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1. Uvod

Na zacatku svoji bakalarské prace na téma syntéza novych derivata
3,4-dihydropyrazino[1,2-b]indazol-6-oxidii na polymernim nosi¢i jsem se nejprve
zaméfil na to, o jaké latky se vlastné jedna a jak budu postupovat. Pti prochazeni
databazi jsem zjistil, Ze jsem teprve tietim ¢lovékem, ktery se témito latkami zabyva,

a Ze tyto latky jsou velmi nové, s Sirokou perspektivou dalSiho vyzkumu.

Prvni zminka o téchto latkach je z roku 2009, kdy byla poprvé popsana
syntéza 3,4-dihydropyrazino[1,2-b]indazol-6-oxidi a to na polymernim nosi¢i.'Na
tuto praci pak bylo v roce 2010 navazano, kdy byla pozornost vénovana predevsim
modifikovanym dihydropyrazinoindazolim jakoZzto kationtim trifluoroacetatovych
testovanych na bunéénych nadorovych liniich in vitro. Zadna dalsi studie, ktera by se
vénovala dihydropyrazinoindazolim, jak po strance syntézy nebo biologického

testovani publikovana nebyla.

Indazoly, tedy latky, které jsou hlavnim motivem piipravovanych
ptipravovanych  3,4-dihydropyrazino[1,2-b]indazol-6-oxid, jsou  strukturnimi
analogy indolti, nesouci o jeden dusikaty heteroatom na péti-uhlikatém kruhu indola
vice (Schéma 1). Indoly i indazoly, a jejich derivaty, byly intenzivné studovany pro
svou biologickou aktivitu. V zavislosti na strukturni modifikaci byly pozorovany
velmi rozmanité u¢inky. Pro pfedstavu byly prokazany protizanétlivé, cytostatické,
antivirotické, antimikrobidlni a antiprotozodlni ucinky, nékteré latky vykazovaly i

hypoglykemicky efekt.
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(Schéma 1) Srovnani struktury indolu (1) a indazolu (2).



Tato bakalafskd prace je vénovana syntéze novych derivati
3,4-dihydropyrazino[1,2-b]indazol-6-oxidi na pevné fazi, kdy se vychazelo
z ovéfen¢ho postupu’,

Prace je ¢lendna do 8 kapitol. Uvod nastifiuje obecnou problematiku, po
ném nasleduje cil bakalarské prace. Teoreticka Cast vénuje pozornost piipravam
derivatl indolu a indazolu a jejich biologické aktivité a obecné syntéze na pevné fazi.
Kapitola Diskuze a vysledky je v€novana syntetickym postupim pouzitym pro
ptipravu cilovych 3,4-dihydropyrazino[1,2-b]indazol-6-oxidd. V experimentalni ¢asti
jsou pak detailné popsany postupy a vysledky analyz. V zavéru je kratké shrnuti
celkového obsahu této bakalafské prace. Obsah naslednych kapitol odpovida jejich

nazvuam.



2. Cil bakalatské prace

Hlavnim cilem ptedlozené bakalafské prace je syntéza novych derivatli
3,4-dihydropyrazino[1,2-b]indazol-6-oxidi (3) metodikou syntézy na pevné fazi,
které budou v budoucnu podrobeny testovani in vitro na buné¢nych nadorovych
liniich. Snahou je rozsitit databdzi jiz zndmych latek tohoto typu pro tcely nalezeni

strukturniho motivu vedouciho ke zvyseni cytotoxické aktivity.

Syntéza vychazi z 1,2-diaminoethanu, ktery byl prostfednictvim jedné
aminoskupiny navazany na polymerni nosi¢. Syntéza cilovych latek je zaloZena

pfedevsim na cykliza¢nich reakcich.
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3. Teoreticka cast

3.1 Priprava derivatt indolu a indazolu

Tento oddil bych rad vénoval syntéze derivata indolu a indazolu. JelikoZ téchto
latek je velmi velké mnozstvi, zminény budou pouze ty s vyznamnou biologickou
aktivitou.

3.1.1 Karbazoly

Tyto latky lze pfipravit principem Fischerovy indolové syntézy, kdy reaguje
substituovany hydrazin (1) s cyklohexanonem (11) za vzniku karbazolii (111)* (Schéma 2).

‘ i T g
Xy "NH
R- 2 + Ry— ——» Ry |
T Zé %
X
I R

R4= alkyl, -OH, -X Ro= alkyl

(Schéma 2)

Druhym zpusobem pfipravy karbazoli je reakce anilinu (IV) s
2-hydroxycyklohexanonem (V) za kyselé katalyzy, kdy dochazi k adici aminoskupiny
anilinu na karbonylovou skupinu a nasledné cyklizaci za vzniku stabilnéjSiho
karbazolového cyklu® (Schéma 3).

Ny 2 OH HCI H
R + Ro Ry ]

= o EEEE— ) \

X
—/ "R
v V " 1

R;= alkyl, -OH, -X R,= alkyl
(Schéma 3)
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3.1.2 4,5,6,7-Tetrahydroindazoly

Tyto latky jsou ptipravovany cyklokondenza¢ni reakci cyklohexanont (V1)
s hydrazinem (VI1) ve vroucim isopropanolu. Reakce probiha za zvysené teploty. Jedna
se 0 pomérné snadnou syntézu v roztoku® (Schéma 4).

O

T R
R A\
+ H2N_NH2 Y | N
o) i-prOH N’
VI H
VI
R= alkyl, aryl vill
(Schéma 4)

3.1.3 Derivaty N-methyl indazol-3-karboxylové kyseliny

V této sekci byly jako nejvice ucinné prokazany amidy (XI) vytvoiené reakci
s aminocefalosporanovou kyselinou (X). Reakce probiha za zvySené teploty
V pritomnosti bazického katalyzaitoru6 (Schéma 5).

Mo . COOH . Me
N R N
\ N \
7 H
H,N S 1B N
OH 5O N.__COOH
° X
XI

R= alkyl, aryl, -OH

(Schéma 5)

3.14 3-Halogenindazoly

Pro ptipravu téchto latek je vyuzZivano pifedev§im dvou vychozich latek
0-hydrazinobenzoova kyseliny (XIl) nebo o0-aminobenzoové kyseliny (XV). O-
Hydrazinobenzoova kyselina v kyselém prostfedi intramolekularné cyklizuje na 3-
ketonindazol (XIII) a ten je nasledné pomoci halogenacnich ¢inidel pfeveden za
zvysené teploty v pyridinu na 3-halogenindazol (X1V)’ (Schéma 6).

-11-
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“NH, HCI N, POCI3 N
Y NH SE— - y N
COGH pyridin, T

o) Cl
Xl
XIll XV

(Schéma 6)

Pokud je jako vychozi latka pouzita 0-aminobenzoova kyselina (XV), podléha
nitrosaci (XV1) a nasledné selektivni redukci (XI1I). Dalsi postup je totozny se syntézou
v roztoku uvedenou vyse (Schéma 7).

