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ABSTRAKT

Tropolonové a benzotropolonové skelety, jez jsou soucasti struktur fady pfirodnich
latek, jsou spojovany s velkym mnozstvim velmi zajimavych biologickych ucinkt. Tato
bakaléaiska prace se zabyva ptipravou derivati 3,4,6-trihydroxy-5H-benzo[7]annulen-5-onu,
tedy dehydroxypurpurogallinu vcetn¢ dal§ich moznych pfiprav jeho derivati za vyuziti
enzymatické katalyzy a jejich naslednym dalSim vyuzitim. Hlavni daraz je ovSem kladen na
ptipravu kyseliny 3,4-benzotropolon-karboxylové a piipravu mnozstvi jejich amidi spolu
s optimalizaci amida¢ni reakce. Dale byly prozkoumany palladium katalyzované karboxylace

na enzymaticky pfipraveném bromderivatu dehydroxypurpurogallinu.
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ABSTRACT

Tropolone and benzotropolone are both naturally occurring motifes with broad spectrum
of bioactivities and interesting properities that are connected to these structures. This bachelor
thesis explores preparation of 3,4,6-trihydroxy-5H-benzo[7]annulen-5-one, so called
purpurogallin and it's possible preparation by enzyme catalyzed reactions and further synthetic
use of these products. The study is mainly focused on synthesis of 3,4-benzotropolon-
carboxylic acid, specially it's amides. First part deals with choosing the optimal reaction
conditions for formation of these amides. In the next part palladium catalyzed carboxylations

were performed on prepared bromoderivate of dehydroxypurpurogallin.
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1. UVOD

Role nizkomolekularnich latek jsou zcela zasadni nejen pro pochopeni bunécnych déji
a biochemickych drah, ale tyto slouceniny také predstavuji hlavni chemickou skupinu latek
pouzivanych pro 1é¢bu Sirokého spektra onemocnéni. Pti terapeutické intervenci se tyto latky
nejcastéji pouzivaji jako takzvané inhibitory a jejich vyvojem se zabyva obor zvany medicinalni
chemie. V tomto oboru se za zasadni milnik pfi vyvoji nového 1éCiva povazuje objev nového
strukturniho motivu s velkym potencidlem pro nasledny vyvoj zvany farmakofor, ktery se
idedlné¢ tfeba 1 s doposud nevyuzivanym mechanismem UuUc¢inku. Chemie nam dava
neuveétitelnou variabilitu takovych strukturnich motivll, coz v pravdé muize vést k onomu
prislove¢nému hledani jehly v kupce sena. VSak povazte — dle jistych odhadii je mozné sestavit
¢i spi§ na papife navrhnout az 10 sloudenin s molekulovou hmotnosti niz§i nez 500 Da,
o nichz medicinalni chemici odhaduji, ze mohou mit ,,drug-like* vlastnosti. Jinymi slovy, tyto
latky ma smysl posuzovat jako potencialni aktivni farmaceutické substance. Cislo 10% je zcela
ohromujici, obzvlast’ pokud si uvédomime, Ze na planeté Zemi je ,jen* 10°° atomil. Cili ani
kdyby chemici chtéli, tak 10 slou¢enin nemohou pfipravit, protoZe k tomu nemaji dost atomp.
A to uvazujeme jen o jedné molekule jako zastupci onéch 10°? chemickych entit. Cisté
statisticky se tedy miZe zdat, Ze hledani novych terapeutik nemiZe byt uspéSné. Realita je vSak
nastésti jind. Za poslednich sto let bylo na trh uvedeno bezpocet farmaceuticky aktivnich
substanci pouzitelnych pro 1é€bu velkého mnoZzstvi onemocnéni.

Jedno feSeni, jak uspéSné hledat nové inhibitory je zaloZené na preferovani takzvané
privilegovanych strukturnich motivii, které jiZ maji vhodné biologicko-chemické vlastnosti.
Tyto motivy Casto nalézdme v ptirod€. Jejich geneze je jisté vysledkem evoluce. Péknym
prikladem, na kterém si tuto genezi privilegovanych chemickych motivli mizeme piedstavit je
boj jednobunéénych a vicebunéénych organismii proti patogenim. Za miliony let se
vyselektovaly G¢inné latky proti patogentim a ty poté v rukou chemikii a biochemiki ve 40.-
tych a 50.-tych letech poskytly antibiotika. Pfibéh o objevu penicilinu je v§eobecné velmi dobie
znamy, a neni tieba jej zde uvadét. Existuje vSak jiny ptibeh ze stejné problematiky, ktery velmi
dobte dokaze vysvétlit motivy, jez nas vedly k vyzkumu popsaném v predlozené bakalarské
praci.

Po objevu penicilinu nastalo rozsahlé hledani antibiotik ze vSech moZnych pfirodnich
vzorkll, pfesnéji feceno predevsim z pldnich vzorka. Farmaceutické firmy vyzyvaly svoje

zamestnance, amatérské nadsSence i studenty formou inzeratd, aby posilali cokoliv, co najdou,



respektive vykopou v polich, na horach, v dolech nebo u sebe na dvorku a firmy tak mohly v
zaslanych vzorcich hledat nova ,,1é¢iva“. Tuto snahu miizeme ptisoudit oboru farmakognosie,
jenz se pravé zabyva objevovanim novych ptirodnich latek, identifikaci jejich struktury
a popsani jejich biologickych ucinku. Farmakognosie se ze své podstaty zabyva chemii
a biochemii onéch privilegovanych motivii. Farmakognosii 1ze bezesporu povazovat za obor ze
kterého se vyvinula soucasna medicinalni chemie a pouto mezi obéma obory stale existuje. Tim
poutem jsou praveé uvedené privilegované strukturni motivy. Vratme se vSak k avizovanému
piib¢hu. V roce 1945 firma Lederle Laboratories objevila ze vzorku odeslaném z University of
Missouri velmi ucinné antibiotikum pozdéji nazvané chlortetracyklin. Tato latka dostala
obchodni nazev Aureomycin a byla velmi uspé$nd jak pii 1écbé infekci, tak obchodné.
Tetracykliny se nasledné na popud firmy Pfizer zacala zabyvat i laboratot legendarniho R.B.
Woodwarda z Harvardovy univerzity. Byl to Lloyd Conover z této laboratote, kdo provedl
v pravdé revoluéni ¢in, kdyz se rozhodl ptirodni chlortetracyklin dehalogenovat pomoci
katalytické hydrogenace. Ziskal tak velmi ucinné antibiotikum tetracyklin, coz bylo pro
vSechny zainteresované velmi prekvapujici, protoze v t€¢ dob¢ vladla vSeobecna piedstava, ze
pouze antibiotika pfirodniho ptivodu produkovand mikrobidlnim metabolismem mohou mit
zadané biologické vlastnosti. Lloyd Conover tedy vytvofil polosyntetické antibiotikum
a zaroven ukazal, ze chemicka modifikace pfirodni latky mize vést k uc¢innému ,,Iéku”. A tim
odstartoval nejen vyzkum novych antibiotik, ale do znacné miry stal 1 u zrodu medicinalni
chemie. Z naseho pohledu miiZeme na jeho snaZeni nahliZet jako na chemické modifikace
spravné vybraného privilegovaného strukturniho motivu. Conoveriiv pocin je pro nas velmi
inspirujici a vedl k vyzkumu, ktery je prezentovan na nasledujicich stranach. Tato bakalaiska
prace si klade za cil studovat chemii jednoho konkrétniho strukturniho motivu a vypracovat
syntetické postupy pro jeho chemickou modifikaci, tak abychom mohli pfipravit celou Skalu

novych latek. Tim motivem je moZna nepravem opomijeny benzotropolon.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Tropon

Tropon 1, latka se systematickym nazvem 2.4,6-cykloheptatrien-1-on, je cyklicka
aromatickd organicka slouc¢enina nebenzenového typu, ktera je tvoiena sedmiclennym kruhem.
Aromatického charakteru je docileno konjugaci dvojnych vazeb spolu s keto skupinou, jez se
ve struktufe troponu 1 také nachdazi a ktera vyrazné ovlivituje jeho fyzikalni a chemické
vlastnosti.!

Latky odvozené od troponu 1 nebo zahrnujici jeho strukturu s fadou postrannich fetézct,
se Casto v rizném provedeni vyskytuji jako sekundarni metabolity rostlin a hub a obecné jsou
pojmenovany slovem ,,troponoidy*. Timto ndzvem oznacujeme obséhlou skupinu biochemicky
aktivnich latek, kterd zahrnuje i1 struktury spadajici do velkych tfid latek jako naptiklad

isoprenoidy, flavonoidy a alkaloidy.?

O O

&-¢

1

Tropon 1 sam o sob¢€ se v pfirod¢ samostatné nevyskytuje nicméné nelze vyloucit, ze
obecné hydrofobni latky a jak jiz bylo uvedeno vySe - mohou byt substituovany tfadou
postrannich fetézcli pocinaje velkymi postrannimi zbytky jako naptiklad terpenoidy-,
alkaloidy-, nebo flavonoidy — aZ po malé postranni fetézce, respektive funkéni skupiny jako

piiklad isopropyl, acetyl nebo hydroxy skupinu.?

2.2 Tropolony a benzotropolony

Tropolon 2, neboli strukturnim nazvem 2-hydroxy-2,4,6-cykloheptatrien-1-on je
pfirodni latka aromatického charakteru, ktera byla izolovana z bakterii Pseudomonas ATCC
31099.% Z ndzvu je zfejmé, Ze tropolony 2 jsou obecné hydroxy derivaty troponu 1, pficem?
hydroxy skupina se nachazi na uhliku ¢islo dva. Zakladnim motivem téchto latek, i sloucenin
od nich odvozenych, je tedy opét charakteristicky sedmiclenny aromaticky kruh, ktery muze
byt rlizng substituovan,' ptipadné je k nému anelovan dalsi aromaticky kruh. Konkrétng
v piipadé benzotropolonu* 3 je k tropolonu anelovano benzenové jadro.! Latka 3 miize

existovat ve dvou tautomernich forméch, pficemz struktura 3a je termodynamicky stabilnéjsi
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nez ortho-chinoidni tautomer 3b (viz Clarovo m-sextetové pravidlo®). Tato latka mé nejen dvé
tautomerni formy, ale ma i dva ndzvy. Pivodn¢ byla nazyvéna 3:4-benzotropolonem (ptipadné
3,4-benzotropolonem), nyni je pro ni ¢ast&j$i nazev 6,7-benzotropolon.® Terminologie je to
pon¢kud matouci a proto latku 3 budeme v této bakalaiské praci nazyvat jen jako
,benzotropolon“ a ¢islovani jednotlivych atomt uhliku piebereme z jejiho systematického
nazvu 6-hydroxy-5H-benzo[7]annulen-5-on.

Co se reaktivity tyCe tropolony i benzotropolony mohou diky svému unikdtnimu
strukturnimu motivu vystupovat napiiklad jako dieny v Diels-Alderovych reakcich.” Jiné
klasické reakci typické pro aromaty, tedy Friedel-Craftsové alkylaci naopak nepodléhaji, coz
lze dobie vysvétlit nizsi elektronovou hustotou troponu zpiisobenou pritomnosti karbonylové
funkéni skupiny.! Jednoznaéné nejznaméjsim derivatem benzotropolonu 3 je purpurogallin 4.
Ptiprava této latky byla poprvé popséna v roce 1869 a roce 1895 byla popsana jeho piiprava
pomoci enzymaticky katalyzované reakce. Jeho struktura byla dlouhou dobu zdhadou az do

roku 1948, kdy byl purpurogallin identifikovan jako trihydroxyderivat benzotropolonu.®

0 , O OH o oMo
. 2 OH 3 6 OH o) OH
A A Reog
5 4 oo 8
2 3a 3b 4

Benzotropolonovy skelet se vyskytuje vfadé piirodnich latek>® a v dal§ich
podkapitolach budou vybrané latky blize diskutovany. V laboratofi je standardné pfipravovan
slou¢enim dvou aromatickych benzoderivati, pfi¢emz tato reakce ma znacné slozity
mechanismus (schéma 1).!° Jmenovité se reakce ti¢astni katecholy 5, respektive chinony 6
a pyrogalloly 7, nejéastéji alkyl-gallaty. V literatufe'® popsany mechanismus za¢ina nejprve
oxidaci fenolickych skupin katecholu S za vzniku ortho-chinonu 6 (dale oznacovan jako
chinon), ktery podléha nasledné 1,4-adici pyrogallolem 7 (druha reak¢éni komponenta). Poté
nasleduje oxidace pyrogallové ¢asti molekuly a intramolekuldrni adice enolu na takto vznikly

3

velmi reaktivni ,trionovy* motiv. Po sérii keto-enolovych pfemén a otevieni mustkového
karbonylového uskupeni benzobicyklo[3.2.1]oktanového typu 10 a nasledné dekarboxylaci
vzniké sedmiclenny kruh benzotropolonového typu. Poslednim krokem v literatuie navrzeného
mechanismu je oxidace fenolu na karbonylovou funkéni skupinu 13 doprovazena opét keto-
enol tautomerii. V laboratofi ovSem k takovéto na prvni pohled slozité reakci dochazi jiz po

smiseni dvou vychozich latek. A pravé ona lehkost, se kterou mohou byt benzotropolony

11



v laboratofi pfipravovany v kombinaci s jejich potencialnim vyuzitim vedly k mySlence se

témto latkam bliZze vénovat v nasem vyzkumném tymu.

H
OH O> ’
(@] .
S oxidace ﬁ 0 oH ©
_oxidace _ o
. OH . 0 +
1,4 - adice oxidace H
6 OH & 0
5 ‘ 0
OH R © R ©
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- . —_— HO
-CO,
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2 o
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Schéma 1. Obecny reakéni mechanismus syntézy benzotropolont/ purpurogallint'®

Tropolony a jejich derivaty vykazuji Siroké spektrum biologickych ucinkt. Kuptikladu
né&které derivaty téchto latek maji protinadorové Gi¢inky.!! Dalsi pak mohou predstavovat cestu
k lécbé anemie zaptic¢inéné chronickym rendlnim selhanim, jelikoZ urcité tropolony fungélniho
ptvodu dokaZou indukovat genovou expresi erytropoetinu.'> Troponoidy poutaji pozornost
také pro své antibakteridlni i¢inky.> Vzhledem ke zvySujici se rezistence bakterii na dostupna
antibiotika jsou troponoidy predmétem védeckého badani. Ukazalo se, Ze v boji proti béznym
bakteriim mohou mit velmi dobry potencial.” Dle literatury vykazuji rovnéz antioxida¢ni,
a antivirové udinky.!'

U derivatl benzotropolonu 3 byly téZ popsany né€které biologické ucinky, nicméné
vzhledem k unikétni struktuie kombinujici specificky planarni aromaticky systém doplnény

o a-hydroxykarbonylovy motiv si dovolime tvrdit, Ze veskery potencial téchto latek jisté nebyl
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popsan. Omezeny pocet védeckych praci o biologickych aktivitach benzotropolonti je dozajista

Mrwe

k prostudovani chemie téchto latek.

2.3 Prirodni derivaty tropoloni

Prvni rostlinné troponoidy, které byly objeveny jiz na poc¢atku dvacétého stoleti, nebyly
dlouho dobu dostatecné studovany, coz lze prisoudit jejich omezené dostupnosti v ptirodnich
vzorcich. K dnesnimu dni je znamo okolo 200 téchto latek piirodniho pltvodu, které
se vyznacuji Sirokym spektrem biologickych aktivit a strukturnich motivii. Pro primysl pak
piedstavuji zdroj fady farmak, viini, barev, chuti i chemikalii pro dal$i vyzkum.? Nize bude
nasledovat vycet nejznaméjsich latek obsahujici ve své struktuie tropolon 2.

V roce 1942 byl Haroldem Raistrickem'” a jeho kolegy proveden experiment'® ve snaze
izolovat fungalni metabolit houby Penicillium stipitatum. Jejich snazeni vedlo k objevu latky
jejiz strukturu nedokazali vhodné navrhnout a kterou nazvali kyselina stipitatova 14 (dle nazvu
houby). O tfi roky pozdé&ji M.J.S. Dewar publikoval v ¢asopise Nature!” ¢lanek ve kterém na
zakladé¢ Raistrickova pozorovani chemického chovani této kyseliny navrhl strukturu obsahujici
tropolon 2 a celkové tedy strukturu kyseliny stipitatové 14. Timto ¢ldnkem Dewar zah4jil novou
éru chemie aromatickych latek, protoze svétu predstavil prvni karbocyklickou, aromatickou

latku takzvané ,,nebenzenového* typu.

