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ABSTRAKT

Tato bakalaiska prace se veénuje pripravé 4-hydroxykumarinti z fenolu a diethylestert
kyseliny malonové. V teoretické ¢asti je popsana biologicka aktivita kumarini a ptehled
tradicnich metod jejich syntézy. Praktickd Céast se zaméfuje na syntézu derivath
4-hydroxykumarinii substituovanych v poloze 3 a nésledn¢ na studium jejich reaktivity,

sméiujici k ziskani jejich reaktivnéjsi formy halogenaci.

Kli¢ova slova: kumarin, 4-hydroxykumarin, diethyl-malonat, syntéza, chlorace, bromace

ABSTRACT

This bachelor thesis focuses on the synthesis of 4-hydroxycoumarins from phenol and
diethyl malonate. The theoretical part provides an overview of the biological activity of
coumarins and traditional methods of their synthesis. The experimental section describes the
preparation of 4-hydroxycoumarin derivatives substituted at position 3, followed by the

investigation of their reactivity aimed at obtaining more reactive forms via halogenation.

Keywords: coumarin, 4-hydroxycoumarin, diethyl malonate, synthesis, chlorination,

bromination
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UvVOD

Kumariny jsou skupina derivatii 1-benzopyranu. Tyto slouCeniny se dnes ziskavaji z celé
fady rostlin, napiiklad z rodt Artemisia,! Achillea® &i Fraxinus,’ ale je mozné je také
syntetizovat v laboratofi. Kumariny jsou cenéné pro své mnohostranné biologické ucinky,
jako ptsobeni proti HIV, nddorovym onemocnénim, hypertenzi, arytmii, osteoporoze, téz

pro své protizanétlivé u¢inky, antikoagulaéni i¢inky a jako prevence astmatu a sepse.”*

Tato bakalaiska prace se veénuje piipravé 4-hydroxykumarinti substituovanych
v poloze 3, ziskanych reakci fenolu s diethylesterem kyseliny malonové substituované
v poloze 3. Nasledné byla zkoumana reaktivita takto pfipravenych latek. Za timto ucelem
byla vyuzita rliznd halogenacni ¢inidla, ve snaze o syntézu 3-halogenovanych chroman-2,4-

dionu.
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I

TEORETICKA CAST
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1 BIOLOGICKE UCINKY KUMARINU

Kumarin 1 byl poprvé izolovan némeckym chemikem Heinrichem Augustem von Vogel

v roce 1820 z tonka fazoli.’ Fazole tonka jsou semena ze stromu Dipteryx odorata, jehoz
VVVVVV 6

Od té doby byla popsadna izolace, strukturni charakterizace, syntéza a biologicka
aktivita tisici pfirodnich kumarinti z rostlin, bakterii a hub. Kumarin 1, jehoZ struktura
a schéma cislovani jsou znazornény na Obrazku 1, je charakterizovan jako 1-benzopyran-
2-on a byl Siroce studovan, protoze jeho zakladni skelet je pfitomen v mnoha biologicky

aktivnich latkach.

5 4

6 4a\3

2

782070
8 1

1
Obrazek 1 Struktura a ¢islovani kumarinu 1

Dlouhodoby farmakologicky vyzkum odhalil, Ze kumariny vykazuji fadu vlastnosti, véetné
antibakterialnich, antioxida¢nich, protirakovinnych, protizanétlivych a hypoglykemickych.
Diky své rozmanité struktufe a farmakologickym uc¢inkiim jsou kumariny Siroce vyuzivany

ve farmaceutickém, kosmetickém a agrochemickém primyslu i v kuchyni.’

1.1 Protinadorova aktivita kumarinu

Rakovina je celosvétové jednou z nejcastéjSich pfi¢in imrti na nemoci. Pfestoze bylo
objeveno mnoho chemoterapeutik, ktera potlacuji nekontrolované procesy déleni bunék
a slouzi k 1é¢bé riznych druht rakoviny, zasadni nevyhodou jsou zdvazné vedlejsi ucinky
téchto 16kd.® Kvili pretrvavajicim problémim, jako je cytotoxicita a lékova rezistence
u soucasn¢ pouzivanych chemoterapeutik, se intenzivné hledaji nova t¢inna protinddorova
1é¢iva. Vyzkumy naznacuji, Ze mnoho sloucenin ziskanych z ptirodnich zdroji 1ze vyuzit
jako preventivni a terapeutické latky pti 1€€bé rakoviny. Bylo prokazano, ze tyto slouc¢eniny
zvySuji UCinnost a toleranci chemoterapeutik pii pouziti v kombinaci s chemoterapii

nebo samostatné u riiznych typi rakoviny.’
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1.1.1 Role kumarini v 1é¢bé rakoviny

Ptirodni i syntetické derivaty kumarinu si ziskévaji pozornost diky svému potencialu
ve fotochemoterapii a dalsich terapeutickych piistupech v 16¢bé rakoviny.'? Bylo prokazano,
ze zpusob substituce na kumarinovém jadie muze ptiznivé ovlivnit jejich terapeutické,
farmakologické i biochemické vlastnosti kumarint.'! 12 1* U né&kterych kumarinii byl

pozorovan cytostaticky i¢inek, zatimco jiné vykazuji cytotoxickou aktivitu.'# 3

Studie zaméiené na protinddorovou aktivitu kumarinu a jeho derivati ukazaly,
ze jednim z hlavnich mechanismt jejich plisobeni je indukce programované bunééné smrti

prostiednictvim kaspaz-dependentni apoptotické drahy.!¢

Inhibice proteinu Hsp90
predstavuje dal$si mechanismus v 1é¢bé nadorovych onemocnéni. Novobiocin 2 a jeho
analogy, které obsahuji kumarinové jadro, interaguji s ATP-dependentnim molekuldrnim
chaperonem, jenz ovliviluje spravné skladani celé ftady proteind, vcetné kinaz
a transkrip¢nich faktorti izce spojenych s nddorovym ristem. Inhibice Hsp90 t€mito latkami

je zprostiedkovana jeho degradaci prostiednictvim ubiquitin-proteazomové drahy.

\O ; "'OH = Hw
0._0 H
Y © OH

NH2 2

Obrazek 2 Struktura novobiocinu 2

Kumarin 1 a jeho aktivni metabolit 7-hydroxykumarin 3 vykazuji cytostatickou aktivitu
vuci nékolika lidskym nédorovym bunéénym liniim, véetné HL-60 (leukémie), MCF-7
(karcinom prsu), A549'¢ a H727 (karcinom plic) a ACHN'" (karcinom ledviny).!”
Cytostaticky ucinek téchto sloucenin byl navic zaznamendn i v klinickych studiich

1018 2 maligniho melanomu'.

JQ Bt
HO O 0

3

u karcinomu prostaty

Obrazek 3 Struktura 7-hydroxykumarinu (umbeliferonu) 3
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Vysledky vyzkumt reaktivity kumarinovych derivati naznacuji, Ze orto- nebo meta-
dihydroxykumariny vykazuji vyssi cytotoxicky uc¢inek na lidské nddorové bunécné linie nez

jejich monosubstituované analogy.?° 2!

1.1.2 Kumariny a rakovina prsu

Rakovina prsu je systémové onemocnéni, které¢ vznikd abnormalnim mnoZzeni bunck
vystylajicich mlécné zlazy a mlékovody, pficemz tyto bunky se dale §ifi do rtiznych tkéni
/o , . 22 v v . , ‘v vens . v
a organu a nadale v nich rostou.” Celosvétove se jedna o nejcastéjsi typ rakoviny u zen

a zarovefi o druhou nejéastéjsi pii¢inu umrti na rakovinu po rakoviné plic.?

