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Summary

Dargyté, M. Applied Chemistry Master‘s thesis: “Synthesis of indole carboxylic acid
derivatives®.

Indole core derivatives are one of the most widely used and tested. These compounds are still
important between synthetic chemists as upon minor transformations these molecules could be used
for fluorescence labeling or biologically active heteroauxins.

The aim of this work is to synthesize and characterize biologically active indole carboxylic
acid derivatives.

For this purpose 5-arylspiro[indole-2,2'-piperidin]-6'-ones have been synthesized according to
the reported in literature method. These compounds have been used for ring opening reaction,
catalyzed by Pd/C. The previously got amides have been reduced by LiAIH4 and hydrolyzed. One of
the final products (ester) has been proposed as a potential agent of quorum sensing research.

The (5-bromo-1H-indole-3-il)acetic acid’s synthesis conditions were optimized by Fischer
indole synthesis. The previously prepared indole acid has been used for Suzuki-Miyaura cross
coupling reaction with variuos boronic acids to give biologically acitive 5-substituted 3-indolyl
acetic acid. These derivatives were sent to Palacky University for biological testing.

The optical properties of new heterocyclic compounds were investigated by UV-Vis and
fluorescence spectroscopy. All structures of these compounds were confirmed by NMR, MS,

HRMS, IR and elemental analysis.
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IZanga

I§ heterocikliniy sistemy labiausiai gamtoje paplite indolo fragmenta turintys junginiai [1].
Taciau sintetiniy analogy pritaikymas biologijoje iki $iol yra minimalus. Sios struktiiros dariniai yra
kaip tarpiniai junginiai tolimesnéje sintezéje [2] siekiant gauti biologiskai aktyvias molekules.

Tradicinis infekcijy, kurias sukelia bakterijos, gydymas remiasi sukéléjy naikinimu ar jy
augimo — dauginimosi inhibavimu [3]. Vienas i§ papras¢iausiy naikinimo biidy, tai sudaryti tokias
salygas, kad mikroorganizmai negaléty tarpusavyje kontakuoti, pvz: sustabdyti, dazniausiai
gramneigiamose bakterijose vykstantj, kvorumo jutimg [4]. Norint optimaliai pasalinti
mikroorganizmus, stengiamasi juos paZymeéti naudojant fluorescencinius Zymeklius. Fluorescencinio
zenklinimo pavyzdys — kvorumo jutimo signaliniy junginiy zyméjimas, sudarant peptidinj rysj [5].
Zinoma, kad kuo ilgesné konjuguota dviguby jungéiy sistema organinio junginio molekuléje, tuo
gaunama geresné fluorescencija. Vienas i§ papraséiausiy konjuguotosios sistemos pailginimo bidy —
paladzio katalizuojamos Suzuki-Miyaura kryZminio jungimo reakcijos. Tai itin nauja ir mazai
nagrinéta tyrimy sritis, kurioje biity iSbandyti indolo fragmentg turintys dariniai fluorescenciniy
zymekliy sintezei.

Augaly hormonas 3-indolilacto ragstis (IAR) yra placiausiai paplit¢s natiiralus auksinas,
randamas visuose indinius audinius turin¢iuose augaluose [6]. Jis dalyvauja beveik visuose augaly
augimo bei vystymosi procesuose, nuo pat gemalo susiformavimo iki augalo brandos [7]. Siuo metu,
biomoksly atstovams aktualu istirti sintetinius IAR analogus [8]. Siekiama susintetinti didesniu
aktyvumu pasizymincius junginius, juos lyginant su randamais nattraliai gamtoje.

Darbo tikslas — susintetinti indolo karboksirigsciy darinius, kurie pasizyméty biologinémis
savybémis bei gauty naujy heterocikliniy junginiy charakterizavimas.

Darbo uZdaviniai:

1. ISanalizuoti literatiiroje aprasytus kvorumo jutimo inhibitorius bei indolilacto ruigsties
gavimo metodus;

2. Susintetinti 5-arilspiro[indolo-2,2'-piperidin]-6'-onus, atlikti piperidinony redukcinj
ziedo atidaryma bei gauty produkty redukcijg ir hidrolizg;

3. Atlikti naujyjunginiy UV bei fluorescencinius tyrimus ir pasidlyti tinkamiausig
biologiniams tyrimams;

4.  Optimizuoti (5-brom-1H-indol-3-il)acto rigsties sinteze;

5. Atlikti (5-brom-1H-indol-3-il)acto rugsties Suzuki-Miyaura kryzminio jungimo

reakcijas su jvairiomis boro riigS§timis bei atlikti jy UV bei fluorescencinius tyrimus.



1. Literatuiros apzZvalga

Siekiant praplésti indolo fragmentg turin€iy junginiy grupg, buvo ieSkoma mazai tirty
biologijos sri¢iy. Pirmiausia pasirinktas, tam tikriems mikroorganizmams budingas bendravimo
biidas — kvorumo jutimas. Kita sritis augaly hormonas 3-indolilacto rugstis. Apie kvorumo jutima,

Sio proceso inhibitorius bei heteroauksiny sintezés biidus pateikiama literatiiros apzvalgoje.
1.1.Kvorumo jutimas

Gamtoje aptinkamos dviejy formy bakterijos: planktoninés ir bioplévése [9]. Mikroorganizmai
augantys bioplévése sukelia jvairias létines ir pasikartojancias ligas: Slapimo taky, danty, danteny,
virSutiniy kvépavimo taky, ausy ir kitas. Ligy kontrolés ir profilaktikos centras JAV nustaté, kad
65% zmogaus bakteriniy ligy yra susije su bioplévémis bakterijomis [10]. Sie mikroorganizmai
Jprastiniais biuidais nenustatomi, dé¢l juos supancios gleivingos matricos. Juos bioplévéje galima
nustatyti tik elektroniniu ar atominiu mikroskopais, ar lazerine nuskaitancia technika.

Mikroorganizmai bioplévéje saveikauja tarpusavyje cheminiais signalais [11]. Sis procesas
vadinamas — kvorumo jutimu [11]. Jo tyrimai pradéti, pastebéjus Svytéjima, kai padidéja
mikroorganizmy bioplévéje tankis [10]. Kvorumo jutimas pastebétas gramneigiamose bakterijos
Vibrio fischeri ir Vibrio harveyi [4] bei gramteigiamose Streptococcus pneumoniae ir
Staphylococcus aureus [12]. Sgveikaudamos bakterijos bioplévéje gamina mazas tirpias signalines
molekules — acilinta homoserino laktong (acil-homoserino laktong) [13]. Kiekviena bakterija prie
pavirSiaus turi receptorius tokioms signalinéms molekuléms prisijungti [14]. Mokslininkai
Engerbecht ir Silvermanas iStyre, bakterijy liuciferazés fermenty kompleksus ir koduojamus genus
nustateé, kad Svytéjimo atsiradimg mikroorganizmuose kontroliuoja du reguliavimo baltymai LuxI ir
LuxR, kurie aktyvuojasi prisijungus homoserino laktonams [15]. Taip bakterijos ,,supranta“ viena
kitg ir visg savo veiklg nukreipia kolonijos gerovei. Bakterijos biopléveje tarpusavyje pasikeicia
savo genetine informacija, todél kinta jy fenotipas, jos tampa atsparesnés aplinkos poveikiui [10].

1.1.1. Pseudomonas aeruginosa kvorumo jutimo inhibavimas

Tradicinis infekcijy, kurias sukelia bakterijos, gydymas remiasi sukéléjy naikinimu ar jy
augimo — dauginimosi inhibavimu. Gramneigiamos bakterijos Pseudomonas aeruginosa tarpusavyje
bendrauja kvorumo jutimu [3]. Sis mikroorganizmas pirmiausia paveikia asmenis, kuriy imuniné
sistema yra nusilpusi, t.y. sergant AIDS, onkologinémis ligomis, ilgg laikg vartojant antibiotikus
[16]. Dazniausiai §i bakterija sukelia cisting fibrioz¢. Buvo isskirti du Pseudomonas aeruginosa acil-

homoserino laktonai: N-3-oksododecanoil-L-homoserino laktonas (1) ir N-butirilo homoserino



laktonas (2) (1.1 pav.) [13]. N-3-oksododecanoil-L-homoserino laktonas (1) skatina apoptoze
eukariotinése lastelése, tai yra reguliuoja lasteliy skaiiy gyvuose organizmuose bei yra vienas i$
prieSvéziniy, prieSvirusiniy gynybos biidy [17]. Taip pat nustatyta, kad Pseudomonas aeruginosa
acil-homoserino laktono analogai pasizymi prie§vézinémis savybémis [18].
(6]
HBC/\/\/\/\MH/QOO HsC/\)k”/QOO
1 2
1.1 pav. Pseudomonas aeruginosa acil-homoserino laktonai

Buvo atrasta, kad sintetiniai junginiai 3 — 6 (1.2 pav.) i§ nattralaus feromono yra potencialiis
kvorumo jutimo antagonistai, blokuojantys mikroorganizmy tarpusavio saveika [13]. Sie
antagonistai savo struktiiroje i§laiko homoserino laktono fragmenta, o karboniliné grupé molekulei
palengvina prisijungimg prie baltymy. Visi Sie junginiai pasizymi puikiu panasumu su receptoriais A

ir B, atsakingais uZ signaliniy molekuliy gamybag ir i8skyrimg [19].
HsCO H5CO HsCO H5CO
o O o O O O oO OH O
\G\NMNQ" \C\NMNQ" @ /Q @ Q
H 5 H g H 3 H g
3 4

1.2 pav. 4-Metoksifenilo amidai — acil-homoserino laktono analogai [13]

Buvo susintetinta grupé acil-homoserino laktony analogy, turin¢iy skirtingas Sonines
grandines, nuo kuriy priklauso apoptozés indukavimas (1.1 schema) [20]. Atlikus bromo pakeitima
li¢iu, gautas 10 junginys, kuris praranda poveikj apoptozei dél trumpos alifatinés grandinés. Jungiant
tert-butil acetoacetatg (7) su bromintais alkenais, gaunama ilgesné alifatiné grandiné, turinti
reaktingg dvigubg jungtj. Dviguba jungtis transformuojama j ciklopropang esant Pd katalizatoriui,
gaunami 9b-c junginiai, kurie taip pat neveikia apoptozés. Taip pat atlikus alkeny kryzminio
jungimo reakcijg katalizuojamg Ru [21], susidaré 11a-c dariniai. Siekiant i§vengti Siy junginiy Z ir E

izomery, atlikta dvigubos jungties redukcija Pd/C, gauti 12a-c analogai, kurie indukuoja apoptozés

aktyvuma.
1. NaH, n-BuLi ChiaN2
-NaH, n- PACl,(CH5CN),
o o o o o o
A weT e AN Lo B A AL R
HsC O'Bu H,C~ N N
< 2. TFA, CH,Cl, 2C " gac H O " e H O
3. A, EDCI, HOAt, CH3CN
1. NaH, n-BuLi ©\M @\N ‘n= J:ZO
Br _CH, g'_ ?1 =2 H,N
2. TFA, CH,Cl, cin=3 A o
3. A, EDCI, HOAt, CH;CN CH,Cl,, Ru katal.
H,, 10% Pd/C
_EtOAc
1la-c 12a-c

1.1 schema



Toho universiteto moksliné grupé atliko okso- grupés padéties jtakos biologiniam aktyvumui
tyrimg [20]. Tam buvo susintetinti du burito laktono dariniai 16a—b, kuriuose okso- grupé yra prie

4— ar 5- C atomo (1.2 schema).

Le
HN"

(0] (] O
fo) 1. Cr0s, Ac,0 Eilglganas o
HsC A o EtOH,HSOs ¢ Ot 2-KOH,MeOH ¢ OR HaC N
) n ™ OH n ™o n L) n H )
13a-b 14a-b 15a-d 16a-b
CoHs

am=5n=1 a,b:R
b:m=4,n=2 c,d:R=H
1.2 schema

Atlikti biologiniai tyrimai, parodé, kad ilginant alifating granding tarp karbonilo grupiy,
junginiy biologinis efektyvumas mazéja.

Ivertinus alkilinty junginiy aktyvumg, buvo susintetinti azido pakaitus turintys analogai.
Junginys 19 gautas i§ halogenalkano karboksirtigsties 17 (1.3 schema) [22]. Pirmiausia halogeninta
rigstis 17 veikiama natrio azidu, po to Meldrumo rtgstimi ir galiausiai jungiama su laktono

hidrobromidu.

Le
HBr-H,N
o}

o) Meldrumo rugstis o
DCC, DMAP
Brv\/\w NaNg N3\/\/\/\/\A I \\ M o
OH——— OH 3 N
17 18 19 H o
1.3 schema

Sio junginio biologinis aktyvumas labiausiai panasus j gamtoje aptinkamy laktony,
dalyvaujan¢iy kvorumo jutime [22].
1.1.2. Titnagdumbliy kvorumo jutimo inhibavimas

Siame poskyryje bus aptariamas titnagdumbliy kvorumo jutimo inhibavimas. Dumbliai
svarbus biologiSkai aktyviy junginiy Saltinis [23]. Daugelis Siy bioaktyviy metabolity pasizymi
jdomiomis savybémis: prieSgrybélinémis, prieSuzdegiminémis, citotoksinémis, antibakterinémis
[24]. Titnagdumblis Nitzschia cf pellucida gamina halogeno atomus, turin¢ius acil-homoserino
laktono darinius — signalines molekules, kurios dalyvauja kvorumo jutime ir yra atsakingos uz
haloperoksidazés aktyvuma [25]. Si peroksidazé atsakinga uz vandenyne vykstanéias haloformo
reakcijas bei bromoformo gamyba, kurie sukelia kepeny ir Sirdies veiklos sutrikimus.

Gento universiteto mokslin¢ grupé atliko halogeninty laktono dariniy sinteze, siekiant rasti
kuo daugiau haloperoksidazés inhibitoriy. Tam tikslui atliktas laktony 20a-f brominimas,
katalizuojant vanadzio pentoksidu, dvifazéje sistemoje: dichlormetanas/H,O, gauti monobrominti

junginiai 21a-f (1.4 schema) [25]. Taip pat a,a-dibrominti analogai 22a-f gauti B-keto-acetil-
4



homoserino laktonus 20a-f paveikus $vieziu natrio hipobromidu. Jodo pakaita turintys dariniai 23a-f
gauti, pradinius junginius 20a-f atitinkamai paveikus N-jodsukcinimidu. Taipogi junginius 20a-f

paveikus vandeniniu natrio hipochloritu, i$skirti dichlorinti laktonai 24a-f.

1

V,0g, H,0,

M’Q NHEn O M,Q e M’Q
Zla f o 20a-f 7 23a-f
() (0]

o a:R=CzH;
H CiR=0CgHyy H
Br Br o) d: R = CoHs Cl
e:R=CsHy5
22a-f fR= CoHig 24a-f
1.4 schema

Atlikus biologinius tyrimus su Chromobacterium violaceum, gauti tokie rezultatai: mono- ir
dibrominti junginiai pasizymi didesniu biologiniu aktyvumu, nei jodo pakaitg turintys junginiai 23a-
f, o chlorinti 24a-f — neaktyvas [25].

1.1.3. N-sulfonilhomoserino laktonai

Nemazai laktony analogy inhibuoja 3-0kso-heksanoil-L-homserino laktono biosinteze —
natiiraly biofluorescencijos induktoriy aptinkamg gramneigiamoje bakterijoje Vibrio fischeri [11].
Siekiant kontroliuoti mikroorganizmy sukeliamas infekcijas bei biopléviy formavimg, atkreiptas
démesys j sieros atomg turin¢ius darinius.

Pranciizy mokslininkai atliko sulfoninty junginiy 27a-i sintezg i$ ciklinio katecholio sulfato 25
bazinéje aplinkoje, susidarant tarpiniams junginiams 26a-i, kurie toliau jungiami su homoserino

laktonu (1.5 schema) [11]. Gauty junginiy i$eigos svyruoja nuo 12% iki 74%.

e
OH HBreH,N

R—NH, e} o 0
0 0 0. & Os¢
L TEA /S\‘ TEA [e) ~SNH
S HN © ——— NH
o O R R
25 26a-i 27a-i
a: R =CyHg f: R = CH,Ph
b: R =CgHyq g: R=(CH,),Ph
c:R=CgHia h: R = (CH,)sPh
d: R =CgHy7 ir R = (CHy),Ph
e: R = CygHpy
1.5 schema

Atlikus biologinius tyrimus su Escherichia coli, pastebéta, kad iSskirti sulfonilhomoserino

laktonai 27a-i pasizymi antagonistinémis savybémis. Geriausius rezultatus parodé junginys 27b
[11].



Chromabacterium violaceum gramneigiama bakterija aptinkama dirvozemyje, kuri gamina
violetinj pigmentg violacena [26]. Tai kvorumo jutimo rezultatas, po kontakto su acilintu
homoserino laktonu. Ilgas alkilines grandinéles turintys junginiai (n=10) [27] bei chlorinti laktonai —
efektyviausi junginiai, slopinantys violaceno sinteze [28]. Sie antagonistai lengvai praeina lasteliy
membranas, nes turi hidrofilinj homoserino laktono zieda ir hidrofobing alkiling ar ariling grandinélg
[29]. Nustatyta, kad tarp geriausiy kvorumo jutimo inhibitoriy yra junginiai, turintys amido grupeg
[30]. Amido grupé buvo pakeista triazolais ar tetrazolais, tai neklasikiniai bioesteriai, turintys
panaSumg ] amidinius rySius [31].