NH, NaNO2 N, H,SO;, H
SO
—>
COOH HCI, 0°C COOH S0, , 5°C COOH
XV
XVI I
H
H H
N\NH2 HCI N POCI3 N
— > NH e N
COOH pyridin, T
0 ’ Cl
XIl
Xl XV
(Schéma 7)

3.1.5 Pyrazolo[1,5-a]indoly

K ptipravé téchto latek lze pouzit dvé analogické reakce. Prvni vyuziva jako
vychozi surovinu 1-(2-bromo-benzyl)pyrazol (XVII), ktery reaguje s uhli¢itanem
draselnym za katalyzy jodidem médnym a fenantrolinem, kdy dochazi k uzavieni
indolového kruhu (XVI11)® (Schéma 8).

Xy HN-N K2COg
R SR N R
= 2 » R1_| _ = 2
CUI , fenantrolin N\N/
XVII
XVII

R4= alkyl, aryl, -OH R,=alkyl

(Schéma 8)
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Druhy postup vychazi z 1-(2-bromo-fenyl)alkyl-2,4-diketonu (X1X), ten reaguje
S hydrazinem, kdy dochazi k tvorbé pyrazolového kruhu a nasledné stejnym postupem,
jako je uvedeno vyse k uzavieni indolového kruhu® (Schéma 9).

I \ Bro O N2H4 K2CO3 \
R‘l_l i R2
= R ' Rig _ S
2 Cul , fenantrolin N\N/

XIX
R,= alkyl, aryl, -OH  Ry= alkyl XViil

(Schéma 9)

3.1.6 Pyrido[4,3-b]indoly

Pyrazolo[4,3-b]indoly (XXIIl) jsou pfipravovany principem Fischerovy
indolizace. Jedna se o reakci hydrazinu substituovaného benzenovym jadrem (XX)
s piperidin-4-onem (XXI) za katalyzy alkoholatem™ (Schéma 10).

Re H
XV NH, N AcOH N N
R + » Rrr p
= =
O N
XXI R

XX
R4= alkyl, -OH, -X R,= -H, alkyl

H
N

(Schéma 10)

3.1.7 Diazepino[1,7-a]indoly

Syntéza diazepino[1,7-a]indolt (XXVI) vychazi z ethylesteru indol-2-yl-octové
kyseliny (XXIII), ten reaguje s 1,2-dibromethanem za soucasné redukce (XXIV).
Vznikly intermedidt reaguje s amoniakem nebo primarnim aminem, kdy dochézi
K uzavieni diazepinového kruhu (XXV). Koneénym krokem je redukce karbonylové
skupiny boranem (XXV1)* (Schéma 11).
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7N COOEt BrH,C—CH.Br COOEt H,N-R
Ri—g 2 2 X 2N—R;
% ' R1 | P

N —_—
H K,CO5 , CHsCN NL/Br
XXl
XXIV
X H3B—SM62
Rr o N
= N > R

R¢=alkyl, -OH, -X  R,=-H, alkyl
(Schéma 11)

3.1.8 Benztriazoly

Benztriazoly (XXVIII) jsou pfipravovany jak v roztoku, tak i na pevné fazi. Pro
syntézu v roztoku je vyuzito diaminobenzenu (XXVII), které reaguji s dusitanem

sodnym v pritomnosti kyseliny sirové. Dochazi k nitrosaci aminu a ndsledné stabilizaci
tvorbou triazolového cyklu® (Schéma 12).

N NH, NaNO2 N

R —— > Ry | N
Z SNH, H,S0, N
XXVII

R= alkyl, aryl, -OH, -X XXV

(Schéma 12)

vvvvvv

jsou nitroaniliny (XXIX), které jsou nitrosovany (XXX) a nasledné vazany na
benzylaminomethylénovou pryskyfici (XXXI). Posléze je redukovana nitro skupina

(XXXI1) a po oditépeni z pryskyfice dochazi k cyklizaci na benztriazoly (XXXVI)*
(Schéma 13).
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BF;0Et ~
N NO, o - NO2 O/\” Ph G/\N/\Ph
R — > i E—— N+
= R-ONO = N
XXIX XXX _— NO,
R |
N
NaS / K,CO3 Y TFA / (Me)3SiN3 XXXI
@ N"Ph
—_— . e
NN R

</\ /\>
Iz .z
z

A~ NH;
Rz |
X XXVIII

R= alkyl, aryl, -OH, -X
XXX

(Schéma 13)
3.1.9 Pyridazino[4,5-b]indoly

Tyto slouceniny jsou piipravovany vyhradné v roztoku. Pro nejjednodussi
zpusob piipravy je jako vychozi latka zvolen indol-2,3-diarboxyketon (XXXIII), ktery
reaguje s hydrazinem (XXXIV). Kondenza¢ni reakce je nasledovana uzavienim
pyridazinového kruhu, jen je vice stabilni** (Schéma 14).

Rs
NoH,
r o
R4 | »
R1
XXX XXXIV

R1’2‘3= aIkyI R4= aIkyI, -OH

(Schéma 14)

3.2 Biologicka aktivita derivati indolu a indazolu

Indoly a indazoly se vyznacuji predevSim svou biologickou aktivitou, rozsahlé
mnozstvi téchto latek jiz nalezlo své uplatnéni ve farmacii, jiné jsou ve fazich

klinického testovani a pravdépodobné budou Vv blizké dobé uvedeny na trh.

Pocatek vyvoje téchto latek a strukturné podobnych latek lezi v rozsahlé studii,

kde byly testovany indoly a indazoly na v§e mozné. Vysledky byly velmi ptekvapujici,
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jelikoz se nepiedpokladalo, ze ptisobeni bude mit tak Siroké vyuziti. U indold a indazoli
byla totiz zjisténa aktivita v nasledujicich skupinach ptsobeni: Antivirotika — predevsim
testovani na HIV, protinddorové plisobeni — testy na bunéénych liniich,
antihypertenziva, protizanétlivé ptsobeni, antimikrobialni plsobeni, antiprotozoalni

piisobeni a hypoglykemicky efekt™.

Tyto vysledky byly inspiraci pro ¢etné skupiny védcu, ktefi zacali s pfipravou a

testovanim latek, kde je indolovy ¢i indazolovy kruh zakladnim motivem.
3.2.1 Karbazoly a jejich derivaty

Tyto latky pasobi jako anxiolytika, pfedchdzi je jimi stresu, psychickému napéti,
neur6zam. Tyto latky postradaji sedativni a relaxacni vedlej$i uCinky, coz podstatné
zvySuje moznost jejich vyuziti oproti jinym anxiolytiklim, kterd tyto vedlejsi Gcinky

maji a jsou pro danou situaci nezadouci'.
3.2.2 4,5,6,7-Tetrahydroindazoly a jejich derivaty

U této skupiny latek je prokazana antibakterialni a fungicidni aktivita. V praxi
jsou tyto latky pouzivany proti bakteriim kmene Escherichia coli a jako jedno z mala
uc¢innych léCiv proti zlatému stafylokoku. Fungicidniho plisobeni je uzivano proti
Candida albicans, jez je Castou pfi¢inou ustnich a genitalnich infekci a u lidi se

. . . ov s v /5
snizenou imunitou muze vést az k amrti’.

