UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE
FARMACEUTICKA FAKULTA V HRADCI KRALOVE
KATEDRA ANORGANICKE A ORGANICKE CHEMIE

SYNTEZA DERIVATU XANTHONU METODAMI
VYUZiVAJiCiMI MIKROVLNY

DIPLOMOVA PRACE

HRADEC KRALOVE, 2008 Petr Vrbata



CHARLES UNIVERSITY IN PRAGUE
FACULTY OF PHARMACY IN HRADEC KRALOVE
DEPARTMENT OF INORGANIC AND ORGANIC CHEMISTRY

UNIVERSIDADE DO PORTO
FACULDADE DE FARMACIA
DEPARTMENTO DE QUIMICA ORGANICA

PORTO
FACULDADE DE FARMACIA
UNIVERSIDADE DO PORTO

SYNTHESIS OF XANTHONE DERIVATIVES BY MICROWAVE-
ASSISTED METHODS

DIPLOMA THESIS

HRADEC KRALOVE, 2008 Petr Vrbata






Prohlasuji, ze tato prace je mym plvodnim autorskym dilem, které jsem
vypracoval samostatné. Veskera literatura a dalsi zdroje, z nichz jsem pfi
zpracovani Cerpal, jsou uvedeny v seznamu pouzité literatury a v praci radné

citovany.



Za vsSestrannou a obétavou pomoc, cenné rady a pfipominky pfi
vypracovani diplomové prace dékuji prof. M. M. M. Pinto, R. A. P. Castanheiro,
A. M. S. Cravo a doc. PharmDr. Milosi Machackovi, CSc.



Abstrakt

Syntéza derivati xanthonu metodami vyuzivajicimi mikroviny

Petr Vrbata

Tato diplomova prace se zabyva pfipravou derivatl xanthonu jako
inhibitord rastu lidskych rakovinnych bunéénych linii.

Byla optimalizovana nova metodika syntézy dihydropyranoxanthont 1 a 2
zalozena na vyuziti heterogenni katalyzy v kombinaci s mikrovinnym
zahfivanim. Tim bylo dosazeno podstatného zkraceni reakéniho €asu a zvySeni
vytéZzkl téchto slou€enin. Dale byla zlepSena metodika syntézy derivatd
xanthonu podle Grovera, Shaha a Shaha (J. Chem. Soc. 1955, 3982) vyuZzitim
mikrovinného zahfivani. Timto postupem byl pfipraven novy derivat 5,8,10-
trihydroxy-7H-benzo[c]xanthen-7-on (3), jehoZ struktura byla potvrzena IC, *H
NMR a *C NMR spektry.
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Abstract

Synthesis of Xanthone Derivatives by Microwave-assisted

Methods

Petr Vrbata

This diploma thesis deals with preparation of xanthone derivatives as
inhibitors of growth of human cancer cell lines.

A new methodology for synthesis of dihydropyranoxanthones 1 and 2,
based on the usage of heterogeneous catalysis combined with microwave
irradiation, was optimized. This allowed decreasing significantly the reaction
time and improving yields.

Along with this the Grover, Shah and Shah method (J. Chem. Soc. 1955,
3982) for synthesis of xanthone derivatives was improved due to usage of
microwave heating. Using this method a new xanthone derivate 5,8,10-
trihnydroxy-7H-benzo[c]xanthen-7-on (3) was prepared. Its structure was verified
by IR, *H NMR and **C NMR spectra.
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Seznam pouzitych zkratek:

TLC .. tenkovrstva chromatografie
MAOS........... organicka syntéza vyuzivajici mikroviny
GSS............. reakce podle Grovera, Shaha a Shaha
1Y P molekulova hmotnost [g/mol]
CHCls........... chloroform

CHxCls......... dichlormethan

HeX....ooooee.... hexan

EtOAc.......... ethyl/acetat

HCl.....oee.... kyselina chlorovodikova

DMSO......... dimethylsulfoxid
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Uvod
1. UvoD

Xanthonovy skelet tvofi zakladni strukturu dilezité skupiny kyslikatych
heterocyklu. [1]

Na zakladé biosyntetické umluvy se xanthonové (neboli 9H-xanthen-9-
onové) jadro Cisluje tak, Ze uhliky 1-4 pfisluSeji kruhu A odvozenému od
acetatu a uhliky 5-8 kruhu B odvozenému od Sikimatu. Ostatni uhliky jsou

oznaceny jako 4a, 8a, 9, 9a a 10a. [2]

O
88a 9a 1

6 10aO 4a 3
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Xanthon

Z pfirody zname téméF tisic zastupcl xanthonovych derivata, které
obsahuji ve své molekule rizné typy substituentl v riznych polohach, coz vede
k Siroké Skale jejich farmakologickych vlastnosti. Pfirodni xanthony muzeme
podle druhu substituentl rozdélit na:

e xanthony substituované jednoduchou skupinou obsahuijici kyslik
e glykosylované xanthony

e prenylované xanthony a jejich derivaty

e xanthonové dimery

e xantholignoidy

e ostatni [3, 4]

Jejich strukturalni rozmanitost je vSak predeterminovana geneticky
podminénymi biosyntetickymi drahami vedoucimi k jejich vzniku a tim i ¢asto
limitovana. [2]

Naopak xanthony syntetického plvodu mohou byt modifikovany v mnoha
smérech a obsahovat ve svém skeletu nejen jednoduché substituenty jako

Vigwviv s

jako  epoxid, azol, methyliden-butyrolakton, aminoalkohol, sulfamoyl,
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methylthiokarboxylovou skupinu nebo dihydropyridin. [5] Volbou vhodnych
modifikaci Ize jiz snadnéji dosahnout racionalni souvislosti mezi chemickou
strukturou a bilogickym u€inkem.

