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Bis-heterocyklické slou€eniny s protinadorovymi a chemosensitivizujicimi

ucinky

Oblast techniky

Zde popisovany vyndlez se tyka bis-heterocyklickych slougenin

s protinadorovym a chemosensitivizujicimi uginky.

Dosavadni stav

Pouzivani antineoplastickych Iégiv v humanni terapii plsobi cetné toxické
nebo vedlej§i ucdinky, které nasledné vedou komezeni mnozstvi
podavaneho leciva a v nékterych piipadech i k preruseni terapie. Omezeni
mnozstvi podavaného légiva nebo preruseni terapie zpUsobuje zvySeni
ristu primarniho nadoru a/nebo vyskyt nadorovych metastaz. V téchto
pfipadech se ¢asto mnoho pacientt, ktefi umiraji na rakovinu, nevyhnutelné

zvysuje.

Dalsi velmi dlleZitou a pochopitwlnou strankou onkologické terapie je
nastup rezistence na Iégivo pouzivané k zasahu na nadorovych burikach.
Bunky, u kterych se vyvine rezistence na Iégivo jsou &asto schopny odolavat
ucinkim mnoha dal$ich protinadorovych légiv, i kdyz tyto latky nejsou
chemicky pfibuzné, nebo plsobi jinym mechanismem. Tento typ rezistence




se nazyva rezistence na fadu lé¢iv (MDR) (Annu. Rev. Med., 42, 277 - 286,
1991; Drugs of the Future, 22, 653 — 660, 1997).

Mnoho nadord, jako jsou napfiklad nadory kiiry nadledvinek, stfev, ledvin a
lacniku a karcinom jater, projevuje rezistenci na lé&iva od samého pocatku
leCby protinddorovymi lé¢ivy (Barrows, L. R., Antineoplastic and
Immunoactive Drugs, 75, 1236 — 1262, 1995).

Vijinych piipadech ziskavaji nadorové buriky rezistenci podobnym
zplsobem jako je tomu u bakteriaini rezistence na antibiotika. Tento typ
rezistence je zaloZen na genetickych zménach, které v nadorovych burikach
nastavaji béhem léCby; tyto zmény umozni dcefinym buikam proliferovat
v prostiedi, ve kterém je pfitomna protinadorova latka.

Pokud tomu tak je, a pokud zpUsobuje rezistenci cokoliv, vede to
k neucinnosti antineoplastické Ié&by.

Mnoho studii pfedpokiada, Ze se obvyklé formy rezistence na légivo
v lidském nadoru odvijeji od pfitomnosti glykoproteinu P (Ann. Med. Interna,
14, (3), 145 — 153, bifezen 1997; Acta Scient Venez., 51, (1), 45 - 52, 2000).

Tento glykoprotein pusobi jako energeticky zavislé membranové Cerpadio,
které vytlauje protinadorové Ié&ivo zvnittku bufiky a tak omezuje

koncentraci tohoto lé¢iva v burice.

Chemosensitiva jsou slou¢eniny, které pfivodi zmeény v nadorovych burikach
nebo vtele a podporuji rust terapeutické G&innosti pouZitych

protinadorovych latek.
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Mezi chemosensitiva znaméa tim, Ze maji schopnost upravovat funkci
glykoproteinu P nalezi blokatory vapnikového kanalu (verapamil),
kalmodulinové inhibitory (trifluoperazin). indolové alkaloidy (reserpin),
lysosomotropni latky (chlorochin), steroidy (progesteron), triparanolové
analogy (tamoxifen), detergenty (kremophor EL) a cyklickd peptidova
antibiotika (cyklosporiny) (Cancer, Principles & Practice of Oncology, 4.
vyd., J. B. Lippincott Co., Philadelphia, Pa., 2661 — 2664, 1993).

Slouceniny s bis-heterocyklickou strukturou jsou jiz znamy. Napfiklad WO
95/08540 popisuje  bis-(amino-di-benzimidazolyl)alkany s antivirovymi

ucinky.
WO 99/00381 popisuje bis-indolové derivaty s antimetastatickymi ucinky.
US 5,780,461 popisuje bis-indolové derivaty s protinadorovymi ucinky.

