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Pouzité zkratky

Ad adenosyl

cod 1,5-cyklooktadien

Cp cyklopentadienyl

Cp’ pentamethylcyklopentadienyl

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

DCE 1,2-dichloroethan

DNA deoxyribonukleova kyselina

Et ethyl

FBS fetal bovine serum (fetalni hovézi sérum)
Gln glutamin

GSK glykogen synthaz kinaza

ICso inhibi¢ni koncentrace, ktera piedstavuje 50 % sniZeni

rastu nebo ristové rychlosti ve vztahu ke kontrolnimu

vzorku
IMDM Iscove's Modified Dulbecco's Medium
IR infratervena spektroskopie
Me methyl
MPA mercaptophenyl amino
MS hmotnostni spektroskopie
NMR nuklearni magnetickd rezonance
Ph fenyl
TBDMS tert-butyldimethylsilyl
TFA kyselina trifluoroctova
TLC Thin layer chromatography (tenkovrstva chromatografie)
™S tetramethylsilan



1. Uvod

Tvorba vazeb uhlik-uhlik (C-C) je zdkladem organické syntézy. [2+2+2] Cykloadi¢ni
reakce katalyzované komplexy pfechodnych kovl patii mezi dilezité reakce, ve kterych
dochazi k sou¢asné tvorbé nékolika C-C vazeb vjednom reakénim kroku. [2+2+2]
Cykloadiéni reakce diky svym vlastnostem nachdzeji uplatnéni i pfi syntéze pfirodnich
a biologicky aktivnich slougenin',

Konvenéné byvaji reakce nalezejici do oblasti organometalické chemie a katalyzy
pfechodnymi kovy provadény v inertni atmosféfe, kdy je nutné vyloucit vlhkost a zamezit
pfitomnosti molekularniho kysliku. Ackoli je vznik C-C vazby prostfednictvim katalyzy
prechodnych kovii ve vodnych médiich znamy?, tolerance k pfitomnosti vzduchu je popsana
jen v n&kolika publikovanych pracich®®. [2+2+2] Cykloadice, které by probihaly za mimych
podminek a v Zivych organismech nejsou dosud zndmy. Proto je nalezeni takovych podminek,
které by tolerovaly pfitomnost vzduchu nebo dokonce pfitomnost Zivé hmoty vyzvou.

Pokud by se podafilo nalézt podminky, které by se daly aplikovat v Zivé hmot€, mohly
by [2+2+2] cykloadiéni reakce vést k pfipravé ucinné latky pfimo v organismu a najit tak
vyuziti v chemické biologii nebo dokonce terapii. Pravé organometalickym slou¢enindm je
vénovano stale vice pozornosti pro jejich vyznamné chemicko-fyzikalni vlastnosti, reaktivitu
a schopnost katalyzovat Sirokou $kalu chemickych reakcich. Takové katalyzatory by mohly
byt pouzity naptiklad ke katalytickému znaceni nebo deaktivaci cilovych biomolekul nebo
k pfeméné profarmaka na farmakum a to pfimo v bunééném prostfedizs‘%‘3 ' Tato préce je
zamé&fena na syntézu pyridinového kruhu, ktery je Castym strukturnim motivem biologicky

uc¢innych latek.



2. Soucasny stav problematiky

2.1 Pyridin a jeho vyznam

Smés tzv. pyridinovych bazi vroce 1846 poprvé izoloval T. Anderson z kostniho
oleje®, pozdgji byl bohaty zdroj nalezen v ¢ernouhelném dehtu. Jedna se ptedevsim o pyridin,

methylpyridiny (pikoliny), dimethylpyridiny (lutidiny) a trimethylpyridiny (kolidiny).

Obr. 1 Struktura molekuly pyridinu

2.1.1 Vlastnosti pyridinu

Pyridin je nejjednodussi heterocyklus azinového typu (obr. 1). Jedna se o derivat
benzenu, ve kterém je CH skupina nahrazena atomem dusiku.

Pyridin je zasaditd, kapalna latka, neomezené¢ misitelnd svodou a sjinymi
rozpous$tédly, s teplotou varu 115 °C . Vyznacuje se charakteristickym zapachem.

Uhlikové atomy a dusik v pyridinovém cyklu mohou byt popsany sp® hybridnimi
orbitaly, pfi€emZ nehybridizovany orbital dusiku je obsazen jednim elektronem. Volny
elektronovy par dusiku lezi v roviné kruhu a delokalizace n-elektronii se net¢astni. Projevuje
se to v ultrafialovém spektru, v némz je patrny absorpéni pas n-n -pfechodu. Tim se pyridin
1i§i od benzenu. Dusledky této elektronové dispozice jsou nasledujici:

Heteroatom (N) mé vy38i elektroafinitu nez CH skupiny. RozlozZeni elektrond
v pyridinu nemuzZe byt tudiz symetrické jako u benzenu, ale je polarizovano tak, Ze vyssi

elektronova hustota je na dusiku. Pyridin mé tedy vyrazny dipélovy moment (u = 2.26 D)®.



Pyridin je planarni nepravidelny $estithelnik s nasledujicimi geometrickymi parametry
(obr. 2)7.

108,4

139,7

Obr. 2 Geometrické parametry pyridinu a benzenu

(délky vazeb v ppm, vazebné uhly ve stupnich)

Vazebny stav pyridinu mizZeme tedy znazornit pomoci kanonickych mezomernich
struktur, kdy v polohach 2, 4, 6 je elektronova hustota m-elektrond nejnizs$i a na dusiku

nejvyssi (obr. 3)’.
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Obr. 3 Mezomerni formy pyridinu

2.1.2 Vyznam pyridinu

Pyridin je primyslové dilezitou latkou a vzhledem ke svym neurotoxickym u¢inkim
je pfedmétem zajmu primyslové toxikologie. Pyridinové jadro se vyskytuje v fadé
fyziologicky, farmakologicky i toxikologicky duleZitych latkach. Od pyridinu se odvozuji

vyznamné funkéni metabolity (napf. vitaminy) a sekundarni metabolity (napf. alkaloidy).



Prikladem je amid kyseliny nikotinové, ktery je spolu sadeninem soucasti
pyridinovych koenzymii (obr. 4), které se v biosyntetickych procesech ucastni tkanového

dychani (NAD, NADP).

Oxidovana forma Redukovana forma
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Obr. 4 Nikotinamidové koenzymy

Podobné postaveni ma vitamin Bg, coZ je spolecné oznaceni pro tii pyridinové
derivaty pyridoxin, pyridoxal a pyridoxamin (obr. 5). Je velmi dilezity jako koenzym pro
metabolizmus bilkovin. Vyznamnou roli hraje také v krvetvorbé pii tvorbé hemu, molekuly,
ktera ptfenasi kyslik. Ovliviiuje funkce nervového systému, dale ma vliv na kvalitu kize

a zhc¢astiuje se také pfi metabolismu cukri.
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Obr. S Pyridinové derivaty vitaminu Bg

Dalsi zajimavé latky jsou pyridinové alkaloidy tabaku nikotin (Obr. 6) a anabasin.
Nikotin je biosyntetizovan z aminokyseliny ornithinu a nikotinové kyseliny. Anabasin je
syntetizovan z lysinu a nikotinové kyseliny. U nikotinu bylo prokazéno, Ze vyznamnym

zpusobem snizuje vyskyt Alzheimerovy choroby u kutakt. Jsou proto

intenzivné hledany latky s nikotinovym uc¢inkem, ale bez jeho

\i-j"?S) N nezadoucich efektl, které by mohly slouzit jako novy typ 1éCiv této
O bH3 choroby. Takovéto latky byly nalezeny v pfirodnich zdrojich. Jedna
v sekretu jedové Zlazy severoamerického mravence Aphaenogaster

Obr. 6 (S)-Nikotin rudis tzv. anabasein (Obr. 7) a druha v jedovém sekretu jihoamerické
24by Epipedobates tricolor tzv. epibatidin (Obr. 8).® Obg latky jsou
silnymi a specifickymi agonisty nikotinovych cholinergnich receptori a predstavuji
farmakologicky velmi zajimavou skupinu latek s moZznym vyuZitim pii 1é¢bé Alzheimerovy

choroby.

7
N | N
P .
N (R)
(S
Obr. 7 Anabasein Obr. 8 (R)-Epibatidin

Pfed zavedenim antibiotik nasla vyznamné uplatnéni nékterd chemoterapeutika
odvozena od pyridinu. Jednim znich byl hydrazid kyseliny pyridin-4-karboxylové
(izonikotinové), ktery je u€inny pfi 1é¢bé tuberkul6zy (Obr. 9).
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Obr. 9 Hydrazid kyseliny izonikotinové

Jako dalsi priklad vyuziti pyridinu lze uvést vysoce ucinny organokovovy inhibitor
glykogen synthaz kinazy 3 (GSK-3). Jedna se o rutheniovy komplex, jehoz hlavni skelet tvofi
pyridokarbazolovy ligand (obr. 10). Pyridokarbazolovy ligand je sdm o sobé velmi slaby
inhibitor GSK-3 s ICs¢ pouze 50 uM. Rutheniovy komplex je odvozen od ptirodniho produktu
staurosporinu, u¢inného protein-kinasového inhibitoru (ICso = 50 nM), ktery ve své molekule

obsahuje planarni indolokarbazolovy aglykon (obr. 1 1)°.

Rutheniovy komplex Pyridokarbazolovy ligand

Obr. 10 Struktura organokovového inhibitoru glykogen synthaz kinazy 3
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Staurosporin Arcyriaflavin A (X = CO)

Obr. 11 Struktura pfirodniho produktu staurosporinu

Pyridinovou jednotku lze nalézt i ve struktufe irinotecanu, semisyntetického derivatu
camptothecinu, alkaloidu izolovaného vroce 1966 ze stromu Camptotheca acuminata
rostouciho v Cin& (obr. 12)'°. Jedna se o protinadorové chemoterapeutikum piisobici jako
specificky inhibitor DNA topoisomerazy 1. Do klinické praxe se irinotecan prosadil

predevsim v 1é€b¢ kolorektalniho karcinomu.

we e

[ oo /| ono

Camptothecin Irinotecan

Obr. 12 Struktura irinotecanu, semisyntetického derivatu camptothecinu
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2.1.3 Syntéza pyridinu a jeho derivati

Je mnoho zpisobi jak syntetizovat pyridinovy kruh”'"'2. Zde jsou uvedeny jen

nékteré z nich.

2.1.3.1 Kondenzaé¢ni reakce
Kondenzace 1,5-dikarbonylovych sloucenin

Obecné syntézy pyridinovych derivath se zakladaji na cyklizaci §-diketond. Cyklizace
d-diketont s amoniakem vede k 1,4-dihydropyridinovym derivatim, které musi byt v dalsim

kroku dehydrogenovany. Pfi pouziti nenasycenych 1,5-dikarbonylovych sloc¢enin

dehydrogenacni stupeni odpada (schéma 1).

oxidace AN

-2H,0

AT e XX
:\(&Wﬁ

Schéma 1 Kondenzance 1,5-dikarbonylovych slouéenin

Hantzschova syntéza

Symetricky 1,4-dihydropyridin, ktery snadno podléha dehydrogenaci, vznika reakci
amoniaku, aldehydu a dvou ekvivalentli 1,3-dikarbonylovych sloucenin, které musi ve svém

fetézci obsahovat centralni methylen (schéma 2).



H H
& © NH, - B oxidace | S
H ~
5 - 2H,0 N \

Schéma 2 Hantzschova syntéza

o

Guareschiho syntéza
Reakce 1,3-dikarbonylovych slou¢enin s kyanoacetamidem vede ke vzniku
3-kyano-2-pyridonti (schéma 3). S touto reakci se miZeme napiiklad setkat v prvnim kroku

syntézy pyridoxinu, vitaminu Bg'%.