3.2.3 Indazol-3-karboxylové kyseliny a jejich derivaty

-----

agens. Protizanétlivé ucinky byly prokazany na in vivo testech na mysich, analgeticky
ucinek téchto latek vSak neni pfili§ silny. Antibakteridlni ucinek byl prokazan na
nasledujici rody bakterii: Bacillus subtilis, Bacillus thurengensis, Proteus vulgaris,

Stafilococcus aureus a nekteré z Escherichia coli.®.
3.2.4 Benztriazoly, 3-halogenindazoly a jejich derivaty

Tyto latky nasly své uplatnéni jako antiparazitika. Jejich hlavni vyuZiti je k 1écbé

parazitickych infekci Entamoeba hystolytica zpisobujicich tplavici a ¢etnd onemocnéni
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jater. Tato onemocnéni jsou hojnd predevSim v rozvojovych zemich, kde zplsobuji

nes&etna umrti'’.
3.2.5 Pyrazolo[1,5-a]indoly a jejich derivaty

Témto latkdm je pfipisovana protinadorova aktivita, plisobi jako inhibitory
topoisomerazy. Zablokovanim tohoto enzymu se zabrani v riistu nddoru a umozni jeho
dalsi 1éc¢bu ¢i1 chirurgické odstranéni. Inhibici topoisomerdazy dochazi k znemoZnéni
replikace DNA™.

3.2.6 Pyrido[4,3-b]indoly a jejich derivaty

U téchto latek byl prokazan takzvany geroprotektivni ucinek. Jednd se o

zpomaleni starnuti zalozeném na schopnosti téchto latek prodlouzit Zivotnost bunsk™.
3.2.7 Diazepino[1,7-a]indoly a jejich derivaty

Tak jako jiné diazepinové latky, tak i diazepino[l,7-a]indoly jsou pouzivany
Vv 1é€bé poruch centralni nervové soustavy. Jedna se o selektivni agonisty
serotoninovych receptorti 5-HT. Plny rozsah plisobeni nebyl doposud popsan, ale zatim
byly latky tspéSné pouzivany k lécbé¢ bulimie, chronického unavového syndromu,

inkontinence a nékterych sexualnich dysfunkci?’.

3.2.8 Pyridazino[4,5-b]indoly, pyridazino[4,5-a]indoly a
jejich derivaty

Tyto latky puasobi jako selektivni inhibitory thromboxan syntdzy, coz tyto latky
pfedurcuje k pouziti jako antihypertenziva. Svym pisobenim zabranuji agregaci

krevnich desticek a Ize je tedy povazovat za prevenci mrtvice &i infarktu®.

3.3 Merrifieldova syntéza

Celd chemie na pevné fazi odstartovala zdsadnim objevem Roberta Bruce

Merrifielda (1921-2006), ktery byl v roce 1984 ocenén Nobelovou cenou za chemii za
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rozvoj metodologie chemickych reakci na pevnych matricich). R. B. Merrifield svou
praci zasadng zménil piistup k experimentalni syntéze?. Ve své praci se zabyval novym
ptistupem k syntéze peptidul, které se do té doby provadély Vv roztoku, coz bylo velice
narocné. Bylo zapotiebi komplikované chranit reaktivni skupiny jednotlivych
aminokyselin tak, aby se docililo jejich pozadované sekvence. Pro delsi fetézce pak
bylo téméf nemozné najit dostatecné mnozstvi chranicich skupin, které by bylo mozné
selektivné odchranit a nasledné podrobit dal§im reakcim. Nemluvé o tom, Ze reflux
nejednou znehodnotil celou syntézu. R. B. Merrifield piisel s mySlenkou, kde je tivodni
aminokyselina sekvence kovalentné¢ navazana na polymernim nosi¢i a kni jsou
postupné navazovany dalsi, v pofadi vjakém je sekvence zamySlena. Pfi tomto
uspofadani odpada predevSim casové ndrocné Cisténi produktu od reaktantd,
rekrystalizace intermediatti a naslednd ptiprava reakéniho roztoku pro dalsi krok. Dalsi
véci, které se snazil docilit, bylo vyvinout metodu, kterd by umoznovala automatizaci
syntézy polypeptidl, coz se také podatilo. Prvni a zdsadni otazkou bylo, co pouzit jako
nosic, aby spliioval pozadavky: nerozpustny, chemicky 1 fyzikaln¢ stabilni, umoznujici
filtraci, byl porézni a nesl funk¢ni skupinu, na kterou by bylo mozné navéazat prvni
aminokyselinu 1 ji nasledn¢ odstépit. Pro tento ucel byly testovany celuldza, polyvinyl
alkoholy, polymetakrylaty, sulfonovany polystyren a dalsi. Jako nejvhodnéjsi byl

nakonec zvolen chlormethylenovany kopolymer styrenu a divinylbenzenu. (obr. 1)

~—CH—CHy;—CH —CH;—CH—CHy;—CH—CH;—~CH —CHy—

000U

~ CH—CH;~CH —CHy~ CH—CHy~— CH—CHy ~ CH —CHy—

0 9 Q

—CH—~-CH;—CH~-CH;—CH—CH;—CH—-CHy;—CH~CH;—

00, OJ

(obr. 1)
Tento kopolymer mél ve vysledku porézni gelovou strukturu umoziujici priinik
reaktanti k chlormethylové skupiné predev§im za pouziti smacejicich rozpoustédel.

K zdsadnimu kroku, tedy navdzani prvni aminokyseliny, bylo vyuzito reakce
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chlormethylové skupiny (XXXV) s ethylenamoniovou soli dané aminokyseliny
(XXXVI). Pri této reakci vznika substituovany benzyl-esterovy linker (XXXVII), ktery
po celou dobu drzi prodluzujici se fetézec polypeptidu prichycen na pevném nosici
(Schéma 15). Zaroven tento benzyl-esterovy linker umoziuje odstépeni kompletniho

produktu z nosice.

Hooy O
Cl /kNHS H NH.*
*  -00c” R —> O/\OJ\‘/ s

R Cl-
XXXV XXXVI XXXVII

(Schéma 15)

Po navazani 1. aminokyseliny se postupovalo p-nitrofenylesterovou metodou,
kterd byla pouzivana i pro klasickou roztokovou syntézu. Po ptecisténi finalniho
produktu bylo zjisténo, ze vytézek této nové metody je 80%, coz v této dobé bylo

opravdu vysoké Cislo.

Kratce po publikovani tohoto ¢lanku se zacaly objevovat doslova tisice dalSich
popisujicich syntézu riznych oligopeptidii a polypeptidii na pevné fazi odkazujicich na
Merrifieldovu syntézu®?°. Posléze se viak zacali objevovat i publikace popisujici
syntézy jinych latek nez peptidd suzitim principu Merrifieldovy syntézy, coz
odstartovalo raketovy rozvoj syntetickych technik na pevné fazi®®?’. Se zvySujici se
popularitou syntézy na pevné fazi zaCaly pochopitelné riist i ndroky na dostupnost
komponent, stim souvisi i znaény rozvoj prumyslové vyroby a vyvoje novych
polymernich pryskyfic a modifikaci linker pro rozSifeni mozZnosti vyuziti syntézy na

pevné t4zi na co nejveétsi Cast organické chemie.

