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ANOTACE

Prace je zaméfena na studium reaktivity diazoniovych soli pro C—H arylace tryprofant. Pro
substituované benzendiazoniové soli byly urCeny relativni hodnoty jejich disociacnich energii
vazeb (BDE) a ty korelovany s vypoctenymi i experimentalné zjisténymi parametry, jako

napiiklad vlivem substituce na polohu vibraénich past, ¢i Hammettovskymi konstantami.

KLICOVA SLOVA

diazoniové soli, disociacni energie vazeb, arylace, tryptofan.

TITLE

Study of reactivity of diazonium salts in arylation of trypthophans

ANNOTATION

This work is focused on determination of selected properties of substituted benzenediazonium
salts such as relative bond dissociation energy (BDE) or vibration maxima of N=N bonds and

correlations of the experimentally obtained values with calculated ones.
KEYWORDS

Diazonium salts, bond dissociation energy, arylation, tryptophan
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UVOD

Tato prace md za nosné téma vyuziti diazoniovych soli pro arylaéni reakce tj. vneseni
organického zbytku — arylu, do struktury proteinu resp. peptidu za i¢elem modifikace proteinu,
ktery muze byt nasledn¢ vyuzit jako latka s antibiotickymi vlastnostmi ¢i jinak lékarsky
vyuzitelnd. Jedna se o jednu z dnes velice zajimavych cest antimikrobialni ochrany pfi neustale
nariistajici rezistenci bakterii a viri k antibiotikiim a antivirotikiim.! Aryla¢ni reakce jsou
v dne$ni dobé nejCastéji provadény za katalyzy paladiem a za mirnych podminek

odpovidajicich podminkam biosyntézy.>

V této praci se zamétuji na reakci tryptofanu jako Casto zastoupené aminokyseliny s vysokou
schopnosti ovlivnit sekundérni a tercidlni strukturu proteinu resp. peptidu. Aryl je poskytovan

diazoniovou soli.

V4

Prace je koncipovana na teoretickou ¢ast a praktickou ¢ast. V teoretické ¢asti je prvni kapitola
vénovéana vlastnostem tryptofanu a jeho arylaénim reakcim sjinymi substraty nez jsou
diazoniové soli. Dale jsou popsana vlastnosti diazoniovych soli a zdiraznén diivod, pro¢ jsou
vhodné jako zdroj arylu jako substituentu na indolovy kruh tryptofanu. Nasleduje podrobna
kapitola tykajici se palladiem katalyzovanych reakci tryptofanu s diazoniovymi solemi.

V zavéru jsou shrnuty ziskané poznatky z literarni reSerse.

Druhd c¢ast prace je vénovana experimentdlni charakterizaci  substituovanych
benzendiazoniovych soli, zejména disociacni energii, ktera charakterizuje krom jiného stalost
latky, stanovenou pomoci koliznich ESI-MS experiemntl. Déle se v praktické ¢asti vénuji vlivu
substituce — resp. substituentu na posun charakteristickych vibra¢nich past ve spektru
infraerveného zateni. V diskusi a zdvéru shrnuji ziskané vysledky a uvadim ptipadnou korelaci

mezi ziskanymi daty pfipravenych derivati s jejich reaktivitou.
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1. TEORETICKA CAST

Tryptofan patii mezi 20 esencidlnich aminokyselin. Jedna se o latku nepolarniho charakteru
obsahujici heteroaromaticky skelet, konkrétnéji indol. Je kddovana kodonem UGG. Zékladni

fyzikalné-chemické informace jsou uvedeny v nasledujici tabulce:

Tabulka 1: Zakladni informace - tryptofan 3

O

Strukturni vzorec I OH

HN NH;
Nézev systematicky Kyselina (25)-2-amino-3-(1H-indol-3-yl)propanova
Nézev trividlni Tryptofan
Registracni ¢islo CAS 73-22-3
Molarni hmotnost 204,23 g/mol
Disociaéni konstanta pKcoon: 2,38, pKnm2: 9,39
Vyskyt v proteinech 1,4 %

1.1.Tryptofan a jeho vyuziti v organické syntéze
Tryptofan je dulezitym prekurzorem biologickych derivatd jako jsou serotonin
(neurotransmiter), melatonin (regulace biorytmi) a nikotinamid (soucast kofaktort NAD" a
NADP" pro oxidoredukéni dé&je v organismti). Dale pak neribozomélnich proteint jako jsou

protirakovinné agens Rebeccamycin ¢i Diazonamid A.

