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Uvod

Ve své diplomové praci jsem se zaméfila na prozkoumani nového typu piistupu k syntéze
benzofuranového skeletu pfirodnich latek, které jsou inspirovany neolignany. Nékteré
latky tohoto typu vykazuji vysokou biologickou aktivitu a mohou tak poskytnout
medicin€ zajimavy zdroj 1éCiv pro Siroké spektrum onemocnéni ¢i problému zptsobenych
patogeny (viry, bakterie, jednobunécni i mnohobunécni parazité).

Syntéza latek pro terapeutické ucely by meéla byt videalnim piipadé co
nejefektivnéjsi a méla by zohlednit otazky ceny, rychlosti a jeji bezpeCnosti. Vyuziti
tranzitnich kovu jako katalyzatort je v totalni organické syntéze trendem od tficatych let
dvacatého stoleti' a miize piispét ke snizeni podtu reakénich krokd, k lepsi kontrole
chemo- i stereoselektivity, pfipadné dovoluje provedeni reakci, které jsou metodami
vyuzivajicimi tranzitnich kovli nedosazitelné anebo dosazitelné v omezené mife. Limitem
tohoto postupu je mnohdy cena katalyzatoru a také fakt, ze rezidua pouzitého katalyzatoru
nesmi piesahnout pfisné stanoveny limit ve finalnim produktu. Kovy samy o sobé totiz
mohou byt cytotoxické, a tak by mohly zkreslit vysledky testi biologické aktivity
nebo v hor§im piipadé€ negativné ovlivnit zdravi pacienta.

Teoreticka Cast prace vas nejprve uvede do problematiky sekundarnich metabolita
rostlin s diirazem na aktualni poznatky o biologické aktivité produktd Sikimatové drahy
— neolignani. O vyuziti rhodiovych katalyzatora pii syntéze piirodnich latek bude
pojednavat ¢ast druha. Ve vysledcich diskusi pak budou popsany syntetické postupy
zaméfené na pripravu benzofuranového skeletu. Dosazené vysledky, resp. jejich postup

pak budou popsany v experimentalni ¢asti této prace.

Cile

1. Literarni reSerSe na téma: syntéza opticky aktivnich neolignanti s benzofuranovym
skeletem a jejich biologicka aktivita zaméfena zejména na anthelmintické ucinky.

2. Vyvoj a aplikace rhodiem-katalyzované syntetické metody umoziujici pfipravu
centralniho strukturniho motivu neolignanti — benzofuranového skeletu.

3. Charakterizace pripravenych latek pomoci dostupnych fyzikalné-chemickych metod.
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1. Teoreticka ¢ast

1.1.Sekundarni metabolity

Ackoli by se mohlo na prvni pohled zdat, ze sekundarni metabolity (SM) jsou z nazvu
,,druhotné* metabolity, opak je pravdou. Oproti primarnim metabolitim se v rostlinach?,
houbach® a bakteriich* sice nepodileji na hlavnich biologickych procesech potiebnych
pro bazalni preziti, ale hraji nezastupitelnou roli v kvalité¢ zivota organismu. Jejich
biosyntéza je mj. indukovana v reakci na bioticky i abioticky stres® (napf. patogeny, okus
zivocichy, teplota, UV zafeni, salinita pudy), ucastni se adaptacnich procesu a dokazou
obecné velmi efektivné a rychle reflektovat aktualni potieby celého organismu.é

Specifita sekundarniho metabolomu’ miZe byt mistni, ¢asova i druhova, kdy
muzeme sledovat rozdily v koncentracich a typu SM napiiklad z pohledu tkanoveé
specifity nebo ji vyuzijeme pfi taxonomii.® Pozornost zkoumani je v soudasné dobé
zaméfena nejen na jednotlivé latky (konkrétni biologicka aktivita), ale i na jejich synergii
a tim padem 1 na ucinek kombinaci SM, bavime-li se o pfipadném terapeutickém
potencialu této skupiny latek.

Celkové rozeznavame tii hlavni tiidy SM: alkaloidy, isoprenoidy a fenoly.’
Neolignany, o kterych se bude nasledné dikladnéji zabyvat teoreticka cast mé diplomové

prace, jsou podskupinou fenolickych latek, resp. dimert fenylpropanoidi — jednoho

ze zakladnich stavenich kament fenolickych latek.

1.1.1 Biosyntéza fenylpropanoidu

Propojenim mezi primarnim a  sekundarnim  metabolismem u  fenoll
fenylpropanopidového typu je Sikimatovéa draha, nesouci nazev po kyseling sikimové 6,
jez bylaizolovana roce 1885 z rostliny Illicium religiosum (japonsky , Shikimi-no-ki*).'°
Tato latka je prekurzorem pro tvorbu esencialnich aromatickych aminokyselin, ze kterych
se nasledné tvoii zakladni stavebni jednotka lignanii a neolignanii — fenylpropanoid

s C¢C3 skeletem!!.

1.1.1.1 Sikimatova draha

Vznik kyseliny Sikimové 6 (Obr. 1) zafind kondenzaci fosfoenolpyruvatu 1 (PEP,
z glykolyzy) a erythrosy-4-fosfatu 2 (z pentosafosfatové drahy) za vzniku 3-deoxy-D-
arabino-heptulosonat-7-fosfatu 3 (DAHP) katalyzovany DAHP synthasou (EC 2.5.1.54).

11



V druhém kroku je eliminovan fostat (P) za vzniku 3-dehydrochinatu 4 (DHQ) pomoci
DHQ synthasy (EC 4.2.3.4) a katalytického mnozstvi nikotinamidadenindinukleotidu
(NAD) jako kofaktoru. Tento krok zahrnuje oxidaci, f-eliminaci anorganického fosfatu
(syn stereochemie), redukei, otevieni kruhu a intramolekularni aldolovou kondenzaci.

Nasledna dehydratace a dehydrogenace DHQ meziproduktu 4 je u rostlin zaji§téna
bifunk¢nim enzymem DHQ dehydratasou-Sikimatdehydrogenasou
(EC 4.2.1.10/EC 1.1.1.25)  za spotfeby kofaktoru nikotinadenindinukleotidfosfatu
(NADP). U mikroorganismu a hub bychom nasli dva oddélené enzymy. Patym krokem
je fosforylace vzniklého Sikimatu 6 enzymem Sikimatkinasou (EC 2.7.1.71) v poloze 3
za spotteby adenosintrifosfatu (ATP). V predposlednim kroku vstupuje do reakce druhy
PEP 1 a ze Sikimat-3-fosfatu 7 (S3P) je vytvoren 5-enolpyruvylsikimat-3-fosfat 8 (EPSP).
Enzym EPSP synthasa (EC 2.5.1.19), katalyzujici tento krok, je také cilem herbicidu
glyfosatu (obch. Roundup), ktery se vaze na komplex [enzym-S3P] a chova se jako
kompetitivni inhibitor k PEP 1.

Poslednim krokem Sikimatové drahy je tvorba kyseliny chorismové 9. Trans-1,4-
eliminace fosfatu je indukovana enzymem chorismatsynthasou (EC 4.2.3.5) za vzniku
druhé dvojné wvazby cyklu. Pro tuto reakci je zapotiebi redukovany
flavinadenindinukleotid (FADH), jelikoz slouzi jako donor elektront a iniciuje pieruseni
vazby C-0O.!%!13 Chorismova kyselina 9 se v tomto bodé stava vychozim metabolitem
k tvorbé aromatickych aminokyselin dal§Simi enzymatickymi pfeménami v plastidech a ty

jsou poté transportovany do cytoplasmy.

PEP COOH

T COOH COOH COOH COOH
AN
H
HOM N Yo ® HOY 'd
H o
erythrosa-4-fosfat DAHP DHQ 3-dehydro8ikimova kys.
2 3 4 5
COOH COOH PEP COOH ADP  ATP : COOH
R
L-Tyr v oJ\cooH p-o™ Jl\COOH p-o™ : Ho“
OH
L-Trp 1 ,
kys. chorismova EPSP S3P 1 kys. Sikimova !
9 8 7 6

Obr. 1 Schematické zndzornéni biosyntézy aromatickych kyselin.
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1.1.1.2 Tvorba fenylpropanoidu

Aminokyseliny fhenylalanin (L-Phe) 10 a tyrosin (L-Tyr) 12 nasledné podstupuji E2
eliminaci dusiku aminolyasami, ktera vede ke spole¢né kyselin€ 4-hydroxykumarové 13.
Ta je poté sledem hydroxylacnich, methylacnich a dehydrogenac¢nich reakci pfeménéna
na aromatické alkoholy — monolignoly, jez slouzi jako zakladni CeCs skelet
(fenylpropanoid) pro biosyntézu lignani a neolignand. Konkrétné¢ se jedna o 4-
hydroxycinnamyl alkohol 14, koniferyl alkohol 15 a sinapyl alkohol 16. Zjednodusené
schéma jejich tvorby je na Obr. 2.

COOH COOH
NH,

E2 eliminace
—_—

10 1"

hydroxylace
COOH COOH
(S\ E2 eliminace (5 —/

12 13

Obr. 2 Schematické zndzornéni tvorby ldtek se zakladnim CeCs stavebnim skeletem z aromatickych aminokyselin
fenylalaninu a tyrosinu. Dimerizace latek 14, 15 a 16 vede ke vzniku SM (lignand a neolignand).

