocHN\)J\ _Pol — HZN\)J\ _(2
H,N L O
0 ¢, o
15 16 17
tlBu
i (b) CH3 i CHg i
—_— POI —_— —_—
FmOCHNfW QL ora QL Sy
CH3 CH3
19
H3C
tIBu s tIBu
(e} o _O
iii H O CHs iv H O CHs
- N O. _Pol —= N O.,_Pol "~ o .
A Ao A A o
SO, O CHs o] SO, O CHs o)
NO, NO,
20 21
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HsC HaC

T
O _O .
y O CHg ,,[o y O CHs
ekl \ N\;)J\H/'\”/O\L/Pol cem \ N:QLH/H(OH
HsC O CH 0 HsC O CH o}
3 ﬁ/&o 3 3 ﬁ/&o 3
NH, NH,
22 23

Reagence: (i) (a) Fmoc-Ala-OH (a) nebo (b) Fmoc-Ser-OH, HOBt, DMAP, DIC, DMF, DCM, 24 h, 25 °C; (ii) 50% PIP/DMF, 30
min, 25 °C; (iii) 4-Nos-Cl, 2,6-lutidin, DCM, 24 h, 25 °C; (iv) 2-brom-4"-methylacetofenon, DIEA, DMF, 24 h, 25 °C.

Nepiima syntéza peptidomimetik (Schéma 75) byla zalozena na vyuziti linearnich prekurzord
N-sulfonylovanych/N-acylovanych derivatd morfolinu a oxazinu 5(1,1,1,1) a 9(1,1,10,1) (ptiprava viz
kapitoly 4.1.1.2. a 4.1.2.1.), které mé&ly byt nasledné podrobeny redukci nitroskupiny na arylu v poloze
4. Takto pftipravené derivaty 5(1,1,4,1) a 9(1,1,12,1) mély byt dale acylovany Fmoc-a-alaninem
za nasledné vystavby peptidového fetézce a cyklizovany na finalni produkty 6(1,1,19,1) a 10(1,1,19,1),
potazmo 7(1,1,19,1) a 11(1,1,19,1) piidavkem redukéniho ¢inidla TES do §tépiciho koktejlu.

Schéma 75: Nepiimda metoda syntézy peptidomimetik.

HsC H3C H3C
O _OtBu O _OtBu O _OtBu
i ii
—_— O.,_Pol — N e
I}ILN/O\L/POI ’}lji”/ - o] ’,\‘J;\/O I_/Pol ot
Y O Y O Y O
NO, NH, HN Io
S
-Fmoc
HsC” °N
H
5(1,1,1,1): Y = SO, 5(1,1,4,1): Y = SO, 5(1,1,17,1): Y = SO,
9(1,1,10,1): Y =CO 9(1,1,12,1): Y =CO 9(1,1,20,1): Y =CO
H3C H3C
O _OtBu \©\EO
e O. _Pol ---= ’
it l}l - 0 '}‘jYOH
Y O Y O
HNIO HN (0]
(S) ()
H3C N H3C N~
3 H 3 H
Z = peptid
5(1,1,19,1): Y = SO, 6/7(1,1,19,1): Y = SO, 6; 10: nenasyceny derivat
9(1,1,21,1): Y =CO 10/11(1,1,21,1): Y =CO 7; 11: nasyceny derivat

Reagencie: (i) SnCl,.2H,0, DIEA, DMF, 24 h, 25 °C; (i) Fmoc-Ala-OH, HOBt, DIC, DMF/DCM (1:1), 24 h, 25 °C.
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4.2.1. Problematika redukci nitroskupiny v poloze 4 a testovani cyklizace na nenasycené derivaty
morfolinu

Ptipraveny alkylovany 5(1,1,1,1) a acylovany intermediat 9(1,1,10,1) byly nejdiive podrobeny
redukci nitroskupiny v poloze 4 vazané na arylu (Schéma 76). Vzhledem k nekvantitativnimu prabéhu
redukei s dithioni¢itanem sodnym (metoda A'! a B) bylo pfistoupeno k redukci v roztoku (metoda D)
probihajici pouze se 45 — 57% konverzi. Za ticelem zvyseni surové Cistoty redukovanych intermediati
byla vyzkouSena metoda C, probihajici opét na substratech ukotvenych na pryskyfici, ktera vedla
po standardnim $tépeni k zddanym cyklickym produktim 6(1,1,4,1) a 10(1,1,12,1) s 71 — 80% konverzi
(Tabulka 23).

Schéma 76: Redukce nitroskupiny v poloze 4 a testovani cyklizace.

H4C
s tIBu
(@] (0]
O.
NIY %
Y (o]

NO, NH;
5(1,1,1,1): Y = SO, 5(1,1,4,1): Y = SO,
9(1,1,10,1): Y = CO 9(1,1,12 1)- Y=Co

1 iii

(i) redukce:
A /B/C

m
H3C
| © (i) redukce: D \©\E
OH
N ]YOH
Y (@]
NO> NH;

6(1,1,1,1): Y = SO,
10(1,1,10,1): Y =CO
Reagencie: (i) redukce: (A) NapS04.2H,0, K,CO3 TBAHS, DCM/H,0 (1:1), 24 h, 25 °C; (B) NaS,04.2H,0, K,CO3 ethyl
viologen dijodid, DCM/H,0 (1:1), 24 h, 25 °C; (C) SnCl,.2H,0, DIEA, DMF, 24 h, 25 °C; (D) NayS;04.2H,0, KyCOg,
DMF/H,0 (neutralizace DIEA), reak. doba (Tabulka 23), 25 °C; (iii) 50% TFA/DCM, 24 h, 25 °C.

6(1,1,4,1): Y = SO,
10(1,1,12,1): Y = CO

Tabulka 23 Optimalizace reakénich podminek redukce nitroskupiny v poloze 4 na arylu latek 5(1,1,1,1)
a9(1,1,10,1).

surova surova
vych. redukce ¢as Cistota Cistota
latka [h] | 6(1,1,4,1) | 10(1,1,12,1)
[%0]° [%6]°
A 24 44 -
B 24 58 -
5(1,1,1,1) C Y 30 -
D 24 57 -
A 24 - 13
9(1,1,10,1) | B 24 - 6
C 24 - 71




| D 6 |- | 45 |
aHPLC-UV (205 — 400 nm).

4.2.2. Testovani cyklizace prekurzori s aminoskupinou v poloze 4 na nasycené derivaty morfolinu

Pro pfipravu nasycenych derivatd 7(1,1,4,1) a 11(1,1,12,1) byla primarn¢ zvolena metoda
$tépeni latek 5(1,1,4,1) a9(1,1,12,1) v pfitomnosti redukéniho ¢inidla TES (Schéma 77). ProtoZe §tépeni
v TFA/TES/DCM (10:1:9) neprobihalo kvantitativné, bylo provedeno standardni $tépeni v 50% TFA
v DCM s naslednym ptidavkem TES poskytujici zadany produkt 7(1,1,4,1) a 11(1,1,12,1) s 68% a 81%
konverzi (Tabulka 24).

Schéma 77: S'tépeni intermedidti 5(1,1,4,1) a 9(1,1,12,1) v pritomnosti redukéniho cinidla TES.

H HsC H3C
3C Bu 3 3
o 0O o .. O
i | iv [
— OH — OH
’.\‘ O\L/Pol I}l I}l
(o) Y (@] Y (@]

|
NH, NH; NH;
5(1,1,4,1): Y = SO, 6(1,1,4,1) 7(1,1,4,1)
9(1,1,12,1): Y = CO 10(1,1,12,1) 11(1,1,12,1)
| v !

Reagencie: (iii) 50% TFA/DCM, 24 h, 25 °C; (iv) TFA/TES/DCM (10:1:9), 24 h, 25 °C; (v) TES, 1 h, 25 °C.
Tabulka 24: Optimalizace reakénich podminek stépeni latek 5(1,1,4,1), 6(1,1,4,1) p7i 25 °C.

omér surova omér surova
vych. $tépici koktejl / tas | P tistota | P tistota
: . . 6/7 10/11
latka redukéni koktejl [h] 7 11
[%0]* o [%0]*
[o6] [o6]
5(1141) FATESIDCM (10:1:9) | 24 14:86 | 36 - -
e 50% TFA/DCM + TES 24+1 | 0:100 |68 - -
9(1,1,12,1) TFA/TES/DCM (10:1:9) | 24 - - 0:100 | 62
e 50% TFA/DCM + TES 24 +1 | - - 0:100 | 81

aHPLC-UV (205 — 400 nm).

4.2.3. Problematika acylaci aminoskupiny v poloze 4

Po acylaci aminoskupiny latky 5(1,1,4,1) Fmoc-alaninem byla pomoci LC-MS detekovana smés
vychozi latky 5(1,1,4,1) a vedlejsiho produktu 5d(1,1,17,1) s predpokladanou strukturou A, B nebo C®2
(Schéma 78, Obr. 9). Za ucelem ovéfit vliv podminek acylace na vznik vedlejsiho produktu byla

provedena kontrolni acylace s Fmoc-Cl, ktera probéhla kvantitativné a poskytla pouze zadany produkt
5(1,1,18,1) (Tabulka 25).
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Schéma 78: Acylace intermediatu 5(1,1,4,1) Fmoc-alaninem a Fmoc-Cl.

H3C H3C
HaC tIBu s tIBu s tIBu
o _O o _O o _O
Vil i/vi
N -~ .. _Pol —— .. _Pol
'}' (@) I_/Pol I}l o - o] '}' (@) - ol + 5d(1,1,17,1)
SO, O SO, O SO, O
HN. NH NH
Fmoc 2 2
5(1,1,18,1) 5(1,1,4,1) 5(1,1,4,1)

Reagencie: (ii) Fmoc-Ala-OH, HOBt, DIC, DMF/DCM (1:1), 24 h, 25 °C; (vi) Fmoc-Ala-OH, DIC, DMF, 24 h, 25 °C; (vii) Fmoc-
Cl, DIEA, DCM, 30 min, 25 °C.

Obr. 9: Predpoklidané struktury slouceniny 5d(1,1,17,1): A—C.

.Fmoc

HN H5C HsC
H tBu s tBu s tBu
HsC o) o _O O _O
o)
O. _Pol O. _Pol
HN O\L/POI 0 HJ/W/ - NJ;( -

o o) H3Cj)k|\| o) o

HN. H
Fmoc
HNIO
.Fmoc
Chs HsC™ °N
H
A B C

5d(1,1,17,1): A- C

Tabulka 25: Reakcni podminky acylace aminoskupiny v poloze 4 na arylu latky 5(1,1,4,1) pri 25 °C.

vych metoda cas pomér sélilsl:())‘t,: Sélilsl;(())‘t,:
latka acylace podminky acylace [h] ?(/;;(]j : c;;]a : g}d] .
(o] (0]
(ii) Fmoc-A!a—OH, HOBt, DIC, DMF/ 24 | 1585 11 64
5(1,1,4.1) DCM (1:1)
e (vi) Fmoc-Ala-OH, DIC, DMF 24 | 23:77 10 34
(vii) Fmoc-Cl, DIEA, DCM 0,5 | 100:0 87 -

aHPLC-UV (205 — 400 nm).

4.2.4. Testovani cyklizace acylovanych derivati na nenasycené a nasycené produkty

Standardni S$tépeni a spontanni cyklizace acylovaného intermediatu 5(1,1,18,1) vedly
k Zadanému produktu 6(1,1,18,1). Pii st€peni smési acylovanych intermediata 5(1,1,4,1) a 5d(1,1,17,1)
v 50% TFA/DCM ¢i 50% TFA/DCM s néslednym ptidavkem TES byly majoritné detekovany vedle;jsi
produkty 6d(1,1,17,1) (Schéma 79, Obr. 10, Tabulka 26). Vzhledem k nekvantitativnimu prab&hu
acylaci a naslednych cyklizaci bylo od dalsi pfipravy derivati amino-oxazinu/amino-mofolinu

S navazanym peptidickym fetézcem upusténo.
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Schéma 79: Stépeni a cyklizace smési latek 5(1,1,4,1) a5d(1,1,17, I) a latky 5(1,1,18,1).
HsC HaC

tIBu
O o _O
iii
l jﬁ(OH Jiﬂ/o\ _Pol jﬁ( OH +6d(1,1,17,1)

N Z = Fmoc N L + 5d(1 1,17,1)
SO, O SO, O - so2
HN. HN. NH;
Fmoc Z
6(1,1,18,1) 5(1,1,4,1): Z=H 6(1,1,4,1)
5(1,1,18,1): Z =Fmoc l v

H3C\©
[ jW(OH +6d(1,1,17,1)

S0, O

NH,
Reagencie: (iii) 50% TFA/DCM, 24 h, 25 °C; (v) TES, 1 h, 25 °C. 7(1,1,4,1)

Obr. 10: Predpokladané struktury slouceniny 6d(1,1,17 1): D-F.

Fmoc\ HSC
H3C H3C
OH OH
° @f
| %ﬁ
N
§ )—OH
o}

HN Fmoc HNIO
HsC™ "NH
Fmoc
D E F
6d(1,1,17,1): D-F
Tabulka 26: Stépeni a cyklizace latky 5(1,1,R3, 1) p#i 25 °C.
surova | surova surova
vych. Stépici koktejl / cas Cistota | Cistota Cistota
latka redukéni koktejl [h] 6 6d 7(1,1,4,1)
[%0]° [%06]° [%0]*
50% TFA/DCM 24 11 64 -
S(1.117.1) 50% TFA/DCM +TES [ 24+1 |0 67 11
5(1,1,18,1) | 50% TFA/DCM 24 87 0 -

aHPLC-UV (205 — 400 nm).

4.2.5. Problematika redukci nitroskupiny v poloze 2 a testovani cyklizace na nenasycené derivaty

morfolinu

V dalsi ¢asti prace byla studovana moznost redukei nitroskupiny v poloze 2 jakozto modifikaci

vyse popsané metodiky. V ramci tohoto ukolu byly vyzkouseny dvé metody, kdy redukce intermediatu
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9(1,1,11,1) metodou A ¢i C a jeho nasledné stépeni a cyklizace vedly k benzo[f][1,4]diazepin-5-onu
25(1,1,13,1)" piipraveného béhem bakalafské prace. Naopak pouziti alternativni cesty v roztoku
(Schéma 80) spocivajici v odstépeni a spontanni cyklizaci latky 9(1,1,11,1) vedlo k meziproduktu
10(1,1,11,1). Tato latka byla dale zbavena $té€pici smési pod proudem dusiku a jeji odparek, rozpustény
v DMF, byl nasledn¢ zneutralizovan ptidavkem DIEA. V zavislosti na pH neutralizace byly detekovany
dva odlisné produkty. Redukce pfi pH 8 — 9 vedla jiz po 6 h k ocekavanému produktu 10(1,1,13,1).
Pii neutralizaci na pH 6 — 7 pravdépodobné dochazelo k protonizaci DIEA za vzniku slabé Lewisovy
kyseliny a k posunu pH do kyselé oblasti v rozmezi 1 — 2 podporujici vznik cyklického benzo[f][1,4]-
diazepin-2,5-dionu s ptfikondenzovanym oxazepinovym kruhem v poloze [c] 24(1,1,11,1) (Tabulka 27).

Z ¢asovych divodu se jiz nepodafilo vyzkouset acylaci 2-aminoskupiny derivatu 9(1,1,13,1)
Fmoc-alaninem.

