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ABSTRAKT

Vramci této diplomové prace byla pfipravena série nékolika 3,4,5-
trisubstituovanych 2,5-dihydrofuran-2-ont odvozenych od struktury 3-(4-halofenyl)-5-
acetyloxymethyl-2,5-dihydrofuran-2-on. Pfipravené latky byly podrobeny testim na
antifungalni, antibakterialni a cytostatickou aktivitu. NejvyznamnéjSi byla
antibakterialni aktivita 4-fenylderivatu, ktera byla zaroven doprovazena aktivitou

cytostatickou.

ABSTRACT

Within the framework of this Thesis, a series of several 3,4,5-trisubstituted 2,5-
dihydrofuran-2-ones derived from the structure of 3-(halophenyl)-5-acetyloxymethyl-
2,5-dihydrofuran-2-one was prepared, and the compounds were evaluated for
antifungal, antibacterial and cytostatic activity. The presence of phenyl at C4 led to a
significant antibacterial effect, which was accompanied by cytostatic activity.
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1. UVOD

1.1. Prehled systémové pouzivanych antifungalnich latek

Systémova mykoticka onemocnéni jsou problémem, se kterym se setkavame stale
Castéji, zejména u hospitalizovanych pacientd. ZvySena morbidita a mortalita
Jedna se zejména o pacienty |éCené imunosupresivy, cytostatiky, Sirokospektrymi
antibiotiky a Iéky potla¢ujicimi infekci HIV. 1234

Jednou ze skupin klasickych antimykotik pouzivanych v terapii je skupina latek
souhrnné oznadovana jako polyeny®. Ze struktury je pro tato antimykotika specificka
skupina konjugovanych dvojnych vazeb. Mechanismem jejich ucinku je vytvofenim
pora v membrané hub vazbou na ergosterol, jehoz disledkem je iontovy rozvrat a
nasledna smrt buriky. Systémové se vSak pouziva jen Amfotericin B. Natamycin a

nystatin se kvilli své toxicité pouzivaji pouze lokaln&.>®

Obr. 1 Amfotericin B

Dalsi skupinou systémovych antimykotik jsou azoly, které se déli na starSi diazoly a
nov&j§i triazoly>. Mechanismem jejich Gginku je inhibice cytochrom P450 -
dependentni lanosterol-14a-demethylasy, coz vede ke sniZzeni produkce ergosterolu,
ktery je nezbytnou soucasti bunécnych membran hub. NeZadouci ucinky téchto latek
spodivaji v inhibici lidskych cytochromalnich enzymil.’ V souasné dobé se ze



skupiny diazolG pouziva zejména ketokonazol a mikonazol. Ostatni je mozné kvuli

nezadoucim ucinkum podat jen lokalné.
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Obr. 2 Ketokonazol

NovéjSi podskupinou azolovych antimykotik jsou triazoly. Tyto latky maji dobrou
farmakokinetiku, témér kompletné se vstrebavaji, proto jsou vhodné pro peroralni
systémové uziti.° Vzhledem k jejich $irokému pouZivani na né vak brzy vznikla
rezistence. Prikladem téchto antimykotik je flukonazol, itrakonazol, vorikonazol,
posakonazol a ravukonazol. Vzhledem k rychlému rozvoji rezistence jsou struktury
azoll dalé obménovany. DalSimi azolovymi antimykotiky, které jsou nyni ve stadiu

klinickych studif jsou ravukonazol, isavukonazol, albakonazol.”®
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Obr. 3 Prehled azolovych antimykotik



Tabulka 1. Porovnani in vitro antifungalini aktivity (ICgo [umol.I"]) flukonazolu a aktivity

(ICgs [umol.I"]) amfotericinu B (hodnoty MIC stanoveny po 48 h)°®*?

CA12 CK2P CT® cG¢ TB® AF' ACY
FLU 2 >50 5 >50 9 >50 >50
AmB 0,06 0,18 0,11 0,09 1,80 0,23 2,16

“Candida albicans ATCC 44859, °C. krusei E28,C. tropicalisl 56, °C. glabrata 20/,
®Trichosporon beigelii 1188, fAspergilIus fumigatus 231, °Absidia corymbifera 272

Z Tab. 1 vyplyva, Ze ucinkem je o nékolik fadu biologicky aktivnéjsi amfotericin B,
ale zejména kvuli farmakokinetice a nezadoucim ucinkim je vyhodnéjsi pouzivat
azolova antimykotika.”

Posledni skupinou antifungalnich latek se systémovym pouZitim jsou echinokandiny.
Strukturou se jedna o cyklické hexapeptidy s postrannim lipofilnim Fetézcem.
Ziskavaji se polosynteticky fermentaci nékterych fungalnich kment (Aspergillus
nidulans, Zalerion arboricola, Coeloma empetri, Glarea lozoyensis).®*%
Mechanismem jejich uCinku je inhibice syntézy [B-1,3-glukanu, dudlezité soucasti

! Uginkuji fungistaticky i fungicidné. Tyto latky jsou lidskym

buné&éné stény.*
organismem dobfe snaseny, metabolizuji je jinym nez cytochromovym systémem a
navic napadaiji struktury, které lidsky organismus postrada.

DalSim antimykotikem pro systémové uZiti je flucytosin. Jde o latku, ktera se
v houbové burice pfeméni na 5-fluorouracil a nasledné na jeho fosfat. Takto vznika
faleSny metabolit, ktery se zabuduje do struktury nové vznikajici nukleové kyseliny.
Vznika na néj vSak velmi snadno rezistence, proto se uziva vzdy v kombinaci s jinymi
antimykotiky.”
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Obr. 4 Fluorouracil

Terbinafin je také syntetické antimykotikum, které zasahuje do syntézy ergosterolu

inhibici skvalenepoxidazy.® Griseofulvin se dnes jiz pfili§ nepouZiva. Pusobi jen na




dermatofyty a to mechanismem destrukce déliciho vieténka €imz je znemoznéno

déleni bunék.®

terbinafin griseofulvin

Obr. 5. Terbinafin a griseofulvin

1.2. Hledani novych struktur

V souCasné dobé jsou antimykotika pouzivana ve velké mife a to nejen
v nemocni¢ni 1éEbé mykdz, ale také jako nasledna péce po jinych nemocech
(zhoubné nadory, transplantace), jejichz terapie s sebou pfinasi oslabeni imunitniho
systému s nutnosti nasledného nasazeni 1éCby antibiotiky Ci antimykotiky. Jak bylo
feCeno vySe, azolova antimykotika predstavuji dnes standardni |éCbu mykéz, ale
problémem v8ak zustava narlstajici rezistence patogenti. Obménou jejich struktury™®
Ize rezistenci potlacit, nicméné pouze docCasné, protoZe se v zasadé jedna o tytéz
struktury stymzZz mechanismem ucinku. Je tedy nutné hledat nové skupiny
antimykotik, které budou mit vysokou aktivitu a pokud mozno novy mechanismus
ucinku.

Nepochybnou moznosti je vtomto sméru hledani novych potencialné aktivnich
substanci mezi prirodnimi latkami®®.

Jednou z mnoha takto ucinnych latek je napf. haliangicin, latka izolovana
z myxobakterie  Heliangninum luteum. Mechanismem GCinku je inhibice
elektronového transportu v dychacim fetézci.’* Basiliskamid A je dal$i antifungalné
aktivni latkou®®, ktera vykazuje srovnatelnou antifungalni aktivitu s amfotericinem B,
pfi¢emz jeho cytotoxicita je niz8i. DalSi skupinou latek jsou napfiklad parnafunginy A-
D. Zajimavy je jejich mechanismus ucinku, ktery se zcela liSi od prfedchozich latek.
ZpuUsobuji $t&peni a naslednou polyadenylaci mMRNA hub, nevykazuiji vak toxicitu.™

10



haliangicin parnafungin A

Obr. 6 Haliangicin a parnafungin A

1.3. Inkrustoporin a jeho analoga

V navaznosti na pfedchozi kapitolu je jednou ze zajimavych latek i (-)inkrustoporin,
ktery ma ve své molekule furanonové uskupeni. Tato latka byla izolovana
z bazidiomycety Incrustoporia carneola®® a nase pracovni skupina se zabyva jejimi

obménami.

Obr. 7 (-)-inkrustoporin

(-)Inkrustoporin vykazuje nejen zajimavou in vitro biologickou aktivitu proti
patogennim houbam parazitujicim na rostlinach'’, ale navic vykazuje i slabou
cytostatickou aktivitu. Z hlediska struktury je (-)inkrustoporin latka s endocyklickou
dvojnou vazbou, ktera je v konjugaci s karbonylovou skupinou, dale ma aromatické
jadro vpoloze 3 a centrum chirality v poloze 5 furanonového kruhu.® Svou
biologickou aktivitou se (-)inkrustoporin stava zajimavou pfedlohovou latkou pro

syntézu novych potencialnich antimykotik.

V predchozich letech bylo v nasi pracovni skupiné pfipraveno mnoho syntetickych

latek, jejichz pfedlohovou strukturou je pravé vySe zminény furanon.

