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1 Uvod

Premysleli jste nékdy o tom, pro¢ se citime v piirodé tak piijemne? Pro¢ zde
zanechavame nepfijemné starosti a Cerpame potiebnou pozitivni energii? UrCité jste
ptisli na to, Ze to maji na svédomi zelené rostliny. Jak by ndm také nebylo dobie, kdyz
my sami jsme soucasti ptirody, tfebaze si to mnohdy ani neuvédomujeme. Doba se méni
a vztah k rostlindm s sebou pfinasi i spoustu etickych a filozofickych otdzek. Prestava
byt strom zivou bytosti, kdyz se do né&j zasekne pila? Jakou energii ndm piinasi ve
form¢ dreva, které nas obklopuje? Jak bytostné jsme s rostlinami spjati, kdyZ nam
v podob¢ kavy, €aje nebo tieba ovoce a chleba denné voni na stole? Schopnost ptirody
vytvaiet komplikované i nekomplikované latky, jak se zd4, nema meze. Clovék se snazi
ptirodu jakkoli napodobit ¢i se ji inspirovat, a to plati i pro farmaceuticky pramysl.
V pribéhu zkoumdni oné piirodni latky je védec diive ¢i pozdéji konfrontovan s jeji
syntézou, coz muze mit rizné divody. Mozna chce zkontrolovat spravnost nalezené
struktury. Mozna chce zlepSit nase znalosti o reakcich a chemickych vlastnostech
molekuly. Pokud ma latka prakticky vyznam, miZe doufat, Ze syntetickd sloucenina
bude levngjs$i nebo snadnéji dostupnad nez ptirodni produkt. MlzZe byt také Zadouci
modifikovat detaily v molekularni struktufe za telem vyS$i U¢innosti biologické
aktivity & sniZeni nezadoucich vedlejsich G&inki.*

Exkurze do pfirody by nebyla tplna, kdyby se v ni neobjevil historicky pfib&h.
Zrod totalni syntézy nastal v 19. stoleti, kdy némecky chemik Friedrich W&hler v roce
1828 nahodné provedl syntézu mocoviny de novo mimo Zzivy systém, jednoduse po
zahtati kyanatanu draselného se siranem amonn}'/m.2 Paradigma té doby bylo, ze
organické, pfirod¢ podobné latky lze tvofit pouze zivymi bytostmi, bylo zlomeno.
Syntéza kyseliny octové z elementarniho uhliku Hermannem Kolbem v roce 1845 je
druhym velkym Gspéchem v historii totalni syntézy.> Mezi prelomové usp&chy
V historii totalni syntézy 19. stoleti patii celkova syntéza rostlinného erveného barviva
alizarinu od Graebeho a Liebermanna z roku 1869*, & rostlinného modrého barviva
indiga od Baeyere z roku 1878°, a koneéné totalni syntéza D-(+)-glukézy z roku 1890°
od druhého drzitele Nobelovy ceny za chemii, Emila Fischera, kterd je nejen

pozoruhodné slozitosti cile, ktery poprvé zahrnoval stereochemické prvky, ale také
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znaénou stereochemickou kontrolu, kterd ji doprovazela. Od té doby chemici
syntetizovali nespoCet vyznamnych a praktickych bioaktivnich pfirodnich produktd.
Totalni syntéza komplexnich pfirodnich produkti stale zlstava jednou z nejvice
vzrusujicich a dynamickych oblasti V}'Izkumu.7 Syntéza takovych komplexnich molekul
spojena s pokrokem v syntetickych strategiich hraje v moderni civilizaci klicovou roli.
Z fundamentalniho hlediska je totalni syntéza autentickou platformou pro prokdzani
novych metodologii a novych strategii ¢i zptisobu mysleni. Totalni syntéza také péstuje
porozumeéni zakladnim principtim chemie: jak a pro¢ probihaji reakce, vztahy mezi
tvarem a funkci molekuly, stereochemické aspekty a souvisejici problémy. Synteticka
organicka chemie je nyni spojena s biologii, I€kafskou chemii a materidlovymi védami.
Tato oblast chemie tak neptetrzité ¢eli vyzvé novych chemickych feseni ze zdanlivé
neomezené knihovny molekularnich architektur ptirody. Soucasné se postup totdlni
syntézy také krok za krokem obohacuje o noveé vyvinuté syntetické strategie, Cinidla,
katalyzatory, analytickou instrumentaci a tak méni ptivodni cil totalni syntézy — potvrdit
strukturu izolovaného pfirodniho produktu spiSe za zkouméni a objevovani novych
chemickych postupti na cest¢ k cilovym molekuldam. Farmaceuticky primysl pak
napiiklad aplikuje ziskané znalosti k objevovani a vyrobé novych 1éki pro prospéch
spolecnosti.

V ramci mé diplomové prace se zamétuji pravé na latky rostlinného ptvodu,
konkrétné na rostlinné sekundarni metabolity — coumestany, jenZ mnohdy patii mezi
molekularni cile totalni syntézy. Zamérem tohoto projektu je vyvinout konvergentni
a pfimocarou syntézu vedouci k pripravé coumestant a jejich derivati. Vykazuji totiz

1 zajimavou biologickou aktivitu, coZ patii mezi hlavni diivody jejich syntézy a studie.
1.1 Cile prace

Na pocatku feSeni této prace byly vytyCeny nasledujici cile:
1. Vypracovat literarni reSersi zabyvajici se syntézou a biologickou aktivitou
coumestand.
2. Ptipravit vybrané derivaty coumestantl, zejména pak latek odvozenych od
coumestanu a coumestrolu.
3. Charakterizovat vSechny pfipravené latky pomoci dostupnych

fyzikalné-chemickych metod.
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2 Teoreticka cast

2.1 Rostlinné sekundarni metabolity

Rostlinnd fiSe produkuje statisice organickych sloucenin, které na zakladé¢
ptedpokladanych funkei vyzkumna komunita klasifikovala do tfi zastfeSujicich skupin
(Obr. 1): hormony, které reguluji procesy v organismu; primarni metabolity, které jsou
piimo nezbytné pro Zivot rostliny; a sekundarni metabolity, které zprosttedkovéavaji
interakci rostlina-prostiedi. Pfesné biochemické hranice mezi témito tfemi tfidami latek
vSak doopravdy nelze stanovit a ani se o to nikdy nikdo plné nepokusil.

Sekundarni metabolity zprostiedkovavaji
interakce rostlina-prostiedi

Enviromentalni
interakce

Sekundarni
metabolity
mohou byt

Sekundarni
metabolity

Sekundarni
metabolity

reguluji rist
reintegrovany . .
rostliny, vyvoj

do primarniho
a obranu

metabolismu

Primarni
metabolity

Hormony

Rlst a vyvoj Regulace

Obr. 1: Funk¢ni klasifikace organickych sloucenin v rostlinach — sekundarni

metabolity, primarni metabolity a hormony
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Rostlinné hormony jsou definovany jako malé organické slouceniny, které
reguluji procesy v organismu, vcéetné¢ produkce ostatnich metabolitl, interakci
S receptorovymi proteiny.8 Rostlinné primarni metabolity maji zasadni roli spojenou
s fotosyntézou, dychanim, ristem a vyvojem, a nachazi se v téle rostliny ve vysokych
koncentracich. Oproti tomu produkce rostlinnych sekundarnich metabolitli je znacné
niz8i. Ty jsou strukturné riznorodé a mnohé jsou distribuovany mezi velmi omezeny
pocet druht vramci rostlinné fise. I kdyz byly dlouho ignorovany, jejich funkce
v rostlinach nyni pfitahuje pozornost, protoze nckteré maji klicovou roli napt. pii
ochran¢ rostlin pfed UV, bylozravci a mikrobidlni infekci; pasobi jako atraktanty pro
opylovace a zvifata dispergujici semena. Rostlinné sekundarni metabolity jsou také
zajimavé, protoze se pouzivaji jako barviva, vlakna, lepidla, oleje, vosky, ochucovadla,
Iéky a parfémy a jsou povazovany za potencidlni zdroje napt. novych pfirodnich 1éCiv,
antibiotik, insekticidd a herbicida.’

Na zéklad¢ jejich biosyntetického ptuvodu lze sekundarni metabolity rostlin
rozdelit do tfi hlavnich skupin: a) flavonoidy a pifibuzné fenolické a polyfenolické
slou€eniny, b) terpenoidy a c) alkaloidy obsahujici dusik a slou¢eniny obsahujici siru.*®

Nejbéznéjsi typy rostlinnych fenolickych latek Ize piehledné klasifikovat
napiiklad podle poc¢tu uhlikii a jejich vzajemnych vazeb. V této praci se vSak zamétuji

na fenylpropanoidové dimery — neolignany, presn&ji na coumestany (Obr. 2).*

C6 C3

@/\/

fenylpropanoidova
Jjednotka/monomer
(C6-C3), Coca,

benzof urany kumar/n y

neolignany
lignany (dihydrobenzofuranovy
(dibenzylbutanovy typ)
typ)

Obr. 2: Vybrané typy fenylpropanoidi s charakteristickymi strukturami

14



2.2 Coumestany

Fenylpropanoidy tvofi velmi rozsahlou skupinu rostlinnych sekundarnich metabolitt,
pozoruhodnych svoji bohatou strukturni variabilitou a znacné Sirokym rozsahem
biologickych funkci a u€inkd, a to jak v rostlin¢ samotné, tak i plisobenim na organismy
jinych druhii. Chemicka rozmanitost fenylpropanoidii neni ndhodnd, ale je vysledkem
specificky vyvinutych a fizenych biogenetickych drah, které se promitaji do ptislusnych
rostlinnych metabolismi1. ™2

Fenylpropanoidové jednotky davaji moznost vzniku dimerd rozliénych typu,
mezi které patii lignany a neolignany. Lignany vznikaji oxidativni dimerizaci dvou
fenylpropanoidovych monomert spojenych centralnimi uhliky jejich propanovych
bocnich fetézeti (C-8 a C-8"). VSechny jiné spojeni, jako je napf. pfimé spojeni fenylt
nebo jejich spojeni skrze jednu nebo dvé etherové vazby, davéa vzniku neolignand.*®

Mezi neolignany pravé patii tetracyklické aromatické slouceniny — coumestany.
Fazi benzofuranu 1 s chromen-2-onem 2 (zndmy pod trivialnim nazvem — kumarin)
vznika zakladni kostra coumestant — 6H-benzofuro[3,2-cJchromen-6-on 3 (Obr. 3).**

Cry OO\
e 0”0

1 2
benzofuran 2H-chromen-2-on

6H-benzofuro[3,2-c]chromen-6-on

coumestan

Obr. 3: Zakladni kostra coumestanti — 6H-benzofuro[3,2-c]chromen-6-on 3
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2.2.1 Obecné vlastnosti

Coumestany byli poprvé isolovany extrakei v 50. letech 20. stoleti z tolice vojtésky
(mezinarodné alfalfa), jetele plazivého, sthy laloénaté a kostfavy stiibrné.™ Dale se tyto
fytoslouceniny nachéazi v riizném mnozstvi v ndmi bézné konzumovanych potravinach,
jako jsou napt. produkty obsahujici s6jovou mouku — pizza, bily chléb ¢i v lusténinach
— fazole, v ovoci — pomeran¢, grapefruit a v mnoha dalsich.™

Studie na lidech, zvifatech a systémech bunécnych kultur naznacuji, Ze tyto latky
hraji dulezitou roli napf. pfi prevenci symptomii menopauzy, osteopordzy, rakoviny
a srdecnich chorob. Navrhované mechanismy ucinku zahrnuji také estrogenni
a antiestrogenni UCinky, indukci diferenciace rakovinnych bungk, inhibici aktivit
tyrosinkinazy a DNA topoizomerazy, potladeni angiogeneze a antioxidacni L’léinky.17
Molekularni mechanismy zprostiedkovavajici jejich G¢inky na rakovinné buiky jsou

shrnuty na Obr. 4.1

ROS

Sl produkce

exprese

Starnuti

Metastaze

DNA poskozeni

Bunécna
signalizace

Coumestany Imunomodulace

Obr. 4: Aktivity coumestanu souvisejici s rakovinou (pfevzaté a upravené z Nehybova

etal. 2014)

Diky vySe zminénému estrogennimu uc¢inku se coumestany ftadi mezi
fytoestrogeny, mezi které patii také napt. flavony, flavanony, chalkony ¢i lignany.18
Biologicka aktivita fytoestrogenti se odvozuje z jeji strukturni podobnosti s lidskymi

steroidnimi estrogeny — napt. estradiol 4 (Obr. 5), snimiz sdili analogické funkéni
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skupiny v obdobné topologii, jez jim zajiStuje obdobné vazebné schopnosti

k estrogennovym receptorim a a f3.

estradiol coumestrol

Obr. 5: Strukturni podobnost estrogenu estradiolu 4 s fytoestrogenem coumestrolem 5

Navic fytoestrogeny maji podobnou polaritu a molekulovou hmotnost jako
estrogeny. Vyznamnym rysem chemické struktury fytoestrogenli je pak piitomnost
fenolového kruhu, ktery je obecné nezbytnym piedpokladem pro vazbu na estrogenovy
receptor.’® Coumestany mohou byt tak prosp&$né pii nastupu nebo b&hem menopauzy,
ktera je zpusobena prudkym poklesem produkce estrogennich hormont ve vajecnicich.
Obecné se ma za to, Ze sniZzeni gonadalnich estrogenti v Zenském téle zpisobuje fadu
fyziologickych zmén, které maji za nasledek symptomy, jako jsou navaly horka,
atrofickd vaginitida (zanét pochvy =z nedostatku zenskych pohlavnich hormoni)
a vaginalni suchost, a které pfispivaji k rozvoji osteopordézy a zvySenému riziku
koronarniho srde¢niho onemocnéni.”® Tyto zmény lze zvratit systémové podavanymi

exogennimi estrogeny — coumestany."’

2.2.2 Biosyntéza

Rostliny maji obrovskou schopnost de novo syntetizovat sekundarni metabolity
z jednoduchych prekurzori primarniho metabolismu prostiednictvim dimyslné
sekvence reakci katalyzovanych specifickymi enzymy, které vykazuji vysokou
substratovou speciﬁtu.21

Biosyntéza coumestanti za¢ina Sikimatovou drahou, ktera spojuje metabolismus
sacharidll s biosyntézou aromatickych latek. Nasledn¢ pokracuje fenylpropanoidovou
drahou, kterd zahrnuje biogenezi riiznych fenolickych slougenin.? Sikimatova dréha se
nachazi pouze u mikroorganismi a rostlin, nikoli u zvifat. V sekvenci sedmi
metabolickych krokl jsou erythrosa-4-fosfat 6 a fosfoenolpyruvat 7 pfeménény na

kyselinu chorismovou 9, ptes vznik kyseliny sikimové 8 (Obr. 6). Kyselina chorismova
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9 je povazovana za prekurzor aromatickych kyselin (L-fenylalanin 10, L-tryptofan,

. v — (o -0 23
L-tyrosin) a mnoho dalSich aromatickych sekunddrnich metaboliti.
Os IOH
~p
/
HO j\/\
HOY Y N0
OH
6 COOH COOH COOH
erythrosa-4-fosfat 4 kroky 3 kroky 3 kroky NH
+ —_— —_— —_— 2
— . —— —e
o] HOY Y~ YOH v~ Y0~ “COOH
HO\P,O oH OH OH
o*N\ 8 9 10
OH . . .
7 kyselina kyselina L-fenylalanin
Sikimova chorismova

fosfoenolpyruvat
Obr. 6: Klicové intermediaty Sikimatové drahy

Dale nasleduje tifkrokova biosyntéza L-fenylalaninu 10%, ktery poté podléha
vV cytoplazmé neoxidativni deaminacni reakci femylalaninamoniumlyazou (PAL) na
kyselinu trans-skoficovou 11 a amoniak®, coZ je zacatek fenylpropanoidové dréhy,

ktera je pro vSechny coumestany stejna (Obr. 7).

