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ANOTACE:

V teoretické cCasti této kvalifikacni prace je diskutovana vyznamna role 3-
[amino(aryl)methyliden]-1,3-dihydro-2H-indol-2-onit v moderni  terapii ~ nadorovych
onemocnéni. Soucasti je taktéz reSerSe veskerych, celkem 12-ti v literatufe dosud popsanych
syntetickych metod, poskytujicich jako produkty pravé tyto latky, z nichz nékteré byly

publikovany teprve neddvno.

Experimentalni ¢ast prace se zabyva novou a efektivni metodou pro syntézu latek s 3-
[amino(aryl)methyliden]-1,3-dihydro-2H-indol-2-onovym. V ramci zkoumani reakce 3-
bromo-1,3-dihydro-2H-indol-2-ont s thiobenzamidy mechanismem Eschenmoserovy reakce,
resp. jejiho pribéhu v zavislosti na substituci zminénych sloucenin a dal$ich faktorech, bylo
pripraveno celkem 14 latek obsahujicich 3-[amino(aryl)methyliden]oxindolovy skelet. Ze
syntetizovanych latek jiz bylo 8 v literatufe popsano, jedna se o latky majici stanovenou
inhibi¢ni aktivitu na tyrosin-kinazovych VEGF receptorech. Pro tyto latky byla doplnéna
Vv literatufe chybéjici charakterizace (NMR, HRMS). Zbyvajicich 6 latek jsou slouceniny
zcela nové — ty byly kompletné charakterizovany pomoci bodu tani, *H a *C NMR, HRMS a

elementarni analyzy.

KLICOVA SLOVA:

Eschenmoserova reakce, kancerostatika, inhibitory tyrosin-kinaz, tyrosin kinazy, 3-
[amino(aryl)methyliden]-1,3-dihydro-2H-indol-2-on.



ANNOTATION:

Importance of compounds containing 3-[amino(aryl)methylidene]-1,3-dihydro-2H-
indol-2-one structure moiety in modern cancer treatment is discussed in theoretical section of
this diploma thesis together with up to date known synthetic methods. Overall 12 different
known synthetic pathways giving mentioned compounds are also discussed; some of them

were published very recently.

A new, efficient and high-yielding synthetic method giving compounds containing 3-
[amino(aryl)methylidene]-1,3-dihydro-2H-indol-2-one moiety is described in this diploma
thesis. In summary, 14 compounds were prepared during exploration of very rare example of
thiophile-free Eschenmoser reaction using various 3-bromo-1,3-dihydro-2H-indol-2-ones and
thiobenzamides as starting materials. Eight of them were previously described in literature as
potent tyrosine-kinase VEGF receptor inhibitors. For these mentioned compounds, missing
characterization such as NMR spectra or HRMS were completed. The rest represent original
compounds unknown in literature up to date, for which complete characterization by melting

point, *H and *C NMR, HRMS spectra and elemental analysis is included.

KEYWORDS:

Eschenmoser reaction, cancerostatics, tyrosine-kinase inhibitors, tyrosin-kinases, 3-

[amino(aryl)methylidene]-1,3-dihydro-2H-indol-2-one.



Seznam pouzitych zkratek

ACN acetonitril

b.t.  bod tani

BINAP 2,2'-bis(difenylfosfino)-1,1'-binaftyl
DCE 1,2-dichlorethan

DIPEA N,N-diisopropylethylamin

DMF  N,N-dimethylformamid

EtOAc ethyl-acetat

EtOH ethanol

EWG 1z angl.electron withdrawing group — elektronakceptorni skupina
GTP  guanosin-trifosfat

HOBT 1-hydroxybenztriazol

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

ICso  poloviéni maximalni inhibi¢ni koncentrace
IPA  isopropylalkohol, propan-2-ol

MeOH methanol

MF mobilni faze

NMDA N-methyl-D-aspartat

NMR nukledrni magneticka resonance

RTK  receptorova tyrosin-kindza

RVO rotacni vakuova odparka

TBTU 2-(1H-benztriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethylaminium-tetrafluoroborat
TEA  triethylamin

THF  tetrahydrofuran

TK z angl. tyrosin kinase — tyrosin kindaza

TKI z angl. tyrosin kinase inhibitor — inhibitor tyrosin kinaz/y
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1 Uvod

Psal se rok 1840, kdyz Auguste Laurent, francouzsky prakopnik chemie, pripravil reakci
indigové modFi sroztokem soli $estimocného chromu v kyseliné dusi¢né! &ervenou
krystalickou latku, pozdéji nazvanou isatin. Stejny objev ucinil téhoZ roku nezdvisle na ném
némecky chemik Otto Linné Erdmann?. Oba jmenovani se tak déli o prvenstvi v syntéze
prvniho zastupce 1,3-dihydro-2H-indol-2-ond, sloucenin v literatufe nazyvanych trivialné
oxindoly (Obrazek 1) nebo také indol-2-ony. Trividlni nazev oxindol bude pro slouceniny

tohoto strukturniho typu pouzivan i v této praci.

S rychlym rozvojem chemie nasdly oxindoly mnohd uplatnéni v praxi® - v textilnim
pramyslu jako barviva a v zemédélstvi jako pesticidy. Zdaleka nejvétsi vyznam maji tyto latky
v mediciné, uplatnéni nalezly jako analgetika, NMDA antagonisté, blokatory vapnikového

kandlu, kancerostatika a dalsi®.

Podtridu sloucenin s oxindolovym skeletem predstavuji 3-[amino(aryl)methyliden]-
oxindoly. Latky obsahujici tuto strukturni doménu ziskaly v poslednich dekadach velky
vyznam coby léciva s indikaci na celou Skalu chorob, predevsim ale jako kancerostatika.
Prikladem mUze byt Nintedanib (Obrazek 1), zastupce |éCiv ze tfidy inhibitord tyrosin-kinaz,
schvéleny pro [é¢bu idiopatické plicni fibrézy a rakoviny plic®, od roku 2014 prodavany pod
obchodni znackou Ofev a Vergatef. Dalsi slouceninou s terapeutickym vyuzitim je

Hesperadin (Obrazek 1), inhibitor Aurora kindz A a BS.

WAy

S )
G 1 O t.i
7 'H I H

Nintedanib Hesperadin
Inhibitor tyrosin-kinaz Inhibitor aurora kinaz A a B

Obrazek 1 — Strukturni vzorec oxindolu a biologicky aktivnich 3-[amino(aryl)methyliden]joxindold.
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Logickym dlsledkem rozvoje vyuzZiti oxindoll v praxi byl a stéle je velky zajem v oblasti
vyzkumu a vyvoje syntetickych metod poskytujici jako produkty pravé oxindoly a jejich
derivaty. Kromé dnes jiz , klasickych” metod pro pfipravu oxindol(, napfiklad podle Stollého?
nebo Hinsberga® byla kupfikladu i v poslednim desetileti vypracovédna fada modernich
syntetickych cest®*! poskytujici rozliéné derivaty oxindoll ve vybornych vytéZcich —

predevsim s vyuZitim katalyzy pomoci organokova.

V této praci bude rozpracovdna novd metoda syntézy v literatufe jiz zndmych??
slouc¢enin s 3-[amino(aryl)methyliden]oxindolovym skeletem, farmakoforl s inhibi¢ni
aktivitou na tyrosin-kinazovych VEGF receptorech, a to pomoci tzv. Eschenmoserovy reakce.
Metoda nevyzaduje katalyzu, probiha za mirnych reakénich podminek a poskytuje vyborné

vytézky zminénych sloucenin.

R2

/\\

= NH,
R1
N /
| 0

Z N

H

Obrdzek 2 — Obecny strukturni vzorec syntetizovanych sloucenin.
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2 Teoreticka cast

2.1 Kinazy a tyrosin kinazy

Neustaly kolobéh hmoty je pfiznacny pro kazdy systém vykazujici znamky Zivota.
Pfenos rozlicnych funkénich skupin mezi molekulami, ze kterych je Zivy systém slozZen,
katalyzuji enzymy zvané transferdzy. Podtfidou transferaz jsou pak enzymy s nazvem kinazy
— ty katalyzuji transfer fosfatové skupiny (PO43>") z donorni molekuly na substrat — tento
proces je nazyvan fosforylaci a vidy probiha na volné hydroxylové funkci. Donorem fosfatové
skupiny jsou makroergni slouceniny, predevsim ATP, v mensi mife GTP. Procesem opacnym
jsou pak defosforylace, procesy, které katalyzuji enzymy fosfatazy — proces fosforylace je

tedy reverzibilni®3,

Ke dnesnimu dni bylo prozkoumano a v literatufe popsano na stovky kinaz, zajistujici
fosforylace rozliénych substratd v lidském téle!4. Soubor téchto enzymu se nazyva lidskym
kinomem (tvofi asi 1,7 % lidského genomu) a je dale délen do tfid podle typu substratu — na
lipidové kinazy a proteinové kinazy, pricemz zdaleka nejvétsi vyznam maiji kindzy zajistujici
fosforylaci protein(i. Proteinové kinazy se dale déli na skupinu eukaryotni (ePK) Citajici pres
500 zastupcl a skupinu atypickych (aPK). Pro pocetnou skupinu eukaryotnich proteinovych
kindz je dnes pouzivdno clenéni do osmi hlavnich skupin, které navrhnul Mannig v roce

200214,

human kinome

|

lipid kinases protein kinases

atypical (aPK) eukaryotic (ePK) —

Obrazek 3 — Lidsky kinom a jeho déleni podle Manniga®.
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Podskupinou proteinovych kinaz jsou tyrosin-kinazy, délici se na dvé skupiny —
nereceptorové tyrosin-kindzy (nRTK), které jsou soucasti cytosolu bunék a receptorové TK,
vazané na povrchu bunéénych membran. Receptorové tyrosin-kindzy (RTK) zajistuji
fosforylaci tyrosinovych residui umisténych na extraceluldrni doméné transmembranovych
proteinl (Schéma 1), pricemzZ fosforylace téchto residui vede vidy ke zméné konformace
celého transmembranového proteinu. Zména konformace proteinu pak vede ke zméné jeho

enzymatické aktivity, ¢imz je zplsobena transdukce signalu z vnéjsku dovnitf burky.

Komunikace bunék mezi sebou, tzv. bunécna signalizace, je soubor biochemickych
drah ovliviujici vznik a pribéh procesi jako diferenciace, proliferace, angiogeneze a
apoptoéza. Jelikoz maji RTK v téchto kaskadach nezastupitelnou roli, ovlivnénim aktivity RTK
je mozné ovlivnit pribéh vsech jmenovanych déji. Pravé proto ziskaly latky modulujici

aktivitu RTK velky farmakologicky vyznam?®®

2.1.1 Inhibitory tyrosin-kinaz a jejich mechanismus ucinku

Inhibitory tyrosin kindz se kompetitivné vézi na vazebné misto pro ATP v doméné
kindzy (inhibi¢ni koncentrace ICso fadové v mM - nM), kterd tak ztrdci schopnost prenosu
fosfatové skupiny. Tim dochdzi k zamezeni O-fosforylace tyrosinového residua (Schéma 1) a

tedy k potlaceni signalni kaskady, kterou by fosforylace vyvolala.

Inhibitor
tyrosin kinazy

ATP ADP

Tyrosin kinaza

e, MO

Aktivovany
protein

Tyrosin fosfataza

ATP ADP

Schéma 1 — O-Fosforylace tyrosinu pomoci TK a jeji inhibice ucinkem TKI.
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Mezi farmakologicky nejvyznamnéjsi skupiny RTK patfi:

EGFR (epidermal growth factor receptor) - receptor epidermalniho ristového faktoru, ktery
je zodpovédny za regulaci signdlnich kaskad zodpovédnych za vyvoj tkani. Abnormality v jeho
funkcich byly prokdzany u nékolika typl rakovin'’, ale napfiklad také genetické poruchy

dwarfismul8.

FGFR (fibroblast growth factor receptor) - receptor rlistového faktoru fibroblastd, ovliviujici
vyvoj vazivové tkané. Jeho mutace, pripadné zvySend aktivita byla prokdzana v rychle
proliferujicich nddorech?® a taktéi ve fibrotické tkdni u lidi trpicich idiopatickou plicni

fibrézou (IPF).

PGDFR (platelet-derived growth factor receptor) - receptor rlstového faktoru krevnich
desticek, membranovy protein odpovédny za krvetvorbu. Deficity jeho funkci byly zjistény u
mnoha typa chronickych i akutnich leukemiil®, déle byly deficity funkci (spolu s FGFR)

prokazany naptiklad i u IPFY7,

VEGFR (vascular endothelial growth factor receptor) — receptor vaskularniho a
endotelidlniho ristového faktoru, receptor hrajici klicovou roli pfi signalizaci vaskulogeneze a
angiogeneze. Pravé schopnost ovlivnéni angiogeneze, tedy tvorby novych krevnich vlasecnic,

je kli¢ova pro boj s velkym poétem onkologickych onemocnéni?’.

Maligni novotvary, pro néz je charakteristicka rychla proliferace, spotfebovavaji pro
svUj rGst podstatné vétsi mnozstvi energie oproti okolni, zdravé tkani, pficemz energetické
zasobovani rychle rostouciho novotvaru zajistuje rychle vznikajici sit krevnich kapilar. Cilena
inhibice angiogeneze ma za dlsledek stagnaci proliferace, kterou nasleduje postupny zanik
maligni tkané. Tuto myslenku 1é¢by onkologickych onemocnéni formuloval Folkman?®® jiz
v roce 1971. Uvedeny mechanismus byl podnétem, ktery nastartoval vyzkum farmaceutické
spoleénosti  Boehringer Ingelheim’?!, jeZ vyustil aZ ve schvdleni léCiva Nintedanib

(Obrazek 1) pro poutZiti v klinické praxi.
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2.2 Eschenmoserova reakce

2.2.1 Historické aspekty

Historicky milnik pro objev Eschenmoserovy reakce predstavovaly experimenty, které
uéinil  Knott?? jiz roku 1955. PF¥i zkoumdni vlastnosti sirnych chromoforl podrobil reakci
snadno dostupny bromovany derivat rhodaninu (2-sulfanyliden-1,3-thiazolidin-4-onu) s 1-

methylchinolin-2-thionem (Schéma 2).

S/[(S Baze X 8’4

Schéma 2 — Reakce 5-bromrhodaninu s chinolin-2-thionem provedend Knottem?.

Po pridani baze ke vzniklé chinoliniové soli vSak neziskal poZadovany zwitterionicky
chromofor. Pomoci elementdrni analyzy zjistil, Ze vznikld sloué¢enina neobsahuje sulfidovy
mUstek a vzniklou latku identifikoval jako slouceninu se strukturou obsahujici nové
zformovanou vazbou C-C. Podle Knottovy teorie jeji vznik podminovala existence

intermediatu obsahujici thiiranovy cyklus (Obrazek 3), ktery ale nebyl schopny nikterak

OO

Obrazek 3 — Knottem pfedpoklddand struktura intermedidtu obsahujici thiiranovy cyklus®.

prokazat.
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Na Knottovu praci navdzal az o bezmadla dvacet let pozdéji profesor Albert
Eschenmoser®®?4, genidlni chemik zabyvajici se vté dobé syntézou korrinoidnich cykld,
pUsobici na ETH v Curychu. Experimenty provedené v ramci jeho vyzkum vedly az ke vzniku

dvou, zcela novych, obecnych syntetickych metod.

V literature je se reakce vyskytuje téz pod nazvy Eschenmoserova sulfidova kontrakce,

Eschenmosertv coupling, Eschenmoserova sulfidova reakce nebo Eschenmoserova olefinace.

2.3 Varianty Eschenmoserovy reakce

2.3.1 Eschenmoserova reakce pro syntézu 1,3-diketonl

Prvni syntetickou metodikou, kterou vypracoval Eschenmoser’® na zékladé
pfedchozich Knottovych?? poznatkd je obecnd metoda syntézy nesymetrickych 1,3-diketond
(Schéma 4). Jako reaktanty v ni vystupuji S-thiokyselina a a-halogenketon. V prvnim kroku
syntézy dochazi k nukleofilni substituci a vzniku 2-oxoalkyl-thiokarboxylatu. V pfipadé pouZziti
jodderivatu coby a? syntonu je nutné, z dlivodu jeho omezené chemické stability, generovat
a-jodketon ,,in situ”. Nasleduje atak baze a uzavreni thiiranového cyklu. Vzhledem k tomu, Ze
stépeny vodik lezi mezi karbonylovou funkci a atomem siry esteru S-thiokyseliny, vykazuje
relativné velkou aciditu - pro vznik karboaniontu tedy postacuje pfitomnost slabé baze
(typicky N-methylmorfolin aj. organické baze), coZz podminuje toleranci reakce k celé radé
funkénich skupin. Poslednim krokem reakéni sekvence je eliminace siry z thiianového cyklu

pomoci tzv. thiofilu — latky vazici siru (bude diskutovano dale, viz kapitola 3.3.3).

R' RZ?

o]
0 R? o) HO Il -
/—< —_ > Baze 1 2 Thiofil
R1JJ\SH + N Y R1\n/s\)l\R2 » R . R OMO
@]

R' = Alk, Ar, COOR', CN, C(COOR'),
R? = H, Alk, Ar, COOR', CN
X =Br, |

Schéma 3 — Reakce S-thiokyseliny s a-halogenketonu poskytujici 1,3-diketon.

Toleranci k celé skale funkénich skupin se Eschenmoserova metoda liSila od ostatnich

metod?® syntéz 1,3-dikarbonylovych sloudenin.
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2.3.2 Eschenmoserova reakce pro syntézu vinylamini

Druhou reakci, kterd nese nazev po prof. Eschenmoserovi, je reakce thioamidu
s alkylaénim cinidlem poskytujici jako produkt a-aminoalken, neboli vinylamin (Schéma 4).
Prvnim krokem reakéni sekvence je S-alkylace thioamidu. Vznikld thioimoniovd sul pak
podléhd deprotonaci vlivem baze, a vznikly C-aniont cyklizuje za vzniku thiiranového cyklu.
Nasleduje, stejné jako v predchozim pripadé (kapitola 3.3.1), extruze siry ze vzniklého cyklu

za vzniku vinylaminu. Obecna syntetickd metodika byla publikovdna roku 197124,

R4
o BN

4
J 2 RACHpX Lo & ) Thiofil ¥
R1ZSNR ——25 R1J\\C§>,R2X — S po T, S{\ R?
! ) R N~ N
3 ]

3 1 \
R R R3 R R3

R' = Ar, Alk

R2 = H, Ar, Alk

R3 = H, Ar, Alk

R4 = H, Ar, Alk, COOR', COR', CN
X =Br, |, OTf, OTs

Schéma 4 — Reakce halogenderivdtu s thioamidem poskytujici vinylamin.
Tato reakce ziskala postupem c¢asu velky synteticky vyznam, byla vyuZita pfi totalni
syntéze desitek pFirodnich latek?®, napfiklad (*)-saxitoxinu?’, (=)-kokainu?®, nejznaméjsi je ale

jeji pouziti pfi totalni syntéze vitaminu B12%°, dokonéené roku 1972.

0 MeOOC O MeOOC
o)
~SCOO0Me ~COO0OMe
MeOOC =N MeOOC
+ e
NH Br
", C
S ,, COOMe ,, ,COOMe
COOMe CN CN

Schéma 5 — PouZiti Eschenmoserovy reakce pri spojovdni kruh( C a D béhem totdlini syntézy vitaminu
Blz.
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2.3.3 Role thiofilu p¥i Eschenmoserové reakci

K Uspésnému provedeni syntézy vinylaminu pomoci Eschenmoserovy reakce je
zpravidla nutna pritomnost tzv. thiofilu. Jak je zfejmé ze schématu vyse (Schéma 4), thiofil
asistuje rozpadu nestabilniho 2-aminothiiranového cyklu. Pfitomnosti latky ochotné tvofici
vazbu X=S je sniZzena energeticka bariéra eliminace a dochdazi ke vzniku dvojné vazby. Jako
thiofily se béiné pouzivaji slouceniny fosforu v oxidaénim stavu +lll, pfiéemz pfi extruzi siry
dochazi kredoxni reakci, pfi které se fosfor oxiduje na oxidacni stav +V. Pfikladem
nejbéznéjsiho thiofilu je trifenylfosfin, jeho pouziti pfi provadéni Eschenmoserovy reakce je
vSak ponékud komplikované — Cisténi pripravenych latek od vedlejSiho produktu reakce,
trifenylfosfin-sulfidu, je problematické a v praxi ¢asto vyZzaduje opakované pouziti sloupcové
chromatografie®. Alternativou poskytujici lépe délitelné smési jsou alkylfosfiny, napft.
triethylfosfin, pouZivané vsak zfidka pro svou nestabilitu (alkylfosfiny narozdil od arylfosfinu
velmi ochotné reaguji se vzdusnym kyslikem) a vysokou cenu. Dalsim, s oblibou uzivanym
thiofilem je trimethyl-fosfit3!, reakci vznikly trimethyl-thiofosfat lze zreakéni smési
odseparovat prostou vakuovou destilaci (b.v. 80 °C/5 torr3?). Pfikladem thiofilnich latek
vyvinutych specialné pro Eschenmoserovu reakci jsou bis[3-(morfolin-4-yl)propyl]fenylfosfin
a bis[2-(N,N-dimethylamino)ethyl]fenylfosfin — thiofily zastavajici v reakci rovnéz funkci
baze?®. Vedlejsi reakéni produkty pak Ize z reakéni smési odstranit ve formé kvarternich soli

prostou extrakci.

o
O o
@ (P /N\/\p/\/N\
—/

Obrazek 4 — Nejbéznéji pouZivané thiofily.
Pro reakci je predpokldddn spfazeny mechanismus eliminace?®. Extruzi siry
z thiiranového intermedidtu a predpokladanou strukturu tranzitniho stavu znazornuje

schéma nize (Schéma 6).
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Schéma 6 — Rozpad thiiranového cyklu extruzi siry za asistence thiofilu®®.

