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1. Uvod

Vyznam ptirodnich latek, popisu jejich biologické aktivity a vlivu na lidsky organismus
je neodmyslitelné spjat s lidskou civilizaci jiz od nepaméti. Kdo by si totiz nechtél ulevit
od bolesti, srazit vysokou horecku, ¢i procistit hlavu po narocném dni. A tak nasi pfedci,
at’ jiz ndhodou ¢i cilenymi experimenty, piisli na to, ze napiiklad oskrabanim zlutého
prasku ze zadni strany klry bfizy ¢i vrby a jeho rozsuspendovanim ve vodé mohu srazit
hore¢naté stavy a zmirnit bolesti kloubii ¢i pfi zZvykani listt koky mohu ,,rozjasnit mysl*
a zistat delsi dobu pfi smyslech. Tento ,,cilen¢ ndhodny vyzkum® vlivu piirodnich latek
na lidsky organizmus pak na konci 19. stoleti vedl k cilenému vyzkumu vlivu chemickych
sloucenin na lidsky organizmus a farmakologicky primysl mohl byt zrozen.

V obdobném duchu vSak pokra¢ujeme i nyni o vice jak stoleti pozdéji. Zkoumame
vliv chemickych substanci na lidsky organismus a cilené vyvijime novy typ 1ékt a 1éCiv.
A ani v této dob¢ nezistavame oddéleni od ptirody a jejich zdroji a v mnohych piipadech
se pfi tomto typu vyzkumu soustiedime na vyvoj pfirodnich anebo pfirodou
inspirovanych piirodnich latek a jejich derivati.

Ve své diplomové praci jsem se zaméfila na prozkoumani nového typu ptistupu
k syntéze benzofuranového skeletu, motivu, jez je tak asto obsazen v piirodnich latkach,
neolignanového typu. Nékteré latky tohoto typu vykazuji vysokou biologickou aktivitu
a mohou tak poskytnout medicing zajimavy zdroj 1é¢iv pro Siroké spektrum onemocnéni
¢i problémt zpusobenych patogeny (viry, bakterie, jednobunééni i mnohobunééni
parazité).

Z obecného pohledu by syntéza latek navrzenych potencidlné pro terapeutické
ucely méla byt v idedlnim piipad€ co nejefektivnéjsi a méla by zohlednit otazky ceny,
rychlosti a jeji bezpecnosti. VyuZiti tranzitnich kovi jako katalyzatord je v organické
syntéze znaéné vyuzivana od tficatych let dvacatého stoletil, protoze ¢asto pfispiva ke
snizeni poctu reak¢énich kroki, K lepsi kontrole chemo- i stereoselektivity, pfipadné
dovoluje provedeni reakci, které jsou standardnimi metodami nevyuzivajicimi tranzitnich
kovii nedosazitelné anebo dosazitelné v omezené mife. Limitem tohoto postupu je
mnohdy cena katalyzatoru a také fakt, Ze rezidua pouzitého katalyzatoru nesmi
presahnout piisné stanoveny limit ve finalnim produktu. Tranzitni kovy, resp. jejich soli,
jsou totiz v mnoha pfipadech samy o sob¢ cytotoxické, a tak by mohly zkreslit vysledky

testll biologické aktivity nebo v hor$im ptipad€ negativné ovlivnit zdravi pacienta.
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Teoreticka Cast prace vas nejprve uvede do problematiky sekundarnich metaboliti rostlin
s diirazem na aktualni poznatky o biologické aktivité produkti Sikimatové drahy —
neolignanti. O vyuziti rhodiovych katalyzatorii pii syntéze pfirodnich latek bude
pojednavat ¢ast druha. Ve vysledcich diskusi pak budou popsany syntetické postupy
zam&fené na ptipravu benzofuranového skeletu. DosaZzené vysledky, pak budou
diskutovany v ¢asti Diskuse a vysledky a vyuzité postupy popsany V experimentalni ¢asti

této prace.

1.1 Cile

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

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

3. Charakterizace piipravenych latek pomoci dostupnych fyzikalné-chemickych metod.

13



2. Teoreticka Cast

2.1 Sekundarni metabolity
Ackoli by se mohlo na prvni pohled zdat, Ze sekundarni metabolity (SM) jsou zZ ndzvu
,.druhotné* metabolity, opak je pravdou. Oproti primarnim metabolitéim se Vv rostlinach?,
houbach?® a bakteriich* sice nepodileji na hlavnich biologickych procesech nezbytnych
k bazalnimu pteziti organismu, ale hraji nezastupitelnou roli v kvalité zivota organismu.
Jejich biosyntéza je mj. indukovana v reakci na bioticky i abioticky stres® (napf.
patogeny, okus zivoc€ichy, teplota, UV zafeni, salinita pudy), G¢astni se adaptacnich
procesi a dokazou obecné velmi efektivné a rychle reflektovat aktualni potieby celého
organismu.®

Specifita sekundarniho metabolomu’ miZe byt mistni, ¢asova i druhova, kdy
muzeme sledovat rozdily v koncentracich a typu SM naptiklad z pohledu tkéanové
specifity nebo ji vyuzijeme pfi taxonomii.® Pozornost zkoumani je v soucasné dobg
zamétena nejen na jednotlivé latky (konkrétni biologicka aktivita), ale i na jejich synergii
a tim padem i na ucinek kombinaci SM, bavime-li se 0 pfipadném terapeutickém
potencialu této skupiny latek.

Celkové rozeznavame tii hlavni tfidy SM: alkaloidy, isoprenoidy a fenoly.®
Neolignany, o kterych se bude nasledné dikladnéji zabyvat teoreticka ¢ast mé diplomové
prace, jsou podskupinou fenolickych latek, resp. dimert fenylpropanoidi — jednoho

ze zékladnich stavenich kament fenolickych latek.

2.1.1 Biosyntéza fenylpropanoidi

Propojenim  mezi primadrmnim a sekunddrnim  metabolismem u  fenol
fenylpropanopidového typu je Sikimatova draha, nesouci nazev po kyseliné sikimové 6,
jez byla izolovana 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 lignanti a neolignanti — fenylpropanoid

s CsCs skeletem?.

2.1.1.1 Sikimatova draha

Vznik kyseliny Sikimové 6 (Obr. 1) zafina 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).

14



V druhém kroku je eliminovan fosfat (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), redukci, otevieni kruhu a intramolekularni aldolovou kondenzaci.

Nasledna dehydratace a dehydrogenace DHQ meziproduktu 4 je u rostlin zajisténa
bifunk¢énim enzymem DHQ dehydratasou-sikimatdehydrogenasou
(EC4.2.1.10/EC 1.1.1.25) zaspotieby kofaktoru nikotinadenindinukleotidfosfatu
(NADP). U mikroorganismt 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 spotieby 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 dréhy je tvorba kyseliny chorismové 9. Trans-1,4-
eliminace fosfatu je indukovana enzymem chorismatsynthasou (EC 4.2.3.5) za vzniku
druhé dvojné vazby cyklu. Pro tuto reakci je zapotiebi redukovany
flavinadenindinukleotid (FADH), jelikoz slouzi jako donor elektronti a iniciuje pieruSeni
vazby C-0.1213 Chorismova kyselina 9 se v tomto bodé stdva vychozim metabolitem
k tvorbé aromatickych aminokyselin dal§imi enzymatickymi pfeménami v plastidech a ty

jsou poté transportovany do cytoplasmy.

COOH
PO 1 COOH COOH COOH COOH
SU Tpf’aj ~ Q — Ay L
A
. H .
Ho' Y SN ® o HO
OH
2 4 5
COOH COOH PEP  COOH ADP ATP: COOH !
L-Phe i '
- ‘L Bt e =
L-Tyr - o COOH COOH P- v~ YOH HO Y YOH !
OH 6H : OH :
L-Tr ' i
P kys. Sikimova
9 8 7 6

Obr. 1: Schematické zndzornéni biosyntézy aromatickych aminokyselin.
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2.1.1.2 Tvorba fenylpropanoidi

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 hydroxyla¢nich, methyla¢nich a dehydrogena¢nich reakci pfeménéna
na aromatické alkoholy — monolignoly, jez slouzi jako =zakladni CeCz skelet
(fenylpropanoid) pro biosyntézu lignani a neolignanid. Konkrétné¢ se jednd o 4-
hydroxycinnamyl alkohol 14, koniferyl alkohol 15 a sinapyl alkohol 16. Zjednodusené

schéma jejich biosyntézy je na Obr. 2.

COOH COOH OH
NH, Z
E2 eliminace
—_—
HO
10 1 14
S on
hydroxylacel
MeO
COOH COOH /
HO
NH, Z 15
o OH
E2 eliminace —
—_— -
.
OH OH MeO
HO OMe
12 13 16

Obr. 2: Schematické zndzornéni tvorby latek se zdkladnim CsCs stavebnim skeletem z aromatickych aminokyselin
fenylalaninu a tyrosinu. Dimerizace ldtek 14, 15 a 16 vede ke vzniku SM (lignanu a neolignanda).

2.1.2 Benzofurany - tvorba a vyskyt v prirodé

Variant dimerizace zakladnich podjednotek fenylpropanoidii je nekolik a zavisi
na moznostech vazby stabilizovanych radikalovych intermediatt. Tento fakt spojeny
S postdimeriza¢nimi procesy (oxidace, methylace) zajistuje produkci ohromného
mnozstvi SM fenylpropanoidového typu v zavislosti na aktualni potfeb& organismu.
Pokud je vytvofena vazba mezi uhliky Cg-Cg- mluvime pak o tzv. lignanech
apokud jsou spojeny jiné nez Cg-Cg uhliky, pak o produktech mluvime jako
o neolignanech.* Na Obr. 3 (pievzato a upraveno®®) je schematicky popsana radikalova
dimerizace koniferyl alkoholu 15 za vzniku neolignanu 18 (dihydro)benzofuranového

typu s vazbou uhlikii Cg-Cs. Tvorba radikédlu je v prvnim kroku iniciovana enzymy
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peroxidasou nebo lakasou, ty v mnoha piipadech za ptitomnosti tzv. dirigentnich proteind
(cytochrom P450 dependentnich), umoziuji tvorbu naslednych dimera s vysokou regio-
a stereochemii.’®!’ Vzniklé lignany a neolignany pak primarné slouzi ke tvorbé ligninu

(opérny systém rostlin) ale dany organismu je miiZze vyuZit i jinak.'8

OH OH OH

peroxidasa
nebo lakasa

£

-H -e MeO

8-5'
radikélovy
coupling

OH
15b + 15d |—

neolignan dihydrobenzofuranového typu

16 18

Obr. 3: Priklad tvorby neolignant benzofuranového typu z koniferyl alkoholu 15 s vazbou mezi uhliky Cg a Cs: pomoci
radikdlové homodimerizace.
Doposud izolované a identifikované neolignany se daji rozd¢lit do 15 tiid podle jejich
zdkladnich strukturnich skeleti (Obr. 4).1° V pfirodé¢ nalezneme neolignany
ve vyssich rostlinich ¢eledi Lauraceae (vaviinovité),?® Labiatae (hluchavkovité),?
Rosaceae (ruzovité), Krameriaceeae (krameriovité), Pinaceae (borovicovité),
Magnoliaceae (8acholanovité), Myristicaceae (muskatovnikovité), Styracaceae
(sturadovité)?> av mnoha dalsich. Piehledn& zpracovany seznam rostlinnych zdroji
dihydrobenzofurant (typ NL3) a jejich 455 struktur znamych do r. 2020 je Kk nalezeni
v kapitole 2 knihy Benzofuran: Production and Applications (Dias et. al., 2020, editor

Murilo Sauza Barros).?
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Obr. 4: Rizné mozZnosti strukturnich typd neolignand.

2.2 Biologicka aktivita benzofuranii

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 schvélena 1é¢iva

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

antimikrobialni inhibitory komplemetu
tiviral inhibitory
antiviralni vychytévéni dopaminu
protizanétlivé <_ ©\/> ——> neuroprotektivni

antioxidaéni mhibitory enzymu
benzofuran
protirakovinné 19 analgeticke
antituberkulotické antidepresivni

Obr. 5: Priklad vsestrannych biologickych aktivit neolignanii s benzofuranovym skeletem 19.

