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Abstrakt

Tato bakalarska praca sa zaobera pripravou enaminov odvodenych od izoxazolu,
za uCelom pripravy série latok vhodnych pre inhibiciu vizobnej interakcie FOXO3-DNA.
Konkrétne bola pripravend séria derivatov izoxazolu nesucich metylovi skupinou
v polohe 3, nitro skupinou v polohe 4 ardzne substituovany vinyl v polohe 5.
Substituentami vinylovej skupiny boli rézne sekundarne aminy, ktoré boli zvolené
na zédklade predchadzajicich §tadii a za ucelom zvySenia rozpustnosti tychto latok

vo vode.

Klucové slova
Organickd syntéza, pat’clankové aromatické heterocyklické zluceniny, izoxazol,

sekundarne aminy, enaminy.



Abstract

This work deals with the preparation of a small library of enamines derived from
isoxazole, compounds with the ability to inhibit a FOXO3-DNA interaction. The first part
of the work is focused on the preparation of the key building block, (£)-N, N-dimethyl-2-
(3-methyl-4-nitroisoxazole-5-yl)ethen-1-amine, and other starting materials. The second
part is focused on the preparation 4-nitroisoxazole derivatives bearing methyl group
at position 3 and a substituted vinyl moiety in position 5. Various secondary amines were
used as substituents in order to modulate the polarity of the prepared 4-nitroisoxazole

derivatives and to increase their solubility in water.

Key words

Organic synthesis, five-membered aromatic heterocyclic compounds, isoxazole,

secondary amines, enamines.
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1. Uvod

1.1 Organicka syntéza

Molekuly organickych latok tvoria vSetko zivé na planéte Zem, od hlavnych
zloziek zivej hmoty, ako st napriklad proteiny, lipidy, nukleové kyseliny, cholesterol (1a,
Obrazok 1) az po tie najjednoduchsie latky, akou je napriklad metan. Taktiez su stcast'ou

oleja, ropy, dreva a benzinu. V poslednej dobe sa dozvedame, Ze sa vyskytuju nie len na

1-3

Zemi.

NH,
N A
N
I
O 0 O NT N
0-P-O-P-O-P-O
O O O o
OH OH
Cholesterol Adenozintrifosfat (ATP)
1a 1b

Obrazok 1: Zlozky zivej hmoty

Okolo osemnasteho storocia nebola chémia rozvinuta. Cudia vtej dobe bez
hlbsieho skimania videli, Ze latky ziskavané zrastlin a ZivoCichov maji rozdielne
vlastnosti od latok ziskanych z nezivej prirody. Tieto povahou vicSinou anorganickeé
latky poznali ako nerasty. Ostatné latky stviseli hlavne so Zivou prirodou a dejmi v nej
prebiehajucimi. V Case devétnasteho storocia vSak uz bolo zrejmé, ze latky pochadzajuce
zo Zivych organizmov a latky neZivej povahy sa zo stranky chemickej a fyzikalnej
nemusia podstatne 1iSit. V ¢om ale mierna odliSnost medzi latkami zivej prirody
a latkami nezivej prirody je, Ze molekuly latok Zivej prirody su vécSinou zloZené

z pomerne malého mnozstva prvkov a v ich $truktire dominuje uhlik a vodik.'

Teoriu vitalizmu, Ze latku zivej prirody sa dé pripravit’ iba pomocou zivych tvorov
aich organov nabtrala prvéa priprava modoviny v ,,laboratdrnom* prostredi.* Ludstvo
v tej dobe zacalo rychlo skimat’ i dalSie pripravy organickych zlucenin i o nieco
komplikovanejsie.! Syntetizovat molekuly vyskytujice sa v prirode, pripadne vytvarat
derivaty odvodené od prirodnych latok je dolezitd schopnost’ pre rozvoj organickej

syntézy, ale aj chémie.* UZ od konca 18. storo¢ia sa dajii dohl'adat’ prvé pokusy o pripravu



jednoduchych organickych latok, najznamejSim prikladom je praca Friedricha Wdhlera,
ktory v roku 1828 syntetizoval uz zmieneni mocovinu (2a) z kyanatanu amoénneho.
Pocas 19. a20. storoCia sa podarilo pripravit v laboratornom prostredi iovela
komplikovanejSie organické molekuly, vd’aka rychlemu rozvoju laboratérnych technik
atechnik pouzivanych k identifikacii prirodnych latok. Zaujimavé st okrem iného

aj totalne syntézy chininu (2d), morfinu (2¢) a strychninu (2b).’

Takto pripravené latky sa snazia njst’ uplatnenie v r6znych odvetviach priemyslu

a v medicine, napriklad ako potencialne nové lieCiva, ¢i vytvorenie zjednoduSenych

\
HO N

a financne menej naro¢nych postupov na vyrobu niektorych zlicenin.

H,N NH, - XX
o H N”
Mocovina Strychnin Chinin
2a 2b 2d

Obrazok 2: Organické molekuly

1.2 Cyklické zluc¢eniny

Zlteniny sa daji formalne rozdelit do niekolkych skupin na zéklade ich
Struktirneho motivu. Zluceniny s otvorenym retazcom, ktoré neobsahuju cykly,
nazyvame acyklické, ¢i alifatické. Naopak zluceniny, ktoré obsahuju cykly a maju tym
padom uzavrety retazec, su cyklické. Cyklické zluceniny sa daji dalej rozdelit’

na zéklade ich Struktiry do d’alich podskupin.

Heterocyklické zluceniny su cyklické zli€eniny, ktoré obsahuju v cykle, ktory ich
tvori aspont dva rozne prvky. Naj€astejSie prvky, ktoré obsahuji okrem uhlika, st prvky
ako dusik, kyslik a sira (vzacnejSie mozZe ist' aj o prvky ako fosfor, kremik, selén, bor

a d’alsie) - tieto prvky sa nazyvaji heteroatbmami (Obrazok 3).°

)
~
N
Chinolin
3

Obrazok 3: Heterocyklicka zlucenina

10



Opacnym pripadom su homocyklické zluceniny, ktorych kruhy st tvorené iba tym
istym prvkom, v tomto pripade sa nemusi jednat’ iba o prvok uhlik (Obrazok 4).6
H,
HZSE/Si?iHQ
HaSixg -SiHy
Ha

Cyklohexasilan
4

Obrazok 4: Homocyklicka zlucenina
A v neposlednom rade rozoznavame aj karbocyklické zluceniny, ktorych kruhy

st tvorené iba atomami uhlika (Obrazok 5).6

1,2-Dihydronaftalén
5

Obrazok 5: Karbocyklicka zlucenina

1.2.1 Heterocyklické zliceniny

Heterocyklické zluceniny sa vyskytuju v zivoc¢isnych a rastlinnych organizmoch
a tieZ st to zékladné prirodné latky. Heterocyklické zlu¢eniny st napriklad - sacharidy,
nukleové kyseliny, proteiny, niektoré aminokyseliny, enzymy, hormoény, vitaminy,
zlozené lipidy a alkaloidy (Obrdzok 6). Okrem toho sa nachadzaju v lie€ivach,

pesticidoch a farbivach.’

H
N
OH Y/ H
) NH X \@
OH H =
OH OH N
OH 0
Glukoza Tryptofan Nikotin
6a 6b 6c

Obrazok 6: Prirodné latky
Heterocyklické zluceniny sa d’alej delia na jednoduché, ak maju len jeden cyklus
a heterocyklické zluceniny s dvomi a viacerymi cyklami, ktoré moézu byt kondenzované.
Minimalny pocet heteroatdmov je jeden, ale moze ich byt aj viac. Podla velkosti cyklu

11



moze ist o heterocykly trojclankové, Stvorélankové... NajcastejSie sa vyskytuji
heterocyklické zluceniny patclankové a Sest’¢lankové. Typy vézieb v cykle mozu byt
jednoduché, ¢i dvojité, menej Casto aj vdzba trojita, vel'mi ¢asto moze ist’ o konjugovany
systém. U pat’clankovych heterocyklov méze byt sucastou konjugacie aj nevidzbovy
elektrénovy par z pritomného heteroatomu, ako je to napriklad u tiofénu, kde je Sest’

elektronov v konjugovanom systéme (8¢, Obrazok 8).

Heterocyklické zluceniny s konjugovanymi dvojitymi vézbami su aj stcastou
zlozitejSich organickych zltcenin, prikladom je porfin (Obrazok 7). Ide o molekulu, ktora
pozostava zo Styroch pyrolovych cyklov spojenych metinovymi mostikmi
do makrocyklu. Ide o zadkladnt Struktiru, z ktorej st odvodené porfiriny, zluceniny
schopné vytvorit' vdzbu s kovovymi iénmi. Prikladom je potom hém, chlorofyl,

bakteriochlorofyl, vitamin By a dalsie.””

7

Obrazok 7: Porfin

1.2.2 Pat¢lankové aromatické heterocyklické zliceniny

Pat’¢lankové heterocyklické zluceniny mozu obsahovat’ vo svojich pat¢lankovych
cykloch jeden, alebo aj viac heteroatomov. V zavislosti na elektronegativite
heteroatbmov sa da predpokladat rozdielna miera ,,aromatickosti u tychto

heterocyklov.

Z najbeznejSich heteroatomov (O, S, N) ma najmenSiu elektronegativitu sira,
za fou nasleduje dusik a najviac elektronegativnym prvkom je z tejto skupiny kyslik.!°
Sira ako ten najmenej elektronegativny prvok (z tejto skupiny) poskytuje svoj volny
elektrénovy par do konjugacie najochotnejsie, tvori sa konjugovany aromaticky systém.
Kyslik vd’aka svojej elektronegativite poskytuje svoj vol'ny elektronovy péar najmenej
ochotne a aromaticky charakter je preto najmensi. To ovplyviluje chovanie tychto

heterocyklickych zluc¢enin v ich reaktivitach.

Prikladom pétiélankovych aromatickych heterocyklickych zlucenin s jednym
heteroatbmom moéze byt furdn (8a), pyrol (8b) avysSie spominany tiofén (8c).

12



S viacerymi heteroatbmami sa napriklad stretdvame u izoxazolu (8d), pyrazolu (8e)

a tetrazolu (8f).

