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ANOTACE:

V bakaladrské praci je popsana biologicka aktivita strukturnich analogl 3-[1-
amino(aryl)methyliden]-1,3-dihydro-2H-indol-2-ond a jejich dosud popsané syntézy.
V experimentalni ¢asti je popsdna syntéza Ctyr derivatl 3-(aminomethyliden)-1,3-dihydro-2H-
indol-2-on0, tfi arylsubstituovanych a jednoho alkylsubstituovaného, vcetné jejich
charakterizace pomoci *H a 3C NMR spektroskopie, MALDI a elementarni analyzy. Sou&asti
experimentalni sekce je také popis dvou metodik pro ziskani ¢istych 3-(aminomethyliden)-1,3-

dihydro-2H-indol-2-on( z jejich surovych soli (hydrobromidu).

KLICOVA SLOVA

Eschenmoserova  reakce, @ Eschenmoserova  sulfidova  kontrakce, syntéza, 3-
[amino(aryl)methyliden]-1,3-dihydro-2H-indol-2-on, 3-brom-1-methyl-1,3-dihydro-2H-indol-

2-on, thioamid



ANNOTATION:

This bachelor work contains description of structural analogues of the 3-[1-
amino(aryl)methylidene]-1,3-dihydro-2H-indol-2-one compounds and up to date known
synthetic routes for them. Experimental part of this work describes synthesis of four
derivatives of 3-(aminomethylidene)-1,3-dihydro-2H-indol-2-one (three of them are aryl-
substitued, last one is alkyl-substitued), including complete characterization by *H and 3C
NMR, MALDI and by elemental analysis. Experimental section also contains description of two
routes giving pure substitued 3-(aminomethylidene)-1,3-dihydro-2H-indol-2-ones from their

crude hydrobromide salts.

KEYWORDS:

Eschenmoser coupling reaction, Eschenmoser sulfide contraction, synthesis, 3-
[amino(aryl)methylidene]-1,3-dihydro-2H-indol-2-one,  3-bromo-1-methyl-1,3-dihydro-2H-

indol-2-one, thioamide



Seznam pouzitych zkratek

ACN acetonitril

ALS  amyotroficka laterarni skleroza

ATP  z angl. adenosine triphosphate = adenosin trifosfat
Bn benzyl

DCM dichlormetan

DIPEA diisopropylethylamin

DMF dimethylformamid

ekv  ekvivalent

TEA  triethylamin, EtsN,

GABA 7z angl. gamma-aminobutyric acid = gamma-aminomaselna kyselina

HRMS z angl. high-resolution mass spectrometry = hmotnostni spektrometrie s vysokym
rozliSenim

ICso  z angl. half maximal inhibititory concentration = polovi¢ni maximalni inhibi¢ni
koncentrace

MALDI z angl. matrix-assisted laser desorption/ionization = hmotnostni spektrometrie
s pouZzitim matrice

Mel  methyljodid

MF mobilni faze

MS  z angl. mass spectrometry = hmotnostni spektrometrie
MS4A molekulové sito o velikosti p6rd 4 angstromy

MW  z angl. microwaves - mikroviny

NMR z angl. nuclear magnetic resonance (specstroscopy) = spektroskopie nuklearni
magnetické resonance

rt z angl. room temperature = pokojova/laboratorni teplota

RTK  receptorové tyrosin-kindzy

THF  tetrahydrofuran

TLC  z angl. thin-layer chromatography = chromatografie na tenké vrstvé

Ts tosyl, 4-toluensulfonyl
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1 Uvod

Chemie heterocykll, indolové derivaty nevyjimaje, je nezbytnou soucdsti moderni
organické chemie. V dneSnim svété maji vysledky badani a prace organickych chemiki
zabyvajicich se chemii heterocykl(i nezastupitelny vyznam — pfikladem jsou syntézy herbicidd,
pesticidli, modernich polymer(, barviv, pigmentd, latek vyuzivanych v potravinafstvi jako
naptiklad aromata, konzervanty, sladidla a predevsim lécCiva. Indolovy skelet se taktéz casto

vyskytuje ve strukturach mnoha pfirodnich latek.

O syntézach, vlastnostech a vyuZiti substituovanych indol-2-on0 bylo publikovano
velké mnoistvi informaci. Substituovany indolovy skelet se ¢asto vyskytuje ve strukturach
modernich |éciv. Jako priklad Ize uvést léciva indomethacin, ziprasidon, lisurid, ergometrin,

sumatriptan, zolmitriptan, naratriptan a dalsi. !

Ponékud novéjSi a ne zcela probadanou skupinou latek jsou substituované 3-
methylidenindol-2-ony, jez jsou Ucinnymi inhibitory tyrosin-kindz a nové nalézaji uplatnéni
jako velice efektivni |éCiva na choroby jako je napfiklad idiopaticka plicni fibréza a zejména na
razné typy rakovin, napfiklad specifickych forem leukemie. Prikladem muze byt lécivo

Nintedanib (Obr.1), zavedené do klinické praxe v roce 2014.2
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Obr.1 — Strukturni vzorec Nintedanibu.

Problém, ktery ponékud brzdi rozvoj a masovéjsi vyuziti téchto latek, spodiva v tom, ze
dosud zndmé a pouzivané syntézy jsou velice nakladné, nebot je pfi nich vyuzivino pomérné
drahych prekurzorl, slozitych katalyzatord nebo dosahovano nizkych vytézkd. Dosud
publikované syntézy téchto sloucenin jsou popsany a diskutovany nize. Ve vyzkumné skupiné
doc. Hanuska bylo pfri studiu reaktivity substituovanych thiazoll zjisténo, Ze slouceniny s 3-(1-

amino(aryl)methyliden)indol-2-onovym  skeletem  mohou byt pfipraveny  tzv.



Eschenmoserovou reakci, a to ve vysokém vytézku, z dostupnych prekurzorli a za velice
mirnych reakénich podminek.? Toto zjisténi se tak stalo vychozim bodem pro prozkoumdani

obecnosti této reakce v zavislosti na substituci.

Historicky poprvé byla Eschenmoserova reakce popsdna prof. Albertem
Eschenmoserem - po némi tedy nese jméno - pfi syntéze korrinoidnich chromoforovych
systémU( (Obr.2). Priprava téchto sloucenin ve vysokém vytézku byla nezbytnou soucasti
totdlni syntézy vitaminu B1, pfi€emz standartné pouzivané reakce - napftiklad oxidativni C-C
coupling za pouziti benzoylperoxidu - selhavaly nebo poskytovaly pouze neuspokojivy vytézek,

jenz by znamenal selhani celé syntézy.*

Obr. 2 — Strukturni vzorec korrinu, jenZ tvori zdklad struktury vitaminu Biz.

Eschenmoseriv coupling tudiz sehrdl vyznamnou roli pfi totdlni syntéze

kyanokobalaminu (vitamin B1), kterd byla dokoncena a publikovdna v roce 1972.



2 Teoreticka cast

2.1 Eschenmoserova reakce

Eschenmoseriv coupling neboli Eschenmoserova reakce, v anglicky psané literature
Casto oznacCovan také jako ,Eschenmoser sulfide contraction” je obecné alkylativni C-C
coupling. Tato reakce ma dvé modifikace®— pfi prvni reaguje thiokyselina s a-halogenketonem

za vzniku 1,3-diketonu (Schéma 1).

0 Re o B3 HO i Thiofil RT R
ﬁ 1 aze 1\ /lL > Thiofi
RJkSH + v 5 > R\H/S\)J\Rz — R R > OMO

R" = Alk, Ar, COOR'
R2 = H, Alk, Ar, COOR'
X =Br, |

Schéma 1 — Eschenmoserova reakce s thiokyselinou.

Druhou variantou je reakce thioamidu s halogenderivatem, pficemz thioamid mze
byt primdrni, sekundarni nebo tercidrni a halogenderivat primdrni nebo sekundarni. V této
bakalarské praci se budu dale zabyvat pouze Eschenmoserovou reakci s vyuzitim thioamida.
Mechanismem, ktery bude diskutovan niZe, vznika ve tfech reakcnich krocich substituovany
vinylamin (Schéma 2). Poprvé byla tato reakce popsana a publikovédna v roce 1967. 4 Obecné

schéma této reakce lze formulovat nasledovné:

R4
S S) o R? R4
4 2 T
R1/U\N’R2 R*-CH,-X R1J\\C§)R2 x_ _Baze 1]23 R2 Thiofil S\L R?
R ke RN RN,
R' = Ar, Alk
R2 = H, Ar, Alk
R3 = H, Ar, Alk
R4 = H, Ar, Alk, COOR', COR', CN
X =Br, |

Schéma 2 — Eschenmoserova reakce s thioamidem.



2.1.1 Mechanismus Eschenmoserovy reakce

Prabéh Eschenmoserovy reakce mlzeme rozdélit do tfi zakladnich krok(.* V prvnim
kroku dochazi k S-alkylaci primarniho nebo sekundarniho thioamidu elektrofilem za vzniku a-
thioiminiové soli. Poté dochazi k cyklizaci thioiminiové soli na thiiran (episulfid). Eliminaci siry

z thiiranového cyklu dochazi ke vzniku vinylaminu. Mechanismus je podrobné diskutovan nize.

2.1.1.1 S-Alkylace
R4

<

R1 N\R5 ) R‘l R4

R 6 R
R—-x ==X + R2—<®3 —= = R?ks)%,},@)ﬁs
R3 R )29 R6

Schéma 3 - Priklad vzniku thioiminiové sole atakem thioamidu na tercidrni halogenderivat

mechanismem Sy1.

V prvnim kroku dochazi k selektivni nukleofilni substituci na halogenderivatu atakem
nukleofilniho cinidla — thioamidu. Reakce muze probihat mechanismem Sy1 i Sn2, zdleZi na
struktute halogenderivatu. Zatimco u primarniho halogenderivatu (viz. Schéma 2) bude tento
krok probihat velice pravdépodobné mechanismem Sn2, u sekundarnich halogenderivata
mUze reakce probihat mechanismem Sy1. Produktem této reakce je a-thioiminiova s(l, kterd
je ve vétsiné pripadl nestala a podléha naslednému kroku, kterym je tvorba thiiranového

(episulfidového) kruhu.

