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ABSTRAKT:
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Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra anorganické a organické chemie

Kandidat: Zbynék Braza
Konzultant: Prof. RNDr. Milan Pour, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Syntéza novych derivati kombretastatinu

Cilem mé diplomové prace bylo syntetizovat nové derivaty kombretastatinu a zabyvat se
jejich dalSimi syntetickymi upravami, které by mohly vést k vylepSeni ¢i zachovani jejich
biologické aktivity a zaroven ke zméné farmakokinetickych parametrti. Byly syntetizovany dvé
latky typu 3,4-diaryl-2,5-dihydrofuran-2-onti. Reakéni postup zahrnoval znamou sekvenci
reakci, kterd vychazi z o-halogenovanych acetofenonti, jenz jsou pievedeny na estery
fenyloctovych kyselin a intramolekularni cyklizaci pak vznika a,f-diarylbutenolid. Dvé finalni
latky byly zaslany na testovani antibakterialni, antifungalni a cytotoxické aktivity.

Kwvuli komplikacim pfi cyklizaci esterti jsme piesli k vyvoji nového syntetického pristupu
pomoci Pd-katalyzovanych cross-couplingi vhodné substituovanych benzenovych jader

s heterocykly jako spojovacim ¢lankem.
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Title of Thesis: Synthesis of new derivatives of combretastatin

The aim of this work was the synthesis of novel structural analogues of combretastatin,
including further structural modifications. Synthetic modifications might improve biological
activity as well as pharmacokinetics of the compounds. Two 3,4-diaryl-2,5-dihydrofuran-2-
ones were synthesized. The sequence comprises well-known reactions starting from
a-halogenated acetophenones, which are converted to esters of phenylacetic acids. The esters
are then cyclized to the final 2,5-dihydrofuran-2-ones analogues under basic conditions. The

title compounds were screened for their antibacterial, antifungal and cytotoxic activity.

Because of the difficulties especially in the cyclization step, we have tried to develop an
alternative  synthetic procedure based on Pd-catalysed cross-coupling reactions

of different aryl halides with heterocycles as bridging structural fragments.
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1. UVOD

1.1 Cytoskelet a jeho funkce

Cytoskelet je cytoplazmaticka vlaknita struktura typicka pro vSechny eukaryotické bunky

a nezbytna pro jejich pieziti a reprodukci.’

Vlakna se déli do tii skupin. Prvni skupinou jsou nejsilngjsi mikrotubuly tvotfené spirdloviteé
polymerizovanym heterodimerem bilkovin a- a B-tubulinu stabilizovanym molekulou GTP,
ktery tvoii dutou trubici. Druha skupina zahrnuje intermediarni filamenta, ktera jsou tvofena
bilkovinami specifickymi pro ruzné typy bun€k. Tteti skupinu piedstavuji nejslabsi

mikrofilamenta tvofena aktinem.!

Cytoskelet spoluurcuje celkovy tvar buniky (podle fyziologické funkce). Tvaruje jak vlastni
télo bunky, tak typické vybézky jako je axon neuronu nebo klky enterocyti. Slozky cytoskeletu
rovnéz poskytuji opérnou soustavu umoznujici nékterym jednobunéénym eukaryontiim aktivni
pohyb pomoci bi¢ikli nebo cilii. Nezbytnou soucasti je pro zachovani vnitini organizace bunky
v prabéhu celého bunééného cyklu. Napft. specialni asociované proteiny (tzv. ,,molekulové
motory*) vyuzivaji cytoskelet jako transportni infrastrukturu pro piesun organel v ramci buriky

nebo exkreci metabolitd.t

Kli¢ovou roli hraje cytoskelet pfi spravném rozdé€leni bunécného materidlu v prabéhu
mitdzy. To zahrnuje jak systém organel a geneticky material, tak rozdéleni samotné bunky
na bunky dcefiné. Pfi mitdze se ze dvou centromer, které slouzi jako polymerizacni centrum
pro mikrotubuly, zaéne tvofit mitotické vieténko. Pomoci né€j se mezi vznikajici dcefiné bunky
rozdéli organely a ob& sady chromosomu. Pii déleni samotné bunky se dale vytvari

cytoskeletalni prstenec, ktery matei'skou buiiku postupné rozdéli a ukonéi tak vlastni mitézu.t

Naruseni jakékoli funkce tubuldrniho systému, zejména mitotické, ma pro bunku fatalni
nasledky. V praxi se toho vyuziva pii terapii nadorovych onemocnéni a dnes jiz méné i pfi

terapii dny kolchicinem.

1.2 Kombretastatiny v prirodé

Drogy z jihoafrickych stromu ¢eledi Combretaceae jsou po tisicileti pouzivany v 1é€itelstvi
mistnich kment jako terapeutika proti Sirokému spektru nemoci zahrnujici onemocnéni srdce,

infekce Cervy, lepru, rakovinu a dal$i. Prvni zajem o tyto latky z pohledu zapadni mediciny



nastal pfi zjisténi, ze extrakty z druhu Combretum Caffrum vykazuji aktivitu proti bunéénym
liniim leukémie (P-388).2 P¥i dal§im vyzkumu bylo zji§téno, Ze extrakty obsahuji nékolik typt
aktivnich latek. Ty byly rozdéleny podle chemické struktury do Ctyf skupin: na derivaty

cis-stiloenu, diarylethylenu, chinonu a na makrocyklické laktony.®
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Zastupci z cis-stilbenové fady CA1 (1) a CA4 (2) vykazovaly nejvétsi protinadorovou
ucinnost. Mezi jejich hlavni nevyhody z hlediska farmakoterapie patii malé rozpustnost ve vodé
a s tim souvisejici nizka biologicka dostupnost a dale nestabilita konfigurace na dvojné vazbe.
Vlivem tepla, svétla nebo pouhym skladovanim totiz prechazeji na stabilnéjsi, avSak neuc¢innou

trans konfiguraci.

Problém solubility byl ¢aste¢né vyfesen pievedenim na fosfaty (CALP (3), CA4P (4)). Tyto
latky pak byly testovany v preklinickych studiich a v letech 2011 az 2014 byla obdobna latka

ombrabulin (5) ° schvalena EMA jako orphan-drug pro terapii nadortt mékkych tkani.
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Béhem téchto studii se zjistilo, ze CA4P dokaze efektivné zastavit krevni zadsobeni nadoru
poskozenim tvaru cévnich bun€k. Nésledné vyhladovéni malignich bunék zplsobi odumieni
nadoru. Problémem je skuteCnost, Ze kombretastatiny takto Gc¢inkuji hlavné na bunky uvnitt

nadoru, protoze povrchové bunky maji lepsi pfistup k Zivindm. To vedlo k pokusiim
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0 kombinaci kombretastatinu s dal$i chemoterapii (cisplatina, fluorouracil a dalsi). Tento
terapeuticky rezim ma vyhodu v tom, ze tradi¢ni 1é¢ba Gc¢inkuje nejlépe na vnéjsi nejrychleji se
délici bunky (které jsou také kombretastatiny zasazeny nejméné). Existoval proto realny
predpoklad, Ze klasickd chemoterapie usmrti bunky ve wvnéjsich vrstvach nadoru

a kombretastatiny znemozni zvyseni krevniho zasobeni ve vnitinich vrstvach.?

CAIP se pti preklinickych studiich ukézal jako jesté efektivnéjsi nez CA4P diky aktivité
vaci bunkam ve vnéjsich vrstvach nadoru, ktera je vysvétlovana metabolizaci na cytotoxicky

o-chinon.®

1.3 Mechanismus a¢inku kombretastatinu

Kombretastatiny patii do skupiny latek interagujicich s mikrotubuly. Jejich efekt spociva
v inhibici polymerizace mikrotubult stejné jako tomu je v piipadé kolchicinu (6), se kterym
sdileji vazebné misto, nebo Vinca alkaloid. Odlisny mechanismus maji taxany, které se vazi

na jiz polymerizované mikrotubuly, stabilizuji je a znemoZziiuji jejich depolymerizaci.®

Cis-stilbenova fada kombretastatind, jejimiz derivaty se zabyvame, obsahuje zakladni
strukturni prvky, kterymi jsou dvé rizné€ substituovana benzenova jadra (oznacovana jako A
a B, Obr. 1) spojena nenasycenym dvouuhlikatym mustkem. Pro ucinek je nezbytna
cis konfigurace dvojné vazby, protoze prostorové uspoiadani substituovanych aromatickych
kruhti je komplementarni k vazebnému mistu na tubulinu. Je také zajimavé, ze ackoli je
zékladni struktura tvofena syst¢émem konjugovanych dvojnych vazeb a dalo by se pfedpokladat

planarni uspofadani, ve skutecnosti benzenova jadra mezi sebou sviraji thel 50-60° (Obr. 2).