1.1.2 Benzofurany — tvorba a vyskyt v prirodé

Variant dimerizace zakladnich podjednotek fenylpropanoidi je nekolik a zavisi
na moznostech vazby stabilizovanych radikalovych intermediati. Tento fakt spojeny
s postdimerizaénimi procesy (oxidace, methylace) zajistuje produkci ohromného
mnozstvi SM fenylpropanoidového typu v zavislosti na aktualni potfebé organismu.
Pokud je vytvofena vazba mezi uhliky Cs-Cs- mluvime pak o tzv. lignanech
apokud jsou spojeny jiné nez Cs-Cs uhliky, pak o produktech mluvime jako
o neolignanech.!* Na Obr. 3 (pievzato a upraveno') je schematicky popsana radikalové
dimerizace koniferyl alkoholu 15 za vzniku neolignanu 18 (dihydro)benzofuranového

typu s vazbou uhlikii Cs-Cs'. Tvorba radikalu je v prvnim kroku iniciovana enzymy
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peroxidasou nebo lakasou, ty v mnoha ptipadech za pfitomnosti tzv. dirigentnich proteint
(cytochrom P450 dependentnich), umoziiuji tvorbu naslednych dimert s vysokou regio-
a stereochemii.'®!” Vzniklé lignany a neolignany pak primarné slouzi ke tvorbé ligninu

(opémy systém rostlin) ale dany organismu je miize vyuzit i jinak.'®

OH B OH OH OH OH |

peroxidasa (‘ 8

nebo lakasa 1]

—_— «—> > >

® O .
-H -e MeO MeO 5 MeO MeO
:oﬁ- o) o o) ]
15 15a 15b 15¢ 15d
OH
>
tautomerizace
OH
15b + 15d |[——— ‘ ~—

OMe

neolignan dihydrobenzofuranového typu
16 17 18

Obr. 3 Priklad tvorby neolignani benzofuranového typu z koniferyl alkoholu 15 s vazbou mezi uhliky Cg a Cs: pomoci
radikdlové homodimerizace.

Neolignany se vyskytuji v mnoha strukturnich typech, na obr. 4 je prehled patnacti
doposud popsanych moznosti dimerizace s vyznaenymi skelety.!” V piirodé nalezneme
neolignany  ve vy$8ich rostlinach  ¢eledi Lauraceae (vaviinovité),”® Labiatae
(hluchavkovité),?! Rosaceae (rGzovité), Krameriaceeae (krameriovité), Pinaceae

(borovicovité), Magnoliaceae (Sacholanovité), Myristicaceae (muskatovnikovité),

P SO 00 O Bo

NL10

& o0 a0 ol O

NL10 NL12 NL13 NL14

NL6

Obr. 4 Rlzné moZnosti strukturnich typd neolignand.
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Styracaceae (sturacovité)*? a v mnoha dalsich. Piehledné zpracovany seznam rostlinnych
zdroju dihydrobenzofurani (NL3) a jejich 455 struktur znamych do r. 2020 je k nalezeni
v kapitole 2 knihy Benzofuran: Production and Applications (Dias et. al., 2020, editor

Murilo Sauza Barros).?

1.2 Biologicka aktivita benzofuranu

Velké mnozstvi latek s biologickou aktivitou (Obr. 5) obsahuje ve své struktuie
benzofuranovy skelet 19.2* Z ptirodnich latek byly nasledné odvozeny semisyntetické
a syntetické derivaty, které jsou nyni hojné vyuzivany jako klinicky schvalena 1éciva

(napt. Naloxon, Galantamin, Morfin, Rifampicin, Griseofulvin, Psoralen, Citalopram).?

antimikrobialni inhibitory komplemetu

inhibitory

antiviralni \ / vychytavani dopaminu
protizanétlivé <«—— ©j\> ——» neuroprotektivni
0]
antioxidaéni “« \ inhibitory enzymu
/ benzofuran

protirakovinné 19 analgetické

antidepresivni

Obr. 5 Priklad vsestrannych biologickych aktivit neolignant s benzofuranovym skeletem 19.

1.2.1 Neuroprotektivni

Se zvySujicim se vékem doziti cClovéka se také zvySuje riziko rozvoje
neurodegenerativnich  onemocnéni jako je Alzheimerova choroba (AD)*
nebo Parkinsonova choroba.?’ V souc¢asné dobé 1ze vyuzit pouze symptomatickou 1é&bu,
ktera vak nefesi samotnou degeneraci mozkové tkan&.?® V piirodé Ize ale nalézt nékolik
zastupcl neolignant, jez vykazuji neuroprotektivni aktivitu a mohli by v budoucnu byt
slibnymi kandidaty pro farmaceuticky pramysl. Struktury vybranych zastupci jsou
na obr. 6.

Senilni plaky tvorené typickymi strukturami amyloidu § (ApB) jsou jednou z pficin
rozvoje AD. Indukce samovolné tvorby agregati AP muze byt potlaCena ptusobenim
neolignant (7S,8R)-rubussinu A 20 a (7R,8S)-rubussinu B 21 izolovanych zovoce
rostliny Rubus ideaus.”® Na agregaci AP cili i nékteré nové syntetické multi-target

derivaty, naptiklad takrin-benzofuran 22, slibujici navic inhibici acetylcholinesterasy,
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antioxida¢ni G¢inky a chelataci iontd kovii.>® Dal§i nové izolovanou latkou bojujici
proti agregaci AP je schizotenuin A 23 s aktivitou ICso = 2,93 uM.3!

Dalsi pfi¢inou rozpadu neurond je zvysSené mnozstvi volnych radikala. Naptiklad
mikroglie BV-2 aktivované lipopolysacharidy produkuji zvysené mnozstvi molekul
oxidu dusnatého (NO), coz miiZe vést az k neurozanétu v mozku. 7S,8R-balanophonin 24
izolovany ze stromu Firmiana simplex se ukéazal jako slibny kandidat s aktivitou

ICs0 = 7,07 uM proti vysoké produkci NO.3?
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Obr. 6 Chemické struktury (7S,8R)-rubussinu A 20, (7R,8S)-rubussinu B 21, takrin-benzofuranu 22,
schizotenuinu A 23 a (75,8R)-balanophoninu 24.

1.2.2 Antitumorni

Vycet neolignani vykazujici vysokou aktivitu proti nadorovym buiikam je velmi
vysoky.!” Napt. egonol 25 izolovany z rostliny Styrax camporum (z &eledi sturadovité)
vykazuje aktivitu proti bunééné linii hepatocelularniho karcinomu Hep2G
(ICso = 11,24+0,4 uM). V kombinaci s homoegonolem 26 pusobi cytotoxicky i proti MCF-
7 linii adenokarcinomu prsu s ICs0 = 13,340,6 MM.33

Proti nadorové linii bunék lidského spinocelularniho karcinomu A431 pusobi
napt. boehmenan 27 s aktivitou ICso = 1,6 uM. Inhibice proliferace je zajisténa blokaci
prechodu z G2 do M faze bunécného cyklu, zvySenim intracelularni produkce reaktivnich
forem kysliku a indukci apoptosy (fizené bundéné smrti).>*

Neolignan lyciumnan 28, jez osahuje epoxidovou skupinu, izolovany z listl
rostliny Lycium barbarum, byl testovan na cytotoxickou aktivitu proti nadorovym
bunéénym liniim rakoviny plic (A549, ICso = 37,1+3,3 uM), prostaty (PC-3, ICsp =
51,7+3,6 uM) a epitelialnim bunikam HeLa (ICso = 54,7+3,9 uM).* Gardenofoliny A-H
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izolované z Gardenia ternifolia vykazovaly stfedni G¢inek proti HelLa buitkkam, z nich
nejucinnéjsi se ukazaly byt gardenofolin D 29 a gardenofolin E 30 s ICso = 21,0 uM resp.
ICs0=32,5 pM.*® V piipadé bunééné linie lidské leukémie HL-60 byl testovan napf.
trogopterin A 31 (izolovan z vykall poletuchy horské Trogopterus xanthipes) s aktivitou
ICso = 45,68 = 3,25 uM.*’

U nasledujici latky izolované ze semen rostliny Crataegus pinnatifida byl zkouman
vliv pfitomnosti dvojné vazby v poloze C7-Cg' pobliz aromatického jadra benzofuranu.
Redukce této konkrétni dvojné vazy vede az k 10nasobnému snizeni cytotoxické aktivity.
Balanophonin 24 vykazuje silnou inhibiéni aktivitu (ICso = 8,86 uM) také proti bunécné
linii HT-1080 sarkomu fibroblastu v porovnani s kontrolnim 5-fluorouracilem

(ICs0 = 35,62 uM).*® Struktury zminénych latek jsou na obr. 7.
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Obr. 7 Chemické struktury egnonolu 25, homoegonolu 26, boehmenanu 27, lyciumnanu 28, gardenofolinu D 29,
gardenofolinu E 30 a trogopterinu A 31.

1.2.3 Protizanétliva a antioxidacéni

Zanétliva reakce je prvni odpoveédi organismu na poskozeni tkan€, pfitomnost patogenu

nebo toxické latky.’ Piirodni zdroje neolignanii mohou poskytnout mnoho latek
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s antioxidaénim ucinkem. Napt. byl zjavorové mizy Acer saccharum extrahovan
glykosid saposidu B 32 s antioxidacni aktivitou ICso = 260 pM proti superoxiddismutase
(EC 1.15.1.1).%

Dale byl zjistén inhibicni efekt na produkci NO indukovanou lipopolysacharidy
u makrofagi RAW 264,7 u neolignanta z ovoce rostliny Canarium Album. Bylo zjisténo,
ze picrasmaligan 33 (ICso = 14,3+2,2 uM) napomaha redukci exprese prozanétlivych
faktort COX-2, IL-1B, IL-6 a iNOS.*!
Sulfuretin 34, dal$i flavonoid nachazejici se v mnoha rostlinnych druzich (napt. Rhus
verniciflua, Dahlia, Dipterx lacunifera), vykazuje Siroké spektrum biologické aktivity.
Zde bych chtéla vSak zminit studii antioxidacni aktivity této latky jako zhaSece radikalu
hydroxyperoxylu HOOe. Vypocty diskrétni Fourierovou transformaci vy¢islily celkovou
rychlostni konstantu k = 4,47-10" M!s! ve vodé pii pH = 7,4, kdy se tvofi anion
(pKa =17,47). V nepolarnim lipidovém prostfedi byla jeho ucinnost dokonce 530x
rychlejsi nez u paklitaxelu (cytostatikum, obch. nazev Taxol) a srovnatelna s kyselinou
askorbovou nebo resveratrolem. >