Schéma 80: Redukce nitroskupiny v poloze 2.

HsC
H3C tBu 3 tBu HsC

O _O (i) redukce: o O o]
AlC | iii |
-— O. P —_—

N O\L/Pol N - 0 N OH

o o
NH, N02 NO;

9(1,1,13,1) 9(1,1,11,1) 10(1,1,11,1)

\ iii (i) redukce: V (i) redukce: D
pH=8-9 pH=1-2

H3C OH HsC HsC

\©§A /L'(OH o} \©\[o
N
N 0© l Nj\(OH l N (éi\H °
O o)
NH,

25(1,1,13,1) 10(1,1,13,1) 24(1,1,13,1)

Reagencie: (i) redukce: (A) NayS504.2H20, KoCO3, TBAHS, DCM/H,0 (1:1), 24 h, 25 °C; (C) SnCl,.2H;0, DIEA, DMF, 24 h,
25 °C; (D) NayS,04. 2H;0, K,CO3, DMF/H,O (neutralizace DIEA), reak. doba (Tabulka 23), 25 °C; (iii) 50% TFA/DCM, 24 h,
25 °C.

Tabulka 27: Optimalizace reakénich podminek redukce nitroskupiny v poloze 2 latky 9(1,1,11,1).

surova | surovd | surova
vych. Cas 1 , | Cistota | Cistota | Cistota
latka | "edukee |y | PHE L PHT T, 24 25
[%6]° [%6]° [%6]°
D 6 |8-9|8-9 |56 - -
D 24 | 6-7|1-2 |- 38 -
9(1,1,11,1) A on |- s . . 55
C 24 | - - - - 40°

pH! = pH pied redukci; pH? = pH po redukci; 2HPLC-UV (205 — 400 nm); ®priipraveno béhem bakaldiské prace**.
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4.2.6. Problematika separace

Cyklické produkty 6(1,1,4,1) a 10(1,1,12,1) (Schéma 81) zbavené podili TFA a DCM
odfoukanim pod proudem dusiku byly nejdiive oddéleny od cini¢itych soli pomoci reverzni faze C18.
Po odpafreni eluéniho rozpoustédla byly nafedény na vhodny objem acetonitrilem nebo methanolem
a nasledné¢ vodou (1:1), coz vedlo k vysraZeni produktd 6(1,1,4",1) a 10(1,1,12",1) pravdépodobné
ve formé soli. Rozpustény podil latek byl dale podroben kontrolni LC-MS analyze, ktera jiz potvrdila
stabilitu produktil. ProtoZe bylo potfeba vyhnout se srazeni cilovych produkti po piidavku rozpoustédla
pted separaci, byla latka 6(1,1,4%,1) po Stépeni, odpafeni TFA/DCM a rozpu$téni v acetonitrilu
zneutralizovana piidavkem EtsN na pH = 8 — 10 a nasledn¢ ptecisténa pomoci reverzni faze C18
a semipreparativni HPLC, coz poskytlo zadany produkt pouze s 27% vytézkem.

Latka 24(1,1,13,1) se pfi rozpousténi nesrazela, avSak vlivem pouzité mobilni faze doslo
k jejimu ¢asteénému otevieni na derivat 10(1,1,13,1) (Schéma 81).

Z vyse uvedenych divodu byly findlni vytézky pripravenych latek vyrazné nizsi (Tabulka 28).
Schéma 81: Viiv mobilni fize na stabilitu produkti 6(1,1,4,1), 10(1,1,12,1) a 24(1,1,13,1).

sC
\©\[o
| ]YOH
o}
oN— _

<-Z

6(1,1,4,1)
10(1 1,12,1)
x a xi; ix
H3C
| OH
N N
! po vysrazeni byl separovan |
HaC CEACOO- Y jen rozpustny podil latek Y O
tBu iii; viii 3
o 0 *HaN—T D HoN—+ h
3 1 _ 2 1 _
N O, Pl 6(1,1,4%1) 6(1,1,4,1)
| 10(1,1,12*,1) 10(1,1,12,1)

Y O

HaC HsC
CS iii; VI\\
H2N_| _ O O
5(1,1,4,1): Y = SO, i | OH [ JHo
X N . NTs)
O O)GNH

9(1,1,12,1): Y = CO
9(1,1,13,1): CO, pH=1-2 NH

NH,
24(1,1,13,1) 10(1,1,13,1) 24(1,1,13,1)

Reagencie: (iii) 50% TFA/DCM, 24 h, 25 °C; (viii) MeOH nebo MeCN, nebo MeOH/H,0, nebo MeCN/H,0 (1:1); (ix) HPLC
purifikace v MeCN/AmAc; (X) EtzN (pH 8 - 10); (xi) kolona C18 reverzni faze; "sul.
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Zaveérem kapitoly je uvedena Tabulka 28 s vyctem vSech pfipravenych ¢€i nepfipravenych
derivati morfolinu. Struktura izolovanych latek byla potvrzena pomoci 1D, 2D-NMR analyzy
a HRMS.

Tabulka 28: Prehled finalnich peptidomimetik a amino-derivdtii morfolinu.

HaC HaC HaC
(0] n, O 0
QT w@[ QT P
H
N NN NQLNJ\KOH
y o
R3

N

2. H
;a'(3 o) Hchgoo CH; 7 0
NH
6(1,1,R31): Y = SO, 7(L,LR3,1): Y = SO, H @ CHs
10(1,L,R3,1): Y = CO 11(1,1,R31): Y = CO 23( ?QN\:)J\N)\WOH 1,14,1)
HsC CHs H o
)
| |Ho
N
OQGNH
24(1,1,13,1)
surova | finalni stérek
sloug. Y R3 Cistota | Cistota vyo/ .
el | [P |
6(LL41) SO; | 4-NHzPh 44 08 38!
6(1,1,4,1) SO, | 4-NH,-Ph 80 08 27°
O CHs

6(1,1,17,1) S @NhN_FmOC 11 NI NI
F
6(1,1,18,1) SO, -§QN'Hm°C 87 NI NI

O_ CH3
6d(1,1,17,1) S0z | @N%H N pos| 64 NI NI
7(1,14.1) SO, | 4-NHy-Ph 68 98 NV

o_ CHs
7(1,1,17,1) SO | 4 ON%H N pmoc| NP NP NP
10(1,1,12,1) CO [ 4-NHp-Ph 71 99 84
10(1,1,13,1) CO [ 2-NHy-Ph 56 98 NV
11(1,1,12,1) CO [ 4-NHy-Ph 81 NI NI

b O Cr cHy
:?ZLN\;)J\N/'\”/OH co |4 NP NP NP
C H HN—Fmoc
23( " 0 1141)
24(1,1,13,1) CO | 2-NHy-Ph 38 95 NV

aHPLC-UV (205 — 400 nm); °HPLC-UV Cistota po purifikaci (205 — 400 nm); °pocitano z 1H-NMR; Yseparoviny
jen rozpustné podily po vysrazeni; °separace V analytickém mnozstvi; "I\H-NMR znecisténo alifatickym
kontaminantem pochdzejicim bud z DMSO, ¢i semipreparativni HPLC; NI = Nebylo Izolovano; NV = Nizky
wptezek (< 0,5 mg) — struktura nebyla prokdzana pomoci NMR experimentii; NP = Nepodarilo se Pripravit.
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4.3. Rotamerie

Béhem bakalaiské prace byl pfipraven N-acylovany derivat 10(1,1,11,1)1, jehoz HPLC-MS
analyza poukdzala na pfitomnost dvou pikid s riiznymi reten¢nimi ¢asy a stejnou molekulovou hmotou.
Nasledna NMR analyza potvrdila zdvojené signaly v protonovém spektru. Tato skute¢nost byla
vysvétlena tvorbou konformaénich izomert vznikajicich rotaci kolem C-N amidické vazby'!, které byly
popsany pfi pfipravé peptidi obsahujicich ve své struktuie aminokyselinu prolin (Obr. 4).1° Pitomnost
obou izomeru latky 10(1,1,11,1) byla prokdzana pomoci 1H-NMR experimenti v poméru 55:45
(Tabulka 29). Cilem této prace bylo ovéfit, zda Krotamerii dochazi také u nové navrzenych
N-acylovanych analogi syntetizovanych z alifatickych a aromatickych kyselin ¢&i jejich chlorida
(Schéma 68).

Pro snazsi orientaci bylo pouzito oznaceni izomera jako cis (a) a trans (b), které je vztazeno
k cyklu O-C6-C5-N4-HC3-,HC2 (Obr. 11). U nasyntetizovanych N-acylovanych derivata (Tabulka 29)
byla pomoci |H-NMR a ROESY prokazana pfitomnost rotamerti v riznych pomérech v zavislosti
na teploté. Pfi 25 °C byl majoritné detekovan vyhodné&j$i trans izomer. Vyjimku tvofil derivat
10(1,1,8,1) s prevladajicim cis uspotadanim pfi této teploté. Z Tabulky 29 je patrné, ze zahfivani latky
10(1,1,8,1) nevedlo ke zméné poméru izomerl pozorované napiiklad u derivatu 10(1,1,11,1), kdy doslo
k protoceni kolem C-N amidické vazby a tedy ke zméné konformace.

Obr. 11: Diskutované konformaénl' izomery.

©n ©U El P,

COOH COOH COOH
a=trans b cis a=trans b =cis

10(1,1,R3,1) 11(1,1,7,1)
3= CHg, Ph, Py-3-yl, 4-NO,-Ph, 2-NO,-Ph, 4-NH,-Ph
Tabulka 29: Pomeér zastoupeni konformacnich izomerii a:b pri dané teploté urcen z 1H-NMR a ROESY.

COOH

sloud. R3 tef(ljoga p(;%er V}"(t)éigk
[°C] [%6]2 [%0]

10(1,1,6,1) | CHs 25 67:33 | 20
10(1,1,7,1) | Ph 25 66:34 | 57

25 42:58

50 42:58
10(L181) | Py3yl =g 1505 ] 32

100 42:58
10(1,1,10,1) | 4-NO,-Ph | 25 60:40 |51

25 55:45
10(1,1,11,1) | 2-NO,-Ph 50 4456 33
11(1,1,7,1) Ph 25 54:46 | 33

21H-NMR, ROESY.
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4.4, Studium konfigurace na chiralnich centrech

Zavér prace byl zaméfen na studium konfigurace chiralniho centra C3 modelovych latek
6(1,1,1,1) a 10(1,1,7,1) s vyuzitim superkritické fluidni chromatografie (SFC). Pro tento el byly
nejdiive pripraveny odpovidajici standardy z ekvimolarni smési L-/D-serinu a standard pouZitého
Fmoc-serinu pro ovéfeni racemické Cistoty dané aminokyseliny a vylouceni moznosti Castecné
racemizace vychozi latky. Pfipravené standardy byly nasledn€¢ porovnavany s nasyntetizovanymi
slouc¢eninami (Schéma 56, Schéma 68). Vysledky jednozna¢né prokazaly, ze navrzena metodika
na pevné fazi vedouci k derivatim morfolin/thiomorfolin-3-karboxylovych kyselin neni zcela
enantioselektivni. Pti esterifikaci Wangovy pryskyfice pravdépodobné dochazi z mensi ¢asti ke zméné
konfigurace na stereocentru, proto byl pomoci SFC detekovan minoritni R-izomer s 4 — 5% konverzi
(Tabulka 30; Obr. 12 — 15). Dle udaji v Tabulce 30 pfedpokladame konfiguraéni analogii u vSech
pripravenych latek.

Obr. 12: R-/S-izomer latek 6(1 1,1,1) a 10(1,1,7,1).

ek, P

COOH ‘COOH

F'es F'<3
S-izomer R-izomer
6(1,1,1,1): Y = SOy; R® = 4-NO,-Ph

10(1,1,7,1): Y = CO; R®=Ph

Tabulka 30: Enantiomerni cistota R-IS-izomerii sloucenin 6(1,1,1,1), 10(1,1,7,1) a L-Fmoc-serinu.

enantiomerni Cistota
sloud. Y R3 [90]°
S-izomer | R-izomer
6(1,1,1,1) | SO, | 4-NO.-Ph | 95 5
10(1,1,7,1) | CO | Ph 96 4
Fmoc-Ser(tBu)-OH 100 0

aHPLC-UV (205 — 400 nm); PUV detekce (260 nm).
Obr. 13: Chirdlni separace racematu a finalni latky 6(1,1,1,1).

10000
8000
AU 6000 racemat:
4.66 min 51 % (R-izomer)
4000
5.62 min 49 % (S-izomer)
2000

S

~N

Time

68



40 000
35000
30 000
25000 enantiomery:

AU 20000 4.66 min 5 % (R-izomer)
15000 5.55 min 95 % (S-izomer)
10000
5000 /\J
L -

Q 1 2 i i L

Obr. 14: Chirdlni separace racematu a finalni latky 10(1,1,7,1).

250000
200000 racemat:
1.68 min 50 % (R-izomer)
AL 150000
2.65 min 50 % (S-izomer)
100 000
22000
e a 1 2 3 4 S Tims
250000 o
200 000
enantiomery:
AU 180000 1.69 min 4 % (R-izomer)
2.64 min 96 % (S-izomer)
100 000
- I
¢ o 1 2 3 4 5 Tiemss
Obr. 15: Chirdlni separace racematu a o-Fmoc-serinu.
13000
5000
racemat:
AU 60X 5.40 min 60 % (R-izomer)
5.79 min 40 % (S-izomer)
4000
2000
4‘1 - - “I i S
a
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20000
enantiomery:
AU 15000 0% (R—izomer)
. 5.78 min 100 % (S-izomer)
13000
5000
& - 2 J

2 L 6 = 1o Tme

Na zaklad¢ vyse uvedenych informaci je zfejmé, ze konfigurace chiralniho centra C3 ziistava
zachovana. S jejim pouzitim jako referencniho bodu byla nasledné¢ pomoci 2D-NMR experimentii
(ROESY a NOESY) uréena absolutni konfigurace center C2 a C6 slouceniny 7(1,3,1,1) jako 2R, 3S, 6S.
Pro derivaty cysteinu byla konfigurace dvou chiralnich center stanovena jako 3R, 6S (Obr. 16). Znalosti
konfigurace vsech chiralnich center modelovych latek bylo vyuZito pro znazormneéni struktur ostatnich
nasyntetizovanych derivati morfolin/thiomorfolin-3-karboxylovych kyselin, u nichz opét
predpokladdme analogii.

Obr. 16: Konfigurace na chirdalnich centrech C2, C3 a C6 pro modelovou slouceninu 7(1,3,1,1)

a cysteinovy derivat 7(1,2,1,1).

N02 N02
7(1,3,1,1) 7(1,2,1,1)
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5. EXPERIMENTALNI CAST

5.1. Pomiicky, chemikilie a pFistrojové vybaveni

Syntéza derivati morfolin/thiomorfolin-3-karboxylovych kyselin byla provedena v injekénich
sttikackach s polypropylenovou fritou branici vymyvani pryskyftice. Pro reakce probihajici pti 25 °C
byly vyuzity laboratorni tfepacky ¢i konické reakéni nadoby s magnetickym michadlem. Pro praci
za vyssich teplot byly pouzity banky s kulatym dnem a magnetickym michadlem, ¢i tlustosténné
zkumavky s teflonovym michadlem vhodné do mikrovinného reaktoru. Jako rozpoustédla byly vyuzity
DCM, DMF, THF, DMSO, TFA, MeCN, MeOH, EtOH, hexan a vodny roztok AmAc (0,1 mmol/l)
0 pH 5,01. Uvedené chemikalie byly dodany firmou Sigma-Aldrich. Meziprodukty a produkty byly

analyzovany pomoci HPLC-MS a data byla vyhodnocena pomoci softwaru MassLynx.