2.2.1 Neuroprotektivni

Se zvySujicim se veékem doziti Clovéka se také zvySuje riziko rozvoje
neurodegenerativnich  onemocnéni  jako je Alzheimerova choroba (AD)%
nebo Parkinsonova choroba.?” V sou¢asné dobé Ize vyuzit pouze symptomatickou 1ébu,
ktera viak nefesi samotnou degeneraci mozkové tkané.?® V piirodé 1ze ale nalézt nékolik
zastupcu neolignantl, jez vykazuji neuroprotektivni aktivitu a mohli by v budoucnu byt
slibnymi kandidaty pro farmaceuticky primysl. Struktury vybranych zastupcii jsou

na obr. 6.
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Senilni plaky tvotfené typickymi strukturami amyloidu B (AB) jsou jednou z piicin rozvoje
AD. Indukce samovolné tvorby agregati Ap muize byt potlacena ptisobenim neolignanti
(7S,8R)-rubussinu A 20 a (7R,8S)-rubussinu B 21 izolovanych z ovoce rostliny Rubus
ideaus.?® Na agregaci AP cili i nékteré nové syntetické multi-target derivaty, napiiklad
takrin-benzofuran 22, slibujici navic inhibici acetylcholinesterasy, antioxida¢ni G¢inky
a chelataci iontdi kovi.®® Dalsi nové izolovanou latkou bojujici proti agregaci AP je
schizotenuin A 23 s aktivitou 1Cso = 2,93 uM. 3

Dalsi pfi¢inou rozpadu neuront je zvySené mnozstvi volnych radikalt. 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 ukazal jako slibny kandidat s aktivitou
ICs0 = 7,07 uM proti vysoké produkci NO.%2

R
HO— OH —OH linker \
2 N —r
HO H H o)
O~ OO ko MK
0] )
n
0
20 21 |
NS R=H,Cl

Rq = H, OMe, OH

HO OH

o) n=1,2
1o~ T o or 2
(¢} COOH OH

COOH

HO

23
HO

Obr. 6: Chemické struktury (7S,8R)-rubussinu A 20, (7R,8S)-rubussinu B 21, takrin-benzofuranu 22,
schizotenuinu A 23 a (7S,8R)-balanophoninu 24.

2.2.2 Protinadorové

Vycet neolignanii vykazujici vysokou aktivitu proti naddorovym bunkdm je velmi
vysoky.'® Napt. egonol 25 izolovany z rostliny Styrax camporum (z &eledi sturadovité)
vykazuje aktivitu proti bunéfné linii hepatocelularniho karcinomu Hep2G
(1Cs0 = 11,240,4 uM). V kombinaci s homoegonolem 26 ptisobi cytotoxicky i proti MCF-
7 linii adenokarcinomu prsu s ICso = 13,3£0,6 pM. %

Proti nadorové linii bunék lidského spinocelularniho karcinomu A431 pisobi

napi. boehmenan 27 s aktivitou ICsp = 1,6 uM. Inhibice proliferace je zajisténa blokaci
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piechodu z G2 do M faze bunécného cyklu, zvysenim intracelularni produkce reaktivnich
forem kysliku a indukci apoptosy (fizené bun&e¢né smrti).3

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

U nasledujici latky izolované ze semen rostliny Crataegus pinnatifida byl zkouman
vliv ptitomnosti 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 inhibi¢ni aktivitu (ICso = 8,86 uM) také proti bunécné
linii HT-1080 sarkomu fibroblastu v porovnani s kontrolnim 5-fluorouracilem
(1Cs0 = 35,62 uM).*®8 Struktury zminénych latek jsou na obr. 7.
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Obr. 7: Struktury egnonolu 25, homoegonolu 26, boehmenanu 27, lyciumnanu 28, gardenofolinu D 29,
gardenofolinu E 30 a trogopterinu A 31.

2.2.3 Protizanétliva a antioxidaéni aktivita

Zanétliva reakce je prvni odpovédi organismu na poskozeni tkané, pfitomnost patogenu
nebo toxické latky.®® P¥irodni zdroje neolignanii mohou poskytnout mnoho latek
s antioxida¢nim uc¢inkem. Napf. byl zjavorové mizy Acer saccharum extrahovan
glykosid saposidu B 32 s antioxida¢ni aktivitou 1Cso = 260 uM proti superoxiddismutase
(EC 1.15.1.1).%0

Dale byl zjistén inhibi¢ni efekt na produkci NO indukovanou lipopolysacharidy
u makrofagi RAW 264,7 u neolignanti z ovoce rostliny Canarium Album. Bylo zjisténo,
ze picrasmaligan 33 (ICso = 14,3+2,2 uM) napomaha redukci exprese prozanétlivych
faktortt COX-2, IL-1pB, IL-6 a iNOS.*

Sulfuretin 34, dalsi flavonoid nachazejici se v mnoha rostlinnych druzich (napf.
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
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celkovou rychlostni konstantu k = 4,47-10” Ms™ ve vodé pii pH = 7,4, kdy se tvoii anion
(pKa =7,47). V nepolarnim lipidovém prostiedi byla jeho ucinnost dokonce 530x
rychlejsi nez u paklitaxelu (cytostatikum, obch. nazev Taxol) a srovnatelna s kyselinou
askorbovou nebo resveratrolem.*243

Nové izolované benzofurany zrostliny Ligustrum lucidum byly testovany
na aktivitu proti tvorb& prozanétlivého cytokinu IL-6 a tvorbé NO v lipopolysacharidy-
indukovanych bunkach RAW 264,7, nicméné z nich pouze ligustlignanosid C 35
vykazoval aktivitu proti IL-6 v hodnoté 1Cso = 49,37+0,23 uM. U dalsich spolu-
izolovanych latek byla pfitomnost hydroxylové skupiny v poloze Cs4 a Cy podstatna

pro snizeni produkce IL-6.* Obr. 8 shrnuje jejich chemické struktury.

R = B-sophorosyl

ol 5

sCO OCH,

34 35

Obr. 8: Chemické struktury glykosidu saposidu B 32, picrasmalignanu 33, sulfuretinu 34 a ligustlignanosidu C 35.

2.2.4 Antimikrobialni a antiviralni aktivita

Strategie boje proti bakteridlnim infekcim musi obchazet stale se zvySujici rezistenci
bakterii najiz znidmé antibakterialni piipravky.* V piipadé bakterialni meningitidy,
zpusobované gram-pozitivni bakterii Streptococcus pneumoniae, je moznost cilit
naenzym sialidasu (jinak také znama jako neuraminidasa, EC 3.2.1.18). Ta je
zodpovédna za tvorbu biofilmu a adhezi bakterie na bunku. Licarin B 36 proti varianté
NanA enzymu pisobi nekompetitivné a vykazuje aktivitu 1Cso = 1,5 + 0,4 uM. 447

To, Ze nckteré benzofurany nevykazuji konkrétni biologickou aktivitu jesté
neznamena, ze je nemizeme vyuzit. Je zjisténo, ze napt. kombinace myticaganalu C 37

a jiz pouzivaného pf-laktamového antibiotika ampicilinu, zvySuje ucinnost tohoto
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antibiotika proti bakterii E. Coli (nejspiSe diky lipofilnimu charakteru latky 37,
ktery pomaha s diffizi 1éku skrze bunéénou membranu).*8

Antiviralni G¢inky muzeme sledovat napt. proti viru HIV-1 u vladinolu F 38
(izolovaného ze Schisandra micrantha) s ECsp = 9,75 uM a jesté lepsi aktivitu vykazuje

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

i P e

OCH; OCHjs H3CO OCHj

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

2.2.5 Antidiabetické ucinky

U selamoelleninu A 39 (Obr. 10), extrahovaného ze Selaginella moellendorffii, byl
invitro studovan jeho protektivni vliv na poskozeni cévnich endotelidlnich bunék

HUVEC (Human Umbilical Vein Endothelial CeIIS) vysokou koncentraci glukosy.*

OCH;
HO

O Wl

OCHs OCHs

39

Obr. 10: Chemickd struktura selamoelleninu A 39.
Vyse zminény schizotenuin A 23 puisobi ucinné nejen proti agregaci filament AP
v mozku, aktivitu (ICso = 0,58 uM) vykazuje i proti tvorb¢é shlukt fibril proteinu hIAPP
(human islet amyloid polypeptide) u pacienti diabetu druhého typu, které se ukladaji

v ostriiveich pankreatu. 3%

2.2.6 Antiparazitické acinky

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

rychlejSimu vyvoji vhodnych kandidétii na G¢inna 1éciva.
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2.2.6.1 Antiprotozoalni aktivita

Oblasti, kde mohou benzofurany také nabidnout slibné kandidaty pro inspiraci k novym
1é¢iviim, je Gcinek 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 uM.>*

Proti amastigotim Trypanosoma cruzi (kmen Y) byl testovan synteticky
benzofuran 41, jez vykazoval téméf stejny ucinek (ICso = 3,26 uM) jako benznidazol
(ICs0 = 3,56 uM) — 1ék pouzivany proti Chagasové nemoci. U této studie byly esterova

skupina na uhlicich Cg a Cy' a dvojné vazba mezi uhliky C7- a Cg' 0znaceny za podstatné

pro antitrypanosomalni aktivitu testované latky.>>°
HaCO—g” Q
Oy o
o

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

2.2.6.2 Anthelmintické

Jednim z nejrozsitengjSich parazitd je krevni¢ka stfevni (Schistosoma mansoni),
ktera zpisobuje onemocnéni schistosomiazu, ohroZzujici celosvétové populaci &itajici
podle Svétové zdravotnické organizace az 800 miliond lidi (pfevazné v subsaharské
Africe). Zatim jedinou Siroce uzivanou preventivni latkou je praziquantel (PZQ),>’ ¢imz
se lidstvo vystavuje riziku bliZici se vysoké rezistence parazita na tento zpusob
chemoterapie.

Ptirodni zdroje poskytuji mnoho slibnych kandidath 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. i antibakterialni, protinddorovou
¢i antileishmenialni aktivitu, byl testovan i proti krevnicce. In vivo studie na mysich
modelech porovnavala oralni 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 mliZe slouZit
jako slibny kandidat studia vztahu struktury-aktivity dalSich latek s benzofuranovym

skeletem.>® Nutno viak zminit, ze doplitkové studie zaméfené na u¢inky enantiomerti
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molekuly podporuji teorii, Zze je dilezitd 1 synergie jednotlivych enantiomert pro
pozadovany ucinek.>® Terapeutickym cilem miize byt v ptipadé Schistosoma mansoni

inhibice glukosového transportéru 4 (in silico studie).®

HO e

42

Obr. 12: Chemickad struktura licarinu A (42).

2.2.6.3 Antileishmanialni aktivita

Z listt brazilské rostliny Piper rivinoides (Celed” pepfovnikovité) bylo vyizolovano
nékolik benzofurani a dihydrobenzofurant (Obr. 13), z nichz latka conocarpan 43
vykazovala aktivitu proti dvéma testovanym druhtim zastupcim rodu Leishmania.
V piipadé¢ L. amazonensis byla ICso = 10,80 + 0,04 mM, u rodu L. chagasi byla hodnota
ICs0 = 24,50 = 0,01 mM. Tato studie rovnéz zdiiraznila dulezitost volné hydroxylové
skupiny v poloze C4 na piikladu vysledki testovani biologické aktivity conocarpanu 43

a soucasné izolovaného eupamatenoidu-6 (44).5%62

43 44

w

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

2.3 Vyutziti rhodia p¥i syntéze piirodnich latek

2.3.1 Rhodium — historie, vlastnosti a vyuZiti

Prvni zminka o objeveni rhodia (Rh) pochazi z roku 1804, kdy William Hyde Wollatson
(1766-1828) publikoval ¢lanek, ve kterém popisoval izolaci nového, zatim neznamého,
kovu. Ten pojmenoval po feckém vyrazu pédov (Cesky ruze), jelikoz byl ziskan z rizovo-
cerveného hydratu Nas[RhCle]-nH20, ktery ztstal po vysrazeni ostatnich kovi (platina,
palladium, méd’ a olovo) ze surové platinové rudy. V 19. stoleti se rhodium vyuZzivalo
zpocatku napt. ve slitin€ s cinem pro odolné hroty per nebo spolu s iridiem, stiibrem
a oceli pro vyrobu bititev.53%* V dne$ni dobé najdeme Rh v katalyzatorech aut, v obalech

optickych vldken nebo v optickych zrcadlech.®
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Soucasné vyuziti Rh se v chemii orientuje na katalyzu, jez vyuziva vlastnosti oxida¢nich
stavi Rh(I) a Rh(IIl) a s pomoci specifickych ligandi je mozné na zakladé jejich
vlastnosti ovliviiovat jak stabilitu komplext (a tedy jejich reaktivitu) tak i prostorové
uspotradani (a tedy umoznit stereoselektivni pfistup katalyzatoru k substratu). Vlivem
ligandii pak dané komplexy umoziuji (katalyzuji) rGzné syntetické transformace
s exkluzivni stereoselektivitou (enantioselektivita ¢i regioselektivita). Ptiklady 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 dalsich.®%7

Nékteré slouceniny rhodia jsou testovany i v ramci jejich biologickych vlastnosti.
Struéné lze zminit, ze vybrané Rh(II) a Rh(III) komplexy, jez jsou aktivné zkoumany jako
inhibitory enzymi [napf. enzym aktivujici NEDDS8 (EC 6.2.1.64) nebo proto-onkogenni
thyrosin-proteinova Src kinasa (EC 2.7.10.2)], latky cilici na deoxyribonukleovou

kyselinu (DNA) anebo jiné komplexy s protinadorovym ti¢inkem.58°

2.3.2 Aplikace komplexi rhodia p¥i syntéze piirodnich latek

vvvvvv

(45), jedno z nejucinnéjsich cytostatik (mitoticky inhibitor), jehoZ struktura osahuje
tetracyklicky zakladni skelet sloZzeny z osmiclenného, dvou Sesticlennych a jednoho
Styi¢lenného uhlikatého cyklu.”® Syntéza téchto konkrétnich vice€lennych kruhdl ma své
limity, jez vychazeji z enthalpickych nebo entropickych vlastnosti tranzitniho stavu
pii cyklizaci. Jednim ze zpusobt, 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).7
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Obr. 14: Chemickd struktura paklitaxelu 45, jeZ obsahuje viceCetny uhlikaty cyklus. Pro syntézu pfirodnich ldtek
astericsa-3-(15)-6-dienu 48, asteriscanolidu 49 a (*)-hirsutenu 50 byla vyuZita Rh-katalyzovand cykloadice
vinylcyklopropanu 46.

