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1. UVOD

1.1. Antimykotika

Antimykotika (antifungélni latky) jsou léCiva pouzivana k terapii mykotickych
infekei, tj. infekci zpsobenych patogennimi kmeny kvasinek a vlaknitych hub. Tyto latky
mohou pisobit fungistaticky (inhibovat rtst patogenii), nebo fungicidné (zpusobovat jejich
usmrceni).

Podle mechanismu 0c¢inku lze antimykotika rozdélit na nespecifickd, ktera maji
fungistaticky ucinek dany obecnym toxickym plsobenim na houbové organismy
(denaturuji bilkoviny nebo ovliviluji permeabilitu bunééné membrany), a specifickd, ktera
zasahuji na definovaném misté jejich bunééného metabolismu. Do skupiny nespecifickych
antimykotik patii n€které organické kyseliny (salicylova, borita, benzoova, undecylenova),
aldehydy (formaldehyd), organicka barviva (methylrosanilinium chlorid), derivaty fenolu
(resorcinol, 2-chlor-4-nitrofenol, kloroxin), a také slouceniny jodu nebo rtuti.? Specificky
u¢inek antimykotik je zalozen na rozdilech v metabolismu sav¢ich a houbovych bunék.
Problémem je, ze v obou ptipadech se jednd o buniky eukaryotické, a proto maji do znaéné
miry shodnou strukturu i metabolismus. VétSina latek v klinické praxi piisobi na ergosterol,
zékladni slozku plazmatické membrany hub.® Vhodnym mistem zasahu antifungalnich
latek je bunécna sténa, nebot’ nékteré enzymy, které se podileji na jeji biosyntéze, jsou
specifické pouze pro houby a v buiikach savcil se nevyskytuji.? Jedna se zejména o syntézu
chitinu a p-1,3-glukanu.™

Antimykotika mizeme rovnéz rozdélit podle zpisobu aplikace a mista ucinku, a to
na antimykotika pro terapii systémovych infekci (peroralni nebo parenteralni), peroralni
antimykotika pro 16¢bu mukokutannich infekei a latky k topické aplikaci.t

Latky s antifungalni aktivitou mohou byt ptivodu syntetického (azolové derivaty,
allylaminové derivaty a flucytosin), pfirodniho (polyenova antibiotika a griseofulvin) nebo

polosyntetického (echinokandinové derivaty).?
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1.1.1. Systémova antimykotika

V poslednich desetiletich vyrazn¢ vzrasta incidence zavaznych systémovych
mykotickych onemocndni."***®® Tento jev je zpiisoben zvysujicim se po&tem imuno-
suprimovanych pacientii, a to v disledku vyuzivani novych chemoterapeutik pii 1é¢bé
nadort, rozsahlého pouzivani Sirokospektrych antibiotik, transplantaci a také z divodu
rozSifujici se pandemie AIDS. Zaroven se vzristajicim poc¢tem systémovych infekci roste
| rozmanitost houbovych patogenti. Velkym problémem je také rozvijejici se rezistence
k antifungalnim latkam.>

Nejcastéjsim puvodcem systémovych mykéz je rod Candida. Se zavaznymi
nozokomialnimi kandidézami je spojovan piedevsim druh Candida albicans, ale hlavné
vV posledni dobé se zvySuje mnozstvi infekci vyvolanych tzv. non-albicans druhy:
C. tropicalis, C. glabrata, C. parapsilosis nebo C. crusei. Dalsim z klinicky vyznamnych
patogenu je rod Aspergillus, jenz je ptvodcem aspergiléz, Cryptococcus neoformans,
zpusobujici kryptokokozy a Penicillium marneffei, pivodce peniciloz.

Zatimco k 1é€bé povrchovych mykoéz je kdispozici pomérné Sirokd Skala
antimykotik, v terapii systémovych onemocnéni naslo uplatnéni pouze nékolik slouenin.?
Proto pfetrvava nutnost vyzkumu novych 1éCiv se Sirokym antifungalnim spektrem,
zanedbatelnymi nezaddoucimi ucinky a minimdlnim sklonem k vyvoji rezistence.’
V nésledujicich kapitolach bude podrobnégji pojednano o soucasném stavu a vyvoji

Vv oblasti antifungélnich latek.

Amfotericin B

Amfotericin B je polyenové makrolidové antibiotikum izolované ze Streptomyces
nodosus. Zakladem jeho struktury je makrocyklicky laktonovy kruh tvofeny hydrofilnim
polyhydroxylovym fetézcem a lipofilnim polyenovym uhlovodikovym fragmentem.
cidng.*® Lipofilni ¢ast molekuly se vaze na ergosterol plazmatické membrany hub a
vytvai v ni hydrofilni pory, které zpisobi unik iontd a bun&tnou smrt.® Amfotericin B
nadale zlstava nejpouzivanéjSim antimykotikem k 1écbé systémovych infekci, 1 kdyz jeho
vyuziti je limitovano jeho znacnou toxicitou.* Jedna se hlavn& o poskozeni ledvin, které je

zpusobeno jeho castecnou afinitou k cholesterolu lidskych membran. Navic ma nevyhodné
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farmakokinetické vlastnosti — je téméf nerozpustny ve vod€ a nevstiebava se z traviciho
traktu. Proto se pro 1é¢bu systémovych infekci musi podavat intraven6zné.

Nezadouci ucinky amfotericinu se podafilo uc¢inn¢ omezit vhodnou technologickou
upravou. Pouzitim l€ékovych forem zalozenych na lipidovém nosi¢i se snizila toxicita a
zvysila terapeutickd UcCinnost. V soucasné dob¢ jsou dostupné tii I€kové formy
amfotericinu B na lipidovém nosici: liposomalni amfotericin B, lipidovy komplex a

koloidni disperze.5 Vysoka cena téchto preparati vSak omezuje jejich Sirsi pouziti.

Flucytosin

Flucytosin (5-fluorcytosin) je ve vodé rozpustny pyrimidinovy analog, puvodné
vyvijeny jako antineoplastikum.' Pozd&ji se ukézalo, Ze netiéinkuje na nadorové buiiky, ale
ma aktivitu antifungalni. V houbové bunce dochazi k jeho konverzi na 5-fluorouracil, jenz
se inkorporuje do RNA jako falesna baze, a inhibuje tak syntézu nukleovych kyselin.
V bunkach savct tato enzymatickd pfeména neprobiha, proto je flucytosin pro lidsky
organismus relativné netoxicky.'’ Pouze malé procento je &innosti stievnich bakterii
konvertovano na S-fluorouracil, ktery po resorpci miize zpuisobovat rnyelotoxici‘[u.2

Spektrum G¢inku flucytosinu je relativné uzké a snadno se na né&j vyviji rezistence.
V soucasné dobé se proto podava vyhradné v kombinaci s amfotericinem B, v posledni

dobé i s itrakonazolem.?

