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SOUHRN

Piedkladanou diplomovou praci volné navazuji na svou bakalaiskou praci, ve které jsem
se zabyval piipravou prekurzori pro syntézu atropoizomernich ortho-substituovanych
3-fenylflavinl. V praci se zabyvam studiem podminek pro pievedeni 3-ortho-tolylflavinu a
3-ortho-tolylflavin-N-oxidu na odpovidajici flavinové kyseliny, které by mohly byt dale
derivatizovany na ortho-substituované flavin-amidy nebo flavin-estery. Ziskané latky by mohly
byt vyuzity jako potencialni katalyzatory redoxnich reakci, pfedevsim enantioselektivnich

sulfoxidaci.



SUMMARY

The presented diploma thesis is built on my bachelor thesis and deals with the study of
preparation of ortho-substituted 3-phenylflavins. The target is prepration of 3-ortho-tolylflavin
and 3-ortho-tolylflavin-N-oxide and their potential transformation to diastereomeric
ortho-substituted flavin-amides or flavin-esters. Obtained substances could be tested as

potential catalysts for redox reactions, especially for enantioselective sulfoxidations.
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1 UvOD

Flaviny patii do skupiny biologicky aktivnich latek, pusobicich jako univerzalni
oxida¢ni nebo reduk¢ni Cinidla v mnoha typech enzymu. Nejcastéji se jedna o oxidasy,
disulfidové oxidoreduktasy, dehydrogenasy a elektron-transferasy. Jejich spole¢nou strukturou
je alloxaziniové nebo isoalloxazinové seskupeni. (Obr. 1) Systém konjugovanych dvojnych

vazeb umoziuje témto latkam absorbovat svétlo v oblasti viditelného spektra s vinovou délkou

cca 450 nm, diky ¢emuz maji flaviny intenzivni Zluté zabarveni. 137
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Obrazek 1. Struktury flavinii a jejich mozna substituce.

Prace z poslednich let, zabyvajici se touto tématikou ukazuji, ze flaviny jsou
perspektivnimi katalyzatory oxida¢nich a redukénich reakei nejen v ptirodnich ale i v umélych
systémech. Jednim z hlavnich pfedméti studia je pak katalyticka oxidace aminti na N-oxidy,
Bayerova-Villigerova oxidace ¢i oxidace sulfidi na sulfoxidy. Napi. asymetrické sulfoxidy
Omeprazol nebo Lansoprazol patiici do skupiny 1é¢iv oznacovanych jako inhibitory protonové
pumpy se pouZzivaji jako 1é¢iva hyperacidosy a jsou praktickym piikladem sulfoxida, které 1ze
ziskat z ptivodnich asymetrickych sulfidi katalytickou enantioselektivni oxidaci. Flaviniové
soli typu 1 Ize vyuzit jako organokatalyzatory v reakcich, ve kterych je pouzit peroxid vodiku
nebo kyslik jako oxida¢ni ¢inidlo. V organické syntéze se pak stavaji Setrngj$i alternativou
k Zivotnimu prostfedi. 3 Podstatou katalytického plisobeni flaviniovych soli je vznik
flavin-4a-hydroperoxidu 2, ktery je siln€jsim oxida¢nim ¢inidlem neZ samotny peroxid vodiku
nebo kyslik. (Schéma 1) >® Riizné derivatizované flaviniové systémy se tak stavaji zajimavym

tercem z4jmu mnoha védeckych pracovist.
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Schéma 1. Flavin-4a-hydroperoxid — oxidacni c¢inidlo.



2 CIL PRACE

Ve své diplomové praci jsem se zabyval piipravou atropoizomerniho
3-ortho-tolylflavinu 3, ktery byl dale oxidovan na odpovidajici flavinovou karboxylovou
kyselinu 4. Reakci s chiralnim alkoholem nebo aminem by pak tato flavinova kyselina mohla
poskytnout diastercomerni flavin-ester 5 nebo flavin-amid 6. Jednotlivé oddélené
diastereomery flavin-esteru 5 nebo flavin-amidu 6 by pak mohly byt testovany jako potencialni
katalyzatory redoxnich reakci. (Schéma 2)

Samotna methylova skupina v poloze ortho neni totiz tak objemna, aby zabranila volné
rotaci kolem jednoduché vazby uhlik — dusik v poloze 3 flavinového skeletu a tudiz je obtizné
jednotlivé enantiomery piivodniho 3-ortho-tolylflavinu 3 separovat. 27 Objemné&;si esterova
nebo amidové skupina by tak mohla spiSe branit ve volné rotaci kolem této vazby a navic by

bylo mozné vznikajici diastereomery oddélit sloupcovou chromatografii. ' (Schéma 2)

Schéma 2. Cil prace — syntéza flavinové karboxylove kyseliny a jeji dalsi potencialni

derivatizace.



