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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva problematikou kumarinovych sloucenin, jejichz vlastnosti
a syntéza jsou popsany v teoretické ¢asti. Zminény jsou také nékteré biologické aktivity.
V praktické Casti jsou popsany pokusy o pfipravu 3-substituovanych 4-hydroxykumarint
jakozto analogi k derivatim 4-hydroxychinolin-2-ontim. Experimenty byly zalozeny
na vysokoteplotni kondenzaci fenolu s diethylestery kyseliny malonové. S pfipravenym
3 fenyl-4-hydroxykumarinem byly dale provedeny pokusy s halogenacnimi ¢inidly, jez
mély sméfovat k 3-halogenchroman-2,4-dionlim. Neocekavan¢ ale byly ziskany derivaty
ethanonu. Blize bylo prozkouméno chovéani 2-chlor-2-fenyl-1-(2-hydroxyfenyl)ethanonu

v bazickém prostredi.

Kli¢ova slova: kumarin, syntéza, chromen-2,4-dion, 4-hydroxykumarin, cyklizace,

halogenizace, chlorace, bromace

ABSTRACT

This diploma thesis is focused on coumarin compounds, their properties and synthesis are
covered in the theoretical part. Some biological activities are also mentioned. In the practical
part, attempts to prepare 3-substituted 4-hydroxycoumarins as analogs to 4-
hydroxyquinolin-2-one derivatives have been described. The experiments were based on the
high-temperature condensation of phenol with diethyl esters of malonic acid. With the
prepared 3-phenyl-4-hydroxycoumarin, experiments targeting to 3-halogenchroman-2,4-
diones were further performed. Unexpectedly, ethanone derivatives were obtained. The
reactivity of 2-chloro-1-(2-hydroxyphenyl)-2-phenyl-ethanone in a basic environment was

further investigated.

Keywords: coumarin, sythesis, chromene-2,4-dione, 4-hydroxycoumarin, cyclization,

halogeation, chlorination, bromination
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UvVOD

Naplni této diplomové prace bylo syntetizovat 4-hydroxykumariny v poloze 3 substituované
uhlovodikovym fetézcem. V teoretické Casti jsou obecné popsany kumariny, jejich struktura,
pfiprava, vlastnosti a je nastinéna biologicka aktivita. Dalsi kapitola je vénovana
4-hydroxykumarinim a  jejich  nejvyznamnéjSim  zastupcim,  kumarinovym
antikoagulantim. Teoreticky je charakterizovan mechanismus jejich uc¢inku, metabolismus
a farmakokinetika. Dale jsou popsany moznosti, jak pfipravit samotny 4-hydroxykumarin,

ktery je mozné riznymi metodami prevést na 3-substituované analogy.
V praktické C¢asti a diskusni ¢asti jsou popsany experimenty, jez mély vést k ptiprave
4-hydroxikumarinfi. Také jsou popsany rizné zplusoby halogenace piipraveného

3-fenyl-hydroxykumarinu.
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I. TEORETICKA CAST
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1 KUMARINY

Kumariny (2H-1-benzopyran-2-ony, piipadné¢ 2H-chromen-2-ony dle systému
UIPAC) jsou fenolické slouceniny ze skupiny bezbarvych krystalickych kyslikatych
heterocykll. Sestavaji se z kondenzovaného benzenového a a-pyranového kruhu (Obrazek
1). Do dnesni doby bylo z Zivych organismt identifikovano pies 1300 derivatl kumarinu,
z nichz prevazna vétsina byla izolovéana z riznych druhi rostlin, kde byly vytvoieny jejich

metabolismem. Nékteré kumariny byly vSak izolovany i z mikrobidlnich zdrojt.

5 4

6 4a\3
2
7 8a O (@]

8 1
1

Obrazek 1. Struktura kumarinu (1)

Nazev kumarin pochdzi z francouzského vyrazu pro fazole tonka, Coumarou, coz jsou
semena stromu silovon¢ obecného (Dipteryx odorata) z Celedi Fabaceae, ze kterych byl
kumarin poprvé izolovan v roce 1820 Vogelem. V rostlinné fisi byly nalezeny dal$i derivaty
kumarinu pfiblizn€ ve 150 rodech rozdé€lenych do 30 riiznych Celedi, predev§im Rutaceae,
Umberlliferae, Clusiaceae, Apiaceae a Oleaceae. Akoli jsou kumariny distribuovany
ve vSech ¢astech rostlin, v nejvyssich koncentracich se nachazi v plodech (4degle marmelos,
Rubus chamaemorus) a semenech (Dipteryx odorata). Vyznamny muze byt také jejich
vyskyt v kotenech (Ferulago campestris), listech (Murraya paniculata) a latexu tropickych
stromt (Calophyllum teysmannii). Sttedoevropska populace se s kumariny setkava nejcastéji
v potravinach jako je napiiklad zeleny ¢aj a cekanka. Hojné se také vyskytuji v esencialnich

olejich (skoficovy a levandulovy).!?

Kumarin ma sladkou viini pfipominajici ¢erstvé posekanou travu nebo seno a ¢asto se
vyuZzivé pro vyrobu parfému. V rostlinach pravdépodobné vznika jako metabolit za icelem
chemické obrany pied predatory.’ Dalsi funkce nejsou zatim objasnény. Oviem uvazuje se,
ze kumariny v rostlinach piisobi jako reguldtory ristu rostlin, antibakteridlni a antifungalni

latky &i jako odpadni produkty metabolismu.?

Diky jednoduché struktufe a vSestrannému pouziti je kumarin zajimavym vychozim
bodem pro Sirokou Skalu aplikaci jako naptiklad pro vyrobu parfémi, kosmetiky

a prumyslovych aditiv. Nékteré z jeho derivatl se pouzivaji jako latky pro zvySeni intenzity
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wev

kumariny v organické a medicinalni chemii a déale pfi popisu pfirodnich rostlinnych
produkti. Rychle se rozviji oblast védomosti o jejich syntéze, extrakci a zhodnoceni
vyuzitelnosti v oblasti vyzkumu ¢i vyvoje dilezitych meziprodukti pro riznd védecka
zaméteni. Mnoho kumarinovych sloucenin se jevi jako vhodni kandidati pro 1écbu riznych
onemocnéni diky tomu, ze mnohdy disponuji Zadoucimi vlastnostmi jako je napiiklad silna
farmakologicka aktivita, nizkd toxicita a riziko vedlejSich ucinkt, vysoka biologicka

dostupnost, lepsi 1é¢ivé i¢inky &i mensi rezistence.

Obvykle se kumariny d¢li do 4 skupin. Prvni jsou jednoduché kumariny, které mohou
byt hydroxylované (umbelliferon, 2) nebo alkoxylované na benzenovém kruhu (limettin, 3).
Druhou skupinou jsou furanokumariny, v jejichz struktufe je na benzenovou Ccast
kumarinového skeletu ptfipojen péticlenny furanovy kruh. Tyto lze dale d¢lit na linearni
(xanthotoxin, 4) ¢i angularni (angelicin, 5). Tteti skupina obsahuje kondenzovany druhy
Sesti¢lenny pyranovy cyklus k benzenovému jadru kumarinu (seselin, 6). Posledni ¢tvrta
skupina se vyznacuje riznorodymi substituenty na pyranovém kruhu samotného kumarinu

(warfarin, 7; dicoumarol, 8).>

~
o}
A 4 o =
h O 0~ o
0 o "0
HO o"vo oo 5 -
| /
3 4 5

2
OH HO
= XN OH o
CN—1)
o) o o N
0Ny 570
o o
6 , 8

Obrazek 2. Priklady kumarinovych sloucenin.

1.1 Syntéza kumarini

Diky svym zajimavym biologickym vlastnostem jsou kumariny pro organickou
syntézu velmi atraktivni slouc¢eniny. Historie syntézy kumarinu saha do zacatku 2. poloviny
devatenactého stoleti, do doby, kdy byla objevena Perkinova syntéza kumarinu. Od poc¢atku

az do soucasnosti bylo vyvinuto nékolik dalSich syntetickych strategii pro ziskani
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jednoduchych kumarinti. Mezi klasické metody pfipravy, pomineme-li jiz zminénou
Perkinovu syntézu, patii Pechmannova nebo Knoevenagelova reakce. V poslednich letech
se prosadily také Wittigova, Kostaneckiova-Robinsonova a Reformatského reakce. Tyto
syntetické varianty vychazi ze dvou hlavnich skupin slou¢enin, bud’to salicylaldehydi, nebo
fenolii. Je vSak nutné podotknout, Ze vSechny uvadéné metody maji urcité nevyhody, Casto
postradaji moznost reakce zobeciiovat a také mohou byt problematické s ohledem
na vytéznost ocekavaného produktu. Proto je vyvoj novych a spolehlivych metod
poskytujicich kumariny ve vysokych vytéZcich ddleZitou zaleZitosti.® V poslednich
desetiletich se konvencni syntetické metody upravuji nebo dokonce nahrazuji ,,zelenymi
metodami®, mezi které je mozné zaradit reakce provadéné bez pridavku rozpoustédel nebo
v prostfedi riznych pro clovéka a pfirodu ,,nezdvadnych“ iontovych kapalin nebo
eutektickych smésich. Cilem téchto ,,zelenych metod* je omezit nebo eliminovat pouZiti

toxickych nebo tékavych chemikalii a katalyzatorti a také provadét reakce za mirnéjSich

vvvvv

1.1.1 Perkinova reakce

Neodmyslitelnou metodou pfipravy kumarinii je Perkinova syntéza spocivajici
v alkalicky katalyzované aldolové kondenzaci aromatickych aldehydii s anhydridy
karboxylovych kyselin. Majoritni vyuziti této metody je piiprava derivatd kyseliny
skoficové. Kumarin je mozno piipravit zahfivanim sodné soli salicylaldehydu (9)
s anhydridem kyseliny octové (10) (Schéma 1). Tato konkrétni reakce je vSak v ohledu
praktickych vytézkl a také moZnosti pfipravy rozmanité variace produktd limitovana. Jeji

vyuZiti je tedy oproti jinym, dale zminénym metodam dosti omezené a vyznam je spiSe

O
O O X
TR S - N N
~ 4 O - CH;COOH 0~ SO0

O Na
9 10 1

historicky.!

Schéma 1. Perkinova syntéza kumarinu.

1.1.2 Pechmannova reakce

Koncem 19. stoleti se padniim Pechmannovi a Duisbergovi podafilo pfipravit

4-substituované derivaty kumarinu reakci fenolu (11) a B-ketoesterti (12) v pfitomnosti
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AICl3 jako kyselého katalyzatoru. Tuto metodu v roce 1883 publikovali a postupem casu,
jak rostla, diky snadno dostupnym a pomérné levnym reagentiim, jeji popularita, byla
pozdéji do podvédomi zapséna pod jmennym oznacenim jejich ptedstaviteli. Postupnou
modifikaci metody bylo zjisténo, Ze jako katalyzatory reakce mohou byt pouzity rozmanité
latky kyselého charakteru. Mohou to byt naptiklad kyselina sirovd, chlorovodikova,
fosfore¢na a trifluoroctova, oxid fosforecny, chloridy zelezité, zinecnaté, hlinité, titanicité
a indité, trichlorid fosforylu, Wells—Dawson heteropolykyselina nebo pentahydrat dusi¢nanu

bismutitého a mnohé dalsi.>*8

R
+ T A
(j PP

1 12
13

Schéma 2. Obecna Pechmanova reakce.

Neékteré z téchto katalyzatorG vSak musi byt pouzity v mnohonasobném piebytku,
pro piedstavu napiiklad kyselina sirova 10—12 ekvivalenti, oxid fosfore¢ny 5 ekvivalent,
a mnohé dalsi. Kromé toho nékteré reakéni podminky mohou ovliviiovat vznik nezddoucich
vedlejSich produktii, izomernich chromen-4-ont, taktéz vystupujicich pod sumarnim
zjednoduSenym ndzvem chromony. Jejich vznik byl pfevazné pozorovan v ptipadech, kdy
byla reakéni smés zahtivana nad 150 °C, anebo u reakci provadénych po delsi dobu
(ptes noc, ptipadné i po n€kolik dnil). Tato oblast reaktivity zminénych derivati je dodnes
té$1 zajmu chemikd, kteti stale hledaji nové a nové analogické ptistupy. Slibnych vysledki
bylo dosazeno pii pouziti komplexu fluoridu boritého s diethyletherem BF;.Et,O, jehoZz
ucinky, poskytujici 4-substituované derivaty kumarinu ve vytéZcich v intervalu 70-97 %,

byly popsany v &asopise Advanced Materials Research (Schéma 3).3

R2
OH o o BF; - Et,0
| X e A % T | N
he R 0 10-60 min U,
R o R 0" o
14 15 60°C
16 70-97 %

Schéma 3. Pechmannova reakce pti pouziti BF3.Et:O.
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Jako zajimavy ptiklad aspésné modifikované syntézy z poslednich let 1ze uvést reakci
za pouziti ¢inidla Amberlist-15, silného a selektivniho katalyzatoru esterifikacnich reakeci
(Schéma 4). Jednou z hlavnich vyhod tohoto kyselého katalyzatoru, je moznost jeho
regenerace a recyklace. Reakci Hussein a kol. provedli bez pouziti rozpoustédel a soucasné

za asistence mikrovin.’

(0] (0]
| A . M Amberlyst 15 @S oH
RS Non 0N Mw4sow
100 min
17 18 110 °C 82-90 % Amberlyst-15

Schéma 4. Pechmannova reakce podle Husseina.

1.1.3 Mechanismus Pechmannovy reakce

I ptes to, Ze se Pechmannova syntéza vyuziva jiz nékolik desitek let, neni zcela jeji
mechanismus objasnén. V minulosti byly pfedlozeny dvé rizné pravdépodobné alternativy,
ve kterych postupem casu doslo k mensim upravam. Navrh Robertsona a jeho kolektivu
(Schéma 5) vychazi znukleofilniho ataku m-elektronti aromatického kruhu fenolt
na B-karbonylovou skupinu ethyl-acetoacetati. Sviij ndvrh podpofili izolaci derivatu
kyseliny skoficové (24) jako meziproduktu, ze kterého nasledné muize vznikat ,,pouhou
dehydrataci  kumarin. Dale pak byl zreakce izolovdn  intermediat,

ethyl-B-hydroxy-B-methylcinnamat (22), ktery vznika pfi piipravé kumarini. '

C2H5 02H5 ol

HO. R S
SR | 7~ |
TR A
HO
22 23

Schéma 5. Navrh mechanismu Robertsonem a jeho kolektivem.