V praxi se pfi pfipravé thioiminiovych soli pouZivaji nej¢astéji bromderivaty®’, jelikoz
bromidovy ion je dobre odstupujici skupinou, reakce probiha dostatecné rychle. Jodderivaty,
a¢ je jodidovy iont lépe odstupujici skupinou nez bromidovy, se v praxi pouzivaji velice
omezené, jelikoz fada halogenovanych slou¢enin obsahujici jod je velice reaktivni a za béznych
podminek nestabilni®. Ve specidlnich pfipadech lze vychozi jodderivaty pfipravovat in situ

napfiklad ze stabilnich chlorderivat(® Finkelsteinovou reakci.



2.1.1.2 Vznik thiiranového (episulfidového) intermediatu

R4
>\H'/_\ R
s) o2 . S 2
AT Re X -BH g N’
R CN?’@ R3
R

Schéma 4 — Mechanismus cyklizace a-thioiminiové sole na thiiranovy intermedidt.

Ve druhém kroku reakce vstupuje do reakce baze, kterd zplsobi odtrzeni vodiku
z uhliku vedle siry za vzniku aniontu, ktery cyklizuje na nepfili$ stabilni thiiranovy intermediat
(Schéma 4). Ochota thioiminiové soli odstépovat proton je proto klicova pro zdarny pribéh

Eschenmoserova couplingu.

Bylo provedeno mnoho experimentd, pfi kterych byly s Uspéchem pouZzity baze jak
anorganické — uhlicitany, hydrogenuhli¢itany, hydroxidy a hydridy alkalickych kov, tak i baze
organického charakteru — nejbéinéji naptiklad TEA (triethylamin),  DIPEA

(diisopropylethylamin), nékteré alkoxidy, a mnoho dalSich. >®

q ThIOfI| 2
R@ 2 Thiofils] i\;N'R

R1

2.1.1.3 Extruze siry

Schéma 5 — Extruze siry z thiiranového intermedidtu.

V poslednim kroku se wvznikly 2,2,3-trisubstituovany thiiranovy (episulfidovy)
intermediat rozpada za eliminace siry a dochazi ke vzniku kone¢ného produktu reakce,

nejcastéji 2-vinylsubstituovaného aminu (Schéma 5).

Eliminaci siry lze provést ¢i usnadnit tzv. thiofilem (Schéma 6). Thiofil je latka, ktera
rdznymi mechanismy ochotné vaze siru a tudiz je moderatorem rozpadu thiiranového
(episulfidového) cyklu. Jako thiofily se pouzivaji zejména slouceniny fosforu, ve kterych ma
fosfor oxida¢ni ¢islo P'"'. Jedna se v podstaté o redoxni reakci, fosfor se touto cestou oxiduje z

oxida¢niho stavu P"'na PV.



Stabilita thiiranového kruhu je uréena pfitomnymi substituenty. V fadé pripadl je
thiiranovy cyklus tak nestabilni, Ze se rozpada samovolné a bez nutnosti pfitomosti thiofilu,
prikladem jsou i mnou provadéné reakce s 3-brom-1-methylindol-2-onem a substituovanymi
arylthioamidy. Opakem jsou reakce, kdy bez pritomnosti thiofilu k rozpadu kruhu viibec
nedochazi, nebo se uplatiiuje jind nez predpokladana reakéni cesta a vytézek vinylamind je
maly nebo zcela nulovy.!® U nékolika reakci bylo zjiténo, Ze a¢ probihaji i bez pfitomnosti
thiofilu, jeho pfitomnost pozitivné ovliviuje jak vytéznost reakce, tak reakéni podminky —

reakéni ¢as a teplotu.

R R? - S=PPh,

Schéma 6 - Jeden z mozZnych zplsobi extruze siry z thiiranového cyklu na prikladu nejbéznéjsiho

thiofilu — trifenylfosfinu.

V pracich zabyvajicich se Eschenmoserovou reakci bylo v pridbéhu casu s Uspéchem
pouZito mnoho thiofill. Mezi nejbéznéjsi thiofily patfi zejména slouceniny fosforu —
trifenylfosfin (PhsP), komplex trifluorboranu s trifenylfosfinem (PhsP-BFs), triethylfosfin,

triethyl-fosfit a trimethyl-fosfit.11:12

Specidlnim pfipadem jsou slouceniny, které funguji jako thiofil i jako baze zaroven. Tyto
slouc¢eniny navrhnul a jejich prvni zastupce do praxe uvedl sam prof. Eschenmoser. Napftiklad
bis[4-(morfolinylpropyl)]fenylfosfin (Obr. 3) je sloucenina majici jednak povahu baze kvdli
pFitomnosti N-substituovaného morfolinu v molekule, tak i thiofilu (P"). V praxi se tato latka
osvédcila predevsim diky usnadnéni Cisténi vyslednych produktld — pfi pouZiti nepolarniho
rozpoustédla Ize po ukonceni reakce tuto latku jakozto vedlejsi produkt odstranit promytim

reakéni smési vodou. &



Obr. 3 — Strukturni vzorec bis[4-(morfolinylpropyl)]fenylfosfinu.

2.1.2 Atypické provedeni Eschenmoserovy reakce

2.1.2.1 Eschenmoserova reakce na selenoamidovych substratech

Byla publikovana i prace zabyvajici se studiem Eschenmoserovy reakce pfi reakci
substituovanych a-halogenketonli se selenoamidy, pticemZz bylo zjiSténo, Ze probihd
analogickym mechanismem jako reakce thioamidu (pfi vzniku vinylaminu se eliminuje selen).
Autofi S. Hussaini a G. Hommond taktéZ vybrali nékolik reakci, u nich coupling ,klasickou”
cestou, tedy s pouzitim thioamid(, selhdval, poskytoval minimalni vytézky nebo smés mnoha
produktl a thioamidy v nich nahradili selenoamidovymi substraty. Zjistili, Ze coupling se

selenoamidy v ¢asti téchto pfipadd funguje, i kdyz s nepfilis vysokymi vytézky.13

Jednim ze substratd, na kterych Eschenmoserova reakce zcela selhava, jsou sekundarni

thiolaktamy a pouziti selenoamidu se u nich proto jevi jako vhodna alternativa (Schéma 7).

R2
Se COOEt ) COOEt
N-RT— > N-R'

Baze, DCM
COOEt aze, 17-36%
Br\/R1 SCH,R! R3
cooa\\ N Baze: NaHCO3 Nay,COj3 EtsN
N R'=Me, Bn, H
R'= COOEt, CN R2= COOEt, COOPh
COOEt R®=H, COOEt

Schéma 7 — Srovndni Eschenmoserovy reakce se sirou a selenem na pfikladu substituovaného

pyrrolidinu.3



Pri vyzkumu a vyuZiti Eschenmoserovy reakce se vSak tento postup syntézy pfilis
neujal — oproti sirnym analoglim jsou selenové slouceniny drahé, velice snadno hydrolyzuji za
vzniku toxického selenovodiku (proto se v praxi vétSinou pfipravuji in situ) a i samotné jsou

mnohem toxi¢t&jsi, nez slouceniny obsahujici siru.4

Vyuziti selenoamid( v organické syntéze, tedy i pfi studiu Eschenmoserovych reakci,
bylo téZ znesnadnéno jejich velice obtiznou syntézou. Jisty pralom v této oblasti znamenal
objev selenacnich cinidel, kterd jsou pouZitelnd pro laboratorni podminky, napfiklad
Woolinsovo cinidlo — 2,4-difenyl-1,3,2,4-diselenadifosfetan-2,4-diselenid (jedna se o
strukturni selenovy analog dfive popsaného Lawessonova ¢inidla, viz. Obr 4)%°. S vyuZitim
tohoto cinidla byly popsany syntézy N,N-disubstituovanych selenoamid( vhodnych pro
studium Eschenmoserova couplingu. Brzy po tomto objevu se stalo Woolinsovo cinidlo

komercéné dostupnym.

Obr. 4 — Strukturni vzorec Woolinsova cCinidla.

2.1.2.2 Eschenmoserova reakce s vyuzitim ultrazvuku

Urychleni reakci ultrazvukem si Ize vysvétlit tak, Ze pfi vystaveni roztoku reakéni smési
ultrazvuku v ni dojde ke vzniku bublinek vakua. PFi zaniku téchto bublinek — kavitaci — vznika
v roztoku razova vina a lokdlné se méni mikroprostredi - pfi pouZiti zdroje ultrazvuku s vysokou
energii si tak Ize predstavit fazové rozhrani roztok/vakuum jako mikroreaktor s velmi vysokym

tlakem (i stovky atmosfér) a vysokymi teplotami.t®

Byly popsany Eschenmoserovy reakce, kdy byl s vyhodou pouZit ultrazvuk. Touto
problematikou se zabyvali napf. N. D. Koduri, B. Hileman a kol. Tito autofi studovali
Eschenmoserovy reakce na substratech, jejichz coupling trval vroztoku velice dlouho.
Vystavenim reakéni smési zdroji ultrazvuku o vysoké energii doslo k podstatnému zkraceni

reakénich dob (z fadové dn(i az tydnud na hodiny), taktéz byly publikovany pozitivni vysledky u



reakci, u kterych Eschenmoserova reakce za béinych podminek zcela selhavala. Pfikladem

muZe byt reakce thiolaktam( (Schéma 7 a Schéma 8).13:17

V pfipadé reakce v heterogennim systému muzZe reakci urychlovat téZz zmenSovani

velikosti castic (tedy zvétSovani celkového povrchu) suspendované latky v roztoku vlivem

EtOOC
S
EtOOC Br
NH + NH Ph
Ph o Ultrazvuk, 2,5h

COOEt COOEt

EtOO
S
EtOOC Br
N— j;
EtO o UItrazvuk 20h
s COOEt
Br
N—  + \(
UItrazvuk 8,5h

COOEt

kavitace.

Schéma 8 — Eschenmoserova reakce katalyzovand ultrazvukem na prikladu substituovanych

pyrroliding.

2.2 Biologicka aktivita substituovanych 3-methylidenindol-2-onu

2.2.1 3-Methylidenindol-2-ony jako inhibitory tyrosin-kinaz a kancerostatika

Naprosta vétsina publikovanych praci fadi 3-(amino(aryl/alkyl)methylidenindol-2-ony

mezi inhibitory tyrosin-kinaz.