2.3.4 Eschenmoserova reakce bez asistence thiofilu

| pres fakta uvedend v oddilu 3.3.3 mlzZe syntéza vinylaminG (viz kapitola 3.3.2)
mechanismem Eschenmoserovy reakce ve vyjimecénych pripadech probihat bez asistence
thiofilu. Substraty, u nichZ byla pozorovana reakce bez ptidavku thiofilu, jsou vylu¢né latky
relativné kyselé povahy (pKa < 17)3335, P¥i provadéni reakci bylo dosazeno pouze nizkych
vytézkl predpokladanych reakcnich produktd (€asto < 20 %) a z reakéni smési byla izolovana
elementarni sira Sg?2. Pro reakci byl navrien cheletropni mechanismus pfedpokladajici vznik
singletové siry®* (Schéma 7), pfiéemi je predpokldadano3®, 7e singletovad sira se bude

vykazovat silné thiofilni chovani.

R
2 SNH [— Ewe
)>‘f, -S \/.'\NH

EWG

Schéma 7 — Cheletropni mechanismus extruze siry bez asistence thiofilu.

Dal3i studie?®3® nicméné zpochybriuji energetickou vyhodnost takovéhoto déje.
Harpp a Chew 37 navrhli mechanismus bimolekuldrni autokatalyzované extruze siry (Schéma

8). Z4dna z publikovanych mechanistickych studii véak nepfinesla jednoznaéné zavéry.
N HaN H,N

H2N NH2 H2 @.' @.. .
> R i | Pose| T T AT TS |
» - £ S K > R

Schéma 8 — Mechanismus bimolekuldrni autokatalyzované extruze siry.

Naprosto ojedinélé jsou pak pripady Eschenmoserovy reakce probihajici bez
pritomnosti jak thiofilu, tak baze. V literature byly popsany prozatim jen pro reakci a-
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bromovanych laktam(3® a pro reakci tercidrnich cyklickych thioamidd s chloracetonem
provadénou atypicky v silné poldrnim aprotickém DMSO32. Jakdkoli mechanistickd studie pro

tyto reakce vsak v literatufe nebyla dosud popsana.
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2.4 Dosud publikované syntézy 3-[amino(aryl)methyliden]oxindoli

Slouéeniny obsahujici 3-[amino(aryl)methyliden]oxindolovy skelet jsou bezpochyby
velice specifickou tfidou latek. Navzdory tomuto faktu mezi mnoha miliony znamych
organickych latek nepredstavuji povéstnou ,kapku v mofi“. Vyzkumu sloucenin s touto
strukturni doménou byla zejména v poslednich dekadach vénovana velkd pozornost, a to
predevsim kvili jejich biologické aktivité (viz kapitola 3.1). Disledkem pozornosti vénované
vyzkumu téchto sloucenin, at jiz ze strany akademické obce nebo primyslu, vznikla za
nékolik  poslednich  desetileti fada  syntetickych metod  poskytujicich  3-
[amino(aryl)methyliden]oxindoly jako produkty. Pro pfehlednost jsou publikované syntézy
rozdéleny na dvé Casti — prvni z nich predstavuje syntetické metody publikované v odborné
literature (v odbornych periodikach), druhd z nich pak syntézy zverejnéné v patentové

literature. V obou ¢astech jsou syntézy sefazeny chronologicky, vzestupné od data publikace.

2.4.1 Syntézy 3-[amino(aryl)methyliden]oxindol( v primarni literatufe
2.4.1.1 Syntéza vychazejici z chinazolin-3-oxidu a acetylendikaroxylatu

Historicky nejstarsi syntézou 3-[amino(fenyl)methyliden]oxindolu je reakce 2-methyl-
4-fenylchinazolin-3-oxidu s alkyl-acetylendikarboxylaty (Schéma 9). Syntézu publikoval
Stauss et al. roku 19733%°. Prvni krok reakce probihd ve smyslu 1,3-adice, kterou nasleduje
presmyk na ester fenylprop-2-enové kyseliny. Autofi uvadi vytézek 20 % pfi pouZiti
dimethylesteru acetylendikarboxylové kyseliny a 28 % pfi pouziti diethylesteru. Druhym
krokem pftipravy je hydrolyza esteru pfipravené fenylprop-2-enové kyseliny, nasledovana
intramolekularni bazicky katalyzovanou cyklizaci, pfi které vznikd konecny produkt ve

vytézku 69, resp. 83 %.

I
©
\(E,O + || KOH
N
N o o NH H,

R'= Me, Et Me: 20 %
Et: 28 % 0 59 %, 83 %

Schéma 9 — Prvni popsand syntéza 3-[amino(fenyl)methyliden]oxindolu.
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2.4.1.2 Syntéza vyuzivajici N-aryloxindol a Vilsmeieriv intermediat
Rozsdhlou sérii latek strukturné blizkych diskutovanym sloucenindm (Obrazek 5)
pFipravili Sarges et al. %° v ramci vyzkumu latek potenciujicich uéinky Flunitrazepamu na

GABA receptorech ve spolecnosti Pfizer.

'R3 R2: Me,Et, Pr
R3: Me, Et, Pr, Ph
N R*: 4-Cl, 5-Cl, 6-Cl

RS: 2-Cl, 3-Cl, 4-Cl, 4-Br, 4-OMe,
RS 3-F, 3-NO,, 3-CF3, 3-CN, 4-OH

Obrdzek 5 — Strukturni vzorec sloucenin pfipravenych Sargesem et al.

1 R?
RG_N  R'H, Me, CFs

R

o)

Mezi pfipravenymi slouceninami byl i jeden zastupce 3-[amino(aryl)methyliden]-
oxindolG. Ten byl ziskan ve vytéZzku 85 % kondenzaci N-aryloxindolu a Vilsmeierova
intermediatu pripraveného z N,N-dimethylbenzamidu a POCl3 (Schéma 10) Syntéza byla

publikovana v roce 1989.

Schéma 10 — Kondenzace N-aryloxindolu s N,N-dimethylbenzamidem.

2.4.1.3 Syntéza vychazejici z N-fenylpropiolamidu a ftalimidu katalyzovana Pd(OAc).

Dal3i metodu pFipravy 3-[amino(aryl)methyliden]oxindold popsal Tang et al.#° Jedna
se o reakci N-fenylpropiolamidu s nadbytkem ftalimidu (Schéma 11) uskute¢nénou pomoci
C—H aktivace octanem palladnatym. Autofi zjistili, Ze pro provedeni reakce s vysokou
konverzi je nutny pridavek oxidaéniho Cinidla, série optimalizacnich reakci vedla k zavéru, ze
nejlepsi vytézky poskytuje pouziti (diacetoxyjod)benzenu (PIDA). Reakce po optimalizaci

poskytla produkty ve vytézku 42 — 83 %.
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R2 A Pd(OAc), 10 mol %
R! N P PIDA (2 ekv.) R

NH
®/ + DCE. 100 °C
© 0

R': H, 5-Cl, 7-CI, 5-COOMe, 6-Me, 7-Me, 7-Br, 7-F
R2: Me, Bz
R3: H, 2-MeO, 4-MeO

Schéma 11 — Syntéza vychdzejici z N-arylpropiolamidu.

2.4.1.4 Syntéza vyuzivajici cyklizaci 2-(fenylethynyl)fenylisokyanatu katalyzovanou FeCl3
Dalsi metodu pfipravy 3-[amino(aryl)methyliden]oxindoll popsali Cantagrel et al. v roce
2009, Syntéza sestavd ze dvou reakénich krok( (Schéma 12). V prvnim je vychozi 2-
(fenylethynyl)isokyanat intramolekularné cyklizovan prebytkem chloridu Zelezitého za vzniku
3-[chlor(aryl)methyliden]oxindolu ve formé smési Z/E izomerQ, v zavislosti na substituci
poskytuje reakce vytézky 54 — 99 %. V dalSim kroku je na tomto chlorderivatu provedena
substituce s pouZitim dusikatého nukleofilu, reakce je provadéna v mikrovinném reaktoru
s pouzitim polarniho ethanolu coby rozpoustédla. Produktem je odpovidajici 3-
[amino(aryl)methyliden]oxindol ve vytézku 77 — 99 %. Vysledné latky byly identifikovany

vyluéné jako Z-izomery.

R1 H R1 H
3 4

Sl = (-
Feoh Y _H Y
DCM,RT R I EtoH, 150°C, R2 N;

Q MW D R4

00 < 77-99 %
54 -99 %

R'": H, Me, F, COOMe, iPr
R2: H, Me, OMe, (O,-CH,), F, COOEt, NO,

R3: H, Et, n-Bu, piperazin-yl, morfolin-1yl, 4-MeOPh
R* H, Et

Schéma 12 — Reakce vyuZivajici 2-(fenylethynyl)isokyandt jako vychozi Iatku.

Vyhodou této reakéni sekvence je moZnost pripravy na dusiku substituovanych
derivatli, metoda je tedy pomérné univerzalni. Nevyhodou vsak zlstava dostupnost

vychozich 2-(fenylethynyl)isokyanatl, k jejichz pfipravé se pouZiva nejcastéji Sonogashira
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C—C coupling 2-substituovaného anilinu s fenylacetylenem (ethynylbenzenem), nasledovany

fosgenaci a eliminaci chloru ze vzniklého karbamoylchloridu.

2.4.1.5 Syntéza vyuzivajici Pd(0) katalyzovanou cyklizaci 2-(fenylethynyl)fenylisokyanatu
s trifluomethylacetamidem

2-Fenyl(ethynyl)isokyandty vyuZivd jako vychozi latky i dalsi metoda pfipravy 3-
[amino(aryl)methyliden]oxindoll (Schéma 13), popsana vroce 2009 Murakamim et al.*2.
Vychozi isokyanat je cyklizovan s prebytkem trifluoracetamidu za  katalyzy
bis(dibenzylidenaceton)palladiem. Vznikly amidicky meziprodukt muze byt snadno
hydrolyzovan slabou bazi (K2COs), bohuZel autofi demonstrovali tuto hydrolyzu pouze na
jednom substratu. AC reakce poskytuje vyborné wvytézky, nevyhodou zUlstava opét

dostupnost vychozich latek.

CF3CONH, KCO
kat., DPPF, MeOH/HZO rt
CHCI3 85%
95 99 % pouze proR=H

R =H, 4-CF3, 2-Me, 4-Me, 4-MeO
\ =
kat. = [ ] Pd,

3

Schéma 13 — Syntéza vyuZivajici 2-(fenylethynyl)isokyandt a trifluoroacetamid.

2.4.1.6 Syntéza vyuzivajici kondenzaci 3-(alkoxymethyliden)oxindolu s aniliny

Velmi vyznamnou syntetickou metodiku poskytujici 3-[arylamino(aryl)methyliden]
oxindoly vyvinul v roce 2009 Roth et al.?! (Schéma 14). Ve dvoukrokové reakéni sekvenci je
nejprve vychozi 6-substituovany oxindol ,one pot” reakci ochranén (N-protekce acetylaci) a
zkondenzovan s triethyl-orthobenzodtem. Vznikly (E)-3-(alkoxymethyliden)oxindol je poté
podroben substituéni reakci s anilinovymi N-nukleofily za pouziti DMF jako rozpoustédla.
Vzniklé produkty jsou poté deacetylovany pridanim piperidinu. Bylo prokazano, ze takto

pfipravené 3-[arylamino(aryl)methyliden]oxindoly jsou vylu¢né v Z-konfiguraci.
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= Cl, CN, COOMe, COOEt, acetyl 36-77 %
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R2 = ’f\ho BN BN N aN ey N NG
SRR A CED & S e
Schéma 14 — Metoda dle Rotha?’.
Ztady 6-substituovanych oxindoll byla touto reakci pfipravena rozsahla série
sloucenin, u nichz byla stanovena inhibicni aktivita pro EGFR, FGFR, PGDFR, VEGFR (viz

kapitola 3.1.1). Mezi nimi i slou¢enina s pracovnim nazvem BIBF 1120, ktera po Uspésném

absolvovani klinickych testt vesla do klinické praxe pod ndzvem Nintedanib (Obrazek 1).

Zminéna metoda syntézy ma mnoho vyhod — jako vychozi latky pouZiva stabilni a
snadno dostupné oxindoly a aminy, je jednoducha a robustni a ukazala se jako vhodna pro
provedeni ve velkém méfitku (viz kapitola 3.4.2). Pro zminéné vlastnosti se stal tento
synteticky pfistup nejpopuldarnéjsi pro pripravu latek s 3-[amino(aryl)methyliden]

oxindolovym skeletem napfi¢ akademickou i primyslovou sférou.

Napfiklad vroce 2010 Roth et al.*® reakci pouZil pro syntézu daldi série latek,
tentokrate aktivnich na dalSi podtridé tyrosin-kinazovych receptorech (TGFBRI a pSmad).
Dal$iho vyuZiti se metoda dockala vroce 2014 pFi Patelové* pripravé série 5-
substituovanych 3-[arylamino(aryl)methyliden]oxindoll coby zastupcl inhibitorl Aurora-
kindz (mezi nimi i Hesperadinu, Obrazek 1). Huang et al.** vroce 2017 publikoval v rdmci
vyzkumu medikamentl pro IéCbu IPF syntézu série inhibitor( tyrosin-kindz odvozenych od
struktury Nintedanibu, opét s vyuZitim oxindol( jako vychozich latek. Autorem nejnovéjsi
publikace vyuZivajici Rothovu metodu je Edupuganti et al.*®. Pochazi z roku 2017 a stejné
jako predchozi publikace se zabyva syntézou a zkoumanim farmakologickych vlastnosti
novych inhibitord tyrosin-kindz. Strukturni vzorce vsSech pfipravenych sloucenin jsou

zndzornény na obrazku nize (Obrazek 6).
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/ Roth et al. (2010) R Patel et al. (2014)
(L= °
R N N
H R?
R'=H, NH,, NO,, NHSO,Me, NHSO,Et, NHSO,Ph

R = CONH,, CONEtMe, CONHEt, CONHMe,

CONHMe,, CONHBn, CONH(CH,),0H ~ R?=H, Ac

R3 = 4-methylpiperazin-1-yl, morfolin-4-yl, piperidin-1-yl

R1

N J{/ //\N,

\'(‘\2 : i Huang et al. (2017)

R' = 4-methylpiperazin-1-yl, triazol-1-yl, morfolin-1-yl
R? = H, Br, OCF3, oxadiazol-5-yl, oxazol-5-yl, 2-furanyl, 2-triazolyl

Wy
O NH

Rl / Edupuganti et al. (2017)
(L=
R? N

H
R' = H, COOMe, COOH, CONH(CH5);NMe,
R2 = H, F, COMe, COOH, CONHMe, CONMe,

Obrdzek 6 — Strukturni vzorce ldtek, pfi jejichZ pripravé byla pouZita metoda dle Rotha.
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2.4.1.7 Syntéza vyuzivajici multikomponentni Ugiho reakci a kaskadovou reakci

Sérii N-substituovanych derivatd 3-[amino(aryl)methyliden]oxindol( pfipravili v roce
2011 Bararjanian et al.*” Prvnim krokem dvoustupfiové syntézy (Schéma 15) je
¢tyrkomponentni Ugiho reakce, pfi které reaguje 2-jodanilin, isonitril, aldehyd a 3-
fenylpropynkarboxylova kyselina. Vznikly amidicky meziprodukt je poté podroben kaskadové
Heckové/Buchwaldové-Hartwigové domino reakci s p-substituovanym anilinem, za
pfitomnosti Pd(OAc). jako katalyzatoru a racemického BINAPu coby ligandu. Reakce

poskytuje vyborné vytézky produktli v Z-konfiguraci v rozmezi 79 — 96 %.

@ ® HzN
C=N-R?
| | Pd(OAc), 5 mol %
rac-BINAP 10 mol %
” MeOH rt O Cs,COs3, toluen

reflux )
HO o) RN R? HN R

(0] R e
R': Ph, 4-MePh, 4-Me,NPh, 4-MeOPh, 4-BrPh, 4-CF5Ph, iPr, 3-pyridyl, n-pentyl, n-Bu 79-96 %
R?: Cy, tBu, Bz
R3: H, iPr, OMe, F, NO,

Schéma 15 — Multikomponentni Ugiho reakce ndsledovand kaskddovou reakci.

2.4.1.8 Syntéza vyuzivajici intramolekularni cyklizaci N-(2-fenylethynyl)karbamoyl-

chloridt

Dalsi metoda syntézy diskutovanych slouéenin byla popsana vroce 2016.
Intramolekuldrni, palladiem katalyzovanou C—C reakci N-(2-ethynylfenyl)karbamoylchloridt
(Schéma 16) vyuZil pro pfipravu 3-[amino(aryl)methyliden]oxindolt Le et al.*® V prvnim
kroku cyklizuje N-(2-ethynylfenyl)karbamoylchlorid na 3-[chlor(aryl)methyliden]oxindol,
intermediat shodny s Cantagrelovou metodou syntézy (3.4.1.4). Na rozdil od zminéné reakce
vsak Le ziskal chlorderivat jako smés Z/E isomerQ, pricemz Z-isomer tvofil majoritni podil (pro
vétsinu popsanych slouéenin > 80 %). Ve druhém kroku ndasleduje subtituce na sp? uhliku
s pouzitim N-nukleofill za vzniku odpovidajicich produktl. Autofi uvadi pro cykliza¢ni reakci

vytézky 33 — 89 %, pro substitucni reakci pak 91 a 96 %.
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R2

g

— PACI,(PhCN), Cl RS R® N,
25 5mol% Rl ] N Rl q R
NJ\CI Toluen, rt, - O O DMF, O 0]

| 4-40 h N 80 °C N

Bz 33-899% Bz 91-96% Bz

R': Cl, F, Me, CN, CF3, NO,
R2: H, 4-NO,, 3-F, 4-CF3, 4-MeO, 4-COOEt
R3: H, 4-MeOPh, (CH,CH,)NH

Schéma 16 — Intramolekuldrni cyklizace N-(2-fenylethynyl)karbamoylchlorid(.

2.4.1.9 Syntéza vyuzivajici 3-brom-3-[brom(aryl)methyliden]oxindol a aniliny

Nejnovéjsi syntéza, kterou popsal Jiang et al.*® vroce 2018, vyuZivd nukleofilni
substituci na 3-brom-3-[brom(aryl)methyliden]oxindolovych substratech s vyuzitim
substituovanych anilinQ, kterou ndsleduje eliminace (Schéma 17). Reakci byla pfipravena
série  3-[arylamino(aryl)methyliden]oxindolli ve wvytéicich 43 — 73 %. Jako jedina
z diskutovanych pfiprav pak tato metoda poskytuje produkty vyluéné jako E-izomery.
Vychozi dibromderivat je snadno dostupny Knoevenagelovou kondenzaci odpovidajiciho
oxindolu s benzaldehydem za vzniku 3-(arylmethyliden)oxindolu, kterou nasleduje adice

bromu na vzniklou dvojnou vazbu.

1. PhCHO
plpendln
2 Br2, DCM

R' = H, Me, CI, Br

(o}
oM
RZ=F, Me, ™~ "X

X = CH,, O, NH

Schéma 17 — Nejnovéjsi popsand metoda syntézy 3-[amino(aryl)methyliden]oxindold.
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2.4.2 Syntézy 3-[amino(aryl)methyliden]oxindoli v patentové literature

2.4.2.1 Syntézy vyuZivajici kondenzaci oxindolu ndsledovanou substituci

Jako  prvni  ziskala  vyhradni  oprdvnéni pro  syntézu latek s 3-
[amino(aryl)methyliden]oxindolovym skeletem spolecnost Boehringer Ingelheim v roce 2000,
a to aplikaci patentu US 6043254, Patentovany byly dvé syntetické metody pro syntézu 3-

[amino(aryl)methyliden]oxindoll, obé s pouzitim oxindolu jako vychozi latky.

Prvni zreakci je tfikrokova. Nejprve dochdzi k,one-pot” N-protekci (acylace) a
kondenzaci oxindolu s benzoovou kyselinou za pfitomnosti TBTU a HOBT. Vznikly 3-
[hydroxy(aryl)methyliden]oxindol je poté preveden na halogenderivat, bud chloraci PCls
nebo Appelovou reakci, smési CBrs a PPhs. Halogenderivat je poté podroben nukleofilni
substituci na sp? uhliku s pouZitim anilinového nukleofilu za pfitomnosti baze. Problémem
zminéné metody je cena poutzitych kaplovacich ¢inidel (HOBT, HBTU) a velmi nizké vytézky

substituce na sp? uhliku (3 — 15 %).