OH

HO
OH

O
14

B-Thujaplicin 15, neboli hinokitiol, je latka vyskytujici se ve dieveé stromi z Celedi
cypiisovitych. Tento derivat tropolonu vykazuje antibakteridlni'® a antimykotické!® uginky.
Jedna se o latku u které byla mezi prvnimi popsdna piitomnost nebenzenového aromatického
systému a nasledné& i prvni laboratorni p¥iprava tropolonu viibec.?® Tato latka existujici ve dvou
tautomernich forméch se pouziva v kosmetice a ptipravcich pro ustni hygienu. Rovnéz jsou

znamy 1 jeji izomery a to a-thujaplicin 16 a y-thujaplicin 17.
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15 16
Harringtonolid 18 (hainanolid) byl izolovéan a strukturné identifikovan v roce 1978.2!
Tato latka izolovana ze semen hlavotise peckovitého vykazuje antivirové?, protizanétlivé?

a antiprolifera¢ni* 2°

ucinky. Dalsi studie prokéazaly inhibi¢ni potenci harringtonolidu proti
chiipce typu A, japonské B encefalitidé?? a také protinddorové uginky proti Lewisovu plicnimu
karcinomu, Walkerové karcinomu a nékterym leukémiim.?®

Q  oH

18

Mezi vyznamné piirodni derivaty tropolonu 2 patifi prudce jedovaty alkaloid
kolchicin 19. Pti identifikaci jeho struktury svoji roli opét sehral M.J.S. Dewar, ktery spravné
predpovédél, Ze kolchicin je derivatem tropolonu 2.7 Nejznaméjsi rostliny obsahujici
kolchicin 19 jsou ocun jesenni (Colchicium autumnale) a gloribza vzneSend (Gloriosa

superba) *®

19

Jedna se o latku lipofilni povahy, disponujici fadou medicinsky zajimavych vlastnosti.
U kolchicinu 19 jsou prokazany protizanétlivé a cytotoxické t¢inky.?® Kolchicin 19 se o své
misto mezi klinicky pouZivanymi farmaky zaslouZzil mimo jiné i diky své schopnosti ulevit od
bolesti pro pacienty trpici dnou.>® Dokaze totiz zmirnit zanétlivé ucinky krystald uratu (soli
kyseliny mocové) pomoci fady mechanismi, naptiklad inhibici migrace a adheze neutrofilti
a fagocytozy v oblasti zanétu.’! OvSem napfi¢ viem svym piinosnym uéinkim je klasifikovan

jako riskantni 1é¢ivo z diivodu velice tzkého terapeutického indexu s pfesné nenastavenou
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hranici mezi netoxickym téinkem a jiz smrtelnou davkou.*? Vyrazna toxicita kolchicinu 19 pak
muze pii nespravném uzivani vést k zavaznym zdravotnim nésledkim, v€etn¢ umrti pacienta.
V ptipadé dny jsou tedy fadou pacientl pii 1€cbé preferovangjsi alternativy kolchicinu 19 jako
napiiklad NSAIDy.*?

Nejprostudovanéjsi z ucinki, kterymi kolchicin 19 piisobi na lidsky organismus je jeho
schopnost vazat se na tubulinové dimery, ¢imZ zapii€ini jejich destabilizaci.?®3! Zablokuje totiZ
preskupovani a polymerizaci mikrotubulli, které jsou klicovou komponentou cytoskeletu
bunék. Mikrotubuly se uplatiuji v fadé bunécnych procest jako je naptiklad bunécné délenti,
udrzovani bunécné integrity, intracelularni transport, ¢i regulace bunécnych iontovych
kanalki.*! Kolchicin 19 vystupuje jako mitoticky jed blokovanim mitotickych bunék v metafézi
bunééného deleni. Jeho ucinek je zalozeny na vazbé s tubulinem za vytvofeni komplexu
tubulin-kolchicin.>' Proces vzniku tohoto komplexu je jen téZko zvratny, komplex se tedy
hromadi a nésledn¢ vaze na konce mikrotubulii, kde zamezuje prodluzovani polymeru
mikrotubulu.>! V nizsich koncentracich kolchicin 19 plisobi proti riistu mikrotubuld, ale
v koncentracich vyssich zptisobuje jejich depolymerizaci, coz ptsobi toxicky i na zdravé

tkang.>!

2.4 Prirodni derivaty benzotropolont

2,3,4,6-Tetrahydroxy-5H-benzo[7]annulen-5-on, dale v této praci oznacovan jako
purpurogallin 4 je oranzova krystalicka latka, kterd je nejCastéji se vyskytujicim derivatem
benzotropolonu 3.! V piirodé je mozné nalézt latky obsahujici purpurogallin naptiklad ve
vzorcich z dubové kiry a dubének, kde se derivaty purpurogallinu vyskytuji spolu s taniny.>*

K vyzkumu v oblasti téchto latek vyznamné ptispé&l oxfordsky chemik John A. Baltrop.®
V pribéhu padesatych let se zabyval purpurogallinem, jakoZto syntetickym analogem ptirodni
cervené¢ zbarvené latky, dryophantinemu 20, ktery se vyskytuje pravé v dubénkach a je

prekurzorem purpurogallinu 4.

OH Q oy
OH o O
o
4
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Fomentariol 21 je derivat purpurogallinu izolovany z troudnatce kopytového, coz je

houba z ¢eledi chorosovitych rostouci pfedevsim na bucich. Fomentariol 21 vykazuje

antidiabetické u¢inky.>

OH ¢
H
© OH
g
\  OH
—_—
HO 21

V pfirodé¢ lze nalézt 1 derivaty dehydroxypurpurogallinu (3,4,6-trihydroxy-5H-
benzo[7]annulen-5-on) 22. Casto mizeme doslova na vlastni o¢i spatfit aurantricholon 23,
respektive mizeme obdivovat krasnou oranzovo-Cervenou barvu klobouckt cirtivek

oranzovych, jenz vznikd jako doplikovd barva po interakci denniho svétla prave

s aurantricholonem 23.3¢

22

Crocipodin 24 je dalsi z fady piirodnich derivati benzotropolonu 3. Jedna se o pigment
produkovany kozakem dubovym (Leccinum crocipodium). Tato houba svétle zluté barvy vdéci

za sviij vzhled pravé oranZovo-ervenému crocipodinu 24.1

OH O OH
OO
COOH
74
COOH
24

Crocipodin 24 ma pomérné jednoduchou strukturu, coZ jde ruku v ruce s nenarocnou

biosyntézou probihajici oxida¢ni kondenzaci kyseliny gallové 25 spolu s kyselinou kofeinovou
26.°
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V popsané laboratorni syntéze crocipodinu 24 zroku 2010 byl ovSem vyuzit 4-
bromkatechol 27 a kyselina gallova 25. ° Oxida¢ni kondenzace pomoci peroxidu vodiku za
enzymatické katalyzy horseradish peroxidasou (HRP) poskytla bromovany reakéni intermediat
28 (schéma 2). Ten byl nasledné¢ nasazen do Heckovy reakce s akryldtem za vzniku
crocipodinového skeletu, ktery byl po odchranéni fenolickych a karboxylovych funkénich

skupin pfeveden na samotny crocipodin 24.°

OR O OH O
HO
ﬁj ﬁj “ — OQ
COOH COOH

COOH

25 27 28 24
Schéma 2. Reakéni schéma syntézy crocipodinu 24. (Laboratorni postup zahrnuje chranéni

fenolovych skupin a fadu reagentti, které nejsou ve schématu vypsany).

ol

OH

HO
OH

29
Theaflavin 29 je pfirodni latka tmavé oranZové barvy, kterd se vyskytuje predevS§im
v &aji, tedy konkrétné rostling Eajovniku &inském (Camellia sinensis)."> Uginky theaflavinu 29
na lidsky organismus jsou mimo jiné spojovany napiiklad s prevenci rakoviny a srdecnich
pithod.*’
Theaflavin 29 vykazuje silné antioxidaéni ucinky. 3* Ve své struktufe ma obsaZzen
benzotropolon 3,' ke kterému jsou jesté pfipojené flavonoidy.® Rada terapeutickych uéinkd

theaflavinu je pfipisovana pravé aktivité benzotropolonového jadra,' ale je nutné k tomu
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pristupovat pomérné kriticky, protoze i pfitomné flavonoidy vykazuji ohromné mnoZzstvi
biologickych ucinku.

Pro ptipravu populdrniho ¢erného Caje je nutné ponechat nasbirané cajové listky
fermentovat. Pii fermentaci se uplatiiuji dva zakladni kroky - oxidace a polymerace a jejichz
findlnim produktem je pravé theaflavin.** Benzotropolonové jadro theaflavinti 29 je tvofeno
enzymaticky katalyzovanou oxidaci polyfenolickych prekurzorii katechint, ke které dochazi
v pribéhu fermentace. Plivodni katechiny ze zeleného ¢aje EGC 30 (epigallokatechin) a EGCG
31 (epigallokatechin gallat) jsou pomoci enzymu PPO (polyfenolooxidasa) a POD (peroxidasa)

' Katechin EGCG reaguje s ROS, ¢imZ piisobi antioxidaéng.!!

oxidovany na chinony.
Po oxidaci nové vzniklé gallokatechinové chinony podléhaji nukleofilni adici s katechinovymi
chinony’®, eliminuje se oxid uhli¢ity a po nasledném sledu chemickych pfemén vznika

theaflavin 29. Zminéna reakce v podstaté odpovida mechanismu nakresleném na schématu 1.'°

OH
HO o) Q[::I:
: OH

OH
o o LI 0
\©/\j\ OH OH OH
0
OH on

OH
30 31

Latka CU-CPT22 32 purpurogallinového typu inhibuje regulatory vrozené imunity a to
konkrétné& Toll-like receptory 1 a 2 typu (TLR1/TLR2).% Dle literatury CU-CPT22 32 vykazuje
nejen vysokou inhibi¢ni potenci, ale 1 vysokou specificitu vi¢i uvedenym receptoriim.

OH Q  on
HO
MeO OQ o \///>
o)
32

Nékteré dalsi latky zahrnujici ve své struktufe dehydroxypurpurogallin 22 disponuji
schopnosti zamezit rakovinnému bujeni.!!** P¥ikladem mohou byt ptirodni latky goupiolon A
33 a goupiolon B 34, které byly izolovany z lista rostliny druhu Goupia glabra. Goupiolony A
i B jsou latky s genotoxickou aktivitou,® jelikoZ u nich byla prokdzana vyrazna toxicita viidi
DNA.!® Obég latky plisobi cytotoxicky v kazdém checkpointu defektni ¢sti DNA, coZ bylo

testovino na zmutovanych kvasinkach.'> Genotoxicita pak spo&iva v jejich schopnosti

naruSovat DNA, ¢imzZ je nasledn¢ indukovana bunécnd smrt, kterd je v piipadé tumori

18



potlacovéna. Latky tohoto typu by tedy potencionalné¢ mohly byt dobrymi kandidaty pro dalsi
design cytostatik.!°

OH Q oy
Ro@
OEt
o)
33 34

Jumonji C enzymy jsou v lidském organismu malou tfidou asi 60 druhl proteinu, které
se fadi mezi oxygenasy nehemového typu katalyzujici demethylaci Ne-methylovanych
lysinovych zbytkti na histonovych koncich (histone tails). Tyto demethylasy jsou up-
regulovany v fadé nddorovych bunék. Napftiklad v pfipadé nadoru prsu, prostaty a tlustého
stteva. Dehydroxypurpurogallin 22 je pfirodnim inhibitorem jedné z téchto demethylas,
konkrétn¢ typu KDM4M. Medicinalné-chemickym usilim bylo pfipravit purpurogallinovy
optimalizovany skelet s cilem nalézt i¢inn&j$i analog a jeho vysledkem byla p¥iprava latky 35,
ktera vykazovala dobrou inhibici KDM4A in vitro u bun&k nadoru tlustého stieva.*? Tato latka
vykazovala silné protinddorové ucinky i proti dalSim liniim lidskych naddorovych bunék.

OH Q oy

RS
J°

35

OH

Siroké spektrum biologickych G¢inka dehydroxypurpurogallinti a jejich derivati vedlo
ke snaze o ptipravu knihovny jejich amidd, jejichz vyuziti by ovSem pfedevsim cililo na inhibici
chiipkové endonukleasy a endonuklease podobnému enzymu z viru ,horecky udoli Rift*
(RVFV). Pro amidy jsme se rozhodli z n¢kolika diivodli, pficemZ hlavni roli hréla jejich
strukturni blizkost ke kyselinam (viz latka 22) a predevSim snadnost s jakou se daji zavadét
strukturné velmi rozmanité aminy a aniliny. Pfi designu latek popsanych v této bakalatskeé praci
jsme cilili k vzniku dal$ich nekovalentnich interakci studovanych endonukleds s derivaty
dehydroxypurpurogallinii pravé v oblastech, které by mély okupovat ¢asti takto zavedenych

aminu ¢i anilinu.
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2.4.1 Purpurogalliny a jejich medicinalni pouZiti

vystupoval jako oxidaci potlacujici aditivum.* Tato vlastnost rovnéz navadi k myslence vyuziti
purpurogallinu pifi zkoumani patofyziologickych poruch spojenych s plsobenim radikalt
kysliku na buiiky.*

V soucasné dob¢ purpurogalliny 4 a dehydroxypurpurogalliny 22 budi zajem v oblasti
medicinalni chemie diky unikatnimu strukturnimu motivu. Jejich planarni struktura spolu
s karbonylovou funk¢ni skupinou a mnozstvim hydroxylovych skupin jim dava schopnost
chelatovat ionty kovu, které se nachazi v enzymatickém misté metaloenzymi.*

Design inhibitori této velké podskupiny enzymi je vyrazné spojen s hleddnim
vhodného chelatoru, ktery nutné musi byt schopen koordinovat ionty kovli metaloenzymu.
Na zédkladé vhodného strukturniho usporadani by timto cheldtorem potencionalné mohly byt
prave purpurogalliny, pfipadné dehydroxypurpurogalliny.

Své misto v medicindlni chemii si derivaty purpurogallinu 4 nalezly i diky svym
4

w1

protinadorovym, antioxidaénim* a protizanétlivym u¢inkim jak jiz bylo uvedeno vyse.’
Samotny purpurogallin 4 je naptiklad inhibitorem ,.toll like receptord® prvniho a druhého
typu,*® katechol-O-methyltransferasy, a také endonukleasy viru chiipky.** Zminé&n4 inhibice
chiipkové endonukleasy purpurogallinem 4 byla popsana nasi vyzkumnou skupinou** a z dat,
které mame, mizeme prohlésit, Ze purpurogallin 4 a jeho derivaty maji potencidl inhibovat
jakykoliv metaloenzym se dvéma ionty kovil ve své katalyticky-aktivni ¢asti. Pravé unikatni
strukturni motiv purpurogallinu 4 s fadou fenolovych a jednou karbonylovou funkéni skupinou,
které jsou orientovany vedle sebe na jedné stran¢ molekuly, tuto slou€eninu piimo predurcuje

do role chelatoru kovovych iontd. Konktrétné v ptipadé chiipkové endonukleasy se jednéd o

ionty Mg?* a Mn?",
2.4.2 Reak¢ni mechanismus vzniku purpurogallinii

Syntéza samotného purpurogallinu 4 probiha podle obecného mechanismu uvedeného
v reakénim schématu 1,'° tedy reakci pyrogallolu 7 a jeho oxidované formy s naslednou tvorbou
fady intermediatii, které se nakonec preméni na kyZzeny produkt se sedmiclennym kruhem.'?
Vytézky nejsou obvykle uspokojivé, nicméné nedavno publikovana prace popsala piipravu

purpurogallinu 4 pomoci specificky upraveného oxidu manganicitého s vytézkem 94 %.%
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2.4.3 Laboratorni syntéza purpurogallini

V laboratofi 1ze vybrané purpurogallinové derivaty, respektive dehydroxypurpurogalli-
nov¢ derivaty pfipravit oxidacné-kondenzacnimi reakcemi, které probihaji podle reakcniho
schématu 1.!° K vychozim latkdm se pfidavaji vétsinou anorganickd oxidaéni ¢inidla pro
nutnou oxidaci benzen-1,2-diolu 5 na chinon 6. Hojné vyuZzivanym cinidlem pro tento typ
reakci je NalO3; nebo KI105.%¢ Jako ¢innd se ovem prokéazala byt i enzymaticky katalyzovana
syntéza purpurogallinového, respektive dehydroxypurpurogallinové derivatu za vyuziti
enzymu horseradish peroxydasy® ¢i laccasy*’ (T. versicolor).

