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1. Uvod

Indazoly se v poslednich letech staly stiedem zajmu mnoha biologickych studii.
Ukazaly se jako latky s protizanétlivymi,' antimikrobialnimi,® protinddorovymi,’
antimykotickymi,® antiangiogennimi® a cytotoxickymi G&inky.® Jsou také napiiklad

10,11 . 12
% tubulinu® a

potencialnimi inhibitory syntézy oxidu dusnatého,”” proteinkinazy,
TRPV1.">"

Indazol je heterocyklicka sloucenina, skladdajici se z benzenového a pyrazolového
jadra. Systematicky ndzev podle IUPAC je benzo[c]|pyrazol, ale béZzné se pouziva nazev

trivialni. Indazol tvoi{ tf tautomery 1H, 2H a 3H-indazol (Obréazek 1).'>'®

R1 N N
Obrazek 1
(j\/\\u = _ NH
N N
H
Obrazek 2

1H-indazol je energeticky nejstabilnéjSi, proto je rovnovaha obou tautomerl vice
posunuta vlevo (Obrazek 2), ale energeticky rozdil neni az tak vysoky. Nejvyssi stabilita 1 H-
indazolu je ziejmé 1 divodem, proc¢ jsou praveé tyto tautomery nejvice prozkoumané. Chemie
2H-indazolli neni prozkoumana do takové miry jako 1H-indazoly a derivaty 3H-indazola
nejsou bézné.

V této bakalatské praci se budu vénovat derivatim 2H-indazoll. Prace je ¢lenéna do
tiinacti kapitol. ReSerSe pojednava o metodach ptiprav derivati 2H-indazolii a o jejich
biologické aktivité. Nasleduji kratké kapitoly o peptidomimetikdch a o uvodu k syntéze na
pevné fazi. Diskuze se zamétfuje na syntézu 2H-indazold, jednotlivé experimenty jsou zde
popsany a vyhodnoceny. V experimentalni ¢asti jsou detailni postupy a charakterizace téchto
latek. V zavéru je shrnuti celé bakalaiské prace. Soucasti je také seznam literatury a zkratek.
Ptilohou této prace je referat ze stdze z Indiana University-Purdue University Indianapolis

(IUPUI).



2. Cil bakalarské prace

Cilem bakalafské prace byla syntéza derivati 2H-indazolti 1-oxidi na polymernim
nosic¢i. Prace byla zaméfena predevSim na kombinaci stavebnich bloki vedouci k syntéze
novych derivatd 2H-indazoli 1-oxidt. Druha cast bakalaiské prace byla soustfedéna na
syntézu derivati 2H-indazoll s peptidomimetikem. Peptidomimetikum bylo navézano na
dusik postranniho fetézce R' 2H-indazol 1-oxidu (Obrazek 3). Pro piipravu tchto derivati
byly pouzity dvé strategie — reakce s bromoctovou kyselinou a Mitsunobu reakce, ktera
oteviela moznost zallendni substituentdl rizného typu do stavebniho bloku R' na

peptidomimetiku, a tim zvySeni poctu diverznich mist.

Obrazek 3



3. Metody pripravy derivati 2H-indazoli

V této kapitole se budu zabyvat riznymi metodami piiprav derivati 2H-indazola.
Vsechny zde zminéné metody popisuji syntézu v roztoku (Schéma 1). Jedind syntéza
provadéna na pevné fazi, ktera byla zatim publikovana,'” je ta, kterou aplikuji pro piipravu
novych derivatl v rdmci své bakalaiské prace. Pti feseni této teoretické Casti jsem vychazela
z riznych zdroji, ovSem vyznamnd ¢ast pochédzi ze ¢lanku Recent Synthetic Approaches to

1H- and 2H-Idanzoles. A Review.'®
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3.1. Metody priprav N-substituovanych 2H-indazoli

3.1.1. Syntéza vychazejici 7 2-nitrobenzaldehydu

3.1.1.1. Piiprava vedouci ke vzniku 2H-indazoli 1-oxidi

Nejstar§$i metoda pochazi zroku 1954. Jednalo se o ptipravu 2H-indazoli z 2-
nitrobenzaldehydu reakei s p-bromanilinem.'® Na tuto piipravu bylo navazano v roce 1962.
Byla to pfiprava 2H-indazolu 1-oxidu z 2-nitrobenzaldehydu, 3-nitrobenzanilinu a kyanidu
draselného v roztoku kyseliny octové. Tato reakce probihala s 54% vytézkem."

Z této prace pozdéji vychazeli 1 Gerpe a kolektiv pfi studiu indazoli-N-oxida
vykazujicich antiparazitické G&inky.”” Reakci 2-nitrobenzaldehydu I s p¥islusnym aminem

vznikne nejprve Schiffova baze II, kterd je plisobenim KCN v roztoku kyseliny octové
10



pfevedena na S-aminonitrilovy derivat III. Ke vzniku indazolu dojde bud’ spontanné, nebo
pusobenim HCO3 ¢i EtsN. Vznikne 2H-indazol 1-oxid IV (Schéma 2). Kyslik na dusiku
muiiZe byt odstranén pisobenim PPhs v ethanolu. Vyt&zky této reakce byly od 15 do 75%. ¢

CN CN

~o HoNR Sy R R t
KCN, CH3COOH, rt N spont. _
L OO — Oy = (o
NO, NO, NO, \N
S
I I ]| v
w,\rt
NaHCOs3, rt CN
-
\NIN—R
CN b
= v
N-R
=N
o

Schéma 2

Dalsi syntéza vedouci k 2H-indazoliim 1-oxidim vychézi také z 2-nitrobenzaldehydu I
a probihd pres 1,7-elektrocyklizaci azomethin ylidi. Nyerges®' a kolektiv pfi zkoumani
reaktivity nestabilniho azomethin ylidu izolovali po chromatografické separaci 2 H-indazol 1-
oxid IX a oxazolidin VIII. Nestabilni azomethin ylid V vznika reakci 2-nitrobenzaldehydu I s
N-methylglycinem v benzenu nebo toulenu pod refluxem 2-8 hodin. Azomethin ylid V byl
podroben 1,7-elektrocyklizaci za vzniku benz-1,2,6-oxadiazepinového intermediatu VI, ze
kterého po eliminaci formaldehydu vznika 2-methyl-2H-indazol 1-oxid IX. Formaldehyd je
dale schopen reagovat s N-methylglycinem za vzniku azomethin ylidu V, ktery miize reagovat
s dal$im 2-nitrobenzaldehydem za vzniku 3-methyl-5-aryl-oxazolidinu VIII jako druhého
produktu (Schéma 3). Jestlize R', R? substituenty byly vodiky, vytézek byl 40%, nahrazenim
téchto vodikii methoxyskupinou vytézek klesl na 34%, pokud R' byl brom a R* vodik,
vytézek Cinil 37%.

11
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Nasledujici syntéza 2H-indazoll z 2-nitrobenzaldehydu I vychazi z prace Cadogana a
spolupracovnikil z roku 1962.** Syntéza byla navrzena za Géelem energetického zefektivnéni
syntézy v duchu tzv. zelené chemie.

V prvnim kroku reakce dochézi ke vzniku Schiffovy baze XII, pro tento krok bylo
vyvinuto nékolik strategii. Prvnim efektivnim postupem byla syntéza za pulsobeni
mikrovinného zéafeni a druha vyhodnd metoda byla dvoufizovd metoda na vodni fazi.
Strategie zaloZzen4d na vodni fazi probihd tak, ze se do velkého mnozstvi vody pomalu
pfidavaji reaktanty, nastava exotermicka reakce a po chvili se zacne krystalizovat Schiffova
baze ve velmi ¢isté formé. Vysledny indazol XIII byl pfipraven piisobenim triethyl fosfatu za

pusobeni mikrovinného zafeni (Schéma 4).

. R! R2
R o ;
X HoeN microwave, 2min Y (EtO)3P =
* microwave _— R?
NO, R2 NO, max. 150°C N
I X Xl Xil

Schéma 4

Celd reakce byla dale modifikovand na ,,one-pot* reakci. Smés vSech reaktantii

v ekvivalentnim mnozstvi byla podrobena plsobeni mikrovinného zafeni. Bylo

12



vypozorovano, ze v prvni fazi reakce vznikd Schiffova baze XII a ve druhé fazi dojde ke

vzniku 2H-indazolu XIII.%
3.1.2. Syntéza derivati 2H-indazolii 7 2-nitrobenzylaminu

3.1.2.1. Kysele a bazicky katalyzovana Davis-Beirutova reakce

Ptiprava 3-alkoxy-2H-indazolli z 2-nitrobenzalylaminu ¢i 2-nitrosobenzylaminu byla
publikovana v roce 2005.>* Autofi odkazovali na praci jinych skupin autort,” 2® které se
snazily o pripravu 2,1-benzisoxazolovych derivath z  diethyl((benzylamino)(2-
nitrofenyl)methyl)fosfonatu v prostfedi alkoholického roztoku hydroxidu; domnivali se, Ze
2,1-benzisoxazolové derivaty takto pfipravi.

Tym autort z Kalifornské univerzity a Americké Beirutské univerzity vSak na zaklade
toho, Ze sekundarni aminy jsou vice nukleofilni nez sekundarni alkoholy, to znamend, ze -NH
skupina atakuje —-N=0 skupinu lépe nez —OH skupina, pfipravili 2-benzyl-1H-indazol-3(2H)-
on.

Davis-Beirutova reakce vyzaduje pouze bazické prostfedi a relativné nizkou teplotu
v alkoholickém roztoku. 2-Nitrobezylamin XVI se pfipravi reakci primarniho aminu a 2-
nitrobezaldehydu I (Schéma 5) nebo 1-(bromomethyl)-2-nitrobenzenu XV (Schéma 6).
Reakce benzylamini s 1-(bromomethyl)-2-nitrobenzenem probihala ve velmi dobrych
vytézcich, ale reakce arylaminil s 1-(bromomethyl)-2-nitrobenzenem poskytovala velmi nizké

vytézky, na rozdil od reakce 2-nitrobezaldehydu s arylaminy.27

a) HoNR!
b) NaCNBH3, HOAc, MeOH

NO
2 )KOH, H,0, t /N\N7R1
H S

0 OMe
| XIvV

Schéma 5

a) HoNR', DIEA, MeOH

NO, N
@ b) KOH, H,0, t EI( .
N-R

Br =

OMe

XV XIv
Schéma 6

Ve snaze o optimalizaci reakénich podminek se ukézalo, ze vytézky vzrostly, pokud
bylo pouzito urcité procento vody. Pro reakci, ve které se pouzije methanol (MeOH), je

nejlepsi 10% vody, pro ethanol (EtOH) a propanol (PrOH) pak 20% vody. Jedna se tedy o
13



reakci 2-nitrobenzaldehydu, respektive 1-(bromomethyl)-2-nitrobenzenu zprostiedkovanou
alkoholem (pouziva se MeOH, EtOH, PrOH) a vodnym roztokem hydroxidu.

Byl navrzen mechanismus této reakce. 2-Nitrobenzylamin XVI za bazickych
podminek poskytuje hemiaminalni nitroso meziprodukt XIX a néslednou ztratou vody vznika
dilezity meziprodukt 2-nitrosobenzilidin XX. Dale nasleduje N,N-cyklizace, atak alkoxy
skupiny a 1,4-eliminace vody. Toto probihd bud’ v jednom kroku, nebo ve dvou krocich

(Schéma 7).

NO, KOH, H,0 NO NO
¥ MeOH, t § @ N
—_—
-H,0 Z
HO HOAc N HO

)
MeOH
Xvi OH
XIX XX
NO H,N
S
cro O
Xvii XVl
+
COH, OH OH
N N N
_) N v N+
%N : H ©£<N N § >
-~ -
H H* L
o) o) HO

XX

H,0

XX XXI
\ -H+

~
(0]
XXIV

Schéma 7

Pro potvrzeni tohoto mechanismu, byl 2-nitrobenzylalkohol XVIII podroben tfem
pokustim. V prvnim pokuse bylo na 2-nitrobenzylalkohol XVIII piisobeno zaienim a vznikl
2-nitrosobenzaldehyd, ktery za plsobeni typickych Davis-Beirut podminek (KOH, MeOH,
voda) za pokojové teploty selhal. Pokud se k roztoku methanolu ptidala kyselina octova pii
pokojové teploté, ziskali produkt v 85% vytézku. Jedna se tedy o kysele katalyzovanou
Davis-Beirutovou reakci. Jestlize vSak 2-nitrosobenzaldehyd ve druhém pokusu nechali
zreagovat pouze s kyselinou octovou (HOAc), byl vytézek 50%. Treti pokus znamenal
pusobeni zafenim na systém 2-nitrobenzylalkohol/MeOH/HOAC, pro tento pokus byl vytézek

10%, ale byl to velmi &isty proces, poskytujici pouze produkt a nezreagované vychozi latky.?®
14



3.1.2.2. Dalsi ptiprava 2H-indazoll z 2-nitrobenzylaminu

V roce 2012 byla publikovana ptiprava 2H-indazolti XXVI reakci 2-nitrobenzylaminu
XXV stitanem v nizkém mocenstvi v pfitomnosti baze Et;N, ktera udrzuje potifebné pH
(Schéma 8). Tato metoda ma vyhodu v tom, ze vychozi latky jsou dobie dostupné, probiha
v pomérn¢ kratkém case a ve vysokych vytézcich s moznosti pouziti Sirokého rozsahu

substituentu.

1 1

RC@)"Z' TiCly/Zn, Et3N, pH=8 Rm'\‘ A

> —Ar

N i =

R2 “Ar THF, rt, 30 min R2
XXV XXVI

Schéma 8

Pro optimalizaci reakénich podminek byla vyzkouSena fada kombinaci, reakce
TiCly/Zn bez piidané baze nedala zaddny vysledek. Byla vyzkousena tada kovu k redukci
titanu, napiiklad Fe, Zn, Mg, Al — nejlepsi kov se ukazal byt Zn a pH, pfi kterém reakce
probihala s nejvétsim vytézkem (83%), bylo 8.

2-Nitrobenzylamin byl substituovan arylovymi skupinami se substituenty,
odebirajicimi 1 dodavajicimi elektrony do arylového systému, ve vSech ptipadech byly
vytézky vyssi nez 70%.

Reakce chloridu titani¢itého se zinkem poskytuje titan v nizkém oxida¢nim stavu,
pravdépodobné je zredukovan do oxidacniho ¢isla III, existuje 1 titan s oxida¢nim ¢islem II, je
velmi reaktivni a ma silné redukéni schopnosti. Clanek pouze uvadi, Ze vznikaji ¢astice titanu
v nizkém oxida¢nim stupni. TiCly byl pfidavan po kapkach do zinkového prasku v bezvodém
tetrahydrofuranu (THF) za pokojové teploty pod dusikovou atmosférou a pod refluxem. Titan
totiz v nizkém oxida¢nim stupni Il reaguje s vodou za vzniku vodiku.

Mechanismus reakce je zalozen na redukci nitrobenzylaminu XXV na
nitrosobenzylamin XXVII pomoci titanu v nizkém oxida¢nim stupni. Nitroso skupina je
atakovdna volnym elektronovym parem amino skupiny, dojde ke vzniku N-N vazby,
odstépeni protonu pomoci baze a po nasledné eliminaci vody dostaneme finalni 2H-indazol

XXVI? (Schéma 9).
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R! NO, NI NI

TiCly/Zn, Et3N, pH=8 | =N,
2 N NI ~
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/TH
XXV 7
XXVII EtaN XXVI
XXVIII
Schéma 9

3.1.3. Priprava 2H-indazolit 7 2-nitrobenzamidii

Vroce 2006 Sawant a kolektiv publikovali pfipravu 5,6-dihydroindazolo[3,2-
aJisochinolint XXXIL*® Jednalo se o cyklizaci nitroarenti zprostfedkovanou chloridem
cini¢itym za vzniku N-N vazby. SnaZili se zredukovat nitro skupinu 1-(2-nitrofenyl)-3,4-
dihydroisochinolinu XXX za pomoci SnCl, 2H,0 a ziskali neobvykly produkt ve 3% vytézku.
Jestlize byl k redukci pouzit katalyzator Pd-C, dostali amin, ale ne vedlejsi produkt. Vytézek
aminu pro katalyzator Pd/C v MeOH byl 95% a pti podminkadch SnCl, 2H,0, MeOH 85%,
pti¢emz vznikl 2H-indazol ve vytéZzku 3%.

Vznik toho vedlej§tho produktu byl prvni piiklad syntézy 2H-indazola

zprostiedkované chloridem cini¢itym za mirnych podminek (Schéma 10).
HsCO HsCO
m POClI3, PhCHs, O SNnCly.2H,0,
HyCO HN. O reflux HyCO ~N MeOH

—_—
5/’\‘02 NO,
XXIX XXX O

Schéma 10

Redukce nitro skupiny na amino skupinu probihd pfes nitroso a hydroxylaminové
intermediaty. Redukci za pouziti SnCl, 2H,0, PhSH a Et;N byl ziskan 2H-indazol XXXII ve
29% vytézku (metoda I), intermediat byl hydroxylamin a to v 71% vytézku. K cyklizaci
pravdépodobné dochazi pies hydroxylaminovy intermediat XXXIII a to ztratou vody, ale

protoze hydroxy skupina je Spatn¢ odtupujici skupinou, vytézek byl pouze 29%.
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Byla snaha o zefektivnéni tohoto kroku. Aby hydroxylové skupina lépe odstupovala,
byl do reakce pfidan tosyl chlorid, po patnacti minutach doslo k dokonalé preméné

hydroxylaminového derivatu XXXIII na 2H-indazol XXXII (metoda II). (Schéma 11).