O H flucytosin
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Azolova antimykotika

Syntetickd antimykotika typu azoll muzeme rozd¢lit na derivaty imidazolu a deri-
vaty triazolu. Jejich fungistaticky ucinek spociva v zasahu do syntézy ergosterolu inhibici
cytochrom P450 dependentni lanosterol-14a-demethylasy.!* Piestoze azoly mohou &asteé-
n¢ interferovat i se savéim cytochromem P450, coz muze vést k ovlivnéni endokrinniho
systému (pokles hladiny testosteronu a glukokortikoid1°1),2 jsou azolové derivaty daleko
méné toxické nez amfotericin B. Antifungélni spektrum téchto latek je pomérné Siroké,
zahrnuje mnoho druhti kvasinek i1 vlaknitych hub. Nejvétsi nevyhodou je zvysujici se pocet
rezistentnich kment,, coz je déno predev§im castéjSim pouzivanim azolt v terapii
i profylaxi systémovych mykoéz.

Prvni z imidazolovych derivata byly vyvinuty na konci 60. let dvacatého stoleti. Byl
to napiiklad mikonazol, dnes jiz ptekonany modernéjs$imi triazoly. V roce 1977 pak bylo
uvedeno na trh prvni peroralni systémové antimykotikum, imidazoldioxolanovy derivat

ketokonazol.?®

Dnes se tato latka uziva zejména v dermatologii a gynekologii. V terapii
syst¢émovych infekci byla nahrazena daleko selektivnéjSimi, a tedy méné toxickymi,
derivaty triazolu. Diky své nizké cené zlstava nejuzivané€j$im systémovym antimykotikem

f 1 ey . 4
V zemich tfetiho svéta.

&2,

ketokonazol

Vyménou imidazolového kruhu za triazolovy byla v poloviné 80. let ziskana nej-
triazolll je zpravidla SirSi a jejich minimélni inhibi¢ni koncentrace jsou niZ§i nez
u imidazolovych antimykotik.” Flukonazol je fluorovany derivat s vybornymi farmako-
Kinetickymi parametry. Je rozpustny ve vodé, dobie se absorbuje po peroralnim podani
a pronika i hematoencefalickou bariérou. Optimalni profil udélal z tohoto antimykotika
Siroce pouzivany 1ék, vietné profylaktického podavani. Siroké vyuziti viak s sebou piinasi
znaéné riziko vyvoje rezistence, hlavné u pacienti s AIDS trpicich chronickou orofaryn-

gealni kandidézou.® Flukonazol se pouziva predevsim k 1éCeni systémovych kandidoz
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a kryptokokovych infekci, vcetné meningitidy. Bohuzel nemé Zz&dnou aktivitu proti

vlaknitym houbam. Itrakonazol ma $ir$i spektrum ucinku, ale omezenou biodostupnost.
OH
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V poslednich letech byla vyvinuta dal$i generace azolovych antimykotik s jesté
vyhodnéjSimi vlastnostmi. Lékem volby pro terapii aspergilozy se stal novy triazolovy
derivat vorikonazol, registrovany FDA v roce 2002.* Jeho spektrum uginku se podoba
itrakonazolu, zahrnuje i flukonazol-rezistentni druhy kandid a dimorfni houby, farmako-
kinetickymi parametry pfipomina spise flukonazol."® Je dostupny pro peroralni i intra-
vendzni podani. V listopadu 2005 byl v Evropé registrovan dalsi derivat triazolu
posakonazol*’ pro profylaxi aspergiloz a kandidéz u imunosuprimovanych pacientii. O rok
pozdg&ji ho registrovala FDA." Posakonazol je hydroxylovany analog itrakonazolu, také
s velmi Sirokym spektrem, zejména pak s vystupniovanou aktivitou proti aspergilim. Je
ucinny 1 proti zygorny<:e‘u°1rn.3‘6 M4 také vysokou trypanocidni aktivitu, a to 1 na kmeny

Trypanosoma cruzi rezistentni k nitrofuranim, nitroimidazolim a b&éznym antifungalnim
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F vorikonazol = posakonazol

Do zavére¢né klinické faze zkousSeni vstoupil rovnéz ravukonazol. Ravukonazol je
Sirokospektry derivat flukonazolu s velmi dobrym efektem na kandidy a kryptokoky,
véetné kmenii rezistentnich k flukonazolu.® Aktivita proti aspergilim je sice o n&co nizsi

nez u jinych azold, ale to miize byt vyvazeno jeho dobrym farmakokinetickym profilem.’
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Ve vyvoji jsou i dalsi derivaty triazolu, jako naptiklad CS-758 s Sirokym spektrem a

vhodnou farmakokinetikou,'® nebo TAK-456.°

Echinokandiny

Lipopeptidova antimykotika skupiny echinokandinli ptfedstavuji perspektivni typ
sloucenin S novym mechanismem Uc¢inku. Inhibuji syntézu B-1,3-D-glukanu, ktery je
hlavni slozkou bun&né stény mnoha patogennich hub.® Pfedlohovou strukturou jim byl
pneumocandin By izolovany z Glarea lozoyensis.

Jako prvni byl do klinické praxe zaveden kaspofungin, jenz se ukéazal byt vhodnou a
bezpec¢nou alternativou pro 1écbu systémovych mykotickych onemocnéni.»®!° Roku 2005
byl zaregistrovan druhy ze skupiny echinokandint mikafungin® a v lofiském roce také
anidulafungin.'® Viechny tii latky se vyzna&uji nizkym vyskytem nezadoucich G&inki a

signifikantni aktivitou proti kandidam a aspergilam.**®

HO,, NH “IoH

kaspofungin

HO

DalSi vyvoj antifungalnich latek

Vyzkum a vyvoj antimykotik prozivéa v poslednich letech nebyvaly rozvoj 3 Struktur-
né nové skupiny antifungalnich latek jsou ziskavany klasickou syntézou, izolaci z pfirod-
nich zdrojl nebo testovanim jiz znamych molekul.

Polyoxiny a nikkomyciny jsou antibiotika typu peptidovych nukleosida produkova-
na bakteriemi rodu Streptomyces.® Pisobi na bunétnou sténu hub inhibici syntézy
chitinu.*! Dalsi skupinou latek prirodniho péivodu jsou sordariny, které v molekule

obsahuji tetracyklicky diterpenicky aglykon sordaricin a liSi se sacharidovym zbytkem.3

10



Uvod

Jsou to vysoce selektivni inhibitory proteosyntézy houbovych organisma. Jejich
antifungalni spektrum zahrnuje kvasinky i vlaknité houby, v&etn& Pneumocystis carinii.**
Do syntézy proteini zasahuje také B-aminokyselina icofungipen s dobrym efektem proti
kandidam, piisobici jako kompetitivni inhibitor isoleucyl-tRNA synthasy.™

Antifungalng aktivni jsou i nékteré peptidy.® Jsou to naptiklad cyklické nonapeptidy
aureobasidiny, majici silnou fungicidni aktivitu proti mnoha houbovym patogenim,
véetn¢ Candida albicans, Cryptococcus neoformans a nékterych druhi rodu Aspergillus.
Zabranuje také replikaci parazita Toxoplasma gondii. Mechanismus jejich G¢inku spoc¢iva
v blokadé syntézy sfingolipidu inositol-P-ceramidu.’® Ve vyvoji jsou také pradimiciny,

které interferuji s mannoproteiny na povrchu houbovych bungk.*

1.1.2. Peroralni antimykotika pro 1é¢bu mukokutannich infekei

Do této skupiny patii antifungalni latky, které se sice vstfebavaji z traviciho traktu,
ale jejich farmakokinetické vlastnosti limituji klinické pouziti pouze na infekce kuze
a nehtii.® Po absorpci se toti kumuluji v ktizi a jejich adnexech (vlasech a nehtech).

