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Seznam zkratek

Coa — koenzym A

DCC — N,N' — Dicyklohexylkarbodiimid
DCM - dichlormethan

DMAP — 4 - (N,N-dimetylamino)pyridin
DMSO - dimethylsulfoxid

Ekviv. — ekvivalent

HRMS - vysoko ucinnd hmotnosti
spektrometrie

LiAlH4 — tetrahydridohlinitanu lithny
MeOH — methanol

NMR - nuklearni magneticka resonance

PhIO — iodosobenzen

PhZ — phenazine biosynthetic

PM — primarni metabolity

RNA — ribonukleova kyselina

RVO - rota¢ni vakuova odparka

SM — sekundérni metabolity

THF — tetrahydrofuran

TLC — chromatografie na tenké vrstvé

VL — vychozi latka


http://jp-data.orgchem.upol.cz/edit.php?style=lj&order_by=lab_journal_entry&db_name=storage&user=janost00&dbs=-1&per_page=100&sess_proof=6626895d5f293&query=&table=molecule&db_id=-1&pk=429

1 Uvod

Honba za poznanim provazi lidstvo uz od jejtho pocatku. Ale jednou z hlavnich
prednosti dnesni doby je pies vSechny jeji neduhy moznost navdzat na vyzkum nékoho
jiného. Této vyhody mtizeme lehce vyuziti v oblasti vyzkumu novych, biologicky aktivnich

latek. Tedy latek, jez interaguji s Zivymi organismy, nebo s Zivou tkani.

Predstavme si situaci, kdy specializovany biolog na druhé stran¢ svéta objevi a popise
novy zivy organismus. Tento organismus muze vykazovat dosud neznamé a doposud
nepozorovatelné vlastnosti. Jednou z téchto vlastnosti miZze byt biosyntéza doposud
neznamé latky. Tato latka pak mtze byt biologem izolovana ve velmi malém mnozstvi a
poskytnuta k dalsi analyze specializovanym chemiktim, kteti mohou byt tisice kilometri
vzdaleni. Pro biologa, ktery organismus objevil, bude mozna tato latka nepodstatna, ale pro
jiné odvétvi védy, se vSak informace ziskané z této latky mohou ukazat jako naprosto
klicové.

Takto produkované latky, které nékteré organismy vylucuji se nazyvaji sekundarni

metabolity (SM). Sekundarni metabolity (SM) jsou tedy bioaktivni latky, které dany

organismus nepotiebuje pro bezprostiedni preziti, ale zlepSuji jejich Zivotni trovet.'

Téma mé bakalafské prace je zaméfené na sekundarni metabolity produkované
nosatcem olivovym (Pimelocerus perforatus), ktery parazituje v Japonsku na olivovnicich

evropskych (Olea europaea).

Obrdzek 1: (+/-)Pimeforazin A (1) a (+/-) Pimeforazin B (2).



1.1 Cile

Cilem m¢ bakalaiské prace je ptipravit, a tim 1 potvrdit navrZzenou strukturu latky 1 a 2
z nosatce olivového (Pimelocerus perforatus), ktera podle piredbéznych vysledkit vykazuje

zajimavou neuroprotektivni aktivitu. V bodech tedy moje cile jsou:
1. Literarni reSerSe na téma: fenoxazinony — (bio)syntéza a biologicka aktivita.

2. Vyvoj syntetickych metod umoziujicich ptipravu pfirodnich latek s fenoxazinovym

skeletem.

3. Charakterizace piipravenych latek pomoci dostupnych fyzikalné-chemickych
metod.
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2 Teoreticka Cast

2.1 Sekundéarni metabolity

Metabolismus muzeme definovat jako vSechny biochemické reakce, které se dé&ji
v organismu.® Tyto biochemické reakce zajistuji zakladni Zivotni funkce viech organism.
Probihaji neustale a béhem nich jsou latky pfeménovany na jiné za spotiebovani energie. Tyto
pfemény, které by u samotnych volnych latek mohly probihat desitky az stovky let, jsou Casto
v zivych organismech urychlovany pomoci biokatalyzator a enzymu. Diky nim mohou reakce
probihat 1 v fadech setin vtefin. Latky, které vznikaji pfi téchto pfeménach i findlni produkty se

poté nazyvaji metabolity.’

Metabolické d¢je, které v organismech probihaji dale délime na primérni a sekundarni.
Primarni metabolické dé€je jsou takové déje, pii nichZ vznikaji priméarni metabolity (PM). Tyto
produkty primarniho metabolismu ¢asto uzce souvisi s riistem a vyvojem a jsou pro organismus

kli¢ova. Bez nich by Zivot, jak jej zndme nebyl mozny.>

Naopak sekundarni metabolity jsou produkty tzv. sekundarnich metabolickych déju.
Tyto metabolity pak slouzi organismim, co je produkuji napf. k interakcim s ostatnimi
organismy piispivaji k interakcim mezi ostatnimi organismy.* Ackoliv se miize zdat, ze tedy
rozdily mezi primarnimi a sekunddrnimi metabolity jsou jednoznac¢né, tak se ukazuje, Ze
v mnohych pfipadech jsou u¢inky PM a SM velmi provéazané. Velmi dobfe je to vidét napiiklad
u biosyntézy, kdy z mnoha meziprodukti primarnich metaboliti vznikaji sekundarni

metabolity.?

Funkce sekundarnich metabolitii jsou, jak zminéno vyse, velmi riznorodé. Mohou
slouzit jako obranné ¢i Uto¢né prostiedky proti ostatnim organismim. Maji funkci jako
transportéry kovi a hraji nezanedbatelnou roli pii rozmnozovani, ¢i vybéru partnerti. U mnoha
z nich se ale stale jeSté nevi, co a pro¢ délaji. Z pohledu biologické aktivity, pak tyto latky
vykazuji v zavislosti na struktufe biochemického plvodu antimikrobidlni, antivirove,

protinaddorové, farmakologické a jiné aktivity.’