H . H H
0 N S N 0 N N N
7 W W Ny N7ooN
N—N
Furan Pyrol Tiofén Izoxazol Pyrazol Tetrazol
8a 8b 8c 8d 8e 8f

Obrazok 8: Vybrané pdtclankové aromatické heterocykly

1.2.2.1 Reakcie elektronovo bohatych piit’clankovych heterocyklickych zlicenin

Najcastejsie si u nich reakcie prebiehajuce ako elektrofilné substiticie. Moze ist’
o metylacie, nitracie, sulfonacie, bromacie, acylacie, alkylacie. Mechanizmus pozostava
zo zachytenia elektrofilnej Castice pomocou vidzby cyklu a s naslednym vytvorenim
o-komplexu, ktory v d’alSom kroku straca proton, a tym vznika substituovany produkt.
K elektrofilnej substitiicii m6ze dochadzat’ v polohach 2 a 5 alebo 3 a 4. Ale preferované
su pozicie 2 a5 z dovodu vicsej elektronovej hustoty a vacSieho poctu rezonancnych
struktar.!! Priklad elektronovej substiticie je zobrazeny v Schéme 1.

® _ T
L3 = o = |2 T

E+

Ya
Uz

E

H E
E _H+
(ﬁ — G5
X X
Schéma 1: Mechanizmus elektronovej substitucie

Dalsiu skupinu reakcii zaradujeme pod elektrofilné adicie. Prikladom je

katalyticka hydrogenacia (Schéma 2) ¢i halogenacia.!

H

_2H, N
Q Pt, Ni, Pd

9

Schéma 2: Katalyticka hydrogenacia
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1.2.3 Azoly
Azoly st typom péatclennych dusikatych heterocyklickych zlacenin, ktoré

obsahujii eSte asponn jeden dal§i heteroatdom v kruhu, najcastejSie dusik, kyslik

alebo siru.!> Medzi azoly patria napriklad aj skupiny ako izoxazoly a pyrazoliny
(Obrazok 9).
N N
N <
N °N NH
) O o
1-pyrazolin 2-pyrazolin 3-pyrazolin
10a 10b 10c
Obrazok 9: Pyrazoliny
1.2.4 Izoxazoly

Izoxazoly su péatclankové nenasytené aromatické heterocyklické zluceniny,
ktorych cyklus pozostdva okrem troch atomov uhlika aj z jedného atomu kyslika

a jedného atomu dusika, ktory je v polohe 2 voé&i kysliku.'*

Izoxazolovy skelet sa ¢asto vyskytuje v prirode ako stcast’ chemickych zlucenin
v niektorych prirodnych produktoch, ako napriklad v kyseline iboténovej - neurotoxin
(11a, Obrazok 10)." Siroké uplatnenie majii aj vo farmaceutickom priemysle vd’aka ich
Sirokej biologickej aktivite.'® Prikladom je antibakterialny efekt voci Sirokému spektru
ako gram-pozitivnych, tak aj gram-negativnych baktérii, ¢oho prikladom su
beta-laktdmové antibiotik4 ako kloxacilin (11d) a antibiotikum sulfametoxazol (11b),'”!8
atiez maji protizapalovy,!”  protinddorovy,”®  antifungalny,?!  antivirusovy?*
a antikonvulzivny® efekt. SluZi tiez ako antioxidant.** Izoxazolovy kruh najdeme aj
medzi analgetikami.?® Je aj sucastou herbicidov, ako je izoxaflutol (11e)*® a syntetickych
androgénnych steroidov, ako je danazol (11¢).?’ Je teda zrejmé, Ze zIG¢eniny obsahujiice

izoxazolovy skelet maju Siroké vyuZzitie v rdznych oblastiach.

14



HO

O\S,/O r/\l—o
N D NH; /©/ ‘N A
Ne)
CO,H H,N
'Ky slelinal Sulfametoxazol Danazol
iboténova
11a 11b 1c
Cl
HsC o
N OO:S/
CF;
/
f .
n-Bu @)
/_
Kloxacilin Izoxaflutol
11d 11e

Obrazok 10: Zluceniny obsahujuce izoxazolovy skelet

1.3 Syntéza izoxazolov a ich derivatov

Vdaka Sirokému vyuZitiu izoxazolov bola vyvinutd rozsiahla metodika pre ich
pripravu. Priprava mnohokrat vychédza z l'ahko dostupnych vychodiskovych latok
a vzniknuté izoxazoly sa daju okrem iného pouzit aj ako prekurzory k ich d’alsim

modifikdciam na komplexnejSie funkéné derivaty.

1.3.1 Priprava symetrickych izoxazolov
Jednou zo zékladnych priprav izoxazolu 8d je kondenzacna reakcia
1,1,3,3-tetractoxypropanu 12 s hydroxylamin hydrochloridom 13, tato reakcia poskytuje

izoxazol 8d vo vybornom vytazku za sucasného odstiepenia Styroch molekul etanolu
142

Lo oJ NH,OH-HCI 13 0

N + 4 C,Hs0H
/\O)\)\O/\ H20 L/
12 8d 14

Schéma 3: Priprava izoxazolu

Jednou z mozZnosti pripravy 3,5-disubstituovanych a 3.4,5-trisubstituovanych

izoxazolov s metylovymi substituentami je reakcia pentan-2,4-dionu 15 respektive

15



3-metyl-pentan-2,4-diébnu 17 s hydroxylamin hydrochloridom 13 za vzniku
odpovedajucich produktov 16 a 18 (Schéma 4).%

j\j\ NH,OH-HCI 13 W

N-0
15 16
o o
)KHJ\ NH,OH-HCI 13 N
N-O
17 18

Schéma 4: Transformacia 1,3-diketonov

1.3.2 [3+2] Cykloadicné reakcie

[3+2] Cykloadi¢né reakcie sa pouzivaju na syntézu péatclankovych cyklov a patria
medzi najdolezitejSie reakcie pripravy izoxazolov hlavne vd’aka perfektnej atdmovej
ekonomike tohto typu reakcii. Vyuzivaju sa aj vdaka ich vysokej stereoSpecificite

a regioselektivite.*°

1.3.2.1 Kovom katalyzované [3+2] cykloadicéné reakcie

Prvy priklad kovom katalyzovanej syntézy izoxazolov pomocou [3+2]
cykloadi¢nej reakcie bol uvedeny V. V. Fokinom, jednd sa o Cu(I)-katalyzovant
1,3-dipolarnu cykloadiciu terminalnych alkinov s halogén-oximami za vzniku izoxazolu

(Schéma 5).31734

CuS04-5H,0 (2 mol. %)
_OH H askorbat sodny (10 mol. %) R

N KHCO; (4,3 ekv.
J|\ _|_ % 3 ( ) - N/ \ ,
1T ¢l R2 H,O/t-BuOH (1:1), r.t., 1-4 h o~ R

R' = Ar; R? = Ar, alkyl, CO,H, CH,OH
Schéma 5: Cu(l)-katalyzovana syntéza 3,5-disubstituovanych izoxazolov

Cu(I) katalyzator je generovany in situ redukciou Cu(Il) pomocou askorbatu
sodného. Cu(I) sa koordinuje s terminalnym alkinom za tvorby acetylidu med'ného. Jeden
ligand z medi je nahradeny v dosledku tvorby vizby nitriloxidu na med’. Nasledne dojde
k ataku C2 uhliku acetylidu kyslikom a tvorbou Sest'¢lankového metalocyklu. Dochadza
ku kontrakcii kruhu a k uvol'neniu izoxazolového produktu, ¢im je katalyticky cyklus
ukonceny (Schéma 6). V pripade reakcie bez pouzitia katalyzatoru je selektivita nizSia

a vznikaji zmesi 3,5 a 3,4-izomérov.>!
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R2 S

= R?
j)/\gul—n-z — CULn_1
“N”TCR? o, _ R2
N >~
O\ —
RZ—=—=—cCulL,, N™ "Rt
0®_! [CuL, ]+
\N/g)\R‘l n
H
[OH e 7
R" ~ct ————= R’ R2-———CuL, 4

Schéma 6: Predpokladany mechanizmus [3+2] cykloadicnej reakcie

Vznik 3,4-disubstituovanych izoxazolov je pozorovany v Ru(Il)-katalyzovanej

[3+2] cykloadi¢nej reakcii alkinov s nitriloxidmi.*

\-or H  [CpRuCl(cod)] (10 mol. %)  R! R2
1J|\ 4 2/ EtsN (1,3 ekv.) . m
R “cl R DCE, rt., 10 h O

R' = Ar, alkyl, vinyl; RZ = Ar, alkyl
Schéma 7: Ru(ll)-katalyzovana [3+2] cykloadicna reakcia veduca k 3,4-
disubstituovanym izoxazolom
Mechanizmus tejto transformécie je zahajeny vytesnenim 1,5-cyklooktadiénu
(cod) pomocou nitriloxidu a alkinu. Nasleduje oxidativna adicia. V poslednom kroku
pomocou redukénej eliminacie dojde ku uvolneniu produktu, ¢im sa dokon¢i katalyticky

cyklus (Schéma 8).%

Schéma 8: Predpokladany mechanizmus Ru(Il)-katalyzovanej [3+2] cykloadicnej
reakcie
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1.3.3 Cykloizomerizacné reakcie
Cykloizomerizécie si izomerizacie, pri ktorych sa vytvaraju cyklické izoméry.
Vyhodou tohto typu reakcii je vyborna atdbmova ekonomika, pouzitie l'ahko dostupnych

vychodiskovych latok a vysoka selektivita.*¢

3,5-Disubstituované izoxazoly sa daju pripravit cykloizomeriza¢nou reakciou
1,3-dialkinov s hydroxylaminom. Dialkiny mo6zu byt substituované alkylom, alebo

aj arylom (Schéma 9).’