V ramci laboratorni syntézy byla popsana relativné omezend ftada derivatu
purpurogallinu. Variabilita navazanych funk¢nich skupin se odviji od charakteru pouzitych
vychozich latek. Je-li namisto katecholu 5 ¢i pyrogallolu 7 vyuzit jejich derivat, dojde ke vzniku
benzotropolonového skeletu obdobnym mechanismem jako je naznadeno ve schématu 1.
Vysledny produkt vSak bude substituovan stejnymi funkénimi skupinami jako reagenty. Takto
je mozné obohatit purpurogallinovy motiv napiiklad o funk¢ni skupinu karboxylové kyseliny
a pripravit tak 3,4-benzotropolon-karboxylovou kyselinu 36*® (déle v této praci oznacovanou

jako kyselinu purpurogallin-4-karboxylovou) a to vyuzitim katecholu 5 a kyseliny gallové 25

jako vychozich latek.
OH
OH OH O OH
HO OH HO HO
ROl @
COOH COOH
25 5 36

Schéma 3. Pfiprava dehydroxypurpurogallin-4-karboxylové kyseliny 36

Klasickych ptikladem takového pfistupu je syntéza fomentariolu 21 popsana
némeckych chemikem Wolfgangem Steglichem v roce 1978.% Steglich cilovou slou¢eninu
pfipravil oxidac¢ni kondenzaci, respektive jakousi oxida¢ni dimerizaci trihydroxycinamyl

alkoholu 37 u¢inkem jodi¢nanu draselného (schéma 4).
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Schéma 4. Piiprava fomentariolu dle W. Steglicha

Analogicky lze pfipravit i derivaty dehydroxypurpurogallinu, a to jmenovité reakci
katecholu 5 a pyrogallolu 7.% Vznikly produkt ma o jednu fenolovou funkéni skupinu méné
v porovnani se strukturou purpurogallinu, a proto jej nazyvame dehydroxypurpurogallin. Pfi
pouziti kyseliny gallové 18 ¢i jejiho derivatu (ester ¢i amid) poskytuje oxida¢né-kondenzacni
reakce, provedena obvykle jodi¢nanem, derivaty dehydroxypurpurogalin-4-karboxylové
kyseliny 36 (schéma 3).% Dle literatury je téZ mozné piipravit derivaty dehydroxypurpurogallinu

i odlisnym zptisobem zaloZenym na methathesi.>

OH O OH R; =H, Br, Me, OMe, OBn, flavonoid
HO
OQ R, =H, COOH, COOMe, CONH,, CONHR
R Ra

Obrazek 1. Vycet zminovanych substituentl

Obrazek 1 shrnuje vétsinu znAmych dehydroxypurpurogallind. Substituentem R! mize
byt naptiklad halogen, konkrétn€ brom. Bromderivat lze pfipravit vySe zminé€nou enzymaticky
katalyzovanou syntézou’ pomoci 4-bromkatecholu 27. Pii syntéze crocipodinu 24 byla po
ochranéni fenolovych skupin provedena Heckova reakce a dal jiz synteticky potencial
uvedenych bromderivati vyuzit nebyl. Nabizi se vSak i moznost vyzkouSet provedeni
palladium katalyzované karbonylace na bromovaném derivatu, a tudiz zavést karboxylat na
dehydroxypurpurogallinovy skelet. Tim se vSak jiz dostavame k cilim této bakalaiské prace.

V neposledni fadé¢ je na misté¢ uvést 1 modifikaci oxidaéné-kondenzacnich reakci
derivatii katecholu s pyrogalloly zalozené na cilené¢ oxidaci katecholu 38 na odpovidajici
derivat chinonu 39 v prvnim kroku.’! Po ptidavku methylpyrogallolu 40, ktery méd vytvofit
tropolonovou ¢ast molekuly, nésleduje jiz vicekrat popsany sled reakci. Ten vSak vyzaduje
jeden oxidacni krok alkoholu v tropolonové ¢asti. Tato oxidace je zprostiedkovdna vySe
zminénym predpfipravenym derivatem chinonu 39, ktery se do reakce dava v nadbytku viici

methylpyrogallolu 40 a transformuje se na produkt 43. Tento postup je popsan ve schématu 5.

22



OH

HO OH
OH  Fetizonovo o Me Me OH
(6] ¢inidlo (o) 40
HOOC OH
oo
Me Me
Me-chinon 41 OH
38 39
oxidace
Me-chinonem 39
O
o OH OH
0 o | L
-CO, 4
- L
43

Schéma 5. Piiprava tropolonu s vyuzitim piedchozi cilené oxidace katecholu na chinon
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3. CILE PRACE

e Piiprava dehydroxypurpurogallin-4-karboxylové kyseliny

e Piiprava derivati dehydroxypurpurogallin-4-karboxylové kyseliny enzymatickou
cestou

e Optimalizace amida¢ni reakce dehydroxypurpurogallin-4-karboxylové kyseliny a
piiprava jejich amidi

e Provedeni palladium katalyzované karboxylace na enzymaticky pfipraveném

bromderivatu
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4. VYSLEDKY A DISKUSE

Hlavnim cilem této prace bylo pfipravit sérii amidii odvozenych od vychozi
dehydroxypurpurogallin-4-karboxylové kyseliny 36, které byly ndsledné vyuzity v rdmci studie
o jejich potencialnim ucinku v souvislosti s inhibici endonukleasy chiipkového viru. Vzhledem
k nedostatecnému povédomi o téchto latkach, a tudiz i jejich pfipravé bylo nejprve nutné
optimalizovat podminky jejich syntézy, respektive vyvinout nové postupy jejich ptipravy.

Takto syntetizované latky byly podrobeny biochemickému testovani, které bylo
provedeno ve spolupraci s biochemiky z Ustavu organické chemie a biochemie AV CR a jehoZ

vysledky nejsou zahrnuty v této bakalaiské praci.

4.1 Optimalizace a provedeni amidaci dehydroxypurpurogallin-4-

karboxylové kyseliny

Hlavni cast této bakalaiské prace byla vénovana piipravé amidi kyseliny
dehydroxypurpurogallin-4-karboxylové 36 pomoci amidacni reakce (schéma 6), jejiz
podminky bylo nutné optimalizovat. Ve vét§in¢ piipadi se jednalo o nové doposud
nepiipravované slouceniny a nelze tedy zahrnout porovnani vytézka s literaturou.

Vychozi latkou v vodni sérii amidaci byla kyselina dehydroxypurpurogallin-4-
karboxylova 36, kterd byla pfipravena dle literatury*® (podrobny postup je pak uveden
v experimentalni Casti prace). Optimalizovanymi parametry ndsledné amidacni reakce bylo
pouzité amidacni ¢inidlo, rozpoustédlo, reakéni teplota a zpracovani reakéni smési.

OH O OH OH O

OH
HO HO
oy e T

COOH CONHR

36 44

Schéma 6. Amidacni reakce kyseliny dehydroxypurpurogallin-4-karboxylové

Jako prvni bylo optimalizovano pouzité amidacni Cinidlo. Pro tento ucel byla vyuzita
kyselina dehydroxypurpurogallin-4-karboxylovd 36 v surové podobé, ktera reagovala
s vybranym substratem s aminovou funkéni skupinou, kterym byl zvolen p-anisidin. Testovana
byla obecné pouzivand amidac¢ni ¢inidla.

Byla testovana pfedev§im dvé€ amidacni ¢inidla, konkrétné EEDQ a HBTU jejichz vybér

vychézel z ptedchoziho SirSiho screeningu amidacnich cinidel, ve kterém tyto dvé latky
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vykédzaly nenulovy vytézek pozadovaného produktu. Amidacni cinidlo bylo rozpusténo
v suchém THF v reakéni ampuli spolu s vychozi kyselinou a p-anisidinem. Ampule byla
zakrempovana a zahtivana v kovovém bloku na 80 °C po dobu 2 h. Poté bylo provedeno
kontrolni méfeni obou reak¢nich smési pomoci UPLC-MS. Analyza chromatogramu prokazala
pritomnost zddaného produktu pouze u experimentu s EEDQ (tabulka 1). Oproti tomu v reakci
s HBTU ke vzniku produktu dochéazelo pouze ve stopovém mnozstvi, a proto byl pozorovan
jen vysoky obsah vychozi nezreagované kyseliny. Ve snaze zamezit nutnosti zahfivani reak¢ni
smesi byla vyzkousena amidace pomoci HATU, jenz je obecné znamo jako G¢innéjsi ¢inidlo
nez EEDQ a HBTU. Reakce byla provedena obdobnym zplGsobem jako ptedchozi dva
experimenty s tim rozdilem, ze probihala za laboratorni teploty. Tento experiment rovnéz
nevedl ke vzniku produktu, tudiz bylo pro ptipravu prvni série latek zvoleno jako amidaéni
¢inidlo EEDQ.

Dale bylo vyzkouseno né€kolik rtiznych rozpoustédel, ale THF jako jediné vykazovalo
nenulovy vytézek pozadovaného amidu. Optimalni teplotou reakéni smési bylo 80 °C a reakéni
doba 2 h.

Amidacni ¢inidlo Reak¢ni teplota Vytézek (%)
°O)
EEDQ 80 6
HBTU 80 -
HATU 20 -

Tabulka 1. Vybér vhodného amida¢niho ¢inidla

Pro prvni sérii derivati byly navrZzeny niZe uvedené struktury (obrazek 2), jejichZ
ptiprava probihala za uvedenych reakénich podminek, které budou souhrnné déle oznaCovany

jako reakéni postup A. Vysledky zdatenych experimentl jsou uvedeny v tabulce 3.
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Obrazek 2. Prvni série navrzenych struktur amidt dehydroxypurpurogallin-4-karboxylové
kyseliny 44a-1

Z dtivodu neuspokojivé konverze vychozich latek u fady provedenych reakci v rdmci

prvni série bylo nutné reakéni postup upravit. Jako mozny diivod $patného pribéhu reakci za

pouziti EEDQ se nabizela pfitomnost volnych fenolovych skupin. Proto byly nezdatené

ptipravy derivatu prvni série opakovany za vyuziti triacetitu 45 namisto surové kyseliny

purpurogallin-4-karboxylové 36. Zminény triacetdt 45 byl pfipraven postupem pievzatym
z literatury.*? (schéma 7)

OH O OAcO

HO o Acz0, HS0O4 AcO oA
C) Tee s U
0] O
3 HO 45 HO

Schéma 7. Acetylace kyseliny dehydroxypurpurogallin-4-karboxylové 36

Jelikoz se chranéni fenolovych skupin ukézalo byt vhodnym feSenim a podatilo se
uspésné opakovat nevydarené reakce, byla znovu vyzkousena i reakce s HATU. Pfi vyuziti
substratu 45 se pomoci HATU podaftilo provést amidace jiz pti laboratorni teploté. Z diivodu
zamezeni nutnosti zahfivani reakéni smési bylo pro dalsi experimenty EEDQ nahrazeno HATU.
Jako dal§i reakéni komponenta musela byt pouZzita baze, jmenovité triethylamin, pro
deprotonaci kyseliny za vzniku karboxyldtového anionu, ktery dle obecné pfijimaného
mechanismu atakuje HATU. Jako rozpoustédlo bylo pouzito such¢ DMF. Tento postup, ktery
byl pouzit pro pfipravu nezdatenych struktur prvni série, a ktery byl proveden za vyuziti vyse

zminénych podminek, bude nadale oznacovan jako reakéni postup B.
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Reak¢ni postup B se od postupu A odlisSoval i ve zpracovanim reakéni smési, kdy bylo
nutné¢ provést odchranéni fenolovych skupin. Odchranéni bylo provedeno kyselou
methanolyzou, tedy rozpusténim odparku extraktu reakéni smési po ukonceni reakéni doby
nutné pro pribéh amidace v methanolu spolu s malym mnozstvim koncentrované kyseliny
chlorovodikové. Porovnani netuspésnych pokust provedenych postupem A s jejich opakovanim

postupem B je uvedeno v tabulce 2.

Produkt Pracovni postup A | Pracovni postup B
Vytézek (%) Vytézek (%)
44f - 8
44g - 13
44h 19 53
44i 6 11

Tabulka 2. Porovnani pribéhu vybranych amidaci provedenych postupy A a B

Prvni sérii derivatii nasledovala druha série struktur navrzenych z alifatickych amint,
viz obrazek 3. VSechny amidace této série byly provedeny reakénim postupem B. Vysledky

experimentl jsou uvedeny v tabulce 3.

OH O \
HO OH R= —g-rxll/:/\NJ -g-N{-I_I-}N~<O -4NH OH -§—N{4_>N—
O 44m 44n 440 44p
COR > 0
— /N
44 S N fNn N/ NH N
—J
44q 44r 44s ©

Obrazek 3. Druhd série navrZenych struktur amid dehydroxypurpurogallin-4-karboxylové
kyseliny 44m-s

Pro tfeti, a posledni sérii byly navrZzeny derivaty odvozené od aminokyselin, jejichzZ
struktury jsou prezentované na obrazku 4, pficemz v tabulce 3 jsou uvedeny jejich izolované

vytezky.
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Obrazek 4. Tieti série navrzenych struktur amid dehydroxypurpurogallin-4-karboxylové
kyseliny 44t-z

Postup pro syntézu amidu tfeti série je obdobou pracovniho postupu B. Ovsem n¢které
kroky syntézy bylo nutné poupravit, aby amidace i s témito substraty uspésné probéhly.
Experimentalni cestou bylo zjisténo, ze vznik amidu podpoii pfedchozi ptiprava aktivované¢ho
komplexu karboxylatovy anion-HATU. Postup pro tieti sérii byl tedy nasledujici. Do ampule
byl ptedloZen triacetat vychozi kyseliny 45 spolu s HATU, reakéni smés byla nasledné
rozpusténa v DMF a byl k ni pfidan triethylamin. Takto pfipravena smés byla michana pfi
laboratorni teploté po dobu minimaln¢ péti minut. Poté byl ptidan amin. Postup se déle odlisuje
v odchranéni fenolovych skupin, kdy byla methanolyza nahrazena kyselou hydrolyzou.
Dlivodem bylo zamezeni vzniku nezddouciho methylesteru, ke kterému dochazelo u derivatu
44w s volnou karboxylovou skupinou (experimentalné ovéfeno). Kysela hydrolyza byla
provedena rozpusténim odparku zpracované reakéni smési po dokonceni amidace a extrakei,
v THF spolu s kyselinou chlorovodikovou. Reakcéni postup zahrnujici aktivaci komplexu
karboxylatovy anion-HATU a odchranéni kyselou hydrolyzou bude nadéale oznacovan jako
pracovni postup C. Vyjimkou je produkt 44t, ktery byl pfipraven postupem B, jelikoZ zde
nedochazelo ke komplikaci s odchranénim v methanolu. Vysledky tieti série jsou uvedeny

v tabulce 3.

29



Reakce Produkt Pracovni postup | Vytézek (%)
1 44a A 19
2 44b A 14
3 44c A 7
4 44d A 50
5 44e B 56
6 44f B 8
7 44¢g B 13
8 44h B 53
9 44i B 11

10 44j B 26
11 44k B 28
12 441 B 19
13 44m B 19
14 44n B 47
15 440 B 63
16 44p B 34
17 44q B 49
18 44r B 25
19 44s B 70
20 44t B 40
21 44u C 24
22 44v C 14
23 44w C 28
24 44x C 16
25 44y C -

26 447 C -

Tabulka 3. Vysledky experimentil pfipravenych zvolenymi postupy A, B nebo C.
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4.2 Priprava derivati dehydroxypurpurogallinu pomoci enzymaticky

katalyzovanych reakci

Dalsi c¢éast této bakalaiské prace je veénovana studiu piipravy derivati
dehydroxypurpurogallinu 22 za vyuziti enzymatické katalyzy. V praxi byly pouzity dva
komeréné zakoupené enzymy a to jmenovité horseradish peroxidasa (zkratka HRP)’ a laccasa
(z houby outkovky pestré, Trametes versicolor)*’. Provedeni enzymaticky katalyzovanych
reakci probihalo na bazi smiseni enzymu a obou reaktantli ve vodném prostfeni obsahujicim
reoxidujici komponentu. Tou je v pfipadé horseradish peroxidasy vodny peroxid vodikt, jenz
vSak sam o sob¢ zpusobuje oxidaci katecholu a tim vede ke slozitému sledu reakci (nechténa
bocni reakce). V ptipadé laccasy je reoxidantem vzdusny kyslik vstupujici do reakéni smési pii
jejim intenzivnim michani. Experimenty provedené s laccasou probihaly o poznéni 1épe nez ty
provedené pomoci horseradish peroxidasy. Z tohoto diivodu budou nize uvedeny predevsim

vysledky ziskané pomoci laccasy.

4.2.1 Piiprava derivati dehydroxypurpurogallinu pomoci enzymu laccasa

Enzym laccasa byl pouzit pro pfipravu celé série experimentd, které probihaly podle
schématu 8.

OH OH OH O

HO OH HO O laccasa HO OQ
+ —_—
’ 9 Y

46 47

OH

Schéma 8. Obecné schéma reakci katalyzovanych enzymem laccasou.

Jako derivat katecholu byl pro nasledujici experimenty vyuzit pfipraveny [1,1'-bifenyl]-
3,4-diol 46, ktery reagoval s vybranymi derivaty pyrogallolu mechanismem diskutovanym ve
schématu 1. Volba bifenyldiolu 46 nebyla ndhodna, tato sloucenina byla zvolena na zaklad¢
designu mozného inhibitoru chiipkové endonukleasy. Podrobnéjsi diskuse o névrhu téchto
derivath vSak pfesahuje rozsah této prace.

Experimenty s laccasou byly zahdjeny z divodu nutnosti pfipravy predevSim vysSe
zminéné latky 35, jejiZ triacetat by nasledn€ mohl rovnéz slouzit k ptipravé vybranych amida

obdobnou cestou jako tomu bylo v pfipadé amidd kyseliny dehydroxypurpurogallin-4-
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karboxylové 44. Zaroven byly pro pfipravu navrzeny i dalsi struktury, jejichz vycet se nachazi
v obrazku 5.