V pfirodé se sekundarni metabolity, vyskytuji zejména v rostlinné ¥iSi. Az 80 % vSech
sekundarnich metabolitli pochazi pravé z rostlin.> Mimo rostliny se pak sekundarni metabolity

vyskytuji také v sinicich, houbach, koralech, plasténcich a dalSich ptisedlych organismech.
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Co se tyCe déleni SM, tak neni tak jednoznacné, jak se zda, jelikoz Skala struktur SM se
v posledni dobé rozsituje a pokud se tedy bavime o sekundarni metabolitech obecné, tak se déli
na 5 podskupin, jak je uvedeno v knize Organic chemistry with Biological Applications.® (Obr.
2) Toto déleni je obecnéjsiho razu a 1épe popisuje dnesni realitu. V dalsi casti se tak budu

podrobnéji vénovat témto jednotlivym podtiidam.

1
Terpeny, Steroidy Neribosomalni polypeptidy Alkaloidy i Mastné kyseliny, Polypeptidy

Obradzek 2: Déleni sekunddrnich metabolitt podle Johna McMurry v knize Organic chemistry with Biological Applications.®

2.1.1 Terpeny a steroidy

Prvni velkou skupinou jsou terpeny a steroidy. Spolu tvofi jednu z nejvétSich skupin
SM.” Maji spole¢nou vlastnost tvorby skeletu z izoprenovych jednotek. (Obr. 3) Ty vznikaji
z isopentenyl difosfatu’ (Obr. 4). Skupina terpenti a steroid@i obsahuje mnoho biologicky
aktivnich latek, vyskytujicich se jak v fisi rostlin, tak i u savci, jako hormony, antibiotika, latky
s protinadorovymi vlastnostmi a dalsi.” V pifrodé pak zname nékolik podtiid Terpend, jez se
1i81 poctem isoprenodinich jednotek. Monoterpeny, které se skladaji ze dvou molekul izoprenu,
seskviterpeny, které tvoii 3 molekuly izoprenu, diterpeny obsahuji 4 molekuly izoprenu,
triterpeny, které v sobé maji 6 molekul izoprenu, tetraterpeny, které maji 8 molekul izoprenu.

V piirodé se také vyskytuji polyterpeny, které mohou obsahovat 10005000 jednotek izoprenu.?

CHs

HZC)\%CHZ

3

Obrdzek 3: Struktura izoprenu, zdkladni jednotky terpend.
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Obrdzek 4: Struktura isopentenyl difosfdtu.
2.1.2 Neribosomalni peptidy

Neribosomalni peptidy maji strukturu podobnou peptidim ribosomalnim a jsou
syntetizovany bez piimé RNA transkripce z aminokyselin.® Neribosomalni peptidy tvoii vice
jak 20 prodavanych 1€kii. Jsou to napiiklad antibakteridlni penicilin (Obr. 5), protinadorovy

bleomycin, nebo tieba cyklosporin.’

Peptidy jsou aminokyseliny, které jsou spojeny
peptidickou vazbou, tedy vazbou charakteristickou pro skupinu peptida polypeptidii a proteinti.
Aminokyseliny spolu reaguji za vzniku peptidické vazby tak, Zze vZdy a-aminokyselina reaguje
s karboxylovou skupinou druhé molekuly pomoci adi¢né-elimina¢niho mechanismu. Takto se

vytvoii molekula vody a dv& aminokyseliny se spoji za vzniku peptidické vazby.!”

by
N 5 S
DRAED
=0
5 no

Obrdazek 5: Penicilin G (5).
2.1.3 Mastné¢ kyseliny a polypeptidy

Mastné kyseliny a polypeptidy jsou biosyntetizovany, de novo z acetyl CoA, propionyl
CoA anebo methylmalonyl CoA.® Mastné kyseliny jsou karboxylové kyseliny, které se
vyskytuji ve vSech tucich. Ve volné ptirodé se vétSinou nevyskytuji jako jednotlivé kyseliny,
ale v uskupeni s glycerolem. Mastnych kyselin je mnoho, ale nejcastéji se vyskytujicimi jsou
kyselina palmitové, ktera ma 16 atomi uhliku a kyselina stearové, ktera ma 18 atomi uhliku.'!

(Obr. 6)

Polypeptidy jsou polymery, u kterych je zdkladni jednotka peptid. Vznikaji kondenzaci

10-100 aminokyselin a mohou mit vyznamné biologické vlastnosti a jsou snadno stravitelné.'?

13
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Obrazek 6: Kyselina palmitova (6).
2.1.4 Alkaloidy

Alkaloidy jsou skupinou, které bych se chtél vénovat nejvice, jelikoz mezi alkaloidy patii i
vySe zminéné fenaxoziny, kterym se budu vice vénovat pozd¢ji. Alkaloidl je znamo pies
12 000. Jejich zakladni skelet obsahuje heterocyklické jadro a nejméné jeden atom dusiku.®
Alkaloidy jsou lidmi 1 zvifaty vyuzivany po tisicileti pro jejich pozitivni i negativni u¢inky.
Mnohé znich maji vyznamné vlastnosti vyuziteln¢ v oblasti Iékatstvi. Morfin napiiklad
pomaha od bolesti a je tak pouzivan jako velmi silné narkotikum. Jeho negativni strankou je
vSak jeho adiktivita. Mnoho jinych alkaloidii ma také vlastnosti, které riznym zplisobem
ovliviwji télo, a proto jsou alkaloidy Casto vyuzivany jako drogy. Naptiklad kokain, ktery
pochazi zrostliny Erythroxylum coca. Existuji ale 1 alkaloidy, které maji vyznamné
protinddorové vlastnosti a jsou tak vyuzivany v chemoterapickych 1é¢bach.!® Pfikladem dalsiho

vyznamného alkaloidu je nikotin, vyskytujici se v tabdku (Nicotiana spp.)** (Obr. 7)

N
X N
| _ CHj3

N

Obrdzek 7: L-nikotin (7).
Alkaloidy je ovSem oznaceni pro neskutecné velké mnozstvi latek, mezi néz patii i fenaziny

a fenoxazinony (Obr. 8), jelikoz spliuji kritéria heterocyklického kruhu a alespon jednoho

atomu dusiku v ném.
H
N N
‘e
L0 o
O N
8a 8b
Obrdzek 8: Strukturni vzorec zdkladniho skeletu fenoxazinonu (8a) a fenazin( (8b).