Nové izolované benzofurany =z rostliny Ligustrum lucidum byly testovany
na aktivitu proti tvorbé prozanétlivého cytokinu IL-6 a tvorbé NO v lipopolysacharidy-
indukovanych burikich RAW 264,7, nicméné z nich pouze ligustlignanosid C 35
vykazoval aktivitu proti IL-6 v hodnoté ICso = 49,37+0,23 pM. U dalSich spolu-
izolovanych latek byla pfitomnost hydroxylové skupiny v poloze Cs4 a Co podstatna

pro snizeni produkce IL-6.** Obr. 8 shrnuje jejich chemické struktury.
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Obr. 8 Chemickeé struktury glykosidu saposidu B 32, picrasmalignanu 33, sulfuretinu 34 a ligustlignanosidu C 35.
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1.2.4 Antimikrobialni a antiviralni

Strategie boje proti bakteridlnim infekcim musi obchazet stale se zvySujici rezistenci
bakterii najiz znamé antibakterialni pripravky.* V piipadé bakteridlni meningitidy,
zpusobované gram-pozitivni bakterii Streptococcus pneumoniae, je moznost cilit
na enzym sialidasu (jinak také znama jako neuraminidasa, EC 3.2.1.18). Ta je
zodpovédna za tvorbu biofilmu a adhezi bakterie na buiiku. Licarin B 36 proti varianté
NanA enzymu piisobi nekompetitivné a vykazuje aktivitu ICso = 1,5 £ 0,4 pM. 4647

To, ze nékteré benzofurany nevykazuji konkrétni biologickou aktivitu jesté
neznamena, ze je nemuzeme vyuzit. Je zjisténo, Ze napt. kombinace myticaganalu C 37
a jiz pouzivaného p-laktamového antibiotika ampicilinu, zvySuje ucinnost tohoto
antibiotika proti bakterii E. Coli (nejspiSe diky lipofilnimu charakteru latky 37,
ktery pomaha s diflizi 1éku skrze bunéénou membranu).*8

Antiviralni uc¢inky muzeme sledovat napf. proti viru HIV-1 u vladinolu F 38
(izolovaného ze Schisandra micrantha) s ECso = 9,75 uM a jeste lepsi aktivitu vykazuje

balaphonin 24 s ECso = 8,34 uM.* Struktury popsanych molekul jsou na obr. 9.

ol Py oo

OCHs OCHg OCHs
37 38

Obr. 9 Chemické struktury Licarinu B 36, myticaganalu C 37 a vladinolu F 38.

1.2.5 Antidiabetické

U selamoelleninu A 39 (Obr. 10), extrahovaného ze Selaginella moellendorffii, byl
in vitro studovan jeho protektivni vliv proti poSkozeni cévnich endotelidlnich bunék

HUVEC (Human Umbilical Vein Endothelial Cells) vysokou koncentraci glukosy.*°
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H

ARG SSY=

39

Obr. 10 Chemicka struktura selamoelleninu A 39.
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Vyse zminény schizotenuin A 23 plsobi u¢inné€ nejen proti agregaci filament AP
v mozku, aktivitu (ICso = 0,58 uM) vykazuje i proti tvorbé shlukd fibril proteinu hIAPP
(human islet amyloid polypeptide) u pacienti diabetu druhého typu, které se ukladaji

v ostriivcich pankreatu. 3!

1.2.6 Antiparazitické

Moderni medicina se potyka se zdvaznym problémem zvySujici se rezistence patogennich
parazitd na 16¢bu.’>> Hledani 1é¢iv s novym mechanismem ucinku je velkou vyzvou,
jez Celi Casovému tlaku a pravé inspirace ucinky pfirodnich latek muze napomoci

rychlejsimu vyvoji vhodnych kandidat na Gi¢inna 1éciva.
1.2.6.1 Antiprotozoalni

Oblasti, kde mohou benzofurany také nabidnout slibné kandidaty pro inspiraci k novym
léciviim, je uGcinek antiprotozoalni (Obr. 11). Ococymosin 40, extrahovany z Ocotea
cymosa, endemického stromu Madagaskaru, vykazuje antiparazitickou aktivitu proti Dd2
kmeni prvoka Plasmodium falciparum s ICso = 0,45 £ 0,02 pM.>*

Proti amastigotim Trypanosoma cruzi (kmen Y) byl testovan synteticky
benzofuran 41, jez vykazoval témét stejny ucinek (ICso= 3,26 uM) jako benznidazol
(ICs0 = 3,56 uM) — 1€k pouzivany proti Chagasoveé nemoci. U této studie byly esterova
skupina na uhlicich Co a Co' a dvojna vazba mezi uhliky C7- a Cs' oznaCeny za podstatné

pro antitrypanosomalni aktivitu testované latky 3>

0
H3CO 0

Obr. 11 Chemické struktury ococymosinu 40 a syntetického benzofuranu 41.

1.2.6.2 Anthelmintické

Jednim z nejrozsifen€jSich paraziti je krevniCka stfevni (Schistosoma mansoni),
ktera zptisobuje onemocnéni schistosomiazu, ohrozujici celosvétové populaci Citajici
podle Svétové zdravotnické organizace az 800 miliont lidi (pfevazné v subsaharské

Africe). Zatim jedinou §iroce uzivanou preventivni latkou je praziquantel (PZQ),%” ¢imz
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se lidstvo vystavuje riziku blizici se vysoké rezistence parazita na tento zpusob
chemoterapie.

Ptirodni zdroje poskytuji mnoho slibnych kandidati potencialnich 1é¢iv, nicméné
malo z nich postoupi do testovani in vivo. Licarin A 42 (Obr. 12) z listd Nectandra
oppositifolia (rod Lauraceae), jez vykazuje mj. 1 antibakterialni, protinadorovou ¢i
antileishmenialni aktivitu, byl testovan i proti krevnicce. In vivo studie na mySich
modelech porovnavala ordlni podani efektivni davky 400mk/kg PZQ a licarinu A 42
po 42 dnech inkubace parazita v téle hostitele. Bylo dosazeno mirného snizeni produkce
vajicek, takze bylo ovlivnéno dospivani a plodnost jedince. Licarin A 42 tak miZze slouZzit
jako slibny kandidat studia vztahu struktury-aktivity dalSich latek s benzofuranovym
skeletem.”® Nutno v§ak zminit, ze dopliikové studie zaméfené na Gcinky enantiomerd
molekuly podporuji teorii, Ze je dulezita i synergie jednotlivych enantiomeri pro
pozadovany u¢inek.” Terapeutickym cilem muize byt v ptipadé Schistosoma mansoni

inhibice glukosového transportéru 4 (in silico studie).*

Obr. 12 Chemicka struktura licarinu A 42.

1.2.6.3 Antileishmanialni

Z listh brazilské rostliny Piper rivinoides (Celed pepiovnikovité) bylo vyizolovano
nékolik benzofurani a dihydrobenzofurant (Obr. 13), z nichz latka conocarpan 43
vykazovala aktivitu proti dvéma testovanym druhim zastupcim rodu Leishmania.
V ptipadé L. amazonensis byla ICso = 10,80 £+ 0,04 mM, u rodu L. chagasi byla hodnota
ICs0=24,50 £ 0,01 mM. Tato studie rovnéz zdiraznila dalezitost volné hydroxylové
skupiny v poloze C4 na prikladu vysledkl testovani biologické aktivity conocarpanu 43

a soucasné izolovaného eupamatenoidu-6 44.1:62

43 a4

Obr. 13 Chemické struktury conocarpanu 43 a eupamatenoidu-6 44.

21



1.3  Vyuziti rhodia (Rh) p¥i syntéze prirodnich latek

1.3.1 Rh - historie, vlastnosti a vyuziti

Prvni zminka o objeveni rhodia pochéazi zroku 1804, kdy William Hyde Wollatson
(1766-1828) publikoval ¢lanek, ve kterém popisoval izolaci nového, zatim nezndmého,
kovu. Ten pojmenoval po feckém slovu pddov (rize), jelikoz byl ziskan z rizovo-
cerveného hydratu Naz[RhCle].nH>O, ktery zistal po vysrazeni ostatnich kovi (platina,
palladium, méd’ a olovo) ze surové platinové rudy. V 19. stoleti se rhodium vyuzivalo
zpocatku napt. ve slitin€ s cinem pro odolné hroty per nebo spolu s iridiem, stiibrem
a oceli pro vyrobu biitev.5** V dnesni dobé najdeme Rh v katalyzatorech aut, v obalech
optickych vlaken nebo v optickych zrcadlech.®

Soucasné vyuziti Rh se v chemii orientuje na katalyzu, jez vyuziva vlastnosti
oxidacnich stavi Rh(I) a Rh(IIl) a s pomoci specifickych ligandli je mozné precizné
kontrolovat enantioselektivitu a stabilitu reakci. Priklady reakci, kde je vyuzivana
katalyza Rh, jsou nasledujici: hydroborace, hydroformylace, dekarbonylace, cross-
couplingy, tvorba C-S vazeb, metathese, annulace, Oppenauerova oxidace, asymetricka
C-H aktivace a mnoho dalgich.%®

Nekteré slouceniny rhodia jsou testovany i v rameci jejich biologickych vlastnosti.
Strucné Ize zminit, ze vybrané Rh(II) a Rh(III) komplexy jsou aktivné zkoumany jako
inhibitory enzymu [napf. enzym aktivujici NEDD8 (EC 6.2.1.64) nebo proto-onkogenni
thyrosin-proteinovd Src kinasa (EC 2.7.10.2)], latky cilici na deoxyribonukleovou

kyselinu (DNA) nebo latky s antitumornim u¢inkem.%%
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1.3.2 Aplikace Rh pri syntéze prirodnich latek

V piirodé se setkdme 1 se slozit€Simi molekulami, napt. paklitaxel 45, jedno
z nejucinngjsich cytostatik (mitoticky inhibitor), osahuje ve své molekule osmiclenny
uhlikaty cyklus.”® Syntéza t&chto konkrétnich viceclennych kruhi ma vsak své limity,
jez vychazeji  z enthalpickych nebo entropickych vlastnosti tranzitniho stavu
pii cyklizaci. Jednim ze zpusobu, jak vytvofit pozadovanou velikost kruhu 47, je
[Rh(CO)2Cl]2-katalyzovana [5+2+1] cykloadice vinylcyklopropanu 46 a oxidu
uhelnatého (CO). Navrzena hypotéza byla ovéfena na syntéze mj. nasledujicich
ptirodnich latek: bicyklického asterisca-3-(15)-6-dienu 48 a tricyklickych (+)-
asteriscanolidu 49 a (£)-hirsutenu 50 (Obr.14)."!