SnCl,.2H,0
PhSH, Et3N

RZO CH3CN rt, 15 min RZO
NO, metodal

1. SnClp.2H,0 xxxm
PhSH, Et3N
CH3CN, t, 15 min TsCl, Ch3CN, 15 min

2. TsCl, rt, 15 min metoda Il

metoda lll

Schéma 11

Déle byla pfipravena strategie ,,one-pot* reakce, pfemeny nitro derivitu na indazol
bylo dosédhnuto nejprve ptisobenim SnCl, 2H,0O, PhSH a Et;N po dobu 15 minut, nasledné byl
do smési pfidan tosyl chlorid a za dalSich 15 minut byl ziskan findlni indazol v 99% Ccistoté
(metoda III). Byly pfipraveny &tyfi 2H-indazolové derivaty s vytézky od 88 do 91%.'

Mechanismus vzniku 2H-indazolu je zndzornény ve schématu 12.

HaCO O HsCO HsCO
N O N
HaCO 2 — HsCO OTS /‘ —>  HsCO 7 OTs
! NHOH ! N
XXXV

XXX XXXIV
© B-H
B ) pTsOH

Schéma 12

3.1.4. Priprava 2H-indazolit 7 2-bromobenzaldehydu
Tato syntéza je tiislozkova ,,one-pot™ syntéza, to znamena, Ze vSechny komponenty
jsou ptidany do jedné reak¢ni nddoby najednou. Jde o postupné vytvareni C-N a N-N vazby.
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Jednotlivymi komponenty jsou 2-brombenzaldehyd XXXVIII, primarni amin, azid sodny a
méd’ jako katalyzator (Schéma 13).

o 2 kat. CuTMEDA Z N
R + HNT 4 NaNg s R [ N-R?
=z DMSO, 120°C SN

Br
XXXVII XXXIX
Schéma 13

Med se ukéazala byt nejlepSim katalyzatorem a to v podobé Cul. Déle jako
rozpoustédlo se zda byt vhodny dimethylsulfoxid (DMSO), pro toto polarni rozpoustédlo byly
nejlepsi vysledky. Reakce probiha dobfe pro aromatické, heteroaromatické i alifatické aminy,
ponckud nizsi vytézek poskytnul 2,4,6-trimethylanilin, zfejmé kvili sterické zabrang. Pokud
byl 2-bromobenzaldehyl substituovan, vytézky byly také dost vysoké, ovSem ponékud nizsi
nez u nesubstituovaného 2-bromobenzaldehydu.

V souCasnosti se pracuje na bliz§im upfesnéni mechanismu této reakce,
pravdépodobné dochézi nejprve k vazbé mezi aldehydickou skupinou a aminem, déle je brom
substituovan azidem za katalyzy médi, pokud méd’ neni ptfitomna, Zaddny produkt nevznika.
Nasleduje nukleofilni atak a vytvofeni vazby mezi dusiky za soucasného odstépeni molekuly

dusiku (Schéma 14).

0
~ _R2

! x,  R? )
R? N N
*HN +  NaN; ——— 7—> Je ©
Br Br N=N=N-Cux

XXVI XL XLI

|
Gt T CF g

XXXIX XL C)

Schéma 14

Zajimavosti je, Ze pokud misto aminu pouZzili mravenc¢an amonny, pfipravili 1H-
indazol, ktery pravdépodobné vznikl tautomerizaci z 2H-indazolu, ktery je termodynamicky

méné stabilni.’!
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3.1.5. Priprava 2H-indazolit 7 Baylis-Hillmanovych aduktii

Nasledujici syntéza pojednava o ptiprave 2,3-disubstituovanych 2H-indazold. Vychazi
se z cyklohex-2-en-1-onu a aldehydu. Z téchto dvou reaktantli vznikly tzv. Baylis-Hillmanovy
adukty XLV (Schéma 15).

Reakci se substituovanym hydrazinem se piipravi 2,3-disubstituované 4,5,6,7-
tetrahydro-2H-indazoly XLVI. Oxidaci cyklohexanové ¢asti molekuly se ziské findlni indazol
XLVII. Oxidace nejlépe probiha pomoci 2,3-dichloro-5,6-dikyanobenzochinonu (DDQ)
v benzenu pod refluxem (24 hodin). Omezeni této reakce spociva v tom, ze pokud R =
furanyl, nedostaneme ocekavany 2H-indazol, ale karbazolovy derivat. Dalsi omezeni je
v reakci s 4,4-dimethylcyklohex-2-en-1-onem s aldehydem a nasledné s fenylhydrazinovym
derivatem. Po piisobeni DDQ totiz u tohoto konkrétniho derivatu nedojde k dehydrogenaci

cyklohexanové &asti heterocyklu, ale vznikne alkoholovy derivat.**'

R?2 R2
N-N N-N

o) OH ©O
\ \
0 R R2NHNH,,HCI, DCE R'™X DDQ (2 ekv) RN
JC o+ —_ ,
R 'H reflux, 8-20 hod. benzen,

reflux 24 hod.
XL XLIV XLV XLVI XLVII

Schéma 15

3.1.6. Syntéza 2H-indazoli 7 derivati kyseliny anthranilové

Tato syntéza navazuje na starou metodu piipravy substituovanych 3-chloro-2H-

indazol.*>**

Byla snaha pfeménit indazoly v pfechodny receptor potencialniho kationového
kanalu podrodiny V ¢lenu 1 (TRPV1 — transient receptor potential cation channel subfamily
V member 1), jehoz funkci je detekce a regulace télesné teploty a bolesti. TRPV1 antagonisté
mohou byt potencidlnimi analgetiky a vysoce selektivnimi ligandy pro estrogenni receptor f
(ERp). Pokud R* byl fenyl, pak tyto latky vykazovaly vysokou afinitu a dobrou ERf
selektivitu, hlavné pokud jen fenyl substituovany v para poloze halogenem, -CF; nebo
nitrilem. Vytézky této reakce byly od 35 do 85%. Pod schématem 16 jsou vypsany reakéni

podminky v zavislosti na substituentu R'.'®
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1 2 R 3
Ol 4 O = O 2 e
R’ NH, Ns Ns R N
IL L LI

XLvii

Schéma 16
Cinidla:
Rl(-OCHg,): (1) TfN;, CuSO4, DCM, MeOH; (2) SOCl,, p-anisidin; (3) benzen, SOCl,.
Rl(-Br): NaNO,, 2N HCI, 5°C; potom NaNs, NaOAc, H,O; (2) SOCI,, reflux; potom 4-
aminobenzotriflorid, DMAP, DCM; (3) SOCl,, reflux, 96 h.

3.1.7. Syntéza 2H-indazolu [3+2] dipoldrni cykloadici sydnonii a arynii

Jedna se o reakci sydnonll a arynd v jednom kroku. Tato metoda dovoluje pouzit

Sirokou $kélu sydnonti a arynli. Reakce poskytuje vysoké vytézky a probihd za mirnych

podminek.

3
SwC‘i'f'éHs , R R

N ot R2 =

R1€L CHy ﬁ/\&f TBAF, THF. 1t o1 @ 7\ g2
_— I (@] N\
o N-g -CO, N
-8=0
u ©7 ¢k, L LIV
Schéma 17

Sydnon je heterocyklus vychézejici z 1,2,3-oxadiazolu (Obrazek 4). Tyto slouceniny
se pfipravuji z pfislusné aminokyseliny LV, kterd je podrobena nitrosaci a poté
cyklodehydrataci (Schéma 18). Nitrosace probihd bud’ pomoci dusitanu sodného v kyselém
prostiedi pii 0°C, nebo pomoci dusitanu amylnatého (systematicky nézev je 3-methyl-1-
nitrosooxybutan). Cyklodehydratace nastane za plsobeni anhydridu kyseliny octové nebo

anhydridu kyseliny trifluoroctové.

R3
R? +
N m&d
N~ N
o ~0
1,2,3-oxadiazole sydnon

Obrazek 4
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Os R3

H (0] N O 2
N nitrosace ,‘\l cyklodehydratace R\Kl B
R2 OH — >~ R? OH ——— > N S—0
R3 R3 N-g
Lv LVI Lvi
Schéma 18

Vychozi latky pro tuto reakci jsou o-(trimethylsilyl)fenyl triflat LVIII a pfislusny
sydnon LIX =za katalyzy tetra-N-butylamomium fluoridu (TBAF) v THF. Nejlepsi
substituenty na sydnonu v poloze 3 byly aryly se substituenty dodédvajicimi do systému
elektrony, pokud byl na aromatickém jadfe navazan substituent odebirajici elektrony, 2H-
indazol LIV témét nevznikl.

Mechanismus této reakce popisuje schéma 19. Reakci s fluoridy vznika trojna vazba
na aromatickém jadfe, vznikaji tzv. aryny, nasleduje nukleofilni atak uhliku na trojnou vazbu

, . " ’ . cxc g . . 35
a nasledné odstépeni oxidu uhlicitého za vzniku 2H-indazolu.

Cn, 3 R® R3
x Si CH R2\+ . o) =
R CL P H/\g*d e R1*/R NG — RC [ N-R?

o) N\O \/KN/O C02 A \N

/

_a=0
v ©° “CFs LIX LX LIV
Schéma 19

3.1.8. Syntéza 2-aryl-2H-indazolu 7 1-chloromethyl-2-jodobenzenu

2-Chloromethyl-2-jodobenzen LXI reaguje se zinecnatou soli za vzniku zine¢natého
&inidla 2-chloromethylarylu LXII (Schéma 20).*® Toto &inidlo dale reaguje aryldiazoniovymi
tetrafluoroboraty za vzniku 2H-indazol LXIII. Tato reakce dovoluje pouZit riizné funkéni

skupiny navazané na aromaticky kruh diazoniové soli.

Cl (¢]]
1.i-PrMgClI.LiCI .

‘ x I -20°C, 30 min ‘ N Zn'LiCl  N=N-Ar BF” N = A
> —Ar

A F 2. ZnBry.LiCl -/ THF:NMP (4:1) R/\ =N

R -20°C to 25°C R 2 -40°C to 25°C;
LXi LXII 50°C, 1h LXIll
Schéma 20

V prvnim kroku reakce se pusobi i-PrMgCl.LiCIl na 2-jodobenzyl chlorid za vzniku

diarylu zine¢natého. Toto zine¢naté ¢inidlo je pfidano do aryldiazoinové soli za nizké teploty
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(-40°C). Smés se dale micha za pokojové teploty a po zahtati na 50°C po dobu jedné hodiny
vznikne pfislusny indazol LXIII.

Ho AT A
Cl CL qN,Ar c Kl) N
. \ !
I ZnLiCl NEN-Ar BF N ~N I N

‘ _— B — B —
S =
R

LXV

r

LXI LXIV LX1i

Schéma 21

3.2. Alkylace 1H-indazola

Alkylace N-H-indazoli poskytuje obvykle smés derivati alkylovanych bud’ na
jednom, nebo druhém dusiku. Slade a jeho spolupracovnici publikovali v roce 2009 reakei,
kdy dochazelo ke chranéni prvniho nebo druhého dusiku pomoci p-methoxybezyl chloridu
v zavislosti na podminkéch. Pti pouziti slabsi kyseliny vznikd 2 H-indazol, pokud se pouzije
siln¢j8i kyselina, dojde ke vzniku 1H-indazolu a pokud se pouzije silné bazické prostiedi,

vznikd smés obou (Schéma 22).

Xr slabsi kyselina, Z N
R N PMB-CI 5 R— N-PMB
P N N \NI
H
LXV

silnejsi, LXVI
PMB-CI
NaH, DMSO, N

PMB-CI il N
Z N
PMB
LXVII
NN =
R{I\,N * R{:f\, N-PMB
PMB
LXVII LXVI
Schéma 22

Otazkou, pro¢ v bazickém prosttedi vznikaji oba derivaty, se detailng zabyvali Luo®’ a
jeho spolupracovnici. Jestlize se pouZzije silna baze, jako je NaH, dojde k deprotonaci 1H-
indazolu ptfednostné v pozici N(1). Vznikly zdporny naboj se miiZze premistit na druhy dusik
bez vétsich energetickych problémi, proto muize 2-(trimethylsilyl)ethoxymethyl chlorid
(SEM-CI) reagovat jak na prvnim, tak na druhém dusiku. Pokud se pouZije slabsi baze, pak
elektronovy par na dusiku ¢. 2, ktery je nukleofilnéj$i neZ na prvnim dusiku, jelikoz je

soucasti aromatického systému, reaguje s elektrofilem SEM-CI, vytvoii se kationové
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usporadani, kdy je vodik na prvnim dusiku nasledné odstépen pomoci slabsi baze (Schéma

23).1

LXV LXVIIl

SEM-CI, THF
CyklohexoNCH3

TN "

1 1 1
R N NaH, THF R D\ R N
IN IN ~ IN
N N N
" R? R?

LXIX
SEM-CI, THF

CyklohexoNCH3

R1
=
~ N-SEM
N
RZ

/ LXVI

R1
N~ —
\@;N CIn O i CHae \;:E@\INSEM
_ N
H B H™N
2 2 —
R R 5
LXX

Schéma 23
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4. Syntéza na pevné fazi

Syntéza na pevné fazi byla navrzena roku 1959 Robertem Brucem Merrifieldem.
V roce 1984 mu byla ud€lena Nobelova cena za chemii pro objev syntézy peptidii na pevné

fazi (Schéma 24).®

0] (o}
1 R! ~NO
+ (e} NH _ > (0} NH P
L@o Y T

LXXII LXXI LXXIV 1. HBr, CH3COOH
1 2. Et;N
R o)

Q

S OO Qe
NH / \/\N02 ).L O R1 S N02
o= = ° N i R
OH

H NH
0 2
©_/ LXXVII LXXVI LXXV

1. HBr, CH3COOH
2. NaOH, EtOH/H,0 (10:1)

0O R!
HQNQLN&(OH
e H o

LXXVIII
Schéma 24

Syntéza na pevné fazi byla piivodné vyvinuta pro syntézu peptidi. Syntézy kratkych
peptidovych fetézcii byly diive uspéSné provadény, ovSem se vzrlstajicim poctem
aminokyselin rostly problémy s rozpustnosti a ¢iSténim peptidi. Za G€elem odstranéni téchto
problémti byla pro syntézu peptidli nalezena nova technika. Vyhody spocivaji pfedevSim
v jednoduché manipulaci, snadné filtraci a CiSténi vysledného peptidu od rozpoustédla a
vedlejSich produkti. VSechny tyto vyhody urychluji syntézu a dnes se bézn& vyskytuji
pfistroje, které peptidy automaticky syntetizuji pomoci této techniky. V dneSni dobé se
syntéza na pevné fazi neomezuje pouze na syntézu peptidi, ale pouziti se rozSifuje na
pfipravu mnohem komplexnéjSich organickych molekul.

Pevna faze je polymerni pryskyfice navrzena tak, aby byla chemicky stdld a méla
dostatecnou velikost pro filtraci a pohodlnou manipulaci. Jedna se o prostorové zesitovany

polystyren obsahujici 1-2% divinylbenzenu (Obrazek 4 — Merrifieldova pryskyfice).
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Obrazek 4%°

Na polymernim nosi¢i je navazan linker, ktery umozni Sté€peni reakénich produkta
z pryskyfice. Existuje fada linkert, ty jsou obecné bud’ kysele, nebo bazicky labilni. R. B.
Merrifield navrhl chlormethylenovou pryskyfici. Skupiny, které nemaji vstoupit do peptidové
vazby, jsou pokryté¢ chranicimi skupinami. Existuje mnoho chranicich skupin, naptiklad
fluorenylmethoxykarbonyl (Fmoc), allyloxykarbonyl (Alloc), ferc-butoxykarbonyl (Boc)
(Obrazek 5).* R. B. Merrifiel pfi svém experimentu pouzil jako chranici skupinu

benzylkarbonyl (Cbz).

. o=<R

e AN AT O

(e}
Fmoc Boc Alloc Cbz

Obrazek 5
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5. Biologicka aktivita

Jak jsem v uvodu uvedla, indazoly se ukazaly byt latkami s mnoha vyznacnymi
biologickymi  ucinky. Naptiklad derivaty  4,5,6-tetrahydro-2H-indazolu  vykazuji
protizandtlivou aktivitu.! Jiné derivaty mohou vykazovat antimikrobialni,*' antiparazitickou

41,19

aktivitu, antiangiogenni.” Také mohou byt inhibitory poly(ADP-ribdza)polymerazy

(PARP)* a ligandy pro estrogenni receptory.43

5.1. Antiangiogenni aktivita 2 H-indazola

Angiogeneze je proces, kdy dochazi k nové tvorbé krevnich kapilar. Je to nezbytny
fyziologicky a patologicky d¢j probihajici naptiklad pfi hojeni ran, pfi zanétlivych procesech
a je nezbytny také pro vznik a riist nadorti. Nove vzniklé kapilary vyzivuji vznikajici nador, a
tim mu umoznuji dal$i rst. A praveé 1écba, kterd umozni zastaveni ristu novych kapilar a
muze tak znicit vznikajici tumor, se nazyva anti-angiogenni.

