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ABSTRAKT

Vzrastajici rezistence bakterifi® konverénim antibiotikim je zavaznym problémem, ktery
ukazuje, Ze i tégt devadesat let po Flemingbwbjevu penicilinu ma smysl| hledat nové
antibakterialni slokeniny. V literarni¢asti prace shrnuje poznatky o derivatech kyseliny
anthranilove, které se vyskytuji Yippdé a zabyva se také biologicky aktivnimi syntetickymi
derivaty se zagfenim na protimikrobnidinky. Dale popisuje syntézy zngimych slogenin

a poskytuje strény uvod k derivatm chinazolonu, které jsou ze zkoumanych &wmun
teoreticky dostupné. V praktickéasti je popsana ifprava série derivat kyseliny
anthranilové s indolovym uskupenim v molekule, erith byla naslednzkoumana
protimikrobni aktivita a ékteré z nich byly takéipvedeny na nové derivaty chinazolonu.
U pripravenych slotenin byla zjiS¢na vyrazna antibakterialni aktivita, ktera je vidipové

praci podrobsji popsana.

Kli¢ova slova: kyselina anthranilova, antibakteriaktivdéta, 2-aminobenzamid, chinazolon,

organicka syntéza

ABSTRACT

Increasing drug resistance has become a seriawessgswing that even almost ninety years
since Fleming’s discovery of penicillin it is wowthile to investigate new antibacterial
compounds. In a literature review this work sumaesiknowledge of naturally occurring
anthranilic acid derivatives and also deals withtsgtic antibacterial compounds. Work also
describes the synthesis of mentioned compoundspamdes a brief introduction to
quinazolone derivatives, which are theoreticallgimble from investigated compounds. In
practical part of work, synthesis of a series ofei@nthranilic acid derivatives is described.
Bioassays of potential antimicrobial activity oblated compounds were also conducted.

Significant antibacterial activity of selected caoropds is discussed.

Keywords: anthranilic acid, antibacterial activiBzaminobenzamide, quinazolone, organic

synthesis
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UvoD

V mé diplomové praci jsem zkoumala syntézu novyehnivdii kyseliny anthranilove
s indolovym uskupenim v molekule. Navazala jsermtakyzkum, ktery na Ustavu chemie
FT UTB ve Zlire jiz nekolik let probih4. Nkteré z pipravenych amitl kyseliny
mé diplomové prace jsou amidy anthranilovych kyseli kterych jsem také hlogp

zkoumala jejich antibakterialni aktivitu.
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|. LITERARNI CAST



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 12

1 SOUCASNY STAV ZKOUMANE PROBLEMATIKY

V literarni ¢asti jsem se pokusila shrnout poznatky irgoinich derivatech kyseliny
anthranilové a také o derivatech syntetickych, &teykazuji antibakterialnidinky. Dale
jsem se snaZila stné priblizit tematiku chinazolobh a giblizit moZnosti syntézy

diskutovanych slatenin.

1.1 Prirodni 2-aminobenzoové kyseliny a jejich estery

Kyselina anthranilova je aromatickdaminokyselina, ktera je produkovasetnymi
mikroorganismy?3a byla izolovana také z vy3sich rostlin — hapborytu baniskéhd
(Isatis tinctorig. Methylestery kyseliny anthranilovéNamethylanthranilové jsou soasti
vonnych silic pomeraie, bergamotia mandarink$ V odborné literatte byla popsana cela

fada jednoduchych derivakyseliny anthranilové, které byly izolovany gnpdy (

Tabulka )} a vykazuji iznorodé dinky na Zivé organismy. Ternantranid) (
v nedavno uskut@énych experimentech na mysichumil bolest @inngji nez morfin,
kyselinaN-methylanthranilovag) se vaze nagkteré proteiny teplotniho Soka metabolit
L-kynureninu3 vykazuje pestré biologické&iimky®1L Jeho vyuziti jako imunomodulatoru
je patentovan@. Slowenina4 inhibuje® tyrosinkinasu, vyuziti dimethoxyderivat je
patentovantt pri Iécbé cukrovky, esteré piasobi mirg antibakteriald'® a kyselina7

inhibujet® enzymy glykogen fosforylasu @glukosidasu. Nkteré bakterie produkuiji také

Rs\/(:(COOR1
R4 NHR?

R® (1-9)

malo rozs&iené chlorderivat® a9.

Tabulka 1 Derivaty anthranilovych kyselibh—9 a @irodni zdroje,

ze kterych byly izolovany.

1-9 R R R FK R® Izolace z pirody

1 i-Pr Me H H H Choisya ternatgmexicky ke’

2 H Me H H H Streptomycesp. (bakterie}®
Zanthoxylum integrifoliun{strom)
19

3 H H OH H H Rhizopus oligosporu@lisei)?°

tempeh (potraving)
Klebsiella pneumoniabakterief*

4 H H H OH OH  Botrytissp (plisai)*®
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H H H MeO MeO Euxylophora paraensigbrazilsky
stromy?

6 Me H OH MeO H Micrococcussp. (bakterie}*

7 H H OH OH MeO Cyclocarya paliuruglapina
trnovcovitaf®

8 H H Cl H H Pseudomonas aureofaciens
(bakterie$®

9 Me H H Cl H Streptomyces griseljbakterie¥’

Z nékterych vysSich rostlin byly izolovany anthranilogseliny nesouci na dusikovém
atomu del3i alifatickyet&ze@2’, v plisnich byly nalezer§ anthranilové kyseliny nesouci
na dusikovém atomu cukerny zbytek. Z smice Onosma hispidufd byly ziskany
inhibitory lipooxygenasy — onosminy A a B. Esfdl byl izolovari® z americké routovité
rostliny Esenbeckia yaaxhoka@bvykazuje mirnou antibakterialni aktivite+{loha 1).

Me

=~ "Me

L d CL

O%\MCOOR2
onosmin A (R = H) 10

onosmin B (R = Me) Me” “Me (11-195)

Struktury 11 — 15 (Tabulka 2 jsou gikladem slodenin obsahujicich v molekule zbytek
dikarboxylové kyseliny. Esteir2 inhibuje’! chymotrypsin a vykazuje antibakterialrinky
(Priloha ).

Tabulka 2 Sloweniny11l —15a @irodni zdroje, ze kterych byly izolovany.

11-15 n R R? lIzolace z pirody
11 1 H H Arachis hypogaegpodzemnice olejn2)
Aconitum leavgomgj) >3
12 2 Me Me Jolyna Iaminar?oide%chaluha%1
13 2 Me H  Aconitum leavgomgj)3®
14 2 H Me  Aconitum leavgomgj) >
15 2 Et Et Aconitum septentrial@mg))3

Z mechorostuMetzgeria rufulabyl izolovart® rufulamid, ktery v molekule obsahuije &dv

jednotky kyseliny anthranilové a svou strukturdippmina oligopeptid.
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E::[COOH
NH COOH

y COOH
@) NH N
Ty
rufulamid
COOH
@NH
(16-18) A
16R= e Me
17R = — — —__Me
18R = Me

Jednoduch&l-acylanthranilové kyseliny se wipodé vyskytuji pongrné hojns6-3
zajimavé jsou kyseliny, obsahujici na dusikovémmatd-aminobenzooveého systému
zbytek mastné kyseliny. Sléeninal6 obsahuje zbytek kyseliny erukové a byla izolovana
spolu se svym methylester&hz jehlice lepkavé@nonis viscosa analog nesouci zbytek
kyseliny a-linolenové 17 a palmitoylderivat18 byly nalezeny? ve dew a listech
australského stromBeijera parviflora Sloweninal8 vykazovald® vyrazné antibakterialni

acinky vuci nékterym bakteriim rod®taphylococcuéPriloha 1).

Anthranilové kyseliny nesouci zbytek kyseliny 8kové pedstavuji dlezitou skupinu
biologicky aktivnich latek ovsa setéfipbyly viak nalezeny i v jinych rostlinachigbulka
3). Tyto slokeniny jsou souhrrhozna&ovany jako avenanthramidy. Obsah avenanthramid
v ovsu vzfista v disledku nefiznivych podminek, ip poraréni ¢i v dusledku nakazy

patogennimi houbami, tohoto jevutzeyuzit i k cilené produkci avenanthrariid
Rz\/@COOH
R3 NH
;
OH
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Tabulka 3 Prehled avenanthramidA —E a slodenin19—-21.

R? R2 R® Izolace z pirody
Avenanthramid A H OH H Avena sativdoves setyf
Avenanthramid B MeO H OH Avena sativdoves setyf
Avenanthramid C  OH OH H Avena sativdoves setyf

Avenanthramid D H H H  Avena sativdoves setyf
Hygroryza aristatahygroryza osinat&y
Dianthus caryophyllughvozdik karafiatf®

Avenanthramid E MeO H H Avena sativdoves setyf

19 MeO OH OH Avena sativdoves setyff
20 OH OH OH Avena sativdoves setyf
21 H OH OH Avena sativdoves setyf

Avenanthramidy jsou struktwrblizké syntetickému &vu tranilast (str. 17). Mimi&dna
antioxida&ni a antimutagenni aktivita avenanthrainiolyla dolfe prozkoumarf4*® jsou
znamy i jejich protizégtlivé cinky. Studie zroku 2007 prokazéta dostupnost
avenanthramidél po peroralnim podani u zdravych dobrovolnik také jejich zdravotni
piinos @i zvySené fyzické z&Fi. Po poZiti ovesnych vyrolik se avenanthramidy
akumulujf’ v jatrech a v srdmi a kosterni svalovin Avenanthramid C inhibufé
proliferaci cévnich butk hladkého svalstva, coz je jedeniegpokladanych mechanism
rozvoje ateroskler6zy. Recegtnbyly popsan§® dimerni slodeniny odvozené od
avenanthramidu B, oztavané jako bisavenanthramidy. Existuji i nazory, nékteré

avenanthramidy mohou byt izétd@mi artefakty®.

Za pirodni slogeniny Ize povaZovat idgkteré derivaty kyseliny 2,4-diaminobenzoové.
Kyselina22 a karotamin byly izolovany z mrkve obecnéXaucus carrota L). Damascenin

byl izolovar? z éernuchy dama3skél{gella damascena

OOR' 22(R',R? R® R*=H)
karotamin (R', R?, R® = H, R* = 4-aminobenzoyl)
R*HN N

5 HR? damascenin (R!, R?2 = Me, R® = OH, R?* = Me)
R

Dalsi skupinou firodnich derivat kyseliny anthranilové jsou sldeniny, které maji

na aromatickém j&e pipojené slozigjSi heterocyklické uskupeni. Cytotoxicky alkaloid

pestalamin A byl izolova z askomycetyestaliopsis vaccinii
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Me ) N
0 Me0©:COOH
NHMe
pestalamin A lilacinon kalcimycin

Pigmenty ®kterych jedlych ryzé jsou odvozemy od kyseliny anthranilové, z ryzce
lildkového (actarius lilacinug byl nagiklad izolovanéerveny pigment lilacinon, v jehoz
struktue 1ze nalézt celkentitpodjednotky kyseliny anthranilové. Strukturni pethotku
kyseliny anthranilové Ize nalézt i v molekule ioofvého antibiotik?® (Priloha 1)
kalcimycinu produkovaného bakteriemi rodstreptomyces.Vzhledem ke schopnosti
zvySovat koncentraci vapenatych ibne tSiné bunék vykazuje kalcimycin pestrou Skalu
biologickych &inka a je i zn&né toxicky (LDso u mysi j&° 10 mg.kgh). V buikéach uvohuje
arachidonovou kyselin®®’, vyrazré ovliviiuje hladké svalstvo cé¥ a vyvolava také
agreagaci krevnich des&ti®®. Kalcimycin je hojg vyuzivari®°">° v biochemickém

vyzkumu.

Ne¢které girodni anthranilové kyseliny maji na dusikovém atoaromatického kruhu
navazan heterocyklicky zbytekiikladem slodenin s takovou strukturou je evollionin A
nalezen$® v plodech ampaku routoplodékibetradium ruticarpum) cephalinon A, ktery

byl izolovar?! z orchidejeCephalanceropsis gracilis

COOH
COOH
COOH @( COOMe
X G-

Me
N XN HN
| (ﬁ

=

secofascaplysova
evollionin A cephalinon A kyselina terremid B

Posledni skupinouifsodnich anthranilovych kyselin jsou st@niny, u nichz je dusikovy
atom na aromatickém jé&l soudasti heterocyklického systému.chteré z nich byly
izolovany z meskych houbovit®?%3 piikladem takové slaieniny je secofascaplysova
kyselina. Zrady podobnych iffirodnich slodenin bych rdda zminila terremid B, ktery byl
izolovarP* z plisre Aspergillus terreus vykazuje antibakterialnginky (Priloha 1).
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1.2 P¥irodni 2-aminobenzamidy

Jednoduché 2-aminobenzamBB~—28 jsou produkovanygkterymi mikroorganismy
(Tabulka 4. 2-Aminobenzami@3 mirns inhibuje st bakterif® a slowenina25je &innym
inhibitorenf® kapsasy-3, coz jeiteZity enzym podilejici se na programovanédsng smirti.
Acetamid27 vykazujé’ vyrazné inhibini (cinky na fist rekterych fytopatogennich plisni
a podobna slaienina28 zasahu;j®® do metabolismu auxinu rostlin. Z maskych plisni rodu
Penicillium byl izolovarf® dipeptid 29 u mshoz byly nelsgsrg hledany pipadné

antibakterialni Ginky (Priloha 1).

2
R3'$:NHR1 NH
R2 O%\”Nﬁc
(23-28) 29 Me

Tabulka 4 Frirodni 2-aminobenzamid¥3 — 28 a mikroorganismy, které je produkuiji.

23-28 R! R> R® Produkujici mikroorganismus
23 H H H  Streptomycesp (bakterie§®
24 H H Cl  Streptomyces grisebakterie¥’
25 H OH H Streptomycesp. (bakterie§
26 (CH3)2CHCO OH H Streptomycesp. (bakterie§®
27 Ac H H  Streptomyces aurantiogrise(isakterie§’
28 CHsCOCO H H Penicilliumsp (plisai)®°

Malo probadanou skupinu fipodnich  2-aminobenzamid predstavuji
2-aminobenzamidy Tabulka 9 odvozené od biogennich amin Glykoamidy,
methoxydoisuthin a sl@enina 30 obsahujici strukturni jednotku fenethylaminu se

vyskytuji’t’? v asijskych k#&ch rodu Glycosmis tryptaminova analoga evodiamid a

slowenina31 byly nalezen{? v plodech ampaku.

RIN/\/Ar

cre
NHMe
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Tabulka 5 Frirodni 2-aminobenzamidy odvozené od biogennich é&min

R'  Ar Izolace z pirody
glykoamid A H Ph Glycosmis cochinchinendts
glykoamid B H 4-methoxyfenyl  Glycosmis cochinchinensgts
methoxydoisuthin -~ Me  4-methoxyfenyl Glycosmis ovoide€a
evodiamid Me  indol-3-yl Tetradium ruticarpurf?
30 Me Ph Glycosmis ovoid€a
31 H indol-3-yl Tetradium ruticarpurf?

V ptirodk se vyskytuji také slaeniny’’%*"4které Ize povazovat za substituované
dipeptidy sloZzené ze dvou jednotek kyseliny antithwaé (Tabulka §. Terremid A a
podobna slotenina33 obsahuiji ve své strukie zbytek kyseliny nikotinové a vykazifif®
antibakterialni ginky (Priloha 1). Slowenina33 rovréz inhibuje® rast burgk lymfomu u

mysi a vyvolav& u nich kontrakce hladkého svalstva.

R3
2 3
OR R
oe:
NH COOMe
O)\R1
Tabulka 6 Frirodni 2-aminobenzamidy obsahujiciédyodjednotky kyseliny anthranilové.
R? R? R Izolace z pirody
vaginatunin A Meg(OH)C H H Aconitum vaginatunfomgj)>’
vaginatunin B EtMe(OH)C H H  Aconitum vaginatuniomgj)’
terremid A pyridin-3-yl  OH H Aspergillus terreugplisei)®
32 Me H H Aconitum pseudo-leaemgj) "
33 pyridin-3-yl  MeO MeO Aspergillussp (plisai)’

Zajimavé 2-aminobenzamidy byly izolovdRy kultivactniho média miskych plisni
rodu Aspergillus které byly ziskany z vritich dutin kolonialnich ZahawcMuricella
abnormalis Penilulamid D je struktugnpiibuzny dipeptidi29 (str. 15), misto acetylového

uskupeni vSak ve své strukeuobsahuje objemny heterocyklicky acyl.
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OH
0]
CONH, NH CONHz
@ o
NH \f O
mﬁ Jvﬁr % @ SO
penilulamid D asperpeptid A pontemazin A

Ze stejné plishbyl izolovar(® cyklicky pentapeptid asperpeptid A, ktery vykazujeazné
antibakterialni ginky (Priloha 1). Z bakterii roduStreptomycesyl izolovari® fenazinovy
derivat pontemazin A, vykazujici v testeam vitro neuroprotektivni efekt. Dipeptidy
kyseliny anthranilové tvd nékdy také estery s forbolem, které jsou znamy jadsdlinné
toxiny a karcinogeny, takové sl&eniny byly izolovany naip z latexu sukulentnich pry&c
Euphorbia leuconeurd.

1.3 Vyznamné syntetické derivaty kyseliny anthranilove

N¢které N-arylanthranilové kyseliny (fenamaty) jsou nestdndimi analgetiky a
antiflogistiky?’. Vyznamnym léivem je diuretikum furosemid, ktery je indikovarogadu
chorobnych stav.

jo)
O ;@
cl NH NH _
0 OFF OMe tranilast (R = OMe)
. avenanthramid E (R = OH)
furosemid |l / R

V Japonsku a v Jizni Koreji je od roku 1982 poutévantialergikurf? tranilast, ktery je
strukturreé velmi blizky girodnim avenanthramien (str. 15) a avenanthramid E je i jednim
z jeho metabolit. 2-Aminobenzamidy vykazuji pestrou biologickou iwikti. Sivelestat®
inhibuje lidskou neutrofilni elastasu a je indikavdi |écbé respir&niho selhani, €R viak
jako I&ivo registrovan neni. &které tyto slodeniny inhibuji faktor krevni srazlivosti Xa a
predstavuji nagna perorald Geinna antikoagulancia, betrixaBédnpro3el jiz rkolika
klinickymi testy. Podobné sl@eniny obsahujici zbytek kyseliny thiofen-2-karbmugd
jsou v sodasnosfl® intenzivré zkoumany. Mezi 2-aminobenzamidy Pagxperimentalni
inhibitory?® P-glykoproteinu, potencidnvyuzitelné ke snizeni rezistence rakovinnych
burgk vici cytostatikim ¢i sirtinol, ktery inhibuje enzym histondeacetylaswykazuje

cytotoxické @inky?®”.
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o)

N COOH

NHH o —~C 0 /I\/{e
. |
=Q= MeO N N Ph
© N OH

0] sirtinol O
_ O Ches NMe, O
sivelestat o betrixaban NH

Nekteré derivaty 2-aminobenzaniid G¢inné inhibuji  replikaci neurotopnich
alfavira®®, jiné pisobf® proti viru Herpes simplex Slowenina VL-0797 je selektivni
inhibitor®® recepotall pro cholecystokinin CCKa mohla by nalézt uplaini pi léshe

Zaludeéniho weduci chronické a akutni pankreatitidy.

Ph
0 ﬁ Cl CONHMe NN
o |
dﬁ COOH " /@CONHZ _
< N
NH Meo)\f\rsr Me—¢ N NH™™~
o N N-N = SN
\ PH o |
Me Z
VL-0797 chlorantraniliprol Me  zZnABA

Kromeé potencialnich medicinalnich aplikaci mohou nalé@ratdy kyseliny anthranilove i
technické uplaténi, chlorantraniliprol je pouzivan jako insektitidv zengdélstvi,
slowenina ozn&vana jako ZnABA je fikladen?? fluorescesini sondy.

1.4 Syntetické derivaty kyseliny 2-aminobenzoové a jajh

antimikrobialni U ¢inky

Chinon34 obsahujici d¥ jednotky kyseliny anthranilové inhibfbakterialni enzym
NAD synthasu, sulfonamidg5 a 36 inhibuji®* bakterialni penicilin vazajici proteiny.
V mikrobiologickych testech v3ak pouze slenina35 vykazovald* mirné antibakterialni
acinky (Priloha 2. Z mnoha jednoduchych derivatkyseliny anthranilové byla

antibakterialni aktivita pozorovana ugkterych imini®®®’ odvozenych od kyseliny

anthranilové a ugkteryc?®°°N-arylanthranilovych kyselinRiiloha 2.
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COOH
@( COOH
"

o
34

NH X COOH
O Ar \©: 37 (R=H,X=Cl)
NH © 0 NH 38 (R=H, X=Br)
R 39(R=EtO, X=B
@ 35 (Ar = naft-2-yl) o > ER “hoXT Brr))
COOH 36 (Ar = naft-1-yl) £ 2;

NejvétSi skupinou syntetickych anthranilovych kyseliner vykazuji antimikrobialni
aktivitu jsouN-acylanthranilové kyseliny. BenzoylderivaBy — 39 inhibibujit® penicilin
vazajici proteiny aisobi antibakteriaky nitroderivat40 vykazuje®! protizargtlivé a mirné
bakteriostatické &inky (Priloha 2. Recentd se meziN-acylanthranilovymi kyselinami
zaina utvaet skupina inhibitar enzymu KAS 1l (EC 2.3.1.180). Tento enzym je ngnly
pro biosyntézu mastnych kyselin u rostlin a u bak#ev sogasnosti je intenzivhstudovan
jako potencialni molekularni cil pro vyvoj novychtidakterialnich l&v. Slouenina4l
byla vyvinuta jako ginny inhibitort%? enzymu KAS Il a Ize si u ni povsimnout strukturni
podobnosti siirodnimi avenanthramidy (str. 15)fiHadem dalSich nedavno popsanych
inhibitord'%31%4 enzymu KAS lll jsou sloteniny 42 a 43. V mikrobiologickych
experimentech bylo zji&no0'%1% 7e slodeniny 41 a 42 inhibuji bakterialni transkripci a
vykazuji vyrazné antibakterialn€inky (Priloha 3. VyuZiti €chto inhibitofi enzymu KAS

Il na béazi anthranilovych kyselin je zatim omez€grotoze dosud znamé st@miny se

siln¢ vazou na sérovy albumin.
COOH COOH
Cl” : :NH C :NH
a T T
Me
2 B
Cl Ph’o |

COOH BI'\@ECOOH
X "

NH Et,N H
50 4t oo N
O ‘O \
43 Br

U sloweniny 43 byla objeven®* schopnost inhibovat blizcgipuzny homologni enzym
PgsD, ktery zajiduje biosyntézu signalnich molekujuroum sensinguu bakterie
Pseudomonas aeruginasayto signalni molekuly pseudomonad oviliyi virulenci ¢i

tvorbu biofilmu a reguluji transkripci. Vyvoj inhilord enzymi PgsD budi v odbornych
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kruzich zajem, protoZe tento enzym je r@&movym molekularnim cilem pro vyvoj

slowenin vyuzitelnych v boji proti bakterialnim infekai

Byla popsanarada dalSich antibakteri&nptsobicich N-acylanthranilovych kyselin
(Priloha 4), provedené mikrobiologické experimenty se v3akepovaly®1% pouze na
inhibi¢ni Cinky vaéi bakterii Staphylococcus aureu§ato aktivita byla pozorovana u
anthranilovych kyselin nesoucich na dusikovém ataromatickyti heteroaromaticky acyl,
témeét nejvyrazmijSi schopnost inhibovatist bakterie Staphylococcus aureudyla

pozorovana u indolového derivatd (Priloha 4).

1.5 Syntetické 2-aminobenzamidy a jejich antimikrobialrd U¢inky

Jak bylo zmisno vySe, skteré anthranilové kyseliny inhibuji bakterialnizgm
FAS Ill a predstavuji novou skupinu inhibitbbakterialni transkripce. Neni proto zvlastni,
Ze se wkteré vyzkumné skupiny snazf pripravit také obdobné 2-aminobenzamidy.
Prevedenim karboxylové funkce na amidové uskuperk sfaceniny inhibini aktivitu

ztratily!%®, Prikladem takové inaktivni sl@éeniny je amic45.

Br CONH,
X 2 )
NH

Antibakterialni @inky byly zjid&ny u rgkterych jednoduchych 2-aminobenzaiti-1%a
predevdim u hydrazidkyseliny anthranilov®®113 vétsinou vSak byly posuzovany pouze
agarovou difuzni metodou. Skenina46 inhibuje** enzym uridyltransferasa izolovany
z plisre Xanthomonas oryzag mikrobiologickych testech vSak nevykazovalafangalni
acinky. Aminobenzamidd?7, obsahujici ve své strukiisloZitjsi heterocyklicky systém
vykazoval'® inhibi¢ni &inky na iist bakterii Priloha 3. Nekteré 2-aminobenzamidy
obsahuji strukturni motivy jiz znamych antibakteriéh slokenin, v odborné literate
byly nalezeny sulfonamid¥f, které naruduji syntézu peptidoglykanu, antibaddiay
pisobici thiazolidy*’ a semisynteticky penicilin, ktery viakispbilt'® pouze na bakterie

roduBacillus
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Pro své vyrazné protimikrobnicinky bylo patentovand® nekolik 2-aminobenzamid)
které ve své strukte obsahuji motiv 1,2-diaminoethanu. Ng&jfin¢jSi sloweninou byl
N,N-diethylderivat48 (Priloha 3.

HN R2 49 (R"=F,R?=H)
0o A = R! 50 (R"=Cl, R?=H)
@(&N ~_N Q 51 (R'= COOMe, R2 = H)
H dN 52 (R" = MeO, R = H)
Cl NH a8 NH"; 53 (R' = Me, R2 = H)
H - 54 (R'=H, R? = Me)
NEt, (49 - 59) 55(R"=H, R2=Cl)

Zda se, Ze samostatnou skupinou antimikrobialnizkaminobenzamid jsou
anilidy 49 —55. Tyto latky dle dostupné literatt¥®*2° vyrazre inhibuiji rist bakterii a plisni.
Dosud popsanou najiimnnéjSi sloweninou tohoto typu je anilig2. Autoii pavodnich sdleni

se shoduji, Ze nezbytnou gésti farmakoforuéchto antibakteridlnich sl@enin je arylové
uskupeni na amidovém dusiku @t@mnost nesubstituované aminoskupiny v poloze 2 na
aromatickém jatk. Mozny mechanismus antibakterialninnigu tchto slodenin vSak

dosud zndm neni.