5.1.1. Acquility HPLC-MS (Waters)

Vzorky byly analyzovany na HPLC-MS slozeného z hmotnostniho spektrometru
s jednoduchym kvadrupdlem a PDA detektorem na koloné X-Select (HSS T3; 2,5 mikronti) pfi teploté
30 °C sprutokovou rychlosti 600 ul/min. Nastiik vzorku 5,0 ul. Mobilni faze 0,1 % AmAc
ve H,O/MeCN s linearnim gradientem z 20 % na 80 % MeCN po dobu 2,5 min, udrzovany po dobu
1,5 min a na ekvilibraci kolony 20% MeCN po dobu 1 min. Zdroj APCI byl nastaven na vybijeci proud
5 1A, odparovaci teplotu 350 °C a teplotu kapilary 200 °C.

5.1.2. Semipreparativni HPLC Breeze Waters

Finalni latky 5c¢, 6, 6d, 7, 10, 11 a 24 byly piecistény na zakladé specifickych absorbanci v UV-
VIS oblasti na kolon¢ YMC (YMC Pack ODS-A, Sum, 100x20 mm) s pritokovou rychlost 20 ml/min.
Mobilni faze 0,1 % AmAc v H,O/MeCN.

5.1.3. Lyofylizator ScanVac Coolsafe 110-4
Zbytkova rozpoustédla (H.O, DMSO, DMF) byla odstranéna pomoci lyofylizace pii -110 °C.

5.1.4. Mikrovinny reaktor Discover (CEM)
Vybrané reakce byly provadény v mikrovinném reaktoru po dobu 5 min — 24 h pti 25 — 120 °C
s vykonem 200 W.

5.1.5. Parametry NMR

'H a 13C spektra byla zméfena na pfistroji JEOL (400 — 500 MHz) pii 25 °C — 100 °C v roztoku
DMSO-ds (600 pl) jako referenéniho standardu. Chemicky posun & byl uveden v ppm a integraéni
konstanty v Hz. Zmétena spektra byla vyhodnocena pomoci softwaru ACDLABS (1D NMR Processor)
a Jeol. Acetatové soli vykazuji singlet v rozmezi 1.70 — 1.90 ppm v 1H-NMR a dv¢ rezonance pii 23.0

a 173.0 ppm v 13C-NMR. Alifaticky kontaminant vykazuje triplet v intervalu 1.23 — 1.24 ppm, singlet
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2.54 ppm a kvartet v rozmezi 2.68 — 2.70 ppm v 1H-NMR a tii rezonance Vv intervalu 14.3 — 14.8, 31.7
—32.5a40.4—-40.9 ppm v 13C-NMR.

5.1.6. Chiralni separace

Pomoci superkritické fluidni chromatografie (SFC) byla urCena enantiomerni Ccistota
latek 6(1,1,1,1), 10(1,1,7,1) a a-Fmoc-serinu. SFC byla provedena na koloné Chiralpak TA-3 (3 um,
4,6 mm x 100 mm) s pratokem 2,2 ml/min, teplotou kolony 38 °C a ABPR 2000 psi (13 790 kPa).
Vzorek 6(1,1,1,1) byl rozpustén v 1 ml EtOH a 300 ul MeCN a vzorky 10(1,1,7,1) a a-Fmoc-serinu
byly rozpustény ve 400 pl EtOH, 200 pl hexanu a 400 pl MeCN. Mobilni fazi pro separaci latek
6(1,1,1,1) a12(1,1,7,1) byl 80% kapalny CO s 20% MeOH a pro separaci a-Fmoc-serinu 93% kapalny
CO2a 7% MeOH s 0,1% TFA, 0,1% DEA a 1% H>0. UV detekce pii 300 nm. Pro v§echna méfeni bylo

provedeno ovéreni retenénich ¢asti a chiralni separace nastfikem racematu.

5.1.7. HRMS

Analyza HRMS byla provedena pomoci LC-MS s vysokym rozliSenim Orbitrap hmotnostniho
spektrometru (Dionex Ultimate 3000, Thermo Exactive plus, MA, USA) s kladnym mdédem v rozmezi
m/z 100 — 1000. lonizace elektrosprejem s teplotou 150 °C a zdroj napéti 3,6 kV. Interni kalibrace
ziskanych dat pomoci ftalatu v methanolu (m/z 297,15909). Vzorky po HPLC separaci byly ziedény
na kone¢nou koncentraci 0,1 mg/ml v methanolu a nastfiknuty do hmotnostniho spektrometru
ptes autosampler skladajiciho se z ptedkolony (Phenomenex 2.6um C18). Mobilni faze MeCN/IPA/
0,01M AmAc (80:10:10) s priatokem 0,3 ml/min.

5.2. Experimentalni syntéza derivati morfolinu/thiomorfolinu
5.2.1. Priprava kysele labilniho linkeru

5.2.1.1. Aminomethylova pryskyfice s BAL (backbone amide linker)

Hydrochlorid aminomethylové pryskyfice (AM; 0,98 mmol/g; 1 g) byl aktivovan roztokem
DIEA v DMF (10 ml; 10%) po dobu 30 min (25 °C). Po promyti polymeru 3x v DMF a v DCM byl
Kk pryskyfici pfidan roztok piipraveny rozpusténim 4-(4-formyl-3-methoxyphenoxy)butanové kyseliny
(2 mmol; 476 mg) a HOBt (2 mmol; 306 mg) v DMF (5 ml) za ptidavku DIC (3,6 mmol; 557 ul) a DCM
(5 ml). Reakeni smés byla tfepana 24 h (25 °C) a poté byla naacylovana pryskyfice promyta 3x v DMF
a DCM a vysusena pod proudem dusiku za nasledného kvalitativniho zhodnoceni prib&hu reakce
odbérem malého mnozstvi polymeru (1 mg) smichaného s roztokem bromfenolové modie (BB) v DCM
(0,5 ml). Pritomnost zelenozlutého zbarveni potvrdila absenci volné aminoskupiny.

AM pryskyfice (1 g) s navazanym linkerem byla 3% promyta bezvodym THF a bezvodym DMF
za nasledného pfidavku roztoku propylaminu (4 mmol; 329 pl) ve smési kyseliny octové a bezvodého
DMF (10 ml; 10%). Po 20 h (25 °C) byl k reakéni smési pfidan roztok triacetoxyborohydridu sodného
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(1,25 mmol; 317 mg) v roztoku s kyselinou octovou v bezvodém DMF (10 ml; 10%). Reakéni stiikacka
byla umisténa do svislé polohy a propichnuta t€sné pod pistem, coz mélo za nasledek odvod vznikajiciho
vodiku. Po 1 h tfepani (25 °C) byl pfidan pevny triacetoxyborohydrid (1,25 mmol; 317 mg). Tento krok
byl po nasledujici hodiné zopakovan, pfi¢emz reakéni smés byla tfepana dalsi 2 h (25 °C). Po ukonceni
reakce byla pryskytice promyta 3x v DMF, neutralizovana roztokem PIP v DMF (10 ml; 20%) po dobu
30 min (25 °C) a opét promyta 3x v DMF a DCM. Odebrany vzorek (30 mg) byl derivatizovan pomoci
Fmoc-OSu (kapitola 5.2.2.), poté promyt 3x v MeOH, vysuSen pod proudem dusiku a kvantifikovan
(kapitola 5.2.5.). Loading pryskyfice po reduktivni aminaci ¢inil 0,52 mmol/g.

5.2.1.2. Rink amidovy linker

Rinkova pryskytice (0,6 mmol/g; 1 g) promyta 3x v DCM a DMF byla aktivovana roztokem
PIP v DMF (10 ml, 50%) po dobu 30 min (25 °C). Reakéni roztok byl nasledné odstranén promytim
polymeru 3x v DMF. Loading pryskyfice byl zjistén standardnim zpisobem (kapitola 5.2.5)
po imobilizaci Fmoc-aminokyseliny (kapitola 5.2.3). Vypocteny loading po imobilizaci ¢inil 0,18

mmol/g.

5.2.1.3. Wang-piperazinovy linker

K Wangové pryskytici (0,9 mmol/g; 1 g) promyté 3x v DCM byl ptidan roztok CDI (5,0 mmol;
810 mg) a pyridinu (5,0 mmol; 400 pl) v DCM (10 ml). Po 2 h (25 °C) byla pryskyicice promyta 5x
v DCM za nasledného piidavku roztoku piperazinu (5,0 mmol; 431 mg) v DCM (10 ml). Reakéni smés
byla tfepana 3 h (25 °C) a poté byla pryskyfice opét promyta 5x v DCM. Kvantifikace byla provedena
po imobilizaci Fmoc-aminokyseliny (kapitola 5.2.3) standardnim zpisobem (kapitola 5.2.5.).

Vypoéteny loading po imobilizaci ¢inil 0,40 mmol/g.

5.2.2. Derivatizace s Fmoc-Osu ¢i Fmoe-Cl

Aminoslouceniny s nedostatecnou absorbanci v UV oblasti byly derivatizovany pomoci roztoku
Fmoc-OSu (0,19 mmol; 65 mg) v DCM (0,5 ml) ¢i roztoku Fmoc-ClI (0,25 mmol; 65 mg) a DIEA (0,26
mmol; 45 ul) v DCM (1 ml) po dobu 30 min (25 °C). Po ukonceni reakce byla pryskyfice promyta 3x
vDCM a dale standardné $tépena (kapitola 5.2.4. pro derivaty 4 a 5(1,1,4,1)) nebo podrobena
kvantifikaci (kapitola 5.2.5.).

5.2.3. Imobilizace Fmoc-a-aminokyseliny

K pryskyftici (1 g) promyté 3x v DCM, DMF byl pfidan roztok ptipraveny rozpusténim piislusné
Fmoc-a-aminokyseliny (2 mmol; L-serin, L-cystein, L-threonin), HOBt (2 mmol; 306 mg) a DMAP
(0,5 mmol; 61 mg) v DMF (5 ml) za pfidavku DIC (2 mmol; 312 ul) v DCM (5 ml). Po 24 h (25 °C)
byla reakéni smés promyta 3x v DMF, DCM a odebran vzorek (20 — 30 mg), ktery byl promyt 3x
vV MeOH, vysuSen pod proudem dusiku, odstépen z polymeru (kapitola 5.2.4) a nasledné& kvantifikovan
pomoci HPLC-MS (kapitola 5.2.5).
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5.2.4. Stépeni vzorki z pevné faze

Ke kvantitativnimu zhodnoceni pribéhu reakce bylo odebrano malé mnozstvi polymeru (5 — 10
mg), které bylo $té€peno ve smési TFA/DCM (1 ml; 50%) ¢i v ¢isté TFA (1 ml). Po 2 h (25 °C) byla
tekava slozka odpafena pod proudem dusiku a odparek rozpustén bud’ v MeOH (1 ml), ¢i MeCN (1 ml),

zfiltrovan a analyzovan pomoci HPLC-MS.

5.2.5. Stanoveni loadingu prysky¥Fice

Loading pryskyftice byl stanoven metodou vnéjsiho standardu s pouzitim Fmoc-f£-alaninu
(0,5 mg/ml). Ptesné mnozstvi posuzovaného vzorku (2% 10 mg) nesouciho Fmoc skupinu bylo
standardné odstépeno z polymeru a nasledné¢ podrobeno HPLC-MS analyze. Z integrace plochy
piku standardu a vzorku pii 300 nm byl vypoéten loading piepoc¢tem latkového mnozstvi vzorku
na 1 g pouzité pryskyiice (Obr. 17).5
Obr. 17: Vypocet loadingu pryskyrice.

Os. Xrmocala XrmocAla prumer ploch piki  dvou méreni

pro analyzovany vzorek

L =1000.
MS- Xs-MrEmocAla

Ms ... moldrni hmotnost standardu Fmoc-Ala (g/mol)

L ... loadi I/
oading (mmol/g) Xs ... plocha piku standardu Fmoc-Ala

Os ... hmotnostni koncentrace standardu Fmoc-Ala .
MEmocala --- hmotnost analyzovaného vzorku (~ 10 mg)

(mg/ml)

5.2.6. Deprotekce terminalni aminoskupiny

Deprotekce Fmoc skupiny byla provedena protfepanim pryskytice (300 mg) s roztokem PIP
v DMF (3 ml; 50%) po dobu 30 min (25 °C). Poté byla pryskytice promyta 3x v DMF a DCM.

5.2.7. Priprava N-sulfonylovanych derivati

5.2.7.1. Sulfonylace variabilnimi sulfonyl chloridy a re-sulfonylace

Deprotekovana pryskyfice 3 (300 mg) byla sulfonylovana/re-sulfonylovana roztokem
pfislusného sulfonyl chloridu (0,9 mmol) a 2,6-lutidinu (0,99 mmol; 114 pl) v DCM (3 ml). Po 24 h
(25 °C) byl polymer promyt 5x v DCM za nasledného ovéfeni kvantitativniho pribéhu sulfonylace

derivatizaci s Fmoc-OSu.

5.2.7.2. Alkylace variabilnimi bromacetofenony

Sulfonylovana pryskyftice 4 (300 mg) byla podrobena alkylaci roztokem a-bromacetofenonu
(1,5 mmol), DIEA (522 ul; 1,5 mmol) v DMF (3 ml). Po 24 h (25 °C) byla pryskytice promyta 3x
v DMF a DCM. Vzorek byl nasledné standardné odstépen z polymeru a analyzovan na HPLC-MS.
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5.2.8. Priprava N-acylovanych a re-sulfonylovanych derivata

5.2.8.1. Denosylace
K alkylované pryskyftici 5 (300 mg) byl ptidan roztok 2-merkaptoethanolu (1,8 mmol; 126 pl),
DBU (0,6 mmol; 90 ul) v DMF (3 ml). Po 30 min (25 °C) byla reakéni smés promyta 3x v DMF a DCM.

5.2.8.2. N-acylace

Denosylovana pryskytice 8 (300 mg) byla acylovana roztokem kyseliny ¢i jejiho chloridu
(0,6 mmol) a DIC (0,3 mmol; 48 ul) v DMF (3 ml). Po 24 h (25 °C) byl polymer promyt 3x v DMF
a DCM. Pro substraty 10(1,1,7,1) a 11(1,1,7,1) byla pouzita acylace roztokem benzoyl chloridu
(0,9 mmol; 105 pl) a 2,6-lutidinu (0,9 mmol; 114 pl) v DCM (3 ml) po dobu 24 h (25 °C) za nasledného
promyti reakéni smési 3x v DCM. Po odstépeni latek z polymeru byl ovéfen kvantitativni pribéh reakce

pomoci HPLC-MS analyzy.
5.2.9. Redukce nitroskupiny na arylu v poloze 2 nebo 4

5.2.9.1. Redukce na pryskytici s TBAHS ¢i ethyl viologenem dijodidem

K alkylované ¢i acylované pryskyfici 5 ¢i 9 (300 mg) byl pfidan roztok pfipraveny rozpusténim
NazS20..2H,0 (3,0 mmol; 523 mg) a K.COs (3,5 mmol; 484 mg) ve smési DCM/H,0 (1:1; 3 ml)
za nasledného piidavku TBAHS (0,25 mmol; 85 mg) ¢i ethyl viologen dijodidu (0,25 mmol; 69 mg).
Reakéni smés byla protiepavana 24 h (25 °C) a poté promyta 3x DCM/H20 (1:1) a DCM. Nasledné
bylo provedeno standardni $tépeni latky a jeji analyza pomoci HPLC-MS.