wvrwe
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Obr. 1 Obr. 2

V terapii nadorti kombretastatiny vystupuji jako VTA (vascular-targeting agents neboli
cévy zasahujici slouceniny). Inhibici tvorby mikrotubulti totiz naruSuji fyziologicky tvar
cévnich bungk, které se timto zakulati a zamezi Se tak toku krve k nadoru. Vykazuji také efekt
proti angiogenezi - tvorbé novych cév, kterou intenzivné stimuluje rostouci nador.
U kombretastatind je také zajimavé, Ze vykazuji urcitou selektivitu k mlads$im cévam, jako jsou
pravé cévy, jejichz tvorbu nador vyvolava. Selektivita se vysvétluje mirn€é odliSnym typem

tubulind t&chto bunék.®

1.4 Analoga kombretastatinu

Pfi zkoumani vlivu substituce benzenovych jader na biologickou aktivitu je mozné
z reSerSe na toto téma v literatufe dovodit, Ze jadro A je nejvyhodnéj$i ponechat
3,4,5-trimethoxy- nebo obdobné lipofiln¢ substituované. Jadro B je mozné obmeénit,
ale nejucinnéjsi z hlediska prostorového usporadani zlstava piirodni pozice substituent
v polohach 3 a 4. Na pozici 4 je nejvyhodnéjsi ponechat pivodni methoxyskupinu,
ale 3-hydroxyskupina (kobretastatin CA4 (2), viz vySe) muze byt pro zvySeni aktivity
nahrazena nitroskupinou nebo jesté 1épe aminoskupinou. Aminoskupina ma i dal$i vyhody,
at’ uz moznost prevedeni na amoniovou sul pro zlepseni rozpustnosti nebo tvorbu konjugata,
napf. s pfirodnimi aminokyselinami (viz. ombrabulin (5)). U nékterych latek byla testovana

I zaména jednoho z benzenovych jader za benzylovy substituent.

Pro zajisténi stability aktivni cis konformace ethendiylového mistku se tento zacleniuje
do heterocyklického kruhu. Kromé rigidizace struktury v tomto klicovém misté ma
heterocyklicky analog tu vyhodu, Ze poskytuje prostor pro rozlicnou derivatizaci ovliviiujici
dalsi vlastnosti molekuly jako je rozpustnost, pKa nebo poskytuje vazebné misto pro konjugaci

S jinymi aktivnimi molekulami. Mezi heterocykly, které byly testovany,

12



patii 2,3-dihydrooxazol-2-on (7, 8, 9), 2,5-dihydrofuran-2-on (11), tetrazol (10, 12), triazol (13)

a dalsi. Testovany vsak byly i n¢které acyklické derivaty (14).

ICs0 (NM)
Bunééné linie | B16 | HCT 166 | MCF-7 Ab549 PC-3
CA-4(2)° 1,0 0,9 2,7 2,1 2,7
Kolchicin (6)® NT NT 7,2 NT NT
76 7.9 11,0 10,5 19,9 7,5
g° 11 3,2 1,8 43 2,5
96 2,4 3,7 4,9 3,8 2,1
107 NT NT 1,9 2,8 0,5
118 NT NT 3,36 NT 5,32
12° NT NT 28+09 | 74+22 | NT
13% 1600 NT NT NT NT
1410 2900 NT NT NT NT

Tab. 1. Srovnani hodnot ICsg

vybranych kombretastatinovych derivata na linie

rakovinnych bun¢k. B16 — mysi melanom, HCT 166 — lidska rakovina tlustého stieva,

MCF-7 - lidsky nador prsu, A549 — plicni adenokarcinom, PC-3 — nadory prostaty;

NT-netestovano
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12 13 14

Tab. 1. fakticky podporuje vyse uvedené zavéry. Jadro A ma u nejucinnéjSich derivati
substituci shodnou s ptirodnimi kombretastatiny s vyjimkou zamény methoxyskupin v pozicich
3 a 5 u latky 10 za halogeny, kde je aktivita srovnatelna. Na kruhu B dochazi u nékterych latek
k obméné substituentu v poloze 3. Je zajimavé sledovat u latek jinak shodné struktury,
Ze absence substituentu V poloze 3 jadra B (7) vede k poklesu aktivity o 1 fad. Naproti tomu
latky s rozdilnymi heterocyklickymi kruhy se shodnou substituci kruhtt A a B (8, 9 a 11)
vykazuji proti bunéc¢né liniit MCF-7 fadove stejnou aktivitu a zda se tedy, ze vlastni charakter

heterocyklu nehraje v biologickém t¢inku vyznamnéjsi roli.

U latek 13 a 14, kde byl spojovaci mistek prodlouZzen na tfiuhlikaty, respektive
u heterocyklického derivatu doslo k vyméné fenylu za benzyl, se u¢innost snizuje fadové
1000x. U latky 14 je to zplisobeno pravdépodobné zménou zdkladniho kombretastatinového
uspotadani, které se tak nemuize spravné navazat na heterodimer tubulini. U heterocyklického
analogu 13 je ucinnost vyssi (podobnost s kombretastatiny je vétsi), ale stale neni srovnatelna

se zékladnim cis-stilbenovym usporadanim.
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1.5 Hledani novvch syntetickych pristupu ke tvorbé diaryldihydrofuranu

Komplexy nulmocného palladia se vyznacuji svoji mimoifadnou reaktivitou a schopnosti
katalyzovat vznik vazeb, jejichz tvorba je pomoci konvencnich syntetickych postupti velmi
obtizna nebo dokonce nemozna (zejména vazby C(sp?)-C(sp?) nebo C(sp?)-C(sp)).
Mechanismus téchto reakci je zkoumén jiz vice nez 40 let a obecné ho lze zjednodusit
do podoby znazornéné na Schématu 1. Zahrnuje dekoordinaci ligandi &i in situ redukci na Pd°®
(v zavislosti na typu prekurzoru), které pak vstupuje do katalytického cyklu a podléha nejprve
oxidativni adici (reakci zpravidla s aryl ¢i alkenylhalogenidem nebo triflatem), poté
transmetalaci (s pfisluSnym organokovem, zpravidla na bazi hoi¢iku, zinku, cinu, médi,
kfemiku ¢i boru) a nakonec reduktivni eliminaci, kterd regeneruje katalyzator a zaroven

poskytuje pozadovany produkt.!?

PdL,

|
+L [[-L

0 redukce
Pd"Ls
4

+L ||-L
R'-R? y R1-X

2
RO L
d

P AN
Y
Schéma 1

V souvislosti s badanim nasi vyzkumné skupiny v této oblasti se nedavno podatilo
odhalit schopnost palladiové cerni vystupovat jako katalyzator v  nékterych

cross-couplingovych reakcich. ProtoZze se jednd o mnohem levnéj§i variantu klasické
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homogenni palladiové katalyzy, ktera navic nevyzaduje pfitomnost specifickych organickych
ligandti (mohou vyznamné znesnadnovat purifikaci produktti), rozhodli jsme se pokusit se
0 jeji aplikaci na alternativni postup syntézy 3,4-diaryl-2,5-dihydrofurani jakozto derivatt
kombretastatinu. Retrosynteticky rozbor je znazornén na Obr. 3 a zahrnuje dvé rozpojeni
C(sp?)-C(sp?) vazeb a dehydrataci diolu.

Z
\/ z z
o < | x | OH OH
| @ R A  — A  — M
x | o | oH | oH
Z\//

Obr. 3
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2. CiL PRACE

Cilem mé prace bylo:

1. Syntetizovat vybrané 2,5-dihydrofuran-2-ony s riznymi substituenty (podobajici se
pfirodnim kombretastatinim), u kterych bylo mozné na zaklad¢ literarni reSerSe piredpokladat
antineoplastickou aktivitu a tyto latky posléze modifikovat poldrnimi skupinami, které by

mohly zlepsit farmakokinetické parametry téchto derivatu.

O

] @] Arl

Ar.
| O ------------ ko | O

, Ar?

Ar
X
X=-0H, -NH,

2. Testovat biologickou aktivitu ptipravenych derivati.

3. Vyvinout novou alternativni syntézu diarylfuranonli zaloZenou na cross-couplingovych

reakcich katalyzovanych komplexy palladia.
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3. VYSLEDKY S KOMENTAREM

3.1 Syntéza 3,4-diaryl-5-hydroxymethyl-2.5-dihydrofuran-2-onu

Obecny navrh syntézy shrnuje Schéma 2. Vychozi latkou je 4-methoxyacetofenon,
ktery je podroben nitraci v pozici 3 a nasledn¢ bromaci na a-uhliku. Vznikly bromketon je
substituovan vhodnym fenylacetatem za vzniku esteru, ktery je cyklizovan a dehydratovan

za vzniku nenasyceného péti¢etného laktonu. Ten je poté hydroxymethylovan v pozici 5.
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3.1.1 Nitrace

~
/©)J\ (0]
o

Nitrace vychozi latky 4-methoxyacetofenonu probiha mechanismem SgAvr.