Fenaziny 8b, se nejcastéji vyskytuji v houbach Pseudomonas, Streptomycetes a dale pak 1

v dalsich organismech Zijicich jak v mofi, tak v ptid&."* Tyto latky, jak jiz bylo diive zmin&no

maji vyznamné biologické vlastnosti, mezi néz patii i antibiotickd, protinddorova, antimalaricka

14



a antiparaziticka aktivita.!> Fenaziny 8b maji své vyuziti i v oblasti barviv. Jejich barviva jsou
vyuzivana pro barveni textilnich vldken. Prvni synteticky vytvotfené barvivo obsahujici
strukturu fenazinu bylo barvivo mauve 9 (Obr. 9) s barvou svétle fialovou neboli slézovou.'®
Struktura fenazinu (Obr. 8) se sklada ze tii aromatickych konjugovanych kruht typickych pro

antracen. V pozicich 9 a 10 vSak fenaziny obsahuji atomy dusiku.

N N NH,*

Obrdzek 9: Barvivo mauve (9).

Fenoxazinony 8a se strukturou i vlastnostmi velmi podobaji fenazinonu. Jsou to také
alkaloidy, s vyznamnymi biologickymi vlastnostmi. Ze strukturniho pohledu si ale mizeme
vS§imnout, Ze pivodni antracen je nyni pierusen dvéma heteroatomy. Atomem dusiku (pozice
9) v sp® hybridizaci a atomem kysliku (pozice 10). Prostiedni kruh pak neni aromaticky.
Predmétem mé praktické ¢asti bakalarské prace je praveé syntéza fenoxazinonu pimeforazinu
1,2. Derivaty fenoxazinonu 8a obecné¢ vykazuji protinddorové vlastnosti a jsou také piitomny

v mnoha barvivech.!’

2.2 Pimeforazin Aa B (1 a 2)

Pimeforaziny A a B (1 a 2) patfi do skupiny latek s fenoxazinovym skeletem. Tato
chemicka latka je v pfirod¢ syntetizovana nosatcem olivovym (Pimelocerus perforatus), ktery
patii do skupiny broukti (Coleoptera).? Nosatec olivovy (Pimelocerus perforatus) je endemitem
na Japonskych ostrovech Honsu, Sikoku a Kjusu, kde se vyskytuje ve velkych podtech, a kde
zptisobuje veliké $kody na olivich zejména pak na olivovniku evropském (Olea europaea).?
Nez byli na Japonské ostrovy rozsiteny olivovniky evropské (Olea europaea), tito brouci
cizopasili na piivodnich rostlinach z ¢eledi Olivovnikovité (Oleaceae), jako je naptiklad Ptaci
zob japonsky (Ligustrum japonicum). Na piivodnich rostlinach se nosatci ovSem nevyskytuji
tak hojn¢ jako na zminénych olivovnicich evropskych (Olea europaea). Populace broukl na
dospélém strom¢ mize dosahovat az 100 jedincl. Protoze se zivi listy a klirou stromu, tak

napadeny strom postupné hyne.?

15



Oba regioizomerni pimeforaziny A a B (1 a 2) byly z nosatct izolovany ve formeé
racemickych smési, tedy jak pimeforazinu A (+)-1 a pimeforazinu B (+)-2. Tyto dva
fluorescentni regioizomery vykazovali vyznamné neuroprotektivni vlastnosti. Tyto vlastnosti

byly hodnoceny na zakladé bun&éného poskozeni SH-SY5Y lidskych bunék neuroblastomu.?

2.3 Biosyntéza fenazinového skeletu

Sekundarni metabolity fenazinového typu biochemicky vychazi z Sikimatové
biosyntetické drahy, presnéji z kyseliny chorinové 10.3 (Obr. 10) Ta zde slouzi jako zakladni
stavebni latka pfi této biosyntéze. Prvnim krokem je pak transformace 10 za pomoci PhzE —
operonil na amino derivat 11, tyto Phz — operony jsou homodimerické enzymy piibuzné
anthranilétové syntaze.!® Dale se pak pomoci operonti PhzD a PhzF pfeméni na 12 a 13. Po
nasledné dehydrataci vznikd intermediat 15. Za katalyzy dalSiho operonu PhzG je pak cesta
kalyzovéna az na vysledné fenazinony 19 a 20. Tato biosynteticka draha je navrzena na zakladé

biosyntézy fenazin@ u nékolika rodti bakterii.'®
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Obrdzek 10: NavrZend biosyntéza prekurzor( vsech komplexnich fenazinoni jezZ vychdzi z chorismové kyseliny 10, zndmého
intermedidtu z Sikimdtové drdhy.18
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2.4 Biomimeticky ptistup k syntéze fenazinu a fenoxazinonu

Syntéza fenazinového a fenoxazinového skeletu mize probihat naptiklad s vyuzitim
CotA-laccasy. Lakazy jsou enzymy obsahujici méd’ a v posledni dob¢ jsou ¢im dal vice
pouzivany v organické syntéze zdivodu jejich znaéné stability v organickych
rozpoustédlech.!® Z pohledu , klasické* organické syntézy, je navrzenych piistupti k fenazintim
a fenoxazinonim nepfeberné mnozstvi.!” Viz niZe ale predkladam pouze biomimeticky
zptisob.!” (Obr. 11) V piipadé diamino benzeni 21a, vznika nejprve aminoxy radikél, ktery
dimerizuje za vzniku fenazinu 22. Hydroxy amino benzen 21b pak dava vzniku

fenaxozinovému skeletu 23. Ani jeden z produktii nasledné nemiize podlehnout aromatizaci

z diivodu pfitomnosti kvarterniho centra.

0, H,0

CotA-laccase

Obradzek 11: Priprava fenazinového a fenoxazinového skeletu v pritomnosti CotA-laktdz.®
2.5 Pimeforazin A a B (latky 1 a 2) — nas cil

Nas z4jem o tento typ latek je zpiisoben jejich neobjasnénym mechanismem ucinku jimz
plusobi jako neuroprotektory. To jsou vlastnosti, které mohou chranit centralni nervovou
soustavu pred akutnimi nebo chronicky degenerativnimi poruchami, mezi néZ patii naptiklad
mrtvice. Chronicky degenerativni poruchy jsou epilepsie, Alzheimer, demence nebo tieba
Parkinsonova choroba.?’ Pimeforazin A a B byl izolovin v Japonsku pouze jako racemicka
smes, tedy jako smes obsahujici oba enantiomery. Zajima nés tedy jaky vliv na biologickou
aktivitu budou mit jednotlivé enantiomery. A abychom to zjistili, tak si tyto latky musime

pfipravit.
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Obrazekl: (+/-)Pimeforazin A (1) a (+/-) Pimeforazin B (2).