Bylo zjisténo, ze pfi tvorbé novych cév maji nejvétsi roli rastové faktory, nejlépe je
prozkouman VEGF — vaskularni endotelovy ristovy faktor.**

Huang a kolektiv testovali N(2) — substituované benzyl-3-(4-methylfenyl)indazoly pro
potencialni anti-angiogenni u¢inek. Bylo vybrano 5 derivati, které byly testovany in vivo na
VEGF-indukované bunécné proliferaci a tvorbé novych kapilar. Tyto latky byly testovany pii
30 uM, 10 uM a 1 pM koncentraci. Pfi koncentraci 10 a 30 uM vSechny vykazovaly
vyznamnou aktivitu, avSak pfi koncentraci 1 pM vyznamnou aktivitu vykazovali pouze
LXXX, LXXXII a LXXXIII. Dale byly vSechny latky porovnany vzhledem k latce,
vykazujici velmi vyznamnou antiangiogenni aktivitu ethyl-4-(1-benzyl-1H-indazol-3-
yl)benzoat (YD-3). V koncentraci 1 pM mély latky LXXX, LXXXIT a LXXXIII lepsi anti-

angiogenni aktivitu nez YD-3.

Obrazek 6
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Tabulka 1:

Cislo slou¢eniny | Typ substituentu (R)
LXXIX H

LXXX 4-Cl

LXXXI 3-Cl

LXXXII 4-CHj;

LXXXIII 3-OCHj

5.2. 2H-indazoly jako PARP inhibitory

PARP — poly(ADP-rib6za)polymerdzy jsou enzymy dilezité v bunéénych procesech
opravy DNA a programované bunééné smrti (apoptozy). Hlavni roli PARP je najit zlomy na
jednovldknové DNA. PARP enzymy katalyzuji ptenos ADP-rib6zovych jednotek na
akceptory jako jsou histony, DNA polymerdza apod. Pro tvorbu ADP-rib6zovych monomeri
je nezbytny substrat nikotinamidadenindinukleotid NAD". PARP inhibitory mohou selektivné
zni¢it ty nddorové bunky, které maji Spatné opravenou DNA dvousroubovici. Jedna se
napiiklad o nadory s mutacemi v genech spojenych s rakovinou plic BRCA-1 a BRCA-2
(,,Breast cancer-associated genes*).

Jako latka s dobrou aktivitou — PARP inhibitor byla latka LXXXVI, u které byla
zjiSténa hodnota pro PARP-1 ICsp = 5 nM, BRCA-1 CCsy =500 nM.

Na zacatku SAR studie (,,structure activity relationship®) byla pfiprava analog rizné
substituovanych v meta a para polohdch. Do para polohy byla navdzana bud’ skupina
karboxamidii, nebo skupina anilidi. Obé tyto skupiny vSak mély slabsi vlastnosti nez
LXXXIV (Obrazek 7). Proto se studie dale zaméfila na kombinaci substituentl na
benzenovém kruhu indazolu a benzenovém kruhu pfipojeném na N(2). Analog LXXXV,
ktery byl substituovan na benzenovém kruhu na N(2) vySel nejlépe a mél podobnou aktivitu
jako latka LXXXIV. Pokud byly navdzany do polohy 3 nebo 4 na benzenovém kruhu
indazolu atomy chloru, znamenalo to pokles aktivity, podobné jako u substituentd —OH a -
OCHj; v poloze 4. Zjistilo se, ze nejvetsi aktivitu vykazuji latky, které maji v poloze 5 na
benzenovém kruhu indazolu fluor taktéz fluor v poloze 3 na benzenovém jadre. Jako

nejaktivngjii derivat vysel LXXXVIL.*
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LXXXIV LXXXV

Obrazek 7

5.3. 2H-indazoly 1-oxidy jako latky s antiparazitickou aktivitou

Parazitické onemocnéni je jedno znejrozSifenéjSich na svété, predevSim
v rozvojovych zemich. Rozsifend je predevsim Chagasova choroba, malarie, schistosomiaza
(bilharidza), lesimanidza, trichomonidza. Chagasovu chorobu zptsobuje prvok Trypanosoma
cruzi, maléri ptendsi prvoci rodu Plasmodium, schistosomidzu motolice rodu Schostosoma
(krevnicka), leishmaniézu zpisobuji prvoci rodu Leishmania a trichomonidza je zplsobena
prvokem Trichomonas vaginalis.

Gerpe a kolektiv zjistili, ze latky obsahujici N-oxid a indazolovy cyklus vykazuji
vybornou aktivitu proti prvokim rodu Trypanosoma. Nejprve zkouseli testovat in vivo 5-
nitroindazoly, zjistili, Ze nitro skupina neni zdsadni pro tuto aktivitu. Poté objevili, Ze N-oxid
s indazolovym kruhem pravé tuto aktivitu ma. Uvedu zde tfi struktury, které vykazovaly
nejvetsi aktivitu proti trypanosomé; jsou to struktury LXXXVII, LXXXVIIT a LXXXIX.
Testy pro porovnani indazolti obsahujici N-oxid s témi, které neobsahovaly N-oxid ukézaly,
7e N-oxid je opravdu dillezity v ti¢inku proti Chagasové chorob&.*® Proti leishmanioze byla

nejvice aktivni struktura LXXXIX (viz. tabulka 2).

CN CN CN
N N N
0 o) 0
LXXXVII LXXXVII LXXXIX
Obrazek 8
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Tabulka 2:

Struktura | L. amazonesis | L. infantum | L. braziliensis
LXXXVII |+ + i

LXXXVIII | + n n

LXXXIX |++ = s
Pentamidin | +++ +++ -+

DMSO 0 0 0

+++, udava Uplné znicCeni parazita; ++, oznacuje znehybnéni nebo zpomaleni ristu paraziti;
+, paraziti rostli jako v kontrolnim vzorku DMSO, ale byly méné pohyblivi. Pentamidin je

chemoterapeutikum proti prvoktim.

5.4. 2H-indazoly jako vysoce selektivni ligandy pro Estrogenni receptor f

Estrogeny jsou steroidni pohlavni hormony. Jsou pfedevSim Zenské, ale vyskytuji se
také u muzi. Maji zasadni roli pro vyvoj sekundarnich pohlavnich znaki u Zen, jsou soucasti
antikoncepcnich ptipravku, také snizuji fidnuti kosti, ovliviiuji produkci koagulacnich faktort,
zvy$uji mnozstvi cholesterolu HDL a snizuji mnozstvi cholesterolu LDL.*** Nedavna data
taky ukazala estrogeny jako neuroprotektivni latky.*’ Do této skupiny hormont patii estradiol,
estron a estriol. Prostfednikem pro pusobeni estrogennich hormoni jsou jejich receptory-ER
(estrogenni receptory).

Jsou dva druhy ER a to ERa a ERf, oba jsou kdédované jinymi geny. Tkanova
distribuce kazdého z nich je trochu jind, ERa prevlada hlavné v déloze, jatrech, prsni Zlaze,
kostech a kardiovaskularnim systému. ERf je produkovan prostatou, vajecniky a v mocovém
traktu. Nejprve byl objeven ERa, po objeveni 1 druhého receptoru se oba staly stfedem z&jmu
mnoha védct.

Meri De Angelis a kolektiv?® vytvorili model nesteroidnich ligandd pro estrogenni
receptory, které maji fenyl-2H-indazolové jadro, zaméfili se pfedevSim na ERf. VSechny
struktury, které byly pro tento ucel piipraveny, miuzeme rozdé¢lit do dvou skupin. Jedna
skupina ma hydroxylovou skupinu na C-5 a druhd na C-6.

Nejprve bylo testovano, ktera hydroxylova skupina v derivatech XCa, b a XCla, b
vazand na benzenovy kruh mimikuje A-kruh estradiolu. Bylo zjisténo, Ze hydroxylové

skupiny na R* a R* pozici hraji dileZitou roli ve vazb& na ERB a byl potvrzeny piedpoklad
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sniZzeni vazby mezi nesteroidnimi ligandy a ER8 v ptipad€, Zze by hydroxylova skupina v
pozici R? a R* na t&chto ligandech nebyla.

Pro derivaty XC, které maji hydroxylovou skupinu na C-5 bylo také testovano, ktery
halogen mé v poloze R* na derivatu XCI nejvétsi afinitu k ERB. Nejlépe vysel atom bromu a
chloru. Také bylo testovano par C-6 hydroxylovych analog; ty vykazovaly niz$i afinitu ve
srovnani s C-5 derivaty. Z celého testovani vysly nejlépe latky XClc a XCId. Tyto latky by
mohly byt do budoucna sondy pro definovani fyziologické role ERfS receptoru.

R3
R2 R2
T TR
R3 N N
R! R!
XC XCl

Estradiol

Obrazek 9
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6. Peptidomimetika

V dne$ni dobé se vyzkum mimo jiné soustfedi na syntézu a screening piirodnich
biopolymerti nebo biopolymeri, které jsou piirodnim latkam podobné, jelikoz maji mnohé
vyznacné vlastnosti. Jednou skupinou téchto latek jsou i peptidomimetika, latky, které
»mimikuji“ — napodobuji peptidy. Jedna se vétSinou o modifikace urcitého peptidu nebo o
pfipravu systému, ktery se peptidim pfiblizuje, napiiklad jsou do peptidového fetézce
zafazeny f-aminokyseliny.

Peptidy jsou latky, které se skladdaji z aminokyselin spojenych peptidovou vazbou.
Délime je podle po¢tu aminokyselin na oligopeptidy, polypeptidy, bilkoviny. Jsou to latky,
které maji nezastupitelnou roli v zivych organismech. Jsou dilezitymi signalnimi molekulami
pro riizné receptory, jsou to hormony, neurotransmitery a rizné fyziologické modulatory.**2

Dlvodem, pro¢ jsou piipravovany peptidomimetika, je piedevSim jejich piipadna
biologicka aktivita a vétsi stabilita nez u prirodniho peptidu, pficemz ob¢ tyto vlastnosti jsou
dobrym ptedpokladem pro syntézu nového 1é¢iva.

VeEtsi stabilita spocivd pfedev§Sim v tom, Ze peptidy jsou casto degradovany
proteolytickymi enzymy, tudiz pokud je peptid néjakou cestou modifikovany, mize to
degradaci snizit.

Peptidomimetika tak mohou byt piipraveny riznymi zpusoby, napiiklad pouzitim
neptirodnich D-aminokyselin (Obrazek 10), odstranénim aminokyseliny z fetézce, pouzitim
L-aminokyselin, avsak nepfirozenych (Obrazek 11),> dale riiznou cyklizaci fetézce (Obrazek
11). Pro piipravu peptidi byla navrzena syntéza na pevné fazi, kterd se pozd¢ji zacala
uplatnovat pro ptipravu nejriznéjSich latek, vcetné peptidomimetik (viz. oddil ,,Syntéza na
pevné fazi“). Naptiklad niZe uvedené struktury Valinomycin a Colistin (Obrazek 12) jsou
potencidlnimi antibiotiky.

Peptidomimetika jsou potencialnimi novymi lé€ivy, jelikoZ mnohé z nich vykazuji
znacnou antimikrobidlni, protirakovinnou, analgetickou, antivirdlni nebo antimalarickou

aktivitu, >

H2N, _coon
HN HY\_/ NH H2N,_cooH
2"\_COOH HY
H\‘\< OH
CHs
D-Alanin D-Tryptofan D-Tyrosin
Obrazek 10
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HoN /\)J\OH o

B-Alanin B—Methyl-fenylalanin

Obrazek 11
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0
Q
HN-=0 I’r
! 0 M \é‘\
N :.'."
o
-
Valinomycin®

Obrazek 12

HO

HN

0]
HO

3-Karboxyprolin

CH NH

Colistin®®
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7. Vysledky a diskuze

R3 NO, R® NO,
G ¢ 199
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9 P L oRAD
H

g N
o)
7: R'=a 8 R3=-H 9: R3=-H;R*=-CHg;
20: R'=b 21: R3=-H RS=-H;R6=-H
s s 22 RP=-HR*=-CHy
R R R®=-H; R® = -H
R4
proR'-H=a, b
R3
O,N
OQ$?O e} RZ
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R® Ne . — >
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13, 24, 39, 40
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AL NH'R‘L/O ~Y
—_— O
1= b N
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N
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. " NogtL $1
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o) 31: R¢=- H3 1
@K"/O 32: R2 = -CH,-Ph-OH o NH;
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R == A,
HoN™ L R™-L 2) 3~ _NH,
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: ¢3)  ©"ScooH
41:R"=¢2 44:R"=¢2
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Schéma 25
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7.1. Celkovy postup pripravy 2H-indazolu 1-oxidi

Syntéza 2H-indazola 1-oxidl vychazi z primarnich aminii navazanych na pryskyfici.
Tim, Ze je amin navazany, je zaroven imobilizovany a chranény pied nezadoucimi reakcemi.
Dale nasleduje reakce s 2-nitrobenzensulfonyl chloridem ¢i jeho derivaty za vzniku
sulfonylamidii, v dal§im kroku pak alkylace bromketonem. Finalni 2H-indazol vznikne
pusobenim baze 1,8-diazabicyklo[5.4.0Jundec-7-enu (DBU). Celkové schéma této reakce
jsem znazornila ve schématu 26. ,.L*“ — predstavuje libovolny linker a Sedd kulicka
ptredstavuje pryskyfici. Reakce vedouci ke vzniku 2 H-indazolu je unikatni. Dochdzi ke vzniku
vazby mezi C-C a nésledné mezi N-N. Vysledny produkt se z pryskyfice odstépi ptisobenim
siln¢ kyseliny, pouziva se 50% trifluoroctova kyselina (TFA) v dichlormethanu (DCM).

HoN. _,L
2N R1 \O B B N — O,/ N [
(6]
7 8 9
20 21 22
RS RS
R4

R3=H
R* = -CHj;
RS =-H
R6=-H
Schéma 26
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7.2. Priprava derivati 2H-indazolu 1-oxidi

7.2.1. Odstépeni Fmoc protektivni skupin 7 Rinkovy pryskyiice

Pro pfipravu prvniho produktu se vychdzelo z Rinkovy pryskyfice 1, tato pryskyfice
obsahuje aminoskupinu chranénou Fmoc protektivni skupinou, kterd se da z aminu odstranit

pusobenim 50% piperidinu v roztoku dimethylformamidu (DMF).

~o HN/Fmoc
L 50% piperidin L
— F —N s
= e L w0
~0 o DMF
) Q 1 2

Schéma 27

Piperidin je baze, kterd zptisobi odStépeni protonu a vznikne anion na uhliku €. 9
fluorenového kruhu. Odtah elektronti zplsobi uvolnéni oxidu uhli¢itého a vznikne
konjugovany stabilni systém 9-methylen-9H-fluorenu 5 (Schéma 28). Vysledkem je volna

aminoskupina piipravena k reakci.

H ?H
HN
0 0 .
R ,R 5 H
N N
o H O H
3 4
COQ + H2N\
R
6
Schéma 28

7.2.2. Acylacni reakce

V dal$im kroku dochazi k acylacni reakci. Podle toho, jaké se pouzije acylacni ¢inidlo,

tim se bude lisit R' stavebni blok (Schéma 29).

H H
L F N N
H2N \O e W ‘L/O
HOB, DIC, 0
2 DCM/DMF (1:1) 7
Schéma 29
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Pro prvni produkt bylo pouzito jako acylaéni ¢inidlo Fmoc-f-alanin. Aminoskupina
tohoto alaninu byla ochranéna také Fmoc skupinou. Jelikoz pouhd reakce primarniho aminu a
aminokyseliny neprobiha samovoln¢, byla pouzita aktivacni ¢inidla; hydroxybenztriazol
(HOBt) a N,N’-diisopropylkarbodiimid (DIC). Mechanismus této reakce spociva ve vytvoieni
aktivovaného esteru aminokyseliny s HOBt. DIC je baze, kterd zpiisobi odtrzeni protonu
z kyseliny a vytvoii se pfechodny kation na uhliku mezi dusiky, dojde k posunu elektronti a
navazani kysliku z karboxylatu na tento elektronové deficitni uhlik. Nasledné hydroxylova
skupina HOBt atakuje uhlik s karbonylem a dojde ke vzniku aktivovaného esteru a 1,3-
diisopropylmocoviny (DIU). Vznikly aktivovany ester pak zreaguje s volnou aminoskupinou

za vzniku amidu. Tato reakce probihala pii laboratorni teploté pies noc.