Jak plyne zvySe uvedeného, je biologicka aktivita této skupiny latek
spojena s jejich tricyklickym skeletem, avSak specifické ucinky jednotlivych
sloucenin zaviseji na druhu a poloze téchto substituentu. [5]

Diky zajimavym farmakologickym vlastnostem prokazanym v obou
skupinach, pfirodnich i syntetickych derivatu, je zajem fady védeckych skupin,
v€etné skupiny prof. M. M. M. Pinto, ve ktéré vznikla tato prace, zaméren na

tuto skupinu sloucenin.
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2. OBECNA CAST
2.1 Xanthony

Farmakologicky vyzkum xanthonl se datuje od roku 1986, kdy
Bhattacharya et al. popsali diuretické a kardiotonické aktivity pfFirodniho
glykosidu mangiferinu. [6] Pozdéji Da Re et al. popsali centralné stimulujici a
analeptické ucinky syntetickych aminoalkylxanthonovych derivatl. [7, 8]

DalSim testovanim aktivity mangiferinu byl zjistén silny stimulacni u€inek
na centralni nervovy systém také u této latky. [9] Testy in vitro pak ukazaly, Ze
tento efekt byl zplsoben inhibici monoaminooxidazy (MAO). [10]
V pokraCujicich  studiich s aminoalkylxanthony byly  popsany nové
aminopropoxyderivaty jako B-adrenergni blokatory. [11, 12] Ve stejném roce
byla u xanthonovych derivatd odvozenych izosterni zaménou od akridinového
alkaloidu acronycinu zkoumana in vitro protinadorova aktivita [13] a u xanthon-
2-karboxylovych kyselin byla prokazana schopnost potlatovat alergickou reakci.
[14] Na konci sedmdesatych let pfesahoval pocCet publikovanych
farmakologickych studii 20 praci a mizeme fici, ze tak byly polozeny zaklady

k poznani biologické aktivity xanthonovych derivatu. [5]

Mangiferin

Vztahy mezi chemickou strukturou a biologickou aktivitou byly do této doby
popsany pro nasledujici biologické aktivity: tuberkulostatickou, antimykotickou,
antimalarickou, protidestiCkovou, antitrombogenni, protizanétlivou,
antialergickou, protinadorovou, antimutagenni a antioxidacni. V této skupiné
byly také nalezeny latky puUsobici jako adrenergni blokatory, antagonisté
kalciovych kanalu, modulatory P-glykoproteinu, blokatory leukotrienovych B4

receptor. Derivaty xanthonu pusobi i na fadu enzym(O jako jsou
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acetylcholinesteraza, aldosa-reduktaza, aromataza, cyklicka  AMP-

fosfodiesteraza, 20-lyaza, MAO, a-glukosidaza, protein kinazy a dalsi. [5]

O OH
o) OH
R1
R=H, R1=H
R=H, R1=OH
R=OH, R1=H

Velmi u€inné blokatory a-glukosidazy [26]

V soucasné dobé se na tuto skupinu slou¢enin zaméfuje fada vyzkumnych
skupin a kazdym rokem jsou publikovany dalSi ¢lanky popisujici aktivity nové
ziskanych, vétsinou syntetickych, xanthonovych sloucenin. Pro nékteré
xanthonové derivaty je jiz dostateCné zdokumentovano jejich pusobeni na
lidska onemocnéni. NejvyraznéjSim pfikladem je dimethylxanthenon-4-octova
kyselina, ktera je nyni ve stadiu klinického testovani jako protinadorové ucinna
latka. DalSimi pfiklady mohou byt vodné extrakty rostlin Mangifera indica a
Garcinia mangostana. Jsou to komeréné dostupné antioxidanty, ve kterych byly

objeveny xanthony jako obsahové latky. [5]

@

LI

COOH

Dimethylxanthenon-4-octova kyselina

Vyzkumna skupina prof. M. M. M. Pinto se pfevazné zabyva xanthonovymi
derivaty, které plsobi jako inhibitory ristu lidskych nadorové pozménénych

bunéCnych linii. Byla nasyntetizovana fada hydroxy- a methoxyderivatl
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xanthonu, u kterych byla testovana tato aktivita. Z 27 testovanych xanthonu
byla nejvysSi inhibi¢ni aktivita proti 3 testovanym bunécnym liniim prokazana u
1,3-dihydroxy-2-methylxanthonu. Konkrétné se jednalo o MCF-7 (karcinom
prsu), TK-10 (karcinom ledvin) a UACC-62 (melanom). [16]

V Ffadé xanthonovych derivatl izolovanych z rostlin pouzivanych v lidovém
léCitelstvi byly identifikovany navazané prenylové skupiny, pfipadné jejich
cyklizaci vytvofeny dalSi kruh pfikondenzovany k zakladnimu xanthonovému
skeletu. Tyto xanthonové derivaty v biologickych testech vykazovaly zvySenou
inhibi¢ni aktivitu na proliferaci nékterych typt bunék karcinomu. Podle pfirodni
predlohy byla syntetizovana a otestovana na tuto aktivitu Fada derivatl
obsahujicich tyto skupiny. U nékterych z nich se skute¢né prokazala zvySena

inhibi¢éni aktivita proti rastu lidskych rakovinnych bunék. [16]
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2.2.1 Mikroviny v organické syntéze

Mikrovinné zahfivani pfitahuje v posledni dobé zvySenou pozornost
organickych chemikl. Mezi hlavni duvody tohoto zajmu patfi pfedevsim fakt, Zze
pfimym mikrovinnym zahfivanim lze zkratit reakéni €as z hodin na pouhé
minuty, Ze je mozné snizit poCet vedlejSich reakci, jakoz i zvySit vytézky téchto
pokusu. [17]

Prukopnické experimenty v oblasti organické syntézy vyuzivajici mikrovin
se datuji do osmdesatych let dvacatého stoleti. Byly provadény v béznych
domacich nebo jen CasteCné upravenych mikrovinnych troubach. Od této doby
se vybaveni vylepSovalo soub&zné s rostoucim zajmem a védomostmi v této
oblasti chemické syntézy. Soucasnym trendem je vyuzivat vybaveni specialné
urené pro chemické syntézy. Moderni mikrovinné reaktory vyuzivané pro
syntézu maji zabudovana magneticka michadla, pfimou kontrolu teploty reakéni
smeési pomoci optickych vlaken nebo infraervenych senzorl a software
umoznujici okamzitou regulaci mikrovinného pfikonu na zakladé udaju o teploté
a tlaku. [17]