1
H,NOH-HCI (2,5 ekv.) R
7
Rl-——=—=—R? EtsN (@.0ekv) o m
DMSO, 110 °C, 20 h k2

R', R? = Ar, alkyl, HetAr
Schéma 9: Syntéza 3,5-disubstituovanych izoxazolov cykloizomerizacnou reakciou

Tato reakcia je zahdjena hydroaminaciou 1,3-dialkinu s hydroxylaminom,
¢o vedie k allenyloximu, po prenose protonov dochédza k jeho izomerizacii, ¢o vedie
k pozadovanému produktu (Schéma 10). Hydroaminécia tohto typu je univerzalna
metdda na priamu aminaciu alkinov, ale aj alkénov a allénov pomocou hydroxylaminu
a hydrazinovych derivéatov.*®

- ~H
0
i A
H —
R—= R = \:B

H
H\r‘/N\
0 -->H

R———=——R

o-H

1
R H> RN
O\N O—N yg/
R R— \_, HB"

Schéma 10: Predpokladany mechanizmus

3,4,5-Trisubstituované izoxazoly sa daju pripravit vo vysokych vytazkoch
Pd(Il)-katalyzovanou cykloizomerizacnou reakciou propargylovych alkoholov

s derivatmi odvodenymi od hydroxylaminu (Schéma 11).%°
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1. CbzNHOH, FeCl3 (5 mol. %)

OH 2. Pd,dbas (10 mol. %) Arl AP
)\ Ar?-1 (2,0 ekv.)
Ar' > /
X R 3. Pd/C, Hy, MeOH N\o\ R
4. vzduch, MeOH
R = alkyl

Schéma 11: Syntéza 3,4, 5-trisubstituovanych izoxazolov z N-chranenych propargyl

hydroxylaminov

Predpokladany mechanizmus pozostdva v prvom kroku z tvorby N-chraneného
propargylhydroxylaminu katalyzovaného zelezitymi i6nmi. Nésledne
z cykloizomerizacie sprostredkovanej komplexom Pd(Il)-aryl. Z redukc¢nej eliminacie

z vinylového organopaladiového medziproduktu a odstranenia chraniacej skupiny.

A nakoniec doch4dza ku aerdbnej aromatizacii (Schéma 12).%
0]
. R
N

/
Ar2_| Ar1 Ar2

OH 0
HN R

Ar' %
R [Ar-Pd-I] Pd(0) Ar' Ar?
. +
Fe” Tebz. on o
yA ~n1~ R
CbzNHOH N cbz N>_Z/ H,
1
Ar \ At AR
R
O
CbZ\N R
/
Ar' Pd-Ar?

Schéma 12: Predpokladany mechanizmus
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1.3.4 Kondenzac¢né reakcie
Kondenzacné reakcie su postupné reakcie, pri ktorych sa dve a viac
vychodiskovych latok spdja do jednej zlozitejSej za sucasného odstiepenia molekuly

vody, alebo inej malej molekuly, ako je napriklad etanol, amoniak a d’alsie.*°

3,5-Disubstituované izoxazoly moézu byt pripravené aj kondenzaciou
N-hydroxy-p-toluénsulfonamidu s o,B-nenasytenymi ketonmi a aldehydmi (Schéma

13).41,42

0]

Ts ., .OH K»CO3 }_}\
N >
R1\\)J\RZ TR N ) R2

MeOH/H,0, 60 °C o

19
R' = Ar, vinyl, CO,R; R? = Ar, alkyl, H
Schéma 13: Regioselektivna syntéza 3,5-disubstituovanych izoxazolov pomocou

konjugovanej adicie a kondenzacie

Mechanizmus pozostava z Michaelovej konjugovanej adicie tosylhydroxylaminu,
nasledne z cyklizacie, ktora je doprevadzané bazou a nakoniec z dehydratacie za vzniku

produktu (Schéma 14).4142

Ts ,/“\\é/’Ar O‘)N o)
—~~ O -AFSO H >
HAN: /N\()Q — - HO\N) o Bt M
b 1 2 1 2
OH R R M R R
R1 R2 H
H

19

Schéma 14: Navrhnuty mechanizmus

1.4 Substitu¢né reakcie na izoxazoloch
Izoxazoly sa dajt tieZ funkcionalizovat’ zavadzanim rdznych funkénych skupin na
ich skelet. Castym prikladom, ktory sa vyskytuje, je nitracia izoxazolu samotného alebo

substituovaného metylovymi skupinami v polohach 3 a 5 alebo len v polohe 5 (Schéma
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15).# Naslednou redukciou pripravenych 4-nitroizoxazolov sa daju ziskat

4-aminoizoxazoly (Schéma 15).44

R? O,N R? HoN R?
\/—</ \ HNO3, Hy,SO,4 7\—“ ) Zn/NH,CI 7\—</ )
R1 /N R1 /N H,O R1 /N
o (6 2 0]
8d 20 21

R'=H, CH3; R?=H, CH,4
Schéma 15: Nitracia izoxazolu nasledovana redukciou 4-nitroizoxazolu

Daldim z prikladov substituénych reakcii je elektrofilnd aromaticka jodacia

nesubstituovaného izoxazolu v polohe 4 (Schéma 16)* akarboxylaénid reakcia
izoxazolového skeletu v polohe 5 (Schéma 16).4
1. [(IPr)AUOH]
KOH, THF
N O, —COOH 20 °C, 12 h NC NIS \°
v - L J \
\ 2. aq. HCI TFA
120 °C |
22 8d 23

Schéma 16: Aromaticka jodacia izoxazolu a karboxylacia izoxazolu za pouZitia
katalyzatora

Okrem vysSie spominanych substituénych reakcii sa mdzeme stretnut’
tiez so sulfonaciou, broméciou, hydroxylaciou, acyldciou, deuterizdciou, kondenzéciou,

¢i tvorbou esterovej skupiny na izoxazole.*’

1.5 4-Nitroizoxazoly

Od 4-nitroizoxazolu bolo pripravenych mnozstvo derivatov s roznymi skupinami
v polohé4ch 3 a 5.%% Prikladom je skupina 3-metyl-4-nitro-5-substituovanych styrylovych
izoxazolov (Obrazok 11), ktoré vykazuju antioxidacné vlastnosti a nizky ulcerogénny
potencidl. Ulcerogénny potencidl ul'ahc¢uje vznik vredov. Vykazuji aj znamky

protizapalového efektu, ktory este musi byt d’alej podrobeny skimaniu.*

R
\ o,
\
O,N  CHs
24

Obrazok 11: 3-Metyl-4-nitro-5-substituované styrylové izoxazoly
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Dalsou skupinou latok odvodenych od 4-nitroizoxazolu su 3,3 -pyrolidinyl-
dispirooxindoly, ktoré boli skiimané ako latky potencionalne schopné cytotoxického
ucinku voci rakovinovym bunkam. VicSina derivatov vykazovala zaujimavé cytotoxické
ucinky proti l'udskym bunkam rakoviny prostaty, udskym leukemickym bunkam

a l'udskym bunkam rakoviny plac.>

Daldim derivitom 4-nitroizoxazolu, ktory je tvoreny dvoma prepojenymi
4-nitroizoxazolovymi skeletmi je 1,3-bis-(3-metyl-4-nitroizoxazol-5-yl)-2-fenylpropan

(25, Obrazok 12). Tato latka vystupuje ako kI'icovy medziprodukt pri syntéze molekul,

51,52

ktoré vykazuju protinddorovu aktivitu.

Obrazok 12: /,3-Bis-(3-metyl-4-nitroizoxazol-5-yl)-2-fenylpropan

1.6 FOXO proteiny

V nedéavnej dobe bolo preukdzané, Ze sa pomocou nizkomolekularnych latok da
inhibovat’ viizobn4 interakcia FOXO3 transkripéného faktoru s DNA.>® V spolupraci
so skupinou prof. Obsila aprof. Ausserlechnera bolo zistené, Ze medzi tieto
nizkomolekuldrne latky patria tiez derivaty 4-nitroizoxazolu. FOXO3, ako jeden
z transkripnych faktorov patri do FOXO triedy transkrip¢nych faktorov a FOXO
transkripcné faktory d’alej patria do forkhead rodiny transkripénych faktorov.
Transkripné faktory st proteiny schopné regulovat génovi expresiu na urovni
transkripcie.®* FOXO transkripéné faktory maju vyznamnt tlohu pri bunkovych
procesoch, ako je regulacia bunkového cyklu, proliferacia, diferenciicia, apoptoza
a d’alSie. Jednou z funkcii FOXO3 je zvySovanie odolnosti urcitych nddorovych buniek

vo¢i chemoterapii.>

Tieto transkripéné faktory vo svojej sekvencii obsahuju DNA-vdzobny motiv,
ktorym su schopné rozoznat’ Specificky motiv na DNA a vytvorit’ s lou vdzbu. VysSie
spominané nizkomolekularne latky, ako inhibitory, maju za tlohu obmedzit’ az Gplne
zabranit’ vytvoreniu vdzby medzi DNA a DNA-vizobnym motivom transkripéného

faktoru FOXO3 ato tak, ze vytvoria vdzbu s transkripnym faktorom, ¢im ddjde
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kinhibicii ich funkcie resp. kinhibicii expresie uritych génov.>*¢ Priklady

nizkomolekularnych inhibitorov st zobrazené na Obrazku 13.°7

e 33

Je /
N NN
\ N NH
o)
NO,
N -
o)
26 27 28

Obrazok 13: Nizkomolekuldrne inhibitory
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2. Ciele prace

Cielom tejto bakalarskej prace bola priprava série derivatov 4-nitroizoxazolu
lisiacich sa substiticiou v enaminovej c¢asti molekuly. Priprava tychto latok bola
navrhnutd na zdklade poznatkov neddvno ziskanych v oblasti nizkomolekularnach
inhibitorov interakcie FOXO3-DNA. Tento obecny ciel’ zahriioval niekol’ko ¢iastkovych

cielov:

1. Priprava (E)-N,N-dimetyl-2-(3-metyl-4-nitroizoxazol-5-yl)etén-1-aminu

(26) klIicového pre syntézu navrhnutych derivatov 4-nitroizoxazolu.
2. Priprava d’al$ich komeréne nedostupnych vychodiskovych latok.
3. Priprava série enaminov odvodenych od 4-nitroizoxazolu za ucelom

zvySenia rozpustnosti tychto latok v polarnych rozptstadlach a zabranenia

tvorby komplexu FOXO3-DNA.
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3. Vysledky a diskusia

3.1 Pripravované enaminy

Dizajn novych potencialnych inhibitorov je odvodeny od enaminu 26 (Obrazok
14), ktory je derivatom 4-nitroizoxazolu 20, ktory uz v minulosti preukazal vyznamné
inhibi¢né vlastnosti (kap. 1.5 a 1.6). Preto bola tato bakalarska praca zamerana na ich

pripravu (Obrazok 15).
/

o
N’ NN
20
NO,

26
Obrazok 14: Vychodiskovy enamin

Hlavnym cielom tejto prace bolo pripravit’ sériu inhibitorov, ktoré sa liSia
substituciou v enaminovej casti molekuly. Skupiny pouZité v ramci substitucie boli
navrhnuté tak, aby zvySovali rozpustnost vo vode aaby mohli prispievat’ k tvorbe

vodikovych vizieb.