NO,
15

Jako prvni jsme pouzili klasické podminky pomoci nitra¢ni smési (HNO3/H2SO4). Reakce

vSak neprobihala selektivné a obsahovala smés ned¢litelnych produktti.

Jako mirn¢jsi alternativu jsme proto pouzili nitraci, kde jako ¢inidlo vystupuje in situ
generovany acetylnitrat. Reakce probiha ve dvou krocich. Prvnim krokem je ptiprava ¢inidla,
které vznika reakci mezi HNO3 a Ac20 (ten v reakci vystupuje zaroven jako rozpoustédlo).

Ve druhém kroku (vlastni nitraci) se do smési pomalu vpravi vychozi latka. 2

Vytézek reakce byl pii 2 hodinach reakéniho ¢asu 90%. Dtikazem vzniku produktu 15 je
zména Stépeni signalt aromatickych vodikl, kdy se pavodni dva dublety 4’-methoxy-

acetofenonu zménily na tfi samostatné signdly s posunem 8.48 — 8.38, 8.17 a 7.16 ppm.

3.1.2 Bromace 3-nitro-4-methoxyacetofenonu

(0] (0] (@]
PHT Br Br

NO, NO, NO,

15 16 17

Bromace acetofenonti probiha reakci s bromaénim ¢inidlem v kyselém prostiedi, za vzniku
bromketonu. Jako nukleofil zde vystupuje enolforma ketonu. Aryl(alkyl)fenony
nesubstituované v pozici 3 nitro skupinou podléhaji této reakci az po delsi dobé (48 hodin).™
Vlivem substituce se reak¢ni ¢as ke vzniku monobromovaného produktu 16 zkratil na 20 minut,
ale komplikaci byl vznik dibromovaného produktu 17, ktery snizuje vytézek a ztézuje izolaci
zadaného produktu. Pokusili jsme se také cilen€ pripravit produkt 17, coz se nam sice podafilo,

ale izolace latky 17 byla komplikovana vznikem 4-brombutanolu, rozkladného produktu THF,
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ktery je od produktu velice obtizné oddélitelny. Lepsim ptistupem je proto vyuziti CH2Cl jako

rozpoustédla. Vysledky shrnuje Tab. 2.

Latka | PHT (ekv.) Rozpoustédlo Cas (hod) Vytézek (%)
16 1,2 THF 0,33 74
16 0,95 CH2Cl> 3,5 81
17 2 THF 2 80

Tab. 2. Vysledky bromace

Na NMR spektrech je patrna zména posunu signalti methylové skupiny z piavodnich 2.60
ppm na 4.40 ppm u monobromovaného produktu 16 a 6.65 ppm u produktu 17.

3.1.3 Tvorba esteru

V dal$im kroku se piipravi ester z ketonu 16 pomoci nukleofilni substituce s in situ

generovanou soli pfislu§né fenyloctové kyseliny (20a, 20b).

o} o)
R! (o}
” W 0 R
+ OH
R? o}
o R3 ~o WRZ
NO, R3S

NO,
19a: R"3= H; R?= -OCHj,4
19b: R"23= -OCHj4

18a: R"3= H; R?= -OCHj,4

16 18b: R123= OCH,

Reakci jsme provedli dvéma zpusoby. V prvnim jsme pomoci TEA deprotonovali kyselinu
18a v THF. Ta pak nasledné reagovala s bromketonem 16 za vzniku esteru. Vytézky vsak byly
nizké. Druhym postupem bylo rozpusténi fenyloctovych kyselin v acetonu s piidavkem K2COs.
Ten nasledné vytvoii draselnou sil a reakce probiha obdobné. Reakéni Casy sice byly pomérné
dlouhé, ale v obou ptipadech se podafilo dosdhnout uspokojivych vytézkii. Stejn€ jsme poté

postupovali s pouzitim kyseliny 18b.134
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Latka Baze Cas (hod) Vytézek (%)
19a TEA 3 39
19a K2CO3 96 92
19b K2CO3 120 79

Tab. 3. Vysledky tvorby esteru

Dukazem vzniku produktu 19a je pfitomnost singletti v oblastech 5.26 ppm pro skupinu
ArCOCH:0- a 3.74 ppm ArCH,CO- potvrzujici vznik esterové vazby. Obdobn¢ pro produktu
19Db to byl vznik novych singletii v oblastech 5.30 ppm a 3.74 ppm.

3.1.4 Cyklizace

Tvorba nenasyceného péti¢etného cyklu probiha ve dvou krocich.**** V prvnim se pomoci
vhodné baze odstépi kysely vodik z a-uhliku pivodni kyseliny. Takto vznikly enolat reaguje
s oxoskupinou pivodniho acetofenonu za vzniku pétietného nasyceného kruhu
s hydroxyskupinou v poloze 4. Ta nasledné¢ vlivem kyselého prostiedi pii zpracovani
dehydratuje za vzniku dvojné vazby.

R’ R
R2 R2

i 1 g W
o) R R3 . R3
I _baze wo] o _H | o
° : $ ®
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N02 NOZ

o

19a: R"3=H; R?= -OCH;,4
19b: R"23= .OCHj4

20a: R"3=H; R?= -OCHj4
20b: R"23= _OCHj,4

Stejnym zpisobem jsme se pokusili cyklizovat i ester 19b. Ze studia NMR spekter
reakénich smési vyplynulo, ze zadany produkt vznika (nové vznikly singlet s posunem 5.19

ppm odpovidajici -CH20-), ale jen ve stopovém mnoZstvi a nebylo mozné jej izolovat.314
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Latka Baze Cas (hod) Vytézek (%)
20a NaH 1 20
20a DBU 1 23
20b NaH 2 stopa
20b DBU 22 stopa

Tab. 4. Vysledky cyklizace

Vznik nenasyceného laktonového kruhu latky 20a potvrzuje zména posunu signalu

skupiny —OCH2- z 5.26 na 5.14 ppm a vymizeni singletu skupiny ArCH2CO-.

3.1.5 Hydroxymethylace

0 1. LDA _0 0
¢ e Qg
2 07¥
e | o | O oH
o O o O HO o O HO
| NO, | NO, | NO,
20a 21a 22a

Ke zvySeni hydrofility a tim i biodostupnosti jsme se pokusili o hydroxymethylaci
laktonového kruhu na pozici 5. Reakce je zalozena na tvorbé konjugovaného enolatu v pozici
v a jeho reakci s vhodnym elektrofilem (v tomto piipadé paraformaldehyd). Zadany produkt se
ale nepodafilo ziskat, protoze reakce probihala do druhého stupné a izolovali jsme tak
bis(hydroxymethyl)furanonovy derivat 22a s vytézkem 20 %. >4 Ze zbytku reakéni smési se

nepodafrilo dalsi latky izolovat.

Z NMR spektra produktu 22a jsou patrné signaly dvou hydroxymethylovych skupin
v oblastech 3.87 — 3.81 ppm a 3.74 — 3.69 ppm.
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3.1.6 Pokus o redukci

Redukce se provadi kovovych zinkem jako redukénim cCinidlem v prostiedi kyseliny
octové. TLC sice naznaCovala vymizeni vychozi latky, ale reakce poskytla jen nedélitelnou
smés mnoha produktd. Vzhledem k malému mnozZstvi vychozi latky jsme nebyli schopni proces

dale optimalizovat.

0 ~0
QY L P
Zn% CH,;COOH
| O OH -----emmeea- > | O oH
o HO 1) HO
| NO, | NH,
22a 23a

3.2 Vvyvoj alternativni syntézy derivati kombretastatinu

3.2.1 Navrh syntézy

V souladu s rozborem na Obr. 3 na strané 16 jsme méli v umyslu pfipravit
tributylstannyldiol, ktery by byl podroben Stilleho couplingu. Vznikly produkt by byl
cyklizovan na derivat 2,5-dihydrofuranu a Heckova reakce v poslednim kroku by vedla

k pfipojeni druhého arylového fragmentu. Postup znazoruje Schéma 3.
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OH OH

I Pd®, BusSnH SnBus _ Pd% Ar'-X Ar
HO | HO |

HO
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o AT Pd(AcO),, Ar2-X Ar!
[ oy
2

Ar

Schéma 3
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3.2.2 Priprava prekurzoru

3.2.2.1 Hydrostannylace

Reakce byla provadéna za pouziti znamych podminek, které byly v minulosti aplikovany
na derivatizaci jednoduchych 2-alkyn-1-olt.'®> Mechanismus nebyl dosud uspokojivé vysvétlen,
ale predpoklada se inzerce atomu palladia do vazby vodik-cin. Tento komplex se posléze
koordinuje k trojné vazb¢ a dochazi k tvorbé produktu formalni adice BusSnH na trojnou vazbu.

Jedna se o stereospecifickou syn-adici.