COOH
o}
NH, PAL Xx_-COOH C4H Xx_-COOH 4CL .
e —_— e SCoA
HO
HO
10 1" 12 13
L-fenylalanin kyselina kyselina p-kumarat
trans-skoficova p-kumarova koenzym A

Obr. 7: Klicové intermediaty pocatku fenylpropanoidové drahy (PAL =
fenylalaninamoniumlydza, C4H = 4-hydroxylydza, 4CL = 4-kumardt-koenzym A ligdza)

Na molekulu kyseliny trans-skoficové 11 se pfipojuje hydroxylova funkéni
skupina a pfeménuje se tak na 4-hydroxyskoficovou kyselinu 12 (znama pod trivialnim
nazvem — Kyselina p-kumarova) prostiednictvim 4-hydroxylydzy (C4H). Posléze reakci
kyseliny p-kumarové 12 a 4-kumardt-koenzym A ligazy (4CL) vznika p-kumarat
koenzym A 13.

Biosyntetickd draha se dale rozbiha do dvou smérii v zavislosti na rovnovaze

mezi enzymy chalkonsyntazou (CS) a chalkonreduktazou (CR) (Obr. 8).
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A 3x 0
SCoA +
HO

p-kumaréat ‘ malonyl

13 14
koenzym A koenzym A

cs
CR l l €S

15 naringenin
A ©) OH O chalkon
isoliquiritigenin

c,l lc,

OH OH
HO (0] \\\\©/ HO O ‘\\\©/
[ :[ j [ ;E j 18
17 . .
S)-naringenin
S (S) 9

(S)-liquiritigenin O OH
0O,, NADPH 0O,, NADPH
IFS IFS

OH 20
2,4°,5,7-tetrahydroxyisoflavanon

daizein genistein

Obr. 8: Nastin biosyntézy isoflavontl daizeinu 21 a genisteinu 22 — klicovych
vychozich latek pro vznik coumestanii (CS = chalkonsyntdza, CR = chalkonreduktaza,

Cl = chalkonizomerdza, |\FS = isoflavonsyntdza, DH = dehydrataza)

Naringenin chalkon 16 vznika kondenzaci ,,head-to-tail“ p-kumarat koenzymu A
13 a tii molekul malonyl koenzymu A 14 v reakci katalyzované chalkonsyntazou (CS).
Dalsimi tfemi kroky tak Ize ziskat inhibitor angiogeneze a fytoestrogen — genistein 22.
Isoliquiritigenin 15, substrat pro syntézu coumestant, je katalyzovan jak
chalkonsyntdzou (CS), tak i chalkonreduktazou (CR). Chalkonizomerdza (CI) katalyzuje
pfeménu naringenin chalkonu 16 a isoliquiritigeninu 15 na flavanony (S)-naringenin 18

a  (S)-liquiritigenin  17. Dalsi reakce vyzaduje redukovany koenzym
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nikotinamidadenindinukleotidfosfat (NADPH), molekularni kyslik a je katalyzovana
mikrosomalnim enzymem isoflavonsyntdzou (IFS). Dochazi k pfeméné (S)-naringeninu
18 na 24’57-tetrahydroxyisoflavanon 20 a (S)-liquiritigeninu 17 na
2,4’ 7-trihydroxyisoflavanon 19. Findlni krok biosyntézy vedouci isoflavonim,
genisteinu 22 a daizeinu 21, je katalyzovan enzymem dehydratdzou (DH).2*%

V této fazi biosyntézy existuji dvé alternativni cesty ke kyzenym coumestantim.
Jedna cesta se sklada ze tii biosyntetickych krokt, které zahrnuji klicovou cyklizaci

derivatd kumarind 27 a 28 (Obr. 9).° Z daizeinu 21 lze tedy ziskat coumestrol 5°

a z genisteinu 22 aureol 29%.
HO.

22
genistein

OH O

29
OH OH
coumestrol aureol

Obr. 9: Prvni alternativni cesta ke coumestrolu 5 a aureolu 29
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Alternativni biochemickou cestou je pak biosyntéza (Obr. 10) navrZzend na
zaklad¢ analogie s organickou syntézou a zahrnuje intermediaty 34 a 35, které jsou
derivaty pterocarpanu. Coumestany tak mohou byt 1 produkty oxidace pterocarpani.

Ani jedna z téchto dvou biosyntetickych cest nebyla k dne$nimu dni vyvracena.?

HO o)
¢
OH O OH

22

HO

daizein genistein

33

35
1,3,9-trihydroxypterocarp-6a-en

coumestrol

Obr. 10: Druha alternativni cesta ke coumestrolu 5 a aureolu 29 (IFR =

isoflavonreduktaza, 12 H = isoflavon 2 "-reduktdza)

Pro piehlednost jsem vybrala konkrétné biosyntézu coumestrolu 5 a aureolu 29.
Ostatni coumestany jsou odvozeny od zakladniho skeletu coumestanti. LiSi se pouze
poctem pfipojenych hydroxylovych funkénich skupin na molekule kyseliny
trans-skoticové 11 a strukturdlnimi modifikacemi intermediatu.
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2.2.3 Vybrani zastupci coumestant a jejich biologicka aktivita

Rostliny jsou cennym zdrojem biologicky aktivnich latek, které mohou pomoci v boji
proti nemocem, ¢i v jejich prevenci. Mezi takové latky patii i coumestany. V této
kapitole mé diplomové prace jsou shrnuti vybrani zastupci coumestant, které maji
zajimavou biologickou aktivitu. Vykazuji totiz nejenom pozoruhodné protirakovinné,
antibakterialni ¢i kardiovaskularni ucinky, ale jsou znamé hlavné kvuli své schopnosti
imitovat zenské pohlavni hormony estrogeny. Studie naznacuji, Ze maji potencial byt

hodnoceny jako latky spadajici do fytoestrogenové hormonalni substituéni terapie.*

2.2.3.1 Coumestrol (5)

(0]
(@)
O
HO 0
5
coumestrol

Obr. 11: Chemicka struktura coumestrolu 5 (funk¢ni skupiny, které jsou nad ramec

zakladni tetracyklické kostry coumestantl, jsou zvyraznény)

Coumestrol 5 (Obr. 11) nabyl znaéného vyznamu od doby, kdy byla prokazana jeho
estrogenni aktivita. Nejvyssi koncentrace coumestrolu 5 je v kli¢cich jetele, ktery napf.
spasa dobytek, coz mélo za nasledek zvyseni produkce mléka a masa.™ Coumestrol 5 je
jednim z nejaktivnéjsich fytoestrogend, i kdyz podle estrogenni aktivity je 100 krat
mén¢ aktivni nez estradiol 4. VétSina fytoestrogend interaguje primarn¢ s estrogenovym
receptorem a. Coumestrol 5 ma naopak 7 krat vyssi afinitu k estrogenovému receptoru
p. Bylo také prokdzano, zZe coumestrol 5 hraje dalezitou roli v patogenezi osteoporozy.
Inhibuje in vivo resorpéni procesy a stimuluje mineralizaci kostni tkang. Uginek byl
studovan na bunééné linii MC3T3-E1 na diferenciaci osteoblastii. Coumestrol 5 je
rovnéZ zkouman jako mozna nahrada hormondlni terapie a chemoterapie u pacientek
s rakovinou prsu. Inkubace MCF-7 (bunécna linie rakoviny prsu) s coumestrolem 5
0 koncertaci 20 — 80 mM indukovala reverzni syntézu DNA a tim se potlacil rist

e 32,33
bunécné kultury.
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2.2.3.2 Wedelolacton (36)

36
wedelolacton

Obr. 12: Chemicka struktura wedelolactonu 36 (funkéni skupiny, které jsou nad ramec

zakladni tetracyklické kostry coumestanti, jsou zvyraznény)

Wedelolacton 36 (Obr. 12) byl poprvé izolovan v roce 1956 z listti byliny Wedelia
calendulacea, ktera pochazi z Asie, kde se hojn& vyuZiva v tradicni ¢inské medicing.®
Souhrnné studie ukdzaly, ze wedelolacton 36 ma rizné pusobivé farmakologické
aktivity, jednou, z nichZ je i kardiovaskularni aktivita. V davce 5 — 40 uM vykazuje
wedelolacton 36 silny inhibi¢ni G¢inek proti proliferaci bun€k hladkého svalstva cév, pii
kterém dochazi k zastavé bunééného cyklu v GO/G1 fazi. Rovné€Zz pusobi proti
bunéénym liniim rakoviny prsu MDA-MB-231, MDA-MB-468 a T47D tak, ze inhibuje
proteolytické aktivity proteazomu s hodnotami 1Csq 27,8, 12,8 a 19,5 uM. Wedelolacton
36 vkoncentraci 2 pg/ml také usnadiiuje osteoblastogenezi v mezenchymalnich
kmenovych bunikéach kostni dienég, a zaroven inhibuje osteoklastogenezi v RANKL (¢len

tumor nekrotizujiciho faktoru) indukovanych preosteoklastickych buikach. Tyto studie

prokazaly, Ze wedelolacton 36 mé tak pozitivni dopad na kostru.*

2.2.3.3 Demethylwedelolacton (37)

(o]
O,
HO
-
HO 0
HO
37
demethylwedelolacton

Obr. 13: Chemicka struktura demethylwedelolactonu 37 (funk¢ni skupiny, které jsou

nad rdmec zakladni tetracyklické kostry coumestantl, jsou zvyraznény)

Demethylwedelolacton 37 (Obr. 13) se pfirozen¢ vyskytuje v drobné bylin¢ Eclipta
alba, ktera obyva Indii a Nepal.®® Demethylwedelolacton 37 ma protirakovinné
vlastnosti, coz bylo zjiSténo na lidskych buiikach rakoviny prsu MDA-MB-231.
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Inhibuje rist, potlacuje bunéénou motilitu a bunéfnou invazi bunék MDA-MB-231.
Kromé toho demethylwedelolacton 37 snizuje aktivitu a expresy matricovych
metaloproteinaz v bufikich MDA-MB-231. Potlacuje tedy metastaze a kolonizaci plic
nadorovymi bunkami. Celkové ma antiinvazivni rastovy ucinek na buiiky rakoviny

prsu.®

2.2.3.4 Psoralidin (38)

psoralidin

Obr. 14: Chemicka struktura psoralidinu 38 (funk¢ni skupiny, které jsou nad ramec

zékladni tetracyklické kostry coumestand, jsou zvyraznény)

Prvni izolace psoralidinu 38 (Obr. 14) prob&hla v roce 1948 ze semen rostliny Psoralea
corylifolia. Bylo tak zjisténo, ze pravé psoralidin 38 je biologicky aktivni slozkou
mnoha indickych a ¢inskych tradi¢nich bylinnych 1€ki. Psoralidin 38 vykazuje fadu
biologickych aktivit, jako jsou antioxida¢ni, antibakteridlni a antidepresivni aktivity.37
Byla také prokazana biologicka aktivita jako agonisty estrogenového receptoru a a S,
ktera byla stanovena pomoci relativni hladiny exprese reportérovych a endogennich

gent v lidskych buiikach rakoviny prsu MCF-7.%

2.2.3.5 Glytabastan B (39)

39
glytabastan B

Obr. 15: Chemicka struktura glytabastanu B 39 (funk¢ni skupiny, které jsou nad ramec

zakladni tetracyklické kostry coumestantl, jsou zvyraznény)
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Koteny Glycine tabacina se v lidovém 1écitelstvi pouzivaji k 1é¢bé revmatoidni artritidy
a kloubnich infekci. Bylo zjisténo, Ze glytabastan B 39 (Obr. 15), coumestan izolovany
Z této rostliny38, vyrazné¢ zmiriiuje interleukin-15-indukovany zéanét v lidskych
synovialnich buiikach SW982 pii 3 a 6 uM. Glytabastan B 39 také potlacuje
osteoklastogenezi, snizuje expresi osteoklastogennich markerit a osteoklasty
zprostfedkovanou kostni resorpci. Timto lze fici, ze glytabastan B 39 je slibnym

kandidatem pro vyvoj latek pro prevenci a 1€cbu revmatoidni artritidy.39

2.2.4 Syntéza coumestanti — vybrané pristupy

Dostate¢né¢ univerzalni a ekonomicky pfistup k syntéze coumestani nebyl dosud
nalezen navzdory relativné jednoduché tetracyklické struktufe a absenci chirdlnich
center. Metody syntézy coumestant Ize rozdélit do tii skupin (Obr. 16). Prvni skupina
zahrnuje zpusoby, ve kterych se furanovy kruh tvofi v poslednim kroku na
kumarinovém derivatu 3a. Druhou skupinu tvofi syntetické cesty zalozené na tvorbé
a-pyronového kruhu v poslednim kroku na benzofuranové kostie 3b; a do tieti skupiny

pak patii metody vedouci ptes pterocarpanovy systém 3c, jenZ je nasledné oxidovan.

1. skupina
O R 3a
X

\ 2. skupina
O
(0]
3
(0]
3. skupina
O 3¢

Obr. 16: Rozdéleni metod syntézy coumestant do tfi skupin
2.2.4.1 Prvni skupina — tvorba furanového kruhu jako klicovy krok

Tato velka skupina syntetickych metod piipravy coumestanii je zaloZzena na pouziti
kumarinovych derivati jako vychozich latek. Védecky tym z Univerzity Zhongshan
vyuzil tento inovativni pfistup pfi totalni syntéze coumestrolu 5 a aureolu 29 (Obr. 17).
Prvni krok syntézy =zacind Perkinovou kondenzaci za vzniku odpovidajiciho
2’-brom-3-arylkumarinu 46 a kon¢i médi katalyzovanou konsekutivni hydroxylaci

e . v 7 roe s . . g IS4 r 30
a aerobni oxida¢ni kondenzaci iniciovanou mikrovinnym zarenim.
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COOH COOH

Br
COOH 1 NaOH SnCI2 2H,0
[
(0] 2 HCI
OH 43 77 %

40 M
4275 % OH 44
Ac,0, EtsN CHO
110 °C, 6 h
HO R

46a(92%):R=H O
46b (86 %): R = OH

HO

Cu(OAc),, 1,10-phen, KOH,
DMSO, MW, vzduch, 120 °C
potom H*

coumestrol 5 (68 %):R=H O
aureol 29 (54 %): R = OH

Obr. 17: Syntéza coumestrolu 5 a aureolu 29 z derivati kumarinu 46
2.2.4.2 Druha skupina — tvorba laktonu jako klicovy krok

V potadi druhy typ syntetické cesty vede nejprve pies benzofuranovy skelet, ktery je
nasledné rozsifen o laktonovy kruh. Tento postup pak vyuzivd syntetickd metoda
(Obr. 18) zaloZzena na kiizeném dehydrogenacnim couplingu (CDC) mezi
[-ketoesterem 47 a fenolem 48. Produkt 49 obsahujici benzofuran byl poté
demethylovin a néslednd intramolekularni laktonizace poskytla produkty

coumestanového typu 50.%
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FeCl; (10 mol%) o

OMeO O 1 2,2 -bipyridin (5 mol%) OEt
RD/O tBuOOtBuU (2 mmol)  R2
OEt + » -
oy e e JCLg—)-om
MeO 70 °C, N, atm. Med
47 48a: R' = R? = OMe 49a (53 %): R' = R? = OMe
48b:R'=R?=H 49b (77 %) R'=R?=H
48¢c: R' = H, R? = OMe 49¢ (58 %): R' =H, R? = OMe
48d: R' = AcNH, R>=H 49d (63 %): R' = AcNH, R?>=H
48e: R' = H, R? = AcNH 49e (68 %): R' = H, R? = AcNH
48f:R'=H, R?=Br 49f (65 %): R' = H, R> = Br
48g:R'=H,R?=F 499 (73%):R'=H,R?>=F
48h:R'=H, R?=CF,4 49h (51 %): R' =H, R?> = CF,4
Q 1. BBrs (1 M v DCM),
DCM, rt

(@)
RZ
\ OMe -
2. EtOH, reflux
R! 0

50a (89 %): R' = R?> = OMe
50b (83 %): R'=R2=H

50c (91 %): R' =H, R> = OMe
50d (92 %): R' = AcNH, R = H
50e (93 %): R' = H, R? = AcNH
50f (85 %): R' =H, R =Br
509 (97 %): R'=H,R?>=F
50h (83 %): R' =H, R? = CF,