Druhou syntetickou metodou je dvoukrokova reakce vyuzivajici ,one-pot” N-acetylaci
a kondenzaci oxindolu s triethyl-orthobenzoatem. Vznikly 3-[ethoxy(aryl)methyliden]oxindol
je vdruhém kroku kondenzovan s anilinovym nukleofilem. Obé popsané reakéni cesty

zndzoriuje schéma nize (Schéma 18).

R2 X =Cl, Br R2
PClsg, toluen
H

o]
OH X
R R@ R nebo g1 / H2N—©R3R1 / NH
CBry, PPhs
QO ———> —_— o —— e)
N TBTU, HOBT N TEA N
H DIPEA, DMF H
R3 (@]
Y
C(OEt) (o) NH
— R3
o e
o—m> (L p=o
®\/>: Ac,0 N TEA N
):O H

= H, Cl, Br, I, NO,, NH,, alk, COOR', OCOOR'
R2=H, Cl, Br, I, CF3, alk, CN, CONH,
R®=FG

Schéma 18 — Prvni patentované syntetické cesty vedouci k 3-[amino(aryl)methyliden]oxindolum.
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Prvni reakéni kaskada se pro pridmyslovou pripravu neosvédcila — kvali cené
pouZitych ¢inidel, ale pfedevsim kvali Zalostnym vytéZkiim32. Druha diskutovand cesta, jak jiz
bylo feceno v kapitole 3.4.1.6, nabyla obrovského vyznamu. Po sérii optimalizaci byl tento
synteticky postup pouZit pro syntézu naprosté vétSiny v literatufe znamych inhibitor(
tyrosin-kinaz s oxindolovym skeletem. Vyuziva ho naptiklad mezinarodni patent WO 13099
(2004), ktery jest zakladnim patentem pro syntézu a lééebné vyuZiti Nintedanibu®?, déle byl
pouZit pro pFipravu rozsahlé série 5-acetyl-3-[amino(aryl)methyliden]oxindold v roce 200553 i

2H znaceného Nintedanibu a z jeho struktury odvozenych derivatd v roce 201554,

Poslednim dokumentem stojicim za zminku, chranénym duSevnim vlastnictvim
spoleénosti Boehringer Ingelheim, je procesni patent EP 071524 A2 z roku 2009%°, popisujici
optimalizovanou syntézu Nintedanibu v provoznim méritku. Vyuziva opét stejny synteticky
pfistup (3.1.1) s jedinou vyjimkou - jako Cinidlo pro N-protekci vychoziho oxindolu je pouzit
chloracetanhydrid. Soucdsti patentu je také nékolik syntéz vychoziho 6-

methoxykarbonyloxindolu.

/
C(OMe), ) O
Soi &
Cl Cl
e (e O (e
O N toluen N N
H )\\
0O 0 o/)\\ © 920 O
94 % Cl Cl
\
i~
Q) ®
NH V)
/ o'y
I 0 PR, °
o} N ~  DMF
H 88 % 2. piperidin

0]

Schéma 19 — Syntéza Nintedanibu po optimalizaci.
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2.4.2.2 Syntéza vyuzivajici kondenzaci oxindolu a benzimidatu

Dalsi metoda pro pfipravu 3-[amino(aryl)methyliden]oxindold s biologickou aktivitou
na VEGFR (viz kapitola 3.1.1) je popsana v mezindrodnim patentu WO 131186 A1 spolecnosti
Merck®®. Stejné jako predchozi metody je v reakci vyuZito oxindold, které jsou kondenzovany
s iminoestery substituovanych benzoovych kyselin (Schéma 20). Reakce je provadéna
v mikrovinném reaktoru s pouzitim n-butanolu coby vysokovrouciho polarniho rozpoustédla.

Vychozi benzimidaty jsou snadno dostupné, a to alkoholyzou odpovidajicich benzonitrilG.

N n-BuOH, MW, ‘ .
R2 200 °C, 70 min R2 6-51%
NH2
I\\ 1. R"-OH (1,3 ekv), dloxan
Z 2. HCI(g), 10°C, 6 h
=H, F, Cl, Br 62-81%
R2 =H, Me
R3=H, Ar
R’ = Alk

Schéma 20 — Syntéza 3-[amino(aryl)methyliden]oxindoli vyuZivajici kondenzaci oxindolu s imiddty.
Znacnou nevyhodou této metody syntézy jsou nizké vytézky (6 — 51 %) cilovych
molekul. Problémem znesnadnujicim syntézu latek ve vétsim méritku pak muze
predstavovat nutnost asistence mikrovinného zareni béhem syntézy. V této praci bude
predstavena nova metoda zminénych sloucenin pomoci Eschenmoserovy reakce (viz kapitola
4.3.5) poskytujici zminéné slouceniny ve vybornych vytéZzcich a za mirnych reakénich

podminek, nevyzadujicich sloZitou instrumentaci.
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3 Experimentalni cast

3.1 Pristrojové vybaveni

Mé&feni 'H a 3C NMR spekter bylo provedeno na pfistrojich Bruker Avance 1l 400
MHz nebo Bruker Ascend 500 MHz. Kalibrace ziskanych spekter byla provedena bud na
tetramethylsilan (0 ppm) nebo vici signdlu residualniho rozpoustédla. §(DMSO-ds) = 2,50
ppm (*H), 39,6 ppm (*3C). §(CDCls) = 7,26 ppm (*H), 77,0 ppm (*3C).

Hmotnostni spektroskopie MALDI byla provedena na pfistroji MALDI LTQ Orbitrap XL
s pouzitim dusikového laseru (337 nm, 60 Hz, 8-20 W) v reZimu pro pozitivni ionty. Jako
matrice byla pouzita kyselina 2,5-dihydroxybenzoova kyselina (DHB) nebo trans-2-[3-(4-terc-

butylfenyl)-2-methylprop-2-en-1-yliden]malonnitril (DCTB).

Plynova chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii byla provadéna na
pristroji Agilent Technologies — 6890N Gas Chromatograph / Agilent Network 5973 MS

detector.

Flash chromatografie byla provddéna na pfistroji Reveleris® X2-UV flash
chromatography system s pouzitim ,dry load“ metody nandseni vzorku. VSechny separace
byly provedeny na kolonach s naplni SiO; s gradientovou eluci. Specifikace metod pouzitych

pfi separacich jsou uvedeny zvlast u kazdé pripravené latky.

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

Analyser. Pro pfipadné stanoveni obsahu halogen( byla pouZita merkurimetricka titrace.

Body tani pripravenych sloucenin byly méfeny na bodotdvku Polytherm A Heiztisch-
Mikroskop Wagner & Munz nebo na bodotdvku Biichi M-560, body tani pfipravenych

sloucenin jsou uvadény bez korekce.

Tenkovrstvd chromatografie (TLC) byla provadéna na deskach Fluorochem®
Aluminium Backed TLC Plates, SiO; hrubosti 60A, dopovanych indikatorem vykazujicim

luminiscenci pfi 254 nm.
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3.2 Substraty a cinidla

Pouzita rozpoustédla - acetonitril a N,N-dimethylformamid byla pouZita v kvalité p.a.

a pred pouzitim vysusena stanim nad molekulovym sitem 4A.

Substituované thioamidy byly pouzity bud komeréné dostupné, nebo byly pfipraveny

z odpovidajicich nitril( nize popsanymi reakcemi, pfevzatymi z literatury [57].

Vychozi 5- a 6- substituované 3-brom-1,3-dihydro-2H-indol-2-ony (3-bromoxindoly)

byly pfipraveny z odpovidajicich, komeréné dostupnych isatind niZze popsanymi reakcemi.
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3.3 Syntéza vychozich latek

5-Nitroisatin
0 0
O,N
o H2804 NaNOs/ 2 o
N 0°C,3h N
H H 68%

Do roztoku®® isatinu (10,0 g, 68 mmol) v H2S04 (98 %, 100 ml) vychlazeného v lazni na
0 — 5 °C byl béhem asi 0,5 h pfidan NaNOs (6,0 g, 71 mmol, 1,04 ekv.) tak, aby teplota
neprekrocila 5 °C. Poté byla reakéni smés pfi této teploté udrzovana dalsi 3 h. Po zreagovani
veskerého isatinu (asi 3 h; sledovano pomoci TLC, MF n-hexan/EtOAc 1/5) byla reakéni smés
vylita do kadinky s15 % vodnym roztokem octanu sodného (400 ml). Kadinka byla
ponechdna stat 0,5 h pfi laboratorni teploté, jelikoz se produkt vylu¢oval pomalu. Vyloucena
latka byla zfiltrovana na vakuu a promyta vodou (6 x 50 ml) do neutrdlni reakce vytékajiciho
filtratu (kontrolovano pH papirkem). Ziskana surova latka (11,2 g, Cistota 91 % dle GC) byla

zkrystalizovana z AcOH/H,0 1:1 (v/v) a vysusena ve vakuu.

Vytéiek: 8,9 g (68 %) oranZové krystalické latky s b. t. 255 — 257,5 °C (lit.58 254 — 257 °C),
Cistoty >98 % (GC).

EI_MS (70 eV), m/z (%): 63,0 (30); 90,1 (40); 106,0 (20); 134,0 (10); 164,0 (100); 192,0 (40),
[M*].

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 11,67 (s, 1H, NH); 8,44 (dd, J = 8,7, 2,4 Hz, 1H, Ar-H);
8,21 (d, J = 2,2 Hz, 1H, Ar-H); 7,09 (d, J = 8,7 Hz, 1H, Ar-H). Ziskané NMR spektrum je ve

shodé s literaturou®g.

3-Jodbenzonitril

CN CN
1. H,S0y, H,0, 0 °C, 0,5 h

NH, 2.NaNO,, H,0,0°C,1h |
3.KI, Hy0, rt, 14 h 90 %

Do suspenze® 3-aminobenzonitrilu (3,0 g, 25 mmol) ve vodé (60 ml) vychlazené na 0

— 5 °C byla po kapkach pridana H,SO4 (98 %, 4,5 ml, 84 mmol) a po pridani kyseliny byla

37



reakéni smés dale michdna do rozpusténi veskerého nitrilu (0,5 h). K roztoku byl poté ptidan
aceton (30 ml) a roztok michan dalSich 15 min. Poté byl po kapkach pfidan roztok NaNO: (5,2
g, 75 mmol, 3 ekv) v H,0 (10 ml) tak, aby teplota reakéni smési neprekrocila 5 °C. Po pfidani
veskerého dusitanu byla reakéni smés udriovana pti teploté do 5 °C dalsi 1 h. Konec
diazotacni reakce byl indikovan jodidoSkrobovym papirkem. Za stalého chlazeni byl prikapan
roztok KI (20,7 g, 125 mmol, 5 ekv) vH,O (30 ml), barka s reakéni smési byla vyjmuta
z chladici 1azné a ponechana michat pfes noc (14 h). Obsah bariky byl poté prelit do délici
nalevky a extrahovan EtOAc (3 x 40 ml). Organicka faze byla promyta 5 % HCl (2 x 30 ml) a
vodou (2 x 20 ml), 10 % roztokem Na>S;03 (2 x 20 ml) a vodou (2 x 20 ml). Organicka faze

byla vysusena bezvodym Na;SOs a odpafena na RVO.

Vytéiek: 5,18 g (90 %) hnédé krystalické latky s b.t. 40 — 41 °C (1it.6°40 °C).
1H NMR (400 MHz, CDCls) & (ppm): 7,97 (t, J = 1,4 Hz, 1H, Ar-H); 7,93 (d, 1H, Ar-H); 7,63 (d, J
= 7,8 Hz, 1H, Ar-H); 7,21 (t, J = 7,9 Hz, 1H, Ar-H). Ziskané NMR spektrum je ve shodé

s literaturou®?.

3.3.1 Primarni thioamidy

rRIC ) NaSH, MgCl, Y 46-84%
& DMF,3h ' po krystalizaci

R= 4-Br, 4-Cl, 3, 4-I

R | aBr  ac 3-cl 4-1
vytdzek [%] | 46 59 84 59

V DMF (50 ml) byl rozpustén®’ NaSH (obsah latky 70 %, 4,0 g, 50 mmol) a MgCl,-6 H,0
(5,1 g, 25 mmol). Po rozpusténi reaktantl byl do roztoku pfidan odpovidajici benzonitril (25
mmol). Reakéni smés byla michana pfi laboratorni teploté po dobu 3 h a poté nalita do vody
(100 ml). Vyloucenad latka byla zfiltrovdna a promyta vodou (2 x 10 ml). Filtraéni kolac byl
rozmichan v 3 % HCI, smés ponechana stat 0,5 h a poté zfiltrovana na vakuu. Filtraéni kolac
byl promyt vodou (2 x 10 ml). Surova latka byla bez pfedchoziho suseni zkrystalizovana z 50

% vodného EtOH.
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4-Bromthiobenzamid

Vytézek: 3,2 g (46 %) Zluté krystalické latky s b.t. 140 — 143 °C (lit.6? 141,5 °C), Cistoty 98 %
(GC).

EI_MS (70 eV), m/z (%): 60,0 (30); 75,0 (35); 102,0 (20); 135,0 (5); 154,9 (10); 182,0 (70),
[M*=S]; 200,9 (30); 214,9 (100), [M"].

4-Chlorthiobenzamid

Vytézek: 2,5 g (59 %) Zluté krystalické latky s b.t. 127 — 130 °C (Iit.53 128 — 129 °C), &istoty 98
% (GC).

EI_MS (70 eV), m/z (%): 51,0 (10); 60,0 (20); 75,0 (20); 102,0 (15); 111,0 (15); 120,0 (5);
138,0 (75), [M*=S]; 155,0 (45); 171,0 (100), [M"].

3-Jodthiobenzamid

Vytéiek: 5,5 g (84 %) zluté krystalické latky s b.t. 119 — 121 °C (lit.%% 122 °C), Cistoty > 99 %
(GC).

EI_MS (70 eV), m/z (%): 60,0 (15); 76,0 (20); 102,0 (20); 126,9 (10); 230,0 (30), [M*=S]; 246,9
(10); 262,9 (100), [M*].

4-)Jodthiobenzamid

Vytézek: 3,0 g (59 %) oranzové krystalické latky s b.t. 154 — 159 °C (lit.%2 150 °C), Cistoty 97 %
(GC).

EI_MS (70 eV), m/z (%): 51,0 (5); 61,9 (10); 75,0 (25); 102,0 (30); 126,9 (15); 207,0 (5); 228,9
(100), [M*=S]; 246,9 (10); 262,9 (55), [M™].
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3.3.2 Isatin p-toluensulfonylhydrazidy (1a-e)

O=g._
P=0
0 N—NH
R R
NN p-TsNHNH, |\\
—_—
|/ N © ‘Meon, 65 °C L N
3h H 1a-e
75-89 %
latka | 1a | 1 | 1c | 1d | 1e | 1
R H 5-Br 5-Cl 5-Me 6-Cl 5-NO;
Vytézek [%] | 82 86 89 79 75 75

Do roztoku® odpovidajiciho isatinu (50 mmol) v MeOH (150 ml) ohFatého na 50 °C
byl za intenzivniho michdni v jedné ddvce pfidan p-toluensulfonylhydrazid (10,2 g, 55 mmol,
1,1 ekv.). Reakéni smés byla refluxovana po dobu 3 h, poté ochlazena na 25 °C. Na odparce
byl roztok zahustén na polovinu plvodniho objemu a ochlazen v ledové lazni na 5 °C.

Vyloucena latka byla zfiltrovana na vakuu a promyta studenym (5 °C) MeOH (2 x 15 ml).

4-Methyl-N‘-[(3Z/E)-2-0x0-1,3-dihydro-2H-indol-3-yliden]benzensulfonylhydrazid (1a)

VytéZek: 12,9 g (82 %) Zluté amorfni latky s b.t. 199 — 203 °C (lit.%6 194 — 195 °C).

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 12,52 a 10,75 (2xbs, 1H, NH); 11.22 (bs, 1H, NH);
7,79-7,91 (m, 2H, AA’XXY); 7,39-7,49 (m, 3H, Ar-H + AA’XX‘); 7,30-7,39 (m, 1H, Ar-H); 6,99-
7,09 (m, 1H, Ar-H); 6,85 a 6,89 (2xd, J 7,86 Hz, 1H, Ar-H); 2,37 a 2,39 (2xs, 3H, CHs). Pomér

konfiguracénich isomeru je priblizné 80:20.

4-Methyl-N‘-[(3Z/E)-5-brom-2-0x0-1,3-dihydro-2H-indol-3-yliden]benzensulfonylhydrazid

(1b)
Vytézek: 17,0 g (86 %) Zluté amorfni latky s b.t. 226 — 227 °C (literatura®® uvadi 217 °C u latky

krystalizované z DMF).
!H NMR: Neditelné spektrum, viz diskuze (kapitola 5.1.2.1). Spektrum je soucasti pfilohy (viz
kapitola 7.2.1)
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4-Methyl-N‘-[(3Z/E)-5-chlor-2-ox0-1,3-dihydro-2H-indol-3-yliden]benzensulfonylhydrazid

(1c)
Vytézek: 15,6 (89 %) zluté amorfni latky s b.t. 232 — 233 °C.

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 12,52 (bs, 1H, NH); 11,31 a 10,76 (2xbs, 1H, NH);
7,88 a 7,79 (2%, 2H, J = 8,2 Hz, Ar-H + AA'XX’); 7,40 — 7,47 (m, 3H, Ar-H + AA’XX‘); 7,33 — 7,39
(m, 1H, Ar-H + AA’XX); 6.89 (d, J = 8.3 Hz, 2H, Ar-H), 6.84 (d, J = 8.3 Hz, 1H, Ar-H), 2.38 (s, 3H,

CHs). Pomér konfiguracénich izomer( ptiblizné 85:15.

4-Methyl-N‘-[(3Z/E)-5-methyl-2-ox0-1,3-dihydro-2H-indol-3-yliden]benzensulfonylhydrazid

(1d)
Vytézek: 13,0 g (79 %) Zluté amorfni latky s b.t. 194 — 196 °C (lit.%5 205 — 206 °C).

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 12,56 (s, 1H, NH); 11,12 (s, 1H, NH); 7,86 (d, J = 8,3
Hz, 2H, Ar-H); 7,43 (d, J = 8,2 Hz, 2H, Ar-H); 7,23 (s, 1H, Ar-H); 7,13 (d, J = 8,0 Hz, 1H, Ar-H);
6,76 (d, J=7,9 Hz, 1H, Ar-H); 2,37 (s, 3H, CHs); 2,24 (s, 3H, CHs). Latka byla ziskana jako jeden

konfiguracni izomer.

4-Methyl-N‘-[(3Z/E)-6-chlor-2-ox0-1,3-dihydro-2H-indol-3-yliden]benzensulfonylhydrazid

(le)
VytéZek: 13,1 g (75 %) Zluté amorfni latky s b.t. 210 — 211 °C (lit.%7 206 — 208 °C).

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 12,48 (bs, 1H, NH); 11,33 a 10,86 (2xs, 1H, NH); 7,40
— 7,45 (m, 3H, Ar-H + AA’XX‘); 7,11 a 7,06 (dd, J = 8,1, 1,5 Hz, 1H, Ar-H), 6,91 a 6,85 (d,/=1,4
Hz, 1H, Ar-H), 2,37 (s, 1H, CHs). Pomér konfiguracénich izomeru pfiblizné 90:10.

4-Methyl-N‘-[(3Z/E)-5-nitro-2-ox0-1,3-dihydro-2H-indol-3-yliden]benzensulfonylhydrazid
(1f)

O=g._
PO
o N—NH
OzN p-TSNHNH, 92N {
—_—
O THF, 65 °C N
H 4 h H Af

75 %
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Do roztoku 5-nitroisatinu (3,8 g, 20 mmol) v THF (100 ml) byl pfi 40 °C pfidan p-
toluensulfonylhydrazid (4,1 g, 22 mmol, 1,1 ekv). Reakéni smés byla zahfivdana na 65 °C.
Konverze byla sledovdna pomoci TLC (MF = DCM 100%). Po 4 h reakéni smés neobsahovala
zadnou vychozi latku, takZe byla ochlazena na 25 °C a pomoci RVO zahus$téna na polovinu
pGvodniho objemu. Roztok byl ponechan michat prfes noc na magnetické michacce.

Vyloucena latka byla zfiltrovdna a promyta MeOH (2 x 10 ml).

Vytéiek: 13,5 g (75 %) luté amorfni latky, b.t. 209 — 210 °C (Iit.® uvadi 214 — 215 °C u latky
krystalizované ze smési aceton/EtOH).

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 11,77 (s, 1H, NH); 11,32 (bs, 1H, NH); 8,78 (d, J = 2,1
Hz); 8,41 (d, J = 2,2 Hz); 8,26 — 8,15 (m), 8,08 (d, J = 2.2 Hz); 8,03 — 7,96 (m); 7,91 (d, J = 8,3
Hz); 7,81 (d, J = 8,2 Hz); 7,56 — 7,28 (m); 7,08 — 6,94 (m, 2H); 2,36 (s, 3H, CH3).