Kyselina 35 byla pfipravena podle schématu 8 a to konkrétn¢ z latky 46 a kyseliny
gallové 25. Identicky probihala i ptiprava ostatnich derivati z obrazku 5. I v tomto piipadé
vystupovala jako derivat katecholu latka 46. Pouzité derivaty pyrogallolu se odvijely od
struktury cilového produktu. Proces pfipravy vSech derivati spocival ve smiseni obou
vychozich latek, tedy latky 46 a vybraného derivatu pyrogallolu a jejich rozpusténi ve smési
acetonu a fosfatového pufru v poméru 1:2. Nasledné byl pfidan enzym laccasa a reakéni smés
byla intenzivné michéna do druhého dne.

Vysledky i postup zpracovani reakéni smési jednotlivych produkti byly ovSem velice
rozdilné. Produkty 47a, 47b a 47f se touto cestou pfipravit nepodatilo. Analyza UPLC-MS
chromatogrami indikovala pouze pfitomnost nezreagovanych vychozich latek. V piipade
derivatu 47d doslo jiz v priabchu reakce k vylouceni suspenze, kterd byla ndslednou centrifugaci
dovedena do velice uspokojivé Cistoty a po reverzni chromatografii byl produkt ziskan
v dobrém vytézku. Oproti tomu pfipravit produkty 47c¢, 47e¢ a 35 bylo o poznani
komplikovanéjsi. VétSinou nedoSlo k vylouceni suspenze a bylo tedy nutné centrifugaci
nahradit extrakci a naslednou reverzni chromatografii. Vysledky vSech experimenti s laccasou

jsou uvedeny v tabulce 4.

O = K & N N
o OH oH R A0 Pe fJ\JBr }J%o 57;0
SO
= 35 47a 47b 47¢ 47d
C oo
H,N @
47
47e 47§

Obrazek 5. Struktury derivati pfipravovanych pomoci enzymu laccasa

Z vysledki této malé série experimentll usuzujeme, Ze je pro tento typ reakce klicové,
aby benzenové jadro, které podléhd rozsifovani na sedmiclenny kruh neslo elektronodtahujici
skupinu, jak je tomu v pfipad¢ acetofenonu a kyseliny gallové 25, respektive jejiho esteru.

Dobry vytézek kyseliny 35 umoznil, aby mohly byt ndsledné provedeny jeji amidace.
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Reakce Produkt Vytézek (%)
1 35 64
2 47a -
3 47b -
4 47¢ 5
5 47d 48
6 47e 16
7 47f -

4.2.2 Amidace kyseliny 35

Tabulka 4. Vysledky experimenti reakci s enzymem laccasa

Po vzoru amidl odvozenych od kyseliny dehydroxypurpurogallin-4-karboxylové se

nabizela moznost provést obdobnym postupem amidace latky 35. Nejprve byla provedena

kysele katalyzovana triacetylace kyseliny 35 pomoci acetanhydridu (viz schéma 7 popisujici

obdobné chranéni latky 36). Tato reakce se ukazala byt pon¢kud hiife reprodukovatelnou, avsak

pii rychlém zpracovani reakéni smési, a predev§im pii rychlé kolonové chromatografii byl

vytézek latky 48 dostateCny. Samotné amidacni reakce pak byly provedeny optimalizovanym

postupem B, ov§em obdobné jako u postupu C byla pied ptidavkem aminu vychozi latka 5 min

misena s HATU. Odpovidajici reakéni postup je pak zndzornén ve schématu 9.

OAcO

48

OAc

COOH

OAcO

RNH, HATU

49

OAc

AcO
—_—
Et;N, DMF OQ

CONHR

OH Q oy
HO
e T
_ =
MeOH CONHR
50

Schéma 9. Amidace za vyuziti triacetatu 48

Nakonec byly provedeny pouze tfi amidace vzhledem k odklonu projektu k jinym

strukturnim motiviim, které maji vykazovat vyS$i inhibi¢ni potencial vic¢i vybranym

endonukleasam. Navrzené struktury vybranych amidi jsou uvedeny v obrazku 6. V tabulce 5

jsou pak uvedeny jejich izolované vytézky.
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LY 0

COR F OMe K/OH

50 50a 50b 50c

Obrazek 6. Navrzené struktury pro ptipravu amida 50a-c¢

Reakce Produkt Vytézek (%)
1 50a 40
2 50b 68
3 50c 25

Tabulka 5. Vytézky amidaci triacetatu 48

4.2.3 Priprava derivati dehydroxypurpurogallinu pomoci enzymu

horseradish peroxidasa (HRP)

HRP byla pouzita k ptiprave pouze jediného derivatu, bromderivéatu 52, jenz mél slouzit
jako vychozi produkt pro dal3i sérii experimentii. Latka 52 byla pfipravena podle literatury’
a produkt 52 byl ziskan v n€kolika reakcich v konstantnim vytézku (az 17 %) a bez nutnosti
dal$iho ptecisténi.

OH OH OH O
HO OH HO HRP HO
CONH, Br Br CONH,

51 27 52

Schéma 10. Ptiprava latky 52 pomoci reakce katalyzované HRP

4.3.4 Palladium katalyzovana karbonylace latky 53

Posledni ¢ast této bakalaiské prace se vénuje couplingovym reakcim provedenym na
substratu 52 ve snaze nahradit atom bromu karboxylovou, resp. karbonylovou funkéni
skupinou. Tyto typy reakci zatim na derivatech purpurogallini publikovany nebyly. Prvni
palladiem katalyzované karboxylace latky 52 vykazovaly dle UPLC-MS jen stopové mnoZzstvi

produktu, jenz nebylo izolovdno. Opét bylo nutné zmeénit strategii a dale pracovat jen
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s ochranénymi fenolovymi skupinami, jelikoZ tato cesta se v piipadé amidaci ukazala byt
uspésnou. Nejprve bylo vyzkouSeno chranéni acetylaci analogickym postupem, kterym byla
chranéna i kyselina dehydroxypurpurogallin-4-karboxylovéa 36 (schéma 7). OvSem tato reakce
s bromderivatem 52 nevedla ke vzniku zddaného triacetatu. Proto bylo vyzkouseno chranéni
fenolovych skupin jinym zpiisobem. Jako druhy typ chranéni byla vyzkousena methylace podle
literatury® za vyuziti methyl jodidu v DMF pi#i 0 °C (schéma 11). Takto pfipraveny substrat 53

byl nasledné pouzit jako vychozi latka pro néasledujici experimenty.

OH O OH OMeO

OMeQ  opme OMe
HO Mel, K,CO; MeO karboxylace MeO
OQ DMF, 0 °C OQ MeOH OQ
Br CONH2 Br CONH2 CONH2
0”7 ~OMe
52 53 54

Schéma 11. Karboxyla¢ni reakce spolu s chranénim vychozi latky 52

Nasledné¢ byly provedeny Ctyfi experimenty vénované palladiem katalyzované
karboxylaci. Kazdy zuvedenych experimentli probihal za odliSnych podminek. Pro prvni
experiment byl vyzkousen reakéni postup podle liteatury.>® Jako zdroj oxidu uhelnatého byl
pouzit Mo(CO)s, jako pre-katalyzator Pd(OAc): a jako ligand 1,3-bis(difenylfosfino)propan
(DPPP). Vychozi latka byla rozpusténa ve smési suchého DMSO a suchého MeOH a jako baze
byl pouzit triethylamin. Samotné reakce pak probihala pfi teploté 70 °C. Tento experiment
poskytl produkt ve vytézku 15 %, a poté byl opakovan, tentokrat vSak pti zvysSené teploté (100
°C), coz vedlo k vytézku 18 %. Ukézalo se tedy, ze zvySeni reakéni teploty k vyraznému
zlepSeni vytézku latky 54 nevede. Ve tfetim experimentu byl pouzit Buchwaldiv pre-
katalyzator XantPhos Pd G2. Touto cestou se podafilo produkt 54 pfipravit ve vytézku 46 %.

Nakonec byla provedena palladiem katalyzovana formylace za podminek prevzatych

literatury>* nicméné publikovanych na jinych substratech (schéma 12).

OMeQ e . OMeQ  oMme
MeO Pd"Y, ligand MeO
OQ N-formylsacharin
CONH,
& CONH, A
53 55

Schéma 12. Formylace latky 53 pomoci N-formylsacharinu.

35



Jako zdroj karbonylu byl pouzit N-formylsacharin, do reakce dale vstupoval 1,4-
bis(difenylfosfino)butan (DPPB) jako ligand, pre-katalyzatorem byl opét Pd(OAc): a jako baze

tentokrat vystupoval uhli¢itan sodny. Touto cestou se vSak produkt 55 ptipravit nepodatilo.
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5. EXPERIMENTALNI CAST

5.1 Obecné postupy a chemikalie

Komer¢né dostupné chemikalie byly zakoupeny u béznych prodejct (Sigma Aldrich,
Alfa Aesar, TCI, Fluorochem a Combi-Blocks). Voda, zmifiovana v pracovnich postupech,
predstavuje destilovanou vodu. V piipadé separace za vyuziti sloupcové chromatografie byl
pouzit silikagel 60 (0,040 — 0,063 mm), zakoupeny od firmy Fluka. Flash chromatografie byla
provedena za vyuziti flash chromatografie na pfistroji Teledyne ISCO Combi Flash Rf+
a kolony RediSep Rf Gold Silica, nebo RediSep Rf Gold Reversed-phase C18 v pfipadé
reverzni chromatografie. Ptistroj byl opatien detektorem s oblasti detekce 210-254 nm. Doba
separace a prutok za minutu se odvijeli od mnozstvi separované smési, a tudiz délky kolony.
Jako mobilni faze, neni-li uvedeno jinak, byl pouzit acetonitril spolu s demineralizovanou
vodou s 0,1 % TFA v pfisluSném gradientu. Standardné byl pouzivan naristajici gradient 5-75
Jasco, opatfeném pumpou PU-986 s detekci pomoci UV-975 detektoru. Za vyuziti kolony C18
znaCky WATREX s parametry 250%4 mm. Jako mobilni faze byl opét pouzit acetonitril spolu
s demineralizovanou vodou s 0,1 % TFA.

Cistota produkti, sloZeni reakénich smési a mira konverze vychozich latek na produkty
byly kontrolovany pomoci pfistroje Waters UPLC H-Class Core System s QDa Mass
detektorem a nasledujicimi  parametry (pratok 15 ml/min, gradient 0-100,
rozpoustédla: MeCN/H>0 nebo MeOH po dobu 7 min) za vyuziti ACQUITY UPLC BEH C18
Column kolony, 130A, 1,7 um, 2,1 mm % 100 mm s 2,1 mm x 5 mm piedkolonou. Ptistroj byl
opatten detekci Waters Acquity UPLC PDA diodového pole s rozsahem oblasti ptiisobeni 190—
800 nm v kombinaci s pfistrojem Waters SQD2 Mass spectrometer, ktery byl fizen za pomoci
softwaru MassLynx.

SloZeni reak¢nich smési a schopnost jejich separace byla zaroven kontrolovana pomoci TLC
za pouziti hlinikovych desti¢ek pokrytych vrstvou silikagelu typu 60 Fas4, které byly zakoupeny
od firmy Merck. V pfipad¢ TLC byla k detekci vyuzita UV lampa o vinové délce 254 nm.
Kontrola struktury produktt byla provadéna pomoci NMR spektrometrie na ptistroji Bruker
Avance III'™ HD 400 MHz Prodigy, opatfeném kryosondou. 'H-NMR spektra byla méfena pfi
400, 500 nebo 600 MHz; '*C-NMR spektra byla méfena pii 101, 126 nebo 151 MHz. Chemické
posuny jsou uvedeny v jednotkach o, konstanty stépeni J jsou uvedeny v jednotkach Hz. Jako

rozpoustédlo, pokud neni uvedeno jinak, byl pouzit DMSO.
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5.2 Priprava kyseliny dehydroxypurpurogallin-4-karboxylové a jeji

acetylace

Kyselina dehydroxypurpurogallin-4-karboxylova (36)

OH Q 5y Do bafiky s kulatym dnem, opatiené michadlem, byla pfedlozena smés

"o OQ pyrokatecholu (1,5 g; 13,6 mmol) akyseliny gallové 25 (2,5 g;
o 13,6 mmol). Obsah banky byl rozpustén ve smési vody (40 ml) a acetonu
HO (10 ml). Za stalého michéani byl ke smési ptikapéavaci nalevkou preveden
roztok KIO; (3,2 g; 15,0 mmol) a to s frekvenci pfikapavani jedna kapka po deseti sekundach.
Po ptikapani veskerého KIO; byla baiika opatfena zatkou a ponechana michat pti laboratorni
teploté¢ po dobu 3,5 hodin. Po uplynuti reakéni doby byla smé&bs okyselena ptidavkem 5%
roztoku kyseliny chlorovodikové (15 ml) a ponechana michat pies noc. Reakéni smés, spolu
s uvolnénou suspenzi, byla centrifugovana po dobu 15 min s nastavenou rychlosti otd¢eni na
4 000 RPM. Po ukonceni centrifugace byl odstranén supernatant a odseparovana suspenze byla
zdekantovana a nasledné pfevedena do banky s kulatym dnem. Suspenze byla za horka
rozpusténa v 1,4-dioxanu (60 ml) a pod zpétnym chladicem ponechana k rekrystalizaci a
nasledné opét zcentrifugovana po dobu 15 min pti 4 000 RPM. Po vysuseni bylo ziskéno 2,5 g
(73 %) surové kyseliny.
TH NMR (401 MHz, DMSO-ds) & = 14,80 (s, 1H); 13,31 (s, 1H); 10,35 (s, 1H); 9,64 (s, 1H);
8,30 (d, J= 1,5 Hz, 1H); 7,67 — 7,57 (m, 2H); 7,46 (d, J = 8,6 Hz, 1H). 3C NMR (101 MHz,
DMSO-ds) 6 = 185,0; 167,6; 153,1; 151,2; 148,6; 138,8; 128,7; 128,2; 123,4; 122,0; 120.,4;
115,9; Spektra jsou ve shodg s literaturou.*®* HRMS (ESI-): m/z vypoéteno pro Ci2H706 =
247,0248; nalezeno 247,0247 [M-H].

3,4,6-Tris(acetyloxy)-5-oxo-SH-benzocyclohepten-8-karboxylova kyselina (45)

o Do banky s kulatym dnem, opatfené michadlem, byla pfedlozena
OAc OAc

AcO surova kyselina 36 (1,0 g; 4,0 mmol) ke které byl pfidan anhydrid
OQ kyseliny octové (10 ml). Barika byla opatfena zpétnym chladicem a
COOH  J1ozena do olejové lazne vyhtaté na 80 °C. Reak¢ni smés byla v 1azni

ponechdna 10 min béhem kterych byly pfidany 4 kapky koncentrované kyseliny sirové. Po
uplynuti 10 min byla reakéni baiika vyjmuta z 1azné a ponechana zchladnout na laboratorni
teplotu. Po ochlazeni byl obsah reakéni banky vlit do pfedem piipravené kadinky s vodou a
ledem. Po vliti doslo k vytvoreni oranzové husté srazeniny. Smés byla ponechdna v ledové vodé

k michéani po dobu 1h. Nasledn¢ byla vznikla suspenze extrahovana EtOAc (3 x 20 ml), spojené
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organické vrstvy byly promyty solankou (20 ml) a vysuseny MgSOs. Filtrat byl odpafen na
RVO. Byla provedena kontrola prib¢hu reakce pomoci TLC (eluent 10:1; DCM: MeOH).
Nasledné byla provedena kolonova chromatografie za vyuziti stejné mobilni faze jako pro TLC.
Surovy produkt byl rekrystalizovéan (1:1; toluen: EtOAc). Bylo pfipraveno 1,1 g (74 %) pevné
latky oranzovo-zluté barvy.