Tryptofan vyskytujici se v proteinech resp. peptidech je casto prvkem, ktery stabilizuje
sekundarni a tercidlni strukturu tvorbou inter- a intramolekularnich vazeb. Tryptofanu se dale
vyuzivd pro jeho schopnost vlastni fluorescence, jez determinuje nebo moduluje
spektrofotometrické vlastnosti celého peptidu. Toho mlize byt vyuZito pro kvantifikaci proteinu
ve smési, studiu foldingu proteinii a peptidd, dale pro analyzu vaznych ligandl a interakci

protein — protein. %’

Jeho diilezitymi analogy jsou halogentryptofany, které jsou vhodnymi substraty pro cross-

coupling reakce naptf. Suzuki-Myiaurova reakce. Timto zplsobem je mozné do molekuly

12



peptidu resp. proteinu zavést aryl, heteroaryl nebo alkenyl formou substituce na indolovy kruh,
jak uvadi Deb Roy a kol.* Toto umoziiuje modifikovat protein pacienta pfi genové terapii, ¢i
modifikovat vznikajici medikamenty. Je dulezité, aby dand substituce probihala, pokud mozno,
za mirnych podminek, kdy jsou karboxylova a aminoskupina nechranéné a protein je dostupny
ve vodném roztoku. VétSina reakci je zaloZena na katalyze palladiem, jak ilustruje nasledujici

reakce (Schéma 1). 7
NH,

NH, K//Z)
O R-B(OH),

N ¢ Na,Cl,Pd, ligand AN °
X | o K,CO, H,O |
2 3 2 N
N
H H

Schéma 1 Suzuki - Miyaurova reakce katalyzovana paladiem (R — aryly)

Kuptikladu Deb Roy a kol. se zaméfili na studium tryptofanu, kdy pfipravili skupinu
halogentryptofani a za vhodnych podminek provedli Suzuki-Miyaurovu reakci na
nechranéném 5- a 7-halotryptofanu s vyuzitim substituovanych arylboronovych kyselin. Touto
reakci se uspésné podatilo modifikovat brom a chlorderivaty tryptofanu, které jsou vice stabilni
a v piirodé stabilngjsi nez jejich analogicky jod derivat.* Na tu praci navéazali Corr a kol. a
vydavaji se cestou cilené substituce pomoci Sonogashirovi reakce na bromtryptofanu (Schéma
2).57

N2 0 paci(CH,CN),, sXPhos, g
' // Cs,CO;, alkyn, H,0, CH,CN ' //
X OH  100°C (MW), 2h OH
B Db
=
Br/ N // N
H R H

Schéma 2 Zavedeni alkynu na tryptofanovy skelet

1.2.Diazoniové soli a jejich reaktivita
Diazoniové soli vznikaji diazotaci z primarnich aromatickych aminl. Soli snadno uvoliuji

molekulu dusiku a jsou tedy malo stabilni a velmi reaktivni 1 za mirnych podminek.

13



Obrazek 1 Diazoniovy kationt

Reakce vedouci ke vzniku diazoniové soli se nazyva diazotace. V nejbézné&jSim uspotadani
probiha jako reakce primarnich amint s kyselinou dusitou v kyselém prostiedi. Mechanismus
vzniku diazoniové soli je zalozen na reakci nitrosoniového iontu, jez je elektrofilem,
s nukleofilnim dusikem aminu. Reakce se sklada z n¢kolika kroku, pfesunt protonii s konecnou

eliminaci vody (Schéma 3).

H
/N\ + H+ - = O+ 0 H
Ho o = b NN — = HN=O0 + H0
NH, O -H'
R—NH, + HN=0  —— N 0 T _ NH 0
NH 0 N OH H |, N
= _ NT=

Schéma 3 Mechanismus diazotace

Alkyldiazoniové soli jsou malo stabilni. Jiz béhem diazotace se diazoniova sill rozpada za
odstoupeni molekuly dusiku a vzniku karbokationtu, jehoz nasledné reakce vedou ke vzniku

rozli¢nych produktt (Schéma 4).

N
NH, NaNO +2 -N H.C
el 2 N~ 2 N,
MaC HCI, H,0 H3C/\/ : / CHe
cl OH

CH; + OH
HeC” >3 H3C)\CH3 *+ heo +H3C)\CH3 + H,cZ CH,

Schéma 4 Diazotace - rozpad na stabilni produkty

Diazoniova sul muze slouzit jako vhodny pienase¢ organického zbytku — alkylu, arylu, do

cilové molekuly. V této praci se jedna predevsim o arylderivaty diazoniovych soli. Ty vznikaji

14



obdobn¢ jako alkylderivaty. Diky pfitomnosti benzenového jadra, a tedy moznosti konjugace
elektronti, jsou aryldiazoniové soli stabiln&jsi nez jejich alkylova analoga a mohou byt dokonce,

jak uvadi Dvofdk in Svoboda, skladovany pii teploté 0-5 °C.>3

N
NH, I,
N cr
NaNO,, HCI, H,0

Y

0-5°C

benzendiazonium chlorid

Schéma 5 Diazotace - vznik aryldiazoniové soli

Je potteba zminit, ze po odstépeni dusiku z arylderivatu, vznikéd nestabilni arylovy kationt —
obdobné u alkylderivati vznikal alkylovy kationt. AvSak tato reakce — rozstépeni arylderivatu,
je mnohonasobné pomalejsi nez vznik alkylderivatu, coz umoziuje vyuzit aryldiazoniovych

soli pro ptipravu dal§ich aromatickych sloucenin.