3.3.3 3-Diazooxindoly (2a-e)

O=qa._
S0
N—NH N
R ! R 2
I\ N o NaOH (4,5 ekv) l\\
Z =N H,0, 50°C, 4 h N
1 H H 2a-e
a-e 89 -97 %
latka | 2a | 20 | 2 | 2d | 2 | 2e
R H 5-Br 5-Cl 5-Me 6-Cl 5-NO,
Vytézek [%] 9% 97 89 96 92 75

Do suspenze® p-toluensulfonylhydrazidu odpovidajiciho isatinu (35 mmol) ve vodé
(350 ml) byl pridan roztok NaOH (5,4 g, 135 mmol, 4,5 ekv) ve vodé (20 ml). Heterogenni
smés byla zahtivana na vodni lazni pfi 50 °C po dobu 4 h. Vysledny roztok/suspenze byla
ochlazena na 25 °C a extrahovana EtOAc (3 x 150 ml). Organicka faze byla promyta vodou
(100 ml), solankou (50 ml), vysuSena bezv. Na,SOa a odpafena na RVO. Takto ziskané latky
byly (dle *H NMR) dostacujici ¢istoty a byly proto pouZity bez dal$iho ¢isténi k nasledujici

reakci.
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3-Diazo-1,3-dihydro-2H-indol-2-on (2a)

Vytéiek: 5,3 g (96 %) oranzové krystalické |atky tajici za rozkladu pfi 165 °C (lit.%® uvadi
rozklad pfi 168 °C).

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 10,66 (s, 1H, NH); 7,39 (d, J = 7,6 Hz, 1H, Ar-H); 7,09
(t, J=7,7 Hz, 1H, Ar-H); 6,99 (t, J = 7,6 Hz, 1H, Ar-H); 6,91 (d, J = 7,7 Hz, 1H, Ar-H). Ziskané

NMR spektrum je ve shodé s literaturou”®.

3-Diazo-5-brom-1,3-dihydro-2H-indol-2-on (2b)

Vytéiek: 8,0 g (97 %) oranzové amorfni latky tajici za rozkladu p¥i 220 — 222 °C (1it.%5 uvadi
b.t. 218 — 219 °C u latky krystalizované z EtOH).

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 10,78 (s, 1H, NH); 7,65 (s, 1H, Ar-H); 7,22 (d, J = 8,3
Hz, 1H, Ar-H); 6,83 (dd, J = 8,3, 2,0 Hz, 1H, Ar-H).

3¢ NMR (100 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 167,2; 131,7; 127,4; 121,6; 112,8; 111,4; 60,5
(C=N*=N").

3-Diazo-5-chlor-1,3-dihydro-2H-indol-2-on (2c)

Vytéiek: 6,0 g (89 %) oranzové amorfni latky tajici za rozkladu pfi 219 — 222 °C (lit.”* 189 -
191 °C).

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 10,78 (s, 1H, NH); 7,53 (d, J = 2,0 Hz, 1H, Ar-H); 7,09
(dd, J = 8,3, 2,1 Hz, 1H, Ar-H); 6,87 (d, J = 8.3 Hz, 1H, Ar-H).

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 167,4; 131,3; 124;68; 124,7; 119,0; 118,9; 118,9;
111,0; 60,7 (C=N*=N"). Ziskand NMR spektra jsou ve shodé s literaturou.

3-Diazo-5-methyl-1,3-dihydro-2H-indol-2-on (2d)

Vytéiek: 5,8 g (96 %) Eervené amorfni latky s b.t. 190 — 194 °C (lit.%5 193 — 195 °C).
1H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 10,53 (s, 1H, NH); 7,18 (s, 1H, Ar-H); 6,89 (d, J = 7,9
Hz, 1H, Ar-H); 6,79 (d, J = 7,9 Hz, 1H, Ar-H), 2,26 (s, 3H, CH3).

3-Diazo-6-chlor-1,3-dihydro-2H-indol-2-on (2e)

Vytéiek: 6,2 g (92 %) oranzové krystalické latky tajici za rozkladu p¥i 192 °C (lit.”? uvadi
rozklad pti 197 — 199 °C).
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1H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 10,79 (s, 1H, NH); 7,38 (d, J = 8,2 Hz, 1H, Ar-H); 7,01
(dd, J=8,2, 1,6 Hz, 1H, Ar-H).
13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 167,6; 133,7; 129,3; 120,9; 120,3; 116,0; 109,9; 60,2

(C=N*=N"). Ziskand NMR spektra jsou ve shodé s literaturou?.

3-Diazo-5-nitro-1,3-dihydro-2H-indol-2-on (2f)

:,S:O
N—NH N2
O,N /i 1. NaOH (4,5 ekv) O,N
o H,0,60°C, 2h o
N 2.CO;, (s) N
H
H 1f 750, N o2f

Do suspenze p-toluensulfonylhydrazidu 5-nitroisatinu (6,0 g, 16,5 mmol) ve vodé (150
ml) byl pfidan roztok NaOH (3,0 g, 75 mmol, 4,5 ekv) ve vodé (10 ml). Heterogenni smés byla
zahfivdna na vodni lazni pfi 60 °C po dobu 2 h. Vysledny roztok byl ochlazen na 25 °C a
michan pres noc. Do vysledného cerveného roztoku byl za soucasného prihtivani ve vodni
[azni (45 °C) postupné pridavan suchy led (asi 15 g) do Uplné neutralizace (kontrolovano pH
papirkem). Vysrdzend latka byla zfiltrovana na vakuu, promyta vodou (3 x 10 ml) a ususena

na vzduchu.

Vytéiek: 2,5 (75 %) zluté amorfni latky tajici za rozkladu pfi 235 °C (lit.%® uvadi b.t. pfi 238 —
240 °C u latky krystalizované ze smési EtOH/H,0).

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 8,44 (d, J = 2,3 Hz, 1H, Ar-H); 8,01 (dd, J = 8,7, 2,4 Hz,
1H, Ar-H); 7,05 (d, J = 8,7 Hz, 1H, Ar-H); 3,59 (bs, 1H, NH).

13C NMR (100 MHz, DMSO- ds) & (ppm): 167,7; 141,7; 138,4; 121,5; 118,4; 114,9; 109,6; 61,6
(C=N*=N"). Ziskand NMR spektra jsou ve shodé s literaturou, s vyjimkou signalu kyselého
vodiku v 'H NMR spektru, u kterého literatura’® uvadi posun 10,38 ppm. Pii méFeni latky
pomoci 'H NMR byl ziskdn Siroky signal s posunem 3,59, zplsobeny pravdépodobné

vyménou protonu s rozpoustédlem.
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3.3.4 3-Bromoxindoly (3a-f)

N, Br
R R
N HBr (aq) N
I 0 o s’ | 0
A 10-5°C N~y
H 2a-f 2h H 3a-f
71-96 %
latka | 3a | 30 | 3¢ | 3d | 3 | 3f
R H 5Br | 5Cl | 5Me | 6C | 5NO,
Vytszek [%] | 82 85 9% 77 92 91

Do 400 ml vysoké kadinky byla pfedlozena3® kyselina bromovodikova (23 ml, w = 48
%, 200 mmol, 10 ekv) a vychlazena v lazni na — 10 °C. Do ni byl za intenzivniho michani
v jedné davce vsypan odpovidajici diazooxindol (20 mmol), ktery byl pfedem dlkladné
rozetfen na jemny prasek. Reakéni smés byla udrzovana pii —10 + -5 °C po dobu 2 h. Poté
byla kaddinka s reakéni smési vyjmuta z chladici 1dzné a ponechdna doreagovat 2 h pfi 25 °C.
Vysledna (bild az slabé Zluta) suspenze byla zfiltrovana na frité a filtracni kolac byl promyvén
vodou do neutralni reakce (na pH papirek) vytékajiciho filtratu. Ziskana latka byla vysusena

na vzduchu.

3-Brom-1,3-dihydro-2H-indol-2-on (3a)

Vytézek: 3,5 g (82 %) bilé amorfni latky s b.t. 162 — 163 °C (lit.”® 162 — 164 °C).

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 10,77 (s, 1H, NH); 7,33 (d, J = 7,5 Hz, 1H, Ar-H); 7,26
(t, /= 7,7 Hz, 1H, Ar-H), 7,01 (t, J = 7,5 Hz, 1H, Ar-H); 6,85 (d, J = 7,8 Hz, 1H, Ar-H); 5,70 (s, 1H,

C(Br)—H). Ziskané NMR spektrum je ve shodé s literaturou’s.

3,5-Dibrom-1,3-dihydro-2H-indol-2-on (3b)

Vytézek: 4,9 g (85 %) nazloutlé amorfni latky rozkladajici se pti 170 °C.

1H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 10,92 (s, 1H, NH); 7,50 (s, 1H, Ar-H); 7,45 (dd, J = 8,3,
1,5 Hz, 1H, Ar-H); 6,82 (d, J = 8,3 Hz, 1H, Ar-H), 5,70 (s, 1H, C(Br)—H).
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3-Brom-5-chlor-1,3-dihydro-2H-indol-2-on (3c)

Vytézek: 4,7 g (96 %) bilé amorfni latky rozkladajici se pfi 179 °C.

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 10,90 (s, 1H, NH); 7,38 (s, 1H, Ar-H); 7,31 (dd, J = 8,3,
2,0 Hz, 1H, Ar-H); 6,87 (d, J = 8,3 Hz, 1H, Ar-H); 5,69 (s, 1H, C(Br)—-H).

13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 173,3; 141,3; 130,0; 125,9; 125,9; 111,7; 39,6.

3-Brom-5-methyl-1,3-dihydro-2H-indol-2-on (3d)

Vytézek: 3,2 g (71 %) zluté amorfni latky s b.t. 173 — 174 °C.

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 10,67 (s, 1H, NH); 7,13 (s, 1H, Ar-H); 7,05 (d, J = 7,9
Hz, 1H, Ar-H); 6,74 (d, J = 7,9 Hz, 1H, Ar-H); 5,65 (s, 1H, C(Br)=H); 2,24 (s, 3H, CHs).

13C NMR (101 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 173,6; 139,9; 131,3; 130,5; 127,0; 126,5; 109,9; 40,7
(C-Br); 20,5 (CHa).

3-Brom-6-chlor-1,3-dihydro-2H-indol-2-on (3e)

Vytézek: 4,5 g (92 %) nazloutlé amorfni latky s b.t. 162 — 163 °C.

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 10,92 (s, 1H, NH); 7,35 (d, J = 8,0 Hz, 1H, Ar-H); 7,07
(dd, J=8,0, 1,7 Hz, 1H, Ar-H); 6,88 (d, J = 1,5 Hz, 1H, Ar-H); 5,71 (s, 1H, C(Br)—H).

13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 173,6; 143,8; 134,3; 127,5; 126,0; 122,1; 110,3; 39.4
(C-Br).

3-Brom-5-nitro-1,3-dihydro-2H-indol-2-on (3f)

Vytézek: 4,7 g (91 %) bilé amorfni latky rozkladajici se pfi 205 °C.

1H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 11,49 (s, 1H, NH); 8,22 (dd, J = 8,7, 1,8 Hz, 1H, Ar-H);
8,18 (s, 1H, Ar-H); 7,06 (d, J = 8,7 Hz, 1H, Ar-H); 5,82 (s, 1H, C(Br)—H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 174,0; 148,7; 142,5; 128,3; 127,2; 121,5; 110,5; 38,6
(C-Br).
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3.3.5 (2)-3-[amino(aryl)methyliden]oxindoly (4a-k)

S NH,
Br
R‘l
A X 21.DMF,25°C,4h
| o+| SR >
Z~N = 2. a) NaHCO;. H,0O
3a-f H nebo
b) TEA, H,O 69-97 %
50 °C, 30 min

a) pro R' = 5-Cl, 6-Cl, 5-Br, 5-Me, 5-NO,
R? = H, 4-Br, 3-Cl, 4-MeO, 3-|
b) proR" =H, R? = 4-|

Latka R! R? Vytézek [%]
4a 5-Cl H 97
4b 5-Cl 4-| 87
4c 6-Cl H 84
ad 6-Cl 4-| 86
4e H 4-| 93
af 5-Br H 88
4g 5-Br 3-1 89
4h 6-Cl 4-MeO 87
4i 5-Br 4-MeO 77
4j 5-Me H 84
a4k 5-Me 4-MeO 69
4| 5-Me 4-Cl 73

4m 5-NO; 4-CF3 96
4n 5-NO; 4-MeO 73

Do roztoku pfislusného 3-bromoxindolu (1,5 mmol) v DMF (3 ml) byl pfidan roztok
odpovidajiciho thioamidu (1,5 mmol) v DMF (2 ml) a reakéni smés byla michana po dobu 4 h

za laboratorni teploty.
Zpracovani A:

Roztok byl vlit do délici nalevky s vodou (100 ml), ve které byl predem rozpustén
hydrogenuhlicitan sodny (0,6 g, 7,5 mmol). Byla provedena extrakce ethyl-acetdtem (3 x 75
ml). Organicka faze byla promyta vodou (3 x 30 ml), solankou (25 ml), usuSena bezvodym

Na;SO4 a odparena na RVO.
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V pfipadé, Ze byl produkt Cistén kolonovou chromatografii za pouziti mobilni faze
obsahujici THF jako eluent, byla surova latka rozpusténa ve vroucim EtOH (30 ml), odparena

na RVO a tento postup jesté jednou opakovan.
Zpracovani B:

Reakéni smés byla vlita do bariky s vodou (50 ml) a do roztoku pridan TEA (0,5 ml, 3,8
mmol, 2,5 ekv.). Reakéni smés byla ohfata na 50 °C a pfi této teploté michana 30 minut. Poté
byla ochlazena na 25 °C, prelita do délici nalevky, nafedéna vodou (50 ml) a extrahovana
ethyl-acetatem (3 x 75 ml). Organicka faze byla promyta vodou (3 x 30 ml), solankou (25 ml),

ususena bezvodym Na,SOs a odparena na RVO.

(Z)-3-[amino(fenyl)methyliden]-5-chlor-1,3-dihydro-2H-indol-2-on (4a)

Cisténim surové latky pomoci sloupcové chromatografie (MF: EtOAc/n-hexan/THF
70/25/5) bylo ziskano 0,39 g (97 %) Zluté latky s b.t. 192,5 — 193 °C.
1H NMR (500 MHz, CDCl3) & (ppm): 9,52 (s, 1H, NH); 9,35 (s, 1H, NH); 7,66 — 7,47 (m, 5H, Ar-
H); 6,94 (d, J = 1,9 Hz, 1H, Ar-H); 6,63 (dd, J = 8,3, 1,9 Hz, 1H, Ar-H); 6,18 (d, J = 8,3 Hz, 1H, Ar-
H); 5,39 (s, 1H, NH).
13C NMR (125 MHz, CDCls) & (ppm): 171,4; 159,9; 136,7; 135,6; 130,7; 129,3; 128,7; 127,7;
123,1; 120,4; 119,0; 109,6; 95,3.
HRMS: pro CisH11CIN2O; [M+H"]: vypocteno: 271,0633; zméfeno: 271,0652.
Za ucelem elementarni analyzy byla provedena krystalizace ze smési n-hexan/EtOAc.
Elementarni analyza:
Vypocteno: C: 66,55; H: 4,10; N: 10,35; Cl: 13,10; O: 5,91.
Nalezeno: C: 66,40; H: 4,05; N: 10,27; Cl: 13,09.

(Z)-3-[amino(4-jodfenyl)methyliden]-5-chlor-1,3-dihydro-2H-indol-2-on (4b)

Cisténim surové latky pomoci sloupcové chromatografie (MF: EtOAc/n-hexan 9/1)
bylo ziskano 0,52 g (87 %) Zluté latky s b.t. 257 — 258 °C.
1H NMR (500 MHz, CDCls) & (ppm): 9,59 (s, 1H, NH); 7,99 (s, 1H, NH); 7,93 (d, J = 8,2 Hz, 2H,
AA’XX’, Ar-H); 7,31 (d, J = 8,2 Hz, 2H, AA’XX‘, Ar-H); 6,95 (dd, J = 8,3, 2,0 Hz, 1H, Ar-H); 6,81
(d, J = 8,3 Hz, 1H, Ar-H); 6,34 (d, J = 1,8 Hz, 1H, Ar-H); 5,25 (s, 1H, NH).
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13C NMR (125 MHz, CDCls) & (ppm): 170,6; 159,0; 138,6; 134,6; 133,9; 129,3; 126,1; 125,8;
123,4; 118,4; 109,89; 97,4.

HRMS: pro Ci5H11ClIN2O; [M+H*]: vypocteno: 396,9599; zméreno: 396,9600.

Za ucelem elementarni analyzy byla provedena krystalizace ze smési MeOH/IPA.
Elementarni analyza:

Vypocteno: C:45,43; H: 2,54; N: 7,06; Cl: 8,94; |: 32,00, O: 4,03.

Nalezeno: C: 45,20; H: 2,39; N: 6,90.

(Z)-3-[amino(fenyl)methyliden]-6-chlor-1,3-dihydro-2H-indol-2-on (4c)

Cist&nim surové latky pomoci sloupcové chromatografie (MF: EtOAc/n-hexan 4/1)
bylo ziskdno 0,34 g (84 %) béZzové latky s b.t. 212 — 214 °C.
14 NMR (500 MHz, CDCls) & (ppm): 9,60 (s, 1H, NH); 9,07 (s, 1H, NH); 7,80 — 7,46 (m, 5H, Ar-
H); 6,93 (dd, J = 8,2, 1,9 Hz, 1H, Ar-H); 6,83 (d, J = 8,2 Hz, 1H, Ar-H); 6,24 (d, /= 1,7 Hz, 1H, Ar-
H); 5,43 (s, 1H, NH).
13C NMR (125 MHz, CDCl3) & (ppm): 171,2; 160,6; 135,3; 134,1; 130,9; 129,3; 127,6; 126,1;
125,8; 123,0; 118,4; 109,9; 95,3.
HRMS: pro Ci5H11CIN2O; [M+H*]: vypoéteno: 271,0633; zméreno: 271,0633.
Za ucelem elementarni analyzy byla provedena krystalizace ze smési toluen/MeOH.
Elementarni analyza:
Vypocteno: C: 66,55; H: 4,10; N: 10,35; Cl: 13,10; O: 5,91.
Nalezeno: C: 66,23; H: 3,98; N: 10,23; Cl: 13,00.

(Z)-3-[amino(4-jodfenyl)methyliden]-6-chlor-1,3-dihydro-2H-indol-2-on (4d)

Cist&nim surové latky pomoci sloupcové chromatografie (MF: EtOAc/n-hexan/THF
70/25/5) bylo ziskano 0,51 g (86 %) oranZové latky s b.t. 256 — 260 °C.
'H NMR (500 MHz, CDCl3) 6 (ppm): 9,46 (s, 1H, NH); 8,09 (s, 1H, NH); 7,90 (d, J = 8,2 Hz, 2H,
AA’XX’, Ar-H); 7,30 (d, J = 8,2 Hz, 2H, AA’XX’, Ar-H); 6,90 (d, J = 1,8 Hz, 1H, Ar-H); 6,69 (dd, J =
8,3, 1,9 Hz, 1H, Ar-H); 6,25 (d, J = 8,3 Hz, 1H, Ar-H); 5,20 (s, 1H, NH).
13C NMR (125 MHz, CDCl3) & (ppm): 170,7; 158,3; 138,6; 136,4; 134,9; 129,4; 129,1; 122,8;
120,7; 119,1; 109,5; 97,1; 95,6.
HRMS: pro Ci5H11ClIN2O; [M+H*]: vypocteno: 396,9599; zméreno: 396,9605.
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Za Ucelem elementarni analyzy byla provedena krystalizace ze smési toluen/MeOH a trituace
n-hexanem.

Elementarni analyza:

Vypocteno: C:45,43; H: 2,54; N: 7,06; Cl: 8,94, I: 32,00; O: 4,03.

Nalezeno: C: 45,36; H: 2,44; N: 6,95.

(Z)-3-[amino(4-jodfenyl)methyliden]-1,3-dihydro-2H-indol-2-on (4e)

Cisténim surové latky pomoci sloupcové chromatografie (MF: 100 % EtOAc) bylo
ziskdano 0,50 g (93 %) Zluté latky s b.t. 242 — 245 °C.
'H NMR (500 MHz, CDCl3) 6 (ppm): 9,47 (s, 1H, NH); 7,90 (d, J = 8,3 Hz, 1H, Ar-H); 7,86 (s,
1H, NH); 7,69 (d, J = 8,4 Hz, 2H, AA’XX’, Ar-H); 7,46 (d, J = 8,4 Hz, 2H, AA’XX’, Ar-H); 7,32 (d, J
= 8,3 Hz, 1H, Ar-H); 6,99 (t, J = 7,6 Hz, 1H, Ar-H); 6,89 (d, J = 7,7 Hz, 1H, Ar-H); 6,72 (t, J = 7,6
Hz, 1H, Ar-H); 6,36 (t, J = 7,6 Hz, 1H, Ar-H); 5,13 (s, 1H, NH).
13C NMR (125 MHz, CDCl3) & (ppm): 170,7; 158,0; 157,9; 138,5; 135,6; 134,7; 132,5; 129,6;
124,9; 123,8; 120,8; 118,5; 109,1; 96,9.
HRMS: pro CisH11IN2O; [M+H]: vypocteno: 362,99888; zméreno: 362,99893.
Za ucelem elementarni analyzy byla provedena krystalizace ze smési toluen/MeOH.
Elementarni analyza:
Vypocteno: C:49,75; H: 3,06; N: 7,73; |: 35,00; O: 4,42.
Nalezeno: C:49,64; H: 3,01; N: 7,68; I: 34,85.

