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ABSTRAKT

Predlozena diplomova préace je dar¢na do i zakladnich problematik. Prvaést
byla nasmirovana na fipravu H,3H-chinolin-2,4-diorii substituovanych v poloze 3
funkeni skupinou obsahujici atom siry. Reakci 4-hydribbdyehinolin-2-oni s dirhodanem
bylo pripraveno celkemiinact 3-thiokyanatoH,3H-chinolin-2,4-diorii. Druh&cast prace
popisuje hydrataci 3-thiokyanatd413H-chinolin-2,4-diorii kyselinou sirovou, ktera vede
k tvorbé odpovidajich 3-karbamoylsulfanyHl3H-chinolin-2,4-diori a 3a-alkyl/aryl-
-3aH,5H-thiazolo[5,4€]chinolin-2,4-diori. Posledni ¢ast prace se zabyva termickym
piesmykem thiazolochinolindidin ktery poskytuje dva druhy produkty a to 1-alksgla

-6H-thiazolo[3,4€]chinazolin-3,5-diony a 4-aminoHtchinolin-2-ony.

Klicova slova: 3-thiokyanatoH,3H-chinolin-2,4-dion, 3-karbamoylsulfanylHL3H-
-chinolin-2,4-dion, 3a-alkyl/aryl-34,5H-thiazolo[5,4€]chinolin-2,4-dion

ABSTRACT

Presented thesis is divided to 3 principal prolslefihe first area of problems was
directed to the preparation oHBBH-quinoline-2,4-diones substituted in position 3hwit
a functional group containing sulfur atom. Ovethliteen 3-thiocyanatoH,3H-quinoline-
-2,4-diones was prepared by the reaction of 4-hgdddd-quinolin-2-ones with
thiocyanogen. The second part of thesis deals theéhhydration of 3-thiocyanatd=i13H-
-quinoline-2,4-diones by the action of sulfuric caciThe 3-carbamoylsulfanylH,3H-
-quinoline-2,4-diones and of 3a-alkyl/aryll3&H-thiazolo[5,4€]quinoline-2,4-diones as
products of hydratation/cyclodehydration was obsérvihe last part of thesis deals with
the study of the thermal rearrangement of thiaadlogjinediones, which afford two
products 1-alkyl/aryl-Bl-thiazolo[3,4€]quinazoline-3,5-diones and 4-aminbkfuinoline-

-2-0nes.

Keywords: 3-thiocyanato-H,3H-quinoline-2,4-dion, 3-carbamoylsulfanyH13H-
-quinoline-2,4-dion, 3a-alkyl/aryl-345H-thiazolo[5,4€]quinoline-2,4-dion
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UvoD

3,3-Disubstituované derivaty HI3H-chinolin-2,4-diorii predstavuji zajimavy
heterocyklicky systém, ktery obsahuje reakti@rietoamidové seskupeni a umaje tak
se objevuje v klinické praxi od konce 60. let 2leti. Nag. 3-alkyl-3-hydroxyderivaty,
vyskytujici se v Hrodé jako metabolity #iznych bakteriiPseudomonas, se vyznauji
antibiotickou aktivitout™* 3-Alkyl(aryl)-3-nitroderivaty jsou &nnymi antialergiky>’
3-alkyl(aryl)-3-chlor(brom)derivaty vykazuji herldni aktivitu®
3-alkyl(aryl)-3-fluorderivaty  jsou  &nné  \agi intracelularnim patoge&m
a 3-alkyl-3-azidoderivaty inhibuji agregaci krevmidesttek® Diazacoumestany, které
jsou odvozeny od 3-fenyl-3-amindd]3H-chinolin-2,4-diorii, jsou nesteroidnimi
antagonisty estrogér'® Nowjsi derivaty chinolof se pouZivaji v modernich, vysoce

specifickych I€ivech, gedevsim fi infekénich onemoceni respirgniho systému.

Problematika 3,3-disubstituovanych H,BH-chinolin-2,4-diori je studovana
na Ustavu potravirtékého inZzenyrstvi a chemie technologické fakultyverzity Tomase
Bati ve Zlire od r. 1995 a od té doby byla popsd&ada novych 3,3-disubstituovanych
1H,3H-chinolin-2,4-dior.

Cilem této diplomové prace bylo studium reaktiatyhiokyanato-H,3H-chinolin-
-2,4-diomi na nové heterocyklycké systemy, které budou nejgtazovat vynikajici

stabilitu, ale vykézou i dobry biologickginek.
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1. PREHLED O SOUCASNEM STAVU PROBLEMATIKY

Prvnim dkolem v literarni reSerSi bylo najit infaoe o 3,3-disubstituovanych
1H,3H-chinolin-2,4-dionech, které by obsahovaly v pol8zeSH skupinu. Domnivame se,
Ze thiolova skupina bude mit velmi dobré biologickénky ve spojeni s chinolony. Ale
v literatu'e se zadné takoveto latky nevyskytuji. Proto bybledavani roz&eno jest
o derivaty H-chinolin-2-onu, u kterych byla &ena pouze podminkafippmnosti —SR

skupiny v poloze 3.

ReSerze byla provedena pomoci databdze Beilsteiss@tire, SciFinder Scholar
a predstavuje kompletni souborny material o daném stpwenin, schematickyighled

jednotlivych tym s literarnimi odkazy.

Priprava a reakce éthto IH-chinolin-2-omi byla rozdlena podle charakteru
substituentu v poloze 4 do 10 podskugifslovani latek v tétéasti prace je ki odliseni

od druhé&asti provedeno ve fontu Arial s podtrzenim.

1.1 P¥iprava a reakce H-chinolin-2-onii s SR skupinou v poloze 3

1.1.1 Priprava 4-hydroxy-1H-chinolin-2-onii s SR skupinou v poloze 3

Asi nejednodusSim #igobem pipravy 4-hydroxy-3-fenylthio-#-chinolin-2-oni 3
nebo 3-dialkylaminothiokarbonylthio-4-hydroxydichinolin-2-ori 4 je reakce podle
Kappeho a Schell, tj. reakce fislusného substituovaného 4-hydroxy-thinolin-2-onu
1 s disulfidem2. V aromatické serii jsou to substituované difersufidy 2 a z alifatické
série jde o tetraalkylthiuramdisulfidy. Reakce probihaip95°C s vytzky od 50% az do
90% (Schéma 1)
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R
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Schéma 1

4-Hydroxy-3-fenylthio-H-chinolin-2-on 3 byl také zisk&n jako vedlejsSi produkt
kondenzace substituovanych dialkylmaldnéts N-(1ierc. butylethyliden)anilinen¥ pfi
piipraws 4-hydroxypyridin-2-of 8.*? (Schéma 2)

CHj . OH OH
SPh - SPh SPh
CBU , EO céH =/(i .\
Et0” 0 tBu” N° 7O N 0
7 6 ph 8 b3
Schéma 2

4-Hydroxy-3-alkylthio-H-chinolin-2-on 10 se da fpravit z 3-halogenderivat9
reakci s tetrahydrothiofenem v roztoku ethanolu anck kys. chlorovodikov€
(Schéma 3)

OH
Cf\lx Cfi = T

N
N 10

Schéma 3
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DalSi skupinu reakci tw¥o pripravy 4-hydroxy-3-(aryl/alkylsulfoxy)-i-chinolin-
-2-onu. Prvni zfisob vychazi z ethylesteru 2-amino-4-chlorbenzooyseliny 11, ktery
s methan- resp. benzensulfonylderivatem kyselingwéc poskytuje fislusny amidl2.
Tento byl cyklizovan methanoldtem sodnym za vznikdrhydroxy-7-chlor-
-3-methyl(fenyl)sulfonyl-H-chinolin-2-onul3.***° (Schéma 4)

@]
pd 0=
T /
n (@)
(=
| >
o
2 0=
\ /
= (@)
< m
=0
7\
pyl
\ .
Ir—= / (@)
g i I
O=(/|)=O
Pyl

A:RSO,CH,COOH, BuOCOCI, BN
B: CH;ONa

Schéma 4

Pri biologickém testovani produkit3 vykazoval aktivitu jako antagonista NMDA
(receptory iontovych kanail.

Druhy zpisob vychazi z karbamafl4 (R = SMe, SOMe, SfMe), které reakci

s hydridem sodnym v THF poskytuji odpovidajici 4hwoxy-1H-chinolin-2-ony 15.%
(Schéma 5)

(@]
CEK/R
NHCO,Et 14

R= SMe, SOMe, S@/e

OH

Cf\f
NN}
H 15

Schéma 5

Treti metoda vychazi z 1-alkyHtbenzo[d][1,3]oxazin-2,4-dian16, které reakci
se substituovanym ethylesterem kyseliny octové jdadehydroxy-3-alkyl/arylsulfonyl-

-1H-chinolin-2-ony17,'®23které jsou popisovany jako inhibitory proteinugBhéma 6)
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o OH 2
R
N
/CJ; + R2CH,COOEt
N" Yo . N0
Rl 16 R*=alkyl R! 17

R?= SQ,alkyl, SO.aryl
Schéma 6

Derivaty 4-hydroxy-3-alkyl/arylsulfinyl-H-chinolin-2-onu 18 jsou v literatie

popisovany jako vyznamné antialergény.

0

yZ
R/ N~ O
R! 18

R= R'=R?= H, alky, aryl

Sloweninou obsahujici v poloze 3 siru je i bis-(4-hyyahinolin-2(1H)-on-
-3-yl)sulfid 19, ktery byl gipraven z 4-hydroxy-Hi-chinolin-2-onu 1 varem s SOGI

v dioxanu®?°(Schéma 7)

OH OH OH
N1 O NS g N
H H H 19

Schéma 7

3-Chlor-1H,3H-chinolin-2,4-dion 20 reaguje s ethyl thioglykoldtem za vzniku
piislusného esteru kyseliny thiooctovd, ktery dale varem v acetonu a vodné HCI
cyklizuje na &4-[1,4]oxathiino[3,2€]chinolin-2,5-dion22.?” (Schéma 8)
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N o)
Cl  CooEt S s
_ N — - N
N0 g COOE
H N o

Schéma 8

1.1.2 Priprava 4-amino-1H-chinolin-2-onii s SR skupinou v poloze 3

4-Amino-3-benzensulfonylfd-chinolin-2-on 24 byl ptipraven  varem

2-benzensulfonyN-(2-kyanofenyl)-acetamidu23 se sodikem vDMF a ethandfu

(Schéma 9)
DMF NH,
CN EtOH N SO,Ph
SO,Ph —’Na
H_%_CHz N6
o 23 Hoo24
Schéma 9

4-Amino-1-methyl-3-methylthioi-chinolin-2-on 26 byl pripraven reakci

chinazolinového derivatl5 s ethanolickym hydroxidem sodnyih(Schéma 10)

| OH’ - SCHs

yooT

N N~ O

H, 2 CH; 26
Schéma 10

N-(2-kyanofenyl)-2-jodacetamid 27 reaguje s tetrahydrothiofenem a vznika
1-[(2-kyanfenyl) aminokarbonylmethyl]tetrahydrotfeéaium-jodid 28, ktery v gitomnosti
ethanolatu sodného a ethanolu cyklizuje a vznikfosiova il 29, ktera niize reagovat

péti  zpasoby. Prvni je redukce zinkem v kysélinoctové, pi niz vznika
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4-amino-3-butylthio-H-chinolin-2-on 30. V druhém pipac reaguje29 s ethanolatem
sodnym a vznika 4-amino-3-(4-ethoxybutylthid)thinolin-2-on31. Ve tetim gipad
reaguje s triethylaminem v DMF a vznikéigfuSna amoniovais 32. Reakci s rhodanidem
draselnym vznika 4-amino-3-(4-thiokyanatobutylthid)-chinolin-2-on 33. V poslednim
piipadt reaguje se sulfidem sodnym a vznika 3,3'-[thidditgn-1,4-diyl)dithio]bis(4-

-amino-H-chinolin-2-on34.%° (Schéma 11)
-
CN CN
L = QLD
—_—
| St
H)J\/ 27 aceton H)]\/ 28

J NaOEt, EtOH, 50°C

NH,

‘- S(CH2)CHs NHZ'O
.
AcOH, Zn N S
N So =
H 30 N0

- Na,S
EtONa H 29 %
NH2 NH2 NH2
X O\)\IS(CHZMS-(CHZMSIK/@
N @] N @] O N
H Et;N, DMF KSCN H H 34
Y
NH
i S(CH,) N*Ets I M2
O\)\I (CH3)4 3 O\)\/\[S(CHZMSCN
N O
H 2 N (@]
N33
Schéma 11

Jako posledni je uvederyildad pi kterém sice nevznika sléenina s volnou
aminoskupinou v poloze 4, aldH&hinolin[3,4b][1,4]benzothiazin-6(1R)-on 36, ktery
vznikl reakci ze substituovaného 4-hydroxychin@ioenul s 2-aminothiofenoler5. Fi
reakci nejprve vznikd z 2-aminothiofenolu disulfal ten dale reaguje s 4-hydroxy-
-1H-chinolin-2-onem 1. Reakce probihda za varu roztoku dioxanu zZé&omnosti

p-toluensulfonové kyseliny* (Schéma 12)
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OH
HS . HN
N X N dioxan,p-TsOH S
| — Y s
[ F
R? N~ "0  HoN AP0 NH,
Rl 1 & R2 |
1 Rl
R!=H, alkyl, aryl
R?= h, halogen, N OMe
HN ;
B9 d\I
+
F
H,N Rz/ N0
35 RL

36

Schéma 12

1.1.3 Priprava 4-methoxy-IH-chinolin-2-oni s SR skupinou v poloze 3

4,8-Dimethoxy-H-chinolin-2-on 37 reagoval s dimethyldisulfidem v THF
za gitomnostiN,N,N,N-tetramethylethylidenaminu za vzniku 4,8-dimeth@«ynethylthio-

-1H-chinolin-2-onu38.3%3**(Schéma 13)