Terbinafin je synteticky allylamin zasahujici do syntézy ergosterolu reverzibilni
blokadou skvalen epoxidasy. Pusobi fungicidné na Sirokou S$kalu patogennich hub

a dosahuje vybornych vysledki pii 165b& onychomykoz. '

| OCH3 0 OCHj4

OO terbinafin

Antibiotikum griseofulvin, produkované mikromycetou Penicillium griseofulvum,

griseofulvin

ma oproti terbinafinu uzce vymezené spektrum ucinku, které¢ zahrnuje pouze dermatofyty.
Funguje jako mikrotubularni jed, a tim znemoZiuje déleni bunék. ProtoZe je Spatné
rozpustny ve vodég, 1épe se vstiebava v mikronizované formé. Dnes je vSak ve vétSing

indikaci postupn& vytla¢ovan inhibitory ergosterolu.’

11
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1.1.3. Lokalni antimykotika k topické aplikaci

Nystatin a natamycin patii stejn¢ jako amfotericin B mezi polyenova antimykotika,
ale na rozdil od amfotericinu jsou z divodu zna¢né toxicity vyhrazena pouze pro lokalni
pouziti. Jsou vhodné zejména pro 1é&bu slizni¢nich kandidoz.?*

Ve skupiné azolovych antimykotik najdeme celou fadu latek uzivanych k lokalni
terapii, napt. klotrimazol, izokonazol, ekonazol, tiokonazol, oxikonazol, sulkonazol,
sertakonazol a dalsi. Jejich hlavni indikaci jsou infekce zptsobené dermatofyty a vulvo-
vaginalni kandidéza. Pfi lokalni aplikaci téchto latek je systémova absorpce zanedbatelna,

proto i vyskyt nezadoucich uc¢inkt je nizky.

O c EI} cl E_g cl
,E/\N O cl \\Q/ o s T\Q/
O \©Vo cl @J\/O cl

klotrimazol ekonazol sertakonazol

Kromé terbinafinu se jako topické antimykotikum vyuziva i star$i allylaminovy
derivat naftifin. Oba jsou u&inné proti dermatofytim.’® Stejnym mechanismem, tedy
inhibici skvalen epoxidasy, plsobi také thiokarbamaty. Tolciklat a tolnaftat vSak patii
k dnes jiz pfekonanym antimykotikim, nebot’ jejich ucinek nedosahuje 1écebnych

parametrl azolovych chemoterapeutik.

Gsaaciivento gl

tolciklat tolnaftat ciklopirox

Dalsi syntetickou antifungalni latkou je N-hydroxypyridonovy derivat ciklopirox.
Kromé Sirokého spektra houbovych patogentt ma také aktivitu proti Gram-pozitivnim
kokim a protizanétlivy ucinek. Dobie pronika do hlubsich vrstev kiiZze a nehtli a zpisobuje

zménu permeability bun&éné membrany hub, a tak narusuje transport bilkovin do bungk.?

12
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1.2. Inkrustoporin a jeho analoga

Nase vyzkumna skupina se jiz n¢kolik let zabyva vyvojem novych latek s antimyko-
tickou a cytotoxickou aktivitou. Jednou z piedlohovych struktur pro tento vyzkum je
molekula inkrustoporinu. Inkrustoporin je pfirodni latka izolovana v roce 1995
z bazidiomycety Incrustoporia carneola a vyznacuje se antifungalni aktivitou proti fadé
rostlinnych patogenii a slabou cytotoxicitou.20 Jde o latku opticky aktivni, coz bylo
potvrzeno spektralnimi metodami a nasledné totalni syntézou obou enantiomert. Bylo také

o . N , . . 2122
dokazano, ze ptirodni levotocivy izomer ma absolutni konfiguraci R.

O

\ O

\
\
W

(-)inkrustoporin

Utinnost inkrustoporinu proti rostlinnym patogentim slibovala, Ze by mohl mit urity
efekt 1 proti patogentiim humadnnim, podobné jako tomu bylo v ptipadé griseofulvinu.23 Nas
vyzkum se zamé¢fil na pfipravu analog této pomérné jednoduché molekuly a ukézalo se, ze
tento predpoklad byl opravnény. Byla provedena cela fada syntetickych obmén. Jednalo se
jednak o substituce v poloze 3 (substituce fenylu riznymi substituenty a jeho nahrada za
heteroaryl), jednak substituce v poloze 5 a v neposledni fadé i obmény tykajici se samotné-
ho nenasyceného laktonového kruhu. Antifungalni aktivita nejucinnéjsiho z dosud
pfipravenych derivati inkrustoporinu je srovnatelna samfotericinem B.2* Touto

slou¢eninou je 3-(4-bromfenyl)-5-acetyloxymethyl-2,5-dihydrofuran-2-on:

Br o

o
14
Pt syntetickych obménach struktury inkrustoporinu bylo zjisténo, ze pro antifungal-
ni aktivitu je nezbytna pifitomnost dvojné vazby v konjugaci s karbonylovou skupinou.
Aktivita mize byt zvySena zavedenim halogenu do polohy 3 aromatického jadra, zatimco
nadhrada arylu za heteroaryl antifungalni efekt snizuje. V poloze 5 se osvédcila
acyloxymethylova skupina. Chiralita na tomto uhliku pfitom pravdépodobné¢ nema na

aktivitu vliv.?*

13
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2. CIL PRACE

Cilem moji prace byla syntéza karbanalog inkrustoporinu, tj. latek, kde je kyslik
laktonové vazby nahrazen methylenovou skupinou, a zjistit tak, jaky bude mit tato zména
struktury vliv na antimykotickou aktivitu. Pfedpokladalo se, Ze laktonova vazba je pro
antifungalni ucinek inkrustoporinu a jeho derivati je nezbytna. Syntézou karbanalog se

tato domnénka méla potvrdit nebo vyvrétit.

-
-
-
g—

Z
(-)inkrustoporin

2-subst.fenyl-4-methylcyklopent-2-en-1-on

Mym utkolem tedy bylo pfipravit 2-fenyl-4-methylcyklopent-2-en-1-on a jeho
derivaty srizné substituovanym fenylovym jadrem. Substituenty byly vybrany podle
principt vytvofenych Toplissem,” aby mély riizné fyzikalng-chemické vlastnosti a dal se
tak ptipadné odvodit vztah mezi strukturou a biologickou aktivitou. Konkrétné se jedna

0 nasledujici derivaty:

o

1o
N
1

O = =0

Cilem bylo rovnéz otestovat antimykotickou aktivitu vsech cilovych slou¢enin proti

humannim houbovym patogentim a také jejich aktivitu cytotoxickou.

14
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3. VYSLEDKY S KOMENTAREM

3.1. Navrh syntézy karbanalog inkrustoporinu

Z nize uvedeného retrosyntetického rozboru vyplyva, ze v prvnim stupni dojde ke
zruSeni vazby C-C a odstranéni aromatické ¢asti molekuly. Otevienim cyklopentenono-

vého kruhu se pak dostavame k chloridu kyseliny krotonové.