11



Pfi syntéze novych potencialnich antimykotik tak byly nejprve provedeny obmény
fenylového jadra v poloze 3 furanonu. Tyto substituce se tykaly zavadéni rdznych
skupin do réiznych poloh jadra nebo vymény fenylu za jiny aromat®. V dal$i fazi se
zmény tykaly substituentt v poloze 5 furanonu. Poloha 4 vSak dosud zuUstavala volna
a proto se praveé zde naskyta moznost dalSi syntetické obmény téchto latek. Geneze

tohoto vyvoje je uvedena ve schématu 1.

X A
O X—! 0] xAL O
Z , N %
 — v
| © | © | O
E OR OCOR
X=Cl, Br

(-)-inkrustoporin R = ary, acyl, allyl

Schéma 1. Vyvoj analog inkrustoporinu

Na zakladé hodnoceni biologickych aktivit in vitro bylo zjiSténo, Zze pro ucinek je
nejvyhodnéjsi dvojna vazba v konjugaci s karbonylovou skupinou, fenylové jadro
substituované halogenem a substituce acyloxymethylovou skupinou v poloze 5 (viz
Tab. 2. MIC né&kterych syntetickych analog je (napf. furanon 1, Obr. 8) pfi in vitro

testovani srovnatelna s pouzivanymi antimykotiky.®

Tabulka 2. Porovnani in vitro antifungalni aktivity (ICgo [umol.I"]) latky 1 a flukonazolu

a aktivity (ICgs [umol.I"]) amfotericinu B (hodnoty MIC stanoveny po 48 h)

CA1? CK2° CT® cG* TB® AF' ACH
1 1,95 7,81 7,81 1,95 7,81 3,91 15,63
FLU 2 >50 5 >50 9 >50 >50
AmB 0,06 0,18 0,11 0,09 1,80 0,23 2,16

“Candida albicans ATCC 44859, °C. krusei E28,C. tropicalis 156, °C. glabrata 20/,
*Trichosporon beigelii 1188, fAspergiIIus fumigatus 231, °Absidia corymbifera 272
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Obr. 8 Furanon 1°

U tohoto typu latek bylo pozdéji zjisténo, Zze za podminek in vitro testovani dochazi
k eliminaci acyloxymethylové skupiny a vytvofeni exocyklické dvojné vazby. Latka

s exocyklickou dvojnou vazbou pak byla zodpovédna za antifungaini uginek.®

Obr. 9 Dulezita mista pro aktivitu

Dosud v8ak nebyly pfipraveny latky substituované pravé v poloze 4 furanonového
kruhu. Je zajimavé, Ze derivaty substituované v poloze 4, jsou velmi podobné
struktufe nesteroidniho antiflogistika rofekoxibu.>®® Mechanismus Uginku téchto
latek spocCiva v selektivni inhibici cyklooxygenazy 2. Jejich zavedenim se proto
vyrazné snizilo riziko gastrointestinalnich onemocnéni, ktera jsou dusledkem pouziti,
bézné dostupnych antiflogistik, nebot tyto latky neselektivné blokuji také
cyklooxygenazu 1, jez vytvari prostaglandiny s protektivnim uc€inkem na Zaludecni
sliznici. Rofekoxib v8ak byl stazen z trhu z ddvodu zvy$eni rizika kardiovaskularnich

onemocnéni.®
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Obr. 10 Rofekoxib x 4-substituované derivaty
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2. CiL PRACE

Cilem této diplomové prace bylo:

1. Syntéza analog substituovanych oproti pfedlohovym strukturam navic v poloze
4.

OAG OAc

R =Me, Ph

Schéma 2. — Substituce v poloze 4

2. Zjistit vliv této substituce na jejich in vitro biologickou aktivitu.
3. Zjistit, zda tyto latky podléhaji in vitro eliminacni reakci, jako je tomu u 3,5 —

disubstituovanych derivatu.

OAc

Schéma 3. — Eliminacni reakce

15



3. VYSLEDKY S KOMENTAREM

3.1. Syntéza 4-substituovanych 5-acyloxymethyl-3-halofenyl-2,5-dihydrofuran-

2-onu

Syntézu pozadovanych latek Ize realizovat ve Ctyfech krocich. Prvni fazi je vznik
esteru bromfenyloctové kyseliny nukleofilni substituci. Vznikly ester je poté podroben
intramolekularni cyklizaéni reakci za vzniku furanonu, do kterého je v dalSim kroku
zavedena hydroxymethylova skupina (vzhledem k pfitomnosti dvou volnych vodikul
na C5 furanonu bylo realné nebezpeci dvojité hydroxymethylace.) Posledni operaci

je acetylace hydroxylové skupiny. Jako substituent v poloze 3 jsme zvolili 4-

bromfenyl, nebot pfislusny derivat se v predchozich studiich®2%21222325 jeyil jako
nejaktivnéjsi (viz Tab. 2, str. 12)
1. TEA
2. O
R
o)
OH
R=Me, X = Cl /T
R =Ph, X=Br
1. NaH
2. H+
Br
1.LDA 0 1.LDA
2. (CH,0), 2. (CH,0),
3. H,0 | O 3.H,0
B
r o Br o
P | o o
R
OH R
HO
R =Me -
G
1. AcCl 1. AcCl -
l 2. pyridin 2. pyridin l
B
r o Br o
| © | 0 OAc
R
OAc R
R=Me AcO
R =Ph R=Me
R=Ph

Schéma 4. Navrh syntézy 4 — substituovanych latek
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3.1.1. Tvorba esterd bromfenyloctové kyseliny

Reakce je zalozena na esterifikaci komercné dostupné bromfenyloctove kyseliny
s pfisludnymi a-halogenketony.® Reakce probihd v bezvodém tetrahydrofuranu jako

rozpoustédle pod atmosférou argonu za pfidavku EtzN jako baze.

1. EtsN
2. 0 B
r
B
rm X\)kR > m R
o THF, Ar oY
O
R =Me, X=CL 2: R=Me
R =Ph, X =Br 3:R=Ph

Schéma 5. Tvorba esteru bromfenyloctové kyseliny

Tabulka 3. Vytézky esterifikace

Produkt R X Vytézek (%)
2 Me Cl 83
3 Ph Br 85

Jak je patrné z Tab. 3, produkty kondenzaéni reakce vznikaly ve vysokém vytézku.
Jejich identita byla zfejma z NMR spekter, ve kterych se objevily signaly methylenové

skupiny (-CHa- pfi 4.66 ppm pro ester 2 a 5.36 ppm pro ester 3).

3.1.2. Cyklizace esteru bromfenyloctové kyseliny

Cyklizaéni reakce® je zalozena na deprotonizaci uhliku v poloze a vzhledem k
esterové skupiné hydridem sodnym a nasledném nukleofilnim ataku vzniklého

karbaniontu na karbonyl. Okyselenim roztokem kyseliny chlorovodikoveé a eliminaci

vody vzniknou pfislusné laktony.

17



Br

Br
Br o 9] O
R NaH H* \ o
O ; O >
AW DMSO HO
(@] R R
2: R=Me 4: R =Me
3:R=Ph 5: R=Ph

Schéma 6. Cyklizace oxoestert na 3,4-disubstituovany furanon

Reakce probiha v prostfedi bezvodého DMSO v atmosféfe argonu.®*#% |dentifikace
t&chto laktont byla provedena *C NMR spektry, ktera obsahovala jediny signal
karbonylové skupiny s pikem charakteristickym pro péti¢lenny nenasyceny lakton

(172.9 ppm pro lakton 4 a 173.0 ppm pro lakton 5).

Tabulka 4. Vytézky cyklizacni reakce

Vychozi latka | R Produkt Vytézek (%)
2 Me 4 55
3 Ph 5 88

3.1.3. Zavedeni hydroxymethylové skupiny

Zavadéni hydroxymethylové skupiny probiha pusobenim paraformaldehydu po
prfedchozi deprotonaci uhliku C5 furanonového kruhu. K roztoku vychozi latky, ktery
je ochlazen na -70 °C nebo -80 °C se postupné pfidava LDA a paraformaldehyd.
V zavislosti na pouzitych podminkach vznikaly smési mono- a bis(hydroxymethyl)

derivata v riznych pomérech.