Mikrovinna oblast elektromagnetického spektra odpovida vinovym délkam
od 1 cm do 1 m (30 GHz az 300MHz), ale podle mezinarodni dohody je mozné
pracovat pouze ve frekvencich 2,45 GHz (12,24 cm) a 900 MHz (33,3 cm).
Mikrovinné pfistroje pro domacnost a primyslové uplatnéni vétSinou pracuji s
frekvenci 2,45 GHz (12,24 cm) a drtiva vétSina literatury zabyvaijici se aplikaci
mikrovinného dielektrického zahfivani v chemické syntéze je taktéz zaloZzena na
experimentech provadénych pfi této frekvenci. [18]

Energie fotonu mikrovinného zareni pfi této frekvenci je pfili§ nizka na to,
aby poruSila chemické vazby. Pfima absorpce elektromagnetické energie
mikrovin latkou proto ani nemuze indukovat chemické reakce. [17, 18].

Vyuziti mikrovin v chemii je zaloZzeno na u¢inném ohfevu materialu pomoci
efektld mikroviného dielektrického zahfivani. Tento jev je zavisly na schopnosti
konkrétniho materialu (rozpoustédla nebo reaktantu) absorbovat mikrovinou
energii a pfeménit ji na teplo. Elektricka slozka elektromagnetického pole
zpusobuje zahfivani dvéma hlavnimi mechanismy: dipolarni polarizaci a

iontovou kondukci [17].
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Organicka syntéza je klasicky uskute¢riovana diky vedeni tepla z externiho
tepelného zdroje (napf. olejové lazné). To je v8ak v porovnani s mikrovinami
pomaly a neefektivni zplsob pfenosu energie do systému, nebot je znacné
zavisly na tepelné vodivosti materialt, které musi byt pfekonany pfi pfenosu
tepla do reakéni smési. Vysledna teplota reakéni nadoby je pak mnohem vyssi,
nez je teplota reakéni smési. Oproti tomu mikrovinné zafreni poskytuje uc€inné
vnitini  zahfivani reakéni smeési pfimym pohlcovanim mikrovinné energie

molekulami rozpous$tédla, reaktantl nebo katalyzatora.

Temperatun

Conventionad heating

o

Timae

Obrazek €. 1. Srovnani mezi klasickym a mikrovinnym zahfivanim

Reakce mohou byt provadény za mikrovinného zahfivani bez pfitomnosti
rozpoustédel (tzv. ,solvent-free“ podminky), kde jsou reaktanty naadsorbovany
na anorganicky podklad. Ten muze byt pro mikroviny vice ¢ méné propustny
(jil, silikagel) nebo silné absorbujici (grafit). DalSi moznosti je provedeni reakce
v pfitomnosti klasickych organickych rozpoustédel, bud za normalniho tlaku (v
oteviené nadobé), nebo snizeného tlaku (v uzaviené nadobé&). AvSak v tomto
pfipadé je bod varu rozpoustédla faktorem limitujicim teplotu, které muze byt
dosazeno. Ztohoto divodu je technologie vyuzivajici zahfivani pomoci
mikrovin v uzaviené nadobé za snizeného tlaku metodou volby pro chemickou

syntézu pouzivajici mikrovinné zahfivani. [17,19]
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2.2.2 Jily

Jily jsou pevné kyselé katalyzatory, které mohou fungovat jako
Bronstedovy i Lewisovy kyseliny v jejich pfirozené a iontové vyménné formé.
Modifikované jily mohou slouzit jako velmi specifické katalyzatory pro Sirokou
Skalu organickych pfemén. [20]

Jily jsou skupinou zemin s prumérnou velikosti ¢astic mensi nez 2 mm.
Povrch jednoho gramu téchto ¢&astic dosahuje velikosti zhruba 2,3 m? .
Strukturalné se jedna o krystalické hydratované hlinitokfemicitany obsahuijici
fadu rdznych kationtd. Jeden z nejvyznamnéjSich nejen v organické syntéze je
montmorillonit, ktery je sou€asti bentonitu a Fullerovych zemin. [20]

Dulezita a uzite€na vlastnost montmorillonitu prameni z vysokého stupné
efektivni kationtové M+ vymény.

Organické reakce, které jsou kysele katalyzovany mohou byt velmi
efektivné provedeny také sjily jako katalyzatory. Ty mohou fungovat jako
Bronstedovy nebo Lewisovy kyseliny nebo oboji. Lewisova kyselost prameni z
AP a Fe* iontll na hranach krystall a muzZe byt jesté navySena vyménou
kationtl Na* a Ca** z mezivrstev jilu za ionty AI** promyvanim jilu roztokem
chloridu hlinitého. [20]

Kyselost jili podle Bronsteda vznika hlavné diky disociaci vmezefenych
molekul vody navazanych na kationty. VySSi acidity lze dosahnout vymeénou
vysoce polarizovanych iontt jako jsou Cr** za ionty Na*, Ca** a dal$i pfitomné
v pfirozenych jilech a obsah vody je v nich nizky. Celkova kyselost mize byt
jesté navySena vyménou iontd promyvanim jilu zfedénou kyselinou, nebo
odstran&nim NH;" iontll jako amoniaku zahfivanim upraveného jilu. Vedle
celkové acidity, je katalyticka aktivita jild zavisla také na velikosti povrchu a
objemu po6rd. Z vySe uvedeného jasné vyplyva, zZe silné korozivni kyselé
medium muize byt zcela nahrazeno, pokud pouzijeme jil misto mineralni
kyseliny k dosazZeni stejného cile. [20]

Siroka $kala organickych reakci katalyzovanych Brénstedovymi kyselinami
(HCI, HNOg3, H,S0O,4, atd.) nebo Lewisovymi kyselinami (napf. AICls;, FeCls) byla

provedena na jilech, zejména montmorillonitu, slepSi ucinnosti: za méné
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drastickych podminek, s vy3Si selektivitou, vySSi vytéznosti reakce a kratSi
reak¢ni dobou. [20, 21]

Okruh reakci, které byly uspésSné provedeny s jily jako katalyzatory
zahrnuje adice, eliminace, adice-eliminace, substituce, pfesmyky, Dielsovy-

Alderovy reakce, oxida¢né-redukéni reakce a mnoho dalSich. [20, 21]
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3. CiL PRACE

Cilem této diplomové prace bylo:

Optimalizovat metody syntézy vybranych xanthonovych derivatl s pouzitim
mikrovinného ozareni a heterogenni katalyzy.