Cytosporony (latky ze skupiny oktaketidl) mohou byt pfipraveny cestou intermolekularni
hydroacylace alkenti (napf. 52) sderivaty salicylaldehydu 51. Navrzeny postup
vyuzivajici katalyzy rhodiového katalyzatoru s chiralnim ligandem (Ra,R,R)-SIPHOS-PE
(Obr. 15) byl aplikovan na syntézu osmi latek, mezi nimiz byl i cytosporon B 53, kandidat

na cytostatikum a hypoglykemikum.’>"

(0] *
PN [Rh(COD)CI], @)
() 0O (R,RR)-SIPHOS-PE * N0 o .O Q
fEDf‘LH . A YN KsPO, ™ O=p-N
HO OH DCE, 70 °C HO oH O '
51 52 53

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

2.3.3 Aplikace Rh p¥i syntéze benzofurani

Dalsim piikladem je enantioselektivni syntéza neolignanu (+)-trans-akuminatinu 54,

pii které byla vyuzita katalyza Rh(II).”

Latka byla poprvé izolovana v roce 1972 z kliry
kofentl $acholanu prispicatélého (Magnolia acuminata).” Akuminatin 54 vykazuje mj.
inhibici DNA-topoisomerasy | a Il (typ I: EC 5.99.1.2, typ Il: EC 5.99.1.3) nebo
fosfolipasy Cyl (EC 3.1.4.11; 1Cs0 = 26,0 + 1,5 uM), ktera se ucastni prolifera¢niho
mechanismu rakovinnych bunék u ¢lovéka.”

Vychozi latkou byl trans-isoeugenol 55, ktery byl vsedmi krocich
pretransformovan na tosylhydrazon 56, jez reakci s hexamethyldisilazanem draselnym
(KHMDS) vytvotil diazo-meziprodukt 57. Ten iniciaci Rh(II)-karbenoidu reagoval

cestou 1,5 C-H inzerce. Reakce byla navic optimalizovana pfidanim chiralni kvartérni
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amoniové soli odvozené od cinchonidinu (pusobi jako katalyzator transferu mezi fazemi,
PTC), jez umoznila provést tuto reakci stereoselektivné. Vysledny produkt vznika jako
smes cis/trans izomert, takze je nutna nasledna izomerizace (+)-cis-akuminatinu na trans
izomer 54 za kyselych podminek (Obr. 16).”* Vétsina biologicky aktivnich neolignanti

se Vv pfirod¢ totiz nachazi prave ve své trans formé.

OCH, OCH,
OCH OCH OCH
3 7 krokd OCHs KsHMDS OCH3 3
—>
N
NNHT
55 S
Rhy(OCOCF3),
N, PTC

4 )

/
PTC = 0

Obr. 16: Rh(ll)-katalyzovand asymetrickd intramolekuldrni C-H inzerce diazo-meziproduktu 57 vede ke smési
cis/trans izomert (+)-akuminatinu 54.

Obecné je problém u Rh(Il) komplext jejich nizsi stabilita, a proto se nyni ve vyzkumu
zamé&fujeme na Vyuziti stabilnéjsich komplext zaloZzenych na vyuziti thodia v oxida¢nim
stavu 11 (Rh(I11)). Proto jsem se ve své praci pomysiné ,,odpichla“ od prace Peng Suna
etal., jenz se ve svém vyzkumu vénoval syntéze chromonti a benzofurand. V jeho ptipadé
pak konkrétné Slo o syntézu benzofuranovych skeletii zalozenych na Rh-katalyzované C-
H aktivaci/annulaci mezi aldehydem a riiznymi diazolatkami.”” V piehledovém ¢lanku
shrnul Chiummiento et al. vyvoj do roku 2020 v oblasti inter-molekularni a intra-

molekularni cyklizagni syntézy riizné substituovanych benzofurani. '
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2.4  Dosavadni vysledky ve skupiné zabyvajici se neolignany

Jednim zkliCovych cili nasi vyzkumné skupiny je syntéza boehmenanti. Struktury
tii nejvyznamnéjsich (boehmenan D 58, boehmenan H 59, boehmenan X 60) jsou

zobrazeny na obr. 17.7

58 Ry, Ry = OCH,
59 R;=H, R, =0CHj; (des-feruloyl)
60 R,,R,=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
vroce 2014 za vyuziti biomimetického oxidativniho couplingu jako klicového kroku
(Obr. 18).” Nasim cilem alebylo nalézt jednoduchou a efektivni syntézu
benzofuranového skeletu, jezZ by ndm umoznila syntézu tohoto typu latek s moznosti
jejiho zobecnéni a rozSiteni na dal§i derivaty. Tedy metodu, jez by na rozdil
od biomimetického piistupu byla potencialné aplikovatelna na ptipravu derivatl
benzofuranti vyuzitelnych pii SAR studiich jejich biologickych u¢inka. Za uplynulou
dekadu byly v nasi skupin€ vyzkouSeny mnohé postupy, z nichz nékteré byly vice ¢i méné
uspéSné. V této casti bude prezentovan stru¢ny prehled dosavadnich syntetickych
piistupl pro zéastupce neolignani S benzofuranovym skeletem, kterym se vénovali mi

predchtdci ve skuping.
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Obr. 18: Schéma prvni totdIni syntézy boehmenanu 69 vychdzejici z vanilinu 61.

2.4.1 Radikalovy zkriZeny dehydrogenacni coupling

Syntéza skeletu boehmenanti 72 miZe byt provedena vice zptisoby. Prvnim studovanym
pristupem byl radikalovy ktizeny dehydrogenaéni coupling (CDC; cross dehydrogenative
coupling) vyuZivajici radikalové reakce substituovaného fenolu 70 a fS-ketoesteru 71
(Obr. 19).

Prace Mgr. Barbuscakové se zabyvala navrhem syntézy boehmenanu X 60
a vyuzila heterodimerizaci p-ketoesteru MOM-chranéné kyseliny ferulové s acetalem
vanilinu. Jiz ptiprava prekurzori ale narazila na problematické misto. f-ketoester
kyseliny ferulové mél byt pfipraven z f-hydroxyesteru, ktery ovSem nebyl ziskan
Vv dostatecném mnozstvi pro optimalizaci nasledné oxidacni reakce. Diivodem mohla byt
stericka zébrana na benzenovém jadfe vanilinu, ktera znemoznila vhodnou orientaci

pti cyklickém mechanismu reakce katalyzované¢ho Fe(III) soli, nebo kladny mezomerni
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efekt substituentli na benzenovém jadie vanilinu, ¢imz byla ztizena nukleofilni adice
na aldehydické skuping.®

Molekula boehmenanu H 59 byla dals$im cilem aplikace CDC couplingu
na radikalovou reakci mezi MOM-chranénym vanilinem a MOM-kyselinou ferulovou.
Syntéza se vSak zabrzdila jiz pfi ptipravé prekurzort. Byly piipraveny fenoly s riznymi
chranicimi skupinami (acetal, MOM) a v pfipad¢ fS-ketoesteru bylo také vyuzito vice
postupt syntézy. Finalni pokusy o radikélovy coupling vSak byly netispésné a otazka
pouziti vybraného postupu ziistala oteviena i po snaze Bc. Lachetové.!

Bakalaftska prace Be. 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 pripraveny ze syringaldehydu. Pfi testovacim
couplingu srizné substituovanym fenolem byla potvrzena hypotéza, Ze reakce je
ovlivnéna polohou substituentli 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 pfipadech
nema vliv na reaktivitu. Studium vlivu substituentii na vychozich substratech tak vedlo
k odklonu od CDC couplingu, jelikoz je methoxy skupina v poloze ortho nutna

pro syntézu boehmenanu D 58.%2

OCHs cbe OCHs
OH o) 0o
OCHs OCH, OCH, OCH,
70 71 72

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

2.4.2 Esterovy coupling

Mgr. Barbus¢akova se pokusila pfipravit boehmenan X 60 jesté jinym zptisobem, 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 ulohu chirdlni pomocné skupiny.
Syntéza byla zahdjena Wittigovou reakci vanilinu s Wittigovou soli s pomoci
mikrovinného zareni. Radikalova reakce dalSiho kroku (homodimerizace) probihala

za pritomnosti Ag20 a poskytla racemicky benzofuran 74. Vzhledem k malym vytézkiim
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tohoto kroku bylo nutné reakci nékolikrat opakovat pro ziskani dostatecného mnozstvi
meziproduktu. Reaktivni fenolicky hydroxyl byl v dal§im kroku ochranén TBS skupinou.
Plivodni plan pouziti chirdlni pomocné skupiny pro oddéleni enantiomertt nebyl
realizovan vzhledem k neGspé$né syntéze chranéného L-prolinu, byla vSak navic
navrzena cesta K selektivnimu zavedeni odliSného postranniho fetézce. Ani esterovy
coupling neposkytl uspokojivé vysledky syntézy neolignanti s benzofuranovym skeletem,
jelikoz cilové latky maji odliSné postranni fetézce a tato navrzend metoda poskytovala

pouze homodimery.®°

H3CO,
¥N\=0

\:O
"

(0]
)I Agzo
HsCO + Hco” ~F -

oH OH

[
OCHj3 OCH, OCHs
73 73 74

H,CO
8 OH

OCH,

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

2.4.3 Suzuki-Miyaura coupling

Zcela jiny pfistup k syntéze benzofuranového skeletu neolignanii byl zvolen v bakalaiské
praci Mgr. Vyslouzilové (Obr. 21). Latka 79 méla byt ptipravena pomoci Suzuki-Miyaura
couplingu boronové kyseliny 77 s arylhalogenidem 78. Vyhodou pouzitého couplingu
bylo vyuziti stabilnich reak¢nich partneri a moznost prace v protickém prostiedi.
Katalyzatorem byl komplex palladia v ox. stavu O (pfipraven z prekatalyzatoru
PdClx(dppf)-CH2Cl2). Po uspésné syntéze benzofuranového skeletu 79 byla proveden
pokus o trans-selektivni redukci dvojné vazby benzofuranu kovovym hot¢ikem.

Tato redukce se viak ukézala jako obtizné reprodukovatelna,®

N/\H/O\/ X OCH; \
0 : 0.0 o0
O 76 N\~ 78 OPG OCHs
H
oL — S =
/ OPG
oH Mg O

Suzuki o)
0o OH coupling
75 77 79

Obr. 21: Schematické zndzornéni syntézy latky 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. Stiizové. | zde se ale
ukazalo, ze vyvijend metoda je velice uzce aplikovatelna (limitace z pohledu sterické
a elektronické substituce) a neni vhodna pro ptipravu Sirokého mnozstvi (z pohledu
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substituce) cilovych derivati. Plvodné navrzena hypotéza o potencialni tvorbé

benzofuranu 81 s kvarternim centrem se nepotvrdila (Obr. 22).84

OR

O o) o

+

CﬁLH %OR —X> OH

OH P o]
75 80 81

Obr. 22: Schematické zndzornéni potencidlni tvorby benzofuranu 81 s kvarternim centrem reakci aldehydu 75
s diazoldtkou 80.