18



R2 1. LDA R2

o} 2. (CHx0), o}
=3 3. H,0 i
| ° i L P
R
R! R ¥

6: R' = Me, R?>=Br, R® =H, R*=CH,0H, R®=H

7:R"=Ph,R?=Br, R® =H,R*=CH,0OH,R*=H

8: R'=Ph, R?=Br, R® =H, R* = CH,0H, R® =CH,OH
10: R' =Ph, R?=CI, R® =ClI, R* = CH,OH, R® = CH,OH

4:R'=Me, R2=Br,R®=H
5:R'=Ph, R?=Br,R®=H
9:R'"=Ph,R2=CI,R®=Cl

Schéma 7. Hydroxymethylace do polohy 5

Reakce s vychozi latkou 5 (Tab. 5) byla provadéna pfi -70 °C i -80 °C. Je patrné, Ze
pfi nizSi teploté byla reakce selektivnéjsi. Reakce vychozi latky 4 byla provedena pfi -
70 °C s 0,5 ekvivalentu paraformaldehydu s cilem pfipravit oba mozné produkty pro
biologické  testovani vjedné reakci. Vzniklo vSak pouze 23 %
monohydroxymethylderivatu 6 spolu s nedélitelnou smési dalSich latek. Vysledky
jsou shrnuty v Tab. 5. Latka 9 byla jiz dfive pfipravena v ramci disertacni prace

Mgr. P. Senela, Ph.D..°

Tabulka 5. Zavadéni hydroxymethylové skupiny

Vychozi | Teplota | Mnozstvi Produkt Mono Bis Vychozi

latka (°C) (CH20), (%) (%) latka
mol. ekv. (@)

4 -70 0,5 6 23| 1,010

5 -80 0,5 7 63 | - 0,550

5 -70 0,5 7a8 29 18 0,415

9 -80 1,0 10 |- 76 1,010

Struktura latek byla prokdzana 'H NMR spektry, ve kterych se objevil signal
primarni alkoholické skupiny vrozmezi 4.21-4.51 ppm. Tyto meziprodukty byly
testovany na in vitro biologickou aktivitu proti nékterym patogennim houbam,
bakteriim a u nékterych byla testovana takeé cytostaticka aktivita.
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3.1.4. Acetylace hydroxylové skupiny

Reakce probiha v bezvodém dichlormethanu v atmosféfe argonu. Do roztoku
vychozi latky se nejprve pfida pyridin jako baze a poté acetylchlorid. Tim ziskame

pozadované acetylderivaty.

R4 R?
0 1. AcCl 0
2. pyridin
5 > 5
R o > R o
R3 R3
1
R 2 RT o
6: R1=Me, R?_ CH,0OH, R H,R*=Br,R%=H 14: R' = Me, R?= CH,0Ac, R® =H,R*=Br,R%=H
7: R1=Ph, R2_CH,OH, R®=H,R*=Br,R%=H 12: R' = Ph, R>= CH,0Ac, R® =H,R*=Br,R%=H

10: R' = Ph, R?= CH,OH, R® = CH,0H, R*=CI,R®=Cl 11:R'=Ph, R2= CH,0Ac, R3= CH,OAc, R* =CI , R® = Cl

Schéma 8. Acetylace 5-hydroxymethylderivatl

Tabulka 6 — Vytézky a produkty acetylace

Vychozi latka produkt Vytézek (%)
6 14 64
7 12 87
10 11 54
R4
o)
RS o 11: R" = Ph, R? = CH,0Ac, R3= CH,0Ac, R*=CI, R® = Cl
\ rs 12 R'=Ph, R?>= CH,0Ac, R® =H,R*=Br,R°=H
R’ b 14 R'! = Me, R?>= CH,0Ac, R® =H,R*=Br,R%=H

Obr. 11. Struktury furanonu 11, 12 a 14

PFi syntéze z latky 10 mohly v principu vzniknout dva produkty, mono- nebo bis-
substituovany (11) acetylderivat, vznikal vSak pouze bis-substituovany. Z furanonu 7
mohl acetylaci vzniknout pouze jediny ester, ale 'H NMR spektra prokazala konverzi

na dal$i latku (13). Nejprve jsme se domnivali, Ze novy produkt vznikl pusobenim
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DMSO pouzivaného pfi *H NMR spektroskopii, ale pomoci TLC jsme prokazali, Ze i
latka, ktera se s rozpoustédlem do styku nedostala, byla ¢aste¢né pfeménéna na jiny
produkt. Acetylderivat 12 po nékolika dnech Castecné podlehl eliminacni reakci za
vzniku derivatu s exocyklickou dvojnou vazbou (13), jejiz identita byla zfejma

z pritomnosti olefinickych signalti pii 4.92 a 5.37 ppm v *H NMR spektru.

Provedli jsme proto jednoduchy experiment, pfi kterém jsme chtéli zjistit, zda

existuje vztah mezi typem rozpoustédla a jeho vlivem na pribéh eliminacni reakce.

Br
Br o DMSO o
| ©0 o Chloroform | O
Aceton
R >\\ > R
0]
12: R =Ph 13:R=Ph

Schéma 9. Vliv rozpoustédla na eliminacni reakci

Tabulka 7. Vliv rozpoustédla na eliminacni reakci

Latka Rozpoustédlo Doba % eliminace
12 chloroform 3 dny 0

12 aceton 2 dny 0

12 DMSO 4 dny 100

Z vysledkl v Tab. 7 vyplyva, Ze rozpoustédlo ma zasadni vliv na prabéh vzniku
dvojné vazby. V acetonu a chloroformu nedochazi k zadnym zménam, kdezto
v DMSO probiha udplna eliminace kyseliny octové. Toto zjisténi je velice dllezité,
nebot testy biologické aktivity probihaji pravé v tomto rozpoustédle. Vysledky by tedy

mély byt v principu totozné pro oba furanony (12, 13). Zrozdilnych vysledku
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nékterych testd (viz tab. 9, 12) ale vyplyva, Zze za podminek biologickych hodnoceni

k eliminaci nemuselo dojit kvantitativné.

Podobné probé&hla také reakce s esterem 14, kdy po tfech dnech v DMSO byla *H

NMR spektroskopii prokazana existence exocyklické dvojné vazby.

Br Br Br
O O o
1. AcClI DMSO
2. pyridin 3dn
\ 0 » \ o O>\ d > \ o
R R
OH e} R
6:R=M 14: R = Me 19: R = Me
7R=Ph 12:R = Ph 13:R = Ph

Schéma 10. Pfiprava estert 12 a 14 a nasledna eliminacni reakce

Od kone&nych produktd jsme ocCekavali vysSi in vitro biologickou aktivitu, nez u
jejich predstupnill. Byla testovana antimykoticka, antibakterialni a u nékterych struktur

také cytostaticka aktivita.

3.2. Biologicka aktivita

V ramci diplomové prace byly provadény testy in vitro biologické aktivity proti
bakteriim a patogennim houbam. U nékterych struktur byla navic testovana takeé

cytostaticka aktivita.

3.2.1. Antibakterialni aktivita

3.2.1.1. Antibakterialni aktivita hydroxymethylderivat(

Tyto struktury nevykazuji antibakterialni aktivitu proti testovanym bakterialnim

kmendm pfi pouzitych koncentracich pfipravené latky.
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Tabulka 8. Antibakterialni aktivita furanont 6, 7 a 9 (ICg [umol.I™])

SA? MRSA? | SE® EF EC® KP' KP-E? PA"

6 24h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500

48h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500

7 24h >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125

48h >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125

10 24h >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125

48h >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125

“Staphylococcus aureus CCM 4516/08 bs. aureus meticilin rezistentni H 5996/08 °S. epidermidis H 6966/08
“Enterococcus sp. J 14365/08 “Escherichia coli CCM 4517 TKiebsiella pneumoniae D 11750/08 °K. pneumoniae
ESBL pozitivni J 14368/08 "pseudomonas aeruginosa CCM 1961

R4
o 6: R" =Me, R2= CH,0OH, R®=H,R*=Br,R%=H
RS o 7:R'=Ph, R®=CH,OH, R®=H,R*=Br,R°=H
\ r3 10 R' = Ph, R?= CH,0OH, R® =CH,OH,R*=CI,R%=ClI
R1
R2

Obr. 12. Struktury furanont 6, 7 a 10

3.2.1.2. Antibakterialni aktivita acetylovanych derivatl

Z vysledkll v Tab. 9 a 10 plyne, Ze derivaty substituované v poloze 4, vykazuji
ur€itou antibakterialni aktivitu, ktera je nejvyraznéjsi u 12 a 13 proti Staphylococcus
aureus a Staphylococcus epidermidis. Na in vitro antibakterialni biologickou aktivitu
ma také vyrazny vliv substituce na fenylovém jadfe v poloze 3. Pro porovnani jsou
uvedeny i aktivity analogickych furanon 8 a 16, pfipravenych dfive v ramci

disertaéni prace Mgr. Senela, Ph.D.°
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Tabulka 9. Srovnani antibakterialni aktivity latek 11, 12, 13 a 14
(ICgo [umol.I™)

SA? MRSA® | SE® EF EC® KP' KP-E¢ PA"

11 24h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500

48h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500

12 24h 3,9 7,81 0,98 7,81 >500 >500 >500 >500
48h 7,81 15,62 3,9 31,25 >500 >500 >500 >500
13 24h 7,81 7,81 3,9 15,62 >500 >500 >500 >500
48h 7,81 15,62 3,9 31,25 >500 >500 >500 >500
14 24h 62,5 62,5 31,25 >500 >500 >500 >500 >500
48h 125 125 62,5 >500 >500 >500 >500 >500

Staphylococcus aureus CCM 4516/08 ®S. aureus meticilin rezistentni H 5996/08°S. epidermidis H 6966/08
“Enterococcus sp. J 14365/08 “Escherichia coli CCM 4517 TKiebsiella pneumoniae D 11750/08 °K. pneumoniae
ESBL pozitivni J 14368/08 "Pseudomonas aeruginosa CCM 1961