Syntetizovat nové xanthonové derivaty pomoci klasickych metod syntézy

téchto derivatd provedenych v mikrovinném reaktoru.

Syntetizované slouceniny budou zahrnuty do programu testovani biologické

aktivity (inhibice rastu lidskych rakovinnych bunék).

10
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4. METODICKA CAST

4.1 Mozné syntetické pfistupy vedouci ke xanthonovym derivatim

Jedna z prvnich, a tudiz i nejjednodussich, metod syntézy xanthonl byla
provedena a popsana Michaelem a Kostaneckim. [22,23] Jejim principem byla
destilace smési fenolu, kyseliny 2-hydroxybenzoové a anhydridu kyseliny
octové. Od té doby byla objevena fada novych zpUsobl jak pfipravit
xanthonové derivaty s vySSimi vytézky, za meéné drastickych reak¢nich
podminek, a také s vySSi selektivitou. [24]

Dnes se nejCastéji pouzivaji k syntéze jednoduchych xanthonl nasledujici
3 metody: reakce podle Grovera, Shaha a Shaha, syntézy vyuzivajici
benzofenonové meziprodukty a syntézy vyuzivajici difenyletherové
meziprodukty. [24]

Nejuzivanéjsi metodou syntézy hydroxyxanthonu predstavuje reakce podle

Grovera, Shaha a Shaha.
Pfi této metodé jsou xanthony ziskavany kondenzaci 2-hydroxybenzoové
kyseliny a aktivovaného fenolu v prostfedi chloridu fosforylu a chloridu
zineCnatého. ( Schéma ¢. 1) Jedna se o velmi oblibenou a nenaro€nou metodu
pripravy hydroxyxanthonl z béznych a snadno dostupnych chemickych latek.
[24]

OH O OH
COOH Zncl,, POCI,
+ _— _—
OH HO OH OH OH  OH
O OH
—
0 OH

Schéma €.1. Reakce podle Grovera, Shaha a Shaha

Benzofenonové derivaty (l) (viz Schéma €. 2) jsou béZzné dostupné pomoci

kondenzace Friedelovou—Craftsovou acylaci (a) vhodné substituovaného

11
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benzoylchloridu s derivatem fenolu. Nasleduje cyklizacni krok (b), ktery
predstavuje nukleofilni substituci nebo nukleofilni adici-eliminaci 2,2’-
dihydroxy(alkoxy)benzofenonu, nebo oxidaéni proces (X=H).

Syntéza diarylethert (Il)- Uimannovou kondenzaci (d), pfedstavuje reakci
natrium-fenolatu s kyselinou benzoovou, nesouci halogen v poloze 2. Uzavfeni
aromatického kruhu je dosazeno elektrofilni cykloacylaci 2-aryloxybenzoovych
kyselin (e).

ProtoZze intramolekularni acylace davaji vSeobecné vétsi vytéZzky nez
Ullmannova syntéza ether(, je vyznamnéjSi strategii pro syntézu xanthonu

acylace nasledovana cyklizaci vedouci k vytvofeni heterocyklického kruhu. [24]

o G

R \ a o)
R OH OR R
I
x
0
COOMe
@* PO
R x HO R R O R
X=F, Cl, Br, | \\\i\ ////
e
HOOC OH
o)
A R
II

Schéma ¢€.2. Syntéza xanthonovych derivata

12
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Muzeme také najit jiné, méné bézné, metody syntézy xanthonu. Mnoho
z nich jiz bylo uspésné provedeno a popsano V literatufe. Patfi k nim napf.
adice arylového aniontu k salicylaldehydu, nasledovana redukci na xanthen a
pfipadnou oxidaci na xanthon (Tanaseho metoda (E)). Dale se jedna o syntézu
benzofenond zahrnujici ketiminové meziprodukty (Robinsonova a Nishikawova
syntéza (A)), syntézu z 10, 10-dioxo-9H-A°-thioxanthen-9-onového jadra (B),
z rozSifenych poly-R-ketidd (C) a nukleofilni adice fenoll na alkoxykarbonyl-p-
benzochinon ( postup podle Mullera et al. (D)) nasledovana redukci. [24]

NPhH, o

o o
v r o R Tooxon  F O@
KETIMIN o) R
A ‘ D BENZOCHINON
o) o)

O = OO0
—_—
SR RO

R Z\\
(e} \O
&
R (@] OH

OH O O O ©
OH
H H
o 0 N
POLY-B-KETID
0 o

R

B
l>
&)

THIOXANTENDIOXID

Schéma €. 3. Dalsi strategie syntézy xanthonovych derivati

V soucCasné dobé se nékteré z téchto reakci provadéji i v fradé modifikaci.
Pfi reakci podle Grovera, Shaha a Shaha byly ziskany lepSi vytéZzky pouZzitim
smési oxidu fosfore€ného s kyselinou methansulfonovou jako katalyzatoru
misto chloridu zineCnatého s chloridem fosforylu. Modifikace Friedelovy-
Craftsovy reakce zahrnula acylaci v pfitomnosti anhydridu trifluoroctové

kyseliny, demethylaci a naslednou cyklizaci benzofenonu zahfivanim ve
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vodném prostiedi pod tlakem. PFi kondenzaci diarylether v Ullmannové reakci
bylo zas uspé&sné nahrazeno klasické zahfivani mikrovinnym. [24]