Jelikoz Zzadny z ptedchozich postupi neptinesl uspokojivé vysledky, rozhodli jsme
se vyzkouset novy — rhodiem katalyzovany — pfistup k neolignantim a navazat na vyuziti

komeréné dostupného aldehydu a piipravenych diazosloucenin jako vychozich latek.
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3. Vysledky a diskuze

Cesta za jednoduchou syntézou zdanlivé neslozité latky mize byt mnohdy klikata. Jak
bylo nastinéno v kapitole 2.4, prace nékolika mych predchidci se zamétila na hledani
vhodného pfristupu k syntéze benzofuranového skeletu neolignanti, avSak ne zcela
idealnim vysledkem. Jak nam pfipomind Google Scholar: ,,stljte na ramenou obrii*, jala
jsem se pokracovat v jejich snaze a v predlozené diplomové praci jsem se snazila
0 rozSifeni moznosti pfistupu k univerzalni syntéze benzofuranového skeletu
vyzkouset nOV}'I pristup, ktery by, obdobné jako predchazejici ptistupy, umoznoval

divergentni syntézu benzofuranovych skeleta.

3.1. Synteticky pristup

Jak jiz bylo fec€eno, cilem mého piistupu bylo navazat na predchozi prace ve skupiné.
Jako vzor vhodny nasledovani byl vybran projekt Bc. Michaely Stiizové, ktery byl
zalozen na syntéze benzofuranovych skeletd z 0-hydroxybenzaldehydu (a jeho derivatii)
a a-aza-1,3-dikarbonylovych slouc¢enin (Schéma 1 A). V ramci této diplomové prace jsem
se pak zameéfila na vyuziti stejnych vychozich latek v kontextu Rh(III) katalyzované
cyklizacni reakce (Schéma 1A). Moji praci jsem zalozila na jiz publikovaném reportu,
ktery naznaCoval, ze takovato transformace je vice nez aplikovatelna v daném kontextu
Z pohledu $iroké substratové tolerance.”” Jak se nasledné ukazalo, tento predpoklad byl
vice nez mylny, ale to predbiham.

A. Predchazejici pristup M. Strizové

82a-c 83a-c

B. Cil diplomové prace

o S @ﬁ [ a P o

82a-c 83a-c

Schéma 1: (A) Pavodni pristup M. StfiZové k benzofuranovému skeletu 82a-c, a nové navrZeny pristup (B) vychdzejici
ze stejnych vychozich latek zaloZeny na Rh(lIll) katalyzované reakci.
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3.2 Syntéza vychozich latek pro cyklizaé¢ni reakce

V ramci této kapitoly se zaméfim na popis piipravy vychozich latek nezbytnych
k annula¢nim (cykliza¢nim) reakcim katalyzovanych Rh(III). Puvodné jsme planovali
vyuzit rizné substituovanych derivati salicylaldehydu, ale z divodu neplanovanych
problémi s reakci a jejich optimalizaci jsme zlstali pouze u latky 75. V ramci této
podkapitoly bude diskutovana syntéza ff-keto-a-diazoesterd. Ve své praci jsem se nejprve
zaméfila na pfipravu tii vhodné vybranych diazosloucenin 83a-c (Obr. 23). Tyto latky
byly vybrany z nasledujicich divodu:

Latka 83a zavede na cilovy produkt alifaticky substituent. Syntéza tohoto derivatu
je popsana v piivodni literatufe,”” takze méla slouzit jako proof-of-concept substrat
pro reakci. Z pohledu cilovych slou¢enin — pfirodnich sekundarnich metabolit,
neolignanll — je ovSem ,,neuziteCna®, protoze je zndmo pouze minimum piirodnich latek
tohoto typu.

Latka 83b obsahujici 4-methoxyfenylovou skupinu. Dilezita skupina z pohledu
pfirodnich neolignanii, nebot’ obsahuje elektronové donorni skupinu (EDQG), jez je
pfitomna ve valné vétSin€ piirodnich latek neolignanového typu.

Latka 83c obsahujici 2-methoxyfenylovou skupinu. Ocekavali jsme, Ze v piipadé
methoxy (EDG) skupiny vortho poloze na fenylu by mohlo dojit k ovlivnéni
katalytického cyklu (vliv na stabilitu/nestabilitu jednotlivych intermediatli, resp.
na proveditelnost reakce z pohledu potencialniho sterického branéni cyklizace). Kdyby
nedoslo, produkt 82c by mohl slouzit jako intermediat k syntéze dalsi pfirodni latky

s biologickym ti¢inkem — kumestanu.
o 0 o o o o
Ao~ /@MO/\ d‘\n)(o/\
N2 83a ~o N2 83p ?Nz 83c

Obr. 23: Cilové diazoslouceniny 83a-c nezbytné pro ndsledné annulacni reakce.

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

Nejjednodussi vychozi diazolatka 83a s alifatickym postrannim fetézcem byla pfipravena
reakci ethyl 3-oxobutanoatu 84 sazidem 4-acetamidobenzensulfonylu (pABSA) 85.

Reakce byla provadéna pomoci diazotransferu diazoskupiny pomoci pABSA Vv prostiedi

wvewr

vyuzivanému tosylazidu, ktery miZze byt potencidlné explozivni p¥i vyssich teplotach.%
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Cilova latka 83a je stabilni na SiOz a tak mohla byt CiSténa pomoci sloupcové
chromatografie.  Lipofilni  charakter struktury dovolil jeji rychlou eluci
Z chromatografické kolony (frakce 5-10 u reakce/fadku ¢.1, Tab. 1) a produkt byl jiz
pfi prvni syntéze ziskan ve velmi vysokém vytézku 92 % pfi navazce 103 mg. Reakce

probiha v 76% izolovaném vytézku v preparativnim méfitku (Tab. 1, fadek ¢ .2).

o ©
PP o ‘\\\/ N\N(:z ELN (14 okviv) ]
O e AR
)I\N DCM N,
H RT
84 85 (1,2 ekviv.)  16h, Ar atm. 83a

Schéma 2: Priprava diazoldtky 83a s vyuZitim pABSA 85 a 8-ketoesteru 84.

1 103 7,76 12 92 %
1 515 38,8 12 76 %
1 206 15,5 1,2 79 %

a) yytézek stanoven po purifikaci pomoci sloupcové chromatografie na SiO». Pro latku s Cistotou 95 %+.

Tab. 1: Priprava vychozi diazolatky 83a, srovndni vytéZku pri riznych navazkdch vychoziho 8-ketoesteru 84.
3.2.2 Piiprava ethyl 2-diazo-3-(4-methoxyfenyl)-3-oxopropanoatu (83b)

Dalsi ptipravovana diazolatka 83b obsahovala aromatickou skupinu s methoxy skupinou
v poloze para na fenylu, jez reprezentovala kladny mezomerni efekt, avSak bez vlivu
na sterickou naro¢nost (ortho efekt) v nasledujicich cyklizaénich reakcich. Postup byl
obdobny jako pfi ptipravé piedchozi latky 83a (Schéma 3). Diazotransfer na ethyl 3-(4-
methoxyfenyl)-3-oxopropanoat 86 byl opét zajistén reakci s pABSA 85 a nasledné
zpracovani a purifikace ethyl 2-diazo-3-(4-methoxyfenyl)-3-oxopropanoatu 83b byly
uskute¢nény stejnym zptisobem jako v ptipad¢ latky 83a a latka 83b byla pripravena

vV 96% vytézku.
o ©
\ _N 0o o

g% o \s\\/ \N? Et;N (1,4 ekviv.)
oS AR UOAT B o
N DCM Ny N,
\O H RT (0]
86 85 (1,2 ekviv)  72h, Aratm. 83b 96 %

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

Pro studium vlivu substituce na reakéni mechanismus (studium ortho efektu) jsme si
ptipravili také diazolatku obsahujici methoxy skupinu v poloze ortho 83c.
Protoze odpovidajici f-ketoester nebyl k dispozici, vyuzili jsme k ptipravé 83c jinou
strategii nevyuzivajici diazotransfer. Pro tuto syntézu byl vyuzit odli$ny piistup skladajici
se ze dvou casti — tvorba a-diazo-g-hydroxykarbonylu 95 pomoci adice na karbonyl
a jeho nasledna selektivni oxidace (Schéma 4).

V prvnim kroku byl 2-methoxybenzaldehyd 87 reagovan s ethyl 2-diazoacetatem
88, pricemz jako  organokatalyzator = byl pouzit nenukleofilni  1,8-
diazabicyclo[5.4.0]undec-7-en (DBU), dovolujici vyuziti mirngjSich reakénich
podminek. Vznikly ethyl 2-diazo-3-hydroxy-3-(2-methoxyfenyl)-3-oxopropanoat 95 byl
precistén pomoci CC a poté byl podroben oxidaci pomoci Dess-Martinova perjodinanu
(DMP), pfi které byl sekundarni alkohol pfeménén na keton za laboratorni teploty.86:87:88
DMP je vyuzivam pro svou schopnost selektivné komplexovat hydroxylovou skupinu
v molekule. Po navazani alkoholu (zaména za jednu acetatovou skupinu v DMP) vznika
diacetoxyalkoxyperjodinan, ktery naslednou reakci s acetitem deprotonuje o vodik
Z ,,puvodniho* alkoholu. Vznika jodinan, octova kyselina a zadany keton. Vysledny ethyl
2-diazo-3-(2-methoxyfenyl)-3-oxopropanoat 83c byl po purifikaci na CC izolovan
s celkovym vytézkem 35 % (po dvou krocich) pti navazce 500 mg vychoziho aldehydu

wev

87. Ackoli byla pfiprava této vychozi latky casov€ naroc¢néjsi, jeji uplatnéni

V nasledujicich katalytickych reakcich nemélo dlouhého trvani.
DBU (o 1 ekviv.) oH 9 DMP (1,2 ekviv.) Q 0
ol - Ay e L ey A
MeCN N DCM
0 ? RT o N2
| 48h, Ar atm. | 48h, Ar atm. |
87 88 (3 ekviv.) 95 83c 35%

Schéma 4: Priprava diazoldtky 83c ve dvou krocich, kdy byl hydroxy-meziprodukt 95 oxidovdn pomoci DMP.

3,60 67 % 35%
7,20 39 % degradace®
4,32 78 % 32%

a) yytézek stanoven po purifikaci pomoci sloupcové chromatografie na SiO». Pro latku s Cistotou 95 %+.
b) Uréeno na zékladé analyzy *H NMR spektra surové reakéni smési. 83c n.d..
Tab. 2: Priprava B-ketoesteru 83c vedla k mensim vytézkiim, nezZ se predpokladalo.
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3.3 Cykliza¢ni reakce katalyzovana Rh(IIl) — syntéza benzofuranového

skeletu (82)
Po pfipravé vychozich 2-diazo-3-ketoesterti 83a-c bylo mozné pokracovat ve zkoumani
dalsiho kroku mé experimentalni prace, jez zahrnoval optimalizaci cyklizacni reakce
ptipravenych diazoslouc¢enin se salicylaldehydem 75, jez by méla probihat v pfitomnosti
katalyzatoru zalozeném na Rh(IIl).”” 1 pfes vys$§i pofizovaci cenu jsou Rh(III)
katalyzatory vyuzivany pro C-H aktivaci diky jejich vysoké selektivité¢ a Siroky zabér

tolerance funkénich skupin.®

3.3.1 RN(I)-katalyzovana cyklizace — literatura

Jak jiz bylo zminéno v teoretické Casti, inspiraci pro vyuziti zvoleného piistupu
pro syntézu neolignanti S benzofuranovym skeletem byla publikace popisujici cestu
derivatizace dostupného salicylaldehydu 75 pomoci diazolatek cestou C-H aktivace,
dekarbonylace a nasledné annulace v jednom katalytickém cyklu. Autory navrzeny
mechanismus tohoto cyklu je vyobrazen na schématu 5. Katalyticky cyklus vyuziva
posunu rovnovahy smérem k produktu 82 pomoci odstupujicich plynnych molekul CO
a N2, coz Ize detekovat pozorovanim vzniklych bublinek v reak¢éni smési.