Vyznam arylderivati diazoniovych soli tkvi vtom, Ze odstépujici se dusik je mozné
substituovat jinym atomem resp. funkcéni skupinou. Tyto reakce, substituce, probihaji
regiospecificky.” Diazotace s naslednou substituci funkéni skupiny se vyuZivd napf. pro
ptipravu fenold, ¢i v reakci s jodidem sodnym/draselnym ve vodném prosttedi pro piipravu
aryljodid. Pfimé reakce s jodidem jakoZto halogenidem lze vyuzit pouze zde, u ostatnich
halogenidli toto neni mozné, jelikoZ nejsou tak silnymi nukleofilnimi ¢inidly jako jodid. Pro
ptipravu arylchloridt, arylbromidi a arylnitrilti se vyuziva reakci diazoniovych soli s méd’nymi
solemi (chloridy, bromidy resp. kyanidu (Schéma 6)). V organické syntéze se takto oznacuje

tzv. Sandmeyerova reakce. Reakce probiha radikalovym mechanismem.>%%9

15



CHj

NFe oy, NaNO,, HCI, 0°C

2. CuCl, 60°C

cl cl
1. NaNO,,, HBr, 0°C
2. CuBr, 100°C
NH, Br
N
Il

NH,

1. NaNO,, HCI, 0°C
2. CuCN, NaCN, 50°C

CHj

Schéma 6 Sandmeyerova reakce

Prehled reakci aryldiazoniovych soli je uveden na nasledujicim schématu (Schéma 7).

\\ 7 N\
\ P e

7\ 72D\ NN CH,=CH-R
X = Touv O -N + Cu /— - N /</ Ve N v
2 X J—

Y =Cl, Br, CN, SCN

redukce 2

e
Q @ x//_\ U

4b

Y=F,I,OH,H

Y=0,NR 4a

Schéma 7 Reakce aryldiazoniovych soli.'°

16



Arylderivat mtize dale vystupovat v reakcich: %1

e Meerweinovy reakce (obdoba Sandmeyerovy reakce s alkeny)
e Balz-Schiemannova reakce
e Azokopulacni reakce

e V reakcich katalyzovanych paladiem v tzv. cross coupling reakcich

1.3.Reakce tryptofanu a diazoniovych soli

Nasledujici kapitola se zaobira reakcemi diazoniovych soli s aryl- a alkylderivaty organickych
sloucenin. Tryptofan zde spadd do skupiny arylderivatd. V textu jsou uvedeny dvé zdkladni
schémata a to tzv. Suzuki-Miyaurova reakce a nasledné tzv. Sonogashirovy reakce. Jsou zde
uvedena obecnd schémata , kde pod organickym zbytkem R se v této praci fadi aryl, resp.

tryptofan.*’
Cross-coupling reakce

Pro modifikaci tryptofani se vyuzivaji zejména cross-couplingové reakce. Ty lze rozdélit do

n¢kolika typtl v zavislosti na pouzitych ¢inidlech a katalyzatorech.
Heckova Reakce vyuziva spojeni arylhalogent s alkeny.
Stielova Reakce je zaloZena na organocini¢itych slouc¢eninach.

Suzuki-Miyaruova reakce vyuziva fenylboronovych kyselin.

17



Heckova reakce

rR® rR®
H 4
\/\ ) . kat. [Pd°L ] R
R"4+ R—X >
) baze \‘/ R
R
R4
Stilleho reakce
kat. [Pd°L ]
R——SnH,CH; + RZ— x -~ RL— R
Suzukiho reakce
1 kat. [Pd°L
R———X 4+ RE=———B(OH), at (Pl R’ R’
baze

Schéma 8 Tvorba C-C vazby pomoci Heckovy, Stilleovy a Suzukiho reakce

Dalsi reakci, v praxi vysoce uZivanou, je Suzukiho reakce. Jeji vyznam spocivd v moZnosti
konstrukce konjugovanych dienti a vysSich polyenovych produktl s vysokou stereoizomerni
Cistotou a dale diarylovych systémi. Suzukiho reakce je adici vyuzivajici organoboronové
slouceniny. Paralela s Heckovou reakci je patrna v pomyslné zaméné vodiku alkenu s latkou

10,11

obsahujici bor. Uvadi se, ze Suzukiho reakce probihd typicky za ptitomnosti palladia,

uhli¢itanu draselného piip. methanolu to vie pii 25°C a to dle néasledujiciho (schématu 9).'?