4-Acetamidbenzensulfonilo chloridas (28) bazinémis salygomis jungiamas su laktono
hidrobromidu, i$skiriamas produktas 29 (1.6 schema) [13]. Sis junginys hidrolizinamas HCI iki

amino 30, kuris toliau reaguoja su chloranhidridais, susidarant produktams 31a-I.
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a: R = (CH,),CH3 e: R = fenil i: R = 4-chlorfenil
b: R = (CH,)3CHg f: R = 4-fluorfenil j: R = 3-chlorfenil
¢: R = (CH,),CHs g: R = 3-fluorfenil k: R = 2-chlorfenil
d: R = (CH,)sCHs h: R =2-fluorfenil  |: R = 2-fluormetilfenil

1.6 schema

IStyrus gauty tiksliniy laktony 31a-1 violaceno biosintezés inhibavimg, buvo nustatyta — i$
aromatiniy junginiy, didesniu aktyvumu pasizymi tie, kuriy benzeno ziedo orto- padétyje yra
halogenas 31f ir 31i [13]. Taciau aktyviausias buvo, alifating granding turintis butiro laktono darinys
31c.

1.1.4. Kalpaino aktyviojo centro inhibitoriai

Kalpainas, tai fermentas priklausantis tioliy proteaziy Seimai [32]. Jis svarbus centrinei nervy
sistemai, esant insulto patologijai, sergant Parkinsono ar Alzhaimerio ligomis, esant raumeny
distrofijai, §irdies iSemijai, artritui [33]. Sios patologijos susijusios su uzdegiminiais procesais, kurie
atsiranda organizme pasigaminus laisviesiems reaktyviesiems radikalams. Buvo nustatyta, kad
hidroksialkilo aldehidai selektyviai jungiasi prie kalpaino aktyviyjy centry (kalpaino farmakoforo)
[34], blokuoja fermenta ir laisvyjy radikaly susidaryma.

Mokslininkai atliko (S)-leucino metilo esterio hidrochlorido 32 jungimg su 33a-d, iSskirti
produktai 34a-d (1.7 schema) [32]. Pastarieji toliau jungiami su laktono hidrobromidu, naudojant
EDC ir HOBT, susidar¢ dariniai 35a-d, kurie redukuojami iki hibridiniy molekuliy 36a-d.
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Atlikus biologinius tyrimus su Zzmogaus kalpaino fermentu, naudojant Leu-Tyr-AMC baltymy

1.7 schema

substrata, buvo nustatyta, kad visi gauti produktai 36a-d selektyviai jungiasi prie kalpaino aktyviojo
centro ir pasizymi inhibuojan¢iomis savybémis [32]. Nors 36d kalpaino testo metu pasizyméjo
blogiausiomis antioksidacinémis savybémis, jis buvo efektyviausias inhibitorius.

1.15. Fluorescenciniai Zymekliai kvorumo jutime

Gywy lasteliy fluorescencinis zyméjimas, bakterijoms komunikuojant vienai su kita, ligi Siol
kelia problemy. Sunkiausia rasti junginius, kurie biity receptoriaus agonistai ir konkurencingi su
natiiraliais agonistais [35]. Sintetinis zZymeklis imituoja natiralaus agonisto veiklg placiame
koncentracijy intervale ir tai suteikia puikig galimybe pazyméti kvorumo jutimo receptorius [5].
Fluorescencinis zenklinimas taikomas Burkholderia cenocepacia bakterijose, jungiant Zymeklius
prie kvorumo jutimo receptoriaus CepR [36], o tai leidZia vizualiai stebéti bakterijy kulttras.

Straipsniy susijusiy su fluoroforais — biosensoriais, kurie buty zymekliais ir leisty stebéti
lasteliy veikla, yra nedaug. Paminétinas J. Gomes mokslinés grupés atliktas tyrimas [5]. Sio tyrimo
metu buvo susintetintas rodamino B analogas 39 (1.8 schema) [5]. Sis junginys pasizymi raudonos
spektro juostos fluorescencija ir didele kvantine iSeiga @ = 71%. Raudona spalva leidZia lengvai

atskirti nuo zalio fluorescencijos biosensoriaus.
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1.8 schema

Tikslinio produkto 39 iSskyrimas buvo problemiskas dél produkto skilimo, todél grynas
junginys buvo gautas tik atvirk$¢iy faziy chromatografija (HPLC). Sis junginys selektyviai jungiasi
prie kvorumo jutimo H111 receptoriaus, esancio Burkholderia cenocepacia bakterijose, Aem = 600
nm, Aaps = 560 nm [5].



1.2. Augaly hormonas 3-indolilacto rugstis

Toliau bus apzvelgiama antroji grupé apie heteroauksing. Augaly hormonas auksinas buvo
atrastas, kaip indolo junginys, skatinantis varpiniy augaly diegamaksc¢iy iSlinkimg kartu augima [6].
Véliau struktiirinés bei funkcinés auksino charakteristikos gerokai iSsipléte. Dabar auksinais
vadinama grupé struktiriskai skirtingy junginiy, sukelianc¢iy buidingg atsakg biologinése testavimo
sistemose, pavyzdziui, Igsteliy dalijimosi audiniy kultiiroje ar Sakny formavimosi [37].

3-Indolilacto raigstis yra placiausiai paplit¢s natiiralus auksinas, aptinkamas visuose indinius
audinius turinCiuose augaluose: dviskil¢iuose, vienaskiliuose, plikasékliuose ir sporiniuose
induociuose. Taip pat IAR nustatyta ir samanose bei kerpsamanése, netgi kai kuriuose zaliuosiuose
dumbliuose [6]. Ji dalyvauja beveik visuose augaly augimo bei vystymosi procesuose, nuo pat
gemalo susiformavimo iki augalo brandos [7]. Taigi auksinas reguliuoja gemalo vystymasi, skatina
Igsteliy dalijimasi, stieby bei diegamakséiy ilgéjimg, virStninj dominavimg, rizogeneze¢, indinio
audinio diferenciacijg, vaisiy vystymasi bei tropinj (kryptinga) judéjima, pavyzdziui, tigliy linkimg j
Sviesg arba Sakny linkimg pagal sunkio jégos kryptj (1.3 pav.) [37]. MaZos auksiny koncentracijos

stimuliuoja Sakny pailgéjima [38], o didesnés — sumazina ilgéjima. [39].

Kai saulés Kai spinduliai TAR molekuliy
spinduliai krinta statmenai krinta kampu, IAR pasiskirstymas indukuoja
] augala, AR molekulés molekulés pasiskirsto lasteliy pailgéjima —
pasiskirsto tolygiai augale; kuo toliau nuo $viesos; augalo linkimg j $viesa.

1.3 pav. Ugliy linkimas j $viesa |37]
Endogeniniai TAR kiekiai didZiausi biina jaunuose audiniuose, figliy vir§iinélése, pumpuruose
bei lapuose, jaunuose vaisiuose ir nesubrendusiose séklose. Senesniuose, subrendusiuose audiniuose

Sio hormono aptinkama daug maZiau. Aktyvaus auksino kiekis augaly audiniuose reguliuojamas



jvairiais mechanizmais. TAR gali buti griztamai verciama ] indolilsviesto riigstj (kita auksing), taip
pat gali biiti sujungiama su kitomis molekulémis ar kataboliskai skaidoma. Didzioji dalis hormono
aukStatigiuose augaluose aptinkama junginiuose su kitomis organinémis molekulémis, o laisvi jos
kiekiai esti mazi. 3-Indolilacto riigstis (40) gali bati sujungiama su cukraus ar cukraus alkoholiy
molekulémis per estering jungtj, susidaro junginiai 41 ir 42, arba su aminortgstimis, peptidais ar
netgi baltymais per amiding jungtj, susidarant 43 analogui (1.9 schema). Tokie sudétiniai junginiai
yra pagrindiné forma, kurioje IAR saugoma vegetatyvinése augalo dalyse, taip pat besivystanciose

nesubrendusiose séklose [6].
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1.9 schema [6]

Maziausiai du, kiti augaluose randami cheminiai junginiai, turintys savo struktiiroje indolo
zieda, pasizymi auksinams buadingu poveikiu (1.4 pav.). Ankstiniuose augaluose (ypaé
besivystanciose séklose) bei pusies séklose randamas chlorintas indolo darinys 44, kuris biologinése
auksino testavimo sistemose pasizymi netgi 10 karty didesniu aktyvumu nei IAR (40) [40]. O 3-
indolilsviesto riigStis (45) ilga laika buvo Zinoma kaip sintetinis auksinas, ypa¢ efektyviai
indukuojantis pridétiniy Sakny susidarymg ant stiebo ar lapo iSpjovy. Neseniai, 3-indolilsviesto
rugstis (45), taip pat identifikuota, kaip nattiralus augaly auksinas (randamas kukurtizuose, zirniuose,
vairenyje). Prie natiraliyjy auksiny priskiriamas ir neindolinis junginys fenilacto ragstis 46, kuris
randamas jvairiuose kulttiriniuose augaluose. Fenilacto ragsties koncentracija augalo audiniuose gali

biiti didesné nei [AR, taciau jos biologinis aktyvumas mazesnis.

o)
cl 2
OH
OH OH
N N o
H H
44 45 46

1.4 pav. Auksinai
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Auksiny poveikio nustatymui, skirty biologiniy testy efektyvumas skatino naujy cheminiy
junginiy su pana$iu biologiniu aktyvumu paieskg. Pirmieji, pripazinti sintetiniai auksinai, buvo
indolo junginiai, tafiau su Sonine propiono ar sviesto riigSties grandinéle, pavyzdziui,
indolilpropiono riigitis 47 ir 3-indolilsviesto riigstis (45) [6]. Zinomi ir kiti junginiai, pasizymintys
auksinams budingu biologiniu efektyvumu, tai chlorfenoksiacto ragstys, pavyzdziui, 2.4-
dichlorfenoksiacto rtgstis (48), 2,4,5-trichlorfenoksiacto rtgstis (49), naftalenacto ragstis (50) ir kai

kurie benzoinés rugsties dariniai, pavyzdziui, dikamba 51 (1.5 pav.).

(o]
c o
o o) OH
o OH
o cl o
W e e o e
3
N cl cl cl cl cl
a7 48 49 50 51

1.5 pav. Sintetiniai auksinai

Sintetiniy auksiny poveikis atskiriems augalo vystymosi aspektams gali baiti gana jvairus. 2,4-
Dichlorfenoksiacto riigstis (48) ypac efektyviai indukuoja lasteliy dalijimasi audiniy arba Igsteliy
kulttrose, $iuo pozitriu smarkiai lenkdama natiiraly auksing IAR [6]. O naftalenacto riigstis 50
dazniausiai pakei¢ia 3-indolilacto riigstj, kai reikia indukuoti pridétiniy Sakny susidaryma ant stiebo
iSpjovy. Sintetiniai auksinai augaly audiniuose pasizymi dideliu stabilumu ir yra sunkiai
metabolizuojami.

1.2.1. 3-Indolilacto rigsties biosintezé augaluose

ISsiaiSkinus auksino biosintezés molekulinius mechanizmus, tai padéty geriau suprasti auksino
jtaka vystantis augalams, dél ko bity lengviau modeliuoti ir kontroliuoti augalus [41]. Augaluose
yra keturi IAR biosintezés buidai i§ pradinio junginio triptofano 52 (1.10 schema) [42], taciau nei
vienas néra visiskai iSanalizuotas:

a) indol-3-acetaldoksimo. VisiSkai néra aiSkus indol-3-acetaldoksimo sintezés kelias.
Manoma, kad triptofanas 52 konvertuojamas j indol-3acetaldoksimg (53) dél fermeto P450 [43].
Buvo pasitlyta junginius 53 ir 54 laikyti, kaip tarpinius darinius[44]. Pastebéta, kad tik defektus
turintys augalai gali sintetinti IAR per tarpinj junginj 53. Manoma, kad butent jis ir sukelia
pakitimus [43].

b) indol-3-piruvato riigsties. TAA Seimos baltymai katalizuoja triptofano transformacija
iki piruvato 57 [43]. Taciau ligi Siol néra visiSkai aiSkus sintezés mechanizmas. Manoma, kad
piruvatas 57, toliau ver¢iamas dekarboksilaze iki indol-3-aldehido (58), kurj paveikus aldehido

oksidaze gaunama IAR [41].
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c) indol-3-acetamido. Manyta, kad augalai nenaudoja monooksigenazés transformuojant
triptofang iki inol-3-acetamido (55), kuris toliau hidrolizinamas hodrolaze iki IAR (40) [42]. Taciau
atlikus baltaziedzio vairenio Arabidopsis thaliana ekstrakto tyrimus nustatyta, kad biitent amidas 55
yra tarpinis junginys paveiktas monooksigenaze. Gauti rezultatai patvirtino, kad Sis biosintezés
kelias taip pat vyksta ir augaluose [41]. Tai vienas i§ labiausiai iSanalizuoty IAR biosintezés
mechanizmy [41].

d) triptamino. Mokslininkai neseniai nustaté, kad YUC baltymai, randami fermentuose:
AtYUCI (randamas baltaziedziame vairenyje), FZY (ranadamas pomidoruose) ir ZmYUC
(ranadamas kukurtizuose) katalizuoja triptofano 52 transformacijg j triptaming 56 [42]. Toliau dél
amino oksidazés, junginys 56 paverCiamas | indol-3-acetalaldehida (58) ir galiausiai

transformuojams iki IAR [42].
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1.10 schema [45]

[$2]
S
.

Siekiant jvertinti mikroorganizmus pastebéta, kad keletas su augalais susijusiy bakterijy, viena
i§ jy gumbeliné bakterija, gamina augaly hormong ITAR [46]. Iki Siol Zinomi trys bakterijose
vykstantys biosintezés budai:
a) indol-3-acetamido;
b) triptamino;
c) indolo-3-piruvo rugsties.
Visi bakterijose vykstantys IAR biosintezés procesai atlickami analogiskai, kaip ir augaluose
[46].
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1.2.2. 3-Indolilacto raigsties dariniy sintezé laboratorijoje

Pladiai iStirta augaly auksino AR oksidacija krieny peroksidaze, kurios metu gauti produktai
inhibuoja bakterijy augimg [47]. Heteroauksinas pasizymi mazu toksiSkumu ir sunkiai oksiduojamas
zinduoliy endogeniniy peroksidaziy, todél tai yra junginys prieSvéziniams provaistams.

Literaturoje yra nedaug 3-indolilacto rugsties sintezés biidy, kuriuos galima suskirstyti j tris
grupes [48]:

a) Fischer’io indolo ziedo sintezé ruigstinéje aplinkoje;
b) Indolo Ziedo alikilinimas 3-oje padétyje;
c) Cheminé ar fermentiné indolil-3-acetonitrilo hidrolizé.

Vienas i§ seniausiy ir pirmyjy biidy, tai 3 pakopy sintez¢ atlickama Svelniomis sglygomis
(1.11 schema) [49]. Pradzioje sintetinamas indol-3-glioksolio riigstis (60) i§ indolo 59 ir
oksalilchlorido eteryje. Toliau okso- grupé panaudojama hidrazonui 61 gauti, indol-3-glioksolio
rigst] (60) veikiant p-toluen-sulfonhidrazidu metanolio virimo temperatiiroje. Gauta hidrazong
redukuojant NaBH, tetrahidrofurano virimo temperatiiroje, iSskiriamas tikslinis produktas 1AR 40.
Nors nereikia auks$tos temperatiiros, labai pavojingy reagenty ar iSskirtiné€s jrangos, Sis metodas néra

patrauklus, nes gaunama maza produkto 40 iSeiga (=15%).

CH3
NHNH2
cVS(C'
OH ch

@ NaHC03 (aq) MeoH N _ NaBH,, THF _

N

N H

59
1.11 schema

Kitas 3-indolilacto raigsties sintezés budas, tai Heck‘o reakcija junginj 62 jungiant su 2,5-
dihidro-2,5-dimetoksi furanu, katalizuojant paladzio acetatui (1.12 schema) [50]. Atlikus tarpinio
junginio 63 ciklizacijg trifluoracto riigstimi, gaunamas IAR darinys 64. Toliau atlikus esterio 64

hidrolize kalio Sarmu, gaunamas tikslinis produktas 40.

OCH3 HaC
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H;CO \\CH3
1.12 schema
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Ieskant zalesniy — saugesniy bei efektyvesniy sintezés biidy, buvo pasiiilyta fermentiné amidy
65 hidrolizé (1.13 schema) [51]. Hidrolizé atlikta fermentu 6-aminheksanoato cikline dimery

hidrolaze per 2 val.
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65 40

1.13 schema

Buvo atlikti aktyvumo tyrimai ir su Kitais fermentais: glutaminaze, malonamidaze ir
indolacetamido hidrolaze [51]. Rezultatai parodé, kad geriausiomis hidrolitinj aktyvumg turi
malonamidaz¢ ir indolacetamido hidrolaze.