1.6 Vyznamné chinazolin-4-ony

Chinazolin-4-ony jsou bohatzastoupeny vifrodé, na rozdil od derivét kyseliny
anthranilové existuje na toto téntada dobe zpracovanych ighlednych¢lankit?123
Alkaloidy rutaecarpit?* a evodiamin, které obsahuji ve své molekule ingbloskupeni,
byly izolovany z ampakd etradium ruticarpuma vykazuji rozmanité biologickésinky.
Rutaecarpin fedstavuje novy druhéinnych inhibitofi cyklooxygenasy COX-2, evodiamin
vykazuje termogeni® a stimul&ni (&inky. Na tomto mist bych rada ppomenula, Ze
z plodi ampéku byl izolovan i chemicky blizky evodiamidr(s.8). Febrifugin je znamy
alkaloid*?® z Cinské I€ivé byliny Dichroa febrifuga je v3ak pitomen i viadt okrasnych
hortenzii (rod Hydranged. Febrifugin vykazuj&’ antiplasmodické a kokcidiostatické

acinky.
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N N @fLI\N/I
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Me HN NH
rutaecarpin evodiamin Me evodiamid
0 H
Y
J 0
N HO
febrifugin

Nekteré girodni chinazolony maji v molekulgikondenzovany benzodiazepinovy kruh,
nejjednodussi sl@eninou tohoto typu je insekticidni sclerotigenimgukovany?® plisni
Penicillium sclerotigenumDeoxypeganitt® a vasicinon byly izolovany z harmaly stepni
(Peganum harmala vasicinon byl izolovan také z nesny Adhatoda vasicaa bylo

zjisténo, ze inhibujé&® acetylcholindiesterasu.

S R LD

deoxypeganm (R=H)
sclerotlgenm vasicinon (R = OH) metacholon

0 H
Br N/) OHO
halofuginon

Jedno z prvnich farmak, obsahujici chinazolin-dwgnsystém byl metacholon, ktery byl
pro své sedativni a hypnotickéiriky v roce 1962 patentovail. Vzhledem k navykovosti
se od jeho lékakeho vyuZiti upustilo,dkterd analoga metacholonu se vSak i dnes ontezen
jako psychofarmaka pouzivaji. ul@Zitou slodeninou je pouzivané kokcidiostatikum
halofuginort?’, jehoz struktura vychazi zipodniho alkaloidu febrifuginu. Raltitrextd a
nolatrexed jsou antimetabolity kyseliny listové inwté pro chemoterapii rakoviny,
raltitrexed je pro I&u onkologickych onemo¢ni pouzivan od roku 1998, nolatrexed je
v satasnosti pro tuto aplikaci zkouman. Ispinesib infebenzym KSP ovliiujici burééné
déleni a je také zkouman jako farmakum préblé rakoviny. Cytotoxické dinky vykazuje

také cel&ada dalSich chinazolin-4-an
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O Ph

o "@L of N/)\H\Me

HOOC /] s 0 N._O
\/»“N%:(SlN,Me o Me(ijH J
HOOC KEj\)LNH N7 NH, NH,

raltitrexed N~ Me nolatrexed ispinesib Me

Skala biologickych &nki je u chinazolin-4-ob neobvykle pestra a mnoho séemin
piedstavuje vzorové molekuly pro vyvoj novychité Nékteré chinazolony vykazujicinky
protivirove, jiné hubi prvoky z rodlLeishmaniaa mohly by byt vyuZzitelné k &b¢
leishmaniozy. Nkteré chinazolony vykazuji antiepileptické, analgiat, trypanocidni a
protizaretlivé €inky. Antibakterialni dinky byly u chinazolinof rovreéZz pozorovany.
Slouwenina56 je prikladem chinazolonu s vyraznymi antifungélninginky, zajimavou
skut&nosti je pitomnost 1,2-diaminoethanového motivu, ktery je & diplomové préaci

neékolikrat zmiiovan.

0 J/N
N OCF,4
N™ N
H 5_6

Slouwenina 57 je funkcionalizovany fulleren 4 G¢inné inhibujici st Mycobacterium
tuberculosis Antimykobakterialni @inek fullerenového derivatu je srovnatelny

s pouzivanymi antituberkulotiky (isoniazid a rifaitip).

1.7 Syntéza derivati kyseliny anthranilové

Béhem vyvoje organické syntézy bylo objeventkalik metod gipravy derival
anthranilovych kyselin, které se vyuzivaji tkawi. Frikladem niize byt Sandmayerova
syntéza anthranilovych kyseti, vychazejici ze substituovanych aminoberizé&teré jsou
pievedeny na derivaty isatinu a naskedmxidatné Stpeny na pislusné anthranilové
kyseliny Schéma Imetoda A).
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metoda A oxidace
2 (NaOH, H,0,)
@f%:o RNH,
h'IIQ ref. 133 Cu%Cuz0 metoda C

2-ethoxyethanol

. COOH
coal 130 °C E]i
metoda B ai R=aryl Br
NHR ref. 137
O NaClO, NaOH
R=H
o)

ref. 135, 136

Schéma 1Syntézy anthranilovych kyselin zaloZzené na tmaidh postupech.

K ovétenym metodam syntézy anthranilovych kyselin a ljejgnidi pati také
Hoffmanovo odbouravani ftalimidchlornanem v alkalickém vodném pri@sti34 (Schéma
1, metoda B), modei alternativou tohoto postuputire byt recentiipopsana reaké®
vyuZivajici slodeniny trojmocného jodu generovanesitu v reakni snési. Farmaceuticky
vyznamnéN-arylanthranilové kyseliny mohou byttpnyslow vyrabsny®! rovrez reakci
2-halogenbenzoovych kyselin s aniliny za vysokyepldt, nedavno byly takové reakce
popsany*® v pohodiném laboratornim provedeniSchéma 1 metoda C). Dlouhodeb
vyuzZivanym pistupem Kk anthranilovym kyselinam a 2-aminobenzéamide redukce
odpovidajicich 2-nitrobenzoovych kyseliti 2-nitrobenzamid. Recentad byly timto
zpasobem pipraveny®’ 2-aminobenzamidy nap nitraci odpovidajicich benzandids
naslednou redukci nitroskupiny chloridem cinatyniktidré 2-aminobenzamidy byly také
pripraveny3® hydrataci fisludnych benzonitiil ve Zedsné kyselii sirové. V literatie je
popsana také celgada novych postupk syntéze anthranilovych kyselin, kteta@sto
vyuZivaji reakce katalyzované paladiem¢dina jejich solemi. Jedna z takovych metod
umoziuje zavedeni karboxylové funkce katalyzované octamaladnatym, kdy se na
vychozi anilin fisobi oxidem uhelnatym @-benzochinonemSchéma 2 metoda A).
Octanem palladnatym jsou katalyzovany i reakce uim@@ zavedeni aminoskupiny do
molekuly benzoovych kyselin, kdy je donorem amingsky substituovany
hydroxylamirt*® (Schéma 2metoda B)i substituovany benzensulfonarigi(Schéma 2

metoda C).
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metoda B Cu® nebo Pd° COOH metoda D
1) Pd(OA), ~ X=1 Br
F CF, 2 1 ,
o j@[ R'R2NOBz o R'NH, ref. 133
a\)L 2) Hydrolyza
ref. 140 NaN;3 metoda E
Cul, DMEDA
COOH ’ ’ COOH
5 @: K,COs, EtOH, var
Pd(OAC), B 1 ;
metoda A oo p-benzochinon NS (R"=H,R*=H) X

p-TsOH, dioxan S ref. 141 X =CL Br
GR_6080°C 0 n 3
\

2
H & hal
ref. 133, 139 % G\ Pd(OAc), AcOK, coon
R" = acyl - % dioxan, 90 °C g
m
DMEDA = Ozs,NHCOOEt H metoda C
Mes ref. 133

MeHN/\/NHMe

Schéma 2Priklady modernich fistupi ke 2-aminobenzoovym kyselinam.

Dalsi efektivni pistup Schéma 2 metoda D) vychazi z 2-halogenbenzoovych
kyselin, které jsou podrobeny Buchwaldeadartwigow reakct®3. Z 2-halogenbenzoovych
kyselin vychazi také metotd vyuzivajici katalyzovanou reakci s azidem sodngechéma
2, metoda E). Zajimava recettnpopsan&! metoda pipravy rekterych N,N-
disubstituovanych anthranilovych kyselin je znazaom gikladem ve Schéma 3 kdy
anthranilové kyseliny vznikaji reakci benzynu gemnaného v realni snesi z prekurzoru

se sekundarnim aminem a oxidem &ibJim.

18-crown-6 =
CO, (1atm.) oY
. KF, 18-crown-6 COOH O O
S T TR A S .
+ Buy NBu, 0 0
OTf 18 h 74 % l_o

Schéma 3F¥iprava N,N-dibutylanthranilové kyselinygs benzynovy meziprodukt.
Zdaleka nejpouzivasimi*214S pristupem k substituovanym 2-aminobenzaimid
jsou reakce isatoovych anhydiics gislusSnym aminem. VeSchématu 4je uvedena

aminolyza isatoového anhydridigobenim butylaminu za&iznych podminek.
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o)

0
ref. 144: DMAP, DMF, r.t., 1 h, 93 %
O L BUNH NHBu ref. 145: voda, r.t., 89 %
Ko 2 co, ref. 146: dioxan, 70 °C, 2 h, 80 %

NH,

Schéma 4Aminolyza isatoového anhydridu Ze&nych podminek.

V publikaci z roku 2015 byla popséfé neobvykla syntéza 2-aminobenzatid
z 2-fluorbenzoovych kyselin a symetricky substitamych karbodiimid (Schéma b

NMP =
COOH n-PrOH, NMP NHiPr
/C[ N NPT NHiP CNme
F F 2 h, 250 °C IFr

78 %

Schéma 5Friklad reakce 2-fluorbenzoovych kyselin s karbodiiyni

Byla popsan’ také giprava rkterychN,N-disubstituovanych 2-aminobenzarinid
reakci vhodnych benzaniids N-chloraminy, v gkterych gipadech fislusné 2-
aminobenzamidy vznikaly kvantitati¥rfSchéma 6

Nl A Fe(Acac)s/ DPPBZ =
o] Ql DPPBZ (1 ekv.) PPh,
s X
/@\)LH [ ] PhMgBr (3 ekv.) Q\)( PPh,
cl H © THF, 60 °C

100%

Schéma 6Friklad reakce substituovaného benzamidu s N-chldotioem.

Pohodiny zfisob syntézy &kterych derivai kyseliny anthranilové byl v poslednich
nekolika letech vypracovén na Ustavu chemie FT UTBZlie¢ a vychazel z oxidaiho
prlslusneN-(a-ketoacyl)anthran|Iove kyselinySchéma ), které vzhledem kitomnosti
a-ketoacylového uskupenitgdstavuji porérné zajimavé sloéeniny z hlediska dalSiho

syntetického vyu?Ziti.
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R
R. O HslOg nebo NalOy4 3
R U OH " (2-8ekv) Rq COOH
Rz 1,0, EtOH, r.t. R
R N0 Rs
5 . R NRZ
6
Rs Ri 0 I

R'=H, Me; R? = Me, Et, Bu, Ph: R®=H, CI
R4 =H, MeO, Me; R = H, MeO, R® = H, MeO, Me

Schéma 70xidani S€peni chinolin-2,4-diod.

V recentni praci byla popsaiid pohodina transformaceschto slodenin na
anthranilové kyseliny nesouci indolové uskupedthgéma B Fri téchto reakcich byla

v n¢kterych ipadech ziskana 1 malda mnoZstvifisjuSnych benzoxazindn a
fenylhydrazidh.
R3
R® .. R COOH Kdy R?=H
R4 COOH PhNHNH3"CI R?
, AcOH, var RS N
5 _R R N
R R6 N 8-17h o™
oéﬁﬁw R
le) 0-14%
51-91%

R' = Me, Pr, Ph; H; R2 = H, Me; R® = CI, H; R* = MeO, Me, H: R® = MeO, H; R® = MeO, Me, H
Schéma 8Fischerova indolovéa reakdé(a-ketoacyl)anthranilovych kyselin.

Vzhledem k velkému vyznamu deriiahinazolin-4-onu, bylo vypracovano rteperné®?
mnozZstvi jejich syntéz. Dehydratace 2-aminobenzamiesoucich na dusikovém atomu
acylové uskupendi piimo reakce substituovanych benzoxazin-d4-eraminy za zvyseneé
teploty je stale intenziwnpouzivanot>***metodou jejich syntézy. Dalsi zajimavé metody

utvaeni chinazolonového systému byly shrnutyetpednych?® glancich.

V literature'® byla napiklad nedavno popséana reakeesitu pripravenych aroylthiokyanat

s 2-aminobenzamidem, kdy ziskané derivaty thiwumy &inkem béaze poskytuji
prisludné chinazolony. Daldimiigladem recenth popsanéh3® pristupu k pestré Skale
2-arylchinazolofi je oxidativni cyklizace vychézejici z 2-aminobemidi a
substituovanych benzylalkohiol Substituované benzylalkoholy jsou vyuzivany takeé
v zajimavé reakér* 2-nitrobenzaldehyid ktera umoiuje snadnou ifjpravu Siroké palety

2,3-diarylchinazolof (Schéma P
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5 o ~
1 e DPPF, PhCl @Rzi DPPF =
EONTY X £3160°C, 240 (g1 ; <= PPh;
RO Né" + o N7 argon I NANENAN L, Fe
2 ' 20.809% | R Ph,P—4>

R' = H, Me, MeO; R?= Me, MeO, F, Cl, Br, CF5, OCF5, NO,; R® = H, Me, MeO, CI, Br

Schéma 9Fiprava chinazoloiz 2-nitrobenzaldehyda benzylalkohdi.
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2 DISKUSE

Diskusnicast mé diplomové prace je rateha na dva celky, které jsou vSak Uzce propojeny.
Zahrnuje koment& chemickych experimeint také porovnani vysledhknikrobiologickych

test.

2.1 Diskuse chemickych experiment

Z poznatki dostupnych v literatie vyplyva, Zze 2-aminobenzamidy mohou byt velmi
zajimavymi slodeninami z hlediska mozné biologické aktivity. t¢sini slodeniny této
diplomové prace, amid$0 nesouci indolové uskupeni, bylyigraveny za telem jejich
mikrobiologického testovani. Pro jejich syntézuybygloleny d¢ strategie $chéma 10
Obs vychazely z kyselir3, jejichz reaktivita je v poslednich letech na UER UTB

studovana.

0O
1) dehydratace R2 Fischerova
2) aminolyza gﬁL indolova reakce

Strategie A
COOH 2
5( gﬁH'R
NH NH

1
3 0 o)

R1
Strategie B
Fischerova 9 R1 ammolyza

indolova reakce
Schéma 10NavrZzené strategie syntézy 2-aminobenzéarhia

Prvni z nich chéma 10strategie A) zahrnovalargvedeni kyselir8 na reaktivni
heterocyklické meziprodukty, které reakci s vhodnygminem poskytnou amidyp.
Sloweniny3 byly jiz diive Usgsre pirevedeny na odpovidajici derivaty indolu Fischerovou
indolovou reakct?® Cilem prvni strategie bylorpdevsim zjistit, zda je mozné za stejnych
podminek pevést amidy piimo na sloteniny10. Druha Schéma 1Gstrategie B) spvala
v prevedeni slotenin 3 na reaktivni benzoxazinor$y které ve své molekule jiz obsahuji

indolovy systém, jejichZ nasledna aminolyza kyfanvést k amidm 10.
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0 ST T :

.R? E o ;
N | NR . R2NH, o
1 H : H
NH H : - N : Z N
oA~N H,0  ¥ON . O N
| 5 1 : 1
. 11 R : R
10 Rt ! ' 9

Schéma 11Dva zvazované postupy vedouci k chinazolinovymivdgm 11.

Vyzkum antimikrobiélnich €inka 2-aminobenzamid 10 vSak nebyl jedinym cilem této
diplomové prace, slagniny 10 predstavuji také mozné prekurzory derivat
s chinazolonovym skeletem, coz je vyznamny farmakoBylo zajimavé ogtit, zda je
mozné tyto amidy vyuzit kifpraw chinazolori, nesoucich ve své strukéuindolové
uskupeni. Byly navrZzeny dva moznéigiupy Schéma 1) které jsou oba podloZeny
analogickymi syntézami popsanymi v odborné liteatuPrvnim moznym istupem
k chinazolinoim 11 je dehydratace amid10 bud’ tepel®, nebo pouzitim vhodného
dehydrataniho cinidla, druhou zvaZzovanou mozZnosti byla reakce beszinori 9

s aminem za vhodnych podminek.

Cilem diplomové prace tedy bylo &t zminéné syntetické postupy atipravit sérii

2-aminobenzamitl10 u kterych by byla dale zkoumana jejich protimiknobktivita.

Piiprava vychozich slogenin

K ptipraw slowenin3 byl zvolen postulf® vyvinuty na Ustavu chemi&théma 12
ktery vyuziva reakce jiz zméné v teoretickéasti (str. 28). Tepelnou kondenzaci vhodného
aminobenzenu se substituovanym diethyl-malonateaisf&n chinolor, ktery je v prvnim
kroku oxidovan kyselinou peroxyoctovou na 3-hydrchinolindion 2, jehoZz oxidanim
Spenim kyselinou pentahydrogenjodistou vznika kysel.1*® Zasadni vyhodou tohoto

postupu je moznostipravit pestrou Skaluizné substituovanych sl@enin.

O OH COOH
g;L EtOOC @f\r
1—»
NH2 COOEt 2EtOH NSO N OR NH

H 4 H , 3 O R!
o)

Schéma 120becné schéma syntézy kysdin kometné dostupnych vychozich latek.
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Z davodu ¢asové narénosti syntéz a petby SirSi série substituovanych slenin jsem
pripravila jen d¥ sloweniny 3 (Schéma 183 ostatniN-(a-ketoacyl)anthranilové kyseliny

byly pripraveny analogicky a byly mi poskytnuty Skolitelem

1)240-270°C oo \

' : COOH
2) 0,5M NaOH,g, ia[COOH , /©[COOH
QL JFHO0C ~pr  AcOOH it PN Meo
NH,

COOEt

3)HglOg (4 ekv.), | O Pr!
H,O, EtOH,rt. | 3 O 5 3b50% 3c51%

Schéma L3Friprava kyselirBb a3c a jejich celkové vgzky vztazené na vychozi anilin.

Ve schématu vyseschéma 1Bjsou uvedeny celkove witky kyselin3b a3c vztazené na
vychozi anilin. Slotenina3b a jeji prekurzory jsou novymi sléeninami, ostatni latky jiz
byly na Ustavu chemigtive gipraveny. Struktury novych sléaninlb—3b byly potvrzeny
NMR spektroskopii. Autenticita ostatnichigravenych vychozich sléenin byla o¢iena

porovnanim € spekter, bodl tani a tenkovrstvou chromatografii.

Jednim z navrZzenychriptupi k 2-aminobenzamidn nesoucim indolové uskupeni byl
postup vychazejici zifslusnych amid 5 (Schéma 10str. 31), jejichZz vznik byl idve
pozorovan fi pokusech o fevedeni reaktivnich sléanin4 a5 na dusikaté heterocykly
reakcemi s aminy. Tyto poznatky byly v mé praci iy k cilené pipraw amidi 5a—c
(Schéma 14

@)

N,Bu
t‘t"”g’;l H  5a(89 %)
Q*(\' r.t, NH
i 5 20
Ac,0, toluen @ O Pr

var,6 h @ 0] O
N/ Pr o

496 %) O ’:% toluen @fLH'Ph
rt.,48 h 9
COOH »1%\ NH 5P 67 %)
( INH O%ﬁ(\Pr

O
3a //Lw/\
. O Pr 0 0
' (@) BuNH, Bu
: O N’
| CH © ekv.) @ﬁLH
"""""" l N/\Z: * " tolen NH  5c(84%)
6 al O rt,23h O%\WMe

@)

Schéma 14Priprava amid 5a—c.
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Amidy 5a a 5b byly pripraveny aminolyzou benzoxazinory ziskaného dehydrataci
kyseliny3avarem ve sisi toluenu a acetanhydridu. Reakce derivi&waminy pi pokojové
teplo€ v toluenu poskytla hladcecekavané amidy v dobrych Wicich. Amid 5¢ byl
piipraven obdob& aminolyzou benzoxazepindion6é ziskaného fsobenim srEsi
acetanhydridu a pyridinu na sk®ninu3a. Sloweniny3a a6 jsem nefipravovala, byly mi
poskytnuty vedoucim prace.

Pokusy o provedeni Fischerovy indolové reakce u athi 5

V souladu s konceptem diplomové prace bylo dalsigickym krokem o¥ifeni moznosti
provedeni Fischerovy indolové reakceripmvenymi amidyd za podminek, které byly jiz
ovéreny u kyselin3. Vysledky gchto experimerit vSak nesplnily éekavani, v fipact
reakce amitl 5aa5b byla jako produkt ziskana kyseliia. K formaci indolového uskupeni

tedy sice doslo, zaroitevSak doSlo k roz&peni amidového uskuper¢héma 16

o) COOH ;
N NHNH;*CI- ; @[ | COOH
H + @ AcOH, var ! NH y !

N ; N 5

o%ﬁﬁw

5a (R' = Pr, R? = Bu) § - : R
5b (R1 = Pr, R2 = Ph) Z5a:26 h,92 % 7a

i Z5b:15h 67%7a | 43h,83%8 E
5¢ (R' = H, R? = Bu) i ne b s el SR NSRRI '

Schéma 15Reakce amiil5 s fenylhydrazinium-chloridem ve vrouci kyselinctové.

Vysvétlenim tohoto jevu nize byt hydrolyza amidového uskupenihbm zpracovani
reakéni snesi nebo jeho acidolyza gbytku vrouci kyseliny octové za vzniku &ného

anhydridu, ktery nasledrsnadno hydrolyzujeSchéma 16

+ AcOH +H,0 o

o

7,8

(@)
}%k OAc

- RNH, -AcOH

O
}lJJ\NHR
5

Schéma 168Mozné vys¥tleni vzniku volné karboxylové funkcéipeakci amid 5
v kyseling octové.

Stejny jev byl pozorovan takeé ¥ipads reakce amidibc, v tomto gipac vSak nedoslo ani

ke vzniku @éekavaného indolového systému a izolovanym produliginmydrazorB8. Zda
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se tedy, Ze ff@dchozi Usgsné pokusy o vyti@ni indolového jadra u kyseli byly

pravdpodobré umozrény piéitomnosti delSiho alkylovéhiettzce u acylového zbytku. Je
znamo, Ze provedeni Fischerovy indolové reakcelokg/lovych slodenin, které maji jen
methylovou skupinu je komplikované, protoze nedaché& stabilizaci intermediarniho

enaminoveho uskupeni.

S dostupnym mnozstvim spektralnich charakterisgbylo obtizné potvrdit struktury
piipravenych amitl 5. Struktury amid 5a a 5c byly potvrzeny pedeviim NMR
spektroskopii, &které signaly v protonovém spektru stenin 5 jsou znazorény

v Priloze 5.

Vzhledem k uvedenym vysletlk pokusi jsem prvni strategii syntézy 2-aminobenzaimid
s indolovym jadrem opustila. MoznymeSenim by sice mohlo byt provedeni Fischerovy
reakce amitl 5 v jiném rozpou&dle nebo tepethz hydrazonh slowenin5, avsSak divejsi
obdobné pokusy® se slodeninami3 poskytovaly nizké vyky odpovidajicich derivéat
indolu a byly zatizeny vznikem vedlejSich produkProto jsem se dale zé&fila na
vyzkouSeni druhé strategie syntézy amidlO, ktera vychazi z reaktivnich

indolylbenzoxazinoa (str. 28,Schéma 10strategie B).

Priprava indolylbenzoxazinoni

V nedavné publika&® byla popsana elegantni metoda transformace kys®lina
anthranilové kyseliny 7 nesouci indolové uskupestt. (29), které byly vé&kterych
piipadech doprovazeny malym mnoZzstvim benzoxaZiforzarove bylo naznaeno, Ze
obmeénou reaknich podminek by bylo teoreticky mozné selektiptipravit sloweniny9.
Benzoxazinony jsou také snadno dostupné dehydrataci kySelproto jsem se rozhodla

vyzkouSet oba zmémé syntetické postupy u jedné ze gknin a porovnat jejich v§Eky.

Sloweninu9b jsem gipravila konverngjSim postupem v celkovém wiku 41 %, pes
sloweninu7b, kterou jsem dehydratovala varem veisintoluenu a acetanhydrid8¢héma
17). Postupem navrzenym v literéglr® jsem pak také igvedla sloteninu3b piimo na
odpovidajici benzoxazind®b (Schéma 1) Pro gipravu dalSich benzoxazind® jsem se

pouzila druhy postup, protozZze se ukazal byt vykgdn
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COOH
COOH  NHNH;*CI /[:j:
/@ AcOH, var_ MeO NH
MeO

24 h O \
3b 7b (53 %)

EtCOOH Ac,0O
var, 31 h /@ﬁJ\ tquen var
69 % g I z 78 %
Pr

Schéma L7Friprava benzoxazinon2b dvéma moznymi postupy.

ZI

Owetila jsem tak mySlenku autbrpivodniho sdleni, kte&i predpokladali, Ze Fischerova
indolova reakce kyseli® ve vrouci kyseli&y propionové mze pgedstavovat jednoduchy
postup k pipraw benzoxazinoi 9, které pravépodobr vznikaji tepelnou dehydrataci ze

slowenin7. Mechanismus tétorpmeny byl jizZ naznaen v literatdie.

Nasledw® jsem gipravila sérii benzoxazindn9a — g, které byly patebné pro dalsi
experimenty $chéma 1P Jako vedlejSi produktydhto reakci byly izolovanyifslusné
kyseliny 7, jejich vznik vSak vzhledem k velkému rozdilu zpostnosti nekomplikoval
izolaci hlavnich produkt9. Krom¢ slowenin7b, 9b a9f byly kyseliny7 a benzoxazinony
9 pripraveny jiz dive jinymi reakcemi a vzhledem k tomu, Ze jsenclejiC spektra nila

k dispozici, potvrzeni struktury mych prapdréi/lo snadné.

R2

R? . COOH
_EtCOOH, var _ NH 4
R4 . NH + N
R 1 |
o} R 9a-g R!
3ag O

Schéma 18Jednostuiiova giprava benzoxazindr® z vychozich kyseli3.
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Tabulka 7 Experimentéalni data Fischerovych indolovych réakmwenin3

v kyseling propionove.