3 TEORETICKA CAST

3.1 Historie a vlastnosti flavint

Flaviny se vyznamné podileji na mnoha oxidacnich a redukénich procesech v zivych
organismech, zejména pak jako kofaktory v fadé enzymii. ® Tyto latky se udastni mnoha
biochemickych reakci jako koenzymy i fotoreceptory. V piirodé se nejcastéji vyskytuje
riboflavin, ktery poprvé izoloval anglicky chemik Wynter Blyth roku 1879 z kravského mléka. °
Volné flaviny se vSak v organismu nevyskytuji. VétSinou jsou vedle riboflavinu 7a
fosforylovany nebo jinak substituovany napi. do podoby FMN 7b (flavinmononukleotid) nebo
FAD 7c (flavinadenindinukleotid). (Obr. 2)*

7a: R = OH
/O-
(0]
Tb:R= " Sp_ .
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(@]
7¢: R = ADP

Obrazek 2. Dulezité biologicke derivaty flavinii.

Oxida¢né-redukéni a fotochemické vlastnosti pfirodnich flavinli inspirovaly mnoho
chemiki a v roce 1935 Krebs 1° a Warburg ** dokézali, Ze riboflavin mé zasadni tilohu jako
prekurzor ve stavbé FAD. Kromé¢ toho hraji flaviny, diky svym fotofyzikalnim vlastnostem,
dilezitou roli ve fotoreceptorech a v enzymech, které potiebuji pro svou ¢innost svétlo. Snadny
pfechod flavinii do excitovaného stavu a néasledné vyzareni svétla pfi navratu na zékladni
hladinu je podstatou bioluminiscence. * 3 To vedlo mimo jiné k tomu, Ze jsou flaviny v dne$ni
dobé& pouzivany jako fluorescen¢ni znaéky v bakteriich, rostlindch, houbach a fasach. 2

Od tohoto roku byly objeveny jiz stovky flavoproteinovych enzymd. 8

* Nazvy flavinmononukleotid a flavinadenindinukleotid neodpovidaji chemické struktufe téchto latek. Vzhledem
K historii se tyto nazvy bézné pouZivaji.



Dalsi dulezitou vlastnosti flavind je jejich schopnost katalyzovat dvouelektronové
reakce nebo radikalové jednoelektronové reakce. 1 Proto jsou flaviny sou¢ésti dehydrogenas a
oxidas. Tuto vlastnost maji flaviny typu 8a a 8b diky pfitomnému azedienovému seskupeni.
(Obr. 3) Takovy radikalovy mechanismus popisuje (Schéma 3). Flavin 9 snadno pfijima dva
elektrony za vzniku redukované formy 1,5-dihydroflavinu 10, ktery je takika bezbarvy a lze ho
snadno oxidovat zpét na vychozi flavin 9. '3 Pfijetim pouze jednoho elektronu viak flavin
pfechazi na stabilni radikal oznacovany jako semichinon 11. Ten se pak v zavislosti na okolnim
pH vyskytuje ve dvou barevné odlisSnych formach. Neutralni forma 11 (Schéma 3) je modra.

Po ztraté protonu Vv alkalickém prostiedi pak méni barvu na Cervenou.
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Obrazek 3. Azedienova seskupeni v molekulach flavinii.
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Schéma 3. Jedno a dvouelektronova redukce isoallaxazinu.



Flaviny se G€astni i mnoha elektrofilnich a nukleofilnich reakci za vzniku kovalentnich
vazeb. Nejreaktivnéjsim mistem je pak poloha 4a isoalloxazinového nebo alloxazinového
skeletu. Nejlepsim piikladem je reakce redukované formy flavinu 12 s kyslikem za vzniku
flavin-4a-hydroperoxidu 13, ktery je pouZzivan jako univerzalni oxida¢ni ¢inidlo ve flavinovych

monooxigenazach. ° (Schéma 4)
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Schéma 4. Reakce dihydroflavinu s kyslikem.

3.2 Vyuziti flavinu v organické syntéze

V organické syntéze se hojn€ vyuZzivaji pravé vySe uvedené vlastnosti flavini redukovat
a oxidovat vhodné substraty. V umélych systémech se zatim nepodafilo provést oxidaci
substratu pomoci nesubstituovaného flavin-4a-hydroperoxidu, coz zpusobuje nejspise jeho
nizka stabilita. Proto se pouziva jiz zminény stabilngjsi 5-alkyl-flavin-4a-hydroperoxid 13
(Schéma 4). Flavinové systémy se ukazaly jiz v minulém stoleti jako ucinné katalyzatory
enantioselektivnich S- a N-oxidaci. Obecné katalytické plsobeni je znizornéno nize.
(Schéma 5) Flaviniova sul 15 aduje molekulu peroxidu vodiku za vzniku
flavin-4a-hydroperoxidu 16, ktery oxiduje substrat a pfechazi pii tomto procesu na redukovany
flavin-4a-hydroxid 17. Jeho reakci s vodou v kyselém prostiedi se obnovuje oxidovana forma
flaviniové soli 15. 1% %