Protoze se prsni tkan sklada ze dvou hlavnich struktur, rozliSujeme dva zakladni typy
rakoviny prsu: lobularni karcinom, ktery vznikd v mléko produkujicich lalaccich, a duktalni
karcinom, ktery se vyviji z mlékovodl. NejcastéjSim typem rakoviny prsu je duktdlni
karcinom, ktery tvoii pfiblizn€ 75 % vSech ptipadl. Z histologického hlediska se karcinomy
prsu déli na dvé hlavni skupiny: karcinomy in situ a invazivni karcinomy. U karcinomu
in situ jsou maligni epitelidlni buiiky omezeny na vyvody (ductus) a lalicky (acinus),
obklopené bazalni membrdnou. Naproti tomu u invazivniho (infiltrativniho) karcinomu

nadorové buiiky prekracuji bazalni membranu a proristaji do stromatu.* 2 26

Hormonalné podminéné nadory, v€etné téch stimulovanych estrogennim receptorem
(ER), byly zaznamenény ptiblizné€ u jedné tietiny pacientek s postmenopauzalni rakovinou
prsu.?’” V nedavnych preklinickych i klinickych studiich nabyva na vyznamu vyvoj
agonistii/antagonistd ER pro prevenci a 1é¢bu rakoviny prsu.”® Antagonisté ER se b&Zné

pouzivaji v 1é¢bé postmenopauzalnich Zen a hormonalné podminénych nadort prsu.

Zvysena aktivita enzymul aromatdzy a sulfatizy v nddorovych bunkéch prsu, které
podporuji syntézu estrogenu, byla spojena s horsi prognoézou u pacientek s hormonalné
pozitivnimi nadory.? U postmenopauzalnich Zen se estrogen tvoii predev$im v perifernich
tkanich konverzi androstendionu. Tyto poznatky vedly k vyvoji novych terapeutickych
pfistupli, které zahrnuji inhibitory téchto enzyml. Kumariny se ukdzaly jako Uc¢inné

inhibitory estron-sulfatizy a aromatazy>’, coZ je ¢ini slibnou moznosti v 1é¢bé rakoviny prsu.

Drahy aromatdzy (AR) a sulfatdzy (STS) se podileji na syntéze estrogenu, ktery
u postmenopauzalnich Zen vznika vyhradné v perifernich tkanich. Aromatdzova draha
zajistuje pfemeénu androstendionu, vyluCovaného ptfevazné kirou nadledvin, na estrogen
prostiednictvim enzymového komplexu AR, zatimco draha estron-sulfatizy (E1-STS)

pfevadi estron vznikly plsobenim aromatdzy na estron sulfat (E1S) pomoci enzymu
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31U nadorl prsu je aktivita sulfatizy zvySend, coz souvisi s horsi

sulfotransferaz.
prognézou.’? Driha E1-STS je povaZzovéna za hlavni zdroj estrogenu u pacientek s
ER pozitivnimi nadory, kde vyvolava silnou odpovéd.’! Tyto poznatky vedly k objevu

novych kumarinovych sloucenin jako inhibitorti STS®! i AR32,

Inhibitory aromatazy (AI) snizuji hladinu estrogenu, coz zpomaluje proliferaci
nadorovych buné¢k, veetné inhibice tvorby genotoxickych metabolitl estrogenu. Al jsou
standardni moznosti 1é¢by rakoviny prsu u postmenopauzalnich Zen.** Kumariny piibuzné
slouceniné 4, vykazuji siln€jSi kompetitivni inhibici aromatdzy neZz aminoglutetimid.
Interakce této slouCeniny s aromatazou vede k vét§imu snizeni vazby na jeji aktivni misto a

potlagenti proliferace AR- a ER-pozitivnich MCF-7 nadorovych bungk prsu.*®*

!CI
X

O O 0
4

Obrazek 4 Struktura 4-benzyl-3-(4'-chlorfenyl)-7-methoxy-kumarinu 4

Biokonjugaty obsahujici 3-substituované kumariny a estradiol prokazaly silnou
antiproliferacni aktivitu vii¢i neinvazivnim i invazivnim bunécnym liniim rakoviny prsu
(MDA-MB-231 a MDA-MB-435).% Cui a kol.* dale popsali protinadorové G¢inky tii nové
syntetizovanych kumarinti odvozenych od trifenyletylenu (TCH) — viz Obrazek 5, z nichz
slouc¢enina TCH-5c potlacovala proliferaci nadorovych bungk, vyvolavala apoptézu
a zpusobovala zastavu buné¢ného cyklu ve f4zi GO/G1. Soucasné inhibovala angiogenezi —
proces tvorby novych cév, nezbytny pro zasobovani nadoru zivinami — prostfednictvim
sniZzeni exprese vaskuldrniho endotelialniho ristového faktoru a migrace endotelidlnich

bunék. Tim omezila nadorotvorny potencial bunééné linie SK-BR-3 in vivo.
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TCH-10b TCH-5a TCH-5¢
Obrazek 5 Nove¢ syntetizované kumariny odvozené od TCH s protinadorovymi G¢inky
1.1.3 Kumariny a leukémie

Leukémie je heterogenni skupina hematologickych malignit, které vznikaji v dusledku
poruchy v proliferaci vyvijejicich se leukocytl. Dochazi tak ke sniZzeni poctu desti¢ek
podilejicich se na sraZeni krve a poctu leukocytl zajiSt'ujicich obranu organismu. U pacientl
s leukémii to zplsobuje zdvaznad poranéni a krvéceni, stejné jako zvySenou nachylnost
k infekcim. Navic se oslabuje obranny mechanismus organismu, coz mtize v pokrocilych
stadiich vést k anémii a dusnosti. Mezi pfiznaky leukémie patii slabost a inava, horecka,

nékteré neurologické ptiznaky, nadymaéni a krvaceni z dasni.’’

Klasifikuje se jako akutni nebo chronickd podle rychlosti proliferace a jako
myelocytarni nebo lymfocytarni podle bunécného piivodu. Obecné plati, Ze akutni leukémie
se Castéji vyskytuje u déti, zatimco chronicka byva castéj$Si u dospélych. Leukémie
predstavovala ptiblizné 2,5 % vSech nové€ diagnostikovanych pifipadi rakoviny a 3,1 % Gmrti
souvisejicich s rakovinou.*® U déti je Cast&jsi nez jiné typy nadorti — tvori pfiblizné jednu
tretinu vSech détskych onkologickych onemocnéni. V zapadnich zemich se jeji vyskyt

pohybuje kolem 3-4 ptipadti na 100 000 d&ti mladsich 15 let.>’

Ackoli presné priciny leukemie nejsou dosud pln€¢ objasnény, predpoklada se,
ze dulezitou roli hraji jak genetické, tak 1 environmentalni faktory. Mutace DNA
v somatickych buiikach vedou k aktivaci onkogent nebo inaktivaci tumor supresorovych
genl. Tim dochazi k naruseni regulace bunécéné smrti a déleni. Kromé& genetickych pfi€in se
predpokladd, ze k tomuto poskozeni pfispivaji petrochemické latky, zateni, karcinogeny

a n¢které viry (napi. HIV).

Cilem lécby leukemie je snizit pocet bilych krvinek. Vzhledem k tomu, ze chirurgicky
zakrok neni v tomto ptipad¢ vhodny, zakladem terapie je podavani protinddorovych 1é¢iv,
kombinace chemoterapie a radioterapie a v pfipadech, kdy chemoterapie selhava,

transplantace kostni diené.
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142 uvedli, Ze 8-nitro-7-hydroxykumarin 5 vykazuje cytotoxické vlastnosti a

Egan a ko
indukuje apoptozu u testovanych lidskych leukemickych bunéénych linii HL-60 a K562.
Vyzkumy zaméfené na u¢inky riznych derivati kumarini — konkrétné¢ 6-hydroxykumarinu,
7-hydroxykumarinu 3 a eskuletinu (6,7-dihydroxykumarin) 6 — na rast, metabolismus
a bunécnou signalizaci lidskych nadorovych bunécnych linii, bylo zjisténo, ze eskuletin 6

4 dale prokazali,

ma nejsilngj$i antiproliferativni Gcinek.*! ** Cooke a O’Kennedy
ze 7-hydroxykumarin 3 a eskuletin 6 inhibuji tyrosinovou fosforylaci u EGF-stimulovanych
nadorovych bunck v zdvislosti na ¢ase a davce. Tento ucinek je zprosttedkovan snizenim
tyrosinkindzové aktivity receptoru pro epidermalni rastovy faktor (EGF), coz muze narusit
signaliza¢ni drahy dulezité pro proliferaci a preziti leukemickych bunc¢k a naznacuje

potencidlni vyuziti téchto latek v cilené terapii leukemie.