Podle Ahmeda a Deasie (Schéma 6) je vSak prvnim krokem této reakce reesterifikace
ethylové skupiny skupinami fenylovymi, kterd je nasledovand jiz vySe zmiflovanym

a znazornénym nukleofilnim atakem m-elektroni aromatického kruhu na B-oxoskupinu,
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¢imz dojde kuzavieni kruhu. Jejich pfedstava podporuje mozné vysvétleni vzniku

nezadoucich vedlejsich produkti, chromonti (27).!!

CzHs
. O (@] R
0 O  HO_~R Oy O _~R >
+ S ~N
g O—’ogf) — N
25
91 . 23
20 :
v
R
HO -~
ok
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26

Schéma 6. Mechanismus Pechmannovy reakce dle navrhu Ahmeda a Deasiea.

V literatute se pro vysvétleni mechanismu pouziva obou alternativ. Neni tedy naprosto
jednoznacné, jaké je poradi tfi krokt (transesterifikace, dehydratace a nukleofilni adice
na oxoskupinu) podilejicich se na uspéSném vzniku kumarinového skeletu. Dalsi
komplikaci, ktera mize vést k neshodam, je otdzka, zda se dany atak déje skrze oxo nebo
enol formu B-ketoesteru.!! Tato problematika nebyla do dne$ni doby vyiesena i pies to, Ze
bylo provedeno nékolik studii vyuZivajicich rizné analyzy, naptiklad teoretické vypocty
elektronovych hustot'!, plynovou chromatografii'®, Ramanovu spektroskopii'?. V jednom
z poslednich vyzkumt publikovanych v odborné literatute byla pro objasnéni mechanismu
vyuzita i nuklearni magnetickd rezonance. Vysledkem pozorovani americkych védci
Tyndalla a kol. je tvrzeni, Ze vznik 7-hydroxy-4-(trifluormethyl)kumarinu (32), jehoz
syntézu pozorovali, je podminén prvotni transesterifikaci P-ketoesteru, nasledovanou
vytvotrenim kyslikatého heterocyklu 31, ze které¢ho se v poslednim kroku eliminuje molekula
vody. Nutné je vSak podotknout, Ze sami autofi zmifluji, Ze neni mozné jejich teorii
zevSeobecnit pro vSechny reakce tohoto typu, nebot’ nejvétsi rozdil spociva v pouzitém

reakénim katalyzatoru, coZ je dale pfedmétem jejich badéani. '



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 17

R 0
L 7y — o
HO OH
28 -0 HO 0”0
29 30
R = Me, CF3 l
R R OH
X -
-H,0
HO 0”0 HO o 0
32 31

Schéma 7. Potencialni mechanismus Pechmannovy syntézy podle Tyndala a kol.

1.1.4 Knoevenagelova reakce

Jistou modifikaci pfedchozi metody piedstavuje Knoevenageliv zplsob, ktery
pro pfipravu ~ kumarini  vyuzivd  kondenzace  2-hydroxybenzaldehydi  (33)
s ethyl-acetoacetaitem ¢i dialkyl-malonatem nasledovanou intramolekularni cyklizaci
vzniklého meziproduktu. Obvykle je tato reakce katalyzovana bazemi nebo vhodnymi
kombinacemi aminti s karboxylovymi a Lewisovymi kyselinami. Touto metodou se
nejCastéji  ptripravuji  3-karboxylové  kyseliny = kumarinu,  3-acetylkumariny,

3-benzoylkumarin a 3-amino piipadné 3-alkylaminokumariny.’

(I) (@)
(@] @] XX R2
@f e A = |//
S on R R » oo
RY 33 34 35

Schéma 8. One-pot syntéza kumarinu Knoevenagelovou reakci.

Casto se v reakcich tohoto typu pouzivaji bazické katalyzatory, jako je naptiklad
piperidin. Podle ¢lanku z Casopisu Molecules je mozné zahiivanim 3-ethoxysalicylaldehydu
(36) s ethyl-acetoacetatem (18) v ethanolu spar kapkami piperidinu piipravit
3-acetyl-8-ethoxykumarin (37) dokonce s vytézkem az 88 % (Schéma 9).'*
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0
M plper|d|n X
EtOH 0~ 0
80 °C; 2h

~ O 37 88%
Schéma 9. Pfiprava 3-acetyl-8-ethoxykumarinu.

Samoziejmé existuje celd fada moznosti, jak reakci modifikovat. Jednim z nich je
naptiklad pouziti Meldrumovy kyseliny (39), coz zaujalo skupinu védeti v Mexiku, kteti
srovnavali razné podminky pii piipravé kumarin-3-karboxylovych kyselin (40) reakci
salicylaldehydti 38 se zmin&nou kyselinou bez pridavku katalyzatoru. !>

) MW, 5 min, 70 °C

) NIR, 20 min, 70 °C

) US, 30 min, 70 °C R4 e)
) MM, 25 min R3

O O b
N e) MH, 350 min, 78 °C Xy~ “OH
0__0O

EtOH nebo bez rozpoustédla

a
b
c
d

38

Schéma 10. Rizné metody reakce salicylaldehydi a Meldrumovy kyseliny.

Z jejich vysledki vyvodili v podstaté tii zavéry, a to, Ze z hlediska zvySovani vytézku
kumarin-3-karboxylovych kyselin je efektivni reakéni smés ozafovat blizkym
infraCervenym zafenim (NIR) a Ze ve smyslu rychlosti spotfebovani vychozi latky bylo
nejvice uc¢inné mikrovinné ozafeni. Naopak v ptipadech, kde v reakénich smésich nebylo

pritomno rozpoustédlo, byly vytéznosti pozadovanych latek nizsi.'>

1.1.5 Wittigova reakce

Syntéza kumarint Wittigovou reakci vychazi z derivati salicylaldehydt, methyl- nebo
ethyl-chloroacetatu a trifenylfosfinu v pfitomnosti pestré variability katalyzatorti. Je vhodna
pro syntézu 3,4-nesubstiovanych kumarint, které jsou obtizné¢ dostupné jinymi reakcemi

(Pechmannova a Knoevenagelova).”!¢
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Schéma 11. Wittigova syntéza 3,4-nesubstituovanych kumarint.

V jedné z jejich moznych modifikaci byla jako reakéni prostfedi pouzita iontova
kapalina. Konkrétné Ize v literatufe nalézt vyuziti prostiedi hexafluorofosfore¢nanu
imidazoliové soli (BMIM-PFs), ve kterém bylo pfipraveno nékolik derivati
3,4-nesubstituovanych kumarinti (Schéma 12). Autofi zjistili, ze dtlezitou roli pfi syntéze
kumarinti hraje reakcni teplota. Pti laboratorni teploté si jsou vychozi latky prakticky
netecné. Pii stfednich teplotach (pfiblizné¢ kolem 100 °C) byla hlavnim produktem
sloucenina 46 a pfi teplotach prevysujicich 200 °C vyrazné v reakéni smési nartstal podil

produktu cyklizace 45.”

0
o}
NN -
| 0 BMIM-PF NN 0
Cl ~N [ - 6]‘
N N oL, +
L, o} PPh;,MeO'Na R 0”0 OH
R OH 200-210 °C
44 42 45 46

Schéma 12. Wittigova one-pot syntéza v BMIM-PFs.

1.1.6 Kostaneckiova-Robinsonova metoda

K tvorbé kumarinti, obvykle 3- a 4-substituovanych, se také Casto vyuziva acylace
o-hydroxyarylketond G¢inkem anhydridd alifatickych karboxylovych kyselin nasledovanou
cyklizaci vzniklého meziproduktu. Pii téchto reakcich vSak také vznikaji chromen-4-ony
tvoftici se pravdépodobné z vychozi latky 47, jejiz oxoskupina vystupuje ve formé enolu.
Aby se zabranilo vzniku téchto nezadoucich produkti, je mozné pro reakci pouzit estery

kyseliny salicylové v pfitomnosti sodiku nebo jinych bazi.!”
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Schéma 13. Konstaneckiova-Robinsonova reakce.

1.2 Metabolismus kumarinu

Kumarin je v lidském téle metabolizovan systémem cytochromu P540 véazaného
na monooxygenazu (CYP2A6) v jaternich mikrozomech. Tim dochazi k hydroxylaci
kumarinu. Ackoli by mohl byt kumarin hydroxylovéan ve v§ech moznych polohach (mysleno
na atomech uhliku 3, 4, 5, 6, 7 a 8), prevladajicimi metabolity jsou 7-hydroxykumarin (50)
a 3-hydroxykumarin (51). Prvni z nich Celi konjugacni reakci faze Il (A na Obrazek 3),
jejimz vysledkem je derivat glukuronidu (52), zatimco 3-hydroxykumarin se dale Stépi
za vzniku dvou produkti (B na Obrazek 30brazek 3. Metabolismus kumarinu v lidském
téle.), kyselin o-hydroxyfenylmlécné (54) a o-hydroxyfenyloctové (56). Vzhledem k tomu,
ze se ale u jednotlived genetické a environmentalni faktory lisi, je samoziejmé mozna

i individualni variace tohoto metabolismu.'®
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Obrazek 3. Metabolismus kumarinu v lidském téle.
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1.3 Farmakologicka aktivita kumarina

Mnoho farmakologickych u€inki kumarinli zavisi na zékladni struktufe a pak
samoziejm¢ také na jeji konkrétni substituci. Nejhojnéji jsou studovany jejich
antimikrobidlni a antifungélni, antivirové, antimutagenni, protizanétlivé, protirakovinné,

antikoagulaéni a cytotoxické uéinky.

Cetné biofarmakologické aktivity jisté zavisi na chemické struktuie a fyzikalnd
chemickych vlastnostech kyslikatého heterocyklu, ktery umoznuje snadnou vazbu na mnoho
proteinovych cilti. Benzenovy kruh 2H-chromen-2-onu je planarni, aromaticky a lipofilni,
a je tedy schopen interagovat s biologickymi protéjsky, zejména s lipofilnimi vazebnymi
misty diky vytvofeni hydrofobnich interakci ¢i m-m stacking interakci s aromatickymi
aminokyselinami. Kladné nabité aminokyseliny mohou vazat kumariny prostfednictvim
silnych interakci kation-n. Kromé toho také laktonova skupina kumarinu propijcuje
molekule schopnost se vazat pomoci vodikovych vazeb a dipol-dipélovych interakci. Miize
také dochazet k acylaci proteinil, ktera je disledkem inhibice nékterych enzymi. Enzymy
esterasy mohou zpiisobit otevieni laktonového kruhu a slou¢eniny, které jsou vysledkem této
hydrolyzy, mohou byt odpovédné za pozorovanou biologickou aktivitu. V téchto piipadech
kumariny piisobi jako proléciva a jsou bioaktivovany, aby mohlo dojit k uvolnéni skute¢né
aktivnich metabolitd. At uz je mechanismus u¢inku projevené aktivity kumarinu jakykoliv,

sila vazby na cil se zvySuje o dali interakce navazanych substituentd. '

1.4 Antioxida¢ni aktivita kumarinu

Pii metabolickych procesech ve zdravém lidském téle dochazi ke vzniku volnych
radikalll a dalSich vysoce reaktivnich individui jako jsou ionty, molekuly s neparovymi
elektrony, reaktivni druhy kysliku, uhliku, dusiku nebo siry (ROS, RCS, RNS, RSS). Pokud
dojde k nadprodukeci téchto latek, oxida¢ni procesy mohou poskodit buiiky, ovlivnit bunééné
organely a zplsobit nerovnovahu iontl a mitochondridlni dysfunkci. Poskozeni oxida¢nim
stresem je dnes uz dobie zndmé, dochéazi ke vzniku zanéta, kardiovaskuldrnich onemocnéni,
rakoviny, cukrovky ¢i neurodegenerativnich poruch. Proto mohou byt exogenni antioxidanty
uzite¢né k udrzovani optimalni koncentrace radik4ld nebo sniZeni jejich mnoZstvi

a zabranéni oxidac¢niho stresu.
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V posledni dobé je dikladn€ zkouman antioxida¢ni potencial ptirodnich i syntetickych
kumarintt a vyslo najevo, ze polyhydroxylové ¢i fenolické kumariny mohou byt
v biologickych systémech uU¢innymi antioxidanty. Zajimava je studie zabyvajici se
hybridnimi slou¢eninami chitosanu a kumarinovych derivat. Jak chitosan, tak kumarin
vykazuji antioxidacni aktivitu, bylo tedy ocekavano, ze spojenim téchto dvou sloucenin
dojde k jejimu navySeni. Pomoci kyseliny linoleové jako standardu byla vyhodnocena
inhibice lipidové peroxidazy. Nejlepsi vysledek se projevil u slouceniny 57d (aktivita asi
3,5krat lepsi nez u samotného chitosanu; provadi se kvantifikace inhibice TABRS). Dale
byla u latek 57a—d hodnocena jejich schopnost zachycovat volné radikaly (¢OH, DPPH,
*0y), kdy vSechny slouceniny testovanych kumarini vykazovaly lepsi vysledky
nez chitosan. Zavérem z jejich studie vyplynulo, Ze pfipojenim chitosanu ke kumarinovému

skeletu se antioxida¢ni aktivita vyrazné zvysuje.?’

R
0 0]
HO y. Ow,

57 /'Tl\ I
a:R=f\o b:R=;;\O c:R=rf\o d:R=f§\O
o "o Oo” 0 o” "o o” "o
Obrazek 4. Slouceniny chitosanu a kumarinu.

Podobnym tématem se zabyvali Popova se svou skupinou, ktefi syntetizovali sérii
4-methylkumarini 58-64 substituovanych terc-butylem, isobornylem a isocamphylem
(Obrazek 5). VSechny testované slouceniny inhibovaly vznik produkti lipidové peroxidace.
Posuzovana byla také ochrana bunécné stény. Pii této metodé se méfi inhibicni aktivita proti
hemolyze ¢ervenych krvinek vyvolané ptitomnosti H2O2. NejslibnéjSich G€inki se dosahlo

u slouenin 11-13, které vyznamné inhibuji oxidaci hemoglobinu v ¢ervenych krvinkach.?!
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Obrazek 5. Struktury antioxidacnich terc-butylkumarinti a terpenylkumarind.
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2 4-HYDROXYKUMARINY

4-Hydroxykumariny, derivaty kumarinu s hydroxylovou skupinou v poloze 4, jsou
jednou z nejzajimavéjSich a nejvyznamnéjSich skupin latek odvozenych od kumarinu, a to
predevsim diky svym biologickym vlastnostem a charakteristické struktufe. Mnoho z nich
vykazuje vyznamné farmakologické Ucinky, do kterych mizeme zahrnout analgetické,
se vSak vyuzivaji jako antikoagulanty pfi 1é¢bé poruch, u nichz dochazi k nadmémému ¢i
nezadoucimu srazeni krve (plicni embolie, nékterd srdec¢ni onemocnéni). Hlavni vyhodou je
jejich nizka toxicita a malé mnozstvi doprovazejicich vedlejsich ¢ink(.?> Antikoagulaéni
ucinky byly objeveny, kdyZz se u hospodatskych zvitfat krmenych potravou s plesnivou
komonici lékafskou vyvinulo onemocnéni charakterizované vnitinim krvacenim. Tato
picnina totiz pfirozen¢ obsahuje kyselinu kumarinovou, kterou mohou bézné plisné
(Penicillium, Aspergillus, Fusarium) fermentovat na 4-hydroxykumarin (65) a jeho derivat

dikumarol (8).2>*

OH
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Obrazek 6. Struktura 4-hydroxykumarinu

Pti pohledu na strukturu (Obrazek 7) 4-hydroxykumarinu je zfejmé, Ze obsahuje jeden
elektrofilni a dva nukleofilni atomy uhliku. Je vice neZ 100 let znamo, Ze u téchto sloucenin
je nejvyznamnéjSi reaktivita atomu uhliku v poloze 3, kde jsou znamé napiiklad
Mannichova, halogena¢ni nebo rtizné couplingové reakce. Atom kysliku hydroxylové
skupiny je prevazné, a to vétSinou za Ucelem jeji protekce, modifikace elektronovych

poméril uvnit molekuly nebo zmény jeji polarity, acylovan nebo alkylovan.?