7.2.3. Kvalitativni a kvantitativni zji§t'ovani pritbéhu reakce

Pro kvalitativni zhodnoceni reakce, kdy se zjiStuje, zda jsou vSechny volné
aminokyseliny naacylovéany, byla provedena zkouska s bromfenolovou modii (roztok v N-
methylpyrrolidonu). Ve smési nebylo pozorovano modré zbarveni, coz znamena nepfitomnost
volné aminoskupiny. Reakce byla tedy negativni na bromfenolovou modi (BB). Pro
kvantitativni zhodnoceni prubéhu reakce se pocita tzv. loading. Loading udava, kolik latky (v
milimolech) se navéazalo na 1 gram pryskyfice. Tato kvantifikace se provadi relativné vici
vnéjSimu standardu. Porovnavaji se plochy piki vzorkl se standardem pii vinové délce 300
nm, u kterého zndme ptesnou koncentraci. U vzorkil zname piesnou hmotnost, tudiz miZzeme
vysledek piepocitat na 1 gram pryskyfice. Jako standard byl pouzit 0,01M roztok N-(9-
fluorenylmethoxykarbonyloxy)sukcinimid (Fmoc-Osu). Loading se pak vyuZziva pro vypocet

procentudlniho vytézku reakce. Loading pro tuto reakci vysel 0,44 mmol/g.

7.2.4. Reakce vedouci k sulfonamidiim, alkylace a cyklizace na findlni indazoly

V dalsim kroku byla naacylovana pryskyfice smichdna sroztokem 2-
nitrobenzensulfonyl chloridu. Pravé dusik nitroskupiny tohoto reaktantu tvoii jeden z dusik
ve vysledném indazolu a benzenové jadro je soucasti indazolového kruhu. Nejprve byla
odstépena Fmoc skupina, poté mohlo dojit k reakci s 2-nitrobenzensulfonyl chloridem. Do
reakce se pridavad baze 2,6-lutidin, ktera pomdha k odtrZeni protonu z aminoskupiny.

Vysledkem této reakce byl benzensulfonamid 8 (Schéma 30).
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o)
Fmoc 1. 50% piperidin/DMF oH H /O
\N/\AN/L\O _ @\S/NWN‘L
H H 2. 2-nitrobenzensulfonyl chlorid, NO, ‘C‘) o)
7 2,6-lutidin, DCM
Schéma 30

Po tomto kroku byla provedana LC-MS analyza a v analyze se objevily dva piky.
Plochy jednotlivych pikli pfedstavovaly 79% a 21%. Byla udé€lana zkouska, zda byla reakce
nedoreagovand, nebo nebyla kvantitativné odStépena Fmoc protektivni skupina. Byly
odebrany dva vzorky pryskyfice, jeden vzorek byl smichan s reakéni smési na odchranéni
Fmoc protektivni skupiny a poté byla nasazena znova reakce s 2-nitrobenzensulfonyl
chloridem (A). Druhy vzorek byl smichén s reakéni smési 2-nitrobenzensulfonyl chloridu (B).

Byla provedena opét LC-MS analyza a zintegrovany plochy pikt. V analyze vzorku A
byly plochy jednotlivych piku 93% a 7%, v analyze vzorku B byla plocha 100%. Na zakladé
téchto vysledkli byla provedena znova reakce s 2-nitrobenzensulfonyl chloridem pro celé
mnozstvi pryskyfice.

Pro vznik findlniho indazolu je dilezity dalsi krok a to reakce s bromketonem. Tim se
do systému dostane tzv. C-kyselina — z uhliku vedle karbonylu mize byt za vhodnych
podminek odtrzen proton. Reakce s 2-bromo-1-p-tolyl-ethanonem probihala v reakéni smési
s bazi N,N -diisopropylethylendiaminem (DIEA) pfes noc. Vysledkem reakce byl 3-[(2-nitro-
benzensulfonyl)-(2-oxo-2-p-tolyl-ethyl)-amino]-propionamid 9 (Schéma 31).

CHj3

Q\ ~ W
NO, O o) NO, O
8 oY
9
Schéma 31

7.2.5. Mechanismus cyklizace

Uz jsem zminila, zZe dilezité je, aby byla v systému C-kyselina. Pro vznik 2H-indazolu

10 se k pryskyfici ptidava baze DBU v DMF (Schéma 32).
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Schéma 32

Tato baze zapfiCini odtrzeni protonu vedle karbonylu. Karbanion atakuje uhlik
benzenového jadra sousediciho s SO, skupinou. Sira si nasledné pfitahne elektrony z vazby
mezi aromatickym uhlikem a sirou za odStépeni SO, a souc¢asného vzniku nové vazby C-C.
Ihned poté nasleduje uzavieni indazolového cyklu za vzniku nové N-N vazby (tandemova
reakce). (Schéma 33).

CHj

O« o i oy |
H H
0
10 H3C
L 1 i
Schéma 33

Jelikoz produkt byl navazan na kysele labilni linker, vysledny indazol 13 byl tedy
odstépen z pryskyfice pomoci 50% TFA v DCM (Schéma 34), po odpafeni TFA byl produkt

suspendovan v diethyletheru.
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Schéma 34

7.2.6. Priprava dalSich derivatiu 2H- indazoli 1-oxidu

Po izolaci predchoziho produktu byla snaha o ptipravu dalSich dvou derivati 2H-
indazoll a to na Wangové pryskyfici 19. Tato pryskyfice mé hydroxymethylovou skupinu.

K aktivaci hydroxylové skupiny se pouzivd karbonyldiimidazol 15 (CDI). Mechanismus,
jakym tato reakce probihd, je znazornén ve schématu 35.
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HO\L 0

14 NTTNTONTY

H
_\\ O\ N
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(N R N
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\

H\ O /§N
) /L\ @Ng\‘\ _— C“,LN
(0) N—‘4
O * g/ N

H §
_N__oO.
R Njo( L/O + N\rj

18 17

Schéma 35

Byly vybrany dva primarni aminy — alifaticky a alicyklicky. Pro prvni produkt byl

pouzit 1,5-diaminopentan a pro druhy pak 1,4-diaminocyklohexan, u nichZz byla jedna
aminoskupina ochranéna Fmoc skupinou (Schéma 36).
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Schéma 36

Pfi odstépovani produktu z pryskyfice byla pouzita silna kyselina — 50% TFA, tim
doslo k uvolnéni oxidu uhli¢itého a vzniku volny produkt.

Po provedeni tohoto kroku byly zjiStény loadingy. Pro 1,5-diaminopentan 20 byl
loading 0,59 mmol/g, pro druhou reakci byl loading ov§em pouze 0,15 mmol/g. Reakce byla
provedena znova, stim rozdilem, Ze byla zvySena teplota (50°C). Nasledné byl zjistén
loading, ktery byl vSak témét shodny s prvnim pokusem 0,16 mmol/g. Z tohoto diivodu jsem
s pryskyfici nepokracovala v syntéze.

Déle jsem pracovala pouze s navazanym 1,5-diaminopentanem 20, ze kterého byla
odStépena Fmoc protektivni skupina v 50% piperidinu, tim byla volna aminoskupina

pfipravena pro reakci s 2-nitrobenzensulfonyl chloridem (Schéma 37).

H H () ineridi OoH H C)
1. 50% piperidin/DMF 7N N. O
- ~ AN e ~
Fmoc N\/\/\/NYO L > s Y L
0 2. 2-nitrobenzensulfonyl chlorid  NO, O o)
20 2,6-lutidin, DCM 21
Schéma 37

Reakce probéhla dobie; test pomoci BB vysel negativné. Byla tedy nasazena reakce

s 2-bromo-1-p-tolyl-ethanonem (Schéma 38), kdy reakce opét prob&hla kvantitativné.
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Schéma 38

Na zékladé téchto vysledkd mohlo dojit k poslednimu kroku, cyklizaci pomoci DBU
(Schéma 39). LC-MS analyza po tomto kroku byla velmi Cistd, produkt 24 byl odstépen
z pryskyfice pomoci 50% TFA (Schéma 40).

CHs HsC
0 H /O DBU, DMF \ 0 H
N_ _O. e S
OQ(‘S?/N/\/\/ Y L &/N\/\/\/NYO\L/O
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NO, 0 o)
22 23
Schéma 39
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23 24
Schéma 40

Pro izolaci tohoto produktu 24, vzhledem k vysoké Ccistoté produktu, mohlo byt
pouzito vysrazeni z diethyletheru, neobjevila se vSak Zadna sraZenina, po pfikadpnuti HCI se
objevil pouze zékal. Produkt se musel izolovat na semipreparativni kolonce C18-silikagel.
Pted izolaci byl z produktu pomoci dusiku odfoukéan ether, produkt byl rozpustén ve vodée
s kapkou acetonitrilu (AcCN). Kolonka byla nejprve promyta acetonitrilem, poté vodou a
nasledné byl pipetou nanesen vzorek. Jako mobilni faze byla pouzita nejprve voda, pak

acetonitril a nakonec methanol.
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7.3. Priprava 2H-indazolu s peptidomimetikem
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Jak jsem jiz uvedla, peptidomimetika jsou latky, které napodobuji peptidy a mohou
mit vyznacné biologické vlastnosti. Druha ¢ast mé prace byla proto zaméfena na syntézu 2H-
indazolu s peptidomimetikem navdzanym na N(2) dusiku indazolu. Syntéza vychazela z
bromderivatu navazané¢ho na Rinkovou pryskyfici. V dalSim kroku nasledovala reakce
s aminoacetaldehydem dimethylacetalem, ktery bude tvofit na =zavér cast cyklu
peptidomimetika a nasledné reakce se dvéma aminokyselinami. Pro vznik indazolu byl v dalsi
fazi na fetézec navazan derivat 2-nitrobenzensulfonyl chloridu, poté bromketon, a diky
pusobeni baze DBU doslo k cyklizaci na 2H-indazol. Indazol s peptidomimetikem byl
odstépen z pryskytice ptisobenim 50% TFA (Schéma 41).

7.3.1. Reakce  Rinkovy  pryskyiice s bromoctovou  kyselinou a  ndsledné

s aminoacetaldehydem dimethylacetalem

Pro ptipravu dvou derivatl 2H-indazold byla pouZzita Rinkova pryskyfice 2. Nejprve
byla odstépena z Rinkovy pryskyfice Fmoc protektivni skupina v 50% piperidinu, pak volna
aminoskupina zreagovala s roztokem bromoctové kyseliny 25 s DIC a DIEA. Reakce

probihala dvé hodiny pii laboratorni teploté (Schéma 42).

H
Ty DIC, DIEA BrWN‘L/O
0 0

25 2 26
Schéma 42

Dalsi krok byla reakce s aminoacetaldehydem dimethylacetalem 27 za pfitomnosti

DIEA. Trvala dvé hodiny pfi laboratorni teploté. Po tomto kroku byl zji§tén loading reakce,

ktery vySel 0,26 mmol/g.
H NH H
BrWN‘L/O + L ? DIEA HNWN‘L/O
o) HsCO™ “OCH; H3COW) o)
26 27 OCHz; 28
Schéma 43

7.3.2. Acylacéni reakce

Nasledovala reakce s aminokyselinami. Pryskyfice 28 byla v tomto kroku rozdélena na
dvé Casti. Na jednu cast pryskyfice byl navazan Fmoc-Ala-OH (Schéma 44) a na druhou ¢ast

Fmoc-Tyr(fBu)-OH (Schéma 45).
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H
! HOOC7\N Fmoc FmOC\N/'\fO
N, /o HC H H

) HOB, DIC
H3COW) o) . DIC,
DCM/DMF (1:1) HyCO~ ~OCH,
OCH;
28 29
Schéma 44

Fmoc Fmoc.

@ "o

HsCOﬁ) o COOH

HsCO™ “OCH;
OCHs HOBY, DIC,
28 DCM/DMF (1:1) 30
Schéma 45

Pro aktivaci karboxylovych skupiny téchto aminokyselin na pryskyfici bylo ptidano
HOBt a DIC v DCM/DMEF (1:1) a reakce probihala pfi laboratorni teploté ptes noc.

Po skonfeni reakce byly provedeny LC-MS analyzy. Podle ptedpokladu doslo
k hydrolyze acetalu. V analyze se objevily piky odpovidajici molekulové hmotnosti volného
aldehydu a produktu, ktery obsahuje Sesti¢lenny kruh vznikly po eliminaci vody. V Obrazku
13 jsem znazornila produkty snavadzanym alaninem, Obrazek 14 ukazuje struktury
s navazanym tyrosinem. Zde je potfeba zdUraznit, Ze tyrosin obsahoval chrénici terc-
butylovou skupinu, kterd je rovnéz §té€pitelnd kyselinou trifluoroctovou - tato chranici skupina

pfitomna proto po odstépeni produktu z pryskyfice pfitomna nebyla.

CHj3
Fmoc. 0]
P F R (0] F N
N \O moc o moc N)\fo 0
A \)k K/
HyCO™ ~OCHj >N NH, N NH,
29-vl 29-p1 29-p2
Obrazek 13
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HO,
><O\©\ pn- Fmoe .
HO O
. O
"o, Oy

\
N L H 0 Fmoc—N N
Ji Jku \O Fmoc.. N%NHZ Mo N 3:0

N

HyCO™ “OCH; H o HoN

30-vl 30-p1 30-p2
Obrazek 14

V dalsim kroku byly pryskyfice snavdzanymi aminokyselinami 29, 30 tiepany
roztokem na odchranéni Fmoc protektivni skupiny a nasledné reagovany s roztokem Fmoc-y-
aminobutanové kyseliny, HOBt a DIC v DCM/DMF (1:1). Tyto reakce také probihaly pies

noc pii laboratorni teploté (Schémata 46 a 47).

CHs H O CHs
Fmoc.. o _N o)
moe N o} 1. 50% piperidin/DMF Fmoc \/\AHJ\K o)
NQkN/L\O > NQ&N/L\O
L H 2. Fmoc—y—aminobutanova kys., H
HOB, DIC
HsCO™ ~OCH ; HzCO™ ~OCH
3 3 DCM/DMF (1:1) 3 3
29 31
Schéma 46
K Kk
H o)
Fmoc. (0] /N\/\)L 0
N 0 1. 50% piperidin/DMF Fmoc N 0
H : - HOoN L
0 v
H 2. Fmoc—yp—aminobutanova kys., H
HsCO™ “OCH; HOB, DIC HsCO™ “OCH;
DCM/DMF (1:1)
30 32
Schéma 47

Byla provedena opét LC-MS analyza. Z pfedchozi zkuSenosti uZz vyhodnotit tato
spektra nedalo velikou praci. V kazdé analyze se objevily dva piky, vétsi z nich odpovidal
molekulové hmotnosti zcyklizovaného produktu 31-p2, 32-p2. Chranici terc-butylova

skupina byla opét pfi St€peni odstranéna. Jednotlivé formy produktd jsou v obrazku 15 a 16.

H\/\)ci & 9 $Hs
_N 0 H
Fmoc N)\f 0 /N\/\)L 0 O CH
H N\/K L Fmoc N 0] H 3
N’ O HoN FmOC/NMN/'\fO
H NH, o
HyCO™ “OCH, [\o R/N\/KNHZ
31-vi 31-p1 31-p2

Obrazek 15

45



0 OH

H OH
N L N o o)
N Fmoc” N H
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Fmoc”
NH,

H3CO™ "OCHj3 [
32-vl 32-p1 g 32-p2

Obrazek 16

7.3.3. Reakce vedouci ke vzniku 2H-indazolu

R/N\/kNH

2

Pro ob¢ pryskyiice 31, 32 nasledovaly reakce, které byly jiz vySe zminény (v Casti

prace pojednavajici o ptipravé 2H-indazoli bez peptidomimetika). Jedna se o reakce, které

umozni vzniku indazolového kruhu. Nejprve byly z obou pryskytic 31, 32 odstépeny Fmoc

protektivni skupiny a nasledné byly ob¢ pryskytice 31, 32 tfepany s reakéni smési 2,4-

dinitrobenzensulfonyl chloridu a 2,6-lutidinu v DCM. Reakce probihaly pfes noc pfi

laboratorni teploté. Byla provedena zkouska na BB, kterd vySla negativng. V LC-MS

analyzach byly identifikovany produkty zobrazeny nize (Obrazek 17 al8).

NO,
OoN o;;o
y O CHy S 0 CHs
N~ o N~ 0
Fmoc” N o 1. 50% piperidin/DMF N Q
H Pip H
N L - N AL
N ~Q 2 24-dinitrobenzensulfonyl chl., L N
HyCO OCH, 2,6-lutidin, DCM HsCO OCHj
31 33
Schéma 48
NO,
o< K
N
o] > Osg70 o]
H
Fmoc N (0] 1. 50% piperidi N (0]
H . % piperidin/DMF H
N\)J\N/L\O > N\)J\N/L
Ji H 2. 2,4-dinitrobenzensulfonyl ch., Ji H \O
HyCO OCH; 2,6, lutidin, DCM HsCO OCHs
32 34
Schéma 49
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NO, 0 NH, NOL 5
33-p1 33-p2
Obrazek 17
NO,
NO,
O,N
oH 0=8=0
OH

o)
0~ 'N (0]
[N\,JLNHg N
X 2

34-p1 34-p2
Obrazek 18

Poté byla provedena reakce obou pryskyfic 33 a 34 s 1-(4-amino-3,5-dichloro-fenyl)-

2-bromo-ethanonem a DIEA v DMF. Reakce probihaly opét pfes noc pii laboratorni teploté.

Oba vzniklé meziprodukty 35 a 36 jsou zndzornény ve schématech 46 a 47. Vyhodnoceni LC-

MS analyzy bylo vtomto pifipadé¢ hodn¢ komplikované, bylo pozorovano mnoho pika

sriznou hmotnosti. Struktury, které bylo moZno v analyze identifikovat, jsou niZe

znazornény (Obrazek 19 a 20).