OMe OMe
N (MeS), Ny oMe
—_—
N~ SO N™ ~0
OMe B 37 OMe H 38
Schéma 13

1.1.4 Priprava 4-alkylthio-1H-chinolin-2-oni s SR skupinou v poloze 3

1-Alkyl/aryl-4-chlor-3-nitro-H-chinolin-2-on 39 reaguje s piislusnym thiolem
v pritomnosti KCO; v roztoku N-methylpyrrolidonu a vznika 3,4-alkylylhio-1-
-alkyl/aryl-1H-chinolin-2-on40.% (Schéma 14)
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Cl SR?
NO, SR?
N~ 0 NNe)

R 39 Rl= alkyl/aryl R= alkyl/aryl Il?l 40

Schéma 14

1.1.5 Priprava 4-alkyl-1H-chinolin-2-oni s SR skupinou v poloze 3

4-Alkenyl-3,4-dihydro-1-alkyl-3-methylthioH-chinolin-2-on 42 byl pripraven
reakci 2-(methylsulfinyl)acetamidAl ve sngsi anhydridu trifluoroctové kyseliny
a CHCl,.**(Schéma 15)

Me H Z
=/ Me \\_-SMe
S, —
L o
"o u S
R R= Me, Ts R ==
Schéma 15

3-Alkylthio-4-methyl-1H-chinolin-2-ony 44 byly pripraveny reakci N-chloracetyl-
2--acetyl anilinu43 s thiofenoly?’ (Schéma 16)

CH
H3C K,CO; KI °
@) , N SR
H,C—Cl + RSH
aceton
'}'/&O reflux N0
H 43 R aryl H 44
Schéma 16

Zajimavy je také zjsob gipravy 3-(2-chlorethylthio)-4-methylH-chinolin-2-onu
46, ktery vznikd z 2-(2-chlorethylsulfanyl)-3-oxXg-fenyl-butyramidu 45 michanim
Vv 75% HSO, pri 80°C.*® (Schéma 17)
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HsC O CHs
S
@&S\/\q 75%H,S0, Nl
80°C
N (@) 45 |}| (@)
I 46
H H 22
Schéma 17

Dehydrataci a-(trifluoroalkyl/arylthio)acetoacetanilidud7 kyselinou sirovou i
80-90°C byly pipraveny ao-(trifluoroalkyl/arylthio)-4-methyl/fenyl-H-chinolin-2-ony
48.3 (Schéma 18)

R R
HO
N N (@]
H © 4z H a8
R= Me, Ph
Schéma 18

1.1.6 Priprava v poloze 4 nesubstituovanychH-chinolin-2-onta s SR skup. v pol. 3

Rekce vychazi z 4-bromHtchinolin-2-onu 49, ktery poskytuje s ethyl-
-2-thioacetatem 3-[(karboxymethyl)thioHichinolin-2-on50.*° (Schéma 19)

| X8 CH,COOCHCH,SH O\/\ISVCOOH
= K,CO. LiOH. THF/H,O
R/ N 9) 2 03, 2 R// N 0
H
49 H 50

Schéma 19
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Zajimava je také reakce vychazejici z 3,4-dihydtbehinolin-2-onu 51 pres
methyloxymethylovy derivat 52, ktery reakci s disulfidem poskytne
3-fenylthio-1H-chinolin--2-on53.** (Schéma 20)

n-BuLi, MOMCI, <ph
THE @\/l 1. -BUOK,THF, PhsgphO\/I
Yo NG 2. TMSI, CH,Cly

N o
|
51 MOM 52 H 53

Schéma 20

Vielsmeierova reakcéN-methyl-2-methylsulfanyN-fenylacetamidu54 poskytuje

3-substituovany chinolin-2-085.? (Schéma 21)

O 1
I _R
R2H,C—C—N R?
DMF, POCk ©\/I
54 N~ 7O
R! 55
R!= alkyl

R?= SMe, SGQN(CHg)Ph

Schéma 21

1.1.7 Priprava 4-alkyl 1H-chinolin-2-oni s SR skupinou v poloze 3

Derivaty 3-benzensulfonyl-6-chloro-4-trifluoromettyH-chinolin-2-onu57, ktery
byl ptipraven z trifluoromethyl-(2-amino-5-chlorfenyl)ketu 56, jsou popisovany jako
vychozi slodeniny pro pipravu 4,4-disubstituovanych chinofgn které vykazuji

biologickou aktivitu jako inhibitory HIV-1 reverstianskriptazy (Schéma 22)
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cl COCF; 1.BrCOCHBr, K,CO; THF CF3
\O: 2.NaSQPh, DMF - Cl - SO2Ph
NH, 55 3-Ac0, DMPA, DCM
B N" 0 57

Schéma 22

7-Chlor-4-[(methoxykarbonyl)methyl]-3-(alkyl/aryl§anyl)-3.4-dihydro-H-
-chinolin-2-on59 byl pripraven z methylesteru 3-(2-amino-4-chlorfenyl)dswg kyseliny
58.* (Schéma 23)

COOMe CO,Me
1. RSO,CH,CO,H, BUOCOCI,
E&N, CH,Cl, SOzR
—_—
Cl NH, 2.NaOMe, MeOH Cl N o
58 H 59
Schéma 23

1.1.8 Priprava 1H-chinolin-2-on-4-karboxylové kyseliny s SR skupinow poloze 3

V roce 1923 byla popsana kyseliid a jeji piprava® V roce 1975 bylo
na zaklad NMR zjiS&no, Ze nejde o latké0, ale o isatyliden-3-thiooctovou kyselinu
61.“° PrestoZe neni v 2a4dné databagippava latky60 popsana, jestv roce 1985 a 1992

jsou popsany jeji reakdé*®

COOH HOOC SH
O
N~ O N
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1.1.9 Skupina 1H-chinolin-2-ona obsahujicich v poloze 3 atom siry, ktery je s@asti

dalSiho kruhu.

Reakci 1,3,3,3-tetrafluor-2-ethoxykarbonylpropefesulichloridu 62
s 4-hydroxy-H-chinolin-2-onem 1 v roztoku acetonitrilu vznika 4-(2,2,2-trifluor-1-
-methoxykarbonyl ethyliden)oxathiolo[4@ehinolin-4-on63.%° (Schéma 24)

F3C
/ COOMe
OH @]
S
R CF3 AN N
CISs COOMe
N (@) N O
62 H 1 H 63
Schéma 24

Thiazolovy derivat64 v kyselireé sirové pi 45 - 40°C poskytuje s Naj\a CHC}
dva produkty, a to 2-fenyl¥b-thiazolo[5,4€]chinolin-4-on65 a 2-fenyl-4-thiazolo[5,4]-

-isochinolin-5-0n66.%° (Schéma 25)

Ph Ph
N= N=

<n| JI\ Nans ©\/is ) (S
c” s 64Ph H2S0, AW NH

H 65 5 88

Schéma 25

Zajimava je také Diels-Alderova reakcejfi pkteré reaguje 3-aminoks
-thieno[3,4€]chinolin-4-on 67 s  ethylesterem  prop-2-ynové  kyseliny68
ve vroucim dioxanu a poskytuje ethylester 3a-angiroo¢0-5,6-dihydro-3d-4-thia-6-aza-

-cyklopropaljlfenanthren-3-karboxylové kyselif9.’* (Schéma 26)
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I S COOEt
COOEt
7 NH, =" 68 NHCOOEt O

NH,

S
Vo)
H 69

Schéma 26

1.1.10 Reakce vedouci k éizné substituovanym benzothieno[2,3]chinoloniam

N-Fenylbenzo[b]thiofen-2-karboxami@0 poskytuje fotocyklizaci dva produkty
podle gitomnosti kysliku, a to B-benzo[4,5]thieno[2,&]chinolin-6-on 71
a BH,11b-dihydro-benzo[b]thieno[2,&chinolin-6-on72.52°3(Schéma 27)

Q g
@J - UK
S
70

hv bez Q O

R =H, Me

I\

Schéma 27

1.1.10.1 Riprava a reakce substituovanych benzothieno[2,8chinoloni

Uplna syntéza vychazi ze substituovaného benzaddet®8, ktery reakci
s kyselinou malonovou v anilinu a pyridinu davéa edsflakrylovou kyselinu74.>*>°
Nasleduje reakce s thionylchloridemii miz vznikad 3-chlor-benzol[b]thiofen-2-karbonyl
chlorid 75.°*" Nasleduje sled reakci, fip kterych nejprve reaguje latkazs

se substituovanym anilinem a vznika 3-chldldenylbenzo[b]thiofen-2-karboxamid6,
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ktery je nasledd cyklizovan UV zéenim na 5l-benzo[4,5]thieno[2,&]chinolin-6-on77.
Ten se pevede oxychloridem fosfa¥eym na 6-chloro[1]benzothieno[2¢3ehinolin 78.%*

® Tuto latku Ize hydrogenovat na paladiu na [1]behieoto[2,3€]chinolin 79, ktery byl
nasledd pieveden methyljodidem na 5-methyl[1]benzothienof@¢dinolinium jodid
80.°>" Druhou moznosti je reakce s hydrazinem, kdy vz6ikédrazino[1]benzothieno[2,3-
cJchinolin 81, ktery mize byt geveden siranem &'natym v kyselig octové na derivat
79, nebo pomaoci triethoxymethanu na [1]benzothier®§}1,2,4]triazolo[4,3a]chinolin
82546788  Tyeti moznosti je reakce s methanolatem sodnym a k&zni

6-methoxy[1]benzothieno[2,3chinolin 83.%% (Schéma 28)
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\C_C/ Cl
CHz(COOH)z "W SOC), I\
I — > CocCl
Py, anilin
R & R > 5
R
R = alkyl, aryl, nebo prikondenzované dalSi jadro
NH,

R 83
10% CuSO,
CH(OC3Hs)3
H,, Pd-C ACOH
S NHNH,

81

R
CHgsl
O ) TWN
s N
R 82

Schéma 28

5H-Benzo[4,5]thieno[2,3]chinolin-6-on 77 muZe reagovat s methyljodidem
a sulfidem fosforenym dvojim zfgisobem. V prvnim fpack reaguje nejprve
s methyljodidem a vznika 5-methyl-benzo[4,5]thiéh8[c]chinolin-6-on 84, ktery
nasleds reaguje ssulfidem fosforénym a vznika 5-methyl[1]benzothieno[2¢cR:hinolin-

6(5H)--thion 85. F¥i druhém zfisobu reaguje derival7 se sulfidem fosforym a vznika
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[1]benzothieno[2,3]chinolin-6(5H)-thion 86, ktery s methyljodidem dava
6-methylthio[1]benzothieno[2,8} chinolin 87.”""° (Schéma 29)

Schéma 29

Analogicka je i dalSi fiprava, ale zde se vychazi ze substituované 3etmidfyl-
-akrylové kyseliny 88, ktera je thionylchloridem igvedena na 3-chlor-thieno[2,3-
bJthiofen--2-karbonylchlorid89, dale reakci se substituovanym anilinem na 3-ohlor
N-fenyl--thieno[2,3b]thiofen-2-karbonylamid90, ktery pisobenim UV zgeni cyklizuje
na thieno[3',2":4,5]thieno[2,8lchinolin-6(5H)-on 91. Nasleduje reakce s oxychloridem
fosforegnym na 6-chlorthieno[3',2":4,5]thieno[2¢Bchinolin 92, ktery s methanolatem
sodnym dava 6-methoxythieno[3',2":4,5]thieno[g]&rinolin  93% a s hydrazinem
poskytuje 6-hydrazinthieno [2',3":4,5]thieno[ZBehinolin 94. Byly popsanyii mozZnosti
zpracovani derivatl@4. Prvni je reakce se siranemédmatym v AcOH, poskytujici
produkt thieno[2',3":4,5]thieno[2,§chinolin 95. Druha je reakce s trimethoxymethanem,
pii niz vznika [2',3"4,5]thieno[2,8}{1,2,4]triazolo[4,3a]chinolin 96. Posledni je reakce
s dusitanem sodnym v AcOH. Tato reakce dava thig3af,5]thieno[2,3]tetrazolo[1,5-

-a]chinolin 97.8°%% (Schéma 30)
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NH,
x_-COOH

cl
LD O
[ ] S Y g (e SR D3 G G
ST g s ~s7ggcoCl S
R 89 R N

R = alky, aryl, nebo prikondenzované jadro

10%CuSQO, R NaNO,
AcOH NHNH, AcOH
l HC(OCHj3);

Schéma 30

Zajimava je také iprava %H-thieno[3,2¢€]chinolin-4-onu 99 2z thieno[3,2-
-c|chinolin-N-oxidu 98 reakci s acetanhydridem nebo s Ts@URs. Analogicka je
i ptiprava %i-thieno[2,3¢€]chinolin-4-onu 102 z thieno[2,3€]chinolin-N-oxidu 101.
Produkty mohou reagovat s 2-dimethylaminoethylatieim za vzniku
5-(2-dimethylaminoethyl)-4-oxo0-4,5-dihydro[2¢3ehinolin  hydrochloridu 100 nebo
5-(3-dimethylaminopropyl)-4-oxo-4,5-dihydro[3¢@ehinolin hydrochloridu ~ 103.%8
(Schéma 31)

s Ac0 S S
N Ny 1. NaH/THF SN
—_—
J nebo TsCIKCO, 2. CI(CHy),NMe,
N* N" "0 3 pcl N0

|
o %8 H 99 (CHz);NMe; 100
S S S
\ ACZO \ \
SN Xy~ 1.NaH/THF N
7 nebo TsCI/KCO, N0 g chllc(:cl:l—b)zNMe2 o
. |
o 101 H 102 (CH):NMe, 103

Schéma 31
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2 STANOVENI CiL U DIPLOMOVE PRACE

Cile diplomové prace byly definovany jejim zadanidakladnim ukolem byla
piiprava rkterych novych 3,3-disubstituovanych deriva®,4-(1H,3H)-chinolindioni,
které by obsahovaly v poloze 3 substituent s atonsrp a ot reaktivitu takto

piipravenych latek.