Obrazek 7. Reaktivita atomt uhliku v riznych polohach heterocyklu.
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Také je patrné, ze 4-hydroxykumariny mohou existovat ve tfech tautomernich
formach, jejichz podoby, 4-hydroxychromen-2-onu (A), chroman-2,4-dionu (B)

a 2-hydroxychromen-4-onu (C), jsou zobrazeny na Obrazku 8.

OH ) 0O
0" 0O (O NG 0" OH
A B Cc

Obrazek 8. Tautomerni formy 4-hydroxykumarinu.

Sloucenin odvozenych od 4-hydroxykumarinu je znamo nepteberné mnozstvi. Jak jiz

vvvvvv

vitaminu K.?

2.1 Kumarinova antikoagulancia

Kumarinova antikoagulancia, nejtypictéjSim piikladem je warfarin, dale pak
acenokumarol a fenprokumon, jsou jiz vice nez pul stoleti pouzivana na IléCbu
tromboembolickych nemoci. Warfarin byl poprvé syntetizovan v roce 1948 v laboratofi
Karla Linka ve Wisconsinu v USA jako jedna z novych latek v projektu, ktery se zabyval
vyvojem silngjSich rodenticidii (latky urené k hubeni hlodavcil) zalozenych na struktuie
dikumarolu. V 50. letech 20. stoleti, kdy bylo terapeutikum zavedeno do klinické praxe,
cetnost jeho uzivani zacala rychle nariistat a v novém tisicileti byl warfarin ve Spojenych
statech jednim z 20 nejvice pfedepisovanych 1€kii. Dnes je warfarin celosvétoveé nejbeéznéji
uzivanym peroralnim antikoagulantem. PouZiva se predevSim klécbé a prevenci
tromboembolickych stavi, jako je hluboké zilni tromboza, akutni infarkt myokardu a cévni
mozkova piihoda. Oralni antikoagulanty jsou povazovany za vysoce u¢inna léCiva. Snizuji
riziko umrti na infarkt myokardu az o 24 %, samotny warfarin sniZzuje mozkovou pfithodu u
pacientt s fibrilaci sini az o 60 %. Je vSak nutné zvazit tyto vyhody i proti dobie znamym

vV wew

rizikiim peroralni antikoagulacni 1é¢by. NejbéznéjSim nezadoucim ucinkem je krvaceni
(nejobavangjsi je mozkové a retroperitonealni), pro jehoZ zmirnéni ¢i Gplného zastaveni je
nezbytny zésah 1ékait. Urceni optimalniho piijmu léciva, které si bude udrzovat efektivni
antikoagula¢ni G¢inek a zarovent bude minimalizovat riziko krvaceni, je vSak obtizné. Pti

1é¢be je nutné brat v potaz piipadné interakce s jinymi l1é¢ivy a potravinami, také faktory
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chronickych a akutnich chorob. V posledni dob¢ se také zacina pozorovat dédi¢na rezistence
na kumarinové antikoagulanty, kterd souvisi s polymorfismem enzymli CYP29C a
VKORCI, jimiz jsou kumarinové antikoagulanty metabolizovany. Problémy zde mohou
predstavovat i fada dalSich vrozenych dispozic, a proto v ivodu antikoagulacni 1écby je
vhodné provést genetické testovani, diky ¢emuz by se dalo vyhnout predadvkovani

pacienta.26-27-28

Z chemického hlediska maji vSechna kumarinova antikoagulancia ve své struktuie
skelet 4-hydroxykumarinti, ktery je esencialni pro farmakologicky ucinek, tedy pro
antagonismus vitaminu K. Na Obrazku 9 jsou ztéto terapeutické oblasti uvedena tii

nejdulezitéjsi 1éCiva, warfarin (7), acenokumarol (66) a fenprokumon (67).

0] 0]

OH OH OH
(LU CLLT, CLLT
Oo” "0 Oo” "0 NO, (OO
warfarin 7 acenokumarol 66 fenprokumon 67

wevr

2.1.1 Mechanismus u¢inku kumarinovych antikoagulanti

Antikoagula¢ni vlastnosti warfarinu a dalSich kumarinovych 1é¢iv jsou zaloZzené na
ucasti pti tvorbé koagula¢nich faktori protrombinového komplexu II, VII, IX a X zavislych
na vitaminu K. Tyto faktory se tvofi v jatrech a podili se na srazlivosti krve. Pfi tvorb¢ téchto
faktorti jsou jejich nekompletni molekuly s dekarboxylovanymi zbytky kyseliny glutamové
prevadény na kompletni molekuly schopné aktivace — dochazi k jejich karboxylaci, ktera je
katalyzovana enzymem karboxylazou. Aby karboxyldza spravné fungovala, vyzaduje
redukovanou formu vitaminu K. Redukci vitaminu K zajiStuje enzym vitamin K-epoxid
reduktdza. Kumarinové antikoagulanty blokuji reduktdzu vitaminu K a tim 1 karboxylaci

neaktivnich molekul faktorti a nastdva porucha koagulace (Obrazek 10).%
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Obrazek 10. Mechanismus ucinku kumarinovych antikoagulanta.

2.1.2 Metabolismus a farmakokinetika kumarinovych antikoagulanti

Warfarin, acenokumarol a fenprokumon jsou slabé organické kyseliny s pH kolem 5.
Vsechny jsou po ordlnim podani ze zazivaciho traktu velmi dobfe absorbovany do krve a
vazi se na plazmové proteiny. Tyto tfi 1é¢iva sdili spole€nou metabolickou cestu. Nejprve
dochazi k hydroxylaci na atomu uhliku 7 kumarinového skeletu, ktera je ve vetsi ¢i mensi
mife zavisla na enzymu CYP2C9. Kvantitativni vyznam metabolismu pomoci CYP2C9 se
ale znacné 1i$i a zavisi na stereochemii léCiv. VSechny tfi zmiflované derivaty maji
k heterocyklu k poloze 3 vazany asymetricky atom uhliku. JelikoZ se pacientim podavaji v

podobé¢ racematd, je nezbytné pro uréeni davky brat v potaz metabolismus R i S izomeru.

Warfarin je metabolizovan v lidském téle témé&f uplné, jen malé mnozstvi nevyuzitého
1éCiva je vylouceno moci. S-warfarin je metabolizovan prevazné na 7-hydroxylové
a 6-hydroxylové metabolity pomoci CYP2C9. Naproti tomu jeho enantiomer je oxidativné
pfeveden na 10-hydroxylové a 8-hydroxylové metabolity (pomoci CYP3A4 a CYP2C19),
které nasledn¢ redukci karbonylového postranniho fetézce tvoii warfarinové alkoholy. Tyto
alkoholy si zachovavaji asi 10 % aktivity pavodniho 1é¢iva, zatimco metabolity S-warfarinu
nejsou farmakologicky aktivni viibec. V inhibici vitamin K reduktazy je vSak S forma az 3x

i¢inn&jsi nez enantiomer R a je ji proto pfisuzovan vétsi vyznam pro antikoagulaéni funkei.*
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(S)-warfarin / (R)-warfarin
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Obrazek 11. Enzymy podilejici se na metabolismu warfarinu u ¢lovéka.

Acenokumarol je nitrovany analog warfarinu a piedpokladalo se, Ze metabolismus
bude probihat pies redukci nasledovanou N-acetylaci 1éCiva, coz je obvykly zptisob
metabolismu aromatickych sloucenin obsahujicich nitroskupinu. Tyto cesty vSak

pozorovany nebyly.

Bylo zjisténo, Ze metabolismus acenokumarolu i fenprokumonu je kvalitativné stejny
jako u warfarinu, to znamend, ze pomoci CYP2C9 vznikaji inaktivni hydroxylované
metabolity. Z kvantitativniho hlediska je ale R- i S-acenokumarol metabolizovan az 66%

G¢inngji nez warfarin.?’

2.2 Syntéza 4-hydroxykumarini

2.2.1 Priprava nesubstituovaného 4-hydroxykumarinu

V literatufe lze nalézt mnoho rtznych zplsobl, jak pfipravit nesubstituovany
4-hydroxykumarin. Jeden z nejjednodussich a nejstarSich postupli vyuziva reaktivity zahiaté
smési fenolu, kyseliny malonové, trichloridu fosforylu a bezvodého chloridu zine¢natého
(Schéma 14). Principidln¢ ve smési nejprve ucinkem fosforylchloridu dochéazi k tvorbé
dichloridu kyseliny malonové, ktery aZ poté reaguje s pfitomnym fenolem. Hlavni vyhodou
této metody je nizka cena reagentti a jejich dostupnost, nicméné vytézek je pomérné nizky

(primérné 50 %) a reakéni ¢as dlouhy (12 h).’!
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Schéma 14. Syntéza 4-hydroxykumarinu vychézejici z fenolu a kyseliny malonové.

Zaéménou kyseliny malonové za kyselinou Meldrumovou a upravenim reak¢nich
podminek lze vytézek vyrazné zvysit. Jejich interakci pfi teploté 90 °C témét kvantitativné
vznika fenyl-malonat (69), ktery se nasledné pisobenim Eatonova ¢inidla, coz je ptiblizné
8%  roztok  oxidu  fosforecného v methansulfonové  kyseling¢,  pfeménén
na 4-hydroxykumarin. Obdobny tc¢inek byl pozorovan u kyseliny polyfosfore¢né (PPA),
ovSem pro pozadovanou cyklizaci je potieba vyrazné delSiho ¢asu a ani tak vytézek neni
zcela uspokojivy (Schéma 15Schéma 15. Syntéza 4-hydroxykumarinu reakci fenolu s

Meldrumovou kyselinou.).?

OH Q OH
0 90 °C o © A), B)
* 2 LA — Y
o 4h HO o)
1) (@] (@]
11 39

69 29
92 % A) Eaton reagent, 70 °, 1 h, 75 %

B) 116% PPA, 120 °C, 15 h, 48 %

Schéma 15. Syntéza 4-hydroxykumarinu reakci fenolu s Meldrumovou kyselinou.

Druhé postupy vyuzivaji jako vychozi latku 2-hydoxyacetofenon (70), ktery
pfireakcich sacylacnimi c¢inidly (napf. fosgen, dimethylkarbonat, diethylkarbonat)
za ucinku stechiometrického mnozstvi baze poskytuje 4-hydroxykumarin s riznymi vytézky
(Schéma 16). Za timto ucelem byla vyzkouSena celé fada raznych bazi, z nichz se v téchto
experimentech jako nejvhodnéjsi ukéazali hydrid sodny, dale ethoxid sodny, sodik a Cerstvé

pfipraveny 3-aminopropylamid sodny (NAPA).%
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Schéma 16. Reakce 2-hydroxyacetofenonu a acylacnich ¢inidel.

Zajimava je prace Travena a jeho spolupracovnikli, ktefi syntetizovali
4-hydroxykumarin reakci 2-hydroxyacetofenonu s trichloracetonitrilem a
N-methyl-N-anilinylmagnesium bromidem (Schéma 17). Ziskany meziprodukt 72 byl
v kyselém prostiedi kyseliny chlorovodikové nejprve zacyklen a dale byla alkalickou

hydrolyzou odstranéna trichlormethylova skupina.?

% CCI;:CN %CCh
PhN(Me)MgBr h

OH O OH O NH,
70 72
NH3
HCI

OH OH

N _KOH_ N

0”7 >CCly 0”0

73 65

Schéma 17. Syntéza 4-hydroxykumarinu vychézejici z 2-hydroxyacetofenonu.

2.2.2 Priprava 3-substituovanych 4-hydroxykumarinu

Syntézu derivati 4-hydroxykumarinu v poloze 3 substituovanych alkylovym nebo
arylovym uhlovodikovym zbytkem, jejichZ ptiprava a reaktivita byly hlavnim pfedmétem
studia této prace, je mozné provadét nékolika zplsoby, znichz bude pojednano pouze
o n¢kterych ~ vybranych. Jedny  zmetod  vychdzeji  z 3-nesubstituovanych
4-hydroxykumarinti, na které jsou zavedeny alkylové nebo arylové skupiny. Prvni
z prikladd, ktery je moZné predstavit, je dvoukrokova Suzukiho reakce (Schéma 18). Jejim

pocateCnim krokem je syntéza fenyljodonium kumarinatu (74), coz je elektrofilni molekula
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s kladnym nabojem na atomu jodu. Ten je kompenzovan vnitinim zdpornym nabojem, ktery
se nachazi bud’ na a-uhliku, pfipadné¢ delokalizovany na sousednim kysliku. Poté je ze
vzniklého zwitterionu reakci s fenylboronovu kyselinou katalyzovanou palladnatou soli

ziskan 3-fenyl-4-hydroxykumarin (75) s vytézkem 72 %.3%33

) B
OH PhI(OAC), o ©/ OH OH O
N N82C03 X | - AN
H,0 Pd(OAc),, P(t-Bu)s
070  14h, lab. t 0”0 LiOH v DME/H,0 0" "0
65 74 20 h, lab. t. 5 72%

Schéma 18. Syntéza 3-fenyl-4-hydroxykumarinu Suzukiho reakeci.