Kindzy predstavuji velkou tfidu enzymu, jenZ je zodpovédna za katalyzu pfi pfenosu
fosforylové skupiny z donoru — napfiklad ATP — na akceptorovou molekulu. Fosforylovana
molekula (akceptor, nejc¢astéji protein) pak méni svoje chovani a vlastnosti, coz ovliviiuje

kaskadu navazujicich déju, jichz se akceptor fosforylové skupiny ucastni. Zjednodusené si Ize



predstavit, Ze aktivace/inhibice kindz, stejné jako ostatnich enzymovych receptor(, mize vést

k ovlivnéni mnoha déja, které probihaji v burice. 18

Tyrosin kindzy predstavuji podskupinu kindz, pficemz specifikum spociva v tom, Ze
katalyzuji selektivné fosforylaci tyrosinovych koncovych skupin, které jsou peptidickou vazbou
vazany v mnoha enzymech. Fosforylace téchto tyrosinovych zbytk( proto hraje duleZitou roli
pfi pfenosu signalu a regulaci aktivity enzymda, v nichZ jsou pfitomny, coz méa v kone¢ném
dlsledku kli¢ovy vliv na diferenciaci a rlst bunky. Poprvé byla fosforylace tyrosinovych residui

pozorovana a popsana u vird ze skupiny Polyomaviridae v roce 1979. 19

Mnoho receptorovych tyrosin kindz (RTK) hraje nezastupitelnou roli pfi bunécném
déleni, regulaci bunécného cyklu a pti apoptdze. Pfi vzniku a progresi karcinomu byly zjistény
a popsany mechanismy zmén téchto receptorl — ty vedly k zrychlené proliferaci nadorovych
bunék, u nichz ke zméndm doslo. Specifickd inhibice téchto abnormadlnich receptort

predstavuje jeden z moznych zpusobU, jakym lze zabranit Sifeni karcinomu.

Sun et. al. zkoumali in vitro schopnost substituovanych 3-methylidenindol-2-ont (Obr.
5) vazat se na specifické receptorové tyrosin-kindzy ovliviujici rlistovy faktor fibroblast( (FGF-
RTK), které predstavuji zakladni buriku vazivové tkané. Podtfidu FGF-RTK reprezentu;ji
specifické enzymy PDGF, FLK-1, EGF, HER-2 a IGF-2, na nich byla méfena ICso. Autofi otestovali
celkem 52 3-substituovanych derivatd indol-2-onu, u nékterych byla stanovena ICso mensi nez
1uM, cozZ lze povaZzovat za extrémné Ucinné inhibitory (Tabulka 1). VétsSina studovanych

derivétl vykazovala dobrou Géinnost pfi inhibici FLK-1. 20

Obr. 5 — Strukturni vzorec substituovanych 3-methylidenindol-2-ond, na nichZ byla zkoumdna inhibi¢ni

aktivita.
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Substituce Inhibiéni aktivita (ICso, [uM])
R? R? R? PGDF FLK-1
H H H 12 0,39
5-Cl H H 85,4 3
6-F H H 2,8 <0,78
H 3-Me 4-Me >100 2,7
H 3-Me [4-COOEt >100 0,18
H 5-Me |4-COOEt 65,5 0,14

Tabulka 1 — Tyrosin-kindzové inhibicni aktivity nejucinnéjsich derivatua.
Od roku 1979, kdy byly poprvé objeveny tyrosin-kindzové receptory??, byl v této oblasti
ucinén obrovsky pokrok. Bylo patentovano velké mnozZstvi sloucenin s popsanou aktivitou na
RTK (napfiklad v patentu US2003199478A1 je popsano prfes 300 derivatd indol-2-onu?,

Mnohé z téchto sloucenin byly s Uspéchem podrobeny klinickym testim a dnes jsou bézné

vyuzivany v praxi.?

Prikladem jsou léciva Sunitinib a Nintedanib. (Obr. 1, Obr. 6) Tyto latky, spolu
s desitkami dalSich sloucenin s aktivitou na tyrosin-kindzovych receptorech, Uspésné prosly
klinickymi testy a jsou dnes v klinické praxi bézné vyuzivany na |écbu mnoha zdvainych
chorob. Nejc¢astéji nachazi tyto latky vyuziti jako Ucinna a selektivni antineoplastika. Oproti
alkylaénim ¢inidlGm (napf. cyklofosfamid?!), které jako prvni nasly uplatnéni jako léciva na
tento typ chorob, maji nesrovnatelné mensi mnozstvi nezadoucich ucink(. Oproti inhibitoriim

mitdzy (Paclitaxel, Docetaxel) také vykazuji mnohem mensi az nulovou neurotoxicitu.

Lécivo Sunitinib je vyuzivano na lécbu resistentnich forem nadorl gastrointestinalniho
traktu. Kromé onkologickych onemocnéni se inhibitory tyrosin-kinaz vyuzivaji i k 1écbé tézkych
forem fibréz, napfiklad zmifovany Nintedanib. Pomérné novym trendem je vyuziti téchto
|atek pfi lécbé neurodegenerativnich poruch — nékteré tyrosin-kindzové inhibitory se jevi jako
nadéjna léciva na specifické formy amyotrofické laterarni sklerozy (ALS), ve fazi klinickych

testl jsou i Ié¢iva s potencidlem zastavit progresi Parkinsonovy choroby. 2

Zajimavym faktem je, Ze jako zdkladni funkcni skelet se u téchto léCiv vyskytuji

substituované indolové, indolonové, indazolové pripadné isoindolové cykly.

11



Obr. 6 — Strukturni vzorec Sunitinibu.

2.2.2 3-(1-Aminomethyliden)indol-2-ony pfi potenciaci léCiv

Byla popsdna taktéZz schopnost substituovanych 3-(1-aminomethyliden)indol-2-on(
potencovat ucinky GABA-ergnich I[éCiv. Kyselina y-aminomadselnd (GABA) je inhibi¢ni
neurotransmiter zastavajici funkci ligandu otevirajiciho chloridové kandly v neuronaini
membrané (zejména v mozku), coz zplsobuje jeji hyperpolarizaci. Jako GABA-ergni mizeme
oznacit jakoukoli latku, ktera stimuluje nebo inhibuje neurotransmisi pomoci y-aminomaselné
kyseliny. Mezi |éCiva ovliviiujici pfenos nervového vzruchu pomoci GABA patfi sedativa,
hypnotika a anestetika. Jednu ze tfid sedativ/hypnotik predstavuji benzodiazepiny.! Jednim ze
zastupcl tfidy sedativ/hypnotik je Flunitrazepam (dfive prodavany pod obchodnim nazvem
Rohypnol). In vivo studii zabyvajici se zvySenim schopnosti Flunitrazepamu vazat se na GABA
receptory v synergii s rozlicnymi derivaty 3-methylidenindol-2-on( (viz. Obr. 7) provedl Seges
a kol. Experiment byl proveden na dvou skupindch mysi s 3H znaéenym Flunitrazepamem.
Prvni skupina dostala vybrané 3-methylidenindol-2-ony a nasledné 3H Flunitrazepam, druhg,
kontrolni, dostala pouze 3H Flunitrazepam. N&slednd méfeni prokazala, Ze pfi podani 3-
methylidenindol-2-oni doslo ke zvySeni schopnosti Flunitrazepamu vdzat se na GABA

receptory, v nékterych pfipadech o vice nez 200%. 22

Obr. 7 — Strukturni vzorec substituovanych 3-(1-aminomethyliden)indol-2-ond, na nichZ byly

provddény pokusy s potenciaci Flunitrazepamu.
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Substituce . .
Ucinnost Flunitrazepamu

R1 R2 R3 Ra RG na GABA-receptorech [%]*
Me Me H 3-Cl Ph 213
Me Me H 3-F H 191
Me Me H 3,5-Cl H 244
H H 6-Cl H Me 204
H H 3-Me H H 184

*oproti kontrolni skupiné
Tabulka 2 — Vliv vybranych derivdti 3-(1-aminomethyliden)indol-2-onu na potenciaci ucinkd

Flunitrazepamu.

2.3 Publikované syntézy 3-[1-amino(aryl)methyliden]indolon-2-ont
2.3.1 Syntéza vychazejici ze substituovaného chinazolin-3-oxidu a esteru

acetylendikarboxylové kyseliny

Prvni popsanou syntézou 3-[1-amino(fenyl)methyliden]indol-2-onu je reakce 2-
methyl-4-fenylchinazolin-3-oxidu s alkylestery acetylendikarboxylové kyseliny, kterou
publikovali Stauss et. al. v roce 1973 (Schéma 9). Prvni reakéni krok probiha ve smyslu adice
nasledované presmykem intermediatu na ester substituované fenylprop-2-enové kyseliny.
Autofi popisuji vytézek 20% u dimethyl-acetylendikarboxylatu a 28% u diethyl-
acetylendikarboxylatu. Bazickou hydrolyzou esteru této kyseliny dochazi k cyklizaci a ke vzniku
indol-2-onového kruhu. Popsany vytéZzek hydrolyzy je 59% u methylesteru a 83% u

ethylesteru.?

O COOR

® H

NNT + —_—
)\ EtOH, 20 °C
NG COOR

R = Me, Et

KOH

Schéma 9 — Prvni popsand syntéza 3-[1-amino(aryl)methyliden]indol-2-onu.
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2.3.2 Syntéza vychazejici z substituovaného benzonitrilu

Nejjednodussi syntéza 3-[1-amino(aryl)methyliden]indol-2-oni byla vroce 2009
popsana v patentu US20090131506A1 (Schéma 10). Vychazi ze substituovaného benzonitrilu,
ktery je podroben alkoholyze katalyzované bezvodym chlorovodikem. Vznikly imidoester poté
kondenzuje s odpovidajicim indol-2-onem v pfitomnosti triethylaminu (ten v reakci pIni tlohu
baze) za vzniku 3-[1-amino(aryl)methyliden]indol-2-onu.2* Tuto reakci lze urychlit
mikrovinnym zarenim. Reakéni sekvence je vhodnad pro pfipravu mnoha derivatd 3-[1-

amino(aryl)methyliden]indol-2-onU, probiha vsak s velice nizkymi vytézky (maximalné 20%).