O
kat. [Rh(CO),Cl],
—_—>» X
[5+2+1]
cykloadice
47
' aplikace
H B
m
50

Obr. 14 Chemicka struktura paklitaxelu 45, jeZ obsahuje vicecetny uhlikaty cyklus. Pro syntézu prirodnich Ildtek
astericsa-3-(15)-6-dienu 48, asteriscanolidu 49 a (%)-hirsutenu 50 byla vyuZita Rh-katalyzovand cykloadice
vinylcyklopropanu 46.

Cytosporony (latky ze skupiny oktaketidii) mohou byt piipraveny cestou intermolekularni
hydroacylace alkent (napt. 52) s derivaty salicylaldehydu 51. NavrZeny postup
vyuzivajici katalyzy rhodiového katalyzatoru s chiradlnim ligandem (R, R,R)-SIPHOS-PE
(Obr. 15) byl aplikovan na syntézu osmi latek, mezi nimiz byl i cytosporon B 53, kandidat

na cytostatikum a hypoglykemikum.’”3

(e}
[Rh(COD)Cll,
o 0 (R.,R,R)-SIPHOS-PE *
H NN Kspo4
.
HO OH DCE 70°C

Obr. 15 Schéma Rh-katalyzované syntézy cytosporonu B 53 s vyuZitim chirdlniho ligandu na centrdlnim Rh atomu.

1.3.3 Aplikace Rh pri syntéze benzofurani

Dalsim ptikladem je enantioselektivni syntéza neolignanu (+)-trans-akuminatinu 54, pfi
které byla vyuzita katalyza Rh(II).”* Latka byla poprvé izolovana v roce 1972 z kiiry
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kotenti $acholanu piispicatélého (Magnolia acuminata), stromu okrasného charakteru.”
Akuminatin 54 vykazuje mj. inhibici DNA-topoisomerasy I a II (typ I: EC 5.99.1.2, typ
II: EC 5.99.1.3) nebo fosfolipasy Cyl (EC 3.1.4.11; ICs50=26,0%+ 1,5 uM), ktera
se Gicastni proliferaéniho mechanismu rakovinnych bunék u ¢lovéka.’®

Vychozi latkou byl trans-isoeugenol 55, ktery byl vsedmi krocich
pretransformovan na tosylhydrazon 56, jez reakci s hexamethyldisilazanem drasliku
(KHMDS) vytvortil diazo-meziprodukt 57. Ten iniciaci Rh(II)-karbenoidu reagoval
cestou 1,5 C-H inzerce. Reakce byla navic optimalizovana chiralni kvartérni amoniovou
soli (pusobi jako katalyzator transferu mezi fazemi, PTC). Vysledny produkt vznika jako
smes cis/trans izomeru, takze je nutna nasledna izomerizace (+)-cis-akuminatinu na trans
izomer 54 za kyselych podminek (Obr. 16).”* Vétsina biologicky aktivnich neolignanii

se v piirodé totiz nachazi prave ve své trans forme.

OCHj OCHj

H H

OCH3 OCH OC 3 OCH OCH,

7 kroku 3 KHMDS 3
—————>»
\\

NNHT:
55 S

Rh,(OCOCF3),
N, PTC

54 54 (smés)

Obr. 16 Rh(ll)-katalyzovand C-H inzerce diazo-meziproduktu 57 vede ke smési cis/trans izomerd (+)-akuminatinu 54.
Pouzité Rh(Il) katalyzatory vykazuji mens$i stabilitu, proto se nyni obecné ve vyzkumu
zaméfujeme na vyuziti stabiln€jSich katalyzatort Rh(III). Inspiraci pro mou praci je
publikace Peng Suna, v niz se jeho tym vénoval syntéze chromonu a benzofurant

s vyuzitim katalyzované C-H aktivace/annulace mezi aldehydem a diazolatkami.”’
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1.4 Dosavadni vysledky ve skupiné zabyvajici se neolignany

Jednim z klicovych cill nasi vyzkumné skupiny je syntéza boehmenanti. Struktury
tfi nejvyznamnéjSich (boehmenan D 58, boehmenan H 59, boehmenan X 60) jsou

zobrazeny na obr. 17.74

58 R;, Ry =OCHj;
59 R;=H, R, = OCHj (des-feruloyl)
60 R1, R2 =H

Obr. 17 Chemické struktury boehmenanu D 58, boehmenanu H 59 a boehmenanu X 60.

Prvni totalni syntéza boehmenanu 69, jez vychazela z vanilinu 61, byla publikovana
v roce 2014 za vyuziti biomimetického oxidativniho couplingu jako klicového kroku
(Obr. 18).”® Nagim cilem alebylo nalézt jednoduchou a efektivni syntézu
benzofuranového skeletu, jez by nam umoznila tuto syntézu s vyuzitim jednotného
ptistupu. Za uplynulou dekadu byly vyzkouSeny mnohé postupy, z nichz nékteré byly
vice €1 méné UspéSné. V této Casti bude prezentovan struny piehled dosavadnich
syntetickych pfistupti pro zastupce neolignant s benzofuranovym skeletem, kterym

se vénovali mi predchadci.
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Obr. 18 Schéma prvni totdlIni syntézy boehmenanu 69 vychazejici z vanilinu 61.

1.4.1 Radikalovy krizeny dehydrogenacni coupling

Syntéza skeletu boehmenanti 72 mize byt provedena vice zptsoby. Prvnim studovanym
pfistupem byl radikéalovy kiizeny dehydrogenaéni coupling (CDC; cross dehydrogenative
coupling) vyuzivajici radikalové reakce substituovaného fenolu 70 a pS-ketoesteru 71
(Obr. 19).

Prace Mgr. Baruscakové se zabyvala navrhem syntézy boehmenanu X 60
avyuzila heterodimerizaci f-ketoesteru MOM-chranéné kyseliny ferulové s acetalem
vanilinu. Jiz pfiprava prekurzori ale narazila na problematické misto. S-ketoester
kyseliny ferulové mél byt pfipraven z p-hydroxyesteru, ktery ovSem nebyl ziskan
v dostateCném mnozstvi pro optimalizaci nasledné oxidacni reakce. Divodem mohla byt
sterickd zabrana na benzenovém jadie vanilinu, ktera znemoznila vhodnou orientaci

pfi cyklickém mechanismu reakce katalyzovaného Fe(IIl) soli, nebo kladny mezomerni
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efekt substituentli na benzenovém jadfe vanilinu, ¢imz byla ztizena nukleofilni adice
na aldehydické skuping.”

Molekula boehmenanu H 59 byla dal§im cilem aplikace CDC couplingu
na radikalovou reakci mezi MOM-chranénym vanilinem a MOM-kyselinou ferulovou.
Syntéza se vSak zabrzdila jiz pfi pripravé prekurzori. Byly pfipraveny fenoly s riznymi
chranicimi skupinami (acetal, MOM) a v pfipadé f-ketoesteru bylo také vyuzito vice
postupt syntézy. Finalni pokusy o radikalovy coupling vSak byly netspé$né a otazka
pouziti vybraného postupu ziistala oteviena i po snaze Bc. Lachetové.®

Bakalarska prace Bc. Tuny pokracovala v planu vyuziti CDC couplingu k syntéze
dalsiho neolignanu — bohemenanu D 58. Jako prekurzory byly pouzity vanilin chranény
TBDMS a p-ketoester kyseliny ferulové piipraveny ze syringaldehydu. Pfi testovacim
couplingu s razné substituovanym fenolem byla potvrzena hypotéza, Ze reakce je
ovlivnéna polohou substituenti na benzenovém jadie p-ketoesteru. Elektrondonorni
substituenty v poloze meta couplingovou reakci zpomaluji. U pouzitého fenolu je
nezadouci elektrondonorni substituent v poloze ortho. Poloha para je v obou piipadech
nema vliv na reaktivitu. Studium vlivu substituentd na vychozich substratech tak vedlo
k odklonu od CDC couplingu, jelikoz je methoxy skupina v poloze ortho nutna

pro syntézu boehmenanu D 58 3!

OCH
Q@\ . PCHs coc ’
A\
OH +> ol OH
OH g o
OCHj,4 OCHj,3
72

OCHj; OCH3
70 71

Obr. 19 Schématické znazornéni CDC couplingu vedouciho ke skeletu boehmenant 72, kdy charakter zvyraznénych
postrannich skupin negativné ovlivnil priibeh reakce.

1.4.2 Esterovy coupling

Mgr. Barbus¢akova se pokusila pfipravit boehmenan X 60 jesté jinym zpusobem, a to
cestou esterového homocouplingu methylestetru kyseliny ferulové 73 (Obr. 20).
Vychozimi latkami zde byli Wittigova stul, MOM-chranéna (methoxymethyl-chranéna)
kyselina kumarova a chranény L-prolin, ktery mél tlohu chiralni pomocné skupiny.
Syntéza byla zahajena Wittigovou reakci wvanilinu s Wittigovou soli s pomoci
mikrovinného zareni. Radikéalova reakce dal§iho kroku (homodimerizace) probihala
za pritomnosti Ag>0 a poskytla racemicky benzofuran 74. Vzhledem k malym vytézkiim
tohoto kroku bylo nutné reakci nékolikrat opakovat pro ziskani dostatecného mnozstvi
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meziproduktu. Reaktivni fenolicky hydroxyl byl v dal§im kroku ochranén terc-
butyldimethylsilyl skupinou. Pivodni plan pouziti chiralni pomocné skupiny pro
oddéleni enantiomerti nebyl realizovan vzhledem k neuspésné syntéze chranéného L-
prolinu, byla v§ak navic navrzena cesta k selektivnimu zavedeni odliSného postranniho
fetézce. Ani esterovy coupling neposkytl uspokojivé vysledky syntézy neolignand
s benzofuranovym skeletem, jelikoz cilové latky maji odliSné postranni fetézce a tato

navrzena metoda poskytovala pouze homodimery.”

o} HsCO
o \=0
HsCO Hico” F Ag,0 Pl 5
+ 5 HsCO o
| oH OH 5
OCHj OCHj I ocH
73 73 74  OCHs ®

Obr. 20 Schematické zndzornéni homodimerizacni reakce methylester( kyseliny ferulové 73 vedouci k benzofuranu
se strukturou 74.