Identicky derivat 75 je také mozné syntetizovat fotoiniciovanou nukleofilni substituci
4-hydroxykumarinu jodbenzenem v dimethylsulfoxidu za piidavku terc-butanolatu
draselné¢ho jako velmi silné baze slouzici k odstépeni protonu z polohy 3 (Schéma 19).
Po nékolika hodinovém ozatfovani reakéni smési v reaktoru vybaveném dvéma 400 W

lampami emitujicimi maximaln€ piti 350 nm byl izolovan 3-fenyl-4-hydroxykumarin (75)

N hv
DMSO
0" ~0O

terc-BuO’K*
3h, lab. t. 75 75%

s vytézkem 75 %.3*

Schéma 19. Syntéza 3-fenyl-4-hydroxykumarinu s jodbenzenem iniciovanou svétlem.

Jedna ze starSich, ale i dodnes pouzivanych konven¢nich metod, byla popsana v roce
1957, kdy C. Mentzer a P. Vercier zahtivali diethyl-fenylmalonat (76) s fenolem (Schéma
20).>°> Ve znazornéné reakci, obvykle provadéné za vylouceni pfitomnosti rozpoustédla &i
dodatecné baze, byly vychozi suroviny zpocatku zahtivany na niz$i teplotu, pii které doslo
k interakci hydroxylové skupiny fenolu s jednou funkéni skupinou diesteru za odStépeni
molekuly ethanolu. ZvySenim teploty pfiblizn€ na 350 °C a jejim udrZovanim po dobu
pfiblizné¢ 2 hodin byla kondenzace dokonena a pozadovany derivat 75 byl ziskan

s vytézkem vice nez dobrym.
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Schéma 20. Ptiprava 3-fenyl-4-hydroxykumarinu podle Mentzera a Verciera.

Autofi ptredchoziho popsaného postupu v podstaté navazali na vysledky prace Zieglera
a Junka, ktefti pfipravili sérii 3-alkyl a 3-arylderivati 4-hydroxykumarinii vysokoteplotnim

zahifevem piislusnych difenyl-malonati 78a—f v pifitomnosti AICl3. Vytézky reakce lze

nalézt v tabulce ve Schématu 21.3°
H R 79 [%]
R a Me 57
W _ Al = b Et 74
o c Pr 60
[ j [ j 190-200 °C 0 X0 4 Bu 85
15 min
78a-f 79a-f e Hex 77
f Ph 80

Schéma 21. Ptiprava 4-hydroxykumarinii podle Zieglera a Junka.
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II. PRAKTICKA CAST
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

3.1 Uvod do problematiky

Védecka skupina doc. Kafky a prof. Klaska ptisobici na Ustavu chemie FT UTB se
zabyva jiz nékolik desitek let problematikou derivati 4-hydroxychinolin-2(1H)-onl 2a.
Za tuto dlouho dobu byla v chemii téchto dusikatych heterocyklii znané prozkoumana
oblast jejich reaktivity, ¢imz bylo pfipraveno velké mnozstvi zajimavych sloucenin

rozmanitych struktur, které byly publikovany ve vice nez ¢tyficeti odbornych ¢lancich.

OH OH o)
Cl
"R R
R
0”0 N" 0 N"0
H H
1 2a 2b

Obrazek 12. Struktura 4-hydroxykumarind 1, 4-hydroxychinolin-2(1H)-ont 2a a
3-chlorchinolin-2,4(1H,3 H)-dioni 2b.

Postupem cCasu vyvstala otdzka, do jaké miry jsou si svou reaktivitou
4-hydroxykumariny podobné strukturné analogickym 4-hydroxychinolin-2(1H)-ontim?
Nezbylo nic jiného, neZ se pokusit pfipravit alesponi par zastupct 4-hydroxykumarinu 1 a ty
vystavit béznym reagentim pouzivanym k zakladnim modifikacim heterocyklické casti
4-hydroxychinolin-2-onti 2a. Drtiva vétSina riznych piremén dusikatého heterocyklu
chinolonovych derivatl vychazi z daleko reaktivngjsi formy, 3-chlorchinolin-2,4(1H,3H)-

diond 2b.

Pti rychlém pohledu na zékladni struktury zminovanych derivata je zcela ziejmé, ze
se lisi ,,pouze* heteroatomem vc¢lenénym do kruhu. Detailn€jSim rozborem, si jisté kazdy
vSimne, Ze je v jejich sousedstvi pfitomna oxoskupina, diky které mizeme jednu slouceninu,
4-hydroxykumarin 1, zafadit do skupiny cyklickych esterti a druhou, 4-hydroxychinolin-
2-on 2a, do skupiny cyklickych amidii, coz ¢ini z latek absolutné rozdilné reaktivni
slouceniny. Nicmén¢ v literatufe jista podoba analogické reaktivity zaznamenana byla a
na zdkladé ni byl navrzen synteticky plan (Schéma 22) sméfujici k 3-halogenovanym

chroman-2,4-diontim 5.
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Schéma 22. Pvodni plan prace

Jak tomu ale byva, ne vzdy je ocekavani naplnéno. Po provedeni n¢kolika experimentti
se ukézalo, Zze nékteré zamyslené slouceniny se pravdépodobné i pies veSkerou snahu
nepodaii ziskat. Namisto ofekavanych produktl byly z reakci izolovany latky jiného
charakteru, které jsou sice v literatufe ¢astecné popsany, avsak byly pfipraveny jiz pred
desetiletimi jinym zptisobem, z jinych vychozich latek nebo konverzi stejnych surovin, ale

s vyuzitim jinych reagenti.

3.2 Diskuze vysledki

Pfed zapocetim prace byla prfedstava pfipravit dva zdkladni derivaty
4-hydroxykumarinu 1a,b, které budou v poloze 3 obsahovat jednoduchy alkylovy a arylovy
substituent, konkrétn€ pak methylovou a fenylovou skupinu. Jak jiz bylo vysSe feceno,
syntéza téchto latek méla byt obdobna jako ptiprava jejich dusikatych analogii. Tato reakce
byla na Ustavu chemie provedena nesdetnékrat a optimalizovéna natolik, Ze poskytuje
4-hydroxychinolin-2-ony 2a s rozmanitou substituci v poloze 3 ve vynikajicich vytézcich

obvykle pfevysSujicich magickou hranici 90 % (Schéma 23).

NH 150- 300 °C m
6

Schéma 23. Ptiprava 4-hydroxychinolin-2-onti (2a).
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Zachovanim stejného principu, reakénich podminek a pracovniho postupu jako
v syntéze 4-hydroxychinolin-2-onti 7, byla pro ptipravu 4-hydroxykumarint 1 nékolik hodin
zahtfivana smés fenolu a odpovidajiciho diethyl-malonatu na pomérné vysokou teplotu.
Prvni kroky byly sméfovany k ptipravé 3-fenylového derivatu 4-hydroxykumarinu 1a, a to
oproti jinym, a to jak pfi izolaci, tak i pfi nasledné purifikaci, chova nejlépe. TaktéZz vysoka
teplota varu fenylového malonatu (kolem 300 °C37) je pfi samotném progresu reakce
protoni fenylového substituentu se Casto prekryvaji se signaly atomi vodikli benzenového

kruhu heterocyklu.

Termalni kondenzace fenolu (3) s diethyl-fenylmalonatem (4a) probihala zcela podle
o¢ekavani a v souladu s literaturou®> (Schéma 24). Reaktanty byly smichany v bafice
umisténé v aparatuie, kterd umoziuje oddestilovani té¢kavych latek. Pfi reakci totiz jako
vedlejsi produkt vznika stechiometricky dvojnasobek ethanolu, ktery je mozné z reakéni
smési pribézné oddestilovavat a na zdklad¢ jeho mnozstvi monitorovat pribéh reakce.
Surovy produkt byl, po opakovaném digerovani reakéni smési ve vroucim toluenu, piecistén
jeho vysraZzenim z alkalického 0,5M roztoku hydroxidu sodného 5% kyselinou
chlorovodikovou. Takto preciStény 3-fenyl-4-hydroxykumarin (1a) byl po krystalizaci

z ethanolového roztoku ziskan s dobrym vytézkem 47 %.

OH - 2 EtOH

EtO (0] 200-300 °C; 8 h
3 4a

Schéma 24. Ptiprava 3-fenyl- 4-hydroxykumarinu 1a.

Predpokladanou strukturu 4-hydroxykumarinu 1a potvrdila zmétend NMR a GC-MS
spektra. Dle ocekavani se v alifatické oblasti 'H NMR spektra, pomineme-li singlet
pii 1,52 ppm piedstavujici signal vody, nevyskytovaly zadné signaly (Obrazek 13).
Z ptitomnych signali vyskytujicich se pfi vysSich hodnotach ppm stoji pfevazné€ za zminku
singlet pfi 6,46 ppm. Pfi rozboru 2D NMR spekter vyplynulo, Ze proton, ktery charakterizuje
tento signdl, neni vadzany k atomu uhliku a sou¢asné€ nema ve své blizkosti jiny atom vodiku.

Jelikoz v HMBC NMR spektrech jsou patrné korelace s atomy uhliku C-4 a C-4a, je zcela
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zfejmé, Ze se jedna o proton hydroxylové skupiny vézané k atomu uhliku C-4, ¢imz je

soucasn¢ potvrzena i konkrétni tautomerni forma.
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Obriazek 13. Vyfez z 'H spektra 3-fenyl-4-hydroxykumarinu 1a.

Na zékladé€ pfedchoziho Gspéchu s 3-fenylkumarinem 1a byl proveden analogicky pokus
o ptipravu methylového derivatu, pouze s tim rozdilem, Ze byl pouzit jiny diester kyseliny
malonové, diethyl-methylmalonat. Tento ester ma vyrazné niZsi teplotu varu neZ jeho
fenylovy derivat, proto bylo zvySovani teploty 1azn€ ohtivajici reakéni smés velmi pozvolné.
Ze zkuSenosti s chemii chinolontli vime, Ze pokud je ohtev pfili§ prudky, ¢asto dochazi k jeho
¢astecnému vyvareni a tim je znacn¢ ovlivnén vytézek produkti. Po pozvolné osmi hodinové
destilaci pii teplotdich do 200 °C byla reakce zpracovdna stejnym zpisobem jako
u fenylového derivatu, nalitim horké smési do toluenu, ovSem v tomto pfipadé¢ nedoSlo
k vylouceni Zadného pevného podilu. Analyzou TLC bylo prokdzano, Ze v daném roztoku
je obsazeny pouze fenol, ester malonové kyseliny a n€kolik dalSich necistot. Reakce byla
nasledné opakovana, ale s tim rozdilem, Ze vychozi latky byly nejprve 8 h zahtivany
pii 300 °C pod zpétnym chladi¢em a az posléze byla pouzita destila¢ni aparatura (teplota
180 °C postupné zvySovana az na 300 °C) pro oddestilovani potencidlné kondenzaci

uvolnéného ethanolu (Schéma 25). Smés zacala od teploty piiblizné 180 °C destilovat.
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Postupné bcéhem destilace byly brany po malych mnozstvich frakce, ze kterych, i
z destilacniho zbytku ve varné baiice, byly zméfeny jejich 1D NMR spektra. Prakticky ve
vSech frakcich se objevovaly signaly pfisluSejici fenolu a malonatu v riznych pomérech.

Signaly, které by mohly predstavovat produkt reakce, nebyly v zddném zméfeném vzorku

zaznamenany.
@) OH
" = =
OH - 2 EtOH
EtO” O 8 h; reflux (300 °C) ON O

3 h, 230-300 °C

3 4b 1b

Schéma 25. Neuspésny pokus o pripravu 4-hydroxy-3-methylkumarinu 1b.

Jelikoz se tato metoda syntézy methylového derivatu neosvédcila, byla navrZena
alternativni cesta vedouci k pozadovanym kumarinim. Chloridy organickych kyselin jsou
pro svou vysokou reaktivitu povazovany za uzitec¢na ¢inidla pti organické syntéze a této
jejich vlastnosti jsme chtéli vyuzit pti reakei fenolu a dichloridu substituované malonové
kyseliny. Jelikoz se tyto latky b&zné komeréné neprodavaji, bylo nutné vychazet
z dostupnych diethyl-malonéti 4.

Z4douci malonyldichlorid 9 byl pfipraven dvoustupiiovym procesem (Schéma 26),
kde v prvnim kroku byla provedena alkalickd hydrolyza diethyl-malonatu 4a ve vroucim
roztoku hydroxidu sodného. Po zpracovani reak¢éni smési a izolaci hlavniho produktu, byla
ziskdna kyselina 2-fenylmalonova (8) ve vyborné kvalité s uspokojivym vytézkem.
Nasledné byla latka 8 spolecné s thionylchloridem vafena bez monitoringu prubéhu reakce
5 hodin. Pouhym diikladnym odpafenim piebytecnych t&kavych latek a zmé&fenim 'H a 1*C
NMR spekter surové smési, bylo zjisténo, Ze pii reakci sice vznikal Zadouci dichlorid 9, ale
i je produkt jeho dehydrohalogenace, keten 10, které dle 'H NMR byly ve vzdjemném
poméru 1:1. Po tomto nezdaru, bylo po patrani v literatuie zjiSté€no, ze se do stejné situace
dostali i autofi ¢lanku z roku 199838, ktefi mimo jiné zminili, Ze slou¢eniny 9 a 10 nebyli

schopni od sebe oddélit. Proto byla tato varianta prozatim opusténa.
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Schéma 26. Pokus o piipravu dichloridu kyseliny 2-fenylmalonové 9.

Samoziejm& se nabizi pokusit se pfipravit analogicky dichlorid kyseliny
2 methylmalonové, obzvlasté, kdyz literatura nabizi** metodu pro p¥ipravu tohoto derivatu
s vytéZkem okolo 80 %. Nicméné, z diivodu €asové tisn€ uz jsme bohuZzel nebyli schopni
v tomto sméru vyvinout zddnou aktivitu. Bude-li jeho pfiprava taktéz ¢init potize, je mozné
ho komeréné koupit.

Jelikoz jsme v jistém okamziku neméli 4-hydroxy-3-methylkumarin k dispozici,
experimentovali jsme déle pouze s fenylovym derivatem.

Pivodnim planem bylo pfipravit vice reaktivni formu kumarinovych sloucenin. Jednu
tuto formu mohou piedstavovat 3-halogenované chroman-2,4-diony. Za timto uc¢elem byla
provedena chlorace pripraveného 4-hydroxykumarinu 1a (Schéma 1Schéma 27). Zamérmng,
ve spojitosti s chloraci 4-hydroxychinolonii, byl vyzkouSen vliv sulfurylchloridu v dioxanu

pfi mirné zvySené teploté.
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Schéma 27. Uginek SO>Cl> na 3-fenyl-4-hydroxykumarin (1a).

[zolovany a purifikovany prakticky jediny produkt reakce, byl podroben NMR analyze.
P#i prvnim pohledu na 1D NMR spektra (Obrazek 14) bylo patrné, Ze integralni pocet 'H a
poloha jejich signalti neodpovida struktufe oéekavaného produktu 11. Taktéz '*C NMR
spektrum nebylo v souladu s o¢ekavanim.