3.4 Pevna faze

Pevnou fazi je obecné¢ mySlen pevny ¢i gelovity material majici pdérovitou
strukturu, na které je pfitomna reaktivni skupina, na kterou lze navazat linker a nasledné
,ouilding block®. Ostatni ¢asti tohoto materidlu museji byt chemicky inertni. Dal§im

pozadavkem na tyto materidly je schopnost bobtnani za pouZiti specifickych

-19-



rozpoustédel ¢i jejich smési tak, aby reakéni komponenty dokazaly proniknout
k reaktivnim skupinam uvnitt materialu. Velmi podstatnou véci je pak opatieni pevné
faze linkerem nebo spacerem, které umoziuji odstépeni kovalentné vazaného produktu

Z polymerniho nosice.
3.4.1 Pryskyfice

Komer¢né dostupné pryskyfice pro syntézu na pevné fazi lze rozdélit do Ctyf
skupin, podle dominantni struktury polymeru, kterym jsou tvofeny. Néasledné jsou
déleny dle funk¢ni skupiny, pomoci které jsou reaktanty kovalentné vazany na tento
pevny nosi¢. Zminény zde budou pouze nékteré, ptredevSim ty, jejichz vyuZiti ma

signifikantni vyznam pro syntézu na pevné fazi.
3.4.1.1  Styrenové pryskyfice

Jedna se o pryskyfice zalozené na kopolymeru styrenu a divynilbenzenu, funk¢ni
skupina se nachazi v blizkosti styrenového kruhu. Mezi nejpouzivanéjsi se tadi
chloromethylpolystyrenova pryskyftice, téZ nazyvana jako Merrifieldova pryskytice
(XXXVIII), hydroxymethylpolystyrenova pryskyfice, znama taktéz pod nazvem
Wangova pryskyfice (XXXIX) a aminomethylpolystyrenova pryskyfice, kterd je
oznacovana i jako Rinkova pryskyfice (XXXX) (Schéma 16). Tyto pryskyfice bobtnaji
piredevsim v rozpoustédlech typu dichlormethan a dimethylformamid, tedy pievazné

V nepolarnich rozpoustédlech.

Fmoc..

NH OCH;
" 0 jspe
\©\,0H @ o “OCH;3
XXXVIII XXXIX XXXX

(Schéma 16)
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3.4.1.2 TentaGelové pryskyfice

Jedna se o pryskyfice s uhlikovou pateti zalozenou na kopolymeru styrenu a
divynilbenzenu, ktery je modifikovany polyethylenglykolem (obr. 2). Tyto pryskyfice
jsou hydrofilnéjsi a bobtnaji v Sirokych variacich rozpoustédel, nejen v nepolarnich ale i
polarnich, jako jsou alkoholy. Slabé dokézou bobtnat i ve vod¢. Umoziuji rychlejsi
prubeh reakce, diky zvySené mobilité intermediati. Nevyhodou je vysoké cena a tepelna

labilita.

atr “ PEG-Spacer FlFugrcot!;loﬂ
‘_©—’CH2'CH2'O]X'CH2'CH2-X
(obr. 2)

3.4.1.3 Polyakrylamidové pryskyfice

Polyakrylamidové pryskytice (obr. 3) byly vyvinuty pfedevs§im k syntéze delSich
fetézell polypeptidi. Divodem byla nevhodnost standardni Merrifieldovy pryskyfice,
ktera je ve své podstaté¢ velmi hydrofobni, avSak s prodluzujicim se fetézcem peptidl
roste hydrofilita. Polyakrylamidové pryskyfice tento trend vSak nevykazuji a jsou

vyuzivany k syntézdm polypeptidl s fetézcem delSim nez dvacet aminokyselin.
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NH <?H NH, NH NH <TH
NH NH, NH, NH NH
(0] O O (0] (0]
(obr. 3)

3.4.1.4 Polyethylenglykolamidové pryskyfice

Tyto pryskyfice se svymi vlastnostmi velice podobaji polyakrylamidovym. Maji
schopnost bobtndni jak v protickych tak i aprotickych rozpoustédlech, Ize je pouzit pro
enzymaticky katalizované reakce (obr. 4). Omezeni je vSak v mechanické stabilité

téchto pevnych fazi, které nastavaji predevsim pfi filtraci.

¥ o

HM..

CH,
A0 CHs
7 TH]
[ HN ot Oh i,
e “He CH;
3 I
= F  CHg
HM e e P
_ ~of + TH 0
CH: L
3 o= ™y T MH
CHy CHy CH;
(obr. 4)

3.4.2 Linkery

Linkery?®, nebo také nékdy nazgvanymi jako spacery, jsou mysleny fetézce
vazané na polymerni nosi¢ nesouci funk¢ni skupinu. Pomoci této reaktivni skupiny jsou
tvoteny kovalentni vazby mezi polymernim nosi¢em a building blockem, ktery chceme
na pevnou fazi navazat. Hlavni podminkou je vytvofit vazbu nebo fetézec, ktery je po
dobu probihajicich reakci stabilni a zarovenl po ukonceni reakci jej lze rozstépit tak,

abychom ziskaly produkt ptedeslych reakci. Pro potieby organické syntézy na pevné
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fazi byly vyvinuty velmi rozmanité skupiny linkerti, zminény zde budou pouze zakladni

a nejpouzivanéjsi typy.
3.4.2.1 Kysele stépitelné linkery

v

Jedna se o nejpouzivanéjsi linkery pro organickou syntézu (obr. 5). Pavodné
byly vyvinuty pro syntézu oligopeptidi na polystyrenové pryskyfiici. Pro syntézu
nepeptidickych sloucenin byly piipraveny modifikace, které jsou stabiln€jsi pro reakcni
podminky danych syntéz. Ke §tépeni vazeb dochazi, jak jiz nazev naznacuje, pisobenim
kyselin. Jedna se pifedevs§im o velmi silné kyseliny jako je kyselina fluorovodikova nebo

trifluorooctova kyselina.