(Z)-3-[amino(fenyl)methyliden]-5-brom-1,3-dihydro-2H-indol-2-on (4f)

Cisténim surové latky pomoci sloupcové chromatografie (MF: EtOAc/n-hex/THF
70/25/5) bylo ziskano 0,42 g (88 %) zluté latky s b.t. 203 — 204,5 °C.
'H NMR (500 MHz, CDCl3) 6 (ppm): 9,60 (s, 1H, NH); 8,93 (s, 1H, NH); 7,58 (m, 5H, Ar-H);
7,07 (dd, J = 8,2, 1,8 Hz, 1H, Ar-H); 6,79 (d, J = 8,2 Hz, 1H, Ar-H); 6,38 (d, J = 1,5 Hz, 1H, Ar-H);
5,42 (s, 1H, NH).
13C NMR (125 MHz, CDCl3) & (ppm): 170,9; 160,6; 135,2; 134,5; 130,9; 129,3; 127,6; 126,6;
125,8;121,2; 113,4; 110,4; 95,1.
HRMS: pro Ci5H11N20; [M+H*]: vypocteno: 315,01275; zméfeno: 315,01285.
Za ucelem elementarni analyzy byla provedena krystalizace ze smési THF/petrolether,

ziskanad latka byla 2x rozpusténa v EtOH (za horka) a roztok odparen na RVO.
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Elementarni analyza:
Vypocteno: C:57,16; H: 3,52; N: 8,89; Br: 25,35; O: 5,08.
Nalezeno: C:56,94; H: 3,44, N: 8,70; Br: 25,17.

(Z)-3-[amino(3-jodfenyl)methyliden]-5-brom-1,3-dihydro-2H-indol-2-on (4g)

Cisténim surové latky pomoci sloupcové chromatografie (MF: EtOAc/n-hexan/THF
70/25/5) bylo ziskano 0,59 g (89 %) Zluté latky s b.t. 123 — 126 °C.
1H NMR (500 MHz, CDCls) & (ppm): 9,56 (s, 1H, NH); 8,40 (s, 1H, NH); 7,96 (d, J = 8,0 Hz, 1H,
Ar-H); 7,54 (d, J = 7,7 Hz, 1H, Ar-H); 7,32 (t, J = 7,8 Hz, 1H, Ar-H); 7,26 (s, 1H, Ar-H); 7,10 (dd, J
= 8,2, 1,8 Hz, 1H, Ar-H); 6,78 (d, J = 8,2 Hz, 1H, Ar-H); 6,45 (d, J = 1,6 Hz, 1H, Ar-H); 5,31 (s,
1H, NH).
13C NMR (125 MHz, CDCls) & (ppm): 170,6; 158,2; 140,0; 137,1; 136,3; 134,5; 130,9; 127,1;
126,2; 126,2; 121,3; 113,6; 110,5; 95,4; 94,7.
HRMS: pro Ci5H10lBrN;O; [M+H*]: vypocteno: 440,9094; zméfeno: 440,9102.
Za ucelem elementarni analyzy byla provedena krystalizace ze smési toluen/EtOH.
Elementarni analyza:
Vypocteno: C: 40,85; H: 2,29; N: 6,35; O: 3,63; Br: 18,12; |: 28,77.
Nalezeno: C:41,10; H: 2,31; N: 6,25.

(Z)-3-[amino(4-methoxyfenyl)methyliden]-6-chlor-1,3-dihydro-2H-indol-2-on (4h)

Cidté&nim surové latky pomoci sloupcové chromatografie (MF: EtOAc/n-hexan 4/1)
bylo ziskdno 0,39 g (87 %) Zluté latky s b.t. 229,5 - 231 °C.
'H NMR (500 MHz, CDCls) 6 (ppm): 9,50 (s, 1H, NH); 8,38 (s, 1H, NH); 7,50 (d, J = 8,7 Hz, 2H,
AA’XX‘, Ar-H); 7,04 (d, J = 8,7 Hz, 2H, AA’XX’, Ar-H); 6,67 (dd, J = 8,3, 1,9 Hz, 1H, Ar-H); 6,37
(d, J = 8,3 Hz, 1H, Ar-H); 5,28 (s, 1H, NH); 3,91 (s, 3H, CHs).
13C NMR (125 MHz, CDCls) & (ppm): 170,9; 161,5; 160,0; 136,2; 129,4; 129,4; 127,8 123,4;
120,5; 119,1; 114,5; 109,4; 95,1; 55,5.
HRMS: pro Ci6H13CIN2O2; [M+H*]: vypocteno: 301,0738; zméreno: 301,0744.
Za ucelem elementarni analyzy byla provedena krystalizace ze smési toluen/MeOH.
Elementarni analyza:
Vypocteno: C: 66,80; H: 3,74; N: 10,39; Cl: 13,15; O: 5,93.
Nalezeno: C: 66,50, H: 3,63; N: 10,26; Cl: 12,98.
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(Z)-3-[amino(4-methoxyfenyl)methyliden]-5-brom-1,3-dihydro-2H-indol-2-on (4i)

Cisténim surové latky pomoci sloupcové chromatografie (MF: EtOAc/n-hexan/THF
70/25/5) bylo ziskano 0,40 g (77 %) zluté latky s b.t. 238 — 240 °C.
'H NMR (500 MHz, CDCl3) & (ppm): 9,42 (s, 1H, NH); 8,02 (s, 1H, NH); 7,32 (d, J = 8,6 Hz, 2H,
AA’XX’, Ar-H); 7,06 (s, 1H, Ar-H), 6,95 — 6,81 (m, 3H, Ar-H); 6,57 (d, J = 8,2 Hz, 1H, Ar-H); 6,42
(s, 1H, Ar-H); 5,13 (s, 1H, NH); 3,72 (s, 3H, CHs).
13C NMR (125 MHz, CDCl3) & (ppm): 170,7; 161,7; 160,7; 134,1; 129,3; 127,4; 126,9; 125,7;
121,2;114,6; 113,4; 110,3; 55,5.
HRMS: pro Ci6H13BrN202; [M+H*]: vypoclteno: 345,0223 ; zméreno: 345,0221.
Za ucelem elementarni analyzy byla provedena krystalizace ze smési toluen/EtOH.
Elementarni analyza:
Vypocteno: C:57,35; H: 3,21; N: 8,92; Br: 25,43; O: 5,09.
Nalezeno: C:57,37; H: 3,17; N: 8,80; Br: 25,40.

(Z)-3-[amino(fenyl)methyliden]-5-methyl-1,3-dihydro-2H-indol-2-on (4j)

Cidté&nim surové latky pomoci sloupcové chromatografie (MF: EtOAc/n-hexan 9/1)
bylo ziskdno 0,32 g (84 %) béZzové latky s b.t. 206 — 208 °C.
'H NMR (500 MHz, CDCl3) & (ppm): 9,51 (s, 1H, NH); 8,37 (s, 1H, NH); 7,68 — 7,47 (m, 5H, Ar-
H); 6,80 (d, J = 8,1 Hz, 1H, Ar-H); 6,10 (s, 1H, Ar-H); 5,23 (s, 1H, NH); 2,08 (s, 3H, CH3).
13C NMR (125 MHz, CDCls) & (ppm): 171,2; 159,3; 136,0; 133,5; 130,4; 129,60; 129,1; 127,8;
124,7; 124,0; 119,2; 108,8; 95,9; 21,4.
HRMS: pro Ci6H14N20; [M+H"]: vypocteno: 251,1179; zméreno: 251,1175.
Za ucelem elementarni analyzy byla provedena krystalizace ze smési ACN/n-hexan.
Elementarni analyza:
Vypocteno: C:76,78; H:5,64; N: 11,19; O: 6,39.
Nalezeno: C:76,70; H: 5,64; N: 11,16.

(Z)-3-[amino(4-methoxyfenyl)methyliden]-5-methyl-1,3-dihydro-2H-indol-2-on (4k)

Cisténim surové latky pomoci sloupcové chromatografie (MF: EtOAc/n-hexan/ACN

75/20/5) bylo ziskdno 0,29 g (69 %) zluté latky s b.t. 213 - 215 °C.
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1H NMR (500 MHz, CDCls) & (ppm): 9,52 (s, 1H, NH); 8,27 (s, 1H, NH); 7,53 (d, J = 8,6 Hz, 2H,
AA'XX, Ar-H); 7,04 (d, J = 8,7 Hz, 2H, AN'XX’, Ar-H); 6,79 (s, 2H, Ar-H); 6,32 (s, 1H, Ar-H); 5,19
(s, 1H, NH); 3,91 (s, 3H, CHs).

13C NMR (125 MHz, CDCl5) & (ppm): 171,2; 161,3; 159,4; 133,4; 129,6; 129,5; 128,3; 124,9;
123,9; 119,12; 114,3; 108,7; 95,7; 55,5; 21,4.

HRMS: pro Ci17H16N202; [M+H*]: vypocteno: 281,1285; zméreno: 281,1279.

Za ucelem elementarni analyzy byla provedena krystalizace ze smési ACN/EtOAc.
Elementarni analyza:

Vypocteno: C:72,84; H:5,75; N:9,99; O: 11,42.

Nalezeno: C:72,72; H: 5,64; N: 9,81.

(Z)-3-[amino(4-chlorfenyl)methyliden]-5-methyl-1,3-dihydro-2H-indol-2-on (4l)

Cidté&nim surové latky pomoci sloupcové chromatografie (MF: EtOAc/MeOH 100/1)
bylo ziskdno 0,31 g (73 %) Zluté latky s b.t. 246 — 247,5 °C.
'H NMR (500 MHz, CDCl3) & (ppm): 9,49 (s, 1H, NH); 8,27 (s, 1H, NH); 7,53 (s, 4H, Ar-H); 6,80
(s, 2H, Ar-H); 6,18 (s, 1H, Ar-H); 5,14 (s, 1H, NH); 2,12 (s, 3H, CH3).
13C NMR (125 MHz, CDCl3) & (ppm): 171,1; 157,7; 136,6; 134,3; 133,6; 129,9; 129,4; 124,4;
124,4; 119,1; 108,9; 96,2; 21,4.
HRMS: pro Ci7H13F3N20; [M+H*]: vypocteno: 285,0789 ;zméreno: 285,0784.
Za ucelem elementarni analyzy byla provedena krystalizace ze smési ACN/EtOAc.
Elementarni analyza:
Vypocteno: C:67,49; H: 4,60; N: 9,84; Cl: 12,45; O: 5,62.
Nalezeno: C:67,51; H: 4,59; N: 9,77; Cl: 12,39.

(Z)-3-[amino(4-trifluormethylfenyl)methyliden]-5-nitro-1,3-dihydro-2H-indol-2-on (4m)

Cisténim surové latky pomoci flash chromatografie (MF: n-hexan/EtOAc; gradient
85/15 -> 20/80 béhem 20 min.) bylo ziskano 0,50 g (96 %) latky tajici za rozkladu pfi 345 —
350 °C.
1H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 11,18 (s, 1H, NH); 9,50 (s, 1H, NH); 8,78 (s, 1H, NH);
8,03 (d, J = 8,1 Hz, 2H, Ar-H, AA’XX’); 7,85 — 7,78 (m, 4H, Ar-H, AA’XX’ + Ar-H); 6,96 (d, J = 8,6
Hz, 1H, Ar-H); 6,63 (d, J = 2,1 Hz, 1H, Ar-H).
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'H NMR (125 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 170,3; 160,9; 141,6; 140,71; 138,57; 130,9 (q, i) =
32,1 Hz); 128,9; 126,3; 124,9; 124,0 (q, Y(cr = 272,5 Hz); 119,3; 111,8; 108,5; 92,8.
HRMS: pro Ci6H10F3N303; [M+H*]: vypocteno: 350,0747; zméfeno: 350,0748.

(Z)-3-[amino(4-methoxyfenyl)methyliden]-5-nitro-1,3-dihydro-2H-indol-2-on (4n)

Cisté&nim surové latky pomoci flash chromatografie (MF: CHCls/MeOH; gradient 99/1
->90/10 béhem 25 min.) bylo ziskano 0,34 g (73 %) latky s b.t. 328 - 331 °C.
1H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 11,11 (s, 1H, NH); 9,56 (s, 1H, NH); 8,58 (s, 1H, NH);
7,82 (dd, J = 8,6, 2,3 Hz, 1H, Ar-H); 7,53 (d, J = 8,6 Hz, 2H, Ar-H, AA’XX’); 7,18 (d, J = 8,7 Hz,
2H, Ar-H, AA’XX’); 7,09 (d, J = 2,0 Hz, 1H, Ar-H); 6,95 (d, J = 8,6 Hz, 1H, Ar-H); 3,88 (s, 3H,
OCHs).
1H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 170.9; 163,3; 161.6; 141,5; 141,0; 130,0; 127,0;
125,81; 119,2; 114,9; 112,4; 108,7; 92,7; 55,9.
HRMS: pro Ci6H13N304; [M+H*]: vypocteno: 312,09788; zméreno: 312,09813.
Za ucelem elementarni analyzy byla provedena krystalizace ze smési toluen/EtOH.
Elementarni analyza:
Teorie: C:61,73; H: 4,21; N: 13,50; O: 20,56.
Experiment: C:61,68; H: 4,17; N: 13,44.
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4 Vysledky a diskuze

4.1 Syntéza vychozich latek

4.1.1 Primarni thioamidy
Vdechny pouZité thiobenzamidy byly syntetizovany jiz osvédéenou’ thiolyzou

aromatickych nitrilG katalyzovanou horecnatou soli, s pouzitim hydrogensulfidu sodného
jako zdroje SH™ iontu. PoufZiti postupu popsaného v literature®” poskytlo thioamidy ve

vytéZcich 46 — 84 % (po krystalizaci).

Vychozi aromatické nitrily byly pouzity komercni, pouze 3-jodbenzonitril pfipraven
podle literatury®® (kapitola 4.3), popisujici sice reakci pro 4-jodderivat, nicméné analogické

reakéni podminky poskytly pfi pouziti m-derivatu vyborny vytézek 3-jodbenzonitrilu (90 %).

4.1.2 Reakcni cesta vedouci k substituovanym 3-bromoxindolim

Klicové vychozi latky, substituované 3-bromoxindoly, byly pfipraveny z
odpovidajicich isatind (1H-indol-2,3-dion) trikrokovou reakci, kterou vystihuje schéma nize
(Schéma 21). Prvnim krokem syntézy je kondenzace vychozi latky sp-
toluensulfonylhydrazidem, vznikly hydrazon je poté podroben eliminacni reakci (E1cB)
v pfitomnosti silné baze (NaOH). Ziskany 3-diazoderivat adi¢né-eliminacni reakci ve vodném

roztoku HBr poskytuje findIni produkt, substituovany 3-bromoxindol.

Me
O=g._
S0
~NH
R! R! b R! 2
|\\ o p-TsNHNH, (1,1 ekv.) |\\ o NaOH (4,5 ekv.) I\\ o
Z~N MeOH nebo THF Z~N H,0, 60 °C PN 9af
H 65°C,3-4h H 2-4h H &

75-89 % qa.f

|\\ HBr (aq, 10 ekv.)
-5--10°C,2h

poté 25 °C, 2 h

75-97%
R'=H, 5-Br, 5-Cl, 5-Me, 5-NO, 6-Cl

71-96 % 3a-f

Schéma 21 - Syntéza vychozich 3-bromoxindold.
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Jedna se o syntetickou cestu pavodné popsanou Tacconim et al.””, ktera byla jiz dfive
optimalizovdna pro maximalizaci vytézku. Tato reakéni kaskada byla jiz dfive s ispéchem
pouzita pro pfipravu sloucenin tohoto strukturniho typu vyzkumnou skupinou prof. Hanuska
[73] [76] a kterou jsem i ja vyuzil pro pfipravu N-methyl-3-bromoxindolu v rdmci mé

bakalarské prace [74].

4.1.2.1 Toluensulfonylhydrazidy substituovanych isatind

Vychozi isatiny byly pouZity komeréné dostupné, pouze 5-nitroisatin byl pfipraven
podle lit.5® Syntézy tosylhydrazidd 1a-e jsou v literatufe 867783 popsany a byly s Gspéchem
provedeny podle publikovanych postupl — reakci odpovidajiciho isatinu s 1,1 ekvivalentem
p-toluensulfonylhydrazidu v methanolu. Vyhodou je snadnd izolace produktd, které se
béhem reakce spontanné vylucuji z reakcni smési. Reakci byly ziskany latky 1a-e ve vytézZcich
v rozmezi 75 — 98 %. Pouze pfi reakci 5-nitroisatinu provadéné podle obecného postupu (viz
kapitola 4.3.2) nebyl ziskan tosylat dostatecné Cistoty. Pfi sledovani pribéhu reakce pomoci
TLC (MF: EtOAc/MeOH 9:1) bylo zjisténo, Ze i po 24 h refluxu reakéni smés obsahovala
vychozi latku. Jelikoz predpokladany diivod problému predstavovala Spatna rozpustnost 5-
nitroisatinu v methanolu, resp. jeho koprecipitace z roztoku spole¢né s produktem, byl pokus
opakovdan s pouzitim polovi¢ni koncentrace vychozich latek, avsak se stejnym vysledkem.
Uspéch nepfineslo ani zvy$eni prebytku p-TsNHNH: z 1,1 na 1,5 molového ekvivalentu. Cisty
tosylat 1f poskytla az reakce dvou zminénych reaktantl v tetrahydrofuranu, inspirovana
literaturou®. Postup popsany v citované literatufe byl mirné upraven — po dostatecné
konverzi byla reakéni smés opatrné zahusténa na polovinu plvodniho objemu z divodu

zvyseni vytézku. Reakce po optimalizaci poskytla latku 1f ve vytézku 75 %.

Pomoci 'H NMR bylo zjisténo, Ze produkty vznikaji jako smés Z/E isomer(. Veskerd
citovana literatura vsak, vyjma bodu tani, neuvadi zadné dalsi charakterizace pfipravenych
latek, o isomerii na vazbé C=N se taktéZ nezmiriuje. Pouze literatura®’ sporadicky popisuje *H

NMR, nicméné bez zminky o E/Z-izomerii.
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Obrdzek 7 — Strukturni vzorce E/Z-izomert pripravenych sloucenin 1a-f.

Zastoupeni jednotlivych konformacdnich izomerd zjisténé pomoci *H NMR shrnuje
Tabulka 1. Pouze 5-methylderivat 1d vznikl jako jeden konformer. Ostatni derivaty 1a-f byly
ziskany jako smési E/Z-izomerd. Domnivam se, Ze zenergetického hlediska bude
preferovanym konformerem Z, a to z toho dlvodu, Ze v Z-konfiguraci zndzornéné na obrazku
vySe (Obrazek 7) mlze vznikat intramolekuldrni vodikova vazba uzavirajici Sesti¢lenny cyklus
— stejné jako je tomu u 3-[amino(aryl)methyliden]oxindol(. U derivatu 1b se nezdafila
analyza ziskaného spektra vyssiho fadu, nepodafilo se ani vyselektovat dva vhodné signdly
k uréeni poméru vzniklych konformerd. Analyza spektra latky 1f byla taktéz obtiznd, kvUli
prekryvu a interferenci signdll spinového systému AA’XX‘ s ostatnimi signaly v aromatické
oblasti. Z divodu vzniku spektra vyssiho radu se podafilo pouze vyselektovat dva vhodné
signaly pro uréeni pomérl vzniklych konformerd. V experimentalni sekci je u této latky
z uvedeného dlivodu pouze vypis spektra bez odpovidajicich integralnich intenzit. Nutno

konstatovat, Ze pripravy 3-diazooxindol( 2a-f z téchto latek byly provedeny bez jakychkoli

problému.
Latka 1a 1b 1c 1d le 1f
Z-izomer [%] 80 - 85 >95 90 65
E-izomer [%] 20 - 15 - 10 35

Tabulka 1 — Pomér E/Z-izomerii v Idtkdch 1a-f stanoveny pomoci 'H NMR.

4.1.2.2 3-Diazooxindoly

Diazoderivaty 2a-e byly pfipraveny bazicky katalyzovanou eliminaci z odpovidajicich
tosylatl 1a-e, popsanou v literatufe’>. Reakce provedend s vodnym roztokem 4,5 ekv. NaOH
poskytla vytézky latek 2a-e v rozmezi 75 — 97 %. Pfiprava 3-diazo-5-nitrooxindolu (2f) byla

problematicka. Pfi provadéni syntézy dle obecného postupu (kapitola 4.3.3) sice vychozi
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latka zreagovala (sledovano pomoci TLC, MF: EtOAc/MeOH 8:2), ale ukazala se byt
nerozpustna v ethyl-acetatu. Pokusy o extrakci pomoci DCM a Et;0 byly taktéZ nelspésné.
Na rozdil od predchozich syntéz (2a-e) nebyla reakéni smés po zreagovani veskeré vychozi
latky suspenzi, ale doslo ke vzniku homogenniho roztoku. Zjevna nerozpustnost zbylych
derivatli ve vodé mne privedla k myslence, Ze produkt je ve vysledném roztoku pfitomen ve
formé sodné soli. Proto byly provedeny pokusy o vysrazeni produktu zménou pH roztoku.
Pfidanim zfedéné kyseliny chlorovodikové do roztoku vedlo k vysraZzeni tmavé rudé, lepivé
latky, kterou nebylo mozno izolovat filtraci. Vyloucena latka taktéz vykazovala Spatnou
rozpustnost v jiz jmenovanych rozpoustédlech. Uspéch pfineslo aZ opatrné vykyseleni na pH
= 7 opatrnym pridavanim suchého ledu za soucdasného pfihfivani reakéni smési v lazni
s teplou vodou, nasledované filtraci vylouéené latky. Zméfeni *H NMR ukazalo, Ze ziskana
latka ma dostacujici Cistotu pro pouZiti v dalSim reakénim kroku. Pouziti tohoto postupu

poskytlo derivat 2f ve vytézku 75 %.