379 R R R R R Navarka Do0% Vjuzek7 Viwzeko
a ProHoRoRH (8,%)’fgrr?rr?ol) Bh (1%18(?9)
b PrOH H MeO H gt 3ih T 08
¢ PrH H o CHSCHN (I8 130 (o 0ag) (0565
d Me H MeO H H oS 17h (063 g) 04180)
© Pr R Meo R MO (Z%fzrr}ngol) 15h (0,1120(:)/09) (0,752501/0g)
toMe R Me H i (1g’g6rr?rr?ol) 24h (0,102701/09) (0,721204/?g)
g Me o H A M (1%??;:”?00 34h (o,zfa?g) (0?3?7?9)

Reakce indolyl-benzoxazinoi 9 s aminy

Ve snaze fipravit derivaty chinazolonu jsem na zalddderarni reSerSe provedla
nékolik reakci benzoxazinon®a s aminy ve vroucim pyridinuschéma 1P Reakce byly
zkouSeny s butylaminem, benzylaminem, 1,2-diamhm@&m a s 2-aminoethanolem. Ve
trech gipadech vSak byly ziskany pouze produkty aminolyegpzoxazinového kruhu, tj.
piislusné 2-aminobenzamidy (Schéma 1P Dlouhé reakni doby a vysoka teplota vedly
také kéast&nému rozkladu vychozich sléenin a vzniku tmavych vedlejSich prodiuktoz
produkfi. Pavodns

k chinazoloim 11 byla Usgsna pouze v jednontipads, kdy byl reakci benzoxazinor@a

nasledg vyzadovalo namn¢jSi cisteni navrhovana cesta
s 2-aminoethanolem ziskan chinazaldm (Schéma 1P Zajimavé je, Ze k této reakci doslo
v pripadt, kdy byl jako vychozi amin pouZzit 2-aminoethanging podminky reakceistaly

neznénény.
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H o +RNH, ———— | ‘
\ 27-35h | Pr

o i H 5 N
pyridin : | @fL H
@\)Lo var o> ; N
N ]

Pr
% o i R=Bu(31h,54%10a) !
. R=Bn(35h,53%10h) : R =CH,CH,OH
i R=CH,CH,NH, § (27 h, 41 % 11m)
(27 h, 46 % 10i) =
Schéma 19Aminolyza benzoxazinon®a ve vroucim pyridinu.
Vytvorenim série substituovanych indolylbenzoxazinsa oteyela cesta kippraw
malé knihovny Usednich  slotenin této diplomové prace - anid

2-(indol-2-karboxamido)benzoovych kyselif. Tyto slokeniny jsou zajimavérpdevsim

z hlediska moZznych biologickyckiaka. Jednou z moznosti jejich syntézy by bylo pouZit
postup popsany vipdchozi kapitole, ten vSak poskytoval nizkésgly produkfi, které
navic musely byt nawme ¢isttny. Aminolyza benzoxazindnby navic néla probihat
ponerné snadno, proto jsem hledala postup, ktery by untoZst reakci za mirnych
podminek. Reakce benzoxazinonu s amingmppkojové teplot v dichlormethanu bez
piitomnosti dalSich latek neprobihala, avSak zjigtitan, Ze reakce probih&jga-li se do
reakeni snmesi triethylamin. Zadchto podminek jsem pakipravila sérii 2-aminobenzamid

10al (Schéma 20rabulka §.

RZ O 3 6
R3 o re  CHCLrt R Ni’
1 Hd + HN° EtzN (1 ekv.) R4 NH
R4 N N R7 H
| RS
R® o N
R’ |
ga_g 10a-m R1

Schéma 20Priprava 2-aminobenzamidlO aminolyzou benzoxazinar®.
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Tabulka 8 Reakni doby a vy&Zky slowenin 10 pii reakcich slotenin9 s primarnimi a
sekundarnimi aminy v dichlormethanu katalyzovanyigthylaminem.

Doba

10 R R R R R® R® R’ Vytezek
reakce
a Pr H H H H Bu H 42 h 77 %
b Pr H H MeO H Bu H 20 h 88 %
c Pr H H -(CH=CH)- Bu H 51 h 95 %
d Me H MeO H H Bu H 24 h 83 %
e Pr H MeO H MeO Bu H 22 h 93 %
f Me H Me H H Bu H 26 h 89 %
g Me Cl H H Me Bu H 48 h 98 %
h Pr H H H H Bn H 17 h 87 %
i Pr H H H H -CHCH:NH2 H 6 h 75 %
] Pr H H H H Bu Bu 68 h 91 %
| Pr H H MeO H -CHCH:NH2 H 1lh 98 %
m Pr H H -(CH=CH)- -CH.CH:NH, H 1h 92 %

Tento postup selhal ¥ipad pokusu o fipravu anilidulOk, coZ s¥d¢i o nedostatan¢
vysoké reaktivié anilinové aminoskupinyip pokojové teplat. Anilid 10k byl pripraven
hladce provedenim reakce v toluerfutpplo€ varu Schéma 211

OMe

0 Q
N
toluen, var @ﬁLH
Et3N 1 ekv.) NH
0 \N

Pr
10k (63 %)

Schéma 21Syntéza anilidd 0k varem v toluenu.

Na tomto mist bych rdda okomentovala zvolené substituenty urtetle knihovny
2-aminobenzamii (Obrazek ). Byla pripravena série sedmi anidO0a—10g, které se od
sebe liSi substituci aromatického kruhu 2-aminohemndového systému a kterych
piipadech se liSi také alkylem v poloze 3 indolovdéinohu. Tyto slodeniny maji na
amidovém dusiku navdzanou butylovou skupinou. &l byla mezi tyto slaieniny
zahrnuta sériétyi aminobenzamii 10h — 10k, které byly nesubstituované na benzenovém

kruhu a liSily se substituci na benzamidovém atdomiku. Posledni dva amidyQl a10m,
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byly syntetizovany cilehaz se znalosti vysledkmikrobiologickych test ve snaze nalézt
sloweniny s vyssi antimikrobialni aktivitou.

————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————

9 I
CETONH o YT ONH G iMeO
.0 \N o \N
R1 Pr
10a-g 10h-k

___________________________________________________________________

Obrazek 1Dvé hlavni skupiny aminobenzantid Oa— 10k a cilert pripravené

sloweniny10l a10m.

Struktura vSechijpravenych amid 10 byla potvrzena NMR spektroskopii. Rfiloze 5
jsou znazorény rekteré signaly, které byly identifikovany ve spektie’*C-NMR a
H-NMR.

Pokusy o dehydrataci 2-aminobenzamid 10

Vzhledem ke skutaosti, Ze ivodni experimenty s transformaci benzoxazinoa
odpovidajici chinazolinony nesplnily¢ekavani a pouze v jednontipac vedly k izolaci
sloweniny, ktera byla identifikovana jako odpovidajichinazolon 11, poslednimi
syntéznimi pokusy byly snahy o dehydratatipmvenych 2-aminobenzaniid Uvodni
experimenty, kdy byla sl@eninalOavarena v toluenu beziftomnosti dalSich reaktait
nebo v pitomnosti kyseliny 4-toluensulfonové nevedly kciliyla izolovana vychozi
sloweninalOa Proto jsem se rozhodla proveést reakci s vhodnghydraténim cinidlem.
V literature'®® byly nalezeny obdobné dehydratace, které pouZzijakp dehydratni
¢inidlo chlorid fosfority. Jako dehydratai ¢inidlo jsem zvolila dostupny thionylchloridfiP
pokojové teplat reakce probihala jen velmi pomalu, proto byla teaksneés vaena

v inertni atmosfie. Za &chto podminek prathly reakce hladcedmem 15 minut.

RZ O
3 6
R N’R SOCl,, R3 R6
4 H toluen, var N H
R f NH H ’ R4 N N
R°S N N, atmosféra RS |
| 15 min. R

Schéma 22Dehydratace amidl10 thionylchloridem ve vroucim toluenu.
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Tabulka 9 Kli¢ k substituentm a vy&zky syntéz chinazolanll.

10,11 R! R? R3 R R® R® Vytézek
a Pr H H H H Bu 57 %
d Me H MeO H H Bu 71 %
e Pr H MeO H MeO Bu 84 %
f Me H Me H H Bu 53 %

Timto zpisobem byla fipravena sériétyi chinazoloii 11 (Schéma 22Tabulka 9.

2.2 Diskuse mikrobiologickych tesfi
Protimikrobni vlastnosti p Fipravenych sloutenin

Po hlubSim literarnim pekumu se zda, Ze vyzkumcinka nekterych slodenin

piipravenych v rdmci této diplomové prace na mikramigmy by mohl pinést zajimave
poznatky, vyuzZitelné ip vyvoji novych antibakteridlnich latek. Zajimavé predevsSim
schopnost gkterych zndmych anthranilovych kyselin inhibovaktegialni enzym KAS llI,
ktery predstavuje novy molekularni cil pro vyvoj antibakigich slogenin. Uvodem bych
rada okomentovalatdody, pr@& byly zvoleny rkteré substituenty uijpravené série

testovanych latek.

Ackoliv vliv acylového uskupeni na antimikrobialndiiky N-acylanthranilovych kyselin
byl jiz v odborné literatte zkouman, o vlivu substituénha aromatickém ja&d kyseliny
anthranilové mnoho informaci k dispozici neni. Brigem zvolila vice typ substituci na
aromatickém jéte, fada substituovanych prekuraqgiz navic byla na UCh FT UTB uggns
piipravena. Vzhledem k tomu, Ze dle literatury dogndmé antibakterialni anthranilové
kyseliny ztraci svou dinnost, pokud jsouievedeny na amidy, jsem &l tento jev vice
prozkoumat. Reakci benzoxaziridhs aminy bylo mozné rozhodnout fitpmnosti dalSiho
substituentu na jednom z amidovych dusiN-Butylamidy 10a — g byly pripraveny
piedevsim z praktickychigdodi a protoZe prace navazovala na nedavnou publikadeibyl
jeden takovy amidifpraven.
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O

QKLH o] N,©/OM6 dNBuz CﬁLN/\,NHZ
o iy NHH N \/\LN/\/N Me

10 ethambutol
a-g 10j 10i

Slowenina 10k byla navrzena na zakladpoznatk z literatury, kdy gkteré anilidy
anthranilovych kyselin vykazovaly vyrazné antimibi@ni (£inky. N,N-Dibutylamid 10j

byl pfipraven za delem pro¥ieni vlivu giitomnosti vodikového atomu na tomto amidovém
uskupeni. 1,2-Diaminoethanové uskupenfipgd sloweniny 10i bylo zvoleno z #kolika
davodi, jednim divodem bylo, Ze volna aminoskupinat®e zvySit rozpustnost
zkoumanych slatenin ve vod, pripadré ovlivnit schopnost slatenin pronikat pes
burg¢nou sténu bakterii. DalSim ivodem byl fakt, Ze volna aminoskupin&egstavuje
reaktivni uskupeni, které ihe byt dale modifikovanaiimz je otevena cesta kifpraw
slozijSich struktur. Motiv 1,2-diaminoethanu se jiz vyske u rekterych znamych
slowenin s antibakterialnimi dnky, nag. v molekule antibiotika ceftolozanu nebo
tuberkulostatika ethambutolu. byl vSak pozorovan rekterych slogenin zmignych

v reSerdnitsti mé diplomové prace. Dosud zndmé anthranilggéliny s antimikrobnim
Gcinkem se vazou na sérovy albumin, vzhledem k fatgwa albumin se vazou steminy
kyselé a neutralni, amid$0, které nesou navic aminoskupinu, by mohly vykarova

vyhodrgjsi vlastnosti.

Prvni fazi testovani protimikrobnichéigka pripravenych slodenin bylo provedeni
orienta&nich test agarovou difuzni metodou. Krmto pokusm byly vybrany amidylOa—

k, kyseliny 3b, 3c, 7a a 7b a jeden benzoxazind®b. Testy byly provedeny standardni
metodikou a jsou podroBrpopsany v experimentalté@sti. Vznik inhibéni zény indikoval
protimikrobni &inek zkouSenych sl@enin. K testovani byla zvolena kvasinkova kultura
Candida albicansCCM 8275, gramnegativni baktertescherichia coliCCM 3954 a
Pseudomonas aeruginos@CM 3955, kultura grampozitivni bakteri®taphylococcus
aureusCCM 3953 a zastupce plisispergillus nigerCCM 8155. Vysledky agarovych
difuznich tedi pro slogeninyl10a—g jsou uvedeny v tabulce niZ€gbulka 10.
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2
Rj@fLNHBu
R3 NH MeO ¢ 9
O NHBu NHBu @ﬁLNHBu
NH
R1 §
10a (R'=Pr, R2=H, R®=H) 10c \
10b (R = Pr, R? = H, R® = MeO) Pr Pr

10d (R = Me, R? = MeO, R3 = H)
10f (R' = Me, R? = Me, R® = H)

Tabulka 10Inhibi¢ni zény v mm, agarova difuzni metoda, skeniny10a—g.

10 C. albicans P. aeruginosa S. aureus E. coli A. niger
CCM 8275 CCM3955 CCM 3953 CCM 3954 CCM 8155

a  27+0,3 - 2,3+0,3 - -
b - 5,0+1,3 3,7+0,6 2,5 -
c  2,70,3 3,3+0,6 - - -
d - 4,3+0,8 3,6+0,3 0,2+0,3 -
e ] ] ] ] ]
f 2,3+0,6 - - - -
g - 4,2+0,6 - - -

AZ na dimethoxyderivafiOe vSechny amidylOa — g vykazovaly uéitou protimikrobni
aktivitu, Zadna ze sla@enin vSak nefsobila na kulturu plishA. niger Zajimavé je, Ze
slowweniny10b—d al1l0gvyrazre inhibovaly fist bakteridP. aeruginosaktera byla do teét

zaazena ztvodu, ze je obeen velmi odolna w¢i antibakteridlnim sloteninam.

Vi s

U slowenin s obmnénym amidovym uskupenirhOh — k (Tabulka 1) byla pozorovana
neobvykle vyrazna antibakterialni aktivita u amidu Sloweniny10hal0k byly ne&inné,
ponerné vyrazna inhibini zéna byla pozorovana u dibutylamitidk, ale pouze vifppact
grampozitivniho stafylokoka. Sléanina10i navic vytvdela inhibEni zénu i v pipad
plisré Aspergillus nigelCCM 8155.
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0
Sy °
o NH .
Pr o |
10h (R = Bn) Pr
10i (R = CH,CH,NH,) 10k

10k (R = 4-methoxyfenyl)

Tabulka 11 Inhibi¢ni zény v mm, agarové difuzni metoda, skniny10h—Kk.

10h—k C. albicans P. aeruginosa S. aureus E. coli A. niger
CCM 8275 CCM 3955 CCM 3953 CCM 3954 CCM 8155

h - - - - -
i 4,7+0,3 5,0+0,5 14,5+0,5 10,0+0,5 3,0
| - - 5,2+0,3 - i
k - - - - -

Krom¢ toho, Ze vdchto experimentech byla zachycena vyrazna antiiakiée aktivita
sloweniny 10i, je zajimave, Ze anilidOk nevykazoval Zadnou antimikrobialni aktivitu,
piestoze jeho struktura vychazela &naych anilich vicéi bakteriim popsanych v literatel
Tato skuténost potvrzuje fedstavy autdr pavodniho sdleni o farmakoforu zmimych

anilidi a naznéuje, Ze sloteniny popsané v mé diplomové pradegstavuji odlisSny

sendl O

farmakofor.

H
N
o7y NFz 5
10k
Pr ref. 65, 120

V orienta&nich plotnovych testech byla posuzovanaiipadna antimikrobialni aktivita
n¢kolika ostatnich ppravenych slotenin. Benzoxazino®b nevykazoval vdchto testech

Zadnou protimikrobni aktivitu, nicmém kyselin3 a7 byla antibakterialni aktivita zji&ha.
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COOH

COOH COOH Q
O H
Bu |
9b Pr
7a(R H)
7b (R = MeO)

Tabulka 12 Inhibicni zény v mm, agarova difuzni metoda, skeniny3, 7 a9.

C. albicans P. aeruginosa S. aureus E. coli A. niger
CCM 8275 CCM3955 CCM 3953 CCM 3954 CCM 8155
3b 2,0+0,8 2,5 4,3+0,3 - -
3c - - 5,2+0,3 - -
7a - 2,5 7,5 - -
7b - - 6,3+0,3 - -

9b . . . . .

Lze si povSimnout, Ze indolovy derivah zpisoboval ¥tSi inhibicni zonu v pipacde kultury
Staphylococcus aureng? fFislusna ketoacylanthranilova kyseliia ktera inhibovala také

rast testované kvasink®. albicansa bakterieP. aeruginosa

Zajimaveé vysledky testna agarovych plotnach mne vedly nejen k provepediobrjSich
mikrobiologickych pokug se slodeninoulOi, ale také k dodateé syntéze dalSich dvou
amidi, které ve své strukie obsahuji 1,2-diaminoethanovy motiv. Jedna se@shiny

10l a10m, jejichz giprava je popsana vyse.

Vzhledem k orienténi povaze této metody jsem se rozhodla dalSi mi@logické pokusy
provést diléni metodou v mikrotitrénich destikach. Mezi kultury zkouSenych
mikroorganisni jsem po doho#ls doc. RNDr. JanemiRickou, Ph.D. z&adila jes¢ dalSi
kulturu grampozitivni bakteriénterococcus faecali€CM 4224, kter4 je znama pro svou
odolnost wi¢i antibakterialnim sloteninam. Se slaieninou 10i jsem nejprve provedla
experimenty s &3im rozsahem testovanych koncentraci@&ainy (0 — 5 g.), vzhledem

k zjisttnym nizkym inhibtnim koncentracim byly dalSi experimenty provedesyu#Sim
koncentrgnim rozsahem. Ziskané hodnoty MIC syntetizovanyatekl jsou uvedeny
v tabulce nizeTabulka 13.
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N NH: Q NH
H N2
R NH | H
e J
O N
\ oYy
Pr

10i (R = H)
101 (R = MeO)

Pr
10m

Tabulka 13Zjisténé hodnoty MIC pro slaieniny 10i, 10l a10m.

Hodnoty MIC [mg.LY] ([umol.mL?])

10 c. albicans P. aeruginosa S. aureus E. coli En. faecalis
CCM 8275 CCM 3955 CCM 3953 CCM 3954 CCM 4224

i 500(1372) 500 (1372) 100 (274) 200 (549) 150 (412)
| 15(38) 20 (51) 10 (25) 20 (51) 15 (38)

m 15 (36) 20 (48) 10 (24) 20 (48) 20 (48)

Z vysledka téchto pokué je zZejmé, Ze navrzené sléeniny 101 a 10m vykazuji
mimoradnou schopnost inhibovatist bakterii. Navrzend zna struktury 10i vedla

v n¢kterych gipadech k desetindsabwtsSi antibakterialni aktivik Uvedené hodnoty MIC
v rozsahu 10 — 20 mgiijsou mnohem niz&i nezrady girodnich i syntetickych derivét
kyseliny anthranilové (#lohd 1 — 4) afadi tyto slodeniny mezi &kolik malo vysoce
acinnych  antimikrobialnich  derivat kyseliny anthranilové, které byly popsany
v mezinarodni literafie. Jedna se také o prvni 2-aminobenzamidy tohpia, &teré navic
vykazuji podstat& vétsi (tinnost nez pivodni volné anthranilové kyselinyrékvapiva je i
schopnost &inn¢ inhibovat kst kultur odolnych bakteriPseudomonas aeruginosa
Enterococcus faecalisV kultivacnich experimentech v Petriho miskach byly nasiedn
zjistény i hodnoty minimalnich baktericidnich koncentrd®BC), které jsou uvedeny

v tabulce nizeTabulka 14.
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Tabulka 14 zjisténé hodnoty MBC pro slaieniny 10i, 10l a10m.

Hodnoty MBC [mg.L[Y] ([umol.mL?Y))

10 p. aeruginosa S. aureus E. coli E. faecalis
CCM 3955 CCM 3953 CCM 3954 CCM 4224

i 2500 (6860) 200 (549) 1000 (2744) 500 (1372)
| 200 (507) 150 (380) 20 (51) 100 (254)
m 150 (362) 150 (362) 20 (48) >150 (>362)

Zajimave je, Ze baktericidnéimek slogenin10ial0Omse projevil zejména u gramnegativni
Escherichia colCCM 3954, u ostatnich bakterii byla MBC vy3$3$eudomonas aeruginosa
je pomérné odolnd gramnegativni bakterie, zajimavé jsou v§&Ki hodnoty MBC u kultury
grampozitivni bakterieStaphylococcus aureuSCM 3953. Tento vysledek by vSak byl
vyswtlitelny, pokud by sloteniny 10i a 10m opravdu inhibovaly bakterialni enzym KAS
[, ktery se u bakterii podili na biosyntéze lipidBiosyntéza lipid je totiz esencialni pro
bakterie gramnegativni. Vyrazné inkibi (€inky vaéi P. aeruginosaby se pak daly
vyswtlit ovlivnénim quorum sensingunhibici podobného homologniho enzymu PqsD.
Experimenty s inhibici bakterialnich enzgmvSak z technickych tdvodia nebylo mozné
proveést. Sloteniny10ial0mby tedy mohly byt fedlohou pro vyvoj antibakterialnich latek
proti gramnegativnim bakteriim. To je také zajimaeygnatek, protoZze v odborné literiatu
byl casto w@inek derivali kyseliny anthranilové zkouman hlavnvaéi bakterii

Staphylococcus aureus

U slowenin 10i, 10l a 10m byl zkouman také jejich fungicidnic¢inek. VSechny if
sloweniny byly podrobeny te&in (€innosti na kulturu kvasineCandida albicansCCM
8275. ProtiAspergillus nigeiCCM 8155 byly testovany latkiOi a10l, kdy &innost latky
10i byla sowdasré zkouSena takéw¢i plisni Trichoderma virideCCM F-486 metodou
piidavku latky do agarového média. Byla #¢gigana minimalni fungistaticka koncentrace
vici témto vlaknitym mikromycetdm. Minimalni fungicidni koentrace slaienin jsou

uvedeny v tabulce niz&#&bulka 15.
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Tabulka 15Zjisténé hodnoty MFC pro sl@eniny 10i, 10l a10m.

Hodnoty MFC [mg.LY] ([umol.mL1])

10 c.albicans A. niger T. viride
CCM 8275 CCM 8155 CCM F-486

i 1000 (2744) 750 (2058) 350 (960)
| 75(190) 375 (951) -
m 100 (241) - -

Sloweniny10i a10l pasobily pi vysSich koncentracich také fungicédipozoruhodné bylo,
Ze v nizSich nez fungicidnich koncentracich &miny 10i a 10l zpisobovaly vyrazé
modifikovany fist vidknité pliss A. niger kdy plisé prestala sporulovat. iBsto Ize

konstatovat, Ze zkoumané steniny10vykazuji fredevSim vyrazné antibakteriélrdinky.

Jak bylo zmigno v textu vySe, v orientaich testech na agarovych plotnach vykazovaly
antibakterialni aktivitu také skteré kyseliny3 a 7. Jelikoz slodeniny 7 vznikaly jako
vedlejSi produkty fipravy benzoxazinan9 a mela jsem tak k dispozici sérié¢hto latek,
rozhodla jsem je také otestovat diii metodou v mikrotitrénich destikach. Zvolila jsem
rozsah koncentraci od 8 mg.ldo 512 mg.t%. Zjisténé minimalni ihnibini koncentrace

jsou uvedeny v tabulce nize (

Tabulka 1. Sloweninu7h jsem nefipravovala, za &€elem testovani protimikrobni aktivity
mi byla poskytnuta vedoucim prace.

R? COOH
Cl

% COOH  MeO. ; jCOOH i jCOOH
’i MeO

7a(R'=Pr,R?=H,R%=H)

7b (R1 Pr, R2 = H, R3 = MeO) Pr Pr

7d (R' = Me, R? = MeO, R3 = H)
7f (R" = Me, R? = Me, R3 = H)
7h (R'=Pr, R? = H, R® = MeO)
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Tabulka 16 zjistené MIC pro kyseliny? vac¢i vybranym mikroorganistim.

Hodnoty MIC [mg.LY] ([umol.mL1])

7 C.albicans P. aeruginosa S. aureus E. coli En. faecalis
CCM 8275 CCM 3955 CCM 3953 CCM 3954 CCM 4224

a 512(1588) 512 (1588) >512 (>1588) 512 (1588) >611588)

b 128 (363) 64 (182) 512 (1453) 128 (363) 256 (726)

c  64(172) 128 (344) 512 (1375) 128 (344) 128 (344)

d 128(395) 128 (395) 256 (789) 256 (789) 256 (789)

e 512(1339) 512 (1339) >512 (>1339)  >512 (>1339) 2-541339)

f 128(415) 256 (830) 512 (1661) 256 (830) >512 ()66

g 256 (747) 256 (747) 512 (1494) 512 (1494) 512 ()494

h 128(395) 128 (395) 256 (789) 256 (789) 256 (789)

Z vysledk je Ztejmé, Ze substituce na aromatickém kruhu anthnayilokyselin7 vyrazre
ovliviiuje jejich gipadnou antibakterialni aktivitu. Nesubstituovalo&ig&nina7aa kyseliny
7e a 79 vykazuji jen nepatrné antibakterialniinky. VyrazrgjSi schopnost inhibovatist
bakterii vykazuji sloteniny 7b-d a 7h. Shodnou antibakterialni aktivitu vykazuiji
methoxyderivaty7d a 7h, které se od sebe liSi jen polohou methoxylovépsku U
naftalenového derivatlc byla pozorovana i potenciégzajimava antifungélni aktivitaivi

kultuie kvasinkyCandida albicans

Ve své praci jsem sledovala substituce na arom@&tickruhu kyseliny anthranilové, ale
substituentu v poloze 3 indolového kruhu byknavana jen mala pozornost. O to vice
piekvapivy byl rozdil v minimalnich inhibnich koncentraci mezi sléeninami7h a 7b,

které se liSi pouze délkdatzce na indolovém kruhu.

COOH
COOH /[::[

J[:j: MeO NH
MeO NH H N
o)

N

S
7b
7h Me'

Me

MIC P. aeruginosa = 128 mg/L MIC P. aeruginosa = 64 mg/L
MIC E. coli = 256 mg/L MIC E. coli = 128 mg/L

\
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Slowenina 7b vykazuje dvojnasobnou antibakteridlni aktivituic¢v testovanym
gramnegativnim bakteriim, zaravee proti sloteniné 7h sniZila jeji schopnost inhibovat
rast grampozitivnl' bakteri8. aureusZda se tedy, Ze dalSi modifikace alifatickéatszce
je také teoreticky v souladu s moznosti, Ze @ainy ovliviiuji bakterialni enzym KAS Il
a jeho homolog PgsD, vyskytujici se u pseudomaddadhbrazku nizedbrazek 2 je ukazka
jednoho z readnich kroki biosyntézy signalni molekuly pseudomonad, kteratalyzuje

enzym PqsD, pro porovnani je uveden také vzoregetony 7b.