Obr. 18: Syntéza coumestant z f-ketoesterti 47 a fenolt 48

Obdobny pfistup vyuziva syntéza zaloZzend na Sonogashira couplingu, jehoz
pomoci byl ziskan o0-alkynylanisol 51, ktery naslednou jodocyklizaci poskytl
jodobenzofuran 52 (Obr. 19). Palladiem katalyzovana intramolekularni laktonizace

prostiednictvim inzerce oxidu uhelnatého nasledn& vedla ke coumestanovému skeletu.**
AcO R
I kat. 5% PdCl,(PPhs), Q
I, K,CO3, CO 0,
2 o L) - (L
O DCM g o DMF, 60 °C O
AcO o
R OMe ¢ R

51 52 coumestan 3 (93 %): R =H
coumestrol 5 (75 %): R=OH

Obr. 19: Syntéza coumestanu 3 a coumestrolu 5 z vhodn¢ substituovaného

o-alkynylanisolu 51
2.2.4.3 Treti skupina — oxidace pterocarpanového skeletu jako klicovy krok

Oxidace pterocarpanového systému je tfeti synteticky pfistup, ktery napodobuje
biosyntézu coumestani v zivych systémech. Reakci substituovanych chroment 54
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(Obr. 20) se slouceninami rtuti 56 vznikly rizn¢ substituované derivaty pterocarpanu

57, jejichz oxidaci pomoci dichlordikyanbenzochinonem (DDQ) vznikl coumestan 3

a jeho rizné derivaty 58,3342

OMe

1, I/\)\OMe
R! OH KOH/THF \©/\)
\©/ 2. HCI
53

PdCI,/LiCl | PaChL e
R1
MezCO ‘: ; .
O 57
R3 OH (AcO),Hg, Licl ~ R2 OH
D/ e Iji 1. DDQITHF
R2 MeOH R2 HgCl 2. H,, Pd/C, Me,CO

55 56

O
O,

R2
- O
R® 0
coumestan 3: R', R2, R®=H
58a: R'= OMe; R%, R®=H

58b: R" = H;, R?’R® = -OCH,0-
58c: R' = OMe; R?R% = -OCH,0-

Obr. 20: Syntéza coumestanu 3 a jeho derivati 58 pomoci oxidace pterocarpant 57

2.3 Predchazejici prace v nasi vyzkumné

skupiné

Vyzkum v nasi vyzkumné skupiné kombinuje oblasti organické syntézy, biosyntézy,
1ékatské chemie a fyzikalné-organické chemie. Jednou ze tfi oblasti naSeho z4jmu jsou
rostlinné sekundarni metabolity odvozené od fenylpropanoida a fenolt. V minulosti
jsme se hlavné zaméfili na studium a vyvoj novych pfistupi vedoucich
k neolignanovym skeletim 2,3-dihydrobenzofuranového typu, napi. konkrétné na skelet
latek znamych jako boehmenany 59 (Obr. 21).
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0 OMe
MeO
HO o
OMe Rq

59a: R, = H, R, = OMe boehmenan
59b: R, R, = OMe boehmenan D
59¢c: R, R, =H boehmenan X

Obr. 21: Vybrani zastupci téidy boehmenant (2,3-dihydrobenzofuranovy skelet je

zvyraznén)

Tento vyzkum zapocCala Mgr. Hana Kozubikova nasledovand Mgr. Danielou
Konradovou Ph.D., a jejichz prace nasledné¢ byla rozSifena Mgr. Zuzanou
BarbuS¢dkovou. Vramci téchto studii, byla vyvinuta metoda zaloZena na
Fe'-mediovaném radikalovém couplingu. Tato metoda viak poskytovala nizké vyt&zky

cilovych latek 62 (Obr. 22).**

o O

F€C|3
poskytujici

MOMO/Q)‘\)‘\ oxidativni
OMe coupling
5 MoMm
+ OMO " OMOM
o potom
MeO
© X-"“oMe
medlovana
HO 61

redukce

OMe

Obr. 22: Vyvinuty pfistup k neolignanovému skeletu (2,3-dihydrobenzofuranovy skelet

je zvyraznén)

Na tuto studii navazali ve svych bakaldfskych pracich Bc. Pavol Tuna
a Mgr. Eliska Lachetova. Klicovym krokem jejich pfistupu byl radikalovy kiiZeny
dehydrogenacni coupling (CDC), ktery ale neposkytoval 2,3-dihydrobenzofuranovy

skelet 65 u polysubtituovanych substrati (Obr. 23).447

O
+ i OH
HO HO 64 \Qfog Q
OMe OMe OMe OMe
63 65

Obr. 23: Radikalovy kiizeny dehydrogenacni coupling (2,3-dihydrobenzofuranovy
skelet je zvyraznén)
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Na zakladé téchto poznatkii jsem se nasledné snazila, v rdmci své bakalarskeé
prace, vyvinout konvergentni a piimocarou syntézu vedouci k ptipravé neolignanového
skeletu 67 (Obr. 24). Ptistup k 2,3-dihydrobenzofuranové kostie byl zalozen na ¢tyfech
klicovych krocich: kysele katalyzované kondenzaci salicylaldehydu 73 s diazoesterem
74, syntéze boronové kyseliny 71, Suzuki couplingu a redukci dvojné vazby. Bohuzel
tento pristup ztroskotal ze sterickych divodi na poslednim klicovém kroku —

trans-selektivni redukci 2,3-dvojné vazby v benzofuranovém cyklu 68.48

IRl diplomova prace EEER

: 66
+ cyklizaéni

' reakce

'

bakalarka préace

OMe OH
N X
(L, = X
Suzuki / Br / Br
coupling 69 R 70 73 4
ﬁ + syntéza H*
. : X @)
boronové katalyzovana |
0 kyseliny 0 kondenzace  /Z o
OEt OEt R
:> :> +
selektivni N OH X
redukce | N—g | A\ 0
/F~d  OH SF =0 N2 Q/”\OEt
R R
0
67 OEt 71 72 74
| S i 7 N\ R = H, methoxy, allyloxy
// o —\R R = H, methoxy
R MeO
(& J

Obr. 24: Retrosynteticky piistup k 2,3-dihydrobenzofuranovému skeletu 67 vyvinuty

v ramci mé bakalaiské prace a navazani na syntézu coumestani 66

I to bylo jednim z davodi, pro¢ jsme se rozhodli vyuzit ziskanych zkuSenosti

a znalosti ze syntézy benzofuranového skeletu 68 pro syntézu coumestanové kostry 66.
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3 Vysledky a diskuze

Jak jiz bylo popsano v ivodni ¢asti této diplomové prace, cilem tohoto projektu je
vyvinout konvergentni a piimocarou syntézu vedouci k pfipravé coumestantli, zejména
pak latek odvozenych od coumestanu 3 a coumestrolu 5 (Schéma 1). Dostatecné
univerzalni a ekonomicky pfistup k syntéze coumestani nebyl doposud nalezen,
navzdory relativné jednoduché tetracyklické struktufe a absenci chiralnich center.

V nasledujicich podkapitolach bych vam, milym ¢tenaifim mé diplomové prace,
rada povypravéla své putovani ke coumestanovému skeletu, protoze ,,kde vile neschézi,

e
cesta se nachazi“®,

O (@)
(0] (@)
CH-0 -0
(0] HO (6]
3 5
coumestan counestrol

Schéma 1: Struktury cilovych molekul — coumestan 3 a coumestrol 5
3.1 1. pristup - retrosyntéza

V ramci své bakalafské prace jsem vyvinula pfistup k benzofuranovému skeletu, ktery
jsem nasledné vyuzila ve své diplomové praci pii syntéze coumestanového skeletu
(Schéma 2). V minulosti jsme se jiz nékolikrit pokouSeli o syntézu
2,3-dihydrobenzofuranového skeletu, které vedli ptes vznik benzofuranového skeletu
(viz. kapitola 2.3), ale jeden rys mély spolecny — ani jeden znich nebyl obecné
uplatnitelny. Proto jsme se rozhodli, Ze nas$ retrosynteticky pfistup musi byt co
nejobecnéjsi. Pii retrosyntetickém planovani jsme tak hlavni diraz kladli na modularni
a konvergentni pfistup. Tato retrosynteticka cesta je zaloZena na tfech klicovych krocich
a vyuziva jak Lewisovych kyselin pifi cyklizaéni reakci, tranzitnich kovi pfi Suzuki

couplingu, tak i Brenstedovych kyselin pii kysele katalyzované kondenzaci.
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(0]
XN\ N
| /,\ R = H, methoxy, allyloxy
F 0 R R = H, methoxy

R 66
cyklizacni U
reakce QrOMe OH
L, = X
I |
e} Suzuki / = Br / F Br
R 69 R 70

coupling 73 4
< H*
é + syntéza N
boronové katalyzovana | 0
0 o kyseliny 0 kondenzace /‘Z oy
t OEt R
: : > +
A\ /O H A N\ O
|, B, |, Mo L
JZ 0 on SO 23 N0kt
71 72 74

Schéma 2: Prvni navrzena retrosyntéza derivatu coumestanu 66

Predpokladali jsme tedy, ze latka 66 muze byt pfipravena intramolekularni
laktonizaci benzofuranu 68.% Syntéza benzofuranu 68 by byla zaloZzena na
Suzuki-Miyaura couplingu mezi boronovou Kkyselinou 71 a odpovidajicim
2-methoxyarylhalogenidem 69.%° V tomto kroku bychom mohli zvolit i opaény piistup
(benzofuran s halogenidem a odpovidajici arylboronovou kyselinu — modularni piistup),
ale z pohledu dostupnosti 2-methoxyarylhalogenidt 69 a z pohledu syntézy borové
kyseliny 71 jsme se rozhodli pro tento typ rozpojeni. Boronova kyselina 71 mize byt

251,52

snadno ziskana z benzofuranu 7 a ten kysele katalyzovanou kondenzacni reakci

salicylaldehydu 73 a diazoesteru 74>,

3.1.1 Syntéza coumestanu 3

Svou praci jsem zapocala syntézou jedné z cilovych molekul, a to coumestanem 3.
V nasledujicich podkapitolach jsou popsany jednotlivé kroky syntézy i s jejich

optimalizacemi.
3.1.1.1 Kysele katalyzovana kondenzace

Pocate¢nim klicovym krokem naseho syntetického ptistupu je kondenzacni reakce mezi
salicylaldehydem 73a a ethyldiazoacetaitem 74 (Schéma 3). Optimalizované reak¢ni
podminky pfipravy ethyl benzofuran-3-karboxylatu 72a z ptedchoziho bakalatského
studia® jsem vyuzila a pripravila tak vychozi substrat 72a pro dalsi krok — p¥ipravu
boronové kyseliny 71a.
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NZQJ\OEt R

H (0] OEt
74 (2,1 ekviv.) OEt
o > + A\
HBF4-Et,0 (0,1 ekviv.) N\
OH DCM o © OEt
rt, pfes noc O
73a 72a 75
70 % vedlejsi
produkt

Schéma 3: Optimalizované reak¢éni podminky ptipravy ethyl

benzofuran-3-karboxylatu 72a

Pti optimalizaci reakénich podminek jsme zjistili, Ze zménou ekvivalentil
a rychlosti ptidavani roztoku diazoslouceniny 74 jsme schopni minimalizovat tvorbu
vedlejSiho produktu 75. Rozhodli jsme se tedy roztok piidavat kontrolovanym
zpuisobem pomoci injekéni pumpy rychlosti 0,06 ml/min. Reakce byla monitorovana
pomoci TLC a po uplném odreagovani vychozi latky 73a byla zpracovana
a purifikovén prostfednictvim sloupcové kapalinové chromatografie s uzitim mobilni

faze hexan/EtOAc 10:1 po sorpci surové latky 72a na silikagel.
3.1.1.2 Suzuki coupling

Po kysele katalyzované kondenzaci vedouci k benzofuranu 72a jsme se vrhli na druhy
klicovy krok — Suzuki coupling. Abychom mohli tento krok Uspésné uskutecnit, tak
jsme si nejprve museli pfipravit obé vychozi latky — boronovou kyselinu 71a

a 2-methoxyarylhalogenid 69a.
3.1.1.21 Priprava boronové kyseliny 71a

Nasledné byla zavedena boronova funkéni skupina do skeletu benzofuranu 72a pies
organolithny intermediat 76a (Schéma 4). Jako v predeslém kroku, tak i tyto reakcni
podminky byly optimalizovany jiz b&hem mého bakalafského studia.”® Byla pouzita
nenukleofilni baze — diisopropylamid lithny, ktera vygeneruje lithiovany benzofuran
76a piimo v reakcni smési. V pritomnosti elektrofilu, trimethylesteru kyseliny borité, se
generuje adukt 77a, ktery se in situ hydrolyzuje na cilovou kyselinu 71a s celkovym

izolovanym vytézkem 63 %.
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o) LDA o) B(OMe), o) Li o
OEt (3 5 okviv.) OEt | (5 5 ekviv.) OEt aq. HCI OFt
—_— —_— OMe |—»
N\ N\ N\ \
THF Li 45 min B~ome| -78 °C — 1t B(OH),
o] -78°C (o] O  OMe 10 min o)
72a 76a 77a 71a

63 %

Schéma 4: Ptiprava boronové kyseliny 71a ptes organolithny intermediat 76a
31122 Piiprava 2-methoxyarylhalogenidu 69a

Kontinualné s ptipravou boronové kyseliny 71a byl ptipravovan i druhy reakéni partner,
2-bromanisol  69a  (Schéma 5)>* Jako vychozi latku jsme  zvolili
2-bromfenol 70a, ktery byl s pomoci publikovaného protokolu transformovan na

2-bromanisol 69a s vytézkem 93 %.

OH Mel (2,5 ekviv.) OMe
X - X
Br K2003 (5,0 ekviv.) Br

DMF
70a Ar atm., rt 69a
2,5h 93 %

Schéma 5: Ptiprava 2-bromanisolu 69a
3.1.1.23 Suzuki coupling — optimalizace couplingového kroku

Suzuki-Miyaura coupling se fadi mezi cross-kopulacni reakce™, které se vyznaduji tim,
ze jsou katalyzované komplexy prechodnych kovi, a u kterych dochézi ke spojeni dvou
fragmentd (organickych molekul) za vzniku nové vazby uhlik-uhlik.”® Mezi reakéni
komponenty v Suzuki-Miyaura couplingu patii slouceniny boru (boronova kyselina ¢&i
jeji estery), halogen derivat a potiebny palladiovy katalyzéator v oxida¢nim stavu (0),
ktery umoziuje pribeh této reakce (Schéma 6). Obecny katalyticky cyklus palladiového
katalyzatoru Vv cross-kopula¢nich reakcich zahrnuje sekvenci po sobé jdoucich
trasformaci — oxidativni adici, transmetalaci a reduktivni eliminaci. Ackoli kazdy krok
zahrnuje dalsi procesy vcetné vymény ligandd, neni pochyb o pfitomnosti meziproduktu

78 a 79. Ty byly charakterizovany izolaénimi i spektroskopickymi analyzami.”®
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Schéma 6: Obecny katalyticky cyklus palladiového katalyzatoru pti Suzuki-Miyaura
couplingu (pfevzaté a upravené z Miyaura a Suzuki 1995)

Testovani reakénich podminek Suzukiho couplingu byly zapocaty jiz na
bakalafském studiu na strukturnd podobnych substratech.”® Jako pre-katalyzator byl
pouzit PdCly(dppf)-DCM (Schéma 7), kde je palladium obsazeno Vv oxida¢nim stavu
(). Pied reakci je pak tento komplex in situ redukovan ptitomnou bazi na palladium
v oxida¢nim stavu (0), které nasledné vstupuje do katalytického cyklu.

Ph

PdCl,(dppf)
Schéma 7: Struktura palladiového pre-katalyzatoru PdCl,(dppf)

Byly pouZity reakéni podminky, které jsem optimalizovala béhem bakalatského
studia’®, ale ukézalo se, Ze pii pouziti konkrétnich substratd 7la a 69a reakce
poskytovala nizké vytézky (Schéma 8).

(0]
OEt

o
OEt MeO PdCl,(dppf)-DCM(0,1 ekviv.)
gee - L0
N—B(OH), B Na,COs (4,0 ekviv.) S
o
71a

1,4-dimethoxyethan/H,0 = 1:1 (W/V)
40 °C, Ar atm. MeO
69a pFes noc 68
(1,5 ekviv.) 32%
Schéma 8: Suzuki coupling provedeny s optimalizovanymi reakénimi podminkami

béhem bakalaiského studia
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To nas vedlo ke zméné reakéniho protokolu, kde jsme se inspirovali
postupem vyvinutym Megr. Lukasem Jedindkem, Ph.D.>°, u kterého se vyuZiva
elektronové bohaty a stericky objemny ligand XPhos (Schéma 9). Ten umoziuje
vramci katalytického cyklu rychlej$i oxidativni adici palladiového komplexu na

substrat a zaroven stabilizuje vznikly palladiovy katalyzator. Jako zdroj palladia jsme

Y ORO

zvolili XPhos Pd druhé generace (Schéma 9).