R4
o 11: R' = Ph, R? = CH,0Ac, R3= CH,0Ac, R* =CI, R® = Cl
RS o 12: R' = Ph, R?>= CH,0Ac, R® =H,R*=Br,R®=H
\ r3  13:R'=Ph R*R%=CH, R'=Br,R°=H
R’ 2 14: R' = Me, R?= CH,0Ac, R® =H,R*=Br,R°=H
Obr. 13. Struktury furanont 11, 12, 13 a 14
R4
o 8: R' = Ph, R?= CH,OH, R3= CH,0OH, R* =Br , R® = H
RS o 16: R' = Ph, R? = CH,0Ac, R® = CH,0Ac, R* =Br,R%=H
R3
R’ 2

Obr. 14 — Struktury furanonti 8°a 16°
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Tabulka 10. Antibakterialni aktivita 8°a 16° (ICgo [umol.I"])

SA® MRSA® | SE° EF EC® KP' KP-E® | PA"
8 |24h | 1562 | 31,25 15,62 62,5 >500 >500 >500 >500
48h | 31,25 | 31,25 15,62 62,5 >500 >500 >500 >500
16 | 24h 3,9 31,25 >500 >500 >500 >500 >500 >500
48h 3,9 31,25 >500 >500 >500 >500 >500 >500

“Staphylococcus aureus CCM 4516/08 bS. aureus meticilin rezistentni H 5996/08 °S. epidermidis H 6966/08
Enterococcus sp. J 14365/08 °Escherichia coli CCM 4517 TKlebsiella pneumoniae D 11750/08 °K. pneumoniae
ESBL pozitivni J 14368/08 "Pseudomonas aeruginosa CCM 1961

Tabulka 11. Srovnani antibakterialni aktivity latek uzivanych v terapii

(ICgo [umol.I"])

SA? MRSA® | SE® EF EC® KP' KP-E® | PA"

Neom | 24h 3,9 0,89 3,9 250 0,98 0,98 0,98 7,81
48h 3,9 0,98 7,81 250 0,98 0,98 0,98 15,62

Bac |24h | 15,62 15,62 15,62 31,25 >500 >500 >500 >500
48h | 31,25 31,25 31,25 31,25 >500 >500 >500 >500

Pen |[24h | 0,24 125 31,25 7,81 125 250 >500 >500
48h | 0,24 125 125 15,62 125 500 >500 >500

Cipr |24h | 0,98 500 250 0,98 0,06 0,12 >500 3,9
48h | 0,98 500 250 0,98 0,06 0,12 >500 7,81
Phen | 24h | 0,24 250 62,5 7,81 >500 >500 >500 >500
48h | 0,24 500 250 7,81 >500 >500 >500 >500

“Staphylococcus aureus CCM 4516/08 ®S. aureus meticilin rezistentni H 5996/08°S. epidermidis H 6966/08
“Enterococcus sp. J 14365/08 °Escherichia coli CCM 4517 TKiebsiella pneumoniae D 11750/08 °K. pneumoniae
ESBL pozitivni J 14368/08 "pseudomonas aeruginosa CCM 1961

Neom = Neomycini sulfas, Bac =Bacitracin zinc., Pen =Penicilin G, Cipr =Ciprofloxacin HCC,

Phen = Phenoxymethyl penicilin
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Vyrazna in vitro antibakterialni aktivita proti nékolika kmenum, ktera je v jednom
pfipadé pfi submikromolarni koncentraci, patrna u latek 12 a 13, zejména proti
Staphylococcus epidermidis. Zda se, Zze nepatrné vysSi aktivitu vykazuje latka 12,
ktera v kultivaénim médiu C&aste€né podléha eliminaci na furanon 13. Proti
Staphylococcus epidermidis ucinek obou latek vyrazné prevySuje inhibiéni aktivitu

latek pripravenych Senelem.®

3.2.2. Antifungalni aktivita

3.2.2.1. Antifungalni aktivita hydroxymethylderivat(

Tyto latky vykazuji velmi nizkou in vitro antimykotickou aktivitu proti nékolika
fungalnim kmenum. Pro slaby ucinek je nutné fenylové jadro v poloze 4 laktonového
kruhu. Pfitomnost methylu v poloze 4 furanonu 6 je pfiCinou uplné ztraty i tak velmi

slabého antimykotického ucinku téchto latek.

Tabulka 12. Antifungalini aktivita 6, 7 @ 9 (ICgo [umol.I™*])

CA1% [ CA2° | cP¢ | ck1Y|ck2s|cTt |cge |cl" | T8 | AF | ACK | TM'

6 24h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

48h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

7 24h | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | 31,25 | >125 | >125 | 31,25

48h | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | 62,5 | >125 | >125 | 62,5

9 24h | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 125 | >125 | >125 | >125

48h | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125

“candida albicans ATCC 44859 bC. albicans ATCC 90028 °C. parapsilosis ATCC 22019 dC. krusei ATCC 6258
€C. krusei E28 Yy C. tropicalis156 9 glabrata 20/I hC. lusitaniae 2446/ 'Trichosporon ascii 1188
jAspergi//us fumigatus 231 kAbsidia corymbifera 272 ITrichophyton mentagrophytes 445
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o 6: R" =Me, R2= CH,OH, R®=H,R*=Br,R%=H
R5 o 7:R'"=Ph,R>=CH,0H, R®=H,R*=Br,R=H
\ rs 10 R' = Ph, R?= CH,0H, R® =CH,OH,R*=CI,R%=ClI
R1
R2

Obr. 15. Struktury furanonu 6, 7 a 10

3.2.2.2. Antifungalni aktivita acetylovanych derivatu
Od téchto latek jsme oCekavali vySSi in vitro biologickou aktivitu, nez jaka byla u

jejich prekursorl. Pfredpokladem je jejich vyssi lipofilita a tim lepSi penetrace do
bunék.

Tabulka 13. Antifungalni aktivita 11, 12, 13 a 14 (ICg [umol.I""])

CA1? | cA2° | cP® | cka1d|ck2¢ | cT” [ cge |clM |18 |AF | ACK | TM

11 24h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 125 >500 | >500 125

48h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 125 | >500 | >500 | 250

12 24h | 15,62 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | 7,81 | >500 | 7,81 | 7,81

48h | 250 >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 125 | >500 | 31,25 | 7,81

13 24h | 31,25 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | 250 | >500 | >500 | 7,81

48h | 250 >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | 7,81

14 24h | 3,9 62,5 | 62,5 | 62,5 | 62,5 | 62,5 | 31,25 | 15,62 | 7,81 | 31,25 | 15,62 | 7,81

48h | 15,62 | 62,5 | 62,5 125 125 125 | 62,5 | 31,25 | 31,25 | 31,25 | 15,62 | 31,25

“candida albicans ATCC 44859 bC. albicans ATCC 90028 °C. parapsilosis ATCC 22019 dC. krusei ATCC 6258
€C. krusei E28 Yy C. tropicalis 156 o glabrata 20/ hC. lusitaniae 2446/ 'Trichosporon ascii 1188
jAspergi//us fumigatus 231 kAbsidia corymbifera 272 ITrichophyton mentagrophyte s445
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R4
o 11: R' = Ph, R? = CH,0Ac, R3= CH,0Ac, R* =CI, R® = CI

R5 o 12: R' = Ph, R>= CH,0Ac, R® =H,R*=Br,R%=H
\ 13: R' =Ph, R%+ R®=CH,, R* =Br,R°=H

3
R 14: R' = Me, R?= CH,0Ac, R® =H,R*=Br,R%°=H

R! 2

Obr. 16. Struktury acetylderivatt 11, 12, 13 a 14

Antimykoticka aktivita vétSiny latek je zanedbatelna. Vyjimkou z této skupiny latek je
slou€enina 14, kde je in vitro aktivita nékolikanasobné vys$si nez u ostatnich latek,

pfesto je aktivita niZzSi nez u vsouCasné dobé pouzivanych antimykotik (viz
Tab 3) 7,8,12,13,14,15,16

Tabulka 14. Porovnani in vitro antifungalni aktivity (ICgo [umol.I*]) latky 14,
flukonazolu a aktivity (ICgs [umol.I™]) amfotericinu B
(hodnoty MIC stanoveny po 48 h)®*?

CA1° CK2P CT® CG® TB® AF' AC?

FLU 2 >50 5 >50 9 >50 >50
AmB 0,06 0,18 0,11 0,09 1,80 0,23 2,16
14 15,62 62,5 125 62,5 31,25 31,25 15,62

“Candida albicans ATCC 44859, °C. krusei E28,°C. tropicalis156, °C. glabrata 20/I,
“Trichosporon beigelii 1188, Aspergillus fumigatus 231, %Absidia corymbifera 272

3.2.3 Cytostaticka aktivita

U nékterych nami pfipravenych latek bylo také provedeno stanoveni cytostaticke
aktivity, konkrétné u furanonu 7, 12, 13 a 14. Bunécné linie na kterych byly nase latky
testovany jsou burnky lidské promyeloidni leukémie, bunky karcinomu délozniho
gipku, bun&éné linie lidské akutni T-lymfoblastoidni leukémie® a buriky lidského
hepatomu.?® Né&které ztéchto sloudenin vykazovaly cytostatickou aktivitu proti
nékterym bunénym liniim. Z vysledkl je patrné, Ze nejvysSi cytostatickou aktivitu

vykazuje latka 14. VSechny struktury jsou vSak aktivni zejména proti burikdm
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lymfoblastoidni leukémie, kde jsou koncentrace I1Csy, ve srovnani s ostatnimi

bunécnymi liniemi, pfiblizné poloviéni.