PgsD PqsD

0 H O $ :
/Cys 0 /Cys | COOH

o e = ..
Ngz\\ 0 -H,0 N
0]
Me

o |
H ' MeO NH :
74 : H :
o0 O
. |
Me i

Me

Obrazek 2Jedna z reakci katalyzovana enzymem PqsD aesima7b.

V provedenych mikrobiologickych testech jsem tedgmla k zajimavym poznathn, které
by mohly byt vyuzity k vyvoji novych antibakteriabh slokenin zaloZzenych na derivatech
kyseliny anthranilové. Bylyifpraveny dva amid§0la10m, u kterych byla zji$na vyrazna
antibakterialni aktivita. Bylo také pozorovano,izizobné zniny ve struktiie zkoumanych
latek vyrazg ovliviiovaly jejich antibakteridlni aktivitu. Poznatky éwi substitueni na
antibakterialni Ginnost derivai kyseliny anthranilové byipdalsim vyzkumu mohly vést

k jeSt (cinngjSim antibakterialnim slaeninam.

dN/\/NHZ N/\/NH2
N MIC S. aureus = 10 mg/L

MIC P. aeruginosa = 20 mg/L
MIC E. coli = 20 mg/L

P
101 " 10m
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3 CHEMICKE EXPERIMENTY

Stanoveni boil tani bylo provedeno pomoci mikroskopu sieaicim stolkem PolyTherm
(Helmut Hund GmbH, Wetzlar), body tani nebyly kowgny. Chromatografie na tenké
vrstwé (TLC) byla provedena na foliich ALUGRAM® SIL G/U%2 (0,2 mm silna vrstva
silikagelu Kieselgel 60, fluorescé&m indikator pro UV 254 nm na hlinikové folii,
MACHEREY-NAGEL & Co. KG Duren, Nmecko). Elementarni analyzy byly provedeny
na g¥istroji Flash EA 1112 Automatic Elemental AnalyZ€hermo Fisher Scientific Inc.).
IC spektra byla z#tena na fistroji Thermo Scientific Nicolet iS10 FT-IR Spemtneter
technikou KBr tablet. Absotmi pasy jsou ozr@vany takto: s (silny), m (&dni), w
(slaby). Hmotnostni spektra s ionizaci El (EIMS)abyaznamenana ndigtroji GC-MS
QP2010 (Shimadzu). Hmotnostni spektra s vysokyniSexdm byla znsfena sestavou
Agilent 6224 Accurate Mass TOF LC/MS s elektrospvej ionizaci. Spektra NMR byla
poiizena v DMSCQOds pii 296 K na pistroji Bruker Avance Ill 500 MHz NMR ip
frekvencich 500 MHz!{), 126 MHz {3C) a 51 MHz ¥N). *H chemické posuny byly
vztazeny wéi signalu DMSOes (2,50 ppm) a3C chemické posuny byly vztazenyy
signalu DMSOds (39,5 ppm). Chemické posuny jsou uvedeny ve stuphi(ppm).
Interakéni konstanty J) jsou uvedeny v Hz. Multiplicity jsou ozteny takto: s (singlet), d
(dublet), t (triplet), g (kvartet), m (multiplet)y (rozsteny).

3.1 3-Butyl-4-hydroxychinolin-2(1H)-ony (1)

Reakni smés obsahujici fislusny aminobenzen (100 mmol) a diethyl-butylmaton
(105 mmol) byla v destitani aparatie na kovové lazni postupzativana na 265-270 °C.
Pti reakci vznikal ethanol, ktery byl jiman waulloze a jeho hmotnost slouzila jako indikator
priabéhu reakce. B uvedené teplétbyla reakni sneés udrzovana, dokud neustala destilace
ethanolu (2-7 h). Naslednbyla horka reakni smés nalita do toluenu (50 mL). Po
vychladnuti byla vylotiena pevna faze odsata nagfatrozpustna v 0,5 M vodném roztoku
hydroxidu sodného (500 mL). Tento roztok byl extnadn toluenem (2 x 15 mL) a nasledn
okyselen 10% kyselinou chlorovodikovou do slakyselé reakce na univerzalni
indikatorovy papir. Okyseleni roztoku vedlo k vyteui 4-hydroxychinolond v podol
objemné bilé pevné faze, ktera byla odsata ng filikladné promyta vodou (celkem 200

mL) a vysuSena v susarpii 50 °C.
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3-Butyl-4-hydroxychinolin-2(1H)-on (1a)

Doba reakce 7 h, wiek 19,816 g (90 %), bily prasek, b.t. 197— oH

203 °C,Rr = 0,42 (5% ethanol v chloroformu), 0,66 (10% etila N Me

v chloroformu). V literatie**® je uveden b.t. 195-201 °C. @ﬁNIO\/

IC (ATR, cntd): U 2958(w), 1661(m), 1610(s), 1580(s), 1537(m; "

1377(m), 1332(w), 1295(w), 1256(w), 1233(w), 1205($138(s), 1119(w), 1088(w),

1051(w), 1030(m), 971(w), 872(w), 841(w), 823(MBOMWwW), 777(w), 758(w), 717(w),
672(w), 612(m), 423(m). Spektrum je shodné se spekt® autentické sloteniny.

3-Butyl-4-hydroxy-7-methoxychinolin-2(1H)-on (1b)

Doba reakce 2 h, wkek 21,430 g (82 %), bezbarvé

krystaly, b.t. 203-210 °C (ethanpolk = 0,26 (5% ethanol 5 4a4OH3 g

v chloroformu),Rs = 0,61 (10% ethanol v chloroformu). S . > Me
IH-NMR (DMSO-ds: 500 MHz):5 0.88 (t, 3HJ = 7,1 Hz, | o0 & "Nt ©

H4"), 1,23-1,46 (m, 4H, H3' a H2"), 2,51-2,53 (rHi, M1"),

3,78 (s, 3H, OC#h), 6,70-6,79 (m, 2H, H6 a H5), 7,79 (d, 1Hs 8,7 Hz, H8), 9,88 (s, 1H,
OH), 11,10 (s, 1H, H1).

13C-NMR (DMSOds; 126 MHz): § 14,5 (C4"), 22,7 (C3"), 23,1 (C2), 31,0 (C1), 55,
(OCH), 98,2 (C4a), 109,7 (C5), 109,8 (C6), 110,0 (24,5 (C8a), 139,4 (C7), 157,6
(C3), 160,9 (C2), 164,4 (C4).

IC (KBr, cnmd): U 3456(w), 3135(m), 2960(m), 1637(s), 1560(s), 15R7(508(m),
1479(m), 1442(m), 1425(w), 1390(w), 1376(w), 134p(4266(m), 1226(s), 1182(m),
1154(m), 1113(w), 1032(w), 859(w), 484(w), 460(w).

MS (El): 248(5, [M+1]), 247(28, M), 232(6, [M-15]), 230(12), 218(26, [M-29),
206(13), 205(100), 204(61, [M-43] 191(29), 150(14), 55(150/4%).

HRMS (ESI+):m/z vypaiteno pro GsHigNOs™ [M + H]* 248,1281, nalezeno 248,1283.
Pro G4H17NOs (247,29)

vypocteno: 68,00 % C, 6,93 % H, 5,66 % N;

nalezeno: 67,80 % C, 7,12 % H, 5,49 % N.
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3-Butyl-4-hydroxybenzolh]chinolin-2(1H)-on (1c)

Doba reakce 2,5 h, witek 25,030 g (82 %), bezbarvé krystaly,

b.t. 300-308 °C,R = 0,46 (5% ethanol v chloroformu), 0,71 O\H Vo
(10% ethanol v chloroformu). V literatet*® je uveden b.t. 309— O N0

313 °C (ethanol). O H

IC (KBr, cnmd): 7 3145(w), 3048(w), 2956(w), 2931(w),
1621(s), 1591(s), 1565(s), 1435(w), 1387(w), 13D9(aR02(w), 1160(w), 1144(w),
805(w). Spektrum je shodné se spekirérautentické sloteniny.

3.2 3-Butyl-3-hydroxychinolin-2,4(1H,3H)-diony (2)

Vychozi 4-hydroxychinoloril (40 mmol) byl rozpugh v 0,5M vodném roztoku NaOH
(240 mL). Ripraveny roztok byl vychlazen v lazni se studenamdou a z fikapavaci
nélevky k mu byl postupaé (b¢chem 1 h) pikapan 35% roztok kyseliny peroxyoctové (20
mL). Reakni snts pak byla nechana v klidu v chla&te @i 6,5 °C, ngez byla vylodena
pevna faze odsata na &i dikladnt promyta 5% vodnym roztokem;&Os (5 x 30 mL) a
pak vodou (100 mL). Pro dalSi reakci nebylo nutralpktistit.
3-Butyl-3-hydroxy-7-methoxychinolin-2,4(1H,3H)-dion (2b)
Vytézek 6,977 g (66 %), nazloutlé krystalky, b.t. 168+1C

0 .
(cyklohexan), R = 0,44 (5% ethanol v chloroformu), 0,68 jfj%%_'\},vﬁ;
3f 1' 5,
(10% ethanol v chloroformu). |\/|eo7 5 8aN72°0 2

1H-NMR (DMSO-ds; 500 MHz):3 0,76 (t, 3H,J = 6,9 Hz, H
H4"), 1,14-1,22 (m, 4H, H3' a H2"), 1,60-1,75 (H, 211", 3,81 (s, 3H, OC#), 5,60 (s, 1H,
OH), 6,56 (d, 1H,) = 2,2 Hz, H6), 6,68 (dd, 1H,= 2,2 Hz, H5), 7,67 (d, 1H, = 8,7 Hz,
H8), 10,70 (s, 1H, H1).

13C-NMR (DMSOds; 126 MHz): § 14,2 (C4"), 22,5 (C3"), 25,2 (C2), 39,5 (C1), 156,
(OCH), 81,4 (C4a), 100,4 (C5), 110,2(C6), 113,0(C8%,52C7), 144,0 (C8a), 165,6 (C3),
173,7 (C2), 194,8 (C4).

IC (KBr, cnm?): 7 3462(w), 3249(m), 2954(w), 2870(w), 1711(s), 1835(1610(s),
1588(m), 1482(w), 1459(w), 1442(w), 1407(w), 135p(h265(m), 1206(m), 1170(w),
1120(w), 1106(w), 1090(w).

HRMS (ESI+):mV/z vypoteno pro G4H1sNO4" [M + H]* 264,1230, nalezeno 264,1232.
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3-Butyl-3-hydroxybenzolh]chinolin-2,4(1H,3H)-dion (2c)

Vytézek 8,365 g (74 %), bily prasek, b.t. 115-125RG; 0,64

(5% ethanol v chloroformu), 0,80 (10% ethanol vocbformu). 1 oH Ve
V literatute byl popséatt®b.t. 117-121 °C (benzen). O N0

IC (KBr, cnm®: U 3569(m), 3490(m), 3321(w), 3246(w), O H

2952(w), 1705(s), 1663(s), 1627(m), 1603(w), 1579(h528(w), 1480(m), 1439(w),
1426(w), 1414(w), 1367(w), 1242(w), 1231 (w), 119),(0d72(w), 818(w), 799(w), 568(w),
452(w). Spektrum je shodté se spektrem autentické staminy.

3.3 2-[(2-Oxohexanoyl)amino]benzoové kyseliny (3)

Vychozi 4-hydroxychinolin-2,4-dio (25 mmol) byl rozpugh v ethanolu (100 mL) v 500
mL Erlenmayero¥ baice, do roztoku bylo vloZzeno michadlo a za intenfigmmichani na
magnetické mich@e k rému byl postup& béhem 10 minut fidan roztok kyseliny
pentahydrogenjodisté (75-100 mmol) ve ¥¢tl00 mL). Rea&ni snes pak byla michana
pii pokojové teplat, dokud v ni byl itomen dion2 (TLC). Vylou¢ena pevna kyselina

byla odséata na fidt promyta vodou (200 mL) a vysuSenié B0 °C. Takto byla ziskana
surova 2-[(2-oxohexanoyl)amino]lbenzoova kyselinder& byla podle poeby dale

krystalizovana.

4-Methoxy-2-[(2-oxohexanoyl)amino]benzoové kyselingb)

Reakce probihala 7 dni, ¥yek 6,523 g (93 %), bila pevna ° oo

latka,  b.t. 148-155°C, R=043 (5% ethanol "’/@E ]

v chloroformu) 0,65 (10% ethanol v chloroformu). MeQ™s 752 N1|-_|2- 3 5
H-NMR (DMSO-ds; 500 MHz): § 0,89 (t, 3HJ = 7,3 Hz, o ¢ I\Q'e

H6Y, 1,27-1,37 (M, 2H, H5"), 1,48-1,57 (m, 2H, H2,92

(t, 2H,J = 7,3Hz, H3'), 3,83 (s, 3H, OGH 6,79 (dd, 1H) = 8,9, 2,5 Hz, H3), 7,98 (d, 1H,
J=8,9 Hz, H5), 8,29 (d, 1H,= 2,5 Hz, H76), 12,47 (s, 1H, COOH), 13,43 (s, H).
13C-NMR (DMSOds; 126 MHz):5 14,2 (C6'), 22,1 (C5'), 25,3 (C4'), 35,9 (C3'),5&3),
56,0 (OCH), 105,1 (C5), 109,8 (C1), 133,8 (C6), 141,8 (A5p,3 (C4), 164,0 (C1'), 169,5
(C2", 198,5 (COOH).
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IC (ATR, cnt): U 1662(m), 1610(m), 1580(m), 1537(m), 1377(w), 1233 1205(s),
1139(s), 1119(m), 1088(m), 1051(w), 1030(m), 971@A1(w), 823(m), 789(w), 777(w),
717(m), 672(w), 612(m), 548(w), 491(w), 423(w).

HRMS (ESI+):n/z vypoiteno pro G4H1gNOs™ [M + H]* 280,1179, nalezeno 280,1182.

1-[(2-Oxohexanoyl)amino]naftalen-2-karboxylova kyskna (3c)

Reakce probihala 5 dni, ¥yek gekrystalizovaného produktu COOH
5,448 g (73 %), bezbarvé jehlice, b.t. 107-112 BEngen), O

NH
R =0,18 (5% ethanol v chloroformu), 0,40 (10% ethar
(5% ), 0,40 (10% AN~ e
v chloroformu). V literatie'*® je uveden b.t. 98-105 °C o)
(cyklohexan).

IC (KBr, cnm): 7 3293(w), 3055(w), 2961(m), 2877(w), 1727(w), 1894 1674(s),
1626(w), 1600(w), 1571(m), 1501(m), 1465(w), 143R(4409(m), 1389(w), 1339(w),
1284(m), 1258(s), 1176(w), 1124(w), 765(m). Spaktje shodn¥® se spektrem autentické
sloweniny.2-Pentanoyl#-benzofl][1,3]oxazin-4-on (4)

Ke snesi kyseliny3a (2,999 g; 12,029 mmol) a toluenu (20 mL) o
byl v kapkové bace opatrid po ¢astech Bhem 5 minut fidan ©\)ko

acetanhydrid (20 mL, 21,6 g, 0,21 mol) a suspeniae\@ena N/)}NMe
pod zgtnym chladéem se suSici rourkou s naplni Ca@l 0

hodin. Po uvedené démebyla ve sisi detegovatelna kyselirga (TLC). Tékavé slozky
realkeni snesi byly odpdeny ve vakuu. Tuhy zbytek byl suspendovan ve simegthanolu
(10mL), odsét a vysuSeriib0 °C. Bylo ziskano 2,671 g (96 %) steminy 4, bezbarvé
krystalky, b.t. 231-234 °C (cyklohexar,= 0,69 (5% ethanol v chloroformu), 0,78 (10%
ethanol v chloroformu), 0,41 (20% ethyl-acetat nzenu).

IC (KBr, cnm®): U 3012(w), 2957(m), 2860(m), 1770(s), 1662(s), 1612 1578(m),
1500(m), 1467(w), 1434(m), 1370(m), 1327(w), 1263(&199(s), 1179(s), 1137(s),
1099(m), 1055(m), 1035(w), 1004(w), 896(w), 858(4GO(m), 706(w), 644(w).

3.4 Priprava 2-[(2-oxoalkanoyl)amino]lbenzamidi (5)

N-Butyl-2-[(2-oxohexanoyl)amino]benzamid (5a)
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K suspenzi benzoxazinoru(2,661 g; 11,51 mmol) v tolueny

1" "

(15 mL) byl gidan roztok butylaminu (932 mg; 12,6 mmol) 51~ Ifl/\z../\Mlte
H

v toluenu (15 mL). Vznikly roztok byl ponechan vck 6 h. Po | 4 72 N1I'-|7' s 5 g
>

této dol¥ nebyla vroztoku detegovatelna (TLC) vychori o I Me

slowenina4. Tékave slozky reakni snesi byly odpaeny ve

vakuu. Olejovity zbytek (3,752 g) byl rozp&stv dichlormethanu (40 mL). Roztok byl
extrahovan nejprve 5% kyselinou chlorovodikovowx (3 mL) a pak vodou (3 x 10 mL) a
poté byl suSen (N&Qy). Po odfiltrovani susSidla bylo rozpogdio odpdeno ve vakuu a
krystalizaci zbytku z cyklohexanu (250 mL) byloké&ro 3,112 g (89 %) sléaniny5a, bily
prasek, b.t. 200-208 °C (cyklohexa®,= 0,73 (5% ethanol v chloroformu), 0,94 (10%
ethanol v chloroformu).

H-NMR (DMSO-ds; 500 MHz):5 0,85-0,95 (m, 6H, H6' a H4"), 1,28-1,37 (m, 4H5'H
H3"), 1,47-1,57 (m, 4H, H4' a H2"), 2,91 (t, 2H; 7,2 Hz, H3"), 3,27 (dd, 2H,= 12,8, 6,8
Hz, H1"), 7,22 (t, 1H) = 7,4 Hz, H3), 7,55 (t, 1H, = 7,5 Hz, H6), 7,78 (d, 1H,= 7,3 Hz,
H4), 8,56 (d, 1H,) = 8,2 Hz, H5), 8,78 (s, 1H, H8), 12,42 (s, 1H,)H7"'

13C-NMR (DMSO-ds; 126 MHz):6 13,7 (C6'"), 13,8 (C4"), 19,6 (C5"), 21,6 (C29,9 (C4),
30,9 (C2"), 35,5 (C3"), 39,0 (C1"), 119,9 (CA1Hb (C1), 123,5 (C5), 128,2 (C6), 131,9
(C4), 137,5 (C2), 158,5 (C2), 167,7 (C1"), 19&Z)

IC (KBr, cnt): ¥ 3101(m), 2955(s), 2868(m), 1640(s), 1604(s), 1557 1503(m),
1480(w), 1469(m), 1426(m), 1404(m), 1366(w), 1278(h196(s), 1154(s), 1115(w),
1102(w), 1057(w), 880(w), 762(s), 716(w), 658(w).

HRMS (ESI+):m/z vypoiteno pro G7H2sN20s" [M + H]* 305,1860, nalezeno 305,1857.

N-Fenyl-2-[(2-oxohexanoyl)amino]benzamid5b)

K suspenzi benzoxazinodu2,699 g; 11,67 mmol) v toluenu (1% o

mL) byl pfidan roztok benzenaminu (1,189 g; 12,77 mmol N©

v toluenu (15 mL). Vznikly Zluty roztok byl poneaha klidu 48 )QELLHH

h. Po této dob nebyla v roztoku detegovatelna (TLC) vychozi OJ\g/\”Me

slowwenina 4. Teékavé slozky reakni smési byly odpdeny ve
vakuu. Olejovity zbytek (3,516 g) byl rozp&stv dichlormethanu (65 mL). Roztok byl
extrahovan nejprve 5% kyselinou chlorovodikovowx (B0 mL), pak vodou (3 x 10 mL) a
poté susen (N&Qy). Po odfiltrovani susSidla bylo z roztoku odgaim rozpoustla ve

vakuu ziskano 2,541 g; 67 % amiglo, bily prasek, b.t. 180-183 °&;= 0,68 (5% ethanol
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v chloroformu) 0,56 (10% ethanol v chloroformu). V literéP°je uveden b.t. 179-182 °C
(cyklohexan).

IC (KBr, cnmd): U 3285(m), 3143(w), 2962(w), 2932(w), 2859(w), 17&J7(1718(w),
1697(m), 1644(s), 1619(w), 1599(m), 1584(m), 15L8(500(s), 1449(m), 1438(s),
1396(w), 1372(w), 1330(s), 1307(m), 1262(m), 1241(@177(s), 1152(w), 1067(m),
1012(w), 897(w), 756(s), 690(m), 586(w).

N-Butyl-2-(2-oxopropanamido)benzamid (5c)

6 8
1-Acetyl-3-methylenbenze][1,4]oxazepin-2,5(H,3H)-dion>® S@H/\/\Me
4 4"
6 (3,471 g; 15,010 mmol) byl navazen do Erlenamygtosiky | * 5 2 N1H,2 "
0 o

(100 mL) a postuphbyl k nému gidavan toluen, dokud nevznik
¢iry roztok (40 mL). Butylamin (3,316 g; 44,882 mrpddyl

rozpusén v toluenu (10 mL) a tento roztokigan k roztoku slokeniny 6. Vznikl cervere

zbarveny roztok, ktery byl michardi paboratorni teplat, dokud v #m byla detegovatelna
(TLC) sloweninab (23 h). Bkavé slozky byly ze sési odpdeny ve vakuu. Pevny odparek
byl suspendovan v 2% kyselirthlorovodikové (100 mL), nerozptigt pevna faze byla
odsata na frit a promyta vodou (100 mL). VysusSeniif p0 °C byl ziskan amiéc (3,308

g, 84 %), bila pevna latka, b.t. 165-173 R&; 0,69 (5% ethanol v chloroformu), 0,89 (10%
ethanol v chloroformu).

H-NMR (DMSO-ds; 500 MHz):8 0,91 (t, 3H,J = 7,3 Hz, H4"), 1,27-1,43 (m, 2H, H3"),
1,45-1,60 (m, 2H, H2"), 2,42 (s, 3H, H3"), 3,28,(@H,J = 12,8, 6,6 Hz, H1"), 7,22 (t, 1H,
J=7,4Hz, H3), 7,55 (t, 1H = 7,5 Hz, H6), 7,79 (d, 1H,= 7,3 Hz, H4), 8,56 (d, 1H,=
8,2 Hz, H5), 8,75 (s, 1H, H8), 12,39 (s, 1H, H4").

13C-NMR (DMSOds; 126 MHz): 6 14,1 (C3'), 20,1 (C4"), 24,6 (C3"), 31,4 (C3%,3
(C1"), 120,4 (C3), 122,1 (C1), 123,9 (C5), 12&B), 132,4 (C4), 138,0 (C2), 159,1 (C2",
168,2 (C1", 196,9 (C7).

IC (KBr, cnd): 7 3321(s), 2961(m), 2933(m), 2875(w), 1723(s), 13NA627(s), 1595(s),
1523(s), 1451(s), 1362(m), 1300(m), 1253(m), 1235(ti63(m), 1143(m), 1102(w),
906(w), 775(w), 754(s), 702(m), 667(w), 633(w), BBR

MS (El): 262(0,1, M), 220(12), 219(83, [M-43), 163(12), 147(10), 146(100), 43(19),
41(14)m/4%).

HRMS (ESI+):m/z vypoiteno pro GsHi1gN20s" [M + H]* 263,1390, nalezeno 263,1396.
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3.5 Fischerova indolovéa reakce 2-[(2-oxoalkanoyl)amintenzamidi 5

Zluty roztok amidu5 a fenylhydrazinium-chloridu (0,188 g, 1,30 mmal /mmol 5) v
kyselire octové (4 mL / 1 mmob) byl vaten pod zptnym chladéem opatenym susici
rourkou (CaGl), dokud v #m byl pritomen amidb (TLC), a pak byl nalit na drceny led (30
g/ 1 mmol5). Po roztani ledu byl vylaeny pevny produkt odséat na &jtpromyt postupé
vodou (10 mL / 1 mmob) a hexanem (4 mL / 1 mmd), a po vyschnuti fippadré

piekrystalizovan.

2-(3-Propyl-1H-indol-2-karboxamido)benzoova kyselina (7a)

a) Z amidu5a (2,436 g, 8,00 mmol), doba reakce 26 h¢xgk 2,362 g (92 %).

b) Z amidu5b (250 mg, 0,771 mmol), doba reakce 15 h¢xgk 142 mg (57 %).

Drobné bezbarvé krystalky, b.t. 243-249 °C (cyki@m, R=0,60 (5% ethanol
v chloroformu), 0,86 (10% ethanol v chloroformu)lidératue*°je uveden b.t. 239-246 °C
(ethanol).

H-NMR (DMSO-ds; 500 MHz):5 0,93 (t, 3H,J= 6,9 Hz, H12", 1,59-1,78 (m, 2H, H11)),
3,10 (t, 2H,J = 6,9 Hz, H10", 7,07 (t, 1H] = 7,2 Hz, H5"), 7,15-7,32 (m, 2H, H4 a H6"),
7,43 (d, 1H,J = 8,0 Hz, H7"), 7,61-7,73 (m, 2H, H4' a H5), 8(@6 1H,J = 7,5 Hz, H3),
8,64 (d, 1HJ = 8,2 Hz, H6), 11,52 (s, 1H, H1"), 11,64 (s, 119,)H13,77 (brs, 1H, COOH).
Spektrum je shodné se spekttéhautentické sloteniny.

13C-NMR (DMSO4s; 126 MHz):5 14,0 (C12"), 24,1 (C11"), 25,7 (C10", 112,3 (CIr16,5
(C2Y), 119,4 (C6 a C5), 120,2 (C1), 120,6 (C5'R,82C4"), 124,3 (C4), 127,6 (C3), 127,8
(C6", 131,2 (C3'a), 134,1 (C3"), 136,1 (C2), 14@9'a), 160,6 (C8"), 169,7 (COOH).

IC (KBr, cnm): U 3343(w), 3310(s), 3059(w), 2956(m), 2931(w), 2870 1672(s),
1655(s), 1604(w), 1581(m), 1540(m), 1522(m), 15D1(&%74(w), 1465(w), 1449(m),
1408(m), 1323(w), 1299(w), 1263(s), 1166(m), 764(A§3(m), 731(m), 679(w), 668(w).
Spektrum je shodné se spekttéhautentické slokeniny.