OH
OH

| | Pd(PPh3)4 SnBus
HO |

HO
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Vytézek reakce byl po 20 minutach 71 %. Dikazem produktu jsou signaly butylovych
zbytki a vznikly dublet vinylového vodiku s posunem 5.79 ppm.

3.2.2.2 Acetylace

Pfiprava dal$iho couplingového partnera, 4’-jodacetanilidu, probihala za osvédéenych

podminek pomoci acetanhydridu v CH2Clz s TEA jako bazi.

ACQO ©

HoN Y

25

Vytézek reakce byl po 14 hodinach 78 %. Ditkazem vzniku produktu 25 je signal vodika
acetylové skupiny v oblasti 2.18 ppm.

3.2.3 Cross-couplingové reakce katalyzované palladiovou éerni

U téchto reakci predpokladame mechanismus podobny vyse uvedenému (Schéma 1).

V této Casti vyzkumu jsme pii testovani reaktivity vychazeli ze dvou zakladnich pozadavkd.
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Nejprve jsme ptipravili ¢i zakoupili takové prekurzory pro reakci samotnou, které by
reflektovaly strukturu pfedlohovych kombretastatinid (byt' s jistym stupném zjednodusSeni)
(26 a 27). Nékteré dalsi pokusy pak slouzily i k prozkoumani substratové specifity
navrhovaného syntetického protokolu (28, 29 a 30).

Jako aditivum byl ve vétsin¢ ptipada testovan chlorid lithny. Z reSerSe v literatuie totiz

plyne, ze je schopen vytvaret s palladiem komplexy typu LixPdClx, které vykazuji vyssi

reaktivitu vac¢i substratam. 1/

Couplingovy Couplingovy | Pomocna | Cas | Vytdzek Produkt
partner 1 partner 2 latka (hod) (%)
l
OH ©
OH | - 19 -
SnBU3 O |
| HO
HO [
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| LiCl 28 34 HO
HO [
26
N._o
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Couplingovy Couplingovy | Pomocna | Cas | Vytézek Produkt
partner 1 partner 2 latka (hod) (%)
o H
Y~ N._O
S HN i 20 i s \f
USnBug, \ |
|
28
o H
Y~ N._O
o HN ] 20 ] o \f
MSnB% \/
|
29
o N._O
o I LiCl 21 - 0 \f
== | 0 W
l 29
@) H
Y~ N._O
SnBu, HN\@\ LiCl 24 - f©/ \f
1 | /
30

Tab. 5. Vysledky couplingti

Z vysledkt v Tab. 5. je jasné, ze s navrhovanymi syntézami jsme zatim nedosahli
vyraznéjsich uspéchti ve vyvoji této nové cesty. Navzdory nizkym vytézkiim jsme se pokusili
pokracovat Vv syntéze s latkami 26 a 27 dale, abychom zjistili dalsi potencial navrhovaného

pfistupu.

Vzniklé produkty 26 a 27 dokazuje vymizeni signalti butylovych vodikd a ptitomnost

signal aromatickych vodik odpovidajicich S§tépenim substituci v pozici 4.

3.2.4 Cyklizace

Navzdory zdanlivé jednoduchosti cyklizace vzhledem Kk termodynamické stabilité
vznikajiciho péticetného kruhu byla cyklizace but-2-en-1,4-diolu v kyselém prostiedi

neuspésnd. Piesli jsme tedy k cyklizacim za Mitsunobuovych podminek. Cyklizace
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2-tributylstannylbut-2-en-1,4-diolu byla zcela neuspésna, coz si vysvétlujeme labilitou vazby
uhlik(sp?)-cin.

U reakci s arylbutendioly se nam jiz podafilo pii pouziti ¢inidla DIAD dosahnout alespon

¢astecnych uspéchi. Vytézek byl vsak piesto nizky.

OH =
g T
HO
Latka R Cinidlo Cas (hod) Vytézek (%)
31 | 4-(N-acetylamino)fenyl H* 48 -
32 tributylstannyl DEAD 15 -
33 4-methoxyfenyl DIAD 72 30

Tab. 6. Vysledky cyklizace

Duikazem pro vznik produktu 33 je zména posunu a $tépeni signald vodiki skupin -CH20-

3.2.5 Heckova reakce

Heckova reakce probiha odlisSnym mechanismem nez je tomu u Kklasickych
cross-couplingovych reakci. Oxidativni adice probiha obdobng, ale vznikly komplex se
koordinuje ke dvojné vazbé a dochazi k jeji (zpravidla regioselektivni) karbopalladaci.
Nasledna struktura pak podléha stereospecifické syn-eliminaci, ¢imzZ se regeneruje dvojna

vazba (viz. Schéma 4).18
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V naSem ptipadé by sice dvojna vazba vznikala v nezadouci pozici dihydrofuranového
kruhu, ale pfedpokladali jsme pozdé€jSi snadnou izomerizaci za zvySené teploty nebo

prostfednictvim acidobazickych ¢inidel.

NO,
33

Jako reak¢niho partnera jsme vybrali pro ivodni pokus 1-jod-4-nitrobenzen, ktery je velmi
reaktivnim substratem pro oxidativni adici. Produkt 34 se nam vsak pfesto nepodafilo ziskat

a kvili nizkym vytézkam latky 33 jsme se nemohli pokusit o optimalizaci.
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3.3 Biologické aktivity

3.3.1 Antifungdalni aktivita

Hodnoceni antifungalni aktivity latky 20a na vybrané kmeny hub, latka se vysrazela
v mediu RPMI.

Kmen Cas (hod) | 1Cso (umnol) ICgo (umol)
Candida albicans ATCC 44859 24 NT >125
48 NT >125
Candida albicans ATCC 90028 24 NT >125
48 NT >125
Candida parapsilosis ATCC 22019 24 NT >125
48 NT >125
Candida krusei ATCC 6258 24 NT >125
48 NT >125
Candida krusei E28 24 NT >125
48 NT >125
Candida tropicalis 156 24 NT >125
48 NT >125
Candida glabrata 20/1 24 NT >125
48 NT >125
Candida lusitaniae 2446/ 24 NT >125
48 NT >125
Trichosporon asahii 1188 24 NT >125
48 NT >125
Aspergillus fumigatus 231 24 >125 NT
48 >125 NT
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Kmen Cas (hod) | ICso (umnol) I1Cg0 (umol)
Absidia corymbifera 272 24 >125 NT
48 >125 NT
Trichophyton mentagrophytes 445 72 >125 NT
120 >125 NT

Tab. 7. Antifungalni aktivita latky 20a

3.3.2 Antibakterialni aktivita

Hodnoceni antibakterialni aktivity latky 20a na vybrané kmeny, latka se vysrazela v mediu
MHB.

Kmen Cas (hod) ICg5 (umol)
Staphylococcus aureus ATCC 6538 24 >125
48 >125
Staphylococcus aureus HK5996/08 meticilin-rezistentni 24 >125
48 >125
Staphylococcus epidermidis HK6966/08 24 >125
48 >125
Enterococcus sp. HK14365/08 24 >125
48 >125
Escherichia coli  ATCC 8739 24 >125
48 >125
Klebsiella pneumoniae HK11750/08 24 >125
48 >125
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Kmen Cas (hod) ICos (umol)
Klebsiella pneumoniae HK14368/08 24 >125
48 >125
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 24 >125
48 >125

Tab. 8. Antibakterialni aktivita latky 20a

3.3.3 Souhrn

Z vysledkl vyplyva, Ze testovany furanon je prakticky neicinny. Mala u¢innost mize byt

zpusobena omezenou rozpustnosti latky 20a v mediu.
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4. ZAVER

1. Podatilo se nam syntetizovat dva derivaty kombretastatinu 20a a 22a. Komplikaci
pro syntézu dal$ich derivatd predstavuje cyklizace na finalni lakton. Latky byly podrobeny
testim na antibakterialni, antifungalni a cytotoxickou aktivitu. Casteéné vysledky jsme

doposud ziskali jen pro latku 20a, ktera se ukazala jako antibakterialné a antifungalné neucinna.

e e
e Qp
| © | O oH
o o HO
| NO, | NO,
20a 22a

2. Alternativnim pfistupem k syntéze zalozenym na couplingovych reakcich se nam zatim
nepodafilo ziskat finalni struktury. Protoze cyklizace na 2-aryl-2,5-dihydrofuran neprobihala
optimaln¢, nebylo dost vychozi latky pro optimalizaci Heckovy reakce. V ramci vyvoje byla
testovana i substratova specifita couplingovych reakci katalyzovanych palladiovou cerni.
Pii téchto pokusech se ukazalo, Ze aryljodidy s elektrondonorni substituci jsou pii danych

podminkach velmi malo reaktivni.

32



5. EXPERIMENTALNI CAST

5.1 Obecné experimentalni postupy

Vychozi latky byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich a pouzity bez dalSiho ¢isténi. THF
byl pted pouzitim piedestilovan ze sodiku a benzofenonu, dichlormethan byl v ¢as potieby

destilovan z CaHo.