DalSim ukolem a cilem bylo stanoveni toxicity \afoych latek uci nékterym
kulturam mikroorganisiiy a to z toho dvodu, Ze analogické sléeniny byly popsany jako

antibiotické slozky skterych bakterii.
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3 VYSLEDKY DIPL. PRACE S UVEDENIM NOVYCH POZNATK U

3.1 Priprava 3-alkyl(aryl)-3-thiokyanato-1H,3H-chinolin-2,4-dioni

Je mnoho znamych metod pro zavedeni &anhkskupiny obsahujici siru
do molekuly?®*° Pokusili jsme se o ifpravu poZadovaného produktu ze snadno
piistupnych 3-brom (nebo 3-chlorH13H-chinolin-2,4-diorii (4 nebo5).°* Jenze reakcé
s hydrogensulfidem sodnym je reduikho charakteru a poskytuje 4-hydroxg-thinolin-
-2-0n (2) za sodasného vzniku elementéarni siry. Pouzitim bromde&tiabyly ziskany
shodné vysledky. Obdobné vysledky byly také ziskdmuzitim dalSich ¢inidel
obsahujicich siru jako je thiosiran sodny, thic@celraselny, thiokyanatan draselny a
thiomatovina. Divodem je to, Ze 3-halogen derivaty s "kladnym néindj na
halogenovém atomu jevi tak silny oxtdé efekt, Zze vSechny derivaty s volnou —SH
skupinou jsou rychle oxidovany. Proto musi byt Bstiluované H,3H-chinolin-2,4-
diony, majici sulfanylovou skupinu na C-3, figpaveny jinou cestou nez

z 3-halogenderivét4 nebo5.

Jako dalSi variantu uskuteujici nas cil jsme sledovali moznost zavedeni
thiokyanatové skupiny do molekuly.¢Roliv a-thiokyanaceB-dikarbonylovych slogenin
neni dole popsana a produkty jsou obvykle nachylné k rakzkla-thiokyanatoderivaty
neschopné enolizace jsou pamé stabilni®® V této praci popisuji, Zze 3-alkyl(aryl)-
-3-thiokyanato-H,3H-chinolin-2,4-diony (3) mohou byt snadno fjpraveny reakci
3-alkyl(aryl)-4-hydroxy-H-chinolin-2-onu(2) s dirhodanem.

Reakni schéma je zobrazené sehématu 32i s klicem substituerit (Tab. 1).

Vychozi 4-hydroxy-H-chinolin-2-ony (2) byly pripraveny kondenzaci anilin 1

se substituovanymi diethyl malonaty podle znamérsiypu®>**
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Ry, O Ry, O
R, R, Br R,
Br Br
Rg N~ Yo Rg NT o
Re Ri 5 Re R 6
Br2 /ACOH X
Rs OH Ry O
Ry R> SCN R4 Ry
R,CH(COOE A (SCN),
©\ = 2 EtOI)—Z| > < SN
NHR;  ~ E N” o H,0 Re e
1 Re Ry 2 Re Ry 3

X | | SOCI, / dioxan

R; O
Ry R,
Cl
RS N” 0
Re R 4 X = NaSH, KSCN, NHCSNH,
Schéma 32

Tab. I: Pripravené derivaty 3-thiokyanatd4]3H-chinolin-2,4-diori (3)
R R, Rs Ra Rs Re
3a H Pr H F H H
3b H Bu H H H H
3c H Bu H Me H H
3d H Bu H Cl H H
3e H Bu H H H Me
3f H Bu H H OCH H
3g H Bu Me H Me H
3h H Bu Me H H Me
3i H Bu Cl H H Me
3j Me Bu H H H H
3k Me Ph H H H H
3l Ph Bu H H H H
3m Ph Ph H H H H
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V Gvodnim experimentu bylo zji&to, Ze reakce latkg s nadbytkem dirhodanu,
vygenerovanymin situ z thiokyanatanu draselného v kysélioctové pidavkem bromu,
dava snis dvou produkt. NiZSi pongrove zastoupeni v reéki smési vykazoval produkt
izolovany a identifikovany jako ce@kavany 3-thiokyanatoderiv& Jako hlavni reaki
produkt byl identifikovan 3-bromderivab. Tato skuténost ukazuje na to, Z&

a thiokyanatan draselny reaguji s broméihliiné stejnou rychlosti.

Proto v dalSich experimentech byl regh @ipraven roztok dirhodanu fjdanim
bromu k nadbytku KSCN v kyseblroctové), ke kterému byl v dalSim krokkidan roztok
vychozi latky2 v kyselirg octové. Za &chto podminek probiha konver2ena 3 témst
kvantitativre (podle TLC). Latky3 jsou vSak citlivé na hydrolyzu a zpracovani romok
reakéni snesi s vodou milo za nasledek rychlou konverderivatu3 na vychozi latku2
a Zluty polymerni maz. Podobny vznik Zlutého polynileo materidlu &hem rozkladu

a-thiokyanatoB-ketoestet ji7z byl popsan Prakashem a spbl.

Konverzederivatu3 na vychozi latki2 maze byt vys¥étlena nukleofilnim atakem
vody na atom siry thiokyanatové skupif@chéma 33) Analogické transformace byly
popsany’ pro 3-brom-H,3H-chinolin-2,4-diony (5), které v methanolu zaifpomnosti

hydroxidu draselného reagovaly na 4-hydro¥+dhinolin-2-ony(2) a bromnan.

H_ H
)o
Rz O R;, OH
R, S—CN R, xR
R, _ = + HO-SCN
Rg r|\| 0 Rg l|\| 0
Re Ri 3 Re Ry 2

Schéma 33

Nezadouci hydrolyza byla &g potlaienarednim reakni snesi roztokem octanu
sodného misto vodou. Zachto podminek je neutralizovana silna hypothiokyana
kyselina (HOSCN), ktera pravdodobr katalyzovala hydrolytické &pbeni
3-thiokyanatoderivdit na latku2.

V krystalické forng jsou derivaty3 relativre stabilni. V infr&erveném spektru je

charakteristicky ostry absampi pas—SCN skupiny v Gzkém oblasti 2151-2154 tm
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V piipact 8-methyl substituovanych deriva(3e, h, i) se tento absotpi pas pesune
do oblasti mezi 2156 - 2158 &mDalsi charakteristické pasy € Ispekrech latel3
se vyskytuji v oblasti 1689 - 1720 crtketoskupina) a 1664 - 1677 crilaktam).

Nékteré  surové produkty thiokyadrd reakce obsahovaly mala mnoZstvi
3-bromderivai 5, které byly izolovany sloupcovou chromatografigjich struktury byly
potvrzeny nezavislou bromad bromem v kyselid octové. Bromace lateR vSak

neposkytuje pouze 3-bromderivaty, ale také derigdiyomem na benzenovém kruhu.

3.2 Sowasna hydratace a cyklodehydratace 3-alkyl/aryl-3-
-thiokyanatochinolin-1H,3H-2,4-dioni.

Pii studiu nedavno publikované syntd&%y2-oxo-3-imidazolifi cyklodehydrataci
piislusnych a-ureidokarbonylovych slaienin nas napadlo, Ze hydratace a nasledna
cyklodehydratace f¥e byt aplikovana i na derivaty 3-thiokyanatochimbdlza vzniku
3aH,5H-thiazolo[5,4¢€]chinolin-2,4-dior (8) a 3-karbamoylsulfanylH,3H-chinolin-2,4-
-diona (thiokarbamat) (7) jako meziproduktu(Schéma 34,

0]
R; O R; O o] //<
I R
Ry SCN H,0 R4 S—C—NH, Ry I s
iy i R, 7
onc. W 2
R: N R: N” 0 RS N0
R R 3 Re R 7 Rs ll?l 8
Schéma 34

Pro gipravu N,N-nesubstituovanych thiokarbami& nemohla byt vyuZita metoda
vychazejici z merkaptoderivigl’ protoZze syntéza 3-merkaptétBH-chinolin-2,4-diori
neni je& zndma. Thiokarbaméaty byly fipraveny kyselou hydrataci organickych
thiokyanai,*® ktera vsak byla doposud aplikovana jen v tofipak, kde thiokarbaméty
jsou dostaténé stabilni. Nepekvapilo nés, Ze hydratacethiokyanatop-dikarbonylovych
slowenin naa-karbamoylsulfanyB-dikarbonylové sloteniny nebyla dosud publikovana,

COZ [Fisuzujeme tomu, Ze tyto latky jsou nestabilni dnlgese rozkladaji na sms produki.
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Popsana vysoka reaktivita 3-thiokyanate;3H-chinolin-2,4-diori (3) s vodou?® pri
které vznikéa latk& (Schéma 32) plati steji i pro thiokarbamaty. Tato vysoka citlivost
vaci vodé zpasobuje, Ze fenena latky 3 na 7 neni jednoduchou reakci adabe byt
uskuté&néna jen pouZzitinkinidla, které obsahuje dostate mnoZstvi vody k hydrataci
a souastré vodu odnima. Hydratace byla provederiagbenim extraisté konc. kyseliny
sirové (96%) na derivd8. Reakce probihalatiplaboratorni teplat, obvykle po dobu
5- 10 minut (Metoda A) (Schéma 34) V n¢kterych gipadech za éthto reaknich
podminek vznikaly tmay zbarvené produkty, proto bylo pouZitdedini 96% kyseliny
sirové ledovou kyselinou octovd@lvletoda B). BohuZel fedini neztSilo vyteZzek latek?,
které byly izolovany spolu s 4-hydroxydichinolin-2-onem(2) a thiazolochinolinens.
(Schéma 34)

Nizké izolované vywky latek 7 vyplyvaji vyhrad@ z jejich reaktivity, bd

v aplikovaném realnim systému femenou na8, nebo Bhem izolace &isteni, protoze

v roztoku se thiokarbamaty? za fFtomnosti vody rychle femsni na latku 2.2%°
(Schéma 35)

R; O o R, OH
Ry S—C—NH, Ry R 0

R, — > + OH—S—C—NH,

Re N™ S0 H,0 Rg N™ =0

Re Ri 7 Re Ri 2 A

Schéma 35

Pomalé transformacé na 2 probiha napklad uz v chladném DSMO a v teplém
roztoku absolutniho ethanolu, zatimco ve vodnénargilu tato pemena probiha ghem
n¢kolik minut. Relativié stabilni jsou7 v ledové kyselit octove, ale dokonce stopova

mnoZstvi vody zfisobi okamzitou reakci.

Pomaléd transformac& na 2 nastava také ve s etylacetat/benzen/silikagel,
chromatografickém systému pouzitém k isolaci praduk toho dvodu je rozklad latky
na silikagelu nejvyznandsi pricinou tvorby latky2 a tudiz nizkych izolovanych ki

7. Navic je chromatograficka separa¢eod 2 obtiznd tim, Ze ablatky maji blizké
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chromatografické charakteristiky, takZze nakoneovytedrejSi pro separaci obou latek

byla opakovana krystalizace.

V roztoku kyseliny sirové jako dehydramdho cinidla jsou thiokarbamaty7
cyklodehydratovanyin situ na produkt8. Transformacelatky 7 na 8 byla potvrzena
nezavislymi experimenty, ve kterych latkg g, k, | poskytovaly v roztoku kyseliny octové
za pidavku oxidu fosforéného (Metoda D) produkt8e g, k, | ve vyg&Zcich 63—73%.
(Schéma 36)

H,N \C/’O O 8 vytezky (%)
Ry O 5 Ry N’{ :
R S | e 63%
4 P,0s / AcOH R4 g 64%
0
Rs N0 HO R N“ o 70%
R6 Rl 7 RG Rl 8 m 20%
Schéma 36

Byly provedeny pokusy o zvySeni wyku latky 8, a to zménou slozeni
hydrat&niho ¢inidla a reakniho ¢asu.Prodlouzeni reakiho ¢asu (nap zaznam 14 az 16
v Tab. Il) praw tak jako gidavek oxidu fosfor&ného do reakni sntsi se ukazaly jako
pros@Esné. Napiklad vytZek 8e se zdvojnasobil ziwodn: nizkého 26%niho, kdy reakce
byla provedena ve st kyselina sirova/kyselina octo@ab. Il, pokus 5), na vytZzek
56% gidanim oxidu fosforéného(pokus 6)
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Tab. Il: Vysledky hydratace a cyklodehydratace l&eke, g, h, k-m

) o Substituce Reakni Produkt, vi§tek
zazn|vych.latkal Metoda cas
Ri|R|Rs| Ri| Rs | Re (minuty)l 2 | 7 | 8 |jiné

1 A 5 —| 42| 21

2 3c H|{BulH |Me|lH|H B 5 - | 44| 38

3 C 10 - 14| 33

4 A 10 7 32| 22

5 3e H|Bul H| H| H|Me B 10 10 8 26

6 C 10 - - 56

7 A 15 | - | 48| 1

8 39 H|{Bu/Me| H|Me| H B 5 - | 63 1

9 C 15 —| 55| 27

10 A 5 — | 84 7

11 3h H|Bu/Me| H| H|Me B 5 24| 50 8

12 C 10 —| 72| 24

13 A 40 — | 25| 24

14 3k [Me|Ph|H|H|H|H B 1 -] 33] 20

15 B 40 —| 23| 37| 9,6
16 B 90 -| - | 58

17 3 |Ph|BulH|H|H|H A S |20] - | 32

18 B 5 26| — 46

19 am |phlehl HlHlHlH A 10 7] 29| 9108
20 B 10 24 1 22

metoda A: 96% HSOy, B: 96% HSO,/ AcOH (9/1,v/v), C: 96% HSO,/ AcOH
(9/1,vlv), 6 ml/(mmol3) + P,Os (0.6 g/(mmol3) bylo gidano po pidani3.