2 QZ@({Q@LQQ
= \}‘Qmu)\t

V syntetickém sméru musi byt nejprve vytvoren methylcyklopentenonovy skelet a na

A

néj pak bude do polohy 2 vhodnou couplingovou reakci zaveden aromaticky substituent.
Zvolili jsme metodu Negishiho couplingu, pii némz se vychazi z jodovanych syntond.
Proto je tfeba 4-methylcyklopentenon nejprve v poloze 2 najodovat, a vznikly jodenon pak

podrobit reakci s organozine¢natou slouc¢eninou za vzniku pozadovaného produktu.
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3.2. Syntéza 2-jod-4-methylcyklopent-2-en-1-onu

Jak vyplynulo z retrosyntetického rozboru, prvnim krokem syntézy byla piiprava
4-methylcyklopentenonu 5. Jedna se o popsanou latku, jejiz syntéza je uvedena v nékolika
pracich.

Jedna z moznych cest vychazela z krotonaldehydu 1, z néj reakci s Grignardovym

¢inidlem pripraveny alkohol 3 byl zoxidovan na keton 4 a poté mélo dojit k jeho

cyklizaci.?®
OH
0
| BrMg
+ \Il\ /Il)\”\ —_—
| , THF :
S|(CH3)3 (H3C)3S|
1 2 3
0
Mn02 FeC|3
CH,CI | CH,CI
TP (H0)sS e

4 5

Touto metodou se produkt nepodafilo ziskat, protoze v poslednim kroku k cyklizaci
nedochazelo. 4-methylcyklopentenon jsme nakonec ptipravili reakei krotonylchloridu 6
s trimethylvinylsilanem 7. Ob¢ latky jsou komer¢né dostupné. Reakce probihala v tetra-

chlormethanu za varu a byla katalyzovana chloridem hlinitym jako Lewisovou kyselinou.27

@) O
Si(CH
cl |/ I( 3)3 AICI 3
| o o
CCl,
var
6 A 2

Produkt 5 nebyl pfili§ stabilni. Pfi sloupcové chromatografii na silikagelu dochazelo
pravdépodobné k presmyku methylové skupiny do polohy 3. Proto jsme jej pouzili do dalsi
reakce bez ¢isténi a charakterizace.

Priprava 2-jod-4-methylcyklopent-2-en-1-onu 8 spocivala v reakci 4-methylcyklo-
pentenonu 5 s I, v prostiedi pyridinu a dichlormethanu v poméru 1:5.%8 Vytézek po prvnich
dvou krocich syntézy byl okolo 30 %, pficemz mél tendenci se S velikosti navazky

shizovat.
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pyrldln/CH2C|2

8
Po vy&isténi jsme totoznost produktu ovéfili pomoci H a **C NMR spektroskopie.
V 'H NMR spektru je patrny dublet vodiku na dvojné vazbé (7.91 ppm), multiplet vodiku
na C4 (3.14-3.01 ppm), signaly diastereotopickych vodika v poloze 5 (2.74 a 2.06 ppm)
a dublet methylové skupiny (1.25 ppm). V 3¢ NMR spektru mitizeme najit signal
karbonylové skupiny (203.70 ppm), signaly dvojné vazby (174.61 a 101.97 ppm), signaly

uhlikti C4 a C5 (39.60 a 38.33 ppm) a signal methylové skupiny (19.87 ppm).

3.3. Syntéza 2-arylderivati 4-methylcyklopent-2-en-1-onu

Jak jiz bylo zminéno, k zavedeni aromatického substituentu do polohy 2 jsme pouzili

metodu Negishiho couplingu. Reakci zjednodus$ené vyjadiuje nasledujici reakéni schéma:

o) = | o) 190 Z=H
z+ 10 z=34<Cl
7= | 0 A-Cl
C o 4 Pd” X 1 z=4cl
\ 7/ . DMF 12 Z=4-CH,4
13 7 =4-OCHj;

3.2.1.0becny mechanismus Pd-katalyzovanych coupling

Palladiem katalyzované cross-couplingové reakce organického elektrofilu (R-X)
s organokovovou slouceninou (R'-M) se za poslednich tficet let staly jednou z nejbéznéj-
Sich a nejselektivnéjSich metod vyuzivanych k vytvoteni vazby C-C. Rlzné typy couplingt
se 1i8i zejména kovem obsaZenym v organokovové slouceniné. Mezi nejcastéji pouzivané
kovy patii Zn, Al nebo Zr (Negishiho coupling), B (Suzikiho coupling), Sn (Stilleho
coupling) a dale také Li, Mg, Cu, Si a dal3i.?

Obecny mechanismus je naznacen na nize uvedeném schématu. Nejprve dochazi
k oxidativni adici halogenidu (R-X) na aktivni formu katalyzatoru s palladiem v oxida¢nim
&isle 0. Pritom se palladium oxiduje na Pd". Dalsim krokem je transmetalace, pii které se

nukleofil (R') z organokovové slouéeniny navaze na palladium vyménou za halogen (X).
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Vytvoteny komplex se dvéma organickymi ligandy pak podstoupi reduktivni eliminaci za

vzniku vysledného produktu (R'-R) a obnoveni piivodni formy katalyzatoru.

L-Pd-L
R'-R
R-X
L/,,, “\\\\ R L///, R\ R
Pd. - Pd
L/ \R' / \ L/ \x
M-X R'-M

3.2.2. Praktické provedeni Negishiho couplingu

Jak vyplyva z obecného mechanismu, bylo tfeba nejprve pfipravit organozine¢natou
slouceninu a tu pfidat k pfipravenému komplexu jodenonu s palladiovym katalyzatorem.
Cela reakce musela probihat ve striktné bezvodém prostiedi pod inertni atmosférou argonu,
protoze €inidla i vznikajici meziprodukty jsou velice citlivé na jakoukoli vlhkost.

V prvni fazi jsme piislusSny aryljodid pfevedli na organolithnou slouceninu
pusobenim butyllithia pii — 78 °C v prostedi tetrahydrofuranu. Po pfidani ZnBr, pak

doslo k vymeéné lithia za zinek a vzniku pozadovaného diarylzinku.
A i /= 2/ —\ Z
) e v e ey
Bromid zine¢naty ochotné vaze vzdusnou vlhkost, proto musel byt pted pfidanim do
reakce vysuSen roztavenim za pusobeni silného vakua. Jeho roztok v suchém THF bylo
nejvyhodnéjsi prenaset kanylaci, aby se ZnBr; viibec nedostal do styku se vzduchem.

Pro pribéh Negishiho couplingu je vhodngjsi pouzit jako rozpoustédlo dimethyl-
formamid. Proto jsme pied dal§im krokem z reakéni smési s organozine¢natou slouceninou
nejprve pomoci vodni vyvévy odstranili THF a nahradili ho suchym DMF.