HO (O G HO o O HO o O
NO,

5 3 6
Obrazek 6 Derivaty kumarinu s potencidlem v 1é¢bé leukémie
1.1.4 Kumariny a maligni melanom

Pfestoze je maligni melanom (MM) tietim nejcastéj$im typem rakoviny kize, jedna se
o koZni nador s nejrychleji rostouci incidenci a nejvyssi mortalitou na svété. Odhaduje se,
ze u jednoho z kazdych 75 lidi narozenych v roce 2000 se v pribehu Zivota rozvine maligni
melanom, pficemz 20 % z nich zemfe v disledku tohoto onemocnéni do péti let od stanoveni
diagnozy.** * MM predstavuje piiblizné 1,5 % vSech nadorovych onemocnéni a zhruba 1 %
umrti na rakovinu. Ve 40 % piipadi vznika z jiz existujiciho névu. Nejvyznamnéj$im
environmentalnim rizikovym faktorem je opakované a intenzivni vystaveni slunecnimu
zateni, zejména pokud je kombinovano s endogennimi faktory, jako jsou fototypy kize
Fitzpatrick 1 a 2, syndromy imunodeficience &i geneticka predispozice.* *¢ Riziko vzniku
maligniho melanomu se zvysSuje az tisicindsobné u pacientt s genetickymi poruchami, jako

je xeroderma pigmentosum.*’

Cilem lécby pacientli s malignim melanomem je lokalni kontrola onemocnéni a pokud
mozno zamezeni jeho Siteni do lymfatickych uzlin a vzdéalenych organii. Zakladem terapie

maligniho melanomu je véasna diagnostika a adekvatni primarni chirurgicka resekce.*®



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 19

Warfarin (4-hydroxy-3-(3-oxo-1-fenylbutyl)kumarin) 7, mize sehravat dtlezitou roli v
1é¢bé maligniho melanomu diky svym G¢inkiim, jako je inhibice $ifeni nddoru a stimulace
granulocytii, lymfocyt a makrofagi.*® Ve studiich Thornese a kol.!” *° bylo prokéazano, Ze
kumarin 1 a warfarin 7 snizuji riziko recidivy maligniho melanomu zavisle na davce a
aktivaci makrofagli. Velasco-Velazquez a kol.>! dale zjistili, e 4-hydroxykumarin naru$uje
aktinovy cytoskelet v mysi melanomové bunécné linii B16-F10, av§ak nema vliv na benigni
fibroblastovou linii B82. To naznacuje jeho mozné vyuziti jako adjuvantni terapie, jelikoz
brani adhezi (pfilnuti) naddorovych bunc¢k na extracelularni matrix béhem procesu

metastazovani.

Obrazek 7 Struktura 4-hydroxy-3-(3-oxo-1-fenylbutyl)kumarinu (warfarinu) 7
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2 SYNTEZA KUMARINU

K syntéze kumarinu a jeho derivati lze vyuzit celou fadu metod. Mezi tradicni postupy
piipravy patii Wittigova reakce, Pechmannova syntéza, Knoevenagelova reakce, Perkinova
reakce a Kostaneckého cesta. Moderni piistupy pak casto spoléhaji na vyuziti kovovych
katalyzatorii a aktivaci C—H vazeb k vytvoteni kumarinového jadra. Mezi vSemi zndmymi
syntetickymi metodami patfi k nejCastéji vyuzivanym ty, které jsou katalyzované

piechodnymi kovy, zejména reakce typu Suzuki, Heck a Buchwald—Hartwig.>

2.1 Pechmannova reakce

Kondenzaci vedouci ke vzniku kumarint popsal jako prvni v roce 1883 némecky chemik
Hans von Pechmann ve své publikaci v Casopise Berichte der Deutschen Chemischen

Gesellschaft.>®

OH 2
0 O R
R N, RSJ]\/U\RZ kyselina = | N
/ \\
7~ N0 N0
R1
8 9a,b a: R%= OH 10
b: R3= OR

Schéma 1 Obecné schéma Pechmannovy reakce

Tato syntéza kumarinii 10 je reakci fenoli 8 s karboxylovou kyselinou 9a nebo

esterem 9b obsahujicim B-karbonylovou skupinu — viz Schéma 1.

DRSO NENg o Ja-Ng oy
+ — I+

R H R
R
OH AR OH R OH
o
H* O| Oy -H,0 OH 00
o, > >
R(QH: R R

Schéma 2 Mechanismus Pechmannovy reakce
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Pechmannova reakce se bézné provadi za kyselych podminek. Mechanismus zahrnuje
esterifikaci/transesterifikaci nasledovanou nukleofilnim atakem m-elektronti aromatického
kruhu na B-oxoskupinu, za vzniku nového kruhu. Poslednim krokem je dehydratace, po které

nasleduje aldolova kondenzace.’* Mechanismus této reakce je znazornén na Schématu 2.

Syntéza kumarinu s jednoduchymi fenoly za Pechmannovych podminek je
problematicka a pro posun reakce vpied jsou vyzadovany tvrdé reakéni podminky, i kdyz

vytézky mohou byt stale rozumné.>> 5

Naopak, reakce s vysoce aktivovanymi fenoly, jako je resorcinol 13, miize byt
provadéna za mnohem mirnéjSich podminek. To poskytuje uzitecnou cestu
k 7-hydroxykumarinu (umbeliferonu) 3 z reakce in situ kyseliny formyloctové 12,

generované z kyseliny jable¢né 11, s resorcinolem 13 — viz Schéma 3.7

13
S o i o
cooH €O M0 COOH H2804120°C o 0o

" 12 3

Schéma 3 Schéma syntézy umbeliferonu 3
2.2 Perkinova reakce

Perkinova reakce zahrnuje kondenzaci anhydridu karboxylové kyseliny a aldehydu
v piitomnosti slabé baze.*® Prvni piiklad této syntézy popsal anglicky chemik William Henry
Perkin v roce 1868. Tato kodenzace spocivala v pfipravé kumarinu zahtivanim sodné soli

salicylaldehydu 14 s acetanhydridem 15 — viz Schéma 4.%°

CHO O O N

L+ A — O
ONa o” O
14 15 1

Schéma 4 Reakce W. H. Perkina z roku 1868

Perkinova reakce se vyuziva k syntéze kumarinovych derivatl, zejména téch s arylovymi
nebo heteroarylovymi skupinami v poloze 3. Zahrnuje bazi katalyzovanou kondenzaéni
reakci aromatickych aldehydi s kyselinou octovou. V prubéhu reakce se nejprve tvofi
meziprodukt ve formé kyseliny skotficové, kterd nésledné podstupuje dekarboxylaci

a cyklizaci, coz vede k vytvofeni pozadovaného derivatu kumarinu.>?
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Reakce je obecné pouzitelnd pouze pro aromatické aldehydy a je zvlasté uzite¢na

pro piipravu substituovanych skoticovych kyselin 17, jak ukazuje Schéma 5.5

OQN\©/CHO (MeCO),0 OoN X _-COOH
MeCO,Na \©/\/

16 17

Schéma 5 Priprava substituované kyseliny skotficové Perkinovou reakci
2.3 Knoevenagelova reakce

V roce 1896 popsal némecky chemik Heinrich Emil Albert Knoevenagel reakci vedouci
ke vzniku "benzylidenacetoctového esteru".’® Tato metoda, pozdéji pojmenovani jako
Knoevenagelova kondenzace, je vyznamnou strategii vyuzivanou k syntéze derivati
kumarinu s arylovymi nebo alkylovymi substituenty v poloze 3. Spoc¢ivd v kondenzaci

aromatického aldehydu s ketonem v piitomnosti baze — viz Schéma 6.°!