HRMS (ESI+):mVz vypaiteno pro GeH1aN203" [M + H]* 323,1395, nalezeno 323,1387.
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2-{[2-(2-Fenylhydrazinyliden)propanoyllamino}benzoo/a kyselina (8)

Z amidu5c (2,099 g, 8,00 mmol), doba reakce 43 h¢@gk 1,962 g

(83 %), nazloutly prasek, b.t. 245-253 °C (benz&n¥ 0,49 (5% 5<611[C(73OH
ethanol v chloroformu), 0,72 (10% ethanol v chlorafu). 4 3 2Ng| Ve
1H-NMR (DMSO-ds; 500 MH2):5 2,86-2,89 (m, 3H, CH, 7,27 (t, 01(‘3’,“'% .,
1H,J = 7,3 Hz, H4), 7,48-7,53 (m, 1H, H5), 7,66 (t, 2 7,9 Hz, 6%?2
H3'a H5Y), 7,91 (d, 2H]) = 7,7 Hz, H2' a H6'"), 7,94-8,01 (m, 1H, 53
H4", 8,41 (dd, 1H)=7,9, 1,6 Hz, H3), 9,14 (d, 1H~ 8,0 Hz, H6), :
10,20 (s, 1H, H7"), 12,83 (s, 1H, H7), 13,97 (litd, COOH).
13C-NMR (DMSO<s; 126 MHz):$ 10,9 (CH), 114,6 (C2' a C6'), 116,8 (C3), 120,1 (C5),
121,6 (C4), 122,9 (C4"), 130,0 (C3 a C5"), 132,8)(@35,1 (C1), 136,1 (C2), 142,1 (C9),
145,3 (C1", 164,3 (C8), 170,4 (COOH).

15N-NMR (DMSO-ds:51 MHz):8 116,0 (N7), 147,0 (N7'), 250,1 (N10).

IC (KBr, cnmd): U 3296(m), 3061(w), 2929(w), 1679(s), 1656(s), X6N3L577(S), 1522(s),
1496(s), 1448(m), 1400(m), 1367(w), 1313(w), 1292(dR250(s), 1193(m), 1170(m),
1163(m), 1131(m), 906(w), 888(w), 747(s), 690(nB4Ev).

HRMS (ESI+):mVz vypaiteno pro GeHi1sNsOs* [M + H]* 298,1186, nalezeno 298,1185.

4-Methoxy-2-(3-propyl-1H-indol-2-karboxamido)benzoova kyselina 7b

Vychozi 2-aminobenzoova kyselirsd (4,469 g; 16,00

mmol) byla spolu s fenylhydrazinium-chloridem (4711 5 > COOH
MeO/4©E

g; 28,460 mmol) rozpudta v kyselig octové (60 mL) a Nﬁ Y
8' o
Zluty roztok byl véen pod zptnym chladéem se suSici 0 3'2\ Nra ;
11 )
rourkou (CaCl), dokud byla v roztokuijtomna kyselina Me~ o 32 °
12' 4 5

3b (TLC, 24 h). Vychladla reaki snmes byla nalita do
ledové vody (200 mL), vylatena pevna faze byla odséata na&faijeji krystalizaci z ethanolu
bylo ziskano 3,002 g (53 %) kyselimb, nazloutly prasek, b.t. 241-243 °C (ethanol),
R: = 0,33 (5% ethanol v chloroformu), 0,63 (10% ethanchloroformu), 0,31 (20% ethyl-
acetat v benzenu).

H-NMR (DMSO-ds; 500 MHz):5 0,93 (t, 3H, = 7,3 Hz, H12"), 1,60-1,77 (m, 2H, H11"),
3,01-3,19 (m, 2H, H10", 3,87 (s, 3H, O&gb,79 (dd, 1HJ = 8,9, 2,6 Hz, H5), 7,08 (t, 1H,
J=7,2Hz, H5"), 7,24 (dd, 1H,= 11,2, 4,0 Hz, H6"), 7,44 (d, 1B~ 8,2 Hz, H7"), 7,68 (d,
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1H, J = 8,0 Hz, H4"), 8,02 (d, 1H] = 8,9 Hz, H6), 8,35 (d, 1Hl = 2,6 Hz, H3), 11,49 (s,
1H, H9"), 11,86 (s, 1H, H1"), 13,38 (brs, 1H, COOH)

13C-NMR (DMSO<g; 126 MHz):5 14,4 (C12'), 24,5 (C11'), 26,1 (C10"), 56,0 (QF;HO05,7
(C3), 109,2 (C1 a Ch), 112,8 (C7", 119,8 (C2'p,21C5", 120,7 (C4"), 124,8 (C6"), 128,2
(C3Y), 128,3 (C3'a), 133,6 (C6), 136,6 (C7'a), 44%2), 161,3 (C8'), 164,1 (C4), 170,0
(COOH).

5N-NMR (DMSO-ds;51 MHz):5 126,7 (N9'), 131,6 (N1").

IC (ATR, cntd): U 3335(m), 2956(w), 1660(s), 1613(m), 1570(m), X514 1447(w),
1431(w), 1401(m), 1343(m), 1326(m), 1268(s), 1216(209(s), 1182(m), 1158(m),
1125(w), 1110(m), 1089(m), 1036(m), 903(m), 878(BD2(m), 770(s), 732(s), 684(m),
660(m), 638(m), 618(s), 598(m), 570(m), 535(w), @ 458(m), 436(m).

HRMS (ESI+): m/z vypaéteno pro GoH21N204" [M + H]* 353,1496, nalezeno 353,1500.

3.6 Fischerova indolovéa reakce 2-[(2-oxohexanoyl)aminbgnzoovych
kyselin 3 v kyselir€ propionové

Do 25 mL kapkové hiy byly navaZzeny kyseling, chlorid fenylhydrazinia (1,05 mmol /
1 mmol 3), a kyselina propionova (5 mL / 1 mm8). Baika byla opaena zgtnym
chladicem se susSici rourkou (CafLh vloZena do olejové lagnReakni snts byla videna,
dokud v ni bylo mozné detegovat kysellBYTLC). Po volném vychladnuti byla filea
uloZena pes noc v chladiice @i 6,5 °C a pak byla sonifikovana v ultrazvukové ¥4
minut). Odsatim pevné faze reéak sntsi na fri€¢ a jejim opakovanym promytim hexanem
(celkem 2,5 mL / 1 mma3) byl ziskan pislusny benzoxazino®@ Filtrat reakni snesi byl
nalit na led (20 g / 1 mmd) a po roztani ledu byla odsatim vytemé pevné latky, jejim
promytim vodou, vysuSenintifb0 °C a pipadnou krystalizaci ziskana odpovidajici BH1

indol-2-karboxamido)benzoova kyseliia

1-(3-Propyl-1H-indol-2-karboxamido)-2-naftoova kyselina (7¢)
Bily prasek, b.t.220-227°C,Rr=0,44 (5% ethanol COOH

v chloroformu), 0,66 (10% ethanol v chloroformu® (20% NH
O

ethyl-acetat v benzenu). V liter&a®° je uveden b.t. 227-

230 °C (ethanol).
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IC (KBr, cnm®): 7 3294(w), 3053(m), 2962(m), 2878(m), 1727(m), 18941675(s),
1626(m), 1600(M), 1571(m), 1501(s), 1465(m), 1432(W409(m), 1389(m), 1339(m),
1284(m), 1258(s), 1228(w), 1204(w), 1176(m), 1145(W124(m), 1093(w), 864(w),
793(w), 764(m), 670(w). Spektrum je shodné se spakt® autentické sloteniny.

5-Methoxy-2-(3-methyl-1H-indol-2-karboxamido)benzoovéa kyselina (7d)
Nazloutly praSek, b.t. 265-270 °® = 0,26 (5% ethanol MO COOH
v chloroformu), 0,42 (10% ethanol v chloroformu),19 @[
(20% ethyl-acetat v benzenu). V litersti® je uveden ONH H
b.t. 265-269 °C (ethanol). e ‘
IC (KBr, cnmd): U 3321(s), 3045(w), 2993(w), 1662(m);

1638(s), 1599(m), 1522(s), 1467(m), 1422(m), 1406(4B38(s), 1289(m), 1244(s),
1218(s), 1188(m), 1146(m), 1072(w), 1036(m), 925@91(w), 866(w), 836(w), 783(w),
769(w), 744(m), 716(w), 688(w), 669(w), 594(w), P&%H Spektrum je shodné se
spektren®® autentické sloteniny.

3,5-Dimethoxy-2-(3-propyl-H-indol-2-karboxamido)benzoova kyselina (7€)
NaZloutla krystalick& latka, b.t. 225-229 ®, = 0,20 (5%

MeO COOH
ethanol v chloroformu), 0,44 (10% ethanol v chloraiu), @[NH

0,08 (20% ethyl-acetat v benzenu). V litetatef je uveden MeO fﬁ“@
b.t. 227-230 °C (ethanol). Ve

IC (KBr, cn): 7 3409(w), 3289(s), 3015(w), 2957(m);

2858(W), 1694(s), 1658(s), 1597(s), 1546(m), 1502(€71(m), 1454(m), 1402(m),
1334(s), 1310(m), 1283(m), 1255(m), 1243(m), 125(H196(m), 1143(m), 1070(m),
1043(m), 952(w), 922(w), 830(m), 752(s). Spektrarshodné se spektréthautentické

sloweniny.
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5-Methyl-2-(3-methyl-1H-indol-2-karboxamido)benzoova kyselina (7f)
. L s B o, — 0
Nazloutly prasek, b.t. 269-275 °®& = 0,44 (5% ethanol Ve COOH
v chloroformu), 0,65 (10% ethanol v chloroformu),24 \©[
NH
o N
Me

(20% ethyl-acetat v benzenu). V litersti® je uveden
b.t. 268274 °C (ethanol).

IC (KBr, cntd): 7 3316(s), 2920(w), 1672(s), 1649(s),
1615(w), 1586(m), 1539(m), 1520(s), 1418(m), 1398(&B36(m), 1323(m), 1296(m),
1259(s), 1217(m), 1181(w), 737(m), 671(w). Spektjarshodné se spektréthautentické

sloweniny.

6-Chlor-3-methyl-2-(3-methyl-1H-indol-2-karboxamido)benzoova kyselina (79)
Bily prasek, b.t. 253-260°CR =0,08 (5% ethanol ol
v chloroformu), 0,20 (10% ethanol v chloroformu)0® (20% E;[COOH

ethyl-acetat v benzenu). V literaef® je uveden b.t. 256— NH
264 °C (ethanol). Me o \ N
IC (KBr, cnm: U 3820(w), 3413(s), 3205(m), 3055(w), Me

2975(w), 2929(w), 1688(s), 1605(m), 1579(m), 1553(S
1463(m), 1433(m), 1399(w), 1383(m), 1325(m), 1294263(m), 1242(m), 1176(s),

817(w), 734(m), 715(w). Spektrum je shodné se spakt® autentické sloteniny.

2-(Propyl-1H-indol-2-yl)-4H-benzo[d][1,3]oxazin-4-on (9a)
NaZloutlé krystalky, b.t. 161-165 °GR= 0,83 (5% ethanol
v chloroformu), 0,89 (10% ethanol v chloroformu). @ELO
V literatue!* je uveden b.t. 160-165 °C (cyklohexan). N
IC (KBr, cnm?): U 3371(s), 2957(m), 2929(w), 2867(m), 1755(s), Me
1702(w), 1662(s), 1621(s), 1603(s), 1572(m), 15431HO0(m),

1472(m), 1446(m), 1370(w), 1350(m), 1328(m), 1296(d261(s), 1241(m), 1223(m),
1198(m), 1180(m), 1154(m), 1137(w), 1098(w), 1055(616(m), 765(m) 741(m), 684(m),
603(w). Spektrum je shodné se spekir@rautentické sloteniny.

7-Methoxy-2-(3-propyl-1H-indol-2-yl)-4H-benzo[d][1,3]oxazin-4-on (9b)



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 64

Bezbarvé krystaly, b.t. 166—-168 °C (cyklohexd®)= 0,78
(5% ethanol v chloroformu), 0,92 (10% ethanpl 6 ~4a}¢ 3

v chloroformu), 0,69 (20% ethyl-acetat v benzenu). MeO7 > 83%,
IH-NMR (CDCl-ds; 500 MHz):5 1,02 (t, 3H,J = 7,4 Hz, * K _)e
H10', 1,74-1,84 (m, 2H, H9"), 3,25 (t, 28= 7,5 Hz, H8"), |
3,93 (s, 3H, OCH), 6,94-7,00 (m, 2H, H6 a H8), 7,13 (t, 1H+ 7,4 Hz, H5"), 7,31 (t, 1H,
J=7,5Hz, H4"), 7,37 (d, 1H,= 8,2 Hz, H6"), 7,68 (d, 1H,= 8,1 Hz, H7"), 8,09 (d, 1H),

= 9,4 Hz, H5), 8,99 (s, 1H, H1').

13C-NMR (CDCk-ds; 126 MHz):6 14,4 (C10'), 24,4 (C9"), 27,0 (C8", 56,0 (OfH.08,6
(C8), 109,6 (C4a), 111,7 (C3Y), 116,7 (C6), 12G;3Y), 121,0 (C7"), 123,3 (C2'), 125,8 (C4),
126,0 (C6'), 129,1 (C5), 130,6 (C3'a), 136,8 (C714p,9 (C8a), 154,4 (C4), 158,9 (C2),
166,5 (C7).

15N-NMR (CDChk-ds; 51 MHZ):8 120,7 (N1'), 221,7 (N1).

IC (KBr, cnY): 7 3361(s), 2955(m), 2926(w), 2865(w), 1750(s), X8NA566(s), 1542(m),
1491(s), 1457(m), 1441(m), 1349(m), 1280(s), 1234uR28(m), 1204(m), 1178(w),
1151(m), 1126(w), 1109(m), 1093(w), 1055(m), 1022@62(w), 849(m), 774(m), 748(m),
736(m), 687(m), 652(w), 634(m), 438(w).

HRMS (ESI+): n/z vypaiteno pro GoHioN20s™ [M + H]* 335,1390, nalezeno 335,1394.

2-(3-Propyl-1H-indol-2-yl)-4H-nafto[1,2-d][1,3]oxazin-4-on (9¢)
Zluté krystaly, b.t.271-274°C,R=0,62 (5% ethanol
v chloroformu), 0,86 (10% ethanol v chloroformu)6® (20%
ethyl-acetat v benzenu). V liter&&®® je uveden b.t. 273—
274 °C (ethanol).

IC (KBr, cnm): U 3360(s), 2951(w), 2926(w), 2867(w),

1745(s), 1603(s), 1565(s), 1543(m), 1509(m), 1454(b444(m), 1394(m), 1350(w),
1323(m), 1273(s), 1241(w), 1227(m), 1214(w), 1153(4093(w), 1050(w), 824(w),
800(m), 765(s), 737(s), 638(m), 627(m), 573(w). Kpen je shodné se spektréth

autentické slokeniny.

6-Methoxy-2-(3-methyl-1H-indol-2-yl)-4H-benzo[d][1,3]oxazin-4-on (9d)
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Bezbarvé krystalky, b.t. 224-227 °R;, = 0,76 (5% ethanol 0

v chloroformu), 0,86 (10% ethanol v chloroformuf® (20% Meodo H
ethyl-acetat v benzenu). V liter&lr® je uveden b.t. 221— N \N
227 °C (benzen). Me

IC (KBr, cnt): U 3399(s), 1747(s), 1624(s), 1603(s),
1578(w), 1492(s), 1451(m), 1382(w), 1354(s), 1383(327(s), 1275(m), 1240(s), 1149(w),
1079(w), 1035(s), 862(w), 838(m), 827(w), 776(wh8FEw), 743(m), 729(m), 637(w),
547(m). Spektrum je shodné se spekif@mutentické sloteniny.

6,8-Dimethoxy-2-(3-propyl-H-indol-2-yl)-4H-benzo[d][1,3]oxazin-4-on (9e)

NaZloutlé krystalky, b.t. 196-202 °®; = 0,76 (5% ethanol 0o

v chloroformu), 0,86 (10% ethanol v chloroformu®(20% MeO (O
ethyl-acetat v benzenu). V liter&r® je uveden b.t. 198— OMeN/ \N
202 °C (benzen). Me

IC (KBr, cntd): § 3392(s), 1749(s), 1613(s), 1581(s),
1490(m), 1479(m), 1453(m), 1435(m), 1368(s), 1338(E828(s), 1296(m), 1253(m),
1246(m), 1218(s), 1177(w), 1160(m), 1130(w), 10700054(w), 1031(s), 847(w), 787(m),
770(w). Spektrum je shodné se spekt@rautentické sloteniny.

6-Methyl-2-(3-methyl-1H-indol-2-yl)-4H-benzo[d][1,3]oxazin-4-on (9f)
Nazloutlé jehlice, b.t. 247-249 &= 0,80 (5% ethanol

v chloroformu), 0,84 (10% ethanol v chloroformu)g® | Me.& 242 403 »

(20% ethyl-acetat v benzenu). TN 11\1/2 2'\ Nza 7

'H-NMR (CDCl-ds; 500 MHz):5 2,48 (s, 3H, Ch), 2,79 Me3 3a &
8 4 5

(s, 3H, H8), 7,16 (t, 1H] = 7,4 Hz, H5'), 7,33 (t, 1H] =
7,6 Hz, H6'), 7,38 (d, 1Hl = 8,3 Hz, H7), 7,51 (d, 1H,= 8,2 Hz, H8), 7,60 (d, 1H,= 8,2
Hz, H5), 7,67 (d, 1H] = 8,1 Hz, H4'), 8,00 (s, 1H, H7"), 8,96 (brs, H4.).

13C-NMR (CDCh-ds; 126 MHz):3 10,5 (CH), 21,3 (C8"), 111,4 (C8), 116,2 (C4a), 119,9
(C3", 120,1 (C6), 120,5 (C5'), 123,3 (C7'), 12E2), 126,4 (C4"), 128,3 (C6)), 129,2 (C5),
136,5 (C3'a), 137,9 (C7'a), 138,0 (C8a), 145,0 (TB3,9 (C2), 159,2 (C7).

15N-NMR (CDCh- ds; 51 MHz):8 120,5 (N1'), 223,4 (N1).

IC (ATR, cnTd): 7 1744(m), 1623(w), 1599(s), 1539(w), 1487(m), 1881 1334(m),
1322(m), 1265(m), 1232(s), 1153(m), 1121(m), 1037F034(s), 930(w), 885(w), 842(w),
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824(s), 782(w), 757(w), 739(m), 728(s), 694(w), @4P 631(m), 612(m), 551(w), 529(m),
514(m), 502(w), 465(m), 439(s), 426(w).

HRMS (ESI+):mVz vypaiteno pro GeHisN202" [M + H]* 291,1128, nalezeno 291,1133.
Pro GeH14N20> (290,32)

vypocteno: 74,47 % C, 4,86 % H, 9,65 % N;

nalezeno: 74,85 % C, 4,96 % H, 9,61 % N.

5-Chlor-8-methyl-2-(3-methyl-1H-indol-2-yl)-4H-benzo[d][1,3]oxazin-4-on (99)

Zluty préSek, b.t. 249-256°C,Ri=0,76 (5% ethanol cl o

v chloroformu), 0,84 (10% ethanol v chloroformu)7® (20% o 4
ethyl-acetat v benzenu). V litera¢lr® je uveden b.t. 251— N7 \N
256 °C (cyklohexan). Me Me

IC (KB, cnm): 7 3384(m), 3352(m), 1740(s), 1629(s), 1578(s),
1546(w), 1448(w), 1379(w), 1328(m), 1302(w), 1265(h233(w), 1182(w), 1029(w),
1010(w), 914(w), 744(m), 730(m). Spektrum je shodse spektremi® autentické

sloweniny.

Dehydratace kyseliny 7b

K suspenzi kyselinyb (1,317 g; 3,741 mmol) v toluenu (10 mL) byldan acetanhydrid a
smés byla vdena pod zgtnym chladéem opatenym suSici rourkou s CaGiapini 1 h. Po
vychladnuti na pokojovou teplotu byly vylené krystaly odsaty na #it jejich promytim
toluenem (5 mL) byl ziskan prvni podil surového duktu. Z filtrdtu byly ve vakuu
odpdeny tkavé slozky a promytim odparku hexanem (5 mL) kdgkan druhy podil
surového produktu. Krystalizace spojenych podilrového produktu poskytla 997 mg (78
%) benzoxazinonb identifikovaného pomoci(l spektra s preparatentigravenym

Fischerovou reakci sléaniny 3b.

3.7 Reakce indolylbenzoxazinoii 9 s aminy

Reakce 2-(propyl-H-indol-2-yl)-4H-benzo[d][1,3]oxazin-4-onu 9a s aminy v pyridinu
(Metoda A).

Do kapkové baky (25 mL) byl navazen vychozi benzoxazirgan(0,304 g; 1,00 mmol), ke
kteremu byl pidan roztok pislusného aminu (2,00 mmol) v pyridinu (3 mL). R&dksnts

pak byla véena pod zgtnym chladéem v inertni atmosfé (N2). Po spatebovani vesSkeré
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vychozi latky (TLC) byl var zastaven, re&ak snes byla ponechana zchladnout a nastedn
nalita do ledovéitste (15 g). Vylowena pevna faze byla odsata nafatpromyta vodou (2

x 5 mL). Surovy produkt byl nasledgisten krystalizaci.

Reakce indolylbenzoxazinof 9 s aminy v dichlormethanu (Metoda B).

K roztoku benzoxazinon8 v dichlormethanu (3 mL / 1 mmd) v kapkové bace byl
napipetovan nejprvefislusny amin (2,00 mmol / 1 mmd@) a nasledé triethylamin
(0,1 mL/ 1 mmol 9). Baika byla uzaiena suSici rourkou (Caffl a umistna na
magnetickou mich&ku, kde byla reakni smés michana b laboratorni teplat Behem
reakce postupndochéazelo k vyltovani pevné faze. Kdyz byla spelbovana veSkera
vychozi slodgenina (TLC), byla vznikla suspenziedna dichlormethanem (15 — 115 mL /
1 mmol9) tak, aby vznikkiry roztok, ktery byl naslednextrahovan 2% HCI (3 x 20 mL /
1 mmol9) a vodou (20 mL / 1 mmd). Z organické faze byla po vysuSeni {8@) a
odpdaeni ve vakuu do sucha ziskdna skmina 10, kter4 byla pro analyticke caly

krystalizovana z cyklohexanu.

Reakce 2-(propyl-H-indol-2-yl)-4H-benzo[d][1,3]oxazin-4-onu 9a $P-anisidinem

v toluenu (Metoda C).

BenzoxazinorPa (301,2 mg; 0,9897 mmol) a 4-methoxyanilin (253,8; 13,0173 mmol)
byly navazeny do kapkové filey (25 mL), z odmirného valce byl fidan toluen (5 mL) a
nakonec byl napipetovan triethylamin (0,1 mL). Reaknadoba byla opg&na zgtnym
chladitem se susici rourkou (Cafth vaena, dokud bylo mozné detegovat (TLC) vychozi
benzoxazino®a (8 h). Tekavé slozky reatni snesi byly odpdenyin vacuoa ziskany olej
byl rozpusén v dichlormethanu (60 mL). Stejnym postupem jakoetod B bylo z roztoku
ziskano 0,266 g (63 %) sleeniny 10k.

Tabulka 17 Experimentalni data reakci st@mnin9 s aminy.

Metoda Substrat Amin Rgaléni Vytézek  Produkt
oba
A (10,630066rg?naol) BuNH; 31h (0’524(1) ;A)g) 10a
° (10,6351153?00 BuNH; 42h (0’732;@9) 10a
° ({),’76902 r?lgrr?ol) BuNH; 20h (0,8631;/09) 10b
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B (o(?és;lslrﬂ?ncon BUNH; - (o,%%g/og) H°
B (00,523877r?19n?o|) BuNH. “n (0239;/09) e
B (1(,)6%%53?500 BuNH, 0 (o,iigmg) e
B (O(,)ézﬂf?rr??rfol) BuNF, o (O,%%;/Og) o
B (1(?6512443%00 BUNH; e (o,%szg/og) +0
A (0%38070rg?nao|) BnNF, 0 (o,szi;mg) o
B (2(),573019r?1?nao|) BnNF, o (0,8822/09) o
A (001538060;9%""0') HN(CH)NH, 27D (Oj%;/"g) 10
B (2(?'3722173271""0') HN(CH2NH,  OF (015%;/09) 10
B (Z?é;%sorr??rj]ol) (Bu)lNH . (O,%:(L)(())/Og) o
c (c()),b?é%lmgriaon p-anisidin o (0,6236? 9) o
B (O(T’Zzé)z?rggn?ol) HN(CHNH, (0’92%;/‘)9) 101
B (1‘?577%6rﬂol) HN(CH2NH, (O%SA’Q) 10m
A (0%39032rg?nao|) OH(CHINH, 7T (o,ﬁi/"g) o

N-(2-(Butylkarbamoyl)fenyl)-3-propyl-1 H-indol-2-karboxamid (10a)

Experimentalni udaje Vabulka 17 Bezbarvé krystalky, b.t. 180 Me 4"

184 °C  (cyklohexan—-benzen). Rr=0,73 (5%  ethanol| 3"~ 2"

v chloroformu), 0,84 (10% ethanol v chloroformu)lidératue!>® 61 | r\%;

je uveden b.t. 187-188 °C (benzen). 5' N0

IH-NMR (DMSO-ds; 500 MHz):5 0,89 (t, 3H,J = 7,4 Hz, H4"), | 4
0,94 (t, 3H,J = 7,3 Hz, H12), 1,29-1,38 (m, 2H, H3"), 1,48-1,56
(m, 2H, H2"), 1,63-1,72 (m, 2H, H11), 3,10 (t, 2H= 7,6 Hz,
H10), 3,28 (dt, 2HJ = 6,6, 6,6 Hz, H1"), 7,06 (dd, 1Bi= 7,4, 7,4

Hz, H5), 7,17-7,26 (m, 2H, H6 a H5"), 7,43 (d, T 8,2 Hz, H7),
7,55 (ddd, 1HJ = 7,8, 7,8, 1,0 Hz, H4"), 7,66 (d, 184= 8,0 Hz, H4), 7,77 (dd, 1H,= 7,8,



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 69

1,0 Hz, H6", 8,51 (d, 1H] = 8,2 Hz, H3"), 8,82 (t, 1H| = 5,4 Hz, H8'), 11,46 (s, 1H, H1),
11,69 (s, 1H, H9).