V prvnim kroku zobrazuje tvorbu aktivniho kationického katalyzatoru
[Cp*Rh(1IN]* Z prekatalyzatoru [RhCp*Cl2]2 [dimer
dichlor(pentamethylcyklopentadienyl) rhodia(lll)] (struktura na schématu 5B)
po piidavku Dbis(trifluoromethhansulfonyl)imidu stéibrného (AgNTf.) (struktura na
schématu 5 C), ktery favorizuje prave tvorbu benzofuranu 82 (narozdil od AcOH, kdy je
produktem annula¢ni reakce chromon). Ptritomné (NTf,)” anionty jsou kviili objemné
struktufe Vv katalyzatoru vice vzdalené od atomu Rh, proto se formaln¢ znaci dvé valencni
sféry. Jelikoz je Rh siln€ oxofilni, dochazi v dal$im kroku ke koordinaci na hydroxylovou
skupinu aldehydu a nasledné k C-H inzerci, ptficemz dochazi ke tvorbé penta-metalo
cyklu 89. Nasledné odstoupeni plynné molekuly (CO) posune rovnovahu k dalsimu
kroku, kdy vznikne tetra-metalo cyklus 90. Po vstupu diazolatky 83a-c, jako dalsi reak¢ni
slozky, dojde k odstoupeni dalsi plynné slozky — molekuly N2 — tim se opét posune
rovnovazna reakce Kk meziproduktu 91 avdalsim kroku je wvznikly komplex
reorganizovan interni migraci tak, Ze je favorizovan stabilnéjsi penta-metallo cyklus 92.
Protonace v dal§im kroku vede kregeneraci aktivniho Kkatalyzatoru a nasledna
intramolekularni dehydratace vzniklé molekuly 93 k pozadovanému benzofuranovému

derivatu 82.
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Optimalizace reak¢nich podminek dovolila autorim publikace vyzkouset syntézy mnoha
variant benzofuranovych derivati s vytézky 57-90 %, avSak zde nebyly vyzkouseny
derivaty obsahujici substituovanou fenyl skupinu.’’ S ptihlédnutim k vybéru piirodnich
neolignant 20-44, o nichz pojednavala teoreticka ¢ast mé prace, je ziejmé, ze piirodni
zdroje poskytuji mj. derivaty neolignanii se substituovanym aromatickym postrannim
fetézcem R. Abychom se tedy pokusili pfiblizit ptirodnim derivatim, zvolili jsme, jak jiz

bylo popséano vyse, vychozi diazolatky 83b a 83c dle tohoto kritéria.
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Schéma 5: (A) NavrZeny katalyticky cyklus pro transformaci vychozich Idtek 75 a 83a na benzofuran 82=(82a). Nove
vzniklé vazby furanového kruhu jsou vyznaceny fialovou barvou. [CP*= (pentamethylcyklopentadienyl), Ac = acetyl]
(B) Struktura prekatalyzdtoru. (C) Struktura aktivatoru katalyzdatoru AgNTf;
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3.3.1.1 Optimalizace Rh(l11)-katalyzované reakce

33111 Zavislost konverze vychozich latek na tvorbu produktu

Prvni pokusy o reprodukci rhodiem katalyzované reakce nas nejen, ze nepotésily,
nicméné také podnitily nasi zvédavost. Pro¢ neziskavame pozadované mnozstvi produktu
82a? Vysledkim jsme nerozuméli. Pro lepsi (ale stale omezené) pochopeni, co se v reakci
d¢je, jsme vyuzili sledovani zavislosti premény vychozich latek na produkt v ¢ase pomoci
dostupné metody NMR (Obr. 25). Uvazujeme téz fakt, Ze s ohledem na piesnost NMR
(statisticka nebo nahodna chyba) a omezeny pocet méfeni, pfesné stanoveni prub&hu
reakce (neboli reakéni kinetika) nebylo cilem této prace. Zajimalo nas pouze pochopeni
vlivu mnoZzstvi jednotlivych komponent na reakéni vytézek, resp. pii extrapolaci, vliv
na kroky navrzené¢ho mechanismu katalytického cyklu (Schéma 5).

Objem alikvotu surové reakéni smési (100 pl), ktery slouzil pro NMR studii, jsme
zvolili tak, abychom co nejméné narusili katalyticky cyklus. Odebiranim reak¢éni smési
muzeme napfi. lokdln¢ zménit pomér reagujicich latek a zvysili bychom pravdépodobnost
vzniku vedlejSich nezadoucich reakci. Meéfeni surové reakéni smeési probihalo
nasledujicim zptisobem: z reak¢éni smési byly postupné (na zacatku reakce, priblizné
kazdych 20-30 minut, vzdy 5 minut pted a po pfidavku diazolatky, pted ukonéenim
reakce; presné Casovani odbéru specifikovano pro kazdou reakci zvlast) odebirany
automatickou mikropipetou alikvoty (100 pl) tak, abychom ziskali data o prib&hu
katalyzované reakce a sledovali, jak se vyviji ubytek vychoziho salicylaldehydu 75
a ptibyva produktu reakce. Alikvot surové reakéni smési byl vzdy ihned rozpustén
ve 450 ul 0,1M DCM (bezvody, funkce vnitiniho standardu) v CDCls. Vnitini standard
(VS) slouzi jako referen¢ni hodnota, ke které se vztahuji chemické posuny ostatnich
sledovanych peakli experimentu a kontroluje se reprodukovatelnost méfeni. Kazdy takto
ptipraveny vzorek byl vzapéti méfen na NMR pfi rychlosti 32 skend (Cas 2 minuty
a 50 sekund na jedno méfenti).

Ziskana 'H NMR spektra byla zpracovana pomoci softwaru MestReNova verze
6.0.2. Bylo provedeno sjednoceni kalibraci na hodnotu 7,25 ppm. Byly sledovany peaky
odpovidajici latkam: salicylaldehyd 75 (9,88 ppm a 10,99 ppm; pro sledovani trendu
ubytku vychozi latky) a produkt (konkrétni peak vybran s ohledem na produkt sledované
reakce). Hodnoty integraci jednotlivych peakd a jejich normalizace na pocet protont byly
zadany do ptepoctové tabulky, jeZ zaznamenavala konverzi vychozich latek na produkt.

Pro lepsi ptredstavu je vlozen piiklad tabulky (viz Pfilohy), ze které byl vytvoten vysledny
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Graf 2 pro latku 82a. Vzhledem k po¢tu méfeni a opakovani NMR studii budou v grafech
nize diskutovany pouze trendy konverze, nejedna se o standardni a tim padem i presné
kinetické méteni. Cilem bylo ziskéani alesponi zdkladniho ,,vhledu* do prub&hu katalytické

reakce pii raznych reakénich podminkéch.

° 0]
i 9,88 ppm — M

’ l\\H
N CI/'\CI

(0]

H
10,99 ppm

75 82a DCM

Obr. 24: Chemické posuny, jeZ byly hodnoceny pri sledovdni priibéhu reakce syntézy Idtky 82a: salicylaldehyd 75
(9,88 ppm a 10,99 ppm), produkt cyklizacni reakce 82a (7,94 ppm), DCM (vnitrni standard; 5,29 ppm).

Jak je patrné z obr. 25, v prubéhu méfeni lze sledovat, jak v reakéni smési ubyva
vychoziho salicylaldehydu 75 a postupné ptibyva signdlu produktu 82a, pticemz vidime
stabilni signal vnitintho standardu DCM. V Case T+25 min. jiz vidime maly
ale rozeznatelny signal produktu, ktery v nasledujicich 140 minutach kontinualné roste.
Soucasné pozorujeme stabilni pokles signalt aldehydu, coz svéd¢i o optimalni regeneraci
katalyzatoru Rh(III). V ¢ase T+24 h. jiz signal produktu slabl a reakce byla ukoncena.
Jak jiz v§ak bylo zminéno vySe, u malych alikvotli mize hrat vyznamné&jsi roli praveé
lokéalni koncentrace latek Vv prostoru reakéni smési, ze kterého byl odebran vzorek

(alikvot) pro NMR studii.
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33112 Syntéza ethyl 2-methylbenzofuran-3-karboxylatu (82a)

Prvnim ukolem pfi testu nového typu syntetické reakce je pokus o reprodukci podminek,
jez byly publikovany.”” S vyuzitim doporuéenych reakénich podminek byla vsak
vytéznost produktu 82a nizs$i, nez uvadéla publikace. Byla provedena série
optimalizacnich reakci (Tab. 3), kde byly otestovany rizné poméry vychozich latek 75
a 83a nebo byl sledovan vliv rychlosti pfidavku diazolatky 83a do reakéni smési.
Dvojnasobny ptidavek 83a nevedl k vyssimu vytézku (Tab. 3, fadek ¢. 2). V dalsich
experimentech byly dva ekvivalenty 83a rozdé¢leny. Jeden byl pfidan na zacatku reakce,
druhy ekvivalent diazolatky byl rozpustén v5 ml DCM a do reakéni smési piidavan
postupné pomoci automatické jehly rychlosti 2,5 ml/h (Tab. 3, fadek ¢. 3-5). Vyzkousen
byl také vliv dvojnasobného piidavku prekatalyzatoru [RhCp*Clz]2 (Tab. 1, reakce ¢. 4-
5) nebo jeho aktivatoru AgNTf> (Tab. 3, fadek ¢. 7-8). V tomto ptipadé byla provedena
NMR studie konverze vychozich latek na produkt 82a (bude popsano dale).

o] 0O O [RhCp*Cl,]5 (0,025 ekviv.) 0 o
AgNTf, (0,2 ekviv. \—
+ N > \
OH 2 DCE o)
50 °C
75 83a (3 ekviv.) 24h, Ar atm. 82a 62 %

Schéma 6: Optimdini reakcni podminky pro syntézu ethyl 2-methylbenzofuran-3-karboxyldtu 82a.

83a prekat. | AgNTf: pomér H signald
(ekviv.) (ekviv.) (ekviv.) = 75:82a v surové smési

Vytéiek 82a?

a) Vyté7ek stanoven po purifikaci pomoci sloupcové chromatografie na SiO,. Pro latku s istotou 95 %+.
b) purifikace nebyla provedena, sledovéan pouze pomér vybranych H signald pro latky 75 a 82a.

9 Po purifikaci pomoci sloupcové chromatografie na SiO; jsou podle *H NMR dvé latky, které se nepodafilo
oddélit.

Tab. 3: Optimalizace reakcnich podminek pro katalytickou cyklizaci vedouci k produktu 82a.
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Graf 1: Pridavek 0,2 ekviv. AgNTf,; reakce ¢. 7 v Tab. 3.
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Graf 2: Piidavek 0,4 ekviv. AGNTF, nezvysuje konverzi; reakce ¢ 8 v Tab. 3.

Pro rychlejsi postup pii optimalizaci jsme u reakci (Tab. 3, fadky ¢. 3-6) vyhodnotili,
7e po ukonceni reakce nebudeme provadét purifikaci na CC — pouze budeme sledovat
pomér 'H signalli vychozi latky 75 aproduktu 82a pti zvoleni riiznych reakénich
podminek. U reakce na fadku ¢. 4 bylo pouzito dvojnasobného mnozstvi prekatalyzatoru
na puvodné doporucené 2 ekviv. 83a, nicméné nebyl pozorovan vyrazny vzrist signalu
produktu 82a. Po ukonceni reakce po byl pomér signalti (hodnoty peakti na obr. 24)
75:82a produkt pouze 1:4,6. Jakmile jsme se odklonili od piivodnich podminek a v reakci
pouzili 3 ekviv. vychozi latky 83a, sledovali jsme prudky rist signalu produktu v reakci
(Tab. 3, fadek ¢. 6), kdy se pomér signali zvysil na 1:69. Podminky této reakce byly
zopakovany v reakci ¢. 7 s tim, Ze byla provedena purifikace pomoci CC s uspokojivym

vytézkem. Po zjisténi, ze je vhodné pouzit 3 ekviv. 83a jsme provedli studii vlivu
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mnozstvi pfitomného AgNTT2 na vznik produktu 82a. Analyza prab&hu reakce spocivala
ve sledovani konverze vychozich latek na produkt v ¢ase pomoci *H NMR. Jak bylo
popsano V kapitole vyse, byly postupné odebirany alikvoty surové reakéni smési, piicemz
se sledovaly charakteristické peaky pro latky 75 (9,88 ppm a 10,99 ppm) a 82a (7,9 ppm).
Graficky je studie v ¢ase znazornéna na Obr. 25 v piedchozi kapitole pro vybranou reakci
na fadku ¢. 8. Z hodnot integraci vybranych peakt byly sestaveny grafy 1 a 2, ze kterych
vyplyva, ze dvojnasobny piidavek AgNTf> nezvySuje konverzi vychozich latek
na produkt. Jinak feceno, vice AGNTT. netvoti vice aktivniho katalyzatoru, ktery by vice
nebo rychleji spotiebovaval dostupné vychozi 1atky. Pouzité 3 ekviv. vychozi latky byly
v reakcich €. 7 a¢. 8. pfidany po ¢astech — 2 ekviv. na zacatku reakce a 1 ekviv. po hodiné
od zacatku reakce.

Vysledkem optimalizace je vyhodnoceni reak¢énich podminek reakce ¢. 7 jako
nejvhodnéjsich, jelikoz neni tieba piidavat vice AgNTf, pii ptidavku 3 ekviv. 83a.
Izolovany celkovy vytézek ethyl 2-methylbenzofuran-3-karboxylatu 82a byl

po optimalizaci reakénich podminek 62 % (Schéma 6).