CI/\O\O
Merrifieldiv linker, Stépeni: 0°C, HF, 30-60 minut

S, o~ | 2,
e
Wangiiv linker, $tépeni: >20% TFA
OH
OMe

O D
SASRIN linker, §tépeni: 0,1-1% TFA
X

Trityl linker, §tépeni: 2% TFA, HCOOH

H
M 0 OMe
0’ \H/\/\/
0

0

OMe H  BAL linker, $tépeni: 50% TFA
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F .
TOC~\H OMe

=

H i
Qw’“j(‘r:} = OMe
0

Rink linker, $tépeni: 50% TFA

(obr. 5)
3.4.2.2 Bazicky $tépitelné linkery

Bazicky Stépitelné linkery sice nejsou tak €asto vyuzivany, jako kysele §tépitelné
linkery, avSak i jejich pouziti je dost casté (obr. 6). Tyto linkery byly vyvinuty
K potiebam syntézy na pevné fazi, kde je k reakénim krokiim vyuzivano kyselé
katalyzy. Kysele katalyzované reakce jsou totiz ke kysele Sté€pitelnym linkeram velmi
nehostinné, diky moznym rizikim odStépeni v pribéhu syntézy byly tedy ptipraveny

linkery S$tépitelné bazicky.
Cl

O Stépeni: DBU

)] ] stépeni: NaOH

NH
& g G NO,

0

NG atan
stdpeni: Pd°/(PPhs)s/morfolin

(obr. 6)

Stépeni: hydrazin hydrat
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4. Vysledky a diskuze

Pro piipravu 3,4-dihydropyrazino[1,2-b]indazol-6-oxidi byl uspé$né popsan
pouze model vyuzivajici syntézy na pevné fazi. Timto postupem byly tedy pifipraveny i
latky v této bakalafské praci uvedené. Zminovana syntéza je vhodna predevSim pro
svou nenaro¢nost na vybaveni, moznosti pracovat v malych mnoZzstvich bez obav
nedostateného mnozstvi produktu a schopnosti ptfipravit velké mnozstvi riznych

derivatl v kratkém Case principem kombinatoridlni chemie.

Jak je jiz v teoretické Casti naznaceno, velké mnozstvi derivatl indolu a indazolu
s pfikondenzovanym cyklem obsahujicim dalS$i heteroatom dusiku bylo podrobeno
biologickému testovani a néslednému detailn¢jSimu vyzkumu. Latky uvedené v této
bakalarské praci doposud nebyly testovany. Diive piipravené derivaty 3,4-
dihydropyrazino[1,2-b]indazoli. byly testovany na cytotoxické 0¢inky in vitro na
bunéénych naddorovych liniich a ukazalo se, ze nekteré derivaty vykazovaly vyznamnou

protinadorovou aktivitu. Vysledky téchto testii vSak nebyly zatim publikovany.

Veskeré reakce jsou provadény v injek¢nich stiikackach utésnénych fritou.
Toto usporadani nam umoziuje vysokou operatibilitu, reakéni ¢inidla a rozpoustédla
nemusi byt slozité¢ napoustény a vypoustény za soucasné filtrace, jelikoz reakce bézi
na polymernim nosi¢i, ktery je umistén uvnitt injekéni stiikacky. Sta¢i reakéni
¢inidla a rozpoustédla nasat pies fritu a po ukonceni reakce opét odfiltrovat, aniz
bychom se museli obavat ztraty produktu. Toto ndm umoziuje polymerni nosic, na

kterém je produkt navazan, je totiz natolik objemny, ze pies fritu neprojde.

4.1 Strategie  pripravy  3,4-dihydropyrazino[1,2-b]
indazol-6-oxidl

Pro syntézu 3,4-dihydropyrazino[1,2-b]indazol-6-oxidi je zapotiebi navazani
1,2-diamonoethanu na Wangovu pryskyfici. Délka tohoto fetézce je kliCova pro

konecnou cyklizaci, protoze umoziuje uzavieni vyhodného 6-ti ¢lenného cyklu za

vzniku findlniho 3,4-dihydropyrazino[1,2-b]indazol-6-oxidu. Nasleduje reakce s 2-
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nitrobenzensulfonyl chloridem za vzniku ptislusného benzensulfonamidu. Pouzitim
rizné substituovaného benzenového jadra se oteviraji moznosti ptipravy takovych
derivatt, které by svou aktivitou vynikaly nad ty dosud pfipravené. Takto pfipraveny
intermediat podléha alkylaci s2-bromketony za vzniku N-alkylsulfonamidu; timto
zpusobem je docileno modifikaci Ry cilovych struktur. Tyto intermediaty jsou nasledné
cyklizovany pomoci 1,8-diazabicyclo[5.4.0]undec-7-enu (DBU). Touto cyklizaci
dochazi k uzavieni indazolového kruhu a vzniku 2-(3-acyl-indazol-2-yl)-ethylaminu.
Tyto struktury jsou poté odstépeny z polymerniho nosi¢e ptisobenim 50% trifluoroctové
kyseliny v dichlormethanu. Po odstépeni z pryskyfice dochazi samovolné k uzavirani

dihydropyrazinového kruhu (Schéma 17).

OH
O/\Og = Q-oH — GL\OJ\N/\/NHZ —
(4) ()
Ry
8o 9 [
N VhgT L N
O/ O H ||j©\ O/\O N/\/ \S/,O .
o, T T
@ " @ o R
Ry
Ry
)OL S N N7 Ri
L N 7 — -
~ /\/ ~N|+ /,
@ 0N hé_ QN\N:
5
(8) 3)

Rq= -H, -CF3, -NO,

. D O O

(Schéma 17)
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4.1.1 Navazani 1,2-diaminoethanu na Wangovu

pryskyfici

Wangova pryskyfice (4) (Advanced ChemTech, 1mmol/g) byla bobtnana a
tiikrat promyta V dichlormethanu. Takto upravena pryskyfice reaguje s roztokem
karbonyldiimidazolu (CDI) v dichlormethanu (DCM). Reakce probihda za bazické
katalyzy, kde je jako baze pouzZit pyridin. Reakéni smés je tfepana na shakeru za
laboratorni teploty tfi hodiny.(Schéma 18) Po ukonceni reakce je reak¢éni smés vymyta a
pryskyfice trikrat promyta dichlormethanem. Nasledné je k pryskyfici pfidan reakéni
roztok 1,2-diaminoethanu v dichlormethanu. Reak¢ni smés je tfepana tfi hodiny,

posléze je smés vymyta a pryskyfice promyta tiikrat dichlormethanem.

O
L -

> L
@~ TOH  cpI, pyridinvDeM @ \O)LN/\B
@ RT, 3h L\N

L H
- 1,2-diaminoethan v DCM 5
N RT3h )

(Schéma 18)

Z takto ptipravené pryskyfice je odebrano n¢kolik miligramd, které jsou
podrobeny reakci s Fmoc-OSu. Pro analyzu neni pouzivan pouze 1,2-diaminoethan bez
navazané Fmoc protektivni skupiny, jednd se totiz o malou molekulu s nizkou hmotou,
ktera je blizkd hmoté mobilni fize. Fmoc navic poskytuje specificky signadl v UV
spektru pfi 300 nm. Pryskyfice snavazanou Fmoc skupinou je Stépena 50%
trifluoroctovou kyselinou a analyzovana na LC-MS. Z analyzy je stanoven loading
pryskyfice pro vypocet kone¢ného vytézku. Vyuziva se srovnani intenzity signalu
vzorku oproti signalu standardu znamé koncentrace. Hodnoty loadingu jednotlivych

pryskyfic se pohybovaly v rozmezi 0,22 — 0,59 mmol/g.
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4.1.2 Reakce s 2-nitrobenzensulfonyl chloridy

Wangova pryskyfice s navazanym 1,2-diaminoethanem (5) ptes karbamatovy
linker je bobtnana v dichlormethanu. K nabobtnané pryskytici je pfidan reakéni roztok
2-nitrobenzensulfonyl chloridu (Schéma 19).