13C-.NMR (DMSO«ds; 126 MHz):§ 13,7 (C4"), 13,9 (C12), 19,7 (C3"), 24,2 (C129,8
(C10), 31,0 (C2"), 38,9 (C1"), 112,3 (C7), 11&38), 119,4 (C5), 120,2 (C4), 121,3 (C3"),
121,6 (C1'), 122,8 (C5'), 124,1 (C6), 127,7 (C2),8 (C3a), 128,1 (C6'), 131,7 (C4'), 136,0
(C7a), 138,7 (C2", 160,4 (C8), 168,2 (C7").

I5N-NMR (DMSO-ds; 51 MHz):8 119,7 (N8'), 124,5 (N9), 132,0 (N1).

IC (KBr, cnTd): 7 3321(s), 2956(m), 2932(m), 2870(m), 1653(s), 16RAGI5 (s), 1538(s),
1518(s), 1465(w), 1446(m), 1432(m), 1338(w), 13250281(s), 1241(m), 762(w), 736(S),
678(m). Spektrum je shodné se spekir@mutentické sloteniny.

HRMS (ESI+): n/z vypaiteno pro GsH2eNzO2" [M + H]* 378,2176, nalezeno 378,2173.

N-(2-(Butylkarbamoyl)-5-methoxyfenyl)-3-propyl-1H-indol-2-karboxamid (10b)

Experimentalni Udaje Vabulka 17 Bezbarvé krystalky,
b.t. 139-141 °C  (hexan), Rf=0,75 (5%  ethanol
v chloroformu), 0,80 (10% ethanol v chloroformu),5®

(20% ethyl-acetat v benzenu). 5/(6:1(¥
H-NMR (DMSO-ds; 500 MH2):3 0,89 (t, 3HJ = 7.4 Hz, | Me0™2 2
H4", 0,93 (t, 3H,] = 7.3 Hz, H12), 1,28-1,36 (m, 2H, H3"),
1,48-1,54 (m, 2H, H2"), 1,62-1,69 (M, 2H, H11L®(t, 2H,
J=7,6 Hz, H10), 3,24-3,28 (m, 2H, H1"), 3,843, OCH),
6,77 (dd, 1H] = 8.8, 2,6 Hz, H5'), 7,06 (dd, 18= 7.5, 7,5
Hz, H5), 7,23 (ddd, 1H] = 8,0, 7,2, 0,7 Hz, H6), 7,43 (d, 18i= 4,1 Hz, H7), 7,66 (d, 1H,
J= 4,0 Hz, H4), 7,79 (d, 1H,= 4,4 Hz, H6'), 8,26 (d, 1H,= 1,3 Hz, H3"), 8,66 (t, 1H} =
5,5 Hz, H8"), 11,45 (s, 1H, H1), 12,69 (s, 1H, H9).

13C-NMR (DMSOds; 126 MHz):5 13,6 (C4"), 13,9 (C12), 19,6 (C3"), 24,2 (C125,7
(C10), 31,0 (C2"), 38,8 (C1"), 55,4 (OQHL06,1 (C3), 108,1 (C5'), 112,2 (C7), 113,1 JC 1"
118,7 (C3), 119,3 (C5), 120,1 (C4), 124,0 (C6),,84T2), 127,8 (C3a), 129,6 (C6'), 136,0
(7a), 141,0 (C2'), 160,6 (C8), 161,7 (C4), 16T,

15N-NMR (DMSO-ds: 51 MHZ):3 116,9 (N8'), 125,7 (N9), 131,9 (N1).

Me4"
3"
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IC (KBr, cntd): ¥ 3297(m), 2957(w), 2931(w), 2869(w), 1637(m), 168%(1612(s),
1578(w), 1526(s), 1465(m), 1445(w), 1423(w), 1416(tB27(m), 1279(m), 1264(m),
1225(w), 1206(w), 737(m).

HRMS (ESI+):mVz vypaiteno pro GsHsoNsOs* [M + H]* 408,2282, nalezeno 408,2281.
Pro GuH20N303 (407,51)

vypoiteno: 70,74 % C, 7,17 % H, 10,31 % N;

nalezeno: 70,55 % C, 7,33 % H, 10,14 % N.

N-(2-(Butylkarbamoyl)naftalen-1-yl)-3-propyl-1H-indol-2-karboxamid (10c)
Experimentélni Udaje Vabulka 17 Bezbarvé krystalky, b.t. 233-235 °C (cyklohexan),
R = 0,70 (5% ethanol v chloroformu), 0,88 (10% ethanchloroformu), 0,43 (20% ethyl-
acetat v benzenu).

H-NMR (DMSO-ds, 500 MHz).5 0,73 (t, 3HJ = 7,3 Hz, H4"),
0,93 (t, 3HJ = 7,3 Hz, H12), 1,15-1,30 (m, 2H, H3"), 1,34-1,47 110’
(m, 2H, H2"), 1,61-1,77 (m, 2H, H11), 3,04-3,15 @Hl, H10),
3,21 (dd, 2HJ = 12,8, 6,7 Hz, H1"), 7,09 (t, 1H,= 7,3 Hz,
H5), 7,27 (t, 1HJ = 7,3 Hz, H5"), 7,48 (d, 1H,= 8,2 Hz, H7),
7,55-7,65 (m, 2H, H4'a H6 ), 7,68 (dd, 2H; 8,2, 3,6 Hz, H4
a He6"), 7,96 (d, 1H) = 8,6 Hz, H7"), 8,01 (dd, 2H,= 6,6, 2,8
Hz, H3'a H8"), 8,42 (t, 1H,=5,6 Hz, H10", 10,23 (s, 1H, H1);
11,53 (s, 1H, H9).

13C-NMR (DMSO4s, 126 MHz).5 14,0 (C4"), 14,5 (C12), 20,0 (C3"), 24,5 (C126,6
(C10), 31,5 (C2"), 39,2 (C1"), 112,6 (C7), 11€:83), 120,6 (C5), 121,5 (C4), 124,7 (C8'a),
125,2 (C2"), 125,5 (C6), 126,9 (C2), 127,0 (C3869,a27,6 (C4"), 128,2 (C8'), 128,4 (C3"),
130,0 (C4'a), 130,1 (C7"), 132,9 (C5"), 134,6 (¢I86,3 (C1"), 162,0 (C8), 168,0 (C9").
IC (KBr, cntd): 7 3289(s), 3059(w), 2958(m), 2930(m), 2870(m), 1616(613(s),
1586(m), 1555(s), 1528(m), 1496(m), 1450(w), 1390(h321(m), 1289(s), 1226(w),
738(m).

HRMS (ESI+):mVz vypaiteno pro G7HsoNsO2" [M + H]* 428,2333, nalezeno 428,2330.
Pro G7H29N30> (427,54)

vypocteno: 75,85 % C, 6,84 % H, 9,83 % N;

nalezeno: 75,80 % C, 6,98 % H, 9,77 % N.
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N-(2-(Butylkarbamoyl)-4-methoxyfenyl)-3-methyl-1H-indol-2-karboxamid (10d)

Experimentélni (daje vlabulka 17 Bezbarvé krystalky, Vo4

b.t. 198-200 °C  (cyklohexan),Ri=0,70 (5% ethanol 3"\ v

v chloroformu), 0,81 (10% ethanol v chloroformu}}® (20% T Sy
ethyl-acetat v benzenu). M0 &3 1'2, 0
'H-NMR (DMSO-ds; 500 MHz): & 0,88 (t, 3H,J = 7,3 Hz, 4 Z 8NH29H ]
H4"), 1,26-1,38 (m, 2H, H3"), 1,47-1,56 (m, 22") 2,62 (s, 0%
3H, H10), 3,23-3,32 (m, 2H, H1"), 3,83 (s, 3H, QfH,07 Me ) 56

(ddd, 1H,J=7,8, 7,1, 0,7 Hz, H5), 7,16 (dd, 1H= 9,1, 2,9
Hz, H4"), 7,23 (ddd, 1H) = 8,0, 7,1, 0,9 Hz, H6), 7,30 (d, 1Bi= 1,45 Hz, H6"), 7,43 (d,
1H,J=4,1 Hz, H7), 7,66 (d, 1H,= 4,0 Hz, H4), 8,40 (d, 1H,= 4,6 Hz, H3"), 8,77 (] =
5,4 Hz, H8", 11,34 (s, 1H, H9), 11,41 (s, 1H, H1).

13C-NMR (DMSOds; 126 MHz):5 9,6 (C10), 13,6 (C4"), 19,6 (C3"), 30,9 (C39,9 (C1"),
55,5 (0OCH), 112,1 (C7), 112,5 (C3), 113,0 (C6"), 117,1 (CK1P,2 (C5), 119,9 (C4), 123,0
(C3"),123,3(C2aC1l"),124,0(C6), 128,2 (C33},,I (C2", 135,8 (C7a), 154,5 (C5", 160,0
(C8), 167,7 (C7").

5N-NMR (DMSO-ds; 51 MHz):$ 119,8 (N8'), 123,3 (N9), 131,9 (N1).

IC (KBr, cnm?): ¥ 3251(s), 3088(w), 2959(m), 2932(m), 2873(w), 16%2(603(s), 1562(s),
1511(s), 1475(m), 1416(m), 1354(w), 1313(m), 1286(k257(m), 1240(w), 1221(m),
1200(w), 1120(w), 1040(m), 876(w), 741(s).

HRMS (ESI+):mVz vypaiteno pro GzH26N303" [M + H]* 380,1969, nalezeno 380,1966.
Pro GoH2sN30s (379,45)

vypocteno: 69,64 % C, 6,64 % H, 11,07 % N;

nalezeno: 69,59 % C, 6,78 % H, 10,98 % N.
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N-(2-(Butylkarbamoyl)-4,6-dimethoxyfenyl)-3-propyl-1H-indol-2-karboxamid (10e)
Experimentélni Udaje Vabulka 17 Bezbarvé krystalky,
b.t. 183-189 °C  (cyklohexan),Rr=0,65 (5% ethanol Me?"

v chloroformu), 0,79 (10% ethanol v chloroformu),1®

(20% ethyl-acetéat v benzenu).

H-NMR (DMSO-ds; 500 MHz):8 0,69 (t, 3H,J = 7,3 Hz,
H4"), 0,93 (t, 3HJ = 7,3 Hz, H12), 1,12-1,24 (m, 2H, H3"),
1,30-1,39 (m, 2H, H2"), 1,59-1,71 (m, 2H, H110&3,13
(m, 4H, H10 a H1"), 3,79 (s, 3H, OG)13,83 (s, 3H, OCHJ,
6,66 (d, 1HJ = 2,6 Hz, H4"), 6,77 (d, 1H] = 2,6 Hz, H5),
7,05 (t, 1H, J = 7,1 Hz, H6), 7,22 (dd, 1Hs 11,2, 4,0 Hz,
H7), 7,42 (d, 1HJ = 8,2 Hz, H4), 7,64 (d, 1H,= 8,0 Hz, H6"), 8,09 (t, 1K =5,7 Hz, H8"),
8,98 (s, 1H, H1), 11,35 (s, 1H, H9).

13C-NMR (DMSO4s; 126 MHz):5 14,0 (C4"), 14,5 (C12), 20,0 (C3"), 24,3 (C12§,5
(C10), 31,5 (C2"), 39,1 (C1"), 56,0 (OgH56,5 (OCH), 101,1 (C3'), 104,4 (C5), 112,4
(C7), 117,2 (C1'a C6'"), 119,6 (C3), 120,4 (C50,IAC4), 124,4 (C6), 127,2 (C2), 128,1
(C3a), 136,0 (C7a), 156,2 (C2), 158,6 (C8), 1&CA), 167,2 (C7").

IC (KBr, cnm?): 7 3304(s), 2959(m), 2933(m), 2870(w), 1645(s), 18R4(555(s), 1522(m),
1496(m), 1460(m), 1340(m), 1315(m), 1272(m), 12)6(k194(w), 1154(m), 1096(w),
740(m).

HRMS (ESI+):mVz vypaiteno pro GsHs2NsO4* [M + H]* 438,2387, nalezeno 438,2386.
Pro GsHz1N304 (437,53)

vypocteno: 68,63 % C, 7,14 % H, 9,60 % N;

nalezeno: 68,46 % C, 7,32 % H, 9,45 % N.
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N-(2-(Butylkarbamoyl)-4-methylfenyl)-3-methyl-1H-indol-2-karboxamid (10f)

Experimentélni Gdaje Vabulka 17 Bezbarvé krystalky,

4
b.t. 226-229 °C  (cyklohexan),Rr=0,76 (5% ethanol 3-|-Vle o

v chloroformu), 0,83 (10% ethanol v chloroformu®(20% "\ 8u
ethyl-acetat v benzenu). Me@fjigé
H-NMR (DMSO-ds; 500 MHz):$ 0,89 (t, 3H,J = 7,3 Hz, 4 z zNH29H1
H4"), 1,24-1,42 (m, 2H, H3"), 1,44-1,59 (m, 2F2"} 2,34 (s, OM
3H, H10), 2,62 (s, 3H, C#} 3,27 (dd, 2HJ = 12,9, 6,9 Hz, Me” 2\ 56

H1"), 7,07 (t, 1HJ = 7,3 Hz, H5), 7,23 (t, 1H,= 7,3 Hz, H4"),
7,37 (d, 1HJ = 8,5 Hz, H6), 7,42 (d, 1H,= 8,2 Hz, H6"), 7,59 (s, 1H, H7), 7,65 (d, 1H,
= 8,0 Hz, H4), 8,39 (d, 1H,= 8,4 Hz, H3"), 8,73 (t, 1H,= 5,3 Hz, H8"), 11,42 (s, 1H, H9),
11,56 (s, 1H, H1).

13C-NMR (DMSOs, 126 MHz):5 10,1 (C10), 14,1 (C4"), 20,1 (C3"), 20,9 (31,4
(c2"), 39,3 (C1"), 112,6 (C7), 113,2 (C3), 116B"), 120,4 (C4"), 121,7 (C5), 122,1 (C4),
124,6 (C3"), 128,7 (C2aC1"), 128,8 (C6), 132,34:132,5 (C2", 136,4 (C7a), 136,6 (C5"),
160,6 (C8), 168,6 (C7").

IC (KBr, cnm?): 7 3307(s), 2962(w), 2934(w), 2870(w), 1651(s), 163R(1589(s), 1519(s),
1471(w), 1446(m), 1334(m), 1297(m), 1281 (w), 1263@1240(m), 736(m), 684(w).

HRMS (ESI+):m/z vypoiteno pro GoH2eN3O2" [M + H]™ 364,2020, nalezeno 364,2018.
Pro G2oH25N30> (363,45)

vypocteno: 72,70 % C, 6,93 % H, 11,56 % N;

nalezeno: 71,79 % C, 7,00 % H, 11,35 % N.

N-(2-(Butylkarbamoyl)-3-chlor-6-methylfenyl)-3-methyl-1H-indol-2-karboxamid

(109) ( ; h
Me?

Experimentélni Udaje Vabulka 17 Bezbarvé krystalky,
b.t. 215-218 °C  (cyklohexan),R=0,73 (5% ethanol
v chloroformu), 0,80 (10% ethanol v chloroformu),52
(20% ethyl-acetat v benzenu).

'H-NMR (DMSO-<ds; 500 MHz): § 0,54 (t, 3H,J = 7,3 Hz,
H4"), 1,02-1,20 (m, 2H, H3"), 1,20-1,34 (m, 2H"} 2,22
(s, 3H, H10), 2,56 (s, 3H, GH 3,05-3,19 (m, 2H, H1"), 7,02-> _
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7,11 (m, 1H, H5), 7,19-7,29 (m, 1H, H4"), 7,32-7(4§ 3H, H5', H6 a H7), 7,63 (d, 1B~
8,0 Hz, H4), 8,27 (t, 1H] = 5,7 Hz, H8"), 9,13 (s, 1H, H9), 11,35 (s, 1H)H1

13C-NMR (DMSOds, 126 MHz):$ 10,2 (C10), 13,8 (C4"), 18,2 (G 19,8 (C3"), 31,4
(C2"), 39,0 (C1"), 112,4 (C7), 115,3 (C3), 1186"), 120,3 (C4"), 124,6 (C5), 127,2 (C4),
127,5 (C3"), 128,1 (C2), 128,5 (C1", 131,6 (C&4,9 (C3a), 136,1 (C2), 136,5 (C7a),
137,0 (C5"), 161,2 (C8), 165,0 (C7").

IC (KBr, cnt?): © 3322(m), 2960(m), 2930(m), 2860(w), 1650(s), 16291586(m),
1559(s), 1527(m), 1495(m), 1460(m), 1372(w), 1336(W314(m), 1296(s), 1239(w),
1226(w), 1198(w), 1184(w), 810(w), 744(m), 640(w).

HRMS (ESI+):m/z vypoiteno pro GoH2sCINzO2" [M + H]* 398,1630, nalezeno 398,1626.
Pro G2H24CIN30O2 (397,90)

vypocteno: 66,41 % C, 6,08 % H, 10,56 % N;

nalezeno: 66,47 % C, 6,20 % H, 10,51 % N.

N-(2-(Benzylkarbamoyl)fenyl)-3-propyl-1H-indol-2-karboxamid (10h)

Experimentalni Udaje Vabulka 17 Bezbarvé krystalky, o 4" -
b.t. 188-192 °C  (cyklohexan), Rr=0,73 (5% ethanol o o
v chloroformu), 0,80 (10% ethanol v chloroformu)sD (20% :ﬁfj
ethyl-acetat v benzenu). 5!
H-NMR (DMSO-ds; 500 MHz): § 0,90 (t, 3H,J=7,1 Hz, | 4
H12), 1,64 (dd, 2HJ) = 14,3, 7,1 Hz, H11), 3,08 (t, 2H= 7,2
Hz, H10), 4,51 (d, 2H] = 5,5 Hz, H1"), 7,06 (t, 1H,= 7,4 Hz,
H5), 7,17-7,27 (m, 3H, H6, H5' a H4™), 7,32 (4,4 = 6,7 Hz,
H2" a H3"™), 7,43 (d, 1H] = 8,1 Hz, H7), 7,58 (t, 1H} = 7,7
Hz, H4"), 7,65 (d, 1H) = 7,9 Hz, H4), 7,87 (d, 1H,= 7,6 Hz, H6"), 8,54 (d, 1H,= 8,3 Hz,
H3Y, 9,38 (s, 1H, H8'), 11,44 (s, 1H, H9), 11,681H, H1).

13C-NMR (DMSOds; 126 MHz):6 14,4 (C12), 24,6 (C11), 26,2 (C10), 43,0 (C1127
(C7), 119,3 (C3), 119,8 (C5), 120,6 (C4), 121,6(C121,9 (C4™), 123,3 (C1"), 124,6 (C6),
127,3 (C5), 127,7 (C3™), 128,1 (C2), 128,3 (C328,6 (C6"), 128,8 (C2™), 132,4 (C1"),
136,5 (C4"), 139,3 (C7a), 139,5 (C2"), 160,9 (@88,7 (C7".

IC (KBr, cnmd): U 3322(s), 3291(m), 1647(s), 1626(s), 1596(m), 1585 1541(m),
1519(s), 1447(w), 1433(w), 1325(w), 1292(w), 127) (1241 (W), 758(W), 735(m), 670(w).
HRMS (ESI+):mVz vypaiteno pro GeH2eNsO2" [M + H]* 412,2020, nalezeno 412,2014.
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Pro GeH2sN302 (411,50)
vypocteno: 75,89 % C, 6,12 % H, 10,21 % N;
nalezeno: 73,39 % C, 6,06 % H, 9,34 % N.

N-(2-((2-Aminoethyl)karbamoyl)fenyl)-3-propyl-1H-indol-2-karboxamid (10i)
Experimentélni Udaje Vabulka 17 NaZloutlé krystalky,
b.t. 155-160 °C,Ri= 0,55 (5% ethanol v chloroformu), 0,77 HyN_ on
(10% ethanol v chloroformu), 0,30 (20% ethyl-aceté
v benzenu).

H-NMR (DMSO-ds; 500 MHz):8 0,93 (t, 3H,J = 7,3 Hz, H12),
1,61-1,70 (m, 2H, H11), 2,71 (t, 28l= 6,5 Hz, H2"), 3,07-3,14
(m, 2H, H10), 3,29 (t, 2H, H1"), 5,30 (s, 2H, KH37,06 (dd, 1H,
J=11,1, 3,9 Hz, H5), 7,16-7,25 (m, 2H, H6 a HA13 (d, 1H,
J=8,2 Hz, H7), 7,51-7,58 (m, 1H, H5"), 7,66 (d,, I+ 8,1 Hz,
H4), 7,81 (dd, 1HJ) = 7,9, 1,3 Hz, H6"), 8,50 (m, 1H, H3"), 8,77 (b, H8"), 8,95 (s, 1H,
H1), 11,65 (s, 1H, H9).

13C-NMR (DMSOs; 126 MHz):§ 14,4 (C12), 24,6 (C11), 26,2 (C10), 41,4 (C23,44
(C1"),112,7 (C3, 119,3 (C5"), 119,8 (C7), 124", 121,7 (C3), 122,1 (C5), 123,3 (C4),
124,6 (C6), 128,2 (C2), 128,3 (C3a), 128,7 (C&3R,2 (C7a), 136,5 (C2"), 139,1 (C4),
160,9 (C8), 168,9 (C7".

5N-NMR (DMSO-ds; 51 MHz):8 19,3 (N3"), 48,1 (N8"), 71,2 (N9), 116,9 (N1).

IC (KBr, cntd): U 3367(w), 3297(m), 2956(w), 2927(w), 2869(w), 1637(1602(m),
1583(w), 1544(s), 1521(s), 1445(m), 1324(w), 13)10294(m), 1225(w), 749(s).

HRMS (ESI+):mVz vypaiteno pro GiH2sN4O2" [M + H]* 365,1972, nalezeno 365,1973.
Pro GiH24N40> (364,44)

vypoéteno: 69,21 % C, 6,64 % H, 15,37 % N;

nalezeno: 69,14 % C, 6,83 % H, 14,53 % N.

N-(2-(Dibutylkarbamoyl)fenyl)-3-propyl-1 H-indol-2-karboxamid (10j)
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Experimentélni tdaje Vabulka 17 Nazloutlé krystalky, b.t. 128—
4

135 °C (cyklohexan)R = 0,80 (5% ethanol v chloroformuy), 0,83 Me*" Me
2’" 2" 3II

(10% ethanol v chloroformu), 0,70 (20% ethyl-acetéenzenu). 3"
H-NMR (DMSO-ds; 500 MHz):5 0,65 (t, 3HJ = 7,3 Hz, H4"),
0,71 (t, 3HJ = 7,3 Hz, H4™), 0,93 (t, 3H,= 7,3 Hz, H12), 0,98-
1,04 (m, 2H, H3"), 1,16-1,24 (m, 2H, H3"), 1,832 (m, 2H,
H2"), 1,42-1,48 (m, 2H, H2™), 1,59-1,67 (m, H4,1), 3,04 (t, 2H,
J=7,5Hz, H10), 3,16 (t, 2H,= 7,3 Hz, H1"), 3,39 (t, 2H = 7,2
Hz, H1™), 7,06 (ddd, 1Hl1 = 7,6, 7,3, 0,8 Hz, H5'), 7,22-7,28 (m,
2H, H4' a H5), 7,33 (dd, 1H,= 7,6, 1,3 Hz, H4), 7,42 (d, 1K= 4,1 Hz, H3'), 7,48 (ddd,
1H,J =84, 7,1, 1,4 Hz, H6), 7,65 (d, 1Hs 4,0 Hz, H6"), 7,86 (d, 1Hl = 4,0 Hz, H7).
9,26 (s, 1H, H1), 11,46 (s, 1H, H9).

13C-NMR (DMSOds; 126 MHz):6 13,3 (C4"), 13,67 (C4™), 13,9 (C12), 19,1 (£39,7
(C3™), 24,0 (C11), 26,0 (C10), 29,0 (C2™), 262", 43,5 (C1™), 48,0 (C1"), 112,1 (C3)),
119,3 (C5"), 120,1 (C3 a C6'"), 124,2 (C4"), 124£6)( 125,0 (C7), 126,4 (C2), 126,9 (C4),
127,7 (C1"), 129,4 (C6), 129,9 (C3a), 134,5 (C13},8 (C2", 160,2 (C8), 168,8 (C7").
15N-NMR (DMSO-ds; 51 MHz):8 122,3(N1), 130,3 (N9).

IC (ATR, cntd): 7 2956(w), 2929(w), 2867(w), 1663(m), 1589(s), 1485(1524(w),
1466(w), 1436(m), 1378(w), 1292(s), 1271(w), 1245(3223(w), 1191(m), 1094(w),
762(w), 740(s), 673(m), 632(w), 612(w), 431(w).

HRMS (ESI+):mVz vypaiteno pro GzHssNsO2" [M + H]* 434,2802, nalezeno 434,2806.
Pro G7HzsN30» (433,27)

vypocteno: 74,79 % C, 8,14 % H, 9,69 % N;

nalezeno: 74,68 % C, 8,20 % H, 9,62 % N.
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N-(2-((4-Methoxyfenyl)karbamoyl)fenyl)-3-propyl-1H-indol-2-karboxamid (10Kk)
Experimentélni Udaje Vabulka 17 Swtle modré krystalky,
b.t. 210-215°C  (cyklohexan), Rr=0,66 (5% ethanol
v chloroformu), 0,88 (10% ethanol v chloroformu).

H-NMR (DMSO-ds; 500 MHz): 5 0,90 (t, 3H,J = 7,3 Hz, H12),
1,63-1,68 (m, 2H, H11), 3,08 (t, 2H,= 7,5 Hz, H10), 3,74 (s,
3H, OCH), 6,93 (d, 2HJ = 4,5 Hz, H5" a H3"), 7,06 (t, 1A=
7,5 Hz, H5), 7,23 (t, 1H] = 7,5 Hz, H6), 7,28 (t, 1H,= 7,5 Hz,
H5'), 7,43 (d, 1H) = 4,1 Hz, H7), 7,61(t, 1H] = 8,0 Hz, H4"),
7,64-7,67 (m, 3H, H4, H6" a H2"), 7,89 (d, 1H; 3,8 Hz, H6"), 8,47 (d, 1Hl = 4,1 Hz,
H3"), 10,47 (s, 1H, H8"), 11,10 (s, 1H, H9), 11(491H, H1).