1.4.3 Suzuki-Miyaura coupling

Zcela jiny pfistup k syntéze benzofuranového skeletu neolignanti byl zvolen v bakalaiské
praci Mgr. Vyslouzilové (Obr. 21). Latka 79 méla byt pfipravena pomoci Suzuki-Miyaura
couplingu boronové kyseliny 77 s arylhalogenidem 78. Vyhodou pouzitého couplingu
bylo vyuziti stabilnich reakcnich partnerd a moznost prace v protickém prostiedi.
Katalyzatorem byl komplex palladia v ox. stavu 0 (PdCla(dppf)-CH2Cl2 je pouzit jako
pre-katalyzator). Po uspé$né syntéze benzofuranového skeletu 79 byla proveden pokus
o trans-selektivni redukci dvojné vazby benzofuranu kovovym hoic¢ikem. Tato redukce

se viak ukazala jako nereprodukovatelna.®?

X OCH; 5
o 0__0 \C[
0 N (o]
Nf\g OPG O OCH,
OH T8
H 76 N, _
— A - C-Cor
OH (0] OH Suzuki o]
75 77 coupling 79

Obr. 21 Schematické zndazornéni syntézy Idtky 79 s benzofuranovym skeletem pomoci Suzuki-couplingu za
pritomnosti boronové kyseliny 77, jejiZ priprava vychdzela z aldehydu 75 a diazoldtky 76.

Navrzeny postup byl poté rozsifen na studium cyklizace salicylaldehydu 75 s a-
substituovanymi diazoslouceninami 80 v bakalarské praci Bc. Stfizové. 1 zde se ale
ukdézalo, ze vyvijena metoda je velice Gzce aplikovatelnd (limitace z pohledu sterické
a elektronické substituce) a neni vhodna pro pripravu Sirokého mnozstvi (z pohledu
substituce) cilovych derivati. Pivodné navrzena hypotéza o potencialni tvorbé

benzofuranu 81 s kvarternim centrem se nepotvrdila (Obr. 22).%3
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Obr. 22 Schematické znazornéni potencidlni tvorby benzofuranu 81 s kvarternim centrem reakci aldehydu 75
s diazoldatkou 80.

Jelikoz Zadny z predchozich postupi nepfinesl uspokojivé vysledky, rozhodli jsme
se vyzkouset novy — tranzitnimi kovy mediovany — pfistup k neolignanim a navazat
na vyuziti komercné dostupného aldehydu a pfipravenych diazosloucenin jako vychozich

latek.
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2.  Vysledky a diskuze

Cesta za jednoduchou syntézou zdanlivé neslozité latky maze byt mnohdy klikata. Jak
bylo nastinéno v kapitole 1.4., prace né€kolika mych predchidci se zaméfila na hledani
vhodného pristupu k syntéze benzofuranového skeletu neolignant (NL3), avSak
s neuspokojivym vysledkem. Jak nam pfipomina Google Scholar: stdjte na ramenou
obri“, jala jsem se pokraCovat v jejich snaze a v predloZzené diplomové praci jsem

se snazila o rozsifeni moznosti piistupu k univerzalni syntéze benzofuranového skeletu

vvvvvv

2.1. Retrosyntéza

Novy pristup, ktery jsme se rozhodli ve skupiné reprodukovat, nabizi Sirokou Skalu
moznosti modularity a dle publikace, ze které jsme vychazeli, slibuje i vysoké vytézky.”’
V navaznosti na praci Be. Stfizové jsme mohli vyjit ze stejnych vychozich latek, tedy
salicylaldehydu 75 a a-substituovanych diazosloucenin 83 (Schéma 1). Novym prvkem
je klicovy krok annulace (tvorba cyklu), ktery vyuziva katalyzy tranzitnim kovem,
v naSem pfipadé byl vyuzit katalyzator se stabilnim Rh(III). Detailni mechanismus
cyklizace bude diskutovan v dalsich kapitolach.

1) ] O O
\—" Kkat. Rh(lll) v R WLO A~ BN /@)\ ©\)\
N — R= A '
R + N, ~o o
OH a b c |
75

0]

(0]

82 83a-c

Schéma 1: Retrosyntéza Idtky 82 s benzofuranovym skeletem, kde klicovym krokem je katalyzované reakce mezi
aldehydem 75 a vybranymi diazoldtkami 83a-c.

2.2 Priprava diazosloucenin 83a-c

Pro studium annula¢ni reakce jsme zvolili vychozi diazoslou¢eniny 83a-c tak, abychom
v pocatku prace otestovali reprodukovatelnost publikované metody a zaroveinl jsme
roz§ifili moznosti annulace’’ o dalsi, v té dobé nepublikované, vychozi latky, potencialné
vhodné pro nasSe cilové struktury. Zaroven jsme vyuzili prilezitost experimentovat
s moznym sterickym branénim postrannich fetézcti na aromatu pfi katalyzované reakci.

Nasledujici podkapitoly shrnuji kroky, vedouci k jejich priprave.

30



2.2.1 Priprava ethyl 2-diazo-3-oxobutanoatu (83a)

Nejjednodussi vychozi diazolatka 83a s methylovym postrannim fetézcem v a-poloze
vedle diazo- funk¢ni skupiny byla pfipravena reakci ethyl 3-oxobutanoatu 84 s azidem 4-
acetamidoenzensulfonylu 85 (Schéma 2). Diazotransfer probéhl za laboratorni teplot
s vytézkem 92 %. Reakce byla sledovana pomoci TLC a po zreagovani vychozich latek
84 a 85 byla ukoncena po 16h a nasledné probéhla purifikace produktu této reakce (83a)
pomoci sloupcové chromatografie (CC) na silikagelu jako stacionarni fazi. Jako mobilni

faze byla vyuzita smés PE:EtOAc v poméru 4:1.

o ©
)Ol\/?l\ o \\s\\/N\N@i EtsN (1,4 ekviv.) 79
O e R
)I\N DCM N,
H RT
84 85 (1,2 ekviv.) 16h, Ar atm. 83a
92 %

Schéma 2: Priprava diazoldtky 83a s vyuZitim azidu sulfonylu 85 a B-ketoesteru 84.
2.2.2 Priprava ethyl 2-diazo-3-(4-methoxyfenyl)-3-oxopropanoatu (83b)

Dalsi ptipravovana diazolatka 83b obsahovala aromatickou skupinu s postranni methoxy
skupinou v poloze para, jez reprezentovala kladny mezomerni efekt avSak bez vlivu
na sterickou narocnost v nasledujicich reakcich. Postup byl obdobny jako pfi pfipravé
predchozi latky 83a (Schéma 3). Diazotransfer na ethyl 3-(4-methoxyfenyl)-3-
oxopropanoat 86 byl opét zajistén azidem 85 a nasledné zpracovani a purifikace ethyl 2-
diazo-3-(4-methoxyfenyl)-3-oxopropanoatu 83b byly uskuteCnény stejnym zpusobem
jako v pripade¢ latky 83a s 96% vytéznosti.

©

O,
\ N O O
" o \s\\/ \Ne\ EtsN (1,4 ekviv.)
O AR S o~
N DCM ~ N,
\O H RT O
86 85 (1,2 ekviv.) 72h, Ar atm. 83b

96 %

Schéma 2: Priprava diazoldtky 83b s vyuZitim s vyuZitim azidu sulfonylu 85 a substituovaného 8-ketoesteru
86.
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2.2.3 Priprava ethyl 2-diazo-3-(2-methoxyfenyl)-3-oxopropanoatu (83c)

Pro studium sterického charakteru vychozi latky na nasledujici annulacni krok byl zvolen
u posledni diazolatky postranni aromaticky fetézec s methoxy skupinou v poloze ortho.
Pro tuto syntézu byl vyuzit odlisny pfistup nez v pfipadé predchozich dvou latek 83a
a 83b a skladal se ze dvou casti — tvorba a-diazo-f-hydroxykarbonylu a jeho néasledna
oxidace (Schéma 4). V prvnim kroku byl 2-methoxybenzaldehyd 86 reagovan s ethyl 2-
diazoacetatem 87, pfiCemz jako organokatalyzator byl pouzit nenukleofilni 1,8-
diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-en  (DBU). Vznikly ethyl 2-diazo-3-hydroxy-3-(2-
methoxyfenyl)-3-oxopropanoat 88 byl precistén pomoci CC a poté byl podroben
selektivni oxidaci pomoci selektivniho Dess-Martinova perjodinanu (DMP), pfi které byl
sekundarni alkohol pfeménén na keton za pokojové teploty #*83% Vysledny ethyl 2-
diazo-3-(2-methoxyfenyl)-3-oxopropanoat 83c¢ byl po purifikaci na CC izolovan
s celkovym vytézkem 35 % (po dvou zminénych krocich).

Q Q  DBU (0.1 ekviv.) oH a DMP (1,2 ekviv.) o 0
b -y e (TS ey f
MeCN N DCM N
o N2 RT 0 2 RT 0 2
[ 48h, Ar atm. [ 48h, Ar atm. [
86 87 (3 ekviv.) 88 83c

35%

Schéma 4: Priprava diazoldtky 83c ve dvou krocich, kdy byl hydroxy-meziprodukt 88 oxidovdn pomoci DMP.

2.3 Rh(III)-katalyzovana syntéza benzofuranového skeletu (82)

Po pripravé 2-diazo-3-ketoestert 83a-c bylo mozné pokracovat ve zkoumani dalsiho
kroku mé experimentalni prace, jez =zahrnoval optimalizaci annulaéni reakce
se salicylaldehydem 75 katalyzované Rh(III) a zhodnoceni vlivu sterické narocnosti

vychozich diazolatek 83b-c na uspesnost reakce.