H H
O 2-nitrobenzensulfonyl chlorid, lutidin v DCM O O:é:O
RT, pres noc
(5) O,N

(Schéma 19)

Byly pouzity tyto tfi rGzné 2-nitrobenzensulfonyl chloridy: 2-
nitrobenzensulfonyl chlorid (1), 2-nitro-4-(trifluormethyl)benzensulfonyl chlorid (2) a
2,4-dinitrobenzensulfonyl chlorid (3) (obr. 7).

O.:..Cl
\S\
=0

O,N
R1= -H , -CF3 , -N02

1 @ @

(obr. 7)

Reakce probihd za bazické katalyzy, jako bdze je ptidan lutidin. Reakéni smés je
tfepana na shakeru pfi laboratorni teploté pies noc. Uplné zreagovani vychozi latky bylo
ovéfeno odebranim malého mnoZstvi pryskyfice a reakci s bromfenolovou modii. Je-li
pfitomna primarni aminoskupina, dojde k fialovému zabarveni pryskyfice. Ve vsech
piipadech byl kontrolni test negativni. Po ukonceni reakce je reakéni smés vymyta a

pryskyfice je promyta tfikrat N,N-dimethylformamidem a tfikrat dichlormethanem.

Pied LC-MS analyzou bylo potieba pryskyfici zreagovat s Fmoc-Osu, aby bylo
mozné detekovat pfipadnou vychozi latku. LC-MS analyza ukazala ve vSech ptipadech

produkty v Cistote od 96 do 99%. Vychozi latka, respektive Fmoc-1,2-diaminoethan ani
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V jednom spektru ptitomen nebyl. VSechny struktury odpovidajici pikim v LC-MS

analyzam jsou uvedeny v experimentalni ¢asti.
4.1.3 Reakce s bromketony

Pryskyftice s navazanym sulfonylamidem (6) byla bobtnana v dichlormethanu a
nasledné¢ pétkrat promyta N,N-dimethylformamidem. K pryskyfici je pfidan reakéni
roztok bromketonu v N,N-dimethylfarmamidu (Schéma 20).

O-_R,
§ Q. _o_ N j/
GOy Ny L SOy N
O  0=8=0 O  0=8=0
Bromketon, DIEA v DMF O.N
O2N RT, pres noc 2
(7)
(6) R, R4
(Schéma 20)

Byly pouzity nasledujici bromketony: 2-brom-4‘-methylacetofenon (1), 2-brom-
4°-fluoracetofenon (3), 2-brom-3°-nitroacetofenon (4) a 2-brom-2’acetonafton (2) (obr.
8).

Br/\ﬂ/RZ

o)
NO,
CHs F
(1) (2) (3) 4)
(obr. 8)

Reakce je katalyzovana diisopropylethylaminem. Reakéni smés je tfepana na
shakeru za laboratorni teploty pfes noc. Po ukonceni reakce je pryskyfice promyta

ttikrat N,N-dimethylfarmamidem a pétkrat dichlormethanem.
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Jiz vtomto kroku dochdzelo k ptesmyku benzenového jadra pouzitého 2-
nitrobenzensulfonyl chloridu na karbanion, ktery vznikd plsobenim baze na
hyperkonjugovany vodik, a v nékterych piipadech 1 ke vzniku finalniho
3,4-dihydropyrazino[1,2-bJindazol-6-oxidu.  Vysledné struktury jsou uvedené

V experimentalni ¢asti.

4.1.4 Cyklizace pomoci DBU a Stépeni findlniho

produktu kyselinou trifluoroctovou

Pryskyfice se v§emi reakénimi komponentami (7) navazanymi na ni je bobtnana
V N,N-dimethylformamidu. Nésledn¢ je pryskyiice podrobena cyklizacni reakci pomoci
roztoku 1,8-diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-enu, kdy dochazi k tvorbé indazolového kruhu
(8).(Schéma 21) Reak¢ni smés je tiepana na shakeru tficet minut. Po ukoncéeni reakce je
pryskytice promyvana nékolikanasobné dichlormethanem, N,N-dimethylformamidem a

methanolem, aby byla zbavena veSkerych reak¢nich ¢inidel pred Stépenim.

O+_R,
H (@)
O,N DBU v DMF o) N&
RT, 30 min O
7 ) R
Ry
(Schéma 21)

K pryskyfici s cyklizovanym produktem (8) je ptfidain 50% roztok kyseliny
trifluoroctové v dichlormethanu. Stépici smés je tfepana hodinu na shakeru.(Schéma 22)
Stépeni produktu v kyseling trifluoroctové ve viech piipadech zpisobilo cyklizaci na
finalni  3,4-dihydropyrazino[1,2-b]indazol-6-oxidy (3). Po odstépeni produktu
z pryskyfice je roztok jiman do vialky, z té je pak proudem dusiku odpatfen piebytek

rozpoustédla, koncentrovany roztok produktu je lyofilizovan k ziskani ¢isté latky.
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O R2 RZ
Q. 0o H N=
o) _N= 50% TFA v DCM N
0 RT, 1h N* Ry
8) R ©
(3)
(Schéma 22)

4.2 Ptipravené¢ latky

R
/\KQ/ R4

N~ =
/,

K/ N~ N*
\
o

oznaceni nazev R1 R,

1-(p-tolyl)-3,4- CH+
3(1,1)* dihydropyrazino[1, | -H /@/
2-blindazol-6-oxid

1-(naphthalen-2-
3(1.2) dihydropyrazino[1, H
2-blindazol-6-oxid
1-(naphthalen-2-

yl)-8-
3(2,2) (trifluo ;o;rjethyl)- CFs

dihydropyrazino[1,
2-blindazol-6-oxid

1-(4-fluorophenyl)-

. F
8-nitro-3,4-
3(3,3) dihydropyrazino[1, NO: /©/

2-blindazol-6-oxid

1-(3-nitrophenyl)-8-

N,
nitro-3,4-
3(3.4) dihydropyrazino[1, -NO; /@
2-blindazol-6-oxid

* Nejedna se o novou latku, 3(1,1) byla jiz popsana’. Jeji syntéza byla pouzita jako

modelovy ptiklad.