Vedle hlavnich produkt7 a8 byly jeS€ ziskany dva vedlejSi produkty: 3-fenyl-4-
-imino-1-methyl-3-merkaptoH,3H-chinolin-2-on(9) z 3k a 1MH-akridin-2-on(10) z 3m.
(Tab. ).

NH o)
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Thiokarbamaty7 byly charakterizovany(d, MS a NMR spektroskopii. Navzdory
kratké dok Zivotnosti derival 7 (od rékolika minut az po &kolik hodin) v DMSOés
a jejich nizké rozpustnosti v jinych rozpatdiech jsme byli schopni ziskat uspokojiva

NMR spektra.

Postupné vymizeni sigridlatky 7 v jejim **C NMR spektru a saiasné objeveni
uhlikovych rezonanci latky souvisi s vyskytem jedné dalSi uhlikové rezonapiie

149,8 ppm, ktera bylafjpsana amino-(oxo)methansulfenové kysel{i, Schéma 35)

. o 100-101
nebo pravépodobrji produktu jejiho rozkladu.

SloZeni a struktura latek byly stanoveny CHNS elementarni analyzai, NMR
aMS. V jednom fipact, a to u latky8l, byla struktura potvrzena X-ray rentgenovym
spektrem(Obr. 1).

Cz
S3
&
C12
& €
&
o
o 8 C14

O: ¢erveny,N: modry,S: Zluta.

Obr. 1: Vysledek krystalografického &feni latky8|
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3.3 Termicky indukovany molekularni piresmyk 3a-alkyl/aryl-3aH,5H-
-thiazolo[5,4-c]chinolin-2,4-diona a 3-alkyl/aryl-3-
karbamoylsulfanyl--1H,3H-chinolin-2,4-dioni

V této casti diplomové prace se budu zabyvat tepelnou losstdatek 7 a 8. Fxi
stanoveni fyzikalnich vlastnosti, a to konk&étnbodu tani, jsem si vSiml, Ze jeho rozmezi
zéavisi na rychlosti alevu testované latkyCim mensi byla rychlost z#lvani, tim tsi
bylo rozmezi bodu tani. Siroké rozmezi bodu tanivgskytovalo pesto, 7e TLC
chromatogramy latek vykazovaly ¥kolika elwnich systémech ffiomnost cistého
individua. Ri velmi pomalém ofevu doSlo krekrystalizaci a nédwzniklé krystaly

vykazovaly odliSny a taka ve vSechifpadech ostry bod tani.

Pfi podrobrgjSim vyzkumu bylo zji&tnho, Ze nejvice échto genmen nastalo
v rozmezi od 150°C do 260°Cjgvazrie kolem teploty 250°C. Proto jsme se rozhodli
studovat tepekhindukované feneny latek7 a8 za varu w-xylenu (138°C)(Metoda E)
nebo v cyklohexylbenzenu (240°@Yletoda F). Bylo zjiS€no, ze 3-karbamoylsulfanyl-
1H,3H--chinolin-2,4-diony (7) jsou transformovany ip dané reakci na 4-hydroxy-k
chinolin-2--ony (2). Za stejnych reaiich podminek 3d,5H-thiazolo[5,4€]chinolin-2,4-
diony (8) poskytuji fizné produkty v zavislosti na typu substituce v podi. Jestlize
vychozi latky maji v této poloze jako substitueliybnebo aryl, jsou produkty reakce 4-
amino-3-alkyl/aryl-1H-chinolin-2-ony(11). Jestlize je v poloze 1 vodikovy atom, dochazi
k molekulovému pesmyku za vzniku 1-alkyl/aryltd-thiazolo[3,4€]chinazolin-3,5-diod
(12) ve vysokych vytzcich(Schéma 37) Vysledek krystalografického ¢tfeni latky12cje
uveden ndbr. 2. Reakni podminky a vysledky experiménd gremenami latek7 a8 jsou

popsany viab. Il .
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P20s 0
R3 e) RS (0) Metoda D \ R3 ,714
Ry SCN H,SO, R, SCONH, Ry S
R Metody A, B, C R
Rg N" 0 N" 0
Re Ry 3 P Ry 8
. Zn/AcOH
(SCN),  240°CAyetoda F Metoda G
R; OH NH,
R4 R - 2
Re N” o N O
RG Rl 2 RG Rl 11

TP — tepelny pesmyk
Schéma 37

O: ¢erveny,N: modry,S: ZIuté.

Obr. 2: Vysledek krystalografického &eni latkyl2c
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Tab. lll: Vysledky termalnichienen latek 7 a 8

) o Substituce Reakni Produkt, v§tek”
zazn.| vych.latk Metodd| cas
Ri |R|R:| R|Rs| Rs (minuty)] 2 | 11| 12| jiné
1 7c H|BulH |Me|lH|H F 15 36 - -
2 7d H|{BulH|CI|H|H F 30 86 — -
3 7h H|Bu{Me| H | H|Me F 15 55 - -
4 7i H | Bu|Cl| H|H|Me F 15 81 - -
5 7] Me|BUu|lH|{ H|H| H F 15 56 - -
6 7k Me|PhfH| H|H| H F 5 83 - -
7 71 Ph|Bu|H| H|H| H F 5 89 - -
8 F 10 - - 71
8c H|Bu{H |Me|lH|H
9 G 30 - 53 -
10 F 30 - - 70
8d H|{BulH|CI|H|H
11 G 10 - 35 -
12 E 480 - - 40
8e H|Bu{H| H|H|Me
13 G 30 - 38 -
14 8h H|Bu{Me| H|H|Me F 30 67 - -
15 8k Me|Ph{H| H|H| H F 30 — 50 -1 13,29
16 8m |Ph|Ph|H|H|H|H F 45 — | 9] -
17 G 10 - 54 -

MetodakE - var vp-xylenu,F - var v cyclohexylbenzen@- redukce8 zinkem v AcOH

Pivodre bylo predpokladano, Ze latky budou cyklizovat a nasledmpiesmykovat
v analogii s jejich struktugn piibuznymi 3-ureido-#,3H-chinolin-2,4-diony, které
se [fedpokladaji jako meziprodukty reakce 3-amind3H-chinolin-2,4-diori s kyselinou
isokyanatou, vznikajiciin situ rozkladem mooviny ve vrouci kyselié octové?®'%?
Uk&zalo se v3ak, Ze chovani 3-ureido detiyjatodliSné od chovéani 3-karbamoylsulfanyl
derivati 7. Jako produkty reakce byly ziskany v tomidppct 4-hydroxy-2H-chinolin-2-
ony (2), coz vyluje moznost fedchozi cyklizac& na thiazolochinolindiony, které se
pii termické zatZi chovaji jinak (viz nize). D4 serfqrpokladat, Ze dochazi kes@ni
termicky nestabilni vazby S-C #gmosu vodiku aminoskupiny na karbonylovou skupinu v
poloze 4(Schéma 38) DalSi osud fragmentu HNCOS je prozatim nejasronévadz
produkty gemeny latek 7 na 2 nejsou z preparativniho hlediska zajimavé, &dinjsme

svou pozornost na studium termick@émpeny latek8.
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H
H\\E\ _
Ry (0"c<0 R; OH

R4 A4S R4 N R, /o\
7
R, ——  » + HN N
Rs I}I O Rg |}| @) S

R6 Rl 7 Re Rl 2

Schéma 38

Latky 8 poskytuji termickou femenou dva tizné produkty podle toho, zda je nebo
neni gitomen substituent na dusikovém atomu laktamovpiskuJestlize je v této poloze
piitomen substituent, produkty reakce jsou 4-amiHeeBinolin-2-ony (11), které byly
difve ziskany redukci lateB zinkem v kyselid octové!®® | v tomto fipads dochazi

k pteruseni vazby C-S a vznika intermediatSchéma 39)

o — To Niw
Ry r>|//<s Ry NZS R; NH,
Ra R,= alkyl, aryl| Ra xR Ho Ra - R 7/ o>
2 — > B + O:<\
Rg NNC Re N"0 Rg N"~0 S
R6 Rl 8 RG Rl B R6 Rl 11
Rl =H
i O] [ R | R
R N o S)\ T S)%
R4 ! S R4 N O R4 N O
R, —_— | —_— /g
R N&) Rs I NC% Rg I H 0
RG L 6 ] 6
- c - D 12
Schéma 39

Porevadz vSak kon@ymi produkty jsou aminoderivatyl a v molekule nejsou
k disposici Zadné vodikové atomy, které by se mptdgunout na dusikovy atom v poloze
4, musi bd dochazet ghem reakce k dehydrohenaci rozpédEt, nebo f zpracovani
realkéni snesi k hydrolyze intermediatlB na produktll a fragment SC@ ktery se
naslede rozklada na nam doposud neznamé produkty. Jakiejsegrodukt pesmyku
latky 8k byla ziskana latk&3k. Jeji struktura vyplynula z interpretace NMR a bfikter.

Vznik této latky se da vystlit mechanismem,ipkterém se z vycho&k tvori intermediat
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E, ktery ztraci atom siry a vznikly isokyariatyklizuje na konény produktl3k. (Schéma
40).

B o o
O PN
N~ N7S NCO ‘ HN
Ot — [0 ; s
Ph e R — e O N
N" "0 N0 NCH © NS0
CH; gk i CH; g | S F CHy 13k

Schéma 40

K nejzajima¥jsSi termické pemené dochézi u &ch latek 8, které nejsou
substituovany na dusikovém atomu laktamové skupihyinterpretace NMR spekter
azapouziti 2D NMR experimentu vyplynulo, Ze prkigu jejich premény maji
thiazoloimidazolovou strukturul2. V pribéhu reakce tedy dochazi k molekularnimu
piesmyku analogickému f@msné 3-amino-H,3H-chinolin-2,4-dioi na 2,6-dihydro-
-imidazo[1,5€]chinazolin-3,4-diony fisobenim kyseliny isokyanaté, vznikajioil situ
rozkladem mooviny ve vrouci kyselit octové? Pribth piesmyku se da vystlit
otewenim chinolonového kruhu v lat@&za vzniku isokyanatového intermedidiu ktery
se isomerizuje na intermedi&, nalez dochazi k adici aminoskupiny na isokyanatovou

skupinu za tvorby thiazolochinazolinediob2. (Schéma 39)

3.4 Mikrobiologické testy

Poslednim Ukolem a cilem mé prace bylo zhodnogeatimikrobni &innosti
vybranych latek @¢i nekterym kulturdm mikroorganisin a to z toho dvodu, Ze
analogické sloteniny byly popséany jako antibiotické slozkykterych bakterii. Pro
testovani byly vybrany derivaBa, 3b, 3d, 3f, 3i.
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o) o) o)
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MeO N Yo N 0
H .
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Biologické zkousky testovanicimka latek 3a, 3b, 3d, 3f a 3i byly zahajeny
provedenim difuzniho testu s nasycenymi disky. WBgclatky byly testovany v bi
koncentracich a to jak proti bakteriim tak i plotasinkam. Vysledkyéchto zkousSek jsou

uvedeny vTab. IV - VIII .

3.4.1 Difuzni test s nasycenymi disky

Tab. IV: Sledovani tinku latek3a, 3b, 3d, 3f a3i na kvasinkuSaccharomyces cerevisiae
(% plochy porostlé MO); doba inkubace byla 48 hod

Koncentrac Testované slodeniny
e [g/l
[o/] 3a 3b 3d 3f 3
25 - 0% - 0% - 0% - 0% + 609
10 - 0% - 0% - 0% - 0% + 709
25 + 30% + 25% - 0% + 5% + 90%
0,5 + 70% + 90% + 80% + 90% 1 95%
0,2 + | 100% + 95% + 1009 + 100%6 + 104%
Kontrola —¢isty DMSO + | 100%| + 100%
+ : rast kvasinek - . belstu kvasinek

ZTab. IV, pii difuznim testu s nasycenymi disky, vyplyva, Zend& vSechny
testované latky jsouini testované kvasincecinné uz od koncentrace 2,5 @ibr. 3. Fi
vySSich koncentracich (tj. 10 a 25 g/l) se kolematanaplikace napudtého filtratniho papiru
vytvorila inhibiéni zéna (cca 4 mm), coZ bylo nejspiSésagbenoéast&énou difuzi latky do
agaru. Vyjimkou je pouze latkai, ktera nebyla toxicka anitipnejvyssi pouzité koncentraci,

proto byla z dalSiho testovani vypir.