Bis-indoly popisované ve WO 95/08540, WO 99/00381 a US 5,780,461 a
citované vySe jsou jinymi sloueninami neZ slougeniny popisované

v piedlozeném vynalezu.

V oblasti mediciny trva stale potfeba novych terapeutickych prostiedki,
které by byly vhodné k 1é¢bé& nadorli, a to at uz by byly pouZity samotné

nebo s dalSimi znamymi antineoplastickymi I&&ivy.

Vteto oblasti také stale trva potfeba novych sloudenin obdafenych

protinadorovym a/nebo chemosensitivizatnim plsobenim, tj. slouéenin,




které jsou Ucinné proti nadorim odoinym Ié&iviim, a/nebo schopnych
- vytvaret znama protinadorova Ié¢iva uginna proti nadoram, proti kterym byly

neucinneé pro nastup vy$e uvedené rezistence na légiva.

Nyni bylo zjisténo, Ze bis- heterocyklické slougeniny obecného vzorce (h
jsou vhodnymi latkami jak jako slou€eniny proti nadoriim, tak jako
chemosensitiva. ‘ ,

Pfedmétem vynalezu jsou bis- heterocyklické slou€eniny obecného vzorce

()

kde:

A, ktere mliZe byt stejné nebo jiné nez A", je mono- nebo bicyklicky systém
s 5 az 7 atomy obsahujici jeden nebo vice atomd vybiranych ze skupiny N,
S, 0, ato v jednom nebo obou cyklech:;

A a A’'mohou byt vazany na C-X symetricky nebo asymetricky;

X, které mize byt stejné nebo jiné nez X’ reprezentuji:

a) H, OH, a v pfipadé, Z2e vazba X a X' je spojena, jde o: =0, =CH-
(CH,)nCH3 , kde n je celé &islo od 1 do 3:




b) nasyceny nebo nenasyceny pfimy nebo rozvétveny alkylovy C4-Cig
fetézec, substituovany pfipadné 1) cykloalkylem C; — C;; 2) NR4R,, kde
R1 a Ry, které mohou byt stejné nebo rizné, a to H & pfimy nebo
rozvétveny alkyl C1 — Cs; 3) azidem; 4) halogenem; 5) jednou nebo vice
skupinami ORj3, ve kterych R; pfedstavuje H, pfimy nebo rozvétveny
alkyl C1 — Cs, nebo mezyl, tosyl, triflyl, nebo R; pFedstavuje spole&né
s vicinalni OH isopropyliden; 6) fenylem substituovanym halogeny,
nitroskupinou, hydroxylem, alkoxylem nebo amino NRR,, kde R, a R,
maji stejny vyznam jako vySe; 7) volnym nebo esterifikovanym
karboxylem s pfimymi nebo rozvétvenymi alkyly s 1 az 5 uhlikovymi

atomy; 8) morfolinem nebo methoxymorfolinem;

c) cykloalkyl C; — Cy;

d) fenyl nebo naftyl, pfipadné substituovany halogenem, nitroskupinou,
hydroxylem, alkoxylem nebo aminoskupinami NR4R;, ve kterych maji R,

a R, stejny vyznam jako vyse;

e) heterocyklus Cs — C; pfipadné substituovany halogenem, nitroskupinou,
hydroxylem, alkoxylem nebo aminoskupinami NRR,, ve kterych maji Ry

a R; stejny vyznam jako vyse;

f) nasyceny heterocyklus obsahujici jeden nebo vice heteroatomi
vybiranych ze skupiny N, O substituovany pfipadné OH, CN, O-alkylem

s vyjimkou, kdy A = A1 = indol, X = H, neni X" heterocyklus nebo fenyl Gi
alkyl,




ve kterych mize byt R stejna nebo jina nez R’ a je pfedstavovana H,
hydroxylem, pfipadné esterifikovana acyly C; -~ C,, methylendioxylem,
hitroskupinou, aminoskupinou, pfipadn& mono- nebo ??alkylovanym C; -
Cs, mono nebo dialkanoyl C; — C, karboxylem, alkyloxykarbonylem,

halogenem, C; — C, alkylem;

pokud A a A’, které mohou byt stejné nebo riizné, obsahuji dusikovy atom,

muzZe byt tento benzylovany nebo alkylovany C; — Cq;

pokud A a A", které mohou byt stejné nebo riizné, obsahuji atom siry, mlze

byt tento atom v jednom nebo obou kruzich oxidovany.