NMR spektra latek byla zmeéfena v roztocich CDCls ¢i deuterovaného acetonu
pfi laboratorni teploté na pfistroji VARIAN MERCURY — Vx BB 300 pracujicim pii frekvenci
300 MHz pro H a pii 75 MHz pro *C nebo na piistroji VARIAN VNMR S500 (pii frekvenci
500 MHz pro *H a 125 MHz pro 3C). Chemické posuny byly uvedeny jako hodnoty & v ppm
a byly nepfimo vztazeny k tetramethylsilanu jako standardu pomoci zbytkového signalu
rozpoustédla (CDCls: 7.26 pro *H a 77.00 pro 3C). Data jsou prezentovana v nasledujicim
potadi: chemicky posun (J), integrovand intenzita (v protonovych spektrech), multiplicita
(s: singlet, d: dublet, m: multiplet), interakéni konstanty (Hz) a vSechna pfifazeni, jsou-li

uvedena.
Mgéteni IC spekter bylo provedeno na piistroji NICOLET 6700 FT-IR.

Pro kontrolu nad pribéhem reakci byla pouzita tenkovrstva chromatografie
na aluminiovych TLC deskéach Silica gel 60 F254 (Merck) s detekei pod UV lampou a s pomoci
detek¢niho ¢inidla Ce(SOa4)2. 4H20 (2 g), Ha[P(M03010)4] (4 g), konc. H2SO4 (10 ml), H20
(200 ml) a nasledného zahiati. Silikagel 60 (0.040-0.063 mm) pro sloupcovou chromatografii
byl zakoupen od firmy E. Merck.

5.2 Hodnoceni aktivit

Antibakterialni a antifungalni aktivitu stanovovaly Mgr.Vejsova, IngKiivéikova
a lda Dufkova z Katedry biologickych a l¢kaiskych véd Farmaceutické fakulty v Hradci
Kralové UK v Praze.

5.2.1. Hodnoceni antifungalni aktivity

U pripravenych latek byla hodnocena in vitro antifungalni aktivita va¢i humanné
patogennim houbam mikrodiluéni bujonovou metodou.'®*® Testovaci soubor kmenti zahrnoval

zastupce béZznych plvodci infekénich onemocnéni a byl tvofen ¢tyfmi kmeny kvasinek
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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 20/1, Candida
lusitanie 2446/1, Trichosporon beigelii 1188) a vlaknitych hub (Aspergillus fumigatus 231,
Absidia corymbifera 272, Trichophyton mentagrophytes 445) ziskanych z depozitare Katedry
biologickych a Iékarskych véd Farmaceutické Fakulty v Hradci Kralové UK v Praze.
Tti z uvedenych ATCC kment (Candida albicans ATCC 90028, Candida parapsilosis ATCC
22019, Candida krusei ATCC 6258) slouzily také jako kontrola kvality. VSechny kultury byly
pted testovanim kultivovany na Sabouraudové dextr6zovém agaru. DMSO (100 %) byl pouzit
pro rozpousténi vSech testovanych latek, jeho vysledna koncentrace neptekrocila 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 pH 7,0.
Jamky mikrodiluénich testovacich desti¢ek obsahovaly 200 ul RPMI 1640 media s klesajici
koncentraci testovanych latek (od 2000 do 0,488 pmol.I"Y) a 10 pl suspenze inokula. Vysledna
koncentrace inokula v RPMI 1640 mediu byla 5 x 10 £0,2 cfu.ml. Desti¢ky byly inkubovany
pfi 35°C a MIC byly vizudln€ odefteny po 24 a 48 hodindch. Hodnoty MIC pro
T. mentagrophytes byly odeéteny po 72 a 120 hodinach. Minimalni inhibi¢ni koncentrace byly
definovany jako 80 % inhibice ristu kontroly u kvasinek a jako 50 % inhibice ristu kontroly
u vlaknitych hub a byly stanoveny dvakrat a duplicitn€. Odchylky od tabelovanych hodnot MIC

nebyly vyssi nez jedno fedéni pouzité pii testovani.

5.2.2. Hodnoceni antibakterialni aktivity

U vybranych latek byla hodnocena in vitro antibakterialni aktivita vi¢i humanné
patogennim bakteriim mikrodiluéni bujonovou metodou.?’ Testovaci soubor kmenti zahrnoval
zastupce béznych plivodcl infekénich onemocnéni a byl tvoten tfemi kmeny mikroorganismi
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 HK11750/08, Klebsiella pneumoniae ESBL
HK14368/08) ziskanych z depozitare Katedry biologickych a lékaiskych véd Farmaceutické
Fakulty v Hradci Kralové UK v Praze. Uveden¢ ATCC kmeny slouzily také jako kontrola
kvality. VSechny kultury byly pied testovanim kultivovany na Miiller-Hintonové agaru. DMSO
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(100 %) byl pouzit pro rozpousténi vSech testovanych latek, jeho vysledna koncentrace
nepiekrocCila 2 %. Jako testovaci medium slouzil Miiller-Hintoniv bujon (MH, HiMedia,
Cadersky-Envitek, Ceska republika) pufrovany na pH 7,4 (£0,2). Jamky mikrodilu¢nich
testovacich desticek obsahovaly 200 pl Miiller-Hintonova media s klesajici koncentraci
testovanych latek (od 2000 do 0,488 pmol.1™t) a 10 ul suspenze inokula. Vysledna koncentrace
inokula ve sterilni vodé dosahla hodnoty 0,5 McFarlandovy stupnice (1,5 x 10® cfu.ml?).
Desticky byly inkubovany pii 37°C a MIC byly vizudlné¢ odeCteny po 24 a 48 hodinach.
Minimalni inhibi¢ni koncentrace byly definovany jako 95 % inhibice ristu kontroly a byly
stanoveny dvakrat a duplicitné. Odchylky od tabelovanych hodnot MIC nebyly vyssi nez jedno

fedéni pouzité pii testovani.

5.3 Provedeni syntézy

5.3.1 Syntéza 3.4-diaryl-5-hydroxymethyl-2.5-dihydrofuran-2-onu

5.3.1.1 Pfiprava 1-(4-methoxy-3-nitrofenyl)ethanonu

Sumarni vzorec: CogHgNO4

Relativni molekulova hmotnost: 195,17

Do vyZihané a argonem naplnéné banky (100 ml) se za chlazeni v rozmezi -25°C az -20°C
pienese Ac20 (698,6 mmol; 66 ml) a HNO3 (99,8 mmol; 6,91 ml) a smés se ponecha 10 minut
michat. Reak¢ni smés se posléze ohieje na -5°C a opatrné se piikapava 4’-methoxyacetofenon
(49,9 mmol; 7,5 g) rozpustény v 2 ml chloroformu. Reakce se necha michat do té doby, dokud
V celém objemu banky reakéni smés neztuhne (cca 2 hodiny). Poté se smés extrahuje mezi
nasyceny vodny roztok NaCOz (50 ml) a aceton (50 ml). Organicka vrstva byla vysusena
siranem sodnym a rozpoustédla odpatena. Cisty produkt byl ziskan sloupcovou chromatografii

na silikagelu (gradientova eluce, hexan : ethyl-acetat = 85 : 15 — 1 : 1).

Vytézek: 90 %, amorfni bilé latka, t.t. v literatute?* 97-99°C, *H NMR (300 MHz, CDCls)
0 8.48 —8.38 (m, 1H, ArH), 8.17 (ddd, J1 = 8.8 Hz, J» = 2.2 Hz, J3 = 0.7 Hz, 1H, ArH), 7.16
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(d, J = 8.8 Hz, 1H, ArH), 4.04 (s, 3H, OCHs), 2.60 (d, J = 0.7 Hz, 3H, COCHs); 3C NMR
(75 MHz, CDCls) § 194.78, 156.20, 139.23, 133.99, 129.58, 126.24, 113.28, 56.90, 26.34;
IC (ATR) vmax 828, 1023, 1288, 1348, 1531, 1610, 1684, 2960, 3016 cm™.

5.3.1.2 Piiprava 2-brom-1-(4-methoxy-3-nitrofenyl)ethanonu

Sumarni vzorec: CogHsBrNOg4
Relativni molekulova hmotnost: 274,07

0
PHT, THF Br Br

NO, NO, NO,
15 16 (74 %) 17 (8 %)

Ke ketonu 15 (3,6 mmol; 0,703 g) rozpusténému ve 20 ml THF se ptida PHT (4,32 mmol;
1,536 g) v jedné davce. Reakce se ponecha 20 minut michat za laboratorni teploty. Reak¢ni
smés se poté prefiltruje pres vatu a THF se odpati. Zbytek po odpateni se ziedi etherem (20 ml)
a extrahuje se nasycenym vodnym roztokem NaCl v objemovém poméru 1:2. Cisty produkt byl

ziskan sloupcovou chromatografii na silikagelu (gradientova eluce, hexan : ethyl-acetat =

100 : 0 — 90 : 10).