1.2.3. (4-Chlor-1H-indol-3-il)acto rugsties biosintezé

Zirniai vieni i§ svarbiausiy ankstiniy augaly Zemés tikyje. Juose randamas halogenintas augaly
hormonas (4-chlor-1H-indol-3-il)acto rtgstis. Chlorintos 3-indolilacto riigSties 68 biosintezé
zirniuose prasideda nuo tarpinio junginio 4-chlor-1H-indol-3-piruvato rasties (67) (1.14 schema)
[52]. Piruvato ragstis gaunama i§ 4-chlortriptofano 66 aminotransferazémis 1 ir aminotransferazémis

2. Buvo pastebéta, kad brgstanciose séklose halogenintos IAR kiekis sumazéja [53].

0 OH ° OH OH o
NH;  halogenaze NHz  aminotransferaze1/2 o OH
N\ _— AN N\ ———— AN
N N
66

H
52

1.14 schema
Chloro pakaitg turintys auksinai, kaip junginys 68, pasizymi didesniu biologiniu aktyvumu
augalo augimo bei vystymosi procesuose, nei 3-indolilacto rugstis [53]. Daugiausia chlorinty IAR

randama ankstiniuose augaluose [52].
1.2.4. Halogeninty 3-indolilacto riigsties dariniy sintezé laboratorijoje

Halogeno atoma turintys 3-indolilacto riigSties dariniai, oksidaciniu biidu aktyvuoja
prekursorius, todél gali buti potenciallis junginiai onkologinéms ligoms gydyti [54]. Atlikus tyrimus
su amerikietiSko Ziurkéno plauciy fibroplastais, buvo pastebéta, kad 5-chlorindolilacto rtgstis
pasizymi didZiausiu toksiSkumu, tinkan¢iu onkologiniy ligy prevencijai [55]. Atlikus iSsamesnius
biologinius tyrimus, nustatyta, kad (4-chlor-1H-indol-3-il)acto riigstis pasizymi nuo 1,3 iki 50 karty
didesniu aktyvumu nei IAR. Stebimas inhibuojantis (4-chlor-1H-indol-3-il)acto riigsties poveikis
kvieciy ir agurky Sakny augimui bei netolygiam pomidory virSutinés dalies vystymuisi. Salyginis
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halogeninty IAR aktyvumas gali buti iSdéstytas pagal aktyvumo mazéjima taip: 6-CI-IAR > 4-Cl-
IAR > 5-F-IAR > IAR > 5-CI-IAR > 7-CI-1AR [56].

Daugelis indolo zieda turinciy junginiy sintetinami Fischer’io indolo sintezés metodu (1.15
schema) [47]. Pradinis junginys, halogenintas hidrazinas 69, kondensuojamas su aldoesteriu
rugstinéje aplinkoje, naudojant HCI [47] arba AcOH [8] rugstis. Pastebéjus, kad fluorinti hidrazinai
prastai tirpsta ACOH, pastaroji buvo pakeista | MeOH/H,SO,4 misinj [8]. Reakcijy eigg pagreitinus
mikrobangomis, reakcijos vyksmo laikas sutrumpéja iki 50 karty (nuo 3-6 val. iki 5-10 min), o
kartu padidéja ir produkty iSeigos [8]. Siai reakcijai galima naudoti ir didesniu stabilumu
pasizymint] fenilhidrazino hidrochlorida [57]. Fischer‘io indolo sintezés metodas parankus, kai
naudojami nehalogeninti aldehidai, bet nepakankamai geras norint gauti halo pakeistus AR darinius
[47].

O
(0]
Rl)K/YOH
R 9 OH
X HCI, piridinas, H3PO, AN A
- ba AcOH Ry R
arba Ac N
NANHz  arba MeOH/H,S0, H
69 70a-h
a: R=5-CF30; R; = H e:R=5Cl, 7-F;R; =H
b:R=4-Cl,6-Cl; R; =H f:R=4-Me, 7-F; R{ = H
c:R=5-CI;R;=H g:R=5-Me; Ry =H
d:R=5-Me, 7-F; Ry =H h: R =5-F; Ry = Me

1.15 schema

Buvo atliktas preliminarus junginiy 70a-h prie§vézinio aktyvumo tyrimas su Kinijos ziurkéno
plauciy fibroplastais [47]. Nors visi junginiai rod¢ teigiamus rezultatus, geriausias i§ Sios serijos
méginiy buvo produktas 70b.

Literatiiroje yra keli pavyzdziai, kai IAR dariniy sintezei buvo pasirinkta pakaito prijungimo |}
indolo ziedo 3-i3 padét] strategija. Pavyzdziui, acto riigSties Soninés grandinés jvedimas |
heterociklinj junginj 71, atlieckant alkilinimg ZnCl, (1.16 schema) [47]. Toliau atlikus muilinimo
reakcija, gauti halogeninti |AR dariniai 72a-h.

_ OH
Rm 1. n-BulLi, THF R N\
Z~N 2.2ZnCl, N
H 3. BrCH,CO,Et H
71 4. NaOH, MeOH, H,0 72a-h
a:R=7-Cl e:R=5-
b:R=4-F f: R=6-Cl
c: R =4-Cl 9:R=5Ph
d:R=6-F h: R = 5-(4-CICgHy)

1.16 schema
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Literatiiroje minima, kad (5-fluor-1H-indol-3-il)acto rtgstis pasizymi auks$tu citotoksiniu
aktyvumu [58]. Siekiant jvertinti kitus junginius, buvo atlikta 3-indolilacto rtigsties analogy 72a-h
biologiniai tyrimai su krieny peroksidaze. Pastebéta, kad junginys 72f pasizymi didZiausiomis
toksinémis savybémis ir yra vienas i§ tinkamiausiy provaisty onkologinéms ligoms gydyti.

Kitas halogeninty indolo dariniy alkilinimo btdas yra alkilinimas Eshenmoser’io druska (1.17
schema) [59]. Pradiniai junginiai 73a-b veikiami dimetilmetilidenamonio jodidu. C-3 Alkilinti
dariniai 74a-b toliau metilinami metiljodidu etanolyje, o gauta ketvirtinés amonio druskos grupé
pakei¢iama ciano grupe. Atlikus Sios grupés hidrolize¢ KOH, iSskirti halogeninti auksino junginiai
76a-b.

HaC.3 CHs Hs O

¢
| N, CN
R CH, R CH, 1. Mel, EtOH R, R OH
1@ CHACN, ACOH 1 N 2. NaCN, DMF, H,0 N\ KOH, H,0 ! A\
Ry N Ry N Ry N Ry N
73a-b 74a-b 75a-b 76a-b
a:R;=Br;R;=H
b: Ry =H; R, =Br
1.17 schema

3-Indolilacto riigties darinius galima gauti ir indolg 77a-d jungiant su oksalilchloridu (1.18
schema) [60]. Susidariusi indol-3-glioksalio ragstis 78a-d redukuojama hidrazino hidratu — Wolf-

Kishner redukcija iki analogy 79a-d.

py)
Iz /E
@}
o]
(@]
o
Py
P /zio
o
I
DZJZ
D%
=Z
o
Z\/E\/
o
T

H H
66a-d 67a-d 68a-d
a: R = ciklopropll
b: R = SMe
c:R=Me
d: R=Br
1.18 schema

Taigi Siuo metu biomedicinos ekspertai stengiasi uzkirsti kelig mikroorganizmy sukeltoms
ligoms plisti. Mikroorganizmy veikla inhibuojama acil-homoserino laktono analogais, t.y.
junginiais, turinciais ciklinj ziedg su skirtingo ilgio alifatinémis grandinélémis, halogenintomis
alifatinémis grandinélémis, sieros atoma turinCiais junginiais, heterocikliniais junginiais. Taip pat
jvertinama galimybé vizualizuoti bakterijas fluorescenciniais Zymekliais, kurie taip pat bty
inhibitoriai. Tacdiau §i sritis mazai iStyrinéta mokslininky, todél potencialiy fluorescenciniy

molekuliy paieskos tgsiamos.
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Ivertinus augaly hormono 3-indolilacto riigSties svarbg augimui bei vystymuisi, buvo atlikta
analizé, kokiy procesy metu susidaro $is auksinas. Pastebéta, kad yra keli gavimo budai, bet nei
vienas néra visiSkai iStyrinétas. Taip pat siekiant kuo daugiau kontroliuoti gyvaja gamta, iSanalizuoti
literatiiros Saltiniai, kaip gauti heteroauksing — IAR. Atlikus literatliros analiz¢ nustatyta, kad yra
keletas sintezés biuidy. Vienas i§ dazniausiai naudojamy — Fischer‘io indolo sintezé. Buvo nuspresta
jvertinti 3-indolilacto raigsties jtaka biologiniams procesams augaluose, Siek tiek pakeiciant auksino
struktiira — jvedant pakaitus. Siam tikslui jgyvendinti nutarta gauti $iuos junginius i§ halogeno atoma

turinCio heteroauksino.
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2. Medziagos ir tyrimy metodai
2.1. Analizeés atlikimo metodika

Kristaliniy medziagy lydymosi taskai nustatyti atviruose kapiliaruose su Melt-Temp aparatu
ir yra nekoreguoti. BMR spektrai uzragyti Varian Unity Inova (300 MHz — *H BMR, 75 MHz —
13C), Bruker Avance 111 spektrometru (400 MHz — *H BMR, 100 MHz — *3C) ir Bruker Avance IlI
spektrometru (700 MHz — *H BMR, 175 MHz — *¥C) 25 °C temperatiiroje. Cheminis poslinkis
ireikstas milijoninémis dalimis (m.d.), standartu laikant tirpiklio signala &: CDCls — 7,26 m.d. (*H
BMR) ir 77,16 m.d. (**C BMR), DMSO-ds — 2,50 m.d. (*H BMR) ir 39,52 m.d. (*C BMR).
Infraraudonieji spektrai uzrasyti su Bruker TENSOR 27, méginiai supresuoti ] tabletes su KBr,
banginé skalé v sugraduota cm™. Masiy spektrai gauti naudojant Shimadzu LCMS 2020 SQ LC
masiy spektrometra (El, 70 eV), kolonélé YMC-Pack Ph (100 x 4 mm, | x D). HRMS tyrimai atlikti
Bruker maXis spektrometru. UV spektrai buvo registruojami Perkin Elmer Lambda 35 UV/Vis
spektrometru. Fluorescencijos spektrai atlikti Kauno technologijos universiteto dokt. Aurimo
Bieliausko, naudojant Edinburgh instruments FT 920 fluorescencijos spektrometrg. Fluorescencijos
ir UV matavimams buvo paruosti atitinkamy koncentracijy tirpalai THF tirpiklyje. Mikrobangy
reakcijos atliktos CEM Discover Synthesis Unit (CEM Corp., Matthews, NC) mikrobangy
reaktoriuje. Reaktorius susideda i§ nuolat energijg tiekiancios sistemos, galia 0 — 300 W. Reakcijos
eiga buvo stebima plonasluoksnés chromatografijos biidu, naudojant Merck jmonés ploksteles
padengtas silikageliu 60 F,s4. Plokstelés analizuojamos po 253 nm ir 366 nm lempomis arba
rySkinamos ruoSiniais: KMnOy tirpalu (KMnO;, (3 g), K2CO3 (20 g), 3 M NaOH (5 ml), H,0 (300
ml)); vanilino tirpalu (vanilinas (3,2 g), EtOH (200 ml), AcOH (1 ml), H,SO4 (2 ml)); jodu (jodo ir
silikagelio 60A Merck, 9385, 230 — 400 misinys). MeZiagas gryninant kolonélinés chromatografijos
biidu, sorbentu buvo naudojamas silikagelis 60A Merck, 9385, 230 — 400.

18



2.2. Naujy junginiy sintezés apraSymai ir charakterizavimas
Bendra procediira 4-(1,3,3-trimetil-5-aril-2,3-dihidro-1H-indol-2-il)butanamidams 9a-c
gauti
Atitinkamas 5-pakeistas spiro[indolo-2,2'-piperidin]-6'-onas 8a-c (1 mmol) istirpinamas acto
rugsties (4 ml) ir metanolio (1 ml) miSinyje, per tirpalg praleidziamos inertinés argono dujos,
suberiamas katalizatorius Pd/C (20 % nuo pradinés medziagos masés). Reakcija vykdoma autoklave,
esant H, (20 bar.) dujoms, kambario temperatiiroje. Reakcijos vykdomos iki visiSko pradinés
medziagos sureagavimo, jy eigg stebint plonasluoksnés chromatografijos metodu. MiSinys
filtruojamas per celitg, celito sluoksnis papildomai perplaunamas metanoliu, filtratas
nudistiliuojamas. Gauta derva iStirpinama etilacetate (50 ml), iSpilama j H,O (20 ml), neutralinama
so¢iu NaHCOj3 vandeniniu tirpalu iki Sarminés terpés (pH = 8), ekstrahuojama etilacetatu (3 x 50
ml). Organinis sluoksnis surenkamas, dziovinamas bevandeniu Na,SQO,4, filtruojamas ir
nudistiliuojamas. Junginys gryninamas kolonélinés chromatografijos biidu, eliuentu naudojant DCM

ir MeOH miSinj, triniu santykiu 100/2.
4-[5-(3-Chlorfenil)-1,3,3-trimetil-2,3-dihidro-1H-indol-2-il]butanamidas (9a)
o Reakcija su 5-(3-chlorfenil)-1,3,3-trimetil-1,3-dihidro-6'H-
HsC NH,
al O O o spiro[indolo-2,2'-piperidin]-6'-onu (8a) (355 mg) katalizuojant Pd/C
N

) (71 mg), vykdyta 2,5 val. Gautas produktas 9a yra rusvos spalvos

CH3

% derva, kurios iseiga 289 mg (81%). R; = 0,27 (DCM/MeOH = 100/5

VIV).

'H BMR (700 MHz, CDCls): & 1,15 (s, 3H, 3-CH3); 1,42 (s, 3H, 3-CH3); 1,69-1,92 (m, 4H,
CHCH,CH,); 2,32 (m, 2H, COCHy); 2,79 (s, 3H, 1-CH3); 2,93 (s, 1H, 2-H); 5,52 (s, 1H, N(H)H);
5,63 (s, 1H, N(H)H); 6,56 (s, 1H, 7-H); 7,18-7,23 (m, 2H, 2 x CHa(); 7,29-7,33 (M, 2H, 2 x CHa));
7,41 (d, J=7,7 Hz, 1H, 6-H); 7,51 (s, 1H, CHaA)).

3C BMR (175 MHz, CDCls): & 23,1 ir 23,5 (CH ir 3-CHs); 27,5 (3-CHa); 28,3 (CH,); 35,0
(1-CHj3); 36,3 (COCHy); 43,3 (C-3); 76,9 (C-2); 108,2 (C-7); 120,5; 124,7 (2 x C); 126,1; 126,7;
130,0 (2 x C); 134,6 (2 x C); 140,4 (C-3a); 143,7 (C-7a); 175,0 (C=0).

IR (KBr, cm™): v = 3185, 3377, vceo = 1688.

MS (ESI, teigiama jonizacija) m/z (%): 357/359 ([M+H]", 100).

HRMS (ESI, teigiama jonizacija): apskaiciuota Cy;H26CIN,O: 357,1728. Rasta 357,1733
(M+H", 100).
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4-[1,3,3-Trimetil-5-(naftalen-2-il)-2,3-dihidro-1H-indol-2-ilJbutanamidas (9b)
) Reakcija su 1,3,3-trimetil-5-(naftalen-2-il)-1,3-dihidro-6'H-
OO 3C ot . spiro[indolo-2,2'-piperidin]-6'-onu (8b) (370 mg) katalizuojant Pd/C
N (74 mg), vykdyta 4 val. Gautas produktas 9b yra pilkos spalvos

CHj3

% derva, kurios iseiga 152 mg (41%). R; = 0,31 (DCM/MeOH = 100/5

VIV).

'H BMR (300 MHz, CDCls): 6 1,19 (s, 3H, 3-CH3); 1,46 (s, 3H, 3-CHs); 1,73-1,95 (m, 4H,
CHCH,CHy); 2,30-2,34 (m, 2H, COCHy); 2,80 (s, 3H, 1-CHj3); 2,93-2,97 (m, 1H, 2-H); 5,52 (s, 1H,
N(H)H); 5,67 (s, 1H, N(H)H); 6,61 (d, J = 8,3 Hz, 1H, 7-H); 7,38 (d, J = 1,8 Hz, 1H, 4-H); 7,41-
7,50 (m, 3H, 3 x CHa/); 7,73 (dd, J = 8,3 Hz, J = 1,8 Hz, 1H, 6-H); 7,82—7,88 (m, 3H, 3 x CHa));
7,96-7,98 (m, 1H, CHa)).

3C BMR (75 MHz, CDCls): & 23,2 ir 23,6 (CH; ir 3-CHs); 27,6 (3-CH3); 28,4 (CH5); 35,0 (1-
CHz3); 36,4 (COCHy); 43,3 (C-3); 76,9 (C-2); 108,2 (C-7); 120,8; 124,5; 125,4; 125,7; 126,2; 126,9;
127,7; 128,0; 128,3; 131,7; 132,2; 134,0; 139,3; 140,3 (C-3a); 151,2 (C-7a); 175,0 (C=0).

IR (KBr, cm™): vy = 3187, 3368, vc-o = 1672.

MS (ESI, teigiamas jonizacija) m/z (%): 445 ([M+H]", 100).

Elementiné analizé: apskai¢iuota CpsH2gN2O (%): C 80,61; H 7,58; N 7,52. Nustatyta (%): C
80,74; H 7,38; N 7,63.

4-[1,3.3-Trimetil-5-(piren-1-il)-2,3-dihidro-1H-indol-2-ilJbutanamidas (9c)

Reakcija su 1,3,3-trimetil-5-(pirenil-1-il)-1,3-dihidro-6'H-
NHz spiro[indolo-2,2'-piperidin]-6-onu (8c) (444 mg) Kkatalizuojant
OO Pd/C (89 mg), vykdyta 4,5 val. Gautas produktas 9c, yra salotiniai

ac CH3 kristalai, kuriy iSeiga 266 mg (60%), tiq. = 117,0-118,1 °C. R =

0,32 (DCM/MeOH = 100/5 v/v).

'H BMR (400 MHz, CDCls): & 1,23 (s, 3H, 3-CH3); 1,46 (s, 3H, 3-CHs); 1,75-1,98 (m, 4H,
CHCH,CH,); 2,30-2,34 (m, 2H, COCHy,); 2,86 (s, 3H, 1-CHj3); 2,99-3,02 (m, 1H, 2-H); 5,53 (s, 1H,
N(H)H); 5,82 (s, 1H, N(H)H); 6,69 (d, J = 8,0 Hz, 1H, 7-H); 7,30 (d, J = 1,7 Hz, 1H, 4-H); 7,39 (dd,
J=8,0, 1,7 Hz, 1H, 6-H); 7,96-8,11 (m, 5H, 5 x CHa); 8,11-8,23 (m, 3H, 3 x CHa/); 8,30 (d, J =
9,2 Hz, 1H, CHa).