.0 0 .0 .0
mN/:) ;\_Z/\/NO ;\_Z/\/NO ;\_—Z/\\/N
NO2 N02 N02 N02
29 30 31 32

0 o .0 s oL [~ ONH

PR T e ¥
NO, NO, NO,

33 34 35
OH
o) o] o OH
N N\ N AN N’ AN O/
)\_z/\/N } )\_Z/\/N § )\_z/\/N
NO, oH NO, NO,
36 37 38

OH
o \ o 0o
Pl gy AT
;§_z?/A\V”N OH w N
N02 NOZ

39 40

Obrazok 15: Navrhnuté enaminy
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Z pohl'adu retrosyntetickej analyzy moézu byt navrhnuté enaminy 29-40
pripravené substitu¢nou reakciou enaminu 26, ktory sa dad pripravit kondenzacnou
reakciou 3,5-dimetyl-4-nitroizoxazolu 41 s N,N-dimetylformamid dimetylacetadlom 42.
Nitroderivat 41 sa da 'ahko ziskat’ z 3,5-dimetylizoxazolu 16, za pouZitia nitracnej zmesi
v Standardnych  podmienkach pre tento typ transformacie. Vychodiskovy
3,5-dimetylizoxazol 16 je dostupny kondenza¢nou reakciou acetylacetonu 15

s hydroxylamin hydrochloridom 13.

/O /O / /O O O O
N N O N N N g
SO SN =S == AL
NO, NO, NO,
29-40 26 41 16 15

Schéma 17: Schéma retrosyntetickej analyzy veducej ku navrhnutym enaminom

3.2 Syntéza vychodiskovych latok

3.2.1 Priprava (E)-N,N-dimetyl-2-(3-metyl-4-nitroizoxazol-5-yl)etén-1-
aminu

Priprava enaminu 26 potrebného k d’al§im reakciam pozostavala z troch krokov.
Prvy krok vychadzal z reakcie acetylacetonu 15 a hydroxylamin hydrochloridu 13
(Schéma 18). Produkt 3,5-dimetylizoxazol 16 bol pripraveny podla literatiry,>®

za refluxu v prostredi etanolu a vody s vytazkom reakcie 77 %.

V druhom kroku bol 3,5-dimetylizoxazol 16 pomocou nitracie prevedeny
na 3,5-dimetyl-4-nitroizoxazol 41 podl'a modifikovaného postupu uvedeného v literatire
(Schéma 18).> Do reakcie bola vzatd 95 % dymiaca kyselina dusi¢nd, na ktorej pripravu
bola pouzita 65 % kyselina dusi¢nd, dusi¢nan sodny a 98 % kyselina sirova. Po pridani
nitracnej zmesi a 3,5-dimetylizoxazolu 16 bola reakéna zmes zahrievana na 65 °C pocas
noci. Nitracia poskytla uspokojivy vytazok latky 41 (46 %), Co predstavovalo dostatocné

mnozstvo latky na uskuto¢nenie d’alSieho kroku.

.0 0
M NH,OH-HCI 13 N HySO4 HNO3 N/
EtOH/H20 65 °C NO,
1,0 ekv. reflux, 3 h 1,0 ekv. 46 %
77 %
15 16 41

Schéma 18: Priprava 3,5-dimetylizoxazolu 16 a 3,5-dimetyl-4-nitroizoxazolu 41
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Poslednym krokom pripravy vychodiskového enaminu 26 bola reakcia
3,5-dimetyl-4-nitroizoxazolu 41 s N,N-dimetylformamid dimetylacetdlom 42 v polarnom
prostredi DMF za refluxu (Schéma 19).%° Ziskany produkt bol rekrystalizovany

vo vriacom etanole za vzniku zlatych krystalov s dobrym vytazkom 78 %.

o) | Ar o)
N’ o__N DMF N’ XN
\ + YD -\ /
0 reflux, 24 h
NO, - 78 % NO2
1,0 ekv. 1,1 ekv.
41 42 26

Schéma 19: Priprava enaminu 26
Pomocou trojkrokovej syntézy sa podarilo pripravit klacova latku 26

v multigramovom mnozstve (7,9 g) s celkovym vytazkom 28 %.

3.2.2 Priprava sekundarnych aminov

Okrem komer¢ne dostupnych sekundarnych aminov 43-52 (Obrazok 16) boli
pre pripravu derivatov 4-nitroizoxazolu (kap. 3.3) pouzité aj dva nekomeréné sekundarne
aminy (35,45)-3,4-dihydroxypyrolidin 53 a piperidin-4-6n 54, ktoré bolo potrebné

pripravit’.

N N
H N H :
43 44 45 46
H
o
N H
() CJ () A e
RSN
H H N
47 a8 49 50
OH 0
OH fj HO,// OH Ejj
N
HN N
N H H
51 52 53 54

Obrazok 16: Pouzité sekundarne aminy
Priprava (35,45)-3,4-dihydroxypyrolidinu 53 prebiehala trojkrokovou cestou. Prvy krok

vychédzal zkomer¢ne dostupnych latok, ato konkrétne D-(—)-kyseliny vinnej 55
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abenzylaminu 56 (Schéma 20). Reakénd zmes bola refluxovand za pouzitia

Dean-Starkovej aparatiiry. Ako rozpustadlo bol pouZity nepolarny o-xylén.®' Produkt 57

OH o- xylen 0 N 0
HO +
OH reflux 9h [

bol rekrystalizovany z etanolu so ziskom 62 %.

Ha 62 % HO  OH
1,0 ekv. 1,0 ekv.
55 56 57

Schéma 20: Priprava zluceniny 57

Zlucenina 59 bola v druhom kroku pripravena podl'a modifikovaného postupu
uvedeného v literatire.> Latka 57 bola ponechana reagovat so Synhydridom 58,
ako redukénym c¢inidlom v poldrnom prostredi THF (Schéma 21). Reakcia bola
ukonc¢ena vyliatim reak¢nej zmesi na rozdrveny l'ad s vodou. Ziskany produkt 59 bol
ziskany v uspokojivom vytazku (41 %), ¢o predstavovalo dostatocné mnozstvo latky

na uskuto¢nenie posledného kroku.

o e

N —0. 00 o H N
0 o Nl AT THF -
/ —0 O H  NH,OH (25 %) /
nd om \J EtOAc HO  OH
41
1,0 ekv 6,0 ekv "
57 58 59

Schéma 21: Priprava zluceniny 59

Poslednym krokom pripravy (3S5,45)-3,4-dihydroxypyrolidinu 53 bola katalyticka
hydrogenacia (Schéma 22). Priprava prebiehala podla modifikovaného postupu
uvedeného v literatare.®® Za pouzitia katalyzatora Pd/C (10 %) a vo vodikovej atmosfére

bol ziskany (35,4S)-3,4-dihydroxypyrolidin 53 vo vybornom vytazku 96 %.
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: ] Pd/C (10 %), Hs H

N etanol (80 %) N
e
HO OH HO OH
1,0 ekv.
59 53

Schéma 22: Priprava (3S,4S)-3,4-dihydroxypyrolidinu 53
Pomocou trojkrokovej syntézy sa podarilo pripravit sekundarny amin 53

v gramovom mnozstve o celkovom vytazku 24 %.

Dalsi z aminov, ktory bol pripravovany, bol piperidin-4-6n 54 (Obrazok 17). Islo
o sekundarny amin pripraveny z komercéne dostupného piperidin-4-6n hydrochlorid
monohydratu (1:1:1) pridavkom vodného roztoku NaOH k suspenzii piperidin-4-6n
hydrochlorid monohydratu v dichlormetane. Vytazok tejto reakcie bol uspokojivych
30 %, ¢o predstavovalo postacujice mnozstvo sekundarneho aminu na uskuto¢nenie

reakcie s latkou 26.

(0]

$

N
H

Piperidin-4-6n
54

Obrazok 17: Pripraveny sekundarny amin 54

3.3 Syntéza ciel'ovych enaminov

Navrhnuté enaminy 29-40 boli pripravované kondenza¢nou reakciou enaminu 26
s prisluSnymi sekundarnymi aminami (Schéma 23). Navrhnuty mechanizmus tejto
reakcie je zobrazeny v Schéme 24. Tvorba enaminov 29-40 je zaloZend na posune
rovnovahy, preto bolo do reakcie vzdy vzatych 1,0 ekvivalentu enaminu 26
a 5,0 ekvivalentu sekundarneho aminu 43-54. Reakcia prebiehala v nepolarnom prostredi
za refluxu od 1 dila aZ po 8 dni v zavislosti od konkrétnej reakcie. Priebeh reakcie bol

kontrolovany pomocou tenkovrstvovej chromatografie a 'H NMR.°
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ge / ,

N reflux
NO, H NO,
1,0 ekv. 5,0 ekv.
26 43-54 29-40

Schéma 23: Priprava navrhnutych enaminov 29-40

N
H
43-54
o) ~ .0 /
s N — _— +
N\ /J\ N_ \ ON
)} - +
N0 N
o (0]
26

o)
;iz/\/o W@ - (CH3),NH
= N D
N02 /N+,O_
-0

29-40

Schéma 24: Navrhnuty mechanizmus

Produkty boli docistené pomocou stipcovej chromatografie. Pre stipcovu
chromatografiu u produktov 29-31, 33, 34 a 36 bola pouzita mobilnd faza zloZena
z hexanu a etylacetatu. U produktov 35 a 37-39 bola pouzitda mobilnd faza zloZena
z dichlormetanu a metanolu z dovodu lepSej rozpustnosti az dovodu pritomnosti

polarnych skupin na aminoch.