Vytézek: 74 % 16, svétle Zlutd amorfni latka, t.t. v literatufe?? 95-96°C, 'H NMR
(300 MHz, CDCls) & 8.46 (d, 1H, ArH), 8.21 (dd, 1H, ArH), 7.20 (d, 1H, ArH), 4.40
(s, 2H, COCHBY), 4.07 (s, 3H, OCHs); *3C NMR (75 MHz, CDCls) & 188.45, 156.70, 139.40,
134.79, 126.78, 126.22, 113.55, 57.00, 29.78.

Vytézek: 8 % 17, svétle zlutd amorfni latka, 'H NMR (300 MHz, CDCls) § 8.61
(s, 1H, ArH), 8.41 — 8.35 (m, 1H, ArH), 7.24 — 7.16 (m, 1H, ArH), 6.56 (s, 1H, COCHBTr),
4.06 (s, 3H, OCHs3); 3C NMR (75 MHz, CDCls) 6 183.19, 157.00, 139.75, 135.83, 127.79,
122.84, 113.52, 57.09, 38.69.
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5.3.1.3 Pfiprava 2,2-dibrom-1-(4-methoxy-3-nitrofenyl)ethanonu s 2 ekv. PHT

Sumarni vzorec: CoH7BroNO4
Relativni molekulova hmotnost: 352,97

0 0

Br
PHT, THF

~o 80 % ~0 Br
NO, NO,

15 17

Ke ketonu 15 (5 mmol; 0,975 g) rozpusténému v 22 ml THF se piida PHT (10 mmol; 3,553
0). Reakce se ponecha 2 hodiny michat za laboratorni teploty. Reak¢ni smés se poté piefiltruje
pies vatu a THF se odpafi. Zbytek po odpaieni se ziedi etherem (20 ml) a extrahuje
se nasycenym vodnym roztokem NaCl v objemovém poméru 1:2. Cisty produkt byl ziskan
sloupcovou chromatografii na silikagelu (gradientova eluce, hexan : ethyl-acetait = 9 : 1—

7:3).

Vytézek: 80 %

5.3.1.4 Piiprava 2-brom-1-(4-methoxy-3-nitrofenyl)ethanonu s 0,95 ekv. PHT

Sumarni vzorec: CogHsBrNOg4
Relativni molekulova hmotnost: 274,07

0 O

Br
PHT, CH,Cl,

o 81 % ~o
NO, NO,

15 16

Ke ketonu 15 (1,5 mmol; 0,293 g) rozpusténému v 10 ml CH2Cl, se za michani pfida PHT
(1,425 mmol; 0,506 g). Reakce se ponecha 3,5 hodiny michat za laboratorni teploty. Reak¢ni

smés se poté prefiltruje pies vatu a CH2Cl2 se odpafi. Zbytek po odpareni se zfedi etherem
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(10 ml) a extrahuje se nasycenym vodnym roztokem NaCl v objemovém poméru 1:2. Cisty

produkt byl ziskan sloupcovou chromatografii na silikagelu (hexan : ethyl-acetat = 9 : 1).

Vytezek: 81 %

5.3.1.5 Ptiprava 2-(4-methoxy-3-nitrofenyl)-2-oxoethyl-2-(4-methoxvyfenyl)acetdtu s TEA

Sumarni vzorec: C1gH17NO7

Relativni molekulova hmotnost; 359,33

0 o
0
Br TEA, THF, reflux ©
~ * 1o} OH 9 ~ @) -
0 39 % o) 0
NO,

I
NO,

16 18a 19a

Pod atmosférou argonu se rozpusti keton 16 (7,04 mmol; 1,935 g) v 21 ml bezvodého THF.
Poté se ptida kyselina 18a (7 mmol; 1,163 g) a TEA (7 mmol; 1 ml). Reakce se zahtiva k varu
pod zpétnym chladicem po dobu 4 hodin. Reakéni smés byla poté extrahovana nasycenym
vodnym roztokem NaHCO3z (30 ml). Organicka vrstva byla vysusena bezvodym siranem
sodnym, zfiltrovana a rozpoustédla odpafena. Cisty produkt byl ziskan sloupcovou

chromatografii na silikagelu (gradientova eluce, hexan : ethyl-acetat =85 : 15 — 7 : 3).

Vytézek: 39 %, zIlutd amorfni latka, *H NMR (300 MHz, CDCls) 6 8.36 (d, J = 2.2 Hz, 1H,
ArH), 8.07 (dd, J. = 8.8 Hz, J» = 2.2 Hz, 1H, ArH), 7.28 — 7.19 (m, 2H, ArH), 7.14
(d, J=8.9 Hz, 1H, ArH, 6.90 — 6.81 (m, 2H, ArH), 5.26 (s, 2H, COCH-0), 4.03 (s, 3H, OCH3),
3.79 (s, 3H, OCHg), 3.74 (s, 2H, PhCH2CO); 3C NMR (75 MHz, CDCl3) § 189.42, 171.22,
158.77, 156.65, 139.30, 133.68, 130.35, 126.51, 125.68, 125.33, 114.00, 113.55, 65.99, 56.93,
55.21, 39.89; IC (ATR) vmax 827, 1030, 1154, 1170, 1255, 1347, 1424, 1517, 1531, 1613, 1688,
1700, 1738, 1752, 2936, 3077 cm™™.,
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5.3.1.6 Pfiprava 2-(4-methoxy-3-nitrofenyl)-2-oxoethyl-2-(4-methoxyfenyl) acetatu
s KoCOs3

Sumarni vzorec: C1sH17NO7

Relativni molekulova hmotnost: 359,33

0] O
Br /©/\fo K,COj3, aceton O\H/\©\
+ OH -
~o 0 92 % ~o o o~
NO,

I
NO,

16 18a 19a

Do 20 ml acetonu se pfida K2COs (14 mmol; 2,483 g) a necha se 10 minut michat. Poté se
ve stejné bance rozpusti kyselina 18a (3,08 mmol; 0,522 g) a znovu se ponecha 10 minut
michat. Po ptidani ketonu 16 (2,8 mmol; 0,783 g) se reakce ponecha 120 hodin reagovat
za laboratorni teploty. Reakce se extrahuje nasycenym vodnym roztokem NH4Cl (40 ml),
vysusi se bezvodym siranem sodnym, prefiltruje se a rozpoustédla se odpati. Cisty produkt byl
ziskan sloupcovou chromatografii na silikagelu (gradientova eluce, hexan : ethyl-acetat =8 : 2

— Cisty ethyl-acetat).

Vytézek: 92 %

5.3.1.7 Pfiprava 2-(4-methoxy-3-nitrofenyl)-2-oxoethyl-2-(3,4,5-trimethoxyfenyl) acetatu

Sumarni vzorec: C20H21NOg
Relativni molekulova hmotnost: 419,38
0 | 0 |

O 0]
Br K,CO3, aceton o o
+ -
OH O
o <|3 79 % o o~

NO, O NO, O

16 18b 19b
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Do 10 ml acetonu se piida K2COs3 (5,6 mmol; 0,854 g) a necha se 10 minut michat. Poté se
ptida kyselina 18b (1,23 mmol; 0,288 g) a znovu se ponecha 10 minut michat. Po ptidani
ketonu 16 do reakéni smési (1,12 mmol; 0,188 g) se reakce micha 72 hodin za laboratorni
teploty. Reakéni smés se extrahuje nasycenym vodnym roztokem NHsCl (20 ml), vysusi se
bezvodym siranem sodnym, piefiltruje Se a rozpoustédla se odpati. Cisty produkt byl ziskan
sloupcovou chromatografii na silikagelu (gradientova eluce, hexan : ethyl-acetat =8 : 2 — Cisty

ethyl-acetat).

Vytézek: 79 %, zluta amorfni latka, t.t. v literatufe?® 114-115°C, 'H NMR (300 MHz,
CDCl3) & 8.39 (d, J = 2,2 Hz, 1H, ArH), 8.07 (dd, J, = 8,8 Hz, J; = 2,2 Hz, 1H, ArH), 7.15
(d, J = 8,9 Hz, 1H, ArH), 6.57 (s, 2H, ArH), 5.30 (s, 2H, COCH0), 4.05 (s, 3H, OCHj3), 3.86
(s, 3H, OCHa), 3.83 (s, 3H, OCHj3), 3.74 (s, 2H, PhCH,CO); 3C NMR (75 MHz, CDCls)
& 189.22, 170.88, 156.72, 153.23, 139.34, 137.06, 133.66, 128.84, 126.67, 126.28, 113.58,
106.28, 66.06, 60.94, 56.99, 56.20, 41.01; IC (ATR) vmax 861, 1015, 1076, 1128, 1240, 1290,
1506, 1538, 1582, 1614, 1705, 1750, 2942, 3011 cm™.