Obdobnym mechanismem poskytuje alloxaziniova sill 18 pfi reakci s peroxidem vodiku

flavin-4a-hydroperoxid alloxazinového typu 19. (Schéma 6)



R (@]
+H*, -H,0 15 H,0,
+H,0, -H”
10
R1
r® l\ll N_ _O 8 |
11 I rr
N -
R’ N \Rs /\ R’ NLN\Rg
150 o
\ Substrat Substrat \
17 H 16 |
H

R
R N lll 0
j@E Tr
= N
R? |\ll+ | \Rg
R° O
+ 18
H,0,, - H H202
H,0,, H
Rl
R8
LY = UL
7
R N
| 5 Substrat,, ~ Substrat . © I
h O R® o O
i
20 TR

Schéma 6. Zjednoduseny katalyticky cyklus alloxaziniovych Soli.



Alkylovany flavin-4a-hydroperoxid 16 nebo 18 je generovan in situ ze
stechiometrického mnozstvi isoalloxaziniové nebo alloxaziniové soli a je schopny oxidovat
sulfidy na sulfoxidy, terciarni aminy na piisluiné N-oxidy 6 a cyklické ketony na laktony pfi
Baeyerové-Villigerové oxidaci. 1’

Yasushi Imada s kolektivem se konkrétné zabyvali organokatalytickou oxidaci
boronovych kyselin molekularnim kyslikem v prostiedi zinku jako redukéniho ¢inidla. Pomoci
této metody pro organokatalytické aerobni oxidace organickych sloucenin dochézi totiz

k simulaci enzymatické funkce FAD. 18

Z vyse uvedené¢ho vyplyva, Zze praveé
flavin-4a-hydroperoxid 13, resp. 16 je vysoce reaktivni oxida¢ni ¢inidlo.

Vhodné derivatizované flaviniové soli se wuplatiuji jako katalyzatory
enantioselektivnich oxida¢nich reakei. Prikladem téchto reakci je i Baeyerova — Villigerova
oxidace cyklobutanonti na laktony s 61 — 74 % ee. # (Schéma 7) Dale je to oxidace
asymetrickych sulfidii na sulfoxidy. Jako modelové substraty se pro tyto oxidace pouzivaji
asymetrické aryl(methyl)sulfidy nejéast&ji pak thioanisol. 21 222 (Schéma 8) Pro piipravu
opticky cistych sulfoxidi ¢i laktoni je tfeba pouzit chirdlni flaviniové soli, které mohou svou
strukturou ovlivnit jak pfistup oxida¢niho ¢inidla (kysliku nebo peroxidu vodiku), tak ptistup
substratu. Pro tyto sulfoxidace byla napiiklad pouzita pfemosténa chiralni flaviniova siil 22 22,
dale stericky branéna flaviniova sil s ,,pokli¢kou* % 23 a cyklodextrinovy konjugat 24 2 24,

Ze struktury planarné chiralni flavinové soli 23 (Schéma 8), kterou navrhli Cibulka a
Jurok je ziejmé, Ze flaviniové seskupeni je z jedné strany blokovano aromatickou ,,poklickou,
coz zajistuje piistup substratu pouze z nebranéné strany. 2

Zatim nejucinnéjsi enantioselektivni organokatalyzatory vyuzivané pro oxidace sulfida
jsou cyklodextriny 24. Ty vytvareji inkluzivni komplexy s alifatickymi i aromatickymi sulfidy

¢imz je dosazeno az 91 % ee. 24 2°
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Schéma 7. Baeyerova—Villigerova oxidace cyklobutanonii.



katalyzator :

S S
~
CH ~
HL;C H.C

3 21 3

o (|32H5
I NS

—N =

katalyzator: (CHy)g )\
Z Z
(O] N N
65% ee
o clo,
22

N
N DO
32-52 % ee

61-91% ee

Schéma 8. Enantioselektivni sulfoxidace.
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3.3 Axialné chiralni flaviny — moZnost substituce fenylu v ortho poloze

Byla navrZena fada molekul axialn¢ chiralnich 3-arylflavint, které nesou v poloze ortho
na fenylovém zbytku objemnéjsi alkylovou nebo arylovou skupinu. Tato pomérné objemna
skupina by méla na rozdil od skupiny methylové zabranit volné rotaci kolem vazby uhlik - dusik
v poloze 3 flavinového skeletu. Na pracovisti Organické chemie VSCHT v Praze byly
ptipraveny flavinové derivaty se zavedenou iso-propylovou 25, terc-butylovou 26, fenylovou
27 ¢i trifluormethylovou skupinou 28 v ortho poloze na fenylovém zbytku. Také byl piipraven
obdobny brom derivat 29 a rovnéz byl proveden pokus o zavedeni oxazolinového seskupeni do

molekuly 3-arylflavinu, derivat 30. Zavadéni oxazolinového seskupeni v§ak nebylo uspésné. *°