NO, NO,

Cl
Br
HoN O.N
0.0 >>: 27 o4l
g (0] /(Y:\H; 0 O\S/o O CHs

0, “ - NNLNJ\fo o
DIEA, DMF H
NQLH/L\O cl o N AL

HzCO™ “OCH3 H,N H3CO™ “OCH3

33 cl 35

Schéma 50
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H3CO™ ~OCH; H,N H3CO™ ~OCH;
34 cl 36
Schéma 51
NO,
cl O\\s\\ NO,
N © o)
O,N
H,N 2 HsC NH,
>>: 0 g N
Cl SN N~ O
0 NoL
NH NH, o O
HsC' - /—§
N O
o)
. Cl Cl
o) NH,
35-p1 35-p2
Obrazek 19
OH

N
N
e
cl o = »NHZ
cl 36-p1 o]

H,N  ClI 36-p2
Obrazek 20

I pfes nejasnou analyzu byla provedena reakce s roztokem DBU v DMF po dobu 30

minut pii laboratorni teploté (Schéma 52 a 53).

.....

analyze jediny pik, ktery odpovidal o¢ekdvanému produktu.
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36 38

Schéma 53

Ob¢ latky 37, 38 byly po hodiné pii pisobeni 50% TFA v DCM odstépeny
z pryskyfice za vzniku finalnich 2H-indazoli 1-oxidl navazanych na peptidomimetikum 39 a

40 (Schéma 54 a 55).

ON
!Q/NMH)\(O , SoeTEADCH

0 .

. N\)LH - Q

HsCO™ “OCH;

Schéma 54

H,N

O)< ; O OH

Cl

38 HaCO~ “OCH; 40

Schéma 55
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7.4. Snaha o pripravu dalSich derivati 2H-indazolu s peptidomimetikem

Schéma 25 ukazuje dvé mozné cesty piipravy 2H-indazolu s peptidomimetikem. Ve
vyie popsané syntéze se vychazelo z bromoctové kyseliny (Schéma 41), ktera tvoii R'-
fetézec. Abychom nebyli omezeni pouze na postranni fetézec —CH,-CO-NH, (R' = c1), a tim
nesnizovali pocet diverznich mist vyslednych produktd, byla k navazani prvniho stavebniho
kamene pouzita Mitsunobu reakce. Tato reakce oteviela moznost prodlouzeni fetézce
teoreticky o libovolny pocet atomt uhliku. Taktéz povaha substituentu se mohla lisit, to
znamena, ze vedlej$i fetézec mohl naptiklad zahrnovat aroméat. Pro leps$i pochopeni a
nazornost byly tyto moznosti nakresleny (Schéma 56). Toto schéma obsahuje zakrouzkovany
R' substituent, aby bylo zjevné, kde mohou vznikat dalsi diverzni mista a jak se od sebe

mohou jednotlivé substituenty lisit.

Schéma 56
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7.4.1. Mitsunobu reakce

Jako Mitsunobu reakce se oznacuje reak¢éni pfeména primarnich nebo sekundéarnich
alkoholl na rtzné funk¢ni derivaty, jako jsou estery, imidy apod. pomoci PPhs,
diisopropylazodikarboxylatu (DIAD) ¢i  diethylazodikarboxylatu (DEAD). Pro reakci
s alkoholy mohou byt pouzita riznd nukleofilni ¢inidla jako karboxylové kyseliny, fenoly,
aromatické thioly, dioly, imidy, azidy, isothiokyanat amonny jako zdroj HSCN apod. Velmi
dalezité¢ je bezvodé prostiedi, pouziva se vétSinou bezvody tetrahydrofuran, dioxan, DCM
nebo benzen.

Vychdazelo se z 3x 1g Wangovy pryskyfice 19, ktera byla reagovéna se tfemi riznymi
Fmoc-chranénymi aminy, resp. aminokyselinami: diaminopropanem, 6-alaninem a p-
aminobenzoovou kyselinou. Jeden gram byl smichén sreakéni smési Fmoc-1,3-diamino-
propanem, CDI a pyridinem v DCM (loading = 0,67 mmol/g). Druhy gram 19 s Fmoc-f$-Ala-
OH, HOBt, DMAP a DCM/DMF a DIC (loading = 0,5 mmol/g). Tieti gram Wangovy
pryskyfice 19 byl smichan s Fmoc-p-aminobenzoovou kyselinou (Fmoc-PAMBA) s HOBt,
DMAP, DCM/DMF a DIC (loading = 0,38). (Schéma 57).

H
H H
Fmoc/N\/\/NH2 N_~_N O\/O
Fmoc Y L
Ao -Q o
HO o 41
19 Fmoc- /\)kOH

HO
Fmoc\N
L ., 0
0
43
Schéma 57

Vsechny tfi meziprodukty 41, 42, 43 byly po odstépeni protektivni skupiny aktivovany
pomoci 2-nitrobenzensulfonyl chloridu pro naslednou Mitsunobu reakci. Produkty byly
promyty vbezvodém THF a do jedné stiikacky s pryskyfici byl pifidan glykolaldehyd
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dimethylacetal, PPh; a THF. Do druhé stfikacky byl pfipraven roztok DIAD v THF. Byl
pouzit dvojnasobny objem rozpoustédla, nez se klasicky pro reakce na pevné fazi pouziva,
aby reakce probé&hla kvantitativng.”’

Obe stiikacky byly spojeny plastovou spojkou a vlozeny na 30 minut do mrazaku. Po
pul hodin¢ byly obsahy stiikacek spojeny a stiikacka byla vlozena pro vytemperovani na
laboratorni teplotu na tfepacku. Poté byla reakéni smés ptenesena do vialky, uzaviené
pryzovou zatkou a byla dana do reaktoru vyhtivaného na 50°C pfes noc.

Po provedeni Mitsunobu reakce byly udélany LC-MS analyzy dvojim zplsobem —
odstépenim z pryskytice pomoci 50% TFA (1. vzorek) a po odstranéni aktivujici skupiny a
pro reakci pryskyfice s Fmoc-alaninem (2. vzorek). Analyza ukdzala Sirokou Skéalu produkti.

V prvni analyze produktu 41 méla vychozi latka stejny retencni ¢as jako 41-p2 a 41-
p3. Objevily se také hmoty, které mély stejny retencni ¢as jako produkty, ovSem nebylo
mozné zjistit, o jaké latky se jedna. Obecné vSak tato analyza byla ze vSech tii analyz
nejCistéj$i. V analyze produktu 42 se objevila jak vychozi latka, kterd méla retencni ¢as stejny
s produktem 42-p2, tak jednotlivé formy produkti a také latky, které jsem nemohla
identifikovat. V posledni analyze — produkt 43, byla situace nejhorsi, obecné vzniklo mélo
produktti a objevily se piky s hmotou, které jsem nebyla schopna urcit. VSechny formy téchto
produktii a vychozich latek jsou uvedeny v tabulce 3.

I ptes vSechny tyto komplikace byly plochy jednotlivych pika zitegrovany a bylo
zjiSténo, Ze v reakci je stale urcity podil vychozich latek (aZz 45%). Mitsunobu reakce byla
tedy zopakovana se vSemi derivaty a opét byly provedeny LC-MS analyzy. Po zintegrovnani
vSech ploch pikl ve spektru bylo zjisténo, Ze v reakei stale zlistava urcité mnozstvi vychozich
latek (aZ 27%). Reakce tudiZ neprob&hly kvantitativné. Objasnéni tohoto faktu by mohlo byt

pfedmétem dal$iho vyzkumu. Podil vychozich latek 1 produktl ukazuje tabulka 4.
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Tabulka 3:

Vychozi latky
41-vl, 42-vl, 43-vl

Produkty 41-p, 42-p, 43-p

0 0 o o
H H H
Fmoc/N\_.)kN/\/\NHz Fmoc/N\._)kN/\/\NHz Frmoc N\._)kN/\/\NHZ H3C\,+)LN/\/\NH2
CHg 1 CHs o. CHs N
Mol ! CH3 (‘-) Fmoc
\CH3 #-p2 41-p3
41-p1
e o) e o) e o o}
Fmoc/N\_;)J\H/\)J\OH Fmoc/N%N/\AOH Fmoc \.;)J\N/\)J\OH H3C\'+)LN/\AOH
CH, CHs S/o\ - CHs % Fmoc/NV
42-vi O‘CH3 0 42-p3
42:p1 42-p2
b O e e 0
Fmoc/N%H Fmoc” %N Fmoc N%N H?’C%
CHs 0 CHs o% o CHs H LN
4301 OH &GP, Of o} OH 433 OH
43-p2
43-p1
Tabulka 4:
Cislo Integrace plochy pikii po 1. MR | Integrace plochy piki po 2. MR
produktu Vychozi latka Produkt Vychozi latka Produkt
41 28 % 72 % 24 % 76 %
42 19 % 81 % 15 % 85 %
43 45 % 55% 27 % 73 %
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8. Experimentalni Cast

8.1. Pouzité pristroje a metody

e LC-MS spektra byla méfena na systému skladajiciho se z:
- UHPLC chromatograf (Accela Thermo Scientific).
- Hmotnostni spektrometr s trojitym kvadrupdlovym analyzatorem.
- Detektor TSQ Quantum Access (Thermo Scientific, CA, USA).
e Vyhodnoceni LC-MS spekter bylo provadéno v rozsahu vinovych délek 200-700 nm.

e 1H a 13C NMR spektra byla métena v DMSO-d6 pii 25°C na spektrometru Varian
400 FT NMR.

e Vsechny pouzivané vychozi suroviny jsou komeréné dostupné a byly pouzity bez
Cisténi.

Pro techniku solid-phase syntézy se pouzivaji specialni reakéni nadoby - stiikacky

s polypropylenovou fritou pro reakce probihajici pfi laboratorni teplot¢ nebo vialky

s pryzovou zatkou pro reakce pifi zvySené teploté v reaktoru. Pro lepsi priibéh reakce jsou

stiikacky umistény na specialni zafizeni, tzv. tfepacku, kde dochazi k promichavani reakéni

smesi s pryskyfici.
Piiprava vzorkii na LC-MS analyzu

Pro analyzu vzorkli na LC-MS je potieba, aby byly produkty odStépeny z pryskyftice. Pro
ptipravu vzorkil bylo odebrano malé mnoZstvi pryskyfice (pfiblizné¢ 5 mg) a byla piidana
$tépici smés, coz je 50% TFA v DCM. Stépici reakce probihala 30 minut. Poté byla TFA
spolu s DCM odpatena dusikem a produkt extrahovan z MeOH (1 ml). Celd smés pryskyfice
s odStépenym produktem byla prefiltrovana ptes mikrofiltr a pfenesena do vialky na LC-MS

analyzu.

Zjist’ovani loadingu

Loading udéava, kolik milimold latky se navdze na jeden gram pryskyfice. ZjiStuje se
porovnavanim ploch piki vzorku a vnéjsiho standardu z LC-MS spektra. Zjistovani loadingu
bylo provadéno nasledovné. Pfed samotnou kvantifikaci byla pryskyfice smichana s roztokem
N-(9-fluorenylmethoxykarbonyloxy)sukcinimidu — Fmoc-Osu (0,5M) v DCM. Reakce
probihala 30 minut pii pokojové teploté. Reakéni smés byla poté promyta 5x v DCM.
Nésledné bylo odebrano piiblizné 10 mg pryskyfice do jedné stiikacky. Vzdy byly
piipravovany dva vzorky. Pryskyfice byla poté vysusena dusikem. Nasledné bylo odvéazeno

pifesné mnozstvi z kazdé stiikaCky. Vzorky byly Stépeny 30 minut Stépici smési (50%
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TFA/DCM) — dale jako ,,standardni §tépeni a pfiprava vzorku na LC-MS analyzu. Vzorky
byly extrahovany piesn¢ MeOH (1 ml). Soucasné byla provedena i analyza standardu Fmoc-

Osu (1ml; 0,01M) v MeOH
Priprava 2-(3-amino-3-oxopropyl)-3-(4-methylbenzoyl)-2 H-indazol 1-oxidu 13
a) Stépeni Fmoc protektivni skupiny

250 mg Rinkovy pryskyfice 1 bylo nabobtndno v DCM a 3x promyto v DMF. Pryskyfice 1
byla smichdna se 3 ml 50% piperidinu v DMF a reak¢ni smés byla protfepavana 15 minut.

Poté byla reakéni smés vypusténa a pryskyiice 2 promyta 3x v DMF a 5x v DCM.
b) Acylace Rinkovy pryskyfice f-alaninem a zjistovani loadingu

250 mg odchranéné Rinkovy pryskyfice 2 bylo reagovano sroztokem acylacni smési
obsahujici Fmoc-4-Ala-OH (3-(9H-Fluoren-9-ylmethoxykarbonylamino)-propionova
kyselina) - (280 mg; 0,9 mmol) a HOBt (138 mg; 0,9 mmol) v celkovych 3ml DCM/DMF
(1:1). Nasledné bylo ptidano DIC (139 pul; 0,9 mmol). Acyla¢ni smés byla nasata do stiikacky
obsahujici pryskyfici 2 a reakce probihala pfes noc pii pokojové teploté. Pro kvalitativni
zhodnoceni byla provedena zkouska s indikdtorem — bromfenolovd modf tak, Ze byl maly
vzorek pryskyfice 7 smichan s roztokem tohoto indikatoru. Pfed kvantifikaci byla pryskyfice
7 tiepéana s roztokem Fmoc-Osu (168,7 mg) v DCM (1 ml). Reakce probihala 30 minut, poté
byla reakéni smés vypusténa, pryskyfice 5x promyta DCM a bylo z ni odebrano do dvou
vzorkl. Nasledné byla pryskyfice vysusena a bylo odvazeno 2x 10 mg. Loading 0,44 mmol/g.
Cistota dle LC-MS: 98%

9H-fluoren-9-ylmethyl ester (2-karbamoyl-ethyl)-karbamové kyseliny: [M+H"]

=310,98

c) Reakce s 2-nitrobenzensulfonyl chloridem — pfiprava 3-(2-nitrobenzensulfonylamino)-

propionamidu

Fmoc protektivni skupina na f-alaninu navdzaném na pryskyfici byla odchranéna pomoci
50% piperidinu v DMF (15 minut). Poté byla pryskyfice 8 promyta 3x v DMF a 3x v DCM.
Pryskyfice 7 byla smichdna s reakéni smési 2-nitrobenzensulfonyl chloridu (166 mg; 3
mmol), 2,6-lutidinu (96 pl; 3,3 mmol) ve 2,5ml DCM. Reakce probihala pies noc pii

pokojové teplote.
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Nasledné byla provedena LC-MS analyza odebranim malého mnozstvi pryskyfice a bylo
provedeno standardni $tépeni.

Cistota dle LC-MS: 100%

3-(2-Nitro-benzensulfonylamino)-propionamid: [M+H'] = 273,81

d) Reakce s 2-bromo-1-p-tolylethanonem — piiprava 3-[(2-nitro-benzensulfonyl)-(2-oxo-

2-p-tolyl-ethyl)-amino]-propionamidu

Pryskyfice 8 s navazanym 2-nitrobenzensulfonyl chloridem byla 3x promytd v DCM a 5x
v DMF a poté smichdna s reakéni smési 2-bromo-1-p-tolylethanonem (266,3 mg; 0,5M; 1,5
mmol) a DIEA (435ul; 1M; 3 mmol) ve 2,5 ml DMF. Reakce probihala pfes noc. Pryskyfice 9
byla promyta 3x v DMF a 3x v DCM. Poté bylo provedeno standardni Stépeni a pfipraveny
vzorek na LC-MS analyzu.

Cistota dle LC-MS: 100%

3-[(2-Nitro-benzenesulfonyl)-(2-0xo0-2-p-tolyl-ethyl)-amino]-propionamid: [M+H'] = 405, 90

e) Cyklizace na finalni 3-[3-(4-methyl-benzoyl)-1-oxy-indazol-2-yl]-propionamid

Pryskyfice 9 byla smichana s roztokem DBU (75ul; 0,2M; 1mmol) ve 2,5ml DMF. Reakéni
smés byla protfepavana 30 minut pii pokojové teploté a poté promyta 3x v DMF a 3x v DCM.
Bylo provedeno opét standardni $tépeni a LC-MS analyza.
Cistota dle LC-MS: 100%
3-[3-(4-Methyl-benzoyl)-1-oxy-indazol-2-yl]-propionamid: [M+H'] = 323,92

f) Izolace produktu
Pryskyfice s navazanym produktem 10 byla 1 hodinu Stépena v 50% TFA. TFA bylo
odfoukano proudem dusiku. Produkt byl suspendovan v 5 ml diethyletheru. Byla vysraZena
Zlutd sraZenina, kterd byla odfiltrovana a vloZena do lyofilizatoru. Filtrat byl zanalyzovan

pomoci LC-MS.
Vytézek: 12,4 mg (26%).

g) Ptiprava vzorku na NMR analyzu

10 mg produktu bylo rozpusténo v 800 ul deuterovaného dimethylsulfoxidu (DMSO) tak, ze
byl vzorek nejprve rozpustén v 650 pl rozpoustédla, dale na vyplachnuti vialky bylo pouzito

100 pl a nasledné dalSich 50 pl. Roztok preveden do NMR vialky ptes mikrofiltr.
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2-(3-amino-3-oxopropyl)-3-(4-methylbenzoyl)-2H-indazol 1-oxid 13

;,/Q/NWNHZ

Vitezek 12.4 mg (26%). APCI-MS m/z = 323.92, [M+H]". "H NMR (300 MHz, DMSO-d),
ppm 7.76 (d, /=8.8 Hz, 1 H), 7.68 (d, J=7.9 Hz, 2 H), 7.45 (br. s., 1 H), 7.40 (d, /=8.2 Hz, 2
H), 7.31 - 7.38 (m, 1 H), 7.20 - 7.28 (m, 1 H), 6.94 (br. s., 1 H), 6.85 (d, J=8.5 Hz, 1 H), 4.94
(t, J=7.2 Hz, 2 H), 2.73 (t, J=7.2 Hz, 2 H), 2.45 (s, 3 H).