/
Wl e Kol ©E>: _n-BuOH, TEA_ {
|
= Dloxan NH;
\

R! RZ | vytéiek [%]
4-HO H 7
4-| H 6
31 H 16
4-MeO H 10
4-F H 12
H Me 12
4-HO Me 13
4-MeO Me 8
3-] Me 17
4-| Me 10

Schéma 10 - Syntéza 3-[1-amino(aryl)methyliden]indol-2-ont vychdzejici ze substituovanych

benzonitrild.
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2.3.3 Cyklizace 2-(fenylethynyl)fenylisokyanatu s pouzitim FeCls

Syntézu 3-[1-amino(fenyl)methyliden]indol-2-on( s vysokym vytéZzkem popsali
Cantagrel et. al. v roce 2009. V prvnim kroku se cyklizuje alkynyl(aryl)isokyandat prebytkem
bezvodého chloridu Zelezitého. Autofi predpokladaji iontovy mechanismus reakce, kdy za
katalyzy Lewisovou kyselinou (chloridem Zelezitym) z isokyanatu vznikne reaktivni vinylovy
karbokation, ktery je nasledné atakovan alkynem a dochdzi k uzavieni kruhu za vzniku 3-
(chloralkyliden)indol-2-onu. Reakce probihad jiz za laboratorni teploty. Meziprodukt je poté
podroben reakci s amoniakem za zvySeného tlaku v polarnim rozpoustédle, naptiklad
ethanolu. Vznika 3-(1-amino(fenyl)methyliden)indol-2-on v excelentnim vytézku (Schéma 11).
Autofi popisuji taktéZ reakce chlorderivatu s dalSimi primdarnimi a sekunddrnimi aminy

s vytézky 83-99%.%

T
0]
Q
%)
_—
Z
T
@
/
_—

DCM, RT Cl EtoH, 150°C, MW NH,
99%
95%

Schéma 11 — Syntéza 3-[1-amino(aryl)methyliden]indol-2-onu z alkynyl(aryl)isokyandtu.

2.3.4 Cyklizace 2-(fenylethynyl)fenylisokyanatu s pouzitim palladiového

katalyzatoru

Obdobnou syntézu popsali Miura et. al. a byla taktéz publikovédna v roce 2009. Vychazi
opét z 2-(fenylethynyl)fenylisokyanatu, ktery je podroben transmetalacni oxidativni cyklizaci
a reakci s trifluoracetamidem. Reakce ma pomérné slozity mechanismus a je katalyzovana
komplexem dibenzylidenacetonu s palladiem, nutna je i pfitomnost chloroformu a 1,1
bis(difenylfosfino)ferrocenu (DPPF). Vznikd substituovany trifluoracetamid v témér
kvantitativnim vytézku. Ten je dale hydrolyzovan za mirnych podminek. Produktem hydrolyzy
je 3-[1-amino(fenyl)methyliden]indol-2-on v dobrém vytézku (Schéma 12).26 Problémem

obou popsanych cyklizaci je vSsak dostupnost vychozich isokyanata.
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H
N N
(L)~ °
K,CO3

CF;CONH, \ s . \
- NH MeOH/H,0, rt NH;

kat., DPPF, CHCI3
J—CFs
0]

99%

Schéma 12 - Syntéza 3-[1-amino(aryl)methyliden]indol-2-onu z alkynyl(aryl)isokyandtu.
2.3.5 Syntéza s vyuzitim Eschenmoserovy reakce

NejnovéjSi popsana syntéza 3-[1-amino(aryl)methyliden]indol-2-oni je dilem
vyzkumné skupiny doc. Hanuska a byla publikovéna v roce 20153, PFi ni reaguje 3-bromindol-
2-on se substituovanym thioamidem ve smyslu diskutované Eschenmoserovy reakce (viz. kap.
3.1.). Reakce probiha za laboratorni teploty v bezvodém acetonitrilu s vysokymi vytézky 80-
95% (Schéma 13). Pfi reakci 3-bromindol-2-onu s 4-methoxythiobenzamidem a 2-
pyridinylthiokarboxamidem je produktem reakce nejdfive substituovany thiazol (vznikly
presmykem vzniklé thioiminiové soli), ktery je zahfatim preveden na produkt Eschenmoserovy
reakce (pfislusny 3-[1-amino(aryl)methyliden]indol-2-on). Mechanismus téchto reakci je

diskutovan v kapitole 5.1.

Pfi  vyzkumu, ktery predchazel publikaci této metody syntéz 3-[1-

amino(aryl)methyliden]indol-2-onu, vznikala i tato bakalarska prace.

S NH,
H
N A
o + —R!
= ACN, RT (AT)
Br

R'=H, 4-Me, 4-MeO, 4-Cl, 3-Cl, 4-CF3, 2-Pyridyl, 2-Thieny!

Schéma 13 - Syntéza 3-[1-amino(aryl)methyliden]indol-2-onG s vyuZitim Eschenmoserovy reakce.
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3 Experimentalni ¢ast

'H a 3C NMR analyza byla provedena na pfistroji Bruker Advance Ill 400 MHz nebo na pfistroji
Bruker Ascend 500 MHz. Chemické posuny & jsou vztazeny bud na tetramethylsilan (TMS)
nebo k signadliim residudiniho rozpoustédla. §(DMSO-ds) = 2,50 ppm (*H), 39,6 ppm (*3C).
8(CDCl3) = 7,26 ppm (*H), 77,0 ppm (*3C).

Elementdrni analyza byla provedena na pfistroji EA Flash 2000 CHNS Organic Element

Analyser. Pro stanoveni obsahu chloru ve slouceniné 5a byla pouzita merkurimetricka titrace.

Body tani pfipravenych sloucenin byly méreny na bodotdvku Polytherm A Heiztisch-Mikroskop

Wagner & Munz.

Tenkovrstva chromatografie (TLC) byla provdadéna na deskach Supelco Analytical — Sigma

Aldrich SiO2/Al dopovanych indikatorem vykazujicim luminiscenci pfi 254 nm.

Hmotnostni spektroskopie MALDI byla provedena pfistroji MALDI LTQ Orbitrap XL s pouZzitim
dusikového laseru (337 nm, 60 Hz, 8-20 wJ) v rezimu pro pozitivni ionty. Pro CID experimenty
s linedrnim quadrupolem (LTQ) bylo jako kolizni plyn pouZzito helium a jako matrice kyselina
2,5-dihydroxybenzoova kyselina (DHB) nebo trans-2-[3-(4-terc-butylfenyl)-2-methylprop-2-
en-1-yliden]malonnitril (DCTB).

3.1 Substraty a Cinidla:

Acetonitril byl pouZit v kvalité p.a. a pfed pouzitim byl vysusen stanim nad molekulovym sitem

o

4A.

Thioacetamid byl pouzit komeréné dostupny a substituované thioamidy byly pouzity bud

komeréné dostupné nebo byly pfipraveny z odpovidajicich nitrilt nize popsanymi reakcemi. 27

Vychozi 3-brom-1-methyl-1,3-dihydro-2H-indol-2-on byl pfipraven zisatinu niZe popsanou
sekvenci reakci. V této praci bude pro tento substrat dale pouzivan zkraceny nazev 3-brom-1-

methylindol-2-on.
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3.2 Syntéza vychozich latek

3.2.1 Arylthioamidy

Ve 100 ml dimethylformamidu bylo suspendovdno 12 g (60 mmol) hexahydratu
chloridu hofecnatého, ktery byl pfedem rozetfen na jemny prasek. Do suspenze bylo pfidano
50 mmol odpovidajiciho benzonitrilu a 9,2 g (160 mmol) hydrogensulfidu sodného . Smés byla
intenzivné michana na magnetické michacce po dobu 2 hodin, poté vlita do 200 ml studené
vody a okyselena 4 ml koncentrované HCI. Vysrazena latka byla zfiltrovdna, promyta vodou a

surovy vlhky produkt byl rekrystalizovan ze smési voda/ethanol (1/1).

Vytézek 7,25 g (86% teorie) 3-chlorthiobenzamidu ve formé Zluté krystalické Iatky. T.t. 131,5-
133 °C (lit. 2 132-134 °C) a 5,9 g (80% teorie) 4-methylthiobenzamidu ve formé Zluté
krystalické I4tky. T.t. 158-159 °C (lit. 2% 158-159 °C).

3.2.2 3-Brom-1-methylindol-2-on

1-Methylindol-2,3-dion (1)

O 0
Mel, K,CO3; DMF
O —— > fo)
N 80°C, 1,5h, 95% N
H \ 1
Me

Do roztoku 10,0 g (68 mmol) isatinu v dimethylformamidu (DMF, 340 ml) bylo pfidano
12,2 g (88 mmol) K,COs. Do suspenze bylo najednou ptidano 4,64 ml (12,7 g, 79 mmol)
methyljodidu a reakéni smés byla zahfivana na olejové lazni pfi teploté 85 °C po dobu 90
minut. Po této dobé bylo TLC analyzou zjisténo, ze smés neobsahuje zadny vychozi isatin.
Reakéni smés byla ochlazena na laboratorni teplotu a vlita do 300 ml ledové vody. Smés byla
extrahovdna 5 x 100 ml CHCls. Organické faze byly smichany a roztok byl promyt solankou (100

ml), vodou (100 ml), vysusen bezvodym Na,SOs a odpafen na odparce.

Vytézek 10,4 g (95% teorie) Cervené krystalické latky 1. T.t. 125-128 °C (lit.3° 125-127 °C)
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1H NMR (400 MHz, CDCl3): & (ppm) 7,62 (dd, J = 11,7, 4,3 Hz, 2H, ArH), 7,14 (t, J = 7,5 Hz, 1H,
ArH), 6,90 (d, J = 7,9 Hz, 1H, ArH), 3,26 (s, 3H, CH3).

NMR spektrum je ve shodé s literaturou.3!

1-Methylindol-2-on-3-tosylhydrazon (2)

0 NNHTs
TsNHNH,, THF
o ’ o
N 65°C, 1h, 83%
o1 N
Me ?\/Ie 2

5 g (30 mmol) 1-methylindol-2,3-dionu (1) bylo rozpusténo v tetrahydrofuranu (THF,
170 ml). Do roztoku bylo pfidano 6,4 g (35 mmol) p-toluensulfonylhydrazinu. Reakéni smés
byla zahtivdna na olejové |azni pfi teploté 65 °C po dobu 1h. Reakéni smés byla poté ochlazena
na laboratorni teplotu a na odparce zahusténa na 20% plvodniho objemu a poté ochlazena
ve smési led + chlorid sodny. Vyloucena latka byla zfiltrovdna na vakuu a promyta ledovym

THF (20 ml).
Vyt&sek 8,4 g (83% teorie) Zluté latky 2. T. t. 194-197°C (Iit.32 192-195 °C).

1H NMR (500 MHz, CDCls): & (ppm) 12,55 (s, 1H, NH), 7,88 (d, J = 7,4 Hz, 2H, ArH), 7,60 (d, J =
7,5 Hz, 1H, ArH), 7,41 — 7,28 (m, 3H, ArH), 7,10 (t, J = 7,5 Hz, 1H, ArH), 6,84 (d, J = 7,8 Hz, 1H,
ArH), 3,22 (s, 3H, CHs), 2,41 (s, 3H, CHs).