Tabulka 15. Cytostaticka aktivita 7, 12, 13 a 14 (ICso [umol.I™])

HL-60% HelLa S3° CCRF-CEM® | HepG2“
7 neaktivni neaktivni neaktivni neaktivni
12 5,35+ 0,20 2,78 £ 0,22 2,05+0,11 neaktivni
13 513 +0,27 5,68 + 0,66 2,55+0,25 neaktivni
14 2,62+0,16 1,83+0,15 1,63 £ 0,039 9,9+0,3

“promyeloidni leukémie HL-60 (ATCC CCL 240), bbuﬁky karcinomu délozniho Cipku Hela S3 (ATCC CCL 2.2),
‘bunécné linie lidské akutni T lymfoblastoidni leukémie CCRF-CEM (ATCC CCL 219), dbuﬁky lidského hepatomu

HepG2

O

| O
R3
R2

7: R1=Ph, R2. CH,OH, R3=H,R4=Br,R5=H
12: R" = Ph, R?>= CH,0Ac, R® =H,R*=Br,R®=H

13: R"=Ph, R?+ R®=CH,, R*=Br,R°=H

14: R' = Me, R?= CH,0Ac, R® =H,R*=Br,R%=H

Obr. 17. Struktury furanont 7, 12, 13 a 14
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4. ZAVER

Vramci své diplomové prace jsem pfipravil néktera synteticka analoga
inkrustoporinu, substituovana v poloze 4. Hlavnim krokem pfipravy byla cyklizace
oxoesterli bromfenyloctové kyseliny v bazickém prostiedi. Latky byly podrobeny

testlm na antibakterialni, antifungalni a cytostatickou aktivitu.

Vliv substituce v poloze 4 na biologickou aktivitu zalezi na typu substituentu. Je
patrné, Zze pfitomnost fenylu v poloze 4 furanonu vede Kk jistému ucCinku

antibakterialnimu, ktery je provazen cytostatickym.

Zjistili jsme, Ze naSe cilové struktury, stejné jako predlohové latky, také podléhaji
v kultivanim médiu eliminacni reakci. Z pfipravenych latek byly testovany jak
acetylované struktury, tak i derivaty u kterych jiz probéhla eliminacni reakce za

vzniku exocyklické dvojné vazby.

Ziskané vysledky ukazuji, Ze antibakterialni aktivita je doprovazena jistym

cytostatickym ucinkem, coz mlze byt znamkou obecné bunéc&né toxicity.

11: R" = Ph, R? = CH,0Ac, R3= CH,0AC, R*=CI, R® = Cl
RS 12: R' = Ph, R?= CH,0Ac, R® =H,R*=Br,R°=H

13: R'=Ph,R?+ R®=CH,, R*=Br,R%=H

14: R' = Me, R?= CH,0Ac, R® =H,R*=Br,R%=H

19: R'=Me, R?>+ R3=CH,, R*=Br,R%=H

Obr. 18. Struktury vyslednych latek
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5. EXPERIMENTALNI CAST

5.1. Obecné experimentalni postupy

Vychozi latky byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich a pfed pouzitim nijak
neupraveny. THF byl pfed pouzitim pfedestilovan z benzofenon ketylu se sodikem,
CHCIl, byl destilovan z CaH; v Cas potfeby.

Teploty tani vSech latek byly méfeny na pfistroji Buchi B-545nebo na Koflerové bloku
a nebyly korigovany. Méfeni IC spekter vSech latek bylo provedeno na pFistroji
NICOLET 6700 FT-IR. Hmotnostni spektra latek byla méfena na hmotnostnim
spektrometru FINNIGAN LTQ XL. NMR spektra byla méfena v roztocich CDCls,
(CD3),CO, DMSO-d6 pfi laboratorni teploté na pfistroji VARIAN MERCURY - Vx BB
300 pracujicim pfi 300 MHz pro *H a pfi 75 MHz pro *C. Chemické posuny byly
zméfeny jako hodnoty & v parts per million (ppm) a byly nepfimo vztaZzeny k
tetramethylsilanu jako standardu pomoci zbytkového signalu rozpoustédla. Data jsou
prezentovana v nasledujicim poradi: chemicky posun (8), integrovana intenzita (v
protonovych spektrech), multiplicita (s: singlet, d: dublet, t: triplet, q: kvartet, dd:
dublet dubletd, td: triplet dubletd, m: multiplet, bs: Siroky singlet), interakéni konstanty
(Hz).

Prabéh reakce a Cistota vyslednych produktd byla kontrolovana pomoci tenkovrstvé
chromatografie na aluminiovych TLC deskach Silica gel 60 F254 (Merck) s detekci
pod UV lampou nebo s pomoci detekéniho Ccinidla Ce(SQg4),:4H,O (2 Q),
Hs[P(M03O10)4] (49), konc. H,SO4 (10 ml), H,O (200 ml) a nasledného zahfati.
Silikagel 60 (230-240 mesh) pro sloupcovou chromatografii byl zakoupen od firmy E.
Merck.

5.2. Pouzité experimentalni postupy pfi biologickém hodnoceni

5.2.1. Hodnoceni antifungalni aktivity

U pfipravenych latek se hodnotila in vitro antifungalni aktivita va&i patogennim

houbam parazitujicim na ¢lovéku mikrodiluéni bujonovou metodou®®?’. Testovaci

31



soubor kmenu jsou zastupci béznych plavodcl infekénich onemocnéni a byl tvofen
Ctyfmi kmeny kvasinek z American Type Culture Collection (Candida albicans ATCC
44859, Candida albicans ATCC 90028, Candida parapsilosis ATCC 22019,
Candida krusei ATCC 6258) a osmi klinickymi izolaty kvasinek (Candida krusei E28,
Candida tropicalis 156, Candida glabrata 20/l, Candida lusitanie 2446/I,
Trichosporon beigelii 1188) a vlaknitych hub (Aspergillus fumigatus 231, Absidia
corymbifera 272, Trichophyton mentagrophytes 445) ziskanych z depozitu Katedry
biologickych a Iékafskych véd Farmaceutické Fakulty UK v Hradci Kralové. 3 z
uvedenych ATCC kmenU (Candida albicans ATCC 90028, Candida parapsilosis
ATCC 22019, Candida krusei ATCC 6258) slouzily také jako kontrola kvality. Na
Sabouraudové dextrézovém agaru byly kultivovany vSechny kultury pred testovanim.
Pro rozpousténi vSech testovanych latek byl pouzit DMSO (100 %); jeho vysledna
koncentrace nepfekroCila 2 %. Jako testovaci medium slouzilo RPMI 1640
(Sevapharma, Praha) medium obohacené L-glutaminem pufrované pomoci 0.165 M
morfolinpropansulfonové kyseliny (Serva) a 10 M NaOH na pH7.0. Jamky
mikrodilu¢nich testovacich desticek obsahovaly 200 pl RPMI 1640 media s klesajici
koncentraci testovanych latek (od 2000 do 0.488 umol.I™") a 10 pl suspenze inokula.
Vysledna koncentrace inokula v RPMI 1640 mediu byla
5x 10° + 0.2 cfuml™®. Destiky byly inkubovany pfi 35°C a MIC byly vizualné
odecteny po 24 a 48 hodinach. Hodnoty MIC pro T. mentagrophytes byly odecteny
po 72 a 120 hodinach. Minimalni inhibi¢ni koncentrace byly definovany jako 80 %
inhibice ruastu kontroly a byly stanoveny dvakrat a duplicitné. Odchylky od

tabelovanych hodnot MIC nebyly vySSi nez jedno fedéni pouzité pfi testovani.

5.2.2. Hodnoceni antibakterialni aktivity

U vybranych latek byla hodnocena in vitro antibakterialni aktivita vic¢i patogennim
bakteriim &lovéka mikrodiluéni bujénovou metodou?®. Testovaci soubor kmend jsou
zastupci béznych puvodcu infekénich onemocnéni a byl tvofen tfemi kmeny
mikroorganism( z American Type Culture Collection (Staphylococcus aureus ATCC
6538, Escherichia coli ATCC 8739, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027) a péti
klinickymi izolaty (Staphylococcus aureus MRSA HK5996/08, Staphylococcus
epidermidis HK6966/08, Enterococcus sp. HK14365/08, Klebsiella pneumoniae
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HK11750/08, Klebsiella pneumoniae ESBL HK14368/08) ziskanych z depozitu
Katedry biologickych a Iékafskych véd Farmaceutické Fakulty UK v Hradci Kralové.
Uvedené ATCC kmeny slouzily také jako kontrola kvality. Pfed testovanim byly
vSechny kultury kultivovany na Mueller-Hintonové agaru. Pro rozpousténi vSech
testovanych latek byl pouzit DMSO (100 %); jeho vysledna koncentrace nepfekrocila
2 %. Jako testovaci medium slouzil Mueller-Hintondv bujén (MH, HiMedia, Cadersky-
Envitek, Czech Republic) pufrovany na pH 7.4 (£0.2). Jamky mikrodilu¢nich
testovacich desti€ek obsahovaly 200 uyl Mueller-Hintonova media s klesajici
koncentraci testovanych latek (od 2000 do 0.488 pmol.I"') a 10 pl suspenze inokula.
Vysledna koncentrace inokula ve sterilni vodé dosahla hodnoty 0.5 McFarlandovy
stupnice (1.5 x 10® cfu.ml™). Desti¢ky byly inkubovany pfi 37°C a MIC byly vizualné
odecteny po 24 a 48 hodinach. Minimalni inhibicni koncentrace byly definovany jako
95 % inhibice rastu kontroly a byly stanoveny dvakrat a duplicitné. Odchylky od

tabelovanych hodnot MIC nebyly vy$Si nezZ jedno fedéni pouzité pfi testovani.