Pd komplex
@—l + (HO)ZBO—R R
K,CO,, MeCH, 24hodin, 65 °C

Schéma 9 Paladiovym komplexem katalyzovana Suzukiho reakce

Sonogashirova reakce

Sonogashirova reakce je reakce halogenaromati s alkyny. Realizuje se za pfitomnosti
paladnatych kationtli jako katalyzatoru, pfedev§sim ve formé chloridu a octanu paladnatého.
Literatura uvadi, ze pfesny mechanismus reakce neni zcela zndm. Pfedpoklada se Ze reakce

probiha ve dvou na sob& nezavislych cyklech (Schéma 10).5!3
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T
R1_Pﬂ—:_'"_R2
| X
L |
L—Pd—L
l
Ry -
cu'x
Cu—————R,
N RyN HX
H—=——R,

Cu'X’
Schéma 10 Sonogashirova reakce - mechanismus

Tercialni amin resp. diazoniova stl slouZi jako baze. Reakce zacina oxidativni adici, palladium
vstupuje do vazby aryl-halogen. Vznikly komplex zpravidla obsahuje 14 elektront Pd°L,. Jako
L — ligand mtize poslouzit fosfin, organické rozpoustédlo atd. Typ ligandu ovlivni za podminek
Sonogashirovy reakce rychlost oxidativni adice. Dals$i krok je navdzany na spolecné probihajici
reakéni cyklus médi, jehoz mechanismus neni zcela zndm. Predpoklada se, Ze dochazi
k transmetalaci sloueniny médi na RiPdL, a nésledné reduktivni eliminaci a posléze
k regeneraci katalyzatoru. Studie provedené pomoci NMR ukazuji, ze v reakci vznika acetylid
meédny resp. m-komplex, jez se muze ucastnit reakce s paladiem za tvorby komplexu, ktery
prochdzi reduktivni eliminaci za vzniku aktivniho Pd°L,. Alternativni schéma reakce

probihajici bez ti¢asti médi je znazornéno na nasledujicim schématu 11.1*
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Schéma 11 Sonogashirova reakce — navrzeny mechanismus bez atomu médi

Obecné lze fici, ze trojnd vazba je schopna reagovat s aktivnim komplexem jesté pred
zapocetim oxidativni adice, ¢imz se cyklus zpomali a vznika komplex, jeZ je stabilni. Dale se
uvadi, ze pokud v Sonogashirové reakci neni dostupnd méd’, je nutno pro jeji uspesSny pribeh
pfidat aditiva — sekundarni amin ve vysokém nadbytku pro ustaveni rovnovahy vznikajicich

produktti Sonogashirovy reakce.'®

1.4.Arylace tryptofanu v poloze C2
Arylace tryptofanu mtize byt provedena jedno i vicekrokové a s pouzitim riznych kombinaci
katalyzatorii resp. s palladiem, palladiem a médi, a riznymi vné&j$imi podminkami za riznych

vytézkl. Piehled zakladnich reakci je uveden nasledovné.

Regioselektivni arylace tryptofanu v poloze C2 se podafila kolektivu profesorky Sanfordové.
Kombinace katalytického mnozstvi octanu palladnatého, fenyl boronové kyseliny, fenyljodid-
diacetatu v kyselin€ octové jako rozpoustédle vedla k primémym vytézkim arylovaného

produktu 7,15,16,17,18
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Pd(OAc), (5 mol%),
PhB(OH), (2 eq.)
Phl(OAc), (2 eq.)

AcOH, 15 h, 40°C
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Schéma 12 Selektivni vazba arylu na C2 tryptofanu

Jak ukazuje reakce na obrazku (Schéma 12) vySe, tvorba C-C vazby tj. propojeni dvou
arylovych zbytkl je provedena za mirnych podminek — 40°C, 15 hodin. Vytézky reakce lze

zvysit na 93 % zadménou fenyliodidacetatu za octan méd’naty. '°

Uvedeného pfistupu se drzely 1 dalsi vyzkumné skupiny a za srovnatelnych podminek dosly ke
stejné vysokym vytézkim reakce za udrzeni ¢i dalSiho zmirnéni podminek reakce. Oproti

predchozi reakci dochéazi ke zméné vneseni Cu do reakce jako katalyzatoru. (Schéma 13).

s CH
3
CHa X\ _d O*( 0
NH

Pd(OAc), (5 mol%),
Cu(OAc), (10mol%.)
ArB(OH), (5eq.)

H  AcOH, 16 h, 40°C

\j
Iz /

Schéma 13 Prima arylace tryptofanu s médi jako kokatalyzatorem

Reakce uvedend na Obrazku 14 je typem Sonogashirovy reakce, kdy jako katalyzator je pouzito
palladium spolu s médi. Jak je uvedeno vySe, pfesnd funkce médi v reakci neni doposud

znama.’
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Schéma 14 Prima arylace tryptofanu s paladiem za mirnejsich podminek

DalSim popsanym piikladem je reakce chranéného tryptofanu s iodoniovou soli, katalyzovana
octanem palladnatym v ethylacetdtu a to vSe pti 25°C (Schéma 14). Konecny produkt je

piecistén pomoci chromatografické kolony.’