P iPr

e e
i-Pr i-Pr
XPhos XPhos Pd G2

Schéma 9: Struktura ligandu XPhos a struktura zdroje palladia — XPhos Pd G2

Reakce byla provadéna za mikrovinné iniciace S riznymi ekvivalenty boronové

kyseliny 71a a po riznou reak¢ni dobu (Tab. 1).

Tab. 1: Optimalizace reakénich podminek Suzuki couplingu

K,CO3 (2,00 ekviv.) o
) OEt XPhos (0,02 ekviv.) OEt
MeO XPhos Pd G2 (0,01 ekviv.)
* O,

N—B(OH), B EtOH, H,0 5

o 135 °C/300 W Mo

71a 69a 68

) NMR pomér®

Radek Ekvivalenty 71a  Cas _ )
(izolovany vyt&zek) latky 68

1 2,0 ekviv. 20 min 76 % (n. a.%)
2 2,0 ekviv. 60 min 82 % (n. a.%)
3 1,0 ekviv. 30 min 79 % (n. a.%)
4 1,0 ekviv. 20 min 77 % (48 %)

a) Udava pomér mezi detekovanym produktem 68 a necistotou (0 % - pfitomna pouze necistota;
99 % - piitomen pouze produkt 68). Zjisténo na zakladé analyzy 'H NMR spekter surové
reakéni smési (bez pouziti vnitiniho standarduy).

b) Odpovida izolovanému produktu 68 po purifikaci pomoci sloupcové kapalinové
chromatografie s uzitim mobilni faze hexan/EtOAc 6:1 po sorpci surové latky 68 na silikagel.

c) 1zolace produktu 68 nebyla po reakci provedena.
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Nejlepsi podminky jsou uvedeny na poslednim fadku 4 a to pii pouziti jednoho
ekvivalentu boronové kyseliny 71a a reakéni doby 20 minut. Vytézek po purifikaci

pomoci sloupcové kapalinové chromatografie €inil témét 50 %.
3.1.1.3 Cyklizaéni reakce

Produkt Suzuki couplingu 68 byl dale podroben poslednimu planovanému reakénimu
kroku a to intramolekularni laktonizaci (Schéma 10). Tato reakce byla jiz popsana na
stejném substratu, ale ve zminované publikaci vychozi latku 68 pripravili kiizenym
dehydrogenacnim couplingem S-ketoesteru a fenolu.*® Pouzili jsme jimi vyvinuty
deprotekcné-laktonizacni protokol, ktery poskytuje coumestan 3 a jemu odpovidajici

analoga v dobrych vytézcich.

ON_OEt BBr; (4,0 ekviv.) 0
Et3N (0,5 ekviv.) EtOH ®)
N\ > e
O o DCM reflux O \
Med 0°C —s rt 30 min 0
68 Av\r atm. 3
pres noc coumestan

38 %

Schéma 10: Posledni reakéni krok — intramolekularni laktonizace benzofuranu 68

Konverze benzofuranu 68 na coumestan 3 byla tedy provedena pomoci
»one-pot™ protokolu. Odstranéni chranici methylové skupiny u vychozi latky 68 pomoci
BBr3; nam poskytlo meziprodukt 80 (neizolovan). Poté zménénou rozpoustédla DCM za
ethanol byl dokonéen krok laktonizace a finalni bila krystalicka latka 3 byla ziskana
v 38% izolovaném vytézku.

Cilova latka coumestan 3 byla ziskdna ve ctyfech krocich s celkovym

izolovanym vytézkem 11 %.

3.1.2 Syntéza derivati coumestanu 66

Dale jsme se zaméfili na syntézu derivati coumestanu 66, presnéji na methoxy 66a

a allyloxy 66b derivaty.
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3.1.2.1 Priprava derivati salicyladehydu 73

Abychom do coumestanového skeletu 3 zavedli vhodnou funkéni skupinu na vytvoteni
derivatu coumestanu 66, zvolili jsme konvergentni piistup, pii které jsme danou funkéni
skupinu implementovali piimo do pocatecni struktury salicyladehydu 73.

Nejprve jsme se zaméfili na syntézu methoxy derivatu coumestanu 66a, kterou
jsme zapodali piipravou 4-methoxysalicylaldehydu 73b (Schéma 11).*° Zvolili jsme
stejny postup jako pii deprotek¢énim kroku béhem cykliza¢ni reakce (viz. kapitola
3.1.1.3). Vyuzili jsme BBrs, ktery se pfikapavd do ochlazené¢ho roztoku
2,4-dimethoxybenzaldehydu 81a v DCM. Reakce poskytovala uspokojivé vytézky, bez

potieby optimalizace.

H H
BBr3 (1,0 ekviv.)
o - o0
DCM
MeO OMe 0°C - rt MeO OH
81a 2 h, Ar atm. 73b

57 %

Schéma 11: Piiprava methoxy derivatu salicylaldehydu 73b

Syntézu allyloxy derivatu coumestanu 66b jsme zahgjili ptipravou allyloxy
derivatu salicylaldehydu 73c (Tab. 2). Nejprve jsme pouzili publikované reakéni
podminky®’, které nam ale neposkytly chtény produkt 73c (fadek 1). Analyzou 'H NMR
spektra  surové  reakéni smési  jsme  zjistili, Zze  dochdzi  k tvorbé
2,4-di(allyloxy)benzaldehydu, proto jsme se rozhodli o zménu rozpoustédla — z acetonu
na vysokovrouci rozpoustédlo DMF (fadek 2). I tato zména nam ale neposkytla kyzeny
produkt 73c. To nas vedlo k vyzkouseni jiného publikovaného protokolu, ktery vyuziva

NaHCOs, KI a  rozpoustédlo acetonitril.® Takto  jsme ziskali

4-(allyloxy)-2-hydroxybenzaldehyd 73c s dostacujicim vytézkem 44 % (fadek 4).
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Tab. 2: Piiprava allyloxy derivatu salicylaldehydu 73c

H A H
(1,0 ekviv.)
kéni podmink
HO oH reakcni poadminky \/\o oH
81b 73c
5 Vytezek? latky
Radek Reakcni podminky
73c
1 K,COj3 (4,0 ekviv.), aceton (0,7M), reflux, 3 h n. p.”
2 K,COs (4,0 ekviv.), DMF (0,7M), reflux, 3 h n.p
NaHCOs (1,1 ekviv.), KI (1,0 ekviv.), MeCN (0,7M),
3 39 %
70 °C, 12 h
NaHCOs (1,1 ekviv.), KI (1,0 ekviv.), MeCN (0,7M),
4 44 %
70 °C, 12 h

a) Odpovida izolovanému produktu 73c po purifikaci pomoci sloupcové kapalinové
chromatografie s uzitim mobilni fize hexan/EtOAc 2:1 po sorpci surové latky 73c na
silikagel.

b) Reakce neprobihd. Nedetekovan Zadny produkt. Zjisténo na zakladé analyzy ‘H NMR
spekter surové reakéni smési.

3.1.2.2 Kysele katalyzovana kondenzace

Za pouziti vySe zminovanych reakénich podminek pro piipravu benzofuranového
skeletu, jenz byly optimalizovany béhem mého bakaléaiského studia®®, jsme se snazili
ptipravit derivaty benzofuranu 72b (Schéma 12) a 72c (Schéma 13). Kysele
katalyzovanou kondenzaci 4-methoxysalicylaldehydu 73b s diazoesterem 74 byl ziskan

kyzeny produkt 72b ve velmi nizkych izolovanych vytézcich.
o)

H Nz*)\oa 0

74 (1,6 ekviv.) OFt
0] > N
HBF4-Et,0 (0,1 ekviv.)
MeO OH DCM MeO (0]

73b rt, pfes noc 72b
14 %

Schéma 12: Priprava methoxy derivatu benzofuranu 72b

V pripad¢ 4-allyloxysalicylaldehydu 73c reakce poskytovaly chtény produkt 72c

pouze ve stopovém mnozstvi.
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Nz§)J\0Et o

74 (1,6 ekviv.) OFt
6} > A
HBF4-Et,0 (0,1 ekviv.)
\/\O OH 4 ZDCM \/\O S

73c rt, pfes noc 72¢
stopy

Schéma 13: Piiprava allyloxy derivatu benzofuranu 72c

Analyzou '"H NMR spekter surovych reak¢nich smési obou reakci jsme zjistili,
7e konverze je Gplna, ale vznikaji neidentifikovatelné smési latek. Nizké vytézKy mohou
byt zpusobeny zvySenou elektronovou hustotou v systému diky elektrondonornim
skupinam v substratech 73b a 73c — methoxyskupina, allyloxyskupina
a hydroxyskupina.

3.1.2.3 Priprava boronové Kkyseliny 71b

Za pouziti vySe zminovanych reakénich podminek pro pifipravu boronové kyseliny 71,
jenz jsem optimalizovala bshem bakalafského studia®®, jsme se snazili pripravit
(3-(ethoxykarbonyl)-6-methoxybenzofuran-2-yl)boronovou kyselinu 71b z ethyl
6-methoxybenzofuran-3-karboxylatu 72b (Schéma 14).

®
(0] OFt LDA (0] OEt B(OMe); e) Li
(3,5 ekviv.) (2,2 ekviv.) OEt
{ —X— ( |—%— o OMe
THF L 45 min >E~ome
MeO 0 -78°C MeO o MeO O Ome
72b 76b 77b
o)
OEt aq. HCI
\ = A
B(OH), 78 °C —> 1t
MeO 0 10 min
71b

Schéma 14: Ptiprava methoxy derivatu boronové kyseliny 71b

Zavedeni boronové funkéni skupiny do skeletu benzofuranu 72b neprobéhlo
a chtény produkt 71b jsme neziskali. Zajimalo nas, ve kterém kroku reakce je problém,
a proto jsme reakci provedli znova za stejnych podminek, ale misto trimethylboritanu
jsme Kk ukonéeni reakce pouzili deuterovany methanol (Schéma 15). Kdyby doslo
k zavedeni deuteria do skeletu benzofuranu 72b, tak bychom prokazali, ze doslo

k vygenerovani vinyllithiového intermediatu 76b. Nicméné produkt 82 jsme podle
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'H NMR spektra surové reakéni smési nedetekovali. Myslime si, Ze vinyllithiovy
intermediat 76b neni generovan z divodu vysoké elektronové hustoty na aromatickém
kruhu. LDA tedy neni dostatecn¢ silnd baze na odtrzeni kyselého vodiku

V benzofuranovém cyklu v poloze 2.

(0] LDA (0] (0]
OFt (3,5 ekviv.) OFt MeOD OFt
DE THF N1 45 min b
MeO ¢ -78°C MeO 0 MeO 0
72b 76b 82

Schéma 15: Pokus o zavedeni deuteria do skeletu benzofuranu 72b

Sérii téchto reakci jsme zjistili, ze obrovskou nevyhodou tohoto prvniho pfistupu
je, ze trpi snizenym vytéZzkem pro salicylaldehydy 73, které obsahuji elektrondonorni
funkéni  skupinu. Pro¢ tedy neimplementujeme elektronakceptorni  skupinu?
Elektronakceptorni skupiny se v pfirodé vyskytuji zfidka a u coumestanti nejsou viibec
popsény. V pfirodé je totiz tato tiida latek generovadna sérii oxidativnich couplingl
fenylalaninu — elektronové chudé substituenty tedy nejsou na aromaticky skelet
zavadény. Proto jsme navrhli druhy alternativni pfistup ke coumestanovému skeletu 66,

ktery bude popsan a diskutovan dale.

3.2 2. pristup - retrosyntéza

Po predchozim neuspéchu piipravy derivati coumestanu 66, jsme navrhli druhy
alternativni pfistup ke coumestanovému skeletu 66 (Schéma 16), u kterého klademe
duraz na pouziti pouze jednoho rozpoustédla, protoze nase idea je pfipravit coumestany

,one-pot“. Je pro nés nadale také dilezity modularni a konvergentni ptistup.
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Schéma 16: Druha navrZena retrosyntéza derivatu coumestanu 66

Tento piistup je zaloZen na péti kliCovych krocich, pficemz prvni krok z pohledu
retrosyntézy — cyklizacni reakce — je stejny, jako u prvniho piistupu. Formylaci
benzofuranu 83, s naslednou oxidaci a esterifikaci, pak mize byt pfipravena latka 68.
Syntéza samotného benzofuranového skeletu 83 by byla zaloZena na intamolekularni
cyklizaci interniho alkynu 84, ktery mize byt ziskan Sonogashira couplingem mezi
terminalnim alkynem 85 a arylhalogenidem 86. Monosubstituovany alkyn lze pfipravit
opét zminovanym Sonogashira couplingem arylhalogenidu 69 s alkynem 88 s naslednou
deprotekci latky 87.

3.2.1 Syntéza coumestanu 3
Syntézou coumestanu 3 jsme se pustili otestovat nami navrhnutou syntetickou cestu.
3.2.1.1 Pocate¢ni Sonogashira coupling

Zacali jsme Sonogashira couplingem, ktery je nezbytny pro ptipravu latky 87. Abychom
mohli tento krok UspéSn€ uskutecnit, tak jsme si nejprve museli pfipravit vychozi

substrat — arylhalogenid 69.
32111 Piiprava arylhalogenidu 69

Piipravu tohoto substratu 69a jsem jiz popisovala v kapitole 3.1.1.2.2. Tuto reakci jsem

pouzila jak v prvnim, tak i ve druhém piistupu syntézy coumestanového skeletu 66.
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Schéma 17: Piiprava 2-bromanisolu 69a
32112 Pocatecni Sonogashira coupling — optimalizace couplingového kroku

Sonogashira coupling se, obdobné jako Suzuki-Miyaura coupling, fadi mezi
cross-kopulacni reakce™, pii kterych se vyuzivéa palladiovy katalyzator v oxida¢nim
stupni (0). V pfipadé Sonogashira couplingu se ale do reak¢éni smési pridava také
médény ko-katalyzator, ktery ma za kol transformovat alkyn na organoméd’ny reagent
nezbytny pro naslednou transmetalacni reakci (Schéma 18). Piesny mechanismus
Sonogashirovi reakce neni v tuto chvili stale dobie pochopen, zejména kvili obtiZzim
s analyzou kombinovaného plisobeni dvou ptitomnych kovovych katalyzatort, ackoli se
obecné¢ predpokladd, ze probihd prostiednictvim znazornénych dvou nezavislych
katalytickych cykli.®

Navrzena podoba zahrnuje palladiovy cyklus (A), ktery je v souladu
s ,.klasickym* mechanismem cross-kopula¢niho couplingu, ktery je popsan v kapitole
3.1.1.2.3. Cyklus m&d’ného katalyzatoru (B) je méné znamy ale i tak detailné popsany.
Predpoklada se, ze ptitomnost baze vede k tvorbé m-alkynového komplexu 92. To
zvySuje kyselost terminalniho protonu a vede k tvorb¢ acetylidu médi, komplexu 93, po
deprotonaci. Acetylid 93 se pak ucastni transmetalacni reakce s palladiovym
meziproduktem 89.%
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Schéma 18: Obecny katalyticky cyklus palladiového a méd’'ného katalyzatoru pti
Sonogashirové couplingu (pfevzaté a upravené z Chinchilla a Njera 2011

a 2007)