3C BMR (100 MHz, CDCls): & 23,2 ir 23,6 (CH ir 3-CHs); 27,6 (3-CHa); 28,5 (CH,); 35,0
(1-CHj3); 36,4 (COCH,); 43,3 (C-3); 76,9 (C-2); 107,6 (C-7); 124,1; 124,6; 124,8; 124,9; 125,1; 125,
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2; 125,8; 126,0; 127,0; 127,1; 127,6; 127,9; 128,6; 130,0; 131,1; 131,2; 131,4; 131,6; 138,8; 139,7
(C-3a); 151,0 (C-7a); 175,2 (C=0).

IR (KBr, cm™): v = 3421, ve=o = 1653.

HRMS (ESI, teigiama jonizacija): apskaiCiuota CzjH3iN,O: 447, 2431. Rasta 447,2441
(M+H", 100).

Bendra procediira 4-(1,3,3-trimetil-5-aril-2,3-dihidro-1H-indol-2-il)butan-1-aminams 10a-c

gauti
Atitinkamas amidas 9a-c (0,5 mmol) istirpinamas sausame THF (3 ml), uZleidziamos

inertinés argono dujos, $aldant ledy ir vandens voneléje porcijomis suberiamas LiAIH4 (57 mg, 1,5
mmol). Reakcija vykdoma 70 °C temperatiiroje, inertinéje aplinkoje, 3 val. | iki kambario
temperatiiros atvésintg reakcijos misinj atsargiai supilamas 3 M NaOH (5 ml) ir maiSoma kambario
temperatiiroje 1 val. MiSinys filtruojamas per celita, celito sluoksnis papildomai perplaunamas
EtOAC/THF = 5/1 miSiniu, filtratas nudistiliuojamas. Gauta derva iStirpinama etilacetate (30 ml),
iSpilama j H,O (20 ml), ekstrahuojama EtOAC/THF = 5/1 miSiniu (3 % 20 ml). Surinktas organinis
sluoksnis perplaunamas so¢iu NaCl vandeniniu tirpalu (3 x 15 ml). Organinis sluoksnis atskiriamas,
dziovinamas bevandeniu Na,SQO,4, filtruojamas ir nudistiliuojamas. Produktas gryninamas
kolonélinés chromatografijos budu, eliuentu naudojant DCM ir MeOH miSinj, tariniu santykiu 10/1.

Rekomendacijos:

1. LiAIH4 suberiamas porcijomis ir elgiamasi itin atsargiai, nes gali uzsiliepsnoti
sgveikoje su H,0;

2. NaOH supilamas atsargiai j atvésinta rekcijos misinj, nes procesas egzoterminis.

4-[5-(3-Chlorfenil)-1,3,3-trimetil-2,3-dihidro-1H-indol-2-il]lbutan-1-aminas (10a)

Reakciijai naudotas amidas 9a (178 mg). Gautas produktas 10a

O HsC CH, NH2 1 yra rudos spalvos derva, kurios iseiga 97 mg (57%). Rr = 0,2

- O N (DCM/MeOH = 9/1 viv).
10a i 'H BMR (400 MHz, CDCls): & 1,13 (s, 3H, 3-CHs); 1,40 (s,
3H, 3-CHs); 1,48-1,79 (m, 6H, CHCH,CH,CHy); 2,75 (s, 3H, 1-
CHs); 2,85-2,94 (m, 3H, 2-H ir NH,CHy); 4,85 (s, 2H, NH>); 6,54 (d, J = 8,2 Hz, 1H, 7-H); 7,21
7,24 (m, 1H, CHa); 7,30-7,35 (m, 1H, 4-H); 7,37-7,40 (m, 2H, 2 x CHa); 7,50-7,57 (m, 2H, 2 x

CHAr),
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3¢ BMR (100 MHz, CDCl3): & 23,6 (3-CHs); 24,6 (CH,); 27,5 (3-CHs); 27,6 (CH,); 28,6
(CH,); 35,0 (1-CHs); 40,9 (NH.CH,); 43,2 (C-3); 77,0 (C-2); 108,0 (C-7); 120,5; 124,7; 126,1;
126,6; 128,7; 129,9; 131,8; 134,5; 140,1 (C-3a); 142,0; 151,3 (C-7a).

IR (KBr, cm™): vy = 3395.

MS (ESI, teigiama jonizacija) m/z (%): 343/345 ([M+H]", 100).

HRMS (ESI, teigiama jonizacija): apskaiciuota Cp1HzgCIN,: 343,1936. Rasta 343,1937
(M+H", 100).

4-[1,3,3-Trimetil-5-(naftalen-2-il)-2,3-dihidro-1H-indol-2-il]butan-1-aminas (10b)
Reakcijai naudotas amidas 9b (186 mg). Gautas produktas 10b
OO M /M1 yra geltonos spalvos derva, kurios iseiga 100 mg (56%). Ry = 0,25
O (N:H3 (DCM/MeOH = 9/1 v/v).
100 'H BMR (400 MHz, CDCl3): & 1,15 (s, 3H, 3-CHs); 1,43 (s,

3H, 3-CHas); 1,50-1,92 (m, 8H, NH,CH,CH,CH,CH,); 2,76 (s, 3H, NCHa); 2,88-2,91 (m, 1H, 2-H);
3,01-3,08 (m, 2H, NH,CH,); 6,56 (d, J = 8,1 Hz, 1H, 7-H); 7,34-7,47 (m, 4H, 4-H ir 3 x CHa));
7,69-7,94 (m, 5H, 6-H ir 4 x CHa,).

3C BMR (100 MHz, CDCls): & 23,5 (3-CHa); 24,4 (CH,); 27,5 (3-CHa); 28,4 (CH,); 29,3
(CH,); 34,9 (1-CHs); 40,1 (NH,CH,); 43,1 (C-3); 76,8 (C-2); 108,0 (C-7); 120,6; 124,4; 125,2;
125,6; 126,1; 126,8; 127,6; 127,9; 128,2; 131,5; 132,0; 133,8; 139,1; 140,0 (C-3a); 151,2 (C-7a).

IR (KBr, cm™): vn.4 = 3205, 3352.

MS (ESI, teigiama jonizacija) m/z (%): 359 ([M+H]", 100).

Elementiné analizé: apskaiciuota CysH3oN2 (%): C 83,75; H 8,43; N 7,81. Nustatyta (%): C
83,79; H 8,26; N 8,04.

4-[1,3.3-Trimetil-5-(piren-1-il)-2.3-dihidro-1H-indol-2-il]Jbutan-1-amino (10c)

Reakcijai naudotas amidas 9¢ (223 mg). Gautas produktas

T _msem /| g yra rudi kristalai, kuriy iSeiga 93 mg (43%), tiyq = 174,1-176,2
Q) v °C. Ry = 0,18 (DCM/MeOH = 9/1 viv).

100 'H BMR (400 MHz, CDCls): 5 1,23 (s, 3H, 3-CHa); 1,45 (s,
3H, 3-CHa): 1,52-2,06 (m, 8H, NH,CH,CH,CH,CH,); 2,81-2,85 (m, 1H, 2-H); 2,86 (5, 3H, 1-CHy):
2,92-3,02 (m, 2H, NH,CH,): 6,68 (d, J = 8,0 Hz, 1H, 7-H); 7,29 (s, 1H, CHp): 7,37 (dd, J = 8,0, 1,7
Hz, 1H, 6-H); 7,93-8,08 (M, 7H, 5 x CHa,); 8,10-8,19 (m, 3H, 3 x CHa,); 8,28 (d, J = 9,2 Hz, 1H,
CHa).
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3¢ BMR (100 MHz, CDCl3): & 23,7 (3-CHs); 24,8 (CH,); 27,6 (3-CHs); 27,7 (CH,); 28,5
(CHy); 28,7 (CHy); 35,1 (1-CHs3); 43,3 (C-3); 52,3 (NH2CHy); 77,0 (C-2); 107,7 (C-7); 124,0; 124,6;
124,8; 124,9; 125,1; 125,2; 125,8; 126,0; 127,0; 127,1; 127,6; 127,9; 128,6; 130,1; 131,1; 131,4;
131,6; 138,8; 139,7 (C-3a); 151,0 (C-7a).

IR (KBr, cm™): vy = 3404.

MS (ESI, teigiama jonizacija) m/z (%): 433 ([M+H]", 100).

HRMS (ESI, teigiama jonizacija): apskai¢iuota CaiHs3N2: 433,2639. Rasta 433,2638 (M+H",
100).

Bendra procedira etil 4-(1,3,3-trimetil-5-aril-2,3-dihidro-1H-indol-2-il)butanoatams 11a-c
gauti
Atitinkamas amidas 9a-c (0,5 mmol) iStirpinamas etanolyje (2 ml), jpilamas vandeninis 6 M
HCI tripalas (4 ml). Reakcija vykdoma 80 °C temperatiiroje, iki visiSko pradinés medziagos
sureagavimo, jy eigg stebint plonasluoksnés chromatografijos metodu. Jai pasibaigus reakcijos
miSinys nudistiliuojamas. Gauta derva iStirpinama etilacetate (30 ml), iSpilama j H,O (20 ml),
neutralinama so¢iu NaHCOj vandeniniu tirpalu iki Sarminés terpés (pH =~ 8), ekstrahuojama
etilacetatu (3 x 50 ml). Organinis sluoksnis surenkamas, dziovinamas bevandeniu NaySOy,
filtruojamas ir nudistiliuojamas. Produktas gryninamas kolonélinés chromatografijos buidu, eliuentu

naudojant heksano ir etilacetato misinj, tariniu santykiu 5/1.

5-(3-Chlorfenil)-etil 4-(1,3,3-trimetil-2,3-dihidro-1H-indol-2-il)butanoatas (11a)

Reakcija su butanamidu 9a (178 mg) vykdyta 2 val. Gautas

O,
O HsC  cH;, OCyHs . o
al O produktas 1la yra geltonos spalvos derva, kurios iSeiga 85 mg
N

&y (44%). R = 0,6 (Heks/EtOAC = 4/1 viv).
la 'H BMR (400 MHz, CDCl5): & 1,11 (s, 3H, 3-CHa); 1,24 (t, J
= 7,1 Hz, 3H, CH,CHs); 1,38 (s, 3H, 3-CHas); 1,67-1,86 (m, 4H, CHCH,CH,); 2,34-2,38 (m, 2H,
CH2CO); 2,73 (s, 3H, 1-CHs); 2,84-2,89 (m, 1H, 2-H); 4,13 (q, J = 7,1 Hz, 2H, CH,CH3); 6,51 (t, J
=8,6 Hz, 1H, 7-H); 7,15-7,23 (m, 2H, 2 x CHa,); 7,28-7,30 (m, 1H, CHa/); 7,31-7,39 (m, 2H, 2 x
CHay); 7,47-7,52 (m, 1H, CHa,).

3C BMR (100 MHz, CDCls): & 14,4 (CH,CHs); 22,7 (3-CH3); 23,5 (CH,); 27,5 (3-CHs3); 28,3
(CHy): 34,7 ir 34,9 (CH,CO ir 1-CHa); 43,2 (C-1); 60,5 (CH,CHs); 76,7 (C-2); 107,9 (C-7); 120,4;
124,7; 126,0; 126,6; 128,7; 129,9; 134,5; 140,3 (C-3a); 142,0; 143,8; 151,7 (C-7a); 173,5 (C=0).

IR (KBr, cm™): ve=o = 1732.
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HRMS (ESI, teigiama jonizacija): apskaiciuota Cy3H29CINO,: 387,1960. Rasta 387,1964
(M+H", 100).

Etil 4-(1,3,3-trimetil-5-(naftalen-2-il)-2.3-dihidro-1H-indol-2-ilYbutanoatas (11b)

Q Reakcija su butanamidu 9b (186 mg) vykdyta 4 val. Gautas
OO 3C - o produktas 11b yra rudos spalvos derva, kurios iseiga 144 mg
S, (72%). R; = 0,55 (Heks/EtOAC = 5/1 V/v).

'H BMR (400 MHz, CDCls): 6 1,17 (s, 3H, 3-CHs); 1,27 (t,
J=7,1 Hz, 3H, CH,CHa); 1,44 (s, 3H, 3-CHs); 1,68-1,87 (m, 4H, CHCH,CH,); 2,37-2,42 (m, 2H,
CH,CO); 2,77 (s, 3H, 1-CHs); 2,90-2,92 (m, 1H, 2-H); 4,15 (g, J = 7,1 Hz, 2H, CH,CH3); 6,58 (d, J
=8,1 Hz, 1H, 7-H); 7,36-7,47 (m, 4H, 4-H and 3 x CHa,), 7,70-7,96 (m, 5H, 6-H ir 4 x CHa,).

3C BMR (100 MHz, CDCly): & 14,4 (CH,CHs); 22,7 (3-CHs); 23,5 (CH,); 27,5 (3-CHs); 28,3
(CHy); 34,8 ir 34,9 (CH,CO ir 1-CHj3); 43,2 (C-1); 60,5 (CH,CH3); 76,8 (C-2); 108,0 (C-7); 120,7;
124,5; 125,3; 125,7; 126,2; 126,9; 127,7; 128,0; 128,3; 131,5; 132,1; 134,0; 139,3; 140,2 (C-3a);
151,4 (C-7a); 173,5 (C=0).

IR (KBr, cm™): ve=o = 1733,

MS (ESI, teigiama jonizacija) m/z (%): 402 ([M+H]", 100).

Elementiné analizé: apskai¢iuota Cp7H3:NO, (%): C 80,76; H 7,78; N 3,49. Nustatyta (%): C
80,95; H 7,61; N 3,28.

11b

Etil 4-(1,3,3-trimetil-5-(piren-1-il)-2,3-dihidro-1H-indol-2-il)butanoatas (11c)
Reakcija su butanamidu 9c (223 mg) vykdyta 6,5 val.

‘O (5 Ot °“ | Gautas produktas 11c yra salotinés spalvos derva, kurios iSeiga
OO CH3 33 mg (14%). R; = 0,38 (Heks/EtOAC = 5/1 v/v).
e 'H BMR (400 MHz, CDCls): 6 1,23 (s, 3H, 3-CH3); 1,31
(t, J=7,1 Hz, 3H, CH,CHj3); 1,46 (s, 3H, 3-CHa); 1,75-1,96 (m, 4H, CHCH,CHy); 2,43-2,46 (m,
2H, CH,CO0); 2,86 (s, 3H, 1-CH3); 2,99-3,02 (m, 1H, 2-H); 4,19 (q, J = 7,1 Hz, 2H, CH,CHj3); 6,69
(d, J =8,0 Hz, 1H, 7-H); 7,29 (d, J = 1,7 Hz, 1H, 4-H); 7,38 (dd, J = 8,0, 1,7 Hz, 1H, 6-H); 7,96—
8,10 (m, 5H, 5 x CHay); 8,14-8,21 (m, 3H, 3 X CHa(); 8,29 (d, J = 9,3 Hz, 1H, CHa/).
3C BMR (100 MHz, CDCls): & 14,3 (CH,CHs); 22,7 (3-CHs); 23,5 (CHy); 27,5 (3-CHs3); 28,3
(CHy); 34,9 ir 35,0 (CH,CO ir 1-CHg); 43,2 (C-1); 60,5 (CH,CHs); 76,9 (C-2); 107,5 (C-7); 124,0;
124,6; 124,8; 124,9; 125,2; 125,3; 125,9; 126,0; 127,1; 127,2; 127,5; 127,8; 128,5; 130,0; 130,1;
131,1; 131,4; 131,6; 138,8; 139,7 (C-3a); 151,1 (C-7a); 173,5 (C=0).
IR (KBr, cm™): ve=o = 1734.
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HRMS (ESI, teigiama jonizacija): apskai¢iuota C33HssNO,: 476,2584. Rasta 476,2596 (M+H",
100).

(5-Brom-1H-indol-1-il)acto ragstis (21)
o 4-Bromhidrazinas 3 (476 mg, 3 mmol) ir aldoesteris 14 (383 mg, 3,3
Br\@d on| mmol) istirpinami etanolyje (3 ml), per tirpalg praleidziamos inertinés argono
N

dujos. ] reakcijos misinj sulaginamas etanolio ir H,SO4 mi$inys, ttriniu santykiu

H
21

1/0,4, pakartotinai per tirpalg praleidziamos inertinés argono dujos. Misinys

kaitinamas 100 °C temperatiiroje mikrobangy reaktoriuje, 45 min, esant 50 W galingumui. Reakcijos
vykdomos 1ki visiSko pradinés medziagos sureagavimo, jy eiga stebint plonasluoksnés
chromatografijos metodu. MiSinys praskiedziamas etilacetatu (30 ml), iSpilamas j H,O (20 ml),
neutralinamas so¢iu NaHCOj3 vandeniniu tirpalu iki Sarminés terpés (pH =~ 8), ekstrahuojama
etilacetatu (3 x 50 ml). Organinis sluoksnis surenkamas, perplaunamas NaCl so¢iu vandeniniu
tirpalu (2 x 25 ml), dziovinamas bevandeniu Na,SO,, filtruojamas ir nudistiliuojamas. Reakcijos
misinys gryninamas kolonélinés chromatografijos budu, eliuentu naudojant heksano ir etilacetato
misinj, tiriniu santykiu 4/1, surenkant frakcijg, kurios Rf = 0,4-0,71 (Heks/EtOAc = 2/1 v/v).