(Obr. 4)
i-Pr t-Bu ‘
(0]
SesReCesheoe s
O¢kN/ N O¢\\N/ ITI Oy N/ IT]
L

CH CH;
25 “M3 26 27

0
I
//I
07 N N

Obrazek 4. Struktury axidlné chiralnich flavinii.

Vzhledem k tomu, Ze problematika volné otacivosti u téchto derivati a s tim spojena
separace enantiomert derivatii 25, 26 a 27 se v sou¢asné dobé& na pracovisti Ustavu organické
chemie zpracovava, byly mymi kolegy také syntetizovany flavin-estery 31a — 31c a 32a — 32c.
Tyto estery 31a — 31c a 32a — 32¢ byly pievedeny sledem reakci na chiralni flavin-amidy 33a
— 33c a 34a — 34c, které se podatilo separovat sloupcovou chromatografii. ’ (Schéma 9) Stejné
tak byla uspeésna separace diastereomert isomerniho isoalloxazinu typu 35, kde se jedna o

substituci flavinového skeletu v poloze 10. % (Obr. 5)

11
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Schéma 9. Prehled ziskanych flavinovych derivatii.
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R = isopropyl, tercbutyl, fenyl

Obrazek 5. Izomerni isoalloxazinovy derivat — substituce v poloze 10.

Ovsem jiz dfive byly provedeny pokusy o separaci atropoizomernich flavinti 28 a 29
metodou preparativni HPLC, bohuzel neuspésné. Izomery se podafilo separovat pouze
v analytickém mé¥itku, v preparativnim nikoliv. 2’ Proto se nabizela moznost nasyntetizovat
3-ortho-tolylflavin a 3-ortho-tolylflavin-N-oxid a pokusit se o oxidaci pfitomné methylové
skupiny. Vlastnosti potencialné ziskanych kyselin, esterti ¢i amidli by pak mohly byt podobné
latkdm typu 31, 32, 33 a 34 a cilend derivatizace by tak pfispéla k snadnéj$i separaci

diastereomert ¢i enantiomeru.

3.3.1 Rozbor syntézy 3-ortho-tolylflavinu

3-ortho-tolylflavin a 3-ortho-tolylflavin-N-oxid jsou cilové molekuly pro testovani
oxidaci methylové skupiny na skupinu karboxylovou. Obecné Ize k flavinim substituovanym
v poloze 3 synteticky dojit bud’ pfimou arylaci flavinového skeletu 2’ (Schéma 10), nebo
postupnou syntézou z 2-methylanilinu. (Schéma 11) P¥ima arylace boronovymi kyselinami se
jevila v pfipadé¢ ortho-substituovanych aromatickych kyselin jako neuspésna a to predevsim v
piipadé ortho-substituovanych boronovych kyselin. 2’ Proto byla pro ptipravu zvolena postupna
syntéza vychazejici z 2-methylanilinu 39. 2628

2-methylanilin 39 je v prvnim syntetickém kroku pfeveden na ortho-tolylmocovinu 40,
ktera reakci s diethylmalonatem poskytuje piislusnou barbiturovou kyselinu 41. Tato kyselina
dale reaguje s trichloridem kyseliny fosfore¢né za vzniku chloruracilu 42, ktery podléha
substituci N-methylanilinem a poskytuje piislusny aminouracil 43. Aminouracil 43 v kyselém
prostiedi reaguje s dusitanem sodnym a vznikajici 3-ortho-tolylflavin-N-oxid 44 podiéha
redukci dithioni¢itanem sodnym na 3-ortho-tolylflavin 3. 2° Piedpoklada se, ze 3-ortho-tolyl-
flavin-N-oxid 44 a 3-ortho-tolylflavin 3 budou dale oxidovany na pfislusné flavinové kyseliny
45a4.

13
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Schéma 10. Prima syntéza flavinii substituovanych v poloze 3. 2’
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Schéma 11. Postupna syntéza cilovych molekul.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Materialové a pristrojové vybaveni

4.1.1 Pristrojové vybaveni

NMR spektra byla méfena na spektrometru Varian Merkury Plus 300 (pracovni
frekvence 299,97 MHz pro 'H), Jako vnitini standard byl pouzit tetramethylsilan. Chemické
posuny & jsou uvedeny v jednotkach ppm a interak¢ni konstanty J v Hz. Elementarni analyza
(C, H, N) byla provedena na piistroji Perkin-Elmer 240 a Elementar vario EL I1l. Hmotnostni
spektra (MS) byla métena, na ptistroji Thermo Scientific LXQ (elektrosprey). Teploty tani byly

stanoveny na pfistroji Boetius.