C NMR (75 MHz, DMSO-dq): 181.6, 170.9, 143.1, 136.4, 129.3, 129.2, 128.5, 127.6, 126.3,
120.1,119.6,117.4, 113.4, 42.1, 32.6, 21.3.

2-(5-aminopentyl)-3-(4-methylbenzoyl)-2 H-indazol 1-oxid 24
a) Aktivace Wangovy pryskyfice a reakce s 1,5-diaminopentanem

250 mg Wangovy pryskyfice 19 bylo nabobtndno v DCM, pryskyfice byla smichana s reakéni
smési CDI (202,5 mg; 1,25 mmol) a pyridinu (100 pl; 1,25 mmol) v DCM a smés byla
ttepana 3 hodiny. Nasledné byla pryskyfice 3x promyta v DCM a byl pfidan roztok 1,5-
diaminopentanu (146 pl; 1,25 mmol) v DCM (2,5 ml) a reakce probihala dalsi 3 hodiny.

b) Zjistovani loadingu

Loading byl zji§tovan stejnym zplsobem jako v pfedchozim ptipadé¢ a vysel 0,59 mmol/g.
Cistota dle LC-MS: 100%
9H-fluoren-9-ylmethyl ester (5-amino-pentyl)-karbamové kyseliny: [M+H'] = 324,96

c) Reakce s 2-nitrobenzensulfonyl chloridem — pfiprava N-(5-Amino-pentyl)-2-

nitrobenzenesulfonamidu

250 mg pryskyfice 20 bylo promyto 3x vDCM a byla pfidina reakéni smés 2-
nitrobenzensulfonyl chloridu (166 mg; 3 mmol) a 2,6-lutidinu (96 pl; 3,3 mmol) v DCM (2,5
ml). Reakce probihala pfes noc pii pokojové teploté.

Cistota dle LC-MS: 100%

N-(5-Amino-pentyl)-2-nitro-benzensulfonamid: [M+H '] = 287,87
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d) Reakce s 2-bromo-1-p-tolyl-ethanonem — pfiprava N-(5-Amino-pentyl)-2-nitro-N-(2-

ox0-2-p-tolyl-ethyl)-benzensulfonamidu

250 mg pryskytice 2 bylo promyto 3x v DCM a 5x v DMF. K pryskyfici byl pfidan roztok
obsahujici 2-bromo-1-p-tolyl-ethanon (266 mg; 0,5M; 1,5 mmol) a DIEA (435 ul; 1 M; 3
mmol) v DMF (2,5 ml). Reakce probihala ptes noc pii pokojové teploté.

Cistota dle LC-MS: 100%
N-(5-Amino-pentyl)-2-nitro-N-(2-oxo-2-p-tolyl-ethyl)-benzensulfonamid: [M+H '] = 419,89

e) Cyklizace na finalni 2-(5-aminopentyl)-3-(4-methylbenzoyl)-2 H-indazol 1-oxid

Pryskyfice 22 byla smichdna s roztokem DBU (75ul; 0,2M; 1mmol) v DMF (2,5 ml).
Reakéni smés byla prottepavana 30 minut pti pokojové teploté a poté promyta 3x v DMF a 3x
v DCM. Bylo provedeno opét standardni $tépeni a LC-MS analyza.

Cistota dle LC-MS: 100%.

2-(5-aminopentyl)-3-(4-methylbenzoyl)-2H-indazol 1-oxid: [M+H'] = 337,96

f) Izolace produktu

Pryskyfice s navdzanym produktem 23 byla 1 hodinu Stépena v 50% TFA a TFA bylo
odpateno proudem dusiku. Produkt byl nejdiive suspendovan v diethyletheru, neobjevila se
zadna srazenina, poté byla pridana kapka HCI, objevil se pouze zakal. Produkt byl proto
1zolovan na semipreparativni kolonce C18-silikagel. Kolonka byla nejdiive promyta AcCN,
potom vodou a nasledné byl nanesen vzorek. Po provedeni chromatografie bylo ziskano
celkem sedm frakci; jedna vodnd, pét AcCN a nakonec jedna methanolova. VSechny frakce
byly zanalyzované pomoci LC-MS a na zékladé¢ vysledka z LC-MS spektra byla prvni a druha
AcCN frakce spojena dohromady. Rozpoustédlo bylo odpafeno a produkt vlozen do
lyofilizatoru.

Vytézek: 49,0 mg (90%).

2-(5-aminopentyl)-3-(4-methylbenzoyl)-2 H-indazol 1-oxid 24

H3C o

/\/\/\ .
/N NH,Cl

(Y
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Vytezek 49,0 mg (90 %). APCI-MS m/z = 337.96, [M+H]". '"H NMR (300 MHz, DMSO-ds),
ppm 7.85 — 7.76 (m, 4 H), 7.69 (d, J=7.9 Hz, 2 H), 7.31 - 7.45 (m, 3 H), 7.26 (t, J=7.5 Hz, 1
H), 6.86 (d, J=8.6 Hz, 1 H), 4.78 (t, /=7.1 Hz, 2 H), 2.85 — 2.74 (m, 2 H), 2.45 (s, 3 H), 1.88
(dt, J=14.0, 7.2 Hz, 2 H), 1.59 (dt, J=14.5, 7.6 Hz, 2 H), 1.33 - 1.49 (m, 2 H).

BC NMR: 181.6, 143.1, 136.6, 129.3, 129.1, 128.6, 127.7, 126.3, 120.2, 119.9, 116.6, 113.4,
45.1, 38.6,27.4,26.5,22.8,21.2.

Syntéza 2H-indazoli s peptidomimetikem

V prvnich tfech bodech popiSu spolecné kroky pro oba produkty. V dalSim kroku doslo
k rozdéleni pryskyftice na polovinu a pro kazdou reakci byla pouzita jind aminokyselina. Dalsi

kroky jsou pro obé¢ latky opét stejné.

Ptiprava ($)-2-(4-(4-(2-amino-2-oxoethyl)-2-methyl-3-0x0-3,4-dihydropyrazin-1(2H)-yl)-
4-oxobutyl)-3-(4-amino-3,5-dichlorobenzoyl)-6-nitro-2 H-indazol 1-oxidu 39

a (8)-2-(4-(4-(2-amino-2-oxoethyl)-2-(4-hydroxybenzyl)-3-0x0-3,4-dihydropyrazin-1(2 H)-
yl)-4-oxobutyl)-3-(4-amino-3,5-dichlorobenzoyl)-6-nitro-2 H-indazol 1-oxidu 40

a) Stépeni Fmoc protektivni skupiny a acylace kyselinou bromoctovou

500 mg Rinkovy pryskyfice 1 bylo nabobtndno v DCM, 3x promyto v DMF a nésledovalo
odchranéni Fmoc protektivni skupiny 50% piperidinem v DMF (15minut). Nasledovalo 3x
promyti pryskyfice v DMF a 3x v DCM. Byl vytvofen roztok z bromoctové kyseliny (350
mg; Smmnol), DIC (193 pl; 2,5 mmol) vDCM (5 ml). Vyloudila se srazenina
diisopropylmocoviny (DIU), ktera se odfiltrovala. K filtratu bylo pfiddno DIEA (218 pul; 2,5
mmol). Tato reakéni smés byla smichana s pryskyfici. Reakce probihala 2 hodiny pfi

pokojové teplote.
b) Reakce s aminoacetaldehydem dimethylacetalem a zjiStovani loadingu

Pryskyfice 26 byla promyta 3x v DCM, 3x v DMF a smichana s roztokem aminoacetaldehyd
dimethylacetalu (545 pl; 10 mmol) a DIEA (870 pl) v DMF (5 ml). Reakce probihala 2
hodiny pfi pokojové teploté. Pryskytice 28 byla 5x promyta v DCM a smichana s roztokem
Fmoc-Osu (338 mg) ve 2 ml DCM (30 minut) a 5x promyta DCM. Pryskyfice byla odebrana
do dvou vzorkl a po vysuseni bylo odvaZzeno 10,6 mg a 11 mg. Vzorky $tépeny 30 minut

50% TFA/DCM - standardni Stépeni a pfiprava vzorku na LC-MS analyzu. Vzorky byly
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extrahovany piesné¢ 1 ml MeOH. Soucasné byla provedena i analyza standardu 1 ml Fmoc-

Osu (0,01M) v MeOH. Loading vysel 0,26 mmol/g.
¢) Reakce s Fmoc-Ala-OH, respektive s Fmoc-Tyr(/Bu)-OH

500 mg pryskyfice 28 bylo rozdéleno na polovinu. Rozdé€leni bylo provedeno tak, ze
pryskyfice v suspenzi byla rovnomémné pienesena pomoci Pasteurovy pipety do dvou
stiikacek.
1. 250 mg pryskyftice 28 bylo 3x promyto v DCM a tfepano s reakéni smési obsahujici
Fmoc-Ala-OH (280,2 mg; 0,3M), HOBt (138 mg) a DIC (139 ul) v DCM/DMF (3
ml).
2. Dalsich 250 mg pryskyfice 28 bylo také promyto 3x v DCM a pryskyfice byla
smichéna s Fmoc-Tyr(tBu)-OH (431,6 mg; 0,3M), HOBt (138 mg) a DIC (139 pl) v
DCM (3 ml).
Ob¢ reakce probihaly ptfes noc za pokojové teploty. Byla provedena LC-MS analyza pro oba
produkty.
Cistota dle LC-MS: 89%
9H-fluoren-9-ylmethyl ester {1-[karbamoylmethyl-(2-oxo0-ethyl)-karbamoyl]-ethyl} -
karbamové kyseliny: [M+H'] = 484,03
Cistota dle LC-MS: 92%
9H-fluoren-9-ylmethyl ester 4-karbamoylmethyl-2-(4-hydroxy-benzyl)-3-0x0-3,4-dihydro-
2H-pyrazin-1-karboxylové kyseliny [M+H'] = 410,05

d) Reakce s 4-(9H-Fluoren-9-ylmethoxykarbonylamino)-butanovou kyselinou

2x 250 mg pryskyftice 29, 30 bylo promyto 3x v DCM a 3x v DMF, poté byla odstépena Fmoc
protektivni skupina 50% roztokem piperidinu. Po 15 minutach byl roztok odséty a pryskyfice
byla promyta 3x v DMF a 3x v DCM. Obé¢ pryskyfice byly smichdny s roztokem Fmoc-y-
aminobutanové kyseliny (239 mg), HOBt (138 mg) a DIC (139 ul) v DCM/DMF (3 ml).
Reakce probihala ptes noc a bylo provedeno standardni §tépeni a LC-MS analyza.

Cistota dle LC-MS: 100%

9H-fluoren-9-ylmethyl ester [4-(4-karbamoylmethyl-2-methyl-3-ox0-3,4-dihydro-2 H-pyrazin-
1-yl)-4-oxo-butyl]-karbamové kyseliny: [M+H ] = 477,07

Cistota dle LC-MS: 100%
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9H-fluoren-9-ylmethyl ester {4-[4-karbamoylmethyl-2-(4-hydroxy-benzyl)-3-ox0-3,4-
dihydro-2 H-pyrazin-1-yl]-4-oxo-butyl } -karbanové kyseliny: [M+H'] = 569,09

e) Reakce s 2,4-dinitrobenzensulfonyl chloridem

Pryskytice 31, 32 byly promyty 3x v DCM a 3x v DMF, Fmoc protektivni skupina byla
odchranéna pomoci 50% piperidinu v DMF (15 minut). Obé pryskyfice byly smichany
s reakénim roztokem 2,4-dinitrobenzensulfonyl chloridu (240 mg), 2,6-lutidinu (115 pl) v
DCM (3 ml). Reakce probihala pfes noc pii pokojové teploté. Poté byla provedena LC-MC
analyza pro oba produkty.

Cistota dle LC-MS: 82%
2-{4-[4-(2,4-Dinitro-benzensulfonylamino)-butyryl]-3-methyl-2-o0x0-3,4-dihydro-2 H-
pyrazin-1-yl}-acetamid: [M+H '] = 484,89

Cistota dle LC-MS: 78%

9H-fluoren-9-ylmethyl ester {4-[4-karbamoylmethyl-2-(4-hydroxy-benzyl)-3-ox0-3,4-
dihydro-2H-pyrazin-1-yl]-4-oxo-butyl} -karbamova kyselina: [M+H'] = 576,92

f) Reakce s 1-(4-amino-3,5-dichloro-fenyl)-2-bromoethanonem

Pryskyftice 33, 34 byly promyty 3x DCM a 3x DMF a smichéna s reak¢ni smési 1-(4-amino-
3,5-dichloro-fenyl)-2-bromoethanonu (423,2 mg; 0,5 M), DIEA (522 pul) v DMF (3 ml).
Reakce probihala ptes noc pii laboratorni teploté.

LC-MS: analyza byla velmi komplikovana, objevilo se mnozstvi pikd, proto ¢istotu ani hmoty

produktl zde neuvadim.

g) Cyklizace na finalni indazoly:
(S)-2-(4-(4-(2-amino-2-oxoethyl)-2-methyl-3-ox0-3,4-dihydropyrazin-1(2 H)-yl)-4-
oxobutyl)-3-(4-amino-3,5-dichlorobenzoyl)-6-nitro-2 H-indazol 1-oxid 39
(S)-2-(4-(4-(2-amino-2-oxoethyl)-2-(4-hydroxybenzyl)-3-oxo-3,4-dihydropyrazin-1(2 H)-
yl)-4-oxobutyl)-3-(4-amino-3,5-dichlorobenzoyl)-6-nitro-2 H-indazol 1-oxid 40
Pryskyfice 35, 36 byly 3x promyty v DMF, 3x v DCM a smichdna s reakéni smési DBU (90
ul) v DMF (3ml). Reakce probihala 30 minut pii pokojové teploté. Poté byla provedena
standardni analyza LC-MS. Produkty byly odStépeny z pryskyfice pomoci 50% TFA v DCM
(1 hodina) a TFA byla odpatfena dusikem. Oba produkty byly chromatograficky cistény.

Produkt snavazanym tyrosinem 40 byl pfecistén kompletné, avSak produkt 39 nebyl
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z Casovych duvodu precistén cely. Stalo se ovSem to, ze tento produkt 39 byl 4 mésice
v lednici v roztoku a za tu dobu se z ¢asti rozlozil, nemdm proto pro n¢j reprezentativni data

z NMR analyz.

(S)-2-(4-(4-(2-amino-2-oxoethyl)-2-methyl-3-0x0-3,4-dihydropyrazin-1(2H)-yl)-4-
oxobutyl)-3-(4-amino-3,5-dichlorobenzoyl)-6-nitro-2H-indazol 1-oxid 39

HoN
2 cl

Y

O2N \ O o cH
\+/NMN/kaO
NH;

N
(0] K/N
APCI-MS m/z = 605,76, [M+H]".

(S)-2-(4-(4-(2-amino-2-oxoethyl)-2-(4-hydroxybenzyl)-3-0x0-3,4-dihydropyrazin-1(2 H)-
yl)-4-oxobutyl)-3-(4-amino-3,5-dichlorobenzoyl)-6-nitro-2 H-indazol 1-oxid 40

HoN
2 ¢

"
OH

YN~ A A0
0 son A
2

Vytézek 17,5 mg (39 %). APCI-MS m/z = 697.89, [M+H]". "H NMR (300 MHz, DMSO-dy)
& ppm 9.14 (s, 1 H), 8.57 (d, J=2.0 Hz, 1 H), 7.92 - 8.03 (m, 1 H), 7.31 - 7.48 (m, 1 H), 7.12
(br. s., 1 H), 6.84 (d, J=8.2 Hz, 2 H), 6.67 (br. s. 1 H), 6.48 - 6.60 (m, 3 H), 6.23 (d, J=5.9 Hz,

1 H), 5.80 (d, J=5.9 Hz, 1 H), 4.82 (t, J=6.6 Hz, 1 H), 4.73 (t, J=6.2 Hz, 2 H), 4.00 (s, 2 H),
2.69 (dd, J=13.3, 6.3 Hz, 2 H), 2.57 (d, J=7.0 Hz, 2 H), 2.03 - 2.15 (m, 2 H).