2.6 Chiralita

Chiralni molekula je takov4, ktera se nedokaze stotoZnit se svym zrcadlovym obrazem.?!
Takovou dvojici molekulu (Obr.12) si mizeme piedstavit jako par rukou. Obé€ ruce maji palec,
ukazovacek, prostiednic¢ek, prstenicek a malicek. Ale pokud se podivame na svoji napiiklad
pravou ruku do zrcadla, jeji obraz se nikdy nebude moci ptekryt s piivodni pravou rukou. Bude
se nam totiz zdat, ze ruka v zrcadle je naSe leva ruka. Timto zptisobem to funguje i v chemii u
chirdlnich molekul, kde ovSem prsty jsou nahrazeny atomy v molekulach. Chiralni centrum je

zdrojem chiralnich molekul.

B B

A’I D\‘J\ A
A o D IS

Obrdzek 12:optické antipody.

Typickym ptikladem chirdlnich latek vyskytujici se bézné v ptirodé jsou naptiklad L-
aminokyseliny a D-sacharidy. Opac¢né antipody (jejich zrcadlové obrazy, neboli enantiomery),
tedy D-aminokyseliny a L-sacharidy nejsou v pfirodé zastoupeny. Piivlastky D a L pfed nazvy
pak odkazuji na fyzikadlni vlastnost téchto molekul. Maji schopnost stacet rovinu
polarizovatelného svétla do leva (tedy L-enantiomer), nebo do prava (tedy D-enantiomer).
Dtlezitou véci je, Ze maji oba enantiomery stejné fyzikalni i chemické vlastnosti az na smér
staceni polarizovatelného svétla. Zde nastava problém, jelikoz prostiedi ve kterém chiralni latky
pusobi (receptory, enzymy), je chirdlni. To miize zplsobit, Ze oba enantiomery jedné latky

mohou mit v organismu naproste odliné vlastnosti.??

Typickym ptikladem je naptiklad molekula limonenu (Obr.13). (+)-limonen (+)-24 se
nachazi v klife citronu a je zodpovédny za typickou ,,pomeran¢ovou* viini. Jeho opticky antipod

(—)-limonen (-)-24 pak voni po terpentinu a v piirodé se nevyskytuje.?
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/:\
(+)-limonen (+)-24) (-)-limonen (-)-24

Obrdzek 13: (+)-limonen (+)-24 a (—)-limonen (-)-24.
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3 Vysledky a diskuse

Cilem mé bakalaiské prace je vyvinout syntetické piistupy jez by ndm umoznili pfipravit
pimeforazin A a B (slouceniny 1 a 2). Sekundarni metabolity, které jsou produkovany broukem
(Coleoptera) nosatcem olivovym (Pimelocerus perforatus). Tyto latky podle ptredbéznych
vysledki  vykazuji neuroprotektivni aktivitu a naSim cilem je poté potvrdit jejich

strukturu.(Obr.1)

3.1 Retrosyntéza

Retrosyntéza pimeforazinu A (1) a pimeforazinu B (2) je zaloZena na fotochemické
reakcli, kterd je katalyzovana eosinem Y. Eosin Y (31) je silny fotochemicky aktivator malych
organickych molekul, ktery funguje na principu pienosu energie.** Ve fotochemickych reakcich
dochazi k pohlceni svételné energie a jeji preméné na energii chemickou, kdy dojde k pienosu

jednoho elektronu za vzniku reaktivnich meziprodukti.?*

Klicovym krokem syntézy je tedy fotochemicky iniciovana kondenzace mezi difenoly
a orto-hydroxyaninliny, ktera vede k tvorbé tetraacyklického kondenzovaného skeletu.

Nésledna intramolekuldrni cyklizace tohoto intermediatu pak poskytuje cilové molekuly.

( N\

H H
/\/@N (0] HO\/\(:[N O
HO 0 ""OH
:I;ol O:I;ol OH
1 2

NH, OH HO NH, OH
/\/@ + \/\C[ +
HO OH OH OH OH
OH OH
25 27 26 27

Obrdzek 14: Schéma retrosyntézy pimeforazinu A (1) a B (2).
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HO (6) 6]
Br Br

31

Obradzek 15: Eosin Y.

Z praktického hlediska pak pro pimeforazin A (1) vychazime z vychozich latek 25 a 27.
Retrosyntéza pimeforazinu B (2) je zaoZena na latce 27, ale na rozdil od pimeforazinu A je zde
druhou vychozi latkou molekula 26. Diskusni ¢ast se bude vénovat piipravé vychozich latek
25, 26, a 27 jejihz ptipravou jsem se zabyval a jez jsou nezbytné pro ptipravu pimeforazinu A

(1)aB ().

3.2 Ptiprava 3-hydroxy-4-nitro-fenyloctové kyseliny 29

Nejprve jsme se zaméfili na ptipravu fenolu 25, ktery jsme chtéli ptipravit
z odpovidajici karbozylové kyseliny 29, ktera méla byt dostupna nitraci odpovidajiciho fenolu
28.

NO NO
/\/@ 2 L@E 2 j\/@
HO OH HO OH HO OH
25 29 28

Prvnim krokem tedy byla nitrace komer¢né dostupné kyseliny 3-hydroxy-fenyloctové
28 (Tabulka 1). Prvni a zaroven nejjednodusi postup, ktery nas napadl byla nitrace pomoci 4.6
ekviv. kyseliny dusicné (HNO3). Reak¢ni smés se zahtivala a zacala oranzovét. Po ukonceni
reakce a zpracovani vysledki jsme se dozvédéli na zakladé analyzi '"H NMR spektra surové
reakéni smési, ze produkt se rozlozil. Méli jsme za to, Ze kyselina v roztoku smési figurovala

jako pfilis silné oxidaéni ¢inidlo, které rozloZilo celou reakéni smés.