V 'H spektru se nachazelo 7 signald, jejichZ soudet integralnich ploch prezentoval 11
protontl, z nichz jeden, singlet pii 11,84 ppm, pfedstavuje znané odstinéné jadro atomu
vodiku nemajici na sousednim atomu vazany proton. Po detailnéjSim rozboru dal§ich NMR
spekter se ukazalo, Ze produktem chlorace neni o¢ekavany 3-chlor-3-fenylchroman-2,4-dion

(11), ale 2-chlor-2-fenyl-1-(2-hydroxyfenyl)ethanon (12). Pti dikladném prazkumu
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chemickych databazi, byl s touto souvislosti nalezen pouze jediny ¢&lanek,* ve kterém
pozorovali hydrolyzu 3-chlor-3-fenylchroman-2,4-dionu 11 na nadmi taktéz ptipraveny a

identifikovany produkt 12.

NRNNN NNRNNNMNRNNKNNGGO8OS ©

| MM-

12 1

11.84
76
} 75
74
N7
—751
& 49
49
40
39
/ a3
02
& 00
00
88
88
86
86
86
—6.36

S -

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
12.2 11.8 11.4 11.0 10.6 10.2 9.8 9.6 9.4 f?% 9.)0 88 86 84 82 80 78 76 74 72 7.0 68 6.6 64 6.2
ppm

DCI3

197.06
163.71

11713
61.11

T T T T
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60
f1 (ppm)

Obrazek 14. Vytez z 'H a 13C spekter produktu chlorace slou¢eniny 1a.

Do feSeni se mimo jiné promitla 1 pandemicka situace, ktera neumoznila pokracovat
v praci v laboratofi na vice nez pul roku. Po tuto dobu shodou okolnosti byla barka
s matecnym louhem produktu skladovéana v lednici, diky ¢emuZ mohla krystalizace probihat
velmi pomalu. Po mém navratu zpatky do prostor fakulty, konkrétn€ do laboratote 410, byly
v banice objeveny monokrystaly vtom case uZz znamé slouceniny. Ty byly izolovany
a analyzovany pomoci rentgenové¢ difrakcni analyzy, ktera poskytla nezvratny dikaz vzniku
navrzené slouceniny 12. Bylo také zjiSténo, Ze latka krystalizuje v jednoklonné soustave a Ze
se mezi vodikem hydroxylové skupiny a kyslikem oxoskupiny tvofi intramolekularni
vodikové vazby, diky kterym je, jak je mozné vidét na Obrazku 15, hydroxylova skupina

natocena do jedné roviny s benzenovym kruhem.
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Obrazek 15. ORTEP diagram 2-chlor-2-fenyl-1-(2-hydroxyfenyl)ethanonu (12).

Pfeménu 4-hydroxykumarinu 1a na a-chlorketon 12 je mozné vysvétlit navrzenym
mechanismem znazornénym na Schématu 28. Doposud panuje pfedpoklad, Ze v prvni fazi
dochdzi k chloraci 4-hydroxykumarinu 1a a pfechodné vznikly 3-chlor-3-fenylchroman-2,4-
dion (11) podléha hydrolyze, obzvlaste je-li tato hydrolyza kyseld, a vznikla B-ketokyselina
je nestabilni a podléha dekarboxylaci za tvorby produktu 12.
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Schéma 28. Navrzeny mechanismus pfemény 4-hydroxykumarinu 1a na derivat 12.
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V tomto piipadé je dosti mozné, ze proton zahajujici hydrolyzu pochézel z nijak
pfedem necisténého sulfurylchloridu, ktery bezpochyby postupem stati obsahuje kyselinu
chlorovodikovou a sirovou. Proto byla reakce opakovana s vakuovée suSenou vychozi latkou
la nad P>Os a s cerstvé predestilovanym sulfurylchloridem, ktery byl pod argonem
do reak¢ni nadoby ptikapan piimo z destilacni aparatury. Piekvapivé byl vysledek reakce
stejny, pouze s tim rozdilem, ze se vytézek a-chlorethanonu 12 zvysil (vytézky chloraci jsou
uvedeny v Tabulce 2).

Protoze experimenty se sulfurylchloridem, jakozto zastupcem chloracnich Cinidel
reagujicich iontovym mechanismem, neposkytly zadany produkt, byly hledany druhé
alternativy. Jelikoz jsou v molekule vychozi latky atomy uhliku schopné substituce, vyjma
jedné polohy (C-3), soucasti aromatickych systémi, nabizela se moznost vyzkouSet
N-chlorsukcinimid (NCSI) coby reprezentanta z fad reagentd reagujicich radikdlovym
mechanismem. Protoze tohle ¢inidlo vyvolavalo znacnou nadé&ji, byla vyzkousSena celd fada
reakci za riznych podminek. Byl sledovan vliv pouzitych rozpoustédel, reakéni teploty,
poméru reagentd, piidavku externi baze, ptipadné doby reakce, jejichz vysledky jsou
uvedeny v Tabulce 2.

Pti vSech reakcich dle TLC vznikaly ptevazné dvé hlavni latky s dosti podobnymi
retenénimi faktory, které se ve vétSin€ ptipadd podatilo s vyuzitim vhodné mobilni faze a
silikagelu Gsp&Sné separovat. Z nichZ jednou byl uz dobfe znamy 2-chlor-2-fenyl-1-(2-
hydroxyfenyl)ethanon (12), jehoz 'H NMR spektrum je zobrazeno v horni poloving
Obrazku 16. Zajimavou informaci o struktufe druhého produktu poskytla nuklearni
magnetické rezonance, jejiz 'H spektrum je zobrazeno v dolni polovingé Obrazku 16. Mezi
témito spektry je prakticky jediny vyrazny rozdil, a to takovy, ze ve spektru vedlejSiho
produktu reakce chybi ostry singlet pii 6,36 ppm, ktery v molekule latky 12 presentuje atom

vodiku vazany k atomu uhliku C-2 zakladniho 2-chlorethanonu.
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Obrizek 16. Vytez z 'H spekter latek pfipravenych chloraci 1a N-chlorsukcinimidem.
Horni polovina: Slouc¢enina 12. Dolni polovina: Sloucenina 14

Otaznik nad druhem substituce v poloze 2 chlorethanonové ¢asti vytesila analyza jeho
ethyl-acetatového roztoku na plynovém chromatografu s hmotnostnim detektorem a
elektronovou ionizaci. Z jejiho vysledku (Tabulka 1) bylo moZzné zaznamenat, Ze se
v hmotnostnim spektru vyskytuje nejvyssi hodnota m/z 280, 282 a 284 ve vzijemném
poméru 1 : 0,65 : 0,1. Jelikoz se soucasné hodnoty nalezenych molekulovych ionti znamého
monochlorderivatu 12 a diskutovaného vedlejsiho produktu reakce 1i§i o hodnotu 34 m/z, je

zcela nepochybné, ze se jedna o 2,2-dichlorderivat ethanonu 14.

Tabulka 1. Molekulové ionty sloucenin 12 a 14.

slout. Izotop molekulovy ion . rela.tivni zastoupeni
[m/z] intenzita [%] 1]
3Cl 246 0,66 1,00
12 ¢l 248 0,22 0,33
3Cl, 280 0,32 1,00
14 ¥Cl+¥Cl 282 0,20 0,63

3Cl, 284 0,03 0,10
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V nékterych piipadech (viz Tabulka 2; sloucenina 15) se podaftilo izolovat jesté dalsi
produkt chlorace 4-hydroxykumarinu 1a. Jeho reten¢ni faktor byl ze vSech ziskanych latek
nejnizsi, ¢imz se dalo ocekavat, ze byl ziskan néjaky dosti polarni systém, coz bylo zdhy
potvrzeno pohledem na NMR spektra (Obrazek 17). V uhlikovém spektru se nachazely dva
signaly kvarternich atomt uhliku s polohou pfesahujici hranici 190 ppm. Takto velmi
odstinéné atomy uhliku téméf vzdy predstavuji soucast oxoskupiny v ketonech. Taktéz jistou
indicii poskytuje signal pti 163,58 ppm, ktery byl prakticky se stejnou hodnotou pozorovan
v 3C spektru latky 12, kde byl uréen jako C-2 fenolové &asti. V 'H spektru byl opét
zaznamenan ostry singlet s velmi vysokym chemickym posunem 11,38 ppm, ktery
v molekule také signalizuje pfitomnost fenolylového substituentu. Navrzenou slouceninou,
na zéklad¢ interpretace vysledki NMR analyzy, byl 2-fenyl-1-(2-hydroxyfenyl)ethan-1,2-
dion 15.
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Obrazek 17. Vyiez z NMR spekter slouceniny 185.
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Jelikoz se stale nepovedlo ziskat Zadouci halogenovany derivat chroman-2,4-dionu,
byly opét prohledavany dostupné chemické databaze, kde byl ziskan jesté jeden &lanek*!,
v némz autoii publikovali chloraci 4-hydroxy-3-methylkumarinu pomoci plynného Cl, pii
teploté 0 °C. Po tom, co bylo rozhodnuto tuto metodu aplikovat na studovany 3-fenyl-4-
hydoxykumarin 1a, byla na Ustavu chemie objevena Schlenkova batika s tlakem
zkapalnénym chlorem, ktery byl nasledné fizenou regulaci jeho teploty zavadén k reaktantu.

Prace s Cistym chlorem s sebou vSak nese jista rizika. Za normalniho tlaku a
laboratorni teploté je to znacné agresivni a toxicky plyn a pii manipulaci s nim je nutné
pracovat s vysokou opatrnosti. Naopak vyhodou je jeho relativné nizka teplota varu (-34 °C).
Jelikoz je dosti mozné, ze nalezeny chlor v Schlenkové baiice obsahuje jisté mnozstvi
chlorovodiku pftipadné vody, a soucasné¢ kdyz z piechozich pokusi vime, Ze velmi
pravdépodobné tahle prostiedi rozkladaji o¢ekavany produkt na derivat 12, bylo nutné udélat
maximum pro jejich vylouceni. Za timto ucelem byla ampule v ethanolové lazni tekutym
dusikem podchlazena na teplotu pod -40 °C a ptiblizné po dobu 30 min oteviena s okolim,
¢imz byly potencialné odstranény nezddouci tékavéjsi slouceniny, mezi které je mozné
zatadit chlorovodik (tep. varu —85 °C). Samovolnym ohfivanim chladici ldzn¢ v Dewarovée
nadobé dochazelo k uvolnovani plynného chloru, kterym byl, po jeho promyti
v koncentrované kyselin¢ sirové, pro odstranéni piipadné vlhkosti, kratce probublavan
roztok 3-fenyl-4-hydroxykumarinu 1a v suchém THF. Je nutné podotknout, ze reakcni
baiika byla po celou dobu reakce podchlazena pod -40 °C, ¢imzZ bylo zajisténo, Ze ptivadény
plynny chlor v reakéni bafice zkondenzuje, bude tak piimo rozpusStény v roztoku vychozi
latky a nebude tak nutné reak¢ni roztok probublavat chlorem kontinudlné. Jednotlivé ¢asti
aparatury byly nejprve propojeny pomoci kanyl prochéazejicich pryZovymi septy (Obrazek
18 vlevo). Ty ale neposkytovaly dostatecné utésnéni, navic je chlor rozeziral, a proto byla
pozdéji aparatura upravena, jak je mozné vidét na Obrazku 18 vpravo. Prevazujicim
produktem reakce byl jako v ptedeslych piipadech monochlorderivat ethanonu 12 a v malém

mnozstvi byly izolovany 1 slouCeniny 14 a 15 (Tabulka 2).
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Obrazek 18. Vlevo: Plivodni aparatra
s kanylami. Vpravo: Upravena aparatura.

Poslednim chlora¢nim ¢inidlem, u kterého byl sledovan ucinek na skelet
4-hydroxykumarinu, byla kyselina trichlorisokyanurova (TCCA), kterd je ze vSech
N-chlorimidl nejvic tepelné stabilni. Pfi praci s touto kyselinou je nutné mit na paméti, ze
z jedné molekuly TCCA je mozné pro substituci vyuzit vSech 3 atomt chloru. OvSem i
pouziti tohoto ¢inidla poskytlo srovnatelné vysledky s ptfedchozimi vyzkouSenymi
metodami (Tabulka 2).

Na tomto mist¢ je vhodné vyhodnotit vSechny 4 metody chlorace
3-fenyl-4-hydroxykumarinu, které jsou shrnuty v obecném Schématu 29. V Tabulce 2 jsou
uvedeny reakéni podminky (pouzité chloracni ¢inidlo a rozpoustédlo, teplota a Cas reakce) a
také vytézky Ccistych produkti izolovanych po sloupcové chromatografii. Z hlediska
nejlepSiho vytézku monochlorderivatu ethanonu 12 se ukézala jako nejucinngjsi metoda
pouziti Cerstvé nadestilovaného sulfuryl chloridu. Vareni vychoziho kumarinu
s N-chlorsukcinimidem také poskytuje vysoké vytézky latky 12, ale nespornou vyhodou
pouziti tohoto cinidle je fakt, ze pifi vSech provedenych experimentech vznikal
2,2-dichlorderivat ethanonu, ktery se podafilo izolovat. Pozoruhodné bylo vyuziti
zkapalnéného chloru, nebot’ se jednd o postup, se kterym se v laboratofi chemik b&zné

nesetkava.
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Schéma 29. Chlorace 3-fenyl-4-hydroxykumarinu 1a.