19
O OH R2
OH piperidin 0 o
18 20

Schéma 6 Obecné schéma Knoevenagelovy reakce

Jako vychozi latky lze pouzit o-hydroxybenzaldehyd 18 s kyselinou malonovou
v pfitomnosti piperidinu jako baze. Baze pak deprotonuje kyselinu malonovou a vytvofi
stabilizovany enoldtovy ion. Meziprodukt [-ketoester vznika, kdyz enolat atakuje
elektrofilni uhlik aldehydu (nebo ketonu). Po intramolekuldrnim nukleofilnim utoku
fenylové skupiny na B-ketoester dochazi k cyklizaci kruhu a vzniku kumarinového

produktu.>

Tradi¢ni metody syntézy kumarini ¢asto vyuzivaji toxické a korozivni katalyzatory,
mayji dlouhou reak¢éni dobu a nizkou vytéznost, coz vede k vedlejSim produktiim a znecisténi
zivotniho prostfedi. V reakci na tyto problémy se vyzkum zaméfil na vyvoj efektivnich

a ekologicky pfivétivych protokolt.®!

Knoevenagelova kondenzace se ukazala jako kli¢ova reakce pro syntézu kumarinovych

derivati za mirnych podminek.Nedavné studie se zamé&fily na pouziti riiznych katalyzatort,
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véetné heterogennich a nano-katalyzatorti, které umoznuji reakce bez rozpoustédel,

s krat§imi reak&nimi ¢asy a vy$§imi vyt&znostmi.>!

2.4 Kostaneckého reakce

V roce 1892 W.N. Nagai®? a Y. Tahara® paralelné zvefejnili ¢lanky, ve kterych popisovali
provedenou reakci paeonolu 21 (2'-Hydroxy-4'-methoxyacetofenonu) s acetanhydridem
v pfitomnosti octanu sodného, pod refluxem, za vzniku neidentifikované heterocyklické

slouceniny.

MeO OH

O
21

Obrazek 8 Strukturni vzorec paeonolu 21

Témet o deset let pozdéji, v roce 1901, polsky (tehdy prusky) chemik Stanistaw Kostanecki
a kol.® charakterizovali tuto neidentifikovanou slouceninu jako chromon, kdyz tuto
metodiku uspeésné pouzili pfi konverzi resacetofenonu 22
a 4-ethoxy-2-hydroxyacetofenonu 24 na odpovidajici chromony v acetanhydridu

v piitomnosti octanu sodného pod refluxem — viz Schéma 7 a 8.%°

HO OH AcO O

@) O O
22 23

NaOAc, Ac,0, A

Schéma 7 Reakce resacetofenonu 22 s acetanhydridem v pfitomnosti octanu sodného

EtO OH EtO 0

O O O
24 25

NaOAc, Ac,0, A

Schéma 8 Reakce 4-ethoxy-2-hydroxyacetofenonu 24 s acetanhydridem v piitomnosti
octanu sodného
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Schéma 9 Mechanismus Kostaneckého reakce

Mechanismus reakce 1ze popsat na nasledném piikladu: o-hydroxyacetofenon je nejprve
acylovan za vzniku esteru. Nésleduje enolizace a poté uzavieni kruhu 6-exo-trig cyklizaci.

Po odstépeni vody pak vznika kumarin, jako kone&ny produkt — viz Schéma 9.5
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II PRAKTICKA CAST
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3 VYSLEDKY A DISKUSE

3.1 Uvod do problematiky

Védecka skupina doc. Kafky a prof. Klaska pasobici na Ustavu chemie FT UTB se zabyva
jiz ne€kolik desitek let problematikou derivati 4-hydroxychinolin-2(1H)-onti 2. Béhem
tohoto dlouhého obdobi byla diikladné zkouméana reaktivita téchto dusikatych heterocyklu,
coz vedlo k syntéze tady zajimavych sloucenin s rtznorodou strukturou, které byly

publikovany ve vice nez ¢tyficeti odbornych ¢lancich.

OH OH
@Ei/“ @f\f
(@) (@) N (@]
H
1 2

Obrazek 9 Struktura 4-hydroxykumarin 1, 4-hydroxychinolin-2-on 2

Na prvni pohled struktura téchto 4-hydroxychinolin-2(1H)-onil 2 mlze pfipominat strukturu
4-hydroxykumarinii 1, které se 1i$i "pouze" jednim heteroatomem. Proto se nabizi otazka,
do jaké miry se podoba také jejich reaktivita. O zodpovézeni této otazky se jiz pokouseli
nekteti Clenovée této védecké skupiny. Jejich plan vSak ztroskotal na samém zacatku, a to pii

ptipravé derivati 4-hydroxykumarini 1 substituovanych v poloze 3.

3.2 Diskuse vysledkii

Prvnim krokem bylo tedy ptipravit derivaty 4-hydrohykumarini 1 substituovanych v poloze
3 obdobnym postupem, jako u jejich dusikatych analogtl, piipravé latky 2 byla jiz na Ustavu
chemie provadéna nescetnékrat a optimalizovana natolik, ze jeji vytézky presahuji 90 % —

viz Schéma 10.

o) OH
@NHi EtO)iR -2 EtOH ©\)\IR
s Yo 150 -SSF?O °C NS0

3 4 2

Schéma 10 Ptiprava 4-hydroxychinolin-2-oni 2

Obdobnym zptsobem byly pfipravovany 4-hydroxykumariny 1 s riznymi substituenty

v poloze 3. Protoze se vSak v piedchozich pokusech kolegti tento postup podafilo aplikovat
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pouze na fenylovy derivat a na methylovy uz ne, bylo potieba strategii ponékud upravit.
Tento postup byl aplikovan nejprve na fenylovy derivat, se kterym nebyl problém ani prvné.
Smés fenolu 5 a diethyl-fenylmalonatu 4a se zahtivala v kovové lazni pii postupné
zvySované teploté. Reaktanty byly smichany v bance umisténé v aparature, ktera umoznuje
oddestilovani te¢kavych latek. Teplota lazn¢ a jeji postupna gradace se vyvijela dle rychlosti
destilace ethanolu, ktery vznikal jako wvedlejsi produkt reakce, a to v mnoZzstvi

stechiometrického dvojnasobku — viz Schéma 11.

O OH
2 2
o OJI 2RO @fi
+
-2 R1OH
R'O” ~O © 0" "0
5 4a-j 12

Schéma 11 Pfiprava 3-substituovanych 4-hydroxykumarint 1a-j

Tabulka 1 Ptrehled experimentl pfipravy 4-hydroxykumarinti 1a-j

Kumarin ~ R! R? Cas reakce Teplota lazné Vytézek
[h] [°C] [70]
la Et fenyl 5 230-305 43
1b Et butyl 12 230-330 33
lc Et benzyl 12 250-300 13
1d Et ethyl 14 235-320 31
le Et propyl 23 220-295 31
1f Et isopropyl 11 290-310 17
1g Et methyl 25 245-290 50
1h Et allyl 19 250-295 -
1i Et acetamido 4,5 235-270 -
1j Me methoxy 13,5 255-280 16

Reakéni smés byla za horka nalita do toluenu, ¢imz doslo k vylouceni pevného podilu, ktery
byl odfiltrovan pfes fritu a nasledné opakované macerovan ve vroucim toluenu. Surovy
produkt byl pak rozpustén v 0,5 M roztoku hydroxidu sodného, precistén malym mnozstvim

aktivniho uhli a wvysrdZen 5 % kyselinou chlorovodikovou. Takto pfecistény
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3-fenyl-4-hydroxykumarin (1a) byl ziskan v dobrém vytézku 43 %, coz byl podobny
vysledek, jako v pfedchozich pokusech kolegt, pfi stalych vysokych teplotach.

Ptedpokladanou strukturu 3-fenylového drivatu 1a potvrdila zméfena NMR spektra.