3.3.1.1.3 Syntéza ethyl 2-(4-methoxyfenyl)benzofuran-3-karboxylatu (82b)

Po optimalizaci reakénich podminek byla katalytické reakce aplikovana na dalsi vychozi
diazolatce 83b. Pfi prvnim nasazeni reakce byl (dle pivodnich podminek z publikace)
sice vytézek 82b pouze 16 %, nicméné pii purifikaci reakéni smési byl poprvé a jedinkrat
uspesné izolovan a poté charakterizovan neocekavany vedlejsi produkt reakce, latka 94.
Uréeni struktury latky nebylo na prvni pokus z *H NMR spekter jednoduché a byly
potieba 1 pokrocilé 2D NMR analyzy. Kdyz bylo zndmo, co milZeme ocekavat
v opakovanych reakcich, bylo zjisténo, ze vedlejsi produkt 94 se ve smési s produktem
82b vyskytuje vzdy. V pribéhu optimaliza¢nich reakci se vSak bohuzel podatilo vedlejsi
produkt 94 Gspésné izolovat pouze jednou, u ostatnich purifikaci na CC jsem nedosahla

oddéleni téchto dvou latek.

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

0 o o [ . SN
CEJ\H ) /©)\n)f\o/\ AgNsz(o,zekvw.)> \i O/+ . oJ
OH ? 2 DCE J (Io: \<o
75 94

50 °C
83b (2 ekviv.) 24h, Ar atm. 82b 62 %

Schéma 7: Optimalizované podminky pro syntézu ethyl 2-(4-methoxyfenyl)benzofuran-3-karboxyldtu 82b
s vyobrazenim struktury vedlejsiho produktu 94.
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pomér H
signall
75:82b

Vv surové

smeési

Vytézek
82b?

83b prekat.  AgNTf,

(ekviv.) = (ekviv.) (ekviv.) AR R

Izolovdna ve vytézku 4 %
3 0,025 0,2 1:6,59 35% neizolovéno
V produktu smés dvou latek dle
0,
1 0,025 0,2 n. a. 39 % 1H NMR
V produktu smés dvou latek dle
0,
2 0,025 0,2 n. a. 33% 1H NMR

a) vytézek stanoven po purifikaci pomoci sloupcové chromatografie na SiO,. Pro latku s Cistotou 95 %+.
b)vytéiek reakce po precisténi byl 83 %, nicméné jedna se o smés dvou latek v poméru 3:1, tj. vedlejsi produkt
94 je pfitomen ve 20% zastoupeni.

Tab. 4: Optimalizace reakcnich podminek pro katalytickou cyklizaci vedouci k produktu 82b, soucasné byla zjisténa
pritomnost vedlejsiho produktu 94.
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Obr. 26: Srovndni 1H NMR spekter reakce vzniku produktu 82b s vyznacenim chemickych posuni peakt pro produkt
82b (22, 3,88 ppm) a vedlejsi produkt 94 (A, 7,50 ppm). Pri CC se nedarilo oddélit vzniklé produkty a vytéZky reakci
jsou tedy s obsahem vedlejsiho produktu.

Kdyz uz jsme méli ,,ndstroj* pro sledovani priitbéhu konverze vychozich latek na produkt
82a predchozi reakce, aplikovali jsme tuto metodu analyzy také na zkoumani vzniku
produktu 82b. Z reak¢ni smési byly postupné odebirany alikvoty surové reakéni smési,

pticemz se sledovaly charakteristické peaky pro latky 75 (9,88 ppm nebo 10,99 ppm)

46



a82b (8,02 ppm) (Obr. 27), jejichZz integrace byla zadana do piepoctové tabulky
(viz Ptilohy), ktera na zakladé normalizace na pocet ekvivalentnich vodikl ur¢ila hodnotu

konverze (v %) v daném case odbéru (Graf 3).

0] 8,02 ppm
9,88 ppm 0]
H O
\/ H

/ .\\H
L~ o

o

10,99 ppm

75 82b DCM

Obr. 27: Chemické posuny, jeZ byly hodnoceny pri sledovdni pribéhu reakce syntézy ldatky 82a: salicylaldehyd 75
(9,88 ppm a 10,99 ppm), produkt cyklizacni reakce 82b (8,02 ppm), DCM (vnitini standard; 5,29 ppm).
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Graf 3: V ¢ase 65 min. dochdzi ke spotrebé Idtky 75, nicméne sledujeme pokles tvorby produktu 82b. Je mozné, Ze se
katalyticky cyklus na chvili ,,uspi“ po pridavku dalsiho ekvivalentu 83b do reakcni smési v ¢as 60 min.

Izolovany vedlejsi produkt 94 nebyl v pivodni publikaci nikde zminén, byl proto navrzen
pravdépodobny mechanismus vzniku vedlejsiho produktu (Schéma 8), ktery konkuruje
hlavni syntetické reakci. Misto toho, aby dochazelo k C-H inzerci, mtze byt diky
oxofilnim vlastnostem rhodia upiednostnén kyslik aldehydu, ¢imz dochazi k aktivaci
piislusného karbonylu. Nasleduje atak vychozi diazolatkou 83b, jejiz reaktivita vychazi
Z jeji dvojité aktivace (tj. vznikly enolat atakuje aktivovany aldehyd). Po odstoupeni
molekuly dusiku je vznikly karbokation atakovan hydroxylovou skupinou, ¢imz dochazi
k cyklizaci. Vnikly ether je stabilizovan odstoupenim kationtu vodiku. Odstoupenim

rhodia vznikd volna hydroxylova skupina atakujici karbonyl, ¢imZ vznikd nestabilni
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tricyklicky meziprodukt 94-A obsahujici tetracyklus se zna¢nym pnutim. Ten se nasledné
po odstoupeni vodiku reorganizuje za vzniku stabilnéj$iho meziproduktu 94-B, ktery

po nasledné dalsi stabilizaci, tj. eliminaci kyseliny, pfechazi na vedlejsi produkt 94.

0P
=

94

Schéma 8: NavrZzeny mechanismus vzniku vedlejsiho produktu 94, ktery doprovadzi hlavni katalytickou cyklizacni
reakci pri syntéze latky 82b.

33114 Syntéza ethyl 2-(2-methoxyfenyl)benzofuran-3-karboxylatu (82c)

Snaha co nejvice se pfiblizit struktuie pfirodnich neolignant nas motivovala vyzkouset
i dalsi vychozi diazolatky, které nebyly vyuzity v originalni publikaci. S vyuzitim
(optimalizovaného) syntetického protokolu byl dvakrat proveden pokus o syntézu ethyl
2-methylbenzofuran-3-karbobxylatu 82c (Schéma 9). Tento produkt mohl dale slouzit
pro syntézu kumestanu, ptirodni latky, jejiz syntézu provedla uspésné Mgr. Vyslouzilova.
Do DCE (4,61 ml; 0,921 mmol; 1 ekviv.) byly za laboratorni teploty a za stalého michéni
postupné piidany nasledujici vychozi latky: salicylaldehyd 75 (100 pl; 0,921 mmol;
1 ekviv.), prekatalyzator [RhCp*Cl2]2 (14,4 mg; 0,023 mmol; 0,025 ekviv.) a AgNTf
(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., resp. 3 ekviv.) a reakéni smés byla

zahfivana pomoci olejové lazné na teplotu 50 °C a michana po dobu 12 hodin.
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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 odparku nedetekovala ani v jednom ze dvou syntéz

pritomnost produktu ethyl 2-methylbenzofuran-3-karbobxylatu 82c.

0 0O 0 [RhCp*Cl,], (0,025 ekviv.) oo
AgNTf, (0,2 ekviv. N
y o~ AdNT (02 ekviv)
- G - OO
OH o 2 DCE S
[ 50 °C d
75 83c (3 ekviv.) 24h, Ar atm. 82c  \

Schéma 9: Reakcni schéma pro syntézu latky 82c s vyuZitim diazoldtky 83c.

Piedpokladame, ze pravé stericka naro¢nost methoxy skupiny v poloze ortho, kterou jsme
o¢ekavali pfi pouziti vychozi latky 83c, je divodem branéni vzniku produktu 82c.
Srovnanim sterické situace v mezikroku katalytického mechanismu (Schéma 5 A,
meziprodukt 91) pro pouzité vychozi latky 83a-c je mozné vyvodit hypotézu, ze pti
otaceni jednoduché vazby (rizova Sipka, schéma 10) dochéazi u ptikladu C k nejvétsimu
sterickému branéni vzniku furanového kruhu. U piikladd A a B (Schéma 10) produkty
vznikaji.

—Q

o 0 0
EtOOC
)/%lk ® EtOOC })_@@\o/ ® EtOOG, VL@© ®
e
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Schéma 10: Srovndni sterické ndrocnosti vychozich latek v mezikroku katalytického cyklu syntézy benzofuranového
skeletu. A pro produkt 82a; B pro produkt 82b; C pro nevznikajici produkt 82c.
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3.4 Sumarizace vysledkt

Ptehledové schéma 11 shrnuje niZze celou experimentalni ¢ast mé diplomové prace.

Izolované vytézky pro produkty 82a a 82b se shodovaly, pficemz v pfipad¢ syntézy B

byl izolovan a charakterizovan vedlejsi produkt reakce — latka 94. Pro jeho vznik byl

navrzen hypoteticky mechanismus (Schéma 8), ktery konkuruje hlavni cykliza¢ni reakci.

Syntéza C bohuzel nebyla uspésné dokoncena, jelikoz nebyl detekovan produkt 82c.

Pfi¢ina byla diskutovdna na schématu 10 v pfedchozi kapitole a nejspiSe souvisi se

sterickymi efekty postranni skupiny vychozi diazolatky 83c.

: : o}
A Q. o 0 : : OEt
o o o S\\N3 EtsN : :
I s R T —— oFt + =
OEt N CH,Cly Ny i o :

H : : (0]
84 85 83a  3ekviv. | @6\ 82a 62 %

o N 0 0 :
B Rg] :
SRR STV R R B S O
O)M or - Ay CH,Cl, o N, -
~o 3b

N - IRNCpCll, (0,0125 mmol)
86 85 8 2 ekviv. 1 GNTE, (0,1 mmol),

1,2-DCE (0,2M),

82b 62 %

c O H 0o 0 : 50°C, 24 h,
o} 1. DBU/ CH5CN : Ar atm.
o + EtOJLN - OEt —— —.*>
2 2. DMP/ CHyCly o N : >
I :

87 88 83c 3 ekviv. &

Schéma 11: Vizudlni prehled prdce.

kumestan
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4. Zavér

V této diplomové praci jsem se zaméfila na ptipravu latek s benzofuranovym skeletem
za pomoci Rh(Ill)-katalyzované annulace, jez vychazela ze salicylaldehydu a diazolatek
S riznymi postrannimi fetézci tak, abychom vysledné produkty pfiblizili pfirodnim
latkdm, které byly inspiraci pro tuto praci (boehmenany). Optimalizace reakcnich
podminek Rh(Ill)-katalyzované reakce vedla k Caste¢né uspokojivym vytézkim,
nicméné pii syntéze ecthyl 2-(4-methoxyfenyl)benzofuran-3-karboxylatu 82b byl
detekovan jesté vznik vedlejsiho produktu 94, o kterém nebylo referovano v pivodni
publikaci, coz podnitilo nasi zvédavost v dals$im zkoumani, jaky jiny vedlejsi
mechanismus by mohl vést ke vzniku vedlejSiho produktu této reakce, pokud vznika
pti kazdé reakci. Pro lepsi pochopeni vlivu reak¢énich komponent na konverzi vychozich
latek na produkt, jsme provedli *H NMR studie. Pomohlo nam to ujistit se, ze vyssi
pridavek aktivatoru katalyzatoru nezvysuje konverzi vychozich latek na produkt. NMR
sledovani reakce jsme nejprve aplikovali pfi zkoumani prub&hu reakce syntézy ethyl 2-
methylbenzofuran-3-karboxylatu 82a. Posledni cilovy produkt ethyl 2-(2-
methoxyfenyl)benzofuran-3-karboxylat 82c nebyl bohuzel pfipraven, nejspise kvuli
znemoznéni pribéhu katalytické reakce — sterické zabrané postranni methoxy-skupiny
Vv poloze ortho na aromatickém postrannim fetézci vychozi diazolatky. Zavérem je nutno
podotknout, ze pfirodni latky stale ziistavaji inspiraci pro syntetické chemiky, 1 kdyz je
pole zékladniho vyzkumu zatizeno mnoha piekdzkami na cesté k latkdm, které by mohly
pomoci s riznymi bakterialnimi nebo virovymi rezistencemi, nabidly by alternativu ke
komerc¢né uzivanym 1é¢ivim ¢i se zafadily do seznamu latek pro personalizovanou

medicinu.
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5. Experimentalni ¢ast

5.1 Obecné informace
Vsechny popsané reakce byly provedeny v bezvodém prostiedi pod inertni atmosférou
argonu a pouzité aparatury byly ptfed zahdjenim syntéz zihany plamenem.