NMR spektrum v literatutfe nebylo dosud popsano.

1-Methyl-3-diazoindol-2-on (3)

©
N
/1
NNHTs Ng
NaOH 0,1M, H,O
O —_— (0]
N 50 °C, 2,5h, 86%
N
\ \ 3
Me Me

2 g (6 mmol) 1-methylindol-2-on-3-tosylhydrazonu (2) bylo suspendovano ve vodé

(130 ml) a do suspenze bylo ptfidano 1,1 g (28 mmol) NaOH. Reakéni smés byla michana 15
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minut pfi laboratorni teploté a poté zahfivana na olejové lazni pfi 40 °C po dobu 2,5 h. Reakéni
smés byla poté ochlazena na laboratorni teplotu a extrahovana 3 x 40 ml dichlormethanu.

Organicka faze byla vysuSena bezvodym Na,SO4 a odparena na odparce.
VytéZek 0,91 g (86% teorie) oranzové latky 3. T.t. 83-85 °C (lit. 33 84-85 °C).

1H NMR (500 MHz, CDCls): & (ppm) 7,24 — 7,16 (m, 2H, ArH), 7,10 (t, J = 7,5 Hz, 1H, ArH), 6,93
(d, J = 8,0 Hz, 1H, ArH), 3,34 (s, 3H, CHs).

NMR spektrum je ve shodé s literaturou.34

3-Brom-1-methylindol-2-on (4)

)

N
1
N g Br

40 ekv HBr (56%)
(e} - O > (e}
N\ 5 -5°C, 76% N

Me \Me 4

0,63 g (3,6 mmol) 3-diazo-1-methylindol-2-onu (3) bylo po malych davkach za
intenzivniho michani pridano do 56 % HBr (30 ml), kterd byla pfedem vychlazena v [azni led +
NaCl na =5 °C. Smés byla michana pfi této teploté po dobu 1,5h. Smés po uplynuti cca 10
minut zacala intenzivné pénit (uvolfiuje se N). Poté byla reakéni smés (suspenze) ohfata na
laboratorni teplotu, zfiltrovana na vakuu a filtracni kola¢ byl promyvan studenou vodou do

neutralni reakce vytékajiciho filtratu. Ziskana latka byla ususena ve vakuovém exsikatoru.
VytéZiek 0,58 g (76% teorie) nazloutlé latky 4. T.t. 122,5-124 °C (lit. 32 125-129 °C).
Celkovy vytéZek 3-brom-1-methylindol-2-onu (4) byl 52% (pocitano na vychozi isatin).

H NMR (400 MHz, CDCls): 6 (ppm) 7,41 (d, J = 7,5 Hz, 1H, ArH), 7,35 (t, J = 7,8 Hz, 1H, ArH),
7,11 (t,J = 7,3 Hz, 1H, ArH), 6,83 (d, J = 7,8 Hz, 1H, ArH), 5,27 (s, 1H, CH), 3,23 (s, 3H, CHs).

NMR spektrum je ve shodé s literaturou.3?
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3.3 Eschenmoserova reakce

Reakce 3-brom-1-methylindol-2-onu (4) s primarnimi arylthioamidy a alkylthioamidy.

Me R
Br N NH,
o | a-Ss /
b) NaHCO3, H,0
O + RCSNH, ——» > 1)
N ACN, rt ® s N
\ HoN
Mo 4 N Ve 5a-d
9 R
Br

Schéma 14 — Eschenmoserova reakce 3-brom-1-methylindol-2-onu s thioamidy.

Reakéni podminky Vytézek [%]
Latka R V acN[ml] | t michéani [h] | Postup1l | Postup 2
5a 3-CIPh 5 3 71 78
5b 4-MePh 10 3 74 81
5c 4-t-BuPh 15 5 70 89
5d Me 5 18 67 54

Tabulka 3 — Specifikace provedenych reakci.

3.3.1 Priprava hydrobromidi slouc¢enin 5a-d

Z 0,57g (2,5 mmol) 3-brom-1-methylindol-2-onu (4) byl pfipraven nasyceny roztok
v acetonitrilu (ACN, 10 ml). K tomuto roztoku byl za michani pfidan roztok odpovidajiciho
thioamidu (2,5 mmol) v minimdlnim mnoZstvi acetonitrilu (Vacn, viz. Tabulka 4). Barnka
s reakéni smési byla uzaviena zatkou (kvuli zamezeni pfistupu vzduchu a vlhkosti) a michana
po dobu tmichsani (viz. Tabulka 4). Vylouceny produkt byl zfiltrovan na vakuu, promyt studenym

ACN (5 ml) a ususen ve vakuovém exsikatoru.

3.3.2 P¥iprava sloucenin 5a-d

Byly vypracovany dva postupy pro ziskani cistych 3-[1-amino(aryl)methyliden]-1-

methylindol-2-on( ve formé baze.

21



Postup 1

Surovy ususSeny hydrobromid (ziskany reakci 2,5 mmol vychozich latek) byl
suspendovdn v 50 ml H,O a k roztoku bylo za michani pfidano 5 ml 10% vodného roztoku
NaHCOs (nebo roztoku jiné baze, viz. 5.1.1.). Reakéni smés byla ponechana michat 30 minut.
Béhem této doby se méni barva reakéni smési ze Zluté na hnédou. Vysledna suspenze byla
zfiltrovdna a promyta 5 ml vychlazeného ethyl-acetatu (0 °C) — dojde k vymyti vedlejsich

produktl reakce, které jsou v ethyl-acetatu dobre rozpustné. Produkt byl ususen na vakuu.
Postup 2

Surovy ususeny hydrobromid byl suspendovan v 50 ml H,0 a k tomuto roztoku bylo za
intenzivniho michani pridano 2,5 ml 10% NaHCOs. Suspenze byla prevedena do délici nalevky
a extrahovana ethyl-acetatem do vymizeni pevné faze nebo dokud se organicka faze barvi
Zluté (4 x 25 ml). Organické faze byly smichany, promyty vodou (25 ml), vysuseny bezv. Na;SOa4
a roztok byl odparen na odparce. Produkt byl poté podroben kolonové chromatografii

(stacionarni faze SiO2, mobilni faze ethyl-acetat).

3-[1-Amino(3-chlorfenyl)methyliden]-1-methylindol-2-on (5a)

Vytézek 0,73 g surového hydrobromidu latky 5a. Vytézek 0,55 g latky 5a (78%, pocitano na
vychozi latku 4) ve formé Zluté krystalické Iatky, t.t. 216-218°C.

1H NMR (500 MHz, DMSO-ds): & (ppm) 6,00 (d, 1H, J = 7,7 Hz, ArH); 6,56 (dt, 1H, J = 7,6 Hz, J
=1.3 Hz, ArH); 6,80 (dd, 1H,J=7,0 Hz, J= 0,8 Hz, ArH); 6,85 (dt, /= 7,7 Hz, J = 1,1 Hz, 1H, ArH);
7,49 (td, 1H, J = 7,6 Hz, J = 1,4 Hz, ArH); 7,59 (t, 1H, J = 1,5 Hz, ArH2); 7,62 (t, 1H, J = 7,6 Hz,
ArHS); 7,68 (ddd, J = 8,0 Hz, J = 2,0 Hz, J = 1,2 Hz, 1H, ArH); 8,10 (bd, 1H, J = 3,7 Hz, NH); 9,38
(bd, 1H, J = 3,9 Hz, NH); 10,40 (bs, 1H, NH).

13C NMR (125 MHz, DMSO-de): 6 (ppm) 94,1; 108,9; 117,1; 119,7; 122,7; 124,3; 126,8; 127,7;
130,0; 131,1; 133,6; 136,3; 137,6; 158,3; 170,2.

Elementarni analyza: Ci15H11CIN,O, vypocéteno: C 66,55; H 4,10; Cl 13,10; N 10,35; zméreno: C
66,62; H4,15;Cl12,89; N 10,15

HRMS: [M+H+]: vypocteno: 285,07892, zméreno: 285,07898.
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3-[1-Amino(4-methylfenyl)methyliden]-1-methylindol-2-on (5b)

Vytézek 0,60 g surového hydrobromidu latky 5b. Vytézek 0,53 g (81%, pocitano na vychozi
latku 4) latky 5b ve formé svétle zluté amorfni latky, t.t. 222-224°C.

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds): & (ppm) 2,43 (s, 3H, CHs); 6,14 (d, 1H, J = 7,6 Hz, ArH); 6,54 (dt,
1H, J = 8,0 Hz, J = 1,6 Hz, ArH); 6,77-6,86 (m, 2H, 2xArH); 7,35-7,44 (m, 4H, 4xArH); 7,94 (bd,
1H, J = 3,6 Hz, NH); 9,45 (bd, 1H, J = 3,6 Hz, NH); 10,34 (bs, 1H, NH).

13C NMR (100 MHz, DMSO-dg): § (ppm) 93,7; 108,7; 117,3; 119,5; 122,3; 124,8; 127,8; 129,5;
132,9; 136,0; 139,9; 160,6; 170,3.

Elementarni analyza: C17H16N20; vypocteno: C 70,19; H 6,43; N 14,88; zméfeno: C 70,39; H
6,39; N 14,79

HRMS: [M+H+]: vypocteno: 265,13354, zméfeno: 265,13343.

3-[1-Amino(4-terc-butylfenyl)methyliden]-1-methylindol-2-on (5c)

Vytézek 0,81 g surového hydrobromidu Iatky 5c. Vytézek 0,68 g (89%, pocitano na vychozi
l[atku 4) Iatky 5¢ ve formé Zluté krystalické latky, t.t. 129-131°C.

1H NMR *H NMR (400 MHz, DMSO-ds): & (ppm) 9,43 (d, J = 4.0 Hz, 1H, NH), 8,07 (d, J = 3,7 Hz,
1H, NH), 7,71 — 7.58 (m, 2H, ArH), 7,55 — 7,43 (m, 2H, ArH), 6,93 (d, J = 4,0 Hz, 2H, ArH), 6,68
— 6,54 (m, 1H, ArH), 6,17 (d, J = 7,7 Hz, 1H, ArH), 3,27 (s, 3H, CHs), 1,36 (s, 9H, t-Bu).

13C NMR (101 MHz, DMSO-ds): 6 (ppm) 168,3; 160,5; 153,0; 137,2; 132,7; 127,6; 125,6; 123,7;
122,3; 120,0; 116,9; 107,4; 92,8; 34,6; 31,0; 25,2.