Na zakladé¢ predchozich obtizi kolegii s methylovym derivatem, byl prvné vyzkousen derivat
butylovy. Experiment probihal obdobné, jako ptedchozi. Surovy produkt byl nasledné

rekrystalizovan v ethanolu. Celkovy vytézek z této reakce Cinil 33 %.

Po tspésné piipravé prvniho derivatu s alkylovym substituentem bylo piistoupeno k
syntéze benzylového derivatu 1e. Ten vSak nepfinesl jiz tak pozitivni vysledky, proto byl
experiment zopakovan. Pfi druhém pokusu se podaftilo vytézek zvysit ze 3 % na 13 %.
Osvédceny postup byl tedy aplikovan i pii ptipravé ethylového 1d (31 %), propylového le
(31 %), isopropylového 1f (17 %) a v neposledni fad€ i u obavaného methylového derivatu
1g, ktery se pii prvnim pokusu podafilo ziskat s 12 % vytézkem a pfi druhém pokusu
dokonce s vytézkem 50 %, coz byl nejvyssi vytézek ze vSech pfipravovanych derivatu.

Alkylovy 1h a acetamidovy derivat 1i se vSak i1 pfes veskeré snahy nepodafilo pfipravit.

K dispozici byl také dimethyl-methoxymalonat 6. Jeho reakce s fenolem 5 probihala
obdobné, jako s jeho ethylovymi analogy. Priib&h reakce byl monitorovan pomoci mnoZzstvi
oddestilovaného methanolu, ktery vznikal jako vedlejsi produkt kondenzace v mnoZstvi

stechiometrického dvojnasobku, stejné jako u diethyl-malonati ethanolu.

Po naliti reak¢ni smési do toluenu nedoslo k vysrazeni pevného podilu, protoze
3-methoxy-4-hydroxykumarin 1j je v toluenu velmi dobfe rozpustny. Po samovolném
zahusténi smési 1j vykrystalizoval a nebyl uz dale precistovan. Takto pfipraveny 1j byl

ziskan s vytézkem 16 %.

Piehled reak¢nich podminek a vytézkl téchto experimentl je uveden v Tabulce 1.
Vsechny pfipravené derivaty byly charakterizovany za pomoci NMR a IR spekter. NMR

analyza potvrdila strukturu a ¢istotu pfipravenych latek.

Po uspésné ptipravé osmi derivatl kumarinu termalni kondenzaci v kovové 1azni byl
obdobny postup uplatnén za vyuziti mikrovinného reaktoru. Pro tuto reakci byl vybran
diethyl-butylmalonat 4b. Prib¢h reakce byl monitorovan za pomoci TLC. Reakce byla
realizovana celkem tfikrat. Experimenty probihaly po jednotlivych cyklech za konstantnich

teplot — viz Tabulka 2.
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Tabulka 2 Prabéh reakci v mikrovlnném reaktoru

Exp. 1 Exp. 2 Exp. 3
R.doba Teplota  R.doba Teplota R.doba  Teplota
[min] [°C] [min] [°C] [min] [°C]
15 150 30 250 30 280
15 170 30 250 30 300
15 170 30 280 30 300
15 180 30 280 30 300

15 250 30 300
15 250 30 300
15 300 30 300

30 300

Pfi prvnim pokusu zacala reakce podle TLC probihat az béhem pétého cyklu, tedy pii
teploté 250 °C. Dle TLC zacala vznikat latka, kterda nebyla vychozi latkou, ani kyZenym
produktem 1b. Po poslednim cyklu reak¢ni smés jiz neobsahovala vychozi latky, jen smés

dvou latek z ¢ehoz jedna byla 1b.

Reakéni smés byla rozpusténa v toluenu a délena sloupcovou chromatografii. Majoritni
sloZkou byla ona neznama latka, ktera byla charakterizovana za pomoci NMR spekter jako
meziprodukt cyklokondenza¢ni reakce 7b — viz Schéma 12. Meziprodukt 7b byl ziskan ve

vitezku 27 %.

o) o OH
OH 2
©/ , Et0 MW o} o MW X
) ~EtOH
Et0” SO EtOH o) © 0 X0
5 4b 7b 1b

Schéma 12 Reakce fenolu 5 a diethyl-butylmalonétu 4b v mikrovinném reaktoru

Pti druhém pokusu byly aplikovany vyssi teploty a delsi reakéni doba jednotlivych cykla
—viz Tabulka 2. Po ¢tyfech hodinach, podle TLC, reakce jiz zcela probéhla. Reakéni smés
byla vyplachnuta na fritu toluenem a ptefiltrovana. Tuhy podil byl macerovan v toluenu.

Vysledny produkt 1b byl ziskén s vytézkem 13 %.
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Posledni pokus byl provadén taktéz v tficetiminutovych cyklech. Od druhého cyklu
byly aplikovany nejvyssi v reaktoru dosazitelné teploty. Podle TLC reakéni smés po dvou
hodinach neobsahovala jiz vychozi latky, ani meziprodukt. Reak¢ni smés byla promyta

cyklohexanem. Produkt 1b byl ziskan ve vytézku 19 %.

Dalsi pokusy o pfipravu kumarin v mikrovinném reaktoru byly znemoznény nehodou,

ktera poskodila pfistroj. Proto bylo pfistoupeno k reakcim s pfipravenymi derivaty kumarinu.

Dale bylo snahou pfevést piipravené¢ kumariny na vice reaktivni formu. Jednu tuto
formu mohou ptedstavovat chroman-2,4-diony halogenované v poloze 3. Tato snaha byla
jiz diive realizovana kolegy, pricemz k dispozici byl pouze jeden kumarinovy derivat,
a to 3-fenyl-4-hydroxykumarin 1a. Tato reakce se vSak nezdafila a namisto
3-chlor-3-fenylchroman-2,4-dionu 8a vznikl 2-chlor-2-fenyl-1-(2-hydroxyfenyl)ethanon 9.

Reakce byla provadéna dvakrat s podobnym vysledkem — viz Schéma 13.%7

OH O OH O
X o X

O + SOQCI’Z 1) 20 OC’ 0’5 h O Cl
0 X0 2)50°C;0,5h OH

dioxan 1) 93 %
1a 9 2) 64 %

Schéma 13 Utinek SO>Cl, na 3-fenyl-4-hydroxykumarin 1a

Pti pokusech kolegli o tuto reakci byl pouzit 3-fenyl-4-hydroxykumarin 1a, jez ma
aromaticky substituent, proto byl pro srovnani vybran derivat s alkylovym substituentem a
to 3-propyl-4-hydroxykumarin le — viz Schéma 14. Reakce probihala dvé hodiny za
laboratorni teploty. Poté byla reakéni smés nalita na led, po jehoZ roztani byly latky

extrahovany chloroformem. Rozpoustédlo bylo odpateno na RVO.

OH
2 h; lab. t.
(O] dioxan
1e

Schéma 14 Reakce 3-propyl-4-hydroxykumarinu 1e s SO2Cl»

Vzhledem ke skutecnosti, ze 1 ptes snahu oddélit produkty sloupcovou chromatografii, se je
nepodafilo separovat, tudiz je nebylo mozné identifikovat, bylo od této metody zcela

upusténo.
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Podezieni, Ze jsou tyto cilové latky nachylné k rozpadu v prostiedi s vodou, bylo po
nahlédnuti do literatury potvrzeno. Rada studii ukazuje, Ze a-halogenované karbonylové
slouceniny, kam patii i 3-halogenované chroman-2,4-diony, jsou obecné¢ nachylné k
hydrolyze ve vodném prostiedi, zejména za zasaditych podminek a pti zvysSené teploté. Tato
reaktivita mize vést k degradaci nebo pfeméné téchto sloucenin, coz je diilezité zohlednit

pfi jejich syntéze, manipulaci a skladovani. [

Dalsi zvolenou metodou byla, reakce s plynnym chlorem, ktera byla jiz dfive

(561, dle kterého byla tato reakce

vyzkouSena kolegy na fenylovém derivatu 1a. V ¢lanku
realizovana byl pouzit 4-hydroxy-3-methylkumarin 1g. Opét byl pro srovnani vybran derivat

s alkylovym substituentem, konkrétn¢ 4-hydroxy-3-ethylkumarin 1d— viz Schéma 15.