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 43

Obr. 3: Ukazka @inku latky 3f na kvasinkuSaccharomyces cerevisiae
leva miska: (cinek latky3f o koncentraci 2,5 gll;

prava miska: inek latky3f o koncentraci 10 g/l

Obr. 4: Pasobeni disku napugtéhocistym DMSO
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Tab. V: Sledovani dinku latek 3a, 3b, 3d a 3f na bakterii Saphylococcus aureus

(% plochy porostlé MO); doba inkubace byla 30 hod

Koncentrac Testované slodeniny
e o] 3a 3b 3d 3f
25 + | 100%| + 80% + 10% H 2009
10 + | 100%| + | 100% + 60% + 909
2,5 + | 100%| +| 2100% + 1009 4 100¢
0,5 + | 100%| + | 2100% + 1009 A 100¢
0,2 + | 100%| + | 2100% + 1009 A 100¢
Kontrola —¢isty DMSO + | 100%| + 100%

+ : rast kvasinek - : bezistu kvasinek

Tab. VI. Sledovani tinku latek 3a, 3b, 3d a 3f na bakterii Saphylococcus aureus

(% plochy porostlé MO); doba inkubace byla 142 hod

Koncentrac Testované slodeniny
¢ o] 3a 3b 3d 3f
25 + | 100%| + 90% + 10% H 2009
10 + | 100%| + | 100% + 1009 + 1004
2,5 + | 100%| +| 2100% + 1009 4 100¢
0,5 + | 100%| + | 2100% + 1009 A 100¢
0,2 + | 100%| + | 2100% + 1009 A 100¢
Kontrola —¢isty DMSO + | 100%| + 100%

+ : rast kvasinek - : bezistu kvasinek

Tab. VII: Sledovani &dinku latek3a, 3b, 3d a 3f na bakteriiEscherichia coli (% plochy
porostlé MO); doba inkubace byla 30 hod

Koncentrac Testované slodeniny
e o] 3a 3b 3d 3f
25 + 10% + 20% + 50% +  100%
10 + | 100%| + | 100% + 1009 + 1004
2,5 + | 100%| +| 2100% + 1009 4 100¢
0,5 + | 100%| + | 2100% + 1009 A 100¢
0,2 + | 100%| + | 2100% + 1009 A 100¢
Kontrola —¢isty DMSO + | 100%| + 100%

+ : rast kvasinek

- : bezistu kvasinek
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Tab. VIII: Sledovani tinku latek3a, 3b, 3d a 3f na bakteriiEscherichia coli (% plochy
porostlé MO); doba inkubace byla 142 hod

Koncentrac Testované slodeniny
e [g/l
/] 3a 3b 3d 3f
25 + 20% + 30% + 80% +  100%
10 + | 100%| + | 100% + 1009 + 10096
2,5 + | 100%| +| 2100% + 1009 4 100%
0,5 + | 100%| + | 2100% + 1009 A 100%6
0,2 + | 100%| + | 2100% + 1009 A 100%6
Kontrola —¢isty DMSO + | 100%| + 100%
+ : rast kvasinek - . bezistu kvasinek

Jak je vidt zTab. V - VIII , vyrazné protibakterialni¢inky zaznamenany nebyly.
V misg aplikace disku napultého testovanou latkou dochazelaiktu bakterii (Gplnému
¢i casténému) atudiz nedochazelo k fdomuti ffistu téndt u Zadnych z testovanych

koncentraci. Vyjimku tvii jen koncentrace 25 g/l, kde nastalajast&na inhibice.

3.4.2 Testovani na mikrotitraéni destiéce

Nejprve bylo provedeno testovantinku latek na kvasinku Saccharomyces
cerevisiae). Po dol inkubace (72 hod), byl test vyhodnocen a ve v3smttkovanych
jamkach byl jasé viditelny zakal a FHtomnost Zivych kvasinek byla potvrzena
vyockovanim suspenzi na SBAugt ne ve vSechifpadech). Tato skutaost byla pro nas
zarazejici, protoze vepdchozim difuznim testu s nasycenymi disky bylyiegky zn&né
uspokojivé. Proto ip dalSim testovani bylaénovana zvySena pozornosti @plikaci
rozpuséné latky do pedem nadavkovaného rozkoku (TSB + suspenze bakéefyiziolog.
roztoku) vjamce mikrotitrni destéky. Skuté&€nost byla takova, Ze tip nadavkovani
testované latky (od konc. 2,5 g/l) dochazelo kelkizsrazeniny a k jejimu usazeni na dno
jamky. HRi davkovani latek s nizSimi koncentracemi nez j& 3/l sraZenina sice
nevznikala, ale zase byly latky natolikediny, Ze na mikroorganismy négobily toxicky.

Tato metoda se tedy neda brat jako vhodna.
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Z Tab. IV vyplyva rekolik skutenosti. Jednak bylo prokazano, Ze testované latky
(s vyjimkou 3i) rozpuS¢nych v DMSO prokazaly fungistaticky &st&né fungicidni
acinek proti kvasinkangaccharomyces cerevisiae. Druhym vyznamnym faktem bylo to, Ze
se ukazala metoda nasycenych dligako pouzitelna pro testovani latek nerozpustnych
ve vodE vici nemycelialnim mikroorganisim jako jsou bakterie a kvasinky. Vysledky
testovani d&chto latek w¢i bakteriim metodou nasycenych diskjsou tedy

reprodukovatelné a Ize konstatovat, Ze zkoumakg t&@maji @inek vic¢i bakteriim.

Po zjiSéni téchto skuténosti bylo rozhodnuto otestovat dalSi derivaty SNSC
skupinou v poloze 3 a jeSt3a-alkyl/aryl-3&l,5H-thiazolo[5,4€]chinolin-2,4-diony (8)
v akreditované laboraitio 3-Alkyl/aryl-3-karbamoylsulfanyl-H,3H-chinolin-2,4-diony(7)
jsou pro testovani nevhodné protoze, v roztoku DM&QGist po dobu kultivace rozlozi.
Ostatni now¥ pripravené latky se do zpracovani této prace ndjod#estovat.

Byla pripravena série latek, z jejichz testovani by malyialynout nejlepSi vhodna
substituce z hlediskaciinku. Po vyhodnoceni testu se ukazala jako nejvéétitakova
struktura 3-thiokyanatoderivigtve které je dusik N1 nesubstituovany, poloha s radkyl
(nag. butyl) a benzenové jadro je obsazeno v polohaeh B methyly nebo methylem
a chlorem. U 3a-alkyl/aryl-3#5H-thiazolo[5,4€]chinolin-2,4-diori (8) se jevi jako
nejvyhodrjsi, kdyZ je N1 obsazen fenylem a poloha 3 takglén.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

Teploty tani byly msfeny na Koflero¥ bloku nebo Gallenkampévaparatie
anejsou korigovany.(l spektra byla mrena na fistroji Perkin-Elmer 421 a 1310
a Mattson 3000 technikou KBr tablet. NMR spektrdabynéiena na fistroji Bruker
DPX-300, resp. Varian INOVA-400 (400MHz prtd, 100MHz pro*3C) v piislugnych
rozpoustdlech a teplotach uvedenych u konkrétnich latelen@bké posuny jsou udany
v ppm a vztazeny kinternimu TMS. Hmotnostni spekbyla néfena na fistroji
VG-Analytical AutospecQ. Sloupcova chromatografiglab prova@éna na silikagelu
(Kavalier, Votice, resp. Aldrich 60, 70-230 meglako mobilni faze bylo pouzito benzenu
a nasleda smesi benzen-ethylacetét s rostoucim podilem ethy@acgod 99:1 do 8:2,,%
stejre jako chloroformu a nasledrsnmesi chloroform-ethanol s rostoucim podilem ethanolu
(19:1, S). Pribéh separace a takéistota produki byly monitorovany pomoci
chromatografie na tenké vrstyTLC) za pouziti eltnich systém benzen-ethylacetat, 4:1
a chloroform-ethanol, 9: a Silufolu UV 254 (Kawalj Votice). Elementarni analyzy byly
provedeny naistroji Perkin-Elmer 2400 CHN Analyser a EA 110@mental Analyzer.

4.1 3-Alkyl/aryl-3-thiokyanéato-1 H,3H-chinolin-2,4-diony (3)

Obecny postup:

Roztok gislusného 4-hydroxyH-chinolin-2-onu(2) (10 mmol) v kyselig octové
(50 ml) byl gidan po¢éstech do michaného roztoku (SgMNery byl gipraven gidanim
bromu (0,56 ml, 11 mmol) do roztoku KSCN (2,33g,r@rhol) v kyselig octove (50 ml).
Po 5 minutach michani byla reéak snts vlita do dobe michané s#si roztoku octanu
sodného (1,98 g, 24 mmol) ve w@B50 ml) a chloroformu (150 ml). Chloroformova
vrstva byla odd8ena a vodna vrstva byla extrahovana chloroformerakrat 20 ml).
Spojené chloroformové vrstvy bylyepany s 5%-nim roztokem ,€0; (50 ml) do
vymizeni vychozi latky2, vysuSeny bezvodym N&O, a odp#ny do sucha ve vakuu.
Z vysusSeného zbytku byla latkaziskana krystalizaci z vhodného rozpéd&. V pripact,
kdy byl pritomen ve srsi 3-brom-H,3H-chinolin-2,4-dion (5) (dle TLC), byl surovy
produkt chromatografovan na sloupci silikagelu ()5za pouziti benzenu a pak &h
benzen-ethylacetat (v pénu od 99:1 do 8:2) jako mobilni faze. Produktbyl ¢isten

krystalizaci z vhodného rozposgia.
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6-Flor-3-propyl -3-thiokyanato-1H,3H-chinolin-2,4-dion (3a)
Vytézek: 71% Zlutych krysté] t.t. 82 - 85°C (hexan)
Pro GsHi1:FN,O,S (278,302): vyptteno  56,10%C  3,98%H  10,07%N

aisbveno  56,16%C  4,00%H  10,03%N

IC spektrum: 3199, 3111, 3076, 2966, 2934, 2876, 21807, 1673, 1622, 1494, 1416,
1328, 1260, 1222, 1168, 880, 837, 767, 661, 616, 595 cri.

'H NMR (DMSO-dg): odeslano na isteni.
13C NMR (DMSO4s): odeslano na tteni.

EIMS m/z (%) odeslano na &eni.

3-Butyl-3-thiokyanato-1H,3H-chinolin-2,4-dion (3b)

Bylo pripraveno podle literatury®* Odpovida podle t.t. a podI€ |

3-Butyl-6-methyl-3-thiokyanato-1H,3H-chinolin-2,4-dion (3c)

Bylo pripraveno podle literatury®* Odpovida podle t.t. a podI€ |

3-Butyl-6-chlor-3-thiokyanato-1H,3H-chinolin-2,4-dion (3d)

Bylo pripraveno podle literatury®* Odpovida podle t.t. a podI€ |

3-Butyl-8-methyl-3-thiokyanato-1H,3H-chinolin-2,4-dion (3e)

Bylo pripraveno podle literatury®* Odpovida podle t.t. a podI€ |

3-Butyl-7-methoxy-3-thiokyanato-1H,3H-chinolin-2,4-dion (3f)
Vytézek: 75% Zlutych krysta) t.t. 99 - 100°C (benzen-hexan)
Pro GsHi1gN20sS (304,36): vyp&teno  59,19%C  5,30%H  9,20%N

staroe  59,25%C  5,36%H 9,00%N
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IC spektrum: 3065, 3034, 2959, 2934, 2901, 2155, 16666, 1610, 1584, 1528, 1483,
1420, 1377, 1298, 1279, 1197, 1169, 1132, 1117,18&3, 810, 598 cth

'H NMR (DMSO-dg): odeslano na iteni.

EIMS miz (%) 304 (M, 11), 261 (36), 248 (52), 218 (47), 205 (100), {54), 176 (39),
162 (11), 150 (32), 132 (10), 122 (17), 107 (1%),(9), 90 (6), 79 (14), 63 (15), 59 (31),
55 (23).

3-Butyl-5,7-dimethyl-3-thiokyanato-1H,3H-chinolin-2,4-dion (3g)

Bylo pripraveno podle literatury®* Odpovida podle t.t. a podI€ |

3-Butyl-5,8-dimethyl-3-thiokyanato-1H,3H-chinolin-2,4-dion (3h)
Vytézek: 80% Zlutych krysta] t.t. 163 - 165°C (benzen)
Pro GeH1sN20,S (302,39): vyp&teno  63,55%C  6,00%H  9,26%N

staroo  63,46%C 6,17%H 9,01%N

IC spektrum: 3261, 2962, 2929, 2862, 2155, 1697, 16339, 1506, 1459, 1450, 1354,
1288, 1257, 1220, 1029, 943, 821, 809, 790, 773, 680, 579 ci.

'H NMR (DMSO<d): 0.81 (t,J = 6.8 Hz, 3H, Ch), 1.15-1.40 (m, 4H, C¥CH,), 2.17 (t,J
= 7.5 Hz, 2H, CH), 2.31 (s, 3H, Ck), 2.47 (s, 3H, Ck), 6.96 (d,J = 7.8 Hz, 1H, Ar-H),
7.38 (d,J = 7.8 Hz, 1H, Ar-H), 10.37 (s, 1H, NH) ppm.

13C NMR (DMSO4g): 13.41, 17.27, 21.09, 21.66, 26.74, 35.68, 70104.42, 117.05,
123.12, 126.29, 128.23, 136.85, 138.47, 139.16,5966.90.84 ppm.

EIMS miz (%) 302 (M, 8), 259 (47), 244 (100), 230 (8), 226 (9), 216)(202 (57), 189
(32), 174 (16), 160 (5), 148 (11), 144 (8), 130 (A9 (19), 104 (12), 91 (17), 77 (11), 65
(7), 59 (10), 55 (11).

3-Butyl-5-chlor-8-methyl-3-thiokyanato-1H,3H-chinolin-2,4-dion (3i)
Vytézek: 67% Zlutych krystdl t.t. 180 - 182°C (benzen)
Pro GsHisCIN,O,S (322,81): vypéteno  55,81%C  4,68%H  8,68%N
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rb@eno  55,74%C  4,74%H  8,57%N

IC spektrum: 3214, 3163, 3104, 2953, 2870, 2153, 17213, 1686, 1581, 1486, 1456,
1334, 1279, 1261, 1216, 996, 822, 806, 789, 768, 667, 572 ci.

'H NMR (DMSO<g): 0.81 (t,J = 7.0 Hz, 3H, Ch), 1.18-1.45 (m, 4H, C}CH,), 2.17 (t,J
= 7.6 Hz, 2H, CH), 2.32 (s, 3H, Ck), 7.20 (d,J = 8.2 Hz, 1H, Ar-H), 7.48 (d] = 8.2 Hz,
1H, Ar-H), 10.56 (s, 1H, NH) ppm.

13C NMR (DMSO4d): 13.40, 17.36, 21.53, 26.66, 35.50, 71.56, 110185.96, 124.83,
125.49, 130.50, 137.27, 140.30, 166.52, 187.97 ppm.

EIMS miz (%) 322 (M, 16), 279 (62), 266 (65), 236 (50), 223 (100), 220), 194 (33),
168 (22), 139 (35), 104 (26), 89 (8), 77 (20), 88 b5 (12).