2.3.1 Rh(III)-katalyzovana annulace

Jak jiz bylo zminéno v teoretické Casti, inspiraci pro vyuziti zvoleného pfistupu
pro syntézu neolignani s benzofuranovym skeletem byla publikace popisujici cestu
derivatizace dostupného salicylaldehydu 75 pomoci diazolatek cestou C-H aktivace,
dekarbonylace a nasledné annulace vjednom katalytickém cyklu. Navrzeny
mechanismus tohoto cyklu je vyobrazen na Schématu 5.

V prvnim  kroku zobrazuje tvorbu kationického aktivniho katalyzatoru

[Cp*Rh{ID]*™  z prekatalyzatoru  [dimer  dichlor(pentamethylcyklopentadienyl)
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rhodia(IIT)] po ptidavku bis(trifluoromethhansulfonyl)imidu strfibrného (AgNTf>), ktery
favorizuje prave tvorbu benzofuranu 82 (narozdil od AcOH, kdy je produktem annulacni
reakce chromon). Pouzité (NTf2)" anionty jsou kvuli objemné struktufe v katalyzatoru
vice vzdalené od atomu Rh, proto se formalné€ znaci dvé valencni sféry. Jelikoz je Rh
siln€ oxofilni, dochazi v dalsim kroku ke koordinaci na hydroxylovou skupinu aldehydu
a nasledné k C-H inzerci, pfi¢emz dochazi ke tvorbé penta-metalo cyklu 89. Nasledné
vystépeni molekuly plynu — CO — posune rovnovahu k dal§imu kroku, kdy vznikne tetra-
metalo cyklus 90. Po vstupu diazolatky 83a-c, jako dalsi reak¢ni slozky, dojde
k odstoupeni dalsi plynné slozky — molekuly N> — tim se opét posune rovnovazna reakce
k meziproduktu 91 a v dal§im kroku je vznikly komplex reorganizovan interni migraci
tak, zZe je favorizovan stabilnéj§i pétiCetny cyklus 92. Protonace v tomto kroku vede
k regeneraci aktivniho katalyzatoru anéslednd intramolekularni dehydratace vzniklé
molekuly 93 k pozadovanému benzofuranovému derivatu 82.

Optimalizace reak¢nich podminek dovolila autorim publikace vyzkouset syntézy
mnoha variant benzofuranovych derivatd svytézky 57-90 % avSak zde nebyly
vyzkouseny derivaty obsahujici substituovanou fenyl skupinu.”’ S ptihlédnutim k vybéru
latek 20-44, o nichz pojednavala teoreticka Cast mé prace, je ziejmé, ze pfirodni zdroje
poskytuji mj. derivaty neolignanti se substituovanym aromatickym postrannim fetézcem
R. Abychom se tedy pokusili pfiblizit pfirodnim derivatim, zvolili jsme vychozi

diazolatky dle tohoto kritéria.
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Schéma 5: Katalyticky cyklus, jeZ vyuZivd posunu rovnovdhy smérem k produktu s benzofuranovym skeletem 82
pomoci odstupujicich plynnych molekul CO a N, (detekovdno vznikem bublinek v reakcni smési). Po aktivaci pre-
katalyzatoru se vysraZi AgCl a diky chemickym vlastnostem vzniklého katalyzatoru dojde k C-H inzerci, vystépeni
molekuly CO a tvorbé tetra-metallo cyklu 90, ke kterému pristupuje vybrand diazolatka 83a-c. Odstoupeni plynného
dusiku posune rovnovaznou reakci ddle a tetra-metallo cyklus 91 podstoupi samovolné preménu na stabilnéjsi penta-
metallo cyklus 92. Ndsledné okyseleni a dehydratace zajisti tvorbu produktu a katalyzdtor je regenerovdn do dalsi
smycky reakce.
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2.3.1.1 Optimalizace Rh(III)-katalyzované reakce

2.3.1.1.1 Syntéza ethyl 2-methylbenzofuran-3-karboxylatu (82a)

Prvnim tkolem pfi testu nového typu syntetické reakce je pokus o reprodukci podminek,
jez byly publikovany. S vyuzitim doporucenych reakcnich podminek byla v§ak vytéznost
produktu 82a nizsi, nez uvadéla publikace. Byla provedena série optimalizacnich reakci
(Tab. 1), kde byly otestovany rtizné poméry vychozich latek 75 a 83a nebo byl sledovan
vliv rychlosti pfidavku diazolatky do reakéni smési. Ekvivalenty byly rozdéleny
a v experimentech #3-6 byl druhy ekvivalent diazolatky 83a napf. pfidavam postupné
pomoci automatické jehly rychlosti 2,5 ml/h.

Vyzkouseli jsme také vliv ptidavku katalyzatoru [RhCp*Clz]2 (Tab. 1) nebo jeho
aktivatoru AgNTT> (Graf 1 a Graf 2). Dvojnasobny pfidavek AgNTf> nezvySuje konverzi
vychozich latek na produkt. Toto ,pseudokinetické® méfeni surové reakéni smeési
probihalo nasledujicim zptisobem: Z reakéni smeési byly postupné (kazdych 20 minut,
pted a po pridavku diazolatky 83a, pfed ukonCenim reakce) odebirany mikropipetou
alikvoty smési (100 ul) tak, abychom ziskali data o pribéhu celé reakce a sledovali, jak
se vyviji ubytek salicylaldehydu 75 a pfibyva produktu reakce 82a. Alikvot byl vzdy
rozpustén ve 450 ul 0,1M DCM (bezvody, funkce vnitiniho standardu) v CDCls. Kazdy
takto piipraveny vzorek byl ihned méfen na NMR (32 scantl) a na ziskaném 'H spektru
byly sledovany peaky typické pro latky 75 a 82a. Jejich pomér byl zadan do piepoctové

tabulky, jez zpracovala konverzi vychozich latek na produkt.

0 O O [RhCp*Cl,], (0,025 ekviv.) o)
d” . )J\"/U\O/\ AgNTf, (0,2 ekviv.) _ NG
A\
OH N2 DCE
50 °C o
75 83a (3 ekviv.) 24h, Ar atm. 82a
62 %

Schéma 6: Optimdlni reakéni podminky pro syntézu ethyl 2-methylbenzofuran-3-karboxyldtu 82a.
Vysledkem optimalizace je vyhodnoceni reak¢nich podminek reakce #7 jako
nejvhodnéj§i pro dalsi experimenty (spotieby katalyzatoru a AgNTf> co nejmensi
a nejvyssi dosazeny vytézek). Izolovany celkovy vytézek ethyl 2-methylbenzofuran-3-
karboxylatu 82a byl 62 % (Schéma 6).
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Graf 1 Pridavek 0,2 ekviv. AgNTf,. Modrd linka 75, oranZovd linka 82a.
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Graf 2 Pridavek 0,4 ekviv. AgNTf,. Modrd linka 75, oranZovd linka 82a. Viyssi mnoZstvi aktivdtoru
katalyzdtoru nemélo vliv na vyssi konverzi vychozich Idtek 75 a 83a v produkt 82a.

83a
(ekviv.)

kat.
(ekviv.)

AgNTf,
(ekviv.)

Vytéznost
82a

Plvodni podminky

4 0,025 0,2 62 % (83a) 2, +1, +1 ekviv. vzdy po 1h

2 0,025 0,2 nd | B+ ekvzifg, (r:ﬁ/zr:;)k v 5 ml DCM,
2 0,050 0,2 L e ekvzi\,/é (r:ﬂ/zr:())k v 5 ml DCM,
2 0,050 0,4 nd | B+ ekvzifg (r:ﬁ/zr:;)k v 5 ml DCM,

(83a) 1, +1+1 ekviv. po 1h

3 0,025 0,4 n. d. (83a) 2, +1 ekviv. po 1h

Tab. 1 Optimalizace reakcnich podminek pro katalytickou annulaci vedouci k produktu 82a.
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2.3.1.1.2 Syntéza ethyl 2-(4-methoxyfenyl)benzofuran-3-karboxylatu (82b)

Po optimalizaci reak¢nich podminek (kap 2.3.1.1.1) byla katalytické reakce vyzkousena
na dal$i vychozi diazolatce 83b. Pfi prvnim nasazeni reakce byl sice vytézek 82b pouze
16 %, nicméné pii purifikaci reakcni smési byl izolovan a poté kompletné charakterizovan
vedlejsi produkt reakce, latka 84. Urceni struktury latky nebylo na prvni pokus
jednoduché a byly potieba i pokrocilé 3D analyzy. Kdyz bylo znamo, co muzeme
o¢ekavat v reakcich, bylo zjisténo, ze vedlejsi produkt se ve smési s produktem vyskytuje

ve 20% objemu (dle NMR signalu).

o [RhCp*Cly]; (0,025 ekviv.) ¢

O O
; O,
H o+ o AgNTTf, (0,2 ekviv.) . ~— O—/
OH ©O N2 DCE - O p O d+ %
[ 50 °C 0 o 0
75 83b (2 ekviv.) 24h, Ar atm. 82b 84
62 % 20 %

Schéma 7: Optimalizované podminky pro syntézu ethyl 2-(4-methoxyfenyl)benzofuran-3-karboxyldtu 82b
s vyobrazenim struktury vedlejsiho produktu 84.

B3D a AQ Sydqle

5 0
Identifikovan a izolovan vedlejsi
2 0,025 0,2 16 % orodukt 84
4 0,025 0,2 n. d. =
3 0,025 0,2 35 % (83a) 2, +1 ekviv.; detekce 84 na NMR
d 1 0,025 0,2 39 % detekce 84 na NMR
2 0,025 0,2 33 % detekce 84 na NMR

Tab. 2 Optimalizace reakcnich podminek pro katalytickou annulaci vedouci k produktu 82b, soucasné byla zjisténa
pritomnost vedlejsiho produktu reakce 84.