Gauta derva iStirpinama dioksano ir vandens mi$inyje (4,5 ml, 2/1 v/v), suberiamas LiOH (74
mg, 3,1 mmol). Reakcija vykdoma kambario temperatiroje 2 val. Pasibaigus reakcijai, misinys
praskiedziamas etilacetatu (30 ml), iSpilama j H,O (20 ml), neutralinama 1 M KHSO, vandeniniu
tirpalu iki ragstinés terpés (pH =~ 4), ekstrahuojama etilacetatu (3 x 50 ml). Organinis sluoksnis
surenkamas, perplaunamas NaCl so¢iu vandeniniu tirpalu (2 x 25 ml), dziovinamas bevandeniu
Na,SOy, filtruojamas ir nudistiliuojamas. Medziaga iSgryninama kolonélinés chromatografijos budu,
eliuentu naudojant DCM ir MeOH miSinj, tariniu santykiu 100/5. Gautas produktas 16 yra smélio
spalvos kristalai, kuriy iseiga 108 mg (56%), tiyq. = 144,3-146,0 °C (lit. tiyq = 144,0-146 °C [59]).

'H BMR (700 MHz, DMSO-d): & 3,64 (s, 2H, CH,); 7,18 (dd, J = 8,6, 1,7 Hz, 1H, 6-H);
7,29-7,30 (m, 1H, 2-H); 7,33 (d, J = 8,6 Hz, 1H, 7-H); 7,67 (d, J = 1,7 Hz, 1H, 4-H); 11,12 (s, 1H,
NH); 12,11 (s, 1H, COOH).

3C BMR (175 MHz, DMSO-ds): & 30,8 (CHy); 107,7 (C-3); 111,1 (C-5); 113,4 (C-7); 121,1
(C-4); 123,5 (C-6); 125,7 (C-2); 129,1 (C-3a); 134,8 (C-7a); 173,0 (C=0).

MS (ESI, neigiama jonizacija) m/z (%): 253/255 ([M-H]’, 100).
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Bendra procediira 5-pakeisty indolo-3-acto rigsties dariniams 22a-j gauti

5-Bromindolilacto raigstis 21 (127 mg, 0,5 mmol) ir boro ragstis (0,75 mmol) iStirpinami
etanolyje (3 ml), suberiamas Cs,CO3 (326 mg, 1 mmol) ir jpilamas H,O (1 ml), per tirpalg
praleidziamos inertinés argono dujos. | reakcijos misinj suberiamas Pd katalizatorius (0,07 mmol) ir
pakartotinai per tirpala praleidziamos inertinés argono dujos. Reakcijos miSinys kaitinamas 100 °C
temperatiiroje mikrobangy reaktoriuje, esant 50 W galingumui. Reakcijos vykdomos iki visisko
pradinés medziagos sureagavimo, jy eigg stebint plonasluoksnés chromatografijos metodu. Misinys
filtruojamas per celita, celito sluoksnis papildomai perplaunamas etanolio ir etilacetato miSiniu,
filtratas nudistiliuojamas. Gauta derva istirpinama etilacetate (50 ml), iSpilama j H,O (20 ml),
neutralinama 1 M KHSO, vandeniniu tirpalu iki rigstinés terpés (pH = 4), ekstrahuojama etilacetatu
(3 x 50 ml). Organinis sluoksnis surenkamas, perplaunamas NaCl so¢iu vandeniniu tirpalu (2 % 25
ml), dziovinamas bevandeniu Na,SO,, filtruojamas ir nudistiliuojamas. Medziaga iSgryninama
kolonélinés chromatografijos btdu, eliuentu naudojant DCM ir MeOH miSinj, tariniu santykiu

100/3.

(5-Fenil-1H-indol-3-iDacto rugstis (22a)

0 Reakcija su fenilboro riigstimi (92 mg) vykdyta 30 min. Gautas
0” produktas 22a yra rudos spalvos derva, kurios iseiga 104 mg (83%). R; = 0,19
N (DCM/MeOH = 100/5 v/v). Grynumas 100% (HPLC-MS).
22a

'H BMR (700 MHz, DMSO-ds): 3,73 (s, 2H, CHy); 7,29-7,30 (m, 2H,
2 X CHa); 7,40 (dd, J = 8,4, 1,5 Hz, 1H, 6-H); 7,42-7,47 (m, 3H, 3 x CHa/); 7,66 (d, J = 7,3 Hz,
2H, 2 x CHa); 7,80 (s, 1H, 4-H); 11,01 (s, 1H, NH); 12,23 (s, 1H, COOH).

3C BMR (175 MHz, DMSO-dg): & 31,1 (CH,); 108,3 (C-3); 111,9 (C-5); 116,9; 120,5; 124,9;
126,2; 126,7 (2 x C); 127,9; 128,9 (2 x C); 131,1 (C-3a); 135,8 (C-7a); 142,1; 173,3 (C=0).

IR (KBr, cm™): vn.i= 3344, ve-o = 1675, 1693.

MS (ESI, neigiama jonizacija) m/z (%): 250 ([M-H]’, 100).

HRMS: apskai¢iuota C1sH14NO,: 252,1019. Rasta 252,1021 ([M+H]", 100).

[5-([1,1'-Bifenil]-4-il)-1H-indol-3-il]acto ragstis (22b)
Reakcija su 4-bifenilboro riigstimi (149 mg) vykdyta 30 min.

Gautas produktas 22b yra rusvi kristalai, kuriy iseiga 114 mg (70%),
tya. = 210,8-212,4 °C. R¢ = 0,32 (DCM/MeOH = 100/5 v/v). Grynumas
100% (HPLC-MS).
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'H BMR (700 MHz, DMSO-dg): & 3,74 (s, 2H, CH,); 7,31 (s, 1H, 2-H); 7,36-7,38 (m, 1H,
CHay); 7,47-7,49 (m, 4H, 4 x CHa)); 7,72-7,73 (m, 2H, 2 x CHa); 7,74-7,77 (m, 4H, 4 x CHa));
7,87 (s, 1H, 4-H); 11,04 (s, 1H, NH); 12,23 (s, 1H, COOH).

13C BMR (175 MHz, DMSO-dg): & 31,1 (CH,); 108,4 (C-3); 111,9 (C-5); 116,8; 120,3; 124,9;
126,5 (2 x C); 127,1 (2 x C); 127,2 (2 x C); 127,4; 128,0; 129,0 (2 x C); 130,4; 135,9; 137,9; 139,9;
141,0; 173,3 (C=0).

IR (KBr, cm™): va.i= 3358, ve=o = 1675, 1693.

MS (ESI, neigiama jonizacija) m/z (%): 326 ([M-H]’, 100).

HRMS: apskai¢iuota CoH1gNO,: 328,1332. Rasta 328,1331 ([M+H]", 100).

[5-(Naftalen-2-il)-1H-indol-3-il]acto ruagstis (22¢)
o Reakcija su 2-naftilboro riigstimi (129 mg) vykdyta 30 min. Gautas

N\
N = 98,2-99,6 °C. R = 0,22 (DCM/MeOH = 100/5 v/v). Grynumas 100%

(HPLC-MS).

'H BMR (700 MHz, DMSO-dg): 6 3,76 (s, 2H, CH,); 7,31 (s, 1H, 2-H); 7,47-7,54 (m, 3H, 3 x
CHa); 7,57 (dd, J = 8,4, 1,6 Hz, 1H, CHp); 7,88 (dd, J = 8,5, 1,6 Hz, 1H, CHa,); 7,91 (d, J = 8,0
Hz, 1H, CHa/); 7,95 (s, 1H, CHa/); 7,99 (d, J = 8,3 Hz, 2H, 2 x CHa); 8,18 (s, 1H, CHar); 11,03 (s,
1H, NH); 12,17 (s, 1H, COOH).

3C BMR (175 MHz, DMSO-de): & 31,0 (CH,); 108,4 (C-3); 111,9 (C-5); 117,2; 120,7; 124,5;
124,9; 125,5; 125,7 (C-2); 126,2; 127,5; 127,9; 128,0; 128,2; 130,7; 131,7; 133,6; 135,8; 139,4;
173,2 (C=0).

IR (KBr, cm™): vn.i= 3414, ve=o = 17065.

MS (ESI, neigiama jonizacija) m/z (%): 300 ([M-H]’, 100).

HRMS: apskaié¢iuota CooH1sNO,: 302,1176. Rasta 302,1175 ([M+H]", 100).

OO O OH | produktas 22c yra smélio spalvos kristalai, kuriy iSeiga 116 mg (77%), tiyq.

22c

[5-(Piren-1-il)-1H-indol-3-il]acto ragstis (22d)
Reakcija su pirenboro riigS§timi (185 mg) vykdyta 45 min. Gautas

‘O { produktas 22d yra gelsvi kristalai, kuriy iSeiga 143 mg (76%), tiya. =
OO O 199,1-200,1 °C. R¢ = 2,8 (DCM/MeOH = 100/5 v/v). Grynumas 98,8%
(HPLC-MS).

'H NMR (700 MHz, DMSO-de): & 3,72 (s, 2H, CHy); 7,36 (m, 2H, 2 x CHa,); 7,58 (d, J = 8,1
Hz, 1H, CHay); 7,76 (s, 1H, 4-H); 8,05-8,10 (m, 2H, 2 x CHa(); 8,12 (d, J = 9,3 Hz, 1H, CHa); 8,21
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(m, 3H, 3 x CHp); 8,26 (d, J = 7,5 Hz, 1H, CHa); 8,31 (d, J = 7,5 Hz, 1H, CHa(); 8,35 (d, J = 7,8
Hz, 1H, CHa/); 11,13 (s, 1H, NH); 12,19 (s, 1H, COOH).

3C BMR (175 MHz, DMSO-dg): & 31,1 (CH,); 108,2 (C-3); 111,4 (C-5); 120,5; 123,8 (C-6);
124,2; 124,3; 124,7; 124,8; 125,0; 125,1; 125,3 (C-2); 126,3; 127,0; 127,2; 127,4; 127,5; 127,9;
128,2; 129,6 (C-3a); 130,5; 130,6; 131,1; 135,6; 139,0; 173,2 (C=0).

IR (KBr, cm™): vy = 3380, ve=o = 1673, 1697.

MS (ESI, neigiama jonizacija) m/z (%): 374 ([M-2H]’, 100).

HRMS: apskai¢iuota CosH1gNO,: 376,1332. Rasta 376,1331 ([M+H]", 100).

4-[3-(Karboksimetil)-1H-indol-5-il]lbenzoiné riigstis (22¢)

0 . Reakcija su 4-karboksifenilboro riigstimi (125 mg) vykdyta 1 val.
HO O on | Gautas produktas 22e yra baltos spalvos kristalai, kuriy iSeiga 83 mg
O S (56%), tiyq. = 200,7-201,5 °C. Rt = 0,24 (DCM/MeOH = 9/1 vlv).
H
22e Grynumas 97,6% (HPLC-MS).

'H BMR (700 MHz, DMSO-dg): & 3,72 (s, 2H, CHy); 7,30 (s, 1H, 2-H); 7,47 (s, 2H, CHa);
7,79 (d, J = 8,2 Hz, 2H, 2 x CHa/); 7,88 (s, 1H, 4-H); 8,00 (d, J = 8,2 Hz, 2H, 2 x CHa); 11,05 (s,
1H, NH); 12,54 (s, 2H, 2 x COOH).

3C BMR (175 MHz, DMSO-ds): & 30,9 (CH,); 108,5 (C-3); 112,0 (C-5); 117,6; 120,4; 125,1;
126,5 (2 x C); 127,9; 129,7; 129,9 (2 x C); 134,1; 136,2; 146,2; 167,4 (C=0); 173,1 (C=0).

IR (KBr, cm™): .= 3420, ve=o = 1686.

MS (ESI, neigiama jonizacija) m/z (%): 294 ([M-H]’, 100).

HRMS: apskai¢iuota C17H14NO,4: 296,0917. Rasta 296,0915 ([M+H]", 100).

[5-(3-Chlorfenil)-1H-indol-3-il]lacto rigstis (22f)

o Reakcija su 3-chlorfenilboro ragstimi (117 mg) vykdyta 45 min.
o OH| Gautas produktas 22f yra rusvi Kristalai, kuriy iSeiga 101 mg (71%), tiya. =
N 130,0-130,9 °C. R = 0,18 (DCM/MeOH = 100/5 v/v). Grynumas 97,0%

2 (HPLC-MS).

'H BMR (400 MHz, DMSO-dg): & 3,74 (s, 2H, CH,); 7,30 (s, 1H, 2-H); 7,33-7,36 (m, 1H,
CHay): 7,39-7,49 (m, 3H, 3 x CH5): 7,63 (d, J = 8,2 Hz, 1H, CHa,); 7,70-7,01 (m, 1H, CHa,); 7,84
(s, 1H, 4-H); 11,04 (s, 1H, NH): 12,20 (s, 1H, COOH).

13C BMR (100 MHz, DMSO-dg): § 30,9 (CH,); 108,5 (C-3); 112,0 (C-5); 117,2; 120,3; 125,0;
125,3; 125,9; 126,2; 127,9; 129,3; 130,6; 133,6; 136,0; 144,2; 173,2 (C=0).

IR (KBr, cm™): v = 3400, ve=o = 1710.
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MS (ESI, neigiama jonizacija) m/z (%): 284/286 ([M-H]’, 100).
HRMS: apskai¢iuota C16H;3CINO,: 286,0629. Rasta 286,0628 ([M+H]", 100).

[5-(4-Chlorfenil)-1H-indol-3-illacto riigstis (22q)

o o Reakcija su 4-chlorfenilboro ragstimi (117 mg) vykdyta 45 min.
O { OH | Gautas produktas 22g yra rausvi Kristalai, kuriy iSeiga 94 mg (66%), tiyq. =
O N 172,5-173,3 °C. R; = 0,21 (DCM/MeOH = 100/5 v/v). Grynumas 98,9%

= (HPLC-MS),

'H BMR (400 MHz, DMSO-dg): & 3,71 (s, 2H, CH.); 7,29 (s, 1H, 2-H); 7,39-7,41 (m, 1H,
CHar); 7,44 (d, 3 =8,4 Hz, 1H, CHa/); 7,49 (d, J = 8,6 Hz, 2H, 2 x CHy); 7,68 (d, J = 8,6 Hz, 2H, 2
x CHar); 7,79 (s, 1H, 4-H); 11,03 (s, 1H, NH); 12,21 (s, 1H, COOH).

3¢ BMR (100 MHz, DMSO-ds): & 30,9 (CH,); 108,4 (C-3); 112,0 (C-5); 117,0; 120,3; 125,1;
127,9; 128,3 (2 x C); 128,8 (2 x C); 129,6; 131,0; 135,9; 140,8; 173,3 (C=0).

IR (KBr, cm™): vn.= 3395, ve=o = 17065.

MS (ESI, neigiama jonizacija) m/z (%): 284/286 ([M-H]’, 100).

HRMS: apskai¢iuota C16H13CINO,: 286,0629. Rasta 286,0626 ([M+H]", 100).

[5-(2-Metoksifenil)-1H-indol-3-il]acto riigstis (22h)

0 Reakcija su 2-metoksifenilboro ragstimi (114 mg) vykdyta 45 min.
O O { oH|  Gautas produktas 22h yra rudos spalvos derva, kurios iseiga 105 mg (75%). Rs
0NN = 0,19 (DCM/MeOH = 100/5 v/v). Grynumas 98,6% (HPLC-MS).
22h

'H BMR (400 MHz, DMSO-ds): & 3,66 (s, 2H, CHy); 3,74 (s, 3H,
OCHs3); 7,02 (t, J=7,4 Hz, 1H, CHay); 7,08 (d, J = 8,0 Hz, 1H, CHp); 7,21-7,30 (m, 4H, 4 x CHa));
7,37 (d, J=8,4 Hz, 1H, CHay); 7,57 (s, 1H, 4-H); 10,95 (s, 1H, NH); 12,16 (s, 1H, COOH).

C BMR (100 MHz, DMSO-dg): & 31,2 (CH,); 55,5 (OCH3); 108,0 (C-3); 110,7; 111,7;
119,3; 120,7; 123,1; 124,4; 127,2; 127,9; 128,7; 130,8; 131,6; 135,3; 156,31 (C-0); 173,3 (C=0).

IR (KBr, cm™): .= 3400, ve=o = 1714.

MS (ESI, neigiama jonizacija) m/z (%): 280 ([M-H]’, 100).

HRMS: apskai¢iuota C17H1NOs: 282,1098. Rasta 282,1127 ([M+H]", 100).
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[5-(4-Metoksifenil)-1H-indol-3-illacto ragstis (22i)

Reakcija su 4-metoksifenilboro rugstimi (114 mg) vykdyta 35 min.
HsCO
O on| Gautas produktas 22i yra rudos spalvos derva, kurios iseiga 103 mg
N
O N (73%). Rt = 0,18 (DCM/MeOH = 100/5 v/v). Grynumas 93,7% (HPLC-
H
22i MS)

'H BMR (400 MHz, DMSO-ds): & 3,71 (s, 2H, CH,); 3,79 (s, 3H, OCHs); 7,01 (d, J = 8,6 Hz,
2H, 2 x CHa); 7,27 (s, 1H, CHa/); 7,34 (d, J = 8,4 Hz, 1H, CHa,); 7,42 (d, J = 8,4 Hz, 1H, CHa);
7,58 (d, J=8,6 Hz, 2H, 2 x CHa,); 7,72 (s, 1H, 4-H); 10,96 (s, 1H, NH), 12,21 (s, 1H, COOH).

3C BMR (100 MHz, DMSO-ds): 8 31,0 (CH,); 55,2 (OCH3); 108,1 (C-3); 111,8 (C-5); 113,0;
114,3; 116,3; 120,3; 124,7; 127,7; 127,9; 130,9; 134,5; 135,4; 135,9; 158,1 (C-0); 173,3 (C=0).