3-Butyl-1-methyl-3-thiokyanato-1H,3H-chinolin-2,4-dion (3))

Bylo pripraveno podle literatury®> Odpovida podle t.t. a podI€ |

3-Fenyl-1-methyl-3-thiokyanato-H,3H-chinolin-2,4-dion (3k)

Bylo pripraveno podle literatury®* Odpovida podle t.t. a podI€ |

3-Butyl-1-fenyl-3-thiokyanato-1H,3H-chinolin-2,4-dion (3l)

Bylo pripraveno podle literatury®> Odpovida podle t.t. a podI€ |

1,3-Difenyl-3-thiokyanato-1H,3H-chinolin-2,4-dion (3m)

Bylo pripraveno podle literatury®* Odpovida podle t.t. a podI€ |
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4.2 Obecny postup pro reakce 3-alky/aryl-3-thiokyanatotH,3H-

-chinolin-2,4-dioni (3) s kyselinou sirovou

K ledow vychlazené 96% kyseknsirové (30 ml) nebo s¥ai 96% kyseliny sirové
a ledové kyseliny octové (30 ml, podlab. Il v diskusi) byl za stalého michanii 9°C
piidan pocastech Bhem 5 minut thiokyana8 (5 mmol). Po rozpushi latky 3 vznikl
temrg rudy roztok, ktery byl michantplaboratorni teplat a casy michani byly dodrzeny
podle Tab. Il. Po michani byla s&s nalita na rozdrceny led. Vysrazeny produkt byl
odfiltrovan, vysuSen a krystalizovdn z vhodného pmitdla, ve kterém dochézelo
k dobrému odéeni latek7 a 8. Vodny podil byl rkolikrat extrahovan chloroformem
(3x 20 ml). Tyto organické vrstvy byly spojeny, ugeny siranem sodnym, spojeny
s maténym roztokem po krystalizaci a to vSe bylo podrabefoupcové chromatografii
uzitim rozpoustdlového systému;Shebo $. Byly ziskany produkty, 7 a 8-10. Reakni
podminky a vyZky isolovanych thiokarbamaZ (kombinovanych vyizka z krystalizace
a ze sloupcové chromatografie), H38H-thiazolo[5,4€]chinolin-2,4-diomi (8) a 4-

hydroxy-1H-chinolin-2--ori1 (2), jsou vTab. II.

S-(3-Butyl-6-methyl-2,4-dioxo-1,2,3,4-tetrahydrocholin-3-yl) thiokarbamat (7c)
Vytézky: 42% Metoda A), 44% Metoda B) a 14% Metoda C) bilych krystai,

t.t.: 165 - 172°C (tetrahydrofuran - cyklohexan)

Pro GsH1gN2OsS (306,38): vyp&teno  58,80%C  5,92%H  9,14%N

starowp  58,69%C  6,01%H  9,02%N

IC spektrum: 3448, 3238, 3161, 2955, 2928, 2870, 1668@3, 1619, 1601, 1507, 1410,
1320, 1254, 1224, 826, 683, 669, 622, 538 cm

'H NMR: (DMSO-ds) 80.73 (t,J = 6.7 Hz, 3H, H-4"), 1.00-1.25 (m, 4H, H-2"a H;3")
1.74-1.85 (m, 2H, H-1"), 2.29 (s, 3H, Ar-gH7.01 (dJ = 8.2 Hz, 1H, H-8), 7.41 (dd,=
8.2 a 1.4 Hz, 1H, H-7), 7.56 (s, 1H, H-5), 10.871¢d, NH) ppm.

13C NMR: (DMSO4dg) 3 13.39, 19.99, 21.90, 25.94, 35.89, 65.19, 116.18,72, 126.20,
131.25, 136.54, 139.22, 166.15, 170.79, 193.59 ppm.

EIMS miz (%) 306 (M, 4), 263 (9), 230 (7), 220 (42), 207 (100), 20@)(198 (36), 176
(11), 162 (13), 134 (27), 104 (12), 77 (9).
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S-(3-Butyl-8-methyl-2,4-dioxo-1,2,3,4-tetrahydrochiolin-3-yl) thiokarbamat (7e)

Bylo pripraveno podle literatury®> Odpovida podle t.t. a podI€ |

S-(3-Butyl-5,7-dimethyl-2,4-dioxo-1,2,3,4-tetrahydochinolin-3-yl) thiokarbamat (7g)
Vytézky: 48% Metoda A), 63% Metoda B) a 55% WMetoda C) bilych krystaii,
t.t.: 118 - 120°C (tetrahydrofuran-cyklohexan)
Pro GeHooN20sS (320,41):vyposteno  59,98%C  6,29%H  8,74%N

starow  59,68%C  6,36%H  8,61%N
IC spektrum: 3376, 3290, 3234, 3145, 2953, 2928, 28688, 1673, 1649, 1618, 1578,

1517, 1465, 1439, 1427, 1406, 1384, 1288, 12537,12173, 876, 846, 829, 767, 764,
686, 659, 585, 477 ¢

'H NMR: (DMSO<g) & 0.74 (t,J = 6.0 Hz, 3H, H-4"), 1.12-1.26 (m, 4H, H-2"'a H-3)
1.72-1.81 (m, 2H, H-1"), 2.27 (s, 3H, Ar-gH2.68 (s, 3H, Ar-ChH), 6.74 (s, 1H, Ar-H),
6.77 (s, 1H, Ar-H), 7.48 (br s, 2H, NH 10.79 (s, 1H, NH) ppm.

3C NMR: (DMSO4g) & 13.48, 21.18, 21.95, 22.33, 26.23, 35.86, 66.12,40, 115.28,
126.65, 140.78, 142.38, 144.87, 166.17, 170.65.2193pm.

EIMS miz (%) 320 (M, 6), 277 (44), 245 (26), 234 (86), 221 (100), 238), 202 (82),
189 (80), 174 (28), 160 (16), 148 (51), 130 (130 125), 91 (33), 77 (20), 64 (21),
59 (13).

S-(3-Butyl-5,8-dimethyl-2,4-dioxo-1,2,3,4-tetrahydochinolin-3-yl) thiokarbamat (7h)

Vytézky: 84% Metoda A), 50% Metoda B) a 72% WMetoda C) bilych krystaii,
t.t.: 185 - 188°C (tetrahydrofuran)
Pro GgH20N205S (320,41): vyp&teno  59,98%C  6,29%H  8,74%N

star0w 56,57%C 6,62%H 8,15%N

IC spektrum: 3296, 3154, 2965, 2927, 2872, 1703, 16833, 1581, 1504, 1463, 1392,
1372, 1346, 1310, 1288, 1256, 1056, 835, 809, 782, 687, 602, 589, 561 ¢m
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'H NMR: (DMSO<g) & 0.74 (t,J = 6.6 Hz, 3H, H-4"), 1.10-1.23 (m, 4H, H-2"a H;3)
1.70-1.82 (m, 2H, H-1"), 2.29 (s, 3H, Ar-gH2.50 (s, 3H, Ar-Ch), 6.85 (d,J = 7.6 Hz,
1H, Ar-H), 7.29 (d,) = 7.6 Hz, 1H, Ar-H), 7.35-7.72 (m, 2H, Nl 9.78 (s, 1H, NH) ppm.

13C NMR: (DMSO4dg) 6 13.43, 17.30, 21.88, 25.05, 26.45, 35.29, 66.9%,54, 122.05,
125.33, 128.23, 135.67, 138.24, 139.84, 166.01.4170193.53 ppm.

EIMS m/z (%) 320 (M, 6), 277 (28), 244 (18), 234 (85), 221 (100), 228), 203 (41),
189 (32), 176 (23), 160 (5), 148 (33), 130 (6), {29), 101 (12), 91 (16), 77 (6), 69 (11),
55 (16).

S-(3-Fenyl-1-methyl-2,4-dioxo-1,2,3,4-tetrahydrocimiolin-3-yl) thiokarbamat (7k)

Bylo pripraveno podle literatury®> Odpovida podle t.t. a podI€ |

S-(1,3-Difenyl-2,4-dioxo-1,2,3,4-tetrahydrochinolir3-yl) thiokarbamat (7m)

Bylo pripraveno podle literatury®> Odpovida podle t.t. a podI€ |

3a-Butyl-8-methyl[1,3]thiazolo[5,4<€]chinolin-2,4-(3aH,5H)-dion (8c)
Vytézky: 21% Metoda A), 38% (Metoda B), 33% Metoda C) Zlutych krystai,
t.t.: 96 - 100°C (benzen-hexan)

Pro GsHi6N20,S (288,37): vypéteno  62,48%C  5,59%H  9,71%N

star0w 64,73%C 5,77%H 8,87%N

IC spektrum: 3311, 3280, 3031, 2964, 2942, 2860, 17689, 1571, 1494, 1413, 1321,
1292, 1234, 1150, 1118, 1090, 1036, 1019, 958, &&Z, 783, 721, 684, 658, 630, 598,
583, 538 cri

'H NMR: (DMSO-dg) 5 0.77 (t,J = 7.0 Hz, 3H, H-4), 1.10-1.24 a 1.31-1.37 (two3H, a
1H, H-2'a H-3"), 1.80-1.92 a 2.08-2.20 (two m, 1#Hs H-1"), 2.34 (s, 3H, Ar-C#), 7.10
(d,J = 8.3 Hz, 1H, H-6), 7.53 (dd,= 8.3 a 1.8 Hz, 1H, H-7), 7.75 (@z= 1.8 Hz, 1H,
H-9), 11.15 (s, 1H, NH) ppm.

13C NMR: (DMSO4dg) 5 13.48, 19.94, 21.30, 27.11, 41.88, 77.47, 11.18,82, 127.46,
132.90, 137.79, 138.64, 167.05, 185.03, 192.23 ppm.
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EIMS mvz (%) 288 (M, 79), 255 (7), 245 (94), 232 (26), 217 (63), 283 185 (16),
157 (7), 131 (9), 89 (9), 78 (100).

3a-Butyl-6-methyl[1,3]thiazolo[5,4<€]chinolin-2,4-(3aH,5H)-dion (8e)

Bylo pripraveno podle literatury®> Odpovida podle t.t. a podI€ |

3a-Butyl-7,9-dimethyl[1,3]thiazolo[5,4€]chinolin-2,4-(3aH,5H)-dion (89)

Vytézky: 1% Metoda A), 1% Metoda B), 27% Metoda C), a 64% Metoda D) Zlutych
krystali, t.t.:145 — 152°C (THF - hexan)

Pro GeH1sN202S (302,39): vyp&teno  63,55%C  6,00%H  9,26%N

staeowp  63,60%C  6,02%H  9,26%N

IC spektrum: 3309, 2953, 2927, 2864, 1706, 1691, 16372, 1555, 1515, 1460, 1349,
1286, 1230, 1174, 1100, 1063, 1036, 1023, 972, 887, 658, 616, 550 ¢

NMR: odeslano na #ieni.

EIMS nVz (%):odeslano na &teni.

3a-Butyl-6,9-dimethyl[1,3]thiazolo[5,4€]chinolin-2,4-(3aH,5H)-dion (8h)

Vytézky: 7% Metoda A), 8% Metoda B), 24% (Metoda C), a 20% WMetoda D) Zlutych
krystali, t.t.: 175 - 178°C (benzen)

Pro GeHi1sN20,S (302,39): vyp&teno  63,55%C  6,00%H  9,26%N

stamowp  63,57/%C  6,00%0H  9,21%N

IC spektrum: 3237, 3185, 3102, 2959, 2927, 2872, 11692, 1609, 1568, 1505, 1461,
1385, 1352, 1291, 1251, 1105, 1036, 809, 780, 748, 680, 596, 581 cm

'H NMR: (DMSO-g) 3 0.77 (t,d = 7.2 Hz, 3H, H-4"), 1.00-1.50 (m, 4H, H-2a H;3)
1.83-1.94 (m, 1H, k1" )a 2.03-2.15 (m ,1H, ¢1°), 2.32 (s, 3H, Ar-Ch), 2.55 (s, 3H,
Ar-CHs), 7.06 (d,J = 7.7 Hz, 1H, Ar-H), 7.40 (d] = 7.7 Hz, 1H, Ar-H), 10.28 (s, 1H, NH)
ppm.

3C NMR: (DMSO4g) & 13.47, 17.47, 21.06, 21.32, 27.13, 31.42, 78.94,48, 123.31,
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126.05, 136.82, 137.65, 138.72, 166.63, 185.33,8194pm.

EIMS mz (%) 302 (M, 100), 269 (15), 259 (77), 246 (55), 241 (13), 284), 217 (26),
199 (36), 185 (13), 173 (17), 145 (16), 130 (13)5 111), 103 (17), 91 (13), 77 (19),
59 (11).

3a-Fenyl-5-methyl [1,3]thiazolo[5,4€]|chinolin-2,4-(3aH,5H)-dion (8k)

Bylo pripraveno podle literatury® Odpovida podle t.t. a podI€ |

3a-Butyl-5-fenyl[1,3]thiazolo[5,4€]chinolin-2,4-(3aH,5H)-dion (8I)

Bylo pripraveno podle literatury®> Odpovida podle t.t. a podI€ |

3a,5-Difenyl[1,3]thiazolo[5,4€]chinolin-2,4-(3aH,5H)-dion (8m)

Bylo pripraveno podle literatury®> Odpovida podle t.t. a podI€ |

4.3 Obecny postup pro konverzi thiokarbamat 7 na 4a1,5H-
-thiazolo[5,4-c]chinolin-2,4-diony (8)
(Metoda D)

K michanému roztoku latky (0,3 mmol) v kyselia octové (3 ml) bylo idano
45 mg (0.3 mmol) BOs pii laboratorni teplat. Po 5 minutach byla teplota zvySena na 50°C
a udrzovana 1 hodinu. Bylaigano dalsi mnozstvi,Bs (45 mg, 0.3 mmol). Reakce byla
monitorovana pomoci TLC a po vymizeni skvrny vydhidzky (obvykle po 3 hodinach)
byla reakni smes nalita na rozdrceny led. Srazenina byla odsatgstdizovana
z vhodného rozpouidla a produki8 byl ziskan véchto vygZcich (%):8e (63), 8g (64),
8h (20), 8k (73), 8l (70), 8m (20). Fyzikalni a spektroskopicka datg, 8h jsou uvedena

vyse.
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4.4 Obecny postup pro konverzi latek 7 a8 na 2, 11 &1

Roztok gislusné vychozi latky nebo8 (0,8 mmol) vp-xylenu (Metoda E) nebo
cyklohexylbenzenuMetoda F) (3 ml) byl refluxovan as vTab. Ill) a reakce byla
monitorovana pomoci TLC. Po vymizeni skvrny vychdatky byla reakni snts
ochlazena, vykrystalizovany surovy produkt byl tdfivan a rekrystalizovan Ziglusného
rozpoustdla. Filtrat byl chromatografovan na sloupci siikéu a byl ziskan dalsi podil
produktu popipadt vedlejSi produkty. VyiZky produkt jsou vTab. Il . Struktura vSech

izolovanych produkt 2 byla owiena podle bodu tani & kpekter s autentickymi vzorky.