Chemosensitivizujici  mechanismus  slougenin  podle vynalezu zde
popsaného, tj. schopnost téchto slouc¢enin navodit zvrat rezistence na Ié&ivo
je dosud nezndm. Mini se, ze to souvisi s mechanismem interakce
s nadorovymi buiikami a ne s protinadorovymi &givy, na které se nadorové

bunky staly rezistentni.

Ziskané pokusné vysledky (uvedené dale) ukazuiji, ze slou€eniny obecného
vzorce (I), a to jak samotné, tak vkombinaci s dal§imi znamymi
antiblastomickymi Ié€ivy, jsou vhodnymi latkami k 1é¢b& nadord.

Predmétem zde popisovaného vynalezu jsou tedy slou€eniny obecného

vzorce (I).

DalSim pfedmétem zde popisovaného vynalezu jsou slou¢eniny obecného

vzorce (1) a jejich pouziti v oblasti mediciny.
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DalSim pfedmétem zde popisovaného vynalezu je farmaceuticky piipravek
obsahujici jako ucinnou sloZku slou¢eninu obecného vzorce (1) a alespoii
jeden farmaceuticky pfijatelny excipient a/nebo diluent.

Dals$im pfedmétem zde popisovaného vynalezu jsou slougeniny obecného
vzorce (I) a postup jejich pfipravy.

DalsSim prfedmétem zde popisovaného vynalezu je farmaceuticky pripravek
obsahuijici jako G¢innou sloZku slougeninu obecného vzorce (1) pro Ié¢bu
patologickych nadord, u kterych nador nalezi do skupiny do niz patfi
sarkom, karcinom, karcinoid, kostni nador, neuroendokrinni nador, lymfoidni
leukemie, akutni promyelocytickd leukemie, myeloidni leukemie,
monocyticka leukemie, megakaryoblastemicka leukemie a Hodgkinsova

choroba.

DalSim pfedmétem zde popisovaného vynalezu je farmaceuticky piipravek
obsahujici jako uginnou slozku slougeninu obecného vzorce (I) k lé¢bé
patologickych nador(, u kterych nador vykazuje rezistenci k antibiotiku pied
tim pouzivanému kIéEbé, u kterého jmenovana slouéenina obecného
vzorce (l) vyvolava chemosensitivizazni Gginek na jmenovany nador, ktery
je rezistentni na jmenované lécivo.

Dal$im pfedmétem zde popisovaného vynalezu je farmaceuticky pfipravek
obsahujici jako tcinnou slozku slougeninu obecného vzorce (1) v kombinaci
s jednou nebo vice znamymi protinddorovymi latkami, kde se tato
protinadorova sloucenina vybira ze skupiny slougenin obsahujici alkylacni
Cinidla, topoisomerazové inhibitory, antitubulinové latky, interkalagni
slouceniny, antimetabolity, pfirozené produkty jako jsou alkaloidy barvinku,




epipodophylotoxiny, antibiotika, enzymy, taxany a cytodiferenciaéni

slouéeniny.

Mezi cytodiferenciaénimi protinadorovymi latkami se dava pfednost kyseling

trans-retinové (all-trans retinoic acid).

Dalsim pfedmétem zde popisovaného vynalezu je pouziti sloudeniny
obecného vzorce (1) k pfipravé légiva k 1&6&bé patologickych nadort.

Dalsim pfedmétem zde popisovaného vynalezu je pouziti slouceniny
obecneho vzorce (l) k pfipravé légiva k lésbe patologickych nador(l, u
kterych nador vykazoval rezistenci na lé&ivo pred tim pouzivané pro lé&bu
jako protinadorové léc¢ivo, a u kterych sloudenina obecného vzorce (l)
vykazovala chemosensitivizaéni Gginek na jmenovany nador rezistentni

k tomuto Ié&ivu.