Preciado a kol. uvadi reakci tryptofanu s fenyljodonium-diacetatem v pfitomnosti
tetrafluorboritanu stfibrného a kyseliny tetrafluoroctové za katalyzy octanem paladnatym.
Reakce probihala v DMF jako rozpoustédle za teploty 90°C. Pokud je jako zdroj tepla pouzito

mikrovinné zafeni, dochazi k vyznamnému zkraceni reakce — na 20 minut (Schéma 15).1°

kyselina

Py
J— -

TFA
MW 90°C, 20min, O
R

Pd(OAc), 0
AgBF, O /(/) N~
S W

Iz

Schéma 15 Prima arylace tryptofanu s paladiem v prostiedi TFA a za pouZiti mikrovinného

ohrevu
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Tabulka 2 Vytéznost reakci v zavislosti na substituentu aryljodidu

R Vytézek reakce
CeHs- 56 %
p-NO2-Ce¢Hs- 91 %
p-MeO,C-CsHy- 68 %
p-Br-CeHa- 62 %
m-CF3-CgHs- 59 %
0-F-CsHy- 77 %
p-Me-CsHa- 81 %
p-MeO-CsHa- 63 %
I-pyrenyl- 66 %

Miru vlivu substituentu na vytéZky reakci (Schéma 16) ukazuje tabulka 2. Je patrné, Ze

nejvyssiho je dosazeno v ptipadé 4-nitrofenyliodidu (91 %), naopak nejnizsi vytézek poskytuje

nesubstituovany fenyljodid (56 %).

1.5.Reakce diazoniovych soli s boronovymi kyselinami
Sina a kol. se ve své studii zabyvaji Suzukiho reakci diazoniovych soleli v pfitomnosti

boronové kyseliny za katalyzy (4-CF3-CsHa)sPdAuCl v prostfedi methanolu pii pokojové

teploté (Schéma 16). '8

HO___OH
B
N, BF,
2
AN X 4
| + | -
~
X 1 /\R2 (4-CF,-C_H,),PAUCI,MeOH, r.t.
R

Schéma 16 Arylace tryptofanu substituovanou diazoniovou soli
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Dané¢ podminky reakce byly zkoumany podrobnéji s riznymi katalyzatory, rGznymi
rozpoustédly (MeCN, methanol, THF a DCM) a za riiznych teplot (pokojova teplota, 50°C a
70°C). Vysledky jsou uvedeny v nasledujici tabulce.

Tabulka 4 Vneéjsi podminky reakce arylace tryptofanu s vytézky

Oznaceni | Katalyzator, koncentrace 10 | RozpousStédlo | Teplota v | Vytézek v
mol% °C %
1 Ph;PAuC MeCN 25°C -
2 Ph3;PAuNtf MeCN 25°C 31
3 (RO);PAuCl MeCN 25°C -
4 (4-Me-CgH4)3PAuCl MeCN 25°C 20
5 Cy3PAuCl MeCN 25°C 31
6 Ph(8-quinolyl)PAuCl MeCN 25°C -
7 (4-F-C¢Ha4)3PAuCl MeCN 25°C -
8 (4-CF3-CsHa)sPAuCl MeCN 25°C 51
9 (4-CF3-CHa)3:PAuUNT, MeCN 25°C 22
10 (4-CF3-CsHa)3PAuCl DMF 25°C -
11 (4-CF3-CcH4)3PAuCl MeOH 25°C 85
12 (4-CF5-CsHa)3PAuCl THF 25°C -
13 (4-CF3-CsHa)sPAuCl DCM 25°C -
14 (4-CF3-CsHa)sPAuCl MeCN 25°C 21
15 - MeOH 25°C -
16 (4-CF3-CsHa)sPAuCl MeOH 25°C -
17 (4-CF3-CsHa)sPAuCl MeOH 70°C -
18 (4-CF5-CsHa)3PAuCl MeOH 70°C -
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19 (4-CF3-CeH4);PAuCl MeOH °C -
20 (4-CF3-CeHa);PAuCl MeOH 25°C 61
21 (4-CF3-CeH4)sPAuCl MeOH 25°C 75

Dale je ukazano nakolik typ substituentu (dle Schéma 17) ovlivituje vytézek reakce.

Aryldiazonové soli a arylboronové kyseliny reaguji s (4-CF3-CsHa4)3PuCl katalyzatorem na bazi

zlata (10 mol%) za pfitomnosti methanolu pii teplot€ mistnosti pod ozarenim modrymi

diodami. Pfehled vybranych substrati a substituovanych diazoniovych soli spolu s vytézky je

uveden ve schématu 18 a tabulce 4.'318
Fo _
HO OH F>B\’\|:
~g” NZ=N F
10mol%
| Ny | N (4-CF -CH)PAUCI
P /K MeOH,r.t, blue LEDs
\ 2 15-18h
1 R
R

720 e
1/— \ X2
R R

Schéma 17 Viiv substituentu na vytézek reakce arylacediazoniové soli

Tabulka 5: Vytezky syntézy ruzné substituovanych diazoniové soli

Ri1 R2 Vytézek (%)
CO:Me 4-CF3 82
CO:Me 4-F 77
CO:Me 4-Cl 86
COxMe 4-Br 95
COxMe 4-t-Bu 77
CO:Me 4-OMe 30
CO:Me 3-F 83
CO:Me 2-F 66
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2. PRINCIP METODY MERENI

Hmotnostni spektrometrie v kombinaci s elektrosprejovou ionizaci (ESI-MS) patii mezi velice
ucinné analytické metody. Vzhledem k tomu, Ze se jedna o mirnou ionizacni techniku, nalézé
se jeji hlavni uplatnéni zejména pii studiu biomolekul sdilejicich podobné molekularni
struktury. Déle pak je zvlast€ uzitend pii screeningu vrozenych chyb v metabolismu
aminokyselin, mastnych kyselin, purinu, pyrimidinu a diagnostice galaktozémie a
peroxisomalnich poruch. V neposledni fadé umoziuje takzvané vychytavani “fishing out*
reakCénich intermediati a tedy se stdva vyznamnym pomocnikem pfi objasiiovani reak¢énich

mechanisma. !”