5.2.3. Hodnoceni cytostatickeé aktivity

Cytostaticka aktivita byla stanovena Dr. |. Votrubou (Ustav organické chemie a
biochemie AV CR, Praha). Inhibice bun&&ného rastu byla hodnocena na bun&énych
liniich mySi lymfocytytické leukémie L 1210 (ATCC CCL219), na bunkach lidské
akutni T-lymfoblastoidni leukémie CCRF-CEM (ATCC CCL 119), na bunkach lidské
promyeloidni leukémie HL-60 (ATCC CCL 240) a na lidskych buné&cnych liniich
karcinomu délozniho Cipku HeLa S3 (ATCC CCL 2.2). Bunécné linie L1210, CCRF
CEM a HL-60 byly kultivovany v RPMI 1640 mediu s telecim plodovym sérem na 24
jamkovych desti¢kach s tkanovou kulturou a bunéény nartst byl odecitan po 72
hodinach od aplikace testovanych latek. HeLa S3 buriky byly oCkovany do misek s
RPMI 1640-HEPES mediem s telecim plodovym sérem a hodnoceni probihalo 48
hodin po aplikaci testovanych latek. Bunéény rast byl kvantifikovan s pouzitim XTT
standardniho spektrofotometrického testu. Vysledky jsou vyjadfeny jako hodnota ICsg

(umol.I™).
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5.3. Syntéza

Priprava 2-fenyl-2-oxoethyl-2-(4-bromfenyl)acetatu (3)

Sumarni vzorec: C16H13BrO3
M,: 333.18

Br Br
m ' /\H/© \©\/i
Br
OH ) TEA o
% O
3

21 22 THE

Kyselina 4-bromfenyloctova (21) (11.63 mmol) byla rozpusténa ve 40 ml bezvodého
tetrahydrofuranu v atmosféfe argonu. K roztoku byl pfidan 2-brom-1-fenylethanon
(22) (12.00 mmol) a triethylamin (11.83 mmol). Smés byla pfivedena k varu pod
zpétnym chladiCem a zahfivala se po dobu 20 minut, posléze byla reakce
zpracovana extrakci mezi 5 % vodny roztok chloridu sodného a ethyl-acetat.
Organicka vrstva byla vysuSena bezvodym siranem sodnym. Surovy produkt byl
precCistén sloupcovou chromatografii na silikagelu gradientovou eluci za pouZiti

mobilni faze hexan/ethyl-acetat v poméru 98:2 - 9:1.
Vytézek: 73.1%; bezbarva olejovita latka; *H NMR: (300 MHz, CDCls) & 7.93-7.85

(2H, m, Ar), 7.65-7.57 (1H, m, Ar), 7.52-7.42 (4H, m, Ar), 7.25-7.20 (2H, m, Ar), 5.36
(2H, s, OCH,), 3.78 (2H, s, CH,). Charakterizace odpovida literatute.®

34



Priprava 3-(4-bromfenyl)-4-fenyl-2,5-dihydrofuran-2-onu (5)
Sumarni vzorec: C16H11BrO;
M;: 315.16

Br o | ©
O\/lj\o/\[(@ 1. NaH O

o 2.H*
——
3 DMSO 5

Do suspenze hydridu sodného (9.65 mmol) v 34 ml bezvodého DMSO byl kanylou
pfenesen roztok esteru 3 (9.19 mmol) v 17 ml bezvodého DMSO pod atmosférou
argonu. Po 60 minutach byla reakce ukonéena pfidanim 3M HCI do pH pfiblizné 1.
Reakéni smés byla poté vytfepana mezi 5 % vodny roztok chloridu sodného a
ethyl-acetat. Po oddéleni se organicka faze vysuSila bezvodym siranem sodnym. Ze
vzniklého roztoku byla odpafena rozpoustédla a vznikla olejovita kapalina, ktera po

zfedéni hexanem vykrystalizovala.

VytéZek: 88%; nazloutla krystalicka latka, t.t.: 111.0 °C; *H NMR: (300 MHz, CDCls)
5 7.55-7.28 (9H, m, Ar), 5.16 (2H, s, OCH,); *C NMR: (75 MHz, CDCls) & 173.0,
156.7, 132.0, 130.9, 130.8, 130.5, 129.2, 129.0, 127.4, 125.0, 123.2, 70.7.

Charakterizace odpovida literature.®
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Priprava 3-(4-bromfenyl)-5-hydroxymethyl-4-fenyl-2,5-dihydrofuran-2-onu (7)
Sumarni vzorec: C17H13BrO3
M;: 345.19

Br Br
LR LR
1. LDA

| O 2. (CH,0), | O

3. H,0
9 (J o

5 7

Y

Furanon 5 (3.17 mmol) byl rozpustén v 16 ml bezvodého tetrahydrofuranu. Reakéni
smés se nasledné chladila na -80 °C v atmosféfre argonu. PFi této teploté byl pfidan
roztok LDA (1.5M, THF komplex v cyklohexanu, 3.33 mmol). Po tficeti minutach byl
pfidan paraformaldehyd (odpovida 1.59 mmol formaldehydu). Nasledné se reakéni
smés pozvolna 2 hodiny ohfivala na laboratorni teplotu a poté byla pfidana voda. Po
pfidani vody reak¢éni smés zménila barvu na ¢ernou. Reakéni smés byla vytfepana
mezi nasyceny vodny roztok chloridu sodného a ethyl-acetat. Organicka faze byla
vysuSena bezvodym siranem sodnym. Surovy produkt byl precistén pomoci
sloupcové chromatografie na silikagelu gradientovou eluci, mobilni fazi byla smés

hexan/ethyl-acetat v poméru 9:1 - 7:3.

Vytézek: 63%; bila krystalicka latka, t.t. 122.2 °C; 'H NMR: (300 MHz, aceton-dg) &
7.57-7.49 (2H, m, Ar), 7.47-7.37 (5H, m, Ar), 7.35-7.29 (2H, m, Ar), 5.66 (1H, dd,
J1=2.61 Hz, J,=3.71 Hz, H5), 4.21 (1H, dd, J;=5.5 Hz, J,=6.6 Hz, OH), 4.03-3.95 (1H,
m, OCH,), 3.71-3.60 (1H, m, OCH,); *C NMR: (75 MHz, aceton-dg¢) & 172.3, 159.9,
132.2, 132.0, 130.8, 130.7, 129.8, 129.1, 127.3, 122.9, 83.8, 61.5; IR: (ATR)
vmax1040, 1071, 1096, 1186, 1230, 1337, 1359, 1393, 1447, 1484, 1573, 1639, 1737,
2919, 3407 cm™;LRMS (TOF-El): m/z (relativni intenzita) 346.0 [M]* (30), 316.0 (40),
314.0 (32), 259.0 (42), 257.0 (44), 256.0 (14), 235.1 (14), 207.1 (12), 179.1 (36),
178.1 (100), 176.1 (36), 152.1 (10), 151.1 (14), 150.0 (8); HRMS (TOF-EIl): m/z
vypocteno pro Ci7H13BrO3 344.0048, nalezeno 344.0057.
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Priprava 3-(4-bromfenyl)-5-hydroxymethyl-4-fenyl-2,5-dihydrofuran-2-onu (7) se
zménou podminek

Sumarni vzorec: C17H13BrO3

M. 345.19
Br
O 7 1. LDA o O o y O 0
S e e T
® e (T
5 , 8

Furanon 5 (3.17 mmol) byl rozpustén v 16 ml bezvodého tetrahydrofuranu. Reakéni
smés se ochladila na -70 °C v atmosféfe argonu. P¥i této teploté byl pfidan roztok
LDA (1.5M, THF komplex v cyklohexanu, 3,33 mmol). Po 30 minutach michani byl
pfidan paraformaldehyd (odpovida 1.59 mmol formaldehydu). Nasledné se smés
dalSi dvé hodiny michala a béhem této doby se pozvolna ohfivala. Pfi 0 °C se pfidala
voda a dosSlo ke zméné barvy reakcni smési na Cernou. ReakEéni smés byla
vytfepana mezi nasyceny vodny roztok chloridu sodného a ethyl-acetat. Organicka
faze byla vysuSena bezvodym siranem sodnym. Surovy produkt byl pfecistén pomoci
sloupcové chromatografie na silikagelu gradientovou eluci, mobilni fazi byla smés

hexan/ethyl-acetat v poméru 9:1 - 7:3. Zpét bylo ziskano 42 % vychozi latky.