5.2.9.2. Redukce na pryskyfici s SnCl,.2H,0

Alkylovana ¢i acylovana pryskyfice 5 nebo 9 (300 mg) byla redukovana pfidavkem roztoku
SnCl,.2H>0 (3,0 mmol; 675 mg) a DIEA (1,5 mmol; 522 ul) v odplynéném DMF (3 ml). Po 24 h
(25 °C) byl polymer promyt 10x MeOH/H,0, 10x v MeOH, DMF a 3x v DCM. Piipravené produkty
byly po standardnim odstépeni z polymeru analyzovany na HPLC-MS.

5.2.9.3. Redukce v roztoku

Odstépené produkty 6(1,1,1,1) a 10(1,1,10,1) (300 mg) byly zbaveny zbytkit TFA a DCM
odfoukanim pod proudem dusiku a jejich odparek rozpustény v DMF (0,5 ml) byl zneutralizovan DIEA
na pH 6 — 9. K reakéni smési byl ptidan roztok Na,S,04.2H,0 (0,4 mmol; 84mg) a K.CO;3 (0,4 mmol,
55 mg) ve H,0 (1 ml). Reakéni nadoba byla nasledné opatiena magnetickym michadlem a umisténa
na magnetickou micha¢ku. Po 6 — 24 h (25 °C) byla reakce ukoncena piidavkem roztoku Na,S;O4
(0,4 mmol; 70 mg) ve vodé (1,5 ml) a ponechana k doreagovani 1 h (25 °C). Poté byla reak¢éni smés
extrahovana 2x EtAc a 3x vodou. Organicka faze byla odpafena na RVO a zadany produkt analyzovan
na HPLC-MS.
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5.2.10. Stépeni vedouci ke spontinni cyklizaci na nenasycené/nasycené derivaty

Produkty 6 a 10 (300 mg) byly pfipraveny $t€penim polymeru ve smési TFA/DCM (3 ml; 50%)
nebo v ¢isté TFA (3 ml) po dobu 24 h (25 °C). K nasycenym derivatim 7 a 11 vedlo $tépeni ve smési
TFA/TES/DCM (10:1:9) po dobu 5 — 8 h (25 °C) nebo standardni $tépeni v TFA/DCM (3 ml; 50%)
po dobu 24 h (25 °C) za nasledného piidavku redukéniho ¢inidla TES (150 ul). Reakéni smés byla dale
protiepavana 1 h (25 °C), poté byly zbytky TFA a DCM odfoukany pod proudem dusiku a provedena
kontrolni HPLC-MS analyza.

5.2.11. Extrakce tuhou fazi (SPE, Solid Phase Extraction)

Produkty 6(1,1,4,1) a 10(1,1,12,1) byly zbaveny nezadoucich soli pomoci KartridZe s reverzni
fazi C18. Po homogenizaci stacionarni faze acetonitrilem (5 ml) a octanem amonnym (5 ml, 10 mmol/I)
za atmosférického tlaku byla na pfipravenou kolonku pfevedena odstépena latka rozpusténa v DMSO
(12 ml) a octanu amonném (9 ml; 10 mol/l). Nezadouci podily byly z kolony odstranény nanesenim
roztoku octanu amonného (10 ml) a finalni latka byla nasledné eluovana postupnym piidavkem MeCN
(10 ml) na kolonu. Jednotlivé frakce odsoleného produktu byly spojeny dohromady a odpatreny
na RVO. Finalni odparek byl analyzovan na HPLC-MS.

5.2.12. Separace finalnich latek

Pfipravené cilové latky 5¢, 6, 6d, 7, 10, 11 a 24 byly rozpustény ve vhodném organickém
rozpoustédle, a to v MeOH, MeCN (3 ml), ve smési MeOH/H,O, MeCN/H,O (3 ml; 1:1)
¢i MeCN/MeOH/H20 (3 ml; 1:1:1). Piefiltrovany vzorek byl separovan pomoci semipreparativni
HPLC.

5.3. Analyticka data

(S)-3-hydroxy-2-(N-(2-(4-methoxyfenyl)-2-oxoethyl)-4-nitrofenylsulfonamido)propanodt ~ methyinaty
5¢(OCHj3,1,1,2)
HaCO
O _OH
OCHg

N
SO, O

J

NO»
Vytézek: 5,0 mg (68%); krémova amorfni latka. *H NMR (400 MHz, DMSO-ds): §=8.31—8.35 (m, 2
H), 8.04 —8.09 (m, 2 H), 7.25—7.29 (m, 2 H), 6.90 — 6.94 (m, 2 H), 4.42 (br. s., 1 H), 4.15 (d, J = 10.7
Hz, 1 H), 3.82 (dd, J = 3.9, 11.5 Hz, 1 H), 3.74 (s, 3 H), 3.71 (br. s, 1 H), 3.26 — 3.29 (m, 1H, piekryv
s vodou), 2.71 (s, 3 H).C NMR (101 MHz, DMSO-ds): 6= 169.9, 159.4, 149.5, 145.5, 130.3, 128.8,
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127.3, 1241, 1138, 96.7, 61.2, 55.1, 54.4, 50.3, 48.6. HRMS (ESI-TOF): m/z vypo¢teno
pro CigHz0N206S [M-H] 451.0794, nalezeno 451.0806.

(S)-4-((4-nitrofenyl)sulfonyl)-6-(p-tolyl)-3,4-dihydro-2H-1,4-oxazin-3-karboxylova kyselina 6(1,1,1,1)

HaC
o}
BN
N
S0,

NO,
Vytézek: 11,5 mg (79%); oranzova amorfni latka. *H NMR (500 MHz, DMSO-dg): 6= 8.35 - 8.40 (m,
2 H), 8.12 - 8.17 (m, 2 H), 7.32 — 7.37 (m, 2 H), 7.12 (d, J = 8.0 Hz, 2 H), 6.73 (d, J = 1.1 Hz, 1 H),
4.77 (br. s., 1 H), 459 (dd, J=1.1, 10.9, 1 H), 3.13 (dd, J = 2.6, 10.6 Hz, 1 H), 2.27 (s, 3 H). 3C NMR
(126 MHz, DMSO-de): ¢ = 168.5, 150.0, 142.6, 139.9, 137.2, 130.3, 128.9, 128.7, 124.7, 123.2, 99.9,
65.5, 55.7, 20.7. HRMS (ESI-TOF): m/z vypocteno pro CisHisN.O;S [M-H] 403.0585, nalezeno
403.0594.

COOH

(S)-4-((4-nitrofenyl)sulfonyl)-6-(4-methoxyfenyl)-3,4-dihydro-2H-1,4-oxazin-3-karboxylovd  kyselina
6(1,1,1,2)

H3CO
o
L
N
S0,

NO,
Vytézek: 14,8 mg (44%); oranzova amorfni latka. *H NMR (500 MHz, DMSO-dg): 6 =8.36 — 8.41 (m,
2H), 8.12 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.36 — 7.42 (m, 2H), 6.85 — 6.89 (m, 2H), 6.62 (s, 1H), 4.59 (d, J = 10.3
Hz, 2H), 3.74 (s, 3H), 3.08 (d, J = 9.7 Hz, 1H). C NMR (126 MHz, DMSO-ds): 6 = 159.0, 149.9,
142.7,139.9, 128.6,124.7, 124.6, 124.6, 113.7, 99.0, 65.6, 55.1, 54.8. HRMS (ESI-TOF): m/z vypocteno
pro CisHigN20sS [M-H] 419.0535, nalezeno 419.0544.

COOH
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(S)-4-((4-nitrofenyl)sulfonyl)-6-(4-amino-3,5-dichlorofenyl)-3,4-dihydro-2H-1,4-oxazin-3-karboxylova
kyselina 6(1,1,1,3)

C
HyN
(0]
Cl | j\
N
S0,

NO»
Vytézek: 38,5 mg (92%); oranzova amorfni latka. tH NMR (500 MHz, DMSO-ds): 5= 8.36 — 8.40 (m,
2H), 8.14 v 8.17 (m, 2H), 7.33 - 7.36 (m, 2H), 6.75 (d, J = 1.15 Hz, 1H), 5.61 (s, 2H), 4.70 (br. s., 1H),
4.54 — 4.59 (m, 1H), 3.10 (dd, J = 2.3, 10.9 Hz, 1H, piekryv s vodou). *C NMR (126 MHz, DMSO-de):
0=168.5, 149.9, 142.7, 140.6, 138.0, 128.7, 124.6, 122.9, 122.3, 118.1, 99.6, 65.7, 55.9. HRMS (ESI-
TOF): m/z vypoéteno pro C17H13CIoN3Os [M-H] 471.9755, nalezeno 471.9768.

COOH

(S)-4-((4-nitrofenyl)sulfonyl)-6-(4-fluorofenyl)-3,4-dihydro-2H-1,4-0xazin-3-karboxylova kyselina
6(1,1,1,4)

S

N" COOH
S0,

)

NO,
Vytézek: 18,1 mg (51%); oranzova amorfni latka. *H NMR (500 MHz, DMSO-dg): §=8.38 (d, J = 8.6
Hz, 2H), 8.15 (d, J = 9.2 Hz, 2H), 7.50 — 7.56 (M, 2H), 7.11 — 7.17 (m, 2H), 6.79 (s, 1H), 4.73 (br. s.,
1H), 461 (d, J = 10.3 Hz, 1H), 3.14 — 3.18 (m, 1H, piekryv s vodou). 3C NMR (101 MHz,
DMSO-ds): 6=168.9, 161.7 (d, J = 242.3 Hz), 149.9, 142.8, 138.9, 129.9 (d, J = 2.9 Hz), 128.7, 125.3
(d, J = 8.1 Hz), 124.7, 115.2 (d, J = 21.6 Hz), 100.8, 66.0, 55.6. HRMS (ESI-TOF): m/z vypo&teno
pro Ci17H13FN20O7S [M-H] 407.0334, nalezeno 407,0344.

(S)-4-((4-nitrofenyl)sulfonyl)-6-(thiofen-3-yl)-3,4-dihydro-2H-1,4-o0xazin-3-karboxylova kyselina
6(1,1,1,5)

s_ o
).
N
SO,

NO,

COOH
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Vytézek: 39,5 mg (30%); Zlutd amorfni latka. *H NMR (400 MHz, DMSO-ds): 5= 8.38 — 8.42 (m, 2H),
8.12—8.16 (m, 2H), 7.51 (dd, J = 3.1, 5.2 Hz, 1H), 7.39 — 7.42 (m, 1H), 7.34 (dd, J = 1.6, 5.2 Hz, 1H),
6.75 (d, J = 1.0 Hz, 1H), 4.78 (br. s., 1H), 4.56 (dd, J = 1.6, 10.9 Hz, 1H), 3.14 (dd, J = 2.6, 10.9 Hz,
1H, prekryv s vodou). *C NMR (101 MHz, DMSO-ds): & = 168.6, 150.0, 142.5, 137.8, 135.1, 128.7,
126.8, 124.8, 123.8, 120.0, 100.6, 65.3, 55.5. HRMS (ESI-TOF): m/z vypoc¢teno CisH12N207S, [M-H]
394.9990, nalezeno 395.0002.

(R)-4-((4-nitrofenyl)sulfonyl)-6-(p-tolyl)-3,4-dihydro-2H-1,4-oxazin-3-karboxylova kyselina 6(1,2,1,1)

!
Q

NO,

Vytszek: 14,6 mg (83%); zluté amorfni latka. 'H NMR (400 MHz, DMSO-ds): §=8.34 —8.41 (m, 2 H),
8.12—8.17 (m, 2 H), 7.25 — 7.31 (m, 2 H), 7.17 (d, J = 0.5 Hz, 2 H), 7.14 (s, 1H), 5.07 (br. 5., 1 H), 3.42
—3.44 (m, 1 H, piekryv s vodou), 2.41 (dd, J = 3.5, 13.40 Hz, 1 H), 2.29 (s, 3 H). 1*C NMR (126 MHz,
DMSO-ds): 6= 168.5, 150.0, 143.4, 137.1, 134.4, 129.3, 128.5, 125.2, 124.8, 115.6, 115.3, 55.1, 27.2,
20.7. HRMS (ESI-TOF): m/z vypocteno pro Ci1gH1N207S [M-H] 419.0357, nalezeno 419.0366.

COOH

(R)-4-((4-nitrofenyl)sulfonyl)-6-(4-methoxyfenyl)-3,4-dihydro-2H-1,4-thiazin-3-karboxylovda  kyselina
6(1,2,1,2)

HsCO
S
@R
N
S0,

NO,
Vytézek: 12,9 mg (70%); oranzova amorfni latka. *H NMR (400 MHz, DMSO-ds): §=8.35—8.40 (m,
2H), 8.11 - 8.15 (m, 2H), 7.29 — 7.33 (m, 2H), 7.07 (s, 1H), 6.90 — 6.94 (m, 2H), 5.04 (br. s., 1H), 3.75
(s, 3H), 3.40 — 3.44 (m, 1H, ptekryv s vodou), 2.39 (dd, J = 3.1, 13.0 Hz, 1H). **C NMR (101 MHz,
DMSO-ds): 6= 168.6, 159.0, 150.0, 143.4, 129.6, 128.5, 126.7, 124.8, 115.4, 115.0, 114.1, 55.2, 40.4,
27.3. HRMS (ESI-TOF): m/z vypocteno pro Ci1gHisN207S; [M-H] 435.0305, nalezeno 435.0315.

COOH
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(2R,35)-2-methyl-4-((4-nitrofenyl)sulfonyl)-6-(p-tolyl)-3,4-dihydro-2H-1,4-oxazin-3-karboxylova
kyselina 6(1,3,1,1)

HsC
O._.CHs
L
N
SO,

COOH

NO,

Vytézek: 9,0 mg (41%); bila amorfni latka. *H NMR (400 MHz, DMSO-ds): 6 = 8.33 (d, J = 8.8 Hz,
2 H), 8.21 (d, J = 8.8 Hz, 2 H), 7.31 (d, J = 7.4 Hz, 2 H), 7.07 (d, J = 8.5 Hz, 2 H), 6.71 (d, J = 1.1 Hz,
1 H), 492 — 483 (m, 1 H), 441 (br. s, 1 H), 2.50 (s, 3H), 2.23 (s, 3 H). ®°C NMR (126 MHz,
DMSO-dg): & =169.0, 149.8, 144.4, 136.8, 135.1, 131.0, 128.8, 128.7, 124.4, 123.2, 99.4, 70.1, 59.5,
20.7,16.5. HRMS (ESI-TOF): m/z vypoéteno pro C1gH1sN207S [M-H] 417.0742, nalezeno 417.0751.