Tabulka 2. Chlorace 3-fenyl-4-hydroxykumarinu 1a a vytézky produkt.

rozp. C¢inidlo  baze  teplota  Cas vytézZek
metoda o 1a 12 14 15
[ekv.] [ekv.] [°C] [h] (%] %] [%] [%]
- SO,Cl, — 20 0,5 — 93 — —
A
dioxan SO,Cl, — 50 0,5 - 64 _ _
NCSI var
CHCIl; 2.0 - 61 0,75 - 79 13 -
CHCl; Nlclsl - Vg‘lr 075 | 45 36 2 4
NCSI var
B CCl4 11 - 77 1,25 - 89 4 -
CCl4 NIC 1S I - 20 30 - 21 11 -
CCl, Nflsl K21C103 20 1,5 - 82 5 7
THF Cl TlEéA -45 3 22 11 — -
THF Cl, TlEf -45 1 - 78 - 9
C >
THF Cl TlEéA‘ -45 1 30 11 — —
THF Cl, TlEéA 0 0,5 - 53 - 4
TCCA var
EtOAc 0.5 - 77 0,5 — 79 4 4
TCCA var
D CCl4 0.5 - 76 0,5 — 83 — 4
TCCA TEA
EtOAc 0.5 12 0 5 — 40 — _

Mimo zminéné chlorace byly realizovany dva pokusy o syntézu 3-bromovanych
slouCenin  kumarinu s pouzitim N-bromsukcinimidu (NBSI) a 1,3-dibrom-5,5-
dimethylhydantoinu (DBH). JelikoZ jsou bromacni ¢inidla obvykle v porovnani

vvvvvv

produktti, které jsou, je-li nalezena vhodnd mobilni fdze, dé€litelné mnohdy pouze
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opakovanymi sloupcovymi chromatografiemi, nebyla v né vkladana velika nad¢je, ktera, ale
jak se fika, umira posledni. Ovsem dle pfedpokladii, bohuzel ani pti bromacich se nepodatilo
piipravit pozadovany 3-bromchroman-2,4-dion. Ze zkuSenosti ziskanych pti feSeni produkt
chlorace, bylo ihned pii pohledu na 'H spektra (Obrazek 19) izolovanych produktd jasné,
ze 1 zde dochézi ke §tépeni kumarinového derivatu a vznikaji latky analogické k slou¢eninam

12 a 14, tedy monobrom a dibromderivat ethanonu 16 a 17.
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Obriazek 19. Vyiez z 'H spekter latek pfipravenych bromaci 1a. Horni polovina:
Slouc¢enina 16. Dolni polovina: Slouc¢enina 17

Ob¢ provedené metody bromace jsou shrnuty v obecném Schématu 30 a jejich
vytézky v Tabulce 3. Je patrné, Ze vytézky jsou nizsi nez u chloraci, coz je pravdépodobné
zpisobené nutnosti Cistit surovou smés produktli nejméné dvakrat pro ziskani uspokojivé

Cistoty izolovanych latek.
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Schéma 30. Bromace 3-fenyl-4-hydroxykumarinu 1a.

Tabulka 3. Bromace 3-fenyl-4-hydroxykumarinu 1a

vytézek
metoda rozp. Cinidlo teplota ¢as
16 17
[ekv.]  [°C]  [h] [%] [%]
NBSI
A CHCl3 5 61 0,75 12 26
DBH
B CCly . 20 6,5 37 20

V tomto okamziku jiz bylo jasné, Ze se 3-halogenovany chroman-2,4-dion piese
v§echnu snahu a s vyuzitim viech dostupnych ¢inidel ze zasob Ustavu chemie v blizké dobé
nepodaii pfipravit. Nicméné spoustou provedenych ,neuspéSnych® pokust, bylo
nashromézdéno nemalé mnozstvi slouceniny 12, kterou jsme ve snaze ji synteticky vyuzit
vystavovali uc¢inkiim rlznych bazi s ocekdvanim, Ze budou podléhat dehydrohalogenaéni

cyklizaci na fenylem substituovany benzofuranon 18.

0O 0O

©\)H/Ph , ©\)H/Ph
baze N

Cl stadlo O

OH rozpoustédlo OH

12 15

Schéma 31. Reakce 2-chlor-2-fenyl-1-(2-hydroxyfenyl)ethanonu s bazemi.

Jako prvni byla provedena reakce v DMF s bézné¢ dostupnou a levnou bazi,
uhli¢itanem draselnym ve dvou ekvivalentnim piebytku. Bylo pro nas ponékud ptekvapive,
ze produktem byla latka ndm jiz znama, derivat ethan-1,2-dionu 15. Domnivali jsme se, Ze
k jeho vzniku doSlo pfi zpracovani reak¢éni suspenze, kterd byla pti izolaci pro odstranéni
zbylych anorganickych latek nalita do vody a poté extrahovéana. Z toho divodu byly

otestovany dalsi dvé, tentokrdt organické baze, tetramethylguanidin (TMG)
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a benzyl(trimethyl)amonium hydroxid (Triton B), se zachovanim stejnych reakénich
podminek, ale v prostiedi ethanolu. Pfesto, produkt i jeho vytézek byl témét identicky jako
v ptedchozim ptipad¢ (Tabulka 4).

Vyvstala otazka, zda neni divodem, pro¢ dochazi prakticky pouze k oxidaci
chlorderivatu 12, vlhkost reagentl a rozpoustédel, ptipadné atmosféricky kyslik. Proto byla
rozpoustédla pouzitd v nasledujicich experimentech peclivé vhodnym zplisobem vysusena
a reakce byly provadény pod inertni atmosférou argonu. Za téchto podminek byly provedeny
pokusy s methanoldtem sodnym v tetrahydrofuranu (THF) a hydridem sodnym v DMF.
Pomémeé brzy, jak je mozné vidét v Tabulce 4, jiz pfi monitoringu obou reakci pomoci TLC
bylo zjisténo, Ze prevazujicim produktem v reak¢énich smésich je, obdobné jako v predeslych
ptipadech, dion 15. Ani po chromatografii surového produktu se Zadné jiné latky se

na kolon¢ oddé¢lit nepovedlo.

Tabulka 4. Vytézek slouceniny 15 po reakci s bazemi.

metoda rozp. baze teplota  doba  vytézek 15

[ekv.] [°C] [h] [%]

A DMF K22COO 3 20 2 57

A  Eiog ~ 1ntnB 20 0,75 58
1,45

C EtOH T}\/IzG 20 0,75 58

D DMF I\{aSH 20 2 41

. +
E THF Me? SNa 20 0,5 42

Jelikoz ani jedna z bazi nepodporovala vznik 2-fenylbenzofuranonu (18), byla jako
posledni, jen n€kolik malo dnti pfed odevzdanim diplomové préace, provedena série reakci
podle publikace zroku 2019*’, kdy byl vyzkousen efekt octand sodného a amonného
v ethanolu nebo v dimethylformamidu (Schéma 32). Chromatografii surovych produkti byl
v nejvetsi mite, jak taky jinak, izolovan opét derivat ethan-1,2-dionu 15. Mimo né&j se vSak
podaftilo oddélit ve stopovych mnoZzstvich jeste jednu latku (Tabulka 5), jejiz retencni faktor
byl nepatrné vyssi. Dle NMR spekter se zdélo, ze by se jejiz retencni faktor byl nepatrné

vys$si nez u derivatu 15.
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Ph
Cl
OH

12

Schéma 32. Reakce 2-chlor-2-fenyl-1-(2-hydroxyfenyl)ethanon u (12) s octany.

Tabulka 5. Vytézky reakce 2-chlor-2-fenyl-1-(2-hydroxyfenyl)ethanonu (12) s octany.

0]

rozpoustédlo }

15

ka(Ph

- +
S
OH o

rozpoustédlo octan teplota doba vytézZek
o 2 3
[ekv.] [°C] [h] %] [%]

Na var

EtOH 1.5 73 1 53 3
Na

DMF 15 20 1 30 4
EtOH 11\12 20 72 15 8
DMF I\E“ 20 1 51 7

Dle NMR spekter se zdalo, ze by se mohlo jednat o 2-fenylbenzofuranon 18, avSak

nebylo jasné, jaky nese substituent na atomu uhliku C-2. Z NMR spekter bylo jasné, Ze tento

atom uhliku neobsahuje proton. Pfedstava tedy byla, Ze je v této inkriminované poloze

hydroxylovéa skupina, eventualné atom chloru. Proto byla u vzorku provedena ESI-MS

analyza, ktera poskytla informaci, ze hodnota m/z [M+H"]" tohoto chemického individua je

419 (Obrazek 20). Je tedy pravdépodobné, Ze vzniknuvsi izolovanou latkou je dimer

benzofuranonu. Tato mySlenka je podloZena i tandemovou hmotnostni spektroskopii, kdy

molekula o 419 m/z byla separovéana v iontové pasti a dale ionizovana vyssi energii. V MS?

byl pozorovan fragment 209 m/z odpovidajici monomerni jednotce dimeru 19. Jeho vznik

nam zatim neni zcela jasny.
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Obrazek 20. ESI-MS spektrum dimeru 19.
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4 POPIS PRISTROJOVE VYBAVY A INSTRUMENTALNICH
METOD

Reagenty a rozpoustédla byly zakoupeny z komer¢nich zdrojt (Fluka, Sigma Aldrich).
Pribéh reakci byl sledovan pomoci chromatografie na tenké vrstvé (TLC), pro kterou byly
pouzity komer¢ni hlinikové destiCky s nanesenou vrstvou silikagelu (Alugram® SIL G/UV
254; 220-240 mesh; Macherey-Nagel) s fluorescenénim indikdtorem pro UV 254.
Pro sloupcovou chromatografii byl pouzit silikagel Fluka Silica gel 60, 220-240 mesh.
Teploty tani byly méfeny na Koflerové bloku a nejsou korigované. Infracervena (IC) spektra
byla métena na FT-IR spektrometru Alpha (Brucker Optik GmbH Ettlingen), technikou KBr
tablet. NMR spektra byla méfena na spektrometru JEOL ECZ 400 pfti frekvenci 400 MHz
('H) a 101 MHz (*C) a 41 MHz (*°N) pii teploté 300 K. Jako interni standard v 'H NMR
spektrech byl pouzit tetramethylsilan a signaly residua DMSO-ds s chemickym posunem &
2,50 ppm a CDCls s posunem 7,25 ppm. *C NMR spektra byla korigovana na '3C signél
DMSO-ds s chemickym posunem 39,50 ppm a '*C signal CDCls s chemickym posunem
77,16 ppm. Chemické posuny jsou uvedeny v jednotkdch ppm. Interakéni konstanta J je
uvedena v jednotkdch Hz. Multiplicita signalii je znacena zkratkami s (singlet), d (dublet),
dd (dublet dubletu), ddd (dublet dubletl dubletu), t (triplet), m (multiplet). Elementarni
analyzy byly provedeny na pfistroji Flash EA 1112 Automatic Elementar Analyzer (Thermo
Fisher Scientific Inc.). ESI-MS experimenty byly provedeny na hmotnostnim spektrometru
s iontovou pasti amaZon X, Bruker Daltonics, iontovym zdrojem byl elektrosprej. GC-MS
experimenty byly provedeny na plynovém chromatografu spojeny s hmotnostnim
spektrometrem vybavenym kvadrupolovym hmotnostnim analyzatorem Shimadzu GC-MS
QP2010. Plynovy chromatograf byl vybaveny kolonou EQUITY 1 (30 m x 0,32 mm x 1,0
um). Pro vSechny analyzy byl zvolen nasledujici teplotni program: 100 °C/7 min; 30 °C/min
a teplotou nastiku 250 °C. Nosny plyn byl He a iontovy zdroj m¢l 200 °C, 70 eV. VSechny
tyto analyzy byly provadény za linearni konstantni rychlosti 52 cm/s. Ve vypisy signala
z hmotnostnich spekter jsou uvedeny hodnoty iontli s relativnim zastoupenim nejméné 5 %,
vyjma molekulovych ionti. Hodnoty intenzit vybranych fragmentl jsou uvedeny v zavorce

za hodnotou m/z.
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5 DETAILNI POPIS SYNTETICKYCH POSTUPU A STRUKTURNI
CHARAKTERISTIKY PRIPRAVENYCH SLOUCENIN

5.1 Priprava 3-fenyl-4-hydroxykumarinu 1a

Suspenze fenolu (100 mmol; 9,41 g) a diethyl-fenylmalonatu (110 mmol, 26,5309 g) byla
zahtivana na kovové 1adzni 8 h. Teplota lazn¢ byla postupné zvySovana z 200 °C na 300 °C.
Soucasné bylo sledovano mnozstvi vznikajiciho kondenzatu, ktery byl sbirdn do barky.
Reak¢ni roztok byl zahorka nalit do 200 ml toluenu, vylouc¢eny pevny podil byl opakované
macerovan ve vroucim toluenu a poté odfiltrovan na frit€¢. Nasledné byl rozpustén v 0,5M
NaOH (160 ml), k roztoku bylo pfidano malé mnozstvi aktivniho uhli a byla provedena
filtrace. Srazeni bylo provedeno 10% HCI a 0,5M HCI do neutrdlniho pH, vznikly Zluty
pevny podil byl odfiltrovan ptes fritu, promyt vodou do neutralu. Surovy produkt byl

rozpustén ve vroucim EtOH, za horka pfefiltrovan a ponechan k samovolné krystalizaci.

3-fenyl-4-hydroxykumarin 1a

Zluta leskla krystalické latka, t, = 228-240°C (EtOH), vytézek
49 %, Ry =0,08 (18 % EtOAc vPE); 0,76 (30 % EtOAc
v CHCl3).

IC spektrum (tableta KBr): 3056, 1673, 1609, 1566, 1314, 1258,
1191, 1101, 991 896, 858, 757, 692, 506 cm™".

"H NMR spektrum (CDCls, 400 MHz): § 6,46 (s, 1H, —OH); 7,33 (ddd, 1H, H-6, J = 8,4;
7,3; 1,6 Hz); 7,40-7,37 (m, 1H, H-8); 7,49-7,46 (m, 3H, H-28, H-6%, H-4®); 5,58-7,53 (m,
2H, H-38 H-5%), 7.60 (ddd, 1H, H-7, J = 8,4; 7,3; 1,6 Hz), 7,91 (ddd, 1H, H-5, J = 7.9; 1,6;
0,4 Hz) ppm.

BC NMR spektrum (CDCl;, 101 MHz): & 106,53 (C-3); 115,11 (C-4a); 116,82
(C-8); 123,83 (C-5); 134,231 (C-6); 129,45 (C-4); 129,64 (C-13); 130,04 (C-3B a C-5B);
130,46 (C-2B a C-6P); 132,68 (C-7); 153,21 (C-8a); 159,32 (C-4); 162,07 (C-2) ppm.

Pro CisHi00s: vypocitané: 75,62% C 4,23 %H
stanoveng: 75,13% C  423%H

GC-EI-MS (tr = 18,475 min): 63(13), 76(9), 77(10), 89(11), 90(13), 93(16), 118(100),
119(13), 121(80), 122(6), 238(M*, 51), 239(8) m/z(%).
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5.2 NeuspéSny pokus o pripravu 4-hydroxy-3-methylkumarinu (1b)

Ciry bezbarvy roztok fenolu (50 mmol; 4,7890 g) a diethyl-methylmalonatu (55 mmol,
9,7946 g) byl zahtivan na kovové lazni pti 300 °C pod zpétnym chladi¢em. Po 8 h byl ohiev
ukoncen a barika s reaktanty byla umisténa do destilacni aparatury a jeji obsah byl zahiivan
3 h, teplota kovové 1azné byla postupné zvySovana z 230 °C az na 300 °C, zkondenzovana

kapalina byla odebirana po frakcich.