4.1.2.3 3-Bromoxindoly

Posledni reakéni krok, transformace latek 2a-f na 3a-f podle postupu popsaného pro
derivat 2a v literatufe3®, byl proveden bez jakychkoli problémi. P¥ed reakci s vodnym
roztokem HBr vsak bylo nutné vychozi diazoderivaty 2a-f rozetfit na jemny prasek (s
pouzitim tfeci misky a tloucku), jelikoz reakce probihd v heterogenni fazi. Pouziti postupu
popsaného v kapitole 4.3.4, tedy reakci s deseti molovymi ekvivalenty HBr poskytlo kyZzené 5-

a 6- substituované 3-bromoxindoly 3a-f ve vytézcich v rozmezi 71 — 96 %.

4.1.3 Eschenmoserova reakce/transformace kruhu — reakce 3-bromoxindolt
s thiobenzamidy

4.1.3.1 lJiz prozkoumané reakce 3-bromlaktonti/laktamu s thioamidy

Skutecnost, Ze reakce 3-bromoxindolli sthioamidy mlzZe probihat i cestou
Eschenmoserovy reakce byla objevena béhem syntéz 2-fenyl-5-(2-aminofenyl)-1,3-thiazol-
4(5H)-on0 (resp. jejich enolforem)’7¢ — sloudenin zajimavych svymi spektralnimi
vlastnostmi. Tyto thiazoly byly pfipraveny jako analoga 2-fenyl-5-(2-hydroxyfenyl)-1,3-
thiazol-4(5H)-onG (resp. jejich enolforem)®, které byly ziskany reakci thiobenzamidd s 3-
brom-1-benzofuran-2(3H)onem, laktonovym analogem 3-bromoxindolu. Pro reakce obou

zminénych substratl byla predpokladana transformace kruhu, tedy reakce zahrnuijici
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transformaci thioimoniové soli vzniklé substituci na laktamovém/laktonovém substratu (S-
alkylaci). Reakce vedouci ke vzniku 3-[amino(aryl)methyliden]oxindoll nebyla plvodné
predpokladana, jelikoz Eschenmoserova reakce v naprosté vétSiné pripadl neprobiha bez
pfitomnosti thiofilu (viz kapitola 3.3.3 a 3.3.4) a také je jen sporadicky popsdana u primarnich
thioamidd. Jedna se tak o ojedinély priklad Eschenmoserovy reakce bez pritomnosti jak

thiofilu, tak baze. Provadéné reakce a jejich produkty znazorfiuje Schéma 22.
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Schéma 22 — Reakce 3-bromlaktonu/laktamu s arylthioamidem.

Po tomto zjisténi se stala reakce mezi 3-bromoxindoly a thioamidy cilem intenzivniho
vyzkumu® skupiny prof. Hanuska. V ramci moji bakaldfské prace jsem prozkoumal reaktivitu
N-methyl-3-bromoxindoll se zajimavym zjisténim — N-alkylace laktamového substratu zcela
potlacuje reakéni cestu vedouci pres transformaci kruhu a reakénimi produkty jsou vyhradné
1-methyl-3-[amino(aryl)methyliden]oxindoly’®. Pfedpoklddany mechanismus reakci je
uveden na schématu nize (Schéma 23). Vysvétleni pro zablokovani reakéni cesty vedouci ke
4-hydroxythiazolu je nasledujici: pfi reakci vedouci k thiazolu volny elektronovy par dusiku
thioimoniové soli atakuje karbonylovou funkci oxindolového skeletu (Schéma 23, zelené
zvyraznéno). Dochazi k uzavieni kruhu a vzniku tricyklického intermediatu, poté dochazi
k presunu elektronového paru (Schéma 23, cervené zvyraznéno) z jeho deprotonované
hydroxyskupiny a k odstoupeni anilinové skupiny. Pravé jeji substituce mize mit rozhodujici
vliv na pribéh reakce. U tricyklického intermediatu bez substituentu na dusiku muze

probéhnout odstoupeni anilinové skupiny snadno. Pokud je zde pfitomna methylskupina,
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ktera svym kladnym induktivnim efektem zvySuje elektronovou hustotu na dusiku N-
methylanilinového zbytku, stava tato skupina horsi odstupujici skupinou a presmyk, jehoz
produktem by byl 4-hydroxythiazol, se stava energeticky nevyhodny. Reakci s nizsi
energetickou bariérou se stava reakéni cesta mechanismem Eschenmoserovy reakce,

zacinajici stépenim kyselého vodiku (Schéma 23, modfe zvyraznéno).
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Schéma 23 — Eschenmoserova reakce/transformacni reakce thioimoniové soli.

4.1.3.2 Uvodni pokusy se substituovanym 3-bromoxindolem

Pro detailnéjsi vhled do problematiky, predevsim kvili prozkoumani obecnosti reakce
v zavislosti na substituci — a to jak oxindolu, tak thioamidu, jsem svou pozornost zaméfil na
reakci 5- a 6- substituovanych 3-bromoxindoll s thiobenzamidy. S ohledem na strukturu
sloucenin (viz Tabulka 1), jejichZ syntéza je cilem této prace, byly ivodni pokusy provedeny s
3,5-bromoxindolem 3b. Zminény 3,5-bromoxindol 3b v navazce 1 mmol byl podroben reakci
s jednim ekvivalentem thiobenzamidu s pouZitim ACN jako rozpoustédla. Sledovani reakce
pomoci TLC (MF = n-hexan/EtOAc 1:1) prokazalo, Ze reakéni smés po 4 h neobsahovala
zadnou z vychozich latek. Zaroven doslo k precipitaci neznamé latky. Byla provedena filtrace
a filtrat byl odparen za vzniku ¢ervené olejovité latky. Oba ziskané podily byly analyzovany
pomoci H NMR, které prokazalo, Ze oba produkty jsou sloZitou smési nejméné tfi latek, a
tedy z tohoto experimentu nemohly byt vyvozeny jednoznacné zavéry o prabéhu reakce. |
pomér vyloucené latky a latky zlstavsi vroztoku (asi 1:1) vypovidda o nejednoznacné
chemoselektivité reakce. Nasledovaly pokusy s 4-methoxythiobenzamidem, jakoZto
elektrondonorné substituovanym nukleofilnim ¢inidlem, nicméné se stejnym vysledkem.
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Jednoznacéné interpretovatelné vysledky pfinesla az reakce 3,5-dibromoxindolu (3b)
s elektronové  chudymi  thiobenzamidy. Reakce 3,5-dibromoxindolu  (3b) s 4-
trifluormethylthiobenzamidem, opét svyuzitim ACN jakoZto rozpoustédla, poskytla za
pouziti stejnych podminek i postupu pomérné vétsi mnoistvi vyloucené latky (asi 70 %

hmotnosti reaktanta).
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Obrdazek 8 — Srovndni *H NMR spekter produktii reakce 3-bromoxindoli s 4-

trifluormethylbenzamidem.

Analyzou vylouéené latky pomoci *H NMR byla prokazéna pfitomnost jedné majoritni
latky. Pfi podrobnéjSim zkoumadni ziskaného spektra (Obrazek 8, horni spektrum) bylo
zjisténo: Sloucenina vznikla reakci 3,5-dibromoxindolu (3b) s 4-trifluor-
methylthiobenzamidem obsahuje dvé korelujici sady proton0. Prvni znich odpovida
pfitomnosti nesymetrické p-substituce a sklada se ze dvou dubletl (integrdlni intenzity 2 x
2H) vykazujici typickou stfechovitost, pficemz oba maji shodné interakéni konstanty 3Jun,im) =
8,2 Hz. Vysoky rozdil chemickych posun( téchto dvou dublett, a 6 = 0,20 ppm (1. dublet 6 =
8,11 ppm, 2. dublet: § = 7,91 ppm) pak ukazuje na pritomnost silné elektronakceptorni
skupiny, kterou CF3 skupina bezpochyby je. Druhou sadu signdlt tvofi tfi signdly s integralni
intenzitou 3 x 1H — Gzky dublet (& = 7,58 ppm, *Jun;1m) = 2,2 Hz), dublet dubletu (6 = 7,50 ppm,
3Jam:an) = 8,6 Hz, YJunan) = 2,2 Hz) a dublet (86 = 7,16 ppm, 3Juu.m) = 8,6 Hz. Pozorovani takto
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Stépenych signalll v aromatické oblasti ukazuje na pfitomnost 1,2,4-trisubstituovaného
jadra. Posledni signdl v ziskaném H NMR spektru, $iroky singlet splyvajici se zakladni linii,
poukazuje na pfitomnost centra nebo center se schopnosti rychlé chemické vymeény vodiku
s rozpous$tédlem (méfeni provedeno v DMSO-ds). Uvedené *H NMR spektrum také postrada

signdl s posunem & = 10 — 11 ppm, ktery je typicky pozorovan’® ve spektrech oxindol(.

Srovhanim sH NMR jiz dfive pfipravené3® |atky (Obrazek 8, dolni spektrum) a
s vyuzitim zde uvedenych poznatkl byla navrzena struktura vzniklé latky — hydrobromid 5-(2-
amino-5-bromofenyl)-2-(4-trifluormethylfenyl)thiazol-4-olu. Odlisnosti ve srovnavanych
spektrech - absence jednoho signdlu, jednodussi stépeni a posun k vysSimu poli, ke kterému
doslo u jedné sady korelujicich signall - odpovidaji substituci plvodniho oxindolového jadra
halogenem. Pfitomnost ketoformy lze na zakladé zde uvedeného *H NMR spektra vylouéit, a

to z dlvodu absence typického signdlu (singletu) C—H thiazolového cyklu, ktery by odpovidal

ketoformé thiazolu.

Byly provedeny pokusy o izolaci 5-(2-amino-4-bromfenyl)-2-(4-(trifluormethyl)-
fenyl)thiazol-4-olu v Cistoté dostatecné pro kompletni charakterizaci, nicméné i opatrna
dekvarternizace vedla k jeho rozkladu. Nelspésné byly i pokusy o ¢isténi pomoci sloupcové
chromatografie nebo krystalizace. Vzhledem ktomu, Ze pfiprava substituovanych 4-
hydroxythiazol( nebyla primarnim cilem této prace, bylo po nékolika neuspésnych pokusech

zanechdno snahy o izolaci latky v neutralni formé.

4.1.3.3 Vliv pridavku baze do reak¢ni smési

Jak je zfejmé z mechanismu Eschenmoserovy reakce (viz Schéma 23),
intramolekularnimu nukleofilnimu ataku, ktery vede k uzavfieni thiiranového cyklu, musi
predchazet odtrzeni kyselého vodiku a tedy vznik karbaniontu. Z tohoto divodu byl
proveden experiment s pridavkem baze do reakéni smési. Vzhledem k predpokladané
zvySené acidité vodiku v poloze 3 vychoziho 3-bromoxindolu byla zvolena slaba organicka
baze, N-methylmorfolin (pKa = 7,38). K roztoku 3,5-dibromoxindolu (3b) v ACN byl prikapan
roztok 1 ekv. 4-trifluormethylthiobenzamidu v ACN, do kterého byl pfidan 1 ekv. zminéné
baze. lhned po zacatku prikapavani se z reakéni smési zacala vylu¢ovat ¢ervenohnéda latka.
Proto byl odebrdn vzorek k TLC analyze (MF: n-hexan/EtOAc 1:1) — tou bylo zjisténo, Ze
témér ihned po smichdani roztokl reakéni smés jiz neobsahuje vychozi 3-bromoxindol 3b,

vznikla latka zGstala na startu (Rf = 0). Vyloucena latka byla zfiltrovdna na vakuu a promyta
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ACN. Jeji analyza pomoci *H NMR ukazala nasledujici: ve spektru (Obrazek 9) je pfitomny
signél s vysokym chemickym posunem & = >11 ppm typicky pro amidicky oxindolovy vodik
a pouze tfi signaly v aromatické oblasti, z nichZ jeden ma relativné vysoky chemicky posun &
= >9 ppm. Dalsi dva signdly svou stfechovitosti a Stépenim ukazuji na pfitomnost dvou
sousedicich vodikl. Vyskyt pouze ctyr signall svédci a vysoké symetrii vzniknuvsi molekuly.
Srovnanim s literaturou®® bylo potvrzeno, Ze se jednd o 5,5'-dibromisoindigo. Vysvétlenim
pro tento jev muze byt mechanismus znazornény nize (Schéma 24). Pfidavek bdze do reakéni
smési obsahujici 3-bromovany oxindol vedl s odstépeni kyselého vodiku v poloze 3
oxindolového skeletu. Nukleofilni atak konjugované C-baze do polohy 3 dalsi molekuly
vychozi latky majici za nasledek zdvojeni oxindolové struktury nasledovany

dehydrohalogenaci odpovida vzniku isoindiga.
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Obrdzek 9 — Ldtka vznikld pridavkem bdze do reakcni smési.
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Schéma 24 - NavrZzeny mechanismus vzniku isoindiga z 3-bromoxindolu.

Druhy mozny mechanismus vysvétlujici vznik 5,5-dibromisoindiga je znazornén na
schématu nize (Schéma 25) a znazorfiuje moznou transformaci vzniklé S-thioimoniové sole —
kyselost vodiku v poloze 3 oxindolového cyklu bude pravdépodobné jesté vyssi, nei
v pfedchozim pfipadé (u 3-bromoxindolu). Odtrzenim tohoto vodiku pritomnou bazi vznika
C-nukleofil, ktery ndsledovné intermolekuldrné atakuje dal$i molekulu S-thioimoniové soli
(pfipadné 3-bromoxindolu) za odstoupeni molekuly thioamidu. Naslednd eliminace dalsi

molekuly bromovodiku a thioamidu ze vzniklého S-imidothioesteru odpovidd vzniku

isoindiga.
G)B
r
® Ar ® r N R
H,N S H2N§< o)
- O
e — o) NH,
N BH N A S
H H Br
— ArCSNH,
—Br
R
©
HIN N@a Br
«— O S3¢ 2
—ArCSNH, XX e
_Bre | O
/< ~N
R H

Schéma 25 - NavrZzeny mechanismus vzniku isoindiga z thioiminiové sole.

Nutno zminit, Ze vznik 5,5 pfipadné 6,6° symetrickych isoindigovych derivatl (viz
dale, kapitola 5.1.3.5) coby vedlejsich produktli provadéné reakce provazelo pripravu celé
série latek 4a-n. Ackoli nebylo stanovovano presné mnoiZstvi vzniklé pfi preparacich

jednotlivych derivatli, vizualné se vznik isoindiga projevoval z¢ervendnim aZz zcerndnim
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reakéni smési. Pfi Uvodnich pokusech o syntézu latky 4a dochdzelo k vysrazeni vétsich
mnoizstvi tohoto meziproduktu, coz ve vysledku znamenalo téméf nemoZnou separaci
pomoci sloupcové chromatografie z dlivodu rozmyvani isoindiga pti provadéni sloupcové
chromatografie. Caste¢né byla tato vedlej$i reakce potlaéena pouzitim bezvodého

rozpoustédla.

4.1.3.4 Vliv rozpoustédla na pribéh reakce, reakce v DMF

Po zjisténi, Ze pfi pouziti ACN jako rozpoustédla vznikaji jako hlavni produkty latky
vzniklé transformaci kruhu (4-hydroxythiazoly, Schéma 22), bylo rozhodnuto o zméné
rozpoustédla. Byl zvolen polarni a aproticky N,N-dimethylformamid (DMF). S nim byla
zopakovana reakce, kterd v pfipadé provedeni vACN vedla kziskani Ccistého 4-

hydroxythiazolu, tedy reakce 3,5-dibromoxindolu 3b a 4-triflurmethylbenzamidem.

Béhem  sledovani predchozi reakce  3,5-dibromoxindolu (3b) a 4-
triflurmethylbenzamidem v ACN pomoci TLC bylo zjisténo, Ze vznikajici produkt (4-
hydroxythiazol) vykazuje, vystaven UV (A = 366 nm) vyraznou Zlutou fluorescenci. Pfitomnost
2,5-diaryl-4-hydroxythiazolu maze byt jednoduse indikovadna vystavenim reakcéni smési UV
zafeni. Vlevo na fotografii nize (Obrazek 10) je snimek reakéni smési latky 3b a 4-
trifluormethylbenzamidu v ACN naredény EtOAc, vykazujici silnou fluorescenci. Vpravo
(Obrazek 10) je pak vzorek reakéni smési stejnych reagujicich komponent v DMF, také
naredénou EtOAc, ktera vSak zadnou fluorescenci nevykazuje. Ndsledna analyza (po 4h
reakéniho ¢asu) pomoci TLC (MF: EtOAc/n-hexan 8/2) odhalila pritomnost tfi latek, z nichz
jedna (Rf = 0,6) tvofila majoritni podil. Dale bylo v reakéni smési prokazano 5,5'-

dibromisoindigo (Rf = 0,05) a vychozi 4-trifluormethylthiobenzamid).

Obrdzek 10

Vzorky reakcnich smési v expozici UV
zareni ((A = 366 nm).

A: 3b + CF;TBA v ACN, naredéno EtOAc.

B: 3b + CF3TBA v DMF, naredéno EtOAc.
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Béhem celé reakéni doby zlstal roztok homogenni, nejspiSe kvlli dobré rozpustnosti
vznikajici latky v DMF. Po zreagovani veskerého 3,5-dibromoxindolu (3b) byla reakéni smés
vlita do vody, coz vedlo kvylouceni hnédé latky. Pridanim EtOAc nedoslo k jejimu
rozpusténi. Nepfitomnost baze v reakéni smési a fakt, Ze pfi reakci musi byt nukleofugem
bromidovy aniont mne vedlo k Uvaze, Ze by vyloucena latka mohla byt ve formé kvarterni
amoniové soli. Pfidavek baze (2 ekv. NaHCOs) do smési ved| k rozpusténi vyloucené latky

v EtOAc. Odpafenim organické faze byla ziskana hnéda latka, jejiz *H NMR je na Obrazku 11.
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Obrdzek 11 —H NMR spektrum ziskané reakci ldtky 3b a 4-CFsTBA.

Z 'H NMR analyzy lze usoudit nasledujici: spektrum obsahuje dvé sady spolu
korelujicich protond. Prvni z nich jsou dva dublety s integralni intenzitou 2H, prvnis § = 7,89
ppm a druhy s& = 7,55 ppm se shodnou interakéni konstantou 3Jin.an) = 8,4 Hz. Dublet
s chemickym posunem & = 7,55 navic vykazuje ndznak $tépeni zplisobené interakci *H-1°F —
tyto dva signaly tedy vypovidaji o pritomnosti 4-CFsPh (AA’XX’ spinovy systém) fragmentu
v molekule. Druhou sadou korelujicich signal( jsou dva dublety s 6 = 6,92 ppm a 6,84 ppm
sintegralni intenzitou H, vykazujici typickou stfechovitost a majici stejnou interakéni
konstantu 3Jan:1n) = 8,2 Hz. Spolu s Uzkym singletem & = 5,97 ppm (*n;1m) = 1,1 Hz) tato sada
signall prokazuje pfitomnost trisubstituovaného jadra. Hlavni rozdil oproti *H NMR spektru
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2,5-diaryl-4-hydroxythiazolu (Obrazek 8 v kapitole 5.1.3.2) vSak spociva v pfitomnosti signalu
vodiku amidické funkce, pro oxindoly typicky s & pftiblizné 10 ppm (v tomto ptipadé 6 =
10,60 ppm) a dvou Sirokych singletd s & = 9,53 ppm a & = 8,39 ppm, ukazujicich na
pfitomnost NH. skupiny. Tyto poznatky potvrzuji vznik 3-[amino(4-trifluormethylfenyl)-

methyliden]-5-bromoxindolu.

'H NMR prokazuje daldi dlleZitou véc. Signdl odpovidajici vodiku v poloze 4
oxindolového skeletu (Obrazek 12, cervené zvyraznéno) ma navzdory faktu, Ze je vazan na
aromaticky skelet a navic sousedi s halogenem, netypicky maly chemicky posun (6 = 5,97
ppm). Tento posun k nizSimu poli (,downfield shift) lze dobfe vysvétlit stinicim efektem
magnetického pole oblaku m-elektronli fenylskupiny nad vodikem H4. U (2)-3-
[amino(aryl)methyliden]oxindold ma fenylskupina velkou energetickou bariéru rotace
(kolem osy vazby spojujici aromatické jadro s sp? methylidenovym uhlikem, zndzornéno na
Obrazku 12) a tudiz omezenou rotaci, coz podminiuje tento jev, nazyvajici se anizotropnim
efektem kruhovych proud(®. Tento jev byl u (Z)-3-[amino(aryl)methyliden]oxindoll jiZ
popsan?43842 Nizky chemicky posun vodiku H4 oxindolového skeletu je tudiZ dikazem toho,
ze 3-[amino(aryl)methyliden]oxindoly pfipravené Eschenmoserovou reakci vznikaji vyluéné

jako konfiguracni Z-izomery.