V dalsi reakci jsme tedy pouzili k nitraci kyseliny 3-hydroxy-4-nitro-fenyloctové 29
spolu s kyselinou dusi¢nou 1 kyselinu octovou. Takto pfipravend smés kyseliny dusicné a
kyseliny octové nejprve reaguje spolu za vzniku acetylnitratu 30. Acetylnitrat 30 je mnohem
mirnéjsi nitracni €inidlo, a proto jsme doufali, Ze by mohlo dojit k mononitraci kyseliny 3-
hydroxyfenyloctové 28 do polohy 4. Nitrace sice probéhla, ale probihala do vice poloh.
Vysledkem této reakce tedy byla polynitrace, kdy vzniklo mnoho produkti, které by od sebe

Sly jen téZce oddélit.
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Obrdzek 16: Acetylnitrat.

Proto jsme se rozhodli pouzit jinou nitracni smés. V tomto piipade€ jsme pouzili smés
kyseliny dusi¢né a acetanhydridu. Princip této nitrace by mél byt stejny jako v piipadé
s kyselinou octovou. M¢l by tedy vzniknout nejprve acetylnitrat, diky kterému by nitrace
probihala hladce. Diky struktufe kyseliny 3-hydroxyfenyloctové 28 jsme predpokladali, ze
nitrace bude probihat pouze do polohy 3, jelikoz tato polohe je spolu s polohou 4 fizena
elektronicky (hydroxy skupina fidi elektrofilni substituci do poloh ortho a para), ale poloha 4
je navic stéricky branéna. Tato teorie se ovSem neukazala jako pravdiva, jelikoZ 1 na dale
probihala nitrace hned do n¢kolika poloh a vznikala smés produktt jez §li obtizné identifikovat.
Reakci jsme se pokouseli optimalizovat upravenim poméri ekvivalenti smési acetanhydridu a
kyseliny dusi¢né ptidavané k vychozi latce, nicméné zadn4d uprava reakce nezabrénila

polynitraci. Produktem vzdy byly polynitrované kyseliny.

Vysledky s reakénimi podminkami tykajici se konkrétni nitrace kyseliny 3-

hydroxyfenyloctové byly zaznamenéany do tabulky 1.

Tabulka 1: optimalizace nitrace kyseliny 3-hydroxyfenyloctové 28

o) OzN 0
>
HO OH HO OH

28 29
Ridek Reakéni podminky vysledek
1 HNO;3 (4,6 ekviv.) Rozklad VL

2 HNOs (4,8 ekviv.) Kyselina octova, 0 °C Smés produkti
3 HNO; (1 ekviv.), Acetanhydrid (1,5 ekviv.) = Smés produktt
4 HNOs (2 ekviv.), Acetanhydrid (3 ekviv.) Smés produktt

Z diivodu neuspésné nitrace jsme se rozhodli tento pfistup docasné opustit a vénovat se

mezitim syntéze substratu vhodneého pro syntézu pimeforazinu B.
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3.3 Ptiprava 3-amino-4-hydroxyfenethyl alkoholu 26

V piipadé syntézy alkoholu 26 jsme chtéli piedejit problémim s nitraci odpovidajici
karboxylové kyseliny a tedy jsme se rozhodli nejprve piipravit odpovidajici polyhydroxylovany
skelet. Rozhodli jsme se tedy zacit syntézu alkoholu 26 redukei kyseliny 4-hydroxyfenyloctové
32 pomoci LiAlH4 rozpusténém v THF za zvySené teploty. Viz tabulka 2. Produktem této reakce
byla skute¢né redukovana karboxylova kyselina. Tato kyselina je komercné dostupna, ale jeji
syntéza (pozdéji byla koupena) mi slouzila k tomu abych (a) se nacil pracovat se
samozapalnymi latkami, a (b) abychom si vyzkouseli jak dané transformace budou probihat na
téchto substratech nejenom z pohledu reaktivity, ale zejména reakéniho work upu. Na této
reakci jsme si dale vyzkousSeli, Ze podobné kyseliny plijdou redukovat bez vétSich problému.
Tato informace se ndm poté hodila, pfi redukci obdobné kyseliny 3,4-dihydroxyfenyloctové,
potfebné k finalni syntéze pimeforazinu jak A, tak i B. Produkt této reakce byl velmi Cisty a

nebylo potieba jej dale Cistit.

Tabulka 2: reakcni podminky redukce kyseliny 4-hydroxyfenyloctové

mOH /©/\/OH
HO © HO

32 33

Radek Reakéni podminky Vytézek reakce

1 LiAlH4 (1.5 ekviv.), THF (2.eq) 48 %

3.3.1 Ptiprava lodosobenzenu 34

Dalsim krokem k ptiblizeni se k 3-amino-4-hydroxyfenethyl alkoholu 26 byla nitrace
alkoholu 33. Z jiz ptedeslych pokusti nitrace velmi podobné latky jsme se rozhodli pouzit zcela
jiny zptsob nitrace. Selektivni nitrace pomoci idosobenzenu (Obr. 17).° Tato reakce byla
lakava nejen z pohledu jeji selektivity, ale také jelikoZ je velmi Setrnd k okolnimu prostiedi.
Reakéni smés nemusi byt zahtivana a probiha za béznych laboratornich podminek. Pro pfipravu
iodosobenzenu 34 jsme pouZili (diacetoxyjod)benzen. Reakce probihala pfes noc a byla potieba
Jji jednou optimalizovat, jelikoZ poprvé doSlo k rozlozeni produktu. Optimalizace probihala
podle tabulky 3. Pfi samotné reakci se pak ukazalo, ze problémem pfti ptipravée této latky neni
ani tak jeji tvorba, ale izolace. VSe se nakonec povedlo zvladnout a byl jsem schopen izolovat

danou latku v 88% vytézku.
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Tabulka 3: Optimalizace pripravy iodosobenzenu 34

H3C\n/0\ | /O\n/

o o

CHj, Os

35 34
Radek Reakéni podminky Cas (hod) Vysledek/vytéZek
1 NaOH (21.3 ekviv.) 18 rozklad
2 NaOH (5.31 ekviv.) 2,5 88 %

Todosobenzen bude pii nitraci fenolu slouzit k tomu, aby vytvofil kationt NO>". Bude se
tedy jednat o elektrofilni substituci. Tvorba vySe zminéného kationtu je znazornéna viz obrazek

18.