Vyizolovany vedlejsi produkt 84 nebyl v pivodni publikaci nikde zminén, byl proto
navrzen pravdépodobny mechanismus vzniku tohoto vedlej§iho produktu (Schéma 8).
Misto toho, aby dochazelo k C-H inzerci, jde reakce smérem na kyslik karbonylu.
Vychazi to zreaktivity diazoslouCeniny, ktera je dvojité aktivovana, to znamena
ze vznika enolat, ktery atakuje aldehyd. Tento mechanismus neni nijak experimentalné

prokazany, jde pouze o hypotézu.
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Schéma 8: NavrZeny mechanismus vzniku vedlejsiho produktu 84a, ktery doprovdzi katalytickou annulacni reakci.
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3. Zavér

V této diplomové prace jsem se zaméfila na pripravu latek s benzofuranovym skeletem
za pomoci Rh(Ill)-katalyzované annulace, jez vychazela ze salicylaldehydu a diazolatek
s riznymi postrannimi fetézci tak, abychom vysledné produkty piiblizili ptirodnim
latkam, které byly inspiraci pro tuto praci (boehmenany). Optimalizace reakénich
podminek Rh(II)-katalyzované reakce vedla k castecné uspokojivym vytézkim,
nicméné pii syntéze ethyl 2-(4-methoxyfenyl)benzofuran-3-karboxylatu byl detekovan
jesté vznik vedlejsiho produktu, o kterém nebylo referovano v pivodni publikaci, coz
podnitilo nasi zvédavost v dalSim zkoumani, jaky jiny vedlej§i mechanismus by mohl vést
ke vzniku vedlejsiho produktu této reakce, pokud vznika az s 20% zastoupenim dle NMR
detekce. Sledovani reakce v realném Case nam také pomohlo ujistit se, ze vyssi piidavek
aktivatoru katalyzatoru nezvysuje konverzi vychozich latek na produkt. Sledovani reakce
jsme aplikovali také pfi zkoumani pribéhu reakce syntézy ethyl 2-methylbenzofuran-3-
karboxylatu. Posledni cilovy produkt ethyl 2-(2-methoxyfenyl)benzofuran-3-karboxylat
nebyl bohuzel detekovan, nejspise kviili znemoznéni pribéhu reakce polohou postranni

methoxy-skupiny na aromatickém postrannim fetézci diazolatky.
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4.  Experimentailni Cast

4.1 Obecné informace

Vsechny popsané reakce byly provedeny v bezvodém prostiedi pod inertni atmosférou
argonu a pouzité aparatury byly pfed zahajenim syntéz zihany plamenem.

Meétreni NMR spekter bylo provadéno za laboratorni teploty na spektrometru
JEOL EXA400II pti frekvencich 400 MHz (‘H) a 101 MHz (**C) nebo JEOL 500 ECA
s frekvencemi 500 MHz (‘H) a 126 MHz (*C). Vzorky pro méfeni byly rozpustény
v deuterovaném rozpoustédle CDCIl3 pro néjz jsou chemické posuny zbytkového
nedeuterovaného rozpoustédla nasledujici: 7.27 ppm (‘H) a 77.16 ppm (**C). Protonov¢é
vazebné vzory jsou oznaCeny nasledovné: singlet (s), dublet (d), dublet dubletd (dd),
triplet (t), triplet tripletd (tt), quartet (q) a multiplet (m).

Na spektrometru TSQ Quantum ACCES (Thermo Scientific, USA) s ionizacnim
zdrojem ESI+ byla provadéna méfeni hmotnostnich spekter. Pro méfeni hmotnostnich
spekter s vysokym rozliSenim (HRMS) byl vyuzit hmotnostni spektrometr Agilent 6230
s vysokym rozliSenim sionizaci elektrosprejem (ESI) a analyzatorem doby letu
pracyjicim v pozitivnim nebo negativnim rezimu plného skenovani v rozsahu 100-
1700 m/z.

Pro sloupcovou chromatografii (CC) byl vyuzit silikagel (velikost pérd 60 A,
velikost castic 230-400 mesh) jako stacionarni faze a smési hexan : EtOAc
nebo petrolether (PE) : EtOAc (V/V) jako faze mobilni. Pfi déleni CC bylo pouzito
postupného gradientu, kdy polarnéjsi Cast mobilni faze byla skokové pfidavana
do mobilni faze (naptiklad byl pomér hexan : EtOAc = 40:1 — 20:1 — 10:1 — 4:1 —
2:1). Eluované frakce byly odebirany po 10 - 30ml frakcich a jejich obsah byl pribézné
monitorovan pomoci TLC na silikagelu. Byly pouzity aluminiové desky pokryté
silikagelem 60 SIL G/UV254 s fluorescentnim indikatorem (Sigma-Aldrich
nebo Machery-Nagel). Jednotlivé sloucCeniny pfitomné v reak¢ni smési byly detekovany
pomoci UV zafeni (A = 256 nm nebo 366 nm) a déle byly vizualizovany pomoci
vizualizaCnich roztokd. Frakce obsahujici stejny produkt byly spojeny a nasledné
odpareny na rotac¢ni vakuové odparce (RVO).

Teploty tani byly méfeny na pfistroji SMP 30 (Stuart) a nejsou korigovany.
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4.1.1 Vizualiza¢ni roztoky pro TLC

Zasadity roztok KMnQOs byl pfipraven rozpusténim 9 g KMnO4 a 20 g K2CO3 ve 200 ml
vody s 1,25 ml 10% NaOH. Vanilinovy roztok byl pfipraven rozpusténim 2 g vanilinu
ve 100 ml ethanolu osahujicim 1 ml koncentrované H>SO4. Hannesiantv roztok (PMA)

byl pfipraven rozpusténim 12 g kyseliny fosfomolybdenové v 250 ml ethanolu.

4.1.2 Vizualni prehled experimentalni ¢asti

o} Oy okt
N3 o o
o o ° S5 Et;N A
)J\/U\ + O — Me OEt  — — Me
Me OFt M chcl o d
Me” N 2Cl Nz
H 62% (57 % 1)
3 equiv H
OH °
OEt
o] o o .
2 Ns 1 equiv OEt
U OV -2 o oo o
Ot N MO N, o d 0
MeO' 62 %

CH,CI;
e 2 equiv [RhCp*Cl], (0.0125 mmol),
AgNTf, (0.1 mmol),
1,2-DCE (0.2M),
50°C,24h, )
o o0 atmosféra argonu OEt 0,

OgH
o 1. DBU/ CHyCN 0,
OMe + OEt — TN\ N\ >
ek X O T (0
2. DMP/ CH,Cl, Nz o
i MeO
-

VP (20 %)

4.2 Postup organické syntézy
4.2.1 Syntéza vychozich diazoslucenin
4.2.1.1 Syntéza ethyl 2-diazo-3-oxobutanoatu (83a)

©

o)
M o ‘\s\\’N\N? ELtN(dekviv) [
o~ g Y S ey K
N DCM N,
H RT
84 85 (1,2 ekviv.) 16h, Ar atm. 83a
92 %

Ethyl 3-oxobutanoat 84 (1,03 g; 7,76 mmol; 1,0 ekviv.) byl za laboratorni teploty
rozpustén v dichlormethanu (DCM) (31 ml) a nasledné byl k nému pfidan trimethylamin
(EtsN; 1,52 ml; 10,9 mmol; 1,4 ekviv.). Vznikla smés byla michana pfi laboratorni teploté
po dobu 5 minut. Poté byl do smési pfidan azid 4-acetamidobenzensulfonylu 85 (2,31 g;
9,31 mmol; 1,2 ekviv.) a vysledna suspenze se nechala michat po dobu 16h. Organické
rozpoustédlo bylo odpateno ze smési pomoci rota¢ni vakuové odparky (RVO) a oranzovy
odparek byl nésledné purifikovan na CC (SiO2; PE:EtOAc = 4:1). Hledany produkt
reakce byl na TLC detekovatelny pouze pomoci UV zafeni, ostatni vizualizacni Cinidla
produkt nezobrazila. Frakce obsahujici produkt 83a byly spojeny a odpafeny na RVO.
Vysledny produkt byl ziskan jako zluta olejovita kapalina (1109,2 mg; 92 %).
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Rt =0,5 (PE : EtOAc 4:1)

"H NMR (500 MHz, Chloroform-d) 6 4.29 (q, J=11.8, 0.8 Hz, 4H), 2.48 (s, 4H), 1.33 (t,
J=16.6, 0.0 Hz, 6H)

3C NMR (126 MHz, Chloroform-d) & 190.45, 161.59, 61.60, 28.43, 14.48

MS (APCI), m/z (%): [M+H]" 157,1

HRMS vypocteno pro COH8N203- [M-H]-: ..., nalezeno ....................

4.2.1.2 Syntéza ethyl 2-diazo-3-(4-methoxyfenyl)-3-oxopropanoatu (83b)

o ©
e 9 o \\s\\/ N\N@\ Et;N (1,4 ekviv.) 29
A e
O H RT O
86 85 (1,2 ekviv.) 72h, Ar atm. 83b

96 %

Ethyl 3-(4-methoxyfenyl)-3-oxopropanoat 86 (2,32 g; 10,2 mmol; 1,0 ekviv.) byl
za laboratorni teploty rozpustén DCM (40,9 ml) a nasledné byl k nému pfidan EtsN
(1,99 ml; 14,3 mmol; 1,4 ekviv.). Vznikla smés byla michana pii laboratorni teploté
podobu 5 minut. Poté byl do smési pifidan ve trech castech azid 4-
acetamidobenzensulfonylu 85 (3,04 g; 12,3 mmol; 1,2 ekviv.) avysledna suspenze
se nechala michat po dobu 72h. Organické rozpoustédlo bylo odpatfeno ze sméesi pomoci
RVO a odparek byl nasledné purifikovan na CC (SiO2; PE:EtOAc = 4:1). Hledany
produkt reakce byl na TLC detekovatelny pouze pomoci UV zafeni. Frakce obsahujici
produkt ethyl-2-diazo-3-(4-methoxyfenyl)-3-oxopropanoat 83b byly spojeny a odpateny
na RVO. Vysledny produkt byl ziskan jako zluta krystalicka latka (2434,7 mg; 96 %).