5.3 Syntéza 2-fenylmalonové kyseliny (8)

Suspenze vodného roztoku NaOH (0,225 mol; 4,5 g; 10 ml vody) a diethyl-fenylmalonatu
(25 mmol; 6,4993 g) byla zahfivana na vytemperované olejové lazni na 90 °C 1 h. Pevny
podil zreakéni suspenze byl na frit¢ odfiltrovan a promyt diethyl etherem. Filtrat byl
extrahovan ethylacetatem. Pevny podil byl rozpusStén ve vodé (20 ml), roztok byl okyselen
HCl do slabé kyselého pH a extrahovan diethyletherem a ethyl-acetdtem. Organické podily
byly spojeny, vysuSeny Na>SOs a odpafeny na RVO dosucha. Surovy produkt byl

krystalizovan smési benzen/aceton (1:1).

2-fenylmalonova kyselina (8)
Bezbarva tipytiva krystalicka latka, t = 154-162°C 3
(benzen/aceton), vytézek 45 %, Ry= 0,19 (37,5 % EtOAc v PE).

IC spektrum (tableta KBr): 3268, 3038, 2888, 2659, 2534, 1740, 1O

1703, 1424, 1395, 1292, 1193, 1156, 935, 868, 756, 716, 699, HO™ 10
664, 452 cm™".

'H NMR spektrum (DMSO-ds, 400 MHz): 8 4,64 (s, 1H, H-2); 7,39-7,24 (m, 5H, H-2*, H-
34 H-4%, H-5%, H-6*) ppm.

BC NMR spektrum (DMSO-ds, 101 MHz): & 57, 54 (C-2); 127,46
(C-4a); 128,09 (C-3B a C-5B); 129,27 (C-2B a C-6P); 134,19 (C-1%); 169,65 (C-1 a C-3) ppm.

Pro CoHgO4: vypocitané: 60,00 % C 4,48 % H

stanovené: 60,02% C 449%H
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5.4 Chlorace 2-fenylmalonové kyseliny (8)

Nazloutld suspenze kyseliny 2-fenylmalonové (3 mmol; 540 mg) a thionyl chloridu
SOCI, (67 mmol; 5 ml) byla zahtivana na olejové lazni 5 h, po kratké dob¢ doslo k rozpusténi
vychozi latky a ztmavnuti roztoku ze zluté do hnédé. Po ukonceni ohievu byla reakéni
suspenze odpafena na RVO pro odstranéni zbytku SOCl, a hnédy olej byl uchovan pod

argonem.

Smés dichloridu 2-fenylmalonové kyseliny (9) a (chlorkarbonyl)fenyl ketenu (10)

Hnédy olej, Rr= 0,01 (10 % CHCI3 v EtOH) o O o
'"H NMR spektrum (CDCls, 400 MHz): & 5,40 (s, ¢l cl + Cl L
1H); 7,26-7,49 (m, 10H) ppm. 9 o 10

3C NMR spektrum (CDCls, 101 MHz): § 63,37; 124,46; 128,04; 128,67; 128,73; 129,69;
129,75; 129,85; 130,44; 166,63 ppm.

5.5 Chlorace 3-fenyl-4-hydroxykumarinu (1a)

5.5.1 Metoda A: Pouziti SO2ClL:

K michané, vytemperované Zluté suspenzi 3-fenyl-4-hydroxykumarinu (7,1420 g;
30 mmol) v 100 ml dioxanu (99,5 %; p = 1,034 g/em?; t,= 11-12 °C; t, = 100-102 °C), bylo béhem
10 min pti 45°C prikapano 6,2 ml SO>Cl,. Béhem piikapavani SO»Cl, se ptivodni suspenze
rozpustila a vznikly Zluty reakcni roztok byl dale 30 min michén pfi stejné teploté. Poté byl
reakéni roztok ochlazen na lab. teplotu a nalit do 750 ml ledové vody, kde se vyloucilo
znaéné mnozstvi pevné Zluté latky lepivého charakteru. Pevny podil byl na frit¢ odfiltrovan,
vysusen, filtrat byl pfeveden do délicky a extrahovan 10 x 25 ml CHCIz. (10 x 25 ml).
Veskeré organické podily byly spojeny, vysuSeny Na,SOs, piefiltrovany, odpafeny na RVO.
Surové produkty byly chromatograficky pieciStény na silikagelu smési Be/PE (1:1) a

krystalizovany ze smé&si cyklohexan/hexan.

Tento pokus byl poté proveden i s pouzitim Cerstvé predestilovaného SO>Cl, ktery byl
k vychozimu 3-fenyl-4-hydroxykumarinu (0,5 mmol; 119 mg) ptikapan pifimo z destila¢ni
aparatury v mnozstvi asi 1 ml. Reak¢ni roztok byl michan 15 min v inertni atmosféfe argonu.

Obsah banky byl odpafen na RVO a zbytky SO.Cl: byly odstranény opakovanou destilaci
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s chloroformem na RVO. Odparek byl nanesen na kolonu naplnénou silikagelem a
chromatografovan smési EtOAc/PE (5%, 7%, 18% EtOAc v PE). Spojené frakce byly

krystalizovany ze smési cyklohexan/hexan.

5.5.2 Metoda B: Pouziti N-chlorsukcinimidu

Ke smési 3-fenyl-4-hydroxykumarinu (0,5 mmol, 119 mg) a N-chlorsukcinimidu
(76,1 mg; 0,55 mmol; 1,1 ekv.) byly pfility 3 ml suchého rozpoustédla. Ziskana suspenze
byla michéna pod inertni atmosférou Ar pii teplot¢ a po dobu uvedenou v Tabulce 2.
Nésledné byla smés prefiltrovand pres fritu (nerozpustny podil byl identifikovén jako
sukcinimid), filtrat byl odpafen na RVO, rozpustén v malém mnozstvi vrouciho Be a
chromatografovan na kolon¢ naplnéné silikagelem za pouziti mobilni fdze EtOAc/PE (5 a
18 % EtOAc v PE). Odpovidajici frakce byly spojeny a krystalizovany (neplati pro

slouceninu 14) ze smési cyklohexan/hexan.

5.5.3 Metoda C: Pouziti plynného Cl

K michanému, vytemperovanému nazloutlému roztoku 3-fenyl-4-hydroxykumarinu
(119 mg; 0,5 mmol; 1a) a EzN (0,6 mmol, 60 mg; 1,2 ekv.) ve 4,5 ml suchého THF, bylo
pfi -35 °C nebo 0 °C ptfivedeno malé mnoZstvi plynného Clz z ampule. Reakéni roztok byl
dal michan pfti teploté a po dobu uvedenou v Tabulce 2.

Poté bylo chlazeni ukonceno a reak¢ni roztok byl samovolné ohiivan na laboratorni
teplotu. Nasledné byla reakéni smés odpafena na RVO. Odparek byl rozpustén v malém
mnozstvi Be a chromatografovan na sloupci silikagelu mobilni fazi EtOAc/PE (5%, 7%,
18% EtOAc v PE). Odpovidajici frakce byly spojeny a krystalizovany (neplati pro

slou€eninu 14) ze smési cyklohexan/hexan.

5.5.4 Metoda D: Pouziti kyseliny trichloroisokyanurové

Ke smési 3-fenyl-4-hydroxykumarinu (0,5 mmol; 119,7mg) a kyseliny
trichlorisokyanurové (0,25 mmol; 58,1 mg; 0,5 ekv.) byly pfility 3 ml suchého EtOAc nebo
CCl4. Ziskana suspenze byla pod inertni atmosférou Ar refluxovana 30 min. Po ochlazeni na
laboratorni teplotu byl odflitrovdn nerozpustny podil (identifikovan jako kyselina
isokyanurova) a filtrat byl odpafen na RVO dosucha. Odparek byl rozpuStén v malém
mnozstvi Be a chromatografovan na sloupci silikagelu mobilni fazi 5 a 18 % EtOAc v PE.
Odpovidajici frakce byly spojeny a krystalizovany (neplati pro slouceninu 14) ze smési

cyklohexan/hexan.
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2-Chlor-2-fenyl-1-(2-hydroxyfenyl)-2-ethanon (12)

Zluta krystalicka latka, tc = 57-61°C (Cyklohex/Hex), vytézek
dle Tabulky 2. Rr=0,19 (5 % EtOAc v PE); 0,45 (50 % Be

v PE); 0,58 (CHCIy). 5

(e spektrum (tableta KBr): 2992, 1648, 1613, 1579, 1487, 1449, 4
1260, 1197, 1155, 998, 845, 749, 724, 696, 650, 520 cm™".

"H NMR spektrum (CDCl3, 400 MHz): § 6,36 (s, 1H, H-2); 6,86 (ddd, 1H, H-5, J=8,3; 7,2;
1,1 Hz); 7,01 (dd, 1H, H-3, J = 8,5; 1,0 Hz); 7,36-7,43 (m, 3H, H-3B H-4% H-5P);
7,44-7,53 (m, 3H, H-4*, H-28 H-6%), 7.75 (dd, 1H, H-6* J = 8,3; 1,6 Hz), 11,84 (s, 1H,
—OH) ppm.

BC NMR spektrum (CDCl;, 101 MHz): § 61,11 (C-2); 117,13 (C-1%); 119,21
(C-3%); 119,33 (C-5%); 128,52 (C-2B a C-68); 129,33 (C-3B a C-5B); 129,54 (C-4B); 130,15
(C-6™); 135,72 (C-5B); 137,35 (C-4"); 163,71 (C-2*); 197,06 (C-1) ppm.

GC-EL-MS (tr = 13,2267 min): 65(19), 93(11), 121(100), 181(10), 210(6),
246(C5CHM?, 0,66), 248(C7CHM™, 0,22) m/z(%).

2,2-Dichlor-2-fenyl-1-(2-hydroxyfenyl)ethanon (14)

Zluty olej, vytézek viz Tabulka 2, R;= 0,36 (5 % EtOAc v PE);
0,45 (50 % Be v PE); 0,58 (CHCI5).

"H NMR spektrum (CDCls, 400 MHz): § 6,60 (ddd, 1H, H-5%,
J =84; 7,2; 1,2 Hz); 7,02 (dd, 1H, H-34, J = 8,5;1,1 Hz);
7,36-7,47 (m, 5H, H-4", H-6*,H-3B, H-4B, H-5P); 7,60-7,66 (m, 2H, H-28, H-6%); 11,56 (s,
1H, —-OH) ppm.

BC NMR spektrum (CDCl;, 101 MHz): & 89,74 (C-2); 114,01 (C-1%); 118,37
(C-5%); 119,28 (C-3%); 125,93 (C-2B a C-6P); 129,20 (C-3B a C-55); 130,11 (C-45); 132,84
(C-6™); 137,05 (C-4"); 140,14 (C-1B); 164,71 (C-2%); 191,77 (C-1) ppm.

GC-EI-MS (tr = 13,583 min): 63(10), 65(17), 76(11), 77(10), 89(10), 93(11), 121(100),
181(20), 210(13), 280((**CLL)M™, 0,32), 282(C°CI+*’"CH)M™, 0,20), 284((*’CL,)M*, 0,03)
m/z(%).
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2-Fenyl-1-(2-hydroxyfenyl)ethan-1,2-dion (15)

Zluta krystalicka latka, t. = 65-75°C (Cyklohex/Hex), vytézek
viz Tabulka 2, Ry= 0,35 (18 % EtOAc v PE); 0,67 (CHCl3).

IC spektrum (tableta KBr): 1675, 1624,1593, 1572, 1483, 1451,

1322, 1262,1199, 1155,1030,997, 889, 782, 762,722, 689, 647,
526,473 cm™.

"H NMR spektrum (CDCls;, 400 MHz): § 6,89 (ddd, 1H, H-5%, J = 8,2; 7,2; 1,1 Hz);
7,08-7,10 (m, 1H, H-3%); 7,45-7,50 (m, 1H, H-6*); 7,50—7,60 (m, 3H, H-4* H-3B, H-5B);
7,66-7,71 (m, 1H, H-4); 7,97-8,00 (m, 2H, H-2B, H-58); 11,38 (s, 1H, —OH) ppm.

BC NMR spektrum (CDCls, 101 MHz): & 117,05 (C-1%); 118,88 (C-3%); 119,87
(C-5%); 129,30 (C-3B a C-5B); 130,19 (C-2B a C-6B); 132,58 (C-6*); 132,92 (C-1B); 135,32
(C-4%); 138,23 (C-4*); 163,59 (C-2%); 192,14 (C-2); 199,46 (C-1) ppm.

GC-EI-MS (tr = 12,938 min): 51(18), 65(24), 77(39), 93(13), 105(44), 121(100), 226(M", 5)
m/z(%).

Sukcinimid H
N
Bezbarva krystalickd latka, t; = 116-123°C (CCls), Ry= 0,00 (18 % EtOAc OVO
1
v PE). 2

IC spektrum (tableta KBr): 3160, 3080, 2956, 2795, 2546, 1773, 1695, 1374, 1294, 1193,
1003, 935, 850, 822, 641, 556, 426 cm’".

"H NMR spektrum (CDCls, 400 MHz): § 2,75 (s, 4H, H-2); 8,79 (s, 1H, -NH-) ppm.

3C NMR spektrum (CDCls, 101 MHz): & 27,70 (C-2); 177,98 (C-1) ppm.

Kyselina isokyanurova
OH

Nazloutla krystalicka litka, t = 338-245°C (CCly). PY

N™ >N
e o /m )\
IC spektrum (tableta KBr), cm™: 3027, 1777, 1752, 1723, 1653, 1474, 1389, HO N/ OH
773, 555, 537.
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5.6 Bromace 3-fenyl-4-hydroxykumarinu (1a)

5.6.1 Metoda A: Pouziti N-bromsukcinimidu

Ke smési 3-fenyl-4-hydroxykumarinu (118,4 mg; 0,5 mmol) a N-bromsukcinimidu
(178,8 mg; 1 mmol) byly pfility 2 ml CHCIs. Ziskany bezbarvy roztok byl refluxovan
45 min a po celou dobu bylo na reakéni smés sviceno wolframovou zarovkou s piikonem
60 W. Nasledn¢ byl reakéni roztok odpafen na RVO a ziskany viskosni, Zzluty,
prokrystalizovany olej byl rozpoustén ve vroucim Be. Jelikoz byla rozpusténa pouze Cast
odparku, byla suspenze pfefiltrovana ptes fritu (pevny podil byl identifikovan jako
sukcinimid), filtrat byl na RVO zahus$tén a nanesen na kolonu pfipravenou ve smési 5 %
EtOAc v PE a touto smési chramotografovan. Ziskané spojené frakce vSak nebyly dostate¢né
Cisté, a proto byly opétovné naneseny na kolonu a chromatografovany smési 1 % EtOAc

v PE anasledné 2 % a 3 % EtOAc v PE.