EtOH,C

v b
" . X
Me O HN2 O |

Schéma 3 Guareschiho syntéza

2.1.3.2 Cykloadice
[2+2+2] Cykloadice katalyzované komplexy piechodnych kovi

Reakce nadbytku acetylenu s jednim ekvivalentem nitrilu katalyzovana komplexy
ptechodnych kovi, nejeastéji CpCo(CO),', vede ke vzniku 2-substituovanych pyridind
(schéma 4).

I X

~-N
R R =alkyl, aryl, heteroaryl, alkenyl

{

Y

RCN

Schéma 4 Reakce nadbytku acetylenu s jednim ekvivalentem nitrilu

14



[2+2+2] Cykloadi¢nim reakcim je bliz$i pozornost vénovéna v kapitole 2.2.

Diels-Alderova reakce s 1-azadieny

Dielsova-Alderova reakce 1-azadienu s alkeny nebo alkyny je pfimym cykloadi¢nim
pfistupem vzniku pyridin (schéma 6). Tato reakce malokdy nachazi své uplatnéni, jelikoz

neni podporovéna z divodi elektronickych, konformagnich a termodynamickych”'?.

Me Me CO,Me
\( MeO,C—==—CO,Me _ \(\i 2
NS o =

N N COzMe
NMe,

Schéma 6 Dielsova-Alderova reakce s 1-azadieny
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2.2 [2+2+2] Cykloadi¢ni reakce

Prvni termalni [2+2+2] cykloadici acetylenu provedl vroce 1866 Berthelot".
Produktem této reakce byl dehet obsahujici benzen ale i dalsi aromatické uhlovodiky. Prvni,
kdo provedl uspé$ny experiment s pfechodnymi kovy jako katalyzatory pro [2+2+2]
cykloadici byl v roce 1949 Reppe'®. Katalyza komplexem niklu vedla k vyraznému sniZeni
reakéni teploty nutné k provedeni této reakce. Dnes je [2+2+2] cykloadi¢ni reakce alkyni,
diyni a oligoyni béZné¢ vyuzivdna pfi syntéze vysoce funkcionalizovanych
karbo- a heterocykli. Nachazi své uplatnéni naptiklad pfi syntéze pfirodnich a biologicky
aktivnich latek'.

Cykloadi(“:ni reakce katalyzované komplexy pfechodn)'/ch kovi patfi mezi jedny
v jednom reak&nim kroku. Vykazujl toleranci k velkému mnozstvi funkénich skupin jako jsou
alkoholy, aminy, alkeny, ethery, estery, halogeny a nitrily. Nevyhodou téchto reakci je
regioselektivita. Pfi provedeni reakce zcela intermolekuldrnim zplsobem je dosaZeni
vysokého stupné regioselektivity problémem (schéma 7). Reakce je obvykle komplikovana

moznosti vzniku mnoha riznych izomerda.

R1 R>
Re ) \\ Re Rs
+ + o+ 4+
g~
Rs / R5 R3 Rj
R4

R4

Schéma 7 Intermolekularni pfistup k [2+2+2] cykloadici

Proto byly vyvinuty nové zplsoby provedeni [2+2+2] cykloadi¢nich reakei. Prvnim je
zcela intramolekuldrni pfistup (schéma 8). Zde se s problémem dosazeni vysokého stupné
regioselektivity nesetkavame, ale vychozi triyny je ¢asto obtiZzné ptipravit. Dal§im zplisobem
je Caste¢né intramolekularni pfistup (schéma 9). Nevyhodou viak je ptipadna dimerizace

vychoziho diynu, proto je ¢asto nutny nadbytek monoalkynu.
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Schéma 8 Zcela intramolekulami pfistup

C— I1—— 1

Schéma 9 Castecné intramolekularni piistup

2.2.1 Mechanismus [2+2+2] cykloadi¢ni reakce

Ke katalyze [2+2+2] cykloadi¢nich reakci muze byt vyuzita fada komplexi
pfechodnych kovi, které se navzajem od sebe lisi vreaktivit¢ a v toleranci k riznym
funkénim skupinam. Zajimavé je, Ze mechanismy jednotlivych katalytickych systéml casto
pouzivanych kovi (kobalt, rhodium, ruthenium, nikl a zirkonium) maji spole¢né rysy

(schéma 10)"%:

V prvnim kroku dochazi k aktivaci komplexu ptechodného kovu, ktery v nésledujicim
kroku reaguje se substratem (acetyleny nebo diyny). Dale probihé oxidativni coupling
koordinovanych alkynovych jednotek za vzniku metalocyklopentadienu. V kone¢ném kroku
tento nenasyceny metalocyklus reaguje s dalsi trojnou vazbou acetylenu nebo nitrilové
jednotky a to bud’ inzerci nebo cykloadi¢ni reakci. Nasledna reduktivni eliminace kovového

centra poskytne kone¢ny benzenovy nebo pyridinovy derivat.
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Katalyzator

R L R
R R R AR
Alkynovy |
R R komplex R N R
R R
2 || nebo|ﬂ|
R———R R R—=N

Metalocyklopentadien

Schéma 10 Obecny mechanismus katalytického cyklu [2+2+2] cykloadiéni reakce alkynd.

2.2.2 Syntéza pyridinovych derivati pomoci [2+2+2] cykloadi¢ni reakce

Substituované pyridinové kruhy jsou obecné syntetizovany pomoci kondenza¢nich
metod, jako je Hantzschova syntéza. Pfechodnymi kovy zprostiedkovana [2+2+2] cykloadice
dvou molekul alkynl s nitrily je alternativni atomoveé-ekonomickou metodou syntézy
mnohonasobné substituovanych pyridinG za mirnych podminek (schéma 11)'®. Zde jsou

uvedeny jen n¢které pirechodné kovy vyuzivané pti syntéze pyridint.

— R \R
- — (7
_ C@
N

Schéma 11 [2+2+2] Cykloadi¢ni reakce vedouci k pyridinim
2.2.2.1 Katalyza komplexy kobaltu

Katalyzatory na bazi kobaltu jsou jedny z nejbéznéji vyuzivanych kovovych
katalyzatorti v [2+2+2] cykloadiénich reakcich. Nej¢astéj$im strukturnim motivem [2+2+2]
cykloadiénich katalyzatort je fragment CpCo. Modifikace Cp kruhu riznymi substituenty
umozZiiuje rozpustnost v poldrnich rozpoustédlech nebo zavedeni chirality do struktury
katalyzatoru'®. Nejvice pouzivanym katalyzatorem je komplex CpCo(CO),, uplatiujici se

napiiklad v zcela intramolekularni [2+2+2] cykloadici p#i totalni syntéze ptirodniho
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antibiotika rubiginonu B, (schéma 12)"". Nevyhodou tohoto katalyzatoru je viak &asto vysoka
teplota, pfi které se reakce musi provadét. Jako dalsi ptiklad katalyzy komplexem kobaltu Ize

uvést syntézu axialné chiralnich nesymetrickych bipyridina'®.

TBDMSO
5 mol %
/s 2I00

toluen, reflux
OMe hv, 4h L OMe _

- TBODMSOH

OMe O 61% OMe 66%

(+)-rubiginon B,

Schéma 12 Totalni syntéza ptirodniho antibiotika rubiginonu B,
2.2.2.2 Katalyza komplexy rhodia

Rhodium je dal§i ptechodny kov alkynové cyklotrimerizace. Byl pouzit naptiklad
v cyklotrimerizaci 1,6-diynti s monoalkyny a to ve formé& Wilkinsonova katalyzatoru
RhCI(PPhs);"® Wilkinsontiv katalyzator je dalsim uZite¢nym katalyzatorem pro syntézu
komplexnich latek. Tento katalyzator dovoluje u nékterych substrati provést reakci za velmi
mirnych podminek. Jako ptiklad 1ze uvést syntézu tetracyklického karbazolu (schéma 13)%.
Katalyza komplexy rhodia se vyuziva jak k syntéze substituovanych pyridinovych derivata

tak k pripravé substituovanych benzenovych a 1,3-cyklohexadienovych derivati®'.
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N
2 mol %
= N X
Z Ts/\Me RhCI(PPhy); O Ve
// toluen O
N It, 12 h N o

Schéma 13  Syntéza tetracyklického karbazolu pomoci katalytického mnozstvi Wilkinsonova

katalyzatoru
2.2.2.3 Katalyza komplexy ruthenia

Béhem poslednich deseti let byl zaznamenan velky rozvoj v organické syntéze
a ve véde¢ o polymerech zavedenim ruthenia jako katalyzatoru reakci, pti niz dochazi k tvorb¢
vazby C-C. Vyuziva se k ptipravé cyklickych a polycyklickych sloucenin a to nejCastéji pfi
reakci se substraty obsahujici nékolik nenasycenych vazeb?. Nedavny vyzkum poukdzal na
moznost syntézy pyridint reakci 1,6-diyna s nitrily zprostiedkovanou [2+2+2] cykloadiéni
reakci v pfitomnosti katalytického mnozstvi Cp RuCl(cod)®. Tento zplisob syntézy a typ
katalyzatoru je soucasti i mé prace. Stejny katalyzator byl pouzit naptiklad i1 v syntéze

bicyklickych pyridoni za pouZiti isokyanati jako reaktanti (schéma 14)%*.

MeO,C — 5 mol % O
ST R e, sy
Me0,C = Q DCE MeO,C X

reflux, 1 h
79%

o=0=2

Schéma 14 Syntéza bicyklickych pyridonii piisobenim katalytického mnozstvi Cp ' RuCl(cod)
2.2.3 Mechanismus syntézy pyridini katalyzované komplexem ruthenia'®

Katalyticky cyklus je zahajen reakci alkynu nebo diynu s rutheniovym komplexem za
vzniku komplexu 1 (schéma 15). Nasledné probihd oxidativni coupling dvou alkynovych
jednotek v ramci komplexu za vzniku ruthenacyklopentadienu 2. Tento krok je povaZovan za

krok urcujici rychlost celkového exothermického cyklu. Koordinaci nitrilového substratu
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vznika ruthenacyklopentadienovy intermediat 3 (znazormnén v nejpravdépodobn&jsim n’
uspofadani). V dal§im kroku vznikd azaruthenabicykloheptatrien 4, ktery je kliCovym
meziproduktem v rutheniem katalyzované cykloadici. Roz$tépeni vazby mezi rutheniem
a premostujicim uhlikem bicyklu ma za nésledek vznik azaruthenacykloheptatrienu 5.
Nasledujici krok je siln¢ exothermicky, protoZe dochazi k tvorbé pyridinového kruhu. Pyridin
je nasledné odstépen reakci katalyzatoru s alkynovym substratem a regenerovany katalyzator

se vraci zpét na zacatek katalytického cyklu.

~&y-Cl

y |
N /N
4 R

Schéma 15 Mechanismus syntézy pyridini katalyzované komplexem ruthenia
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2.3 Bioorganometalicka chemie

Pro vyvoj chemie je charakteristické, Ze z diive vzajemné oddélenych oblasti vyzkumu
jako je biochemie, anorganicka chemie a organickd chemie vyristaji nové oblasti vyzkumu
(obr. 13). Tak se mezi biochemii a anorganickou chemii vyvinula chemie bioanorganicka

a mezi anorganickou a organickou chemii vyrostla dne$ni velkd oblast chemie

organometalické.
| Biochemie l IAnorganické chemie I | Organicka chemie I
Y~ Y

Bioanorganicka Organometalicka
chemie

chemie

v

Bioorganometalicka
chemie

Obr. 13 Bioorganometalicka chemie: interdisciplinarni oblast vyzkumu

Organometalické slouc¢eniny jsou definovany jako slouceniny s vazbou kov-uhlik
(obr. 14). Pfedevsim role ptechodnych kovu v Zivotnich procesech budi obrovsky zajem mezi
biochemiky. Tak se v posledni dobé vyvinula nova oblast vyzkumu, bioorganometalickd

S

chemie®. Jedna se zejména o organokovové komplexy, které maji biologicky uginek

a nachazeji uplatnéni v medicing.
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Obecny vzorec Ptiklad

Karbony! kovu: L,M-C=0 Ni(CO),, Fe(CO)5
(Hieber, Berthelot) I
L,M=C=0

/
Alkyl kovu: L. M=Con (CH3)sPt-l,
(Pope) R (CO)4Co-CHj

/ Ph
Karben kovu: L,M=C (CO)sCr=C,
(Fischer, Schrock) \ OCH3
Metalocen: @

F H

(Wilkinson, Fischer) ,\IA (Feéﬁgcgz‘z)
Hydrid kovu: L,M-H H,Fe(CO),,
(Hieber, Cotton) HCo(CO)4

Obr. 14 Organometalické slou¢eniny pfechodnych kovi

2.3.1 Prirozené se vyskytujici organometalické slou¢eniny

Mezi prvni objevené organometalické slouceniny vyskytujici se v pfirodé€ patii vitamin
B2, jeho koenzym a methylkobalamin, které byly dlouhou dobu povazovany za jediné

pfirozené se vyskytujici organometalické slougeniny s vazbou kov-uhlik (obr. 15)%.