/

34

Obrazek 17: lodosobenzen.
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Obrazek 18: mechanismus tvorby NO2+ pro elektrofilni substituci prevzaté z ¢ldnku od Kevin A. Judrez-Ornelas,J. Oscar C.
Jiménez-Halla, et al., lodine(lll)-Catalyzed Electrophilic Nitration of Phenols via Non-Brgnsted Acidic NO2+ Generation.?

3.3.2 Nitrace 4-hydroxyfenethyl alkoholu 33

Samotnd nitrace pomoci iodosobenzenu prob&hla velmi uspéSné. Produkt byl

30

vyizolovan a précistén. Vytézky reakce byl zaznamenan do tabulky 4.
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Tabulka 4: nitrace 4-hydroxyfenethyl alkoholu

/@/\/OH OzND/\/OH
_—

HO HO
33

35
. 33 Vytézek
Radek Reakéni podminky
[mmol] [%]
1 2,5 PhIO (0.25 ekviv.), AI(NOs)s (0.35 ekviv.) 54 %
2 15 PhIO (0.25 ekviv.), AI(NO3)s (0.35 ekviv.) 91 %

3.3.3 Redukce 3-nitro-4-hydroxyfenethyl alkoholu 35

Abychom ziskali potfebny amin 26, museli jsme nitro derivat ziskany z minulé reakce
35 redukovat. Zpiisobil, jak redukovat nitro skupinu na aromatickém skeletu je mnoho. Zptisob,
ktery jsme vybrali jako prvni byla nitrace pomoci LiAlH4. Redukce nitro skupiny probihala tak,
ze jsme nejprve rozpustili vychozi latku v THF a nechali reagovat 6 hodin. Po ukonceni reakce
(hlidani pribéhu pomoci TLC) jsme ze smési odstranili hlinité soli pomoci vinanu sodno-
drasselného. Bohuzel se LiAlH4 ukézal, jako pfili§ silné redukcni cinidlo. Vyslednym

produktem reakce tedy byla smés déle nespecifikovatelnych latek.

Dalsi metodou, kterou jsme na redukci latky 35 pouzili byla redukce pomoci slabsiho
redukéniho ¢inidla NaBHg ve spojeni s Pd/C. Po zpracovani reakéni smési a vyhodnoceni
vysledkll jsme bohuzel zjistili, Ze 1 béhem tohoto postupu dochazi k redukei celé vychozi latky,

a tudizZ nevznika potfebny amin.

Jako dal3i redukéni ¢inidlo jsme zvolili pouze Pd’. Redukovali jsme tim zptisobem, Ze
jsme nejprve rozpustili nitro derivat v EtOAc a poté piidali Pd/C. Argonovou atmosféru jsme
poté vyménili za vodikovou. Reak¢ni smés jsme nechali 48 hodin michat. Tato redukéni metoda

se nam osvédcila. Produkt 26 byl velmi ¢isty a nebyla tfeba ho dale purifikovat.

Reakce vedouci k redukci latky 35 na latku 26 jsme poté zaznamenali pro zjednoduseni do

tabulky 5.
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Tabulka 5: reakce vedouci k priprave latky 26

OZND/\/OH reakéni podminky H2NI>/\/OH
o
HO HO

35 26
Radek Reak¢ni podminky Cas reakce Vysledek/vytézek
[hod]

1 LiAlH4 (4 ekviv.), THF (0.1 ekviv.) 6 Rozklad VL

2 NaBH4 (2 ekviv.), Pd/C (0.01 ekviv.), NaOH (2 4 Rozklad VL
ekviv.), H2O (1 ekviv.)

3 Pd/C (0.016 ekviv.), EtOAc (1 ekviv.) 48 73 %

4 Pd/C (0.016 ekviv.), EtOAc (1 ekviv.) 46 61 %

3.4 Priprava 3,4-dihydroxyfenethyl alkoholu 27

Pro ptipravu 3,4-dihydroxyfenethyl alkoholu 27 jsme zredukovali kyselinu 3.4-
dihydroxyfenyloctovou 36. Jak jsme jiz pfedpokladali vzhledem k piedchozim reakcim na
podobné bazi, tak tato reakce ptobe&hla bez zadnych potizi. 3,4-dihydroxyfenethyl alkohol se
nam podafilo pfipravit Cisty bez necistot. Tento alkohol je jednim z klicovych komponentl pro

piipravu pimeforazinu A i B. Reakce probihala podle tabulky 6.

Tabulka 6: priprava 3,4-dihydroxyfenethyl alkoholu

36 27

Riadek  Reakéni podminky Vytézek [%o]

1 LiAlHs (3 ekviv.), THF (2h) 77 %
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3.5 Esterifikace ptipravenych alkohold 26, 27

Nasim cilem je pfipravit ob¢ ptirodni latky ve forme jednoho enantiomeru. Nikoliv jako
smes obou enantiomert. Jednou, a asi tou nejjednodussi cestou jejich piipravy, je modifikovat
ptipravené prekursory pro samotnou fotochemickou reakci jako jejich estery, kde acylova cast
molekuly ponese na sob¢ chiralni pomocnou skupinu. Po nasledné fotoadici pak budou vznikat
cilové molekuly ve formé¢ diastereoizomerii, jez pujdou snadno odd¢lit. Nasledna
intramolekularni cyklizace (tvorba 4-t¢ho kruhu) pak poskytne cilové piirodni latky jako
homoizomery — pravé jeden enantiomer. Pfi esterifikaci jsme si museli dat pozor na to, aby
nedoslo k polyesterifikaci, jelikoz na alkoholech 26 a 27 se vyskytuji nejmén¢ 2 hydroxylové
skupiny. Konkrétn€ dvé na molekule 26 a 3 hydroxylové skupiny na molekule 27. Karboxylova
skupina, kterd by vyhovovala nasim pozadavkiim musela byt tedy chirdlni a nesméla nikterak
interferovat s naslednou fotochemickouo rekaci. Proto jsme zvolili N — karbobenzyloxy — L —

prolin.