5.6.2 Metoda B: PouZziti 1,3-dibrom-5,5-dimethylhydantoinu

Ke smési kumarinu (119,7 mg; 0,5 mmol) a 1,3-dibrom-5,5-dimethylhydantoinu
(71,5 mg; 0,25 mmol; 0,5 ekv.) byly ptfikapany 3 ml suchého CCls. Ziskana svétle zluta
suspenze byla pod inertni atmosférou Ar michana 6 h pii laboratorni teploté. Protoze
dle TLC byla v reakéni smési v malém mnoZstvi stale ptitomna vychozi latka, bylo ptfidano
dal$i bromacni ¢inidlo dibromhydantoin (0,1 mmol; 38 mg; 0,5 ekv). Po 30 min po pfidavku
byla vychozi latka zreagovana. Reak¢ni suspenze byla odpafena na RVO, odparek byl
rozpustén v 4 ml CHCIl3; a chromatografovan na sloupci silikagelu mobilni fazi 5, 18 a 35 %

EtOAc v PE.

2-Brom-2-fenyl-1-(2-hydroxyfenyl)ethanon (16)

Zluty tuhy olej, vytézek viz Tabulka 3. Ry= 0,45 (18 % EtOAc
v PE).

'"H NMR spektrum (CDCl;, 400 MHz): § 6,43 (s, 1H, H-2);
6,85-6,92 (m, 1H, H-5,J=8,3; 7,2; 1,1 Hz); 7,02 (dd, 1H, H-3,
J=138,5; 1,0 Hz); 7,35-7,43 (m, 3H, H-38 H-48, H-5); 7,46-7,58 (m, 3H, H-4*, H-2B H-65),
7.79 (dd, 1H, H-6%, J=8,2; 1,6 Hz), 11,86 (s, 1H, —~OH) ppm.
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13 NMR spektrum (CDCls, 101 MHz): & 49,82 (C-2); 116,90 (C-14); 119,24
(C-3%); 119,35 (C-5%); 129,21 (C-3B a C-5B); 129,26 (C-2B a C-6B); 129,50 (C-4B); 130,15
(C-6); 135,60 (C-1B); 137,39 (C-4%); 163,81 (C-2%); 196,78 (C-1) ppm.

GC-EI-MS (tr = 13,718 min): 65(24), 91(7), 93(11), 121(100), 122(8), 181(5) m/z(%).

2,2-Dibrom-2-fenyl-1-(2-hydoxyfenyl)ethanon (17)

Zluty olej, vytézek viz Tabulka 3, R;= 0,33 (5 % EtOAc v PE);
0,50 (18 % EtOAc v PE).

'H NMR spektrum (CDCls, 400 MHz): § 6,53 (ddd, 1H, H-54,
J=8,4;7,1; 1,2 Hz); 7,02 (dd, 1H, H-3*, J = 8.5; 1,0 Hz); 7,24
(dd, 1H H-6*, J = 8,4; 1,5 Hz), 7,31-7,42 (m, 4H, H-4%, H-38, H-48, H-5B); 7,61-7,65 (m,
2H, H-28, H-6%); 11,67 (s, 1H, —OH) ppm.

13 NMR spektrum (CDCL, 101 MHz): & 89,74 (C-2); 114,01 (C-1%); 118,37
(C-5%); 119,28 (C-34); 125,93 (C-2B a C-6B); 129,20 (C-3B a C-5B); 130,11 (C-4P); 132,84
(C-6%); 137,05 (C-4%); 140,14 (C-1B); 164,71 (C-2%); 191,77 (C-1) ppm.

GC-EI-MS (tr = 14,705 min): 50(11), 51(12), 63(15), 65(16), 76(22), 77(20), 89(15), 90 (6),
93(8), 105(20), 121 (100), 152(14), 181(39), 210(28) m/z(%).

5.7 Reakce 2-chlor-2-fenyl-1-(2-hydroxyfenyl)ethanonu (12) s bazemi

5.7.1 Metoda A: K2CO3

Ke smési 2-chlor-2-fenyl-1-(2-hydroxyfenyl)ethanonu (0,5 mmol;123,3 mg) a K>COs3
(1 mmol; 138,3 mg; 2 ekv.) bylo pfilito 5 ml DMF. Ziskand zlutd suspenze byla za lab.
teploty michana 2 h a poté nalita do 30 ml vody. Vznikly tmavé Zluty roztok byl pifeveden
do délicky, kde byl extrahovan CHCl3 (4 x 15 ml). Organické vrstvy byly spojeny, vysuseny
NaxSOs, ptefiltrovany, odpafeny na RVO a ziskany tuhy, zZlutohnédy olej byl rozpustén v Be,

nanesen na kolonu pfipravenou v Be a Be také chromatografovan.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 62

5.7.2 Metoda B: TMG

K bezbarvému roztoku 2-chlor-2-fenyl-1-(2-hydroxyfenyl)ethanonu (0,5 mmol; 123 mg)
ve 3 ml EtOH byl za lab. teploty piikapan roztok TMG (0,6 mmol; 69,1 mg; 1,2 ekv.)
ve 2 ml EtOH. Roztok byl déle pfi lab. teplot¢ michan 45 min, nasledn¢ odpafen na RVO
a ziskany viskosni zluty olej byl rozpustén v Be, nanesen na kolonu pfipravenou v Be a Be

také chromatografovan.

5.7.3 Metoda C: Triton B

K bezbarvému roztoku 2-chlor-2-fenyl-1-(2-hydroxyfenyl)ethanonu (0,5 mmol; 123 mg)
ve 3 ml EtOH byl za lab. teploty pfikapan roztok Tritonu B (0,723 mmol; 302,4 mg;
1,45 ekv.) ve 2 ml EtOH. Roztok byl dale pii lab. teploté¢ michan 45 min, nasledné odpaten
na RVO a ziskany viskosni, tm. Zluty olej byl rozpustén v Be, nanesen na kolonu

pfipravenou ve smeési 18 % EtOAc v PE a touto smési chromatografovan.

5.7.4 Metoda D: NaH

Ke smési 2-chlor-2-fenyl-1-(2-hydroxyfenyl)ethanonu (0,5 mmol; 124,1 mg) a NaH
(0,75 mmol; 34 mg; 1,5 ekv.; 60%) bylo pfikapano 3 ml suchého DMF. Ziskand kanéarkoveé
7luta suspenze byla michana pod inertni atmosférou Ar 2 h pii lab. teploté. Zluta reakéni
suspenze byla nalita do 50 ml ledové vody, vodny roztok byl pfeveden do dé€licky, kde byl
extrahovan 7 x 20 ml DCM a 7 x 20 ml CHCls. VeSkeré organické podily byly spojeny,
vysuSeny Na,SOq, prefiltrovany, odpafeny do sucha a ziskany Zlutohnédy olej byl rozpustén

v Be a nanesen na kolonu pfipravenou v Be a Be také chromatografovan.

5.7.5 Metoda E: MeO Na®*

Ke smési 2-chlor-2-fenyl-1-(2-hydroxyfenyl)ethanonu (0,5 mmol; 125 mg) a methoxidu
sodného (0,75 mmol; 40,5 mg; 1,5 ekv.) bylo ptikapano 3 ml suchého THF. Vznikla svétle
zlutd suspenze byla michéna 4 dny pfi laboratorni teploté. Poté byla reakéni suspenze nalita
na 20 ml vody a extrahovana CHCI;s (5 x 10 ml). Veskeré organické podily byly spojeny,
vysuSeny NaxSOs, ptefiltrovany, odpateny do sucha. Odparek byl rozpustén ve 2 ml Be

a nanesen na kolonu pfipravenou v Be, chromatografovano ¢istym Be.
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5.8 Reakce 2-chlor-2-fenyl-1-(2-hydroxyfenyl)ethanonu (12) s octany

Ke smési 2-chlor-2-fenyl-1-(2-hydroxyfenyl)ethanonu (0,5 mmol; 125,8 mg), a octanu
sodného ¢i amonného (0,75 mmol; 1,5 ekv.) bylo pifikapano 3 ml suchého rozpoustédla.
Vznikla suspenze byla refluxovéna pod inertni atmosférou Ar 2 h v olejové lazni ¢i michana
pfi laboratorni teploté po dobu uvedenou v Tabulce 5. Poté byla reakéni suspenze odpafena
na RVO. K nazloutlému odparku s bilou pevnou latkou bylo pfidano 20 ml H>O, vodny
roztok byl pfeveden do délicky, kde byl extrahovan CHCI3 (6 x 10 ml). Veskeré organické
podily byly spojeny, vysuseny Na>SOs, prefiltrovany a odpafeny do sucha. Odparek byl

rozpustén v malém mnozstvi Be a chromatografovan na sloupci silikagelu ¢istym Be.

2,2'-Difenyl-[2,2'-bibenzofuran]-3,3'(2H,2'H)-dion (19)

Bezbarva pevnd amorfni latka, vytézek viz Tabulka 2,

Ry= 0,48 (Be); 0,49 (18 % EtOAc v PE); 0,65 (CHCL).

"H NMR spektrum (CDCl3, 400 MHz): § 6,98-7,08 (m,
4H, H-5,H-5", H-7, H-7"), 7,21-7,26 (m, 4H, H-38 a H-58,
H-38"aH-58"),7,29-7,34 (m, 2H, H-48 H-48"), 7,48-7,51
(m, 4H, H-2® a H-6®, H-28" a H-6%"), 7,26 (ddd, 2H, H-4,
H-4',J=17;1,4; 0,6 Hz),

BC NMR spektrum (CDCls, 101 MHz): § 90,11 (C-2,
C-2); 112,96 (C-7, C-7"); 121,41 (C-3a, C-3a"); 122,34 (C-5, C-57); 124,90 (C-4, C-4"),
127,28 (C-3B a C-58, C-3B" a C-58"); 128,12 (C-2® a C-6B, C-2B" a C-6""); 129,03 (C-48,
C-4%"); 131,21 (C-18, C-1B"); 138,02 (C-6, C-6"); 171,25 (C-7a, C-7a"); 196,62 (C-3, C-3")
ppm.
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ZAVER

Jak jiz bylo zminéno v textu, cilem této diplomové prace bylo pokusit se pfipravit
4-hydroxykumariny. Tyto slouceniny jsou strukturn¢ podobné chinolin-2-ontim, latkam,
které jsou zkoumany jiz né¢kolik desitek let akademiky z védecké skupiny doc. Kafky a prof.
Kléska, pouze je v jejich skeletu pomysiné nahrazen atom dusiku kyslikem. Proto jsme
puvodné predpokladali, ze jejich chovani a reaktivita bude v lecCem podobnd. AvSak
amidova a esterova vazba je natolik rozdilnd, ze prakticky jedinym pokusem, jehoz vysledek
byl stejny u kyslikatych i dusikatych heterocyklt, byla ptiprava 3-fenyl-4-hydroxykumarinu.
Ta necinila témét zadné obtize. Kdezto zisku 4-hydroxykumarinu substituovaného v poloze

3 methylovym zbytkem nebylo mozné dosahnout.

Nésledujicim provedenym krokem byla halogenace 3-fenyl-4-hydroxykumarinu.
Celkem byly pouzity 4 chloracni a 2 bromacni ¢inidla. Cilova sloucenina, 3-fenyl-3-
halogenchroman-2,4-dion se ale nepovedlo pfipravit, v jakychkoli vyzkousenych
podminkach doSlo krozpadu kumarinového cyklu a vznikaly chlor a bromderivaty
ethanonu. Protoze tyto latky téméf nejsou popsany v odborné literatufe, chtéli jsme
v poslednim zbyvajicim Case ptfed odevzdanim prace prozkoumat chovani jedné z nich,
konkrétné 2-chlor-2-fenyl-1-(2-hydroxyfenyl)ethanonu, v bazickém prostfedi. NaSe
predstava byla takova, Ze dojde k dehydrohalogenacni cyklizaci na fenylem substituovany
benzofuranon. Uginkem béaze viak dochéazelo predevsim k tvorbé derivatli ethan-1,2-dionu.
Pouze pii pouziti octand, slabych bazi které se obvykle pouzivaji jako pufry, doslo ke vzniku

dimeru fe¢eného benzofuranonu.

Kdybychom nebyli limitovani Casem, urcit¢ bychom jest¢ vyzkouSeli syntézu
4-hydroxy-3-methylkumarin pomoci tzv. ,Magic malonati®, jejichZ esterova skupina
odstupuje velmi snadno v podobé& trichlorfenolu, pfipadné dichloridu kyseliny

2-methylmalonové, jak je zminéno v diskusni Casti.

Myslim si, Ze pfipravit halogenovany chromen-2,4-dion je nemoZzné. Snad jako
posledni moznost se jevi provést halogenaci ve vice krocich, jako prvni z nich zavést na
kyslik hydroxylu chrénici skupinu a az nasledné¢ plisobit na slouc¢eninu halogena¢nim

¢inidlem.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

Be benzen

Cyklohex cyklohexan

DBH 1,3-dibrom-5,5-dimethylhydantoin

DCM dichlormethan

DMF dimethylformamid

DMSO dimethylsulfoxid

DPPH 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl

ekv. ekvivalent

Et ethyl

EtOAc ethylacetat

ESI-MS hmotnostni spektrometrie s elektrosprejovou ionizaci
GC-MS Plynova chromatografie s hmotnostni spektrometrii
Hex hexan

MH Mantle Heating, topné hnizdo

Me methyl

MM Mechanical Milling, mechanické mleti
MW mikrovinné zafeni

NAPA 3-aminopropylamid sodny

NBSI N-bromsukcinimid

NCSI N-chlorsukcinimid

NIR Near-infrared, blizké infraCervené zateni
NMR Nuklearni magneticka rezonance

kat. katalyzator

kol. kolektiv

PE petrolether
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Ph

PPA

RCS

RNS

ROS

rozp.

RSS

RVO

TABRS

terc.

TCCA

TEA

THF

TLC

™G

tr

t

uUsS

fenyl

kyselina polyfosfore¢na

Reactive Carbonyl Species, reaktivni formy uhliku
Reactive Nitrogen Species, reaktivni formy dusiku
Reactive Oxygen Species, reaktivni formy kysliku
rozpoustédlo

Reactive Sulfur Species, reaktivni formy dusiku
rotacni vakuova odparka

Thiobarbituric Acid Reactive Substances, latky reagujici s kyselinou

thiobarbiturovou

terciarni

trichlorisokyanurova kyselina
triethylamin

tetrahydrofuran
chromatografie na tenké vrstvé
1,1,3,3-tetramehylguanidin
reten¢ni Cas

teplota tani

Ultrasound, ultrazvuk
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