H,NOC CONH,
«CHj
H,NOC i R = CN (Vitamin B45)
HaC"" N\ \‘CONHz R = CH, (Methylkobalamin)
H3ﬁ L0, R = 5’- Desoxyadenosyl (Koenzym B,5)

HNOG, o7 7 Y CHs NH,
GHy ™ N
CONH, ¢ j‘
HaC HN™ S0 <N CHs $—CH, N>\
3¢ /
3 o)
H 5 Ho, N CHs
Oép\go\@O OHOH
-:\O H 5°- Desoxyadenosyl (-CH,Ad)

Obr. 15 Struktura vitaminu B,,, methylkobalaminu a koenzymu B,
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Role koenzymu B); je dnes velmi dobfe prozkoumana. Katalyzuje vyznamny
[1,2]-ptfesmyk, pfi kterém je vyménén substituent R za atom vodiku sousediciho atomu uhliku
(schéma 16). Mnoho rozbori vedlo kzavéru, Ze tato reakce probiha radikalove?’.
Homolytickym §tépenim vazby Co-C vzniké radikdl adenosylu, na ktery se mlze navézat
atom vodiku zuhliku C;. Po migraci R-zbytku na sousedni atom uhliku obdrzi nové
vytvoteny radikdl C, opét atom vodiku z methyladenosylu, pfi¢emz dochazi k regeneraci

radikalu CH,-adenosylu (CH,Ad, viz. obr. 15). Radikal kobaltu zde ma funkci tzv. ,,stand
4‘26

by

CH,Ad

oD+ *CH,Ad

H. R cHAad 7 R
wC—-Cc'" —L—b III"C—C'III
/12  -CHsAd 471 2)

Schéma 16 Koenzymem B, katalyzovany [1,2]-pfesmyk

Methylkobalamin se podili na biosyntéze aminokyseliny methioninu, potiebného pii
biosyntéze ervenych krvinek. Je dileZity i pro nékteré bakterie, kde se ucastni biomethylace
iontd kovu (schéma 17). Jedna se predevsim o biomethylaci rtuti, ve form& Hg®*, kdy se
Vytvaii stabilni, ve vodé rozpustny kation methylrtuti [H3C-Hg]", ktery je schopny pfekonat
hematoencefalickou bariéru a zplisobit tak tézké poskozeni nervi. Je pozoruhodné, Ze bakterie
si v priib&hu evoluce vytvofily detoxikaéni mechanismus proti témto kationim rtuti®. Tyto
organismy, které obsahuji rtutové lyazy (peptidy obsahujici cystein), dovedou rozstépit vazbu

rtut’-uhlik.
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Q CH, H S
HZN‘(P_C—OH H,oN (I: C-OH
e L oh,
CHy CH,

SH $
Homocystein CHs
CH, Methionin

Hg?* ———— H3C—Hg*

extrémné toxicky
Schéma 17 Biomethyla¢ni funkce methylkobaltaminu

Za zminku stoji i bakteridlni metaloenzym acetyl koenzym A syntaza/CO
dehydrogenaza® (ACS/CODH) katalyzujici dva velmi dalezité biologické procesy a to
redukci atmosférického CO, na CO a syntézu acetyl koenzymu A (schéma 18). Béhem téchto
procesti dochazi ke vzniku intermolekularni C-C vazby. Tento proces je typickym pro

anaerobni archaebakterie®.

H,C-Cd + CO *+ coa—sH —Aeelykkoenzym Asyntdza ) ~_c5-5-Coa +(Col

+
Methylkobalamin koenzym A -H

Schéma 18 Princip katalyzy acetyl koenzym A syntazy.

2.3.2 Organometalické slouc¢eniny v mediciné

Po objeveni protinddorové aktivity anorganického léCiva cis-platiny [cis-Cl,Pt(NH3),]
(obr. 16), jednoho z dnes jiz zavedenych 1é¢iv pouzivanych pii 1é€bé nadorového onemocnéni

varlat, bylo zkoumano velké mnoZstvi komplext kovii pro jejich cytostaticky u¢inek®.

H3N. /Cl
Pt
HsN  Cl

Obr. 16 cis- platina
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Patfi sem naptiklad komplex Cp,TiCl; (obr. 17), ktery je u€inny proti mnoha karcinomim

a nachazi se ve fazi klinického testovani. V terapii karcinomu prsu,

QT'/CI nejcastéjSiho druhu rakoviny u Zen, se jako velmi aktivni ukézala
|

Q‘Cl sloucenina obsahujici komplex CpRe(CO);. Tento komplex,

cyklopentadienyl-Re', nahradil fenylovy substituent v tamoxifenu,

Obr. 17 Struktura vdnedni dob& nejrozsifengjsim prostfedku proti rakoviné prsu.
komplexu Cp,TiCl, . , ) . . - .
Tento ptistup zalozeny na modifikaci znamych bioligandl

(tamoxifen, chloroquin) je slibnym prostiedkem, ktery muze vést k optimalizaci U¢inki téchto

komplexi (obr. 18).

R OH
e (O
R =OH .
XS, ¥ O
|
.Rie. o
O(CH,),N(CHj), oC L O(CHg2)4N(CHa),

Antiestrogen tamoxifen (R = H) ]
Aktivni metabolit hydroxy tamoxifen (R = OH) Cytostatikum

Iy

Chemicka struktura chloroquinu

Obr. 18 Struktura zndmych bioligandl a modifikace tamoxifenu

Do této skupiny organometalickych sloucenin patfi i komplexy radioaktivniho
technecia a rhenia, které jsou vyuzivany jako diagnostika (**Tc) a terapeutika ('**Re a '**Re)
v oblasti radiofarmacie. Ta zaznamenala nejvét§i rozvoj béhem poslednich let. Jako ptiklad
Ize uvést komplex hexakis(alkylisokyanidu) technecia, komeréné dostupného jako Cardiolit,
ktery je vhodny pro diagnostiku srdce (obr. 19)*°. Technecium je vibec nejcastéji vyuzivany

radioaktivni prvek v nukledrni diagnostice diky svému kratkému polo¢asu rozpadu (t;; = 6h).
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Obr. 19 Struktura komeréné dostupného diagnostika Cardiolit

0O-gl-0=

2.3.3 Organometalické slouc¢eniny jako katalyzatory

Mimofadna schopnost organometalickych sloucenin katalyzovat Sirokou $kalu
chemickych reakci nebyla dosud v biochemii uspé$né vyuzita. Praktické pouziti téchto
katalyzatori je casto limitovano jejich citlivosti na pfitomnost molekularniho kysliku
a vlhkosti, a katalyza tedy musi téméf vzdy probihat v inertni atmosféfe. Piesto jsou jiz
v dnes$ni dob& znamy katalyzatory, které umoziiuji vznik vazby C-C za aerobnich podminek
Patfi sem napiiklad n€které reakce katalyzované komplexy Cu, Pd, Rh nebo Ru*’. Navrzeni
efektivnich katalyzatord, které by pracovaly za fyziologickych podminek, zlstava stale
vyzvou pro dal$i vyzkum. Prvni krok v této oblasti neddvno provedli Meggers a Streu, ktefi
poukazali na schopnost katalyzatoru komplexu ruthenia Cp‘Ru(cod)Cl katalyzovat §tépeni
allylkarbamati na pfislusné aminy za aerobnich fyziologickych podminek v Zivych savéich

burikach®'.
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3. Cil prace

Tato prace je soucasti projektu, ktery se zabyva vznikem vazeb C-C pomoci katalyzy
organokovy za aerobnich podminek.

Cilem této diplomové prace je nalézt [2+2+2] cykloadi¢ni reakce, které by tolerovaly
pfitomnost vzduchu a vlhkosti. Hledani bylo zaméteno na reakce, které byly popsany v inertni

atmosfére?>*

a jejichz produkty jsou pfedevs§im derivaty pyridinu, protoZe pravé pyridinova
jednotka je ¢asto soucasti biologicky aktivnich sloucenin.
Mezi [2+2+2] cykloadi¢ni reakce, které budou testovany patii syntéza:

- Hexamethyl benzen-1,2,3,4,5,6-hexakarboxylatu [3]

- 3-(Chloromethyl)-6,7-dihydro-SH-cyklopenta[c]pyridinu [6]

- 2-(6,7-Dihydro-5H-cyklopenta[c]pyridin-3-yl)acetonitrilu [8]

- 6-(Chloromethyl)-1,3-dihydrofuro[3,4-c]pyridinu [10]

- Dimethyl 3-(chloromethyl)-5H-cyklopenta[c]pyridin-6,6(7H)-dikarboxylatu [12]

- 2-(1,3-Dihydrofuro[3,4-c]pyridin-6-yl)acetonitrilu [13]

- Dimethyl 3-(kyanomethyl)-5SH-cyklopenta[c]pyridin-6,6(7H)-dikarboxylatu [14]

| N Cl
N
6
0]
cl —0 I N Cl
—0 ~-N
© 12
0O
S | X CN —0 | N CN
N —0 ~-N
13 0 14

S nad€jnymi kandidaty bude testovana uskute¢nitelnost [2+2+2] cykloadi¢ni reakce ve

vodném aerobnim prostiedi ¢i ve vodném aerobnim biomédiu.
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4. Vysledky a diskuse

4.1 Syntéza Hexamethyl benzen-1,2,3,4,5,6-hexakarboxylatu [3]

Jednou z reakci, ktera byla testovana v nasi laboratofi, byla syntéza hexamethylesteru
kyseliny mellitové 3 [2+2+2] cykloadici komeréné dostupného acetylendikarboxylatu 2
v 1,2-dichloroethanu pomoci katalytického mnozstvi (1 mol %) komplexu Cp‘Ru(cod)Cl 1
pii laboratorni teploté (schéma 19). Ukazali jsme, Ze tato reakce popsana v inertnim prostiedi
za vylouceni vlhkosti*? probiha se srovnatelnym vyt&Zkem i v pfitomnosti vzduchu a vlhkosti.
Tak bylo po dvou hodinach pfi laboratorni teploté izolovano 91 % produktu 3. Tento vytézek
je srovnatelny s publikovanymi 88 % pifi provedeni reakce v nepfitomnosti vzduchu

a vlhkosti.