IR (KBr, cm™): va.= 3390, ve=o = 1698.

MS (ESI, neigiama jonizacija) m/z (%): 280 ([M-H]’, 100).

HRMS: apskaiciuota C;7H16NO3: 282,1125. Rasta 282,1121 ([M+H]+, 100).

[5-(Tiofen-3-il)-1H-indol-3-illacto ragstis (22f)

. 0 Reakcija su 3-tiofenboro ragstimi (96 mg) vykdyta 45 min. Gautas
W { OH | produktas 22j perkristalinamas i§ heksano ir dichlormetano miSinio. Gauti
g N auksiniai kristalai, kuriy iSeiga 111 mg (86%), tyq. = 153,6-155,4 °C. R = 0,2

]

(DCM/MeOH = 100/5 v/v). Grynumas 97,3% (HPLC-MS).

'H BMR (700 MHz, DMSO-dg): & 3,68 (s, 2H, CHy); 7,24 (s, 1H, 2-H); 7,37 (d, J = 8,4 Hz,
1H, CHay); 7,44-7,45 (m, 1H, CHa/); 7,53-7,53 (m, 1H, CHa/); 7,59-7,61 (m, 1H, CHa/); 7,67 (s,
1H, CHa); 7,81 (s, 1H, 4-H); 10,94 (s, 1H, NH); 12,17 (s, 1H, COOH).

3C BMR (175 MHz, DMSO-de): & 30,9 (CH,); 108,2 (C-3); 111,7 (C-5); 116,1; 118,5; 120,1;
124,7; 126,2; 126,4; 126,5; 127,7; 135,4; 143,2; 173,2 (C=0).

IR (KBr, cm™): vn.i= 3376, ve=o = 1683.

MS (ESI, neigiama jonizacija) m/z (%): 256 ([M-H]’, 100).

HRMS: apskai¢iuota C14H11NNaO,S: 280,0403. Rasta 280,0406 ([M+Na]", 100).
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(7-Metil-1H-indol-3-iDacto ragstis (25a)

0 2-Tolilhidrazino hidrochloridas 23a (476 mg, 3 mmol) ir aldoesteris 14 (383

{ OH | mg, 3,3 mmol) istirpinami etanolyje (3 ml), per tirpalg praleidziamos inertinés

N argono dujos. | reakcijos misinj sulaSinamas etanolio ir H,SO, miSinys, ttriniu
CHSZSa santykiu 1/0,4, pakartotinai per tirpalg praleidZziamos inertinés argono dujos.

Misinys kaitinamas 100 °C temperatiiroje mikrobangy reaktoriuje, 20 min, esant 50 W galingumui.
Reakcijos vykdomos iki visisko pradinés medziagos sureagavimo, jy eiga stebint plonasluoksnés
chromatografijos metodu. MiSinys praskiedziamas etilacetatu (30 ml), iSpilamas j H,O (20 ml),
neutralinamas so¢iu NaHCO3 vandeniniu tirpalu iki Sarminés terpés (pH = 8), ekstrahuojamas
etilacetatu (3 x 50 ml). Organinis sluoksnis surenkamas, perplaunamas NaCl sociu vandeniniu
tirpalu (2 x 25 ml), dziovinamas bevandeniu Na,SO,, filtruojamas ir nudistiliuojamas. Reakcijos
miSinysS gryninamas kolonélinés chromatografijos biidu, eliuentu naudojant heksano ir etilacetato
misinj, tariniu santykiu 4/1, surenkant frakcija, kurios R = 0,51-0,68 (Heks/EtOAC = 2/1 viv).

Gauta derva 24a istirpinama dioksano ir vandens misinyje (4,5 ml, 2/1 v/v), suberiamas LiOH
(63 mg, 2,6 mmol). Reakcija vykdoma kambario temperatiiroje 2 val. Pasibaigus reakcijai misinys
praskiedziamas etilacetatu (30 ml), iSpilamas j H,O (20 ml), neutralinamas 1 M KHSO, vandeniniu
surenkamas, perplaunamas NaCl so¢iu vandeniniu tirpalu (2 x 25 ml), dZiovinamas bevandeniu
Na,SOy, filtruojamas ir nudistiliuojamas. Medziaga iSgryninama kolonélinés chromatografijos budu,
eliuentu naudojant DCM ir MeOH miSinj, tariniu santykiu 100/5. Gautas produktas 25a yra smélio
spalvos kristalai, kuriy iSeiga 79 mg (48%), tiyq. = 180,8-182,0 °C (lit. tiyq. = 178,0-186,0 °C [62]). R¢
= 0,20 (DCM/MeOH = 100/5 v/v). Grynumas 97,7% (HPLC-MS).

'H BMR (700 MHz, DMSO-de): 6 2,44 (s, 3H, CHa); 3,62 (s, 2H, CH,); 6,85-6,91 (m, 2H, 2
X CHar); 7,21 (s, 1H, 2-H); 7,32 (d, J = 7,4 Hz, 1H, CHa); 10,86 (s, 1H, NH); 12,12 (s, 1H,
COOH).

3C BMR (175 MHz, DMSO-ds): & 16,7 (CHs); 31,1 (CH,); 108,1 (C-3); 116,2; 118,6; 120,4;
121,5; 123,6; 126,9; 135,6; 173,2 (C=0).

IR (KBr, cm™): vn.i= 3398, vc=o = 1703.

MS (ESI, teigiamas jonizacija) m/z (%): 190 ([M+H]", 100).

HRMS: apskai¢iuota C1;H1oNO,: 190,0863. Rasta 190,0863 ([M+H]", 100).
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(5-Metil-1H-indol-3-il)acto riigstis (25¢)

0 4-Tolilhidrazino hidrochloridas 23c (476 mg, 3 mmol) ir aldoesteris 14
H3C\C[C< OH | (383 mg, 3,3 mmol) istirpinami etanolyje (3 ml), per tirpala praleidziamos
N inertinés argono dujos. | reakcijos misinj sulaginamas etanolio ir H,SO, miSinys,

25¢

tariniu santykiu 1/0,4, pakartotinai per tirpalg praleidziamos inertinés argono
dujos. Misinys kaitinamas 100 °C temperatiiroje mikrobangy reaktoriuje, 45 min, esant 50 W
galingumui. Reakcijos vykdomos iki visiSko pradinés medziagos sureagavimo, jy eiga stebint
plonasluoksnés chromatografijos metodu. MiSinys praskiedziamas etilacetatu (30 ml), iSpilamas
H,O (20 ml), neutralinamas soc¢iu NaHCO; vandeniniu tirpalu iki Sarminés terpés (pH =~ 8),
ekstrahuojamas etilacetatu (3 x 50 ml). Organinis sluoksnis surenkamas, perplaunamas NaCl so¢iu
vandeniniu tirpalu (2 x 25 ml), dziovinamas bevandeniu Na,SO,, filtruojamas ir nudistiliuojamas.
Reakcijos miSinys gryninamas kolonélinés chromatografijos budu, eliuentu naudojant heksano ir
etilacetato miSinj, tiriniu santykiu 4/1, surenkant frakcija, kurios R¢ = 0,51-0,74 (Heks/EtOAc = 2/1
v/v).

Gauta derva 24c istirpinama dioksano ir vandens mi$inyje (4,5 ml, 2/1 v/v), suberiamas LiOH
(74 mg, 3,1 mmol). Reakcija vykdoma kambario temperattiroje 2 val. Pasibaigus reakcijai, misinys
praskiedziamas etilacetatu (30 ml), iSpilamas j H,O (20 ml), neutralinamas 1 M KHSO, vandeniniu
surenkamas, perplaunamas NaCl so¢iu vandeniniu tirpalu (2 x 25 ml), dZiovinamas bevandeniu
Na,SOy, filtruojamas ir nudistiliuojamas. Medziaga iSgryninama kolonélinés chromatografijos biidu,
eliuentu naudojant DCM ir MeOH miSinj, tariniu santykiu 100/5. Gautas produktas 25c yra rusvi
kristalai, kuriy iSeiga 108 mg (56%), tiyq. = 151,0-151,9 °C (lit. tiyq. = 151,0-152,5 °C [63]). R = 0,21
(DCM/MeOH = 100/5 v/v). Grynumas 97,8% (HPLC-MS).

'H BMR (700 MHz, DMSO-ds): & 2,36 (s, 3H, CHa); 3,59 (s, 2H, CH>); 6,90 (d, J = 8,2 Hz,
1H, 6-H); 7,16 (s, 1H, 2-H); 7,23 (d, J = 8,2 Hz, 1H, 7-H); 7,26 (s, 1H, 4-H); 10,75 (s, 1H, NH);
12,07 (s, 1H, COOH).

3C BMR (175 MHz, DMSO-dg): & 21,3 (CHs); 31,0 (CH,); 107 (C-3),1; 111,1 (C-5); 118,1;
122,6; 124,0; 126,8; 127,4; 134,5; 173,2 (C=0).

IR (KBr, cm™): vn.i= 3386, vc=o = 1699.

MS (ESI, teigiamas jonizacija) m/z (%): 190 ([M+H]", 100).

HRMS: apskaic¢iuota C1;H;,NO,: 190,0863. Rasta 190,0864 ([M+H]", 100).
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3. Tyrimuy rezultatai ir jy aptarimas
3.1. Potencialiy fluorescenciniy Zymekliy sintezé

Ligi Siol kyla problemy vizualiai matyti bakterijas. Vienas i§ stebéjimo bidy, tai
fluorescencinis zenklinimas, kuriuo metu zymétam ligandui susijungus su atitinkamu receptoriumi,
matomos fluorescencinés zymés [5]. Fluorescencinio zenklinimo pavyzdys — kvorumo jutimo
signaliniy junginiy zZyméjimas. Atsizvelgiant i tai ir Zinant, kad kvorumo jutimo metu susidaro
signalinés molekulés — acilinti homoserino laktonai, buvo nusprgsta gauti eile fluorescenciniy
junginiy potencialiai galin€iy jungtis su Siomis molekulémis. Viena 1§ tinkamiausiy junginiy grupiy
yra karboksirtigstys ir jy dariniai.

3.1.1. 5-Arilspiro[indolo-2,2'-piperidin]-6'-ony sintezé

Tesiant bakalaurinio darbo temg — gauti potencialius fluorescencinius zymeklius, struktiiroje
turin¢ius indolo fragmentg, pradzioje buvo susintetinta keletas pradiniy junginiy.

Pirmiausia buvo atlikta 5-brom-1,3,3-trimetil-1,3-dihidro-6'H-spiro[indolo-2,2'-piperidin]-6'-
ono (7) sintezé (3.1 schema). Pagal literatiiroje apraSyta metodika, 4-bromaniling (1) koncentruotos
HCl tirpale paveikus NaNO,, gauta diazonio druska 2 [63].

CH
R HsC 3
NH, *N=NCI HoNouy 727 &
HCI (konc.) H,SO, Br HaQ CHs3
NaNO, HCI (konc.) SNCl,*2H,0 EtOH mCH
— Vi 3
0-2 °C, 30 min. 0-2°C, 1 val. 80 °C, 6 val. N
Br Br Br
1 2 3 (80%) 4 (82%)
40 °C, CHyl,
24val. [ Et,0
i
HsC  cH H3C H,C HsC
3 CH A 3 CH
Br NaOH (aq), Br s NH;  Br 3
H,O CH, etilenglikolis +,)—CHz
'\\l N -— N\ - N .
cHi' O tiamy.30 min. CH, 110 °C, 6 val. CH; !
7 (54%) 6 5 (92%)
3.1 schema

Toliau druska buvo redukuota SnCl, vandeniniu tirpalu, palaikant 0-2 °C temperatiirg ir gautas
4-bromhidrazinas (3). Atlikus junginio 3 kondensacija su 3-metilbutan-2-onu ragstinéje terpéje,
iSskirtas 5-brom-2,3,3-trimetil-3H-indolas (4). 5-Bromindolas 4 alkilinimas metiljodidu, eterio
virimo temperatiiroje. Yra Zinoma, kad tokias indolio druskas veikiant vandeniniais $army tirpalais
vyksta jy neutralizacija ir gaunamos metileninés bazés, kurios dar vadinamos Fisher‘io bazémis.
I3skirtas jodidas 5 buvo neutralinamas 3M NaOH vandeniniu tirpalu, susidarant Fisher‘io bazei 6. Si

metileniné bazé nebuvo iSskirta, nes yra nestabili ir greitai oksiduojasi, todél svarbu susidariusj
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junginj iSkart naudoti kitai stadijai. Yra zinoma, kad veikiant nehalogenintag Fisher‘io bazg
akrilamidu gali biiti gaunami spirojunginiai [37]. Analogiskai junginys 6 buvo veikiamas akrilamido
pertekliumi ir i§skirtas S-bromspiroindolas 7.

Toliau pagal bakalauro metu optimizuota metodika, buvo atlikta Suzuki-Miyaura kryzminio
jungimosi reakcijos, jungiant jvairias arilboro riigstis su 5-bromspiroindolu 7 (3.2 schema) [64].
Jungimas atliktas reakcija kaitinant mikrobangomis etanolyje su 1 M Cs,COj3 vandeniniu tirpalu ir
Pd(CH3COO),, inertinéje aplinkoje. Dazniausiai naudojamas Pd(PPhs), Katalizatorius, o Siame darbe
pakeistas | stabilesnj, nejautry orui ir drégmei Pd(CH3COO); [65]. Susidare tiksliniai produktai 8a-c

buvo gryninami kolonélinés chromatografijos biidu.

R-B(OH),
HsC  CH, Pd(CH5COO), HsC  cH,

_Cs;CO3, EtOH

100 °c 25 min, MB NN
chlt
8a-c

a (87%) b (97%) c (85%)
3.2 schema

3.1.2. 5-Arilspiro[indolo-2,2’-piperidin]-6'-ony redukcinis Ziedo atidarymas

Redukcinis piperidinono ziedo atidarymas, tai naujas ir efektyvus 4-(inodol-2-il)butanamidy
sintezés biidas i§ spiro[indolo-2,2'-piperidin]-6'-ono. Zinoma, kad riigstis skatina piperidinono Ziedo
atidarymag susidarant indolio druskai, kuri, katalizuojant Pd/C, lengvai hidrinasi H; aplinkoje [66].

5-Arilspiro[indolo-2,2"-piperidin]-6'-ony  8a-c redukcinis Ziedo atidarymas vykdytas
katalizuojant Pd/C, acto ruigsties ir metanolio miSinyje (3.3 schema). Reakcija vykdoma autoklave,
esant H, (20 bar.) dujoms, kambario temperataroje, iki visiS8ko pradiniy junginiy 8a-c sureagavimo,
ju eiga sekant plonasluoksnés chromatografijos metodu. Susidar¢ amidai 9a-c buvo gryninami

koloné¢linés chromatografijos budu.
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HsC CHy PIC, H, (20 bar) MG cHy
_ ACOH/MeOH
N N tyamb.» 2.5-3,5 val.
chH CH3

8a-c a-C

v

a (81% b (40%) c (60%

3.3 schema

Gauty junginiy struktiiros patvirtintos iSsamiais BMR ir IR spektroskopijos metodais, MS ir
HRMS spektroskopijos metodais. "H BMR spektre stebimas protono atsiradimas alifatingje srityje
nuo 2,93 m.d. iki 2,97 m.d. Taip pat stebimi -NH; grupés protonai ties 5,52 m.d. ir 5,67 m.d. Siy
junginiy IR spektre charakteringi signalai: 3368 cm™ (NH), 3187 cm™ (NH) ir 1672 cm™ (C=0).

Sékmingai susintetinus amidus, toliau Sie junginiai buvo panaudoti esteriy ir amidy sintezéms.

3.1.3. 4-(1,3,3-Trimetil-5-aril-2,3-dihidro-1H-indol-2-il)butanamidy redukcija

Lic¢io aliuminio hidridas (LiAIH4) vienas i§ stipriausiy redukuojanéiy agenty [67], Kuris
selektyviai atakuoja amido karbonilo grupe (3.4 schema) [68]. Reakcijos metu susidaro tarpinis
iminio jonas, kuris yra reaktingesnis nei pradinis junginys. Iminio jonas atakuojamas AlH4 jonu ir
amidas redukuojamas iki amino.

Li*

AlH
L.\/ 8 L AlHg N
o (0 (NR, NR,
— 1 o |— A — L
R NRZ R” | "NR, RYVH R TH
_ H H : i
HaAlI—H L HsAl—H
|m|n|010nas
3.4 schema

Amidai 9a-c redukuojami LiAIH,; absoliu¢iame THF, inertinéje aplinkoje (3.5 schema).
Reakcijos vykdytos 70 °C temperatiiroje iki visiSko pradiniy junginiy 9a-C sureagavimo, jy eiga
sekant plonasluoksnés chromatografijos metodu. Susidares AIH3* neutralinamas 3 M NaOH
vandeniniu tirpalu.
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O,

HsC. CH, NHz 1. LiAH,, THF HaC. CH, NH;
R 2. NaOH (aq) R
N 1.70°C, 3 val. N

CHs 2. tkamp., 2 val. CHy
9a-c 10a-c

OO &5

a (57%) b (56%) ¢ (43%)

3.5 schema
Visy junginiy struktiiros patvirtintos iSsamiais BMR ir IR spektroskopijos metodais, MS ir
HRMS spektroskopijos metodais. "H BMR spektre atsiranda du protonai alifatinéje srityje nuo 2,85
m.d. iki 3,08 m.d. *C BMR spektre nebelieka charakteringy karbonilinés grupés signaly ties 175,0
m.d., o IR sepktre nebelieka karbonilinés grupés (C=0) sugerties juostos nuo 1653 cm™ iki 1688

cm™,

3.1.4. 4-(1,3,3-Trimetil-5-aril-2,3-dihidro-1H-indol-2-il)butanamidy hidrolizé

Amidai yra puikils pradiniai junginiai norint gauti esterius atliekant jy hidrolize bazinémis ar
rugstinémis sglygomis [69]. Tad buvo istirta galimybé gauti indolo Ziedg turin€ius esterius i§ amidy
rugstinéje aplinkoje.