Reakcie vedice k enaminom 29,35 a 36 prebehli bezproblémovo auplna
konverzia bola dosiahnuta po 1 dni. Enaminy boli ziskané vo vel'mi dobrych vytazkoch,
konkrétne 75 %, 83 % a 71 %. Podobne rychlo prebehla aj reakcia pripravy enaminu 37,
ale sniz§im vytazkom 44 %. Niz§i vytazok bol zapri¢ineny z dovodu znizenej
rozpustnosti v mobilnej faze a z dovodu nedostatonej separacie od vychodiskovych
latok, ¢o viedlo k opakovaniu stipcovej chromatografie. U pripravy enaminov 30, 31 a 33

bolo potrebné prediZit’ reakénti dobu na 2 dni, aby dochadzalo k plnej konverzii. Reakcie
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vSak prebiehali bezproblémovo a vytazky sa pohybovali v poradi 71 %, 71 % a 62 %.
Ako problematické sa ukazali pripravy enaminov 34, 38 a 39. Bolo unich potrebné
predizit’ reakénti dobu na 4 az 8 dni z dévodu pomalsicho priebehu reakcie. Vysledné
vytazky aj napriek dlhsej reakénej dobe neboli vysoké. Konkrétne v poradi 43 %, 56 %
a22 %. U reakcie pripravy enaminu 39 bolo potrebné zvolit DMF ako rozpustadlo,
pretoze toluén sa ukazal ako nevhodny z dévodu nizkej rozpustnosti pyrolidin-3,4-diolu

53. Najproblematickejsie boli reakcie vedice k enaminom 32 a 40.

Tabulka 1: Reakcné casy a vytazky jednotlivych enaminov 29-40

Reakcia @ Produkt Cas VYE;OZ;) K
1 pyrolidin 43 29 1d 75
2 piperidin 44 30 2d 71
3 azepan 45 31 2d 71
4 1,2,3,4-tetrahydrochinolin 32 74 i

46

5 morfolin 47 33 2d 62
6 tiomorfolin 48 34 8d 43
7 piperazin 49 35 1d 83
8 L-prolinol 50 36 1d 71
9 pyrolidin-3-ol 51 37 1d 44
10 piperidin-4-ol 52 38 4d 56
11 pyrolidin-3.,4-diol 53 39 4d 22
12 piperidin-4-6n 54 40 7d -

*jedna sa o izolovany vytazok po stipcovej chromatografii
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Bolo robenych niekol'’ko pokusov, so snahou pripravit’ enamin 32 (Schéma 25).
Prvé dni pocas ktorych bola reakéna zmes ponechand reagovat’ ziaden potencionalny
produkt nevznikal. Stopy pripadného produktu neboli detegované ani po prediZeni
reak¢nej doby na 1 tyzden.

o / bezvody
N’ NN toluen
\ N N\ /
NO, H reflux
1,0 ekv. 5,0 ekv.
26 46 32

Schéma 25: Priprava enaminu 32

Taktiez bolo robenych niekol’ko pokusov s cielom pripravit’ enamin 40 (Schéma
26). Konverzia vychodiskovych latok prebichala velmi pomaly, aani po predizeni
reakcénej doby na 1 tyzden nedoslo k vyraznému narastu vznikajucej neznamej latky.
Stopové mnoZstvo neznamej latky nebolo mozné dogistit’ stipcovou chromatografiou

a taktiez sa ju nepodarilo charakterizovat’.

0]
o / bezvody
N~ N\ toluén g
\ NG Ejj NN
N reflux
NO, H
1,0 ekv. 5,0 ekv.
26 54 40

Schéma 26: Priprava enaminu 40

Vedl'a netspesnej pripravy kondenza¢nych produktov 32 a 40 sme sa pokusili tiez
o pripravu dimérnej Struktiry 60 (Schéma 27). Premena vychodiskovych latok za refluxu
v bezvodom toluéne bola prvé dni velmi pomala. Ani prediZenie reakénej doby na 14 dni
neviedlo k vzniku vécSieho mnoZstva nezndmej latky. Vzniknuté stopové mnozstvo

neznamej latky nebolo mozné podrobit’ d’alSej analyze.
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o //\NH je

N’ N N N
)\_Z/\/N\J oo\
N02 NOZ
1,0 ekv. 5,0 ekv.
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Schéma 27: Priprava diméru 60
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4. Experimentalna cast’

4.1 Obecné poznamky k experimentalnej Casti

V ramci mojej bakalarskej prace boli ku stanoveniu ¢istoty produktov a sledovaniu
konverzie reakcii pouzité TLC dosky Kieselgel 60 F 254 (Merck). K naslednej detekcii
TLC bola pouziti UV lampa modelu NU — 6KL, A =254 nm. Cinidla, ktoré boli
pouzivané k vyvolavaniu TLC boli nasledujuce: ninhydrin (bol pripraveny rozpustenim
20 g ninhydrinu v 600 ml etanolu), vanilin (bol pripraveny rozpustenim 12 g vanilinu
v 200 ml etanolu a 2,5 ml koncentrovanej kyseliny sirovej) a AMC (bolo pripravené
rozpustenim 10 g dihydratu siranu ceric¢it¢ho, 25 g kyseliny fosfomolybdenovej v 1 litri
1,2 mol - dm™ vodného roztoku kyseliny sirovej). Nasledne po vyvolani v prislusnom
¢inidle, bola TLC doska teplovzdusnou pistol'ou zahriata na 100 az 200 °C.

Pre separaciu niektorych produktov pomocou destilacie za znizeného tlaku, bol
pouzity Biichi Kugelrohr Glass Oven B-585.

Pre separaciu produktov pomocou stipcovej chromatografie, bol pouZity silikagél,
ako staciondrna faza, konkrétne bol pouzity silikagél Fluka 60 (40-63 pm).

Teplota topenia (t.t.) bola stanovovand pomocou bodotavku Biichi Melting Point
B-545.

Na odparovanie rozpustadiel bola pouzivana rota¢na vakuova odparka (RVO)
Biichi Rotavapor R-200. Produkty boli dosuSené za zniZeného tlaku pomocou vakuove;j
olejovej pumpy Vacuubrand RZ 2.

Specificka otacavost’ ([a]2®) bola stanovovana pomocou pristroja AUTOMATIC
POLARIMETER Autopol III (Rudolph research, Flanders, New Jersey). Jednotlivé
hodnoty $pecifickej ota¢avosti st uvedené v jednotkach 107! deg:cm?- gl
Koncentracia (merana v jednotkach g/100 ml) a rozpustadlo su uvedené u kazdej latky
zvlast.

Charakterizacia produktov technikou nuklearnej magnetickej rezonancie (NMR)
bola robena za pouzitia nasledujucich pristrojov: pristrojom Bruker AVANCE III HD 400
boli merané 'H spektra pri 400,13 MHz a '3C spektra pri 100,61 MHz. Chemické posuny
(0) boli referencované voci rezidudlnym protdnom pouzitého deuterovaného rozpustadla:
chloroform-d ("H: éu = 7,26 ppm; *C: 6c = 77,00 ppm), DMSO-ds (*H: du = 2,50 ppm;
BC: 6c=139,50 ppm), metanol-ds ("H: u=3,31 ppm; *C: éc = 49,15 ppm). Hodnoty

interakénych konstant (J) st ur¢ované v Hz.
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Stanovenie molekulovej hmotnosti (pre nizke rozliSenie) bolo robené pomocou
hmotnostnej spektrometrie (MS) a bol k tomu vyuzity pristroj LCQ Fleet. K stanoveniu
molekulovej hmotnosti s vysokym rozliSenim (HRMS) bol pouzity pristroj Q-TOP
COMPACT BRUKER. Vzorky boli zavedené pre oba typy merani v metanole,
za pouzitia ionizacie ESI. Metdda, ktora bola pouzitd pre ionizaciu daného vzorku
je uvedena u kazdého produktu zvIast'.

Pristroj Nicolet Avatar 370 FTIR bol pouzity k meraniu spektier infracervenej
spektroskopie (IC). Meranie prebiehalo pomocou metddy difuznej reflektancie (DRIFT)

v bromide draselnom. U kazdej latky st vlnoéty (v) uvedené v em™,

4.2 Pouzité chemikalie a rozpust'adla

Pre pripravu mobilnych faz pre separaciu pomocou stipcovej chromatografie boli
pouzité rozpustadla hexan, etylacetat, metan a dichlérmetan, ktoré boli zaktipené u firiem
Penta a Lach-Ner, s. r. o., ur€ené pre analyzu a boli pred pouzitim este docistené
destilaciou.

Dalsie rozpustadla, ktoré boli pouzité pri reakciach, a to konkrétne aceton, bezvody
toluén, bezvody N,N-dimetylformamid (DMF), o-xylén, bezvody tetrahydrofuran (THF)
a etanol boli zakipené u firiem Acros Organics, Sigma-Aldrich, s. r. 0. a Lab-Scan
analytical sciences, s. 1. 0.

Latky N,N-dimetylformamid dimetylacetdl, morfolin, piperidin, pyrolidin,
piperazin, pentan-2,4-dion, hydroxylamin hydrochlorid, kyselina sirova, kyselina
dusi¢na, azepan, 1,2,3,4-tetrahydrochinolin, tiomorfolin, benzylamin, kyselina
D-(—)-vinna, L-prolinol, Synhydrid, (R)-3-hydroxypyrolidin, 4-hydroxypiperidin,
10 % Pd/C a 4-piperidon hydrochlorid monohydrat boli zaktipené u firiem Fluorochem,

Sigma-Aldrich, s. r. 0., Fluka, Katchem spol. s r. 0. a Lach-Ner s. 1. o.
4.3 Pripravované latky

3,5-Dimetylizoxazol (16)

O.  Latka 16 bola pripravovand podl'a modifikovaného postupu uvedeného

\ N
I v literattre.8

16
Roztok acetylacetonu 15 (25,7 ml; 250 mmol; 1,0 ekv.) a hydroxylamin

hydrochloridu 13 (18,7 g; 268 mmol; 1,07 ekv.) vo vode (40 ml) a etanole (25 ml) bol
refluxovany po dobu 3 hodin. Konverzia bola kontrolovand pomocou TLC
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(hexan/EtOAc - 3:1, vizualizacia pomocou vanilinu). Po vymiznuti vychodiskového
acetylacetonu 15 bola reakéna zmes ochladend na laboratérnu teplotu a potom vyliata
na rozdrveny l'ad s vodou (100 ml). Vodny roztok bol extrahovany pomocou CH>Cl,
(4 x 100 ml). Organické fazy boli spojené, dosuSené¢ bezvodym NaSOs, prefiltrované
a odparené na rotac¢nej vakuovej odparke (teplota kipel'a RVO nepresiahla 30 °C).
Surovy produkt bol destilovany za atmosférického tlaku — majoritnd frakcia bola
odoberana v rozmedzi teplot 130 — 161 °C. Ziskany produkt 16 bol vo forme bezfarebne;
kvapaliny (18,8 g) s vytazkom 77 %. 'H NMR spektrum odpoveda literatare.®*

Rr = 0,62 (hexan/EtOAc, 3:1, vizualizicia pomocou vanilinu); 'H NMR (400 MHz,
Chloroform-d) ou = 5,78 (s, 1H); 2,34 (s, 3H); 2,22 (s, 3H) ppm.