OxO~
CpRu(cod)Cl1,
DCE o
vzduch, it
o o 2h
2 "3 (91 %)

Schéma 19 Syntéza hexamethylesteru kyseliny mellitové za aerobnich podminek
Déle bylo zji§téno, Ze reakce probiha v pfitomnosti vzduchu, i kdyz je

1,2-dichloroethan zcela nahrazen vodou (schéma 20). Po péti a pul hodiné s 1 molarnim

procentem katalyzatoru 1 bylo izolovano 76 % produktu 3.
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Cp'Ru(cod)CI 1

Il Ho0
vzduch, It
o) O/ 55h

2 |3 (76 %)

Schéma 20 Syntéza hexamethylesteru kyseliny mellitové ve vodé za aerobnich podminek

Tyto experimenty ukazuji, Ze uvedené reakce dobfe toleruji pfitomnost vody
i vzduchu. Testovali jsme proto moznost provedeni této reakce v ptitomnosti modelového
biologického média za aerobnich podminek (schéma 21). Podminky a vysledky téchto

testovacich reakci jsou shrnuty v tabulce 1.

o O OO
| —r—— 4
vzduch, It -0 SN
o o~ o
2 '

Schéma 21 Syntéza hexamethylesteru kyseliny mellitové v biologickych médiich za aerobnich

podminek
& reakce Katalyzator (mol%) Cas (h) Médium Vytézek (%)
1 6 2 E.coli buné&&ny extrakt 84
2 0 20 E.coli bun&&ny extrakt 0

Tabulka 1 Podminky a vysledky uvodnich testovacich reakci v modelovém biologickém médiu za

aerobnich podminek

U reakce provedené v extraktu E. coli bylo po 2 hodinach v pfitomnosti 6 mol %
katalyzatoru 1 izolovano 84 % produktu 3. Kontrolni experiment provedeny v extraktu
E. coli bez ptfitomnosti katalyzatoru 1 vyloudil katalytickou aktivitu tohoto biomédia pfi

[2+2+2] cykloadici.
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Vzhledem k mozZznému pribéhu reakce béhem extrakce reakéni smési byl hledan
vhodny inhibitor pro pouzity katalyzator, aby doslo k jeho deaktivaci jesté pfed zpracovanim
reakce. Jako inhibitory katalytické reakce byly vybrany pryskyfice na bazi
funkcionalizovaného polystyrenu (QuadraPure™). Vhodnym inhibitorem pro pouZity
katalyzator je pryskyfice MPA (obr. 20). Cas potiebny k deaktivaci katalyzatoru pryskyfici

byl stanovovan experimentalné pomoci metody popsané v nasledujicim odstavci (obr.21).

HS
= O

pryskyfice MPA_ Obr. 20 Struktura

. ?h pryskyfice MPA
Katalyzator Katalyzdtor
v DCE v DCE po ptidéni

pryskyfice MPA

Obr. 21 Experimentélni stanoveni doby potiebné k deaktivaci katalyzatoru Cp Ru(cod)Cl pti [2+2+2]
cykloadici

K nabobtnané pryskyfici v DCE byl pfidan katalyzator 1 a smés byla michana po dobu
uvedenou v tabulce 2 (Cas 1). Poté byl pfidan substrat 2 a po 2 hodinach, kdy reakce byla
ukoncena, byla zjisténa konverze vychoziho substratu. Na zakladé mnoZstvi izolovaného
produktu reakce bylo usouzeno, Ze 3 hodiny inkubace katalyzatoru s pryskyfici by mély byt
dostacujici k jeho podstatné deaktivaci. Experimenty byly provadény s 10-ti nasobnym
pfebytkem pryskytice (10g pryskyfice na 1,5 mmol kovu) nez je v katalogu uvadéné

mnozstvi. Tento piebytek byl pouzit i v dalSich experimentech provadénych v biologickych

médiich.
& reakce Katalyzator (mol%) Cas 1 (h)® Cas 2 (h)® Médium  VyteZek (%)
1 1 0.5 2 DCE 53
2 1 2 2 DCE 22

[a] Reakéni &as smési bez vychoziho alkynu 2. [b] Cas od pfidani alkynu 2.

Tabulka 2 Vysledky stanoveni doby potiebné k deaktivaci katalyzatoru Cp Ru(cod)Cl

Po nalezeni inhibitoru reakce a stanoveni ¢asu potfebného k deaktivaci katalyzatoru

byl tento postup aplikovan v experimentech testujicich schiidnost reakce v piitomnosti
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biologickych médii, kdy po konverzi vychoziho substratu byla k reakéni smési piidana
pryskyfice a po uplynuti 3 hodin byla reakce teprve zpracovana (schéma 22). V pfipadé
reakce provedené v extraktu E. coli bylo ziskano 75 % latky 3 (reakce ¢.1). V obohaceném
syntetickém médiu vhodném k rychlé proliferaci bunéénych kultur (IMDM + 10% FBS + gln)
bylo po 6 hodinach a 30 minutach izolovano 53 % produktu (reakce €.2) a po 24 hodinach
63 % produktu (reakce ¢€.3). Vytézek reakce provedené ve fetdlnim hovézim séru byl 52 %
(reakce ¢.4). Vysledky s pouzitim pryskyfice MPA potvrzuji, Ze [2+2+2] cykloadice probiha

v biologickém médiu a ne az pfi zpracovani reakéni smési (tabulka 3).

OO~ 1) Cp'Ru(cod)Cl 1
| | vzduch, medium, It
2) pryskyfice
o o~
2

Schéma 22 Syntéza hexamethylesteru kyseliny mellitové v biologickych médiich za aerobnich

podminek
& reakce  Katalyzator (mol%)  Cas (h)® Médium Vytézek (%)
1 5 6.5 E.coli buné&ény extrakt 75
2 6 6.5 IMDM+10% FBS+gin 53
3 5 24 IMDM+10% FBS+gin 63
4 5 26 fetalni hovézi sérum 52

[a] Celkovy reakéni ¢as = ¢as michani reak¢éni smési bez pryskyftice + 3 h s pryskyfici

Tabulka 3 Podminky a vysledky testovacich reakci v biologickych médiii za aerobnich podminek

Na zaklad¢ diskutovanych vysledki lze prohlésit, Ze tuto [2+2+2] cykloadiéni reakci
1ze provést v pfitomnosti vzduchu a v biologickych mediich. Déale byla testovana moznost
vyuZiti [2+2+2] cykloadi¢ni reakce pii pfipravé derivatd pyridinu. Cykloadi¢ni reakce byly
nejdiive provadény v organickém rozpoustédle za pfitomnosti vzduchu, kdy byly zkoumany
ruzné kombinace vychozich substratii. Tyto syntézy, jejichz prib&h byl testovan za aerobnich
podminek, byly jiz diive popsany skupinou Y. Yamamota, ktera tyto reakce provadéla

vyhradné v inertni atmosfére®.
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4.2 Syntéza 3-(Chloromethyl)-6,7-dihydro-SH-cyklopenta|c]pyridinu [6]

Vychozi substraty 1,6-heptadiyn 4 a chloroacetonitril § byly podrobeny [2+2+2]
cykloadici  plsobenim  katalytického mnozZstvi CpRu(cod)Cl 1 (2 mol %)
v 1,2-dichloroethanu za aerobnich podminek (schéma 23). Chloromethylpyridin 6 byl
izolovan ve vytézku 25 %. Tento vytézek je pomémé maly ve srovnani s vytéZkem
publikovanym v inertni atmosféie, kdy bylo ziskano 81 % latky 6. Proto pruib¢h této reakce

v jinych médiich nebyl déale zkousen.

Cp Ru(cod)Cl 1 - AN Cl
| vzduch, vihkost g | _N
DCE, It
4 5 20 h 25 min 6 (25 %)

Schéma 23 [2+2+2] Cykloadice 1,6-heptadiynu a chloroacetonitrilu za aerobnich podminek

4.3 Syntéza 2-(6,7-Dihydro-SH-cyklopenta[c]pyridin-3-yl)acetonitrilu [8]

V dalsi [2+2+2] cykloadi¢ni reakci za pouziti katalyzatoru 1 (2 mol %) byl diyn 4
podroben reakci s malononitrilem 7 (schéma 24). Za stejnych podminek jako v pfedchozim

experimentu (schéma 23) bylo izolovano 28 % kyanomethylpyridinu 8.

X
’/ Cp'Ru(cod)CI1 | CN
— | vzduch, vihkost ~N
- DCE It
4 21h 8 (28 %)

Schéma 24 [2+2+2] Cykloadice 1,6-heptadiynu a malononitrilu za aerobnich podminek
Vzhledem k pfedchozim dvéma izolovanym vytézkim byla v dal$ich reakcich

zkouSena reaktivita nitrild 5§ a 7 s riznymi diyny. Snahou bylo nalézt vhodny diyn, jehoz

konverze by byla vyssi.
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4.4 Syntéza 6-(Chloromethyl)-1,3-dihydrofuro[3,4-c]pyridinu [10]

V této syntéze byl jako vychozi diyn pouzZit komeréné dostupny propargylether 9,
ktery byl spole¢né s nitrilovym substratem 5 podroben cykloadici pisobenim katalytického
mnozstvi Cp Ru(cod)Cl 1 (2 mol %) v 1,2-dichloroethanu v pfitomnosti vzduchu (schéma
25). V tomto piipadé byla cilova latka 10 ziskana ve vytéZku 37 %. Zaména diynového

substratu vedla ke zvySeni vytézku téméf o 10 %.

— Cl .
/ Cp RuCl(cod) 1 | S Cl
\ I vzduch, vihkost 0 _N
- N DCE, It
9 5 26h 10 (37 %)

Schéma 25 [2+2+2] Cykloadice propargyletheru a chloroacetonitrilu za aerobnich podminek

4.5 Syntéza Dimethyl 3-(chloromethyl)-SH-cyklopenta|c]pyridin-6,6(7H)-
dikarboxylatu [12]

V ptipadé syntézy latky 12 byl pfislusny nitrilovy substrat 5 podroben cykloadici
s dimethyldipropargylmalonatem 11 pasobenim Katalytického mnozstvi Cp Ru(cod)Cl 1
(5 mol %) (schéma 26). Reakce byla nejdfive provedena v organickém rozpoustédle (DCE),
kdy bylo izolovano 61 % chloromethylpyridinu 12. Na zéklad€¢ peo,c

uspokojivého vytézku byla reakce nasledné zkouSena ve vodé,

. MeOzC
. o/ 14 , .
kdy bylo ziskano 42 % latky 12. Béhem reakce byl pozorovan MeO,C //
vznik dimeru vychoziho diynového substratu 11 (obr. 22), ktery MeOLC
2
byl nésledné izolovan ve 14 % vytézku. Obr. 22 Struktura dimeru
vzniklého ze substratu 11
cl P
. Cp'RuCl(cod) 1 O | X el
I médium -0 =N
duch, It
N vzduch, S
5 12

Schéma 26 [2+2+2] Cykloadice dimethyldipropargylmalonatu a chloroacetonitrilu za aerobnich

podminek
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4.6 Syntéza 2-(1,3-Dihydrofuro[3,4-c]pyridin-6-yl)acetonitrilu [13]

Nejlepsi kombinaci substratd vtéto sérii testovacich reakci se ukazal byt par
propargylether 9 a malononitril 7 (schéma 27). Po 17 hodinach bylo z [2+2+2] cykloadi¢ni
reakce provedené v DCE v pfitomnosti katalytického mnozZstvi Cp*Ru(cod)Cl 1 (2 mol %)
izolovano 80 % latky 13. Proto byla tato reakce vybrana pro screening v dalSich médiich.

Vysledky a podminky téchto experimenti jsou shrnuty v tabulce 4.