13C-NMR (DMSOds; 126 MHz):5 13,9 (C12), 24,2 (C11), 25,9 (C10), 55,2 (QFLH12,3
(C7), 113,8 (C3"a C5"), 119,0 (C3), 119,4 (A2N,2 (C4), 121,7 (C3"), 122,5 (C2" a C6"),
123,0(C1", 123,1 (C5", 124,2 (C6), 127,4 (C2),8 (C3a), 128,7 (C6"), 131,5(C1"), 131,9
(C4", 136,0 (C7a), 138,2 (C2"), 156,0 (C4"), 24@8), 166,8 (C7").

5N-NMR (DMSO-ds; 51 MHz):8 123,7 (N9), 132,1 (N8, 131,6 (N1).

IC (ATR, cnT?): ¥ 3303(m), 2957(w), 2929(w), 2868(w), 1650(w), 1629(1594(m),
1583(m), 1507(s), 1463(w), 1442(m), 1409(w), 12B4@258(m), 1239(s), 1186(w),
1172(w), 823(m), 759(m), 740(s), 674(s), 613(WR®EH, 516(w).

HRMS (ESI+):mVz vypaiteno pro GeH2sNsOs* [M + H]* 428,1955, nalezeno 428,1973.
Pro GeH25N303 (427,50)

vypocteno: 73,05 % C, 5,89 % H, 9,83 % N;

nalezeno: 72,98 % C, 5,96 % H, 9,80 % N.

N-(2-((2-Aminoethyl)karbamoyl)-5-methoxyfenyl)-3-
propyl-1H-indol-2-karboxamid (10I)

Experimentélni Udaje Vabulka 17 Bily praSek, b.t. 158—
163 °C,Rf= 0,75 (5% ethanol v chloroformu), 0,81 (109
ethanol v chloroformu), 0,69 (20% ethyl-acetat nzenu).
H-NMR (DMSO-ds; 500 MHz):8 0,93 (t, 3H,J = 7,3 Hz,
H12), 1,60-1,71 (m, 2H, H11), 2,69 (t, 2Hs 6,5 Hz, H2"),
3,05-3,14 (m, 2H, H10), 3,27 (s, 2H, H1"), 3,843d, OCH), 5,76 (s, 2H, H3"), 6,77 (dd,
1H,J= 8,8, 2,6 Hz, H5"), 7,06 (dd, 1d~= 11,1, 3,9 Hz, H5), 7,20-7,26 (m, 1H, H6), 7,43
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(d, 1H,J = 8,2 Hz, H7), 7,66 (d, 1H,= 8,1 Hz, H4), 7,82 (d, 1H,= 8,8 Hz, H6"), 8,26 (d,
1H,J = 2,6 Hz, H3"), 8,63 (s, 1H, H8"), 12,20 (s, 1H,)HL5,22 (s, 1H, HO).

13C-NMR (DMSOds; 126 MHz):§ 14,4 (C12), 24,7 (C11), 26,2 (C10), 41,6 (C293,44
(C1"), 55,9 (OCH), 106,5 (C3"), 108,6 (C5", 112,8 (C7), 113,6 J£119,3 (C3), 119,8
(C5), 120,6 (C4), 124,6 (C6), 128,3 (C2 a C3a),3806"), 136,5 (C7a), 141,5 (C2", 161,1
(C8), 162,2 (C4"), 168,7 (C7").

5N-NMR (DMSO-ds; 51 MHz):5 18,7 (N3"), 114,0 (N8'), 125,8 (N9), 131,9 (N1).

IC (KBr, cnm): 7 3360(w), 3291(m), 3071(w), 2953(m), 2927(m), 2868(1638(s),
1606(s), 1584(s), 1548(s), 1522(s), 1448(m), 1431&79(s), 1206(m), 1168(m), 1123(w),
1051(m), 967(w), 933(w), 884(w), 863(w), 768(m)9{B), 681(w).

HRMS (ESI+):m/z vypoiteno pro GoH27N4Os™ [M + H]™ 395,2078, nalezeno 395,2076.
Pro GoH26N4O3 (394,47)

vypocteno: 66,99 % C, 6,64 % H, 14,20 % N;

nalezeno: 66,10 % C, 6,78 % H, 13,90 % N.

N-(2-((2-Aminoethyl)karbamoyl)-naftalen-1-yl)-3-propyl-1H-indol-2-karboxamid
(10m)

Experimentélni Gdaje Vabulka 17 Bily prasek, b.t. 300-
301 °C,Rf= 0,87 (5% ethanol v chloroformu).

H-NMR (DMSO-0s, 500 MHz):5 0,93 (t, 3HJ= 7,3 Hz, H12),
1,62-1,74 (m, 2H, H11), 2,63 (t, 2B= 6,4 Hz, H2"), 3,03-3,14
(m, 2H, H10), 3,24 (t, 2H] = 5,9 Hz, H1"), 7,09 (t, 1H,= 7,5
Hz, H5), 7,27 (t, 1HJ) = 7,6 Hz, H5"), 7,48 (d, 1H,= 8,2 Hz,
H7), 7,53-7,65 (m, 2H, H4'a H6 ), 7,69 (d, 1H; 8,1 Hz, H4),
7,73 (d, 1HJ= 8,5 Hz, H6"), 7,95 (d, 1H,= 8,6 Hz, H3"), 8,01
(d, 2H,J= 8,4 Hz, H7'), 8,50 (s, 1H, H10").

13C-NMR (DMSOds, 126 MHz):8 14,1 (C12), 24,0 (C11), 26,1 (C10), 41,0 (C22,74
(C1"),112,2(C7), 119,3 (C3), 120,1 (CH), 12@a), 124,2 (C8'a), 124,9 (C2", 125,0 (C6),
126,3 (C2), 126,5 (C3a), 126,8 (C6'), 127,2 (CH)7,7 (C8'), 127,9 (C3'), 129,3 (C4'a),
129,5 (C7"), 132,6 (C5'), 134,2 (C7a), 135,8 (CB}1,6 (C8), 167,8 (C9").

I5N-NMR (DMSO-ds; 51 MHz): 19,3 (N3"), 118,4 (N8'), 130,4 (N9).

HRMS (ESI+):mVz vypaiteno pro GsH27N4O02" [M + H]* 415,2129, nalezeno 415,2135.
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3-(2-Hydroxyethyl)-2-(3-propyl-1H-indol-2-yl)chinazolin-4(3H)-on (11m)
Experimentélni Udaje Vabulka 17 NaZloutlé krystalky,
b.t. 70-78 °C  (cyklohexan), R = 0,59 (5% ethanol
v chloroformu), 0,79 (10% ethanol v chloroformu).
H-NMR (DMSO-ds; 500 MHz): 6 0,86 (t, 3HJ = 7,3 Hz,
H10'), 1,65 (tq, 2H) = 7,5, 7,4 Hz, H9"), 2,75 (t, 2H,=
7,6 Hz, H8"), 3,58 (dt, 2H= 5,6, 5,6 Hz, H10), 4,11 (t, 2H
J=6,0 Hz, H9), 5,15 (t, 1Hl = 5,4 Hz, OH), 7,09 (t, 1H = 7,5 Hz, H5"), 7,21 (t, 1Hl =
7,4 Hz, H6"), 7,43 (d, 1Hl = 4,1 Hz, H7"), 7,60 (t, 1H = 7,5 Hz, H6), 7,65 (d, 1H,= 4,0

Hz H4'), 7,70 (d, 1HJ = 4,0 Hz, H8), 7,87 (ddd, 1Hd,= 7,7, 7,6, 1,3 Hz, H7), 8,23 (dd, 1H,
J=7,9, 0,8 Hz, H5), 11,44 (s, 1H, H1").

13C-NMR (DMSOg; 126 MHz):$ 14,2 (C10'), 23,4 (C9"), 26,2 (C8'), 47,6 (C9),/AC10),
111,8(C7",116,9 (C3, 119,2 (C5"), 119,7 (C®),5 (C4a), 122,8 (C6"), 126,3 (C5), 127,1
(C3a), 127,3 (C6), 127,4 (C8), 127,6 (C2"), 1347), 135,7 (C7'a), 147,0 (C8a), 149,9
(C2), 161,5 (C4).

5N-NMR (DMSO-ds; 51 MHz):8 132,8 (N1, 166,6 (N3), 250,1 (N1).

IC (KBr, cnt®): U 3181(w), 2954(w), 1686(s), 1653(s), 1618(w), @8 1581(m),
1561(s), 1499(w), 1472(m), 1439(m), 1432(m), 1383(&B37(m), 1261(s), 1232(m),
1165(w), 1147(w), 1105(m), 1064(m), 1054(s), 802(@®2(m), 773(m), 750(m), 742(m),
698(m).

HRMS (ESI+):mVz vypaiteno pro GiH22Ns02" [M + H]* 348,1707, nalezeno 348,1703.

3.8 Dehydratace amidi 10

Vychozi amid10 byl navazen do kapkoveé iy (25 mL), nasled& byl piidan toluen (3
mL). K takto gipravené suspenzi byler partespiikapan thionylchlorid (1 ekvivaleritO)

v toluenu (2 mL). NaZloutly roztok byl refluxovars Iminut, nasledh byl ponechan
zchladnout na laboratorni teplotu a kontrola TLCQvpdila Uplnou konverzi vychozi
sloweniny. Tekavé slozky readni snesi byly odpdeny ve vakuu a tmavy odparek byl
rozpusén v dichlormethanu (20 mL). Roztok byl extrahovaiN) vodnym roztokem
K2COsz (2 x 2 mL) a vodou (2 x 5 mL). Organicka faze bsigena (N&Qy a odpéena ve
vakuu do sucha. Krystalizaci odparku z cyklohexXaylwiskan pislusnycisty chinazolinon
11
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3-Butyl-2-(3-propyl-1H-indol-2-yl)chinazolin-4(3H)-on (11a)
Pripraven z amidd0a (99 mg; 0,26 mmol), vg¢¥ek 54 mg (57
%), nazloutlé krystalky, b.t. 128-130 °C (benzelRj= 0,71
(5% ethanol v chloroformu), 0,88 (10% ethanol vocbformu),
0,57 (20% ethyl-acetat v benzenu).

H-NMR (DMSO-ds; 500 MHz): & 0,88 (t, 3H,J = 7,4 Hz,
H10Y, 0,94 (t, 3H,J = 7,3 Hz H12), 1,28-1,38 (m, 2H, H11),
1,48-1,57 (m, 2H, H9",1,62-1,72 (m, 2H, H8"), 3364 (m,
2H, H10), 3,28 (dd, 2H) = 12,9, 6,9 Hz, H9), 7,06 (t, 1H,= 7,4 Hz, H5"), 7,16-7,26 (M,
2H, H6'a H7), 7,44 (d, 1H,= 8,2 Hz, H7"), 7,55 (m, 1H, H8), 7,66 (d, 1H; 8,0 Hz, H4"),
7,77 (dd, 1HJ = 7,8, 1,1 Hz, H6), 8,80 (t, 1d,= 5,4 Hz, H5), 11,69 (s, 1H, H1").
13C-NMR (DMSOs; 126 MHz):$ 14,1 (C10Y), 14,4 (C12), 20,1 (C9)), 24,7 (C18B,32
(C8Y, 31,4 (C10), 39,3 (C9), 112,8 (C7"), 119,B8](119,8 (C5"), 120,6 (C4"), 121,7 (C4a),
122,1 (C6"), 123,3 (CH), 124,6 (C3'a), 128,2 (@By,3 (C8), 128,6 (C2"), 132,2 (C7), 136,5
(C7'a), 139,1 (C8a), 160,9 (C2), 168,6 (C4).

N-NMR (DMSO-ds; 51 MHz):8 119,2 (N3), 124,4 (N1), 131,1 (N1).

IC (KBr, cnmd): 7 3320(s), 2956(m), 2932(m), 2869(m), 1653(s), 16RAG95(s), 1518(s),
1465(m), 1445(s), 1337(m), 1325(m), 1281(s), 12401th72(W), 762(m), 736(s), 677(m),
629(w).

HRMS (ESI+):m/z vypaiteno pro GsH2sNsO* [M + H]* 360,2031, nalezeno 360,2066.

3-Butyl-6-methoxy-2-(3-methyl-H-indol-2-yl)chinazolin-4(3H)-on (11d)

Pripraven z amidd 0d (149 mg; 0,394 mmol), v§Eek 101 Ve 12
mg (71 %), nazloutlé krystalky, b.t.109-113°C o 10 11
(cyklohexan),Rf= 0,76 (5% ethanol v chloroformu), 0O, 83Meo 6 ¢ 3 9
(10% ethanol v chloroformu), 0,61 (20% ethyl-acetat 8a N 2 I N>\:7a 7'
v benzenu). Me3 3a )

IH-NMR (DMSO-ds; 500 MHz):8 0,94 (t, 3H,J = 7,4 Hz,
H12), 1,39-1,49 (m, 2H, H11), 1,59-1,68 (m, 2H, }1066 (s, 3H, OCH), 3,61 (t, 2H,) =
7,1 Hz, H9), 3,82 (s, 3H, H8"), 7,05 (t, 1H= 7,4 Hz, H5"), 7,18-7,25 (m, 2H, H6' a H7),
7,38 (d, 1H,J = 8,7 Hz, H5), 7,43 (d, 1H,= 2,9 Hz, H7'), 7,46 (d, 1H,= 8,2 Hz, H8), 7,62
(d, 1H,J = 7,9 Hz, H4'), 11,34 (s, 1H, H1)).
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13C-NMR (DMSO-d; 126 MHz):$ 10,8 (C8'), 14,3 (C12), 20,7 (C11), 32,9 (C10),539
(C9), 56,0 (OCH), 108,0 (C7", 112,6 (C3"), 116,5 (C5"), 119,7'[C420,2 (C4a), 121,3
(C6", 124,9 (CH), 125,9 (C3'a), 127,8 (C6), 12&B), 128,8 (C2"), 136,0 (C7), 137,3
(C7'a), 141,3 (C8a), 150,8 (C2), 158,8 (C4).

I5N-NMR (51 MHz, DMSO#). 5 129,0 (N1'), 219,0 (N1), 230,8 (N3).

IC (KBr, cnmd): 7 3452(w), 3349(w), 2916(w), 2868(w), 1751(m), 168%K(1622(s),
1597(s), 1547(w), 1490(s), 1451(m), 1379(w), 1333(B20(m), 1274(m), 1245(s),
1151(w), 1125(w), 1109(w), 1078(w), 1032(s), 864(827(m), 755(m), 743(s), 721(w),
477(m).

HRMS (ESI+):mVz vypaiteno pro GzH24N302" [M + H]* 362,1863, nalezeno 362,1870.

3-Butyl-6,8-dimethoxy-2-(3-propyl-1H-indol-2-yl)chinazolin-4(3H)-on (116 Fipraven
Z amidul0e(104,5 mg; 0,2388 mmol), Witek 83,7 mg (84 %),
nazloutlé krystalky, b.t. 121-126 °C (hexam,= 0,87 (5%
ethanol v chloroformu), 0,90 (10% ethanol v chlorafu).

IC (ATR, cntd): 5 2956(m), 2929(m), 2868(w), 1673(w), 'a
1643(w), 1611(s), 1589(s), 1553(m), 1488(m), 1453(m
1434(m), 1368(m), 1323(m), 1297(m), 1244(m), 1216(s
1178(w), 1147(s), 1090(m), 1075(m), 21036(m), 937(w)

839(m), 767(m), 738(s), 685(w), 625(w), 571(w), &% 490(m), 455(w), 432(m).
H-NMR (DMSO-ds; 500 MHz):5 0,68 (t, 3H,J = 7,3 Hz, H10'), 0,89-1,04 (m, 7H, H12,
H11, H9), 1,13-1,25 (m, 2H, H10), 1,42-1,51 (m, 29),1,58-1,74 (m, 2H, H8"), 3,91 (s,
3H, OCHp), 3,96 (s, 3HOCH), 6,65 (d, 1HJ) = 2,6 Hz, H5'), 6,76 (d, 1H,= 2,6 Hz, HE"),
6,84 (d,1HJ = 2,6 Hz, H7), 7,23 (m, 2H, H7' a H4'), 7,62-7(66 1H,H5), 11,15 (s, 1H,
H1Y).

13C-NMR (DMSOds; 126 MHz):$ 14,4 (C10Y), 14,5 (C12), 20,0 (C9'), 20,1 (C11,82
(C8Y), 31,5 (C10), 33,1 (C9), 56,1 (OCHB3), 56,6 {@Y; 107,8 (C7"), 112,5 (C3"), 112,9
(C5", 115,21 (C4"), 120,3 (C4a), 121,5 (C6"), 12473), 124,6 (C3'a), 125,0 (C6), 137,3
(C8), 145,4 (C2"), 155,4 (C7), 155,8 (C7'a), 1568a), 159,5 (C2), 167,2 (CA4).

HRMS (ESI+):mVz vypaiteno pro GeHaiN4Os* [M + H]* 493,3173, nalezeno 493,3174.
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3-Butyl-6-methyl-2-(3-methyl-1H-indol-2-yl)chinazolin-4(3H)-on  (11f) Pripraven
Zz amidulOf (104,7 mg; 0,2881 mmol), Witek 53,2 mg (53 %),

nahreédly prasek, b.t. 153-155 °C (cyklohexaR}= 0,96 (5% 10 M1e112
ethanol v chloroformu), 0,84 (10% ethanol v chlorafu), | pe6 .4 ﬁJj |
0,64 (20% ethyl-acetat v benzenu). 7[ :[83 P 2R
IH-NMR (DMSO-ds; 500 MHz):3 0,88 (t, 3H,J = 7,4 Hz, 8 13}2\%@6'
H12), 1,27-1,37 (m, 2H, H11), 1,46-1,55 (m, 2H, 1034 (s, & 4 5

3H, H8"), 2,62 (s, 3H, C#), 3,26 (dd, 2H,J = 12,8, 6,9 Hz, H1"), 7,07 (t, 1d,= 7,5 Hz,
H5"), 7,22 (dd, 1HJ = 11,2, 4,0 Hz, H7), 7,29-7,39 (m, 2H, H5 a HB%2 (d, 1H,J = 8,2
Hz, H7'), 7,61 (d, 1H) = 1,3 Hz, H8), 8,38 (d, 1H),= 8,4 Hz, H4"), 11,57 (s, 1H, H1).
13C_.NMR (DMSO<ds; 126 MHz):$ 10,1 (C8Y), 14,1 (C12), 20,1 (GH 20,9 (C11), 31,4
(C10), 39,3 (C9), 112,6 (C7"), 113,2 (C3"), 11€3], 120,4 (C4"), 121,7 (C4a), 122,2 (C6"),
124,6 (C5), 128,7 (C3'a), 128,7 (C6), 128,8 (C8R,4 (C2"), 132,5 (C7), 136,4 (C7'a),
136,6 (C8a), 160,6 (C2), 168,6 (C4).

15N-NMR (DMSO-ds; 51 MHz):5 119,2 (N3), 125,1 (N1), 131,8 (N1').

IC (KBr, cnm?): 7 2954(m), 2870(w), 2801(w), 1672(s), 1599(s), 18M0(1542(w),
1500(m), 1466(w), 1444(m), 1335(m), 1304(w), 1263(2237(m), 1208(w), 1173(w),
1137(w), 1106(w), 747(m).

HRMS (ESI+):m/z vypaiteno pro GoH24N30" [M + H]* 346,1914, nalezeno 346,1917.
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4 MIKROBIOLOGICKE EXPERIMENTY

4.1 Material

Kultivaéni média byla ppravena z komenich Zivhych jid od vyrobce HiMedia
Laboratories Pvt. Ltd., Indie. Pouzité chemikali@stot p.a. byly dodany firmou Lachema
Neratovice,CR. Ri provadni biologickych test bylo pracovano sdinym laboratornim
sklem a porackami. Ke sterilizaci tekutych médii byla pouzit&rofiltrace. Agarové Zivné
pudy byly sterilizovany fi 115 °C po dobu 30 minut v autoklavu a po zchlarencca 45

°C za horka rozlity do Petriho misek (15 mL) a pdmny v laminarnim boxu ztuhnout.

4.1.1 Roztoky a zivna média

U piipravenych slotenin byly testovany antimikrobiélni¢imnky vaéi nize uvedenym
bakterialnim, kvasinkovym a plisvym kulturdm. Roztoky zkoumanych st@min byly
piipraveny asepticky ve sterilnich odmych bakach (5 mL) rozpughim navazky latky
ve sterilnim vodném 5% roztoku dimethylsulfoxiduMBO). Ritomnost DMSO ve vaid
byla dilezita pro rozpugnhi testovanych organickych latek, pouzitd konceetrBMSO
vSak neovliviovala fist testovanych mikroorganisimFyziologicky roztok byl fipraven
rozpusénim 8,5 g NaCl v 1000 mL destilované vody. Roztgk dukladne promichan a

sterilizovan.
Zivny bujén s glukosou (TSG)

Byl piipraven navazenim 3,0 g tryptonu (HiMedia), 0,8oageptonu (HiMedia), 1,0 g
NacCl, 0,5 g kHPQy a 2,8 g D-glukosy a rozpustim ve 100 mL destilované vody. Vysledny

bujon byl sterilizovan filtraci.
Tryptonovy agar s kvasniénym extraktem (TYA)

Tato univerzalni agarova zivn&ga byla gipravena navazenim 2,1 g Tryptone Glucose
Yeast Extract Agar (HiMedia) a rozp&stm ve 100 mL destilované vody.

Mueller Hinton agar (MH)

Pida vhodna pro stanoveni citlivosti mikroorganisknantimikrobialnim latkam difuzni
metodou. Proifipravu 100 mL agaru bylo pouzito 2,1 g Mueller ldmBroth (HiMedia),
1,6 g lonagar No. 2 (Oxoid) a 100 mL destilovandywo

Sabouraud agar (SAB)
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Zivna paida pouzivana pro kultivaci kvasinek a plisni. Agardivna fida byla pipravena
navazenim 6,5 g Sabouraud Dextrose Agar (HiMediaxpusénim ve 100 mL destilované

vody.
Agar se sladovym extraktem (MEA)

Komerkni produkt z kategorie Zivnychug pro fist kvasinek a plisni. Médium bylo
pripraveno rozpushim navazky 2,0 g Malt Extract Broth Base (HiMeda),6 g lonagar
No. 2 (Oxoid) ve 100 mL destilované vody.

GKCH agar

Pevné médium s chloramfenikolem, glukosou a kvaym extraktem protist kvasinek a
plisni. Rida byla pipravena z 4,1 g Chloramfenicol Yeast Glucose AghMedia) a 100

mL destilované vody.

4.1.2 Pouzité kultury mikroorganismu

Aspergillus nigelCCM 8155,Candida albicansCCM 8275,Enterococcus faecali€CM
4224, Escherichia coliCCM 3954,Pseudomonas aerugino$aCM 3955,Pseudomonas
aeruginosaFT 5 (ze sbirky UIOZP, izolat ziBvnice),Staphylococcus aureu®CM 3953,
Trichoderma virideCCM F-486.

4.1.3 Pr¥istrojové vybaveni

Asepticky laminarni box, typ Bio-1I-A, vyrobce Téds (Spasiisko); autoklav SANOclav,
typ LaS-3-20-MCS-J, vyrobce Dekradidecko); biologicky termostat, typ BT 12GR);
mikrodavkovae, 1 - 5 mL, 100 - 1000 pL, 20 - 200 uL, vyrobcetBi (Finsko); mikroskop,
typ CX41 RF, vyrobce Olympus (Japonsko); minishakgy MS1, vyrobce Ika (Brazilie);
mrazici box, typ Mybio, vyrobce Dairei (Dansko);hya typ SI-64 A, vyrobce Denver
Instrument (Nmecko).

4.2 Metodika

Piiprava suspenzi mikroorganisni

Prvnim krokem pro zahdjeni tédtylo oZiveni mikrobialnich kultur, uloZenychii p80 °C
v mrazicim boxu v laboratoUIOZP. Po vyjmuti mikrozkumavky s biomasou z nékiz a
ohrati na laboratorni teplotu, byl proveden vyZzihaaouwchladlou kikkou kiZovy rozgr
na TYA plotny v gipad® bakterii a na Petriho misky se SAB nebo GKCH amapzo
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vyockovani kvasineki mikroskopickych vlaknitych hub. Inokulované miskybakteriemi

a kvasinkami byly kultivovany 24 — 48 hodin 87 °C. Kultury plisni byly ponechanyst

2 —5dni pi 30 °C. Z takto namnozenych kolonii byly ve fyziglckém roztoku fipraveny
suspenze o standardni turbidR. stup® McFarlandovy zakalové stupnice. Do sterilni
zkumavky se sterilnim fyziologickym roztokem byl#ihanou kiékou aplikovana biomasa
bakterii ¢i kvasinek (v pipad plisni byly odebrany jen spory), rozmichdna a kéka
porovnavan se standardem (suspenze Ba®®od). Takto bylo dosazeno piw priblizné

10 kolonie tvdicich jednotek v 1 mL (CFU.mb) suspenze. Inokulum se poté dle typu
zkousky bd’ aplikovalo rozérem na pevné Zivné médium, nebo se davkovéim@ do
jamek mikrotitr&ni desttky.

4.2.1 Orientaéni testy citlivosti mikroorganismi na vybrané latky

Pro prvotni orienténi zkousky syntetizovanych slkenin byla zvolena agarova difuzni
metoda, kterd je zaloZena na difuzy skniny agarem aifpadném vzniku inhildni zény
bez fistu zkoumané kultury. JelikoZz se jedna o nova cbleiindividua, nebylo mozné
porovnavat rozrry inhibicnich zon se standardnimi hodnotami. Tento testZidlou
k predkEZznému odhaleni ffpadnych antimikrobnich ¢inka slowenin. Celkem byly
testovany tinky 16 slokenin (amidyl0a-k, kyseliny3b, 3c, 7a a7b a benzoxazinofAb)
na vybranou grampozitivni bakterstaphylococcus aureu€CM 3953, de¢ kultury
gramnegativnich bakterkscherichia coliCCM 3954 aPseudomonas aerugino$zCM
3955, kvasinkovou kultur€andida albicansgCCM 8275 a plise Aspergillus nigetCCM
8155.