4.1.2 Chemikalie

Pouzité chemikalie byly v kvalitd ,,isty* pofizeny ze skladt VSCHT (2-methylanilin,
trichlorid kyseliny fosfore¢né, kovovy sodik, methanol, ethylacetat, ethanol, diethylether,
dichlormethan), nebo zakoupeny od firmem Sigma-Aldrich (kyanatan sodny), Fluka
(diethylmalonat, N-methylamin), Lachema Brno (hydrogenuhli¢itan sodny, dusitan sodny,
thiosifiitan sodny, dichroman sodny), Penta (kyselina octova), Merck (methylamin,
N-methylanilin), Lach-Ner (kyselina chlorovodikova, hydroxid sodny), Eurorad (deuterovana
rozpoustédla: CDCls, DMSO-d6, CH3OH-d4). TLC analyzy byly nandseny na desky DC
Alufolien Kieselgel 60 F2s4 (Merck). Separace pii sloupcové chromatografii byla provadéna na
silica gelu Kieselgel 60, zrnitost 0.040-0.063 mm (Merck). Rozpoustédla byla susena a Cisténa

obvyklymi postupy. °

4.2 Priprava N-methylanilino-3-(2-methylfenyl)uracilu 43

Do tiihrdlé banky osazené zpétnym chladi¢em bylo piedlozeno 5,7 g (25,6 mmol)
6-chloro-3-(2-methylfenyl)uracilu 42. Do prvniho hrdla byl ptes septum ptiveden plynny dusik.
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Druhym hrdlem bylo ptfidano 16 ml (150 mmol) N-methylanilinu. Smés byla zahtivana a
michana na olejové lazni pfi teploté¢ 190°C po dobu 45 min. Po zchladnuti byl ke smési piidan
diethylether. Z fialového roztoku se vyloucily bilé krystaly, které byly odfiltrovany a
rekrystalovany z ethanolu. Celkem bylo izolovano 3,6 g (45 %) jemnych bilych krystala
N-methylanilino-3-(2-methylfenyl)uracilu 43 o bodu tani 195 — 196°C.

IH NMR (300 MHz CDCls) 8= 1.95 (s, 3H, Ph-CHa), 3.07 (s, 3H, N-CHa), 5.51 (s, 1H), 6.57
(m, 3H), 6.57 (t, J = 7.62 Hz, 1H), 7.01 (m, 5H), 8.92 (brs, 1H N-H) ppm.

MS pro C1gH17N302 (307.132) [M (21) + H™] bylo vypoéteno 307.35; nalezeno 307.24.

[M (21) + Na*] bylo vypoéteno 330.34; nalezeno 330.19.

EA: pro C1sH17N30z2: (307.132) bylo vypoéteno/nalezeno: C 70.34/70.67 %, H 5,58/5.83 %,
N 13,67/13,55 %.

4.3 Priprava 3-(2-methylfenyl)alloxazin-N-oxidu 44

CH )
3 0
ol
N
o
0”7 >N ITI
CHs
44

Do banky bylo piedlozeno 1,5 g (4,8 mmol) N-methylanilino-3-(2-methylfenyl)uracilu
43 a 1,08 g (15 mmol) dusitanu sodného. Ke smési ponofené do ledové 1azné bylo nasledné
pftilito 30 ml koncentrované kyseliny octové. Bailka byla osazena zpétnym chladi¢em a smés
pak michana po dobu 5 min. Nasledn¢ byla smé&s michana 40 hodin za laboratorni teploty.
Po skonceni reakce byl obsah barnky nékolikrat odpaten s toluenem, dokud byla Cichové
detekovatelna kyselina octova. Po pfidani diethyletheru se vyloucily oranzové krystaly, které

byly odsaty na frité. Bylo ziskano 330 mg latky, ktera byla pouzita do dalsi reakce bez ¢isténi.