( Cp'RuCl(cod) 1_ Xr e
\ — | med|um O l /N
vzduch, It
9 7 13

Schéma 27 [2+2+2] Cykloadice propargyletheru a malononitrilu za aerobnich podminek

& reakce Katalyzator (mol%) Cas (h) Médium Vytézek (%)
1 2 17 DCE 80
2 2 3 DCE 66
3 2 3 DCE/H,0 29
4 2 5.5 DCE/TFA 12
5 2 5.25 DCE/DBU 57
6 2 28.5 H,O 23
7 2 3 fetalni hovézi sérum 27
8 5 3 fetalni hovézi sérum 20
9 5 5 E.coli buné&&ny extrakt 29

Tabulka 4 Vysledky a podminky screeningu [2+2+2] cykloadice propargyletheru a malononitrilu za

aerobnich podminek

V ptipadé DCE bylo po 3 hodinach izolovano 66 % produktu 13 (reakce ¢.2) a pfi
provedeni reakce ve smési DCE/H,O (1:1) bylo ziskéano 29 % latky 13 (reakce ¢.3). Tento
pokles je srovnatelny s vytézky ziskanymi v biologickych médiich, kde ani pouZiti vétsiho
mnoZstvi katalyzatoru Cp'Ru(cod)Cl 1 nevedlo ke zvyseni vytézku produktu 13. To je
dokumentovano na piikladé reakce provedené ve fetdlnim hovézim séru (FBS), kdy
v pfitomnosti 2 mol % katalyzatoru 1 bylo izolovano po 3 hodinach 27 % produktu 13 (reakce
¢.7) a v ptitomnosti 5 mol % katalyzatoru 1 bylo izolovano po 3 hodinach 20 % tohoto
produktu (reakce ¢.8). Zaroven byl prubéh této reakce testovan v bazickém prostredi smési
DCE/DBU (2:5), kdy bylo izolovano 57 % latky 13 (reakce ¢&.5), a v prostfedi kyselém ve
smési DCE/TFA (2:5), kdy byla latka 13 ziskana ve vytézku 12 % (reakce ¢.4). Béhem reakce
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provedené ve vodé byl pozorovan vznik dimeru vychoziho diynového substratu 9 (obr. 23),

kdy bylo izolovano 11 % tohoto dimeru a 23 % produktu 13 (reakce ¢.6). V extraktu E. coli

bylo izolovano 29 % latky 13 (reakce ¢.9).
0]
C()\/O\///

Obr. 23 Struktura dimeru
vzniklého ze substratu 9

4.7 Syntéza Dimethyl 3-(kyanomethyl)-SH-cyklopenta[c]pyridin-6,6(7H)-
dikarboxylatu [14]

Soucasné byl proveden screening u dalsi reakce. Vychozimi substraty syntézy latky 14
byly dimethyldipropargylmalonat 11 a malononitril 7 (schéma 28). Vysledky jsou uvedeny

v tabulce 5.

CN

. '/ Cp'RuCl(cod)1 O N en
If] médium -0 ~N
N vzduch, It
14

Schéma 28 [2+2+2] Cykloadice dimethyldipropargylmalonatu a malononitrilu za aerobnich

podminek
¢&. reakce Katalyzator (mol%) Cas (h) Médium Vytézek (%)

1 5 33 DCE 70
2 2 22 DCE 51
3 5 22 DCE/H,0 82
4 5 20 H,O 46
5 5 3.5 fetalni hovézi sérum 27
6 5 21 fetalni hovézi sérum 20
7 5 23 fetalni hovézi sérum 32
8 5 21 E.coli bun&&ny exkrakt 39

Tabulka 5 Vysledky a podminky screeningu [2+2+2] cykloadice dimethyldipropargylmalonatu

a malononitrilu za aerobnich podminek
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Screening u této reakce byl proveden v pfitomnosti 5 mol % katalyzatoru 1. Pti
srovnani experimentu provedeného v DCE (reakce ¢.1) a v pfitomnosti samotné vody (reakce
¢.4) je sniZzeni vytézku niz$i, nez u ptedchozi kombinace substrati (schéma 27, tabulka 4).
V experimentu s pouzitim vody jako reakéniho média (reakce ¢.4) nebyl pozorovan vznik
dimeru vychoziho diynového substratu 11 (obr. 22). V biologickych médiich jsou vytézky
srovnatelné s pfedchozi reakci (9+7—13). Reakce €.2 byla provedena za stejnych podminek
jako reakce publikovana® z divodu porovnani vytéZku ziskaného za aerobnich podminek
s vytéZkem publikovanym v inertni atmosféfe, kdy publikovany vytézek byl 92 %.

Je pozoruhodné, Ze malé koncentrace Cp Ru(cod)Cl 1, neovlivni viabilitu bungk, jak
je patrné z prace Meggerse a Streue’'. Proto je vhodné pokratovat v tomto vyzkumu a najit
dalsi katalyzatory a procesy, které by byly podobné, jako tyto reakce a reakce popisované
v této diplomové praci, kompatibilni saerobni biohmotou. Takové procesy by mohly
poskytnout cestu k pfipravé biologicky u¢innych latek (naptiklad farmak G€innych
v nanomolarnich koncentracich) nebo latek pro diagnostiku pfimo v Zivém organismu. Je
tfeba poznamenat, Ze reakce popisované v této diplomové praci byly provadény za podminek,
kdy dochazelo pouze k nedokonalému rozpusténi katalyzatoru, vychozich latek a produktu ve
zkoumanych biomédiich. To by mohlo byt hlavnim divodem nizZSich izolovanych vytézka.
Dosazenim lep$i rozpustnosti, napiiklad pfidanim kosolventu nebo aditiva podporujiciho

rozpustnost, by bylo mozné docilit zvySeni vytézkd zkoumanych reakci.

37



5. Zavér

Bylo zjisténo, ze [2+2+2] cykloadiéni reakce katalyzované komplexem ruthenia
Cp'Ru(cod)Cl vedouci k ptipravé sloucenin 3, 6, 8, 10, 12, 13 a 14, je mozné provést za
aerobnich podminek. Ackoli vytéZky jsou niz8i ve srovnéni s publikovanymi vytézky za
pouziti inertni atmosféry, vysledky ukazuji, Ze inertni atmosféra neni nezbytna pro prub¢h
[2+2+2] cykloadi¢nich reakci. Tyto reakce lze tedy provést za podminek aerobnich, kterym
dfive nebyla vénovana pozornost.

Jednotlivé cykloadice byly nejdiive provadény v organickém rozpoustédle za
pfitomnosti vzduchu. U latek, které poskytly nejvyssi izolované vytézky (3, 13, 14), bylo
provedeno testovani schidnosti reakce ve vodnych médiich za aerobnich podminek.
Jmenovité byla testovana deionizovana voda a biologicka média jako fetalni hovézi sérum
(FBS), extrakt E.coli a obohacené syntetické médium vhodné k rychlé proliferaci buné¢nych
kultur (IMDM + 10% FBS + gln). Latky 3, 13 a 14 tak byly uspé$né piipraveny
v biologickych médiich za aerobnich podminek, coZ je dikazem toho, Ze pfiprava
aromatickych kruh®i pomoci organometalické katalyzy je mozna v biologickém médiu
za pfitomnosti vzduchu.

Takovy experimentalni dikaz slibuje mozZnost provadét reakce za pritomnosti
katalyzatoru v aerobnich bunéénych systémech. [2+2+2] Cykloadi¢ni reakce by se tak mohly

stat uZiteénym nastrojem vyuzivanym v bioorganometalické chemii a v chemické biologii.
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6. Experimentalni ¢ast

6.1 Obecné informace

Pribéh reakci byl sledovan pomoci TLC na silikagelovych deskach typu Silica gel 60
Fas4 od firmy Merck. Jako vyvijeci soustavy byly pouzity tyto smési rozpoustédel (jedna se
0 objemové poméry):

Soustava S;: petrolether-ethylacetat 1:1

Soustava S,: hexan-ethylacetét 1:1

Soustava Sj: petrolether-ethylacetat 9:1

Soustava Sy: petrolether-ethylacetat 2:1
K detekei latek na TLC byla pouzita UV lampa 254/365 nm typu Spectroline® Model
ENF-240C/FE. K vizualizaci byla pouzita soustava KMnOj4 (1%) + Nay;CO3 (2%).

Sloupcové chromatografie byly provadény na silikagelu typu Silica gel 60
(40-63 pm) od firmy Fluka, ve dvou pfipadech byla chromatografie provedena na pfistroji
Teledyne Isco CombiFlash® Companion®.

NMR spektra byla mé&fena na spektrometru Bruker Avance I'™ 400 MHz, Bruker
Avance I™ 500 MHz nebo Bruker Avance [I™ 600 MHz. Jako rozpoustédlo byl pouzivan
CDCl;. Chemické posuny (8-stupnice) byly referencovany na vnitini singlet standardu
tetramethylsilanu pfi & = 0.00 ppm pro 'H NMR, resp. na triplet rozpoustédla pfi & = 77.00
ppm pro 3C NMR.

IR spektra byla méfena v CCly, CHCl; nebo KBr tablet¢ na pfistroji Bruker
Equinox 55.

HRMS spektra byla ziskana EI, ESI nebo FAB technikou na spektrometru ZAB-EQ
(VG Analytical) nebo Q-Tof micro (Waters).

Pouzit¢ chemikalie byly ziskdny od firem Fluka, Aldrich, Penta a Strem.
Dimethyldipropargylmalonat 11 byl ptfipraven v nasi laboratotfi na zakladé publikovaného
postupu®. Biologickd média poskytl Dr. J. Konvalinka a M. Kozisek z UOCHB AV CR.
Escherichia coli extrakt: Bakterie Escherichia coli DHSa, pfedem transformované
plazmidem pET24a (Novagen, kat.£.69749-3) byly rozristany v LB broth médiu (Sigma,
L3022) obsahujicim antibiotikum kanamycin (40 pg/ml, Fluka 60615). 40 ml LB média bylo
oc¢kovano 4 pl bakterialni kultury a poté inkubovano pii 37°C ptes noc. Narostla kultura byla

odstfedéna pfi 3500g po dobu 15 min a bakterialni peleta byla rozsuspendovana v 10 ml PBS
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a sonikovana (6 x 1 min, v3 minutovych intervalech). Suspenzni bakteridlni lyzat byl
odsttedén pii 10000g po dobu 30 min a teploté 4°C, nerozpusténa peleta odstranéna a ziskany
supernatant zamraZen na -20°C. Pfed experimentem byl bakteridlni lyzat rozmraZen ve vodni
lazni pti 30°C. FBS (fetal bovine serum): Bylo zakoupeno u Invitrogen-Gibco (cat. no.
10270-106). Pted pouzitim bylo FBS inkubovano 30 min pii 65°C, aby se deaktivovala slozka
pfirozené imunity, komplement. IMDM (Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium): je
kompletni kapalné medium. Po pfidani 10% FBS a L-glutaminu na vyslednou koncentraci
4 mM bylo zamraZeno na -20°C. Pfed experimentem bylo rozmrazeno ve vodni lazni pti
30°C. Jako inhibitor reakce byla pouzita Reaxa’s QuadraPure™ MPA pryskyfice.
Rozpoustédla byla odpafovdna na rotaéni vakuové odparce pii laboratorni teploté
a tlaku > 4 mbar. Produkty jednotlivych reakci byly suSeny na vakuu olejové pumpy (200 Pa).
Neni-li uvedeno jinak, byla pouzita deionizovana voda ziskana ze zafizeni na upravu
vody na UOCHB AV CR. Deionizace byla provedena pomoci filtrace ptes kolony
s iontoméni¢em (Lewatit S100 s katexovym filtrem, Lewatit MP500 s anexovym filtrem)

v demineralizagni iontostanici typu ID-PP a ID-KP (Kavalier, Votice, CR).

6.2 Pracovni postupy

Syntéza hexamethyl benzen-1,2,3,4,5,6-hexakarboxylatu [3]
Reakce v DCE:

K roztoku katalyzatoru Cp‘Ru(cod)Cl (3,5 mg, 9,2 umol, 1 mol %) v DCE (3 ml) byl
po kapkach za laboratorni teploty ptidan dimethyl acetylendikarboxylat 2 (100 pl, 115,6 mg,
0,813 mmol). Po dvou hodinach rychlého michani za laboratorni teploty byla detekovéana
kompletni konverze vychozi latky a vznik produktu pomoci TLC v soustavé S,. Tékavé
slozky smési byly odpafeny a pevny zbytek byl ¢istén chromatograficky na sloupci silikagelu
(pramér sloupce 2,5 cm, vyska sloupce 6,5 cm, eluent: petrolether-ethylacetat 3:2). Bylo
ziskdno 105 mg latky 3 (91 %, bila pevna latka). TLC: Rf = 0,18 (SiO,, hexan-ethylacetat

| 3:2) '"H-NMR (400 MHz, CDCL): & 3,89 (s, 18H, CHs). *C-NMR

(100,6 MHz, CDCls): & 53,48 (CH3), 133,90 (Carom), 165,13 (C=0). IR

0~ (CCly): ¥(cm™) 3031 (w, CHs), 3003 (w, CH3), 2953 (w, CH3), 1748
O~ (vs, C=0), 1572 (vw, ring), 1443 (s, CH3), 1412 (w), 1356 (w), 1327
o~ Yo (m), 1250 (s), 1225 (s, C-0), 1183 (m), 1157 (w), 1117 (w), 997 (w,
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C-0), 988 (w,sh C-0). HRMS (FAB) m/z: [M+H"] (C1gH19012"): vypoétena 427,0868,
naméiena 427,0877.