TH NMR (401 MHz, DMSO-ds) & =8,42 (d, J= 1,4 Hz, 1H); 8,10 (d, J=8,8 Hz, 1H); 7,82 (d,
J=28,7Hz, 1H); 7,49 (d, J = 1,4 Hz, 1H); 2,33 (s, 3H); 2,28 (s, 3H); 2,25 (s, 3H); 1*C NMR
(101 MHz, DMSO-ds) 6 = 185,1; 180,5; 168,1; 168,0; 166,8; 147,7; 145,6; 141,3; 139,5; 132,5;
131,8;131,0; 127,7; 125,4; 121,2; 20,5, 20,2; 20,1; HRMS (ESI-): m/z vypocteno pro CisHi309
=373,0565; nalezeno 373,0562 [M-H]J".
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5.3 Syntéza amidi kyseliny dehydroxypurpurogallin-4-karboxylové

Obecny postup pro pripravy amidia A

Do sklenéné ampule, opatiené michadlem, byla ptedlozena vychozi dehydroxypurpurogallin-
4-karboxylova kyselina 36 spolu s vybranym aminem (1,2 ekv.). Smés byla rozpusténa
piidavkem suchého THF (4 ml) a za michani k ni bylo ptfidino EEDQ (1,2 ekv.). Po piidani
veSkerého ¢inidla byla ampule uzaviena a vloZzena do kovového bloku, kde byla michana pfi
teploté 80 °C po dobu 2 h. Po dokonceni zahtivani byla reakéni smés michana pfi laboratorni
teploté ptes noc. Nasledné byl obsah ampule nafedén ptidavkem vody (5 ml) a byla provedena
extrakce DCM (3 x 10 ml). Ziskany organicky podil byl promyt solankou (10 ml), vysuSen
MgSO4 a odpafen na RVO. Odparek byl nasledné rozpustén v DMSO (3 ml) a nanesen na
kolonu pro reverzni chromatografii. Reakéni smés byla ciSténa pomoci reverzni flash

chromatografie z mobilni faze MeCN/H>0 s TFA (0,1% roztok).

Obecny postup pro pripravy amidi B

Do sklenéné ampule, opatfené michadlem, byl pfedloZzen triacetat kyseliny
dehydroxypurpurogallin-4-karboxylové 45 spolu s HATU (1,2 ekv.). Smés byla rozpusténa
v DMF (4 ml). Nasledn¢ byl ptfidan vybrany amin (1,2 ekv.) a triethylamin (2,0 ekv.). Ampule
byla uzaviena a smés ponechdna michat pfes noc za RT. Nasledné byl obsah ampule natedén
pfidavkem vody (5 ml) a byla provedena extrakce DCM (3 x 10 ml). Ziskany organicky podil
byl promyt solankou (10 ml), vysuSen MgSO4 a odpafen na RVO. Odparek byl nasledné
rozpustén v MeOH (10 ml) a byl k nému pfidan roztok HCI v dioxanu (4 M roztok; 3 ml). Smés
byla michana pfi laboratorni teploté pfes noc. Na RVO byla smés odpatena a vznikly odparek
byl nésledné rozpustén v DMSO (3 ml) a nanesen na kolonu pro reverzni chromatografii.
Reakéni smés byla Cisténa pomoci reverzni flash chromatografie z mobilni faze MeCN/H,0

s TFA (0,1% roztok).

Obecny postup pro pripravy amida C

Do sklenéné ampule, opatfené michadlem, byl piedloZzen triacetat kyseliny
dehydroxypurpurogallin-4-karboxylové 45 spolu s HATU (1,2 ekv.). Smés byla rozpusténa
v DMF (4 ml). Poté byl pfidan triethylamin (2,0 ekv.) a smés byla michéna pfi laboratorni
teploté po dobu 5 min. Nésledné byl pfidan vybrany amin (1,2 ekv.), ampule byla uzaviena
a ponechana michat pii laboratorni teploté pfes noc. Nasledné byla obsah ampule nafedén

piidavkem vody (5 ml) a byla provedena extrakce DCM (3 x 10 ml). Ziskany organicky podil
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byl promyt solankou (10 ml), vysusen MgSO4 a odpafen na RVO. Odparek byl nasledné
rozpus$tén ve smési THF (5 ml) a vody (5 ml) a byla k nému ptikapana koncentrovand HCI (2
ml). Hydrolyza probihala pfi laboratorni teplot¢ po dobu 2 h. Po ukoncéeni hydrolyzy byla
reak¢éni smés odpaiena a vznikly odparek rozpustén v DMSO (3 ml). Vzorek byl nasledné
nanesen na kolonu pro reverzni chromatografii. Reakéni smés byla ¢isténa pomoci reverzni

flash chromatografie z mobilni faze MeCN/H>O s TFA (0,1% roztok).

N-(3-Fluorfenyl)-3,4,6-trihydroxy-5-oxo-5H-benzocyklohepten-8-karboxamid (44a)

OHO o Tato sloucenina byla pfipravena podle obecného postupu A z latky
HO OQ 36 (100 mg; 0,4 mmol), THF (4 ml), s m-fluoranilinem (53 mg; 0,5
mmol) a EEDQ (118 mg; 0,5 mmol). Bylo ziskdno 26 mg (19 %)

0]

HN pevné oranzove latky.

OF 'H NMR (401 MHz, DMSO-ds) & 14,78 (s, 1H); 10,65 (s, 1H);

10,30 (s, 1H); 9,77 (s, 1H); 8,06 (d, J = 1,6 Hz, 1H); 7,70 (dt, J =

11,8, 2,3 Hz, 1H); 7,66 — 7,58 (m, 1H); 7,56 — 7,44 (m, 3H); 7,48 — 7,33 (m, 1H); 7,00 — 6,90

(m, 1H); ¥C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & = 184,8; 166,9; 162,1 (d, J/=241,0 Hz); 153,6;

151,0; 148,0; 140,9 (d, /=10,9 Hz); 135,9; 130,3 (d, J=9,5 Hz); 127,5; 122,2; 116,3; 116,0 (d,

J=29 Hz); 110,3 (d, J= 20,9 Hz); 106,9 (d, J= 26,4 Hz); HRMS (ESI-): m/z vypocteno pro
Ci1sH110sNF = 340,0627; nalezeno 340,0623 [M-H]".

N-(3-Methoxyfenyl)-3,4,6-trihydroxy-5-oxo-5SH-benzocyklohepten-8-karboxamid (44b)

OHO oy Tato sloucenina byla pfipravena podle obecného postupu A
HO OQ z latky 36 (100 mg; 0,4 mmol), THF (4 ml), m-methoxyanilinu
o (60 mg; 0,5 mmol) a EEDQ (120 mg; 0,5 mmol). Reakce

HN poskytla 20 mg (14 %) oranzové pevné latky.

UOMG TH NMR (401 MHz, DMSO-ds) & = 14,80 (s, 1H); 10,44 (s, 1H);

10,25 (s, 1H); 9,74 (s, 1H); 8,06 (d, J= 1,6 Hz; 1H); 7,66 — 7,58

(m, 1H); 7,54 — 7,46 (m, 2H); 7,42 (t,J= 2,2 Hz; 1H); 7,37 — 7,30 (m, 1H); 7,26 (t, J = 8,1 Hz;

1H); 6,74 — 6,66 (m, 1H); 3,76 (s, 3H); 13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) 8 = 184,7; 166,7;

159,5; 153.,6; 150,9; 147,9; 140,3; 135,7; 129,5; 129,2; 129,0; 127,4; 122,2; 120,2; 116,5;

112,5; 109,3; 106,0; 55,0; HRMS (ESI-): m/z vypocteno pro Ci9H1406N = 352,0827; nalezeno
352,0823 [M-HJ.
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N-(3-Trifluormethylfenyl)-3,4,6-trihydroxy-5-oxo-SH-benzocyklohepten-8-karboxamid
(44¢)

OH O Tato slouCenina byla pfipravena podle obecného postupu A

OH
HO zlatky 36 (100 mg; 04 mmol), THF (4 ml), 3-
OQ (trifluormetyl)anilinu (77 mg; 0,5 mmol) a EEDQ (120 mg, 0,5
N ° mmol). Po lyofilizaci bylo ziskdno 11 mg (7 %) pevné oranzové

Uca latky.
'"H NMR (401 MHz, DMSO-ds) & = 14,79 (s, 1H); 10,76 (s, 1H);
10,29 (s, 1H); 9,77 (s, 1H); 8,23 — 8,17 (m, 1H); 8,11 (d, J= 1,7 Hz; 1H); 8,05 — 7,98 (m, 1H);
7,73 = 7,57 (m, 2H); 7,56 — 7,46 (m, 3H); ¥*C NMR (101 MHz, DMSO-ds) 5 = 184,8; 167,1;
153,6; 151,0; 148,1; 140,0; 136,0; 130,0; 129,4 (q, J= 31,5 Hz); 129,1; 128,4; 127,6; 124,6 (q,
J=272,3 Hz); 123,8; 122,2; 120,2; 120,2 — 120,1 (m); 116,4 (q, J = 4,1 Hz); 116.2. Z divodu
slozitého Stépeni nebylo mozné identifikovat multiplicitu vSech signalt. HRMS (ESI-): m/z

vypocteno pro Ci9H11OsNF3; = 390,0595; nalezeno 390,0590 [M-H]-.

N-(Pyridin-4-ylmethyl)-3,4,6-trihydroxy-5-oxo-5SH-benzocyklohepten-8-karboxamid
(444d)

OH O 5, Tato sloucenina byla pfipravena podle obecného postupu A z latky 36

"o OQ (100 mg; 0,4 mmol), THF (4 ml), 4-(aminomethyl)pyridinu (52 mg; 0,5
o mmol) a EEDQ (120 mg; 0,5 mmol). Experiment poskytl 70 mg (50 %)

HN pevného oranZového produktu.
=5 '"H NMR (401 MHz, DMSO-ds) & = 14,78 (s, 1H); 10,30 (s, 1H); 9,71 (s,
CFSCOOQ ®\H J 1H); 9,45 (t, J= 5,8 Hz; 1H); 8,76 (d, J = 5,8; 2H); 8,12 (s, 1H); 7,87 (d,
J =5,7; 2H); 7,60 — 7,54 (m, 2H); 4,67 (d, J = 5,7 Hz; 2H); '3C NMR
(101 MHz, DMSO-ds) 6 = 184,7; 167,8; 158,1; 156,4; 153,5; 151,0; 147,9; 144,3; 135,6; 129,2;
127,4; 127,4; 124,0; 122,2; 120,2; 116,1; 42,7, HRMS (ESI-): m/z vypocteno pro CigHi305N>

=337,0830; nalezeno 337,0827 [M-H]".
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N-(Pyridin-3-ylmethyl)-3,4,6-trihydroxy-5-oxo-5H-benzocyklohepten-8-karboxamid
(44e)

OH Q@ oy Tato slouCenina byla pfipravena podle obecn¢ho postupu B z latky 45

"o OQ (150 mg; 0,4 mmol), HATU (190 mg; 0,5 mmol), DMF (6 ml), 3-
o Dpikolylaminu (52 mg; 0,5 mmol) a triethylaminu (0,11 ml; 0,8 mmol).
HN Bylo ptipraveno 100 mg (56 %) pevné oranzové latky.

o = 'TH NMR (401 MHz, DMSO-ds) & = 14,78 (s, 1H); 9,69 (bs, 1H); 9,34
CFsC00™ MN /(. J= 5.8 Hz, 1H): 8.78 (4, J = 2.1 Hz, 1H); 8.69 (dd, J = 5.3, 1.5 Hz,
1H); 8,21 (dt, J = 8,0, 1,8 Hz, 1H); 8,08 (d, J = 1,7 Hz, 1H); 7,76 (ddd, J = 8,0, 5,3, 0,7 Hz,
1H); 7,60 — 7,46 (m, 3H); 4,59 (d, /= 5,7 Hz, 2H); 3C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & = 185,1;
168,1; 153,9; 151,4; 148,3; 144,9; 144.,5; 141,1; 137,8; 135,9; 129,7; 128,0; 127,8; 125,9;
122,7;120,7; 116,6; 41,2; HRMS (ESI-): m/z vypocteno pro CisHi130sN2 =337,0830; nalezeno
337,0830 [M-H]J-.

N-(2,4-Difluorfenyl)-3,4,6-trihydroxy-5-oxo-5SH-benzocyklohepten-8-karboxamid (44f)

OH @ 5y  Tato sloudenina byla pfipravena podle obecného postupu B z latky 45
"o OO (200 mg; 0,5 mmol), HATU (123 mg; 0,3 mmol), DMF (8 ml), 2,4-

o difluoranilinu (83 mg; 0,6 mmol) a triethylaminu (0,150 ml;

NH 1,0 mmol). Bylo ziskdno 15 mg (8 %) oranzové pevné latky.

F TH NMR (401 MHz, DMSO-ds) & = 14,80 (s, 1H); 10,32 (s, 1H); 9,74
(s, 1H); 8,14 (d, J= 1,6 Hz, 1H); 7,66 — 7,56 (m, 2H); 7,60 — 7,54 (m, 2H); 7,51 (d, J= 8,6 Hz,
1H); 7,42 — 7,32 (m, 1H); 7,18 — 7,06 (m, 1H); '3C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & = 184.,8;
166,7; 159,7 (dd, J = 254,0; 11,2 Hz); 155,9 (dd, J = 250,6; 12,8 Hz); 153,5; 151,0; 148,1;
136,1; 129,1; 128,2 (dd, J = 9,7; 3,0 Hz); 127,6; 127,5; 122,4 (dd, J = 12.5, 3.7 Hz); 122,2;
120,2; 116,2; 111,3 (dd, J = 22,1, 3,6 Hz); 104,4 (dd, J = 26,7; 24,2 Hz); HRMS (ESI-): m/z
vypocteno pro CigH10OsNF2 = 358,0533; nalezeno 358,0530 [M-H]-.

43



N-(2,3,4-Trifluorfenyl)-3,4,6-trihydroxy-5-oxo-5H-benzocyklohepten-8-karboxamid
(44g)

OH O Tato slouCenina byla pfipravena podle obecného postupu B z latky 45

HO OQ (200 mg; 0,5 mmol), HATU (245 mg; 0,6 mmol), DMF (8 ml) 2,3,4-

trifluoranilinu (80 mg; 0,6 mmol) a triethylaminu (0,15 ml; 1,0 mmol).

N ° Bylo ziskéno 25 mg (13 %) pevné oranzové latky.
F/Q/ TH NMR (401 MHz, DMSO-ds) 6 = 14,79 (s, 1H); 10,54 (s, 1H); 10,32
F F (s, 1H); 9,76 (s, 1H); 8,15 (d, J= 1,6 Hz, 1H); 7,69 (d, J/=8,7 Hz; 1H,);

7,68 — 7,53 (m, 2H); 7,54 — 7,34 (m, 2H); '*C NMR (101 MHz, DMSO-ds) 6 = 185,3; 167,1;
154,0; 151,5; 148,6; 149,7 — 147,1 (m); 145,6 (ddd; J = 251,0; 11,0; 3,6 Hz); 139,9 (dt; J =
248,1; 14,7 Hz); 136,8; 129,4; 128,1; 127,6; 124,3 (dd; J = 9,6; 3,5 Hz); 122,6; 121,7 — 121,6
(m); 120,7; 116,4; 112,3 (dd; J = 17,7; 3,7 Hz). Z divodu slozitého $tépeni nebylo mozné
identifikovat multiplicitu vSech signali. HRMS (ESI-): m/z vypoéteno pro CisHoOsNF3 =
376,0438; nalezeno 376,0435 [M-H]J".

N-(4-Fluorbenzyl)-3,4,6-trihydroxy-5-oxo-5SH-benzocyklohepten-8-karboxamid (44h)

OH O Tato sloucenina byla pfipravena podle obecného postupu B z latky 45

HO OO (500 mg; 1,3 mmol), HATU (610 mg; 1,6 mmol), DMF (25 ml), (4-

fluorfenyl)methanaminu (200 mg; 1,6 mmol) a triethylaminu (0,4 ml;

HN ° 2,7 mmol). Bylo ziskano 250 mg (53 %) oranzového pevného produktu.

'"H NMR (401 MHz, DMSO-ds) 6 = 14,80 (s, 1H); 10,21 (s, 1H); 9,66

(s, 1H); 9,20 (t, J= 5,9 Hz; 1H); 8,05 (s, 1H); 7,58 — 7,45 (m, 3H); 7,44

£ —7,34 (m, 2H); 7,22 — 7,11 (m, 2H); 4,46 (d, J= 5,8 Hz; 2H); 13*C NMR

(101 MHz, DMSO-ds) 6 = 184,6; 167,3; 161,3 (d, J/=242,3 Hz); 153,5; 150,9; 147,8; 135,6 (d,

J=3,1 Hz); 135,4; 129,4 (d, J= 8,1 Hz); 129,4; 128,0; 127,3; 122,2; 120,2; 116,4; 115,1 (d, J

= 21,3 Hz); 42,6; HRMS (ESI-): m/z vypocteno pro Ci9H30sNF = 354,0783; nalezeno
354,0780 [M-H]-.
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N-(4-Methoxyfenyl)-3,4,6-trihydroxy-5-oxo-5H-benzocyklohepten-8-karboxamid (44i)

OHO oy Tato sloucenina byla pfipravena podle obecného postupu B
HO z latky 45 (100 mg; 0,3 mmol), HATU (123 mg; 0,3 mmol) DMF
OO (4 ml), p-anisidinu (40 mg; 0,3 mmol) a triethylaminu (0,075 ml;

HN ° 0,5 mmol). Bylo ziskdno 10 mg (11 %) pevné oranzové latky.