IH NMR (300 MHz, DMSO-de): § = 2.02 (s, 3H, Ph-CHs), 3.98 (s, 3H, N-CHs),
7.09 (d, J = 6.45 Hz, 1Ha/), 7.30 (M, 3Har), 7.62 (t, J = 7.62 Hz, 1Har), 8.02 (M, 2Ha/), 8.35 (d,
J = 8.49 Hz, 1Ha) ppm.
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4.4 Piiprava 3-(2-methylfenyl)isoalloxazinu 3

0
I N
N/j:/ D
o
0”7 >N ITI
CH,
3

Do barnky bylo ptedlozeno 330 mg 3-(2-methylfenyl)alloxazinu-N-oxidu 44, které bylo
nasledné rozpusténo ve smési ethanol — voda (3:1) celkem 60 ml. Ke smési bylo pfisypano
350 mg (2 mmol) thiosifi¢itanu sodného. Smés byla michéana za laboratorni teploty 24 hodin.
Organicka vrstva byla oddélena a vodna vrstva byla extrahovana dichlormethanem, dokud se
organickd vrstva zbarvovala zluté¢ (primémé 5x 5 ml). Spojené organické extrakty byly
vysuseny siranem hotecnatym. Susidlo bylo odfiltrovano a dichlormethan odpaten na vakuové
rotacni odparce. Ziskany 3-(2-methylfenyl)isoalloxazin 3 byl pfiecistén sloupcovou
chromatografii, (silikagel zrnitost 0.040-0.063 mm, mobilni faze ethylacetat/dichlormethan
1:1). Bylo ziskano 120 mg (37%) oranzovych krystalii o bodu tani 287 — 289°C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg): 6 = 2.06 (s, 3H, Ph—CHa), 4.05 (s, 3H, N-CHs), 7.16 (m, 1Ha/),
7.30 (m, 3Har), 7.69 (M, 1HAr), 8.00 (M, 2HAr), 8.1 (d, J = 7.9 Hz, 1HAr) ppm.

MS pro CigH14N4O; (318.11) [M (23) + H*] bylo vypocteno 319.12; nalezeno 319.20.
[M (23) + Na*] bylo vypoéteno 341.10; nalezeno 341.10.

EA: pro CisH1aN4O2: (318.11) bylo vypocteno/nalezeno: C 67.91/67.81 %, H 4.43/4.75 %,
N 17.6/16.8 %.
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5 VYSLEDKY A DISKUSE

5.1 Syntéza 3-ortho-tolylflavinu 3 a 3-ortho-tolylflavin-N-oxidu 41

Vychozi latkou pro piipravu 3-ortho-tolylflavin-N-oxidu 44 a 3-ortho-tolylflavinu 3 byl
chloruracil 42, ktery byl piipraven jiz béhem feSeni mé bakalaiské prace. Chloruracil 42 byl
substituovan N-methylanilinem a ziskany substituovany aminouracil 43 byl uzavien
na 3-ortho-tolylflavin-N-oxid 44 GCinkem dusitanu sodného v kyselin€ octové.
3-ortho-tolylflavin-N-oxid 44 byl poté redukovan dithioni¢itanem sodnym za vzniku
3-ortho-tolylflavinu 3. (Schéma 12) Vsechny reakce probéhly v uspokojivém vytézku.
Struktury  substituovaného  aminouracilu 43,  3-ortho-tolylflavin-N-oxidu 44 a
3-ortho-tolylflavinu 3 byly potvrzeny H NMR spektry. Struktury substituovaného
aminouracilu 43 a 3-ortho-tolylflavinu 3 byly navic potvrzeny hmotnostni spektrometrii a

elementdrni analyzou. Celkovy vytézek této tiistupiiové syntézy byl 65 %.

CHg NH
Cla, O™ s
|
N/E\ N /@ NaNO,/AcOH
)\ 190 °C
o7 N7 ¢l N N
H

H I
42 43 CHs

90%

CH
CH3 3 O_
0 o I,

I N Na,S,0, | N

N =
O7KN/ \ NNGNN
|
3 CHj 44

37% 62%

-
)

Schéma 12. Navrzena syntéza 3-ortho-tolylflavinu.
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5.2 Oxidace methylové skupiny na aromatickém jadre

Moznost oxidace methylové skupiny byla studovana jak na 3-ortho-tolylflavin-N-oxidu 44,

tak na 3-ortho-tolylflavinu 3. Podminky oxidaci byly zvoleny podle podobnych reakci

nalezenych v literatufe

32-34

, pouze v jednom ptipadé *° se viak jednalo o oxidaci methylové

skupiny umisténé piimo na flavinovém skeletu. Jednotlivé analogické postupy jsou podrobné

uvedeny v nasledujicich podkapitolach a pro pfehlednost shrnuty do kratké tabulky. (Tab. 1)

Substrat | Ox. Cinidlo | VytéZek | Podminky: ¢as/teplota/ koncentrace H2SOq4
(%) I = rozpad flavinového skeletu

44 KMnOg4 0 48h/25°C /20 % !l

44 KMnOg4 0 48h/25°C/2%

B KMnOg4 0 48 h/25°C /20 % !