Popsana je jesté fada dalSich modifikaci téchto zakladnich metod syntézy
xanthonU a bezpocet zcela novych pfistupu jak syntetizovat slozitéjSi derivaty

xanthonu.
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Metodika pfipravy xanthont
4.2 Syntéza dihydropyranoxanthon

Pyranoxanthony jsou pfevazné pfipravovany dvéma metodami. Prvni
zahrnuje kondenzaci vhodného chromanu s pfihodné substituovanou
hydroxybenzoovou kyselinou nasledovanou dehydrataci. Druha metoda je
zalozena na prenylaci xanthonového skeletu nasledované uzavienim
pyranového kruhu. [24]

Puavodni metoda pfipravy dihydropyranoxanthonovych slou€enin byla
provadéna jako dvoukrokova reakce. Prvnim krokem je prenylace xanthonu (a).
Jako dalsi krok nasleduje cyklizace (b) za vzniku izomernich

dihydropyranoxanthonu. [16]

Q  OH O OH
a
b
Q  OH O OH
b L . CrC
—_— >
+
0 0 o o
1.

2.

Schéma €. 4. Dvoukrokova syntéza dihydropyranoxanthont

Diky heterogenni katalyze vyuZivajici montmorillonit K10 jil je mozné
ziskat konec¢né produkty pouze jednokrokovou reakci.

Pokud jsou totiz allyl(aryl)ethery zahfivany v pfitomnosti tohoto
katalyzatoru, dochazi k izomerizaci za migrace allylové skupiny do polohy ortho
k fenolické skupiné. Prodlouzenim reakéniho Casu se ziskaji benzopyranové
derivaty adici H k vazb& C=C. [20]

15
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O
/©/ K10 jI|
\o Y teplo -
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o

Schéma €.5. Cyklizace katalyzovana jilem
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Experimentalni cast

5. Experimentalni ¢ast

Reakce byly provedeny v mikrovinném reaktoru Ethos MicroSYNTH 1600
Microwave Labstation od firmy Milestone za pouZziti specialnich nadob pro praci
v mikrovinném reaktoru.

Jako katalyzator byl pouzit montmorillonite K-10 (Fluka).

Teploty tani byly méfeny na Koflerové bloku a nejsou korigovany.

IC spektra byla méfena na ATl Mattson Genesis series FTIR
spektrofotometru (software: Win First v 2.10) v tabletach KBr a vinoCty jsou
uvedeny v cm™. H NMR a **C NMR spektra byla méfena v roztoku CDCl;
nebo DMSO-dg za laboratorni teploty na pfistroji Bruker Avance 300. Data jsou
prezentovana v nasledujicim pofadi: chemicky posun & v parts per million
(ppm), interakéni konstanty (Hz), multiplicita (s: singlet, d: dublet, t: triplet, m:
multiplet), integralni intenzita.

Pribéh reakce a Cistota vyslednych produktd byla kontrolovana pomoci
tenkovrstvé chromatografie na Silufolu UV 254 s detekci pod UV lampou.

Latky byly precistény pomoci sloupcové chromatografie na silikagelu jako
stacionarni fazi (Silicagel 60 0,2-0,5 mm, Macherey-Nagel) a preparativni

tenkovrstvé chromatografie s pouzitim (Silicagel 60 GF2s4, Merck).

17
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5.1 Syntéza dihydropyranoxanthont kombinovanou metodou

heterogenni katalyzy vyuzivajici montmorillonit a mikroviny

O  OH
+
O OH
O  OH O  OH
0 o 0 0
1

Pracovni postup:

Do barky pro snizeny tlak bylo vloZzeno weflonové michadlo a 1 ¢
montmorillonitu. Poté bylo pfidano 5 ml chloroformu a smés dukladné
promichavana, dokud se nevytvofila suspenze. Poté byl pfidan 1,3-
dihydroxyxanthon (0,099 g; 0,44 mmol) ¢astecné rozpustény v 6 ml chloroformu
a smés byla opét dikladné promichana. Nasledné byl pfidan prenylbromid (0,1
ml; 0,87 mmol) a barika byla uzaviena. Nadobka byla zafixovana v mikrovinném
reaktoru, byl pfipevnén tepelny senzor a po dobu 20 minut probihalo zahfivani
v mikrovinném reaktoru na teplotu 110 °C.

Po zchlazeni byla provedena kontrola prabéhu reakce pomoci TLC
(Hex/EtOAc 95:5). Reakéni smés jiz neobsahovala vychozi latky, proto byl jil
odfiltrovan na fritté a promyt dichlormethanem, pak acetonem a nakonec
methanolem. (Takto promyty jil je mozné opétovné vyuzit.) Pomoci TLC
(Hex/EtOAc 95:5) bylo zjisténo, ze produkty se nachazeji pouze v
dichlormethanové frakci, ze které byly izolovany sloupcovou chromatografii
(Hex/EtOAc 99:1) a nasledné preparativni chromatografii (Hex/EtOAc 95:5).
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Vysledky:

Bylo ziskano 26,11 mg (20,2%) 6-hydroxy-3,3-dimethyl-2,3-dihydro-1H,7H-
pyrano[2,3-c]xanthen-7-onu (1) jako zluto-bilé krystalické latky a 12,8 mg (10%)
5-hydroxy-2,2-dimethyl-3,4-dihydro-2H,6H-pyrano[3,2-c]xanthen-7-onu (2) jako
Zluté krystalické latky.

6-Hydroxy-3,3-dimethyl-2,3-dihydro-1H,7H-pyrano[2,3-c]xanthen-7-on (1)
C18H1604

M;: 296,33

T. tani 147°C ; literatura [16] uvadi 147-148 °C

IC (KBr) vmax: 3471, 2972, 2924, 2856, 1647, 1606, 1570, 1450, 1300, 1263,
1219, 1134, 1080, 823, 754.