(S)-4-((p-tolyl)sulfonyl)-6-(p-tolyl)-3,4-dihydro-2H-1,4-0xazin-3-karboxylova kyselina 6(1,1,2,1)

HaC
o}
BN
N"~COooH
S0,

CH3
Vytézek: 5,4 mg (4%); bila amorfni latka; *H NMR (500 MHz, DMSO-ds): 6= 7.76 (d, J = 8.3 Hz,
2 H), 7.42 (d, J = 8.0 Hz, 2 H), 7.34 (d, J = 8.3 Hz, 2 H), 7.13 (d, J = 8.0 Hz, 2 H), 6.69 (d, J = 1.4 Hz,
1 H), 4.89 (br.s., 1 H), 455 (dd, J =1.4,11.2 Hz, 1 H), 2.99 (dd, J = 2.9, 11.2 Hz, 1 H), 2.37 (s, 3 H),
2.27 (s, 3 H). 13C NMR (126 MHz, DMSO-ds): & = 169.4, 144.7, 140.1, 137.8, 134.5, 130.8, 130.6,
129.5, 127.7, 123.7, 100.9, 65.2, 55.2, 21.6, 21.3. HRMS (ESI-TOF): m/z vypoéteno pro Ci1gH1gNOsS
[M+H]*374.1055, nalezeno 374.1057. Znec¢isténo alifatickym kontaminantem.

(S)-4-((p-tolylhsulfonyl)-6-(4-amino-3,5-dichlorofenyl)-3,4-dihydro-2H-1,4-oxazin-3-karboxylovd
kyselina 6(1,1,2,3)

cl
HoN
o
cl | l
N”~COOH
SO,

CHs3
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Vytézek: 18,1 mg 19%); Zlutd amorfni latka; *H NMR (500 MHz, DMSO-dg): 6 = 7.75 (dd, J = 1.6,
6.5 Hz, 2H), 7.40 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.32 (s, 2H), 6.67 (d, J = 1.3 Hz, 1H), 5.60 (s, 2H), 4.70 (br. s.,
1H), 4.51 (dd, J = 1.4, 10.7 Hz, 1H), 2.88 (dd, J = 2.9, 10.8 Hz, 1H), 2.36 (s, 3H). *C NMR (126 MHz,
DMSO-de): 6=168.9, 144.2, 140.6, 137.7, 134.2, 129.9, 127.2, 122.9, 122.4, 118.1, 100.1, 65.0, 55.3,
21.0. HRMS (ESI-TOF): m/z vypoéteno pro C1gH16Cl2N20sS [M+H]*443.0228, nalezeno 440.0230.

(S)-4-((p-tolyl)sulfonyl)-6-(4-fluorofenyl)-3,4-dihydro-2H-1,4-o0xazin-3-karboxylova kyselina
6(1,1,2,4)

,

N” ~COOH
S0,

J

CH3
Vytézek: 55,3 mg (52%); zluta amorfni latka; *H NMR (500 MHz, DMSO-ds): 6= 7.78 (d, J = 8.3 Hz,
2H),751(dd,J=54,9.0Hz,2H),7.39-7.44 (m,2H),7.14 (d,J=89Hz,2H),6.77 (d, J = 1.3 Hz,
1H), 493 (s, 1H),458 (dd, J =14, 11.1 Hz, 1 H), 3.03 (dd, J = 2.9, 11.1 Hz, 1 H), 2.36 (s, 3 H).
13C NMR (126 MHz, DMSO-dg): §=169.4, 162.3 (d, J = 245.0), 144.7, 139.2, 134.6, 130.6, 130.0 (d,
J=3.0Hz), 127.7,126.0 (d, J = 5.7 Hz), 115.8 (d, J = 21.6 H), 101.7 (d, J = 1.5 Hz), 65.3, 55.2, 21.6.
HRMS (ESI-TOF): m/z vypocteno pro C1gH1sFNOsS [M+H]* 378.0804, nalezeno 378.0806. Znecisténo

alifatickym kontaminantem.

(S)-4-((p-tolyhsulfonyl)-6-(4-bromofenyl)-3,4-dihydro-2H-1,4-o0xazin-3-karboxylova kyselina
6(1,1,2,6)

Br
(0]
§
N
SO,

CHs
Vytézek: 55,5 mg (44%); bila amorfni latka; *H NMR (500 MHz, DMSO-ds): 6= 7.75 (d, J = 8.3 Hz, 2
H), 7.46 (s, 1 H), 7.36 — 7.41 (m, 4 H), 6.83 (d, J = 1.3 Hz, 1 H), 4.86 (s, 1 H), 4.55 (dd, J = 1.5, 11.0
Hz, 1 H), 3.00 (dd, J = 3.0, 11.1 Hz, 1 H), 2.33 (s, 3 H). 3C NMR (126 MHz, DMSO-de): 5 = 169.4,
144.7, 138.8, 134.6, 132.8, 131.8, 130.6, 127.7, 125.7, 121.2, 102.6, 65.5, 55.4, 21.6. Zne&isténo
alifatickym kontaminantem. HRMS (ESI-TOF): m/z vypocteno pro CigH1sBrNOsS [M+H]* 438.0002,

nalezeno 438.0005. Zne¢isténo alifatickym kontaminantem.

COOH
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(S)-4-((4-methoxyfenyl)sulfonyl)-6-(p-tolyl)-3,4-dihydro-2H-1,4-0xazin-3-karboxylova kyselina
6(1,1,3,1)

HaC
o
L
N
S0,

OCHs

Vytézek: 8,1 mg (8%); Zlutd amorfni latka; *H NMR (500 MHz, DMSO-dg): 6= 7.71 - 7.74 (m, 2 H),
7.26 —7.30 (m, 2 H), 7.05—7.10 (m, 4 H), 6.58 (d, J = 1.4 Hz, 1 H), 4.51 (dd, J = 1.4, 10.4 Hz, 1 H),
4.44 (br. s., 1 H), 3.79 (s, 3 H), 2.83 (dd, J = 2.9, 10.5 Hz, 1 H), 2.23 (s, 3 H). C NMR (126 MHz,
DMSO-ds): 6= 168.9, 162.7, 139.4, 136.9, 130.7, 129.3, 128.9, 128.8, 123.0, 114.6, 100.7, 65.2, 55.9,
55.7,20.7. HRMS (ESI-TOF): m/z vypocteno pro C1gH19NOsS [M+H]* 390.1005, nalezeno 390.1006.

COOH

(S)-4-((4-methoxyfenyl)sulfonyl)-6-(4-fluorofenyl)-3,4-dihydro-2H-1,4-0xazin-3-karboxylova kyselina
6(1,1,3,4)

F
o)
L
f
SO,

OCH3
Vytézek: 20,8 mg (32%); hnéda amorfni latka. 'H NMR (400 MHz, DMSO-ds): & = 7.73 — 7.78 (m,

2H), 7.44 — 7.50 (m, 2H), 7.07 — 7.16 (m, 4H), 6.66 (d, J = 1.6 Hz, 1H), 4.55 (dd, J = 1.3, 10.1 Hz, 1H),
4.33 (br. s., 1H), 3.82 (s, 3H), 2.84 (dd, J = 2.9, 10.1 Hz, 1H). 3C NMR (126 MHz, DMSO-ds):
5=169.0, 162.7, 161.9 (d, J = 244.4 Hz), 138.5, 130.2 (d, J = 2.9 Hz), 129.3, 128.9, 125.1 (d, J = 7.7
Hz), 115.2 (d, J = 22.1), 114.6, 101.4, 65.5, 56.3, 55.67. HRMS (ESI-TOF): m/z vypodteno
pro CisHiFNOgS [M-H]392.0591, nalezeno 392.0599.

COOH

(R)-4-((4-methoxyfenyl)sulfonyl)-6-(4-methoxyfenyl)-3,4-dihydro-2H-1,4-thiazin-3-karboxylova
kyselina 6(1,2,3,2)

H3CO
s
L
N
SO,

OCH3
Vytézek: 13,3 mg (9%); #lutd amorfni latka; 'H NMR (500 MHz, DMSO-dg): 5= 7.78 (d, J = 9.1 Hz,

2 H), 7.28 (d, J = 8.9 Hz, 2 H), 7.09 (d, J = 9.1 Hz, 2 H), 7.05 (s, 1 H), 6.89 (d, J = 8.9 Hz, 2 H), 5.23

COCH
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(t, J=3.2Hz,1H),3.80 (s, 3H),3.72 (s, 3H), 3.36 (dd, J = 3.4, 13.3 Hz, 1 H), 2.27 (dd, J = 3.4, 13.3
Hz, 1 H). 3C NMR (126 MHz, DMSO-dg): 6= 168.8, 163.0, 159.0, 129.5, 129.3, 129.2, 126.6, 115.4,
114.8, 114.2, 114.0, 55.7, 55.2, 53.7, 26.6. HRMS (ESI-TOF): m/z vypo¢teno pro C1oH1sNOgS; [M-H]
420.0562, nalezeno 420.0570. Znecisténo alifatickym kontaminantem.

(R)-4-((4-methoxyfenyl)sulfonyl)-6-(4-fluorofenyl)-3,4-dihydro-2H-1,4-thiazin-3-karboxylova kyselina
6(1,2,3,4)

=
s
Bt
N
SO,

OCH3

Vytézek 21,0 mg (90%); zelena amorfni latka. *H NMR (400 MHz, DMSO-de): 6 = 7.77 — 7.81 (m,
2 H),738-7.43 (m,2H),7.15-7.20 (m, 2 H), 7.15 (s, 1 H), 7.08 — 7.12 (m, 2 H), 5.00 (t, J = 3.1,
1 H), 3.82 (s, 3 H), 3.40 (dd, J = 3.2, 12.9 Hz, 1 H), 2.18 (dd, J = 3.3, 12.9 Hz, 1 H). **C NMR (101
MHz, DMSO-ds): 6= 169.0, 162.9, 161.5 (d, J = 243.2 Hz), 134.0 (d, J = 2.9 Hz), 129.5, 129.2, 127.2
(d, J = 8.2 Hz), 117.2, 1156 (d, J = 21.6 Hz), 114.8, 112.9, 55.7, 54.7, 26.8. HRMS (ESI-TOF):
m/z vypoc¢teno pro CisHi1sFNOsS; [M-H] 408.0361, nalezeno 408.0370.

COOH

(S)-4-((4-aminofenyl)sulfonyl)-6-(p-tolyl)-3,4-dihydro-2H-1,4-o0xazin-3-karboxylova kyselina
6(1,1,4,1)

HgC
o
L
N
S0,

NH,

Vytézek: 2,9 mg (27%); bilo-Zluta amorfni latka. *H NMR (500 MHz, DMSO-dg): §=7.42 (dd, J = 1.7,
7.2 Hz, 2H),7.31 (dd, J=1.7, 6.6 Hz, 2H), 7.12 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 6.59 (dd, J = 2.0, 7.5 Hz, 2H), 6.58
(d, J=1.2 Hz, 1H), 6.10 (s, 1H), 4.51 — 4.54 (m, 1H), 2.88 — 2.92 (m, 1H), 2.54 (s, 2H), 2.27 (s, 3H).
13C NMR (126 MHz, DMSO-dg): 8 = 162.7, 153.4, 139.1, 136.8, 130.7, 129.1, 128.9, 123.0, 121.4,
112.8,101.1, 64.7, 55.3, 20.7. HRMS (ESI-TOF): m/z vypo&teno pro CisHi1sFNOsS; [M+H]* 375.1007,
nalezeno 375.1009.

COCOH
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(S)-4-((4-nitrofenyl)sulfonyl)-6-(p-tolyl)-3,4-dihydro-2H-1,4-(oxazin-3-yl)-piperazin-1-yl-methanon
6(4,1,1,1)

N
SO, O

NO,

Vytézek: 37,1 mg (63%); oranzovo-hnéda amorfni latka. 'H NMR (500 MHz, DMSO-de):
0=2842-8.37(m,2H),821-8.17 (m, 2H),739-7.34(m, 2H),715-7.11 (m, 2 H), 6.86 (d,
J=0.9Hz,1H),532(t,J=10Hz 1H),4.41(dd, J=1.0,11.7 Hz, 1 H), 3.63 (s, 1 H), 3.55 (s, 1 H),
3.46 (dd, J =2.9,11.7 Hz, 1 H), 3.41 (s, 2 H), 3.22 (s, 1 H), 2.73 (br. s., 2 H), 2.65 (br. s., 2 H), 2.27 (s,
3 H). 3C NMR (126 MHz, DMSO-ds): 6=164.0, 150.1, 142.8, 139.4, 137.2, 130.2, 128.9, 128.8, 124.6,
123.2, 101.0, 65.4, 52.2, 46.1, 45.8, 45.2, 42.8, 20.7. HRMS (ESI-TOF): m/z vypocteno
pro Ca2H24N406S [M+H]* 473.1489, nalezeno 473.14809.

(3S,6S)-4-((4-nitrofenyl)sulfonyl)-6-(p-tolyl)morfolin-3-karboxylova kyselina 7(1,1,1,1)

©Ei

3

NO,

Vytézek: 36,0 mg (97%); bila amorfni latka. *H NMR (500 MHz, DMSO-dg): 6= 8.33 (d, J = 8.6 Hz,
2H), 8.05 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.16 (q, J = 8.0 Hz, 4H), 4.38 — 4.44 (m, 2H), 4.35 (d, J = 11.5 Hz, 1H),
3.76 (d, J = 11.5 Hz, 1H, ptekryv s vodou), 3.67 (d, J = 11.5 Hz, 1H, ptekryv s vodou), 3.25 (t, J = 11.7
Hz, 1H), 2.27 (s, 3H). *3C NMR (126 MHz, DMSO-dg): 6 = 170.1, 149.6, 145.0, 137.4, 135.8, 128.9,
128.7, 126.1, 124.2, 76.6, 68.8, 55.2, 47.6, 20.7. HRMS (ESI-TOF): m/z vypoc¢teno pro CigH1sN2O7S
[M-H] 405.0744, nalezeno 405.0751.

COOH

(3R,6S)-4-((4-nitrofenyl)sulfonyl)-6-(p-tolyl)thiomorfolin-3-karboxylova kyselina (4) 7(1,2,1,1)

H3C %E}—COOH chMCOOH

802 SOZ
14 15
19 ° " 16
18 17 17
18
NO
21 2'1\|02
A (65 %) B (35 %)
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Vytézek: 8,9 mg (84%); Zlutd amorfni latka. (A) *H NMR (500 MHz, DMSO-ds, 25 °C, TMS): 5= 8.30
(d, J = 8.8 Hz, 2H, HC®18), 8.04 (d, J = 8.8 Hz, 2H, HC'®%%), 7.13 (d, J = 8.2 Hz, 2H, HC%13), 7.11 (d,
J=8.2 Hz, 2H, HC®12), 4.76 (t, J = 3.5 Hz, 1H, HC?), 3.88 (dd, J = 2.7, 13.0 Hz, 1H, H,C?), 3.85 (dd,
J=3.7,11.7 Hz, 1H, HC?), 3.61 (m, J = 11.9 Hz, 1H, H.C?), 3.13 (dd, J = 2.8, 13.5 Hz, 1H, H,C?), 2.98
(dd, J = 4.0, 13.5 Hz, 1H, H.C®), 2.23 (s, 3H, HC®), HO” — nebyl detekovan. *C NMR (126 MHz,
DMSO-ds, 25 °C, TMS): § = 169.88 (C7), 150.08 (C14), 146.06 (C17), 137.92 (C11), 136.28 (C8),
129.81 (C10,12), 129.18 (C15,19), 127.93 (C9,15), 124.80 (C16,18), 55.64 (C3), 49.44 (C2), 44.30
(C6), 31.74 (C5), 21.19 (C20). SN-NMR (500 MHz, ds-DMSO, 25 °C, nitromethan): 6 = N4 —
4.76:97.51 (s, HC?, 1. int.); 3.13:97.51 (d, J = 18.3 Hz, H,C5, h. int.); N21 — 8.04:364.26 (s, HC*18, h,
int.).