DalSim pfedmétem zde popisovaného vynalezu je pouziti slougeniny
obecného vzorce (l) vkombinaci s jednou nebo vice znamymi
protinadorovymi latkami k pfipravé Ié&iva k [é&bé patologickych nadord.

DalSim pfedmétem zde popisovaného vynalezu je pouZiti slougeniny
obecného vzorce (l) v kombinaci s kyselinou trans-retinovou k piipravé

léCiva k 1€Ebé akutni promyelocytické leukemie.

Nasledujici pfiklady dale vynalez objastiuji.




Priklady provedeni

Pfiklad 1

Slou¢enina v pfikladu 1 byla pfipravena za vyuziti schématu syntézy 1
uvedeneho niZe, kde stupné A a B byly provedeny podle postupu
popsaného Casiraghi, G., et al., Tetrahedron, 48, (27), 5619, 1992
Casiraghi, G., et al., J. Org. Chem., 59, (7), 1801, 1994 Cornia, M., et. al.,
J. Org. Chem., 56, (7), 5466, 1991; Cornia, M., et. al., Tetrahedron:
Asymmetry, 8, (17), 2905, 1997.

Schéma 1
Stupen A
SN |
R |+ Akmger - | R P _' MgBr+
FI\J N
H o
Stupen B

XCHO, Lewisova kyselina

X H
' X
S s OwRweL
H H

Stuperi A

-

Priprava alkylmagneziovych soli
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K bezvodému etherovému roztoku obsahujicimu 2 moly
alkylmagneziumbromidu pfipraveného ze 2 molt alkylbromidu a 2 molti Mg
v bezvodém rozpoustédie (napi. ethylether nebo tetrahydrofuran), byly za
michani pfi okolni teploté pfidany 2 moly indolu nebo derivatu indolu nebo
nékterého z jeho analogu.

Pod vakuem bylo rozpoustédio odstranéno a zbytek pouzit v dal$im stupni.
Stuperi B
Pfiprava bis-indolovych derivat(

Zbytek ziskany v pfedeslém stupni byl rozpustén v inertnim organickém
rozpoustédle, jakym je napfiklad CH,Cl, nebo CHCIl; nebo CHCI,CHCl,.
Potom byly pfidany 2 nebo vice moll Lewisovy kyseliny (napf. SnCl,, TiCl,,
CeCl;, TiCI(OPr);) a 1 mol aldehydu. Za michani ponechano reagovat po
dobu 12 az 72 hodin pfi teploté od —80 °C do +80 °C. Po uplynuti této doby
byla reakce zablokovana slabé alkalickym vodnym roztokem NaHCO,; a
Na,COs,.

Organicka faze byla oddélena, promyta malym mnoZstvim vody, vysuSena
nad bezvodym MgSO,, Zfiltrovana a zkoncentrovano do sucha. Vysledny
produkt byl izolovan a pfeci§tén béZnymi chromatografickymi systémy.

Priklad 1/1

Priprava 2,3-5,6-di-O-isopropyliden-1,1-di-7-azaindol-3-yl-1-deoxy-D-
manitolu (ST 1353)
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Kroztoku 890 mg (4 mmol) 7-azaindolylmagneziumbromidu v bezvodém
CHCl, (50 ml) pfipraveném oddélené ze 7-azaindolu a
ethylmagneziumbromidu v bezvodém ethyletheru, byly pfidany 4 ml 1M
roztoku SnCl, v bezvodém CH,Cl, a 260,3 mg (1 mmol) 2,3-5,6-di-O-

isopropyliden-di-alfa-D-manofuranosy.

Reak¢ni smés byla pod refluxem zahfivana v dusikové atmosfére po dobu
24 hodin a potom reakce zablokovana piidavkem 50 ml nasyceného
vodného roztoku NaHCO;. Vysledna smés byla extrahovana ethyletherem
(3 x 100 ml) a spojené extrakty promyty malym mnozstvim H,O, vysuseny

nad MgSO,, zfiltrovany a zkoncentrovano do sucha.