Viz. Literatura [16]

5-Hydroxy-2,2-dimethyl-3,4-dihydro-2H,6H-pyrano[3,2-c]xanthen-7-on (2)
C18H1604

M;: 296,33

T. tani 189-190 °C; literatura [16] uvadi 187-190 °C

IC (KBr) vmax: 3427, 2968, 2924, 2854, 1662, 1606, 1571, 1471, 1429, 1329,
1290, 1232, 1157, 1116, 1078, 817, 752.

Viz. Literatura [16]
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5.2 Pokus o syntézu 2-hydroxyxanthonu

0
COOH on N\ oH
+ ©/ znCl,, POCI,
OH
o

HO MW, 60°C
v AN

3

Pracovni postup:

Do 500ml banky bylo navazeno 6,14g chloridu zine€¢natého, pfilito 20 ml
trichloridu fosforylu a banka byla uzaviena. Poté bylo do bariky vilozeno
weflonové michadlo a barfka umisténa pod chladi¢ do mikrovinného reaktoru.
Po umisténi tepelného senzoru byl katalyzator aktivovan zahfivanim po dobu 5
minut pfi 60 °C. Po ochlazeni byla pfidana kyselina salicylova (2,15 g; 15,56
mmol) a smés opét zahfivana po dobu 5 min pii 60 °C. Po opétovném
ochlazeni byl pfidan hydrochinon (2,14 g; 21,89 mmol) a reakéni smés
zahfivana po 30 min pii 60 °C. Poté byl odebran vzorek a provedena TLC
(Hex/EtOAc 8:2), ale oCekavany produkt se neobjevil. Se zahfivanim reakéni
smési se pokraCovalo jesté 3krat po dobu 30 minut, avSak hledany produkt
vibec nebyl ziskan.

Po ochlazeni byla reakéni smés pfelita do pfipravené nadoby s ledem,
prekryta alobalem a ponechana v lednicce pfes noc. Krystaly byly odfiltrovany a
usuSeny. TLC analyzou bylo zjisténo, Zze se jedna o smés 2 latek, ale zadna
z nich nebyla 2-hydroxyxanthon. Od pokusu o identifikaci téchto latek bylo

z ¢asovych divodu upusténo.
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5.3 Syntéza 1,3-dihydroxy-2-methylxanthonu a 1,3-dihydroxy-4-

methylxanthonu
OH
COOH
@ N Zncl,, POCI,
OH HO OH MW, 60 °C
c|> OH O OH
— O - e
o) OH o) OH
4 5

Pracovni postup:

Do 500ml banky bylo navazeno 6,14g chloridu zine¢natého, pfilito 20 mi
trichloridu fosforylu a barika byla uzaviena. Do barnky bylo vlozeno weflonové
michadlo a banka umisténa pod chladi€¢ do mikrovinného reaktoru. Po
pfipevnéni tepelného senzoru bylo zahajeno zahtivani po dobu 5 min na 60 °C.
Po ochlazeni byla pfidana kyselina salicylova (2,15 g; 15,556 mmol) a opét
zahfivano po dobu 5 min na 60 °C. Po opétovném ochlazeni byl pfidan 2,4,6-
trihnydroxytoluen (3,07 g; 21,89 mmol) a reakéni smés zahfivana v mikrovinném
reaktoru po dobu 60 min pfi teploté 60 °C. Poté byl odebran vzorek a provedena
TLC (CHCI3/(CH3).CO 95:5). Smés jiz neobsahovala vychozi latky, a proto byla
po ochlazeni pfelita do pfipravené nadoby s ledem, prekryta alobalem a
umisténa do ledni¢ky na noc.

Vznikla oranzovo-Cervena srazenina byla odfiltrovana, promyta nékolikrat
vodou a usuSena. DalSi podil produktu byl extrahovan z fitratu pomoci

dichlormethanu, ktery byl poté odpafen. Produkt byl pfecistén sloupcovou
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chromatografii (CHCI3) a pFekrystalizovan z methanolu. Mateény roztok byl
nasledné precistén preparativni TLC (CHCI3/(CH3),CO 95:5).

Vysledky:
Bylo ziskano 0,89 g (27%) 1,3-dihydroxy-2-methylxanthonu (4) jako syté
Zluté krystaly a 0,035 g (1%) 1,3-dihydroxy-4-metylxanthonu (5) jako bilo-Zluté

pevné latky.

1,3-Dihydroxy-2-methylxanthon (4)

C14H1004

M. 242,21

T. tani= 249-250 °C literatura [25] uvadi 250-251 °C

IR(KBr): 3100, 1640 1610, 1560, 1485, 1465, 1370, 1330, 1290, 1230, 1210,
1180, 1150, 1140, 1100, 940, 875, 830, 820, 760, 680.

Viz. Literatura [25]

1,3-Dihydroxy-4-methylxanthon (5)

Sumarni vzorec:Ci4H1004

M. 242,21

T. tani 241 °C literatura [25] uvadi 241-242 °C

IR(KBr): 3175,1650, 1610, 1590, 1570, 1520, 1490, 1475, 1415, 1380, 1345,
1310, 1280, 1230, 1190, 1150, 1100, 1015, 940, 900, 845, 805, 755, 720, 690,
620.