Testovani reakénich podminek Sonogashira couplingu jsme zapocali
screeningem reak¢nich podminek (Tab. 3). Nejprve jsme otestovali publikované reakcni
podminky (fadek 1)%2, ve kterych se vyuziva palladiovy pre-katalyzator (PPhs),PdCls,
médény ko-katalyzator Cul, baze EtsN a THF jako rozpoustédlo. Reakéni teplota €inila
100 °C a reakéni doba 2 hodiny. Po dvou hodinach jsme reakci zpracovali a vyhodnotili
'"H NMR spektrum surové reakéni smési. Zastoupeni chténého produktu 87 v reakéni
smési ale tvotilo pouze 7 % z celku. Rozhodli jsme se tedy zménit rozpoustédlo z THF
na DMF, snizit reakéni teplotu na 60 °C a zvysit reakéni ¢as na 4 hodiny (fadek 2). Po
vyhodnoceni 'H NMR spektra surové reakéni smési jsme zjistili, 7e produkt 87 je
pfitomen ve vétSim mnozstvi nez vychozi latka 69a. Detekovali jsme také vznik
vedlejsiho redukovaného produktu 94. Pro docileni vyssi konverze a mensi tvorby
vznikajiciho vedlejsiho produktu 94 jsme pak ménili rozpoustédla, baze, reakéni teplotu

a také reakeni ¢as v riiznych kombinacich (fadek 3 az 9).
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Tab. 3: Optimalizace reakénich podminek Sonogashira couplingu s termickou iniciaci®
(rizoveé oznacené fadky — NMR pomér 87 0-20 %, Sedé€ oznacené fadky —
NMR pomér 87 21-50 %, zelené oznacené fadky —
NMR pomér 87 51-100 %)

Cul (0,05 ekviv.) MS

. T
Br ™S (PPh3),PdCl, (0,1 ekvwi //
+ /// = +
OMe Ar atm. OMe
OMe

69a 88 87 94
(1,5 ekviv.) vedlejsi
produkt

Baze/rozpoustédlo Teplota  Cas NMR pomér” latek

%

Radek 3wy °C]  [hod]  87/94/69a [%]

1 EtN/THF 100 2 712191

2 EtsN/DMF 60 4 57/10/33
3 EtN/DMSO 60 4 69/10/21
4 iPLEINDME 60 4 37/32/131
5  iPLEINDMSO 60 4 35/28/37
6 Et:;N/DMF %5 4 56/29/15
7 EtN/DMSO %5 4 7117176
8  iPLEINDMF 95 4 30/70/-

9 iPLEINDMSO 95 4 11100

a) Koncentrace latky 69a v rozpoustédle je 0,2M.
b) Udava pomér v % mezi detekovanym produktem 87, vedlej$im produktem 94
a vychozi latkou 69a. Zjidténo na zikladé analyzy 'H NMR spekter surové reakéni
smési (bez pouziti vnitiniho standardu).
Vyse uvedené reakce probihaly za termické iniciace, proto jsme se rozhodli
reakce otestovat 1 za mikrovinné iniciace (Tab. 4). Kratkym setem reakci jsme zjistili,
ze mikrovInnd iniciace neni vhodna pro pfipravu pozadované latky 87. Na poslednim

tadku 4 je 'H NMR pomér vedlejsiho produktu 94 dokonce 100 %.
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Tab. 4: Optimalizace reakénich podminek Sonogashira couplingu s mikrovinnou
iniciaci® (riZové oznadené fadky — NMR pomér 87 0-20 %, Sed€ oznacené radky

— NMR pomeér 87 21-50 %, zelen€ oznacené fadky — NMR pomér 87

51-100 %)
Cul (0,05 ekviv.) ™S
Br TMS (PPh3),PdCl, (0,1 ekvwi //
' /// Ar atm., 95 °C g '

oM r atm., OMe

© MW OMe

69a 88 87 94
(1,5 ekviv.) vedlejsi

produkt

Baze/rozpoustédlo  Cas NMR pomér” latek

.

Radek1auv)  [hod]  87/94/69 [%]
1 iPLEINDME 2 17/55/28
2 EtsN/DMF 2 33/27/40
3 iPLEIN/DMF 4 17/64/19
4 iPLEINDME 6 -1100/-

a)  Koncentrace latky 69a v rozpoustédie je 0,2M.
D ehost Nitkou 6%, Zjend ma sikindé analizy "1 NAR.spelder surove
reakéni smési (bez pouziti vnitintho standardu).
Vyhodnotili jsme tedy termickou iniciaci jako vhodné&j$i nez mikrovinnou,
a nasledné jsme se rozhodli provést dalsi sled optimaliza¢nich reakci (Tab. 5).
Jako nejvhodnéjsi se ukéazala byt kombinace baze EtsN a rozpoustédla DMSO.
Za vysokych teplot dochazi k rozkladu vychozi latky 69a a vétsi tvorby vedlejsiho
produktu 94. Jako nejoptimalnéjsi teplota se ukazala byt 70 °C. Roli hraje také reakcni
Cas, ktery nesmi byt moc dlouhy (Tab. 5 — fadek 1, 2, 3), protoze jinak dochazi
k degradaci cilového produktu 87. 4 hodiny se tak ukazaly byt idealni. U reakci, které
jsou popsany na fadcich 6, 8,9, 10 a 11 je koncentrace latky 69a 0,1M, coz mohlo také
ptispét k vyssimu poméru produktu 87. Za takto optimalizovanych reakénich podminek
jsme ziskali interni alkyn 87 v 75% NMR poméru, ktery mohl byt pouzit v nasledujicim
kroku — desilylaci. Do dalsich reakci pak byla vzdy pouzita smés latek, protoze
separace produktu 87 od vychozi latky 69a a vedlejsiho produktu 94 se ukazala byt

komplikovana.
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Tab. 5: Optimalizace reakénich podminek Sonogashira couplingu s termicnou iniciaci®
(rtzové oznacené fadky — NMR pomér 87 0-20 %, Sedé oznacené fadky
— NMR pomeér 87 21-50 %, zelen€ oznacené radky
— NMR pomér 87 51-100 %)

Cul (0,05 ekviv.) MS

. T
Br ™S (PPh3),PdCl, (0,1 ekvwi //
+ /// = +
OMe Ar atm. OMe
OMe

69a 88 87 94
(1,5 ekviv.) vedlejsi
produkt
Badek Baze/rozpoustédlo Teplota  Cas NMR pomér” latek
1:3 (VIV) [°C] [hod] 87/94/69a [%]
1 Et;N/DMF 95 25 15/22/63
2 iPr.EtN /DMF 95 25 -/10/90
g iPr.EtN /DMF 95 20 4/31/65
4 Et;N DMF 60 15 45/4/51
5 EtsN /DMF 70 4 38/15/47
67 EtsN/DMSO 70 4 75/11/14
7 Et;N/DMF 80 4 31/19/50
8% Et;N /DMSO 80 4 78/12/10
9% Et;N /DMSO 70 4 64/8/28
109 Et;N /DMF 70 19 60/11/29
119 Et;N /DMSO 70 19 32/10/58

a) Koncentrace latky 69a v rozpoustédle je 0,2M.

b) Udava pomér v % mezi detekovanym produktem 87, vedlej$im produktem 94
a vychozi latkou 69a. Zjiiténo na zikladé analyzy *H NMR spekter surové reakéni
smési (bez pouziti vnitiniho standardu).

¢) Koncentrace latky 69a v rozpoustédle je 0,1M.

3.2.1.2 Druhy Sonogashira coupling

Druhy klicovy krok zahrnuje opét formovéani vazby uhlik-uhlik, za tvorby interniho
alkynu 84. Abychom mohli uskute¢nit Sonogashira coupling, je poticba pfedem
pfipravit termindlni alkyn 85 deprotekci termindlni trimethylsilylové skupiny latky 87.
Jako druhy reakéni partner v Sonogashira couplingu vystupuje vhodné substituovany

arylhalogenid 86.
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32121 Piiprava terminalniho alkynu 85

Pro ptipravu 1-ethynyl-2-methoxybenzenu 85 jsem vyuzila vyse pfipravenou latku 87,
ta ale nebyla, jak jiz bylo uvedeno, pouzita v ¢isté form¢. Vychozi smés mimo produktu
87 také obsahovala anisol 94a 2-methoxybrombenzen 69a v riznych pomérech.
Piipravu latky 85 jsem zapocala vyuzitim s publikovanych podminek®, které jsou
uvedeny na fadku 1 v Tab. 6. Po analyze "H NMR spektra surové reakéni smési jsme

zjistili nulovou konverzi vychozi latky na produkt 85.

Tab. 6: Optimalizace reakénich podminek deprotekéni reakce

TMS K&ni podmink
CK reakéni podminky ©\/
!
OMe OMe

H

87 85
5 Konverze?
Radek Reakcni podminky
latky 85
1 K2COs (2,0 ekviv.), MeOH (0,1M), 0 °C, 2 h 0%

TBAF (2,0 ekviv.), THF (0,1M), 0 °C, 30 min deg.”

KF (2,4 ekviv.), MeOH (0,35M), 0 °C — rt, Ar atm., 12 h 0%

2
3
4 K>CO3 (1,0 ekviv.), MeOH (0,1M), H,O (50,0 ekviv.), rt, 2 h 0%
5  KyCOs (1,0 ekviv.), MeOH (0,1M), H,O (50,0 ekviv.), rt, 2 h 99 %
6

K,COj3 (1,0 ekviv.), MeOH (0,1M), H,0 (50,0 ekviv.), rt, 1h 99 %

a) Udava pomér mezi detekovanym produktem 85 a vychozi latkou 87 (0 % - piitomna
pouze vychozi latka 87; 99 % - ptitomen pouze produkt 85). Zjisténo na zakladé
analyzy "H NMR spekter surové reakéni smési.

b)  deg. — degradace, neni ptitomna vychozi latka 87 a ani produkt 85.

Rozhodli jsme se tedy zménit reakéni protokol a vyzkouseli jsme reakéni
podminky popsané na fadku 2.%Po analyze '"H NMR spektra surové reakéni smési jsme
zjistili, ze dochazi k degradaci vychozi latky 87. Proto jsme se opét rozhodli pro zménu
reakénich podminek. Tentokrat jsme pouzili fluorid draselny a methanol jako
rozpoustédlo, ale bohuzel i touto cestou jsme se nedostali ke kyZzenému produktu 85
(tadek 3).65 Nakonec jsme vyzkouseli i uhli¢itan draselny v methanolu a ve vodé
a terminalni alkyn 85 jsme ziskali (fadek 5 a 6).%

Problémem téchto reakci je opét purifikace surové reakéni smési. Purifikaci jsme

provadéli pomoci sloupcové kapalinové chromatografie s riznym slozenim
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(hexan:EtOAc, DCM:aceton) a s riznym pomérem slozek mobilni faze, ale Gplné Cisty
produkt 85 jsme neziskali. V surovych reakénich smésich se nachazel jak chtény
produkt 85, tak i anisol 94 a 2-methoxybrombenzen 69a z piedchozi reakce, které se
nam nepodaftilo Z reak¢ni smési plné odstranit.

Sérii vyse uvedenych reakci jsme chtéli nastinit moznou piipravu derivatt téchto

latek 87 a 85 pro planovanou syntézu derivati coumestanu 66.
32122 Piiprava arylhalogenidu 86

Druhym reakénim partnerem Sonogashira couplingu je vhodn€ substituovany
arylhalogenid 86. Pomoci publikovanych podminek®” jsme se snazili pfipravit
2-jodo-1,4-dimethoxybenzen 86a z 1,3-dimethoxybenzenu 95a
a 1-jodo-2,4-dimethoxybenzen 86b z 1,4-dimethoxybenzenu 95b (Tab. 7).

Tab. 7: Optimalizace reak¢énich podminek jodace latky 95

OMe  NIS (1,1 ekviv)
R TFA (0,1 ekviv) OMe MeO OMe
T > nebo
MeCN (0,25M) MeO I |

95 rt 86a 86b

Radek Vychozi latka 95 Cas  Konverze? latky 86

OMe

osa 22N 50 % latky 86a

MeO

MeO OMe

o 22N 50 9% latky 86b

Qo

OMe

95a 5h stopy latky 86a

Q

MeO

OMe

osa 16N 85% latky 86a

MeO

OMe

osa  27h 70 % latky 86a
MeO

OMe

6 27 h 0 % latky 86a

G Q qQ

95a
MeO

a) Udava pomér mezi detekovanym produktem 86 a vychozi latkou 95 (0 %
- pfitomna pouze vychozi latka 95; 99 % - pfitomen pouze produkt 86).
Zjisténo na zakladé analyzy "H NMR spekter surové reakéni smési.

b)  Reakce bez pritomnosti TFA.
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Nejprve jsme podle publikovaného protokolu wusilovali o pfipravu
2-jodo-1,4-dimethoxybenzenu 86a (fadek 1). Po analyze ‘H NMR spektra surové
reakéni smési jsme zjistili, Ze dochdzi k 50% konverzi na chtény produkt 86a. Stejné
reak¢éni podminky jsme pak vyuzili pro piipravu 1-jodo-2,4-dimethoxybenzenu 86b
(fadek 2). Konverze latky 86b Cinila také 50 %. Reak¢ni Cas téchto dvou reakci byl 22
hodin. Poté jsme vyzkouseli snizit reakéni ¢as na 5 hodin a zabalit reakéni banku do
hlinikové folie (fadek 3), ale detekovali jsme pouze stopy produktu 86a. Pti reakénim
Casu 16 hodin byla konverze latky 86a 85 % (fadek 4). Na fadcich 5 a 6 je uveden
reak¢éni ¢as 27 hodin a byl pouzit rekrystalizovany N-jodsukcinimid. Pfi takovémto
reak¢nim Case byla konverze latky 86a 70 % a pii absenci pouziti TFA jsme detekovali
pouze vychozi latku 95a.

Dale jsme usilovali o piipravu 2-jodobenzen-1,4-diolu 97 z hydrochinonu 96
prostfednictvim in situ vygenerovaného chloridu jodného, ktery byl pfipraven pomoci
oxidace jodidu sodného bezvodym chloridem Zelezitym (Schéma 19).% Touto reakei se
nam ale 2-jodobenzen-1,4-diol 97 nepodafil pfipravit.

FeCls (2,0 ekviv.)
OH  Nal (1,0 ekviv.) OH
HO/©/ MeCN (0,2M) ;Ho/@[|

96 0°C,5h 97

X

—

Nal +2FeClz — ICI + NaCl + 2FeCl,

Schéma 19: Piiprava 2-jodobenzen-1,4-diolu 97
3.2.1.23 Druhy Sonogashira coupling — optimalizace couplingového kroku

Z pohledu navrhované syntézy jsme se pustili do druhého Sonogashira
couplingu pro pfipravu interniho alkynu 84. Pouzili jsme podobné reakéni podminky
jako uvedené v kapitole 3.2.1.1.2 a to ko-katalyzator jodid méd’ny, pre-katalyzator
(PPh3),PdCly, bazi EtsN a rozpoustédlo THF nebo DMF.®® Nejprve jsme vyzkouseli
Sonogashira coupling terminalniho alkynu 85 s 1-jodo-4-methoxybenzenem 98a
a s jodobenzenem 98b (Tab. 8). Pfi pouziti vychozi latky 98a a rozpoustédla DMF jsme
neziskali kyzeny produkt 99a (fadek 1), ale pfi zméné rozpoustédla za THF jsme
produkt 99a ziskali v 84% izolovaném vytézku (fadek 2). Pii zvoleni substratu 98b
a rozpoustédla DMF i THF byla uplna konverze latky 99b, tudiz jsme vychozi latku 98b
nedetekovali (fadek 3 a 4). Rozhodli jsme se purifikovat pouze produkt 99b (fadek 4),
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abychom mohli urcit izolovany vytézek reakce. Touto kratkou sérii reakci, jsme

usoudili, Ze jako vhodnéjsi rozpoustédlo se jevi THF.

Tab. 8: Testovani reakénich podminek Sonogashira couplingu na analogickych

substratech 98
. R
_ Cul (0,05 ekviv.)
2 R (PPhy),PdCl, (0,1 ekviv.)
yol "~
oMe | EtsN/rozpoustadio - 1:1 (V/V) O
rt, Ar atm. OMe
1h
85 R (98a) = OMe R (99a) = OMe
(1,5 ekviv.) R (98b) = H R (99b) = H

Radek  Vychozi latka 98  Rozpoustédlo Konverze? (vytszek”) latky 99

OMe
1 /©/ DMF deg.” (n. a.%) — 99a
| 98a
OMe
2 Ogs THF 99 % (84 %) — 99a
| a
3 @ DMF 99 % (n. a.¥) — 99b
| 98b
4 )@ THF 99 % (90 %) — 99b
| 98b

a) Udava pomér mezi detekovanym produktem 99 a vychozi latkou 98 (0 % - piitomna
pouze vychozi latka 98; 99 % - pfitomen pouze produkt 99). Zjisténo na zakladeé
analyzy 'H a 3C NMR spekter surové reakéni smési.

b)  Odpovida izolovanému produktu 99 po purifikaci pomoci sloupcové kapalinové

chromatografie s uzitim mobilni faze hexan/EtOAc 2:1 po sorpci surové latky 99 na

silikagel.
c) deg. — degradace, neni pfitomna vychozi latka 98 a ani produkt 99.
d) Izolace produktu 99 nebyla po reakci provedena.