5.3.1.8 Piiprava 3-(4-methoxyfenyl)-4-(4-methoxy-3-nitrofenyl)-2,5-dihydrofuran-2-onu
s NaH

Sumarni vzorec: CigHisNOg
Relativni molekulova hmotnost: 341,31

_0

o) 1. NaH, DMSO O o
o) 2. H*
@ _ | o
o)
~o o~ 20 % O

NO,

o)
| NO,

19a 20a

Ve vyzihané a argonem naplnéné barice se NaH (2,74 mmol; 0,06 g) suspenduje v 15 ml
bezvodého DMSO. Ve druhé baiice se stejnym zptisobem rozpusti ester 19a (2,62 mmol; 0,942
g) v 15 ml DMSO pod argonem a pomoci kanyly se pienese do prvni barnky. Reakce se ponecha
1 hodinu pfi laboratorni teploté. Poté se reakéni smés nalije do banky s destilovanou vodou

(50 ml) a okyseli se 3M HCl na pH 1, kdy se barva reak¢ni smési zméni z tmaveé modré az Cerné
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na zlutou. Smés se poté extrahuje mezi nasyceny vodny roztok NaCl (60 ml) a ethyl-acetat
(30 ml). Organicka faze je vysusena bezvodym siranem sodnym, piefiltrovana a rozpoustédla
odpatena. Cisty produkt byl ziskan sloupcovou chromatografii na silikagelu (gradientova eluce,

hexan : ethyl-acetat=9:1— 75:25).

Vytézek: 20 %, nazloutla amorfni latka, 'H NMR (300 MHz, CDCls) § 7.84 (d, J = 2.2 Hz,
1H, ArH), 7.53 (dd, J1 = 8.8 Hz, J. = 2.3 Hz, 1H, ArH), 7.40 — 7.31 (m, 2H, ArH), 7.04
(d, J = 8.8 Hz, 1H, ArH), 6.97 — 6.89 (m, 2H, ArH), 5.14 (s, 2H, OCHy), 3.98 (s, 3H, OCHs),
3.83 (s, 3H, OCH3); 3C NMR (75 MHz, CDCls) § 173.12, 160.26, 154.01, 151.41, 139.65,
133.23, 130.46, 126.42, 124.43, 123.39, 121.50, 114.44, 113.98, 70.05, 56.73, 55.28; IC (ATR)
vmax 821, 837, 1017, 1028, 1155, 1252, 1279, 1297, 1348, 1515, 1530, 1609, 1618, 1749, 2928,
2959, 3012 cm™,

5.3.1.9 Ptiprava 3-(4-methoxyfenyl)-4-(4-methoxy-3-nitrofenyl)-2,5-dihydrofuran-2-onu
s DBU

Sumarni vzorec: C1sH15NOs
Relativni molekulova hmotnost: 341,31

_0

o) 1.DBU, CH5CN O o
o) 2. H*
\H/A\I:::l\ _ | ©
~o o) o~ 23 % O

o
|

NO,

19a 20a

Ve vyzihané, argonem naplnéné barice se rozpusti ester 19a (0,834 mmol; 300 mg) v 7 ml
bezvodého acetonitrilu a teplota reakce se upravi na 0°C. Poté se po kapkach ptida DBU
(1,25 mmol; 0,191 ml). Po 1 hodiné michani pfi laboratorni teploté se reakce zahieje na 50°C
a po 72 hodinach pfi této teploté se reakce nalije do banky s destilovanou vodou (50 ml)
a okyseli se 5% roztokem HCI do zmény barvy reakéni smési z tmaveé modré na Zlutou. Reakce
se extrahuje mezi ethyl-acetat (30 ml) a nasyceny vodny roztok NaCl (60 ml), organicka faze

se vysusi bezvodym siranem sodnym a rozpoustédla se odpaii. Cisty produkt byl ziskan
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sloupcovou chromatografii na silikagelu (gradientova eluce, hexan : ethyl-acetat =9 : 1 —
75 : 25).

Vytezek: 23 %

5.3.1.10 Pfiprava 3-(4-methoxyfenyl)-4-(4-methoxy-3-nitrofenyl)-5-hydroxymethyl-2 5-

dihydrofuran-2-onu

Sumarni vzorec: C20H19NOs

Relativni molekulova hmotnost: 401,37

~0 1.LDA, THE  —© ~0
o) o) o)
2 /%\ >f
o)
| o n | o ., | O oH
i o) O
| NO, | NO, | NO,
20a 21a (0 %) 22a (20 %)

Lakton 20a (0,492 mmnol, 0,168 g) se rozpusti v 2,5 ml bezvodéhoo THF pod atmosférou
argonu, reakce se ochladi na -80°C a ptida se LDA (0,516 mmol; 0,344ml). Po ohiati na 0°C
se piida paraformaldehyd (0,492 mmol; 0,027 g). Reakce se ponecha michat po dobu 90 minut.
Poté se reakeni smés piefiltruje a THF se odpafi. Zbytek po odpateni se ziedi ethyl-acetatem
(20 ml) a organicka faze se dvakrat extrahuje s 5% vodnym roztokem NaCl (40 ml). Organicka
faze byla vysuSena bezvodym siranem sodnym, zfiltrovana a rozpoustédla odpaiena. Cisty
produkt byl ziskan sloupcovou chromatografii na silikagelu (gradientova eluce, hexan : ethyl-

acetat = 7 : 3 — 3 : 7). Lakton 21a se nam nepodafilo ziskat, misto n¢j jsme izolovali lakton
22a.

Vytézek: 20 %, zluta amorfni latka, 'H NMR (300 MHz, CDCl3) & 7.82 (d, J = 2.2 Hz,
1H, ArH), 7.51 (dd, J; = 8.8 Hz, Jo = 2.3 Hz, 1H, ArH), 7.32 (d, J = 8.8 Hz, 1H, ArH), 7.28 —
7.22 (M, 2H, ArH), 6.77 — 6.71 (m, 2H, ArH), 4.42 (m, 2H, 2xOH), 3.93 (s, 3H, OCHz), 3.87 —
3.81 (m, 2H, 2xCHOH), 3.74 — 3.69 (m, 2H, 2xCHOH), 3.68 (s, 3H, OCHs); 3C NMR (75
MHz, CDCls) & 171.29, 160.08, 156.09, 152.94, 140.28, 134.69, 130.72, 130.68, 125.36,
125.23, 122.51, 114.78, 113.75, 92.44, 61.48, 56.51, 54.86.
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5.3.2 Vyvoj alternativni syntézy kombretastatina

5.3.2.1 Pfiprava (E)-2-(tributylstannyl)but-2-en-1,4-diolu

Sumarni vzorec: C16H34025n

Relativni molekulova hmotnost: 377,15

OH
BusSnH; Pd(PPhs), THF OH
Us . s - SnBuj
I o |
HO
HO
24

Ve vyzihané a argonem naplnéné baiice (50 ml) se v 20 ml bezvodého THF rozpusti but-2-
yn-1,4-diol (10,0 mmol; 0,861 g). Za chlazeni studenou vodni lazni se ptida Pd(PPhs)s
(0,01 mmol; 0,116 g). Poté se ptikape tributylstannan (10,5 mmol; 2,83 ml). Reakéni smés se
po 20 minutach bez zpracovani prenese na sloupec silikagelu (gradientova eluce, hexan : ethyl-
acetat =85:15—1:1).

Vytézek: 71 %, zluta, skladovanim tmavnouci olejovita kapalina, *H NMR (500 MHz,
CDCl3) 6 5.79 (tt, J1 = 5.9 Hz, Jo = 2.1 Hz, 1H, vinylovy CH), 4.42 — 4.32 (m, 2H, CH20OH),
4.22 —4.17 (m, 2H, CH,OH), 1.78 (bs, 2H, 2xOH), 1.58 — 1.41 (m, 6H, 3xCHy), 1.31 (m, 6H,
3xCH3z), 1.00 — 0.84 (m, 15H, 3xCHz + 3xCHz); 3C NMR (126 MHz, CDCls) & 149.32,
138.02, 63.56, 59.83, 29.12, 27.36, 13.68, 10.04.