OH

0,5 h;0°C

SN CHCl,
1d

Schéma 15 Reakce 3-ethyl-4-hydroxykumarinu 1d s Cl»

Pro tyto tcely byl pouzit pod tlakem zkapalnény Cl, ve Schlenkové baiice, ktery byl
nasledné fizenou regulaci jeho teploty zavadén k reaktantu. JelikoZ hrozilo, ze by tento
zkapalnény chlor mohl obsahovat chlorovodik ptipadné vodu, coz by mohlo piisobit rozpad
cilového produktu, bylo potieba udélat maximum pro jejich vylouceni. JelikozZ je teplota
varu chloru -34 °C, byla baiika s jeho obsahem podchlazena v ethanolové lazni tekutym
dusikem pod teplotu -40 °C a oteviena s UcCelem odstranéni piipadnych nezadoucich
tékavejSich sloucenin, mezi které je mozné zaradit chlorovodik, jehoz teplota varu je -85 °C.
Pii samovolném ohtivani chladici 1azn€ v Dewarové nddobé dochazelo k uvoliiovani
plynného Cl,. Ten byl nésledné probublavam koncentrovanou kyselinou sirovou za ti¢elem
odstranéni pfipadné vlhkosti. Chlor byl pak zaveden do reakéni smési, kterd byla chlazena
na teplotu 0 °C. Roztok 3-ethyl-4-hydroxykumarinu 1d v suchém THF s triethylaminem byl
kontinualn¢ probublavan chlorem po dobu cca 30 minut. V reak¢ni smeési vznikla bila
srazenina, kterd se po ohfati bailky na laboratorni teplotu rozpustila. Nasledn¢ bylo
rozpoustédlo odpateno na vakuové rotacni odparce. Baiika s bilymi krystalky byla umisténa
do exikatoru, kde byla ponechana ptes vikend. Z neznamych diivodli v§ak za tuto dobu
produkt z¢ernal a na hrdle vné baiiky se objevily bilé krystalky. Protoze bylo zifejmé, ze

¢erny obsah banky neni kyzeny produkt, nebyl analyzovan a od metody bylo upusténo.
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Poslednim pokusem o piipravu 3-halogenovanych chroman-2,4-dionti byla reakce s
Brz, dle ¢lanku®® vénujicimu se reaktivité 4-hydroxykumarintim 1. K této reakci byl opét
zvolen 3-ethyl-4-hydroxykumarin 1d, jez byl suspendovan v bezvodém CHCls. Po pfidani
ekvivalentniho mnozstvi Br, se suspendovany kumarin rozpustil a reakéni smés se zabarvila
do Cervena. Priibéh reakce byl sledovan za pomoci TLC. Reakce probihala pod inertni
atmosférou a byla ukoncena po hoding, pficemz podle TLC vychozi latka (1d) jiz plné
zreagovala po pul hodin€. Rozpoustédlo bylo odpaieno na RVO. Vzniklé bilé krystaly byly

uloZeny do mrazéku pod argonem.

OH o
1h; lab. t.
SN CHCl4 SN
1d 10d

Schéma 16 Syntéza 3-brom-3-ethylchroman-2,4-dionu 10d

Dle NMR spekter lze urcit, ze byl skutecné ptipraven produkt 10d. Spektra vsak obsahovala
dvé sady signalii z ¢ehoZ jedna patfila produktu 10d. Tento produkt, jak bylo jiz diive
zminéno, podléha hydrolyze. Lze tedy usoudit, Ze druha sada signalii patfila degrada¢nimu
produktu. Tomu také nasvédcoval fakt, Ze intenzita pikd sady signald produktu 10d v Case

ustupovala, zatimco intenzita piki druhého signalu nardstala.
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4 CHARAKTERISTIKA PRISTROJOVEHO VYBAVENI A
INSTRUMENTALNICH METOD

Reagenty a rozpoustédla byly zakoupeny z komercnich zdroji (Merc, VWR, Fisher
Scientific a Siot Trade). Prubéh reakci byl sledovan pomoci chromatografie na tenké vrstveé
(TLC), pro kterou byly pouzity komercni hlinikové desticky s nanesenou vrstvou silikagelu
(Alugram® SIL G/UV 254; 220-240 mesh; Macherey-Nagel) s fluorescen¢nim indikatorem
pro UV 254 nm. Na sloupcovou chromatografii byl pouzit silikagel 60, 220—240 mesh s
velikosti ¢astic 35-75 pum, velikost porti 60 A. Teploty tani byly méfeny na Koflerové bloku
a nebyly korigovany.

Infracervend spektra byla méfena metodou KBr tablet na FT-IR spektrometru Alpha
(Brucker Optik GmbH Ettlingen). NMR spektra byla métena na spektrometru JEOL ECZ
400 pii frekvenci 400 MHz ('H) a 101 MHz ('*C) pti teplot& 300 K. Jako interni standard v
"H NMR spektrech byl pouzit tetramethylsilan a signaly residua DMSO-ds s chemickym
posunem & 2,50 ppm a CDCl; s posunem 7,25 ppm. 3C NMR spektra byla korigovana na
13C signdl DMSO-ds s chemickym posunem 39,52 ppm a '*C signal CDCl; s chemickym
posunem 77,16 ppm. Chemické posuny jsou uvedeny v jednotkdch ppm. Interakéni
konstanta J je uvedena v jednotkach Hz. Multiplicita signali je znacena zkratkami s (singlet),
d (dublet), dd (dublet dubletu), ddd (dublet dubleti dubletu), t (triplet), td (triplet dubletu),
tt (triplet tripletu), tq (triplet kvartetu), q (kvartet), dq (dublet kvartetu), m (multiplet).
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5 DETAILNI POPIS SYNTETICKYCH POSTUPU A STRUKTURNI
CHARAKTERISTIKY PRIPRAVENYCH SLOUCENIN

5.1 Syntéza 4-hydroxykumarinii z ethyl-malonata

Suspenze fenolu (50 mmol, 1 ekviv.) a diethyl-malonatu (55 mmol; 1,1 ekviv.) byla
zahfivana na kovové lazni, jejiz teplota byla postupné zvySovana dle rychlosti destilace
ethanolu. Vznikajici kondenzat byl sbiran do baiiky a priitbézné vazen, ¢imz byl monitorovan
prubéh reakce. Bezprostfedné po ukonceni reakce byl reakéni roztok nalit do 200 ml toluenu.
Vylou€eny pevny podil byl opakované macerovan ve vroucim toluenu a poté odfiltrovan na
frité. Nasledné byl rozpustén v 0,5M NaOH (150 ml), k roztoku bylo pfiddno malé mnozstvi
aktivniho uhli a byla provedena filtrace. Srazeni bylo provedeno 10% HCl a 0,5M HCI do
neutralniho pH, vznikly pevny podil byl odfiltrovan ptes fritu, promyt vodou do neutralu.
Surovy produkt byl rozpustén ve vroucim EtOH, za horka pfefiltrovdn a ponechan k

samovolné krystalizaci. Pfehled reakénich teplot a vytézka je uveden v Tabulce 1.
3-Fenyl-4-hydroxykumarin 1a
Bila krystalicka latka, t; = 231-240 °C,

vytezek 43 %.

IC spektrum (tableta KBr): 3058, 1673, 1620, 1610, 1567, 1495,
1260, 1192, 1128, 1102, 992, 757, 692, 506 cm-1.

"H NMR spektrum (DMSO, 400 MHz): § 8,01 (dd, 1H, H-5, J=7,9; 1,3 Hz); 7,69-7,61 (m,
1H, H-7); 7,48-7,30 (m, 7H, H-8, H-6); 2,56-2,46 (m, 2H, H-1*), 1,46—1,37 (m, 2H, H-2%),
1,46-1,37 (m, 2H, H-3%), 0,88 (t, 3H, H-4*, J= 7.2 Hz) ppm.