4-amino-3-fenyl-1-methyl-chinolin-2(H)-on (11k)

Bylo pripraveno podle literatury®> Odpovida podle t.t. a podI€ |

4-amino-1,3-difenyl-chinolin-2(1H)-on (11m)
Vytézek: 54% bilych krystél t.t.: 336 - 340°C (ethanol)
Pro GiH16N2O (312,36): vypéteno  80,75%C  5,16%H  8,97%N

stanoveno80,59%C 4 93%H 8,77%N

IC spektrum: 3452, 3330, 3237, 3217, 3069, 1643, 16661, 1554, 1504, 1489, 1444,
1425, 1354, 1317, 1283, 1235, 1171, 1152, 106%,1985, 757, 700, 660, 516 ¢m

'H NMR (DMSO<g) 3 6.01 (s, 2H, NH), 6.48 (d,J = 8.5 Hz, 1H, H-8), 7.15-7.62 (m,
12H, H-6, H-7 and ten Ph-H), 8.13 (s 8.0 Hz, 1H, H-5) ppm.

13C NMR (DMSO4g) & 105.57, 114.17, 115.27, 120.95, 123.49, 126.78,022 128.33,
129.49, 129.62, 130.10, 130.97, 134.99, 138.53,114047.99, 160.82 (C=0) ppm.

EIMS, m/z (%) 312 (M, 67), 311 (M-1, 100), 109 (6), 97 (9), 85 (7), (D), 69 (16), 57
(17).

1-Butyl-9-methyl-6H-thiazolo[3,4-c]chinazolin-3,5-dion (12c)

Vytezek 71% Metoda F) bilych krystai, t.t. 245 - 246°C (ethylacetat-hexan)
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Pro GsH1eN20,S (288,36): vyp&teno  62,48%C  559%H  9,71%N

stanoveno 62,56%C 5,65%1HHD,70%N

IC spektrum: 3267, 2957, 2927, 2869, 1754, 1668, 15039, 1320, 1288, 1244, 1222,
1142, 828, 757, 600, 501 &m

'H NMR (DMSO-dg): 0.95 (t,d = 7.3 Hz, 1H, H-4"), 1.36-1.53 (m, 2H, H-3"), 1559
(m, 2H, H-2"), 2.30 (s, 3H, Ar-C§, 2.90 (tJ = 7.6 Hz, 1H, H-1"), 6.93 (d,= 8.2 Hz, 1H,
H-6), 7.15 (tJ = 8.2 Hz, 1H, H-7), 7.46 (s, 1H, H-9), 10.79 (8, NH) ppm.

3C NMR (DMSOd): 13.52 (C-4°), 20.58 (C-3°), 21.67 (C-2°), 27.89-1"), 30.62,
111.98, 113.91, 114.93, 123.39, 124.59, 130.13,9131132.51, 144.68 (C-5), 166.33
(C-3) ppm.

EIMS, m/z (%): 288 (M, 84), 245 (100), 217 (66), 189 (11), 185 (15), 16} 131 (8),
116 (6), 89 (8), 77 (6).

1-Butyl-9-chlor-6H-thiazolo[3,4-c]chinazolin-3,5-dion (12d)
Vytézek 70% Metoda F) bilych krystai, t.t.: 253 - 255°C (ethanol)
Pro G4H13CINO,S (308,78):vypocteno  54,46%C  4,24%H  9,07%N  10,38%S

stanoveno 54,26%C  4,32%#@E,85%N  10,12%S

IC spektrum: 3211, 2959, 2929, 2871, 1756, 1681, 16812, 1487, 1332, 1318, 1284,
1249, 1224, 1144, 1127, 829, 749, 608, 586, 535 cm

NMR: odeslano na #ieni.

EIMS, Mz (%): 308 (M, 88), 267 (45), 266 (15), 265 (100), 247 (10), 2B7), 230 (19),
209 (16), 205 (122), 197 (9), 151 (9), 136 (7), {24 100 (6), 83 (7), 69 (12), 57 (14).

1-Butyl-7methyl-6H-thiazolo[3,4-c]chinazolin-3,5-dion (12€)
Vytezky 40% (Metoda E) a 86% Metoda F) bilych krystat, t.t.: 215 - 218°C (ethylacetét)
Pro GsH1eN2O.S (288,39): vyp&teno  62,48%C 559%H 9,71%N  11,12%S

stanoveno 62,22%C 5,73%H 8%AN 10,85%S
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IC spektrum: 3247, 3218, 3150, 2953, 2928, 2869, 11983, 1671, 1596, 1574, 1469,
1366, 1307, 1266, 1254, 1218, 1138, 1097, 933, 728, 623, 589 cin

NMR: odeslano na #ieni.

EIMS, m/z (%): 288 (M, 85), 246 (23), 245 (100), 227 (9), 217 (80), 188), 185 (17),
159 (9), 131 (12), 116 (13), 89 (12), 69 (12), 56)(

8-Methyl-1H,8H-isochinolino[4,3<]chinolin-2,7-dion (13Kk)
Vytézek 29% bilych krystél t.t. >350°C (BuOH)
Pro GH1oNO, (276,29): vypodteno  73,90%C  4,38%H  10,14%N

stanowen 73,69%C  4,51%H 9,95%N

IC spektrum: 3117, 3032, 1679, 1631, 1590, 1569, 14435, 1349, 1316, 1032, 971,
821, 790, 763, 716, 680, 626, 579'tm

'H NMR (DMSO-): & 3.76 (s, 3H, Ch), 7.37 (t,J = 7.9 Hz, 1H), 7.60-7.68 (m, 2H),
7.74 (t,J = 7.6 Hz, 1H), 7.86 () = 7.2 Hz, 1H), 8.37 (d] = 6.8 Hz, 1H), 8.73 (d] = 8.0
Hz, 1H), 9.80 (d,) = 8.4 Hz, 1H), 11.95 (br s, 1H, NH) ppm.

EIMS miz (%): 276 (M, 100), 247 (24), 232 (5), 219 (8), 190 (5), 138 &8 (5), 69 (7),
57 (10).

4.5 Obecny postup pro Fipravu 4—amino-2H-chinolin-2-oni (12)
z 3aH,5H-thiazolo[5,4-] chinolin-2,4-dioni (8) redukci zinkem

v kyseliné octové
(Metoda G)

K michanému roztoku vychozi sk®niny 8 ( 0,7 mmol) v kyselié octové (6 ml)
byl postupg pridan praskovy zinek (3,15 mmol)ipteplo# 50°C. Podle TLC reakce
prokehla do 10 minut. Poté byl roztok odfiltrovan od reagovaného zinku a filtrat byl
odpaen k suchu. K odparku bykidan CHCk. Cést odparku se nerozpustila a roztok byl
opet prefiltrovan. Pevny nerozpudty podil byl identifikovan jako octan ziteaty
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s bodem tanim 234 - 240°C. Filtrat byl o#hra k suchu a krystalovan rigluSného

rozpoustdla.

4-Amino-3-butyl-6-methyl-1H-chinolin-2-on (11c)

Vytezek: 53% bilych krystél t.t.: 203-205°C (benzen)

Pro G4H1sN,0 (230,31): vypdteno  73,01%C  7,88%H  12,16%N
stanoveno57,76%C  6,47%H 8,00%N

IC spektrum: 3486, 3349, 3227, 2962, 2926, 2855, 16821, 1588, 1549, 1514, 1429,
1396, 1334, 1287, 1227, 1213, 812, 685, 664, 586 o',

'H NMR (DMSO<g) 50.89 (t,J = 6.1 Hz, 3H, H-4"), 1.36 (m, 4H, H-3"and H-2)82 (s,
3H), 2.34 (s, 3H, Ar-Ch), 2.47 (s, 2H, H-1"), 6.03 (s, 2H, MH7.09 (d,J = 8.2 Hz, 1H,
H-8), 7.20 (dJ = 8.2 Hz, 1H, H-7), 7.74 (s, 1H, H-5), 10.77 (8, NH) ppm.

13C NMR (DMSOds) 3 14.12 (C-4°), 20.65 (Ar-Ch), 22.31 (C-3°), 23.47 (C-2), 29.69
(C-17), 104.74, 113.67, 114.91, 122.08, 129.05,.1480135.54, 147.70, 162.53 (C=0)
ppm.

EIMS, m'z 230 (M, 26), 215 (14), 201 (39), 188 (98), 187 (87), {58), 97 (8), 83 (9),
69 (18), 60 (30).

4-Amino-3-butyl-6-chlor-1H-chinolin-2-on (11d)
Vytézek 35% bilych krystal t.t.: 235 - 238°C (ethanol)
Pro G3H1sCIN2O (250,72): vypéteno  62,28%C  6,03%H  11,17%N

star0w 62,02%C 6,06%H 10,90%N

IC spektrum: 3357, 3243, 2954, 2929, 2868, 1629, 15889, 1437, 1380, 1174, 1049,
905, 817, 784, 637, 522 ¢m

'H NMR (DMSO-dg) 5 0.89 (t,J = 6.1 Hz, 3H, H-4"), 1.36 (m, 4H, H-3’and H-Z)8 (s,
2H, H-1"), 6.17 (s, 2H, N§J, 7.20 (dJ = 8.5 Hz, 1H, H-8), 7.41 (d, = 8.5 Hz, 1H, H-7),
8.06 (s, 1H, H-5), 10.94 (s, 1H, NH) ppm.
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13C NMR (DMSO4g) & 14.05 (C-4°), 22.26 (C-3"), 23.46 (C-2°), 29.491G, 105.73,
115.06, 116.70, 121.89, 124.48, 128.87, 136.35,874462.37 (C=0) ppm.

EIMS, miz: 250 (M, 24), 235 (17), 221 (41), 208 (100), 207 (77), 19) 179 (15), 97
(10), 83 (12), 69 (16), 57 (22).

4-Amino-3-butyl-8-methyl-1H-chinolin-2-on (11e)
Vytézek: 38% bilych krystdl t.t.: 163 - 166°C (benzen)
Pro G4H1sN2O (230,31): vypsteno  73,01%C  7,88%H  12,16%N

stanoveno72,86%C  7,80%H  11,91%N

IC spektrum: 3457, 3318, 3272, 3206, 2954, 2932, 28808, 1619, 1593, 1567, 1495,
1407, 1366, 1215, 1153, 773, 740, 634, 616, 578 cH2".

'H NMR (DMSO-g) & 0.91 (t,J = 6.1 Hz, 3H, H-4"), 1.30-1.47 (m, 4H, H-3'and H;2
2.40 (s, 3H, Ar-Ch), 2.51 (s, 2H, H-1"), 6.11 (s, 2H, NK7.00 (t,J = 7.2 Hz, 1H, H-6),
7.25 (d,J = 6.7 Hz, 1H, H-7), 7.80 (d,= 7.7 Hz, 1H, H-5), 10.01 (s, 1H, NH) ppm.

13C NMR (DMSO+4s) & 14.09 (C-4°), 17.30 (Ar-CH), 22.25 (C-3°), 23.42 (C-2"), 29.63
(C-1'), 104.48, 113.79, 119.94, 120.38, 122.84,.380135.91, 148.26, 162.81 (C=0)
ppm.

EIMS, mz 230 (M, 26), 215 (14), 201 (39), 188 (98), 187 (87), {56), 97 (8), 83 (9),
69 (18), 60 (30) ppm.

4.6 Mikrobiologicka ¢ast
Metodika:

Ke stanoveni protimikrobni aktivitythto latek byly jako testovaci MO vybrani

zastupci grampozitivnich (G+) i gramnegativnich)(kakterii a zastupce kvasinek.

Z bakterialnich kmeahnbyly zastoupeny&aphyl ococcus aureus CCM 3953 (kultura
je mezinarodni standardni kmen pro testovani aktohnich disk) a Escherichia coli
CCM 3954 (kultura je mezinarodni standardni kmentpstovani antibakterialnich digk

Z kvasinek byl vybran kmenSaccharomyces cerevisiae CCM 8191 (kultura se pouziva
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jako testovaci organismus pro testovani antibiotkqzda latka byla testovanaitv

vybranym bakteriim i kvasince.

Postupovalo se podle znamé difuzni metody, protezeir&ni testy (mezi &
pafti i respirometrické testy na aktivovaném kalu) refwji vSechny moZznosticinku
protimikrobnich latek. Metody, které postihuji vBag mozné Ginky latek
na mikroorganizmy jsou takové, kterdispbi na rostouci hiky. Difuzni metoda je

zaloZena na aplikaci sledované latkinmo na kulturu mikroorganiztnv agarovém mediu.