Viz. Literatura [25]
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5.4 Syntéza 5,8,10-trinydroxy-7H-benzo[c]xanthen-7-onu metodou

podle Grovera, Shaha a Shaha s vyuZitim mikrovin

O OH
OH OH

COOH HO
0 0 OH
HO on Mw, 60°C O
OH

Pracovni postup:

Do 500ml banky bylo navazeno 6,14g chloridu zine€natého, pfilito 20 ml
trichloridu fosforylu a barfika uzaviena. Poté bylo do bariky pfidano weflonové
michadlo a banka umisténa pod chladi€ do mikrovinného reaktoru. Po
pfipevnéni tepelného senzoru bylo zahajeno zahfivani po dobu 5 min pfi 60 °C.
Po ochlazeni byla pfidana 1,4-dihydroxy-2-naftoova kyselina (3,18 g; 15,556
mmol) a opét zahfivano po dobu 5 min pfi 60 °C. Po opé&tovném ochlazeni byl
pfidan 1,3,5-trihydroxybenzen (2,76 g; 21,89 mmol) a reakce zahfivana
v mikrovinném reaktoru po dobu 60 min pfi teploté 60 °C. Poté byl odebran
vzorek a provedena TLC (CHCI3/(CH3),CO 95:5). Smés jiz neobsahovala
vychozi latky, proto byla po ochlazeni pfelita do pfipravené nadoby s ledem,
prekryta alobalem a umisténa do ledni¢ky na noc.

Vznikla fialova srazenina byla odfiltrovana, promyta nékolikrat vodou a
usuSena. DalSi podil produktu byl extrahovan z filtratu pomoci dichlormethanu,
ktery byl poté odpafen. Produkt byl precistén sloupcovou chromatografii
(CHCI3/(CH3),CO 99:1) a prekrystalizovan z methanolu. Mate¢ny roztok byl
nasledné precistén pomoci preparativni TLC (CHCI3/(CH3),CO 8:2).

Vysledky:
Bylo ziskano 0,135g (3%) jasné Zlutych krystalu latky 6.

5,8,10-Trihydroxy-7H-benzo[c]xanthen-7-on (6)
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C17H100s

M,: 294, 26

T. tani >325 °C

IR(KBr): 3525, 3425, 3305, 1645, 1595, 1550, 1505, 1450, 1425, 1370, 1350,
1300, 1270, 1250, 1190, 1160, 1090, 790, 760, 700

'H NMR (300 MHz, DMSO): & = 6.26 (d, J = 2.1Hz, 1 H, H-9), 6.63(d, J = 2.1Hz, 1
H, H-11), 7.35 (s, 1 H, H-6), 7.80-7.84 (m, 2 H, H-2, H-3), 8.27-8.30 (m, 1 H, H-4),
8.58-8.62 (m, 1 H, H-1)

13C NMR (300 MHz, DMSO-dg): & = 94.4, 98.3, 98.5, 102.6, 115.0, 122.5, 122.7,
124.1,127.8,128.6,129.3, 146.8, 149.8, 157.1, 162,3, 165.1, 179.5

5.5 Pokus o syntézu 1, 3-dihydroxy-2-methylxantonu kombinovanou
metodou heterogenni katalyzy vyuZzivajici montmorillonit a

mikrovinny

O OH
HO OH ~

COOH e
K210 jil
+
OH / MW o

OH

Pracovni postup:
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Do barky pro snizeny tlak bylo vloZzeno weflonové michadlo a 1 ¢
montmorillonitu. Poté bylo pfidano 10 ml chloroformu a smés dukladné
promichana, dokud se nevytvofila suspenze. Poté byly pfidany reaktanty
kyselina salicylova (1 g, 7,2 mmol) a 2,4,6- trinydroxytoluen (1,4 g; 9,99 mmol),
dukladné promiseny s jilem a chloroformem a nadoba uzaviena. Po fixaci
teplotniho senzoru a upevnéni v mikrovinném reaktoru byla zahajena reakce
mikrovinnym zafenim po dobu 30 minut a teploté 60 °C. Po zchlazeni byl
odebran vzorek, provedena TLC (CHCI3/(CH3),CO 95:5), av8ak reakéni smés
obsahovala pouze reaktanty. Po pfidani dalSich 10 ml chloroformu se
pokraovalo s reakci je$té 60 minut pfi 60 °C, av8ak reaktanty vibec

nezreagovaly.
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6. VYSLEDKY S KOMENTAREM

6.1 Syntéza dihydropyranoxanthont

Dosavadni zpUsob pfipravy spocival ve dvoustupriové kondenzaci 1,3-
dihydropyranoxanthonu a prenylbromidu. [16]

Pouziti montmorillonitu jako heterogenniho katalyzatoru umozriuje provést
reakci v jednom kroku, bez izolace intermediatu. Tato reakce pfi provedeni za
laboratorni teploty vyZaduje k uplnému zreagovani okolo 5 dni. Spojenim
heterogenni katalyzy s pfimym mikrovinnym zahfivanim se dosahlo zkraceni
reakéni doby na 20 minut. VytéZzky takto provedené reakce byly mimoto vysSi
ve srovnani jak s puvodni dvoukrokovou syntézou tak i s reakci s vyuzitim

montmorillonitu za laboratorni teploty (Tab. €. 1).

Vytézek [%] .
Reakce Literatura
Sloucéeninal | Sloucenina 2 Celkem
Puavodni 0,75 1 1,75 [16]
katalyza® 3 8 11 interni sdéleni
katalyza® +
10 20 30 tato prace
MW

% heterogenni katalyza vyuzivajici montmorillonit

Tabulka €. 1. Vytézky dihydropyranoxanthont 1 a 2

Nasim cilem bylo jesté dale optimalizovat reakéni podminky, abychom
urCili ty nejvyhodnéjSi pro prabéh syntézy téchto sloucenin. Obménami
reakénich podminek s pouzitim, bud nového neupraveného jilu, nebo nového
jilu zbaveného vody, pfipadné opétovnym pouZitim regenerovaného jilu jsme

zjistili podminky s nejvyssi vytéznosti této reakce.
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VytéZek [%]
Mnozstvi o
Reakce Montmorillonit | Sloucenina | Slouéenina
substratu[mg] Celkem
1 2

1. 52 vlhky 9 3 12
2. 100 vlhky 12 5 17
3. 50 zbaveny vody 11 5 16
4. 100 regenerovany 20 10 30

Tabulka €. 2. Vytézky dihydropyranoxanthonl 1 a 2 za raznych experimetalnich

podminek

Z vysledkl v Tabulce €. 2 je zfejmé, Zze nejvyhodnéjsSi podminky pro tuto
reakci byly dosaZeny pfi pouziti jilu zbaveného navazané vody. PouZiti
regenerovaneho jilu prineslo vysledky bez jakéhokoliv snizeni jeho katalytické
aktivity, vytézky byly dokonce jesté lepSi nez s jilem novym. Jsou potfeba dalSi
pokusy, abychom zjistili, zda byl lepSi vytézek ziskan pouze nahodné, nebo zde
byl ddvod, ktery zpUsobil tyto vytézky (napf. uziti mensiho mnozstvi
rozpoustédla umoznilo jilu lépe katalyticky pusobit). S jistotou vS8ak mizeme
fici, Ze jil vykazuje lepSi katalytickou aktivitu pro tuto reakci, kdyz je pfed uzitim
zbaven navazané vihkosti.