3C NMR spektrum (DMSO, 101 MHz): § 106,07 (C-3); 116,15 (C-8); 116,46 (C-4a);
123,69 (C-5); 123,87 (C-6); 127,40 (C-4"); 127,93 (C-3%); 127,93 (C-5%); 130,96 (C-2%);
130,96 (C-6™); 132,06 (C-14); 132,21 (C-7); 152,28 (C-8a); 160,26 (C-4); 161,86 (C-2) ppm.
3-Butyl-4-hydroxykumarin 1b

OH Bila krystalicka latka, t = 157-170 °C,

5 4
4
6 S vytezek 33 %,
! 8a QO
:

(@] v
IC spektrum (tableta KBr): 3191, 2950, 2924, 2867, 1674,
1613, 1569, 1498, 1237, 1207, 1176, 1099, 1042, 913, 753 cm-1.
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'H NMR spektrum (DMSO, 400 MHz): § 11,16 (s, 1H, —OH); 7,91 (dd, 1H, H-5, J = 8.2;
1,6 Hz); 7,61-7,50 (m, 1H, H-7); 7,39-7,24 (m, 2H, H-8, H-6); 2,56-2,46 (m, 2H, H-14),
1,46-1,37 (m, 2H, H-2%), 1,46-1,37 (m, 2H, H-3%), 0,88 (t, 3H, H-44, /= 7,2 Hz) ppm.

BC NMR spektrum (DMSO, 101 MHz): & 13,83 (C-4%); 21,98 (C-3%); 23,23 (C-1%);
30,03 (C-2%); 105,22 (C-3); 115,98 (C-8); 116,30 (C-4a); 123,05 (C-5); 123,69 (C-6);
131,38 (C-7); 151,76 (C-8a); 159,53 (C-4); 162,77 (C-2) ppm.
3-Benzyl-4-hydroxykumarin 1c

OH Bila krystalicka latka, t.=204-209 °C,

vytézek 13 %.

1 ) (e spektrum (tableta KBr): 3084, 3062, 2933, 2924, 1654,
1632, 1595, 1396, 1263, 1180, 1083, 905, 750, 697, 506 cm-1.

"H NMR spektrum (DMSO, 400 MHz): § 11,62 (s, 1H, -OH); 8,05-7,91 (m, 1H, H-5); 7,65—
7,56 (m, 1H, H-7); 7,40-7,32 (m, 2H, H-8, H-6); 7,29-7,21 (m, 4H, H-3* H-4*, H-6", H-
34); 7,19-7,11 (m, 4H, H-5%); 3,90 (s, 1H, H-1%) ppm.

BC NMR spektrum (DMSO, 101 MHz): & 29,08 (C-1%); 104,21 (C-3); 116,15 (C-8);
116,19 (C-4a); 123,29 (C-5); 123,84 (C-6); 125,82 (C-5%); 128,06 (C-34); 128,06 (C-7%);
128,14 (C-4%); 128,14 (C-6*); 131,80 (C-7); 139,74 (C-2%); 151,97 (C-8a); 160,42 (C-4);
162,77 (C-2) ppm.

3-Ethyl-4-hydroxykumarin 1d

. OH Bila krystalicka latka, t; = 152—159 °C,
e s
, ) vytézek 31 %.
807 N0
;

IC spektrum (tableta KBr): 3178, 2971, 2932, 1672, 1615, 1570,
1498, 1447, 1230, 1209, 1099, 1036, 754 cm-1.

"H NMR spektrum (DMSO, 400 MHz): § 11,21 (s, 1H, -OH); 7,91 (dd, 1H, H-5, J = 8,2;
1,5 Hz); 7,61-7,53 (m, 1H, H-7); 7,37-7,28 (m, 2H, H-8, H-6); 2,53 (q, 2H, H-1%,
J=173Hz), 1,03 (t, 3H, H-2*, J= 7,4 Hz) ppm.

BC NMR spektrum (DMSO, 101 MHz): & 12,79 (C-2%); 16,95 (C-1%); 106,49 (C-3);
115,98 (C-8); 116,34 (C-4a); 123,07 (C-5); 123,71 (C-6); 131,41 (C-7); 151,75 (C-8a);
159,26 (C-4); 162,64 (C-2) ppm.
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3-Propyl-4-hydroxykumarin 1le
Bila leskla krystalicka latka, t; = 135-144 °C,

vytezek 31 %.

IC spektrum (tableta KBr): 2959, 2875, 1663, 1610, 1569, 1498,
1245, 1227, 1180, 1098, 1045, 923, 754, 645, 550, 461 cm-1.

"H NMR spektrum (DMSO, 400 MHz): & 11,16 (s, 1H, ~OH); 7,90 (dd, 1H, H-5, J = 8.2;
1,6 Hz); 7,59-7,52 (m, 1H, H-7); 7,35-7,28 (m, 2H, H-8, H-6); 2,52-2,44 (m, 2H, H-1%),
1,52-1,39 (m, 2H, H-2%), 0,89 (t, 3H, H-4%, J = 7,4 Hz) ppm.

BC NMR spektrum (DMSO, 101 MHz): & 13,65 (C-3%); 21,07 (C-1%); 25,38 (C-2%);
104,93 (C-3); 115,98 (C-8); 116,28 (C-4a); 123,09 (C-5); 123,70 (C-6); 131,42 (C-7);
151,78 (C-8a); 159,65 (C-4); 162,81 (C-2) ppm.

3-Isopropyl-4-hydroxykumarin 1f

Hnéda krystalicka latka, ti = 110-132 °C,

5
' vytezek 17 %.
8a QO (@)

8 1 IC spektrum (tableta KBr): 3247, 2961, 1668, 1623, 1394, 1216,
1164, 1000, 750 cm-1.

'"H NMR spektrum (DMSO, 400 MHz): 8 11,11 (s, 1H, —OH); 7,94 (dd, 1H, H-5, J = 83;
1,5 Hz); 7,60-7,52 (m, 1H, H-7); 7,36-7,28 (m, 2H, H-8, H-6); 3,42-3,30 (m, 1H, H-2%);
1,24 (d, 6H, H-14, H-3* J= 6,9 Hz); ppm.

BC NMR spektrum (DMSO, 101 MHz): § 19,72 (C-1%); 19,72 (C-3%); 110,20 (C-3);
115,88 (C-8); 116,35 (C-4a); 123,20 (C-5); 123,60 (C-6); 131,39 (C-7); 151,86 (C-8a);
158,99 (C-4); 161,27 (C-2) ppm.

3-Methyl-4-hydroxykumarin 1g
Bil4 leskla krystalicka latka, t: = 129-136 °C,

vytezek 50 %.

IC spektrum (tableta KBr): 3172, 1669, 1614, 1569, 1499, 1376,
1237,1210, 1089, 911, 750, 661, 545, 473 cm-1.

'H NMR spektrum (DMSO, 400 MHz): § 11,24 (s, 1H, —OH); 7,90 (dd, 1H, H-5, J = 8.3;
1,5 Hz); 7,62-7,53 (m, 1H, H-7); 7,39-7,31 (m, 2H, H-8, H-6); 2,00 (s, 3H, H-1%) ppm.
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13C NMR spektrum (DMSO, 101 MHz): § 9,69 (C-12); 100,26 (C-3); 115,99 (C-8);
116,28 (C-4a); 122,92 (C-5); 123,75 (C-6); 131,36 (C-7); 151,62 (C-8a); 159,72 (C-4);
163,09 (C-2) ppm.