Na Mueller Hintonovu (bakterie) nebo Sabouraudokwvaginky, plisg) padu bylo
pipetovano 10QuL suspenze mikroba a pomoci sterilni hokejky bylaetena na cely
povrch gidy. Pomoci sterilniho kovového korkovrtu byly v Bazplotre vytvoreny 3 jamky
o praméru 9 mm, do kterych byl pipetovan roztok dané I§t@O0uL) o koncentraci 10 gL
1 Takto gipravené misky byly ulozeny do termostatu (37 °G)dobu 48 hodin. Nasledn
byly ode&itany velikosti inhibénich zon (v mm), kteréifpadré vznikly v okoli jamky.
NejvyrazrjSi inhibiéni zony byly pozorovany u sléeniny 10i. Na obrazcich nize jsou
ukazky Gznych inhibénich zon vzniklych fisobenim latel 0i a 3c u bakteriiEscherichia
coli CCM 3954 &Staphylococcus aure@®CM 3953.
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Obrazek 3Inhibi¢ni zény uE. coli, 10i

Obrazek 5Inhibi¢ni zény uS. aureuslO0i Obrazek 6Inhibi¢ni zény uS. aureus3c

4.2.2 Test citlivosti bakterii a kvasinek na latku 10i vmikrotitra éni destiéce

Test byl uskutéenén diluéni metodou, kdy byl do jamek mikrotitiai destéky nejprve
davkovan zivny bujon TSG s 5 % DMSO, naskedestilovani voda s DMSO (5 %), poté
roztok zkou3ené sléaniny 10i o koncentraci 10 git v5 % DMSO a jako posledni
suspenze bakteridlii kvasinkové kultury ve fyziologickém roztoku. Karkni objemy
asepticky pipetovanych kapalnych sloZzek jsou uvedefabulka 18 U¢elem testu bylo
zjisténi potencialnich antimikrobnichcimkt sloweniny v Sirokém rozsahu koncentraci
(0-5g.Y). Pro kazdy mikroorganismus byl pokus provedenkdita Do tetiho
odcleného sloupce se misto g0 suspenze butk do kazdé jamky davkoval stejny objem
fyziologického roztoku pro kontrolu sterility potyech komponent. Pracovalo se s kulturami
G+ bakterieStaphylococcus aurel3CM 3953, gramnegativnich baktegcherichia coli



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 87

CCM 3954 &Pseudomonas aeruginoba 5 (izolat zteky Drevnice) a kvasinkovou kulturou
Candida albicansCCM 8275. Timto postupem nachystané dkgtopatené vékem byly
inkubovany pi teplot 37 °C po dobu 48 hodin. Po této ddiyly odeteny vysledky, kdy
byl sledovan mikrobialni nast v jamkach destky. Koncentrace latkylOi, pii které jiz
v jamkach nebyl viditelny zakal apobeny fistem bakteriéi kvasinek, byla povaZzovana za
minimalni inhib&ni koncentraci (MIC). Tato hodnota vypovida o saiugii latky v dané
koncentraci inhibovat mnozeni inokulovaného mikrobdlC vSak neni ukazatelem
schopnosti sloteniny &inné usmrtit buiky sledované mikrobialni kultury. Proto byla po
zjisteni MIC z jamek prostych zakalugnesena sterilni mikrobiologickou &tiou inokula
na gipravené Petrino misky s agarem TYA (baktede)SAB (kvasinky). Naskované
misky byly ponechany inkubovatiiB7 °C po dobu jednoho az dvoutdi®okud po inkubaci
na mist inokulace nedosSlo k néstu mikroorganishn, byla povaZzovana koncentrace

sloweniny10i v jamce, ze které bylo brano inokulum, za kon@aitmikrobicidni.

Tabulka 18 Fridavky jednotlivych sloZzek do jamek jednoho sloupgednim

mikroorganismem

Vysledna _ '
. Bujon H-O Roztok10i Inokulum
koncentrace  Réadek TSG (L) wL) wL) W)
10i (mg.L?)

0 A 80 100 0 20
200 B 80 96 4 20
500 C 80 90 10 20
1000 D 80 80 20 20
1750 E 80 65 35 20
2500 F 80 50 50 20
3750 G 80 25 75 20
5000 H 80 0 100 20
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Obrazek 7E. coli, MBC uriena jako koncentrace latkpi v jamce D

4.2.3 Stanoveni MIC latky 10i viéi vliaknitym mikroskopickym houbam

Jelikoz latkalOi zpisobila vznik viditelné inhildini zGny na agarové platrs nagkovanou
plisni Aspergillus nigerCCM 8155 pi uvodnich testech difuzni metodou a protozZe
z praktickych dvodi nebylo mozné uskutait test zjiSéni MIC v mikrotitraini desttce,
vlastni stanoveni MIC bylo provedeno agarovoudtiunetodou v Petriho miskach. Déale
byla pro tuto zkouSku vybrana takeé kultirechoderma virideCCM F-486, jakozto druhého
zéstupce plisni. Byloffpraveno celkem 9 lahvi Malt extract agaru po 10Q Mo vSech
lahvi se po fipraw, sterilizaci a ochlazeni agana 50 °C k 85 mL teplého Zivného média
asepticky pidalo 4,5 mL DMSO, dale vypdtané objemy roztoku latk{0i v 5% DMSO a
pro doplréni objemu sterilni destilovana voda s 5 % DM3@kulka 19. Jest tekuta fida
byla v laminarnim boxu rozlita do Petriho misekmid postupem byly tuhé agarové plotny
s 9 koncentracemi latkyOi piipraveny k inokulaci kulturami vlaknitych mikromyce

Z vysporulovanych kultuAspergillus nigetCCM 8155 alrichoderma virideCCM F-486
byly pripraveny suspenze ve fyziologickém roztoku. Santnétiultury byly naskovany
(50 uL suspenze) vzdy na 8wnisky z kazdé koncentrace. Petriho misky s inokafymi
kulturami byly inkubovany # teplot 25 °C po dobu 21 dni. Po uplynuti této doby byly
zjisteny hodnoty minimalnich fungistatickych koncentrad agarovych ploten bez hatu
plisni byla odebrana sterilnim tamponem inokularengsena na nové Zivné médium.
Inokulované misky byly ponechany inkubova&b@l dni i teplot 25 °C pro stanoveni
fungicidni koncentrace. Zadné odlisné hodnoty s vi&zjistily, fungistatick& koncentrace

se rovnala fungicidni koncentraci latkQi.
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Tabulka 19 Pridavky roztokulQi a destilované vody s 5 % DMS@mo do agaru

Vysledna koncentrace Roztok10i H20

10i (mg.L?) (mL) (mL)
0 0,0 10,5

50 0,5 9,5

100 1,0 9,0
150 15 8,5
250 2,5 7,5
375 3,75 6,25
500 5,0 5,0
750 7,5 2,5
1000 10,0 0,0

4.2.4 Test citlivosti G+ bakterii na latku 10i v mikrotit raéni destice

Experimenty s &innosti zmhované sloteniny10i vic¢i patogennim mikroorganisim byly
provadny s kulturouStaphylococcus aure@CM 3953 a navic roz&ny o dalSi bakterialni
kulturu Enterococcus faecali€CM 4224. Test se provéddilu¢ni metodou obdokinjako

v prvnim pokusu v mikrotitenich destikach, jen byly zvoleny nizSi koncentrace &l
na zaklad predchozich zajimavych vysleilkNejprve byl do jamek degky davkovan
Zivny bujon TSG s 5 % DMSO, néasleddestilovana voda s DMSO (5%), poté roztok
sloweniny 10i o koncentraci 10 g:t v 5 % DMSO a jako posledni suspenze bakterilni
kvasinkové kultury ve fyziologickém roztoku. Objeragepticky pipetovanych slozek jsou
uvedeny vTabulka 20 ZkouSka se provéth pro zjis€ni inkua latky v 8 fiznych
koncentracich (0 — 500 mgl).na 1 mikroorganismus véeth opakovanich. D&vrtého
odctleného sloupce se misto g0 suspenze butk do kazdé jamky davkoval stejny objem
fyziologického roztoku pro kontrolu sterility potyth komponent. Inokulované desty
opatené vékem byly inkubovany f teplot 37 °C. Po 48 hodinach byly atteny vysledky
minimalnich inhibénich koncentraci. Qg byla z nezakalenych jamek sterilni
mikrobiologickou kltkou odebrana inokula naipravené Petriho misky s agarem TYA.
Inkubace natkovanych misek praihla pi teplot 37 °C po dobu jednoho az dvouidn
Absence viabilnich bakterialnich hiknv jamkach mikrotitrani destéky byla owtrena



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 90

e

doslo k usmrceni bakterialnich kitkn byla minimalni baktericidni koncentraci.

Tabulka 20 Pridavky jednotlivych sloZzek do jamek jednoho sloupce

s jednim mikroorganismem

Vysledna _ .
y Bujén H20 Roztok10i Inokulum
koncentrace  Réadek TSG (L) wL) W) W)
10i (mg.L?)
0 A 80 100,0 0,0 20
10 B 80 99,8 0,2 20
50 C 80 99,0 1,0 20
100 D 80 98,0 2,0 20
150 E 80 97,0 3,0 20
200 F 80 96,0 4,0 20
350 G 80 93,0 7,0 20
500 H 80 90,0 10,0 20

4.2.5 Test citlivosti bakterii a kvasinek na latku 10l vmikrotitra éni destiéce

V tomto experimentu byla testovana sleninal10l vici kulturam Staphylococcus aureus
CCM 3953, Escherichia coli CCM 3954, Pseudomonas aeruginos&€CM 3955,
Enterococcus faecaliSCM 4224 &Candida albicans<CCM 8275. Test byl proveden dilui
metodou obdobhjako v gedchozim pokusu v mikrotittaich destikach, byly zvoleny
vySSi hodnoty koncentraci vzhledem k tomu, Ze dieg® prvni testovani latiiyl. Nejprve
byl do jamek destky davkovan zZivny bujon TSG s 5 % DMSO, naskedastilovana voda
s 5 % DMSO, poté roztok zkousené skeniny 101 o koncentraci 10 g:tv 5 % DMSO a
jako posledni suspenze bakteri&irkvasinkové kultury ve fyziologickém roztoku. Ohjg
asepticky pipetovanych slozek jsou uvedeabulka 21 Zkouska se provéth pro zjisSéni
acinka latky ve 12 #znych koncentracich (0 — 2500 mg)lna 1 mikroorganismus viéeth
opakovanich. Datvrtého oddleného sloupce se misto 2Q suspenze buk do kazdé
jamky déavkoval stejny objem fyziologického roztokwo kontrolu sterility pouZzitych
komponent. Destky s inokulovanymi roztoky a suspenzemi kultur bypateny vickem a
inkubovany i teplog 37 °C. Po 48 hodinach byly atteny vysledky minimalnich
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inhibi¢nich koncentraci. Stejnjako v redeSlych pokusech byly zj&ty minimalni
baktericidni a minimalni fungicidni koncentracekiatOl.

Tabulka 21 Pridavky jednotlivych sloZzek do jamek jednoho sloupce

s jednim mikroorganismem

Vysledna )
y Bujén H20 Roztok10l Inokulum
koncentrace  Réadek TSG (L) wL) wL) W)
10l (mg.L?h)

0 1 80 100,0 0,0 20
20 2 80 99,6 0,4 20
50 3 80 99,0 1,0 20
100 4 80 98,0 2,0 20
150 5 80 97,0 3,0 20
200 6 80 96,0 4,0 20
350 7 80 93,0 7,0 20
500 8 80 90,0 10,0 20

750 9 80 86,5 13,5 20
1000 10 80 80,0 20,0 20
1750 11 80 65,0 35,0 20
2500 12 80 50,0 50,0 20

4.2.6 Stanoveni MIC latky 10l via¢i Aspergillus nigerCCM 8155

Také slodenina 10l byla podrobena tesih schopnosti inhibovat ust vlaknité
mikroskopické houbyAspergillus nigerCCM 8155. Stanoveni MIC bylo provedeno
agarovou dildni metodou v malych Petriho miskachipPavilo se celkem 6 lahvi Malt
extract agaru po 20 mL. Do vSech lahvi se fiprpw, sterilizaci a ochlazeni agana 50
°C k 18 mL teplého Zivneho média aseptickidal 1 mL DMSO, dale roztok latk0l v
5% DMSO o koncentraci 10 gla pro dopléni objemu sterilni destilovana voda s 5 %
DMSO (Tabulka 22. Je&k tekuta fida byla v laminarnim boxu rozlita do Petriho misek.
Tuhé agarové plotny s 6 koncentracemi &Ry byly inokulovany suspenzi spér niger
(20 pL, 2 misky od kazdé koncentrace) a po dostée zaschnuti povrchu agaru byly
ponechany inkubovatipteplo€ 25 °C po dobu 21 dni. OdliSnosti &stu vlaknité
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mikromycety jsou zachyceny na fotografiich nizel Byoveden také experiment, kdy ve
dvou miskach bezifilavku latkyl0l nebyl v agaru ani v destilované wqatitomen DMSO.
Tento faktor vSak neshZadny vliv na iist plisrg, mycelium i se sporami vypadalo shédn
jako na miskach s DMSO s nulovou koncentraci |14y

Tabulka 22 Pridavky roztokulOl a destilované vody s 5 % DMS@imo do agaru

Vysledna
Roztok10l H20
koncentrace
mL) (mL)
10l (mg.L?h)
0 0,0 1,0
50 0,1 0,9
100 0,2 0,8
250 0,5 0,5
375 0,75 0,25
500 1,0 0,0
. ':“

Obrazek 8RistA. niger, 0 mg.L110l Obrézek 9RistA. niger, 50 mg.L110l



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 93

Obrazek 10RistA. niger, 100 mg.110l Obrazek 11RistA. niger, 250 mg.L110l

2Fe o
WA

Obrazek 12MIC proA. niger, 375 mg.}10l

4.2.7 Test citlivosti bakterii a kvasinek na latky 101 al0Om v mikrotitra ¢ni destiéce

Druhd faze tesit v desttkach byla uskutenéna pro upesréni zjiS€nych nizkych
minimalnich inhibénich koncentraci latkylOl v pfedchozich experimentech a zamve
k testovani citlivosti mikroorganisinna latku 10m. Opst bylo nakladano s kulturami
Staphylococcus aureCM 3953,Escherichia coliCCM 3954 ,Pseudomonas aeruginosa
CCM 3955, Enterococcus faecali€CM 4224 aCandida albicansCCM 8275. Test se
provadl! dilu¢ni metodou v destkach, kdy se do jamek nejprve davkoval Zivny buj&@G

s 5% DMSO, nasledrdestilovana voda s 5 % DMSO, poté roztok zkouSéméeniny 10|
nebol0m o koncentraci 100 mg:inebo 400 mg.it v 5 % DMSO a jako posledni suspenze
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bakterialnic¢i kvasinkové kultury ve fyziologickém roztoku. Zk&ka se provada pro
zjisteni &inka latky ve 12 #iznych koncentracich (0 — 150 mg)Lna 1 mikroorganismus
ve trech opakovanich. Dé&vrtého oddleného sloupce se misto g0 suspenze butk do
kazdé jamky davkovalo 2QL fyziologického roztoku pro kontrolu sterility paibych
komponent. Kuli pipetovani malych objetnbylo nutné pouzit dvaizné koncentrované
roztoky kazdé slateniny z divodu praktické proveditelnosti davkovni. Objemypaky
pipetovanych slozek jsou uvedenylabulka 23 Timto postupem ffpravené destky s
vickem byly ponechany inkubovaiipeplot 37 °C. Po 48 hodinach byly atteny vysledky
minimalnich inhibénich koncentraci. Vyikovanim obsahu nezakalenych jamek na Petriho
misky s TYA nebo SAB byly zjighy minimalni baktericidni a minimalni fungicidni

koncentrace slaienin10l a 10m

Tabulka 23 Pridavky jednotlivych sloZzek do jamek jednoho sloupce

s jednim mikroorganismem

Vysledna _ Koncentrace roztokt Roztok
y Bujon  H20 Inokulum
koncentrace Radek latky (mg.LY) latky

atky (mg.L) TSG @b)  (ub) W) (ul)
0 1 80 100,C 100 0,0 20
1 2 80 98,0 100 2,0 20
5 3 80 90,0 100 10,0 20
10 4 80 80,0 100 20,0 20
15 5 80 70,0 100 30,0 20
20 6 80 60,0 100 40,0 20
35 7 80 30,0 100 70,0 20
50 8 80 75,0 400 25,0 20
75 9 80 62,5 400 37,5 20
100 10 80 50,0 400 50,0 20
125 11 80 37,5 400 62,5 20
150 12 80 25,0 400 75,0 20
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Obrazek 13Mikrotitracni destéka, MIC proP. aeruginosa20 mg.L.210m

4.2.8 Test citlivosti bakterii a kvasinek na 8 slodenin mikrotitra éni destiéce

Test se proved! dittini metodou, kdy se do jamek mikrotitra destéky nejprve davkoval
Zivny bujon TSG s 5 % DMSO, nésleddestilovana voda s 5 % DMSO, poté roztok
zkousené slateniny (7a-h) o koncentraci 1,05 g:tv 5 % DMSO a jako posledni
suspenze bakterialgi kvasinkové kultury ve fyziologickém roztoku. Karétni objemy
asepticky pipetovanych kapalnych slozek jsou uvederabulka 24 ZkouSka se
provadila pro zjiséni inka jednotlivych syntetickych sl@enin v 8 fiznych
koncentracich (0 — 512 mgY.na 1 mikroorganismus ve dvou opakovanich. i2tto
odckleného sloupce se misto 20 suspenze butk do kazdé jamky davkoval stejny objem
fyziologického roztoku pro kontrolu sterility potgch komponent. Pracovalo se

s kulturami G+ bakteriStaphylococcus aureCM 3953 a&nterococcus faecalSCM
4224, gramnegativnich bakteEgcherichia coliCCM 3954 a&Pseudomonas aeruginosa
CCM 3955 a s kvasinkovou kulturdiandida albicansCCM 8275. Timto postupem
nachystané desgky opatené vékem byly inkubovany $ teplot 37 °C po dobu 48 hodin.
Po této dob byly odeteny vysledky minimalnich inhibhich koncentraci osmi sldenin

vici sledovanym mikrotm.
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Tabulka 24 Pridavky jednotlivych sloZzek do jamek jednoho sloupce

s jednim mikroorganismem

Vysledna .
Bujon H>0O Roztok  Inokulum

TSG @) (b latky (ub)  (ub)

koncentrace Radek
latky (mg.L?h)

0 A 80 100,0 0,0 20

8 B 80 98,5 15 20
16 C 80 96,9 3,1 20
32 D 80 93,9 6,1 20
64 E 80 87,8 12,2 20
128 F 80 75,6 24,4 20
256 G 80 51,2 48,8 20
512 H 80 2,5 97,5 20
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ZAVER

Derivaty kyseliny anthranilové jsou vyznamné slkeniny, které se vyskytuji podk,
nékteré z nich jsou iitomny i v potravinach (n&pavenanthramidy v ovsu) a jiné naSly
uplatréni jako farmaka v medicén(diuretikum furosemid). Bkteré tyto slodeniny také
inhibuji bakterialni enzymy KAS 1l a PgsD, vykakajntibakterialni &éinky a mohly by
piedstavovat potencialni vzor pro vyvoj antibakteriéh slodenin s novym mechanismem
acinku. V ramci mé diplomové prace jsem navazala feaghozi vyzkum provédy na
UCh FT UTB a pipravila jsemiadu novych derivét kyseliny anthranilové. Uéthto
slowenin jsem také zji®vala fipadnou biologickou aktivitu.iipravené sloteniny 10l a

10mvykazuji vyrazné antibakterialnéiaky.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOL U A ZKRATEK

A.

b.t.

C.
CCM
CFU
E.

En.
GKCH
KAS Il
L.
LDso
MBC
MEA
MH
MIC

NAD

p.a.
PgsD

R

SAB

sp.

Aspergillus

Bod tani

Candida

Ceska shirka mikroorganism
Kolonie tvdici jednotka

Escherichii

Enterococcu

Agar s chloramfenikolem, glukosou a kv@sigim extraktem
3-Ketoacyl-ACP-synthasa llI

Linné, Carl

Stedni smrtelna davka

Minimalni baktericidni koncentrace
Agar se sladovym extraktem
Mueller Hinton agar

Minimalni inhibi¢ni koncentrace
Nikotinadenindinukleoti
Pseudomonz

Pro analyzu

Pseudomonas quinolone signal biosynthetic en
Substituent

Reterni faktor

Staphylococcus

Sabouraud agar

Druh, species
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Str. Strana

T. Trichoderma

TLC Tenkovrstva kapalinova chromatografie
TSG Zivny bujoén s glukosou

TYA Tryptonovy agar s kvasgmym extraktem

UCh FT UTB Ustav chemie, Fakulta technologicka, Univerzitan&ge Bati ve Zli&

Ulozp Ustav inZenyrstvi ochrany Zivotniho presi
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PRILOHA

Priloha 1 - Tabulka hodnot MIC p#irodnich 2-aminobenzoovych kyselin

a 2-aminobenzamiadh vykazujicich antimikrobialni G ¢inky.

Latka Sa. E.c. B.s. P.a. C.a E.a E.L S.e. S.b. Ma.
asperp. A’® - - 6,7 6,7 - - - 6,7 - -
kalcimycin® 0,8 - 0,2 0,2 250 - 0,1 - 6,3 04

terremid A% 25 = - - - - - - - 3

terremid B® - - - - ] 90 - ] _ )
10 200 - . : . - >1500 - - -
12% 95 75 i i } . 0
18* 27 >190 - - - - ; 07 - ]
29 - >1000 >1000 >1000 - - - S
2E 24,2 - - - >50 >50 - - ; i

Hodnoty minimalnich inhildinich koncentraci jsou uvedeny v jednotkach rigZkratky
jednotlivych mikroorganistinznamenajiSa. Staphylococcus aurepis.c. Escherichia coli
B.s. Bacillus subtilis P.a. Pseudomonas aerugings&.a. Candida albicans E.a.
Enterobacter aerogengk.f. Enterococcus faecaliSe. Staphylococcus epidermidiS.b.
Shigella boydiiM.a. Mycobacterium avium

R1
OH R2 R’

(0]
Me,
° " Cr
CQLNH NH NH COOMe coQme
N | =N o] X
R T e
SN

NH
Me HNH 0 |
O Me oy NHMe  terremid A (R' = H, R2 = OH) N7
asperpeptid A kalcimycin 33 (R' = MeO, R2 = MeO) terremid B
Me
~ "Me

o}
COOMe COOH CONH, @f%
X I w

NH

COOMe Me O~ " MAc
12 ot 18 o> oM 29 e' 10

1z 1o £7 Me M



Priloha 2 - Tabulka hodnot MIC pro syntetické 2-aminobenzooe kyseliny 35 — 40

a slouteniny a — d vykazujici antimikrobialni G¢inky.

Latka Sa E.c. B.s. P.a. C.a. K.p. E.f. S.e.
35% >128 >128 >128 >128 - - 128 -
37toc 128 . . . . } . .
3gtoc 32 ; ; ; ; ; ; ;
39t0¢ >128 >128 64 >128 >128 - >128 8
40 250 250 - - - - - -

a* 32 - - - 16 - 32 -

b€ 80 - 80 - 80 80 - -

¥’ - 149 - - - - - -
o8¢ 55 55 - - 125 - - 6,7

Hodnoty minimalnich inhildinich koncentraci jsou uvedeny v jednotkach rigZkratky
jednotlivych mikroorganistinznamenajiSa. Staphylococcus aurepis.c. Escherichia coli
B.s. Bacillus subtilis P.a. Pseudomonas aeruginggaa. Candida albicansK.p. Klebsiella

pneumoniagE.f. Enterococcus faecaliS.e. Staphylococcus epidermidis.
COOH
@ H X COOH
. C[ 37 (R=H,X=Cl) |
o°n NH 38 (R=H, X=Br) Cl S
35 o R 39 (R=EtO
0 it

[::[COOH
N O

O=n-Z2



Piiloha 3 - Tabulka hodnot MIC pro syntetické 2-aminobenzooeé kyseliny
41, 42, a a syntetické amidy47, 48 vykazujici antimikrobialni U ¢inky.

Latka Sa. E.c. B.s. P.a. K.p. S.p. E.f.
4710 32 >128 32 - >128 - 64
4108 5,6 - - - - 07 28
471¢ 64 32 64 64 - - >128
481 4 >32 - - 32 4 4
ato 125 250 - - - - -

Hodnoty minimalnich inhildinich koncentraci jsou uvedeny v jednotkach rigZkratky
jednotlivych mikroorganistinznamenajiSa. Staphylococcus aurepis.c. Escherichia coli
B.s. Bacillus subtilis P.a. Pseudomonas aerugingsK.p. Klebsiella pneumonigeSp.
Streptococcus pneumonjdef. Enterococcus faecali$.e. Staphylococcus epidermidis

/L::[COOH COOH
Cl CE

NH NH
Me -N
“ MO
LS .
e TC N
cl P © | NH, ci 47

HN
=
o
)CELN N Br COOH
i I
NH
Cl H 48 NH
a 4 O
NEt, W,



Piiloha 4 - Tabulka hodnot MIC pro syntetické 2-aminobenzooe kyseliny vykazujici

antimikrobiélni G ¢inky vaéi grampozitivni bakterii Staphylococcus aureus

Latka MIC pro S.a. Latka MIC pro S.a.
a105,10( 125 thS,lO( 16

b105,10( 125 F.05,10( 8

C105,10( 64 J 105,10t 8

d105,10( 32 £105,10< 4

9105,10( 32

flOS,lO( 32

glO5,10( 16

Hodnoty minimalnich inhildinich koncentraci jsou uvedeny v jednotkach rig.L

a(R"=F,R*=H,R3=H,R*=H)
b(R'=H R?=H,R*=H,R*=F)
¢ (R"=H, R®=H,R®=EtO, R*=H)
d (R'2 = (HC=CH),, R®=H, R* = H)



Piiloha 5 — PFriklad nékterych charakteristickych signali v NMR spektrech
pripravenych amidi 5 a 10.

—~ acylové uskupeni
R iy R R REEEEETTEEREEE . CH; 0,9-1
i aromatické ; 1,6 15
ijédro i 88 \13_14 o v 7 0,9-1
| 7)6\1 | ’ H. ’ ! 5 MCH:;
H : N"\_33 : C

VybranéH-NMR signaly u amid 5aa5c.

13C-NMR (DMSO-dg; 126 MHz) - 5 (ppm)

9'/‘165—169

2
gC\N,R
H
NH

,CH

| oSN
160 - 162~/R1\L©

Vybrané'®C-NMR signaly u amitl 10a — m.

Butylové uskupeni (TTTTTTTTmmmTmmmmmommmssssmmmosmsosoomoees :
110d.f,g :
(3,0-3,3 | r—11,4-116
7~ 1,0-1,4 : H !
4 0600 | 22-264 ]
1,2-16 IR ;
! ! i H3C
; e T Ceois
_Bu 110a-c.e r9,0-11,
8,1-8,8 |
ﬂJ T : H
NH | 3,0 - 3,1 |N
| o T 1\‘
O)‘?{ 91-127
10a-g 0,9 HyC “—16-18

VybranéH-NMR signaly u amid 10.
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