Obradzek 12 — Pivod efektu posunu k niZzsimu poli vodiku v poloze 4 oxindolového skeletu.
Upfednostnéni Eschenmoserovy reakce pred reakéni cestou vedouci k4-
hydroxythiazolu (Schéma 23) pfi pouziti polarniho aprotického DMF jako rozpoustédla si
vysvétluji na rozpoustédle zavislymi vlastnostmi S-thioimoniové soli, kterd je spoleé¢nym
meziproduktem pro obé reakce. V pfipadé pouZiti malo poldrniho ACN je vodik H3
oxindolového skeletu (Obrazek 13, modre zvyraznéno) malo kysely pro vznik karbaniontu,
nutného pro vznik thiiranového kruhu. Naproti tomu v DMF bude tento vodik oxindolového

skeletu mnohem kyselejsi, navic bude vznikly karbaniont velmi slabé solvatovan (tzv. ,nahy
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karbaniont“?®). Tento fakt bude usnadriovat jeho atak vaéi C=N, tedy cyklizaci vedouci ke
vzniku thiiranového kruhu, preménujiciho se dale mechanismem Eschenmoserovy reakce.

R2
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Obrdzek 13 — Klicovd mista ataku pri transformacni/Eschenmoserové reakci.

4.1.3.5 Ovlivnéni pribéhu reakce substituci oxindolu/thioamidu pf¥i pfipravé 4a-n

Postup uvedeny v predchozi kapitole (5.1.3.4) byl doplnén o promyti organické faze
vodou z dlivodu odstranéni residualniho DMF a pouzit pro pfipravu prakticky celé série latek
4a-n (Postup A vkapitole 4.3.5). Vyjimkou byl derivat 4e. PFi kontrole reakce
nesubstituovaného 3-bromoxindolu (3a) s 4-jodthiobenzamidem bylo zjisténo, Ze produktem
reakce jsou dvé latky v poméru priblizné 1:1. Pfi expozici vici UV zareni (A = 366 nm)
vykazovala jedna z latek fluorescenci stejnou jako na Obrazku 10. Pfi reakci zminénych
komponent tedy pravdépodobné vzniknul i 4-hydroxythiazol, navzdory pouziti DMF coby
rozpoustédla. Jelikoz byla cesta vedouci k 4-hydroxythiazolu identifikovana jako vratna
(Schéma 22, kapitola 5.1.3.1), transformace vzniklého thiazolu na produkt Eschenmoserovy
reakce byla uskutecnéna vlitim reakéni smési do vody, pfidavkem baze a zahfivanim roztoku
(Postup B v kapitole 4.3.5). Jiz po 30 min. zahfivani na 50 °C byla reakéni smés prosta 4-

hydroxythiazolu (kontrolovano TLC, MF: EtOAc/n-hexan 8:2).

Vliv dalsich substituent(l lze diskutovat s vyuzitim Obrazku 13. V pripadé substituce
oxindolového jadra (R!) elektronakceptornimi substituenty nebyl vznik thiazold pozorovén
vlbec, cozZ Ize vysvétlit tim, Ze zplsobuji zvyseni kyselosti vodiku v poloze 3 oxindolu a tudiz
usnadnuji  vznik thiiranového kruhu. V pfipadé substituce oxindolového jadra
elektrondonorni methylskupinou (R! = Me) pfi syntéze derivat( 4j-k jsem ocekdval efekt
opacny (snizeni kyselosti vodiku H3) a tudiz vznik 4-hydroxythiazolu. Substituce na
oxindolovém skeletu elektrondonornim substituentem se ale projevila jen o néco mensim
vytéZzkem reakci (69 — 84 %), vznik 4-hydroxythiazolu pozorovdn nebyl. Vliv substituce na
oxindolovém jadre totiz neni jednoznacny — ac¢ dochdzi ke zminéné zméné kyselosti H3
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vodiku, dochazi taktéz ke zméné elektronové hustoty na oxindolovém dusiku, ktery se tak
stava horsi odstupujici skupinou pfi rozpadu tricyklického intermediatu cestou transformace
kruhu (viz Schéma 23). Substituce vychoziho thioamidu se projevila predevsim na vytéZznosti
reakce. Zatimco pfi reakcich elektronakceptorné substituovanych thioamid( se vytézky
témér blizily kvantitativnim, s pouzitim 4-methoxythiobenzamidu (derivaty 4h, 4i, 4l, 4m)
byla vytéZnost nizsi, 69 — 87 %. Vizualné taktéz dochazelo ke vzniku vétSiho mnozstvi
isoindig, coZ se projevovalo az z¢erndnim reakéni smési. Vysvétlenim pro tento jev mize byt
vysSSi  bazicita 4-methoxythiobenzamidu, umoznujici vznik karbaniontu z vychozich 3-
bromoxindoll a tudiz smérovani reakce ke vzniku isoindiga podle mechanismu uvedeného

v kapitole 5.1.3.3 (Schéma 24).

Isoindiga vznikld bo¢nou reakci pfedstavovala hlavni problém pfi zavére¢ném cisténi
pfipravenych sloucenin pomoci sloupcové chromatografie. V nékterych pripadech (4a, 4d,
4f, 4g, 4i) vedlo rozmyvani elucénich zén isoindiga ke kontaminaci vyslednych produktd,
pricemz selhaly separace s pouzitim klasickych dvojslozkovych smési z eluotropické Ffady
(EtOAc/n-hexan, DCM/MeOH, CHCls/aceton aj.). Uspéch pFineslo aZ poufiti tfislozkové smési
n-hexan/EtOAc/THF, které ve vsech pripadech vedlo k Uspésné separaci produktld od
isoindig. PFi méFeni takto vycisténych slouenin pomoci *H NMR byla ziskdana spektra bez
jakychkoli necistot v oblasti chemickych posun( aromatu. V oblasti alifatickych posun( vsak
byly identifikovany signaly nalezici pravé THF. Pfekvapenim byla stala pfitomnost zbytk( THF
poté, co byly latky vakuové suseny pres noc. Ani suseni pfipravenych latek v hlubokém vakuu
(< 100 Pa) a za zvysené teploty (60 °C) nevedlo k odstranéni residudiniho rozpoustédla.
Z toho usuzuji, Zze THF bylo ve zminénych slouceninach pfitomno ve formé klathrati nebo
clusterd. THF z produktl byl nakonec uUspésné odstranén azeotropickou destilaci s EtOH,
prostym rozpusténim latek vtomto rozpoustédle a odparenim roztoku, pficemz byl tento
postup trikrat opakovan pro odstranéni i stopovych mnozstvi residualniho THF, které by

mohlo ovlivnit vysledky elementarni analyzy.
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5 Zaver

Eschenmoserova reakce mezi 3-bromoxindoly (3a-f) a substituovanymi thioamidy se
ukdzala byt velice univerzdlni metodou pro pfipravu substituovanych (2)-3-
[amino(aryl)methyliden]oxindolU (4a-n), a to bez vyznamnéjsiho ovlivnéni pribéhu reakce
substituci. Volbou pouzitého rozpoustédla (DMF) bylo docileno chemoselektivniho prabéhu
reakce. Reakce, na rozdil od vétsSiny v literature popsanych metod (diskutovanych v kapitole
3.4) poskytuje produkty v dobrych az vynikajicich vytézcich a to bez pouziti organokovovych
katalyzator( nebo obtizné dostupnych prekurzor(. Celkem bylo pfipraveno 14 derivatd 4a-n

ve vytéZcich 69 — 97 %.

Latky 4a-h jsou jiz znamé z patentu®®, kde byly pfipraveny ve vytéZzcich pouze 6 — 29 %.
V tomto patentu je u vSech pfipravenych latek stanovena i jejich inhibi¢ni aktivita na tyrosin-
kinazovych VEGF receptorech, ktera se pohybuje v rozmezi 0,26 — 8,7 uM. Je tedy zfejmé, ze
Eschenmoserova reakce mezi substituovanymi 3-bromoxindoly a thioamidy predstavuje
novou a efektivni metodu pro jejich syntézu. Porovnani vytézkl s pouzitim plvodni metody

(diskutované v kapitole 3.4.2.2) véetné jejich biologickych aktivit shrnuje Tabulka 2.

Litka | ICso[uM](lit.%") | Vytézek [%] (lit.%7) | Vytézek [%]
4a 0,26 29 97
4b 1,10 8 87
4c 1,10 22 84
4d 4,10 15 86
4e 2,70 6 93
af 0,66 22 88
4g 3,40 10 89
4h 8,70 20 87

Tabulka 2 — Pripravené biologicky aktivni slouceniny, porovndni vytézka s literaturou®’.

Pfipadna selektivni redukce aromatické nitroskupiny latek 4m a 4n nasledovand dalSimi
transformacemi funkénich skupin pak otevird novou syntetickou cestu pro celou fadu

biologicky aktivnich sloucenin, napftiklad pro syntézu Hesperadinu (Obrazek 1).
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7 Prilohy

7.1 Spektra EI_MS

7.1.1 Vychozi latky
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Acquired : 18 Dec 2018 17:18 using AcqMethod SYLVA_35min_HP5_HPST.M
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Misc Info

Vial Number: 66

fbundance Scan 2433 (13.699 min): LM113.D\data.ms

2149
210000

200000 S NH 2

190000
180000

170000

160000 Br

150000 182.0

140000

130000

120000

110000

102.0

100000

90000

80000

70000
60.0 200.9
60000
50000

40000 120.0

30000

154.9
20000

135.0

10000

92|10
i Ll 1710 |fILL | 2289 2625

T T L B L TP T T T T T T

1 T T
50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

m/z-->

El_MS spektrum 4-bromthiobenzamidu.




File
Operator
Acquired
Instrument :
Sample Name:
Misc Info
Vial Number:

Abundance
1050000

1000000

950000

900000

850000

800000

750000

700000

650000

600000

550000

500000

450000

400000

350000

300000

250000

200000

150000

100000

50000

o]

GCMS_02
4C1-TBA

63

:D:\MassHunter\GCMS\2\data\LM110.D
: DESKTOP-D279FM8\Student
: 28 Feb 2019 12:57

using AcgMethod PEVNE_2@min_HP5_HPST.M

Scan 2173 (12.565 min): LM110.D\data.ms

Cl

NH,

75.0
60.0

51.0

102.0

111.0

Il

120.0

“”. 1?891J

155.0

17

206.8 216.8

m/z—->

b I|\
0

e
50 6 70

H
110

T

120

El_MS spektrum 4-chlorthiobenzamidu.

130

T e

140 1

L B

180

T

190 200 210 220

T

80



File :D:\MassHunter\GCMS\2\data\LM112.D

Operator : DESKTOP-D279FM8\Student

Acquired : 28 Feb 2019 13:44 using AcqMethod PEVNE_2@min_HPS5_HPST.M
Instrument :  GCMS_@2

Sample Name: 3I-TBA

Misc Info

Vial Number: 65

froundance Scan 2715 (14.929 min): LM112.D\data.ms
P
1050000 2609

1000000
S NH,
950000
900000

850000

800000 |

750000

700000

650000

600000

550000

500000

450000

400000

350000

230.0

300000

250000

102.0
2
00000 76.0
150000 60.0

100000 P 246.9

50000

14 ‘ 203.9
o, ull 1144, | lll-, 1519 1758 1007 || 2160 Ul | 310.8

n
T T T T T T T T T T T T T T T T T T

Lo s 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310

El_MS spektrum 3-jodthiobenzamidu.




File :D:\MassHunter\GCMS\2\data\LM109.D

Operator : DESKTOP-D279FM8\Student

Acquired : 28 Feb 2019 12:33 using AcqMethod PEVNE_20min_HPS_HPST.M
Instrument : GCMS_02

Sample Name: 4I-TBA

Misc Info

Vial Number: 62

Abundance

Scan 2753 (15.094 min): LM109.D\data.ms

22000

21000

Sa_NH,

20000
19000
18000
17000 102.0

16000

15000

14000

13000

12000

11000

10000

9000

8000

7000

6000 75.0

5000

4000

126.9

3000{ 510

2000

1000

1.9 114, ‘
£ L |1 | 1518 1ea

207.0

M

228.9

262.9

246.9

AU B A R B S R B S AR R AR R L AR R AR R

T
50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 2

m/z-->

El_MS spektrum 4-jodthiobenzamidu.

T T T

280.9

30 240 250 260 270 280

82



7.2 Spektra NMR
7.2.1 Vychozi latky

0sC

6E'€ —

80U~
ore"

18
ﬁN.w/.

£'8
'8
Sb'8
Sv'8

O=
91T —

NH

)

Ja

Feso
Feor

Foco

11,5 110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 tfal.o( 5).5 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 00
ppm

12.0

'H NMR spektrum 5-nitroisatinu.

6T'L
1L W
€7L
9zt 7
9L~
Y91
[
6L
€6
v6'L
v6'L
s6'L
6L
6L
86'L

61 L~
wL—
&L
9aTL—

WL~
vo'L—

WL
WL
€6°L
v6'L
v6'L W
S6'L

L6°L
L6°L
86°L

Tm.o
s

f1 (ppm)

\J 00T

00T

I

60

T
0.0

0.5

T T
4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0

4.5
f1 (ppm)

5.0

T
5.5

'H NMR spektrum 3-jodbenzonitrilu.

83



LET

0s'C

89
989
889
069
WL
bo'L
90°L
80°L
L
L —_
9L —_
8e'L

wi-¥
syLs
Wi~
veLF
8L

SL0T— \

i — O —

s — /

NH

J

10
8'0
Aot
0T
8T

0.0

0.5

1.5 1.0

2.0

2.5

40 35 3.0

4.5

6.0 55 5.0

6.5

7.0

7.5

8.0

115 10.5 9.5 9.0 85

12.5

13.5

f1 (ppm)

'H NMR spektrum latky 1a.

9€'C
LET W
8€'T

5T
om.N\
0s'C

CH,

Br.

NH

Tooe

35 30 25 20 15 1.0 05 0.0

4.0

5.0

11.5 11.0 105 100 95 90 85 80 75 70 65 6.0 55
f1 (ppm)

12.0

'H NMR spektrum latky 1b.

84



10°0-—

8€C

o8-

A

F00€

ST

0S¢

€89
S8°9 /
88'9 —
0697
vEL
€L
9€L
LEL
8e's
oL
WL
&L
Sv'L
8L°L
08z
8L
68°L
962
61

9,01

€I —

. —

Eigo

T

GHs3

8'C
=820

NH

BT

80

L0

0.0

0.5

90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0

9.5

10.5

115

12.5

13.5

f1 (ppm)

'H NMR spektrum latky 1c.

vz
s

0S°T
05

mn.@v
(434
MN.NM —_—
Nv.n/ —_—
L~

S8L~,

8L

uhh”u o)
bz o
-

wn— w\

9571 —

de@_

Feso

80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 0.0
f1 (ppm)

8.5

9.0

13.0 125 12.0 11.5 11.0 10.5 100 9.5

'H NMR spektrum latky 1d.

85



UL

0S¢ —

e —

§8'9
98'9
06'9
169
S0,
S0°L
L0°L
L0,
oT's
1L
L

WL
wiL
€L
LA
8L
€8,
S8,
8L
68°L

98'0T —

ECTT —

8p'CT —

CHj

Cl

=00'€

Feso

L0

-0.5

40 35 3.0 25 20 15 1.0 05 0.0

4.5

5.0

55

6.0

6.5
f1 (ppm)

7.0

7.5

8.0

115 10.5 9.5 9.0 85

12.5

13.5

'H NMR spektrum latky 1e.

SET
wm.N/

om.N*
0S'C

Lre—

JU

869
66'9 V

10.4f
£0'L
0L

ov'L
L
€L

e

08,
;L
06'L
w6L
L6'L

L6°L /.
66'L
66'L v.
808

r

7.0

7.5

8.0
f1 (ppm)

[4m11
NM.:v

LT —

NH

J

Fooe

Feoo

11,5 11.0 105 100 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 70 65 6.0 5.5 50 45 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0
f1 (ppm)

12.0

'H NMR spektrum latky 1f.

86



10.66
40
38
11
09

3.38

2.50
2.50

<

NH
|
|
Y RELL
=1 - o
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
12.0 115 11.0 105 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
f1 (ppm)
1 s
H NMR spektrum latky 2a.
8 [IIIIY 58 2
" N NNOGO© ™ m ~N
N ERAVES V
Br. /
[e]
NH
BN JUJL L .
'’y PSS
< x < <
g g 33
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
12.5 11.5 10.5 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05 0.0 -0.5

f1 (ppm)

'H NMR spektrum latky 2b.



q g2 2% 2 NNm e
~ 4N Sa Ne “aNnNo®
=) MmN NA s SAT PR D "
& 8 8% 54 EEEEEET A
YA 2 N
Br. /
[¢]
NH
T T T T
70 60 55
1 (ppm)
uin
4
60,51 ppm
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0 -10
1 (ppm)
13 4
C-APT NMR spektrum latky 2b.
S mmooo®mow © ooo
S nn=S999 0@ @ 0o 1/
s KR g 5RE X
N N2 N
c /
(o]
NH
Y PO
S o e e
g g 23
11.0 10.5 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 -0.f

'H NMR spektrum latky 2c.

55 50
f1 (ppm)

88



—167.35

NH

— 110.96
60.70

T
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110

13C-APT NMR spektrum latky 2c.

3 P & sode N
S D [l e /I
g S338G a Jads :
v N N
HyC /
o
NH

1.0
1.004
"

T
5 100 95 90 85 80 75 70 65

S

120 115 110 1

'H NMR spektrum latky 2d.



N
"

o
ci NH

10.79
39
37
02
01
00
99
90
89

3.42

2.50

7
~7
~

-
S
S
L

T PARRMNA

S S 29

= 4 4o
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
12.0 115 11.0 105 100 95 90 85 80 75 7.0 6.5 .5 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05 0.0

60 5
f1 (ppm)

'H NMR spektrum latky 2e.

3 328 838 8 IS

~ 0 o SSv @ ht "

3 %8 &8¢ 8 S

S oS 890 2 8 +
N

ci NH

210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 _ 100
f1 (ppm)

13C NMR spektrum latky 2e.

90



N zisuss 83 8 8% 8
o 335888 gz E 528 8
g N e V. N
N /
[e]
[¢]
NH
I,
) | e
PO ’y L
@ @ < @
g g g g
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
10.5 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
f1 (ppm)
1 7
H NMR spektrum latky 2f.
R -3~ ahs R -
3 38 523 ¢ g
& g8 CEER: 2
| I TN
.
4
‘(‘) +
N /
O
(o]
NH
I
| |
I
|
l -
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 40 30 20 10

13C NMR spektrum latky 2f.

f1 (ppm)

91



0S'C—

85°€ —

0L's —

89
989
66'9
T0°L /

€0+
YT~

9TL-F
8T°L
we
vEL

LL0T—

NH

oot

6°0
1T

Wﬁu.c

11.0 105 100 95 90 85 80 75 70 65 6.0 fslf(, ?.0 45 40 35 30 25 20 1.5 1.0 05 00 -05
ppm

11.5

'H NMR spektrum latky 3a.

05—

P8'E—

0L's—

189~
€89

L
L
SbL
oL \

0S'L

Br.

60T —

J

A

o001

10T
60

1.0

1.5

105 100 95 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 50 45 40 3.5 3.0 2.5 2.0
f1 (ppm)

11.0

'H NMR spektrum latky 3b.

92



10.90
38
32
32
30
30
88
86

5.69

—2.50
E]

NH

10| —
g —
__

ol
1041

¢

1.0
1.0

55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5

11.5 110 105 100 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.

5 6.0
f1 (ppm)

'H NMR spektrum latky 3c.

Jirka ] g g338 g P TELE
L. Marek - 5-C%3-Br-oxindol - z diaza 3 848 = AAAAARD Br
| NPV == c

[¢]

NH

s N
I
i

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
180 170 160 150 140 130 120 110 100 80 70 60 50 40 30 20 10 0

90
f1 (ppm)

13C-APT NMR spektrum latky 3c.

93



Br

HaC

Yo —
057 —

0% —

§9°S —

90T —

NH

Foot

Res0
101
01

115 11.0 105 100 95 90 85 80 75 7.0 65 f6.(0 )5.5 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 0.0 -05
1 (ppm

12.0

'H NMR spektrum latky 3d.

50—

L8'8€
80'6€
67°6E
05°6€
TL'6E
26'6E
€L°0F

¥6'60T —

6¥°9CT
oLt V
1b"0E%

eerer

6'6ET —

LSELT —

Hg

NH

-10

200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 ¢ 1(00 ) 90 80 70 60 50 40 30 20 10
1 (ppm

210

13C-APT NMR spektrum latky 3d.

94



0S¢ —

05'€ —

7ws—

88'9
889

mc.n/
mo.mw

L0°L

80°L
veL “\“
9€L

60T —

I

"

JUL

1

Foot

Foso

120 115 11.0 105 100 95 90 85 80 75 7.0 6.5f1(6.0) 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05 00
ppm

12,5

'H NMR spektrum latky 3e.