(B) H-NMR (500 MHz, ds-DMSO0, 25 °C, TMS): 5= 8.33 (d, J = 8.8 Hz, 2H, HC618), 8.10 (d, J = 8.8
Hz, 2H, HC1519), 7.25 (d, J = 8.2, 2H, HC%13), 7.12 (s, 1H, HC?), 7.10 (d, J = 8.2, 2H, HC1°%?), 5.10 (t,
J =35, 1H, HC?), 3.39 (dd, J = 3.5, 13.0, 1H, HyC?), 2.50 (m, 1H, HC?), 2.38 (dd, J = 13.2, 1H, 3.4,
HaC?), 2.25 (s, 3H, HC?), HO” — nebyl detekovén. 3C-NMR (126 MHz, ds-DMSO, pomérmé TMS): &
= 169.00 (C7), 150.53 (C14), 143.84 (C17), 137.68 (C8), 134.86 (C11), 129.77 (C10,12), 129.07
(C15,19), 125.72 (C9,13), 125.29 (C16,18), 116.12 (C5), 115.87 (C6), 55.52 (C3), 27.66 (C2), 21.17
(C20). ®N-NMR (500 MHz, dg-DMSO, pomérmé nitromethan): J = N4 — 7.12:119.30 (s, HCS, v. int.),
3.39:119.30 (d, J =22.7 Hz, HyC?, n. int.); N21 - 8.33:362.67 (s, HC!®!8 n.int.); v. int. a n. int. — vysoka
a nizka intenzita. Smés latek A a B. Identifikace a pfifazeni *H, 3C a 1N signali pomoci 1D: *C APT,;
2D: 1H-1H gCOSY, 1H-1H gROESY, 'H-13C HSQC, *H-3C gHMBC a 'H->N gHMBC. HRMS (ESI-
TOF) m/z vypocteno pro Ci1gH1sN206S; [M-H] 421.0510, nalezeno 421.0523.

(R)-4-((4-nitrofenyl)sulfonyl)-6-(4-fluorofenyl)-3,4-dihydro-2H-1,4-thiazin-3-karboxylova kyselina
7(1,2,1,4)

ey
s

NO,

Vytézek: 10,0 mg (80%); oranzova amorfni latka.*H NMR (400 MHz, DMSO-dg): 6= 8.35 — 8.39 (m,
2H), 8.11 - 8.16 (m, 2H), 7.39 — 7.45 (m, 2H), 7.14 — 7.21 (m, 2H), 4.85 (br. s., 1H), 3.58 (dd, J = 4.8,
5.9 Hz, 1H, ptekryv s vodou), 3.43 (dd, J = 3.1, 12.7 Hz, 2H, piekryv s vodou), 2.87 — 2.91 (m, 1H),
2.38 (dd, J = 3.1, 12.7 Hz, 1H). *C NMR (101 MHz, DMSO-de): &6 = 168.9, 161.6 (d, J = 245.4 Hz),
149.9, 143.6, 133.9 (d, J = 2.9 Hz), 128.5, 127.2 (d, J = 8.6 Hz), 124.7, 115.5(d, J = 22.1 Hz), 56.8,
55.8, 49.3, 27.5. HRMS (ESI-TOF): m/z vypo¢teno pro Ci7H1sFN20eS; [M+H] 425.0262, nalezeno
425.0272.

COOH
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(2R,35,6S)-2-methyl-4-((4-nitrofenyl)sulfonyl)-6-(p-tolyl)morfolin-3-karboxylova kyselina 7(1,3,1,1)

HeC
©"'EOI
N
S0,

)

NO,
Vytézek: 17,0 mg (57%); bila amorfni latka. *H NMR (500 MHz, DMSO-ds): 6 = 8.36 — 8.40 (m, 2H),
8.16 — 8.20 (m, 2H), 7.15 — 7.19 (m, 2H), 7.10 — 7.14 (m, 2H), 4.63 (dd, J = 3.2, 10.0 Hz, 1H),
3.90 — 3.97 (m, 1H, ptekryv s vodou), 3.61 (dd, J =3.2, 11.2 Hz, 1H, piekryv s vodou), 2.83 (d,J=7.5
Hz, 1H), 2.34 (t, J = 10.6 Hz, 1H), 2.27 (s, 3H), 1.14 (d, J = 5.7 Hz, 3H). 3C NMR (126 MHz,
DMSO-dg): 6 = 170.1, 149.4, 145.3, 137.1, 136.4, 128.7, 128.6, 126.3, 124.0, 70.3, 68.3, 59.5, 47.4,
20.7,16.6. HRMS (ESI-TOF): m/z vypoéteno pro C1gH20N207S [M-H] 419.0899, nalezeno 419.0907.

CH3

COOH

(3S,6S)-4-((p-tolyl)sulfonyl)- 6-(4-fluorofenyl)morfolin-3-karboxylova kyselina 7(1,1,2,4)

0(‘;1

J

CHs

Vytézek: 49,8 mg (44%); bilo-zlutd amorfni latka. 'H NMR (500 MHz, DMSO-de): 6=7.71 (d, J = 8.3
Hz, 2H), 7.35 — 7.38 (m, 2H), 7.32 (dd, J = 5.6, 8.76 Hz, 2H), 7.16 (t, J = 8.8 Hz, 2H), 4.45 — 4.47 (m,
1H), 4.36 — 4.41 (m, 1H), 4.29 — 4.33 (m, 1H), 3.72 — 3.76 (m, 1H), 3.63 — 3.68 (M, 1H), 3.23 — 3.29
(m, 1H), 2.37 (s, 3H). 13C NMR (126 MHz, DMSO-dg): 6= 170.4, 161.8 (d, J = 244.7 Hz),143.1, 136.8,
135.0(d, J = 3.6 Hz), 129.6, 128.3(d, J = 8.4 Hz), 127.0, 115.2 (d, J = 20.4 Hz), 75.9, 68.5, 54.3, 47.2,
21.0. HRMS (ESI-TOF): m/z vypoéteno pro CisHisFNOsS [M+H]* 380.0962, nalezeno 380.0962.

Znecisténo alifatickym kontaminantem.

COOH

(3S,65)-4-((4-methoxyfenyl)sulfonyl)-6-(4-fluorofenyl)morfolin-3-karboxylova kyselina 7(1,1,1,4)

O(‘;l

COOH

NO,
Vytézek: 73,0 mg (80%); bila amorfni latka. 'H NMR (400 MHz, DMSO-ds): 5= 8.31 — 8.36 (m, 2H),
8.03 — 8.07 (m, 2H), 7.31 — 7.38 (m, 2H), 7.13 — 7.19 (m, 2H), 4.48 (dd, J = 2.9, 11.2 Hz, 1H, piekryv
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svodou), 4.41 (d, J = 2.6 Hz, 1H, ptekryv s vodou), 4.35 (d, J = 10.9 Hz, 1H, ptekryv s vodou), 3.77 (d,
J =3.6 Hz, 1H, ptekryv s vodou), 3.72 (dd, J = 2.6, 12.5 Hz, 1H, piekryv s vodou), 3.21 — 3.28 (m, 1H,
piekryv s vodou). °C NMR (101 MHz, DMSO-de): ¢ = 170.5, 162.4 (d, J = 238.7 Hz), 150.1, 145.5,
135.5(d, J=2.9 Hz),129.1,128.9 (d, J = 7.7 Hz), 124.8, 115.7 (d, J = 20.1 Hz), 76.5, 69.4, 55.7, 48.0.
HRMS (ESI-TOF): m/z vypoc¢teno pro Ci7H1sFN207S [M-H] 409.0490, nalezeno 409.0500.

(S)-4-acetyl-6-(p-tolyl)-3,4-dihydro-2H-1,4-o0xazin-3-karboxylova kyselina 10(1,1,6,1)

HaC HsC
o 0
| 0!
N N~ ~COOH
o)\c c’&o

COOH

Hs Hs
A B

Vytézek: 14,4 mg (20%); zlutd amorfni latka. *H NMR (400 MHz, DMSO-dg): 6= 7.43 — 7.46 (m, 2H),
7.32-7.34 (m, 2H), 7.21 (d, J = 1.2 Hz, 1H), 7.12 (dd, J = 0.6, 8.6 Hz, 4H), 6.87 (d, J = 1.1 Hz, 1H),
4.80 (dd, J = 1.0, 10.3 Hz, 1H), 4.73 — 4.76 (m, 1H), 4.35 — 4.42 (m, 2H), 3.89 (dd, J = 1.0, 10.3 Hz,
1H), 3.85 (dd, J = 2.8, 10.3 Hz, 1H), 2.28 (s, 3H), 2.27 (s, 3H), 2.22 (s, 3H), 2.02 (s, 3H). *C NMR (101
MHz, DMSO-de): 6= 170.7, 170.5, 167.4, 166.5, 138.3, 136.7, 136.6, 136.3, 132.1, 131.9, 129.5, 129.3,
123.4,123.2,104.1, 101.5, 67.6, 67.3,58.1, 53.9, 21.5, 21.5, 21.2, 21.2. Smé&s rotamerd A a B v poméru
67:33. HRMS (ESI-TOF): m/z vypoéteno pro C14HisNO4 [M+H]* 262.1075, nalezeno 262.1074.

(S)-4-benzoyl-6-(p-tolyl)-3,4-dihydro-2H-1,4-0xazin-3-karboxylova kyselina 10(1,1,7,1)

HsC HsC
\©\[0 \©\[O
L L
N COOH N
O O
A B
Vytezek: 30,2 mg (57%); bila amorfni latka. 'H NMR (400 MHz, DMSO-dg): 5= 7.55 (br. s., 1H), 7.53
(d,J=1.4Hz, 2H), 751 (d, J= 1.8 Hz, 2H), 7.44 — 7.47 (m, 1H), 7.37 — 7.44 (m, 6H), 7.31 — 7.32 (m,
1H), 7.11 - 7.17 (m, 4H), 7.02 — 7.10 (m, 2H), 6.46 (s, 1H), 4.89 (br. s., 1H), 4.84 (d, J = 10.3 Hz, 1H),
4.69 —4.72 (m, 1H), 4.08 (br. s., 1H), 4.05 (d, J = 2.7 Hz, 1H), 3.93 (dd, J = 2.6, 10.3 Hz, 1H), 2.29 (s,
3H), 2.23 (s, 3H). **C NMR (101 MHz, DMSO-ds): 6=170.4, 170.2, 167.2, 166.7, 139.8, 137.1, 137.0,
136.4, 136.1, 135.4, 131.9, 131.6, 130.8, 130.1, 129.5, 129.0, 128.7, 128.5, 127.8, 126.5, 123.5, 123.2,

104.5, 101.6, 67.8, 67.5, 59.5, 54.6, 21.3, 21.2. Smés rotamerdt A a B vpoméru 66:34. HRMS
(ESI-TOF): m/z vypo¢teno pro CigHi17NO4 [M+H]* 324.1229, nalezeno 324.1230.

COOH
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(S)-4-(pyridin-3-karbonyl)-6-(p-tolyl)-3,4-dihydro-2H-1,4-oxazin-3-karboxylova kyselina 10(1,1,8,1)

N N
(-\12 13 Hp; 7 (-\12 13 Ho, 7

» . Ot coon 21 . O cooH
H3C 5\ Hzgqg €T 8 \HaN3 Hzgr\:g
10 o 5/ Nid1s) \Q 09 E' 4154\
— "\ —
@) o N, Q_/(m N,z
A (42%) B (58 %)

Vytezek: 30,6 mg (32%); hnédo-zluta amorfni latka. (A) *H NMR (500 MHz, DMSO-ds): & = 8.67 (d,
J = 4.0 Hz, 1H, HC¥(A)), 8.65 (br. s, 1H, HCI5(A)), 7.88 (dt, J = 7.7 Hz, 1H, HC®(A)), 7.49 (dd,
J=52,75Hz, 1H, HC%(A)), 7.44 (d, J = 8.0 Hz, 2H, HC13(A), 7.35 (s, 1H, HC5(A)), 7.17 (d, J = 8.0
Hz, 2H, HC112(A)), 4.71 (d, J = 10.6 Hz, 1H, HxC%(A)), 4.54 (s, 1H, HC3(A)), 4.11 (dd, J = 2.0, 10.6
Hz, 1H, H.C?(A)), 2.30 (s, 3H, HC?(A)), CHS8 (A, B) — nebyl detekovan, HO’ (A, B) — nebyl detekovan.
13C NMR (126 MHz, DMSO-ds): 5= 169.9 (C7A), 164.7 (C14A), 150.7 (C18A), 147.6 (C16A), 140.2
(C6A), 137.3 (C11A), 134.7 (C20A), 130,8 (C15A), 130.6 (C8A), 129.1 (C10,12A), 123.5 (C19A),
123.3 (C9,13A), 100.5 (C5A), 66.5 (C2A), 57.5 (C3A), 20,7 (C21A). 5N-NMR (500 MHz, dg-DMSO,
25 °C, nitromethan): § = N4(A) — 7.32:127.55 (s, HC5(A), v. int.), 4.68:127.55 (d, J = 12.4 Hz, HyC2(A),
v.int), 4.51:127.55 (s, HC3(A), n. int.); N17(A) — 8.64:312.20 (s, HC1A, v. int.), 8.62:312.20 (s, HC16A,
v.int.), 7.46:312.20 (s, HC'A n. int.); v. int. a n. int. — vysoka a nizkd intenzita; A, B — rotamery.