5.2 Syntéza 3-methoxy-4-hydroxykumarinu 1j

Suspenze fenolu (4,7696 g; 50 mmol, 1 ekviv.) a dimethyl-methoxymalonatu (8,6392
g, 55mmol; 1,1 ekviv.) byla zahfivana na kovové lazni, jejiz teplota byla postupné
zvySovana od 250 °C do 280 °C dle rychlosti destilace methanolu. Vznikajici kondenzat byl
sbiran do banky a pribézné vazen, ¢imz byl monitorovan prabéh reakce. Bezprostiedné po
ukonceni reakce byl reakéni roztok nalit do 200 ml toluenu. Nedo$lo vSak k vylouceni
zadného pevného podilu. OvSem dlouhym stanim toluenového roztoku v zapnuté digestoii
doslo témeétr k odpafeni veSkerého rozpoustédla. V takto zakoncentrovaném roztoku
dochazelo k samovolné krystalizaci. Krystaly byly odsaty, rozpustény v horkém toluenu,

roztok pozvolna ochlazen a nechan samovolné krystalizovat.

3-Methoxy-4-hydroxykumarin 1j

] OH Hnéda leska krystalicka latka, t. = 147-164 °C,
, ’ vytézek 16 %.
5 8a Q0 (@)
1

IC spektrum (tableta KBr): 3035, 2831, 1680, 1612, 1567, 1458,
1427, 1256, 1191, 1106, 903, 762, 466 cm-1.

'"HNMR spektrum (DMSO, 400 MHz): 6 11,90 (s, 1H, —OH); 7,85-7,53 (m, 1H, H-5); 7,61—
7,53 (m, 1H, H-7); 7,40-7,33 (m, 2H, H-8, H-6); 3,74 (s, 3H, H-1*) ppm.

3C NMR spektrum (DMSO, 101 MHz): § 59,64 (C-1%); 115,99 (C-8); 116,61 (C-4a);
123,11 (C-5); 124,13 (C-6); 125,33 (C-3); 130,98 (C-7); 150,30 (C-8a); 153,29 (C-4);
159,16 (C-2) ppm.

5.3 Mikrovlnami asistovana syntéza

Suspenze fenolu (0,188 g, 2 mmol, 1 ekviv.) a dimethyl-butylmalonatu (0,541 g, 2,5 mmol;
1,25 ekviv.) byla v kyveté umisténa do mikrovlnného reaktoru a zahiivana — viz Tabulka 2.

Priibéh reakce byl sledovan za pomoci TLC po dokonceni jednotlivych cykla.
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Exp. 1:

Reakce vyla ukoncena, kdyz se ve smési, podle TLC, nevyskytovala vychozi latka. K reakéni
smési bylo pfiloto 5 ml toluenu. Tato smés byla d€lena sloupcovou chromatografii.

Meziprodukt 7b byl ziskan ve vytézku 27 %.

Exp. 2:

Po ¢tytech hodinach, podle TLC, reakce jiz zcela probéhla. Reakéni smés byla vyplachnuta
na fritu 5 ml toluenu a ptefiltrovana. Tuhy podil byl macerovan v toluenu. Vysledny produkt

1b byl ziskan s vytézkem 13 %.

Exp. 3:

Podle TLC reak¢ni smés po dvou hodinach neobsahovala jiz vychozi latky, ani meziprodukt.

Reakéni smés byla promyta 3 ml cyklohexanu. Produkt 1b byl ziskan ve vytézku 19 %.

1-Ethyl-3-fenyl-2-butylmalonat 7b

3 2 0 Oranzovy olej,
O
;

2/? vitezek 27 %.

"H NMR spektrum (CDCls, 400 MHz): § 7,43-7,35 (m, 2H, H-3¢; H-5%); 7,27-7,21 (m, 1H,
H-4%); 7,10 (dd; 2H; H-2%; H-6%; J = 8,5; 0,9 Hz); 4,35-4,19 (m; 2H; H-1%); 3,57 (t; 1H;
H-2; J = 7,5 Hz); 2,12-1,95 (m, 2H, H-18); 1,42 (dd; 4H; H-2B; H-38; J = 7.4; 3,7 Hz);
1,32 (t; 3H; H-2%; J = 7,1 Hz); 0,95 (t; 3H; H-4; J= 7,1 Hz) ppm.

BC NMR spektrum (CDCls, 101 MHz): § 13,94 (C-4B); 14,29 (C-2%); 22,48 (C-3P);
28,59 (C-2B); 29,62 (C-1B); 52,23 (C-2); 61,71 (C-1%); 121,45 (C-2°); 121,45 (C-6%);
126,18 (C-4%); 129,59 (C-3%); 129,59 (C-5%); 150,74 (C-1°); 168,32 (C-3); 169,34 (C-1)
ppm.

5.4 NetspéSny pokus o chloraci za pouziti SO,Cl,

K michané suspenzi 3-fenyl-4-hydroxykumarinu (0,204 g; 1 mmol) v 3,3 ml dioxanu
(99,5 %; p=1,034 g/cm3; te=11-12 °C; t, = 100-102 °C), bylo béhem 10 min pfi laboratorni
teploté¢ ptikapano 0,202 ml SO,Cl. Béhem piikapavani SO,Cl, se puvodni suspenze
rozpustila a vznikly zluty reakéni roztok byl ddle 2 h michéan pfi stejné teploté. Poté byl

reakéni roztok nalit do 50 ml ledu, kde se vyloucilo zna¢né mnoZzstvi pevné zluté latky
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lepivého charakteru. Pevny podil byl na frité odfiltrovan, vysuSen, filtrat byl pfeveden do
délicky a extrahovan 5 x 15 ml 1 % CHCIl;. Veskeré organické podily byly spojeny,
vysuSeny NaxSQOs, prefiltrovany a odpafeny na RVO. Surové produkty (nazloutla olejovita

latka) byly chromatograficky déleny na silikagelu smési 1 % EtOAc v PE. Netspé&sné.

5.5 NeuspésSny pokus o chloraci plynnym Cl

K michanému, vytemperovanému roztoku 3-ethyl-4-hydroxykumarinu 1d (0,409 g;
2 mmol) a 0,3 ml EtsN v 10 ml suchého THF. Podchlazeny Clz v ethanolové 1azni tekutym
dusikem pod teplotu -40 °C, ktery se béhem samovolného navySovani teploty 1azn¢ zacal
uvolnovat a byl zaveden do reakéniho roztoku pod dobu 30 min. V reakéni smési vznikla
bild srazenina, kterd se po ohfati baiikky na laboratorni teplotu rozpustila. Néasledné bylo
rozpoustédlo odpafeno na RVO. Baiika s bilymi krystalky byla umisténa do exikétoru, kde

byla ponechana ptes vikend. Z neznamych diivodt vsak produkt podlehl degradaci.

5.6 Bromace za pouZiti Br;

K suspenzi 3-ethyl-4-hydroxykumarinu 1d (0,383 g; 2 mmol; 1 ekv.) v bezvodém CHCl;3
byl pfidani Br» (0,104 ml; 2 mmol; 1 ekv.). Suspendovany kumarin se rozpustil a reakéni
smés se zabarvila do ¢ervena. Priib&h reakce byl sledovan za pomoci TLC. Reakce probihala
pod inertni atmosférou a byla ukon¢ena po hodinég, pficemz podle TLC vychozi latka 1d jiz
plné€ zreagovala po pul hodin€. Rozpoustédlo bylo odpateno na RVO. Vzniklé bilé krystaly
byly uloZeny do mrazéku pod argonem. 3-Brom-3-ethylchroman-2,4-dion 10d byl ziskan ve
vytézku 31 %.
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ZAVER

Tato bakalaiska prace se veénovala pfipravé 4-hydroxykumarini substituovanych
v poloze 3, ziskanych reakci fenolu s diethylesterem kyseliny malonové substituované
v poloze 3. V prvni kapitole teoretické ¢asti byl stru¢né shrnut ptehled biologickych ucéinki
kumarinti. Podrobnéji se vénovala G¢inkiim kumarinii vyuzivanych pti 1€¢bé nékterych typii

rakoviny. V druh¢ pak ptehled tradi¢nich syntéz kumarini.

V praktické casti byla uvedena uspesna syntéza osmi derivatl 4-hydroxykumarini.
Nasledovaly pokusy o piipravu jejich halogenovanych derivatt. Usp&nou se ukazala
bromace za pomoci Br,. Byl zaznamenan prub¢h experimentti a charakteristika ptipravenych

latek.
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lab. t.
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