R = 0,4375 (PE : EtOAc 4:1)

m. p. = 40,2 — 40,5 °C

'H NMR (500 MHz, Chloroform-d) & 7.67 (dt, J = 27.4, 2.4, 0.0 Hz, 4H), 6.90 (dt, J =
4.8 Hz, 1H), 4.26 (q, 9H), 3.86 (s, 6H), 1.29 (t, J = 12.2 Hz, 7TH)

13C NMR (126 MHz, Chloroform-d) § 185.53, 163.27, 161.50, 131.19, 129.51, 113.26,
61.68, 55.57, 14.44

MS (ESI+), m/z (%) [M+H]*: 249,1 (97%)
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4.2.1.3 Syntéza ethyl 2-diazo-3-hydroxy-3-(2-methoxyfenyl)-3-oxopropanoatu (88)
OH O

DBU (0 1 ekviv.)
d” * ”OJ\ o
MeCN o N,

| 48h, Ar atm. I
86 87 (3 ekviv.) 88

67 %

Ethyl 2-diazoacetat 87 (7,57 ml; 10,8 mmol; 3,0 ekviv.) byl rozpustén v acetonitrilu
(MeCN; 26 ml) a michan 5 minut pfi teplote 0 °C v ledové 1azni. 2-methoxybenzaldehyd
86 (500 mg; 3,6 mmol; 1,0 ekviv.) byl spolu s DBU (0,0548 ml; 0,36 mmol; 0,1 ekviv.)
rozpustén v MeCN (16ml) a tento roztok byl po kapkach ptidan do reakéni smési, ktera
se poté nechala oteplit na laboratorni teplotu. Takto byla michana po dobu 21 hodin.
Reakce byla nasledujici den ukoncena pridanim roztoku NaHCO3 (40 ml) a meziprodukt
88 byl extrahovan do CH2Cl> (3x20 ml). Pfed posledni extrakci byl do smési pfidan
nasyceny roztok NaCl. SlouCené organické faze byly vysuSeny bezvodym Na>SOs
a preCiStény vakuové pres fritu. Organické rozpoustédlo bylo odpafeno na RVO
a odparek byl nasledné purifikovan na CC (Si02; PE:EtOAc = 4:1). Ziskany ethyl 2-
diazo-3-hydroxy-3-(2-methoxyfenyl)-3-oxopropanoat 88 je zluta olejovita kapalina (607
mg; 67 %).

Rr= 0,26 (hexan:EtOAc 4:1)
'"H NMR (500 MHz, Chloroform-d) § (ppm):

4.2.1.4 Syntéza ethyl 2-diazo-3-(2-methoxyfenyl)-3-oxopropanoatu (83c)

OH O o O

DMP (1,2 ekviv.)
MO/\ D O/\
N DCM
o 2 RT o N2
[ 48h, Ar atm. |
88 83c

52 %

Ethyl 2-diazo-3-hydroxy-3-(2-methoxyfenyl)-3-oxopropanoat 88 (607 mg; 2,42 mmol;
1 ekviv.) byl za laboratorni teploty rozpustén v DCM (4,83 ml) a poté byl ptidan DMP
(1290 mg; 2,9 mmol; 1,2 ekviv.). Vznikla reak¢ni smés byla michana po dobu 48 hodin.
Pro ukonceni oxidasni reakce byl do smési pridan roztok NaHCO3 (20 ml) a produkt 83¢
byl extrahovan do CH>Cl> (3x20 ml). Pted posledni extrakci byl do smési pfidan
nasyceny roztok NaCl. SlouCené organické faze byly vysuSeny bezvodym Na>SOs
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a preCiStény vakuové pres fritu. Organické rozpoustédlo bylo odpafeno na RVO
a odparek byl nasledné purifikovan na CC (Si02; PE:EtOAc = 4:1). Ziskany ethyl 2-
diazo-3-(2-methoxyfenyl)-3-oxopropanoat 83c je zluta olejovita kapalina (310,6 mg;
52 %).

R¢= 0,625 (PE:EtOAc 1:1)
'"H NMR (500 MHz, Chloroform-d) § (ppm):
3C NMR (126 MHz, Chloroform-d) & (ppm):

4.2.2 Syntéza latek s benzofuranovym skeletem

4.2.2.1 Syntéza ethyl 2-methylbenzofuran-3-karboxylatu (82a)

o) O O [RhCp*Cl,], (0,025 ekviv.) 1)
. o)
©5LH . )H(”\O/\ AGNTH, (0.2 ekviv) N
o A\
OH N2 DCE
50 °C 0
75 83a (3 ekviv.) 24h, Ar atm. 82a
62 %

Do 1,2-DCE (4,75 ml; 0,95 mmol; 1 ekviv.) byly za laboratorni teploty a za stalého
michani postupné pridany nasledujici vychozi latky: salicylaldehyd 75 (100 ul; 0,95
mmol; 1 ekviv.), katalyzator [RhCp*Clz]> (14,8 mg; 0,0237 mmol; 0,025 ekviv.)
a AgNTf2 (76 mg; 0,19 mmol; 0,2 ekviv.). Poté byl piidan ethyl 2-diazo-3-oxobutanoat
83a (262 ul; 1,90 mmol; 2 ekviv.) a reak¢éni smés byla zahfivana pomoci olejové lazné
na 50 °C. Po hodin¢ od zacatku reakce byl do michané reakcni smeési pfidan jesté jeden
dil ethyl 2-diazo-3-oxobutanoatu 83a (131 ul; 0,95 mmol; 1 ekviv.) a reakce pokracovala
za stejnych podminek dalSich 24 hodin. Po ukonceni reakce se smes nechala ochladit na
laboratorni teplotu a workup byl proveden pomoci EtOAc (3x20 ml). Nasledovala
vakuova filtrace pres kfemelinu a filtrat byl odpafen na RVO. Odparek byl poté
purifikovan na gradientové CC (SiO2; PE:EtOAc = 40:1 — 20:1). Ziskany ethyl 2-
methylbenzofuran-3-karbobxylat 82a (120 mg; 62 %).

R¢= 0,82 (PE:EtOAc 2:1)
'"H NMR (500 MHz, Chloroform-d) § (ppm):
3C NMR (126 MHz, Chloroform-d) & (ppm):
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4.2.2.2 Syntéza ethyl 2-(4-methoxyfenyl)benzofuran-3-karboxylatu (82b)

0O

O O
: O,
H o+ o7 AgNTf, (0,2 ekviv.) _ ~— O—/
= / 4 A\
OH O N2 DCE N O o]
[ 50 °C o o ©O
75 83b (2 ekviv.) 24h, Ar atm. 82b 84
62 % 20 %

[RhCp*Cly]; (0,025 ekviv.) @

Do DCE (4,62 ml; 0,924 mmol; 1 ekviv.) byly za laboratorni teploty a za stalého michéani
postupné piidany nasledujici vychozi latky: salicylaldehyd 75 (100 pl; 0,924 mmol;
1 ekviv.), katalyzator [RhCp*Cl2]> (14,4 mg; 0,0231 mmol; 0,025 ekviv.) a AgNTf2
(73,9 mg; 0,185 mmol; 0,2 ekviv.). Poté byl pfidan ethyl 2-diazo-3-(4-methoxyfenyl)-3-
oxopropanoat 83b (262 ul; 1,90 mmol; 2 ekviv.) a reakéni smes byla zahfivana pomoci
olejové 1azné na 50 °C. Po hodiné od zacatku reakce byl do michané reak¢ni smési pridan
jeste jeden dil ethyl 2-diazo-3-(4-methoxyfenyl)-3-oxopropanoat 83b (131 pl;
0,95 mmol; 1 ekviv.) a reakce pokraovala za stejnych podminek dal§ich 24 hodin.
Po ukonceni reakce se smés nechala ochladit na laboratorni teplotu a workup byl
proveden pomoci EtOAc (3x20 ml). Nasledovala vakuova filtrace ptes kiemelinu a filtrat
byl odpafen na RVO. Odparek byl poté purifikovan na gradientové CC (SiO2; PE:EtOAc
=40:1 — 20:1). Ziskany ethyl 2-methylbenzofuran-3-karbobxylat 82a (120 mg; 62 %)
byl doprovazen pii vedlejsim produktem ethyl benzofuran-2-karobxylatem 84 (20 %
podle NMR signalu).

Re= (PE:EtOAc 2:1)
'"H NMR (500 MHz, Chloroform-d) § (ppm):
3C NMR (126 MHz, Chloroform-d) & (ppm):

4.2.2.3 Syntéza ethyl 2-(2-methoxyfenyl)benzofuran-3-karboxylatu (82c)

[RhCp*Cl,], (0,025 ekviv.)

(0] O O o
CﬁLH + MO/\ AgNTf, (0,2 ekviv.) O\/
A\
OH o "2 DCE O
| o]
75

50 °C
83c (3 ekviv.) 24h, Ar atm. 82¢ O\
0%
Do DCE (4,61 ml; 0,921 mmol; 1 ekviv.) byly za laboratorni teploty a za stalého michani
postupné piidany nasledujici vychozi latky: salicylaldehyd 75 (100 pl; 0,921 mmol,

1 ekviv.), katalyzator [RhCp*Cl2]> (14,4 mg; 0,023 mmol; 0,025 ekviv.) a AgNTf2
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(73,7 mg; 0,184 mmol; 0,2 ekviv.). Poté byl pfidan ethyl 2-diazo-3-(2-methoxyfenyl)-3-
oxopropanoat 83c (457 ul; 1,84 mmol; 2 ekviv.) a reak¢éni smés byla zahfivana pomoci
olejové lazné na 50 °C a michana po dobu 12 hodin. Po ukonceni reakce se smés nechala
ochladit na laboratorni teplotu a byl pfidan EtOAc (20 ml). Nasledovala vakuova filtrace
ptes kiemelinu a organické rozpoustédlo z filtratu bylo odpafeno na RVO. NMR analyza
filtratu nedetekovala pfitomnost produktu ethyl 2-methylbenzofuran-3-karbobxylatu 82¢
(0 %).
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6.

Prilohy (kopie 'H a 3C{'H} NMR spekter)

1H a B3C{*H} NMR spekra ethyl 2-diazo-3-oxobutanodtu (83a)
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1H a 13C{*H} NMR spektra ethyl 2-diazo-3-(4-methoxyfenyl)-3-oxopropanodtu (83b)
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