Reakce v H>O:

K suspenzi katalyzatoru Cp Ru(cod)Cl (3,5 mg, 9,2 pmol, 1 mol%) v deionizované
vodé (2 ml) byl po kapkach za laboratorni teploty pfidan dimethyl acetylendikarboxylat 2
(100 pl, 115,6 mg, 0,813 mmol). Vznik produktu a kompletni konverze vychozi latky byla
detekovana pomoci TLC v soustavé S;. Poté byla reakéni smés nafedéna deionizovanou
vodou (4 ml) a extrahovana CH,Cl, (5x5 ml). Organické faze byly spojeny a vysuSeny
bezvodym Na,SO4. Susidlo bylo odfiltrovano a té¢kavé slozky byly odpafeny. Pevny zbytek
byl ¢istén chromatograficky na sloupci silikagelu (primér sloupce 2,5 cm, vyska sloupce

7 cm, eluent: hexan-ethylacetat 3:2). Bylo ziskano 88,3 mg latky 3 (76 %, bila pevna latka).
Reakce v extraktu E.coli:

K suspenzi katalyzatoru Cp Ru(cod)Cl (18,4 mg, 48,4 umol, 6 mol %) v 4% E. Coli
DHSo lyzatu (2 ml) byl po kapkdch za laboratorni teploty pfidan dimethyl
acetylendikarboxylat 2 (100 pl, 115,6 mg, 0,813 mmol). Priibéh reakce byl sledovan pomoci
TLC v soustavé S,. Reakéni smés byla nafedéna deionizovanou vodou (10 ml) a extrahovana
CH,Cl, (4x5 ml). Organické faze byly spojeny a vysuSeny bezvodym Na,SO4. Susidlo bylo
odfiltrovano a t€kavé slozky byly odpafeny. Pevny zbytek byl ¢istén chromatograficky na
sloupci silikagelu (pramér sloupce 2,5 cm, vyska sloupce 7 cm, eluent: hexan-ethylacetat 3:2).
Bylo ziskano 96,6 mg latky 3 (84 %).

Kontrolni pokus v extraktu E.coli:

Reakce byla provedena podle obecného postupu popsaného vyse s tim rozdilem, Ze
reakce byla provedena bez ptitomnosti katalyzatoru. Vznik produktu nebyl pozorovan.
Chromatografii bylo ziskano 64,4 mg vychozi latky 2 (56 %). 'H NMR (400 MHz, CDCls)
8 =3,85 (s, 6H). *C NMR (CDCly): § 53,4, 74,6, 152,2.
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Stanoveni ¢asu potFebného k deaktivaci katalyzatoru pryskyrici:

Experimenty byly provedeny podle ndsledujiciho obecného postupu:

Pryskyfice (QuadraPure, 54 mg) byla nechana po dobu 30 minut bobtnat v DCE
(2 ml). Poté byl pridan katalyzator Cp'Ru(cod)Cl (3,4 mg, 8,95 umol, 1 mol %) a smés byla
michdna po dobu T,. Nasledn¢ byl po kapkach za laboratorni teploty pfidan dimethyl
acetylendikarboxylat 2 (100 pl, 115,6 mg, 0,813 mmol). Reakéni smés byla michédna po dobu
T,. Vznik produktu byl detekovan pomoci TLC v soustavé S,. Té€kavé slozky byly odpateny
a pevny zbytek byl ¢istén chromatograficky na sloupci silikagelu (primér sloupce 2,5 cm,

vyska sloupce 6 cm, eluent: hexan-ethylacetat 3:2).

1. experiment: T;=30 min, T, =2 h, vytézek 61,8 mg latky 3 (53 %)
2. experiment: T, =2h, T, =2h, vytézek 25,6 mg latky 3 (22 %)

Reakce v biologickych médiich za pouZiti pryskyFice jako inhibitoru reakce:

Experimenty byly provedeny podle ndsledujiciho obecného postupu:

K suspenzi katalyzatoru Cp Ru(cod)Cl v biologickém médiu byl po kapkach za
laboratorni teploty pfidan dimethyl acetylendikarboxylat 2 (100 pl, 115,6 mg, 0,813 mmol).
Pribéh reakce byl sledovan pomoci TLC v soustavé S,. K reakéni smési byla ptidana
pryskyfice (QuadraPure, 270 mg) a reak¢éni smés byla michana 3 hodiny pfi laboratorni
teploté. Poté byla reakéni smés nafedéna deionizovanou vodou (10 ml) a extrahovana CH,Cl,
(4x5 ml). Organické faze byly spojeny a vysuSeny bezvodym Na,SOs. SuSidlo spolu
s pryskyfici bylo odstranéno filtraci a tékavé slozky byly odpateny. Pevny zbytek byl ¢istén
chromatograficky na sloupci silikagelu (primér sloupce 2,5 cm, vyska sloupce 6 cm, eluent:

hexan-ethylacetat 3:2).

1. experiment:
Byla pouzita suspenze Cp Ru(cod)Cl (17 mg, 44,7 pmol, 5 mol %) v 4% E. Coli

DH5a lyzatu (2 ml). Bylo ziskano 87 mg latky 3 (75 %).
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2. experiment:
Byla pouzita suspenze Cp Ru(cod)Cl (17,1 mg, 45,0 pmol, 6 mol %) v médiu
IMDM + 10% FBS + gln (celkovy objem 1 ml). Bylo ziskano 61,8 mg latky 3 (53 %).

3. experiment:
Byla pouzita suspenze Cp Ru(cod)Cl (17 mg, 44,7 pmol, 5 mol %) v médiu
IMDM + 10% FBS + gIn (celkovy objem 1 ml). Bylo ziskano 72,4 mg latky 3 (63 %).

4. experiment:
Byla pouzita suspenze Cp Ru(cod)Cl (17 mg, 44,7 pmol, 5 mol %) ve 100% FBS

(1 ml) a reakéni smés byla extrahovana Et,O (4x10 ml). Bylo ziskano 59,8 mg latky 3 (52 %).

Syntéza 3-(Chloromethyl)-6,7-dihydro-SH-cyklopenta[c]pyridinu [6]

Ke smési katalyzatoru Cp'Ru(cod)Cl (5,0 mg, 13 pmol, 2 mol %), DCE (2 ml)
a chloroacetonitrilu 5 (57 pl, 68,2 mg, 903 umol, 1,5 ekv.) byl za michani pii laboratorni
teplot¢ po kapkach pfidan béhem 15 minut roztok 1,6-heptadiynu 4 (69 pul, 55,5 mg,
602 umol, 1 ekv.) v 1,2-dichloroethanu (4 ml). Pribéh reakce byl sledovan pomoci TLC
vsoustavé S;. Te&kavé slozky smeési byly odpafeny a kapalny zbytek byl C¢&istén
chromatograficky na sloupci silikagelu (primér sloupce 2,5 cm, vyska sloupce 8 cm, eluent:
petrolether-ethylacetat 9:1). Bylo =ziskdano 24,8 mg latky 6 (25 %, nazloutly olej).
TLC: Ry = 0,2 (SiO;, petrolether-ethylacetat 9:1). "H NMR (400 MHz, CDCl3) & = 2,13 (m,

3 2H, J = 7,6 Hz), 2,94 (m, 4H, J = 7,2 Hz), 4,66 (s, 2H), 7,34 (s, 1H), 8,41

AN
m Cl' (s, 1H). 3C NMR (CDCL): § 25,0, 30,0, 32,6, 47,1, 119,1, 139,8, 1452,
> ! 154,0, 155,1. IR (CHCL;): ¥ (ecm™) 3100 (w, =CH), 3013 (m, =CH), 2962

(vs, CHy), 2872 (m, CH;), 2853 (m, CH,), 1460 (w, CH,), 904 (w, cyklopropen), 1609 (s,
kruh), 1565 (m, kruh), 1485 (m, kruh), 1393 (m, kruh), 1307 (w), 1295 (w), 1037 (w, =CH),
995 (vw), 694 (m, C—Cl), 1435 (m, CH,, -CH,Cl). HRMS (EI) m/z: (CoH;(CIN): vypoétena
167,0502, namétena 167,0497.
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Syntéza 2-(6,7-Dihydro-SH-cyklopenta|c]pyridin-3-yl)acetonitrilu [8]

Ke smési katalyzatoru Cp‘Ru(cod)Cl (4,6 mg, 12 umol, 2 mol %), DCE (2 ml)
a malononitrilu 7 (66,7 mg, 1,01 mmol, 1,7 ekv.) byl za michéni pfi laboratorni teploté po
kapkach pfidan béhem 18 minut roztok 1,6-heptadiynu 4 (68 ul, 54,7 mg, 594 pmol, 1 ekv.)
v 1,2-dichloroethanu (4 ml). Pribéh reakce byl sledovan pomoci TLC v soustavé S4. T€kavé
slozky smési byly odpafeny a kapalny zbytek byl ¢ist€én chromatograficky na sloupci
silikagelu (pramér sloupce 2,5 cm, vyska sloupce 8 cm, eluent: petrolether-ethylacetat 2:1).
Bylo ziskano 26,7 mg latky 6 (28 %, naZloutly olej).TLC: Ry = 0,2 (SiO,, petrolether-
ethylacetat 2:1). '"H NMR (400 MHz, CDCls) & = 2,14 (m, 2H, J = 7,6Hz), 2,93 (m, 4H,

4 3 J =72Hz), 3,90 (s, 2H), 7,32 (s, 1H), 8,40 (s, 1H). *C NMR (CDCl5): &
AN

| 12 CN 250, 26,3, 29,9, 32,6, 117,4, 118,4, 139,7, 145,5, 147,7, 155,6. IR

> ! (CHCly): v(cm™) 3101 (vw, =C-H), 2963 (vs, CH,), 2873 (m, CH,),

2853 (m, CH,), 2255 (w, C=N), 1609 (vs, kruh), 1567 (m, kruh), 1486 (s, kruh), 1460 (w,
CH,), 1413 (s, -CH,-CN), 1391 (m, kruh), 1038 (w, =CH). HRMS (EI) m/z: (C;oH;oNy):
vypoctena 158,0844, naméiena 158,084 1.

Syntéza 6-(Chloromethyl)-1,3-dihydrofuro[3,4-c]pyridinu [10]

Ke smési katalyzatoru Cp Ru(cod)Cl (4,5 mg, 12 pumol, 2 mol %), DCE (2 ml)

a chloroacetonitrilu 5§ (57 pl, 68,2 mg, 903 umol, 1,5 ekv.) byl za michani pfi laboratorni
teplot¢ po kapkach pfidan béhem 19 minut roztok propargyletheru 9 (62 pul, 56,7 mg,
602 pmol, 1 ekv.) v 1,2-dichloroethanu (4 ml). Pribéh reakce byl sledovan pomoci TLC
vsoustavé S,;. Te&kavé slozky smési byly odpafeny a kapalny zbytek byl ¢&istén
chromatograficky na sloupci silikagelu (prumér sloupce 2,5 cm, vyska sloupce 8 cm, eluent:
petrolether-ethylacetat 2:1). Bylo ziskdno 37,2 mg latky 10 (37 %, nazloutly olej).
TLC: R¢ = 0,2 (SiO,, petrolether-ethylacetat 2:1). 'H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 = 4,71 (s,
3 2H), 5,11 (s, 2H), 5,16 (s, 2H), 7,40 (s, 1H), 8,49 (s, 1H). °C NMR
Om\m (CDCly): 6 46,6, 71,5, 72,8, 115,6, 134,9, 142,3, 150,2, 155,5.IR (CHCl):
5 6/ N1 ¥ (cm™) 3105 (vw, =CH), 3015 (m, =CH), 1615 (s, kruh), 1574 (m, kruh),

1485 (m, kruh), 1471 (m, kruh), 1462 (w, kruh), 1400 (m, kruh), 1362 (m, kruh), 1309 (m),
1270 (m), 1190 (w), 1118 (w), 1047 (vs, COC), 901 (s, kruh), 832 (m), 2922 (m, CH,), 2862
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(m, CHy), 695 (m, C—Cl), 2974 (m, CH,, -CH,Cl), 1439 (w, CH,, -CH,Cl). HRMS (EI) m/z:
(CgHsCINO): vypoctena 169,0294, naméfena 169,0292.