Nékteré organozinecnaté slouceniny jsou i1 komeréné dostupné. Jejich pouzitim se
syntéza zna¢né zjednodusila, ale zjistili jsme, ze vytézky byly niz§i. Mohlo by to byt dano
vy$s§i aktivitou diarylzinku oproti komeréné dostupnému arylzinkjodidu. Diivodem by také

mohlo byt to, Ze jsou tyto latky dodavany jako roztok v THF. Navic jsou to znacné

nestabilni slou¢eniny, které se pravdépodobné ¢asem rozkladaji.
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O =z O
Z\_ I Pdo Z—\
DMF

DalSim problémem byla volba vhodného katalyzatoru. Nejprve jsme pouzili
Pd(PPhs),, ktery lze pfipravit dvéma zpusoby. Prvni z nich spo¢iva v pisobeni butyllithia
na suspenzi Pd(PPh3),Cl, v THF pii — 78 °C po dobu 1 hodiny.

BuL
Pd(PPh3)2C|2 %» BUZPd(PPh3)2 + 2 LlCl —_— Pd(PPh3)2 + Cngg
Druhou moznosti bylo pifidani 2 mol.ekv. PPhs do roztoku Pd,(dba)s;.CHCI; v DMF.

Smés se michala za laboratorni teploty do vycefeni (asi 30 minut).

PPh
Pd,(dba)s.CHCl, W;» Pd(PPhs),

Tento zpusob je sice jednodussi, ale jeho zna¢nou nevyhodou je, ze vznikajici
dibenzylidenaceton ptetrvava v reakéni smési a pokud je svou polaritou blizky produktu, je
prakticky neoddélitelny. Tak tomu bylo v ptipadé latek 9 a 12, kdy se ani po opakované
sloupcové chromatografii a krystalizaci z hexanu nepodafilo dibenzylidenaceton
od produktu oddélit.

V reakéni smési nadto zlstavalo pomérné velké mnozstvi nezreagované vychozi
latky (jodmethylcyklopentenonu 8), ktera zase méla podobny reten¢ni faktor jako produkty
10 a 11. Proto jsme se snazili upravit reakéni podminky tak, aby pokud mozno zreagovala
veskera vychozi latka.

Pro zvySeni vytéZku jsme pouZzili aktivngjsi katalyzatory se snadnéji odstupujicimi
ligandy, bifenyldicyklohexylfosfinem a tri(2-furyl)fosfinem. Postup jejich ptipravy byl
stejny jako Vv ptredeslém piipadé: kroztoku Pd,(dba);.CHCIl; v DMF byly pfidany
2 mol.ekv. BCy,P nebo TFP. Vytézky se o néco zvysily, ale nevyiesil se tak problém
dibenzylidenacetonu v reakéni smési.

Jako nejucinngjsi katalyzator se ukazal byt Pd(TFP),Cl,. Ten na rozdil od dfive
uvedenych katalyzatora nebyl pfipraven in situ, ale reakci PA(CH3CN),Cl, s TFP. Vychozi
latkou pro ptipravu Pd(CH3CN),Cl, byl PdCls,.

CH3CN TFP
PdCl, ——— Pd(CH3CN),Cl, ———» Pd(TFP),Cl, + 2 CHsCN
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S pouzitim tohoto katalyzatoru se podafilo u latky 12 dosahnout vytézku 47,3 %,
oproti 36 % s Pd(BCy.P), a 23 % pfi uziti Pd(PPhs), a produkt byl ¢isty. Katalyzator byl
ve vSech pfipadech pouzit v mnozstvi 5 mol. % vzhledem k jodenonu 8.

K vytvofenému katalyzatoru jsme pak piidali roztok jodmethylcyklopentenonu 8
v DMF a nasledné roztok organozine¢naté slouceniny ve stejném rozpoustédle. Reakce

probihala nize uvedenym mechanismem.

0]

Z —
. O X 7n ., ©
| | \ / /= I
L-Pd-L + — > |—Pd 2 » @-Pd —_—
'L il

z
—_— + L-Pd-L

Timto zpiisobem jsme nasyntetizovali latky 9, 10, 11 a 12. 4-methoxy derivat 13 se
pripravit nepodafilo, protoze pii couplingu vznikala smés latek, mezi nimiz pozadovany
produkt viibec nebyl.

Viechny finalni produkty byly charakterizovany *H a BC NMR, IR a MS spektry.
V NMR spektrech piibyly signaly aromatického substituentu v poloze 2. V'H NMR
spektrech to v pripadé fenyl derivatu 9 jsou dva multiplety pii 7.72-7.66 a 7.42-7.27 ppm.
U 3,4-dichlorfenyl derivatu 10 se objevily dublety pii 7.84 a 7.44 ppm a dublet dublett pii
7.58 ppm. Ve spektru 4-chlorfenyl derivatu 11 jsou zietelné opét dva multiplety (7.68-7.60
a 7.38-7.29 ppm) a ve spektru 4-methylfenyl derivatu 12 je kromé dvou multiplett
p-substituovaného jadra (7.62-7.57 a 7.23-7.16 ppm) patrny také singlet methylové
skupiny pfi 2.36 ppm. Odpovidajici signaly se objevily také v **C NMR spektrech.

3.4. Hodnoceni biologické aktivity
3.3.1. Antifungalni aktivita

Antifungélni aktivita u pfipravenych latek 9, 10, 11 a 12 byla testovana pomoci
mikrodiluéni bujonové metody (testovanci médium RPMI 1640 s glutaminem) na zakladé
stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace (v umol.l'l) ve dvou casovych intervalech.

Testovaci soubor kmenti zahrnoval zastupce béznych plvodcii infekénich onemocnéni
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a obsahoval devét kment kvasinek (Candida spp., Trichosporon beigelii) a tfi druhy
vlaknitych  hub Absidia

mentagrophytes). Vysledky jsou zaznamenany v tab. 1.

(Aspergillus  fumigatus, corymbifera a Trichophyton

Tab. 1 Antifungalni aktivita

. Testovana latka - MIC (umol.l-1)
Kmen Cas
9 10 11 12

CAL 24 h 250 31,25 62,5 >500
48 h 500 125 125 >500
CA2 24 h 500 250 500 >500
48 h >500 500 500 >500
cp 24 h 500 125 250 >500
48 h >500 500 500 >500
CK1 24 h 500 250 500 >500
48 h >500 500 500 >500
24 h >500 250 500 >500
CK2 48 h >500 250 500 >500
oT 24 h >500 250 500 >500
48 h >500 500 500 >500
24 h >500 250 500 >500
CG 48 h >500 500 500 >500
CL 24h >500 250 250 >500
48 h >500 500 500 >500
24 h 250 250 250 >500
B 48 h >500 500 500 >500
24 h >500 >500 500 >500
AF 48 h >500 >500 >500 >500
AC 24 h 500 250 500 >500
48 h >500 250 500 >500
72h 62,5 31,25 125 >500
™ 120 h 125 62,5 250 >500

Pozn: tu¢né = MIC se nachazi v ramci testovaného rozmezi koncentraci

CALl - Candida albicans ATCC 44859
CA2 — Candida albicans ATCC 90028
CP — Candida parapsilosis ATCC 22019
CK1 — Candida krusei ATCC 6258

CK2 — Candida krusei E28

CT - Candida tropicalis 156

CG - Candida glabrata 20/1

CL — Candida lusitaniae 2446/1

TB — Trichosporon beigelii 1188

AF — Aspergillus fumigatus 231

AC — Absidia corymbifera 272

TM — Trichophyton mentagrophytes 445
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Z tabulky je ziejmé, Ze antifungalni aktivita pfipravenych sloucenin neni pfilis

vysoka, v ptipadé latky 12 je prakticky nulova. Nejucinnéjsi je 3,4-dichlorfenyl derivat 10,

ale ani jeho aktivita se zdaleka nepftiblizuje standardné pouzivanym antimykotiktim.