Dale jsme pokracovali v naplanované syntéze coumestanu 3 a zaméfili jsme se

na ptipravu 2,2'-dimethoxytolanu 84. Nejprve jsme jako substrat vyuzili 2-bromanisol

69a (Schéma 20). Po analyze '"H NMR spektra surové reakéni smési jsme zjistili, ze

Jjsou pritomny pouze vychozi latky 85 a 69a bez stop chténého produktu 84.

Cul (0,05 ekviv.)
= OMe  (PPha),PdCl, (0,1 ekviv.)
T R
OMe Br EtsN/THF - 1:1 (V/V) O OMe
OMe

rt, Ar atm.

1h
85 69a 84

(1,5 ekviv.)

Schéma 20: Priprava 2,2'-dimethoxytolanu 84 z 2-bromanisolu 69a
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Reakci jsme pak provedli za stejnych reakénich podminek, ale nereaktivni
2-bromanisol 69a jsme vymeénili za komeréné dostupny 2-jodoanisol 86¢ (Schéma 21).
Vytézky izolovaného produktu 84 pak byli u téchto reakci lepsi nez 55 %. Reakéni

podminky této reakce tak nebylo tieba vice optimalizovat.

Cul (0,05 ekviv.)
Z OMe  (PPhg),PdCl, (0,1 ekviv.)
o -
OMe | EtsN/THF - 1:1 (V/V) O OMe
rt, Ar atm. OMe

85 86¢ 1.5h 84
(1,5 ekviv.) > 55 %

Schéma 21: Ptiprava 2,2'-dimethoxytolanu 84 z 2-jodoanisolu 86c¢
3.2.1.3 Intramolekularni cyklizace

Ttetim klicovym krokem syntézy coumestanu 3 je kysele katalyzovana intramolekularni
cyklizace interniho alkynu 84 (Schéma 22). Tato reakce byla v minulosti popsana na
stejném substratu, proto jsme zvolili jiz publikované podminky.69 Reakce je provadéna

za mikrovlnné iniciace pti 160 °C. Vytézky izolované¢ho kyzeného produktu 83 jsou

O PTSAH,0 (1,0 ekviv.) A O
7 > 3
O OMe EtOH (1M)
MeO
OMe

MW, 160 °C

84 2h 83

>50 %

vys§i nez 50 %.

Schéma 22: Piiprava benzofuranu 83
3.2.1.4 Tvorba esteru 68

Ctvrty kliovy krok je tvorba esterové funkéni skupiny na benzofuranovém kruhu
v poloze 3. Tento krok zahrnuje formylaci s naslednou oxidaci vzniklého aldehydu na

karboxylovou skupinu, a poté tvorbu samotné esterové funkéni skupiny.
32141 Formylace

Pro zavedeni formylové skupiny do aromatického jadra jsme si vybrali jiz publikované
reak¢éni podminky, které aplikovali na analoga naseho substratu 83." Popsané reakéni

podminky vyuzivaji trichlorid fosforylu a dimethylformamid, coz je typické pro

52



Vilsmeier-Haack reakci. Pti této reakci dochazi ke generovani Vilsmeierova reagentu

(Schéma 23), ktery nasledné reaguje s elektronové bohatym aromatickym jadrem.
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Schéma 23: Mechanismus vzniku Vilsmeierova reagentu (pievzaté

a upravené z Giles a Marson 2001)

Reakéni podminky, které jsme vyzkouseli, jsou uvedeny v Tab. 9. Jak mizeme
vidét na fadku 1, prvni pouzité reakéni podminky vhodné pro Vilsmeier-Haack reakci
nevedli k pfipravé latky 98. Z reakce jsme ziskali pouze vychozi latku 83. Proto jsme se
déale rozhodli Upln€ zmenit reakéni podminky a vyuzit tBuLi na odStépeni kyselého
vodiku z aromatického jadra 83 v poloze 3 a nasledné¢ zavést formylovou funkéni
skupinu (fadek 2).”* Ani pii téchto reakénich podminek jsme nedetekovali vznik
chténého produktu 98 (fadek 2). Domnivali jsme se, Ze tBuLi neni dostatecné silné baze
na odtrzeni vodiku, a proto jsme reakci provedli znova za stejnych podminek, ale misto
DMF jsme k ukonceni reakce pouzili deuterovany methanol (Schéma 24). Nicméné
produkt 100 jsme podle *H NMR spektra surové reakéni smési nedetekovali.

tBuLi (2,0 ekviv.)

A\ O MeOD (50,0 ekviv.)
g \/ [
THF (0,2M
MeO O )

15h

83 100

Schéma 24: Pokus o zavedeni deuteria do skeletu benzofuranu 100

Napadlo nas, vratit se k Vilsmeier-Haack reakci, a trochu vice zoptimalizovat
reakéni podminky. Nejprve jsme se zaméfili na rozpoustédla (DMF za 1,2-DCE). Tato
zména nas dovedla ke kyZzenému produktu 98 s uspokojivymi vytézky (fadek 3 a 4).
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Tab. 9: Optimalizace reakénich podminek formylace na substratu 83

N-H
O A\ O reakéni podminky
: Oy
MeO (0]
MeO

83 98
y Konverze?
Radek Reakcni podminky .
(vytezek”) latky 98
1 POCI; (1,25 ekviv.), DMF (0,18M), reflux, 12 h 0% (n. a.9)

tBuLi (1,1 ekviv.), DMF (1,5 ekviv.), THF (0,2M),
0% (n. a.9)

-78 °C, 1,5 h
POCI; (5,0 ekviv.), DMF (5,0 ekviv.),
3 99 % (89 %)
1,2-DCE (0,2M), reflux, 12 h
POCI; (5,0 ekviv.), DMF (5,0 ekviv.),
4 99 % (75 %)

1,2-DCE (0,2M), reflux, 12 h

a) Udava pomér mezi detekovanym produktem 98 a vychozi latkou 83 (0 % - pfitomna
pouze vychozi latka 83; 99 % - pfitomen pouze produkt 98). Zjisténo na zakladé
analyzy "H NMR spekter surové reakéni smési.

b)  Odpovida izolovanému produktu 98 po purifikaci pomoci sloupcové kapalinové
chromatografie s uzitim mobilni faze hexan/EtOAc 2:1 po sorpci surové latky 98 na
silikagel.

¢) lzolace produktu 98 nebyla po reakci provedena.

Domnivame se, ze pii pouziti DMF jako rozpoustédla, doslo k rozkladu
Vilsmeierova reagentu na formamidinovy kation 101, jesté¢ pfed samotnou formylaci

benzofuranového skeletu 83 (Schéma 25).72
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Schéma 25: NavrZzeny mechanismus rozkladu Vilsmeierova reagentu

3.2.1.4.2 Oxidace na karboxylovou kyselinu

Metod oxidace aldehydl na karboxylové kyseliny je nespocet. My jsme nejprve zvolili

pouziti bézného oxidac¢niho Cinidla, a to manganistanu draselného (Tab. 10 — fadek 1).
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Inspirovali jsme se publikovanymi reakénimi podminkami, pfi kterych se vychozi latka
98 rozpusti v acetonu a nasledn¢ se piikapava vodny roztok manganistanu draselného za
laboratorni teploty.” Produkt 102 jsme podle *H NMR spektra surové reakéni smési
nedetekovali.

Dalsi metoda, ktera se nabizela, byla Pinnickova oxidace. Ta vyuziva chloritan
sodny a mirné protické reakéni podminky pro generaci kyseliny chlorité, jako aktivniho
oxidantu.” Po analyzach 'H NMR spekter surovych reakénich smési jsme zjistili, Ze ve
vSech piipadech je konverze vychoziho aldehydu 98 na cilovy produkt 102 kvantitativni
(tadek 2 az 4). Karboxylova kyselina 102 byla ziskana ve velmi uspokojivé ¢iste, proto

byla pouzita v dal§im kroku bez purifikace.

Tab. 10: Ptiprava karboxylové kyseliny 102

reakc¢ni podminky

0]
OH
OaV, g Ooaw,
o] o]
MeO

MeO
98 102
5 Konverze®
Radek Reakcni podminky
latky 102
1 KMnQ;, (2,5 ekviv.), aceton (0,4M), rt, 6 h 0%
NaClO; (19 ekviv.), NaH,PO, (19 ekviv.), tBuOH 0
0
(0,05M), 2-methyl-2-buten (0,05M), H,0O (0,1M), rt, 24 h
NaClO; (19 ekviv.), NaH,PO, (19 ekviv.), tBuOH 0
0
(0,05M), 2-methyl-2-buten (0,05M), H,O (0,1M), rt, 19 h
NaClO; (19 ekviv.), NaH,PO, (19 ekviv.), tBuOH
99 %

(0,05M), 2-methyl-2-buten (0,05M), H,0O (0,1M), rt, 25 h

a) Udava pomér mezi detekovanym produktem 102 a vychozi latkou 98 (0 % - pfitomna
pouze vychozi latka 98; 99 % - pfitomen pouze produkt 102). Zjisténo na zakladeé
analyzy "H NMR spekter surové reakéni smési.

3.2143 Esterifikace

Pro ziskani ethylesteru karboxylové kyseliny 68 jsme zvolili bézny protokol pro
ptipravu estertl z karboxylovych kyselin a alkoholt, Fischerovu esterifikaci. V nasem
ptipadé dochazi ke generaci kyseliny chlorovodikové in situ z acetyl chloridu a ethanolu
(Schéma 26). Pozadovany produkt 68 jsme ziskali ve velmi uchazejici Cistoté bez

nutnosti dalsi purifikace.
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Schéma 26: Priprava ethylesteru karboxylové kyseliny 68

Cilovy coumestan 3 pak miize byt ziskan z latky 68 pomoci ,,one-pot protokolu

popsaném v piistupu 1 (viz. kapitola 3.1.1.3).
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4 7Z.aveér

V prabéhu své diplomové prace jsem vyvinula dva nezavislé postupy sméfujici
k syntéze latek patficich do rodiny coumestant. Prvni z nich, zalozeny na postupné
stavbé benzofuranového kruhu vychdzel ze sekvence tii krokt (pfesmyk/Suzukiho
coupling/intramolekularni laktonizace). Jeho limitaci byla vyuzitelnost v kontextu
arylickych jader s elektrondonornimi funkénimi skupinami. Z tohoto diivodu mohl byt
pfipraven timto postupem pouze jeden zastupce z rodiny coumestand — jeji ,,zakladni*
¢len (nema na aromatickych jadrech Zadné substituenty) nazvany coumestan.

Limitace této metody je samoziejmé velmi podstatna, nebot’ valna vétsina latek
z rodiny coumestand obsahuje alespon jednu methoxy skupinu na aromatickém jadre.
Z tohoto dliivodu, jsme ihned zacali pracovat na novém pfistupu, jez by ndam umoznil
prekonat tuto limitaci. Na§ druhy pfistup byl zaloZen na konsekutivnich Sonogashira
couplinzich kombinovanych s dvéma intramolekularnimi cyklizacemi, do nichz se
vmezefila karbonylacni metoda. Tento postup, 1 kdyz je delsi a trpél v pocatku
problematickymi optimalizacemi zejména prvniho Sonogashira couplingu, Se nakonec
ukazal jako velmi uspésny a vedl v konecném disledku také k ptipravé coumestanu.

U tohoto pristupu prozatim nebyla ovéfena z ¢asovych divodli jeho obecna
aplikovatelnost, ale z limitaci jednotlivych reakénich krokt (Sonogashira coupling,
Vilsmeierova-Haack reakce) je patrné, Ze elektrondonorni substituenty na aromatickém
jéadrte tyto kroky budou spise podporovat.

Vyvinuli jsme dva pfistupy k tetracyklickému skeletu ptirodnich latek patiicich
do rodiny coumestanti, kdy ten druhy se jevi byt velmi obecnym a je znacnym ptislibem
do budoucna. Predpokladame tedy, ze jiz nic nebrani tomu, aby byli pfipraveni dalsi

¢lenové této rodiny ptirodnich latek a ohodnocena jejich biologicka aktivita.
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5 Experimentalni ¢ast

5.1 Obecné informace

Veskeré reakce byly provadény, paklize neni uvedeno jinak, v bezvodém prostredi.
Aparatury byly Zihany plamenem pod pozitivnim tlakem inertniho plynu (argon).

K méfeni NMR spekter byl pouzit spektrometr JEOL ECA400II pracujici pii
frekvenci 400 MHz (*H) a 101 MHz (**C) a nebo JEOL 500 ECA pracujici pfi frekvenci
500 MHz (*H) a 126 MHz (**C). M&feni byla provadéna za laboratorni teploty, pficemz
vzorky byly rozpustény a nésledné méfeny v jednom z nasledujicich deuterovanych
rozpoustédel: CDClz, DMSO-dg. Chemické posuny zbytkovych nedeuterovanych resp.
¢asteCné nedeuterovanych rozpoustédel v daném rozpoustédle jsou nésledujici: pro
CDCl; 7.27 ppm (*H) a 77.16 ppm (**C) a pro DMSO-ds 2.50 ppm (*H) a 39.52 ppm
(**C). Protonové vazebné vzory jsou reprezentovany jako singlet (s), dublet (d), dublet
dublett (dd), triplet (t), triplet tripletd (tt), quartet (q) a multiplet (m).

Me¢éteni hmotnostnich spekter se vykonavalo na spektrometru TSQ Quantum
ACCES (Thermo Scientific, USA) a ioniza¢nim zdrojem APCIL

Hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim (HRMS) se meéfila na
hmotnostnim spektrometru  Agilent 6230 s vysokym rozliSenim s ionizaci
elektrosprejem (ESI) a analyzatorem doby letu pracujicim v pozitivhim nebo
negativnim reZimu plného skenovani v rozsahu 100 — 1700 m/z.

Vsechny experimenty s mikrovinnym ozafovanim byly provadény ve
specializovaném mikrovinném pftistroji CEM-discover v monomdédu. Reaktor byl pouzit
ve standardni konfiguraci pfi dodani, vcetné proprietarniho softwaru. Reakce byly
provadény ve sklenénych lahvickdch o objemu 10 nebo 35 ml, které byly utésnény
silikonovymi/PTFE uzavéry. Teplota byla méfena IR senzorem na vnéjSim povrchu
procesni nddobky. Po period¢ ozafovani byly reakéni nadoby ochlazeny na okolni
teplotu chlazenim proudem plynu.

Pro sloupcovou chromatografii (CC) bylo vyuzito silikagelu (60 A, 230 - 400
mesh) jako stacionarni faze a smési hexan:EtOAc (V/V), pokud neni uvedeno jinak, jako

mobilni faze. Pfi dé€leni sloupcovou kapalinovou chromatografii bylo pouzito
58



postupného gradientu, kdy polarnéjsi frakce mobilni faze byla skokové ptidavana do
mobilmi  faze (naptiklad dle nésledujiciho  postupu: hexan:EtOAc =
20:1—10:1—4:1—-2:1). Eluované frakce byly jimany po 5-30 ml frakcich a jejich
obsah byl monitorovan pomoci TLC. Frakce obsahujici stejny produkt byly spojeny
a nasledn¢ odpareny na rotacni vakuové odparce (RVO).

Pribéh reakci byl monitorovan pomoci tenkovrstvé chromatografie (TLC) na
silikagelu. Pro tento typ operace byly pouzity aluminiové desky pokryté silikagelem 60
F2s4 s fluorescentnim indikatorem. Jednotlivé slouceniny ptitomné v reakéni smési byly
detekovany pomoci UV zafeni (A = 256 nm) a dale byly vizualizovany pomoci

vizualiza¢nich roztoka.