Q "H NMR (401 MHz, DMSO-ds) 6 = 14,81 (s, 1H); 10,34 (s, 1H);

ome 1023 (s, 1H); 9,72 (s, 1H); 8,07 (d, J = 1,6 Hz, 1H); 7,69 — 7,57

(m, 3H); 7,56 — 7,47 (m, 2H); 7,11 — 7,07 (m, 2H); 3,75 (s, 3H); 3C NMR (101 MHz, DMSO-

ds) 0 = 184,7; 166,2; 155,6; 153,5; 150,9; 147,7; 135,5; 132,2; 129,3; 129,1; 127,3; 122,2;

121,9; 120,2; 116,6; 113,8; 55,2; HRMS (ESI-): m/z vypocteno pro Ci9H14OsN = 352,0827;
nalezeno 352,0823 [M-H]J".

N-(4-Methoxyfenethyl)-3,4,6-trihydroxy-5-oxo-5H-benzocyklohepten-8-karboxamid
(44)

OHO oy Tato sloucenina byla ptipravena podle obecného postupu B z latky
HO OQ 45 (150 mg; 0,4 mmol), HATU (190 mg; 0,50 mmol), DMF (6 ml)
o 4-methoxyfenetylaminu (80 mg; 0,5 mmol) a triethylaminu (0,11
HN ml; 0,8 mmol). Bylo ptfipraveno 40 mg (26 %) oranZového pevného
produktu.

'"H NMR (401 MHz, DMSO-ds) 6 = 14,81 (s, 1H); 10,18 (s, 1H);

OMe 9,64 (s, 1H); 8,68 (s, 1H); 7,93 (d, J = 1,6 Hz, 1H); 7,49 (m, 3H);

7,17 (d, J= 8,6 Hz, 2H); 6,87 (d, J = 8,6 Hz, 2H); 3,72 (s, 3H); 3,44 (d, J = 7,4 Hz, 2H); 2,79

(t, J= 7,4 Hz, 2H); 1¥3C NMR (101 MHz, DMSO-ds) 8 = 185,0; 167,6; 158,2; 153,9; 151,3;

148,0; 135,5; 131,8; 130,1; 129,9; 128,9; 127.5; 122,7; 120,6; 116,9; 114,3; 55,5; 42,1; 34,5;
HRMS (ESI-): m/z vypocteno pro C21HisOsN = 380,1140; nalezeno 380,1140 [M-H]".
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N-(3-(1H-tetrazol-5-yl)benzyl)-3,4,6-trihydroxy-5-oxo-5H-benzocyklohepten-8-

karboxamid (44Kk)

OH Q  oH

RS

HN

o]

N N
\

\/\
N-NH

Tato sloucenina byla pfipravena podle obecného postupu B z latky 45
(150 mg; 0,4 mmol), HATU (190 mg; 0,50 mmol), DMF (6 ml), [3-(1H-
tetrazol-5-yl)benzyl]amin  hydrochloridu (100 mg; 0,5 mmol)
a triethylaminu (0,11 ml; 0,8 mmol). Bylo pfipraveno 45 mg (28 %) pevné
oranzov¢ latky.

'"H NMR (401 MHz, DMSO-ds) 6 = 14,80 (s, 1H); 10,22 (bs, 1H); 9,68
(bs, 1H); 9,31 (t, J = 5,9 Hz, 1H); 8,10 (d, J = 1,6 Hz, 1H); 8,04 (s, 1H);

7,93 (dt, J=6,7, 2,1 Hz, 1H); 7,80 — 7,56 (m, 3H); 7,56 — 7,44 (m, 2H); 4,58 (d, J = 5,80 Hz,
2H); 13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & = 185,1; 167,8; 153,9; 151,4; 148,2; 141,3; 135,9;
130,7; 129,9; 129,8; 128,3; 127,7; 126,2; 125,9; 122,7; 120,7; 116,8; 43,5; HRMS (ESI-): m/z
vypocteno pro C20H1405Ns5 = 404,1000; nalezeno 404,1000[M-H]

N-(4-Hydroxybenzyl)-3,4,6-trihydroxy-5-oxo-5H-benzocyklohepten-8-karboxamid (441)

OH Q oy

RS

HN

0]

HO

Tato sloucenina byla pfipravena podle obecného postupu B z latky 45
(150 mg; 0,4 mmol), HATU (190 mg; 0,5 mmol), DMF (6 ml), 4-
hydroxybenzylaminu (60 mg; 0,5 mmol) a triethylaminu (0,11 ml;
0,8 mmol). Bylo ptipraveno 26 mg (19 %) oranzového pevného produktu.
TH NMR (401 MHz, DMSO-ds) 8 = 14,81 (s, 1H); 10,20 (s, 1H); 9,65 (s,
1H); 9,30 (bs, 1H); 9,07 (t, J=5,8 Hz, 1H); 8,03 (d, /= 1,6 Hz, 1H); 7,57
(d, J= 1,5 Hz, 1H); 7,50 (q, J = 8,7 Hz, 2H); 7,18 — 7,10 (m, 2H); 6,77 —

6,66 (m, 2H); 4,36 (d, J = 5,7 Hz, 2H); 3C NMR (101 MHz, DMSO) & = 185,0; 167,5; 156,8;
153,9; 151,3; 148,1; 135,7; 130,0; 129,8; 129,2; 128,6; 127,7; 122,7; 120,7; 117,0; 115,5; 43,2;
HRMS (ESI-): m/z vypocteno pro C19H14OsN = 352,0827; nalezeno 352,0826 [M-H]".
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N-(2-Diethylamino-ethyl)-/N-methyl-3,4,6-trihydroxy-5-oxo-5H-benzocyklohepten-8-
karboxamid trifluoracetat (44m)

Tato sloucenina byla piipravena podle obecné¢ho postupu B

z latky 45 (150 mg; 0,4 mmol), HATU (190 mg; 0,5mmol),

OH
HO
OQ \H DMF (6 ml), N,N-diethyl-N’-methylethylendiaminu (63 mg;
®N
/N _J 0,5 mmol) a triethylaminu (0,11 ml; 0,8 mmol). Bylo

OH O

0]
CF3COO® piipraveno 28 mg (19 %) pevného oranzového produktu. 'H

NMR (500 MHz, DMSO) 6 = 14,75 (s, 1H); 10,16 (bs, 1H); 9,79 (bs, 1H); 9,48 (s, 1H); 7,55 —
7,44 (m, 3H); 7,13 (s, 1H); 3,76 (s, 2H); 3,35 (d, J = 8,6 Hz, 2H); 3,30 — 3,20 (m, OH); 3,01 (s,
3H); 1,25 (s, 6H); 13C NMR (126 MHz, DMSO) & = 185,1; 171,6; 158,73 (q, J = 33,2 Hz);
154,6; 151,3; 147,7; 134,3; 130,2; 130,0; 126,6; 122,7; 120,6; 117,2; 47,9; 47,2; 42,5; 37,8,
8,9; HRMS (ESI-): m/z vypocteno pro Ci19H230s5N2 =359,1613; nalezeno 359,1612 [M-H]".

N-(2-Acetamino-ethyl)-3,4,6-trihydroxy-5-oxo-5SH-benzocyklohepten-8-karboxamid
(44n)

OHO o, Tato slouCenina byla pfipravena podle obecného postupu B

HO OQ z latky 45 (200 mg; 0,5 mmol), HATU (250 mg; 0,6 mmol),
N/H/\ﬁ/<o DMF (8 ml), N-(2-aminoethyl)acetamidu (66 mg; 0,6 mmol) a
o triethylaminu (0,15 ml; 1,0 mmol). Bylo pfipraveno 84 mg (47

%) oranzového pevného produktu.
'"H NMR (401 MHz, DMSO-ds) 6 = 14,81 (s, 1H); 10,19 (s, 1H); 9,64 (s, 1H); 8,66 (t, J=5,5
Hz, 1H); 8,02 — 7,95 (m, 2H); 7,54 (d, J = 1,5 Hz, 1H); 7,50 (d, J = 2,5 Hz, 2H); 3,34 — 3,26
(m, 2H); 3,25 — 3,18 (m, 2H); 1,82 (s, 3H); 3C NMR (101 MHz, DMSO-ds) 6 = 184,6; 169,5;
167.4; 153.4; 150,8; 147,6; 135,2; 129,4; 128,4; 127,1; 122,2; 120,2; 116,5; 39,5; 38,2; 22.7;

HRMS (ESI+): m/z vypocteno pro Ci6Hi7OsN> = 333,1081; nalezeno 333,1080 [M+H]"

N-(2-Hydroxyethyl)-3,4,6-trihydroxy-5-oxo-5H-benzocyklohepten-8-karboxamid (440)

OH Q oy Tato sloucenina byla ptipravena podle obecného postupu B z latky
"o OQ 45 (200 mg; 0,5 mmol), HATU (250 mg; 0,6 mmol), DMF (8 ml),
N/H/\ OH ethanolaminu (40 mg; 0,6 mmol) a triethylaminu (0,15 ml; 1,0
0 mmol). Bylo pfipraveno 98 mg (63 %) pevného oranzového

produktu.
'TH NMR (401 MHz, DMSO-ds) & = 14,81 (s, 1H); 10,18 (s, 1H); 9,63 (s, 1H); 8,61 (t, J= 5,7
Hz, 1H); 8,02 (d, J = 1,6 Hz, 1H); 7,59 — 7,45 (m, 3H); 4,75 (s, 1H); 3,53 (t, J = 6,2 Hz, 2H);
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3,37 — 3,30 (m, 2H); 3C NMR (101 MHz, DMSO-d;) & = 185,0; 167,8; 153,8; 151,3; 148,1;
135,6; 129,9; 128,8; 127,6; 122,7; 120,7; 117,0; 60,1; 43,2; 36,2; HRMS (ESI+): m/z
vypoéteno pro Ci4Hi4O6N = 292,0816; nalezeno 292,0815 [M+H]"

N-(2-Dimethylamino-ethyl)-3,4,6-trihydroxy-5-oxo-5SH-benzocyklohepten-8-karboxamid
trifluoracetat (44p)

Tato slouCenina byla pfipravena podle obecného postupu B
OHQ  oH

HO z latky 45 (150 mg; 0,4 mmol), HATU (190 mg; 0,5 mmol),
OQ N DMF (6 ml), N,N -dimethylethylendiaminu (43 mg; 0,5 mmol)
NH
/

3 a triethylaminu (0,11 ml; 0,8 mmol). Bylo pfipraveno 43 mg (34

O
CF3CO0 %) pevného oranzového produktu.

'H NMR (401 MHz, DMSO-ds) & = 14,78 (s, 1H); 10,30 (s, 1H); 9,71 (s, 1H); 9,42 (bs, 1H);
8,85 (t, /= 5,6 Hz, 1H); 8,03 (d, /= 1,7 Hz, 1H); 7,56 (d, J= 1,6 Hz, 1H); 7,52 (d, J= 2,0 Hz,
2H); 3,61 (q, J = 5,8 Hz, 2H); 3,28 (t, J = 6,2 Hz, 2H); 2,86 (s, 6H); '3C NMR (101 MHz,
DMSO-ds) 6 = 185,1; 168,4; 153,8; 151,4; 148,4; 136,1; 129,6; 128,1; 127,7; 122,7; 120,6;
116,7; 56,4; 43,0; 35,6; HRMS (ESI+): m/z vypocteno pro Ci16H19OsN2 = 319,1289; nalezeno
319,1288 [M+H]".

N-(3-Diethylamino-propyl)-3,4,6-trihydroxy-5-oxo-5SH-benzocyklohepten-8-karboxamid
trifluoracetat (44q)

OH O Tato sloucenina byla ptfipravena podle obecného postupu B
"o z latky 45 (150 mg; 0,4 mmol), HATU (190 mg; 0,5 mmol),

//\HN® DMF (6 ml), N,N-diethylpropan-1,3-diaminu (63 mg; 0,5

mmol) a triethylaminu (0,11 ml; 0,8 mmol). Bylo pfipraveno
70 mg (49 %) pevného oranzového produktu.
'"H NMR (401 MHz, DMSO-ds) & = 14,78 (s, 1H); 10,29 (bs, 1H); 9,68 (bs, 1H); 9,43 (s, 1H);
8,81 (t, /= 5,6 Hz, 1H); 8,00 (d, J= 1,6 Hz, 1H); 7,52 (dd, /=9,9, 1,7 Hz, 3H); 3,35 (q, J =
6,3 Hz, 2H); 3,13 (m, J = 8,8, 6,0 Hz, 6H); 1,96 — 1,84 (m, 2H); 1,19 (t, J = 7,2 Hz, 6H); 13C
NMR (101 MHz, DMSO) 6 = 184,6; 167,6; 158,4 (q; J= 33,0 Hz); 153,4; 150,9; 147,8; 135,2;
129,3; 128,1; 127,2; 122,2; 120,2; 118,2; 116,3; 115,2; 112,3; 48.8; 46,4; 37,0; 23,6; 8,6;
HRMS (ESI+): m/z vypoéteno pro Ci19H2505N, = 361,1758; nalezeno 361,1757 [M+H]".
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N-(2-(Diethylamino)-2-oxoethyl)-3,4,6-trihydroxy-5-oxo-5SH-benzocyklohepten-8-
karboxamid (44r)

OH Q 4y Tato sloucenina byla pfipravena podle obecného postupu B
"o OQ o) z latky 45 (150 mg; 0,4 mmol), HATU (190 mg; 0,5 mmol),
N/H/J« N// DMF (6 ml), 2-amino-N,N-diethyl acetamidu (63 mg; 0,5 mmol)
0 a triethylaminu (0,11 ml; 0,8 mmol). Bylo pfipraveno 34 mg (25

%) pevného oranzového produktu.
TH NMR (401 MHz, DMSO-ds) 6 = 14,81 (s, 1H); 10,21 (s, 1H); 9,66 (s, 1H); 8,75 (t, J= 5,7
Hz, 1H); 8,06 (d, J= 1,6 Hz, 1H); 7,56 (d, J = 1,5 Hz, 1H); 7,54 — 7,46 (m, 2H); 4,11 (d, J =
5,7 Hz, 2H); 3,41 — 3,33 (m, 2H); 3,30 (q, /= 7,1 Hz, 2H); 1,17 (t,J= 7,0 Hz, 3H); 1,04 (t, J =
7,0 Hz, 3H); 3C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & = 185,1; 167,8; 167,7; 153,9; 151,4; 148,2;
135,8; 129,8; 128.,4; 127,6; 122,7; 120,7; 116,8; 41,6; 41,0; 40,4 (ptekryv s DMSO-dy); 14,5;
13,5; HRMS (ESI+): m/z vypocteno pro CisH2106N2 = 361,1394; nalezeno 361,1391 [M+H]".

N-(2-(Morpholin-4-yl)-ethyl)-3,4,6-trihydroxy-5-oxo-5SH-benzocyklohepten-8-
karboxamid (44s)

OH O 4 Tato sloucenina byla pfipravena podle obecného postupu B
HO OQ z latky 45 (150 mg; 0,4 mmol), HATU (190 mg; 0,5 mmol),
7 @ DMF (6 ml), 4-(2-aminoethyl)morfolinu (63 mg; 0,5 mmol) a

NH @ H/}
o) &/O triethylaminu (0,11 ml; 0,8 mmol). Bylo pfipraveno 100 mg
CF3COO® (70 %) pevného oranzového produktu.

'TH NMR (401 MHz, DMSO-ds) & = 14,77 (s, 1H); 10,31 (bs, 1H); 9,84 (s, 1H); 9,71 (s, 1H);
8,90 (t, J=5,6 Hz, 1H); 8,02 (d, J= 1,7 Hz, 1H); 7,58 — 7,47 (m, 3H); 4,05 — 3,97 (m, 2H);
3,73 — 3,60 (m, 4H); 3,60 — 3,52 (m, 2H); 3,33 (t, J = 6,2 Hz, 2H); 3,15 (m, 2H); '*C NMR
(101 MHz, DMSO) 6 = 185,1; 168,3; 158;4 (q; J=33,0 Hz) 153,9; 151.4; 148,4; 136,0; 129,6;
128,0; 127,8; 122,7; 120,6; 116,6; 63,8; 55,7; 51,7; 34,8; HRMS (ESI+): m/z vypocteno pro
CisH2106N2 = 361,1394; nalezeno 361,1391 [M+H]"
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N-(2-(1H-Indol-3-yl)ethyl)-3,4,6-trihydroxy-5-oxo-5SH-benzocyklohepten-8-karboxamid
(44t)

OHO 4 Tato sloucenina byla pfipravena podle obecného postupu B
HO z latky 45 (100 mg; 0,3 mmol), HATU (123 mg; 0,3 mmol),
OQ DMF (4 ml), tryptamin hydrochloridu (63 mg; 0,3 mmol)
HN ° a triethylaminu (0,113 ml; 0,8 mmol). Bylo pfipraveno 42 mg
(40 %) pevné oranzove latky.
/ '"H NMR (401 MHz, DMSO-ds) & = 14,81 (s, 1H); 10,83 (d, J
N

H = 2,5 Hz, 1H); 10,20 (s, 1H); 9,65 (s, 1H); 8,76 (t, J = 5,6 Hz,
1H); 7,96 (d, /= 1,6 Hz, 1H); 7,63 — 7,52 (m, 2H); 7,48 (s, 2H); 7,35 (d, J= 8,1 Hz, 1H); 7,20
(d, J=2,3 Hz, 1H); 7,13 — 7,02 (m, 1H); 7,02 — 6,95 (m, 1H); 3,59 — 3,49 (m, 2H); 3,01 — 2,91
(m, 2H); 3C NMR (101 MHz, DMSO-ds) 6 = 184,6; 167,2; 153,4; 150,8; 147,6; 129,4; 128,6;
127,3; 127,1; 122,7; 122,2; 121,0; 120,2; 118,3; 116,5; 111,9; 111,4; 40,8; 25,0; HRMS (ESI-
): m/z vypocteno pro C22H70sN2 = 389,1143; nalezeno 389,1140 [M-H].