HRMS: [M+H+]: vypocteno: 307,18049, zméreno: 307,18070.

3-(1-Aminoethyliden)-1-methylindol-2-on (5d)

VytéZzek 0,52 g surového hydrobromidu latky 5d. Vytézek 0,36 g (54%, pocitano na vychozi
latku 4) latky 5d ve formé bilé krystalické latky, t.t. 198-200°C.
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'H NMR (400 MHz, DMSO-de): 6 (ppm) 9,31 (s, 1H, NH), 8,03 (s, 1H, NH), 7,28 (dd, J = 7,4, 1,2
Hz, 1H, ArH), 7,05 - 6,90 (m, 3H, ArH), 3,23 (s, 3H, CHs), 2,39 (s, 3H, CHs).

13C NMR (101 MHz, DMSO-ds): 5 (ppm) 167,7; 160,6; 136,8; 124,5; 121,7; 120,3; 117,7; 107,2;
92,5; 25,2; 20,5.

Elementarni analyza: vypocteno: C 77,25; H 6,10; N 10,60; zméfeno:C 77,16; H 6,10; N 10,52

HRMS: [M+H+]: vypocteno: 189,10224, zméfeno: 189,10227.

3.3.2.1 Priprava vzorkul k analyze na hmotnostnim spektrometru
1 - Po deseti minutdch, co se z reakéni smési zacal vylu€ovat surovy produkt, bylo odebrano
10 pl roztoku reakéni smési, rozpusténo ve 25 ml acetonitrilu a 10 pul tohoto roztoku bylo

analyzovano.

2 - Po deseti minutdch, co se z reakéni smési zacal vylu€ovat surovy produkt, byla reakéni smés
zfiltrovdna na vakuu a vysrdzeny produkt byl promyt studenym acetonitrilem. Asi 1 mg

produktu bylo rozpusténo v 25 ml methanolu a 10 ul tohoto roztoku bylo analyzovano
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4 Vysledky a diskuse

Experimentalni ¢ast této bakaldfské prace navazuje na predchozi experimenty
provadéné R. Kammelem v ramci jeho disertacni prace, pfi kterych byly provadény reakce
mezi 3-bromindol-2-ony a arylthioamidy, resp. thiomocovinami. Pfi téchto reakcich byly jako
produkty identifikovany substituované thiazoly a thiazolidiny. Bylo zjiSténo, Ze tyto latky jsou
produktem presmyku (,ring transformation”) vzniklych thioiminiovych soli. Pfesmyk vedouci
ke vzniku thiazold byl identifikovan jako vratny déj. Pfi experimentech béhem uprav reakcnich
podminek byla ddle popsana druha reakcni cesta, preména thioiminiové soli na produkt

Eschenmoserovy reakce (Schéma 15). 3%

H
N Ar-CSNH, o
O >
ACN Ar
S
\\< ®

Br

F

ZT

NH,
Schéma 15 — Reakce 3-brom-1-methylindol-2-onu s arylthioamidy.

4.1.1 Ptiprava prekurzori

4.1.1.1 Syntéza thioamidu

Pramyslové se thioamidy syntetizuji velice jednoduse — thiolyzou (coZ je reakce
analogicka s hydrolyzou) nitrild odpovidajicich karboxylovych kyselin za pouziti vhodného
katalyzatoru. Ta se provadi tak, Ze se roztok nitrilu ve vhodném rozpoustédle syti plynnym
sulfanem do Uplné konverze nitrilu na thioamid. Tato metoda pfipravy je efektivni a levn3,
neobejde se vSak bez poutziti velkych objemu silné toxického sulfanu. Z tohoto diivodu se dnes

reakce v této modifikaci v laboratofich k ptipravé thioamid{ nepouziva.

Laboratorné mohou byt arylthioamidy pfipraveny nejjednoduseji z odpovidajicich
amidu reakci se sulfidem fosfore¢nym nebo Lawesonovym Cinidlem - 2,4-bis(4-methoxyfenyl)-

1,3-dithia-2,4-difosfetan-2,4-disulfidem. Obé tyto cinidla maji velkou vyhodu vtom, Ze pfi
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jejich pouziti odpada prace s toxickym plynnym sulfanem, navic vykazuji dobrou reaktivitu za
mirnych podminek, v neutralnim prostfedi i v pfitomnosti rlznych funkénich skupin, véetné

ester(. 36

Obr. 8 — Strukturni vzorec Lawesonova Cinidla.

Vyse popsanou thiolyzu nitril karboxylovych kyselin Ize za laboratornich podminek
provadét metodou, kterou popsal Manaka et. al. . Princip je reakce je stejny, avsak jako zdroj
SH™ iontu je pouZit hydrogensulfid sodny — NaSH, coZ je snadno dostupna primyslova
chemikalie. Tato reakce je katalyzovana hofecnatymiionty. Timto je vyfesena hlavni nevyhoda
thiolyzy — tedy nutnost pracovat s jedovatym a zapachajicim plynnym sulfanem.?” Popsana
metodika pripravy thioamidd byla pouZita pfi pfipravé nékterych vychozich arylthioamidd,
které byly pouZity pfi reakcich popsanych v této praci. Postupy jsou popsany v kap. 4.2.1. .
Tento postup pfipravy thioamidld se velice osvédcil pro svoji jednoduchost. Poskytuje

thioamidy ve vynikajici Cistoté a s vysokymi vytézky (80% a 86%).

4.1.1.2 Syntéza vychoziho 3-brom-1-methylindol-2-onu

Vychozi 3-brom-1-methylindol-2-on byl pfipraven zisatinu (1H-indol-2,3-dionu)
sekvenci reakci, jeZ jsou uvedeny ve schématu nize (Schéma 16). Tato reakcni sekvence byla
zvolena kvlli snadné dostupnosti prekurzor(i a také kvali tomu, Ze jako produkt poskytuje
pouze monobromderivat 4. Nejjednodussi reakci vedouci k této latce predstavuje teoreticky
radikdlovd bromace isatinu, bohuZel veskeré literdrni prameny3”38 popisuji vznik smési 3-
brom-1-methylindol-2-onu (4) a 3,3-dibrom-1-methylindol-2-onu, kterou by bylo nutné dale
nutné délit, napriklad chromatograficky. Proto byla pro pfipravu vychoziho bromderivatu 4

radikalova bromace 1-methylindol-2-onu vyhodnocena jako nevhodna.
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Schéma 16 — Reakcni cesta vedouci k vychozimu 3-brom-1-methylindol-2-onu.

Syntetické cesty zisatinu, tedy methylace, reakce s p-toluensulfonylhydrazinem a
prevedeni vzniklého hydrazonu na 3-diazo-1-methylindol-2-on jsou v literatufe popsany.
Reakéni postupy pouzité pfi syntéze diazoslouceniny 3 jsou optimalizované varianty téchto
popsanych syntéz, pricemz nékterym optimalizacim se vénovala jiz dfive D. Tarabovd a
nékterym ja. 3-Brom-1-methylindol-2-on byl pfipraven z odpovidajici diazoslouceniny 3

substituci bromovodikem — tento reakéni krok byl taktéZ optimalizovan.

4.1.1.3 Optimalizace syntéz vychozich latek

Methylaci isatinu (indol-2,3-dionu) methyljodidem v dimethylformamidu za pouZiti
uhli¢itanu draselného jako béaze popisuji napfiklad autofi Majik et. al.3® . Tato syntéza byla
mirné pozménéna, bylo pouZito mensi mnozZstvi rozpoustédla (DMF). Autofi popisuji reakéni
dobu 8 h pfi pouZiti 2 ml DMF na 0,1 mmol isatinu, pficemzZ pfi provadéni optimalizace bylo
pomoci TLC analyzy (MF ethyl-acetat/n-hexan 9/1) zjisténo, Ze pfi pouziti poméru 0,5 ml DMF
/ 0,1 mmol isatinu (coZ je objem dostatec¢ny k rozpusténi vychozi latky) jiz po 1,5h reakéni
smés neobsahuje Zadny vychozi isatin. Proto byla reakce ukoncena. Jisty problém predstavuje
odparovani organické fazi po extrakci, dojde totiz k extrahovani dimethylformamidu do
organické faze. Pro jeho odstranéni je nutné ke konci odpafovani organické faze na vakuové
odparce pouzit adekvatni teplotu lazné (bylo pouzito 75 °C). Oproti plvodnimu postupu
nebylo residuum podrobeno kolonové chromatografii. Surova latka 1 Cistotu >95% (ovéreno

NMR) a neni nutné ji Cistit pred provedenim nasledujiciho kroku.

Oproti ptvodnimu postupu?® pro syntézu slouéeniny 2 byl pouZit vétsi nadbytek p-
toluensulfonylhydrazinu, 1,1 ekvivalentu oproti ptivodnim 1,05 ekvivalentim. Tim doslo ke
zkraceni reakcéni doby, konec reakce byl indikovan pomoci TLC (MF methanol/chloroform 1/1).

Déle byl postup doplnén o zahusténi reakéni smési na 1/5 jejiho piivodniho objemu pred jejim
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ochlazenim a vylouéenim produktu. Tim do3lo ke zvySeni vytéZku. Pomoci 'H NMR
spektroskopie bylo zjisténo, Ze takto ziskany surovy produkt 2 ma opét dostacujici Cistotu pro

provedeni dalSiho kroku reakéni sekvence ( >95%).

Prvni synteticky postup 3-diazo-1-methylindol-2-onu (3) z p-tosylhydrazonu 1-
methylindol-2-onu publikoval Moriconi.3? Pavodni synteticky postup pouZival rozklad p-
toluensulfonylhydrazonu 2 v heterogenni fazi kapalina-kapalina. Byla vyvinuta metodika pro
rozklad p-tosylhydrazonu 2 v heterogenni fazi pevna latka-kapalina. Ma vyhodu v tom, Ze
vyslednou heterogenni reakéni smés neni nutné separovat v délici nalevce a organickou fazi
odparovat na vakuu. Vyloucenad latka 3 se po Uplné konverzi jednoduse odfiltruje. VytéZznost

modifikované (zjednodusené) reakce je stejna, jako reakce plivodné popsané.