5.1.1 Vizualizaéni roztoky pro TLC

Metody piipravy:

a) Zasadity roztok KMnOg byl piipraven rozpusténim 1,5 ¢ KMnO4 a 10 g K,CO3
v 200 ml vody s 1,25 ml 10% NaOH.

b) Vanilinovy roztok byl pfipraven rozpusténim 12 g vanilinu v 200 ml ethanolu

obsahujici 2 ml koncentrované H,SO;.

5.2 Syntéza derivati salicylaldehydu (73)

5.2.1 Syntéza 2-hydroxy-4-methoxybenzaldehydu (73b)

H H
BBr3 (1,0 ekviv.)
0O —M8M8M» (@]
DCM
MeO OMe MeO OH

0°C—ort

2 h, Ar atm.

81a 73b

57 %

Do ochlazeného roztoku 2,4-dimethoxybenzaldehydu 81a (1,0 g; 5,9 mmol; 1,0 ekviv.)
v dichlormethanu (29,5 ml) se pfida BBr3 (1 ml; 59 mmol; 1,0 ekviv.), ktery se
nasledné necha michat za laboratorni teploty v atmosféfe argonu po dobu 2 hodin. Poté
se do smési piida nasyceny vodny roztok NaHCO3 (3 ml). Vysledné vrstvy se oddéli
a vodna vrstva je extrahovana pomoci EtOAc (3x30 ml). Spojené organické faze jsou
promyty nasycenym vodnym roztokem NaCl (30 ml), vysuSeny pomoci bezvodého

MgSQq, zfiltrovany a organické rozpoustédlo je odpareno na RVO. Odparek je nasledné
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purifikovan pomoci sloupcové kapalinové chromatografie (SiO,; hexan:EtOAc = 2:1).
Ziskané frakce s pozadovanou latkou 73b jsou odpafeny na RVO. Vysledny produkt
73b (0,51 g; 57 %) je ziskan ve formé bilé krystalické latky.

Rt = 0,69 (hexan:EtOAc = 2:1)

m. p. =37 -38°C

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) & (ppm) 11.48 (s, 1H), 9.72 (d, J = 0.6 Hz, 1H),
7.43 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 6.54 (dd, J = 8.6, 2.4 Hz, 1H), 6.44 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 3.86 (s,
3H).

3C NMR (126 MHz, Chloroform-d) & (ppm) 194.5, 166.9, 164.6, 135.4, 115.3, 108.5,
100.7, 55.8.

MS (APCI), m/z (%): [M+H]" 153.1

HRMS vypocteno pro CgH;03 [M-H]: 151.0390, nalezeno 151.0387

5.2.2 Syntéza 4-(allyloxy)-2-hydroxybenzaldehydu (73c)

/\/Br

(1,0 ekviv.)
H NaHCO3; (1,1 ekviv.) H

KI (1,0 ekviv.)
0O —  » o
MeCN
HO OH X"o OH

50°C—>70°C

81b 12h 73c

4%
Do roztoku 4-hydroxysalicylaldehydu 81b (1,0 g; 7,1 mmol; 1,0 ekviv.) v acetonitrilu
(10,1 ml) se pfida NaHCO; (066 ¢g; 7,8 mmol; 1,1 ekviv.) a KiI
(1180 mg; 7,1 mmol; 1,0 ekviv.). Dale se tato reak¢ni smés micha pii 50 °C po dobu
30 minut. Poté se k této reakéni smési ptida béhem 5 minut roztok allylbromidu (0,6 mi;
7,1 mmol; 1,0 ekviv.) v acetonitrilu (5 ml) a vznikla smés se dale micha pii 70 °C po
dobu 12 hodin. Organické rozpoustédlo je odstranéno na RVO a odparek je rozpustén
ve smési diethyl etheru (10 ml) a vody (10 ml). Vysledné vrstvy se odd¢li a vodna
vrstva je extrahovana diethyl etherem (3x10 ml). Spojené organické faze jsou promyty
nasycenym vodnym roztokem NaCl (20 ml), vysuseny pomoci bezvodého MgSQu,
zfiltrovany a organické rozpoustédlo je odpafeno na RVO. Odparek je nasledné
purifikovan pomoci sloupcové kapalinové chromatografie (SiO,; hexan:EtOAc = 2:1).
Ziskané frakce s pozadovanou latkou 73c jsou odpafeny na RVO. Vysledny produkt 73c

(0,63 g; 44 %) je nazloutla olejovita kapalina.
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Rt = 0,33 (hexan:EtOAc = 2:1)

'H NMR (500 MHz, Chloroform-d) & (ppm) 11.46 (s, 1H), 9.71 (s, 2H), 7.42 (d, J = 8.6
Hz, 2H), 6.55 (dd, J = 8.7, 2.3 Hz, 2H), 6.43 (d, J = 2.3 Hz, 2H), 6.02 (ddt, J = 17.4,
10.6, 5.3 Hz, 2H), 5.42 (dq, J = 17.2, 1.6 Hz, 2H), 5.33 (dg, J = 10.6, 1.4 Hz, 2H), 4.58
(dt, J =5.3, 1.6 Hz, 4H).

3C NMR (126 MHz, Chloroform-d) & (ppm) 194.5, 165.9, 164.5, 135.4, 132.1, 118.7,
115.3, 108.9, 101.5, 69.2.

MS (APCI), m/z (%): [M+H]" 179.2

HRMS vypocteno pro C1oHgO3 [M-H]": 177.0546, nalezeno 177.0540

5.3 Syntéza derivati benzofuranu (72)

5.3.1 Syntéza ethyl benzofuran-3-karboxylatu (72a)

0
NZQ}\OEt

H 74 (2,1 ekviv.) O

0,1M roztok v DCM OFt
0 >
HBF,-E,0 (0,1 ekviv.) N
OH DCM (o}
rt, pfes noc

72a
70 %

73a

Do roztoku salicylaldehydu 73a (3,0 g; 24,56 mmol; 1,0 ekviv.) v dichlormethanu
(20,9 ml) se piida HBF4-Et,0 (0,39 g; 2,46 mmol; 0,1 ekviv.) za laboratorni teploty za
stalého michani. Dochazi ke vzniku Cerveného roztoku. Ethyl diazoacetat 74 (5,89 g;
51,59 mmol; 2,1 ekviv.) v dichlormethanu (5,5 ml) se ptikapava do reakéni smési
pomoci syringe pump rychlosti 0,06 ml/min. Béhem piidavani roztoku ethyl
diazoacetatu 74 se uvoliuje dusik a reakéni smés se zahiiva. Dale je smés michana pres
noc za laboratorni teploty a poté je rozpoustédlo odstranéno na RVO. Pred neutralizaci
nasycenym vodnym roztokem NaHCOs3; (34 ml) se do smési ptida koncentrovana
kyselina sirova (1,2 ml). Vysledné vrstvy se odd€li a vodna vrstva je extrahovéana
EtOAc (3x30 ml). Spojené organické faze jsou promyty nasycenym vodnym roztokem
NaCl (30 ml). Organické rozpoustédlo je vysuseny pomoci bezvodého MgSOy,
zfiltrovany a organické rozpoustédlo je odpafeno na RVO. Odparek je nasledné

purifikovan pomoci sloupcové kapalinové chromatografie (SiO,; hexan:EtOAc = 10:1).
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Ziskané frakce s pozadovanou latkou 72a jsou odpafeny na RVO. Vysledna latka 72a
(3,29 g; 70 %) je nazloutla olejovita kapalina.

R¢=0,87 (hexan:EtOAc = 10:1)

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) & (ppm) 8.26 (s, 1H), 8.09 — 8.05 (m, 1H), 7.55 —
7.52 (m, 1H), 7.38 — 7.35 (m, 2H), 4.42 (q, J = 7.20 Hz, 2H), 1.43 (t, J = 7.10 Hz, 3H).
3C NMR (101 MHz, Chloroform-d) & (ppm) 163.6, 155.8, 151.1, 125.4, 124.8, 124.3,
122.2,114.9,111.8,60.7, 14.5.

MS (APCI), m/z (%): [M+H]" 191.0

HRMS vypocteno pro Ci1H1,04K* [M+K]": 247.0367, nalezeno 247.0370

5.3.2 Syntéza ethyl 6-methoxybenzofuran-3-karboxylatu (72b)

o}
NQQ)J\OEt
H 74 (1,6 ekviv.) o)
0,1M roztok v DCM OEt
O * o
/@ HBF,-Et,0 (0,1 ekviv.) | [ \;
MeO OH DCM MeO (0]
rt, pfes noc

73b 72b

14 %
Ethyl 6-methoxybenzofuran-3-karboxylat 73b (70 mg; 0,46 mmol; 1,0 ekviv.) se
rozpusti v dichlormethanu (0,4 ml) a dale se pfida HBF4 Et,O (6,0 ul; 0,05 mmol,
0,1 ekviv.) za laboratorni teploty za stalého michani. Nasledné se pfikapava roztok ethyl
diazoacetatu 74 (9,7 ul; 0,74 mmol; 1,6 ekviv.) v dichlormethanu (0,31 ml). Béhem
pfidavani roztoku ethyl diazoacetatu 74 se uvolnuje dusik a reakéni smés se zahfiva.
Déle je smés michdna ptes noc za laboratorni teploty a poté je rozpoustédlo odstranéno
na RVO. Pted neutralizaci nasycenym vodnym roztokem NaHCOj3 (1,3 ml) se do smési
ptida koncentrovana kyselina sirova (0,32 ml). Vysledné vrstvy se oddéli a vodna vrstva
je extrahovana EtOAc (3x5 ml). Spojené organické faze jsou promyty nasycenym
vodnym roztokem NaCl (10 ml), vysuSeny pomoci bezvodého MgSQO,, zfiltrovany
a organické rozpoustédlo je odpafeno na RVO. Odparek je nasledné purifikovan pomoci
sloupcové kapalinové chromatografie (SiO,; hexan:EtOAc = 2:1). Ziskané frakce
s pozadovanou latkou 72b jsou odpafeny na RVO. Vysledna latka 72b (13,5 mg; 14 %)

je nazloutla olejovité kapalina.

62



Rt = 0,69 (hexan:EtOAc = 2:1)

'H NMR (500 MHz, Chloroform-d) & (ppm) 8.16 (s, 1H), 7.90 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 7.04
(d, J = 2.2 Hz, 1H), 6.98 (dd, J = 8.6, 2.2 Hz, 1H), 4.39 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 1.42 (t,
J=7.1Hz, 3H).

13C NMR (126 MHz, Chloroform-d) & (ppm) 163.7, 158.7, 156.7, 150.1, 122.2, 118.0,
114.8, 113.4, 96.0, 60.6, 55.8, 14.5.

MS (APCI), m/z (%): [M+H]" 221.3

HRMS vypocteno pro Ci1,H1304" [M+H]": 221.0808, nalezeno 221.0808

5.4 Syntéza (3-(ethoxykarbonyl)benzofuran-2-
yl)boronové kyseliny (71a)

o} 0
OEt  B(OMe); (2,2 ekviv.) OEt
»
N LDA (2,2 ekviv.) N B(OH),
0 THF o
-78 °C, Ar atm.
72a 45 min 71a

63%

Smés ethyl benzofuran-3-karboxylatu 72a (250 mg; 1,31 mmol; 1,0 ekviv.) a trimethyl
boratu (300 mg; 2,89 mmol; 2,2 ekviv.) se rozpusti vV bezvodém tetrahydrofuranu (4 ml)
pod atmosférou argonu a vSe je chlazeno na -78 °C pomoci lazné s pevnym oxidem
uhli¢itym a acetonem za stalého michani. Dale se pfidd pomoci injekéni stiikacky
diisopropylamid lithny (310 mg; 2M THF/heptan/ethylbenzen; 2,89 mmol; 2,2 ekviv.)
a vysledna reakéni smés se micha po dobu 45 minut za stejnych podminek. Poté se
ptida roztok kyseliny chlorovodikové (4,8 ml; 4 M v H,0). Smés se micha 10 minut za
laboratornich podminek pied extrakci s EtOAC (3x20 ml). Slou¢ené organické faze jsou
promyty nasycenym vodnym roztokem NaCl (10 ml). Organické rozpoustédlo je
odstranéno na RVO a odparek je néasledné purifikovan pomoci sloupcové kapalinové
chromatografie (SiO;; hexan:EtOAc = 2:1). Ziskané frakce s pozadovanou latkou 71a
jsou odpafeny na RVO. Vysledna latka 71a (194 mg; 63 %) je ziskana ve formé
bézovych krystalkt.

Rt = 0,38 (hexan:EtOAc = 2:1)
m. p. =119-120 °C
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'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) & (ppm) 8.04 (ddd, J = 7.9, 1.3, 0.7 Hz, 1H), 7.62
(dt, J = 8.3, 0.8 Hz, 1H), 7.53 (s, 1H), 7.45 (ddd, J = 8.4, 7.2, 1.4 Hz, 1H), 7.38 (td,
J=7.6,1.0 Hz, 1H), 4.55 (q, J = 7.1 Hz, 1H), 1.53 (t, J = 7.1 Hz, 2H).

13C NMR (101 MHz, Chloroform-d) & (ppm) 167.9, 156.8, 127.0, 124.9, 124.5, 123.6,
123.2,112.3, 62.4, 14.3.

MS (APCI), m/z (%): [M+H]" 217.1

HRMS vypocteno pro C1oH1,BOs” [M-H]: 247.0783, nalezeno 247.0779

5.5 Syntéza 2-bromanisolu (69a)

OH  Mel (2,5 ekviv.) OMe
X -,
Br  KyCOj3 (5,0 ekviv.)
70a rt R?Aath 69a
’ ' 93 %

25h

Do vyzihané banky s argonovou atmosférou se vlozi K,COsz (3,9 g; 28,3 mmol;
5,0 ekviv.) a rozpusti se v bezvodém DMF (28,3 ml). Dale se ptida 2-bromfenol 70a
(0,67 ml; 5,66 mmol; 1,0 ekviv.) a poté se pomalu piikapava methyljodid (0,88 ml; 14,2
mmol; 2,5 ekviv.). Vznikla bila, zakalena reakéni smés se necha michat 2,5 hodiny za
laboratorni teploty v argonové atmosféfe. Pied extrakci s EtOAc (3x30 ml) se piida
nasyceny vodny roztok NH4Cl (6,65 ml). Sloucené organické faze jsou promyty
nasycenym vodnym roztokem NaCl (30 ml), vysuSeny pomoci bezvodého MgSO,,
zfiltrovany a organické rozpoustédlo je odpafeno na RVO. Surovy produkt 69a
(983 mg; 93 %) je ziskan ve formé zluté olejovité latky a dale je pouzit do dalsiho

reakéniho kroku bez purifikace.

R¢ = 0,86 (hexan:EtOAc = 2:1)

'H NMR (500 MHz, Chloroform-d) & (ppm) 7.54 (dd, J = 7.8, 1.7 Hz, 1H), 7.30 — 7.25
(m, 1H), 6.91 (dd, J = 8.3, 1.4 Hz, 1H), 6.84 (td, J = 7.6, 1.5 Hz, 1H), 3.90 (s, 3H).

3C NMR (126 MHz, Chloroform-d) & (ppm) 155.9, 133.5, 128.6, 121.9, 112.1, 111.8,
56.3.
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5.6 Syntéza ethyl 2-(2-

methoxyfenyl)benzofuran-3-karboxylatu

(68)
K,CO3 (2,0 ekviv.) o
o XPhos (0,02 ekviv.) OEt
OEt OMe  xphos Pd G2 (0,01 ekviv.)
{oom” CX - (0~
B(OH)2 Br EtOH, HZO (¢}
o 135 °C/300 W MeO
71a 69a 20 min 68

48 %

Do zkumavky urcené do mikrovinného reaktoru se vlozi boronova kyselina 71a
(250 mg; 1,07 mmol; 1,0 ekviv.) a necha se rozpustit vethanolu (0,79 ml)
a Vdeionizované vodé (1,0 ml). Do vzniklé¢ reakéni smési se dale prida XPhos
(10,5 mg; 0,02 mmol; 0,02 ekviv.), XPhos Pd G2 (8,4 mg; 0,01 mmol; 0,01 ekviv.),
KoCOs3 (295 mg; 2,14 mmol, 2,0 ekviv.) a nakonec 2-bromanisol 69a (200 mg;
1,07 mmol; 1,0 ekviv.). Vznikla reak¢éni smés se zahieje za mikrovinné iniciace (300 W;
135 °C) po dobu 20 minut a poté se piefiltruje pies Celite® a promyje EtOAc (0,5 ml).
Organické rozpoustédlo je odstranéno na RVO a odparek je nésledné purifikovan
pomoci sloupcové kapalinové chromatografie (SiO,; hexan:EtOAc = 6:1). Ziskané
frakce s pozadovanou latkou 68 jsou odpafeny na RVO. Vysledny produkt 68 (150 mg;

48 %) je ziskan ve formé zluté olejovité latky.