Pasirinkus amidus 9a-c kaip pradinius junginius buvo atlikta jy hidrolizé (3.6 schema). 4-
(1,3,3-Trimetil-5-aril-2,3-dihidro-1H-indol-2-il)butanamidai 9a-c hidrolizinami etanolio ir druskos
rugsties misinyje, 80 °C temperatiiroje. Susidar¢ esteriai 1la-C buvo gryninami kolonélinés
chromatografijos budu. PaZzymétina, kad junginio 11c iSeiga mazesné, nei kity produkty. Nors
reakcija buvo kartota kelis kartus, pagerinti iSeigos nepavyko. Buvo padaryta prielaida, kad

reakcijos metu atskyla pirenilo ziedas, nors pakankamai gauti jrodymy nepavyko.

H3C CHy 6 M HC| (aq) H3C CH; OC,Hs
80 OC 2-6,5 val.
CHa CH3

9a-c 1la-c
;c.
a (50%) b (72%) ¢ (14%)
3.6 schema
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'H BMR spektre stebimas esterinés grupés trijy protony atsiradimas tripleto (CHoCHs)
alifatingje srityje nuo 1,24 m.d. iki 1,31 m.d. ir dviejy protony (CH,CH3) kvatrupletas nuo 4,13 m.d.
iki 4,19 m.d. *3C spektre stebimi papildomy esterinés grupés etilo signaly atsiradimas ties 14,3-14,4
m.d. (CH2CHjs) ir ties 34,7-34,9 m.d. (CH,CO) ir karbonilinés grupés (C=0) signalo poslinkis |
stipresnius laukus (nuo 175,0 m.d. iki 173,5 m.d.). IR spektre stebimas karbonilinés grupés (C=0)
sugerties juostos poslinkis i§ amidams bidingos sryties (1650-1690 cm™) j charakteringa esteriams
sritj (1710-1740 cm™) [70].

3.1.5. 1,3,3-Trimetil-5-aril-2,3-dihidro-1H-indolo dariniy optiniy savybiy tyrimas

DidZiausia démes; fluorescenciniam zyméjimui susilaukia junginiai, kuriy emisijos
maksimumas yra netoli infraraudonosios srities nuo 650 nm iki 900 nm [35]. Sie junginiai
biologiskai pranaSesni optiniu skaidrumu, giliai jsiskverbia j audinius ir stebima minimali audiniy
auto fluorescencija.

Buvo atlikti gauty junginiy 9-11 fizikiniy savybiy matavimai: UV sugertis, fluorescencijos
maksimumai, kvantinés iSeigos bei apskaiciuoti ekstinkcijos koeficientai ir Stokso poslinkiai (3.1
lentelé).

3.1 lentelé. Junginiy 9, 10, 11a-c THF tirpaly absorbcija ir fluorescencija

] Ekstinkcijos Emisija, | Stokso | Kvantiné
Sugertis, o o
Produktas koeficientas, Aem poslinkis, | iSeiga @y,
haps (NM) 3 3. 1.1
€% 10° (dm’mol“cm™) | (nm) (nm) (%)

. g 3° Cs /e 206 79,10
N

s w06 2652 390 81 20,28
o
CLL e o 250 63,97
g8 282 24,10 440 122 56,83
w 318 26,27
205 70,14

‘O HsC_ CH, NH,
SORes 243 03,98 506 149 59,31

Eh, 267 35,74
357 21,64

3.1 lentelés tesinys kitame puslapyje
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3.1 lentelés tesinys

] Ekstinkcijos Emisija, | Stokso | Kvantiné
Sugertis, o o
Produktas koeficientas, Xem poslinkis, | iSeiga @y,
haps (NM) 3 3 vl 1
¢ x 10° (dm°mol~cm™) (nm) (nm) (%)
O HsC_ CH, NH,
a’\‘\)gf 206 73,07
O N 382 83 20,39
CHs 299 25,01
10a
OO HC cH,  /—NHa 228 44,65
O N 276 23,57 441 130 35,44
w 311 20,91
205 55,81

‘O HsC_ CH, NH,
QA " 243 >2,05 505 154 42,49

S 278 30,96
10c
351 25 34
s em Jrocn 206 52,57
L ’ 384 78 21,57
L 306 20,73
1lla
ey % oort 206 65,25
g8 277 23,39 438 126 44,78
w 312 20.30
] 206 62.06
TN _meem pmocsts | o0 51,95
SORes ' 503 147 56,30
L 267 32,68
356 20.34

Junginiy 9, 10, 1la-c fluorescencijos maksimumai stebimi nuo 382 nm iki 506 nm. Yra
zinoma, kad junginiui budinga sugertis ir emisija priklauso nuo molekulés struktiiros, t.y.
batochrominis poslinkis j ilgesniy bangy sritj pasireiSkia ilgéjant konjuguotai dviguby jungciy
sistemai. Siai taisyklei nenusiZengia ir geriausius fluorescencijos rezultatus rodo: i§ amidy junginys
9c, fluorescencijos maksimumas yra Aem = 506 nm; i§ aminy junginys 10C, Aem = 505 nm; 18 esteriy
11c, Aem = 503 nm. Visi Sie junginiai turi ilgiausig konjuguota dviguby jungcCiy sistema.

Stokso poslinkis — labai svarbus dydis junginius taikant biologijoje Zyméjimui. Norint

junginius naudoti, kaip fluorescencinius Zymeklius biologijoje reikia, kad kuo maziau ar visiskai
38




nesidengty UV sugerties ir fluorescencijos pikai, tai yra, kad biity kuo didesnis Stokso poslinkis.
Geriausius rezultatus i§ aminy turi junginys 10c, o i§ esteriy 11c. Kitas svarbus rodiklis yra kvantiné
iSeiga — santykis tarp emituoty ir absorbuoty fotony. Juo didesné kvantiné iSeiga, juo didesn¢ dalis
absorbuoty fotony gali sukelti fluorescencija, matomas §vytéjimas [71]. Didziausia kvanting iSeiga
turi junginys 11c. Apibendrinus matavimy rezultatus tinkamiausias darinys fluorescenciniam
zymgéjimui ir tolimesniems tyrimams yra 11c.

3.2. Augaly hormono — auksino analogy sintezé

Augaly hormonas 3-indolilacto riigstis aliecka nemaza vaidmen;j augaly augimo bei vystymosi
procesuose [6]. Jis reguliuoja gemalo vystymasi, skatina lgsteliy dalijimasi, stieby bei diegamaksciy
ilgéjima, virSininj dominavima, rizogeneze, indy audinio diferenciacijg, vaisiy vystymasi, bei
tropinj (kryptinga) judéjima, pavyzdziui, Ggliy linkimg j Sviesa arba Sakny linkima pagal sunkio
jégos krypti [37]. Vis labiau pleciantis ir tobulé¢jant agrokultirinei veiklai bei Zmogaus norui
pavergti ir valdyti bioprocesus vysktan¢ius gamtoje, buvo nuspresta susintetinti indolilacto riigsties

analogus.
3.2.1. (5-Brom-1H-indol-3-il)acto riigsties sintezé

Literatiiroje mazai randama halogeninty indolilacto riigSties dariniy sintezés biidy. Daugelis
indolo Zieda turin¢iy junginiy sintetinami Fischer’io indolo sintezés metodu [47]. Siuo metodu
pradinis junginys fenilhidrazinas kondensuojamas su aldehidu ar ketonu ragstingje terpéje [72]. Jei
arilhidrazinas yra nestabilus junginys §iai reakcijai galima naudoti ir didesniu stabilumu pasizymintj
arilhidrazino hidrochlorida [73].

Pagal literatiroje apraSyta metodikg, buvo atliktas y-butirillaktono 9 Ziedo atidarymas,
naudojant MeOH ir trietilaming (3.7 schema) [74]. Susidar¢s alkoholis 13 toliau naudojamas
oksidacijos reakcijoje aldoesterio 14 gavimui.

CI)OS(CI
(0]

o) DMSO, TEA o]

0 TEA, MeOH DCM
L):o — HOV\)kOCH3 — HNOCHs
65 °C, 20 val. -78 °C, 1 val. o)
12 13 (90%) 14 (66%)
3.7 schema

Vienas i$ alkoholio oksidacijos buidy, tai Swern‘o oksidacija, kurios metu pirminiai ar antriniai
alkoholiai transformuojami j aldehidus ar ketonus, naudojant oksalilchloridg ir sausa DMSO (3.8
schema) [75]. AtSaldZius oksalilchlorido tirpalg dichlormetane iki -78 °C temperatiiros, inertinéje

aplinkoje, pamazu sulaSinamas sausas DMSO. Tokia reakcijos eiga ir Zema temperatiira palaikoma
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tam, kad susidaryty chlor(dimetil)sulfonio chloridas (17) [76], kuris toliau jungiamas su alkoholiu
13, palaikant -78 °C temperatiirg. Sulasinama bazé¢ — TEA, kuri deprotinizuoja alkoksisulfonio jona
18 [76] iki dimetilsulfido ir tikslinio produkto aldoestrio 14. Sis junginys turi biti iskart naudojamas
kitai reakcijai [74], nes labai greitai oksiduojasi iki karboksirtigsties, kuri nebéra tinkamas agentas
Fisher‘io kondensacijai. Pazymétina, kad iSsiskyrusios dimetilsulfido dujos yra nemalonaus kvapo.
Patartina reakcijos metu naudotus indus plauti su buitine chemija, kurioje biity natrio hipochlorito
(NaOCI) [77], pvz: baliklis ACE.

(0]

o) */_:'\)Sfm 2 F cl

o ‘ o) o /A ¢ c
s —_— S Q)S'f T’ HeC” S CH
H3C/ \CH3 H3C + CH3 -78°C S CD 3 + 3
H3C™+ CH, 17
15a 15b } co o
cr HO A~ A
16 HCI s OCHs
PN
H3C"  CHs
(0] O O
H N A TEA H;C. ' O
NOCHS H3C‘S‘H/WOCH3 - 73 § MOCHS
+
|
(o] 14 CH,Z_/H 10 C CHj 18

3.8 schema

Yra zinoma, kad 4-fluorfenilhidrazino hidrochloridg veikiant aldoesteriu 14, galima gauti (5-
fluor-1H-indol-3-il)acto ragstj [8]. Buvo nuspresta Sias sglygas pritaikyti ir (5-brom-1H-indol-3-
il)acto ragsties (21) sintezei (3.9 schema).

o
HoN HNOCHa O 2
NH O LiOH oH
tirpiklis/H,SO, Br { OCHs | gioksanas, H,0  Br N
N tkamb.v 3,5 val. N
H H

3 20 21
3.9 schema

Pradzioje reakcijos atliktos hidrazing 3 kondensuojant su aldoesteriu 14, naudojant MeOH ir
H,SO4 misinj, kaitinant jprastiniu biidu (alyvos voneléje) metanolio virimo temperatiiroje. I8skyrus
tarpinj junginj 20 maza iSeiga (3.2 lentelé, 1 eiluté), buvo nuspresta prailginti reakcijos laika, bet
rezultatai pablogéjo (3.2 lentelé, 2 eiluté). Zinant, kad EtOH gali bati naudojamas indolo dariniy
sintezéje [63], nutarta iSméginti §j tirpiklj, kuris pasizymi aukstesne virimo temperatiira, nei MeOH.
Tikétasi, kad biitent aukStesnéje temperatiiroje greiciau vyks indolo Ziedo ciklizacija, bet spéjimai
nepasitvirtino (3.2 lentelé, 3 eiluté). Gavus neigiama rezultata, nutarta iSmeéginti 5-bromindolo 4
sintezés metodikg [63], t.y EtOH ir H,SO, supilti paeiliui (3.2 lentelé, 4 eiluté). Buvo padaryta

prielaida, kad supylus tirpiklj ir rtgstj kartu, fenilhidrazinas sudaro druska, kuri galbtit prasciau
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reaguoja su aldoesteriu. Siekiant gauti tarpinio junginio 20 didesng iSeiga, sieros rtigstis supilta po 3
val., bet iSeiga sumazéjo 3% (3.2 lentelé, 5 eiluté). Atliekant produkto 20 gryninimg kolonélinés
chromatografijos budu pastebéta, kad neina jo pakankamai Svariai iSvalyti nuo Salutiniy dariniy,
kuriy Ry poslinkis labai artimas esteriui (esterio 20 R = 0,51, 8alutinio darinio R = 0,73). Kadangi
kitame zingsnyje, atlikus hidroliz¢, produkto Rf Zymiai sumazéja (Rf = 0,10), priemaisa reakcijai
netrukdo, nuspresta tik dalinai i$gryninti tarpinj junginj 3-indolilacto riigsties esterj 20 ir jj su
priemaisa hidrolizinti LiOH, dioksano ir vandens miSinyje, kambario temperatiiroje.

3.2 lentelé. (5-Brom-1H-indol-3-il)acto rugsties (21) sintezé naudojant jprastinj Sildyma

Eil. Nr. Reakcijos salygos Produkto iSeigos
MeOH/H,SO, = 4/0,4,
1. 24% (20)
65 °C, 5 val.
MeOH/H,SO, = 4/0,4,
2. 9% (20)
65 °C, 18 val.
EtOH/H,SO4= 4/0,4,
3. 8% (21)
80 °C, 19 val.
1. EtOH, 80 °C, 1 val.
4. 25% (21)
2. H2S0O4, 80 °C, 2 val.
1. EtOH, 80 °C, 3 val.
5. 22% (21)
2. H2S0O4, 80 °C, 3 val.

Literatiiroje minima, kad (5-fluor-1H-indol-3-il)acto rasties sintezé gali bati atlickama
mikrobangy reaktoriuje [8]. Mikrobangomis skatinamos reakcijos jvyksta greiCiau, t.y. reakcijos
trukmé sutrumpéja iki 50 karty [8].

Siekiant pagerinti rezulatatus, gautus reakcijg atlickant jprastiniu Sildymu, nutarta iSméginti
mikrobangy reaktoriy (3.3 lentelé). Pirmiausia kaitinimas atliktas pagal literatliroje minima
metodika, MeOH ir H,SO, misinyje ir po hidrolizés gauto produkto 21 iSeiga buvo palyginus maza,
ty. 15% (3.3 lentele, 1 eiluté). Siekiant pagerinti rezultata, pasirinkta literatiiroje rekomenduotina
kita raigstis (AcOH) [8]. Atlikus reakcijas AcOH, nesusidaré tarpinis junginys 20 (3.3 lentelé, 2 ir 3
eilutés). Galiausiai junginio 20 sintezé isbandyta EtOH ir H,SO4 miSinyje. Optimaliausias reakcijos

laikas 20 min, nes po 30 min susidaro daugiau $alutiniy produkty, kurie matomi chromatografiskai.
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3.3 lentelé (5-Brom-1H-indol-3-il)acto ragsties (21) sintezé naudojant $ildyma mikrobangomis

Eil. Nr. Reakcijos salygos Produkto 21 iSeigos

1. MeOH, 70 °C, 50 W, 15 min.

1. ) 9%
2. H,S04, 70 °C, 50 W, 45 min.

2. AcOH, 80 °C, 50 W, 30 min. X

3. AcOH, 120 °C, 150 W, 25 min. X

4. EtOH/H,SO, = 10/1, 100 °C, 50 W, 20 min. 30%

3.2.2. 5-Pakeisty 3-indolilacto riigsties dariniy sintezé

Organinéje sintezéje yra placiai paplitusios Suzuki-Miyaura reakcijos su arilboro raigstimis
[78]. Itin Svelniomis sglygomis suformuojamas stabilus C-C rySys, kuris suteikia galimybe placiai
taikyti §ig reakcija sudétingos struktiiros junginiy sintezei farmacijos, funkciniy medziagy ir zemeés
tkiui reikalingy chemikaly pramonéje [79].

Pasinaudojus bakalaurinio darbo rezultatais — Suzuki-Miyaura reakcijy salygy optimizavimu,
buvo atliktas (5-brom-1H-indol-3-il)acto ragsties (21) jungimas su jvairiomis boro ragstimis (3.10
schema). Reakcijos atliktos kaitinant mikrobangomis etanolyje su 1 M Cs,CO3 vandeniniu tirpalu, ir
Pd(CH3COO),, inertinéje aplinkoje.

6] O

R-B(OH),,
Br OH  Pd katalizatorius R OH
QA 1 M Cs,COj3, EtOH N\
N 0 N
N 100 °C, MB N
21 22a-n
3.10 schema

Reakcijy laikas, pakaitai bei susidariusiy junginiy iSeigos pateiktos (3.4 lenteléje).

42



3.4 lentelé. Suzuki-Miyaura reakcijy su arilboro riig§timis rezultatai*

Produktas 22a 22b 22¢c 22d 22e
(@]
v G sonllact
Reakcijos ) ] ] ]
30 min. 30 min. 30 min. 45 min. 1 val.
trukme
Produkto
83%* 70%? 77%* 76%* 56%*
iSeiga
Produktas 22f 229 22h 22i 22j
cl H,CO S
. 3 | )
R | L | L % | L
Reakcijos ) ] ] ]
45 min. 45 min. 45 min. 35 min. 1 val.
trukme
Produkto
71%* 66%° 75%*° 73%*° 25%*
iSeiga
Produktas 22j 22k 221 22m 22n
S (@]
. ‘ S ‘ CHs;
R: i/g M Q /©\NH2-HZO ch/K
Reakcijos ] ] ) ]
45 min. 45 min. 30 min. 35 min. 1 val.
trukmeé
Produkto
86%b Xb xa xa xa, b
iSeiga

* @ Gautos junginiy ieigos, reakcijg katalizuojant Pd(CH;COOQ),;
® Gautos junginiy iSeigos, reakcija katalizuojant Pd(PPhs)s.