Surovy produkt byl podroben chromatografickému preéisténi na SiO; koloné
s pouzitim, smési hexanu s ethylacetatem jako eluéniho &inidla
s gradientovou eluci od 9 : 1 do 6 : 4. Cisty produkt byl izolovan s vytézkem
8 %.

C26H30N4Os (478); bod tani = rozklad pfi 210 °C: Rf = 0,17
(CHLCI,/CH3;COCH; = 1 : 1).

'H (CD;0D) & = 8,15 — 8,08 (2H, dd, CH aromaticka); 8,10 — 8,05 (1H, d,
CH aromaticka); 7,95 - 7,9 (1H, d, CH aromaticka); 7,60 (1H, s, CH
aromaticka); 7,08 (1H, s, CH aromaticka); 7,06 — 6,95 (2H, m, CH
aromaticka); 5,05 — 5,35 (2H, 2m, CH alifaticka); 4,42 (1H, d, CH
geminalni); 3,98 — 3,9 (1H, m, CH alifaticka); 3,84 — 3,76 (1H, m, CH
alifaticka); 3,45 — 3,38 (1H, m, CH alifaticka); 1,45; 1,35; 1,16; 0,78 (12H,
4s, CHa).

MS (IS) M" = 477.
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Elementarni analyza: vypoéteno: C = 65,26 %; H = 6,32 %; N = 11,70 %:;
nalezeno: C = 65,47 %; H = 6,35 %; N = 12,01 %.

Pfiklad 1/2
Pfiprava4,4-di-(7-azaindol-3-yl)-1-butanol (ST 1866)

Tato slou¢enina se piipravuje stejnym zptisobem jako v prikladu 1/1, ale
vychazi se ze 7-azaindolu a 2-methoxytetrahydrofuranu.

C1gH1sN40 (306,37); bod tani = rozklad pfi 221 °C; Rf = 0,18 (hexan/AcOEt).

'H (CD50D) & = 8,10 (2H, t, CH); 7,80 (7,8 d, 2H, d, CH); 7,30 (2H, s, CH,):
6,90 (2H, m, CH); 4,40 (4,4 t, 1H, t, CH); 3,60 (t, 2H, t, CH,); 2,30 (2H, m,
CHy); 1,60 (2H, m, CH,);

MS (IS) M = 305.

Elementarni analyza: vypoéteno: C = 70,57 %; H = 9,92 %; N = 18,29 %:;
nalezeno: C = 70,67 %; H = 5,60 %; N = 18,10 %.

Priklad 2

Slouceniny v pfikladu 2 byly pfipraveny syntézou podle schématu 2

uvedeného nize.
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Schéma 2 >
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Pfiprava bis-indolovych derivat(
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V roztoku alkoholu a vody (napfiklad voda a ethanol nebo methanol nebo

isopropanol v rizném poméru) byly rozpustény 2 moly indolu a od 1 do 8

moll butyraldehydu. Potom byl pfidan katalyzator ve formé& anorganické

mineraini kyseliny (napf. HCI), organické kyseliny (napf. CH;COOH),

Lewisovy kyseliny (zvlaste Gcinné jsou triflaty lanthanid( — Ln(OTf)s, které

mohou byt téZ regenerovany a pouzity znovu).

Roztok vyl za michani ponechan po dobu 12 a2 72 hodin pri teploté sahajici

od 20 ° do 80 °C. Po uplynuti této doby byl alkohol extrahovan organickym

rozpoustédiem. Organicka faze byla promyta malym mnoZstvim H,O nebo
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zalkalizované H,O, vysuS8ena nad bezvodym Na,SO,, Zfiltrovana a

zkoncentrovano k suchu.

Vysledny produkt byl izolovan a preci§tén obvyklymi chromatografickymi
metodami.

Priklad 2/1
Priprava 1,1-di-indol-3-yl-butanu (ST 1385)

282 mg indolu (2,4 mmol) bylo rozpusténo v 10 ml CH;OH a 5 ml H.0;
potom bylo piidano 72 mg (1 mmol) butyraldehydu a 240 mg dysprosium
triflatu (CF3S03);Dy — (0,393 mmol).