PC NMR: 178.7, 169.7, 169.4, 165.1, 156.4, 146.6, 145.5, 130.8, 130.7, 127.4., 126.9, 126.6,
122.8,121.0, 120.6, 118.2, 118.0, 116.0, 115.3, 112.0, 107.6, 56.2, 48.0, 46.1, 35.4, 29.9, 23 .4
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9. Zavér

Uvodni &ast bakaldiské prace se vénuje reSersi nékolika typt syntéz vedoucich
k derivatim 2H-indazoll, celkové jich je zde uvedeno devét typi. VSechny zde uvedené
metody jsou provadény v roztoku a jedina syntéza derivatli 2H-indazolii na pevné fazi je ta,
kterou jsem v této praci aplikovala, proto byla k této praci ptilozena kratka kapitola zabyvajici
se ivodem k syntéze na pevné fazi. Diivodem, pro¢ jsou 2H-indazoly syntetizovany, je jejich
potencialni biologicka aktivita, na kterou se tato prace také snazila poukazat.

Hlavnim zamérem bakaléaiské prace byla piiprava derivati 2H-indazolt 1-oxidi
pomoci syntézy na pevné fazi. Syntéza téchto derivati je unikatni. Jednotlivé reakéni
komponenty jsou derivaty 2-nitrobenzensulfonyl chloridli, bromketony a primarni aminy
navazané na pryskyfici. Syntéza spocivd v pfeméné N-alkyl-2-nitro-N-(2-oxo-1-aryl-ethyl)-
benzensulfonamidi na 2H-indazoly 1-oxidy pomoci baze DBU, ke vzniku indazolu dojde
prostfednictvim vzniku vazby mezi C-C a N-N (tandemova reakce).

V prvni ¢asti prace byla snaha o ptfipravu celkem tfi derivati 2H-indazoli 1-oxidu,
avsak kvili nizkému loadingu jednoho z derivat se mi podafilo piipravit tyto indazoly pouze
dva. Obecné na derivatech 2H-indazolli 1-oxidil existuji tfi diverzni mista. Oba piipravené
indazoly se od sebe liSi substituentem na jednom z téchto mist. Reak¢éni kroky probihaly
kvantitativné a vysledné produkty byly pfipraveny ve vynikajici Cistote.

Druhé ¢ast prace byla zaméfena na syntézu 2H-indazolu 1-oxidu s peptidomimetikem.
VyzkouSela jsem dv¢ strategie syntézy. Prvni vychazela z bromderivétu, ktery vznikl reakci
primarniho aminu navézaného na pryskyfici s bromoctovou kyselinou, ve druhém kroku doslo
k navdzadni aminoacetaldehydu dimethylacetalu a nasledn¢ dvou aminokyselin; tyto
komponenty tvofi ve vysledné struktufe peptidomimetikum. Druha strategie oteviela moznost
ptipravy derivatl, které nejsou omezeny pouze na jednouhlikaty fet€zec vznikly z bromoctové
kyseliny. Pro tuto strategii byla pouzita Mitsunobu reakce, kterd umoznila vzniku rozdilnych
derivat a vzniku vice diverznich mist v molekule. Diky Mitsunobu reakci doslo k navazani
glykolaldehydu dimethylacetalu na aminoskupinu navazanou na pryskyfici. Vysledky z této
reakce nebyly dostacujici, v analyze se objevovaly vychozi produkty a to i po zopakovani
reakce. Dlivody, pro¢ reakce neprob&hly kvantitativn€, by se mohly stat predmétem dalSiho
vyzkumu. Celkem tedy byly pfipraveny dva indazoly s peptidomimetikem a to pouze prvni

strategii. Pfipravené derivaty budou podrobeny biologickému screeningu.
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12. Seznam zkratek

AcCN
Alloc
BB
Boc
CDI
Cbz
DBU
DCM
DDQ
DEAD
DIAD
DIC
DIEA
DIU
DMF
DMAP
DMSO
ERj
Fmoc
Fmoc-Osu
HOACc
HOBt
MeOH

NAD"

acetonitril

allyoxykarbonyl

bromfenolova modi
terc-butoxykarbonyl
karbonyldiimidazol
karbobenzoxy
1,8-diazabicyklo[5.4.0Jundek-7-en
dichlormethan
2,3-dichloro-5,6-dikyanobenzochinon
diethylazodikarboxylat
diisopropylazodikarboxylat

N, N -diisopropylkarbodiimid

N, N-diisopropylethylendiamin
1,3-diisopropylmocovina
dimethylformamid
4-dimethylaminopyridin
dimethylsulfoxid

estrogenni receptor f

fluorenylmethoxykarboxyl

N-(9-Fluorenylmethoxykarbonyloxy)sukcinimid

kyselina octova
hydroxybenztriazol
metanol

nikotin amid adenin dinukleotid



NaOAc
PARP
PrOH
SAR studie
SEM-CI
TBAF
TEA
TFA
TIN;
THF
TMEDA

TRPV1

VEGF

YD-3

octan sodny

poly(ADP-rib6za)polymeraza

propanol

Lstructure activity relationship® — vztah mezi strukturou a aktivitou
2-(trimethylsilyl)ethoxymethyl chlorid

tetra-N-butylamonium chlorid

triethylamin

trifluoroctova kyselina

trifluoromethansulfonyl azid

tetrahydrofuran

tetramethylethylenediamin

pfechodny receptor potencialniho kationového kandlu podrodiny V ¢lenu 1
(transient receptor potential cation channel subfamily V member 1)
vaskularni endotelovy rustovy faktor

ethyl-4-(1-benzyl-1H-indazol-3-yl)benzoat
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13. Prilohy
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Zahrani¢ni staz se konala na Indiana University -Purdue University Indianapolis a trvala jeden
mésic. Byly jsme ubytované v Guest Apartment, Apartments on the Riverwalk. Byly jsme
soucasti D3 projektu (Distributed Drug Discovery). Pracovaly jsme kazdy den v laboratofi na
syntéze latek s potencialnim biologickym ucinkem, hlavné na tzv. neglected diseases (napf.
malarie). VSechny nasyntetizované latky jsme analyzovaly pomoci HPLC/MS, NMR a
purifikovaly jsme je. Soucasti staze byly rovn€z meetingy, konané 1x tydné&, s ostatnimi ¢leny
podilejicimi se na D3 projektu. Na konci stdze jsme mély nesyntetizovano kazda 16 latek,
znichz 4 latky budou v blizké dobé testovany proti malarii. Stdz byla pifinosna jak po
chemickeé strance, tak po strance zdokonalovani se v anglickém jazyce.
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Referat o chemické praci na IUPUI
BILL BOARD 1

1. Deprotekce, acylace

Schéma €. 1: Odchranéni Fmoc projektivni skupiny a acylace

O Piperidin,

O. NJL —O NMP (DMF), HZNQJ\O—O

R2ZCO,H (5 ekviv.)

0]
H
“rtto-Q
DIC (5 ekviv.) 0 R
HOBE (5 ekviv.)
1 den

KaZzda jsme dostala jeden tzv. bill board, do kterého jsme daly 6 oboustranné priichozich
vialek s filtrem.

Obrazek ¢. 1: Schéma Bill Boardu

Do vialek jsme rozdélily ,isopycnic mixture®, kterou jsme si pfipravily za asistence
vedouciho. Isopycnic mixture se piipravuje tak, Zze si do kadinky navazime piedem
vypocitané mnozstvi pryskytice (50umol/vialka), pak ptidame DMF a CH,Cl, v takovém
mnozstvi abychom dostali homogenni smés.
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Obrazek ¢. 2. Isopycnic mixture

Obrazek €. 3. Rozdélovani Isopycnic mixture

Tuto smés jsme pak rozdélovaly do vialek, timto zplsobem se mélo zajistit stejnomérné
rozdéleni pryskytice do vialek, protoze v kazdém piidavku bylo stejné mnozstvi pryskyfice,
jelikoz smés byla homogenni.

Pfipravily jsme 2 druhy isopycnic mixture — Fmoc-fenylalanin jsme rozdélily do fad A,
Fmoc-tyrosin do fad B. Pryskyfice jsme promyly DMF, odstépily Fmoc protektivni skupiny
20% piperidinem v DMF — pfidaly jsme 2 ml roztoku a nechaly v ném pryskyfici 5 min stat,
pak jsme roztok vypustily a 2x opakovaly piedchozi krok. Po odstépeni jsme pryskyfice
promyly DMF. Nasledovala acylace, pro kterou jsme si pfipravily roztoky 3 acylacnich
¢inidel o koncentraci 0,25mol/l. Do kazdého sloupce bill boardu jsme piidaly 1 acylacni
¢inidlo, roztok HOBt v DMF a DIC jsme pfidaly do vSech vialek. Tuto reakéni smés jsme
nechaly michat do dal$iho dne.

Tabulka ¢. 1: Navazky ¢inidel na acylaci

Sloupec Pocet | umol/vialka | 20% Mnozstvi | Obj. na | Obj na
BB vialek nadbytek | (mg) 0,25M | 0,5M
1 i 2 250 600 73,87 24ml |-

2 Q 2 250 600 100,27 2,4 ml -
/@J\OH
O,N

3 ‘/‘)OL 2 250 600 118,9 24ml |-
O OH

12,3 @[N“N 6 250 1800  |275.65 |72ml |-
v
OHH,0
1,2,3 )\ 6 250 1800 227,16 - 3,6 ml
N=C=N

73




Obrazek €. 4: Michani reak¢nich roztokt Obrazek €. 5: Bill board s reakénimi roztoky

8
[
?,FE
5=
S
S

P
Wy

Acyla¢ni roztoky jsme vypustily z vialek a vypudily je z pryskyfic vzduchem pod mirnym
tlakem, pak jsme pryskyfice promyvaly 2x 3ml DMF, 2x 3ml THF a nakonec 3x 3ml CH,Cl,.

2. Odstépeni produkti

Schéma ¢. 2: Odstépeni produktl

o 0
RZWTH Qko—o TFA, DCM, H0 sz(ﬂ QkOH
o R (35:60:5) o R
30 min, rt

Nejdiive jsme zazatkovaly spodni strany vsech vialek a pak jsme do kazdé vialky ptidaly 2ml
Stépiciho koktejlu slozeného z TFA/CH,Cl,/H,O v poméru 35:60:5. Nasledné jsme vialky
zazatkovaly zcela a nechaly S§tépici koktejl 30 min pusobit. Mezitim jsme vzaly vétsi Cisté
vialky, zvaZzily je a také jsme si pfipravily dalSich 6 vialek pro HPLC.

Po 30 minutach jsme ptetoc€ily bill board tak, Ze jsme mély spodni vicka nahote a sundaly je.
Zvéazené a oznacené vialky jsme postavily dnem nahoru na vialky v bill boardu, na takto
prevracené vialky jsme nasunuly plastovy panel a tento cely systém jsme otocily, aby
odstépeny produkt odtékal skrz filtr do oznacenych a zvaZenych vialek. Odtok jsme urychlily
vzduchem pod mirnym tlakem.

Obrazek €. 6: Nasouvani vialek na bill board Obrazek ¢. 7: Nasunuti plastového panelu na vialky
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Obrazek ¢. 8: Odtékani produktu do vialek

Pryskyftice jsme jest¢ promyly 2ml Stépiciho koktejlu a 2ml CH,Cl, a vzduchem pod mirnym
tlakem jsme pryskyfice vysuSily. Pak jsme sundaly bill board ze sbérnych vialek. Z kazdé
vialky jsme odebraly 100ul roztoku produktu do 6 HPLC vialek.

Nasledovalo odfoukani $tépiciho koktejlu. Tento proces probihal v uzavienych plastovych
komoréch s ptivodem dusiku, do kterych jsme umistily vialky. Pary byly odvédény do
odpadni lahve s hydroxidem, ¢imz se zamezovalo vypafovani TFA do ovzdu$i. Vialky
s produkty jsme zvazily a zjistily, kolik produktu jsme ziskaly.

Obrazek ¢. 9: Odpatrovaci komora

3. HPLC a NMR analyzy

K vysusenym vzorkim produktd v HPLC vialkdch jsme pfidaly acetonitril s metanolem
v poméru 1:1, tak aby byla vialka alespon z poloviny naplnénd. Zkontrolovaly jsme, zda se
vSe rozpustilo a pak jsme ud¢laly analyzu na HPLC.
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Ptiprava vzorkli pro NMR analyzu: Do vialek se vzorky jsme ptidaly 500ul HmDS, 5%
CD;OD v CDCls. Nékteré vzorky se nerozpustily zcela, proto jsme k t€émto vzorklim ptidaly
jesté 4 kapky CD3;0D, pokud se ani tak nerozpustili, pfidaly jsme jest¢ 200 ul HmDS. Pak
jsme vzorky sklenénymi pipetami transferovaly do NMR trubicek. Analyzy se provadély na
ptistroji s frekvenci 5S00MHz.

Obrazek €. 9: Vzorky pro NMR

Obrazek ¢. 10: NMR

Tabulka €. 2: Produkty

Sloupec 1 Sloupec 2 Sloupec 3
0
o) 0 O OH
N/ 02N
O,N
=z (o) 2 le)
Fmoc—NH  0—() I H H O 0
H
O N N\E)I\OH N\:)J\OH N,
O 3 o = o :
O O 0
O,N
= 2
Fmoc—NH  0—() (| % 2
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4. TLC analyzy

Pouzivaly jsme 5x10cm silika gel TLC desky a CN-silika gel desky, na kazdou jsme nanesly
znaCky pro 6 vzorkd oznacenych Al-A3 a B1-B3. Do kazd¢ vialky ke vzorkim jsme
odpipetovaly 300ul acetonu a rozpustily je. Vzorky jsme nanesly na znacky, nechaly je
zaschnout a pak jsme je vyvijeli s mobilni fazi CHCls/THF/AcOH (85/15/2) pro silika-gel,
hexan/acetone (7/3) pro CN-silika gel. Pod UV lampou jsme pak pozorovaly, zda vzorky
obsahuji necistoty, piipadné kolik. Podle R¢jsme pak ptiblizné dokédzaly odhadnout, pii jakém
poméru rozpoustédel vymyjeme produkt z kolony pfi purifikaci.

Obrazek €. 11: Vyvinuté TLC — silika gel Obrazek ¢. 12: Vyvinuté TLC — CN- silika gel

5. Purifikace

Produkty jsme cistily na 500mg CN-silikagelové koloné. Nejdiive jsme vzorky rozpustily ve
250-300ul acetonu, pak jsme tento roztok nanesly na kolonu a do vypusti kolony jsme
zapojily piivod dusiku a aceton odfoukaly, aby produkt ziistal v horni vrstvé kolony.

Obrazek ¢. 13: Odfoukavani acetonu dusikem
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Kdyz byl vSechen aceton odfoukany, odpojily jsme piivod dusiku a zacaly purifikovat.
Pouzivaly jsme systém mobilnich fazi hexan/aceton. Zacaly jsme vymyvat ¢istym hexanem,
pak 9:1 hexan/aceton, 8:2 hexan aceton az 5:5 hexan/aceton. Mobilni f4zi jsme pfidavaly po
2ml, frakce jsme sbiraly rovnéZ po 2ml. Z kazdé frakce jsme nanesly na TLC silika-gelovou
desku (pokud bylo nutno tak na TLC CN-silikagelovou desku) kapilarou vzorek, pak jsme
pod UV lampou zjistovaly, zda se uz eluluje produkt, ptipadné necistota. Podle vzorku frakci
na TLC jsme pak upravovaly silu mobilni faze.

Poté, co jsme ukoncily purifikaci, jsme udélaly TLC analyzu vSech frakci na silikagelu, které
obsahovaly produkt nebo necistoty. Mobilni fazi jsme pouzily stejnou jako v ptredchozim
piipadé¢ CHCI3/THF/AcOH (85/15/2). Pak jsme frakce se stejnym Ry kvantitativné prevedly
do cisté a zvazené¢ vialky a odfoukaly pfes noc rozpoustédla.

Obrazek ¢. 14.: Sbirani frakci Obrazek €. 15: TLC-silica gel analyza frakci

Uplné nakonec jsme udélaly NMR analyzu &istych produktii.

78



Vysledky:
Tabulka ¢. 3: Data z BB1

,fada A

Finalni data z BB#1 rada A

~ | b 9 ot Ho ¢ O
0
o 2, @Y¢ SUN
o = o) R H OH
O -\©
Znacka produktu MT1-04- VC1-06- |MT1-04- VC1-06- |[MTI1-04- |VCI1-06-
Al Al A2 A2 A3 A3
Mw 270,3 314,3 345.4
Teoreticky vytéZek 13,6 13,6 15,8 15,8 17,4 17,4
(mg)
Vytézek (mg) 18,2 20,6 15,6 17,1 14,5 15,4
QNMR Vytézek (mg) (10,2 8.8 14,8 13,5 14,7 15,3
QNMR vytézek (%) 74,6 64 85,7 &5 84,5 88
Cistota - LC/MS pri 76% 66% 93,90% 82% 94% 96%
210 nm
Precistény vytézek 7,2 7,5 8.8 9,9 7,3 9,3
(mg)
Precistény vytézek (%) | 53 55 56 63 42 53
Tabulka ¢. 4: Data z BB1, fada B
Finalni data z BB#1 rada B
OoN
e N
|k % o8
N N N o ©
v OH -
o = o = > O N%OH
L L e
OH OH OH
Znacka produktu MT1-04- |VC1-06- | MT1-04- VC1-06-B2 [MT1-04-B3 | VC1-06-
B1 B1 B2 B3
MW 286,3 330,3 3614
Teoreticky vytéZek 14,5 14,5 16,5 16,7 18 18,3
(mg)
Vytézek (mg) 23,2 21,9 18,4 19,3 15,5 15,8
QNMR Vytézek (mg) | 13,8 12,3 13 13,1 15,5 15
QNMR vytézek (%) |95,3 85 77,8 78 84,6 82
Cistota - LC/MS pri |86% 82% 87% 83% 88% 85%
210 nm
Precistény vytézek 6,0; 2,9 5,6; 2,3 |8,5 10 9.1 5.4
(mg)
Precistény vytézek 61 54 50,9 69 49,7 30
(%)
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Bill Board 2

Pro ptipravu sloucenin v Bill Boardu 2 jsme postupovali stejné jako v pfedchozim piipadé.