3.3.2. Cytotoxicka aktivita

U vsech cilovych produkti bylo provedeno také in vitro testovani cytotoxické
aktivity (tab. 2). Test byl proveden na ¢tyfech typech bunéénych kultur: buiikach L1210
mysi lymfocytarni leukémie, HL-60 lidské promyelocytarni leukémie, HeLa S3 lidského
karcinomu délozniho ¢ipku a bunikdich CCRF-CEM lidské akutni lymfoblastické leukémie.
Bunééné linie L1210, HL-60 a CCRF-CEM byly kultivovany v médiu RPMI 1640
s fetalnim telecim sérem na 24-jamkovych destickach s tkdfiovou kulturou. Bunéény nértst
byl odecten 72 hodin po pfidani testovanych latek. Buitky HeLa S3 byly suspendovéany
V bunééném kultivacnim médiu RPMI 1640 — HEPES s fetdlnim telecim sérem a
hodnoceni bylo provedeno po 48 hodinach. Sou¢asné byl hodnocen kontrolni vzorek, ktery

kvantifikoval buné¢nou viabilitu.

Tab. 2 Cytotoxicka aktivita — inhibice bunééného rustu (v % proti naristu kontroly)

Testovana Bunécna linie
latka L1210 HL-60 HeLa S3 | CCRF-CEM
9 81 94 90 94
10 101 89 84 99
11 81 99 88 101
12 86 104 90 100

L 1210 — buiiky mysi lymfocytarni leukémie ATCC CCL 219

HL-60 — bunky lidské promyelocytarni leukémie ATCC CCL 240
HelLa S3 — bunky lidského karcinomu délozniho ¢ipku ATCC CCL 2.2
CCRF-CEM - T-lymfoblasticka buné¢na linie ATCC CCL 119

Testovani bylo provedeno pfi koncentraci 10 pmol.I"* a inhibice ristu je vyjadiena
Vv procentech oproti nariistu kontroly. Jak je patrné z tab. 2, pfipravené derivaty nevykazuji
V podstaté¢ Zadnou inhibi¢ni aktivitu. Nebyla ani stanovena hodnota ICsy, protoZe jiz
z tohoto prvniho screeningu je ziejmé, Ze by se nenachazela pod hranici 10 umol.l’l. A jen

latky s 1Cso pod touto hranici mohou byt zajimavé jako potencialni antineoplastika.
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. Pouzité experimentalni postupy

Vychozi latky byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich a pouzity bez c¢isténi.
Tetrahydrofuran byl pted pouzitim piedestilovan z benzofenon ketylu. Dimethylformamid
byl vysuSen opakovanym stanim nad cerstvé aktivovanymi molekulovymi sity.

NMR spektra vSech latek byla méfena v roztocich CDCl3 pii laboratorni teploté na
pistroji VARIAN MERCURY — Vx BB 300 pracujicim p¥i 300 MHz pro ‘H a pti 75 MHz
pro **C. Chemické posuny byly zméfeny jako hodnoty & v parts per million (ppm) a byly
nepfimo vztazeny k tetramethylsilanu jako standardu pomoci zbytkového signalu
rozpoustédla (7.26 pro *H a 77.00 pro 13C). Data jsou prezentovana v nasledujicim potadi:
chemicky posun (J), integrovand intenzita (v protonovych spektrech), multiplicita
(s:singlet, d: dublet, t: triplet, g: kvartet, dd: dublet dubletd, m: multiplet), interakéni
konstanty (Hz) a pfifazeni. Méfeni IR spekter vSech latek bylo provedeno na pfistroji
NICOLET IMPACT 400, u pevnych latek v tabletach 400 mg KBr s 0.7 mg vzorku,
u olejovitych latek v 0.25 ml CDCl; nebo CHCI; s 15 mg vzorku. Hmotnostni spektra
vSech latek byla méfena na hmotnostnim spektrometru MAGNUM FINNIGAN MAT
S nizkou rozliSovaci schopnosti.

Pribéh reakce a Cistota vyslednych produktl byla kontrolovdna pomoci tenkovrstvé
chromatografie na aluminiovych TLC deskach Silica gel 60 Fys4 (Merck) s detekci pod UV
lampou a spomoci detekéniho ¢inidla Ce(SO,),-4H,0 (2 g), H3[P(M03010)4] (4 Q),
konc. H,SO,4 (10 ml), H,O (200 ml) a nasledného zahtati.

Antifungalni aktivita latek byla stanovena na Katedfe biologickych a 1€¢katskych véd,
Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové, Univerzity Karlovy v Praze. Ctyfi z kmenti
pouzitych na testovani pochazely z American Type Culture Collection (ATCC), ostatni
byly klinicke izolaty.

Stanoveni cytotoxické aktivity bylo provedeno RNDr. Ivanem Votrubou v Ustavu
organické chemie a biochemie AV CR v Praze. Pouzité bun&né kultury pochazely

z American Type Culture Collection (ATCC).
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4.2. Priprava 2-jod-4-methylcyklopent-2-en-1-onu
4.2.1. 4-methylcyklopent-2-en-1-on

Sumarni vzorec: CgHgO

Molekulova hmotnost: 96.13

@]
Cl |/ 3
| o oo
CCl,

6 z

Schéma piipravy:

lon

Postup pfipravy:

Roztok krotonylchoridu 6 (0.96 ml, 10 mmol) a AICI; (1.4 g, 10.4 mmol) ve 14 ml
CCly byl zahiat na 50 °C a pak pfidan roztok trimethylvinylsilanu 7 (1.84 ml, 12 mmol)
v 10 ml stejného rozpoustédla. Smés byla zahtéata k varu a pfi této teplot€ michana po dobu
30 minut. Po zchladnuti byla reakéni smés hydrolyzovana roztokem 5 g NH4Cl ve 40 ml
destilované vody, vytfepana do CCls, vysusena bezvodym Na,SO; a po odpateni
rozpoustédla byl produkt bez ¢isténi pouzit do nasledujici reakce.
Teoreticky vytézek: 0.961 g
Prakticky vytézek: 0.770 g surového produktu (80.1 %)

Charakteristika: Zlutohnéd4 olejovita kapalina

4.2.2. 2-jod-4-methylcyklopent-2-en-1-on

Sumarni vzorec: CgH710
Molekulova hmotnost: 222.02

Schéma ptipravy:

pyridin/CH,CI,

[}
(o]

Postup pfipravy:
K roztoku 4-methylcyklopentenonu 5 (0.770 g, 8 mmol) ve 12 ml smési pyridinu a
CH,Cl, (1:5) byl piikapan roztok I, (2.436 g, 9.6 mmol) ve stejném objemu smési.

Po 90 minutach michéni za laboratorni teploty byla reakéni smés vytfepana nasycenymi
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roztoky Na;S,03, NH4Cl a NaCl. Z organické faze vysuSené bezvodym Na,SO, bylo
odpareno rozpoustédlo a produkt byl precistén sloupcovou chromatografii na silikagelu
s pouzitim smeési Pe:EtAc (9:1) jako mobilni faze.