Vysledny roztok byl michan pii okolni teploté¢ 24 hodin. Po uplynuti této
doby byl methanol pod vakuem odstranén a zbytek extrahovan
ethylacetatem (3 x 50 ml). Organické extrakty byly spojeny, promyty malym
mnozstvim vody, vysuSeny nad Na,SO,, Zfiltrovany a zkoncentrovano
k suchu. Vysledny produkt byl izolovdn a pfeéistén na koloné SiO,
s pouzitim hexanu s ethyletherem jako eluéniho ¢inidla s gradientovou eluci
od9:1do7:3.

Bylo ziskano 284 mg produktu s vytézkem 84 %.
C20H20N2 (288); bod tani = 150 — 151 °C; Rf = 0,3 (ethylether : hexan = 1:1).

H (CD3CN) 8 = 9,10 (2H, br-s, NH); 7,60 — 7,50 (4H, d, H4"- H77); 7,30 (2H,
br-s, NH); 7,00 - 7,20 (4H, t, CH aromaticka); 4,60 (1H, t, CH); 2,30 (2H, m,
CHy); 1,50 (2H, m, CHy); 1,10 (3H, t, CH3).

MS (IS) M" = 287.
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Elementarni analyza: vypoéteno (0,77 % H,0): C = 82,65 %; H=7,02%; N
=90,63 %, nalezeno: C = 82,36 %; H=7,17 %; N = 9,35 %.

Piiklad 2/2
Pfiprava 1,1-di-(5-nitroindol-3-yl)-butanu (ST 1429)

ST 1429 byl pfipraven z 5-nitroindolu a butyraldehydu za pouZiti metody
popsaneé v pfikladu 2/1.

Pri reakci vSak byla doba zahfivani pod refluxem 48 hodin.

Vysledny produkt byl chromatograficky preéistén na SiO, s pouzitim smési
hexanu a ethyletheru jako elu¢nim g&inidlem s gradientovou eluci od 6 : 4 do
2:8.

Vytézek 85 %

C20H1sN4O, (378); Rf = 0,4 (Et,0 : hexan = 8:2).

'H (CDCl; ) 8 = 10,63 (2H, br, NH); 8,0 (2H, s, CH aromaticka); 7,58 (2H, d,
CH aromaticka); 7,18 — 6,86 (4H, m, CH aromaticka); 4,17 (1H, t, CH); 1,94
- 1,72 (2H, q, CH); 1,02 - 0,8 (2H, m, CHj); 0,55 (3H, t, CHj).

MS (IS) M™ = 377.

Elementarni analyza: vypoéteno: C = 63,48 %; H = 4,79 %; N = 14,80 %;
nalezeno: C = 63,90 %; H =4,75 %; N = 14,34 %.

Pfiklad 2/3
Pfiprava 1,1-di-(5-fluorindol-3-yl)-butanu (ST 1438)

Tato latka byla pfipravena stejnym zplsobem jako to je popsano v pfikladu
2/2 z vychoziho 5-fluorindolu a butyraldehydu. Pfi reakci vsak byla doba
zahiivani pod refluxem 24 hodin. Vysledny produkt byl izolovan a
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chromatograficky predistén na koloné SiO, s pouZitim smési hexanu a
ethyletheru jako eluéniho &inidla s gradientovou eluci od 7 : 3 do 4 : 6.
VytéZzek 45 %.

CaoH1s FaN2 (324); bod tani = rozklada se pfi >200 °C Rf = 0,36 (hexan :
AcOEt =7:3).

'H (CDCl; ) = 8,95 (2H, br, NH); 7,35 - 7,02 (6H, m, CH arométické); 6,92
— 6,8 (2H, m, CH aromaticka); 4,33 (1H, t, CH geminalni); 2,18 (2H, q, CH,);
1,44 — 1,32 (2H, m, CH,); 0,96 (3H, t, CH3).

MS (IS) M" = 323.