Pouze jsme pouzivaly jiné acylacni roztoky (viz tabulka €. 5) a reakci jsme pfti acylaci

nemichali, ale nechaly voln¢ stat.
1. Deprotekce, acylace

Schéma €. 1: Deprotekce, acylace

Q Piperidin, R2 COH (5 ekviv.)

O. NQk o-Q NMP (DMF), it __ HZN%O_O

H (0]
et Q
o R

DIC (5 ekviv.)
HOBt (5 ekviv.)
1den
Tabulka €. 5: Acyla¢ni ¢inidla pro BB2
Sloupec Pocet | umol/vialka | 20% Mnozstvi | Obj.na | Obj na
BB vialek nadbytek | (mg) 0,25M | 0,5M
1 2 2 250 600 73,87 24ml |-
N oH
N/
2 Q 2 250 600 73,2 2,4 ml -
Cr
3 Q 2 250 600 103,2 2,4 ml -
OH
1,23 @[N\N 6 250 1800 275,65 7,2 ml -
N
OHH,0
1,23 )\ 6 250 1800 227,16 - 3,6 ml
N=C=N

2. Odstépeni produktu

Taktéz k odstépeni produktli z pryskytice jsme pouzily stejny Stépici koktejl i pracovni

postup.

Schéma ¢&. 2: Stépeni produkti

o) o)
Rzﬁ(“,&ko—o TFA, DCM, H,0 Rz\{fH\)kOH
o & (35:60:5) I
30 min, rt
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Tabulka €. 6: Produkty

Fmoc—NH o—o

="

Fada A

Sloupec 1 Sloupec 2 Sloupec 3
O (o} O
N/
= 0

Fmoc—NH O—O

Fada B

Kroky 3,4 a5

Rovnéz jsme udélaly analyzy na HPLC i NMR a analyzy na tenkych vrstvach. Purifikaci jsme
provedly jen u téch vzorku, jejichz znacka zacinala inicidly VC, a to z toho divodu, Ze produkty
s oznacenim MT budou podstupovat testovani na biologickou aktivitu v hrubém stavu. Po purifikaci

Vysledky:

.....

Tabulka ¢. 7: Data z BB2, fada A

Finalni data z BB#1 rada A

su% (1, | OO a S
Ne ANy N A on N Ao
o) \@ 0 \@ 0 \@
Znadcka produktu MT2-13- | VC2-18- |MT2-13- |VC2-18- |MT-13-A3 [VC2-18-
Al Al A2 A2 A3
MW 270,28 269,3 319,35
Teoreticky vytéZek 13,9 13,9 13,8 13,8 16,4 16,4
(mg)
Vytézek (mg) 19,5 19 15 13,5 17,4 16,9
QNMR Vytézek (mg) (12,5 12,6 12,9 12,7 15,1 15,9
QNMR vytézek (%) |89,6 91 93,3 92 92,1 97
Cistota - LC/MS pii  [92% 95% 96% 91% 97% 98%
210 nm
Precistény vytézek - 8 - 8,2 - 10,9
(mg)
Predistény vytézek - 58 - 59 - 66
(%)
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Tabulka ¢. 8: Data z BB2, fada B

Finalni data z BB#2 rada B

sUs SHeeNE
N N:QKOH N:Qk on N%OH
OH OH OH
Znacka produktu MT2-13- [VC2-18- |MT2-13- |VC2-18- |MT2-13-B3 [VC2-18-B3
B1 B1 B2 B2

MW 286,28 285,3 335,35
Teoreticky vytézek 14,7 14,7 14,6 14,6 17,2 17,2
(mg)
Vytézek (mg) 21,9 20,9 16,1 15,9 18,9 18,7
QNMR Vytézek (mg) | 11,6 13,5 13 14,4 15 15,9
QNMR vytézek (%) |86,4 92 89 99 87,2 92
Cistota - LC/MS pii  [91% 93% 92% 93% 96% 96%
210 nm
Piecistény vytéZek - 6,9 - 10,4 - 10,8
(mg)
Precistény vytézek - 47 - 71 - 63
(%)
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BILL BOARD 3

Ptiprava produktli v BB3 se od pfedchozich dvou trochu liSila. Na rozdil od prvnich dvou
produkti doslo jesté k alkylaci obou fad a nasledné fada B bill boardu byla acylovana. Tento
proces je znadzornén ve schématu ¢. 3.

Schéma ¢. 3:
Q RX (3 ekviv.) 0 1) HCUTHF (1:2) \i
eKVvIvV .
: Ph._N H2N

Ph\(/N\)J\O_O Y \_)J\O_O P ? - O_O

BTPP (3 ekvi Ph R 20 min, rt R1

Ph (3 ekviv.) 2) DIEA
NMP, 1 den, rt
’ ’ R2CO,H (5ekviv.)
DIC (5 ekviv.)
(@] .
HOBt (5ekviv)
HzN\AOH NMP, 1 den, rt
R TFA, DCM, H,0
(35:60:5)
O h 0
H 30 min, rt H
RZ__N 2

R, = AL, g

51 :1

O R O R

1. Priprava isopycnic mixture a alkylace

Isopycnic mixture jsme pfipravily stejné jako v pfedchozich ptipadech, pouzily jsme
Wangovu pryskyfici s navazanym benzofenon iminem glycinu. Pfipravily jsme si ji pro 12
vialek, dva bill boardy, a rovnomérné jsme ji rozdélily do kazdé vialky, poté jsme pryskyfici 3
krat promyly 3 ml NMP.

Zazatkovaly jsme spodni cast vialek a pridaly jsme do kazdé vialky 0,3ml roztoku BTPP
(303ul ve 2ml NMP) a vyckaly 5 minut, doslo ke katalyzaci reakce. Pfipravily jsme si tfi
alkyla¢ni roztoky. Alkylacni smés bromomethyl-benzenu v NMP jsme piidaly do Al a Bl,
smés 1-bomomethyl-4-methyl-benzenu v NMP do A2 a B2 a smés 1-bromomethyl-4-methyl-
benzenu v NMP do A3 a B3. Vialky jsme zazatkovaly a nechali reakci probihat ptes noc pii
volném stani.

Schéma ¢. 4: Alkylace

N R'X,(3 ekviv.) N._R
L BTPP (3 ekviv.) :\[
—_— 0 o

\ NMP, rt, 1 den \

83



Tabulka ¢. 9: Alkylacni ¢inidla pro BB3

Sloupec Pocet | umol/vialka | 10% Mnozstvi Obj. | Ob;.
BB vialek nadb. | (mg) na NMP
0,5M
1 Br 2 150 330 56,4 0,66 | 0,6
@ ml
2 /gar 2 150 330 61,07 0,66 | 0,06
ml
H3C
3 gBr 2 150 330 81,55 0,66 | 0,6
ml
H,C
1,2,3 BL 6 150 990 309,3 1,98 | 1,67
N (303.24 ul) | ml
O
O

2. Neutralizace a hydrolyza

Po alkylaci jsme pryskyfici promyly 3 ml THF, zazatkovaly jsme spodni ¢ast vialek a ptidaly
jsme 2,5 ml HCI-THF (1:2) do kazdé vialky, zazatkovaly jsme i vrchni ¢ast vialek a pockali
20 minut. Pak jsme promyly pryskyfici 3 ml THF a dvakrat jsme ptfidaly 2,5 ml 0,2M roztoku
DIEA v NMP a pak jsme smés 2 krat promyly 2,5 ml NMP.

Schéma €. 5: Neutralizace a hydrolyza

O O 1)HCLTHF (1:2) HzN:\[R1

| 20min
N_R' ———> 0
2)DIEA \

o o
Q
3. Acylace

Acylaéni ¢inidlo byla cyklohexan karboxylova kyselina. Vypocitané mnoZstvi HOBt jsme
rozpustily ve 3,3 ml NMP a tento roztok jsme ptidaly do vypocitaného mnozstvi kyseliny.
Tento roztok jsme rozdélily po 1ml do kazdé z vialek v fadé B.

Dale jsme ptidaly 0,5 ml roztoku DIC do kazdé vialky z fady B. Acylacni reakce probihala
pfes noc.

Schéma ¢. 6: Acylace

R2CO,H (5ekviv.)

(0] DIC (5 ekviv.) " fe)
HoN \)LO_O HOBt (5ekviv) . N .Jko O
R1 0 §1

NMP, 1 den, rt
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Tabulka ¢. 10: Acylacni ¢inidla BB3 — tada B

Sloupec Pocet pmol/vialk | 10% Mnozs | Obj. na
BB vialek a nadbytek | tvi 0,25M
(mg)
1 oH 3 250 825 106 1
(-
1,2,3 @[N‘“ 6 250 825 126 33
.
1,2,3 A 6 250 1800 104 1,65
N=C=N (127,8
)_ ul)

4. Odstépeni produkti

Stépeni jsme provedly stejné jako v predchozich dvou bill boardech a ziskaly jsme dalgich 6

produktii.

Schéma ¢. 7: Stepeni fady A a B z BB3

0 (35:60:5) o
HZN%OO 30 min, rt HZN\;)kOH
R! R’
o) (35:60:5) H ©
O\W M, g _wman O\W¢
o R o R
Tabulka ¢. 11: Produkty
Sloupec 1 Sloupec 2 Sloupec 3
gBr gBr gBr
HaC HaC
0 0

? o)
o Q
Rada AiB

0
HeN \.)J\OH

OH

O/&o

Rada B

Z odstépenych produkt se opét odebralo 100ul roztoku do HPLC vialek a ze vSech vialek

bylo odfoukéno rozpoustédlo.
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5. HPLC a NMR analyzy

Pro HPLC se do vialek s produkty opét ptfidal acetonitril s metanolem v poméru 1:1 asi do
pulky vialky a provedla se analyza.

Pro NMR analyzu byly vSechny vzorky rozpustény ve 300ul HmDS a 600ul CD3;OD, aby se
vzorky lépe rozpustily. Roztoky jsme prenesly do NMR vialek a provedly NMR analyzu.

6. TLC analyzy

TLC analyza produkti z BB3 se provadéla na sklenéné desce silikagelu. Po provedeni NMR
jsme vzorky ptenesly zpét do vialek a z téchto roztokl jsme odebraly vzorky pro TLC. TLC
jsme nechaly vyvijet v mobilni fazi iPrOH/MeOH/NHj3 (3:2:1). Po analyze jsme se na TLC
podivaly pod UV lampou, ovSem latky neobsahovaly dostate¢ny chromofor, proto jsme
skvrny musely vizualizovat. Vizualizace skvrn se provedla ponofenim platu do roztoku
ninhydrinu a po vyjmuti z roztoku jsme plat zahtivaly, az se objevily barevné skvrny.

Obrazek ¢. 16: Zahtivani TLC platu

Obrazek €. 17: TLC platky z BB3 po vizualizaci skvrn

86



7. Ci§téni produkti

Jelikoz jsme nemély dostatek Casu, rozhodly jsme se provést €isténi jen jednoho bill boardu —
s inicialy VC.

Cisténi produkti z fady A:

Produkty jsme rozpustily v mobilni fazi iPrOH/MeOH/NH4OH (5:2:1), objevila se bila
krystalicka latka, latku jsme odfiltrovaly a provedly NMR analyzu, zjistily jsme, Ze se jedna o
nas produkt.

Filtraty jsme pfecistily na 500mg silikagelové kolonce. Kolonky jsme promyly mobilni fazi
iPrOH/MeOH/NH4OH (5:2:1) a nadavkovaly vzorek. Cisténi jsme provadély stile stejnou
mobilni fazi iPrOH/MeOH/NH4OH (5:2:1) po ptfidavcich 0,5 ml. Filtrat také obsahoval nas
produkt.

Cisténé produkti z fady B.

Produkty byly rozpustény v mobilni fazi ChCls/THF/AcOH (85:15:2) ve 250ul. Silikagelové
kolonky jsme promyly touto mobilni fazi a nadavkovaly vzorek. Ciiténi bylo provedeno péti
ptidavky 0,5ml mobilni fazi.

Vysledky:
Tabulka ¢. 12: Data z BB3 fada A

Finalni data z BB#3 rada A

0 0 o)
N, HoN :QKOH N A
e ., Q,

Znadka produktu MT3-19- [VC3-34- |MT3-13- |[VC3-34- |MT3-13-A3 [VC3-34-A3

Al Al A2 A2
MW 165,2 179,2 2441
Teoreticky vytézek 8,6 8,6 9,3 9,3 12,7 12,7
(mg)
Vytézek (mg) 1674 s 11,7 19,2 20,1 12,4 s NMP | 19,6

NMP
QNMR Vytézek (mg) | 3.4 6,1 7.4 8,2 3,7 10,6
QNMR vytézek (%) |39.,4 71 79,6 88 29,2 83
Cistota - LC/MS p¥i | 66.3% bez |77% 79,5% bez |57% 69% bez 68%
210 nm NMP; NMP; 54% NMP; 8.6%

8,3% s s NMP s NMP

NMP
Prelistény vytézek - 1,1; 2,6 - 1,4; 3,0 - 1,4; 3,6
(mg)
Precistény vytézek - 43 - 47 - 39
(%)
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Tabulka ¢. 13: Data z BB3 fada B

Finalni data z BB#3 rada B

H fo) H O H (0]
N %OH N%OH N\:)kOH
o = o = o =
© L, 2,
Znacka produktu MT3-13- | VC3-34- |MT3-13- ([VC3-34- |MT3-13-B3 | VC3-34-B3
B1 B1 B2 B2

MW 2753 289.4 3542
Teoreticky vytéZek 14.3 14,3 15.0 15,0 18.4 18,4
(mg)
Vytézek (mg) 16.0 11,9 12.6 13,8 15.4 15,3
QNMR Vytézek (mg) |36.1 19,8 17.9 24,6 27.5 28,4
QNMR vytézek (%) |252 138% 119.4 164% 149.6 154%
Cistota - LC/MS p¥i  [82.3% 79% 76.7% 80% 74.4% 80%
210 nm
Precistény vytézek - 5,5 - 5,7 - 7,3
(mg)
Precistény vytézek - 38 - 38 - 40
(%)

Shrnuti a zavér:

NaSe staz trvala mésic a béhem této doby jsme pfipravily kazda tii bill boardy latek.
Vzhledem k tomu, Ze v prvnim a druhém bill boardu byly v pozicich A1 a Bl kontrolni latky,
které¢ byly pro oba bill boardy stejné, pfipravily jsme celkem 16 latek. VSechny latky jsme
zanalyzovaly pomoci TLC techniky, dale pomoci HPLC/MS a NMR. VSechny tyto techniky
jsme si samy vyzkouSely, jak pfipravu vzorki, tak samotnou analyzu, vyzkousely jsme si
praci se softwarem HPLC/MS a NMR (1H-NMR) techniky a také jsme analyzy
vyhodnocovaly.

Nasi praci jsme kazdy tyden konzultovali na meetingu. VSechny latky mély byt preciStény,
vzhledem k tomu, Ze naSe stdz trvala pouze mésic, nemély jsme tedy dostatek Casu. Na
meetingu jsme se rozhodly, ze kazda precisti sviij prvni bill board a druhy a tieti bill board
bude preciStén jen od jedné z nds, zbylé latky precisti bud’ jini studenti, nebo se piipadné
budou testovat jako hrubé vzorky, takové testy jsou rovnéz zajimavé.

Vsechny pfecisténé vzorky byly také analyzovany pomoci NMR (1H-NMR). Vybraly jsme
dv¢ slouceniny jako reprezentativni latky a byla u nich provedena také analyza 13C-NMR,
tato analyza vSak byla provedena jiz po nasem navratu domu. Jedna se o latky B3 z prvniho
BB a B3 ze tfetiho BB, tyto latky byly také analyzovany pomoci HRMS, rovnéZ po naSem
navratu.
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Neékteré informace davame dohromady pomoci emaila s dr. Samaritonim, se kterym jsme
spolupracovali, a od pana prof. Scotta jsme obdrzely email o tom, ze ¢tyii latky budou
testovany proti malarii v Kalifornské univerzit¢ v San Franciscu (UCSF).

Obrazek ¢. 18: Kolektiv lidi, se kterymi jsme spolupracovali — vpravo Martin J. O'Donnell, uprostied
William L..Scott, vlevo od profesora Scotta - Jack Geno Samaritoni
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Seznam zkratek:
BB — bill board

ooy

Fmoc o

HaC._.O.._.CHs
HC S Shom,

HmDS CH; CHs

Do

N
NMP  CH,
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