(B) 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds): 5=8.78 (s, 1H, HC15(B)), 8.75 (d, J = 3.7 Hz, 1H, HC1(B)), 8.02
(d, =77 Hz, LH, HC®(B)), 7.58 (dd, J = 4.9, 7.5 Hz, 1H, HC*(B)), 7.25 (d, J = 8.0 Hz, 2H, HC®%3(B)),
7.09 (d, J = 8.0 Hz, 2H, HC22(B)), 6.59 (s, 1H, HC5(B)), 5.21 (br. s, 1H, HC3(B)), 4.84 (d, J = 10.9
Hz, 1H, HyC3(B)), 4.26 (dd, J = 2.9, 11.2 Hz, 1H, H.C2(B)), 2.25 (s, 3H, HC2(B)), CHE — nebyl
detekovan, HO" — nebyl detekovan. 13C NMR (126 MHz, DMSO-ds): § = 169.2 (C7B), 164.4 (C14B),
151.5 (C18B), 148.7 (C16B), 137.1 (C11B), 136.9 (C6B), 136.0 (C20B), 130.3 (C8B), 129.9 (C15B),
129.0 (C10,12B), 123.7 (C19B), 123.2 (C9,13B), 103.2 (C5B), 66.1 (C2B), 52.6 (C3B), 20.6 (C21B).
15N-NMR (500 MHz, d-DMSO, 25 °C, nitromethan): & = N4(B) — 6.56:127.22 (s, HC5(B), h. int.),
4.81:127.22 (d, J = 13.7 Hz, HyC2(B), h. int.), 4.22:127.22 (s, H.C2(B), I. int.); N17(B) — 8.75:312.29 (s,
HCB, v. int.), 8.64:312.29 (s, HC®8, v. int.), 7.54:312.29 (s, HC'B, n. int.); v. int. a n. int. — vysoka
a nizka intenzita. Smé&s rotamer A a B v poméru 42:58. Identifikace a pfifazeni *H, 3C a >N signala
pomoci 1D: 3C APT; 2D: 1H-1H gCOSY, 1H-1H gROESY (dilezité kiizové vrcholy — modré Sipky,
slabé interakce — zelené $ipky), *H-*C HSQC, 'H-*C gHMBC a H-'*N gHMBC. HRMS (ESI-TOF):
m/z vypocéteno pro CisHieN2Os [M+H]* 325.1181, nalezeno 325.1183. Znecisténo alifatickym

kontaminantem.
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(S)-4-(4-nitrobenzoyl)-6-(p-tolyl)-3,4-dihydro-2H-1,4-oxazin-3-karboxylova kyselina 10(1,1,10,1)

HsC HsC
@Tol

O
| L
N COOH N COOH
T,
NO, O2N
A B

Vytézek: 35,9 mg (51%); oranzova amorfni latka. *H NMR (400 MHz, DMSO-ds): 6 = *H NMR (400
MHz, DMSO-ds): 6=8.37 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 8.25 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.83 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 7.78
(d, J=7.3Hz, 2H), 7.43 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.34 (d, J = 5.1 Hz, 1H), 7.32 (d, J = 1.0 Hz, 1H), 7.21 (d,
J=8.2 Hz, 1H), 7.16 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.06 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 6.44 (s, 1H), 5.01 (br. s., 1H), 4.86
(d, J = 10.2 Hz, 1H), 4.72 (dd, J = 1.3, 10.4 Hz, 1H), 4.13 (dd, J = 2.9, 10.8 Hz, 1H), 4.09 (br. s., 1H),
3.99 — 4.03 (m, 1H), 2.89 — 2.94 (m, 1H), 2.30 (s, 3H), 2.23 (s, 3H). **C NMR (101 MHz, DMSO-dg):
o0 =170.2, 169.9, 165.6, 165.1, 148.8, 148.3, 142.3, 140.6, 137.5, 137.4, 131.5, 131.4, 131.3, 131.2,
129.9, 129.5, 129.4, 129.2, 124.5, 124.0, 123.7, 123.6, 103.7, 101.1, 67.4, 67.2, 59.1, 54.3, 21.7, 21.3.
Smés rotamertt A a B v poméru 60:40. HRMS (ESI-TOF): m/z vypoéteno pro CigH1sN20s [M+H]*
369.1079, nalezeno 369.1081.

(S)-4-(2-nitrobenzoyl)-6-(p-tolyl)-3,4-dihydro-2H-1,4-oxazin-3-karboxylova kyselina 10(1,1,11,1)

Ve Yy

|
COOH COOH
OzN NOZ
A B

Vytézek: 1,7 mg (33%); oranzova amorfni latka. 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds): 6= 8.28 (dd, J = 1.0,
8.3 Hz, 1H), 8.22 (dd, J = 1.0, 8.3 Hz, 1H), 7.95 (t, J = 7.5 Hz, 1H), 7.81 (d, J = 7.2 Hz, 1H), 7.71 (1,
J=7.2Hz 1H), 7.66 (dd, J= 1.1, 7.5 Hz, 1H), 7.63 (d, J = 7.5 Hz, 1H), 7.45 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.30
(s, 1H), 7.18 (dd, J = 1.0, 8.5 Hz, 4H), 7.05 — 7.08 (m, 2H), 6.32 (s, 1H), 5.20 (br. s., 1H), 4.86 (d, J =
11.1 Hz, 1H), 4.72 (d, J = 10.5 Hz, 1H), 4.24 (br. s., 1H), 4.06 — 4.13 (m, 1H), 3.91 (dd, J = 2.2, 10.5
Hz, 1H, signal piekryty vodou), 2.94 (s, 1H), 2.31 (s, 3H), 2.23 (s, 3H). *C NMR (126 MHz, DMSO-
ds): 0=169.9, 169.7, 164.2, 164.0, 146.2, 145.5, 140.8, 138.2, 138.0, 137.8, 135.7, 135.4, 131.8, 131.5,
131.1, 130.9, 130.6, 129.7, 129.5, 128.7, 126.3, 126.2, 125.6, 125.5, 123.9, 123.8, 102.9, 100.5, 67.1,
66.4, 56.8, 52.6, 21.3, 21.3. Smés rotamerti A a B v poméru 55:45. HRMS (ESI-TOF): m/z vypoéteno
pro CigH1sN20s [M-H]- 367.0915, nalezeno 367.0925.
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(S)-4-(4-aminobenzoyl)-6-(p-tolyl)-3,4-dihydro-2H-1,4-oxazin-3-karboxylova kyselina 10(1,1,12,1)
O
I
Be
o

HoN

COOH

Vytézek: 6,6 mg (8%); oranzova amorfni latka. *H NMR (500 MHz, DMSO-de): 6 = 7.30 — 7.36 (m,
2H), 7.21 — 7.28 (m, 2H), 7.09 — 7.13 (m, 2H), 6.57 — 6.63 (m, 2H), 6.53 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 5.75 (br.
s, 2H), 4.77 (d, J = 13.3 Hz, 1H), 2.26 (s, 3H), H.C? nebyl detekovan. *C NMR (126 MHz, DMSO-ds):
0=169.1, 167.4, 145.5, 136.5, 134.0, 131.0, 130.9, 130.5, 129.0, 122.8, 112.7, 103.7, 66.4, 52.3, 20.7.
HRMS (ESI-TOF): m/z vypoc¢teno pro CigH1sN2O4 [M+H]* 339.1338, nalezeno 339.1339. Znecisténo

alifatickym kontaminantem.

(3S,6S)-4-benzoyl-6-(p-tolyl)-morfolin-3-karboxylova kyselina 11(1,1,7,1)
H3C H3C
\[::j%[:o \[::j“W:O:l~
A N
O

@)

COOH COOH

A B

Vytézek: 4,3 mg (33%); zluta amorfni latka. *H NMR (400 MHz, DMSO-dg): §=7.41 — 7.42 (m, 8H),
7.25 (d, J = 8.3 Hz, 4H), 7.16 (d, J = 8.4 Hz, 4H), 7.08 (s, 2H), 4.72 (d, J = 3.3 Hz, 1H), 4.58 (d,
J=11.0 Hz, 1H), 4.41 — 4.44 (m, 1H), 4.34 — 4.40 (m, 1H), 4.30 (d, J = 12.1 Hz, 1H), 3.77 (br. s., 1H),
3.75 (d, J = 3.7 Hz, 1H), 3.65 — 3.69 (m, 1H), 3.59 — 3.64 (m, 1H), 3.48 (t, J = 11.8 Hz, 1H), 3.07 (m,
1H), 2.79 (dt, J = 0.7, 6.6 Hz, 1H), 2.29 (s, 3H), 2.22 (s, 3H). *C NMR (101 MHz, DMSO-d¢):
0=171.7,171.4, 170.3, 169.5, 137.1, 137.0, 136.9, 136.7, 136.6, 136.3, 129.3, 129,2, 128.9, 128.8,
128.4,128.3, 126.9, 126.8, 126.0, 77.0, 76.9, 68.5, 68.4, 59.6, 59.4, 53.5, 51.5, 45.5, 20.8, 20.7. Smés
rotamerd A a B v poméru 54:46. HRMS (ESI-TOF): m/z vypo¢teno pro CigH19NO4 [M+H]* 326.1384,
nalezeno 326.1387.
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6. ZAVER

Predlozena diplomova prace navazuje na bakalafskou praci zaméfenou na piipravu
benzol[f][1,4]diazepin-5-ont. Béhem jejich syntézy vychazejici ze serinu a threoninu byla pozorovana
tvorba N-sulfonamidt a N-acylamidt morfolinu, jejichZ struktura byla potvrzena pomoci 1H-NMR?,
Cilem prace bylo vypracovat literarni resersi tykajici se problematiky derivatt morfolin/thiomorfolin-
3-karboxylovych kyselin. Dale rozvinout a optimalizovat nalezené reakce do obecné metody a ovefit
jeji pouzitelnost pro piipravu analogickych derivati. Tietim cilem byla syntéza peptidomimetik
obsahujicich morfolinovy/oxazinovy kruh. Na zavér bylo potieba u navrzenych N-acylamidt potvrdit
tvorbu konformacnich izomerti vznikajicich pfedpoklddanou rotaci kolem C-N amidické vazby, urcit
konfiguraci na chiralnich centrech a ovéfit enantioselektivni prubéh syntézy.

Nejprve byla navrzena syntéza (Pfistup A) rozsifena o sérii latek vychazejici ze tfi Fmoc-a-
aminokyselin (serinu, cysteinu a threoninu) a variabilnich a-bromacetofenond. Dale byl sledovan vliv
linkeru (R') na pribéh alkylaénich reakci, kdy se jako nejvhodn&j$i ukotveni jevi imobilizace
na Wangové a Wang-piperazinovém linkeru. Kromé modifikace syntézy s odliSnou substituci R* bylo
pristoupeno k tzv. resulfonylacim vychézejicich z deprotekovaného alkylovaného intermedidtu
podrobeného reakci s novym sulfonyl chloridem. Vzhledem k omezené aplikovatelnosti této metody
byly testovany tzv. ,,pfimé* sulfonylace, jejichz pribéh byl znesnadnén ptitomnosti methylové skupiny
¢i elektrondonornich skupin v poloze 4 (R® = CHs, 4-CHs-Ph, 4-CH30-Ph). Déle byly optimalizovany
podminky $tépeni a spontdnni cyklizace vedouci k zddanym derivatim morfolinum/thiomorfolinum,
jejichZ uzavieni do cyklu znesnadiiovala piitomnost sekundarniho ¢i terciarniho aminu v poloze R?,
methylové skupiny v pozici R? nebo elektrondonornich skupin v polohach R® = 4-CH30-Ph, 4-NH,-Ph
a R* = 4-CH30. Vzhledem k nekvantitativnimu pribéhu cyklizaci u nékterych latek, byla testovana
zpétna cyklizace linearnich intermediata, které bylo dosazeno stanim v ¢isté TFA pii -18 °C. Naopak
pii  vysSich teplotaich dochazelo k opétovnému otevirani cyklu. Nasycené derivaty
morfolinu/thiomorfolinu byly pfipraveny $tépenim v TFA/TES/DCM (10:1:9). Pozdgji se ukazalo,
ze cyklizace probihd s vyssi surovou Cistotou standardnim Stépenim v 50% TFA/DCM a teprve
naslednym piidavkem TES. Dalsi komplikace nastala pfi separaci cilovych derivati s variabilnimi
substituenty R* rozpusténych v MeOH, kdy dochazelo k ¢astecnému otevirani cyklu a vzniku
esterifikované nezadouci latky, jejiz struktura byla potvrzena pomoci NMR (Piiloha 1 — 2).

Ptistup B byl vénovan syntéze N-acylamidi dihydrooxazinti/morfolini vychazejicich
z alkylovaného prekurzoru pfipraveného podle protokolu popsaného v pfistupu A. Po optimalizaci
acylaci a naslednych cyklizaci byly pfipraveny odpovidajici produkty, kromé derivatu s navazanym
a-Fmoc-glycinem v pozici R3. Bohuzel, béhem separace dochézelo ziejmé vlivem kombinace zbytkové
TFA a sloZeni mobilniho systému (MeCN:AmAc) k ¢asteénému otevirani cyklu pfipravovanych latek
a snizeni kone¢ného vytézku. Proto bylo po vzoru ,,pfimych® sulfonylaci ptistoupeno k tzv. , pfimym*

acylacim, které ovSem neposkytovaly zadané N-acylamidy a bylo od testovani jejich ptipravy upusténo.
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Dalsi problematika se tykala syntézy peptidomimetik obsahujicich morfolin/oxazin-3-
karboxylové fragmenty pfipravovanych pomoci dvou pfistupi: (i) pfimou metodou zaloZenou
na spojovani ur¢itého poétu Fmoc-a-aminokyselin (alaninu, serinu) pies peptidickou vazbu a nasledné
tvorby oxazinu/morfolinu z posledni navazané aminokyseliny (serinu), nebo (ii) nepiimou metodou
zalozenou na redukci nitroskupiny Vv poloze 4 na jiz nasyntetizovaném linearnim prekurzoru
oxazinu/morfolinu, kterd méla byt dale modifikovana acylaci Fmoc-a-aminokyselinou za nasledné
vystavby peptidového fetézce. Finalni cyklizace pak méla vést k zadanym peptidomimetikiim. Aplikace
obou piistupt bohuzel nevedla k cilovym N-acylamidium, nicméné na zakladé optimalizaci redukci
nitroskupiny byly nasyntetizovany amino-prekurzory peptidomimetik a optimalizovany podminky
jejich cyklizace a separace.

Dutlezitou soucasti prace bylo potvrdit tvorbu konformac¢nich izomert vznikajicich rotaci kolem
C-N amidické vazby u navrzenych N-acylovanych analogt, kde u vétSiny derivatt prevladal pii 25 °C
izomer Vv trans uspofadani, kromé& derivatu s R® = Py-3-yl. Zahfivani N-acylamidia do 100 °C vedlo
ke zméné konfigurace napiiklad u latky s R® = 2-NO,-Ph, naopak u derivatu s R® = Py-3-yl tato zména
nebyla pozorovana.