5.3.2.2 Pfiprava N-(4-jodfenyl)acetamidu

Sumarni vzorec: CsHsINO

Relativni molekulova hmotnost: 261,06

o
HoN Ac,0, TEA, CH,Cl,, Ar I
\©\I 78 % \©\
|

25

Ve 20 ml bezvodého CH2Cl2 se pod atmosférou argonu rozpusti bezvody acetanhydrid

(16 mmol; 1,51 ml) a TEA (16 mmol; 2,23 ml). Poté se do reakce pfida 4-jodanilin (10 mmol,
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2,190 g) a necha se michat 14 hodin. Z reakéni smési se nejdiive odpaii CH2Cl, zbytek reakéni
smési se ziedi etherem (20 ml) a tfikrat se extrahuje 1,5 M vodnym roztokem HCI (30 ml),
vodné faze se znovu extrahuji S etherem (20 ml) a organické faze se spoji. Poté se spojené
organické faze extrahuji nasycenym vodnym roztokem NaHCOsz (50 ml) a nasledné
s nasycenym vodnym roztokem Na;S;03 (50 ml). Cisty produkt byl ziskan sloupcovou

chromatografii na silikagelu (gradientova eluce, hexan : ethyl-acetat =7 :3 — 1: 1).
Vytdzek: 78 %, nahnédla amorfni latka, t.t. v literatufe?® 185-186°C, 'H NMR (500 MHz,
CDCl3) 8 7.63 — 7.57 (m, 2H, ArH), 7.32 - 7.27 (m, 2H, ArH), 2.18 (s, 3H, COCH3); 3C NMR

(126 MHz, CDCls) § 168.27, 137.91, 137.60, 121.614, 87.44, 24.64; 1€ (ATR) vimax 830, 1308,
1371, 1483, 1529, 1580, 1598, 1665, 3045, 3287 cm'™.

5.3.2.3 Pfiprava (2)-2-(4-methoxyfenylbut-2-en-1,4-diolu s LiCl

Sumarni vzorec: C11H1403

Relativni molekulova hmotnost: 194,23

OH | o)

SnBus O\©\ Pd-¢em, LiCl, DMF, 90°C OH
| +
HO | 34 % |

HO

24 26

4-Jodanisol (5,71 mmol; 2,156 g) a diol 24 (8,565 mmol; 2,006 g) se pod argonem rozpusti
v 12 ml bezvodého DMF. Poté se piida LiCl (17,13 mmol; 0,723 g) a palladiova Cern
(0,20 mmol; 0,012 g). Reakce se zahiiva na olejové lazni pii teploté 90°C po dobu 28 hodin.
Reakéni smés se ziedi ethyl-acetatem (20 ml), extrahuje se nasycenym vodnym roztokem
NH4ClI (40 ml) a vodna faze se reextrahuje ethyl-acetatem (20 ml). Spojené organické faze se
extrahuji téikrat 4% vodnym roztokem NaF (30 ml) za vzniku srazeniny, ktera se odstrani
filtraci. Organické faze se spoji a rozpoustédla odpaii. Cisty produkt byl ziskan sloupcovou
chromatografii na silikagelu (gradientova eluce, hexan : ethyl-acetait = 3 : 7 — Cisty

ethyl-acetat).

Vytézek: 34 %, svétle zluta amorfni latka, t.t v literatufe®® neni uvedena, 'H NMR (500
MHz, CDCl3) 6 7.41 — 7.35 (m, 2H, ArH), 6.89 — 6.84 (m, 2H, ArH), 6.03 (t, J = 7.0 Hz, 1H,
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vinylovy CH), 4.53 (s, 2H, CH20H), 4.34 (d, J = 7.0 Hz, 2H, CH20H), 3.81 (s, 3H, OCHs),
2.58 (bs, 1H, OH), 2.53 (bs, 1H, OH); 3C NMR (126 MHz, CDCls) § 159.28, 142.14, 132.71,
128.05, 127.49, 113.91, 60.11, 58.83, 55.28; IC (ATR) vmax 870, 1029, 1050, 1188, 1247, 1292,
1558, 1632, 2958, 3036, 3278 cmL.

5.3.2.4. Pfiprava (Z2)-N-[4-(1.,4-dihydroxybut-2-en-2-yl)fenyl]acetamidu

Sumarni vzorec: C12H1sNOs3

Relativni molekulova hmotnost: 221,25

o H
N
T Y Pd-ceri, DMF, 90°C  OH o
SnBuz HN
o
HO | \©\ 32 % |
| HO

24 25 27

Acetamid 25 (1 mmol; 0,261 g) a diol 24 (1,5 mmol; 0,565 g) se rozpusti v 1,5 ml DMF.
Poté se ptida palladiova ¢ernn (0,02 mmol; 0,002 g). Reakce se zahtiva na olejové lazni
pii teploté 90°C po dobu 17 hodin. Reakéni smés se ziedi ethyl-acetatem (10 ml) a extrahuje
se nasycenym vodnym roztokem NH4Cl (20 ml), vodna faze se opét extrahuje ethyl-acetatem
(10 ml). Spojené organické faze se extrahuji tfikrat 4% vodnym roztokem NaF (20 ml)
za vzniku srazeniny, ktera se odstrani filtraci a vodné faze se opét extrahuji ethyl-acetatem (10
ml). Organické faze se spoji a rozpoustédla odpaii. Cisty produkt byl ziskan sloupcovou
chromatografii na silikagelu (gradientova eluce, hexan : ethyl-acetat = 1 : 1 —

ethyl-acetat : metanol = 95 : 5).

Vytézek: 32 %, svétle zluta amorfni latka, *H NMR (500 MHz, aceton) 8 9.11 (s, 1H, NH),
7.63 — 7.54 (m, 2H, ArH), 7.45 — 7.38 (m, 2H, ArH), 5.98 (t, J = 6.5 Hz, 1H, vinylovy CH),
4.47 (d, J = 5.2 Hz, 2H, CH20H), 4.34 (dd, J: = 6.4 Hz, J, = 5.2 Hz, 2H, CH:0H), 3.78
(q, J = 5.4 Hz, 2H, 2x0OH), 2.06 (s, 3H, COCHz); 3C NMR (126 MHz, aceton) § 168.67,
141.06, 139.49, 137.14, 130.79, 127.40, 119.60, 59.82, 59.17, 24.22; IC (ATR) vmax 864, 997,
1034, 1371, 1541, 1600, 1654, 2957, 3036, 3179 cm™.
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5.3.2.5 Pfiprava (Z2)-N-[4-(1,4-dihydroxybut-2-en-2yl)fenyl]acetamidu s LiCl

Sumarni vzorec: C12H1sNOs3

Relativni molekulova hmotnost: 221,25

@)
OH N__O
Y Pd-¢ern, LiCl, DMF, 90°C OH
SnBu3 + HN >
vo. | \©\ 25 % |
| HO
24 25 27

Acetamid 25 (1 mmol; 0,261 g) a diol 24 (1,8 mmol; 0,68 g) se pod argonem rozpusti
v 12 ml bezvodého DMF. Poté se ptida bezvody LiCl (5 mmol; 0,21 g) a palladiova Cern
(0,02 mmol; 0,002 g). Reakce se zahiiva na olejové lazni pii teploté 90°C po dobu 28 hodin.
Reakéni smés se ziedi ethyl-acetatem (10 ml) a extrahuje se nasycenym vodnym roztokem
NH4ClI (20 ml), vodna faze se opét extrahuje ethyl-acetatem (10 ml). Spojené organické faze se
extrahuji tfikrat 4% vodnym roztokem NaF (20 ml) za vzniku srazeniny, ktera je odstranéna
filtraci a vodné faze se opét extrahuji ethyl-acetatem (10ml). Organické faze se spoji
a rozpoustédla odpati. Cisty produkt byl ziskin sloupcovou chromatografii na silikagelu

(gradientova eluce, hexan : ethyl-acetat = 1 : 1— ethyl-acetat : metanol =9 : 1).

Vytézek: 25 %

5.3.2.6 Pfiprava 3-(4-methoxyfenyl)-2,5-dihydrofuranu

Sumarni vzorec: C11H1202
Relativni molekulova hmotnost: 176,21

l
0]
OH DIAD, PPhg, benzen

O/

HO | 30 % g |

26 33

Reakce probiha ve vyzihanych baiikach pod atmosférou argonu. V prvni bafice se rozpusti
DIAD (3,75 mmol; 0,88 ml) a PPh3z (4,1 mmol; 1,096 g) v 3 ml bezvodého benzenu. Ve druhé

bance se rozpusti diol 26 (1,19 mmol; 0,232 g) v 10,5 ml bezvodého benzenu. Poté se obsah
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prvni banky pfenese pomoci kanyly do druhé a reakéni smés se zahtiva pii 60°C po dobu 72
hodin a poté se bez zpracovani pienese na sloupec silikagelu (gradientova eluce, hexan : ethyl-
acetat =95:5 — 75: 25).

Vytézek: 30 %, bila amorfni latka, t.t v literatute®® neni uvedena, *H NMR (500 MHz,
CDClz) 6 7.30 — 7.24 (m, 2H, ArH), 6.91 — 6.85 (m, 2H, ArH), 6.11 — 6.05 (m, 1H, vinylovy
CH), 5.01 — 4.94 (m, 2H, OCH>), 4.86 — 4.80 (m, 2H, OCHy), 3.82 (s, 3H, OCH3); *C NMR
(126 MHz, CDCls) 6 159.35, 137.85, 126.97, 125.28, 118.22, 113.99, 76.77, 75.42, 55.27.
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