R¢ = 0,27 (hexan:EtOAc = 6:1)

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) & (ppm) 8.10 — 8.02 (m, 1H), 7.59 — 7.50 (m, 2H),
7.50 — 7.43 (m, 1H), 7.40 — 7.31 (m, 2H), 7.08 (td, J = 7.5, 1.0 Hz, 1H), 7.01 (d, J = 8.4
Hz, 1H), 4.30 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 3.82 (s, 3H), 1.27 (t, J = 7.1 Hz, 3H).

13C NMR (101 MHz, Chloroform-d) & (ppm) 164.0, 158.4, 157.9, 154.4, 131.7, 131.5,
126.8, 125.0, 123.9, 122.2, 120.3, 119.7, 111.4, 111.2, 60.4, 55.8, 14.3.

MS (APCI), m/z (%): [M+H]* 297.2

HRMS vypocteno pro CigH1704" [M+H]": 297.1121, nalezeno 297.1118
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5.7 Syntéza coumestanu (3)

1. BBr3 (1,0 ekviv.)

0 OEt DCM, 0 °C — rt, Ar atm. (@)
pfes noc 0
(0~ -0
o) 2. Et3N (0,5 ekviv.)
MeO toluen, reflux 0
68 30 min 3

38 %

Do vyzihané¢ banky opatfené balonkem s argonovou atmosférou se vlozi latka 68
(300 mg; 1,01 mmol; 1,0 ekviv.) a rozpusti se v dichlormethanu (1 ml). Dale se
piikapava BBr3 (4,04 ml; 4,04 mmol; 4,0 ekviv.) pti 0 °C a vznikla reakéni smés se
necha michat pies noc za laboratorni teploty. Pred extrakci s EtOAC (3x5 ml) se ptida
nasyceny vodny roztok NaHCOs; (2 ml). Sloucené organické faze jsou promyty
nasycenym vodnym roztokem NaCl (5 ml), vysuSeny pomoci bezvodého MgSO.,,
zfiltrovany a organické rozpoustédlo je odpafeno na RVO. Pred pridani EtzN (0,08 ml;
0,506 mmol; 0,5 ekviv.) je vytvofeny odparek rozpustén v toluenu (10 ml). Vznikla
reakéni smés se dale 30 minut refluxuje (110 °C). Organické rozpoustédlo je odstranéno
na RVO a odparek je nasledné purifikovan pomoci sloupcové kapalinové
chromatografie (SiO2; hexan:EtOAc = 6:1). Ziskané frakce s pozadovanou latkou 3 jsou
odpafeny na RVO. Vysledny produkt 3 (30 mg; 38 %) je ziskan ve formé& bilé
krystalické latky.

Rf = 0,39 (hexan:EtOAc = 6:1)

m. p. =183 - 184 °C

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) & (ppm) 8.20 — 8.12 (m, 1H), 8.06 (dd, J = 7.9,
1.6 Hz, 1H), 7.72 — 7.58 (m, 2H), 7.56 — 7.37 (m, 4H).

3C NMR (101 MHz, Chloroform-d) & (ppm) 160.2, 158.2, 155.7, 153.9, 132.1, 126.9,
125.4,124.8, 123.6, 122.1, 122.1, 117.7, 112.9, 111.9, 106.1.

MS (APCI), m/z (%): [M+H]" 237.1

HRMS vypocteno pro CisHgO3" [M+H]": 237.0546, nalezeno 237.0549
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5.8 Syntéza 1,2-bis(2-methoxyfenyl)ethynu (84)

Cul (0,05 ekviv.) O
OMe  (PPh,),PdCl, (0,1 ekviv.)
CC - Cr -
EtsN/THF - 1:1 (V/V) O OMe
rt, Ar atm. OMe

85 (1,5 ekviv.) 86¢c 1.5h 84

81 %

Do vyzihané banky opatfené¢ balonkem s argonovou atmosférou se vlozi latka 85
(212 mg; 1,6 mmol; 1,5 ekviv.) a rozpusti se v EtsN/THF — 1:1 (V/V; 5,4 ml). Dale se
vlozi 2-jodanisol 86¢ (250 mg; 1,07 mmol; 1,0 ekviv.), jodid médny (10,4 mg;
0,05 mmol; 0,05 ekviv.) a nakonec (PPhs),PdCl, (75 mg; 0,11 mmol; 0,1 ekviv.).
Vznikla smés se nechd michat za laboratorni teploty po dobu 1,5 hodiny. Pred extrakci
s EtOAc (3x5 ml) se prida voda (6 ml). Sloucené organické faze jsou promyty
nasycenym vodnym roztokem NaCl (10 ml), vysuSeny pomoci bezvodého MgSOy,
zfiltrovany a organické rozpoustédlo je odpateno na RVO. Odparek je nasledné
purifikovan pomoci sloupcové kapalinové chromatografie (SiO,; hexan:EtOAc = 5:1).
Ziskané frakce s pozadovanou latkou 84 jsou odpafeny na RVO. Vysledny produkt 84
(205 mg; 81 %) je ziskan ve formé bilé krystalické latky.

R¢ = 0,45 (hexan:EtOAc = 5:1)

m.p.=121°C

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) & (ppm) 7.53 (dd, J = 7.5, 1.7 Hz, 1H), 7.29 (ddd,
J=8.3,7.4,1.7Hz, 1H), 6.93 (td, J = 7.6, 1.1 Hz, 1H), 6.90 (dd, J = 8.3, 1.0 Hz, 1H),
3.93 (s, 3H).

3C NMR (101 MHz, Chloroform-d) & (ppm) 160.1, 133.7, 129.7, 120.6, 113.0, 110.9,
90.0, 56.1.

MS (APCI), m/z (%): [M+H]" 239.2

HRMS vypocteno pro CigH150," [M+H]": 239.1067, nalezeno 239.1068
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5.9 Syntéza 2-(2-methoxyfenyl)benzofuranu (83)

O PTSA-H,0 (1,0 ekviv.) A O
FZ > o
O OMe EtOH (1M)
MeO
OMe

160 °C, 300 W
2h

84 83

80 %

Do zkumavky ur¢ené do mikrovinného reaktoru se vlozi alkyn 84 (608 mg; 2,55 mmol;
1,0 ekviv.) a necha se rozpustit v ethanolu (10,2 ml). Do vzniklé reak¢ni smési se dale
ptida pTSA-H,0 (495 mg; 2,55 mmol; 1,0 ekviv.). Vznikla reakéni smés se zahteje za
mikrovinné iniciace (300 W; 160 °C) po dobu 2 hodin. Pfed extrakci s EtOAC (3x15 ml)
se ptidd voda (6 ml). Slouc¢ené organické faze jsou promyty nasycenym vodnym
roztokem NaCl (15 ml), vysuseny pomoci bezvodého MgSOs, zfiltrovany a organické
rozpoustédlo je odpaieno na RVO. Odparek je nasledné purifikovdn pomoci sloupcové
kapalinové chromatografie (SiO2; hexan:EtOAc = 10:1). Ziskané frakce s pozadovanou
latkou 83 jsou odpafeny na RVO. Vysledny produkt 83 (460 mg; 80 %) je ziskan ve
formé bilé krystalické latky.

R¢ = 0,58 (hexan:EtOAc = 10:1)

m. p.=76°C

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) & (ppm) 8.09 (dt, J = 7.8, 1.5 Hz, 1H), 7.64 — 7.49
(m, 2H), 7.39 — 7.26 (m, 3H), 7.22 (td, J = 7.4, 1.1 Hz, 1H), 7.09 (it, J = 7.5, 1.0 Hz,
1H), 7.02 (dd, J = 8.3, 1.1 Hz, 1H), 4.02 (s, 3H).

3C NMR (101 MHz, Chloroform-d) & (ppm) 156.7, 154.1, 152.3, 130.0, 129.4, 127.2,
124.2,122.8,121.2,120.9, 119.6, 111.2, 111.0, 106.5, 55.6.

MS (APCI), m/z (%): [M+H]" 225.4

HRMS vypocteno pro CisH130," [M+H]": 225.0910, nalezeno 225.0912
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5.10 Syntéza 2-(2-methoxyfenyl)benzofuran-3-
karbaldehydu (98)

POCI; (5,0 ekviv.)
O A O DMF (5,0 ekviv.)
o '
1,2-DCE (0,2M)
reflux, Ar atm. MeO

83 12h 98

75 %

Do vyzihané banky opatiené balonkem s argonovou atmosférou se vlozi nejprve
rozpoustédlo 1,2-DCE (7,8 ml) a poté DMF (0,6 ml; 7,8 mmol; 5,0 ekviv.). Vznikla
reakéni smés se ochladi na 0 °C pomoci ledové 14zn€¢ a nasledné se ptida POCl3
(1,2 g; 7,8 mmol; 5,0 ekviv.). Vytvofeny roztok se necha michat za laboratorni teploty
po dobu 1 hodinu v argonové atmosféfe. Po uplynuti 1 hodiny se ptida substrat 83
(0,35 g; 1,56 mmol; 1,0 ekviv.) a reak¢ni smés se refluxuje (84 °C) 12 hodin. Po
vychladnuti reakéni baiiky se vznikly roztok nalije na drceny led (228 g) a necha se
michat 1 hodinu. Déle se vytvotend reakéni smés zalkalizuje vodnym roztokem NaOH
(IM) na pH 9. Vysledné vrstvy se oddéli a vodna vrstva je extrahovana DCM
(3x15 ml). Spojené organické faze jsou promyty nasycenym vodnym roztokem NaCl
(15 ml), vysuSeny pomoci bezvodého MgSQO,, zfiltrovany a organické rozpoustédlo je
odpafeno na RVO. Odparek je nasledné purifikovan pomoci sloupcové kapalinové
chromatografie (SiO; hexan:EtOAc = 2:1). Ziskané frakce s pozadovanou latkou 98
jsou odpatfeny na RVO. Vysledny produkt 98 (297 mg; 75 %) je naZloutla krystalicka
latka.

= 0,58 (hexan:EtOAcC = 2:1)
m. p. = 129 °C
'"H NMR (500 MHz, Chloroform-d) & (ppm) 10.11 (s, 1H), 8.30 — 8.24 (m, 1H), 7.64
(dd, J = 7.6, 1.8 Hz, 1H), 7.54 (ddd, J = 9.9, 7.3, 2.5 Hz, 2H), 7.43 — 7.33 (m, 2H), 7.17
—7.12 (m, 1H), 7.09 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 3.87 (s, 3H).
3C NMR (126 MHz, Chloroform-d) & (ppm) 187.9, 162.8, 157.5, 154.7, 132.7, 131.9,
125.7,125.3,124.7,122.7,121.1, 118.4, 117.9, 111.8, 111.3, 55.9.
MS (APCI), m/z (%): [M+H]" 253.5
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5.11 Syntéza 2-(2-methoxyfenyl)benzofuran-3-
karboxylové kyseliny (102)

o H NaH,PO, (19 ekviv.) ON_oH
NaClO, (19 ekviv.)

= -~ U0
g tBUOH/2-methylbut-2-en/H,0 - 2:2:1 (V/V) g

MeO 25h, rt MeO

98 102
63 %

2-(2-methoxyfenyl)benzofuran-3-karbaldehyd 98 (100 mg; 0,396 mmol; 1 ekviv.) se
rozpusti ve smési tBuOH/2-methylbut-2-en/H,O — 2:2:1 (V/V; 5,5 ml). Dale se vlozi
NaH,PO, (1175 mg; 7,530 mmol; 19 ekviv.) a NaClO, (681 mg; 7,530 mmol,

19 ekviv.) a vznikla reak¢éni smés se necha michat po dobu 25 hodin za laboratorni
teploty. Poté se smés ziedi pfipravenym roztokem DCM/MeOH — 95:5 (V/V; 25 ml).
Dale je vznikla reakéni smés promyta nasycenym vodnym roztokem NaCl (25 ml)
a organicka faze je nasledné zakoncentrovana na RVO. Pied extrakci s DCM (3x25 ml)
je vznikly odparek rozpustén ve vodném roztoku K,CO3 (0,5M). Spojené vodné faze
jsou okyseleny pomoci koncentrované HCIl (4 ml) za vzniku bilého zékalu. Takto
vznikla smés se dale extrahuje do DCM (3x25 ml). Spojené organické faze jsou
vysuseny pomoci bezvodého MgSQ,, zfiltrovany a organické rozpoustédlo je odpafeno
na RVO. Surovy produkt 102 (67 mg; 63 %) je ziska ve form¢ bilé krystalické latky

a dale je pouzit do dalSiho reak¢éniho kroku bez purifikace.

R¢ = 0,29 (hexan:EtOAc = 2:1)

m. p. = 218219 °C

'"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm) 12.73 (s, 1H), 8.02 — 7.91 (m, 1H), 7.70 — 7.60
(m, 1H), 7.52 (td, J = 7.4, 1.8 Hz, 2H), 7.44 — 7.35 (m, 2H), 7.17 (dd, J = 8.9, 1.0 Hz,
1H), 7.08 (td, J = 7.5, 1.0 Hz, 1H), 3.77 (s, 3H).

3C NMR (126 MHz DMSO-dg) & (ppm) 164.4, 157.6, 157.5, 153.5, 131.9, 131.3,
126.5, 125.1, 124.0, 121.7, 120.1, 118.8, 111.7, 111.4, 111.3, 55.6.

MS (APCI), m/z (%): [M-H] 223.5
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5.12 Syntéza ethyl 2-(2-
methoxyfenyl)benzofuran-3-karboxylatu
(68)

(0]
ON—oH )J\CI ON—OEt
(1,0 ekviv.)
SO, gOos W
: con 0.1 :
MeO MeO
102 68

70 %
2-(2-methoxyfenyl)benzofuran-3-karboxylovou kyselinu 102 (55 mg; 0,205 mmol;
1 ekviv.) rozpustim Vv ethanolu (2,0 ml) a nasledn¢ se ptida acetyl chlorid (16 mg;
0,205 mmol; 1 ekviv.). Vznikla reak¢éni smés se necha michat za laboratorni teploty pies
noc. Pred extrakci s Et;0 (3x5 ml) se ptida voda (5 ml). Sloucené organické faze jsou
promyty nasycenym vodnym roztokem NaHCOj3 (5 ml), vysuSeny pomoci bezvodého
MgSQs,, zfiltrovany a organické rozpoustédlo je odpafeno na RVO. Surovy produkt 68
(43 mg; 70 %) je ziskan ve form¢ zluté olejovité latky a dale je pouzit do dalSiho
reak¢niho kroku bez purifikace. Analyticka data pripraveného produktu 68 koresponduji

s analytickymi daty produktu 68 piipraveného v kapitole 5.6.
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'H a *C NMR spektra 2-hydroxy-4-methoxybenzaldehydu (73b)
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'H a *C NMR spektra 4-(allyloxy)-2-hydroxybenzaldehydu (73c)
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'H a *C NMR spektra ethyl benzofuran-3-karboxylatu (72a)
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'H a *C NMR spektra ethyl 6-methoxybenzofuran-3-karboxyldtu (72b)
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'H a *C NMR spektra (3-(ethoxykarbonyl)benzofuran-2-yl)boronové kyseliny (71a)
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'H a *C NMR spektra 2-bromanisolu (69a)
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'H a *C NMR spektra ethyl 2-(2-methoxyfenyl)benzofuran-3-karboxylatu (68)
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'H a *C NMR spektra coumestanu (3)
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'H a 3C NMR spektra 1,2-bis(2-methoxyfenyl)ethynu (84)
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'H a *C NMR spektra 2-(2-methoxyfenyl)benzofuranu (83)
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'H a *C NMR spektra 2-(2-methoxyfenyl)benzofuran-3-karbaldehydu (98)
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'H a *C NMR spektra 2-(2-methoxyfenyl)benzofuran-3-karboxylové kyseliny (102)
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