2.1.Hmotnostni spektrometrie iontovych pasti
Jedna se o analytickou techniku, kterd poskytuje nejen kvantitativni (molekulovou hmotnost
latky), ale také kvalitativni (strukturni) informaci o molekulach analyzovanych latek. Zasadni
vyhodou iontovych pasti je moznost provedeni nasobnych MS" experimentii, coz umoziuje
mnohem detailnéjs§i prozkouméni struktury latek. Navic lze v pomoci iontovych pasti
stanovovat hodnoty disocia¢nich energii vazeb (BDE), 2° &i po tipravé piistroje sledovat ptimo

reakce v plynné fazi.

2.1.1. Elektrosprejova ioniza¢ni hmotnostni spektrometrie (ESI-MS)
Jak bylo zminéno vyse, elektrospejova ionizace je mirnd metoda umoznujici detekteci i velmi
nestabilnich molekul. Hlavni nevyhodou této metody je fakt, Ze latky museji byt schopné
pfijmout ¢i odevzdat proton. Z tohoto diivodu neni metoda vhodnd napiiklad pro analyzu

uhlovodiku ¢i aromatu.

-----

(HPLC). Toto experimentalni uspofadani je hojné vyuzivano ve vSech typech laboratofi a Ize

fici, Ze se jedna o jednu z nejmocnéjSich technik pouzivanych k analyze smési latek.

2.1.2. Proces elektrosprejové ionizace
Pti ESI ionizaci je pro generovani iontll vyuZivan elektrické napéti, které napomahé ptenosu
ionti z roztoku do plynné faze predtim, nez jsou podrobeny hmotnostni spektrometrické
analyze. Neutrdlni slou¢eniny mohou byt také pfevedeny na iontovou formu v roztoku nebo v

plynné fazi protonaci nebo kationizaci (napf. kationizaci kovu).
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Ptenos iontovych druht z roztoku do plynné faze pomoci ESI zahrnuje tii kroky:
(1) rozptyleni jemného rozstriku nabitych kapicek
(2)  odpateni rozpoustédla

3) vytlaCovani iontl z vysoce nabitych kapicek, které jsou udrzovany pii vysokém napéti

(naptiklad 2,5 az 6,0 kV) vzhledem ke sténé okolni komory. (Obrazek 2)

Dojde k vytvoreni mlhy vysoce nabitych kapicek se stejnou polaritou jako vlozené napéti na
kapilare. Aplikace rozprasovaciho plynu (naptiklad dusik) proudiciho kolem kapilary usnadni
natazeni vzorku a tim zvySuje prutok vzorku. Nabité kapicky, generované na vystupu
elektrosprejového hrotu prochézeji tlakovym a potencidlnim gradientem smérem k oblasti
analyzatoru hmotnostniho spektrometru. Pomoci zvySovani teploty zdroje ESI a / nebo jiného
proudu plynného dusiku, jako suSiciho plynu se nabité kapicky plynule zmensSuji odpatenim
rozpoustédla, coz vede ke zvyseni hustoty povrchového naboje a ke snizeni poloméru kapicek.
Kone¢né, intenzita elektrického pole v nabité kapicce dosahne kritického bodu, ve kterém je

kineticky a energeticky mozné, aby ionty na povrchu kapic¢ek byly vypoustény do plynné faze.

9

Vyzafované ionty jsou nasledné nasaty do hmotnostniho detektoru.’

Obrazek 2: Mechanismus elektrosprejoveé ionizace.
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1.Pfiprava diazoniovych soli
K roztoku substituovanych anilinti (0,3 ml) v acetonitrilu (1 ml) byl pfidan isoamylnitrit (0,5
ml). Po péti minutach bylo odebrano 50 pL roztoku, dofedéno acetonitrilem na 1 ml a
sprejovano do ESI-MS. Pro kazdy derivat byly CID experimenty provedeny tfikrat a

kalibrovany na nesubstituovanou diazoniovou sul.

3.2.ESI-MS experimenty
ESI-MS experimenty byly provadény iontové pasti Thermo LCQ Fleet, v pozitivnim modu za
podminek: napéti 3,5 kV; napéti na kapilaie 45 V; teplota kapilary 150 °C. Po izolaci iontu

fragmentu byl tento podroben CID experimentim s rostouci kolizni energii.

3.3.Vyhodnoceni vysledki
Ukazalo se, ze LCQ Fleet na nasem pracovisti méni kolizni energie vzdy az po 4 jednotkach,
coz vede k zavislostem uk4dzanym na Obrazku 3. Proto pro dalsi vyhodnoceni byly vzdy ¢tyti

hodnoty ziskané pfi stejné intenzité parentu zprimerovany a cely graf tak byl staZzen do Obrazku

5.