Na zavér byla urcena konfigurace chirdlnich center C3 s vyuzitim SFC. Pomoci 2D-experimentt
(ROESY a NOESY) byla nasledn¢ urena absolutni konfigurace center C2 a C6 vztazena
k referenénimu chirdlnimu centru C3 serinovych (2R,3S,6S) a cysteinovych derivatt (3R,6S). Zaroveni

jsme zjistili, ze navrzena syntéza derivati morfolinu/thiomorfolinu je témét enantioselektivni.
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7. SEZNAM ZKRATEK

ACE
Ala

AM
AmAcC
aq

BAL
Boc
(Boc).0
BB test
BTEAC
BTPP
BusSnH
Bn

Bz

C18
CSA
Cbz-Cl
CDI
DBU
DCC
DCM
DEA
DEAD
DIAD
DIPA
DIEA
DIC
di-Tol-D-vinna kyselina
DMAP
DMF
DMP
DMS
DMSO
DMSO-ds
EDC

inhibitor angiotensin-1-konvertujiciho enzymu

alanin

aminomethylova pryskyfice
amonium acetat

vodny roztok

»Backbone* amidovy linker
terc-butyloxykarbonyl
di-terc-butyldikarbonat

test s bromfenolovou modii

benzyltriethylamonium chlorid

terc-butylimino-tri(pyrrolidino)fosforan

tributylstannan

benzyl

benzoyl

oktadecylova revezni faze
kafrsulfonova kyselina

benzyl chlorformiat
karbonyldiimidazol
1,8-diazabicyklo[5.4.0]undec-7-en
N,N’-dicyklohexylkarbodiimid
dichlormethan

diethanolamin

diethyl azodikarboxylat
diisopropyl azodikarboxylat
diisopropylamin
N,N-diisopropylethylamin

N, N'-diisopropylkarbodiimid
di-toluoyl-D-vinna kyselina
4-(N,N-dimethylamino)-pyridin
N,N-dimethylformamid
Dess-Martin perjodnan
dimethylsulfid
dimethylsulfoxid

deuterovany dimethylsulfoxid

1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid
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EtOAc ethyl acetat

Et:NH N-diethylamin

EtsN triethylamin

EtsSiH triethylsilan

Fmoc-OSu N-(9-fluorenymethoxykarbonyl)-sukcinimid

HOBt 1-hydroxybenzotriazol

HPLC vysoce ucinna kapalinova chromatografie (High Performance Liquid
Chromatography)

HMBC heteronuklearni 1H-13C korelace pies dvé a vice chemickych vazeb

(Heteronuclear Multiple Bond Correlation, 2D-NMR)

HRMS hmotnostni spektrometrie s vysokym rozlisenim (High-Revolution
Mass Spectrometry)

HSQC heteronuklearni 1H-13C korelace pifes jednu chemickou vazbu

(Heteronuclear Single Quantum Coherence, 2D-NMR)

IPA isopropanol

kPa kilopascal

LC kapalinova chromatografie (Liquid Chromatography)
MCPBA m-chlorperoxybenzoova kyselina

MesSil trimethylsilyl jodid

MS hmotnostni spektrometrie (Mass Chromatography)
MsOH methansulfonova kyselina

MTBE methyl-terc-butyl ether

NaEH 2-ethylhexanoat sodny

NBS N-bromsukcinimid

NMM N-methylmorfolin

NMO N-methylmorfolin-N-oxid

NMR nuklearni magneticka rezonance

NOESY homonuklearni 1H-1H korelace pfes prostor (Nuclear Overhauser

Effect Spectroscopy, 2D-NMR)

p.a. chemicky Ccista latka

Pd(dba)s tris(dibenzylidenaceton) paladia

PG protektivni skupina (protective group)
PhH benzen

Phth ftalat

PIP piperidin

PS protonova houba (Proton Sponge)
p-TsOH p-toluensulfonova kyselina
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Py
ROESY

RVO
Ser
SPE

(S,S)-tBu-BOX

TBAHS
TBDMS
TBDPS
tBu
TBTU
TFA
THF
TES
TfOH
TIS
TMS
TMSCH2N;
TMSOTf
Tos-Cl
TPP
TsOH
UHPLC

uv
Z-Phe-OH
1H-NMR
1-Me
4-NosCl
13C-NMR

pyridin

1H-1H korelace pfes prostor pomoci cross-relaxace (Rotating-frame

Overhauser Effect Spectroscopy, 2D-NMR)
rotacni vakuovéa odparka

serin

extrakce pevnou fazi (Solid Phase Extraction)
2,2’-isopropylidenbis[(4S)-terc-butyl-2-oxazolin]
tetrabutylamonium hydrogensulfid
terc-butyldimethylsilan

terc-butyldifenylsilan

terc-butyl

2-(1H-benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3,-tetramethyluronium tetrafluoroborat

trifluoroctova kyselina

tetrahydrofuran

triethylsilan

trifluoromethansulfonova kyselina
triisopropylsilan

trimethylsilylether

trimethylsilyldiazomethan

trimethylsilyl trifluoromethansulfonat
p-methylbenzensulfonyl chlorid (tosyl chlorid)
thyamin pyrofosfat

p-toluensulfonova kyselina

vysoce ucinna kapalinova chromatografie
(Ultra High Performance Liquid Chromatography)
ultrafialové zateni (Ultraviolet Light)
N-(karbobenzyloxy)-L-fenylalanin

protonové spektrum NMR

methyl 2-chloro-2-cyklopropyliden acetat
4-nitrobenzensulfonyl chlorid

uhlikové spektrum NMR
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9. PRILOHY

V zavéru prace byla nékterd spektra znatné znecisténa alifatickym kontaminantem
pochazejicim bud'to z DMSO, ¢i semipreparativni HPLC, coz vyrazné ovlivnilo kone¢ny vytézek

cilovych slouc¢enin az o polovinu a z asovych divoda nebylo mozno dané latky precistit.

Priloha 1: *H-NMR spektrum slouceniny 5¢(OCHs,1,1,2).
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Priloha 2: BC-NMR spektrum slouceniny 5¢(OCHs,1,1,2).
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Priloha 3: 'H-NMR spektrum slouceniny 6(1,1,1,1).
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Priloha 4: BC-NMR spektrum slouceniny 6(1,1,1,1).

20

TL0¢——

99'G5— —

617'G9— —

€6'66— —j

HN.mNH
8.&»
mo.wﬁ“
88'82T-\L —
8z0sT/

€T 18T
16'6€T-/—

96'67T~ |

€5'89T—

1.03PK_G_Carbon_ft-1-1.jdf

© o =~
o o o

Asuau| pazifewloN

0.3
0.2

0.9
0.8
0.7
0.1

220 200 180 160 140 120 100 80 60 40
Chemical Shift (ppm)

240



Priloha 5: COSY spektrum slouceniny 6(1,1,1,1).
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Priloha 6: HMBC spektrum slouceniny 6(1,1,1,1).
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Priloha 7:*H-15N spektrum slouceniny 6(1,1,1,1).

[l

i

12

10

F2 Chemical Shift (ppm)

10

12

50

100

150

80

160

240

320

400

480

560

F1 Chemical Shift (ppm) F1 Chemical Shift (ppm)

F1 Chemical Shift (ppm)



Priloha 8: HMQC spektrum slouceniny 6(1,1,1,1).
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Priloha 9: *H-NMR spektrum slouceniny 6(1,1,1,2).

Normalized Intensity
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Priloha 10: *C-NMR spektrum slouceniny 6(1,1,1,2).
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Priloha 11: *H-NMR spektrum slouceniny 6(1,1,1,3).
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Priloha 12: *C-NMR spektrum slouceniny 6(1,1,1,3).
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Priloha 13: *H-NMR spektrum slouceniny 6(1,1,1,4).

Normalized Intensity
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Priloha 14: *C-NMR spektrum slouceniny 6(1,1,1,4).
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Priloha 15: *H-NMR spektrum slouceniny 6(1,1,1,5).
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Priloha 16: *C-NMR spektrum slouceniny 6(1,1,1,5).
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Priloha 17: *H-NMR spektrum slouceniny 6(1,2,1,1).
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Priloha 18: *C-NMR spektrum slouceniny 6(1,2,1,1).
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Priloha 19: 'H-NMR spektrum slouceniny 6(1,2,1,2).
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Priloha 20: *C-NMR spektrum slouceniny 6(1,2,1,2).
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Priloha 21: *H-NMR spektrum slouceniny 6(1,3,1,1).
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Priloha 22: **C-NMR spektrum slouceniny 6(1,3,1,1).
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Priloha 23: *H-NMR spektrum slouceniny 6(1,1,2,1) — znecisténo alifatickym kontaminantem.
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Priloha 24: *C-NMR spektrum slouceniny 6(1,1,2,1) — znecisténo alifatickym kontaminantem.

Normalized Intensity
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Priloha 25: *H-NMR spektrum slouceniny 6(1,1,2,3).
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Priloha 26: *C-NMR spektrum slouceniny 6(1,1,2,3).
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Priloha 27: *H-NMR spektrum slouceniny 6(1,1,2,4) — znecisténo alifatickym kontaminantem.

Normalized Intensity
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Priloha 28: *C-NMR spektrum slouceniny 6(1,1,2,4) — znecisténo alifatickym kontaminantem.

Normalized Intensity
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Priloha 29: *H-NMR spektrum slouceniny 6(1,1,2,6) — znecisténo alifatickym kontaminantem.

1.0 3PK58_Proton-1-1_ft_interpretace.esp
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Priloha 30: *C-NMR spektrum slouceniny 6(1,1,2,6) — znecisténo alifatickym kontaminantem.
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Priloha 31: *H-NMR spektrum slouceniny 6(1,1,3,1).

Normalized Intensity
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Priloha 32: *C-NMR spektrum slouceniny 6(1,1,3,1).

Normalized Intensity
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Priloha 33: *H-NMR spektrum slouceniny 6(1,1,3,4).
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Priloha 34: *C-NMR spektrum slouceniny 6(1,1,3,4).

1.03PK16_Carbon-1-1_ft_interpret.esp
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Priloha 35: *H-NMR spektrum slouceniny 6(1,2,3,2) — znecisténo alifatickym kontaminantem.
1.04PK20ZN_Proton-1-1_ft_interpret.esp
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Priloha 36: *C-NMR spektrum slouceniny 6(1,2,3,2).

1.0 3PK20ZN_Carbon-1-1_ft.esp

Normalized Intensity

260 240 220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 -20 -40
Chemical Shift (ppm)



Priloha 37: *H-NMR spektrum slouceniny 6(1,2,3,4).
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Priloha 38: *C-NMR spektrum slouceniny 6(1,2,3,4).

1.03PK19_new_Carbon-1-1.jdf
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Priloha 39: COSY spektrum slouceniny 6(1,2,3,4).
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Priloha 40: HMBC spektrum slouceniny 6(1,2,3,4).
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Priloha 41: HMQC spektrum slouceniny 6(1,2,3,4).
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Priloha 42: *H-NMR spektrum slouceniny 6(1,1,4,1).

1.0 3PK370p_Proton_ft_interpret.esp
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Priloha 43: ¥C-NMR spektrum slouceniny 6(1,1,4,1). PK37 (pFipravit znovu)
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Priloha 44: 'H-NMR spektrum slouceniny 6(4,1,1,1).

1.0 3PK40_Proton-1-1_ft.esp
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Priloha 45: *C-NMR spektrum slouceniny 6(4,1,1,1).

1.0 3PK40_Carbon-1-1._ft_interpret.esp
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Priloha 46: *H-NMR spektrum slouceniny 7(1,1,1,1).

1.03PK2021_Proton_ft-1_interpret.esp
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Priloha 47: *C-NMR spektrum slouceniny 7(1,1,1,1).

1.03PK2021_Carbon-1-1.jdf
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Priloha 48: COSY spektrum slouceniny 7(1,1,1,1).
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Priloha 49: HMBC spektrum slouceniny 7(1,1,1,1).
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Priloha 50: HMBC spektrum slouceniny 7(1,1,1,1).
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Priloha 51: *H-NMR spektrum slouceniny 7(1,2,1,1).
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Prlloha 52: BBC-NMR spektrum slouceniny 7(1,2,1,1).
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Priloha 53: COSY spektrum slouceniny 7(1,2,1,1).
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Priloha 54: HMBC spektrum slouceniny 7(1,2,1,1).

il Y | B

11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 -1
F2 Chemical Shift (ppm)

Priloha 55: *H-**N spektrum slouceniny 7(1,2,1,1).
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Priloha 56: HMQC spektrum slouceniny 7(1,2,1,1).
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Priloha 57: ROESY spektrum slouceniny 7(1,2,1,1).
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Priloha 58: *H-NMR spektrum slouceniny 7(1,2,1,4).
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Priloha 59: ¥*C-NMR spektrum slouceniny 7(1,2,1,4).
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Priloha 60: *H-NMR spektrum slouceniny 7(1,3,1,1).

1.03PK4D21_Proton_ft_interpret.esp

0.9

HaC
08 \I::jm[:Oj:CHg

07 N”~COOH

SO,

Normalized Intensity
o o o
£ (6] [¢)]

P
@]
N

o
w

o
)

0.1

\ | A
0 — =

— - s —
2.00 2.02 2.15 2.06 1.06 1.371.49 1.03 1.09 3.05 2.90
| | I | | ol I I I I

16 14 12 10 8 6 4 2 0 -2
Chemical Shift (ppm)

Priloha 61: *C-NMR spektrum slouceniny 7(1,3,1,1).
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Priloha 62: *"H-NMR spektrum slouceniny 7(1,1,2,4) — znecisténo alifatickym kontaminentem.

Normalized Intensity

1.0 3PK24TES_Proton-1-1.jdf

0.9

0.8

0.7

o
)

o
3

©
»

o
w

Q
)

0.1

F
\©”'[Ol
l}l COOH
SO,
CHs
|“ W4 4 . l
2.042.102.212.141.00 1.04 1.00 1.03 1.04 1.02 3.03
1 I I I I I I I [ |
L B I L L B B B B L L L L L L L L L L L L B
16 14 12 10 8 6 4 2 0 -2

Chemical Shift (ppm)

Priloha 63: *C-NMR spektrum slouceniny 7(1,1,2,4) — znecisténo alifatickym kontaminentem.

Normalized Intensity

10

PK22_Carbon_ft_interpret.esp

260 240 220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 -20 -40
Chemical Shift (ppm)



Priloha 64: *H-NMR spektrum slouceniny 7(1,1,1,4).
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Priloha 65: *C-NMR spektrum slouceniny 7(1,1,1,4).
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Priloha 66: *H-NMR spektrum slouceniny 10(1,1,6,1).
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Priloha 67: *C-NMR spektrum slouceniny 10(1,1,6,1).
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Priloha 68: *H-NMR spektrum slouceniny 10(1,1,7,1).

1.0 3PK27_Proton_ft_interpret.esp
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Priloha 69: *C-NMR spektrum slouceniny 10(1,1,7,1).

1.03PK27_Carbon_ft_interpret.esp
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Priloha 70: *H-NMR spektrum slouceniny 10(1,1,8,1) — znecisténo alifatickym kontaminantem.

1.0 3PK280P_Proton_ft_interpret.esp
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Priloha 71: 3C-NMR spektrum slouceniny 10(1,1,8,1) — znecisténo alifatickym kontaminantem.

1.0 JPK280P_Carbon_ft_interpret.esp
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Priloha 72: COSY spektrum slouceniny 10(1,1,8,1).
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Priloha 73: HMBC spektrum slouceniny 10(1,1,8,1).
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Priloha 74: *H-N HMBC spektrum slouceniny 10(1,1,8,1).
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Priloha 75: HMQC spektrum slouceniny 10(1,1,8,1).
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Priloha 76: ROESY spektrum slouceniny 10(1,1,8,1).
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Priloha 77: *"H-NMR spektrum slouceniny 10(1,1,10,1).

1.0 3PK36_Proton_ft_interpret.esp
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Priloha 78: *C-NMR spektrum slouceniny 10(1,1,10,1).
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Priloha 79: *H-NMR spektrum slouceniny 10(1,1,11,1).

Normalized Intensity
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Priloha 80: *C-NMR spektrum slouceniny 10(1,1,11,1).
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Priloha 81: *"H-NMR spektrum slouceniny 10(1,1,12,1) — znecisténo alifatickym kontaminantem.

1PK43_Proton_ft_interpret.esp
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Priloha 82: *C-NMR spektrum slouceniny 10(1,1,12,1) — znecisténo alifatickym kontaminantem.
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Priloha 83: *H-NMR spektrum slouceniny 11(1,1,7,1)

Normalized Intensity

1.0 3PK34_Proton_ft_interpret.esp
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Priloha 84: *C-NMR spektrum slouceniny 11(1,1,7,1).

Normalized Intensity
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