Syntéza Dimethyl 3-(chloromethyl)-SH-cyklopenta[c]pyridin-6,6(7H)-dikarboxylatu [12]

PFiprava vychozi latky dimethyldipropargylmalondtu 11:

Dimethylmalonat (2.3 g, 2 ml, 17.5 mmol) a uhli¢itan draselny (5.3 g, 38.5 mmol) byly
umistény do reakéni bariky a byl pfidan aceton (30 ml) jako rozpoustédlo. Poté byl pfidan
propargyl bromid jako 80% roztok v toluenu (7.8 ml roztoku, 70.0 mmol bromidu) a smés
byla refluxovana 65 hodin pod zpétnym chladi¢em. Po zchlazeni na laboratorni teplotu byl
odpafen aceton, byla ptfidana voda (30 ml) a smés byla extrahovana etherem (2x 200 ml).
Organicka faze byla vysu$ena siranem hofe¢natym a po odpareni bylo ziskano 3.7 g surového
produktu. Byla pfidana smés hexan/AcOEt 6:1 (35 ml, 9.4 ml/1 g surového produktu), za
horka byla pevna faze rozpusSténa a po zchlazeni v lednici, odséti, promyti hexanem
a vysuSeni bylo ziskano 2.97 g bilé krystalické latky. Filtrat byl odpafen a procedura byla
opakovana s vysledkem 0.48 g krystalti. Vytézek po dvou krystalizacich ¢inil 95 % (3.4 g,
nazloutla krystalicka latka). TLC: Ry = 0.62 (hexane/AcOEt 50:50, detekce H,SOy). 'H NMR

(600 MHz, CDCl3): 2.05 (t, 2H, *J = 2.7, HC=C); 3.01 (d, 4H, *J = 2.7,
— CHy); 3.77 (s, 6H, CH30). 13C NMR (151 MHz, CDCl;): 22.61 (CHa);
__ 53.15 (CH30); 56.38 (C(COOMe),); 71.76 (HC=C); 78.24 (C=CH),
o) 169.01 (CO). IR (CHCL): ¥ (cm™) 3309 (s, =C-H), 3290 (w,sh, =C-H),
3032 (w, CHjs), 2956 (w, CH3), 2845 (w, CHy), 2125 (vw, C=CH), 1755 (s,sh, C=0), 1741
(vs, C=0), 1438 (s, CH3), 1428 (w, CH>), 1298 (s), 1246 (m, C-0), 1078 (w, C-0), 1059 (m,
C-0). MS (FAB) m/z (%): 209 [M+H"] (9). HRMS (FAB) m/z: (C,;H;304): vypodtena
209.0814, namérena 209.0824.

Reakce v DCE:

Ke smési katalyzatoru Cp Ru(cod)Cl (6 mg, 15,8 umol, 5 mol %), DCE (I ml)
a chloroacetonitrilu § (28 pl, 33,5 mg, 440 umol, 1,5 ekv.) byl za michani pfi laboratorni
teploté po kapkach pfidan béhem 17 minut roztok dimethyldipropargylmalonatu 11 (62,6 mg,
300 pmol, 1 ekv.) v DCE (2 ml). Pribéh reakce byl sledovan pomoci TLC v soustavé S,.

Tékavé slozky smési byly odpateny a kapalny zbytek byl ¢idtén chromatograficky na sloupci
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silikagelu (primér sloupce 2,5 cm, vyska sloupce 12 cm, eluent: hexan-ethylacetat 3:1). Bylo
ziskano 51,5 mg latky 12 (61 %, zlutohnédy olej). TLC: R = 0,46 (SiO,, hexan-ethylacetat
1:1). '"H NMR (500 MHz, CDCls): 3,649 (bs, 2H, CH,-4); 3,653 (bs, 2H, CH,-5); 3,78 (s, 6H,

o 3 CH;0); 4,71 (bs, 2H, CH,Cl); 7,42 (bs, 1H, H-3); 8,42 (bs, 1H, H-
_om{\a 6).*C NMR (125,7 MHz, CDCl3): 38,02 (CH,-5); 40,36 (CHy-4);
_ P

° N 5. 45,84 (CH,CI); 53,31 (CH;0); 60,08 (C(COOMe),); 119,30 (CH-

3); 136,24 (C-5); 143,90 (CH-6); 152,32 (C-4); 154,54 (C-2); 171,12 (CO).IR (CHCl):
v (em™) 1734 (vvs, C=0), 1279 (vs, C-0), 1073 (s), 3030 (m, CH3), 1448 (m, CHs), 1436 (s,
CHs, CH,, -CH,Cl), 1242 (s, CH3;), 1177 (s, CH3), 1164 (s, CH3), 647 (w, OCO), 3102 (w,
=CH), 1611 (m, kruh), 1570 (m, kruh), 1487 (m, kruh), 1396 (w, kruh), 696 (w, C—CI), 2957
(s, CHy, CH3), 2846 (w, CH,), 1459 (m, CHy). HRMS (EI) m/z: (Ci3H4CINOy): vypoctena
283,0611, namérena 283,0609.

Reakce v H>O:

Ke smési dimethyldipropargylmalonatu 11 (62,8 mg, 302 umol, 1 ekv.), deionizované
vody (1 ml) a chloroacetonitrilu 5 (28 pl, 33,5 mg, 440 umol, 1,5 ekv.) byl za michani pfi
laboratorni teploté pfidan katalyzator Cp'Ru(cod)Cl (5,8 mg, 15 umol, 5 mol %). Pribéh
reakce byl sledovan pomoci TLC v soustavé S;. Reakéni smés byla nafedéna deionizovanou
vodou (10 ml) a extrahovana CH,Cl, (3%4 ml). Organické faze byly spojeny a vysuSeny
bezvodym Na,SOs. Susidlo bylo odfiltrovéno a te¢kavé slozky byly odpafeny. Kapalny zbytek
byl ¢istén CombiFlash chromatografii (hmotnost silikagelu 4 g, eluent: hexan-ethylacetat
1:1). Bylo ziskano 35,4 mg latky 12 (42 %, Zlutohnédy olej).

Syntéza 2-(1,3-Dihydrofuro(3,4-c]pyridin-6-yl)acetonitrilu [13]

Experimenty byly provedeny podle nadsledujiciho obecného postupu:

Ke smési katalyzatoru Cp*Ru(cod)Cl (4,5 mg, 12 pmol, 2 mol %), DCE (2 ml)
a malononitrilu 7 (68,9 mg, 1,04 mmol, 1,7 ekv.) byl za michani pfi laboratorni teploté po
kapkéch pfidan béhem 17 minut roztok propargyletheru 9 (62 pl, 56,7 mg, 602 umol, 1 ekv.)
v DCE (4 ml). Pribéh reakce byl sledovan pomoci TLC v soustaveé S,. T¢kavé slozky smési

byly odpafeny a kapalny zbytek byl ¢istén chromatograficky na sloupci silikagelu (primér
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sloupce 2,5 cm, vyska sloupce 7 cm, eluent: hexan-ethylacetat 1:1). Bylo ziskdno 77 mg latky
13 (80 %, bila pevna latka). TLC: Ry = 0,18 (SiO,, hexan-ethylacetat 1:1). '"H NMR (600
MHz, CDCl3): 3,98 (s, 2H, CH,CN); 5,12 (td, 2H, *J= 2,3, 0,8, CH-5); 5,16 (m, 2H, CH,-4);

3 7,37 (m, 1H, H-3); 8,49 (q, 1H, “J=°J=0,8, H-6). °C NMR (151 MHz,
X
o | N2 CN CDCly): 26,46 (CH,CN); 71,45 (CHy-4); 72,72 (CH,-5); 115,08 (CH-3);
Z N4
> 6 116,98 (CN); 134,93 (C-5); 142,76 (CH-6); 149,17 (C-2); 150,71 (C-4).

IR (CHCLy): ¥ (cm™) 3105 (vw, =CH), 3022 (s, =CH), 1614 (s, kruh), 1577 (m, kruh), 1485
(m, kruh), 1471 (m, kruh), 1461 (w, kruh), 1397 (s, kruh), 1360 (m, kruh), 1301 (w), 1273
(w), 1188 (w), 1117 (w), 1048 (vs, COC), 901(s, kruh), 828 (w), 2991 (m, CH,), 2923 (m,
CH,), 2862 (m, CH,), 2258 (w, C=N), 1413 (m, CH,, —-CH,CN), 949 (w, C-C, -CH,CN)).
HRMS (EI) m/z: (CoHsN,0): vypoétena 160,0637, namétena 160,0634.

2. experiment:

Latka byla pfipravena podle obecného postupu, stim rozdilem, Ze ke smési
katalyzatoru Cp'Ru(cod)Cl (5,3 mg, 14 pmol, 2 mol %), DCE (1 ml) a malononitrilu 7
(60 mg, 908 pumol, 1,7 ekv.) byl za michani pii laboratorni teploté po kapkach ptidan béhem
15 minut propargylether 9 (62 pl, 56,7 mg, 602 umol, 1 ekv.). Bylo ziskdno 63,7 mg latky 13
(66 %).

3. experiment:
Latka byla pfipravena podle obecného postupu, stim rozdilem, Ze ke smési

katalyzatoru Cp Ru(cod)Cl (4,8 mg, 13 umol, 2 mol %), deionizované vody (1 ml)
a malononitrilu 7 (61,2 mg, 926 pmol, 1,5 ekv.) byl za michani pfi laboratorni teploté po
kapkéch pfidan béhem 15 minut roztok propargyletheru 9 (62 pl, 56,7 mg, 602 umol, 1 ekv.)
v DCE (1 ml). Reak¢éni smés byla nafedéna deionizovanou vodou (5 ml) a extrahovéana Et,O
(4x5 ml). Organické faze byly spojeny a vysuSeny bezvodym Na;SO4. Susidlo bylo
odfiltrovano a t€kavé slozky byly odpareny. Bylo ziskano 27,4 mg latky 13 (29 %).

4. experiment:
Latka byla pfipravena podle obecného postupu, stim rozdilem, Ze ke smési

katalyzatoru Cp Ru(cod)Cl (5,2 mg, 14 pmol, 2 mol %), DCE/TFA (1 ml, 2:5)
a malononitrilu 7 (59,8 mg, 905 pumol, 1,5 ekv.) byl za michani pti laboratorni teploté po
kapkéch pfidan béhem 15 minut propargylether 9 (62 ul, 56,7 mg, 602 umol, 1 ekv.). Bylo
ziskano 12 mg latky 13 (12 %).
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J. experiment:
Latka byla pfipravena podle obecného postupu, stim rozdilem, Ze ke smési

katalyzatoru CpRu(cod)Cl (4,8 mg, 13 pmol, 2 mol %), DCE/DBU (I ml, 2:5)
a malononitrilu 7 (59,8 mg, 905 pumol, 1,5 ekv.) byl za michani pfi laboratorni teploté po
kapkach pfidan béhem 15 minut propargylether 9 (62 ul, 56,7 mg, 602 umol, 1 ekv.). Bylo
ziskano 54,6 mg latky 13 (57 %).