Postup pouzity pfi syntéze bromderivatu 4 je analogem syntézy pouzZivané ve
vyzkumné skupiné doc. Hanuska?® pfi syntéze —NH derivatu (3-bromoindol-2-onu). Reakce byla
provadéna pfi stejnych podminkach, tj. pti teploté —10°C - —5°C reakci diazosloucéeniny 3
s nadbytkem kyseliny bromovodikové. Na rozdil od —=NH analogu 3 viak musel byt pouZit vétsi
nadbytek kyseliny bromovodikové. Reakéni smés totiz intenzivné péni a pfi pouZiti pavodnich
9 ekvivalentl se v prlbéhu reakce stadva nemichatelnou. Do reakcni smési byla tedy pfilévana
pfedem vychlazend koncentrovana HBr tak, aby reakéni smés byla po celou dobu reakce
michatelnd. Vysledna suspenze bromderivatu 4 byla poté standardné promyta vodou do

vymizeni kyselé reakce filtratu a ususena ve vakuovém exsikatoru.
Celkovy vytézek 3-brom-1-methylindol-2-onu byl 52% (pocitano na vychozi isatin).

Vychozi latku 4 je nutné uchovavat v chladu, jedna se o slouceninu velice reaktivni a
tudiz nestabilni, ktera pfi laboratorni teploté ¢asem degraduje - byla pozorovdna zména

teploty tani a barvy po nékolikamési¢nim skladovani pfi laboratorni teploté.

Viechny vychozi latky byly analyzovany pouze pomoci H NMR spektroskopie za

ucelem ovéreni Cistoty, jelikoZ jde o latky jiz popsané.
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4.1.2 Eschenmoserova reakce 3-brom-1-methylindol-2-onu s thioamidy

V navaznosti na vysledky pfedchozich experiment( (viz. Schéma 15) byly provedeny
pokusy, pfi nichz byly reakci s 3-brom-1-methylindol-2-onem (4) podrobeny arylthioamidy.
Bylo zjisténo, Ze substituce indol-2-onového vodiku za methylskupinu vede k podstatné zméné

reaktivity.

Experimentalné bylo prokdzano, Ze u N-methyl derivatd je reakéni cesta vedouci
k substituovanym thiazoldm prekvapivé zcela potlatena, jako produkty reakce byly
jednoznaéné identifikovany pouze produkty Eschenmoserovy reakce - tj. 3-[1-
amino(aryl)methyliden]indol-2-ony (5a-d). Zatimco u experimentl provadénych dfive s 3-
bromindol-2-onem byly z reakéni smési izolovany nejprve thiazoly, které byly poté pfesmykem
za extruze siry pfevedeny na odpovidajici produkty Eschenmoserovy reakce®® (reakce byla
uskute¢néna zménou podminek, konkrétné zvysenim reakéni teploty), pfi reakci 3-brom-1-

methylindol-2-onu s thioamidy nebylo toto chovani pozorovano vibec.

Byly provedeny experimenty, jejichz cilem byl pokus o izolaci, resp. prokazani existence
thiazolQ s predpoklddanou strukturou, které je uvedena nize (Obr. 9). Tyto thiazoly by
predstavovaly strukturni analogy sloucenin, které byly jiz dfive pfipraveny reakci 3-

bromoindol-2-onu s arylthioamidy (Schéma 15).

NH
OH

Y
S/
ht
Obr. 9 — Struktura thiazold, jenZ byly predpokladanym produktem reakce.

Prvni pokus spocival v podrobeni vzorku roztoku reakéni smési thiobenzamidu s 3-
brom-1-methylindol-2-onem analyze na hmotnostnim spektrometru (viz. Obr. 10), pficemz
byla analyza provadéna za velice mirnych podminek (ioniza¢ni energie <1 pJ). Pfiprava vzorku

k analyze je popsdna v kapitole 3.3.2.1 (analyzovan vzorek 1).

29



160000+
150000+
140000 oo
1300004
120000
110000+
100000
90000
800001
70000+
60000+
50000
40000
30000+
200004
284.933

10000 145.973 251.175 6.43% 459,761
3.19% 4.01% 'L 122,086 5.80%

o J' L n.si% ’R

T T T T T T T T T T T T T T T T T
80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500
m/z (Da)

Obr.10 — MS spektrum reakcni smési thiobenzamidu + 3-brom-1-methylindol-2-onu.

Ve spektru je patrny signdl o m/z = 283,014, ten mlZe odpovidat thioiminiové soli nebo
5-[2-(methylamino)fenyl)-2-fenylthiozol-4-olu — tyto dvé slouceniny jsou konstitu¢ni izomery.
Signal m/z = 251,175 odpovida produktu Eschenmoserovy reakce, signal m/z = 145,973
odpovida iontu z vychoziho 3-brom-1-methylindol-2-onu. Toto méreni potvrzuje fakt, Ze
vznikajici thioiminiova sUl reaguje ve smyslu Eschenmoserovy reakce, nicméné nemlze

vyloucit ani potvrdit vznik a pfitomnost thiazolu.

Dalsim z experimentl byla analyza hydrobromidu surové latky 5a. Pfi méreni byla
pouzita metoda postupného zvySovani ionizacni energie za ucelem fragmentace produktu
reakce (konecna ionizacni energie cca 5,5 ). Priprava vzorku k analyze je popsana v kapitole
3.3.2.1 (analyzovan vzorek 2).MS spektrum je na Obr. 11. Spektrum je reprezentativni a

pochdzi z konce méreni, kdy bylo dosazeno nejintenzivnéjsi fragmentace méreného vzorku.

30



400004
38000

360007 284,973
100.00%

34000
32000
300004
28000+
26000

24000-) 169.881

64.91%
22000
537.019
20000+ 57.05%
285,506 535.830|
180004 51.08% SL.eA%

373.962
16000+ 44.49%

14000

120004
286,995 335@02 ;;sz.ggys
28.62% . 10% 29.22%
171,878 = iézugf 461,938 536.360
23.77% 24.95% 24.28%

10000+

8000

i?‘iﬁé 250,073 525518
170.312|| 18 17.25% 290.891 323.340 17.61%
6000 15.77% . 15.57% 16.00%

610.074
17.03%

171.100) 11.88%
4000-] 10.09% 318.172 388.930
164.060 247, 57:“ 287.56 8.00% 8.02%

557.636
9.33%

410,635 432,767 460.135(463.937 5525%7 538.880 558.0“90 588.023
355% 3159 3.47% |375% 482675 U '?‘90% 335% 7 s

1.77%
wliﬁ.\: ' | L“ .
]

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 6z
m/z (Da)

saz, [|[175031 5.81% 5.62%

- 4.63% . - 334.794

150.237 - 220.078 249,227 | 254.164 292.581 1 06%
1.11% 0.79%]| | 0.94% 0.58% ‘ - ‘ |

N PRSI i T =="" [ 1Ll

2000

0.60% ‘
[

L H“..u.‘. a1l .\I.H Al wae

Obr. 11 — MS spektrum reakéni smési 3-chlorthiobenzamid + 3-brom-1-methylindol-2-on (5,5 uJ).

Jiz od zacatku méreni byl ve spektru patrny signal o m/z = 284,973, ktery odpovida produktu
Eschenmoserovy reakce 5a. Ten byl ve spektru patrny po celou dobu zvySovani ioniza¢ni
energie. Naopak signal o m/z = 317 ktery by odpovidal thioiminiové soli nebo 5-[2-
(methylamino)fenyl)-2-(3-chlorfenyl)thiozol-4-olu, ve spektru pozorovdn nebyl. Ztohoto
méreni Ize usuzovat, Ze surovy vylouéeny produkt obsahuje pouze produkt Eschenmoserovy
reakce a nevyskytuje se v ném thiazol jakozto produkt ring transformation reakce ani vychozi

thioiminiova sul.

Surovy produkt pfipraveny metodou popsanou vyse byl dale analyzovan pomoci *H
NMR spektroskopie. Vzhledem k predpokladané nestabilité thiazoll byl vzorek analyzovan
ihned po jeho pfipravé (rozpusténi latky v DMSO-ds). Ani v tomto pripadé méreni neprokazalo
vyskyt thiazolu, byt jen ve smési. Jako produkty reakce byly identifikovany jednoznacné
hydrobromidy 3-[1-amino(aryl)methyliden]-1-methylindol-2-onG. V 'H NMR spektru surové
latky 5c¢ si lze vSimnout charakteristického rozsifeni signdld kyselych vodikl s typickym
posunem kolem 8,0 a 9,5 ppm (Obr. 12). Tento jev byl pozorovan pfi méreni vSech surovych

produktl Eschenmoserovy reakce.
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Naproti tomu pfi *H NMR analyze 3-[1-amino(aryl)methyliden]indol-2-ond ve formé

volnych bazi jsou tyto signaly mnohem uzsi a tedy Iépe pozorovatelné, viz Obr. 13.

Tyto experimenty tedy prokazuji, Ze u reakce 3-brom-1-methylindol-2-onu
s arylthioamidy je reakéni cesta vedouci k produktlm Eschenmoserovy reakce uprednostnéna

a reakéni cesta ,,ring tranformation” vedouci k substituovanym thiazolim je zcela potlacena.

Pfredpokladany mechanismus presmyku thioiminiové sole na thiazol je zndzornén na
schématu nize (viz. Schéma 17). Vysvétleni, pro¢ vznikd pouze produkt Eschenmoserovy
reakce muZe byt nasledujici: volny elektronovy pdr dusiku thioiminiové soli atakuje
karbonylovy uhlik indol-2-onového skeletu. Dochazi ke vzniku tricyklického intermediatu, u
néhoZ poté dochazi k presunu elektronového paru z jeho deprotonované hydroxyskupiny a
k odstoupeni anilinové skupiny. Pravé jeji substituent moze mit rozhodujici vliv na pribéh
reakce. Zatimco u intermediatQ vzniklych z thioiminiovych soli, kde je na dusiku indol-2-
onového skeletu navazan pouze vodik, mlze probéhnout odstoupeni anilinové skupiny. Tento
fakt byl jiz dfive experimentédlné ovéien.? V pFipadé, Ze je na dusiku indolonového skeletu
navdzana methylskupina, kterd je elektrondonorni skupinou, dojde ksituaci, kdy
methylskupina svym kladnym indukénim efektem zvySuje elektronovou hustotu na dusiku N-
methylanilinového zbytku. Ten se tak stava horsi odstupujici skupinou a pfesmyk (ve schématu
nize zvyraznéno Cerveng, viz. Schéma 17), jehoz produktem by byl thiazol, se stava energeticky
nevyhodny. JelikoZ se neodstépi N-methylanilinovy zbytek, nedochazi ke vzniku thiazolu a je
upfednostnéna energeticky méné narocna preména thioiminiové soli mechanismem

Eschenmoserovy reakce (viz. Schéma 2, Schéma 17).