5. Experimentalni Cast

Pro syntézu na pevné fazi je nutnosti, aby byla celd reak¢ni smés diukladné
pryskyfice dostate¢né nabobtnand a reaktanty mély snadny pristup k funkénim
skupindm, na kterych probihaji reakce. Pro tento ucel byly pryskyfice protiepavany na
laboratornim shakeru v plastovych injek¢nich stiikackach opatienych polypropylenovou
fritou k zamezeni uniku pevné faze jak v pribéhu reakci tak pii promyvani. Pro kazdou
reakci byl pouzit desetinasobek objemu roztoku vici navazce pryskyfice (pro 1 g

pryskyfice bylo pouzito 10 ml reakéniho roztoku).
5.1 PouZzité pristroje a metody:

Pro analyzu pfipravenych intermediati a finalnich latek bylo pouzito LC-MS,

zdznamy méfenych spekter byly vyhodnoceny pomoci softwaru Excalibur'™.

e UPLC chromatograf (Accela Thermo Scientific) s termostatem (30 °C)
e Parametry UPLC:

o nastiik — 5 pul
o mobilni fAze — acetonitril (A) : amonium acetat 0,1% (B)

o gradientova eluce — 10 A : 90 B (0 min); 80 A : 20 B (2,5 min);
80 A:20B (4 min); 10 A: 90 B (4,5 min); 10 A : 90 B (5 min).
e Hmotnostni spektrometr s trojitym kvadrupolovym analyzatorem

e Detektor TSQ Quantum Access (Thermo Scientific, USA, SN: TQU01482)
5.2 Proces standardniho Stépeni:

Kanalyze kazdé¢ reakce bylo zapotiebi odsStépeni produktd z polymerniho
nosi¢e, na kterém byly navazany. K tomuto ucelu byl pouzit roztok kyseliny
trifluoroctové v dichlomethanu v hmotnostnim pomeéru 1:1. K analyzam bylo odebrano
5-10 mg pryskyfice, ke které byl ptidan 1 ml S§tépici smési, ta byla na shakeru tfepana
po dobu 30 minut. Poté se vzorek nechal odpafit proudem dusiku a takto upraveny
vzorek byl rozpustén v 1 ml methanolu. Methanolicky roztok je posléze piefiltrovan do

vialek ur¢enych pro autosampler LC-MS.
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5.3 Syntéza na Wangové pryskyfrici

5.3.1 Navazani 1,2-diaminoethanu na Wangovu pryskyfici

Do injekéni stiikacky bylo odvazeno 250mg Wangovy pryskyiice (4), ta byla

bobtndna v DCM. Je pfidan reakéni roztok CDI (1.25mmol, 202mg) a pyridinu

(1,25mmol, 100ul) v 2,5 ml DCM. Pryskyfice byla tfepana 3 hodiny. Reakéni smés byla

poté vymyta a promyta DCM. Nasledné byl pfidan reakcni roztok 1,2-diaminoethanu

(1,25mmol, 83ul) v 2,5 ml DCM areakéni smés tfepana 3 hodiny, nasledné vymyta a

promyta 3x DCM (Schéma 18).

Ze zreagované pryskytice bylo odebrano 5-10 mg a ty reaguji s Fmoc-Osu

(0,5mol, 337 mg) ve 2 ml DCM.

LC-MS analyza:

Fmoc-1,2-diaminoethan [M-H] = 281,34; Cistota: 99%

Tato latka je vychozi pro veskeré syntetizované 3,4-dihydropyrazino[l,2-

blindazol-6-oxidy. Vysledky se li$i pouze intenzitou signalu, ze kterého je spocitan

loading pryskytice (Tabulka 1).

Tabulka 1
Latka Loading
5(1,1) 0,44mmol/g
5(1,2) 0,22mmol/g
5(2,2) 0,59mmol/g
5(3,4) 0,59mmol/g
5(3,3) 0,22mmol/g
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5.3.2 Reakce s 2-nitrobenzensulfonyl chloridy

Pryskyfice s navazanym 1,2-diaminoethanem (5) byla bobtndna v DCM a
nasledné piidan reakcni roztok 2-nitrobenzensulfonylchloridu (1-3) (Obrazek 5)
(0,8mmol) a lutidinu (0,825mmol, 96ul) ve 2,5ml DCM. Reakéni smés byla tfepana
pies noc, poté vymyta a promyta 3x DCM a 3x DMF (Schéma 19).

LC-MS analyza (viz Tabulka 2).

Tabulka 2
Latka [M-H] Cistota
6(1,1) 244,26 99%
6(1,2) 244,26 99%
6(2,2) 312,25 98%
6(3,4) 289,25 96%
6(3,3) 289,25 97%

5.3.3 Reakce s bromketony

Pryskytice (6) byla bobtnana v DCM posléze promyta 5x DMF. Byl pfidan
reakéni roztok bromketonu (1-4) (Obrazek 6) (1,5mmol) a DIEA (3mmol, 433pul)
ve 2,5ml DMF. Reakéni smés byla tfepana pies noc, reakcni roztok posléze vymyt a

pryskyfice promyta 3x DCM a 5x DMF (Schéma 20).
LC-MS analyza:

Pii analyze alkylovanych meziprodukti byla ziskdna spektra obsahujici vice
pikt. Tyto piky vSak ndleZely riznym formam intermediati sméfujicim k vyslednému
produktu (obr. 9-13).
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Meziprodukt 7(1,1)

[M-H]" = 376,41; 358,4; 294,34; 312,35; 295,34, cCistota: 92% zastoupeni uvedenych

hmot.

0

HEN’%’@\

N0,

Molecular Weight: 377 .41

oan- )
ate
&

HzM

Molecular Weight: 313.35

Meziprodukt 7(1,2)

v ®
K”'N‘?DQ

NO2

Nf"
L_NH NO,

Molecular Weight: 359 40 Molecular Weight: 295,34

\Q 0
= {H

IN‘ 5
HaMN N*

-0
Molecular Weight: 295.34

(obr. 9)

[M-H] =412,45; 394,43; 330,37, 348,38; Cistota: 98% zastoupeni uvedenych hmot.
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L
. e L0
e
50, 5

L_NH NO,

HEN’“"‘VN 0
Mol. Wt.: 413.45 Mol. Wt.: 395.43 Mol. Wt.: 331.37
0
Rl

N
HaN" ™~
0N
£ o
MN

Mol. Wt.: 349,38 Mol. Wh.: 331.37 o
(obr. 10)
Meziprodukt 7(2,2)

[M-H] =480,44; 462,43; 398,37; 416,38; Cistota: 87% zastoupeni uvedenych hmot.

: 502

HZN’“VN 0
Molecular Weight: 481.44  Malecular Weughl. 463.43

H O

haiee
o

CF3
Molecular Weight: 417.38 Molecular Weight: 399.37

(obr. 11)
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Meziprodukt 7(3,4)

[M-H]" = 425,38; 407,36; 362,31; 344,3, 328,3; Cistota: 96% zastoupeni uvedenych
hmot.

F o
N NO k/N
2 S‘DQ H.N
O
50z 3 0

M
HEN"'ﬂ“x,-f -, 0 HZN
Molecular Weight: 426 38 Molecular Weig%ﬂ; 408.36 Moalecular Weight: 362.31
9] I 0

T

I \\ -
F f E N ‘ M—NOZ
s F) ND
M. 2 == 4
o N& J/

HzM
2 L_NH NO, )
Molecular Weight: 344.30 Molecular Weight: 344.30 Molecular Weight: 328.30
(obr. 12)

Meziprodukt 7(3,3)

[M-H] = 452,38; 434,37; 389,32; 370,3; 354,3; Cistota: 97% zastoupeni uvedenych

hmot.
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NO5

O — N/
I-iq
N
HEN..-"&M,- HEN NDQ
Mal, Wt.: 453,28 Mal. Wi.: 43537 Mol. Wt 339 32
(9]
=M 9]
—— -
M- e 2 = P
N* | NN
Hal 'D' Y = /|/
2 [wNH N'::’z HQN
Maol. Wit.: 371.30 Mal. Wh.: 371.30 Mol. Wi.: 355.30
(obr. 13)

5.3.4 Cyklizace za vzniku indazolového kruhu

Alkylovana pryskyftice (7) byla bobtnana v DCM a promyta DMF. Byl ptidan
reak¢ni roztok DBU (0,5mmol, 75ul) v2,5ml DMF. Reakéni smés byla tfepana 30
minut, Reak¢ni roztok byl vymyt a pryskyfice proplachnuta 5x DMF, 3x DCM, 3x
MeOH a znovu 3x DCM (Schéma 21).