Elementarni analyza: vypoéteno: C = 74,05 %; H = 5,59 %: N = 8,63 %; F =
11,71; nalezeno: C = 73,78 %; H=6,01 %; N = 8,29 %: F = 11,98.

Pfiklad 2/4
Priprava 1,1-di-(5-hydroxyindol-3-yl)-butanu (ST 1393)

Tato latka byla pfipravena stejnym zplsobem jako to je popsano v piikladu
2/2 z vychoziho 5-hydroxyindolu a butyraldehydu. Vysledny produkt byl
chromatograficky precidtén na kolon& SiO, s pouZitim smési ethyletheru a
hexanu v poméru 7 : 3. VytéZek 65 %.

C20H20N202 (324); bod tani = rozklada se pfi >200 °C Rf = 0,3 (ethylether :
hexan = 2 : 8).

'H (DMSO ) & = 8,40 (2H, s, NH); 7,10 — 7,00 (2H, d, CH aromaticka); 6,98
~ 6,90 (2H, m, CH aromaticka); 6,80 — 6,70 (2H, m, CH aromaticka); 6,60 —
6,40 (2H, m, CH aromaticka); 4,20 — 4,00 (1H, t, CH); 2,10 — 2,0 (2H, m,
CHy); 1,40 — 1,20 (2H, m, CHy); 1,00 - 0,80 (3H, t, CHs);
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MS (IS) M = 319.

Elementarni analyza: vypoéteno: C = 74,97 %; H = 6,29 %; N = 8,74 %:
nalezeno: C = 74,57 %; H=6,00 %; N = 8,41 %..

Priklad 2/5
Pfiprava 1,1-di-(5,6-methylendioxy-indol-3-yl)-butanu (ST 1478)

ST 1478 byl pfipraven stejnym zptisobem jako to je popsano v piikladu 2/2
z 5,6-methylendioxy-indolu a butyraldehydu. Vysledny produkt byl izolovan
a chromatograficky precistén na koloné SiO, s pouZitim smési hexanu a
ethylacetatu jako elu¢niho ¢inidla s gradientovou eluci 7 : 3. Vytézek 38 %.
Ca2oHoN204 (376); bod tani = rozklada se pii >200 °C Rf = 0,58 (hexan :
AcOEt =6:4).

'H (CD3sCN) & = 9,10 - 8,90 (2H, br-s, NH); 7,20 (1H, s, CH aromaticka);
7,00 (2H, d, CH aromaticka); 6,80 — 6,90 (2H, d, CH aromaticka); 6,30 (1H,
s, CH); 5,90 (4H, s, CHy); 4,30 (1H, t, CH); 2,30 (2H, m, CH,); 1,50 (2H, m,
CHg3); 1,10 (3H, t, H,).

MS (IS) M" = 375.

Elementarni analyza: vypoéteno: C = 66,65 %; H = 6,10 %; N = 7,06 %:
nalezeno: C = 65,98 %; H = 5,90 %; N = 6,96 %.

Pfiklad 2/6
Pfiprava 1,1-di-(indol-3-yl)-cyklohexylmethanu (ST 1487)

ST 1487 byl pfipraven stejnym zptisobem jako to je popsano v prikladu 2/2
z indolu a cyklohexankarboxylaldehydu. Pfi reakci se v8ak zahfivalo pod
refluxem po dobu 48 hodin.
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Vysledny produkt byl chromatograficky precistén na koloné SiO, s pouzitim
smési hexanu a etheru jako elu¢niho &inidla v poméru 7 : 3. VytéZek 75 %.

Ca3H24N2 (328); bod tani = rozklada se pfi >210 °C Rf = 0,20 (hexan : Et,O
=6:4).

'H (CDCl3) 6 = 7,84 (2H, br, NH); 7,63 (2H, d, CH aromatickd); 7,25 (2H, d,
CH aromaticka); 7,18 — 6,90 (4H, m, CH aromaticka); 4,25 (1H, d, CH); 2,35
- 2,15 (1H, m, CH); 1,90 — 0,85 (10H, mm, CH,).

MS (IS) M = 327.