Inflexni body byly ziskdny z proloZeni zavislosti Boltzmanovou sigmoidélni funkei y = A2 +

(A1-A2)/(1 + exp((x-x0)/dx)).

3.4.Teoreticke vypoclty

Vypolty byly provedeny pomoci programu Gaussian 09 s vyuZzitim metody B3LYP/6-
311+G** v plynné fazi.
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Obrazek 3. Zavislost relativni intenzity iontii parentii na kolizni energii — surova data.

3.5.1C spektroskopie
IC spekta viech latek byly méfeny na pfistroji Nicolet iS50 metodou ATR. Bud’ jako krystalicky

prasek bemzendiazonium tetrafluoroboratti ze zasob naseho Ustavu, a nebo jejich roztoka

v nitromethanu.
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4. VYSLEDKY A DISKUSE

Jak ukazuje reSersni Cast, s trochou nadsazky lze fici, Ze diazoniové soli diky popularité C—H
funkcionalizacnich reakci zazivaji svou renesanci. Velice dulezitym faktorem pfti téchto
reakcich je porovnani reakénich bariér C—H aktivaéniho a nasledného vlastniho
funkcionaliza¢niho kroku. Diky znamé teplotni labilit¢ diazoniovych soli je potfeba, aby C—H
aktivacni reakce prob¢hla rychleji, nez se veskera diazoniova sil rozlozi na nezaddouci latky.
Z tohoto divodu se jevi jako velice uzite¢né znat hodnoty disociacnich energii vazeb (BDE)

benzendiazoniovych soli.

==Z

®
NH, ®

X
| R \7/\/ONO | N — | + Ny
Ve CHieN [, _J ciD [
R R R

Schéma 19. Schéma pripravy diazoniovych soli reakci substituovanych anilinii

z

s isoamylnitritem a jejich ndsledny rozpad zpiisobeny kolizi s atomy helia.

V této praci jsem se zaméfila na stanoveni relativnich BDE pomoci ESI-MS. Diazoniové soli
jsou diky svému kladnému naboji idedlnim substratem pro ESI-MS. Z diivodu usnadnéni prace
jsem soli generovala piimo v roztoku reakci ptislusnych anilinti s isoamylnitritem v acetonitrilu
(Schéma 19). Takto generovany roztok byl sprejovan do pftistroje. V pozorovanych spektrech
byly jasné patrné ionty s m/z odpovidajici pozadovanym diazoniovym solim. Tyto ionty byly
nasledné vybrany v iontové pasti a podrobeny srazkdm s molekulami helia (CID experiment)

pfi rznych energiich. Typické fragmentacni spektrum ukazuje obrazek 4.
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Obrazek 4: Typické CID spektrum pro 4-methylbenzendiazoniovou sul.

Z obréazku je jasné vidét, ze diazoniova sul (m/z 119) pfti kolizich ztraci molekulu dusiku za
vzniku 4-methylfenylového (m/z 91) kationtu. Tento nasledné miiZe tvoftit asocidt s molekulou

vody za vzniku iontu m/z 109 ¢i s molekulou acetonitrilu s m/z 132.

Pomér intenzity signall iont vychozi latky (parent) a signall iontd fragmentl je zavisly na
normalizované kolizni energii, kterou lze nastavit v pfistroji. Pfi nulové hodnot¢€ kolizni energie
je ve spektru pfitomen pouze signal vychozi latky. S narGstajici energii sraZek intenzita tohoto
signalu zacina klesat a objevuji se signall iontl fragmentl. Zavislost intenzity parentu na
kolizni energii ma sigmoidni charakter.?’ Relativni posun takto ziskanych sigmoidnich kfivek
pro rizné substituované derivaty odpovidéa rozdilnym hodnotam jejich BDE. Typické srovnani
sigmoidnich kiivek ziskanych proloZzenim experimentalnich dat sigmoidalni Botzmannovou

funkci ilustruje obrazek 5.
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Obrazek 5. Zavislost relativni intenzity iontii parentii na kolizni energii pro rizné substituované

benzendiazoniové soli. Experimentalni body byly prolozeny Boltzmannovou sigmoidni funkci

Z prolozenych dat Ize urcit hodnoty inflexnich bodu ziskanych zavislosti a ty pak pouzit pro

relativni srovnani BDE.