PradZioje buvo gauti pirmi trys junginiai 22a-c ir Palacky universiteto mokslininky istirti jy
biologiniai aktyvumai. Gavus teigiamus rezultatus, t.y. junginiai pasiZyméjo agonistinémis
savybémis — teigiamai veiké augaly Sakny augimg, buvo nuspresta susintetinti dar daugiau junginiy
su skirtingais pakaitais ir pla¢iau istirti pakaito tipo jtaka jy aktyvumui.

Atliekant jungimg su 3-tiofenboro riigstimi, pastebéta, kad subérus j reakcijos misinj paladzio
acetata, miSinys iSkart pajuodavo. Tai pozymis, kad kataliztorius skilo, kurj patvirtino ir maza
junginio 22j iseiga = 25% (3.4 lentelé, 4—6 eiluté, 5 stulpelis). Literatiiroje yra duomeny, kad Pd/C

apnuodija sieros junginiai [80]. Manoma, kad paladzio acetatas skyla dél sieros esancios boro
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rugstyje. Tikétina, kad Pd(CH3COO), ligandai — acilo grupés sudaro lengvesnj pri¢jimg sieros
atomams prie Pd dél savo dydzio. Buvo nuspresta iSbandyti reakcija su zZymiai didesnius fosfino
ligandus turingiu Pd(PPhs), katalizatoriumi. Sios reakcijos metu junginio 22j iSeiga pakilo iki 86%.

Atliekus jungimg su 2-tiofenboro raigstimi, katalizuojant Pd(PPhs)s, nesusidaré tikslinis
produktas 22k, isskirtas debrominimo produktas 1AR (3.4 lentele, 7-9 eiluté, 2 stulpelis).
Literartiroje yra duomeny, kad 4-jod-1H-pirazolg jungiant su Sia boro ragstimi, tikslinio produkto
gauta 45% iseiga po 22 val. [81]. Tai gan prastas rezultatas, lyginant to pacio pirazolo jungimag su 3-
tiofenboro riigstimi, iSeiga 82% po 2 val. Taip pat literatiiroje minima, kad Suzuki-Miyaura
reakcijos nevyko su heteroaril chloridais ir 2-tiofenboro riigstimi [79]. Manoma §i boro riigstis
pasizymi mazesniu aktyvumu, nei 3-tiofenboro riigstis dél sieros atomo ir boro riigSties padéties. 2-
Tiofenboro ragstyje sieros atomas yra ar¢iau §ios grupés ir galbit tai turi neigiamg poveikj reakcijos
vyksmui. Reakcijos su 2-tiofenboro riigstimi nebebuvo placiai nagrinéjamos.

Atlikus jungimg su 3-furanboro riigstimi nesusidaré tikslinis produktas 22| (3.4 lentelé, 7-9
eiluté, 3 stulpelis). Panasiis rezultatai randami literatiiroje, jungiant halogenintg pirazolg su $ia boro
rugstimi. Kadangi literatiiroje yra duomeny, kad 3-furanboro ragstis yra riboto aktyvumo atliekant
jungimus su aromatiniais bromidais ar jodidais [82], reakcijos su S§ia boro riig§timi nebebuvo
kartojamos.

Siekiant gauti junginius, turinCius ne tik aromatinio Ziedo pakaitus, buvo nuspresta atlikti
jungima su alifatine boro ragstimi. Atlikta reakcija su izopropilboro ragstimi, tad¢iau junginys 22n
nesusidaré, nors buvo iSméginti abu katalizatoriai: Pd(CH3COQ), ir Pd(PPhg)s (3.4 lentele, 7-9
eiluté, 5 stulpelis). Literatiiroje teigiama, kad bazés poveikyje Ar‘B(OH), lengvai pereina |
aktyvesne [Ar‘B(OH)3]” formg [83], tadiau alkil boro riigstys itin sunkiai pereina j aktyvig forma,
todél apsunkinamas transmetalizacijos procesas, toliau seka apsunkinta eliminacija [83], to pasekoje
nesusidaro norimas junginys.

Stebimas labai mazas Ry skirtumas tarp pradinés medziagos 21 (Rf = 0,18) ir susidariusio
produkto (pvz.: 22a R¢ = 0,21). Junginiai 22a-j gryninami kolonélinés chromatografijos budu.
Biologiniams tyrimams junginiy grynumas nustatytas HPLC-MS, jis turi biti ribose nuo 97% iki
100%. Junginiy 22g-i HPLC-MS spektruose matomas 3-indolilacto rtgsties likutis nuo 0,1% iki
0,5%. Sie junginiai biologiniams tyrimams netinkami, nes issikreipia duomenys dél pa¢ios IAR
aktyvumo, bet likusieji buvo iSsiysti Palacky universitetg biologiniams tyrimams.

Gauty junginiy struktiiros patvirtintos i§samiais BMR ir IR spektroskopijos metodais, MS ir

HRMS spektroskopijos metodais. Stebimas *"H BMR spektre protony atsiradimas aromatinéje srityje
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nuo 7,30 m.d. iki 8,35 m.d. Taip pat *C BMR spektre atsiranda papildomi angliy signalai nuo 113,0
m.d. iki 143,2 m.d. Junginiy 22a,b,d, IR spektruose krabonilinés grupés srityje nuo 1697 cm? iki
1673 cm™, stebimos dvi charakteringos absorbcijos smailés, dél Fermi rezonanso. Tai gan daZnas
reiSkinys, kai dél pakankamai stipriy tarpmolekuliniy vandeniliniy rySiy atsiranda sgveika tarp
molekuliy [70]. Naujy junginiy identifikavimg patvirtina ir MS analizé: pradinio junginio 21
matome dvi smailes atsirandancias dél dviejy bromo izotopy, tuo tarpu gauty junginiy 22a-j masiy
spektruose matoma viena smailé, iSskyrus junginiy 22f ir 22g — dvi smailés dél dviejy chloro
1zotopy.

3.2.3. Metilintos indolilacto rugsties sintezé

Nepavykus Suzuki-Miyaura kryzminio prijungimo reakcijos metu gauti auksino analoga su
alifatiniu pakaitu, nutarta atlikti Fischer‘io indolo sintez¢ su tolilhidraziny hidrochloridais.

Sintezéms pasirinkti tolilhidrazino hidrochloridai, kurie pasizymi didesniu stabilumu [63],
kuriy pakaitai yra orto-, meta- ir para- padétyse metilo pakaitus. Tolilhidrazino hidrochloridas 23a-c
kondensuojamas su aldoesteriu 14 EtOH/H,SO, misinyje, Sildant mikrobangomis (3.11 schema).
Tarpiniai junginiai 24a-c gryninami kolonélinés chromatografijos biidu ir toliau hidrolizinami
LiOH, dioksano ir vandens miSinyje. Reakcijos vykdomos iki visiSko pradiniy junginiy 24a-c
sureagavimo, jy eigg sekant plonasluoksnés chromatografijos metodu, o indolilacto riigsties dariniai

25a-c gryninami kolonélinés chromatografijos biidu.

0
OH
- A\
N
H
CHs  25a (48%)
HT(\)OL o e 2
HCI-H,N . OCHjs CHs
NH 0 LiOH OH OH
§ EtOH/H,S0, A OC:Hs|  gioksanas, H,0 N\ N\
—CH; T~ " |HeC— -
| % oo °C, 20-45 min. L N teamp., 2 Val. HsC N N
MB H 25b 25d
25b/25d = 1/1
23a-c 24a-c 0
HsC OH
a: R = orto- N
b: R = meta- N
c: R = para- H
25¢ (56%)
3.11 schema

Junginiy 25a-c struktiiras patvirtino BMR spektro duomenys. ISanalizavus BMR spektrus
pastebéta, kad kondensuojant m-tolilhidrazino hidrochlorida gautas junginiy 25b ir 25d miSinys (3.1

pav.). Spektre matomi 2 x CHs singletai ties 2,38 m.d. ir 2,55 m.d. priklausantys metilo pakaitams
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atitinkamai 4 ir 6 padétyse. Taip pat stebimi du singletai ties 3,59 m.d. ir 3,78 m.d. yra 2 x 1'-CH,
grupiy protony signalai. Kiti du singletai ties 10,74 m.d. ir 10,86 m.d. yra priskiriami 2 x NH grupés
protonams. Aromatinéje dalyje nuo 6,67 m.d. iki 7,37 m.d. yra astuoni protonai, kiekvienam

junginiui po keturis. Karbonilinés -OH grupés du protonai stebimi ties 12,17 m.d.
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3.1 pav. Misinio 25b ir 25d 'H BMR spektras

3C BMR spektre (3.2 pav.) stebimi du CH3 grupés anglies signalai ties 19,56 m.d. ir 21,43
m.d. bei du CH; grupés anglies signalai ties 31,12 m.d. ir 32,59 m.d. Taip pat matomi du
karbonilinés grupés (C=0) signalai ties 173,26 m.d. ir 174,18 m.d.

46



W O N 0 W= ONNONIMMONO
=& VI ANBNONR TS T aq o8
<R BB BZINERLIXEBBE o - o
R T B B B B e B e B i o B B B ] mm N~
\/ Y NSNS NN \ Y 5N
O 0
OH CHy oH
b \
HaC N N
H H
25b 55
2 x CH;
Ar-C \1
| 1°-2 x CH,
|
2 xC=0 | | Iy
"
| |
| |
|
1]
i
|
170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20
m.d.

3.2 pav. Misinio 25b ir 25d *C BMR spektras

Siam rezultatui galima pasiiilyti paaiskinima. Atliekant Fischer’io indolo sintezg, reakcija
vienu metu vyko dvejomis kryptimis (3.12 schema) [84]. Pirmu atveju kondensacija vyko 1—2
kryptimi ir susidaré (4-metil-1H-indol-3-il)acto rugstis (25d), kitu atveju vyko 1—6 Kkryptimi ir
susidaré (6-metil-1H-indol-3-il)acto ragstis (25b). m-Tolilhidrazino hidrochloridas turi du pirmos
grupés pakaitus -NH, ir -CHs. Sie pakaitai elektrofiline substitucijos reakcija kreipia j orto- ir para-
padétis [85]. Dél susiderinusio -NH; ir -CHj3 grupiy kreipiamojo veikimo 2—, 4— ir 6— padétys turi

vienodg elektrinj neigiamuma ir gaunamas dviejy junginiy miSinys, santykiu 1/1.
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3.12 schema [84]
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3-Indolilacto riagsties dariniy optiniy savybiy tyrimas

o)
OCHs
A\
N
H
o
H
HC | OCH,
N
NH
NH ®

Buvo iSmatuoti pradinio junginio (5-brom-1H-indol-3-il)acto ragsties (21), 5-pakeisty 3-

indolilacto ragsties dariniy 22a-j bei metilo pakaitg turiniy junginiy 25a,c UV sugertis,

fluorescencijos maksimumai, kvantinés iSeigos bei apskaiciuoti ekstinkcijos koeficientai ir Stokso

poslinkiai (3.5 lentelé).

3.5 lentelé. Junginiy 21, 22a-j, 25a,c THF tirpaly absorbcija ir fluorescencija

] Ekstinkcijos Emisija, Stokso | Kvantiné
Sugertis, o o
Produktas koeficientas, Aem poslinkis, | iSeiga ®s,
habs (NM) 3 3 1. 1
€ x 10° (dm’mol~“cm™) (nm) (nm) (%)
(0]
Br OoH 227 18,24
N 330 39 0,1
N 291 2,88
21
(6]
O OH
O \ 255 13,26 360 105 12,73
N
H
22a

3.5 lentelés tesinys Kitame puslapyje
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3.5 lentelés tesinys

) Ekstinkcijos Emisija, Stokso Kvantin
Sugertis, o o
Produktas koeficientas, Xem poslinkis, | ¢éiSeiga
habs (NM) 3 3. 1. 1
€ x 10° (dm*mol~cm™) (nm) (nm) @4, (%)
) o
O O U 275 24,60 374 99 73,79
N
22b
o]
99¢ on | 217 24,23
O N\ 376 117 48,08
N 259 31,69
22¢c
‘ 7 241 43,67
OH
OO O \ 279 28,08 408 64 60,46
N
2 344 22,87
HOO < 0 229 11,75
O o 275 10,28 406 08 36,39
N
e 308 6,07
(o]
c O o 259 12,89 370 111 21,05
A\
O H ) ]
22f
cl O
g on
O N 260 24,30 370 110 18,14
N
229H
O o]
OH 251 10,72
O ) 350 67 18,47
OCHs S\~ 283 5,02
22h
HaCO ?
O OH
257 16,03 353 96 19,49

3.5 lentelés tesinys kitame puslapyje
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3.5 lentelés tesinys

) Ekstinkcijos Emisija, Stokso | Kvantiné
Sugertis, o o
Produktas koeficientas, Aem poslinkis, | iSeiga @y,
habs (NM) 3 3. 1. 1
¢ x 10° (dm*mol~cm™) (nm) (nm) (%)
s (6]
9 oH 232 15,59
\ 344 91 7,08
N 253 13,76
22j
O
L 221 15,37
N 315 35 15,54
Ly M 280 2,77
25a
O
HAC oH 225 10,91
N\ 321 44 7,63
N 277 2,88
25¢c

Junginiy 21, 22a-j, 25a,c fluorescencijos maksimumai stebimi nuo 315 nm iki 408 nm. Atlikti
palyginamieji pradinio junginio 21 matavimai, siekiant nustatyti kokig jtakg fizikinéms savybéms
turi pakaitas ir jo padétis. Penktoje padétyje pakaitus turin¢iy junginiy 22a-j fluorescencijos
maksimumai pasislinke ] ilgesniy bangy sritj, nei (5-brom-1H-indol-3-il)acto ragsties (21).
Geriausia fluorescencija pasizyméjo junginys 22d, Aem = 408 nm, lyginant su pradiniu junginiu 21,
Xem = 330 nm. Tai stebima, nes pailgéja konjuguota dviguby jungéiy sistema dél pirenilo Ziedo.
Gerus rezultatus parodé junginys 22e, Aem = 406 nm, nes ] gan ilga konjuguota dviguby jungCiy
sistema jeina molekule poliarizuojan¢ios donorinés (NH) ir akceptorinés (COOH) grupés. Sios
grupés poliarizuoja molekule — akceptorinei grupei pritraukiant elektronus atsiranda dalinis
neigiamas kriivis, o donorinei atstumiant — dalinis neigiamas kravis, tai palengvina elektrony
judéjima konjuguotoje sistemoje [86]. Kai indolo fragmente vietoj aromatinio pakaito yra metilo
pakaitai (junginiai 25a,c) stebimas hipsochrominis fluorescencijos maksimumo pasislinkis.

Stokso poslinkis bei kvantiné iSeiga auksiny 22a-j padidéjo, lyginant su pradiniu junginiu 21.
Didziausias Stokso poslinkis junginio 22¢, 117 nm, Siek tiek mazesni — junginiy 22f ir 22g, 110 nm
ir 111 nm, tadiau jy kvantinés iSeigos vos siekia 20%. Didziausia kvantiné iSeiga — junginiy 22b ir
22d, taciau 22d fluorescencijos ir emisijos maksimumai persidengia, o tai netinka zenklinimui.

Apibendrinant Siuos tyrimus, potencialiausi junginiai fluorescenciniam Zymeéjimui yra

junginiai 22b ir 22c, nes jy gan dideli Stokso poslinkiai bei didziausios kvantinés iSeigos. Verta
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pabrézti, kad kaip augimo hormonai gali biiti tiriami visi IAR analogai, nes biologiniams tyrimams

fluorescencija néra aktualu.
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ISvados

5-Avrilspiro[indolo-2,2'-piperidin]-6'-ony piperidinony ziedas riigstinéje terpéje, katalizuojant
Pd/C gali buti hidrinamas vandeniliu iki amidy, kurie gali bati taikomi fluorescuojanciy
aminy Ir esteriy sintezei;

. Uzra$ius junginiy 9, 10, 11 a-c UV ir fluorescencijos spektrus nustatyta, kad biologiniams
tyrimams tinkamiausias junginys 11c, nes jis turi pakankamg Stokso poslinkj (147 nm) ir
gerg kvanting iSeigg (56,3%);

Nustatyta, kad optimalios (5-brom-1H-indol-3-il)acto rugsties sintezés sglygos yra 4-
bromhidrazino kondensacija su metilo 3-formilpropanoatu EtOH ir H,SO; miSinyje,
mikrobangy reaktoriuje, reakcija vykdant neilgiau nei 20 min;

(5-Brom-1H-indol-3-il)acto rhgstis gali bati sékmingai naudojama Suzuki-Miyaura
reakcijose siekiant gauti biologiSkai aktyviy 5-pakeisty 3-indolilacto ragsciy ,,bibliotekg®,
nes atlikus pirmuosius junginiy 22a-c biologinius tyrimus, gauti teigiami rezultatai;

Nors kondensuojant o- ir p- tolilhidrazino hidrochloridus su metilo 3-formilpropanoatu,
galima gauti 3-indolilacto rgsciy darinius geromis iSeigomis, §is metodas negali bati
taikomas su m-tolilhidrazinu;

. UzraSius junginiy 22a-j bei 25a,c UV ir fluorescencijos spektrus nustatyta, potencialiausi

auksinai fluorescenciniam Zenklinimui yra 22b ir 22c.
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