Ar
@

NH2 \>\Ar
e
Nw)o@ Me
8+
B

Schéma 17 — MozZné mechanismy tranformace thioiminiové sole.
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4.1.2.1 Volba baze

Dale byly provedeny pokusy, jejichz cilem bylo ziskani cistych 3-[1-
amino(aryl)methyliden]-1-methylindol-2-oni ve formé baze (5a-d). Vzhledem k tomu, Ze
diskutovana reakce poskytuje surové produkty Eschenmoserovy reakce ve formé kvarternich
soli (hydrobromid(), bylo nutné provést dekvarternizaci. Jednim z dlivodu je i fakt, Ze jako
metoda Cisténi byla zvolena kolonova (sloupcova) chromatografie a tu nelze provadeét, resp.

jen velice obtiZzné a za specifickych podminek, s latkami ve formé kvartérnich amoniovych soli.

AC se na prvni pohled jevi tato reakce jako velice trividlni (jednd se v podstaté o
neutralizaci, tj. proton-transfer reakci), bylo zjiSténo, Ze hydrobromidy 3-[1-
amino(aryl)methyliden]-1-methylindol-2-onli maji tendenci za pfitomnosti silné baze
degradovat, jako reakéni produkty této reakce jsou pfedpoklddany?? isoindiga se strukturou
uvedenou nize (Obr.14). Pfitomnost isoindiga Ize indikovat snadno vizualné — jedna se o latku,

kterd ma v roztocich intenzivné ¢ervenou barvu.

Obr. 14 - NavrZend struktura vznikajiciho isoindiga.

Ze stejného dlvodu je pro uspésny pribéch Eschenmoserovych reakci nutné pouziti
bezvodych rozpoustédel, v nichzZ se reakce provadi (vtomto pripadé acetonitrilu, ktery byl, jak
je uvedeno v kap. 4.1., vysu$en stanim nad molekulovymi sity 4A), stejné tak je zcela zasadni
dokonalé vysuSeni vSech latek ucastnicich se Eschenmoserovy reakce. PFfi pouZiti
rozpoustédel/reaktantl obsahujicich zbytkovou vlhkost dochazi k preferenci vedlejsich
reakénich cest, zejména degradaci vychoziho 3-brom-1-methylindol-2-onu 4 na isoindigo®
(Obr. 14). Tato vedlejsi reakce byla pozorovana pfi reakcich —NH analogu3® a projevuje se

charakteristickym z€ervendnim roztoku a znatelnym snizenim vytézku provadéné reakce.

Proto bylo provedeno nékolik experimentd s cilem ziskat 3-[1-amino(aryl)methyliden]-
1-methylindol-2-ony ve formé baze. Kvuli zamyslenému provedeni reakce v heterogenni fazi,

kdy fazi kapalnou je voda, byla k neutralizaci (dekvarternizaci) hydrobromidu pouzita baze
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anorganické povahy (kvlli dobré rozpustnosti ve vodé). Byly provedeny pokusy se tiemi
bazemi — hydroxidem sodnym (5% roztok), amoniakem (25% roztok) a hydrogenuhli¢itanem
sodnym (10% roztok). Pracovni postup je uveden vysSe (viz. postupy pro ziskani Cistych latek
5a-d ve formé baze v kapitole 4.3.). Ziskané latky byly analyzovany pomoci H NMR
spektroskopie. Bylo zjisténo, Ze pouziti vSech tfi bazi vede k pozadované reakci, tedy

neutralizaci hydrobromidu — prevedeni kvarterni soli na bazi (viz. Obr. 12 a Obr. 13).
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Obr. 15 —1H NMR spektra IGtky 5a po dekvarternizaci pomoci riznych bdzi.

Spektra jsou témér identicka, navzdory tomu, Ze vizualné se vzorky jevily podstatné
odlisné (vzorek ziskany reakci hydrobromidu 5a s hydroxidem sodnym byl zbarven intenzivné
cervené), pri¢inou muizZe byt i relativné nizkd citlivost NMR spektroskopie. Pfi provadéni
dekvarternizace bylo pozorovano, Ze pfi pouziti silné baze (konkrétné hydroxidu sodného)
dochdzi rychleji k degradaci hydrobromidu suspendovaného v roztoku. Produkt, jenZz byl
ziskadn neutralizaci kvarterni soli hydroxidem sodnym byl silné zbarven do ¢ervena isoindigem.

Proto bylo rozhodnuto, Ze jako baze bude pouzit hydrogenuhli¢itan sodny — k neutralizaci
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kvarterni sole postacuje, reakce je dostatecné rychla a v jeho pritomnosti degraduji produkty

nejpomaleji.

Na zakladé téchto pozorovani byla vypracovdna metoda na izolaci latek 5a-d ve formé
baze. Zvolena byla pomérné neobvykld metoda extrakce suspenze vzniklého produktu z vodné
faze do organické, jako organicka faze byl zvolen ethyl-acetat, jelikoZ jsou v ném slouceniny
5a-d dobre rozpustné, extrakce byla zkousSena i s diethyletherem, avSak pro dokonalé
extrahovani bylo potfeba mnohem vétsi mnoistvi rozpoustédla. Timto postupem dojde
k odstranéni bromidu sodného, ktery vznika pfi neutralizaci kvarternich soli (hydrobromidu)
surovych 3-[1-amino(aryl)methyliden]-1-methylindol-2-ond. Po odpareni organické faze byly
produkty analyzovany pomoci 'H NMR spektroskopie. Byla zjisténa jejich Cistota okolo 95%,
proto bylo rozhodnuto o dalSim cisténi. Jako Cistici operace byla zvolena kolonova
chromatografie, nejlepsi déleni probihalo pti pouZiti Cistého ethyl-acetatu jako mobilni faze.

S vyuZitim téchto poznatkd byl vypracovan Postup 1 (viz. kapitola 4.3.).

Béhem provadéni chromatografii byla pozorovédna skuteénost, Ze minoritné
zastoupeny vedlejsi produkt reakce (isoindigo, Obr.14) se pfi kolonové chromatografii drzi
v Cele sloupce, na zdkladé tohoto poznatku byl vypracovan Postup 2 (viz. kapitola 4.3.)
spocivajici ve vymyti hlavniho podilu necistot promytim surového produktu studenym (0 °C)
ethyl-acetatem. Velkou vyhodou této metody je znacna Uspora casu pfi Cisténi produktu.
Nevyhodou je fakt, Ze vysledné produkty dosahuji mensi Cistoty, nez latky zpracované
metodou A. Jako hlavni necistota se v takto pripravenych latkach vyskytuje koloidni sira, ktera
vznika pfi extruzi z thiiranového cyklu (viz. Schéma 5) a isoindigo. JelikoZ pfi reakci nebyl pouZzit
zadny thiofil, sira se vyskytuje v reakéni smési volné a ma tendenci k inkluzi do vznikajicich
krystalovych mfizek. Tento fakt byl zjiStén pfi provadéni elementarnich analyz vzorku
zpracovanych touto metodou (vzorky obsahovaly pfiblizné 0,5% siry), pfi méfeni vzorkl na

NMR spektrometru se latky jevily Cisté (sira neni detekovatelnd NMR spektroskopii).

V navaznosti na tato zjisténi byly syntetizovany a charakterizovany ¢tyfi derivaty 3-[1-
amino(aryl/alkyl)methyliden]-1-methylindol-2-on(i 5a-d. T¥i derivaty byly syntetizovany reakci
s aromatickymi thioamidy (5a-c), z nichZ dva maji na jadre elektrondonorni skupiny, konkrétné
methyl (5b) a terc-butyl (5c). Dalsi z pfipravenych derivat, 5a, byl syntetizovdn z 3-

chlorthiobenzamidu — tedy obsahuje chlor jakozto elektronakceptorni substituent. Dalsi
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slouceninou je derivat 5d, pfipraveny reakci 3-brom-1-methylindol-2-onu s thioacetamidem,

nejjednodussim alifatickym thioamidem.

4.1.3 Zaveér

S pfihlédnutim ke vSem faktlm, které byly v této praci uvedeny lze konstatovat, Ze
Eschenmoserova reakce se jevi jako velice vhodna pro pfipravu 3-[1-
amino(aryl/alkyl)methylidenl]indol-2-onG. Vsechny doposud publikované syntézy téchto
sloucenin?326 pouZivaji jako reaktanty na pfipravu pomérné sloZité prekurzory, drahé
katalyzatory (napf. s obsahem palladia), nebo dosahuji nizkych vytézk( (viz. kapitola 2.3.1 -
2.3.3.). Velkou vyhodou pouziti Eschenmoserovy reakce jsou mirné podminky, pfi nichz
probiha. Dosud popsané syntézy popisuji pouZiti pomérné drastickych reakénich podminek —
dlouhého zahfivani, pouZiti ultrazvuku atp., coZz zna¢né komplikuje syntézu. Eschenmoserova
reakce probiha za laboratorni teploty a neni pfi ni tfeba pouziti Zddnych dalSich katalyzatort
ani Cinidel. Reakce 3-brom-1-methylindol-2-onu 4 s thioamidy je pomérné atypicka i tim, zZe
neni tfeba pouzivat zadny thiofil. | to v kone¢ném dlsledku predstavuje jednu z vyhod pouZziti
Eschenmoserovy reakce. Dalsi vyhodou, vyplyvajici z experimentalnich dat, pfedstavuje fakt,
Ze reakce mlze byt vyuzZita pfi syntéze mnoha strukturnich analogl téchto sloucenin, jelikoz
probihd s dobrymi vytéiky - sthioamidy alifatickymi (5d) i aromatickymi (5a-c), a to jak
s elektrondonorné (5b-d), tak s elektronakceptorné (5a) substituovanymi. Pfi provadéni
reakce nebylo pozorovano znatelné exotermni nebo endotermni chovani. Pro vypracovanou
metodiku zpracovani surovych produktd (Postup 1 v kapitole 4.3.) pripada v Uvahu i syntéza
vétsich mnozstvi téchto latek, jelikoZ pfi Cisténi nebyla vyuZita kolonova chromatografie ani
dal$i ekonomicky a ¢asové narocny proces. Vyuziti Eschenmoserovy reakce pfi syntéze 3-[1-
amino(aryl/alkyl)methyliden]indol-2-oni ma tedy velky potencidl a nic nebrani jeho vyuZiti
v praxi, vurcité modifikaci napfiklad pfi syntéze latek s inhibi¢ni aktivitou na tyrosin-

kindzovych receptorech.
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