3 KMnOg4 0 24h/25°C/2%

44 NalO4 0 24h/95°C/2%

44 NalO4 0 18h/25°C/2%

3 NalO4 0 24h/95°C/2%

3 NalO4 0 18h/25°C/2%

44 Na2Cr207 0 36 h/25°C/2%

3 Na2Cr207 0 72h/25°C/2%

44 CrOz 0 40 min / 60 °C !!!

3 CrO3 0 40 min / 60 °C I!!

44: 3-ortho-tolylflavin-N-oxid

3: 3-ortho-tolylflavin

Tab. 1. Prehled provedenych reakci.
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5.2.1 Oxidace manganistanem draselnym

Oxidace 3-ortho-tolylflavin-N-oxidu 44 a 3-ortho-tolylflavinu 3 byla provedena
manganistanem draselnym v pfitomnosti vodného roztoku kyseliny sirové za laboratorni

teploty podle obdobného postupu nalezeného v literatute. 32 (Schéma 13)

COOH

H
3 __KMno, _ sy

20% H,50, SO

&zek: 41%
CZH5 w C2H5

Schéma 13. Oxidace methylové skupiny na aromatickém jadre. >

Oproti ptedpisu v literatuie, kde bylo za danych podminek ziskano 41 % ocekavané
kyseliny 47, nebyla oxidace methylové skupiny na aromatickém jadfe ani v ptipadé oxidace
3-ortho-tolylflavin-N-oxidu 44 ani v ptipad¢ 3-ortho-tolylflavinu 3 uspésna. (Schéma 14)
Navic pii pouziti 20 % kyseliny sirové, jak uvadi ptivodni piedpis *2, dochazelo k rozpadu
flavinového systému. Proto byla pro dalsi experimenty pouzita kyselina sirova pouze 2 %.
K destrukci flavinu nasledné nedochazelo, nedoslo ovSem ani k oxidaci methylové skupiny.
V obou piipadech se ale podatilo izolovat vychozi latky v pivodnim mnozstvi vstupujicim do

reakce.
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Schéma 14. Oxidace manganistanem draselnym.

Obdobny rozpad flavinového skeletu byl pozorovan v ptipadé pokusu o ziskani
flavinové kyseliny 4 z trifluormethylového derivatu 28 ucinkem koncentrované i ziedéné
kyseliny sirové. 7 (Schéma 15) Tento postup byl proveden podle prace Yonedy a kol. ¥’
(Schéma 16), ktery ziskal flavin karboxylovou kyselinu 49 v 89 % vytézku. Oxidace byla
Vv piipadé prace Yonedy provadéna na deaza-flavinu 48, coz patrné ovliviiuje stabilitu celého

flavinového skeletu.

@:FSﬁ ., S @COOH
M[NIND \kv/ ] C[ D

CH,4 CH3
28 4

Schéma 15. Oxidace trifluormethylového derivatu.
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Schéma 16. Oxidace dle Yonedy a kol. ¥

5.2.2 Oxidace jodistanem sodnym

Oxidace jak 3-ortho-tolylflavin-N-oxidu 44, tak 3-ortho-tolylflavinu 3 byla provedena
jodistanem sodnym v pfitomnosti ziedéné kyseliny sirové a bromidu lithného. Nalezenou

predlohou pro tento typ reakce je uvedena ve Schématu 17. 33

CH, COOH
N NalO,, LiBr, H* N
R_| _ > R_I
95°C°, 18 h =
50 51

vyt&zek min. 76%
R = halogen, alkyl, NO,, atd.

Schéma 17. Oxidace methylové skupiny na aromatickém jadie.

Ackoli literatura uvadi vytézek nad 76 %, oxidace methylové skupiny ani v piipadé
3-ortho-tolylflavin-N-oxidu 41 ani 3-ortho-tolylflavinu 3 neprobé¢hla. (Schéma 18) V obou
ptipadech se podafilo izolovat pouze vychozi latky a to v odpovidajici hmotnosti pfed zaatkem

reakce.
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Schéma 18. Oxidace jodistanem sodnym.

5.2.3 Oxidace dichromanem sodnym

Oxidace 3-ortho-tolylflavin-N-oxidu 44 a 3-ortho-tolylflavinu 3 byla provedena

dichromanem sodnym v pfitomnosti ziedéné kyseliny sirové dle Schématu 19. 3

H3C

— \

52

HOOC
N
NN
Na,Cr,0, \
> S
H,SO,
53

Schéma 19. Oxidace methylové skupiny na aromatickém jadre.*

Ani v tomto ptipad¢ se nepodatilo 3-ortho-tolylflavin-N-oxid 44 ani 3-ortho-tolylflavin

3 prevést na odpovidajici karboxylovou kyselinu. (Schéma 20) V obou piipadech se podatilo

op¢t izolovat pouze vychozi latky.
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Schéma 20. Oxidace dichromanem sodnym.