(2R)-3-Methyl-2-[(3,4,6-trihydroxy-5-oxo-5H-benzocyklohepten-8-karbonyl)-
amino]butanova kyselina (44u)

OHO oy Tato sloucenina byla pfipravena podle obecného postupu C z latky 45

HO OQ (100 mg; 0,3 mmol), HATU (123 mg; 0,3 mmol), DMF (4 ml),

triethylaminu (0,113 ml; 0,8 mmol) a L-valin terc-butyl ester

e H\N ° hydrochloridu (70 mg; 0,3 mmol). Bylo ziskdno 23 mg (24 %) pevné
oH oranzové latky.

o 'TH NMR (401 MHz, DMSO-ds) 6= 14,82 (s, 1H); 12,65 (s, 1H); 10,21
(s, 1H); 9,67 (s, 1H); 8,69 (d, J = 8,0 Hz, 1H); 8,00 (d, J = 1,6 Hz, 1H); 7,54 (d, J = 8,8 Hz,
1H); 7,54 — 7,46 (m, 2H); 4,27 (dd, J = 8,0, 6,7 Hz, 1H); 2,18 (hept, J = 6,8 Hz, 1H); 1,00 (d, J
= 6,8 Hz, 3H); 0,97 (d, J = 6,8 Hz, 3H); 13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & = 184,6; 173,0;
168,0; 153,3; 150,9; 147,7; 135,6; 129,2; 128,0; 127,3; 122,1; 120,2; 116,7; 58,8; 29,5; 19,3;

18,8; HRMS (ESI-): m/z vypocteno pro C17H1607N = 346,0932; nalezeno 346,0929 [M-H]".

H4C
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(28, 35)-3-Hydroxy-2-[(3,4,6-trihydroxy-5-oxo-5H-benzocyklohepten-8-karbonyl)-
amino]butanova kyselina (44v)

OH O Tato sloucenina byla ptipravena podle obecného postupu C z latky 45
OH

HO OQ (300 mg; 0,8 mmol), HATU (370 mg; 1,0 mmol), DMF (12 ml),

triethylaminu (0,339 ml; 2,4 mmol) a O-terc-butyl L-threonin terc-

O
HN butyl ester acetdtu (280 mg; 1,0 mmol). Bylo ziskdno 40 mg (14 %)
HO_ = . v
77/\/ CH, pevného oranzového produktu.
° ho TH NMR (401 MHz, DMSO-ds) 6 = 14,81 (s, 1H); 10,23 (s, 1H); 9,70

(s, 1H); 8,37 (d, J = 8,3 Hz, 1H); 8,05 (d, J = 1,6 Hz, 1H); 7,60 — 7,46 (m, 3H); 4,92 (s, 1H);
4,43 — 4,36 (m, 1H); 4,25 — 4,15 (m, 1H); 1,17 (d, J = 6,4 Hz, 3H); 3C NMR (101 MHz,
DMSO-ds) 6 = 184,7; 172,0; 167,9; 153.,4; 150,9; 147,8; 135,5; 129,2; 127,9; 127,3; 122,2;
120,2; 112,0; 66;5; 59,3; 20,5; HRMS (ESI-): m/z vypoéteno pro CisHi14OsN = 348,0725;
nalezeno 348,0722 [M-H]J".

2-[(3,4,6-Trihydroxy-5-oxo-5H-benzocyklohepten-8-karbonyl)-amino]ethanova kyselina
(44w)

OH O Tato sloucenina byla ptfipravena podle obecného postupu C z latky 45
OH

HO (100 mg; 0,3 mmol), HATU (123 mg; 0,3 mmol), DMF (4 ml),
OO triethylaminu (0,113 ml; 0,8 mmol) a glycin terc-butyl ester
NH © hydrochloridu (54 mg; 0,3 mmol). Experiment poskytl 23 mg (28 %)
HO 4( pevného oranzového produktu.

° '"H NMR (401 MHz, DMSO-ds) 8 = 14,80 (s, 1H); 12,63 (s, 1H); 10,24
(s, 1H); 9,68 (s, 1H); 9,01 (t, J = 5,8 Hz, 1H); 8,04 (s, 1H); 7,57 — 7,46 (m, 2H); 3,93 (d, J =
5,8 Hz, 2H); 3,30 (s, 1H); 13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & = 184,7; 171,2; 167,5; 153,4;
150,9; 147,8; 135,4; 129,2; 127,5; 127,3; 122,2; 120,2; 116,1; 41,7, HRMS (ESI-): m/z

vypocteno pro Ci14H1007N = 304,0463; nalezeno 304,0460 [M-H]".
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3-Hydroxy-2-[(3,4,6-trihydroxy-5-oxo-5H-benzocyklohepten-8-karbonyl)-
amino|propanova kyselina (44x)

oH O Tato slou¢enina byla piipravena podle obecného postupu C z latky 45
OH

HO (100 mg; 0,3 mmol), HATU (123 mg; 0,3 mmol), DMF (4 ml),

OO triethylaminu (0,113 ml; 0,8 mmol) a O-terc-butyl serin hydrochloridu

© (64 mg; 0,3 mmol). Bylo ziskdno 14 mg (16 %) pevné oranzové latky.

OH 'TH NMR (401 MHz, DMSO-ds) 6 = 14,81 (s, 1H); 10,23 (s, 1H); 9,68

o] (s, 1H); 8,68 (d, J= 7,6 Hz, 1H); 8,06 (d, J= 1,6 Hz, 1H); 7,58 — 7,52

(m, 2H); 7,52 — 7,46 (m, 1H); 5,01 (s, 1H); 4,50 — 4,41 (m, 1H); 3,80 (d, J = 5,3 Hz, 2H); 13C

NMR (101 MHz, DMSO-ds) 6 = 184,6; 171,8; 167,5; 153.,4; 150,9; 147,8; 135,6; 129,3; 127.,8;

127,2; 122,2; 120,2; 116,4; 61,1; 56,2; HRMS (ESI-): m/z vypocteno pro CisHi2OsN =
334,0568; nalezeno 334,0565 [M-H]".

HN
HO
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5.4 Enzymaticka syntéza kyseliny 35 a jejich derivati

Priprava [1,1'-bifenyl]-3,4-diolu (46)

OH Do dvouhrdlé baiiky opatfené¢ michadlem byl predlozen jodbenzen (4,0
O oH & 20 mmol), (3,4-dimethoxyfenyl)boronova kyselina (4,3 g; 24 mmol),
O SPhos Pd G4 (0,3 g; 0,4 mmol) a KoCOs3 (7 g; 50 mmol). Vychozi latky
byly rozpustény ve smési toluen/H»O; 10/1 (55 ml). Baiika byla opatiena zpétnym chladicem a
druhé hrdlo uzavieno septem. Reakéni smés byla pfi laboratorni teploté probublavéana dusikem
po dobu 20 min a nasledné, za stalého probublavani dusikem, zahtivana na 110 °C po dobu 2,5
h. Po vychladnuti byl obsah baiiky ptefiltrovan ptes kiemelinu, natedén piidavkem vody (20
ml) a extrahovan do Et;0O (3 x 20 ml). Spojeny organicky podil byl promyt solankou (20 ml) a
odpaten na RVO. Byla provedena kontrola pribéhu reakce pomoci TLC (eluent 2:1;
cHex:EtOAc). Nasledn¢ byla provedena kolonova chromatografie za vyuziti stejné mobilni
faze jako pro TLC. Spojené frakce obsahujici Cisty produkt byly odpaieny na RVO. Odparek
byl rozpustén ve smési HI (10 ml) a H;PO> (1 ml). Smé&s byla pfes noc zahtivana pod Dean-
Starkovym nastavcem na teplotu 125 °C. Po vychladnuti byla smés nafedéna pfidavkem vody
(10 ml) a extrahovéana Et2O (3 x 20 ml). Organicky podil byl promyt solankou (20 ml) a odpatren
na RVO. Reakéni smés byla Cisténa pomoci mobilni faze cHex/EtOAc (10-60 % EtOAc
gradient). Po odpateni bylo ziskdno 1,4 g (38 %) pevné bilé latky.
'"H NMR (401 MHz, DMSO-ds) & = 9,04 (s, 2H), 7,60 — 7,45 (m, 2H), 7,42 — 7,34 (m, 2H),
7,29 — 7,21 (m, 1H), 7,05 (d, J = 2,2 Hz, 1H), 6,97 — 6,90 (m, 1H), 6,83 (d, J = 8,1 Hz, 1H);
13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & = 145,7; 145,2; 140,5; 131,6; 128,8; 126,4; 126,0; 117,7;
116,1; 114,0; HRMS (ESI+): m/z vypocteno pro Ci2H1002 = 186,0675; nalezeno 186,0673
[M+H]".

Kyselina 3,4,6-trihydroxy-5-oxo-1-fenyl-SH-benzo|7]annulen-8-karboxylova (35)

Do Erlenmeyerovy banky byl pfedlozen dihydrat kyseliny gallové 25

OH O
OH
HO (400 mg; 2,4 mmol) spolu s [1,1'-bifenyl]-3,4-diolem 46 (400 mg; 2,4
OQ mmol). Vychozi latky byly rozpustény v acetonu (20 ml) a fosfatovém
COOH
O pufru (40 ml; pH 5,0; 50 mM Na>xHPOs). Po rozpusténi pevného podilu

byl do reakéni baiky pfiddn enzym lacassa (200 mg). Reakéni smés
byla intenzivné¢ michana po dobu 30 h pfi laboratorni teploté. Po uplynuti reakéni doby byl
obsah reak¢ni bailky zcentrifugovan. Ziskand suspenze byla odfiltrovana a vysuSena na frité.

Experiment poskytl 440 mg (64 %) pevného Cerveného produktu.
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'TH NMR (401 MHz, DMSO-ds) & = 14,95 (s, 1H); 13,02 (s, 1H); 10,49 (s, 1H); 9,77 (s, 1H);
8,37 (d, J= 1,5 Hz, 1H); 7,60 (d, J = 1,5 Hz, 1H); 7,55 — 7,42 (m, 3H); 7,42 — 7,31 (m, 3H);
13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & = 185,6; 167,6; 153,3; 151,1; 147,8; 140,7; 138,2; 135,6;
130,2; 128,5; 127,8; 126,1; 123,7; 122,9; 121,3; 115,7; 40,1; 39,9; 39,7; 39,5; 39,4; 39,3; 39,1;
38,9; HRMS (ESI-): m/z vypocteno pro CigH1106 = 323,0561; nalezeno 323,0560 [M-H]".

Methyl-3,4,6-trihydroxy-5-oxo-1-fenyl-SH-benzocyclohepten-8-karboxylat (47d)

Do  Erlenmeyerovy banky byl pfedlozen methyl-3,4,5-

OH O
OH
HO O trihydroxybenzoat (1,0 g; 5,4 mmol) spolu s [1,1'-bifenyl]-3,4-diolem
Q 46 (1,0 g; 5,3 mmol). Vychozi latky byly rozpustény v acetonu (50
COOM
O ° ml) a fosfatovém pufru (100 ml; pH 5,0; 50 mM Na;HPOs). Po

rozpusténi pevného podilu byl do reakéni banky pfidan enzym lacassa
(200 mg). Reakéni smés byla intenzivné michdna po dobu 30 h pti laboratorni teploté. Reakéni
smes byla zcentrifugovana a odd€lend suspenze byla rozpusténa v DMSO (6 ml) a nanesen na
kolonu pro reverzni chromatografii. Reakéni smés byla ciSténa pomoci mobilni faze
MeCN/H20 s TFA (0,1% roztok). Experiment poskytl 0,9 g (48 %) pevného cerveného
produktu.
'TH NMR (401 MHz, DMSO-ds) & = 14,89 (s, 1H); 10,56 (s, 1H); 9,84 (s, 1H); 8,33 (d,J=1,5
Hz, 1H); 7,55 (d, /= 1,6 Hz, 1H); 7,54 — 7,43 (m, 3H); 7,40 (s, 1H); 7,38 — 7,29 (m, 2H); 3,69
(s, 3H); 13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & = 186,1; 167,0; 153,9; 151,5; 148,6; 141,0; 138,9;
136,3; 130,7; 129,0; 128,3; 126,3; 124,1; 122,2; 121,7; 115,3; 53,3; HRMS (ESI-): m/z
vypocteno pro Ci13HoOs = 261,0405; nalezeno 261,0402 [M-H].

3,4,6-Trihydroxy-5-oxo-1-fenyl-SH-benzocyclohepten-8-karboxamid (47¢)

OH O Do  Erlenmeyerovy banky byl ptedlozen methyl-3,4,5-
HO trihydroxybenzamid 51 (400 mg; 2,4 mmol) spolu s [1,1'-bifenyl]-3,4-
OQ diolem 46 (400 mg; 2,3 mmol). Vychozi latky byly rozpustény

v acetonu (20 ml) a fosfaitovém pufru (40 ml; pH 5,0; 50 mM

Na;HPO4). Po rozpusténi pevného podilu byl do reakéni baiky piidan

enzym lacassa (100 mg). Reakéni smés byla intenzivné michéna po dobu 30 h pfti laboratorni
teploté. Po uplynuti reakéni doby byl obsah reakéni banky extrahovan EtOAc (3 x 10 ml).
Spojené organické vrstvy byly promyty vodou (10 ml), solankou (10 ml) a ndsledné¢ odpateny

na RVO. Ziskany odparek byl rozpustén v DMSO (6 ml) a nanesen na kolonu pro reverzni
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chromatografii. Reakéni smés byla ¢isténa pomoci mobilni fdze MeCN/H20 s TFA (0,1%
roztok). Experiment poskytl 120 mg (16 %) pevného produktu cervené barvy.

'TH NMR (401 MHz, DMSO-ds) & = 14,94 (s, 1H); 10,31 (s, 1H); 9,73 (s, 1H); 8,01 (d,J=1,5
Hz, 1H); 7,81 — 7,77 (m, 1H); 7,54 — 7,40 (m, 4H); 7,43 — 7,22 (m, 4H); 3C NMR (101 MHz,
DMSO-ds) 6 = 185,2; 169,3; 153,5; 150,6; 146,8; 140,9; 137,3; 132,8; 130,2; 128,5; 128,0;
127,6; 126,7; 124,0; 121,2; 116,1; HRMS (ESI+): m/z vypocteno pro CisHi14OsN = 324,0867;
nalezeno 324,0868 [M+H]".

8-Acyl-3,4,6-trihydroxy-5-oxo-1-fenyl-SH-benzocyclohepten (47¢)

OH O o, Do Erlenmeyerovy batiky byl ptedlozen 3,4,5-trihydroxyacetofenon (140

HO OQ mg; 0,8 mmol) spolu s [1,1'-bifenyl]-3,4-diolem 46 (140 mg; 0,8 mmol).
Vychozi latky byly rozpusStény v acetonu (7 ml) a fosfatovém pufru (14
O o] ml; pH 5,0; 50 mM Na;HPO4). Po rozpusténi pevného podilu byl do
reak¢ni banky pridan enzym lacassa (36 mg). Reakéni smés byla
intenzivné michana po dobu 30 h pfi laboratorni teploté. Po uplynuti reakéni doby byl obsah
reakéni banky extrahovan EtOAc (3 x 5 ml). Spojeny organicky podil byl promyt vodou 10
ml), solankou (10 ml) a ndsledné odpafen na RVO. Ziskany odparek byl rozpustén v DMSO (3
ml) a nanesen na kolonu pro reverzni chromatografii. Reakéni smés byla ¢isténa pomoci
mobilni faze MeCN/H,O s TFA (0,1% roztok). Frakce s produktem byly zlyofilizovany a
vysledny produkt purifikovan na preparativni RP-HPLC (gradient 0,1% TFA, 50-100% MeCN,
60 min, priitok 120 ml'min™'"). Reakce poskytla 11 mg (5 %) pevného produktu ervené barvy.
TH NMR (401 MHz, DMSO-ds) & = 14,85 (s, 1H); 10,59 (s, 1H); 9,79 (s, 1H); 8,16 (d, J= 1,5
Hz, 1H); 7,57 — 7,48 (m, 4H); 7,44 — 7,38 (m, 3H); 2,14 (s, 3H); *C NMR (101 MHz, DMSO-
ds) & = 197,2; 185,8; 153,4; 151,2; 148,2; 140,5; 138,4; 136,1; 130,3; 129,3; 128,6; 128,0;
125,9; 123,5; 121,1; 113,6; 25,8; HRMS (ESI-): m/z vypocteno pro CioH1305 = 321,0769;
nalezeno 321,0767 [M-H]J".
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5.5 Acetylace kyseliny 3,4,6-trihydroxy-5-oxo-1-fenyl-SH-benzo|7]annulen-

8-karboxylové a syntéza jejich amidi

3,4,6-Tris(acetyloxy)-5-oxo0-1-fenyl-SH-benzocyclohepten-8-karboxylova kyselina (48)

OAcQ  opc  Latka 35 (430 mg; 1,3 mmol) byla rozpusténa v acetanhydridu (5 ml) a

A0 OQ byly k ni pfikapany dvé kapky koncentrované H>SOs. Reakéni smés

cooy Dvla nasledné zahfata na 80 °C po dobu 10 min. Smés byla nasledné

O ponechéna zchladnout na pokojovou teplotu a poté vlita do kadinky

s ledem a vodou. Takto vznikla smés byla michdna po dobu 1 h. Obsah

kadinky byl extrahovan EtOAc (3 x 10 ml), spojené organické vrstvy byly promyty solankou a

vysuseny MgSOs. Extrakt byl nasledné odpafen na RVO. Byla provedena kontrola pribéhu

reakce pomoci TLC (eluent 1:1; cHex:EtOAc). Nasledn¢ byla provedena sloupcova

chromatografie, kdy byly nejprve dva objemy kolony promyty mobilni fazi (1:1; cHex:EtOAc)

a nasledné byl pfidavan uZ jen Cisty EtOAc do ukonceni separace. Bylo pfipraveno 153 mg

(26 %) pevného produktu Zluté barvy.