Teoreticky vytézek: 1.778 g

Prakticky vytézek: 0.724 g (40.7 %), vytézek za prvni dva kroky 30.6 %

Charakteristika: zluta olejovita kapalina

'H NMR (300 MHz, CDCls): & 7.91 (1H, d, J=2.8 Hz, H3), 3.14-3.01 (1H, m, H4), 2.74
(1H, dd, J=18.8 Hz, J=6.5 Hz, H5), 2.06 (1H, dd, J=18.8 Hz, J=2.1 Hz, H5), 1.23 (3H, d,
J=7.1 Hz, CH3)

3C NMR (75 MHz, CDCls):  203.70, 174.61, 101.97, 39.60, 38.33, 19.87

4.3. Priprava 2-aryl-4-methylcyklopent-2-en-1-oni
4.3.1. Priprava katalyzatoru

Chlorid bis(acetonitril)palladnaty

Sumarni vzorec: C4HgCIloN,Pd
Molekulova hmotnost: 259.43
Schéma piipravy:
PdCl, + 2CHsCN ———  Pd(CH5CN),Cl,
Postup pfipravy:

Chlorid palladnaty (4.0 g, 22.6 mmol) byl suspendovan ve 40 ml acetonitrilu a
reakéni smés byla michana 18 hodin za laboratorni teploty. Produkt byl zfiltrovan pies fritu
a promyt hexanem.

Teoreticky vytéZzek: 5.852 g
Prakticky vytézek: 5.023 g (85.8 %)

Charakteristika: zlutd praskovita latka

Chlorid bis[tri(2-furyl)fosfin]palladnaty

Sumarni vzorec: C24H18C|206P2Pd
Molekulova hmotnost: 641.67

Schéma piipravy:
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Postup pfipravy:

Chlorid bis(acetonitril)palladnaty (0.415 g, 1.6 mmol) byl suspendovan ve 20 ml
toluenu a po piidani tri(2-furyl)fosfinu (0.825 g, 3.52 mmol) byla smés 3 hodiny zahiivana
k varu pod zpétnym chladi¢em. SraZenina byla odfiltrovana pies fritu a vysusSena na vakuu.
Teoreticky vytézek: 1.026 g
Prakticky vytézek: 0.918 g (89.5 %)

Charakteristika: zlutozelena praskovita latka

4.3.2. Obecny postup Negishiho couplingu

Schéma piipravy:

Z __ 1. BuLi

Postup ptipravy:

Roztok I:
A: Do vyzihané srdcovité banky byl pod atmosférou argonu vpraven roztok ptislusného
jodbenzenu (1.5 mmol) v5ml suchého THF. Po ochlazeni na —78 °C bylo ptidano
1.6 M BuLi v hexanu (1.0 ml, 1.58 mmol) a smés byla pii této teploté¢ michana 20 minut.
ZnBr, (0.236 g, 1.05 mmol) byl vysusen tavenim za ptisobeni silného vakua a po zchladnu-
ti byl pomoci kanyly pfenesen v 5 ml suchého THF do pfipravené reak¢ni smési. Vznikly
roztok byl pomalu ohtat na laboratorni teplotu, pomoci vodni vyvévy z néj byl odstranén
THF a nahrazen 5 ml suchého DMF.
B: Pii reakci s komeréné dostupnymi arylzinkjodidy byl jako roztok | pouzit 0.5 M roztok
ptislusné organozine¢naté slouc¢eniny v THF (3 ml, 1.5 mmol).

Roztok II:
A: Ve druhé vyzihané bance byl pod atmosférou argonu suspendovan Pd(PPhs),Cl;
(0.035g, 0.05mmol) v1ml suchého THF. Po ochlazeni na —78°C bylo pfidano
1.6 M BuLi v hexanu (0.07 ml, 0.11 mmol) a smés byla michana 1 hodinu pfi téZe teploté.
Pak byl ptidan roztok jodmethylcyklopentenonu 8 (0.222 g, 1.0 mmol) ve 4 ml suchého
DMF a reakéni smés byla postupné ohtéata na laboratorni teplotu.
B: Do vyzihané banky byl pod atmosférou argonu vpraven Pdj(dba)s;.CHCI; (0.026 g,
0.025 mmol), pfislusny ligand (0.10 mmol, PPhs: 0.026 g, BCy,P: 0.035 g, TFP: 0.023 g)

a 3 ml suchého DMF. Suspenze byla michana za laboratorni teploty do vycefeni (20 az
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30 minut). Potom byl pfidan roztok jodmethylcyklopentenonu 8 (0.222 g, 1.0 mmol)
ve 2 ml suchého DMF.

C: Ve vyzihané baice byl pod atmosférou argonu suspendovan Pd(TFP),Cl, (0.032 g,
0.05 mmol) ve 3 ml suchého DMF. Ke smési byl piidan roztok jodmethylcyklopentenonu
8(0.222 g, 1.0 mmol) ve 2 ml suchého DMF.

Roztok | byl pomoci kanyly pienesen do bariky s roztokem II a reakéni smés byla
michdna za laboratorni teploty pifes noc. Pak byla zfedéna EtAc, vytfepana nasycenym
roztokem NaCl a vysuSena bezvodym Na,SO,. Po odpateni rozpoustédla byl produkt
precistén sloupcovou chromatografii na silikagelu s pouzitim smeési Pe:EtAc (9:1) jako

eluentu.

4.3.3. Prehled pripravenych latek

2-fenyl-4-methylcyklopent-2-en-1-on

Sumarni vzorec: C1oH1,0
Molekulova hmotnost: 172.22

Schéma piipravy:

0
1. BuLi | o ‘ 7
Pd
@_I 2. ZnBr, o+ ‘
THF DMF
2
14 8 9

Postup piipravy: viz. 4.3.2.

Roztok I: A: jodbenzen 14 (0.17 ml, 1.5 mmol), 1.6 M BuLi (1.0 ml, 1.58 mmol),
ZnBr, (0.236 g, 1.05 mmol)

Roztok II: A: Pd(PPhs).Cl, (0.035 g, 0.05 mmol), 1.6 M BuLi (0.07 ml, 0.11 mmol),
jodmethylcyklopentenon 8 (0.222 g, 1.0 mmol)
Teoreticky vytézek: 0.172 g
Prakticky vytézek: 0.033 g (19.2 %)
Charakteristika: zluta olejovita kapalina
'H NMR (300 MHz, CDCls): § 7.72-7.66 (3H, m, H3, H2', H6'), 7.42-7.27 (3H, m, H3',
H4', H5'), 3.08-2.95 (1H, m, H4), 2.83 (1H, dd, J=19.0 Hz, J=6.3 Hz, H5), 2.18 (1H, dd,
J=19.0 Hz, J=2.2 Hz, H5), 1.27 (3H, d, J=7.1 Hz, CH3)
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13C NMR (75 MHz, CDCly): & 207.38, 163.92, 142.29, 131.42, 128.38, 128.35, 127.09,
44.39, 32.89, 20.16

IR (CHCI3): vimax 3027, 2965, 2930, 1741, 1704, 1449 cm™

MS: 172 (M*, 42), 157 (8), 144 (21), 129 (100), 115 (15), 102 (27), 89 (5), 77 (12), 63
(11), 51 (14), 42 (7)

2-(3,4-dichlorfenyl)-4-methylcyklopent-2-en-1-on

Sumarni vzorec: C1oH19Cl,0
Molekulova hmotnost: 241.11

Schéma piipravy:
Cl
O
cl 1. BuLi cl | 0 ‘ 9
2. ZnBr, Pd
CIOI Cl Zn + —» CI ‘
THF DMF
2

Postup piipravy: viz. 4.3.2.