5.2.4 Oxidace oxidem chromovym

Oxidace 3-ortho-tolylflavin-N-oxidu 44 a 3-ortho-tolylflavinu 3 byla provedena oxidem
chromovym ve vodném roztoku 80 % kyseliny octové jako alternativa k ptedchozi oxidaci
dichromanem sodnym. 8 Tento experiment viak opét nebyl Gisp&sny, opét byl pozorovan rozpad
flavinové skeletu a z reak¢nich smési bylo izolovano 46 % 3-ortho-tolylflavin-N-oxidu 44 a
52 % 3-ortho-tolylflavinu 3. (Schéma 21)

CHs : COOH
o 7
I N
/\\ / =
07 N N o™

|
CH
44 "8 \?/ 45 ©
cydo
(@]
I

F\%o
COOH
N
o
O¢ N I\ll /

g CHs 4 CHs

Schéma 21. Oxidace oxidem chromovym.
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5.3 Shrnuti vysledku

Ackoliv se oxidace methylové skupiny v  3-ortho-tolylflavinu 3 a
3-ortho-tolylflavin-N-oxidu 44 jevila podle postupti nalezenych v literatuie jako jednoducha
zalezitost, nepodafilo se mi ani jednu flavinovou kyselinu 4, resp. 45 syntetizovat. Pro oxidace
musi byt voleny mirngj§i podminky. Pokud je pouzita koncentrovana kyselina sirova ¢i
agresivnéjsi oxid chromovy, dochazi k destrukci flavinového skeletu, ktery se ziskava pomérné
naro¢nou vicestupniovou syntézou.

Na pracovisti Ustavu organické chemie byly provedeny i pokusy o oxidaci methylové
skupiny ve vychozim chloruracilu 42 nebo aminouracilu 43 (Str. 19), ale také byly netispésné
a dochazelo k rozpadu vychozich latek. 2’ Pro zavedeni karboxylové skupiny do polohy ortho
fenylového zbytku by mohly byt provéfeny i dalsi reakce, které jsem z ¢asovych divodii
neprovadel.

Jednou z nich by mohla byt naptiklad nukleofilni substituce bromu kyanidovymi ionty a

nasledna hydrolyza flavin-nitrilu 54 na pozadovanou kyselinu 4. (Schéma 22)

= iem

29 54
COOH

Aﬁ 3@

3

Schéma 22. Nukleofilni adice bromu a nasledna hydrolyza flavin-nitrilu.
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6 ZAVER

Byly piipraveny 3-ortho-tolylflavin-N-oxid 44 a 3-ortho-tolylflavin 3, u kterych byla
studovana moznost oxidace methylové skupiny na skupinu karboxylovou. Bohuzel se
nepodafilo naplnit cil, kterym bylo ziskani flavin karboxylovych kyselin 45 a 4, kde by
karboxylova skupina mohla byt bud’ sama o sobé dostatené objemna pro stabilizaci
jednotlivych enantiomert téchto flavinovych kyselin a také by mohla byt dale derivatizovéana
chiralnimi alkoholy nebo aminy na diastereomerni flavin-estery 5 a flavin-amidy 6. Tyto latky
by mohly byt separovany ve formé diastereomerti sloupcovou chromatografii a otestovany jako

potencialni katalyzatory enantioselektivnich oxidaci.

Derivaty 44 a 3 byly pfipraveny postupnou syntézou (Schéma 11, str. 15.) a nasledné
podrobeny sérii oxidacnich reakei, pfi kterych méla byt methylova skupina pfevedena
na skupinu karboxylovou. Ani v jednom piipadé se vSak nepodaftilo karboxylovou kyselinu 45
a 4 ziskat. V piipad¢ oxidace manganistanem draselnym a oxidem chromovym dochazelo

k destrukci flavinového systému.

Vzhledem k tomu, Ze se nepodafilo flavinové kyseliny 45 a 4 pfipravit touto oxidacni
cestou, nabizi se dal$i téma ke studiu ptipravy téchto latek, naptiklad nukleofilni substituce
bromu v jiz dfive zminéném derivatu 29 a naslednd hydrolyza vznikajiciho nitrilu
na karboxylovou kyselinu.

Za ptinos této prace miize byt povazovana i samotna syntéza zatim nepopsanych latek 43,

44 a 3.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

ADP ..o adenosin difosfat
DMSO ... dimethylsulfoxid (deuterované rozpoustédlo)
EA. elementédrni analyza
FAD ..o flavin adenin dinukleotid
FNM .o flavin mononukleotid
MS . hmotnostni spektrometrie
NMR...ooo nukledrni magnetické resonancni spektroskopie
NMR zkratky:

brs..coiceie, broad singlet v NMR spektru

[0 [ doublet v NMR spektru

(o [0 [ doublet doubletu v NMR spektru

M e multiplet v NMR spektru

S ettt singlet v NMR spektru

| TSRS triplet v NMR spektru
TMEDA ... tetramethylethylendiamin
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