26'8€
£1'6€
PE'6E
0S'6€

NH

Cl

S5'6€
SL'6E
96'6¢
LT°0p

STOTT —

90'72T —
20'92T ~_
Shier

LEPET —

T8°EPT —

09'€LT —

180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
f1 (ppm)

190

13C-APT NMR spektrum latky 3e.

95



7.07
7.05
5.82

O
8.
8.
8.
8.
8.

{

o
o
— <

—11.49
23
23
22

\
z

NH

1 L

2.50

— 24

2 S
S =

)

T T
12.0 115 11.0 105 100 95 9.0 85 8.0 7.5

.0 65

)
7

60 55
f1 (ppm)

'H NMR spektrum latky 3f.

= 2 = 2an N
g 3 2 223 A
B g g ERA EE!
\ I I\ Y
M Br
N
N
o
=0
NH

38.64

210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100
1 (ppm)

13C-APT NMR spektrum latky 3f.

96



7.2.2 Produkty Eschenmoserovy reakce — 3-[amino(aryl)methyliden]oxindoly

@ 8 23nn8R% 53 Tews ) R
o o NNNNNNNN 60 [ERvRV-TRCY w -
I T VY Y

/) | ]

4 1o+]
104

< 5.18{
1.00
1.029

0 45 35 30 25 20 15 1.0 05 00 0.5
f1 (ppm)

-0.02

109.59
95.31
77.25
77.00
76.75

171.35
159.93
—~136.65
™~-135.60
13

a

)

T T T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100 20 80
f1 (ppm)

13C-APT NMR spektrum latky 4a.



STS—

vE9
%37

189
69
mm.muk
9TL~_
oL
wil

Nm.n
6L W
66°L

60'8 "

656 —

J.

Fert

00T

0T
o1

66T

0T
16°0

4.0

45
f1 (ppm)

5.0

55

9.5

10.0

'H NMR spektrum latky 4b.

100-—

SL9L

STLL

9€°L6 —

68°60T —

8E°8TT —

weer
9T —
TEBLT ~_

68°EET —

9ber

b9'8ET —

20°65T —

09°04T —

f1 (ppm)

160 150 140 130 120 110 100 90

170

13C-APT NMR spektrum latky 4b.

98



9UT—

£'S —

€9
v29

w89
89
069
w069
£6'9
+6'9

9L —
¥S'L
bS'L
SS°L
SS°L
95°L
LSL
65°L
09,
09°L
19,
WL

L06 —

096 —

e

I

4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 -0.5

4.5

5.0
f1 (ppm)

6.0 55

6.5

8.0 7.5 7.0

8.5

9.0

9.5

10.0

'H NMR spektrum latky 4c.

20°0-—

SL9L

004 AN
7

STLL

TE'S6 —

6'60T —

9€'81T —
66°7CT

18'SCT N
L0971 —~

Cl

L5°LeT—

bE6TT

16061/
PIbET —
srser

85°09T —

9T LT —

160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
f1 (ppm)

170

13C-APT NMR spektrum latky 4c.

99



89 —

0TS —

STI~_
q
3
89'9 /
09\
68'9
069
AN

6CL
€L 7

064~
16,7
60'8—

96—

00T
660

56T

=067
o1t

4.0 3.5 3.0 2.5 2.0

4.5
f1 (ppm)

9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0

10.0

'H NMR spektrum latky 4d.

T00-—

SL9L

STLL

e —

£5°60T —

CU6TT —
vL07T —

01621 ~_
€621

€6'PET ~
9E'9ET —
95°8ET —

T
90

f1 (ppm)

T T T T T T T
160 150 140 130 120 110 100

T
170

13C-APT NMR spektrum latky 4d.

100



-

89 —

€IS — —

vE'9
9€'9 W —_—
189

09

w9 W —
b9

889 \ —_
06'9 \

969

mm.i —
102

9L

. _
€L
€€ _

Sv'L
L
89°L
0LL
98°'L
68°L
16°L
608

166 — ]

)

Foeo

oot
€60
F560

Bso0
Rezt
LT
L0
20

4.0

5.0

f1 (ppm)

'H NMR spektrum latky 4e.

58'96 —

£T°60T —

65°8TT~_
SL0TT~

18'€21
ezbrT A
w6y
75621

§S°6CT W
weet
£9°CET 7

69'veT /f
9z'sET
GG'GET \w

SP'8ET

88'LST
L6'LST v.

£L9°0LT —

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

110

120

130

140

150

160

170

f1 (ppm)

13C-APT NMR spektrum latky 4e.

101



-0.5

0.0

0zt
wt >

7wr—

ws—

8€'9
9
85
08'9 /
90°L
E W.
L
9TL~_

VS~
Ss'L
95t
85,
65
097
192
1<

£6'8 —

096 —

i

1.0

i

1.5

)

4.0 3.5 3.0 2.5 2.0

4.5

5.0
f1 (ppm)

,k A
55

6.0

6.5

-

7.0

/]

7.5

8.0

9.5 9.0 8.5

J

10.0

'H NMR spektrum latky 4f.

10.5

20°0-—

SL9L
00°LL W
STLL

P16 —

V01T —
6E°ETT —

8T'TCT —
08'SeT

85'92T V
Vit

102

10

20

30

40

Br.

50

60

70

80
f1 (ppm)

90

100

110

120

62T
0T/
LrvET—
wwser/

09°09T —

6°0LT —

130

140

150

160

170

13C-APT NMR spektrum latky 4f.



7T
wn /
9T~
w®wT
w®©T
9T —

8T —

v9C—

18°€

w0y
€0y
124
{4

€5 —

sv'9
Sv'9

0o,
897
or'L

weo
9L —
we/
v —

ﬁm.n/

S6°L
L6°L V

0’8 —

956 —

Sv'9 .
Sb'9 €0

w9 _ '
69> - o

60'L
0T’z
e 60
e

9L

i -
Nm.hj

£e

e
S5~

ﬁm.N/

s6'L -
wel

70 68 6.6 6.4

78 76 74 72
f1 (ppm)

8.0

84 82

8.6

4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 -0.5

4.5
f1 (ppm)

9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0

9.5

'H NMR spektrum latky 4g.

00°0-—

9L°9L

Br.

L

ELV6 ~_
8€'56 "

0S°0TT —
T9°€TT —

€E°TCT —

ST'9eT
9z'9et W
9071

$6°0€T <"
LYPET ~
PEIET —
sozer "
S6'6ET

$T'8ST —

19°04T —

160 150 140 130 120 110 100 20 80 70 60 50 40 30 20 10
f1 (ppm)

170

13C-APT NMR spektrum latky 4g.

103



10°0-

00°0-

€97 —

Cl

89 —

87°S —

99~
89"

99°9
£9°9
899
899
06'9
06'9
€0°L
S0°L
9L
6¥°L
15°¢L

608 —

8€'8 —

056 —

Fese

o

Fror

H/co.ﬁ
M\mm”o

Fe8T

Foot

9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 -0.5  -1.0
f1 (ppm)

10.0

'H NMR spektrum latky 4h.

2°0°0-—

9’55 —

SL9L \

00°4L
STLL w

L6'V6 —

LE°60T —

61T ~
S0ZT —
SEETT —

s
TeseT\

9EBLT

8T°9€T —

$0°09T —
8¥' 19T —

16°04T —

160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10

170

f1 (ppm)

13C-APT NMR spektrum latky 4h.

104



02°0-

0C0-

W —

i

Br.

!

8y —

€Ts —

W9~
959~

8§37

89
89
889
689 \
90°L
€L \
€L

68°L —
08—

we—

4.0

5.0

f1 (ppm)

'H NMR spektrum latky 4i.

200-—

585 — -

SL9L
00,

STLL

LLY6—

ST0TT—
THETT~_

T9bTT —

LrTer—
S9'seT

s8'97T
ov'zzr

et
60°bET —

E€L°09T ~
L7191

£9°0LT —

80 70 60 50 40 30 20 10

f1 (ppm)

90

160 150 140 130 120 110

170

13C-APT NMR spektrum latky 4i.

105



00°0-

=000

YLT—

€S —

01’9 —

649~
7
€52 /
SS°L
SS°L
SS°L
95°L
LS°L
LS°L
85°L
6S°L
LE8 —

156 —

Fweo

Feso

Fset

95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10
f1 (ppm)

10.0

'H NMR spektrum latky 4j.

200-— —

9€' T — B EEEE—

szoL
AN

0022

st

€656 —

LL°80T — -

TT6IT —

T0v2T N

S9PTT — -
8LLTT

BB-6Lk

oc.md \
evoet /-
eseet

e65e1

e O O

0TTLT —

H;3C.

160 150 140 130 120 110 100 90 80
f1 (ppm)

170

13C-APT NMR spektrum latky 4j.

106



N

ae—

6T'G —

w€w9—

69"
€0°L~_
S0L—
9L~
€50~
YSL

(T8 —

56—

I

Bre

3.0 2.5 2.0

3.5

4.0

45
f1 (ppm)

5.0

8.5
'H NMR spektrum latky 4k.

20°0-—

b1 —

Sb'SS —

SL°9L
00°2L W
STLL

99'56 —

TL80T —

ST'6TT —
L8'€2T ~_
Sg'ver —
ST8TT ~_

v 6Tt
SS°6CT
SEEET "

65T —
19T —

Hy

170 160 150 140 130 120 110 100 90
f1 (ppm)

180

13C-APT NMR spektrum latky 4k.

107



69T —

wowe— _

Cl

Ha

brs— ///

819 — —

08'9— ,J

9L —

€5°L—

A

L8 — j

666 — ~—

_A

Feot

Fooe

F96°€

0.0

0.5

4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

45
f1 (ppm)

6.0 55 5.0

6.5

7.0

7.5

8.0

8.5

9.0

9.5

'H NMR spektrum latky 4l.

20°0-—

wie—

Cl

Hg

SL°9L
00'£L W
S¢LL

1296 —

6'80T —

61T —

6THCT
8€VCT v

LE'6TT
SH'6CT V.

+¥8'6CT \
65'EET —
PEVET “
6S'9€T

89°£ST —

80°TLT —

160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
f1 (ppm)

170

13C-APT NMR spektrum latky 4l.

108



o

==t
€99 )
€99 —
S69~ w
1697 —
08z
18
187 §
w8
N —_ D)
€82
208
»0'8

88— —

056 —
I

8TIT — N

B0t

0e
Hotz

Feso

Feso

1.0 05 0.0

1.5

5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0

f1 (ppm)

6.0

6.5

7.0

11.0 105 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5

115

'H NMR spektrum latky 4m.

6476 —

8C'9CT
Te9zT

126 125 124 123 122 121
T T (ppm)

127

9L'0€T
T0TET >
LS8ET~_
TL0VT ~
95 TvT "
6091
€6°09T
TE0LT —
o
T o]
z
I
~ z
) O
w w
+
o=z
\
o

130.4

130.7

f1 (ppm
180(pp 1)70

131.0
190

131.3

-10

60 50 40 30 20 10

70

150 140 130 120 110 100 90
f1 (ppm)

160

200

210

13C-APT NMR spektrum latky 4m.

109



0S¢ —

0b'E ~

e

i —

CHs

JJL__JL

0T
0T
154
Hire
Fso't

880

4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

11.0 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45
f1 (ppm)

115

'H NMR spektrum latky 4n.

$6'SS
10°9S >

5976 —

69'80T
0'TIT ~
L8HTT ~_

0T'6TT —

18'S7T —
86'971 "
80°0ET —

00'ThT ~_
€STHT

$9'T9T —
62°€9T —

L8°0LT —

160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
f1 (ppm)

170

13C-APT NMR spektrum latky 4n.

110



7.3 HRMS spektra
7.3.1 Produkty Eschenmoserovy reakce

Relative Abundance

Relative Abundance

Relative Abundance

[271.06519] g
771.06519 NL:
1007 2.35E6

20 LMOD9_(+

B )_8,0uJ_cal_HT#1
50 RT:0.00 AV 1T:

. 272.06702 FTMS + p MALDI Full
40 ms [100.00-850.00]
20 271.19086 274.06403

o3 27141776 27306494 273.35355
27106327 NL:
1007 6.38E5
20 CHNCINz O +H:

] CuHrCliNz04
60 pa Chrg 1
40 273.06032
20 272.06662

3 274.06367

0 | LRSS AR M AR LA T T LARARY LEARS ALY R RAAR) RARAE LN R LA LA LA | LI
271.0 2715 272.0 2725 2730 2735 274.0
miz
Skutecné (nahofe) a vypoctené (dole) HRMS spektrum latky 4a.
=

396.96027 NL:

1007 2.83E7

20 LMDD8_(+

] )_8,0uJ_cal_H5_180628
50 092751#1 RT:0.00 AV:

E 17T FTMS + p MALDI Full
40 20895752 ms [100.00-850.00]
20 397.94992

o || 39871649 399.96091
396.95991 NL:
1007 6.38E5
20 CEHmClINZ O +H

] CruHnCllIiN2 Oy
60 pa Chrg 1
40 398.95696
20 397.96327

3 399.96031

0 LA AR LA LR RN R LA | LA AL LA R RARAE AR LA | LIARAS LAALS HAAR RAAN LA T LARA RARA 4
397.0 3975 398.0 398.5 399.0 3995
miz
Skutecné (nahofe) a vypoctené (dole) HRMS spektrum latky 4b.
=
271.06325 NL:
100 230E7
20 LMDO5_(+

] )_8,0uJ_cal_GO#2-6
50 RT.0.00-049 AV:5T:

E FTMS + p MALDI Full
40 ms [100.00-500.00]

] 272.06684 AR
20 27406392

(] 270.92485 | 27119205 27161771 272.31230 272.84078 | 273.16741
27106327 NL:
100 6.38E5
20 CtsHi CINz O +H:

B CuHizCliNz0y
50{ paChrg 1
40] 273.06032
20 272.06662

3 274.06367

0 b et e Preerrebrprerr e preeerebepreer
271.0 2715 272.0 2725 273.0 2735 274.0
miz
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Skutec¢né (nahofe) a vypoctené (dole) HRMS spektrum latky 4c.

Relative Abundance

396.96

046

397.36809

397.94986

398.25201

398.95758

398.65312 ]

399.17306

399.96096
1

1004

396.95

991

397.96327

395.95696

39996031
I

Skutec¢né (nahofe) a vypoctené (dole) HRMS spektrum latky 4d.

Relative Abundance

100
80
su—f
40—3
20—3

36299893

363.22787

364.00232
363.92736 1‘

364.18249

T
4000

0
100

36290888

364.00224

Skute¢né (nahofe) a vypoctené (dole) HRMS spektrum latky 4e.

Relative Abundance

Mo @
o o o
|

(=1

314/92065

315.01285

31513419

315.87277

316.00363

316.14551

37.01044

316.78525

317.15295 317.58459

318.01407
318.14166

-

=1

=
|

@ oo
[= =1
Lol

40

315.01275

316.01611

37.01071

318.01406

ML:

1.32E7

LMO04_(+
)_8,0ul_cal_GT#2-6
RT: 0.00-0.50 AV:5T:
FTMS + p MALDI Full
ms [100.00-850.00]

ML:
6.38E5

CiusHiu ClINz O +H:
CisHnClil1Nz 04
pa Chrg1

ML:

3.84E6

LMO10_{+
J_2,0ul_cal_D5#2-6
RT:0.00-0.52 AV:5T:
FTMS + p MALDI Full
ms [150.00-800.00]

ML:
8.42E5

CwHnINz 0 +H:
CwHizliNz 04
pa Chrg 1

ML:

8.65E7

LMO0G_(+
)_3,0uJ_cal_D3#1
RT:0.00 AV:1T:
FTMS +p MALDI Full
ms [150.00-700.00]

ML:
4.27E5

CisHnBriz O +H:
CisHEeBriNz Oy
pa Chrg 1
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Skutec¢né (nahote) a vypoctené (dole) HRMS spektrum latky 4f.

100
80
60]
407

Relative Abundance

20

0

44091022

44190042
44129837 l

441.18942

442301
[l

70

44290814

100
su—f
50—3
40—3
gn—f

0

T
4408

440.90940

44191275

44290735

LI
4410

T [ T T T [ T T T [ T T T [ 11T
4412 4414 4416 4418

miz

LI
4420

T T
4422

T T
4424

Skutec¢né (nahofe) a vypoctené (dole) HRMS spektrum latky 4g.

100

Relative Abundance

803
607
409
20

301.07440

302.215855

302.57343

T 1 T T [ T 1
4426 4428

303.07159

LI
4430

100
803
607
407
207

301.07383

302.07719

303.07088

|

LI
301.0

T T
0.2

LI
302.0
m/z

LI T T T T
3014 301.6 301.8

T T
302.2

L
3024

T T
302.6

Skutec¢né (nahofe) a vypoctené (dole) HRMS spektrum latky 4h.

Relative Abundance
1

_[345.02506

346.01521

345.41589 ' 346.37698

347.02300

34724469

T T 1 T T T
302.8 303.0

34802636
347 57236

34502332

346.02667

347.02127

34802463

T
3450

Skutecné (nahofe) a vypoctené (dole) HRMS spektrum latky 4i.

T
3480

NL:
1.07E7

LMO07_(+
)_8,0u)_cal_G11#1
RT:0.00 AV:1T:
FTMS +p MALDI Full
ms [100.00-950.00]

ML:
4 27E5

CwHunBriNz O +H:
CisHnBriltNz 0y
paChrg 1

ML:

3.00ES

LM024_(+
)_1.5uJ_E11#1 RT:
0.00 AV: 1T: FTMS
+ p MALDI Full ms
[100.00-800.00]

ML:
6.29E5

CiH1iz CINz Oz +H:
CiHu CliNz0:
pa Chrg 1

ML

1.83E6

LMO15_(+
)_1.5ul_C9#2-6 RT:
0.00-0.49 AV:5T:
FTMS + p MALDI Full
ms [100.00-750.00]

ML

4.21E5

CigHiz Brilz Oz +H:
CigHuBriNz 02
pa Chrg 1
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1004
80
50

40

Relative Abundance
1

20

25111747

251.01396

25212085

251.86298 252.07780

100
au—f
60
40

20

25111789

25212124

T
251.0

T
2512

T
2514

AR
2516
miz

Skutec¢né (nahofe) a vypoctené (dole) HRMS spektrum latky 4j.

Relative Abundance
!

281.12790

281.37736

28213126

283.13461

100

80

60

40

20

281.12845

28213181

283.13516

| LB DL
281.0 2812 2814

LI
2816

LI LI
2818 2820

T T T T T [ T T T [ T T T [ T T T [ T T T [ 71
2822 2824 2826 2828 283.0 2832

miz

Skutecné (nahofe) a vypoctené (dole) HRMS spektrum latky 4k.

Relative Abundance
!

28507837

28483855 | 555 04034

286.08172

|I 286.51448 286.81499

287.07542

2g760023 28807877

100

oo
=1
11

P
[=] [=]
|

(]
(=1

(=1

255.07892

286.08227

287.07597

288.07932
L

L
285.0

T
2380

Skutecné (nahofe) a vypoctené (dole) HRMS spektrum latky 4l.

NL:
4.43E6

LMO18_(+
)_1,5u]_D7#1-6 RT:
0.00-0.25 AV:5T:
FTMS + p MALDI Full
ms [100.00-600.00]

ML:
8.32E5

CuHuMNz0+H:
CrHiNz0y
pa Chrg 1

ML:

4.30E6

LMO19_(+
)_1,5u)_D8#1-5 RT:
0.00-0.26 AV:ET:
FTMS + p MALDI Full
ms [100.00-500.00]

ML:
8.21E5

CirHieNzOz+H:
CirH Nz Oz
pa Chrg1

ML:

7.24E6

LMO20_(+
J_15ul_D11#2-6 RT:
0.00-0.26 AV:5T:
FTMS +p MALDI Full
ms [100.00-600.00]

ML:
6.31E5

CieHiz CINz O +H:
CiH14CliNz 0Oy
pa Chrg1
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Relative Abundance

[ T Y- Y - B =1
o o o o 9o
Lol el

[=1

350.07477

351.07825

=
=

m e @ o
S o o o
1l e el

[=1

350.07470

351.07806

T T T
3506
miz

T T T
350.0 350.2 3504

T T
350.8 351.0

Skutec¢né (nahofe) a vypoctené (dole) HRMS spektrum latky 4m.

Relative Abundance

[ T Y - B =1
o o o o O
pn b L lraa b

[=]

312.09813

32.75710 312.86200

T
3512

313.10566

L

T
3514

100

Mo @ @
o o o o
|

[=1

312.09788

313.10124

Skutec¢né (nahofe) a vypoctené (dole) HRMS spektrum latky 4n.

ML:

4 62E5

LM023_(+
)_1.5u)_E9#1 RT:
0.00 AV:1T: FTMS
+ p MALDI Full ms
[100.00-800.00]

ML:
B8.26E5

CieHuoFaNzOs+H:
CreHnFaNz 03
pa Chrg 1

ML:

541E4

LM021_(+
)_1,5u)_E6#1-6 RT:
0.00-0.26 AV:-6T:
FTMS + p MALDI Full
ms [100.00-700.00]

ML:
B8.23E5

CiHi Nz Oa+H:
CieHuNz04
pa Chrg 1
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