Roztok I: A: 1,2-dichlor-4-jodbenzen 15 (0.819 g, 3.0 mmol), 1.6 M BuLi (1.98 ml,
3.16 mmol), ZnBr, (0.472 g, 2.1 mmol)

Roztok II: B: Pd,(dba)s;.CHCI; (0.026 g, 0.025 mmol), BCy,P (0.035 g, 0.10 mmol),
jodmethylcyklopentenon 8 (0.222 g, 1.0 mmol)
Teoreticky vytézek: 0.241 g
Prakticky vytézek: 0.050 g (20.7 %)
Charakteristika: Zluta polotuha latka
'H NMR (300 MHz, CDCl3): & 7.84 (1H, d, J=2.0 Hz, H2"), 7.74 (1H, d, J=2.7 Hz, H3),
7.58 (1H, dd, J=8.5 Hz, J=2.0 Hz, H6"), 7.44 (1H, d, J=8.5 Hz, H5'), 3.10-2.97 (1H, m,
H4), 2.83 (1H, dd, J=19.0 Hz, J=6.3 Hz, H5), 2.18 (1H, dd, J=19.0 Hz, J=2.2 Hz, H5),
1.27 (3H, d, J=7.2 Hz, CH3)
BC NMR (75 MHz, CDCly): § 206.59, 164.79, 140.08, 132.56, 132.38, 131.31, 130.35,
128.89, 126.33, 44.26, 33.02, 20.04
IR (CHCls): vimax 2964, 2929, 1745, 1706, 1472 cm™
MS: 240 (M", 65), 225 (12), 212 (9), 197 (42), 177 (100), 170 (17), 162 (40), 149 (8), 142
(48), 135 (12), 127 (16), 115 (11), 109 (6), 99 (21), 87 (8), 74 (17), 63 (14), 50 (14)
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2-(4-chlorfenyl)-4-methylcyklopent-2-en-1-on

Sumarni vzorec: C1oH11CIO
Molekulova hmotnost: 206.67

Schéma piipravy:

Postup ptipravy: viz. 4.3.2.

Roztok I: B: 0.5 M 4-chlorfenylzinkjodid 16 (3 ml, 1.5 mmol)

Roztok 1I: B: Pd,(dba);.CHCI; (0.026 g, 0.025 mmol), BCy,P (0.035 g, 0.10 mmol),
jodmethylcyklopentenon 8 (0.222 g, 1.0 mmol)
Teoreticky vytézek: 0.207 ¢
Prakticky vytézek: 0.054 g (26.1 %)
Charakteristika: hnéda krystalicka latka, t.t. 47-53 °C
'H NMR (300 MHz, CDCls): & 7.70 (1H, d, J=2.8 Hz, H3), 7.68-7.60 (2H, m, AA'BB;,
H2', H6"), 7.38-7.29 (2H, m, AA'BB', H3', H5"), 3.08-2.95 (1H, m, H4), 2.82 (1H, dd,
J=18.9 Hz, J=6.5 Hz, H5), 2.17 (1H, dd, J=18.9 Hz, J=2.2 Hz, H5), 1.27 (3H, d, J=7.1 Hz,
CHjy)
3C NMR (75 MHz, CDCl3): 6 207.07, 164.04, 141.10, 134.24, 129.82, 128.57, 128.37,
44.31, 32.92, 20.09
IR (KBr): vimax 2961, 2873, 1704, 1490, 1092, 831 cm™
MS: 206 (M*, 90), 191 (14), 178 (13), 171 (5), 163 (44), 143 (100), 136 (16), 128 (78),
115 (17), 101 (18), 87 (5), 75 (16), 69 (4), 63 (14), 51 (13), 42 (10)

2-(4-methylfenyl)-4-methylcyklopent-2-en-1-on

Sumarni vzorec: C13H140
Molekulova hmotnost: 186.25

Schéma piipravy:

0
1. BulLi | o ‘ Q
| 2. ZnBr, —_— Pd ‘
THF DMF
8
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Postup piipravy: viz. 4.3.2.

Roztok I: A: 4-jodtoluen 17 (0.327 g, 1.5 mmol), 1.6 M BuLi (1.0 ml, 1.58 mmol),
ZnBr; (0.236 g, 1.05 mmol)

Roztok II: C:  Pd(TFP),Cl, (0.032g, 0.05mmol), jodmethylcyklopentenon 8
(0.222 g, 1.0 mmol)
Teoreticky vytézek: 0.186 g
Prakticky vytézek: 0.088 g (47.3 %)
Charakteristika: nazloutla krystalicka latka, t.t. 48-51 °C
'H NMR (300 MHz, CDCls): & 7.66 (1H, d, J=2.7 Hz, H3), 7.62-7.57 (2H, m, AA'BB’,
H2', H6"), 7.23-7.16 (2H, m, AA'BB', H3', H5'), 3.06-2.95 (1H, m, H4), 2.82 (1H, dd,
J=18.8 Hz, J=6.5 Hz, H5), 2.36 (3H, s, CH3), 2.16 (1H, dd, J=18.8 Hz, J=2.3 Hz, H5), 1.26
(3H, d, J=7.2 Hz, CH5)
3C NMR (75 MHz, CDCls): & 207.56, 163.10, 142.15, 138.24, 129.08, 128.56, 126.95,
44.42, 32.83, 21.26, 20.21
IR (KBr): vimax 2958, 2878, 1698, 1513, 1409, 1302, 1132, 822 cm™
MS: 186 (M*, 47), 171 (11), 158 (11), 143 (100), 128 (43), 115 (42), 102 (3), 89 (7), 77
(8), 63 (9), 51 (9), 41 (6)
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5. ZAVER

V ramci této diplomové prace byla pfipravena série Ctyi karbanalog inkrustoporinu
(2-arylderivatia 4-methylcyklopent-2-en-1-onu) s rtiznou substituci na aromatickém jadre.
4-methoxyderivat se za stejnych podminek piipravit nepodafilo. VSechny latky byly
charakterizovany "H NMR, **C NMR, IR a MS spektry.

Pripravené slouceniny byly podrobeny in vitro testovani antifungalni aktivity.
Z vysledku je ziejmé, ze jejich aktivita proti humannim houbovym patogenim je velmi
nizka. Z toho lze usuzovat, Zze pro ucinek derivati inkrustoporinu je nutna pFitomnost
laktonového seskupeni, nebot’ nahrada kysliku methylenovou skupinou zptsobi ztratu anti-
mykotické aktivity. U vSech latek bylo také provedeno hodnoceni cytotoxicity. Pripravené
derivaty cytotoxickou aktivitu nevykazovaly.

Zavérem lze konstatovat, ze dal$i modifikace struktury s cilem zvySeni antimyko-

tické nebo cytotoxické aktivity v této skupin€ slouc¢enin neni perspektivni.
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