Takto ziskané elativni hodnoty BDE jsem se dale pokusila korelovat s dal§imi veli¢inami
charakteristickymi pro substituované diazoniové soli. V prvni fad¢ to jsou hodnoty polohy past
odpovidajicich N=N vibraci v IC spektrech méfenych v pevné fazi ATR technikou &i v roztoku
nitromethanu. Déle pak s disocia¢nich energii stanovenych kvantové-chemickymi vypocty.
V neposledni fad€ pak s hodnotami Hammettovych o konstant. VSechna data ukazuje tabulka

6.
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Tabulka 6. Pfehled experimentalnich a vypoctenych vysledka

ubstituent va=n (em™) | vaen (em™) [vaen (em!) | BDE | AAG CNG) NN (B | ot
(vypoctend) | (prasek) (nitromethan) | (inflex) | (kJ/mol)
H 2337 3,41 0 1,380 1,107 0
4-F 2328 2294 2280 27 1,373 1,108 -0,07
3-F 2344 8 1,382 1,106 0,34
4-ClI 2322 2306 2287 3,93 21 1,372 1,109 0,11
3-Cl 2341 1 1,382 1,106 0,37
4-Br 2317 2286 2283 4,00 18 1,372 1,109 0,15
3-Br 2338 -3 1,382 1,106 0,39
4-Me 2322 3,37 8 1,371 1,109 -0,31
3-Me 2332 -10 1,379 1,107 -0,06
4-NO; 2350 2307 2296 3,71 14 1,386 1,105 0,81
3-NO 2349 2306 10 1,385 1,106 0,71
4-CN 2347 2289 2294 14 1,380 1,107 0,71
3-CN 2347 10 1,384 1,106 0,62
4-OMe 2297 2250 2243 3,85 33 1,360 1,112 -0,78
3-OMe 2339 -12 1,382 1,106 0,1
4-DMA 2264 3,92 34 1,348 1,117 -1,7
4-CF3 2345 8 0,44
4-COOEt 2306 2289

Zavislost vlnocta frekvenci pro vibraci N=N ziskané jak z experimentalnich tak vypoctenych
dat na Hammettovych oy, op" a om konstantdch ukazuje obrazek 6. Obrazek ukazuje, Ze
vypoctené hodnoty jsou v souladu s experimentalnimi daty, 1 kdyz absolutni hodnoty se lisi. Je
ziejmé, ze elektron akceptorni substituenty zpiisobuji posun vlnoc¢ti k vy$Sim hodnotam.
Zajimavé vysledky pfinasi srovnani pouziti riznych Hammettovskych konstant. V ptipadé o
konstant je narast zprvu relativné prudky, ale v oblasti pfechodu od elektron donornich
substituentl k elektron akceptornim dochazi ke zlomu a zavislost strmost ztraci. Zdmeéna op za

o, konstanty pak ucini tento zlom nevyraznym, coZ potvrzuje pfimou konjugaci diazoniové

skupiny s benzenovym jadrem.
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Obrazek 6 Zavislost vinoctit N=N vibraci na Hammettovych sigma konstantach.

Vypoctené hodnoty vino¢tlh N=N vibraci pochopitelné také dobie koreluji s délkou vazby N=N
a C—N (obrazek 7). Zatimco s rostouci hodnotou vlnoctu se délka vazby N=N zkracuje, naopak

délka vazby C—N roste.
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Obrazek 7 Porovnani vypoctenych délek vazeb N=N a C-N substituovanych diazoniovych soli

s vypoctenymi vinocty N=N vibraci.
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V dalsi ¢asti prace jsem vypocetla disociacni energie pro disociaci benzendiazoniovych soli
(Schéma 19). Jejich relativni energie vztazené k benzendiazoniové soli vynesené proti
hammetovskym sigma konstantdm ilustruje obrazek 8. Je ziejmé, zZe v piipadé meta
substituovanych latek mé zavislost ptiblizné linearni charakter, kdy disociacni energie roste
s rostoucim elektron akceptornim vlivem substituentu. Na druhou stranu v ptipadé para
energii maji latky se substituenty plisobicimi jen slabymi efekty. Obdobny trend (Obrazek 9)
1ze pozorovat i v analogické zavislosti mnou ziskanych hodnot inflexnich bodii ziskanych pti

ESI-MS stanoveni relativnich BDE energii.
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Obrazek 8. Zavislost vypoctenych relativnich disociacnich energii substituovanych

diazoniovych soli na Hammettovskych konstantach.

35



44
42
4-Br
40 °
[ ®
P4 4-Cl
4-N(CH.) e
-%2 38 = 4-OCH,
= e
Ll 4-NO
N 36 F £
o
34 . ;
4-CH,
3.2+
3.0 . | L | N | L 1 1 1 1 1
-2.0 -1.5 -1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0
+
O O,

Obrazek 9. Zavislost urcenych hodnot inflexnich bodii pri stanoveni relativnich BDE na

Hammettovskych konstantdach.
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5. ZAVER
V prvni Casti prace jsem shrnula poznatky o diazoniovych solich, uvedla jejich vyuziti
v organické syntéze a dale pospala znamé reakce vedouci k modifikaci tryptofanového skeletu

pomoci téchto soli a dalSich ¢inidel.

V experimentalni ¢asti jsem pomoci ESI-MS stanovila relativni disociani energie vazeb
substituovanych benzendiazoniovych soli, zméfila vinoéty vibraci vazby N=N a ziskané
hodnoty korelovala nejen mezi sebou a v zavislosti na hammettovskych konstantach, ale i s daty

vypoctenymi pomoci kvantové-chemickych vypocta.
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