'TH NMR (401 MHz, DMSO-ds) 6 = 13,40 (s, 1H); 8,18 (d, J = 1,3 Hz, 1H); 7,78 (s, 1H); 7,56

— 17,53 (m, 3H); 7,46 — 7,43 (m, 2H); 7,38 (d, /= 1,3 Hz, 1H); 2,31 (s, 3H); 2,29 (s, 3H); 2,26

(s, 3H); 13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & = 182,0; 168,0; 167,9; 166,6; 147,1; 144,6; 1425,

139,9; 138,4; 136,1; 132,5; 130,1; 128,9; 128,6; 124,7; 119,7; 20,5; 20,1; 19,9; HRMS (ESI-):
m/z vypocteno pro C24H1709 = 449,0878; nalezeno 449,0877 [M-H]".

Obecny postup pro pripravy amidi kyseliny 3,4,6-trihydroxy-5-oxo-1-fenyl-5H-
benzo[7]annulen-8-karboxylové

Do sklenéné ampule, opatiené michadlem, byla pfedlozeno vychozi kyselina ve formé
triacetatu 48 spolu s HATU (1,2 ekv.). Smé&s byla nasledné rozpusténa v DMF (4 ml). Takto
piipravena smés byla michana pfi laboratorni teploté po dobu 5 min. Nasledné byl pfidan
vybrany amin (1,2 ekv.) a triethylamin (2,0 ekv.). Ampule byla uzaviena a smés ponechina
michat pfes noc za laboratorni teploty. Nasledné byla obsah ampule natedén ptidavkem vody
(5 ml) a byla provedena extrakce do EtOAc (3 x 10 ml) spolu s malym mnozstvim 10 %
vodného roztoku kyseliny citronové. Spojené organické podily byly promyty solankou (10 ml)
a odpatfeny. Odparek byl nasledné¢ rozpustén v MeOH (10 ml) a byl pfidan roztok HCI
v dioxanu (4 M roztok; 3 ml). Smés byla michana pti laboratorni teploté ptes noc. Na RVO

bylo ze smési odpateno rozpoustédlo a vznikly odparek byl nasledné rozpustén v DMSO (3 ml)
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a nanesen na kolonu pro reverzni chromatografii. Reak¢ni smés byla ¢isténa pomoci flash

chromatografie z mobilni fAze MeCN/H20 s TFA (0,1% roztok).

N-(4-Fluorbenzyl)-3,4,6-trihydroxy-5-oxo-1-fenyl-SH-benzocyklohepten-8-karboxamid
(50a)

OH O Tato sloucenina byla pfipravena podle obecného postupu z latky 48

HO (100 mg; 0,2 mmol), HATU (100 mg; 0,3 mmol) DMF (4 ml), 4-

OQ fluorbenzylaminu (40 mg; 0,3 mmol) a triethylaminu (0,075 ml; 0,5

HN mmol). Bylo ziskano 35 mg (40 %) pevného oranzového produktu. 'H

O NMR (401 MHz, DMSO-ds) & = 14,90 (s, 1H); 10,32 (s, 1H); 9,80 (s,

1H); 8,87 (t,J=15,9 Hz, 1H); 7,98 (d, /= 1,5 Hz, 1H); 7,52 — 7,47 (m,

= 3H); 7,42 (d,J=1,5Hz, 1H); 7,41 — 7,31 (m, 3H); 7,18 — 7,06 (m, 4H);

4,28 (d, J = 5,8 Hz, 2H); 3C NMR (101 MHz, DMSO-ds) § = 185,3; 167,8; 153,7; 150,6;

146,9; 140,8; 137,3; 135,4; 132,4; 130,2; 128,8; 128,8; 128,5; 128,0; 127,7; 126,7; 123,9;

121,2; 115,7; 115,1; 114,9; 42,1; HRMS (ESI-): m/z vypocteno pro C2sH170sNF = 430,1096;
nalezeno 430,1093 [M-H]J".

N-(4-Methoxyfenethyl)-3,4,6-trihydroxy-5-oxo-1-fenyl-SH-benzocyklohepten-8-
karboxamid (50b)

OHO 4, Tato sloucenina byla pfipravena podle obecného postupu z latky

HO 48 (150 mg; 0,3 mmol), HATU (150 mg; 0,4 mmol) DMF (4 ml),

OQ 4-methoxyfenethylaminu (55 mg; 0,4 mmol) a triethylaminu

‘ HN © (0,075 ml; 0,5 mmol). Bylo ziskano 65 mg (68 %) pevného
oranzové¢ho produktu.

TH NMR (401 MHz, DMSO-ds) 8 = 14,93 (d, J = 0,6 Hz, 1H);

10,31 (s, 1H); 9,76 (s, 1H); 8,40 (t, J= 5,6 Hz, 1H); 8,00 (d, J =

1,5 Hz, 1H); 7,55 — 7,41 (m, 3H); 7,41 — 7,31 (m, 4H); 7,07 —

6,99 (m, 2H); 6,85 — 6,77 (m, 2H); 3,71 (s, 3H); 3,28 (dt, J= 7,7, 6,0 Hz, 2H); 2,62 (t, J=7.3

Hz, 2H); 13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) 6 = 185,2; 167,3; 157,6; 153,6; 150,6; 146,8; 140,8;

137,3; 132,6; 131,2; 130,2; 129,5; 128,5; 128,2; 127,7; 126,8; 124,0; 121,1; 115,8; 113,7; 54,9;

41,4; 34,1; HRMS (ESI+): m/z vypocteno pro Ca7H2406N = 458,1598; nalezeno 458,1597

[M+H]".

OMe
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3,4,6-Trihydroxy-8-(4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-karbonyl)-1-fenyl-5H-
benzocyklohepten-5-one trifluoroacetat (50c)

o4 O Tato sloucenina byla pfipravena podle obecného postupu z latky 48 (150
OH

HO mg; 0,3 mmol), HATU (150 mg; 0,4 mmol) DMF (4 ml), 1-(2-
OQ hydroxyethyl)piperazinu (67 mg; 0,4 mmol) a triethylaminu (0,075 ml;
N © 0,5 mmol). Bylo ziskdno 22 mg (25 %) pevného oranzového produktu.

O Z;j TH NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 =14,88 (s, 1H); 10,36 (s, 1H); 9,94 (s,

CF3COO@ ®§, 1H); 9,83 (bs, 1H); 7,55 - 7,47 (m, 2H); 7,50 — 7,43 (m, 1H); 7,38 — 7,32

on (m, 3H); 7,29 (d, J = 1,3 Hz, 1H); 7,08 (d, ] = 1,4 Hz, 1H); 4,06 (bs, 1H);

3,74 — 3,69 (m, 2H); 3,38 (bs, 4H); 3,13 (bs, 2H); 2,86 (bs, 4H); 13C NMR (126 MHz, DMSO-

ds) 6 = 185,4; 169,5; 157,93 (q, J = 31,0 Hz); 154,6; 150,9; 146,7; 140,8; 136,5; 130,6; 130,2;

128,7; 127,9; 127.,8; 126,7; 124,0; 121,0; 116,1; 57,8; HRMS (ESI+): m/z vypocteno pro
C24H2506N2 = 437,1707; nalezeno 437,1710 [M+H]".
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5.6 Enzymaticka syntéza latky 52 a jeji palladiem katalyzované reakce

1-Brom-3,4,6-trihydroxy-5-oxo-5H-benzocyclohepten-8-karboxamid (52)

OH O oy V baiice s kulatym dnem, opatfené michadlem, byl smisen 4-
HO O Q bromkatechol 27 (0,6 ml; 5,0 mmol) a 3,4,5-trihydroxybenzamid 51
(600 mg; 3,5 mmol). Pevny podil byl rozpustén ve smési acetonu

NH
Br CONH a fosfato-citratového pufru upravené¢ho na pH 5,0 (1:10; 50 ml). Po

rozpusténi pevného podilu byl do reakéni smési piidan 3% vodny roztok peroxidu vodiku (0,6
ml) a prvni ddvka enzymu horseradish peroxidasy (2 mg). Roztok peroxidu vodiku (3 %) byl
do reakce ptidan celkem cCtytikrat, a to s casovym rozestupem 15 min. HRP byla pfidéna ve
trech davkach vzdy po 20 min. Prvni a druha navazka HPR ¢inily 2 mg, tieti 1 mg. V pribéhu
reakce byl obsah banky né¢kolikrat krouzivymi pohyby promisen. Po poslednim ptidavku 3%
roztoku peroxidu vodiku byla reakéni smés ponechand michat po dobu dalSich 15 min. Doslo
k vylouceni tmaveé oranzové srazeniny, ktera byla nasledné ze smési odfiltrovana. Filtra¢ni
kol&¢ byl jednou promyt vodou a ponechan vyschnout na vzduchu. Nasledné byl vysuSeny
filtra¢ni kola¢ rozpustén ptidavkem MeOH (3,5 ml) a poté byla smés kratce povarena. Obsah
barniky byl ponechan pies noc stat pii laboratorni teploté. Dalsi den byla vznikla tmaveé oranzova
suspenze ze smési odfiltrovana a vysusena. Bylo ptipraveno 200 mg (17 %) pevného ¢erveného
produktu.

'TH NMR (401 MHz, DMSO-ds) & = 14,81 (s, 1H); 10,59 (s, 1H); 9,96 (s, 1H); 8,51 (d,J=1,5
Hz, 1H); 7,84 (s, 1H); 7,56 (s, 1H); 7,47 (d, J= 1,5 Hz, 1H); 6,83 (s, I1H); *C NMR (101 MHz,
DMSO-ds) 6 = 185,0; 169,2; 154,3; 151,2; 147,7; 132,7; 129,8; 126,5; 126,2; 121,5; 117,5;
115,7; HRMS (ESI-): m/z vypocteno pro Ci2H70sNBr = 323,9513; nalezeno 323,9511 [M-H]

1-Methoxykarbonyl-3,4,6-trimethoxy-5-o0xo0-5SH-benzocyclohepten-8-karboxamid (54)

Do skelnéné ampule, opatfené michadlem, byla pfedloZena latka 52

OMeQ  Hue
MeO OQ (100 mg; 0,3 mmol) a K2CO3 (500 mg; 3,7 mmol). Ampule byla
uzaviena a zainertovana argonem. Smes byla rozpusSténa v suchém
CONH
MeO” SO * DMF (4 ml) a nasledné¢ vychlazena na 0 °C. Pod argonem byl

k reakéni smési pomalu ptfidan methyl jodid (0,15 ml; 2,5 mmol). Reakéni smés byla vyjmuta
ze studené lazné a ponechana michat pfi laboratorni teploté po dobu dvou dnid. Po uplynuti
dvou dntl byla reakce ukoncena piidavkem vody (10 ml). Reakéni smés byla extrahovéna
EtOAc (3 x 10 ml). Spojené organické podily byly promyty solankou (1 x 10 ml), vysuSeny a

odpafeny na RVO. Odparek byl rozpustén v DMSO (3 ml) a nanesen na kolonu pro reverzni
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chromatografii. Reak¢éni smés byla ¢isténa pomoci mobilni faze acetonitril/voda s TFA (0,1%
roztok). Ziskany meziprodukt 53 (100 mg; 0,3 mmol) byl piedlozen do sklenéné ampule spolu
s XantPhosem Pd G2 (12 mg; 0,014 mmol) a Mo(CO)s (72 mg; 0,3 mmol). Ampule byla
nasledn¢ uzaviena a po uzavieni byl jeji obsah rozpustén v DMSO (1 ml) a MeOH (0,5 ml) a
poté¢ byl po dobu 15 min probublavan dusikem. Po ukonceni probublavani byl ptidan
triethylamin (0,15 ml) a reakéni smés byla ponechdna michat pii teploté 100 °C po dobu 24 h.
Reakeéni smés byla nasledné nafedéna ptidavkem MeOH (1 ml) a pfes jednorazovy injekéni filtr
byla prefiltrovana a odpatrena. Odparek byl rozpustén v DMSO (3 ml) a nanesen na kolonu pro
reverzni chromatografii. Reak¢ni smés byla Cisténa pomoci mobilni faze MeCN/H>0O s TFA
(0,1% roztok). Reakce poskytla 44 mg (46 %) pevného Zlutého produktu.

'"H NMR (401 MHz, DMSO-ds) 6 = 8,04 (d, J= 0,9 Hz, 1H); 7,87 (s, 1H); 7,76 (s, 1H); 7,40
(s, 1H); 6,50 (d, J= 1,0 Hz, 1H); 3,93 (s, 3 H); 3,87 (s, 3H); 3,83 (s, 3H); 3,77 (s, 3H).

13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) 6 = 186,6; 169,5; 166,9; 155,9; 152,5; 147,2; 133,3; 129,7,
126,6; 125,4; 124,8; 117,4; 101,5; 62,0; 56,5; 56,0; 52,8; HRMS (ESI+): m/z vypocteno pro
C17H1307N = 348,1078; nalezeno 348,1077 [M+H]".
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6. ZAVER

V ramci této bakalarské prace se podatilo uspésné naplnit vSechny cile. Jednim z cili
byla piiprava kyseliny dehydroxypurpurogallin-4-karboxylové 36 a mnozstvi jejich amidi.
Vychozi kyselinu 36 se podafilo pfipravit ve vysokém vytézku reakeci zalozené na oxidaci
pomoci KIOs;. Zaroven byla pfipravena fada dalSich derivati dehydroxypurpurogallinu pomoci
enzymaticky katalyzovanych reakci, konkrétn¢ latky 35 a 47¢-d pomoci enzymu laccasa a latku
52 pomoci enzymu HRP.

Co se amidl 44a-z tyce, byly provedeny tfi série experimentli pomoci tfi riznych
pracovnich postupti A, B a C. Postup A vyuZival jako vychozi substrat kyselinu 36 v surové
podobé a jako amidacni ¢inidlo zde vystupovalo EEDQ za zvySené reakéni teploty. Touto
cestou se podarilo pripravit amidy 44a-d. VysSich vytézka bylo dosazeno reakénim postupem
B, kterym byly piipraveny derivaty 44f-t. Tento postup vyuzival misto kyseliny 36 jeji triacetat
45, pticemz EEDQ bylo nahrazeno ¢inidlem HATU a reakce probihala bez zahiivéani. Postup
C byl vyuzit k ptipravé tfeti série derivati 44u-x, kde bylo dosaZeno o poznani nizSich vytézk,
nez u predchozich dvou sérii.

Na spolupracujicim pracovisti se podafilo ziskat krystalovou strukturu komplexu
chiipkové endonukleasy spolu s latkou 441, jenZ je prezentovana na obrazku 7. V aktivnim
misté enzymu je mozné si povimnout iontd Mn* a Mg?", které jsou chelatovany zminénou
latkou 441, jenZ je v aktivnim misté stabilizovana tfadou dalSich nekovalentnich interakci
s postrannimi zbytky aminokyselin tvofici enzym.
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Obrazek 7. Krystalova struktura latky 441 (modra barva) s endonukleasou (sekundarni
struktura proteinli zobrazend svétle fialovou barvou). Tmavé fialové kulovité utvary pak

predstavuji ionty Mn** (vlevo) a Mg** (vpravo).

61



Dale byly provedeny amidace na triacetatu 48. Touto cestou byly ziskany derivaty S0a-
¢. Nakonec byla provedena palladiem katalyzované karboxylace na latce 53, kde se podatilo

dosahnout vytézku 46 % odpovidajici karboxylové kyseliny.
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