3,5-Dimetyl-4-nitroizoxazol (41)

O.  Latka 41 bola pripravovana podl'a modifikovaného postupu uvedeného

\ N
v literatre.®
O,N

2
41
Do banky umiestnenej v l'adovom kupeli bola pridand H>SOs (29,3 ml;

98 %) a nasledne po kvapkéch bol pridany 16 (10,8 g; 111 mmol; 1 ekv.). Za rovnakej
teploty bola k zmesi pridana po kvapkach dymiaca HNO3 (10,8 ml; 242 mmol; 2,2 ekv.),
ktord bola pripravend postupom popisanym nizsie. Potom bola po kvapkéach pridana
H>SO4 (45,6 ml; 98 %). Reak¢énd zmes bola zahrievana pri 63 °C po dobu 24 hodin.
Konverzia reakcie bola skontrolovand pomocou TLC (hexan/EtOAc - 3:1, vizualizacia
pomocou ninhydrinu). Po vymiznuti vychodiskového izoxazolu 16 bola zmes nechana
vychladnat’ a pomaly vyliata na rozdrveny I'ad s vodou (350 ml) za mieSania. Vytvorena
zrazenina bola prefiltrovana, premyvanad vodou (150 ml) do neutrdlneho pH filtratu
(kontrola pomocou pH papierika). Filtracny kola¢ bol dosuSeny za zniZeného tlaku
(0,41 mbar). Ziskany produkt 41 bol vo forme bielej pevnej latky (7,3 g) s vytazkom
46 %. '"H NMR spektrum odpoveda literattre.*

T.t.= 62,2 °C (lit.,** t.t. = 63,5 °C), '"H NMR (400 MHz, Chloroform-d) du = 2,82 (s,
1H); 2,56 (s, 1H) ppm.

Priprava dymiacej kyseliny dusi¢nej

Do banky bola pridanda HNO3 (140 ml; 65 %) a prisypany NaNOs (70 g). Bola zostavena

destilacna aparattra, nasledne bola pridand H>SO4 (170 ml; 98 %). Zmes bola uvedena
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k varu. Nasledne bol zachytdvany destilat (do teploty 120 °C), ktory vSak obsahoval
vel'ké mnozstvo oxidov dusika, ktorych sa bolo potrebné zbavit'. Na banku so ziskanym
destilatom bol nasadeny Y mnastavec so Spirdlovym chladicom podl'a Dimrotha
a so sklenenou trubic¢kou pre privod vzduchu siahajicou az ku dnu banky. Aparatira bola
umiestnend do vodného kupela a zahrievana na teplotu 80 °C. Kyselinou bol prehaiany
vzduch, ktory strhaval oxidy dusika, zatial ¢o kyselina sa vracala chladiCom spit’
do banky. Takto bola ziskana bezfarebné kyselina dusi¢na zbavend vac¢siny neziaducich
oxidov. Kyselina bola nakoniec ochladena na teplotu 40 °C a prevedena

do Erlenmeyerovej banky.

(E)-N,N-Dimetyl-2-(3-metyl-4-nitroizoxazol-5-yl)etén-1-amin (26)

| Latka 26 bola pripravovana podl'a modifikovaného postupu uvedené¢ho

Jo)

N N N

\ v literatare.®°
NO

2
26 Pod argénovou atmosférou bola latka 41 (7,33 g; 51,5 mmol; 1 ekv.)
rozpustend v bezvodom  DMF  (29,2ml) anésledne bol  pridany
1,1-dimetoxy-N,N-dimetylmetylamin 42 (7,5 ml; 56,7 mmol; 1,1 ekv.). Zmes bola
refluxovana pocas 24 hodin. Konverzia bola skontrolovana pomocou TLC (hexan/EtOAc
- 1:1, vizualizécia pomocou ninhydrinu). Po vymiznuti vychodiskového izoxazolu 41
bola zmes ponechana vychladnut’ na laboratérnu teplotu a bol pridany etanol (58 ml).
Zmes bola ochladend na teplotu —18 °C, ¢o viedlo ku krystalizacii produktu. Nésledne
po vytemperovani na laboratornu teplotu bola zmes prefiltrovana. Ziskana pevna latka
bola dvakrat rekrystalizovana zetanolu (120 ml) za varu. Nakoniec bol produkt
prefiltrovany a dosuSeny za zniZené¢ho tlaku (0,41 mbar). Ziskany produkt 26 bol
vo forme Zltej pevnej latky (7,89 g) s vytazkom 78 %. 'H NMR spektrum odpoveda

literatare.°

Ry =0,57 (hexan/EtOAc, 1:1, vizualizacia pomocou ninhydrinu), t.t. = 152,5 °C (lit.,%
tt. =216 °C), "TH NMR (400 MHz, Chloroform-d) éu = 7,67 (d, J=13,2 Hz, 1H);
590 (d, J=13,2 Hz, 1H); 3,21 (s, 3H); 3,01 (s, 3H); 2,50 (s, 3H) ppm;
MS (ESI+): pre CsHi12N3O3 [M+H]" m/z: vypocitané: 198,1; najdené: 198,1.
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(3R, 4R)-1-Benzyl-3,4-dihydroxypyrolidin-2,5-dién (57)

Latka 57 bola pripravovana podl'a modifikovaného postupu uvedeného
v literattre.5!

N
? / 7 Do banky bol dany o-xylén (25 ml), (2R,3R)-2,3-dihydroxybutandiova
HO'  OH kyselina 55 (5,0 g; 33,3 mmol; 1ekv.) a benzylamin 56 (3,7 ml;
o7 33,6 mmol; 1¢kv.). Zmes bola refluxovana s Dean-Starkovou
aparatiirou po dobu 9 hodin pri teplote 120 °C. Nasledne bola ponechana vychladnut’
na laboratérnu teplotu, ¢o viedlo ku krystalizacii produktu. Ten bol prefiltrovany
a premyty malym mnozstvom aceténu. Surovy produkt bol rekrystalizovany s etanolom
(30 ml) za varu. Ziskané krystaly boli prefiltrované, vymyté etanolom (20 ml) a dosusené

za znizeného tlaku (0,41 mbar). Ziskany produkt 57 bol vo forme bielosivej pevnej latky
(4,6 g) s vytazkom 62 %. 'H NMR spektrum odpoveda literattire.®!

T.t.=196,1°C  (lit..*  tt.=196-198 °C); [a]%®> =—132,4 (¢=0,56; DMSO);
TH NMR (400 MHz, DMSO-ds) o1 = 7,36 — 7,20 (m, SH); 6,30 (d,J= 6,5 Hz, 2H);
4,58 (d,J=15,0 Hz, 1H); 4,52 (d, /= 15,0 Hz, 1H); 4,38 (dd, /= 5,1; 1,3 Hz, 2H) ppm;
MS (ESI+): pre C11H11NO4Na [M+Na]* m/z: vypocitané: 244,06; najdené: 243,97.

(35,45)-1-Benzyl-pyrolidin-3,4-diol (59)

Latka 59 bola pripravovana podl'a modifikovaného postupu uvedeného
Q v literatare.®?
N
5_7 Latka 57 (3,5 g; 15,8 mmol; 1 ekv.) bola rozpustend v bezvodom THF
HO  OH
59

(87 ml) pod argénovou atmosférou. Roztok bol chladeny pomocou
Padového kupel'a a postupne bol priddvany za staleho mieSania roztok
Synhydridu 58 (18,7 ml; 6 ekv.; 70 % v toluéne). Zmes bola nasledne ponechana miesat’
pri laboratornej teplote po dobu 2 hodin. Konverzia bola skontrolovand pomocou TLC
(DCM/MeOH - 2:1, vizualizacia pomocou ninhydrinu). Po vymiznuti vychodiskového
amidu bola zmes pomaly vyliata na rozdrveny l'ad s vodou (100 ml) za mieSania.
Po vytemperovani bol pridany NH4OH (8,4 ml; 25 % vodny roztok) a hned’ za tym
etylacetat (105 ml). Zmes bola mieSana po dobu 17 hodin. Suspenzia bola prefiltrovana
cez kremelinu (premyté etylacetatom). Filtrat bol v deliacom lieviku vytrepany

s etylacetdtom (3 x 50 ml). Organické fazy boli spojené a vysuSené pomocou bezvodého
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Na»SOs, prefiltrované a odparené. Zlta olejovita latka bola rozpustend v CH>Cl
a opat’ odparend. Ziskany produkt bol dogisteny pomocou stipcovej chromatografie,
kde stacionarnou fazou bol silikagél a mobilnou fazou bola zmes DCM/MeOH - 2:1.
Nakoniec bol ziskany produkt kodestilovany s CH>Cl, a dosuseny za znizeného tlaku
(0,41 mbar). Ziskany produkt 59 bol vo forme hnedastej pevnej latky (1,25 g) s vytazkom
41 %. 'H NMR spektrum odpoveda literattire.®?

Ry =0,59 (DCM/MeOH, 2:1, vizualizacia pomocou ninhydrinu); t.t. = 94,3 °C (lit.,°
t.t. = 94-96 °C); [a]3° = —39,3 (¢ =0,56; DMSO); '"H NMR (400 MHz, Chloroform-d)
on = 7,34-17,27 (m, 5H); 4,12-4,05 (m, 2H); 3,68 (d,J=12,8 Hz, 1H); 3,63
(d,J=12,8 Hz, 1H); 2,98 (dd, J=10,1; 5,5 Hz, 2H); 2,71 (s, 2H); 2,51 — 2,44 (m, 2H)
ppm; MS (ESI+): pre C11HisNO2 [M+H]" m/z: vypoc&itané: 194,12; najdené: 194,01.