Na esterifikaci obou zminénych alkoholll jsme pouzili stejny postup. Nejprve jsme
pridali k DCC nasi chiralni kyselinu 37 ve smési s DMAP v CH>Cls. Tento krok jsme provadéli
za 0 °C. Po 5 minutach jsme ptidali nas alkohol 26 (Tabulka 6) nebo 27 (Tabulka 7) rozpuStény
také v CH2Cly. Takto pfipravenou reakéni smés jsme poté michali 16 hodin. Bohuzel, ani
v jednom piipadé nedoSlo k pouhé esterifikaci alkoholu, a vysledkem reakce byla pouze

neidentifikovatelna smés produkti.
0
CRLOH
(7 0
o}
37

Obrdzek 19: N—karbobenzyloxy—L— prolin (37).
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Tabulka 6: reakcni podminky esterifikace alkoholu 26

HzND/\/OH HZND/\/OW
HO HO © o)\O/\©

Y

26 28
Cas
Radek Reak¢ni podminky reakce Vysledek
(hod)
. DMAP (0.1 ekviv.), DCC (1 ekviv.), CH2Cl (1 8 Smés
ekviv.), CH2Cl, (1 ekviv.) produktt

Tabulka 7: reakcni podminky esterifikace alkoholu 27

HO OH HO OW
1 O @
HO HO o)\o

Y

27 39
Cas
Radek Reakéni podminky reakce Vysledek
(hod)
. DMAP (0.1 ekviv.), DCC (1 ekviv.), CH2Cl> (1 ” Smés
ekviv.), CH2Cl (1 ekviv.) produkti

V tomto okamziku se ale muj ¢as prace v laboratofi jiz nebezpecné nachylil ke konci a
moje dobrodruzstvi, které mélo vést k pripraveé intermediatt vedoucich v budoucnosti k syntéze

vySe zminénych pfirodnich latek 1 a 2 se zde zastavilo.
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4 Zavér

Ma bakaléiskd prace byla zaméfena na sekundarni metabolity. Piesnéji sekunddrni
metabolity, které ve svém téle produkuje japonsky brouk Pimelocerus perforatus. Mym cilem
tedy bylo vyvinout syntetické metody jez by nas piiblizili k ultimatnimu cili pfipravit a tim 1

potvrdit navrzenou strukturu latek pimeforazinu Aa B (1 a 2).

V teoretické Casti jsem se podrobnéji vénoval sekundarnim metabolitiim. To znamena,
co viubec sekundarni metabolity jsou a kde se v ptirod¢ nachdzeji. Dale jsem se vénoval jejich

déleni a ke kazdé¢ kategorii uvedl n€kolik zastupc.

V experimentalni Casti jsem se zaméfil na ptipravu vychozich latek nezbytnych
k fotochemické adici a tvorbé kyzeného zdkladniho skeletu pimeforazinu B (2). Nasledna
ptiprava odpovidajicich esteri mi zatim bohuzel nevysla, ale tento krok spolu s naslednou
fotochemickou adici bude jiz predmétem dalsiho projektu. BohuZzel na dalsi kroky v syntéze mi

JiZ nezbyl ¢as. Samotné ziskani obou zminénych alkohold vSak beru jako Gspéch.
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5 Experimentalni ¢ast

5.1 Obecné informace

Veskeré reakce byly provadény, paklize neni uvedeno jinak, v bezvodém prostiedi.
Aparatury byly zihany plamenem pod tlakem inertniho plynu (argon). Veskera rozpoustédla
pouzitd pro reakce byla, pokud neni uvedeno jinak, zbavena vlhkosti pomoci standartnich

susicich kolon dle protokolu vyvinutého H. C. Grubsem a jeho spolupracovniky.

Pro sloupcovou chromatografii (CC) bylo vyuzito silikagelu jako stacionarni faze a
smési hexanu (Hex.):EtOAc (V/V), paklize neni uvedeno jinak, jako mobilni faze. Eluované
frakce byly jimany po 5-30 ml frakcich a jejich obsah byl monitorovan pomoci TLC. Frakce

obsahujici stejny produkt byly spojeny a nasledné odpareny na rota¢ni vakuové odparce (RVO).

K méfeni NMR spekter byl, pokud neni uvedeno jinak, pouzit spektrometr JEOL
ECA4001I pracujici pfi frekvenci 399,78 MHz (*H) a 100,53 MHz (13C). Mé&teni byla providéna
za laboratorni teploty, pfiCemZz vzorky byly rozpuStény a nasledné méfeny v jednom
z nasledujicich rozpoustédel, CDCI; nebo aceton-ds. chemické posuny zbytkového signalu
nedeuterovaného, resp. ne zcela deuterovaného rozpoustédla slouzily ke kalibraci méfenych 'H
NMR spekter. Chemické posuny zbytkovych nedeuterovanych resp. ¢aste¢né deuterovanych
rozpoustédel v daném rozpoustédle jsou nasledujici: CDCI3 (7,26 ppm) a aceton-d6 (2,05 ppm).
Ve spektrech '3C bylo vyuzito ke kalibraci charakteristického signalu atomu '*C
substituovaného atomem vodiku *H. Chemické posuny jsou nésledujici: CDCl3 (77,23 ppm,
prostiedni signal) a aceton-ds (29,84 ppm). Findlni produkty byly purifikovany pomoci

kolonové chromatografie na silikagelu (viz vyse).

M¢éteni hmotnostnich spekter bylo realizovdno na pfistroji znacky Waters (Q-TOF
MICRO). Elementarni analyzy byly provedeny na pfistroji EA1112 Flash analyser ("Thermo-
Finnigan). Teploty tani byly méfeny na piistroji SMP 30 (Stuart®) a nejsou korigovany.

Prabéh reakei byl monitorovan pomoci tenkovrstvé chromatografie (TLC) na silikagelu. Pro
tento typ operace byly pouzity aluminiové desky pokryté silikagelem 60 SIL G/UV254
s fluorescentnim indikatorem (Machery-Nagel). Jednotlivé slouceniny pfitomné v reakéni

smési byly dale vizualizovany pomoci vizualiza¢nich roztok.
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5.1.1 Vizualizaéni roztoky pro TLC
e Metody piipravy:

Zasadity roztok KMnOs byl piipraven rozpusténim 9 g KMnO4 a 20 g K2CO3 ve 150 ml
10 % NaOH.