Me¢teni 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 CDCIlz pro néjz jsou chemické posuny zbytkového
nedeuterovaného rozpoustédla nasledujici: 7.27 ppm (*H) a 77.16 ppm (**C). Protonové
vazebné vzory jsou oznaéeny nasledovné: singlet (s), dublet (d), dublet dubletd (dd),
triplet (t), triplet tripleti (tt), quartet (q) a multiplet (m).

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

Pro sloupcovou chromatografii (CC) byl vyuzit silikagel (velikost pora 60 1’\,
velikost c¢astic 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 ptiddvana
do mobilni faze (naptiklad byl pomér hexan:EtOAc = 40:1 — 20:1 — 10:1 — 41 —
2:1). Eluované frakce byly odebirany po 10 - 30ml frakcich a jejich obsah byl priibézné
monitorovan pomoci TLC na silikagelu. Byly pouzity aluminiové desky pokryté
silikagelem 60 SIL G/UV254 s fluorescentnim indikatorem (Sigma-Aldrich
nebo Machery-Nagel). Jednotlivé slouceniny pritomné v reak¢éni smési byly detekovany
pomoci UV zéifeni (A = 256 nm nebo 366 nm) a déle byly vizualizovdny pomoci
vizualiza¢nich roztokl.. Frakce obsahujici stejny produkt byly spojeny a nasledné
odpafeny na rota¢ni vakuové odparce (RVO).

Teploty tani byly méteny na ptistroji SMP 30 (Stuart) a nejsou korigovany.
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5.1.1 Vizualizacni roztoky pro TLC

Zasadity roztok KMnOg byl pfipraven rozpusténim 9 g KMnO4 a 20 g K2COs3 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 HoSO4. Hannesiantiv roztok (PMA)

byl ptipraven rozpusténim 12 g kyseliny fosfomolybdenové v 250 ml ethanolu.
5.2 Postup organické syntézy

5.2.1 Syntéza vychozich diazoslu¢enin

5.2.1.1 Syntéza ethyl 2-diazo-3-oxobutanoatu (83a)

o .©
o o . \‘S:N~N@ EtsN (1,4 ekviv.) o 0
o) \ RN
PO NS UOAR > A~
N DCM N
H RT 2
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 nasledn¢ byl k nému ptidan trimethylamin
(EtaN; 1,52 ml; 10,9 mmol; 1,4 ekviv.). Vznikla smés byla michana pti laboratorni teploté
po dobu 5 minut. Poté byl do smé&si 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 rotani vakuové odparky (RVO) a oranzovy
odparek byl nasledné purifikovan na CC (SiO2; PE:EtOAc = 4:1). Hledany produkt
reakce byl na TLC detekovatelny pouze pomoci UV zafeni, ostatni vizualiza¢ni ¢inidla
produkt nezobrazila. Frakce obsahujici produkt 83a byly spojeny a odpafeny na RVO.
Vysledny produkt byl ziskan jako zluta olejovita kapalina (1109,2 mg; 92 %).

Rf= 0,5 (SiO2, PE : EtOAC 4:1)

'H NMR (500 MHz, Chloroform-d) & (ppm): 4.29 (g, J = 11.8, 0.8 Hz, 4H), 2.48 (s, 4H),
1.33 (t, J=16.6, 0.0 Hz, 6H)

13C NMR (126 MHz, Chloroform-d) & (ppm): 190.5, 161.6, 61.6, 28.4, 14.5

MS (APCI), m/z (%): [M+H]" 156.0535
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5.2.1.2 Syntéza ethyl 2-diazo-3-(4-methoxyfenyl)-3-oxopropanoatu (83b)

o C)
\ N O (0]
@ a o \s\\/ \N(? EtsN (1,4 ekviv.)
O/\ + )J\ /©/ 0 \\N —_— O/\
~ N DCM ~ D)
0 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 nésledné byl k nému piidan EtsN
(1,99 ml; 14,3 mmol; 1,4 ekviv.). Vznikla smés byla michana pii laboratorni teploté
podobu 5 minut. Pot¢é byl do smési pifidan ve tfech ¢astech azid 4-
acetamidobenzensulfonylu 85 (3,04 g; 12,3 mmol; 1,2 ekviv.) a vysledna suspenze
se nechala michat po dobu 72h. Organické rozpoustédlo bylo odpafeno ze smési 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 odpaieny
na RVO. Vysledny produkt byl ziskan jako zluta krystalicka latka (2434,7 mg; 96 %).

Rf=0,4375 (SiOz, PE : EtOAC 4:1)

m. p. =40,2—-40,5 °C

'H NMR (500 MHz, Chloroform-d) & (ppm): 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, 7H)

13C NMR (126 MHz, Chloroform-d) & (ppm): 185.5, 163.3, 161.5, 131.2, 129.5, 113.3,
61.7,55.6, 14.4

MS (ESI+), m/z (%) [M+H]": 249,1 (97%)

5.2.1.3 Syntéza ethyl 2-diazo-3-hydroxy-3-(2-methoxyfenyl)-3-oxopropanoatu (95)

Q OH O
Ho, /\OH DBU (0,1 ekviv.) @ﬁ\ﬂ/u\o/\
? Ne MeCN o N2
RT |
86 87 (3 ekviv.) 48h, Ar atm. 95 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 teploté 0 °C v ledové lazni. 2-methoxybenzaldehyd
86 (500 mg; 3,6 mmol; 1,0 ekviv.) byl spolu s DBU (0,0548 ml; 0,36 mmol; 0,1 ekviv.)
rozpu$tén v MeCN (16ml) a tento roztok byl po kapkach ptidan do reakéni smési, ktera
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se poté nechala oteplit na laboratorni teplotu. Takto byla michana po dobu 21 hodin.
Reakce byla nasledujici den ukonéena pfidanim roztoku NaHCO3 (40 ml) a meziprodukt
95 byl extrahovan do CH2Cl> (3x20 ml). Pied posledni extrakci byl do smési pfidan
nasyceny roztok NaCl. Sloucené organické faze byly vysuSeny bezvodym Na>SOq
a precistény vakuové pres fritu. Organické rozpoustédlo bylo odpafeno na RVO
a odparek byl nasledné purifikovan na CC (SiO2; PE:EtOAc = 4:1). Ziskany ethyl 2-
diazo-3-hydroxy-3-(2-methoxyfenyl)-3-oxopropanoat 95 je Zzluta olejovita kapalina
(607 mg; 67 %).

R¢= 0,26 (SiO2, hexan:EtOAc 4:1)
'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) § (ppm): & 7.77 (dd, 1H), 7.48 (td, J = 7.5 Hz, 1H),
7.23 (td, 1H), 6.84 (d, 1H), 5.88 (s, 1H), 4.15 (q, 4H), 3.79 (s, 3H), 1.23 - 1.19 (m, 8H).

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

OH O 0O O
DMP (1,2 ekviv.)
o > o
N2 DCM N
0 0
| RT I
95 48h, Ar atm. 83c 52%

Ethyl 2-diazo-3-hydroxy-3-(2-methoxyfenyl)-3-oxopropanoat 95 (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 reakéni smés byla michana po dobu 48 hodin.
Pro ukonceni oxidacni reakce byl do smési ptidan roztok NaHCO3 (20 ml) a produkt 83c
byl extrahovan do CH2Cl> (3x20 ml). Pted posledni extrakci byl do smési ptidan
nasyceny roztok NaCl. Slouc¢ené organické faze byly vysuSeny bezvodym Na2SO4
a precistény vakuové pres fritu. Organické rozpoustédlo bylo odpaieno 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 (SiOz, PE:EtOAC 1:1)

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) § (ppm): 7.38 — 7.33 (m, 2H), 7.26 — 7.22 (m, 1H),
6.96 — 6.91 (m, 4H), 4.12 (q, J = 7.4 Hz, 7TH), 3.75 (s, 4H), 1.13 (t, 6H).

LC Rt= 18,42 min.

55



5.2.2 Syntéza latek s benzofuranovym skeletem

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

0 0O O [RhCp*Cly], (0,025 ekviv.) % o
AgNTf, (0,2 ekviv. N—
H MO/\ gNTf, ( )
¥ N ) A\
OH 2 DCE g
50 °C
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 pfidany nasledujici vychozi latky: salicylaldehyd 75 (100 pl;
0,95 mmol; 1 ekviv.), prekatalyzator [RhCp*Cl]2 (14,8 mg; 0,0237 mmol; 0,025 ekviv.)
a AgNTf2 (76 mg; 0,19 mmol; 0,2 ekviv.). Poté byly pfidan ethyl 2-diazo-3-oxobutanoat
83a (262 pl; 1,90 mmol; 2 ekviv.) a reakéni smés byla zahfivana pomoci olejové 1azné
na teplotu 50 °C. Po hodiné od zacatku reakce byl do michané reak¢éni smési piidan 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. Pro sledovani zavislosti pfemény
vychozich latek na produkt 82a byly z reakéni smési postupné odebirany automatickou
mikropipetou alikvoty reakéni smési o objemu 100 pl. Odbéry probéhly v ¢asech:

1) T+0 min (pted pfidanim 2 ekviv. 83a) 6) T+65 min (po ptidani 1 ekviv. 83a)

2) T+5 min (po pfidani 2 ekviv. 83a) 7) T+85min
3) T+25 min 8) T+105 min
4) T+45 min 9) T+125 min

5) T+55 min (pted ptidanim 3. ekviv. 83a) 10) T+24h (pied ukonéenim reakce)

Surovy alikvot reakéni smési byl vzdy ihned rozpustén ve 450 pl 0,1M DCM (bezvody,
funkce vnitiniho standardu) v CDCls. Kazdy takto ptipraveny vzorek byl vzapéti méfen
na NMR (32 skenti) a na ziskaném *H spektru byly sledovany peaky odpovidajici latkam
75 (9,88 ppm) a 82a (7,94 ppm). Integrace jednotlivych peakii byly zadany do pfepoctové
tabulky (Ptiloha 7.2.), jeZ zaznamenavala konverzi vychozich latek na produkt 82a v ase.

Po ukonceni reakce se smés nechala ochladit na laboratorni teplotu a workup byl
proveden pomoci EtOAc (3x20 ml). Nésledovala vakuova filtrace pfes 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 ziskén jako bila krystalicka latka.

Rf= 0,82 (SiO,, PE:EtOAC 2:1)
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'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) & (ppm): 7.89 — 7.85 (m, OH), 7.35 — 7.30 (m, OH),
7.25—7.13 (m, 1H), 4.31 (g, J = 7.1 Hz, 1H), 2.67 (s, 1H), 1.35 (t, J = 7.1 Hz, 1H).

13C NMR (101 MHz, Chloroform-d) § (ppm): 164.7, 163.8, 153.8, 126.4, 124.4, 123.9,
121.9, 110.9, 109.3, 60.4, 14.6.

5.2.2.2 Syntéza ethyl 2-(4-methoxyfenyl)benzofuran-3-karboxylatu (82b)

[RhCp*Cl,], (0,025 ekviv.)
: 11 Mo/\ AgNTf, (0,2 ekviv.)
O +
DCE m

83b (2 ekviv.) 24h Ar atm 82b 62 %

Do DCE (4,62 ml; 0,924 mmol; 1 ekviv.) byly za laboratorni teploty a za stalého michani
postupné piidany nasledujici vychozi latky: salicylaldehyd 75 (100 ul; 0,924 mmol,
1 ekviv.), prekatalyzator [RhCp*Cl2]2 (14,4 mg; 0,0231 mmol; 0,025 ekviv.) a AgNTT2
(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 smés byla zahfivana pomoci
olejové 1azné na 50 °C. Po hodiné od zacatku reakce byl do michané reakéni smési pridan
jeste jeden dil ethyl 2-diazo-3-(4-methoxyfenyl)-3-oxopropanoat 83b (131 pl;
0,95 mmol; 1 ekviv.) a reakce pokracovala za stejnych podminek dalSich 24 hodin.