4.6.1 Difuzni test s nasycenymi disky

I) Priprava zivhé pady

Pro kultivaci kvasinek byl pouzit koma® dostupny Sabouraud dextrosovy agar
(SBA, HIMEDIA). V infazni lahvi se suspendovalo 88g SBA v 500 ml destilované
vody a po nabotnani (cca 10 min) byla lahev vloZzdaaautoklavu, kde byla 20 minut
sterilizovana fi 115°C, gicemz se vSechen SBA rozpustil. Po ochlazeni asDha byla

smes vlita do sterilnich petriho misek a nechala séout.

Pro kultivaci bakterii byl pouzit Mueller-Hinton ag(MHA).

SloZeni: Trypton (HIMEDIA) .....covvviiiiiie e, 1759
Agar (HIMEDIA) .......cccoeveiiiiiiiiieeen2l17,0 g
Zivny bujon (IMUNA) ........ccevviiiieeeeeennn 40 g
SKkrob (LACHEMA) ....oooviiiieiiiiee e, 1,59
Destilovana voda ............ccccoviieiiieniniennn. 1000 mi

V infuzni lahvi se suspendovalaigiusné mnozstvi jednotlivych, vySe uvedenych
sloZzek a po nabotnani (cca 10 min) byla lahev viazéo autoklavu, kde byla 20 minut
sterilizovana fi 115°C, gicemz se vSechny komponenty rozpustily. Po ochlaaenha

50°C byla snés vlita do sterilnich petriho misek a nechala séout.

I) P ¥iprava roztoku latek 3a, 3b, 3d, 3f, 3i
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Do vysterilizovanych odgrnych bagk (5 ml) bylo vyZihanou a zchladlou lacentou
navazeno vypsiené mnozstvi (1; 2,5; 12,5; 50; 125 mgq) testovanytek. Latky byly
rozpusény v dimethylsulfoxidu (DMSO), protoZe se ¥m dolie rozpusti a s@asre toto
rozpoustdlo nevykazuje vyraznou toxicituii pouzitym mikroorganistimm. Dale byly

odmerné baiky dimethylsulfoxidem dopkny po rysku.

Byly tedy fipraveny roztoky latea, 3b, 3d, 3f, 3v DMSO o koncentracich: 0,2;
0,5; 2,5; 10 a 25 g/l.

1) O ékovani SBA a MHA kulturami a aplikace roztoka latek

Na povrch ztuhlého agaru, v kazdé petriho misgdo baneseno mikropipetou
100l bakterialni suspenze ve fyziologickém roztoku gRip& McFarlandovy stupnice)
(v ptipadc MHA), resp. kvasinky (vfipadt SBA). Potom byla sterilni, sklénou,
zahnutou tyinkou (vyZzihanou v plameni a ochlazenou na vzducbegtena suspenze po

celém povrchu agaru.

Na predem vysterilizované a vysuSené (autoklav, potésassi pi 70°C po dobu 2
hod.) kruhové filtrani papiry, s povrchem S = 24,63 Graylo sterilni $pikou davkovano
150 ul z kazdé koncentrace jednotlivych latek (nutno kiésat po celém povrchu
filtracniho papiru) a nechano rozpit. Poté napusfiltr. papir byl poloZzen na povrch
naatkovaného agaru. fBd aplikaci filtr. papiru bylo idezité, aby povrch Zivné oy
nezistal vihky, protoZe by tak nedoSlo k figiu dolse viditelnych mikrobialnich kolonii,
ale spise k vytvi@ni nepehledného povlaku. Dale byly misky uteny a dany do tmy.

VSechno bylo provedeno dvakréat vedle selietre slepych pokusse samotnym DMSO.
V) Inkubace
Napusteny filtr. papir byl po 5-ti hodinovénmgmbeni z zivné jmy oddlan.

Celkova doba inkubace u bakterii byla 30 hod. aHat? i teplo 30°C.
Celkovéa doba inkubace u kvasinek byla 48 hattgplot 25°C.

V) Hodnoceni

Po inkubaci bylist MO na dotykové ploSe agaru hodnocen vizualwyjadovan

jako % plochy pod filtrem porostlé mikroorganismy.



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 63

4.6.2 Testovani na mikrotitraéni destce

I) Priprava zivhé pady

Pro kultivaci kvasinek byl pouzit trypticky sojowujon (TSB).

SloZeni: Enzymaticky kaseinovy hydrolyzat (HIMEDIA) ........2¢
Sojovy pepton (HIMEDIA) ......coovviiiiiiie e 0,49
D-glukosa (p.a., LACHEMA) ......ccooiiiiiiiiiieenns 12g
NaCl (p.a., LACHEMA) ............ccceeeeeiveeeeene.0,6 @
KoHPOy (p.a., LACHEMA). .. ..o 0,39
Destilovana voda ............coviiiiiiiiiiie e 100 mi

Do infuzni lahve se jednotlvnadavkovaly vySe uvedené sloZzky a rozsuspendovaly
se vdaném mnozstvi dest. vody. Po nabotnani (€&camin) byla lahev vloZzena
do autoklavu, kde byla 20 minut sterilizovan& f15°C, gicemZz se vSechen TSB

rozpustil. Po sterilizaci byl ochlazen na laboratdeplotu.

I) P ¥iprava roztoku latek 3a, 3b, 3d, 3f, 3i

Bylo pouZzito stejnych roztdkjako v gipact 4.6.1.11.

1) O ékovani TSB kulturami a aplikace roztoka latek

Do jamek mikrotitrani destéky bylo sterilni Spikou davkovano 14%l TSB, 5ul
testovanych fedem pipravenych roztok latek v DMSO a 50ul suspenze ve
fyziologickém roztoku (2. stumeMcFarlandovy stupnice). Dale byly provedeny i koht
rastu (misto roztoku latky v DMSO se davkoval DMS@nsiny) a také kontroly sterility
(misto suspenze ve fyziologickém roztoku se dootartlatky o nejnizsi konc. a TSB
davkoval fyz. roztok samotny).fiPtéto metod jsou vstupni koncentrace latek je#Ox

redny, takZze koncentrace latek v testu jsou 5; 12%;6250; 625 mg/l.

[V) Inkubace
Celkova doba inkubace byla 72 hadlteplot 25°C.

V) Hodnoceni

Rast mikroorganism byl hodnocen vizuakh dle vytvaeného zakalu, ffpadre

v uvedenych fipadech vydkovanim suspenzi na povreistych SBA.
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ZAVER

PredloZzena diplomova prace se zabyd&tgimi okruhy problematik vézanych
na @ipravu a studium reaktivity 3,3-disubstituovanydridat: 1H,3H-chinolin-2,4-dior.
Z&kladni mySlenkou bylofpravit 3,3-disubstituovany derivAHl3H-chinolin-2,4-dionu,
ktery by obsahoval v poloze 3 skupinu SH. Ukazaovsak, Ze latky obsahujici —SH
skupinu v poloze 3 nelze fipravit z halogenderivat 3, porgtvadZ vSechna
¢inidla obsahujici —SH skupinu (NaSH, KSCN, thigimana) pisobi na halogenderivaty
redukné za vzniku 4-hydroxy-2-#)-chinolonu (2) a sama se oxiduji na disulfidy
(Schéma 32) Byla tedy zvolena néfma metoda.ReSeni bylo nalezeno v reakci 4-
hydroxy-2-(H)-chinolonu (2) s dirhodanem (SCWK) ktery se generuje reakci
thiokyanatanu draselného s bromem v kyselattové. Podle chromatografie na tenké
vrstw vznika produkt3 témei okamzit a prakticky kvantitativéy, problémem byla jeho
izolace ze swsi, pi které dochazi ke vzniku vychozich 4-hydroxy-thinolin-2-ori (2),
ale ten byl vyeSen pidanim octanu sodného (k neutralizaci velmi silngsekiny
hypothiokyanaté HOSCNYisté thiokyanatoderivat® jsem ziskal chromatografii vedle
malého mnozstvi 3-bromderivab jako vedlejSiho produktu reakdeiz schéma 32)
Vzhledem k tomu, Ze ve vodnych roztocich 3-thiokataderival 3 dochazi velmi snadno
k jejich premené na gFisluSné 4-hydroxy-2--¢)-chinolony (2), coz je vlasté redukce,
nabizi se vysitleni spd@ivajici v nukleofilnim ataku vody na atom siry, tema
elektropositivni charakter vidledku pipojeni na ti siln¢ elektronakceptorové skupiny.
Tato reakce, néfzniva z hlediska ippravy 3-thiokyanatoderivat 3, vSak niize byt

teoreticky vyuZita k fenosu thiokyanatové skupiny na atom uhliku nebdkdus

Druhou ¢asti mé prace byly reakce 3alkyl/aryl-3-thiokyar#ith3H-chinolin-2,4-
-dioni (3) s kyselinou sirovou. &&kavali jsme, Ze dojde k Zzadané hydrataci skupGN.
Kyselina sirova byla vybrana proto, Ze jsmddi na zaklad vySe uvedenych skuteosti,
Zecinidlo muZze obsahovat pouze minimalni mnoZstvi vody. Repkabkiha pidanim latky
3 do ledem vychlazené ssi kyseliny sirové &hem 5 minut. Z remi snesi byly ziskany
dva reakni produkty a to 3a-alkyl/aryl-345H-thiazolo[5,4€]chinolin-2,4-dion(8) a nami
pozadovany 3-alkyl/aryl-3-karbamoylthid413H-chinolin-2,4-dion(7). Dale bylo zjis¢no,
Ze vzajemny posr produkfi 7 a 8 muze bytcéast&né regulovan, kdyz je pouZzita misto
samotné kyseliny sirové sm1 kyseliny sirové a kyseliny octovéii Bnizovani podilu

kyseliny octové a zvySovani podilu kyseliny sir@ezvySuje vzek Zadaného produktu
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7. Dale byla provedena cyklodehydratace lafeka 8 reakci roztoku latkyr v kyselirg

octové s KOs

Treti cast mé diplomové prace se zabyva termicky katagmgwi gesmyky u latek
3a-alkyl/aryl-3&d,5H-thiazolo[5,4¢€]chinolin-2,4-diori (8) a 3-alkyl/aryl-3-karbamoylthio-
-1H,3H-chinolin-2,4-dion (7). Reakce byla provedena varem latek a 8
v cyklohexylbenzenu nebop-xylenu. Byly ziskany # produkty. Var latky 7
v cyklohexylbenzenu poskytuje pouze jeden produktoanezajimavy 4-hydroxyH-
-chinolin-2-on(2). Proto byla ragi soustedtna pozornost na reakce lat@kTato reakce
dava dvaitizné produkty podle toho, jaka je substituce naalakivém dusikovém atomu
ve vychozi latce. Jestlize je substituentem nakdusddikovy atom, dochazi k termickému
piesmyku a vznikad 1-alkyl/arylH-thiazolo[3,4€]chinazolin-3,5-dion (12). Pokud je
na dusiku alkyl nebo aryl, vznika 4-aminoderivdthzrolonu. 4-Aminoderivatyll byly
také gripraveny redukci lateB zinkem v kyselis octové. Bchto reakci mze byt vyuzito

pro piipravu novych thiazolochinazofin

V mikrobiologické casti diplomove prace byly sledovany ¢inky c&tyr
thiokyanatoderivdt 3a, 3b, 3d a 3f proti vybranym kvasinkdm a bakteriim. Ke g@gani
téchto &inka bylo vzhledem k nerozpustnostichto latek pouzity dv metody, picemz
ob¢ byly zaloZeny naisobeni &chto latek wci rostoucim organisim. Fi testovani se za
reprodukovatelnou metodu da brat pouze metodayse@gmi disky, i niz byly latky
rozpusény v DMSO. Za &chto podminek prokazaly uvedené latky o koncenteasig/l
(a vySSich) vyrazny inhibni &inek vic¢i kvasince Saccharomyces cerevisiae. Vyrazna
aktivita vi¢i bakteriim nebyla prokdzana u Zadn&gg testovanych latek. Vyjimku twdy
jen latky s konc. 25 g/l, u kterych nastala §@&st€na inhibice #@stu. Je zajimavé, Ze latky,
které byly &inné na bakteri&aphylococcus aureus nebyly &inné na bakteri&scherichia
coli a naopak. Za nejvhodsi struktury 3-thiokyanatoderiviatoyly ozna&eny ty, ve které
je dusik N1 nesubstituovany, poloha 3 nese alkgpi{nbutyl) a benzenové jadro je
obsazeno v polohach 5 a 7 methyly nebo methylerhil@aem. U 3a-alkyl/aryl-3d,5H-
thiazolo[5,4-€]chinolin-2,4-diorii (8) se jevi jako nejvyhodigi, kdyZz je N-1 obsazen

fenylem a poloha 3 také fenylem.

Vysledky ukazaly, Ze studované latkiegstavuji velmi reaktivni systémy, které lze

shadno transformovat na nové heterocykly.



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 66

Latky které jest nebyly testovany na biologickou aktivitu budoutéggny, a pokud

projevi réjakou biologickou aktivitu, bude déle s touto skqi latek pracovano.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOL U A ZKRATEK

Ac
Ac0O
AcOH
Be

Bu
CCM
CDK
CHB
DMSO
DMF
EIMS
Et
EtOH

HRMS

Me
MHA
MOM
NMDA
NMR
OMe
Ph

Pr

Py

acetyl

acetanhydrid

kys. octova

benzen

butyl

Ceska shirka mikroorganignBrno

obecné regulatory b&gného cyklu eukaryot
cyklohexylbenzen

dimethylsulfoxid

dimethylformamid

hmotnostni spektroskopie s elektronovou ionizaci
ethyl

ethanol

vysokorozliSovaci hmotové spektrometry
infracervena spektroskopie

methyl

Mueller — Hinton agar

methoxymethyl

receptory iontovych kanaik

nuklearni magneticka rezonance

metoxy skupina

fenyl

propyl

pyridin
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p-TsOH
SBA
THF
TLC
TSB

t—Bu

paratoluensulfonova kyselina
Sabouraud dextrosovy agar
tetrahydrofuran

tenkovrstva chromatografie
trypticky sojovy bujon

terciarni butyl