Tabulka vytéZkua:

7 29 %
8 18 %

Charakterizace viz str. 35.

37



8:

'H NMR: (300 MHz, (CD3),CO) d 7.49-7.36 (7H, m, Ar), 7.33-7.27 (2H, m, Ar), 4.46
(2H, t, J=5.7 Hz, OH), 3.93 (2H, dd, J1=12.2, J2=5.7 Hz, OCH,), 3.75 (2H, dd,
J1=12.2, J2=5.7 Hz, OCH,). Charakterizace odpovida literature.®

Priprava
3-(4-bromfenyl)-5-acetoxymethyl-4-fenyl-2,5-dihydrofuran-2-onu (12) a
3-(4-bromfenyl)-4-fenyl-5-methyliden-2,5-dihydrofuran-2-onu (13)
Sumarni vzorec: C19H15BrO,4 (12) ; C17H11BrO, (13)

M;: 387.22 (12) ; 327.17 (13)

Br Br
Br O o O o O (0]
1. AcCl o . | o
| P 2. pyridin \ Q

(o - (I (O

7 12 13

Furanon 7 (1.13 mmol) byl rozpustén v 15 ml bezvodého dichlormethanu. Ke smési
byl pfidan pyridin (1.47 mmol) a smés byla ochlazena na 0 °C. Poté byl pfidan
acetylchlorid (1.47 mmol). Po 10 minutach bylo chlazeni ukonéeno a reakéni smés se
ohfivala na pokojovou teplotu. Reakce byla ukon¢ena po 30 minutach, protozZe se jiz
vesSkera vychozi latka pfeménila (zjisténo pomoci tenkovrstvé chromatografie).
Vznikla smés se 3x vytfepala mezi nasyceny vodny roztok chloridu sodného a
ethyl-acetat. Organicka faze byla vysuSena bezvodym siranem sodnym. Surovy
produkt byl pfecistén sloupcovou chromatografii na silikagelu za pouziti mobilni faze
hexan/ethyl-acetat v poméru 9:1.

Vytézek: 87%

Stanim po dobu 3 dni doslo k ¢aste¢né eliminaci a vzniklé produkty se od sebe
oddélily pomoci sloupcové chromatografie na silikagelu gradientovou eluci, jako
mobilni faze byla pouzita smés hexan/ethylacetat v poméru 95:5 - 1:1. Smés latek 12

a 13 vznikla v poméru 2,4:1.
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3-(4-Bromfenyl)-5-acetoxymethyl-4-fenyl-2,5-dihydrofuran-2-on (12)

Vytézek: 70.4 %; nazloutla amorfni latka; *H NMR: (300 MHz, aceton-dg) 5 7.59-7.52
(2H, m, Ar), 7.49-7.39 (5H, m, Ar), 7.37-7.30 (2H, m, Ar), 5.93 (1H, dd, J1=2.75 Hz,
J»=5.22 Hz, H5), 4.46 (1H, dd, J;=2.75 Hz, J»,=12.36 Hz, OCH;), 4.10 (1H, dd,
J1=5.22 Hz, J,=12.36 Hz, OCH,), 1.96 (3H, s, CHs); **C NMR: (75 MHz, aceton-de)
6171.8,170.4, 158.9, 132.4, 132.1, 131.6, 131.2, 130.4, 129.9, 129.0, 127.4, 123.2,
80.3, 63.4, 20.4; IR: (ATR) vmax1037, 1069, 1086, 1109, 1153, 1168, 1230, 1247,
1339, 1375, 1396, 1444, 1457, 1483, 1586, 1650, 1739, 2924 cm™,

3-(4-Bromfenyl)-4-fenyl-5-methyliden-2,5-dihydrofuran-2-on (13)

Vytézek: 29.6 %; nazloutld krystalicka latka, t.t. 140-142 °C; 'H NMR: (300 MHz,
CDCl;) 8 7.51-7.37 (5H, m, Ar), 7.34-7.27 (4H, m, Ar), 5.37 (1H, d, J=2.8 Hz, CH,),
4.92 (1H, d, J=2.8 Hz, CH,); *C NMR: (75 MHz, CDCl;) 5 168.1, 154.8, 148.8,
131.6, 130.8, 129.9, 129.9, 129.1, 128.8, 127.8, 126.1, 123.6, 98.0; IR: (ATR)
Vmax 1073, 1104, 1143, 1185, 1196, 1289, 1363, 1385, 1401, 1446, 1481, 1583,
1611, 1626, 1639, 1754, 1801, 2919 cm™; LRMS (TOF-EI): m/z (relativni intenzita)
328,0 [M]" (80), 326.0 [M]"(73), 300.0 (30), 298.0 (32), 272.0 (20), 270.0 (21), 258.0
(53), 256.0 (54), 219.1 (23), 191.1 (100), 189.1 (31), 176.1 (77), 151.1 (29); HRMS:
(TOF-EI): m/z vypocteno pro C;7H11BrO; 325.9942, nalezeno 325.9941.

Priprava 3-(3,4-dichlorfenyl)-5,5-bis(hydroxymethyl)-4-fenyl-2,5-dihydrofuran-2-
-onu (10)

Sumarni vzorec: C1gH14Cl,04

M;: 365.21

cl
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Furanon 9 (3.3 mmol) byl rozpustén v 16.5 ml bezvodého tetrahydrofuranu pod
atmosférou argonu. Reakcni smés se poté chladila na -80 °C. P¥i této teploté byl
pfidan roztok LDA (1.5M, THF komplex v cyklohexanu, 3.47 mmol). Po 30 minutach
michani byl pfidan paraformaldehyd (odpovida 3.3 mmol formaldehydu). Nasledné
se smés dalSi dvé hodiny michala a béhem této doby se pozvolna ohfivala na
laboratorni teplotu. Reakce byla ukon€ena pfidanim vody a v reakéni smési doslo ke
zméneé barvy na Cernou. ReakCni smés byla vytfepana mezi nasyceny vodny roztok
chloridu sodného a ethyl-acetat. Organicka faze byla vysuSena bezvodym siranem
sodnym a rozpoustédla odparena. Vznikla olejovita kapalina, ktera se po zahfati

v ethyl-acetatu rozpustila a po pozvolném ochlazeni se v roztoku vytvofily krystaly.

Vytézek: 76%; bila krystalicka latka, t.t. 159.9 °C; *H NMR: (300 MHz, aceton-de)
0 7.61-7.57 (1H, m, Ar), 7.52-7.38 (6H, m, Ar), 7.30-7.24 (1H, m, Ar), 4.51 (2H, bs,
OH), 3.93 (2H, d, J=12.1Hz, OCH,), 3.77 (2H, d, J=12.1Hz, OCH,); *C NMR:
(75 MHz, aceton-dg) 6 171.5, 163.3, 133.0, 132.4, 132.3, 131.8, 131.5, 131.0, 130.1,
129.9, 129.7, 128.7, 128.3, 93.7, 61.8; IR: (ATR) vmax 1027, 1079, 1095, 1111, 1132,
1145, 1184, 1206, 1258, 1296, 1350, 1378, 1409, 1441, 1454, 1471, 1548,
16531738, 2936, 3369 cm™; LRMS (TOF-EI): m/z (relativni intenzita) 364.0 [M]" (2),
318.0 (51), 316.0 (100), 290.0 (22), 288,0 (45), 248.0 (18), 246.0 (32), 227.0 (7),
225.0 (34), 212.0 (24), 176.1 (46); HRMS (TOF-El): m/z vypoc&teno pro
CigH14Cl204 364.0269, nalezeno 364.0260.

Priprava 3-(3,4-dichlorfenyl)-5,5-bis(acetoxymethyl)-4-fenyl-2,5-dihydrofuran-2-
-onu (11)

Sumarni vzorec: C»:H15Cl>,0¢

M;:449.28
Cl Cl
Ol R R
1. AcCl Cl

Cl | O OoH 2. pyridin
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Diol 10 (1.0 mmol) byl rozpustén v bezvodém dichlormethanu v atmosféfe argonu.
Ke smési byl pfidan pyridin (1.0 mmol) a acetylchlorid (1.01 mmol) a smés byla
chlazena v ledové lazni. Po 10 minutach bylo chlazeni ukon€eno a reakéni smés se
ohfivala na pokojovou teplotu. Reakce byla ukon€ena po 30 minutach, protoze se jiz
vesSkera vychozi latka pfeménila (zjiSténo pomoci tenkovrstvé chromatografie). Na
vakuové odparce byl odpafen dichlormethan. Vznikla smés byla vytfepana mezi 5 %
vodny roztok chloridu sodného a ethyl-acetat. Organicka faze byla vysu$ena
bezvodym siranem sodnym. Surovy produkt byl pfecistén sloupcovou chromatografii
na silikagelu gradientovou eluci za pouziti mobilni faze hexan/ethyl-acetat v poméru
9:1-7:3.