Pro sledovani zavislosti pfemény vychozich latek na produkt 82b byly z reak¢éni smési
postupné odebirany automatickou mikropipetou alikvoty reakéni smési o objemu 100 pl.
Odbéry probéhly v ¢asech:

1) T+0 min (pted pfidanim 2 ekviv. 83b)
2) T+5 min (po pridani 2 ekviv. 83b)

3) T+25 min

4) T+45 min

5) T+55 min (pied piidanim 1 ekviv. 83b)
6) T+65 min (po ptidani 1 ekviv. 83b)

7) T+85min

8) T+24h (pied ukoncenim reakce)

Surovy alikvot reakéni smési byl vzdy ihned rozpustén ve 450 ul 0,1M DCM (bezvody,
funkce vnitiniho standardu) v CDCls. Kazdy takto ptipraveny vzorek byl vzapéti méten

na NMR (32 skentl) a na ziskaném *H spektru byly sledovéany peaky odpovidajici latkam
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75 (9,88 ppm) a 82b (8,02 ppm). Integrace jednotlivych peaku byly zadany do piepoctové
tabulky, jez zaznamenavala konverzi vychozich latek na produkt 82b v case.

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 odpaien na RVO. Odparek byl poté purifikovan na gradientové CC (SiOy;
PE:EtOAc= 40:1 — 20:1). Ziskany ethyl 2-methylbenzofuran-3-karbobxylat 82a
(120 mg; 62 %) byl doprovazen vedlejsim produktem ethyl benzofuran-2-karobxylatem
94 (20 % podle NMR signalu pii reakci €. 6). Pfi prvni a jediné uspés$né izolaci latky 94
byl jeji vytézek 4 mg (4,2 %).

Hodnoty pro 82b:

Rf=0,73 (SiO2, PE:EtOAC 4:1)

H NMR (400 MHz, Chloroform-d) & (ppm): 8.01 — 7.96 (m, 2H), 7.47 — 7.41 (m, 1H),
7.29 — 7.24 (m, 4H), 6.94 (dt, 1H), 4.35 (g, 1H), 4.11 — 4.03 (m, OH), 3.82 (s, 1H), 1.16
(9, 1H).

13C NMR (126 MHz, Chloroform-d) & (ppm): 164.4, 131.3, 130.4, 127.4, 126.3, 124,0,
122.7, 114.0, 113.6, 111.1, 60.8 (d, J = 29.3 Hz), 55.42 (d, J = 16.9 Hz), 14.36 (d, J =
18.6 Hz).

Hodnoty pro 94:

H NMR (500 MHz, Chloroform-d) & (ppm): 7.63 — 7.60 (m, 1H), 7.55 — 7.51 (m, 1H),
7.41-7.36 (m, 1H), 7.26 — 7.21 (m, 1H), 4.38 (q, 2H), 1.37 (d, J = 7.4 Hz, 3H).

13C NMR (126 MHz, Chloroform-d) & (ppm): 159.7, 155.8, 145.8, 127.7, 127.0, 123.9,
122.9, 113.9, 112.5,61.7, 14.4.

HRMS (ESI+) m/z: vypocteno pro CigH1604 [M+H]: 297,1121, nalezeno 297,1120

LC Rt =27, 96 min
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7. Prilohy

'H a BBC{*H} NMR spektra ethyl 2-diazo-3-oxobutanodtu (83a)
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IH a 13C{*H} NMR spektra ethyl 2-diazo-3-(4-methoxyfenyl)-3-oxopropanodtu (83b)
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'H NMR spektrum ethyl 2-diazo-3-hydroxy-3-(2-methoxyfenyl)-3-oxopropanodtu (95)
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'H NMR spektrum ethyl 2-diazo-3-(2-methoxyfenyl)-3-oxopropanodtu (83c)
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LC-MS spektrum ethyl 2-diazo-3-(2-methoxyfenyl)-3-oxopropanodtu (83c)
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'H a BBC{*H} NMR spektra ethyl 2-methylbenzofuran-3-karboxylditu (82a)
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'H a BBC{*H} NMR spektra ethyl 2-(4-methoxyfenyl)benzofuran-3-karboxylatu (82b)
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'H a BBC{*H} NMR spektra ethyl benzofuran-2-karboxylatu (94)
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Tabulka zavislosti konverze vychozich Iatek na produkt (pro reakci tvorby produktu 82a, Graf 2)

standardni

mnozstvi (koncentrace =

[mmol] v NMR 0.2M, objem
Cas kyveté 0.45 mL)

NMR kyveta V =0.55mL

ve smési | T=0 T=+1min alikvot
T=0min alikvot (0.1 mL) 4.75 mL 4.75 4.75| 2.105263158
pocet . a
Molarni mnoistvi | chemicky posun [ integrace | ekviv. normaJ izovany | mmol v . % 52
. | integral NMR kyveté | v NMR kyveté
protonti

CH2CI2 84.93 | 5.29 ppm (s) 4.9 2 2.45 0.045
RCHO z aldehydu 75 122.12 | 9.88 ppm (d) 1 1 1]0.018367347 100
benzofuran Ar-H 82a 204.22 | 7.94 ppm (dt) 1 0 0 0
Pridavek 2 ekviv. diazolatky 83a
T =45 min alikvot (0.1 mL) 4.75 mL 4.75| 4.791666667 | 2.086956522
CH2CI2 84.93 | 5.29 ppm (s) 5.02 2 2.51 0.045
RCHO z aldehydu 75 122.12 | 9.88 ppm (d) 1 1 10.017928287 | 97.60956175
benzofuran Ar-H 82a 204.22 | 7.94 ppm (dt) 0.02 1 0.02 | 0.000358566 | 1.952191235
T =+25 min alikvot (0.1 mL) 4.75 mL 4.75 5.9 1.694915254
CH2CI2 84.93 | 5.29 ppm (s) 6.84 2 3.42 0.045
RCHO z aldehydu 75 122.12 | 9.88 ppm (d) 1 1 10.013157895 71.6374269
benzofuran Ar-H 82a 204.22 | 7.94 ppm (dt) 0.12 1 0.12 | 0.001578947 | 8.596491228
T =+45 min alikvot (0.1 mL) 4.75 mL 4.75 7.05| 1.418439716
CH2CI2 84.93 | 5.29 ppm (s) 8.08 2 4.04 0.045
RCHO z aldehydu 75 122.12 | 9.88 ppm (d) 1 1 1]0.011138614 | 60.64356436
benzofuran Ar-H 82a 204.22 | 7.94 ppm (dt) 0.3 1 0.3 | 0.003341584 | 18.19306931
T =+55 min alikvot (0.1 mL) 4.75 mL 4.75 8.2 | 1.219512195
CH2CI2 84.93 | 5.29 ppm (s) 8.3 2 4.15 0.045
RCHO z aldehydu 75 122.12 | 9.88 ppm (d) 1 1 1]0.010843373 | 59.03614458
benzofuran Ar-H 82a 204.22 | 7.94 ppm (dt) 0.45 1 0.45 | 0.004879518 | 26.56626506
Pridavek 1 ekviv. diazolatky 83a
T =+65 min alikvot (0.1 mL) 4.75 mL 4.75 9.35| 1.069518717
CH2CI2 84.93 | 5.29 ppm (s) 11.29 2 5.645 0.045
RCHO z aldehydu 75 122.12 | 9.88 ppm (d) 1 1 1]0.007971656 | 43.40124004
benzofuran Ar-H 82a 204.22 | 7.94 ppm (dt) 0.61 1 0.61 | 0.00486271 | 26.47475642
T = +105 min alikvot (0.1 mL) 4.75 mL 4.75 9.25| 1.081081081
CH2CI2 84.93 | 5.29 ppm (s) 17.19 2 8.595 0.045
RCHO z aldehydu 75 122.12 | 9.88 ppm (d) 1 1 1]0.005235602 | 28.50494474
benzofuran Ar-H 82a 204.22 | 7.94 ppm (dt) 1.62 1 1.62 | 0.008481675 | 46.17801047
T =+135 min alikvot (0.1 mL) 4.75 mL 4.75 9.15| 1.092896175
CH2CI2 84.93 | 5.29 ppm (s) 26.69 2 13.345 0.045
RCHO z aldehydu 75 122.12 | 9.88 ppm (d) 1 1 1]0.003372049 | 18.35893593
benzofuran Ar-H 82a 204.22 | 7.94 ppm (dt) 2.77 1 2.77 | 0.009340577 | 50.85425253
T =+165 min alikvot (0.1 mL) 4.75 mL 4.75 9.05 | 1.104972376
CH2CI2 84.93 | 5.29 ppm (s) 48.48 2 24.24 0.045
RCHO z aldehydu 75 122.12 | 9.88 ppm (d) 1 1 1]0.001856436 | 10.10726073
benzofuran Ar-H 82a 204.22 | 7.94 ppm (dt) 4.36 1 4.36 | 0.008094059 | 44.06765677
T = +255 min alikvot (0.1 mL) 4.75 mL 4.75 9.05 | 1.104972376
CH2CI2 84.93 | 5.29 ppm (s) 116.68 2 58.34 0.045
RCHO z aldehydu 75 122.12 | 9.88 ppm (d) 1 1 1| 0.00077134 | 4.302365444
benzofuran Ar-H 82a 204.22 | 7.94 ppm (dt) 12.62 1 12.62 | 0.009734316 54.2958519
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Tabulka zavislosti konverze vychozich Iatek na produkt (pro reakci tvorby produktu 82b, Graf 3)

standardni

mnozstvi (koncentrace =

[mmol] v NMR 0.2M, objem
Cas kyveté 0.45 mL)

NMR kyveta V =0.55mL

ve smési | T=0 T=+1min alikvot

T=0min alikvot (0.1 mL) 4.75 mL 4.75 4.75 2.105263158

Molarni chemicky . poc‘et normalizovany | mmol v NMR %

mnoistvi posun R ©viv- . | integral kyveté vNMR

protonii kyveté

CH2CI2 84.93 | 5.29 ppm (s) 5.74 2 2.87 0.045
RCHO z aldehydu 75 122.12 | 9.88 ppm (d) 1 1 1 0.015679443 100
benzofuran Ar-H 82b 204.22 | 8.02 ppm (dq) 1 0 0 0
Pridavek 2 ekviv. diazolatky 83b
T =45 min alikvot (0.1 mL) 4.75 mL 4.75| 4.791666667 2.086956522
CH2CI2 84.93 | 5.29 ppm (s) 7.51 2 3,755 0.045
RCHO z aldehydu 75 122.12 | 9.88 ppm (d) 0.77 1 0,77 0.009227696 | 58.8521971
benzofuran Ar-H 82b 204.22 | 8.02 ppm (dq) 0.19 1 0.19 0.002276964 | 14.5219707
T =+25 min alikvot (0.1 mL) 4.75 mL 4.75 5.9 1.694915254
CH2CI2 84.93 | 5.29 ppm (s) 12.86 2 6.43 0.045
RCHO z aldehydu 75 122.12 | 9.88 ppm (d) 0.94 1 0.94 0.006578538 | 41.9564541
benzofuran Ar-H 82b 204.22 | 8.02 ppm (dq) 0.7 1 0.7 0.004898911 31.244168
T =+45 min alikvot (0.1 mL) 4.75 mL 4.75 7.05 1.418439716
CH2CI2 84.93 | 5.29 ppm (s) 16.49 2 8.246 0.045
RCHO z aldehydu 75 122.12 | 9.88 ppm (d) 1 1 1 0.005457853 | 34.8089751
benzofuran Ar-H 82b 204.22 | 8.02 ppm (dq) 1.28 1 1.28 0.006986052 | 44.5554882
T =+55 min alikvot (0.1 mL) 4.75 mL 4.75 8.2 1.219512195
CH2CI2 84.93 | 5.29 ppm (s) 16.17 2 8.085 0.045
RCHO z aldehydu 75 122.12 | 9.88 ppm (d) 0.82 1 0.82 0.004564007 | 29.1082251
benzofuran Ar-H 82b 204.22 | 8.02 ppm (dq) 1.33 1 1.33 0.007402597 | 47.2121212
Pridavek 1 ekviv. diazolatky 83b
T =+65 min alikvot (0.1 mL) 4.75 mL 4.75 9.35 1.069518717
CH2CI2 84.93 | 5.29 ppm (s) 18.4 2 9.2 0.045
RCHO z aldehydu 75 122.12 | 9.88 ppm (d) 0.83 1 0.83 0.004059783 | 25.8923913
benzofuran Ar-H 82b 204.22 | 8.02 ppm (dq) 1.4 1 1.4 0.006847826 43.673913
T = +85 min alikvot (0.1 mL) 4.75 mL 4.75 9.25 1.081081081
CH2CI2 84.93 | 5.29 ppm (s) 27.08 2 13.54 0.045
RCHO z aldehydu 75 122.12 | 9.88 ppm (d) 0.87 1 0.87 0.002891433 | 18.4409158
benzofuran Ar-H 82b 204.22 | 8.02 ppm (dq) 2.85 1 2.85 0.009471935 | 60.4098966
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