(35,45)-3,4-Dihydroxypyrolidin (53)

H Latka 53 bola pripravovana podla modifikovaného postupu uvedeného
v literatare.®
HO  ©OH
53 Latka 59 (0,94 g; 4,86 mmol) bola rozpustena v etanole (29,2 ml; 80 %

vodny roztok). Pomocou pumpy bol vymeneny vzduch za argéon. Nasledne bolo pridané
Pd/C (85 mg; 0,718 mmol; 0,15 ekv.; 10 %) a argénova atmosféra bola pomocou pumpy
vymenend za plynny vodik, ktory bol neskér dodavany pomocou baldnika. Roztok bol
mieSany pri laboratérnej teplote po dobu 3 dni. Konverzia bola skontrolovand pomocou
TLC (DCM/MeOH - 2:1, vizualizacia pomocou ninhydrinu). Po vymiznuti
vychodiskovej latky bola zmes prefiltrovand cez kremelinu, vyplachnuta s etanolom
a filtrat bol odpareny. Produkt bol kodestilovany s etanolom a s CHCI3 a nasledne
dosuSeny za znizeného tlaku (0,41 mbar). Ziskany produkt 53 bol vo forme hnedej pevnej

latky (0,48 g) s vytazkom 96 %.

T.t.=95,8 °C; [a]3° =-26,5 (¢=0,51; DMSO); 'H NMR (400 MHz, DMSO-ds)
on = 4,54 (brs, 3H); 3,83 3,74 (m, 2H); 2,91 (dd, J=11,7; 4,6 Hz, 2H); 2,47 (d,
J = 2,3 Hz, 2H, prekryt¢ DMSO) ppm; 3C NMR (101 MHz, DMSO-ds) éc = 77,5 (2C);
53,2 (2C) ppm; IC (KBr): v = 3318, 3165, 3085, 2929, 2869, 2603, 2361, 1652, 1634,
1559, 1542, 1419, 1257, 1216, 1108, 1078, 1030; HRMS (ESI+): pre C4HoNO, [M+H]"
m/z: vypocCitané: 104,0712; najdené: 104,0706.
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4.3.1 Obecny postup pripravy enaminov odvodenych

od 4-nitroizoxazolu (A)

Prislusné enaminy boli pripravované podl’a modifikovaného postupu uvedeného

v literature.®°

Latka 26 (100 mg; 0,507 mmol; 1 ekv.) bola rozpustend v bezvodom toluéne (2 ml).
Nasledne bol pridany dany sekundarny amin 43-54 (5 ekv.). Zmes bola refluxovana
do vymiznutia vychodiskovej latky 26. Konverzia bola sledovand pomocou TLC
(vizualizacia pomocou ninhydrinu) a 'H NMR. Po vymiznuti vychodiskovej latky bola
reakéna zmes zahustena na RVO. Surovy produkt bol dogisteny pomocou stipcovej

chromatografie. Nakoniec bol produkt dosuseny za znizeného tlaku (0,41 mbar).

3-Metyl-4-nitro-5-(2-pyrolidin-1-yl-vinyl)-izoxazol (29)

Latka 29 bola pripravovana podl'a obecného postupu A, v reakcii

O
N NN >
\ s pyrolidinom 43 (0,18 g; 2,54 mmol). Doba reagovania bola 24

NO2 hodin. Mobilna faza : hexan/EtOAc - 3:1. Ziskany produkt 29 bol
29 vo forme tmavozelenej pevnej latky (85,4 mg) s vytazkom 75 %. 'H

NMR spektrum odpoveda literatire.®

Ry =0,70 (hexan/EtOAc, 1:1, vizualizdcia pomocou ninhydrinu); t.t. = 141,7 °C (lit.,%
t.t.=215°C); 'TH NMR (400 MHz, Chloroform-d) éu = 7,87 (d J=13,1 Hz, 1H);
5,84 (d,J=13,1 Hz, 1H); 3,61 (t, J= 6,7 Hz, 2H); 3,37 (t, J= 7,1 Hz, 2H); 2,49 (s, 3H);
2,09 (p,J=6,8 Hz, 2H); 1,99 (p,J= 06,7 Hz, 2H) ppm; MS (ESI+): pre CioH14N3O3
[M+H]" m/z: vypocitané: 224,1; najdené: 224,1.

1-[2-(3-Metyl-4-nitro-izoxazol-5-yl)-vinyl]-piperidin (30)

o Latka 30 bola pripravovand podl'a obecného postupu A, v reakcii
m'\l@ s piperidinom 44 (0,22 g; 2,54 mmol). Doba reagovania bola 2 dni.
NO, Mobilna féza : hexan/EtOAc - 4:1. Ziskany produkt 30 bol

30 vo forme tmavooranzovej pevnej latky (85 mg) s vytazkom 71 %.

"H NMR spektrum odpoveda literatire.*°

Ry =0,81 (hexan/EtOAc, 1:1, vizualizacia pomocou ninhydrinu); t.t. = 147,1 °C (lit.,%
tt. =216 °C); '"H NMR (400 MHz, Chloroform-d) éu = 7,62 (d, J=13,3 Hz, 1H);
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6,00 (d,J= 13,3 Hz, 1H); 3,42 (d, J = 4,4 Hz, 4H); 2,49 (s, 3H); 1,71 (dd, J = 3,4; 1,5 Hz,
6H ppm); MS (ESI+): pre C11HisN3O3 [M+H]" m/z: vypocitané: 238,1; najdené: 238,0.

1-[2-(3-Metyl-4-nitro-izoxazol-5-yl)-vinyl]-azepan (31)

o Latka 31 bola pripravovana podl’a obecného postupu A, v reakcii

m"‘@ s azepanom 45 (0,29 ml; 2,54 mmol). Doba reagovania bola

NO, 2 dni. Mobilné faza : hexan/EtOAc - 3:1. Ziskany produkt 31 bol

31 vo forme zelenej pevnej latky (90,9 mg) s vytazkom 71 %. 'H
NMR spektrum odpoveda literatare. 5

Ry = 0,84 (hexan/EtOAc, 1:1, vizualizicia pomocou ninhydrinu); t.t. = 120,1 °C (lit.,*
t.t. =205 °C); "TH NMR (400 MHz, Chloroform-d) éu = 7,72 (d, J=13,3 Hz, 1H);
5,93 (d, J=13,3 Hz, 1H); 3,55-3,51 (m, 2H); 3,47 —-3,42 (m, 2H); 2,50 (s, 3H);
1,87 (p, J=59Hz, 2H); 1,82-1,75 (m, 2H); 1,69-1,57 (m, 4H) ppm;
MS (ESI+): pre C12H1sN303 [M+H]" m/z: vypoé&itané: 252,1; najdené: 252,1.

4-|2-(3-Metyl-4-nitro-izoxazol-5-yl)-vinyl]-morfolin (33)

o //\O Latka 33 bola pripravovana podl'a obecného postupu A, v reakcii

g N
;\__Z/\/N\) s morfolinom 47 (0,22 g; 2,24 mmol). Doba reagovania bola

NO, 2 dni. Mobilna faza : hexan/EtOAc - 3:1. Ziskany produkt 33 bol
33 vo forme Zltej pevnej latky (75,3 mg) s vytazkom 62 %. 'H NMR

spektrum odpoveda literature.%

Ry = 0,52 (hexan/EtOAc, 1:1, vizualizdcia pomocou ninhydrinu); t.t. = 205,0 °C (lit.,%
tt.=175°C); 'TH NMR (400 MHz, Chloroform-d) éu = 7,58 (d, J= 13,4 Hz, 1H);
6,03 (d,J = 13,4 Hz, 1H); 3,84 — 3,75 (m, 4H); 3,46 (t,J = 4,9 Hz, 4H); 2,50 (s, 3H) ppm;
MS (ESI+): pre CioH14N304 [M+H]" m/z: vypocitané: 240,1; najdené: 240,1.

4-12-(3-Metyl-4-nitro-izoxazol-5-yl)-vinyl]-tiomorfolin (34)

//\S Latka 34 bola pripravovana podl'a obecného postupu A, v reakcii

O
’ AN
;\__Z/\/N\) s tiomorfolinom 48 (0,27 g; 2,54 mmol). Doba reagovania bola

NO, 8 dni. Mobilna faza : hexan/EtOAc - 3:1. Ziskany produkt 34 bol

34 vo forme oranzovej pevnej latky (56,1 mg) s vytazkom 43 %.
Ry =0,86 (hexan/EtOAc, 1:1, vizualizdcia pomocou ninhydrinu); t.t.=166,7 °C;
'TH NMR (400 MHz, Chloroform-d) éu = 7,57 (d, J= 13,4 Hz, 1H); 6,03 (d, /= 13,5 Hz,
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1H), 3,76 — 3,72 (m, 4H); 2,77 — 2,73 (m, 4H); 2,51 (s, 3H) ppm; '*C NMR (101 MHz,
Chloroform-d) éc = 170,3; 156,0; 150,0; 149,9; 82,6; 48,0; 57,1; 28,0; 27,1; 12,3 ppm;
IC (KBr): v=3100, 3058, 3007, 2986, 2962, 2929, 2854, 2304, 1820, 1607, 1527, 1479,
1422, 1377, 1356, 1326, 1302, 1269, 1242, 1222, 1186, 1138, 1048, 1006;
HRMS (ESI+): pre CioHisN3O3SNa [M+Na]" m/z: vypocitané: 278,0575; najdené:
278,0566.

1-[2-(3-Metyl-4-nitro-izoxazol-5-yl)-vinyl]-piperazin (35)

o //\NH Latka 35 bola pripravovana podl'a obecného postupu A, v reakcii
N NN : :
)\_Z/\/ N, s piperazinom 49 (0,22 g; 2,54 mmol). Doba reagovania bola

NO, 1 deni. Mobilna faza : DCM/MeOH - 2:1. Ziskany produkt 35 bol
35 vo forme Zltej pevnej latky (99,6 mg) s vytazkom 83 %.
'H NMR spektrum odpoveda literatire.*

Ry = 0,43 (DCM/MeOH, 2:1, vizualizacia pomocou ninhydrinu); t.t. = 140,1 °C (lit.,%
tt.=141°C); 'TH NMR (400 MHz, Methanol-ds) du = 7,82 (d, J=13,3 Hz, 1H);
6,04 (d,J= 13,3 Hz, 1H); 3,51 (t,J= 5,1 Hz, 4H); 2,98 — 2,90 (m, 4H); 2,45 (s, 3H) ppm;
MS (ESI+): pre CioHsNsO3 [M+H]" m/z: vypog&itané: 239,11; najdené: 239,03.