Vytézek: 54%; bezbarva amorfni latka; *H NMR: (300 MHz, CDCls) & 7.59-7.55 (1H,
m, Ar), 7.49-7.42 (3H, m, Ar), 7.33-7.28 (1H, m, Ar), 7.21-7.09 (3H, m, Ar), 4.57 (2H,
d, J=12.1 Hz, OCH,), 4.28 (2H, d, J=12.1 Hz, OCH,), 2.05 (6H, s, CHs); *C NMR:
(75 MHz, CDCI3) & 169.9, 169.6, 159.1, 133.4, 132.7, 130.9, 130.5, 130.3, 130.2,
129.7, 128.8, 128.7, 128.2, 127.4, 86.3, 62.6, 20.5; IR: (ATR) vmax 1011, 1032, 1136,
1183, 1214, 1379, 1443, 1471, 1552, 1746, 2954 cm™.

Priprava 2-oxopropyl-2-(4-bromfenyl)acetatu (2)
Sumarni vzorec: C13H11BrO3
M 271.11

mo v M a - d

0]
21 23 2

Kyselina 4-bromfenyloctova (21) (23.25 mmol) byla rozpusténa v 50 ml bezvodého
tetrahydrofuranu v atmosféfe argonu. Do reakéni smési byl pfidan triethylamin

(23.66 mmol). Po 30 minutach byl pfidan chloraceton (23) (25.12 mmol) a smés byla
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zahfivana k varu pod zpétnym chladiCem po dobu 26 hodin. Reak&ni smés se
nasledné Zfiltrovala a rozpoustédla byla odpafena. Produktem byla olejovita kapalina.
Surovy produkt se precistil pomoci sloupcové chromatografie na silikagelu, mobilni

fazi byla smés hexan/ethyl-acetat v poméru 8:2.

Vytézek: 83.83%; Zluta olejovita kapalina; H NMR: (300 MHz, CDCI3) 6 7.49-7.41
(2H, m, AA', BB', H2', H6"), 7.22-7.14 (2H, m, AA', BB', H3', H5'), 4.66 (2H, s, OCH,),
3.70 (2H, s, CHy), 2.11 (3H, s, CHs); *C NMR: (75 MHz, CDCls) & 201.0, 170.3,
132.3,131.7, 131.1, 121.3, 68.6, 40.1, 26.0. Charakterizace odpovida literatuie.®

Priprava 3-(4-bromfenyl)-4-methyl-2,5-dihydrofuran-2-onu (4)
Sumarni vzorec: C11HgBrO;
M;: 253.09

Br
1. NaH
O/\g/ J-Na . \ o
2 DMSO 4

Do suspenze hydridu sodného (20.48 mmol) ve 100 ml bezvodého DMSO byl
kanylou pfenesen roztok esteru 2 (19.49 mmol) v56 ml bezvodého DMSO v
atmosfére argonu. Po 60 minutach byla reakce ukoncena pfidanim 3M HCI do pH
pfiblizné 1. Reak&ni smés zménila barvu z erné na zlutou. Poté byla smés 3x
vytfepana mezi 5 % vodny roztok chloridu sodného a ethyl-acetat. Organicka faze
byla nasledné vysuSena bezvodym siranem sodnym. Surovy produkt byl precistén
pomoci sloupcové chromatografie na silikagelu gradientovou eluci za pouziti mobilni

faze hexan/ethyl-acetat v poméru 95:5 - 9:1.

VytéZek: 55.22%; bila krystalicka latka, t.t.: 97.5 °C; *H NMR: (300 MHz, CDCls)
0 7.60-7.54 (2H, m, AA', BB', H2', H6'), 7.41-7.35 (2H, m, AA', BB', H3', H5'), 4.79
(2H, s, OCHy), 2.21 (3H, s, CHs); **C NMR: (75 MHz, CDCls) & 172.9, 158.1, 131.7,
130.4, 128.7, 125.8, 122.7, 72.5, 13.4. Charakterizace odpovida literature.®
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Priprava 3-(4-bromfenyl)-5-hydroxymethyl-4-methyl-2,5-dihydrofuran-2-onu (6)

Sumarni vzorec: C1oH;11BrO3

M;: 283.12
Br
Br 1. LDA o)
O 2. (CH,0),
3. H,0
o 2 . | O
4 6 OH

Furanon 4 (4.0 mmol) byl rozpustén v 20 ml suchého tetrahydrofuranu a roztok poté
ochlazen na -70 °C v atmosféfe argonu. Pfi této teploté byl pfidan roztok LDA (1.5 M,
THF komplex v cyklohexanu, 4.2 mmol). Po 30 minutach michani byl pfidan
paraformaldehyd (odpovida 2.0 mmol formaldehydu). Nasledné se smés dvé hodiny
michala a pozvolna ohfivala. Pfi 0 °C byla pfidana voda a doSlo ke zméné barvy
reakéni smési na oranzovou. ReakCni smés byla vytfepana mezi nasyceny vodny
roztok chloridu sodného a ethyl-acetat. Organicka faze byla vysuSena bezvodym
siranem sodnym. Surovy produkt byl pfecistén pomoci sloupcové chromatografie na
silikagelu gradientovou eluci za pouziti mobilni faze hexan/ethyl-acetat v poméru

9:1 - ethyl-acetat.

VytéZek: 23 %; bila krystalicka latka, t.t. 119-120.5 °C; *H NMR: (300 MHz, aceton-
de) © 7.67-7.58 (2H, m, Ar), 7.52-7.44 (2H, m, Ar), 5.04-5.00 (1H, m, H5), 4.22 (1H, t,
J=6.04, OH), 4.09-3.99 (1H, m, OCH,), 3.98-3.87 (1H, m, OCH,), 2.23 (3H, d,
J=0.83, CHs); *C NMR: (75 MHz, aceton-dg) 5 172.5, 160.9, 132.2, 131.7, 130.8,
127.0, 122.6, 84.8, 61.3, 13.3; IR: (ATR) vmax 1037, 1060, 1072, 1086, 1108, 1152,
1182, 1213, 1290, 1335, 1383, 1398, 1438, 1458, 1485, 1591, 1649, 1730, 1737,
2932, 3402 cm™; LRMS (TOF-EI): m/z (relativni intenzita) 284.0 [M]* (37), 282.0 [M]*
(35), 254.0 (67), 252.0 (70), 225.0 (19), 223.0 (18), 197.0 (37), 195.0 (45), 173.1
(27), 145.1 (24), 117.1 (35), 116.1 (100), 115.1 (97); HRMS (TOF-EI): m/z vypoéteno
pro C1,H11BrO3 281.9892, nalezeno 281.9894.
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Priprava 3-(4-bromfenyl)-5-acetoxymethyl-4-methyl-2,5-dihydrofuran-2-onu (14)

Sumarni vzorec: C14H13BrO4

M;: 325.15
B
Br 0] 1. AcCl ' @)
2. pyridin
e i Y
6 OH 14 0]

Furanon 6 (0.77 mmol) byl rozpustén v 15 ml bezvodého dichlormethanu. Ke smési
byl pfidan pyridin (1.00 mmol) a reakéni smés byla ochlazena na 0 °C. Poté byl do
smési vpraven acetylchlorid (1.00 mmol) a reakce probihala 30 minut za stalého
chlazeni na teplotu 0 °C. Pak byla reakce ukoncena, protoZe vesSkera vychozi latka
se jiz pfeménila (zjisténo pomoci tenkovrstvé chromatografie). Odpafil se
dichlormethan a vznikly meziprodukt se 3x vytfepal mezi nasyceny roztok chloridu
sodného a ethyl-acetat. Organicka faze byla vysuSena bezvodym siranem sodnym.
Surovy produkt byl pfecistén pomoci sloupcové chromatografie na silikagelu

gradientovou eluci za pouziti mobilni faze hexan/ethyl-acetat v poméru 7:3.

VytéZzek: 63.5 %; bila olejovita latka; *H NMR: (300 MHz, aceton-dg) 8 7.68-7.62 (2H,
m, Ar), 7.52-7.44 (2H, m, Ar), 5.29-5.23 (1H, m, H5), 4.55 (1H, dd, J;=3.02 Hz,
J»,=12.36 Hz, OCH), 4.44 (1H, dd, J;=4.40 Hz, J,=12.36 Hz, OCH), 2.25 (3H, d,
J1=0.83 Hz, CH3), 1.99 (3H, s, CHy); 13C NMR: (75 MHz, aceton-dg) & 171.9, 170.6,
159.7, 132.3, 131.7, 130.4, 127.4, 122.9, 81.6, 62.6, 20.4, 13.3; IR: (ATR) vmax1070,
1105, 1143, 1213, 1329, 1365, 1382, 1437, 1487, 1589, 1663, 1740, 2925 cm™.
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3-(4-Bromfenyl)-4-methyl-5-methyliden-2,5-dihydrofuran-2-on (19)
Sumarni vzorec: C1,HgBrO;
M;: 265.10

Furanon 19 vznikl z acetylovaného furanonového derivatu 14 eliminaci acetatu
v DMSO.

Br Br
@] 0]
\ O o) DMSO \ (@)
0]
14 19

'H NMR: (300 MHz, DMSO-dg) & 7.74-7.65 (2H, m, Ar), 7.56-7.47 (2H, m, Ar), 5.36
(2H, s, CH>), 2.26 (3H, s, CH3); *C NMR: (75 MHz, DMSO-dg) & 168.1, 155.0, 148.3,
131.8, 131.2, 128.7, 125.9, 122.6, 96.4, 11.1.
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