Dal8i vyhodou této reakce bylo, Zze montmorillonit stacilo oddélit filtraci,
promyt nékolikrat methanolem, ususit pfi 120 °C po dobu 72 hodin a mohl byt

opétovné pouzit v dalsi reakci bez ubytku katalytické schopnosti.

6.2 Syntéza 1, 3-dihydroxy-2-methylxanthonu a 1, 3-dihydroxy-4-
methylxanthonu

Tato reakce jiz byla provedena a detailné popsana v
pribéhu sedmdesatych let minulého stoleti. Jedna se o jednoduchou
kondenzaci kyseliny salicylové a 2,4,6- trihydroxytoluenu v pfitomnosti oxidu

zineCnatého a trichloridu fosforylu. [25]
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@) OH

OH
a
J@f - LI
@) OH
COOH HO OH
@ + OH @) OH
OH
a
= LI
o OH

a:aktivovany ZnCl, a POCI;, 3h, 70°C

HO OH

Pdvodni syntéza 1, 3-dihydroxy-2-methylxanthonu

Tato pavodni metoda syntézy byla provedena s klasickym zdrojem tepla a
poskytla dvé isomerni sloueniny ve velmi odliSnych vytéZcich v poméru 100:2
(28% slouc€eniny 4 a 0,5% slouceniny 5). Velmi nizky vytéZek slou€eniny 5 je
zde pravdépodobné zplusoben sterickym branénim. Pfi téchto experimentalnich
podminkach byl ziskan jesté jeden vedlejSi produkt s xanthonovym skeletem.
Ten pravdépodobné vznikl kondenzaci slouceniny 4 s dalSi molekulou kyseliny
salicylové. Jeho vytéZek byl velmi nizky, proto jeho struktura byla pouze

navrzena, ale nebyla dosud potvrzena. [25]

VytéZek [%]
Metoda Reakcni ¢as
slouéenina 4 slouéenina 5
Klasicka 180 minut 28 0,55
Mikrovinami .
60 minut 27 1
podporena

Tabulka €. 3. Porovnani syntézy (produktu 4 a 5)s klasickym a mikrovinnym

zahfivanim

Z vysledkl uvedenych v tabulce €. 3 vyplyva, ze vyuzitim mikrovinného
zahfivani bylo umoznéno zkratit reakéni Cas této reakce z 3 hodin na hodinu
jednu. Vytézky reakce vSak zuUstaly oproti naSim predpokladim témér

nezménény.
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Zajimaveé je, ze vytézek xanthonu 5 je dvakrat vySSi nez u reakce
provedené s klasickym tepelnym zdrojem, zatimco vytézek slouceniny 4 zlstal
témeér nezménén. Treti derivat xanthonu, jehoz vyskyt byl popsan u této reakce,

se za naSich experimentalnich podminek nevyskytl.

6.3 5,8,10-trinydroxy-7H-benzo[c]xanthen-7-on

Tento xanthonovy derivat s rozSifenym T1r-systémem se nam podafilo
pripravit reakci podle Grovera, Shaha a Shaha uskute¢néné v mikrovinném
reaktoru. Podle vSech dostupnych udaju jesté nebyl tento xanthon pfipraven.
Jeho vytézek touto syntézou byl vS§ak znacné nizky. Bylo to zplsobeno velkym
mnozstvim vedlejSich produktl a Castecné i ztratami pfi purifikaci na silikagelu.

K syntéze tohoto xanthonového derivatu se muze pfisté vyuzit GSS
reakce s klasickym tepelnym zdrojem nebo zvolit jiny z moznych postuput pro
syntézu xanthonl napf. cestou z benzofenonu, ktera se spiSe pouziva pro

Na zakladé aktivity sloucenin s podobnou strukturou se tato sloucenina
bude testovat na schopnost inhibovat rust lidskych bunék karcinomu a inhibi¢ni
aktivitu vac¢i enzymu a-glukosidaze.

Do budoucna se s touto latkou pocita jako se zakladni strukturou pro dalSi

modifikace s cilem najit latky s vyhodnéjSimi biologickymi vlastnostmi.
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7. ZAVER

Vramci této diplomové praci byla pouzita nova metodika syntézy
dihydropyranoxanthonll. Vyuziva se heterogenni katalyza kombinovana
s mikrovinnym zahfivanim, ¢imz doslo k podstatnému zkraceni reakéniho Casu
a zvySeni vytézkl téchto sloucenin.

Déale byla optimalizovana metodika syntézy xanthonu podle Grovera,
Shaha a Shaha vyuzitim mikrovinného zahfivani reakce. Reak¢ni Cas byl
zkracen na jednu tfetinu puvodni doby potfebné pro tuto syntézu, avsak vytézky
reakce se oproti oCekavani témér nezménily. Timto postupem byl pfipraven
novy xanthonovy derivat 5,8,10-trihnydroxy-7H-benzo[c]xanthen-7-on, ktery byl
charakterizovan IC, '"H NMR a *C NMR spektry. Biologicka aktivita této latky
bude dale testovana. Pokus o pfipravu 2-hydroxyxanthonu za stejnych

reakénich podminek nebyl uspésny.
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