6. experiment:
Latka byla pfipravena podle obecného postupu, stim rozdilem, ze ke smési

katalyzéatoru Cp‘Ru(cod)Cl (4,9 mg, 13 pmol, 2 mol %), deionizované vody (1 ml)
a malononitrilu 7 (61 mg, 923 umol, 1,5 ekv.) byl za michani pfi laboratorni teploté¢ po
kapkach pfidan béhem 15 minut propargylether 9 (62 pl, 56,7 mg, 602 pumol, 1 ekv.). Reakéni
smés byla nafedéna deionizovanou vodou (10 ml) a extrahovana Et;O (4x5 ml). Organické
faze byly spojeny a vysuSeny bezvodym Na;SOy4. Susidlo bylo odfiltrovano a tékavé slozky

byly odpateny. Bylo ziskano 21,9 mg latky 13 (23 %).

7. experiment.
Latka byla pfipravena podle obecného postupu, stim rozdilem, Ze ke smési

katalyzatoru Cp'Ru(cod)Cl (4,8 mg, 13 pmol, 2 mol %), 100% FBS (1 ml) a malononitrilu 7
(61,2 mg, 926 pmol, 1,5 ekv.) byl za michani pti laboratorni teploté po kapkéach ptidan béhem
15 minut propargylether 9 (62 pul, 56,7 mg, 602 pmol, 1 ekv.). Reakéni smés byla nafedéna
deionizovanou vodou (10 ml) a extrahovana Et,0 (4x5 ml). Organické faze byly spojeny
a vysuseny bezvodym Na,SO4. Susidlo bylo odfiltrovéno a t€kavé slozky byly odpafeny. Bylo
ziskano 26,2 mg latky 13 (27 %).

8. experiment.
Latka byla pfipravena podle obecného postupu, stim rozdilem, Ze ke smési

katalyzatoru Cp Ru(cod)Cl (11,9 mg, 31 pmol, 5 mol %), 100% FBS (1 ml) a malononitrilu 7
(61,6 mg, 932 umol, 1,5 ekv.) byl za michani pii laboratorni teploté po kapkach pfidan béhem
15 minut propargylether 9 (62 ul, 56,7 mg, 602 pmol, 1 ekv.). Reakéni smés byla nafedéna
deionizovanou vodou (10 ml) a extrahovana Et;O (4x5 ml). Organické faze byly spojeny
a vysuSeny bezvodym Na,SOj4. Susidlo bylo odfiltrovano a tékavé slozky byly odpafeny. Bylo
ziskano 19,3 mg latky 13 (20 %).
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9. experiment.:
Latka byla pfipravena podle obecného postupu, stim rozdilem, Ze ke smési

katalyzatoru Cp Ru(cod)Cl (11,4 mg, 30 umol, 5 mol %), 4% E. Coli DH5a lyzatu (1 ml)
a malononitrilu 7 (61,3 mg, 928 umol, 1,5 ekv.) byl za michani pii laboratorni teploté po
kapkach pfidan béhem 15 minut propargylether 9 (62 pl, 56,7 mg, 602 umol, 1 ekv.). Reak¢ni
smés byla nafedéna deionizovanou vodou (10 ml) a extrahovana Et;O (4x5 ml). Organické
faze byly spojeny a vysuSeny bezvodym Na,SO4. Susidlo bylo odfiltrovano a tekavé slozky
byly odpateny. Bylo ziskano 28,3 mg latky 13 (29 %).

Syntéza Dimethyl 3-(kyanomethyl)-SH-cyklopenta|c]pyridin-6,6(7H)-dikarboxylitu [14]

Experimenty byly provedeny podle ndsledujiciho obecného postupu:

Ke smési katalyzatoru Cp‘Ru(cod)Cl (5,7 mg, 15 pmol, 5 mol %), DCE (1 ml)
a malononitrilu 7 (30,3 mg, 460 umol, 1,5 ekv.) byl za michani pti laboratorni teploté po
kapkach pfidan béhem 15 minut roztok dimethyldipropargylmalonatu 11 (62,7 mg, 300 pmol,
1 ekv.) v DCE (2 ml). Priibéh reakce byl sledovan pomoci TLC v soustavé S,. Tékavé slozky
smési byly odpafeny a kapalny zbytek byl ¢istén CombiFlash chromatografii (hmotnost
silikagelu 4 g, eluent: hexan-ethylacetdt 1:1). Bylo ziskano 57,8 mg latky 14 (70 %,
nartizovély olej). TLC: R = 0,19 (SiO,, hexan-ethylacetat 1:1) '"H NMR (600 MHz, CDCl;):
3,62 (bs, 2H, CH;-4); 3,63 (bs, 2H, CH>-5); 3,78 (s, 6H, CH;0); 3,90 (bs, 2H, CH,CN); 7,32
(m, 1H, H-3); 8,41 (q, 1H, *J="°J= 1.0, H-6)."°C NMR (151 MHz, CDCl5): 26,39 (CH,CN);
34,93 (CH;-5); 40,20 (CHj-4); 53,24 (CH;30); 60,08 (C(COOMe),); 117,13 (CN); 118,22
(CH-3); 135,71 (C-5); 145,50 (CH-6); 148,84 (C-2); 151,37 (C-4); 171,20 (CO).IR (CHCIl5):
v (em™) 1735 (vs, C=0), 1280 (vs, C-0), 1074 (m), 3025 (m, CH3), 1448 (m), 1436 (s), 1244
(s, CH3), 1177 (s, CH3), 1164 (s, CH3), 648 (w, OCO), 3106 (w, =CH), 1611 (m, kruh), 1571
(m, kruh), 1487 (m, kruh), 1393 (m, kruh), 2257 (w, C=N), 1413 (m, CH;), 2957 (w, CH,,
CH3), 2846 (w, CHy), 1459 (m, CH;). HRMS (ESI) m/z: (C;4H;5N,04): vypoétena 275,1032,
naméfena 275,1022.

2. experiment:
Latka byla pfipravena podle obecného postupu, stim rozdilem, Ze reakce byla

provedena v pfitomnosti niz$iho Kkatalytického mnozZstvi Cp Ru(cod)Cl. Ke smési
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katalyzatoru Cp'Ru(cod)Cl (2,5 mg, 6,6 pumol, 2 mol %), DCE (1 ml) a malononitrilu 7
(30,9 mg, 468 umol, 1,5 ekv.) byl za michani pfi laboratorni teploté po kapkach pridan béhem
15 minut roztok dimethyldipropargylmalonatu 11 (64,2 mg, 308 umol, 1 ekv.) v DCE (2 ml).
Bylo ziskano 42 mg latky 14 (51 %). Reakce byla provedena za stejnych podminek jako
reakce publikovana z diivodu porovnani vytézki, kdy publikovany vytéZzek ziskany v inertni

atmosfére byl 92 %.

3. experiment:
Latka byla pfipravena podle obecného postupu, stim rozdilem, Ze ke smési

katalyzatoru Cp'Ru(cod)Cl (6,1 mg, 16 pmol, 5 mol %), deionizované vody (1 ml)
a malononitrilu 7 (29,9 mg, 453 umol, 1,5 ekv.) byl za michani pfi laboratorni teploté po
kapkach pfidan béhem 20 minut roztok dimethyldipropargylmalonatu 11 (62,9 mg, 302 umol,
1 ekv.) v DCE (1 ml). Reakéni smés byla nafedéna deionizovanou vodou (10 ml)
a extrahovana CH,Cl, (4x5 ml). Organické faze byly spojeny a vysuseny bezvodym Na;SOy.
Susidlo bylo odfiltrovano a t€kavé slozky byly odpafeny. Bylo ziskano 67,1 mg latky 14
(82 %).

4. experiment:
Latka byla pfipravena podle obecného postupu, stim rozdilem, Ze ke smési

dimethyldipropargylmalonatu 11 (62,4 mg, 300 pmol, 1 ekv.), deionizované vody (1 ml)
a malononitrilu 7 (30 mg, 454 umol, 1,5 ekv.) byl za michani pti laboratorni teploté pfidan
katalyzator Cp Ru(cod)Cl (5,6 mg, 15 pmol, 5 mol %). Reakéni smés byla nafedéna
deionizovanou vodou (10 ml) a extrahovana CH,Cl, (3x5 ml). Organické faze byly spojeny
a vysuSeny bezvodym Na;SO,. SuSidlo bylo odfiltrovano a tékavé slozky byly odpafeny.
Bylo ziskano 37,5 mg latky 14 (46 %).

3. experiment:

Latka byla pfipravena podle obecného postupu, stim rozdilem, Ze ke smési
dimethyldipropargylmalonatu 11 (62,6 mg, 301 pmol, 1 ekv.), 100% FBS (0,5 ml)
a malononitrilu 7 (29 mg, 439 pmol, 1,5 ekv.) byl za michani pfi laboratorni teploté pfidan
katalyzator Cp Ru(cod)Cl (5,8 mg, 15 umol, 5 mol %). Reakéni smés byla nafedéna
deionizovanou vodou (10 ml) a extrahovana CH,Cl, (3x5 ml). Organické faze byly spojeny
a vysuSeny bezvodym Na,SO4. Su$idlo bylo odfiltrovano a tékavé slozky byly odpafeny.
Bylo ziskano 22,3 mg latky 14 (27 %).
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0. experiment:
Latka byla pfipravena podle obecného postupu, stim rozdilem, Ze ke smési

dimethyldipropargylmalonatu 11 (63 mg, 303 pmol, 1 ekv.), 100% FBS (0,5 ml)
a malononitrilu 7 (29,5 mg, 447 umol, 1,5 ekv.) byl za michani pfi laboratorni teploté pfidan
katalyzétor Cp‘Ru(cod)Cl (6 mg, 16 umol, 5 mol %). Reakéni smés byla nafedéna
deionizovanou vodou (10 ml) a extrahovana CH,Cl, (3x5 ml). Organické faze byly spojeny
a vysuSeny bezvodym Na,SO4. Su$idlo bylo odfiltrovano a té€kavé slozky byly odpafeny.
Bylo ziskano 16,4 mg latky 14 (20 %).

7. experiment:
Latka byla ptipravena podle obecného postupu, stim rozdilem, Ze smés

dimethyldipropargylmalonatu 11 (62,6 mg, 301 pmol, 1 ekv.) a malononitrilu 7 (30,7 mg,
465 pmol, 1,5 ekv.) byla roztavena pii 66°C v olejové lazni. Po ochlazeni na laboratorni
teplotu bylo pfidano 100% FBS (1 ml) a poté katalyzator Cp Ru(cod)CI (5,8 mg, 15 pmol,
5 mol %). Reak¢ni smés byla nafedéna deionizovanou vodou (10 ml) a extrahovana Et,O
(4x5 ml). Organické faze byly spojeny a vysuSeny bezvodym Na;SO4. Susidlo bylo
odfiltrovano a t€kavé slozky byly odpafeny. Bylo ziskano 26,7 mg latky 14 (32 %).

8. experiment.:

Latka byla pfipravena podle obecného postupu, stim rozdilem, Ze smés
dimethyldipropargylmalonatu 11 (62,7 mg, 301 pumol, 1 ekv.) a malononitrilu 7 (29,8 mg,
451 umol, 1,5 ekv.) byla roztavena pii 66°C v olejové lazni. Po ochlazeni na laboratorni
teplotu byl pfidan 4% E. Coli DH5a lyzat (1 ml) a poté katalyzator Cp Ru(cod)Cl (6,2 mg,
16 umol, 5 mol %). Reakéni smés byla nafedéna deionizovanou vodou (10 ml) a extrahovéna
Et;,0 (3x5 ml). Organické faze byly spojeny a vysuSeny bezvodym Na;SOs. Susidlo bylo
odfiltrovano a té¢kavé slozky byly odpafeny. Bylo ziskano 32,6 mg latky 14 (39 %).
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