LC-MS analyza (viz Tabulka 3).

Tabulka 3

Latka [M-H]" | Cistota

8(L1) |276,32 |91%

8(12) |312,35 |84%

8(22) |380,35 |91%
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8(3,4) 325,28 | 93%

8(33) 352,29 | 77%

5.3.5 Odstépeni meziproduktu a cyklizace dihydropyrazinového kruhu

K pryskytici (8) byla ptidana stépici smés 50% TFA v DCM (1ml). Smés byla
ttepana 1 hodinu na shakeru (Schéma 22). Po kvantitativnim odStépeni produktu
z pryskyftice byl roztok jiman do pfedem odvazenych vialek. Piipravené latky velice
rychle cyklizuji za vzniku finadlnich 3,4-dihydropyrazino[1,2-b]indazol-6-oxidu.
Prebytek roztoku TFA je odpafen proudem dusiku. Zbyvajici rozpoustédlo je
odstranéno na lyofilizatoru. Vialky byly znovu zvazeny a zrozdilu hmotnosti byl

spocCitan vytézek.
5.3.6 Charakterizace pripravenych latek

1-(p-tolyl)-3,4-dihydropyrazino[1,2-b]indazol-6-oxid 3(1,1)

Vytézek: 26,7 mg (88%). APCI-MS miz = 277,95 [M+H]" (obr. 14). *H NMR (300
MHz, DMSO-ds) 5 = 7.73 (d, J = 8.6 Hz, 1 H), 7.59 (d, J = 8.1 Hz, 2 H), 7.46 - 7.28 (m,
3 H), 7.25 - 7.16 (m, 1 H), 7.00 (d, J = 8.6 Hz, 1 H), 4.42 (t, J = 6.6 Hz, 2 H), 4.15 -
4.08 (m, 2 H), 2.42 (s, 3 H). *C NMR (75 MHz, DMSO-dg) 8 = 155.6, 140.1, 134.3,
129.0, 128.8, 128.4, 126.1, 125.9, 120.0, 114.8, 113.0, 110.0, 46.8, 37.3, 21.0.
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(obr. 14) LC-MS 3(1,1)

1-(naphthalen-2-yl)-3,4-dihydropyrazino[1,2-b]indazol 6-oxid 3(1,2)

Vytézek:
(obr. 15).
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(obr. 15) LC-MS 3(1,2)

1-(naphthalen-2-yl)-8-(trifluoromethyl)-3,4-dihydropyrazino[1,2-b]indazol 6-oxid
3(2,2)

Vytézek: 37,7 mg (67%). APCI-MS miz = 381,97 [M+H]* (obr. 16). *H NMR (300
MHz, DMSO-ds) & = 8.54 (s, 1 H), 8.46 (s, 1 H), 8.27 (d, J = 8.6 Hz, 1 H), 8.15 (d, J =
8.2 Hz, 2 H), 7.87 (d, J = 7.5 Hz, 1 H), 7.81 (d, J = 1.0 Hz, 1 H), 7.76 (t, J = 1.0 Hz, 1
H), 7.72 (t, J = 1.0 Hz, 1 H), 7.25 (d, J = 9.0 Hz, 1 H), 4.83 (br. t, J = 1.0 Hz, 2 H), 4.34
(br. t,J = 1.0 Hz, 2 H).
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(obr. 16) LC-MS 3(2,2)
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1-(4-fluorophenyl)-8-nitro-3,4-dihydropyrazino[1,2-b]indazol-6-oxid 3(3,4)

F

N7 / No2
LNy
N\N+

\

o

Vytézek: 45,5 mg (93%). APCI-MS m/z = 326,95 [M+H]" (obr. 17).
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(obr. 17) LC-MS 3(3,4)

8-nitro-1-(3-nitrophenyl)-3,4-dihydropyrazino[1,2-b]indazol 6-oxid 3(3,3)

Vytézek: 14,6 mg (75%). APCI-MS m/z = 353,99 [M+H]" (obr. 18).
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6. Zavér

V reserzni Casti predlozené bakalarské prace byly popsany piipravy vyznamnych
derivati indolu a indazolu, jak vroztoku, tak i na pevné fazi. Déle je zminéna
biologickéd aktivita téchto derivati indolu a indazolu. Nésleduje popis a princip
Merrifieldovy syntézy, ktera byla zasadni pro rozvoj syntetickych postupti s vyuzitim
polymerniho nosie. V navaznosti jsou zatazeny typy pryskyfic a linkerd uzivané

V syntéze na pevné fazi.

Hlavni napln této prace, tedy syntéza novych derivata 3,4-dihydropyrazino[1,2-

blindazol-6-oxid{, je podrobné rozebrana v ¢asti vysledky a diskuze.

Po navédzani 1,2-diaminoethanu na pryskyfici byla provedena reakce s riizné
substituovanymi 2-nitrobenzensulfonyl chloridy. Pryskyfice s takto imobilizovanym
intermedidtem byla ndsledné alkylovana bromketony. Takto pfipravené latky byly
posléze cyklizovany za pomoci DBU, kdy dojde k uzavieni indazolového kruhu.
Cyklizované produkty byly odstépeny z pryskyfice plisobenim 50% TFA v DCM, kdy

nasledn¢ dochazi ke kondenzaci findlnich dihydropyrazinoindazol.

Experimentalni Cast je vénovana vysledkiim laboratorni prace, zahrnuje navazky
a objemy pouzitych reaktantii a rozpoustédel pro jednotlivé reakce, vysledky analyz
intermedidti 1 findlnich produkti na LC-MS a vytézky syntéz spoctené po izolaci

finalnich produkti.

Syntézou na pevné fazi bylo piipraveno 5 latek, z toho 4 jako nové derivaty.
Vsechny piipravené 3,4-dihydropyrazino[1,2-b]indazol-6-oxidy byly analyzovany
pomoci LC-MS. Neékteré z nich pak byly charakterizovany i nuklearni magnetickou

rezonanci.
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Pouzité zkratky

2-Nos-ClI 2-nitrobenzensulfonyl chlorid
CDI karbonyldiimidazol

DBU 1,8-diazabicyclo[5.4.0]undec-7-en
DCM dichlormethan

DIEA diisopropylethylamin

DMF N,N-dimethylformamid

TFA kyselina trifluoroctova
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