Vanilinovy roztok byl pfipraven rozpusténim 2 g vanilinu ve 100 ml ethanolu obsahujici 1 ml

koncentrované H>SO4.

Hannesianiv vizualiza¢ni roztok byl ptipraven rozpusténim 12 g kyseliny fosfomolybdenové

v 250 ml ethanolu.

5.2 Syntéza 3,4-dihydroxyfenethyl alkoholu 27

Hom LIAIH4 (3 eq.) HOD\/\
HO OH THF, 25°C HO OH
36 27

Do trojhrdlé banky s chladi¢em se ptida smés LiAlH4 (2.031 g, 53.5 mmol, 3 ekviv.) a
THF (36 mL, 17.8 mmol, 1 ekviv.). Za stadlého michani a chlazeni se pfiddva smés vychozi latky
36 (v THF (36 mL, 17.8 mmol, 1 ekviv.) béhem 1.5 hodiny. Po dokapéni se smés zahiiva 2.5
hodin na 67 °C. Poté nechdme zchladnout. Po dokonc¢eni je smés okyselena na pH 2 (kontrola
pomoci pH papirku) a je ptidana voda (25 mL). Vyslednd smés je extrahovana EtOAc (3 x 90
mL) a spojené organické faze jsou promyty pomoci H2O (21 mL), NaHCO3 (70 mL) a solanky
(70 mL). Dale je smés suSena nad Na>SO4 a odpatena. Zbytecné rozpoustédlo jsme poté odpafili
na RVO. Bylo ziskéno 2.12 g tmaveé hnédé, olejoviteé latky v kvantitativnim vytézku 77 %.
'"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 8.59 (broad s, 1H), 8.55 (broad s, 1H), 6.64 — 6.50

(m, 2H), 6.40 (dd, J=7.9, 1.7 Hz, 1H), 4.48 (t, J = 4.9 Hz, 1H), 3.47 (q, J= 7.1 Hz, 2H), 2.47
(dd, J=3.9, 2.1 Hz, 2H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 8 (ppm): 144.9, 143.4, 130.2, 119.5, 116.3, 115.4, 62.7, 38.6.
HRMS pro CsHi9O3 pro [M+K]": 155.168, nalezené 155.0703.
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5.3 Syntéza 3-nitro-4-hydroxyfenethyl alkoholu 35

PhIO (0.25 eq.),
/@/\/0"' AI(NO3)3 (0.35 eq.)OZN:©/\/OH
—_—
HO CH3CN (1 eq.), 12 hod HO
33 35

Ve 150 mL kulaté batice se rozpusti PhlO (796 mg, 3.62 mmol, 0.25 ekviv.) v CH3CN
(96.5 mL, 14.5 mmol, 1 ekviv.). Poté piidame AI(NO3)3 (1900 mg, 5.07 mmol, 0.35 ekviv.) a
michame 10 minut. Smés ochladime na 0 °C. Pot¢ pridame fenol 33 (2,0 g, 14.5 mmol, 1 ekviv.)
Reakéni smés ohfejeme na laboratorni teplotu a nechame michat pies 12 hodin (ukoncéeni
reakce se sleduje pomoci TLC). Poté ptidame solanku (250 mL) a extrahujeme ethylacetatem
(3 x 100 mL). VysuSime pomoci Na»SOs, pfefiltrujeme a nechdme odpafit piebytecné
rozpoustédlo na RVO. Produkt pfecistime na chromatografické koloné (SiO2, DCM:MeOH =
100>100:1> 50> 1->25:1) a izolovany jako nazloutla pevna latka (1.27 g, 48 %)

'"H NMR (400 MHz, Chloroform-d) & (ppm): 10.48 (s, 1H), 7.98 (d, J=2.2 Hz, 1H), 7.48 (dd,
J=128.6,2.2 Hz, 1H), 7.12 (d, J= 8.6 Hz, 1H), 3.89 (t,J= 6.3 Hz, 3H), 2.87 (t, /= 6.4 Hz,
2H).

13C NMR (126 MHz, Chloroform-d) 3 (ppm): 154.0, 138.8, 133.6, 131.4, 124.9, 120.2, 63.3,
37.9.

HRMS pro CsHsN;O4 pro [M+K]™: 184.16, nalezené 184.06

5.4 Syntéza 3-amino-4-hydroxyfenethyl alkoholu 26

OzND/\/OH Pd/C (0.016 eq.) H2Nj©/\/OH
HO EtOAc (1 eq.), 48 hod HO

35 26

Vychozi latku 35 (876 mg, 4.78 mmol, 1 ekviv.) rozpustime v EtOAc (36.8 mL, 4.78
mmol, 1 ekviv.) a k této smési ptiddme Pd/C (81.4 mg, 0.0765 mmol, 10%, 0.016 ekviv.).
Nasledné¢ vyménime argonovou atmosféru za dusikovou a tu dale vyménime za vodikovou.
Reakéni smes michame 48 hodin. Prib¢h reakce sledujeme pomoci TLC (DCM:MeOH - 6:1).
Prefiltrujeme pfes celite a promyjeme EtOAc. Vysledny produkt je svétle zlutd pevna latka.

(444 mg, 61 %)

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) 5 (ppm): 5.82 — 5.79 (m, 2H), 5.64 (dd, J = 8.0, 2.1 Hz, 1H),
2.86 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 1.84 (t, J = 7.3 Hz, 2H).
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13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) 5 (ppm): 135.5, 126.4, 122.1, 111.1, 108.7, 106.0, 55.2,
30.3.

HRMS pro CsHiN O, pro [M+K]*: 154.68, nalezené 154.0862
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7 Ptilohy

7.1 Kopie 'H a '*C NMR spekter latky 27
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7.2 Kopie 'H a *C NMR spekter latky 35

JP-JKS-01-008-01

single_pulse
o®
aa
o '\\;
I,
OH
O/
H

3.90
3.89
3.87
2.88
2.87
2.85

- 7
\
- 7
N\

2137

T T T T T T T
10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5

63.26
37.90

f1 (ppm)
JKS-01-008-01
single pulse decoupled gated NOE " am PR
It © Y a o g
b & #8 & § :
[ Il (. I
I OH
O/
HO
|
T T T T T T T T T T T
180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80

f1 (ppm)



7.3 Kopie 'H a 13C NMR spekter latky 26
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