{1-[2-(3-Metyl-4-nitro-izoxazol-5-yl)-vinyl]-pyrolidin-2-yl}-metanol (36)

N,O NN Latka 36 bola pripravovana podl'a obecného postupu A, v reakcii
)\——z/\/ ? s L-prolinolom 50 (0,26 g; 2,24 mmol). Doba reagovania bola
NO2 OH 1 deni. Mobiln4 fiza : hexan/EtOAc - 4:1. Ziskany produkt 36 bol
36 vo forme tmavohnedej pevnej latky (91,7 mg) s vytazkom 71 %.

"H NMR spektrum odpoveda literatire.*

Ry =0,25 (hexan/EtOAc, 1:1, vizualizacia pomocou ninhydrinu); t.t. = 139,0 °C (lit.,%
t.t. =155 °C); []3®> =—11,7 (¢=0,52; CHCl3); "TH NMR (400 MHz, Chloroform-d)
on = 8,00 (d, J=13,1 Hz, 1H); 5,86 (d, J=13,1 Hz, 1H); 3,91 -3,76 (m, 2H);
3,72 - 3,62 (m, 1H); 3,46 (d, J= 20,6 Hz, 2H); 2,48 (s, 3H); 2,28 — 1,98 (m, 5H) ppm;
MS (ESI+): pre C11HsN30sNa [M+Na]" m/z: vypocitané: 276,10; najdené: 276,01.
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(S,E)-1-[2-(3-Metyl-4-nitro-izoxazol-5-yl)-vinyl]-pyrolidin-3-ol (37)

OH Latka 37 bola pripravovana podl'a obecného postupu A, v reakcii

N/O/ Y s (R)-3-hydroxypyrolidinom 51 (0,21 ml; 2,54 mmol). Doba

\

)—ZN/O\/ reagovania bola 1 defl. Mobilna faza : DCM/MeOH, gradient
2

s polarity 50:1 az 10:1. Ziskany produkt 37 bol vo forme hnedej
7
pevnej latky (52,8 mg) s vytazkom 44 %. 'H NMR spektrum

odpoveda literatire.*

Ry =0,15 (DCM/MeOH, 50:1, vizualizicia pomocou ninhydrinu); t.t. = 150,3 °C (lit.,*
t.t. = 141 °C); [(J(]ZD5 =-63,0 (¢ =0,50; DMSO); '"H NMR (400 MHz, Chloroform-d)
on = 7,86 (d, J=12,8 Hz, 1H); 5,87 (dd, J=22,8; 13,1 Hz, 1H); 4,66 (d, J = 48,0 Hz,
1H); 3,95 — 3,34 (m, 4H); 2,51 (s, 3H); 2,27 — 2,01 (m, 2H); 1,68 (d, J= 18,3 Hz, 1H)
ppm; MS (ESI+): pre Ci1oH14N304 [M+H]" m/z: vypog&itané: 240,1; najdené: 240,0.

1-[2-(3-Metyl-4-nitro-izoxazol-5-yl)-vinyl]-piperidin-4-ol (38)

o OH Latka 38 bola pripravovand podla obecného postupu A,
N / N NO/ v reakcii so 4-hydroxypiperidinom 52 (0,26 g; 2,54 mmol).
NO, Doba reagovania bola 4 dni. Mobilna faza : DCM/MeOH -

38 50:1. Ziskany produkt 38 bol vo forme tmavooranzovej

pevnej latky (71,3 mg) s vytazkom 56 %.

Rr=0,15 (DCM/MeOH, 50:1, vizualizicia pomocou ninhydrinu); t.t.=170,4 °C;
'TH NMR (400 MHz, Methanol-ds) du = 7,84 (d, J= 13,2 Hz, 1H); 6,05 (d, J= 13,3 Hz,
1H); 3,94 (tt, J=28,0; 3,7 Hz, 1H); 3,77 (ddd, J=13.,4; 6,6; 4,3 Hz, 2H); 3,37 (s, 2H,
prekryté MeOD), 2,45 (s, 3H); 2,05 — 1,94 (m, 2H); 1,64 (dtd, J=12.9; 8,5; 4,1 Hz, 2H)
ppm; ¥C NMR (101 MHz, Methanol-ds) dc = 172,0; 156,8; 152,3 (2C); 82,0; 66,8; 52.6;
53,3; 35,4; 33,9; 12,2 ppm; IC (KBr): v = 3411, 3399, 3103, 2968, 2947, 2932, 2860,
1613, 1574, 1527, 1479, 1461, 1428, 1377, 1353, 1323, 1242, 1234, 1219, 1153, 1129,
1111, 1084, 1051, 1009; HRMS (ESI+): pre CiiHisN3OsNa [M+Na]" m/z:
vypocitané: 276,0960; najdené: 276,0951.
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(35,45)-1[(E)-2-(3-Metyl-4-nitro-izoxazol-5-yl)-vinyl]-pyrolidin-3,4-diol (39)

Latka 39 bola pripravovana podl'a modifikovaného obecného

tupu A.

Enamin 26 (100 mg; 0,507 mmol; 1 ekv.) bol rozpusteny

v bezvodom DMF (4 ml). Nésledne bol pridany diol 53
(0,26 g; 2,54 mmol; 5 ekv.). Zmes bola refluxovana po dobu 4 dni. Konverzia bola
sledovand pomocou TLC (DCM/MeOH - 10:1, vizualizdcia pomocou ninhydrinu)
a '"H NMR. Ziskany produkt 39 bol zahusteny na rota¢nej vakuovej odparke a nasledne
docisteny pomocou stipcovej chromatografie, kde stacionarnou fazou bol silikagél
a mobilnou fazou bola zmes DCM/MeOH s gradientom polarity 15:1 - 10:1. Nakoniec
bol ziskany produkt kodestilovany s CHCI; a dosuseny za znizeného tlaku (0,41 mbar).
Ziskany produkt 39 bol vo forme tmavooranZovej pevnej latky (28 mg) s vytazkom 22 %.

Rr=042 (DCM/MeOH, 10:1, vizualizicia pomocou ninhydrinu); [a]3® =+56,3
(c=0,40; MeOH); tt.=174,7°C; 'H NMR (400 MHz, Methanol-ds)
ou = 8,07 (d, J=13,1 Hz, 1H); 5,87 (d, J=13,1 Hz, 1H); 4,28 (d, J=4,4 Hz, 1H);
4,15 (s, 1H); 3,96 (dd, J=12,2; 3.8 Hz, 1H); 3,66 (dd, J=12,9; 4,4 Hz, 1H);
3,59 (d, J=12,0 Hz, 1H); 3,30 (s, 1H, prekryté MeOD); 3,06 (d, J=61,3 Hz, 1H);
2,46 (s, 3H); 1,31 (s, 1H) ppm; C NMR (101 MHz, Methanol-ds) dc = 171,4; 156,8;
150,7 (2C); 83.,4; 76,0; 75,7; 59,1; 54,6; 12,2 ppm; IC (KBr): v = 3402, 3351, 2935,
2872, 2851, 1655, 1619, 1583, 1479, 1422, 1404, 1383, 1356, 1326, 1284, 1234, 1147,
1129, 1075, 1042, 1006; HRMS (ESI+): pre CioHisN3OsNa [M+Na]® m/z:
vypocitané: 278,0753; najdené: 278,0746.
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5. Zaver

Cielom tejto bakalarskej prace bola priprava série derivatov 4-nitroizoxazolu
liSiacich sa substitiiciou v enaminovej ¢asti molekuly, za G¢elom zvySenia rozpustnosti

tychto latok v polarnych rozpustadlach a zabranenia tvorby komplexu FOXO3-DNA.

Na zaciatku bola pozornost venovana priprave vychodiskového enaminu 26.
Viacstupiiova syntéza zacinala reakciou acetylacetonu a hydroxylamin hydrochloridu,
¢im bol pripraveny 3,5-dimetylizoxazol 16 vo vytazku 77 %. Nasledujucou nitraciou bol
pripraveny 3,5-dimetyl-4-nitroizoxazol 41 vo vytazku 46 %. Poslednym krokom bola
reakcia 41 s 1,1-dimetoxy-N,N-dimetylmetylaminom za vzniku spominaného enaminu
26, ktory sa podarilo pripravit’ vo vytazku 78 %. Sthrnny vytazok trojkrokovej syntézy
bol 28 %.

Pre pripravu navrhnutych derivatov bolo potrebné pripravit aj komeréne
nedostupné sekunddrne aminy. Pri priprave sekundarneho aminu (35,45)-3,4-
dihydroxypyrolidinu 53 bola vyuzita viacstupiiové syntéza. Prvym krokom bola reakcia
(2R,3R)-2,3-dihydroxybutandiovej kyseliny s benzylaminom za vzniku (3R,4R)-1-
benzyl-3,4-dihydroxypyrolidin-2,5-diénu 57 s vytazkom 62 %. Druhym krokom bola
jeho redukcia pomocou Synhydridu na (3S,4S)-1-benzyl-pyrolidin-3,4-diol 59
s vytazkom 41 %. Poslednym krokom bola katalyticka hydrogenacia za vzniku
sekundarneho aminu 53 s vytazkom 96 %. Sthrnny vytazok trojkrokovej pripravy bol

24 %.

Posledna Cast’ bola venovana priprave navrhnutych enaminov 29-40. U vicSiny
reakcii boli vytazky vel'mi dobré. Naopak vytazok enaminu 39 bol len 22 %. Enaminy
32 a 40 sa pripravit nepodarilo. Podobne sa tieZ nepodarilo pripravit’ dimérnu Struktiru

60.

V ramci mojej bakalarskej prace sa podarilo pripravit’ sériu enaminov, ktorych
biologicka aktivita je v tejto dobe testovand v spolupraci s vyskumnymi skupinami

prof. Obsila (PiF UK) a prof. Ausserlechnera (Innsbruck Medical University).
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