Elementarni analyza: vypoéteno: C = 84,10 %; H = 7,36 %; N = 8,52 %;
nalezeno: C = 83,81 %; H=7,43 %; N = 8,30 %.

Pfiklad 2/7
Pfiprava 1,1-di-(7-azaindol-3-yl)-butanu (ST 1436)

ST 1436 byl pfipraven stejnym zpiisobem jako to je popsano v pfikladu 2/2
z 7-azaindolu a butyraldehydu. Pfi reakci se véak zahfivalo pod refluxem po
dobu 48 hodin. Vysledny produkt byl izolovan a chromatograficky pieg&istén
na koloné SiO; s pouzitim smési CH,Cl, : CH3COCH; jako eluéniho &inidla
s gradientovou eluci od 9 : 1 do 4 : 6. Vytézek 15 %.

CigH1gNs (291); bod tani = rozklada se pii >200 °C Rf = 0,26 (CH,Cl, :
CH;COCH; = 6 : 4),

'H (DMSO-Dg) & = 11,32 (2H, br, NH); 8,12 (2H, d, CH aromaticka): 7,85
(2H, d, CH aromaticka); 7,40 (2H, s, CH aromaticka); 6,98 — 6,82 (2H, m,
CH aromaticka); 4,35 (1H, t, CH); 2,15 (2H, q, CH,); 1,35 — 1,05 (2H, m,
CH,); 0,88 (3H, t, CH; alifaticka).




MS (IS) M = 290.

Elementarni analyza: vypoéteno: C = 74,95 %: H = 6,24 %; N = 19,29 %:;
nalezeno: C = 74,52 %; H = 6,38 %: N = 18,98 %.

Pfiklad 2/8
Pfiprava 1,3-dihydroxy-2,2-(diindol-3-yl)-propanu (ST 1368)

Slougenina byla pfipravena stejnym zptisobem jako to je popséano v pfikladu
2/4, avsak dihydroxyaceton byl nahrazen aldehydem. Vytézek 60 %.

C19H1gN20> (306,3); bod tani = rozklada se pii 223 °C: (a)p = 23,8° (0,4 %
CHCl3); Rf=0,77 (ethylether).

'H (CD;0D) 5 = 7,30 — 7,20 (4H, m, CH aromaticka); 7,70 — 7,60 (2H, m,
CH aromaticka); 7,30 — 7,05 (4H, d, CH aromaticka); 7,04 - 6,96 (2H, d, CH
aromaticka); 6,90 - 6,80 (2H, m, CH); 6,62 — 6,58 (2H, m, CH aromaticka);
4,40 (4H, s, CHy).

MS (IS) M" (-H,0) = 287.

Elementarni analyza: vypoéteno: C = 74,48 %:; H = 592 %; N = 9,14 %;
nalezeno: C = 74,08 %; H = 5,65 %; N = 8,97 %.

Priklad 2/9
Pfiprava 1,1-diindol-3-yl-tetradekanu (ST 1369)

Sloucenina byla pfipravena stejnym zptisobem jako to je popsano v pfikladu
2/4, avsak reagovaly spolu indol a tetradekanaldehyd. Vytézek 80 %.




CaoH4oN, (428,6); bod tani = mékne pfi 50 °C; Rf = 0,28 (hexan : AcOEt =
85:15).

'H (CDCl,) & = 7,80 (2H, s, NH); 7,60 — 7,44 (2H, d, CH aromaticka); 7,30 —
7,20 (2H, d, CH aromaticka); 7,10 — 7,00 (2H, m, CH aromaticka); 7,00 —
6,90 (4H, m, CH) aromaticka; 4,42 — 3,938 (1H, t, CH); 2,20 — 2,00 (2H, m,
CHa); 1,40 — 1,00 (22H, m, CH,); 0,90 — 0,70 (3H, t, CHa).

MS (IS) M* (+Na) = 451,

Elementarni analyza: vypoéteno: C = 84,05 %: H = 9,40 %; N = 6,53 %;
nalezeno: C = 83,70 %; H = 9,77 %; N = 6,17 %.

Priklad 2/10
Pfiprava 1,1-di-indol-3-yl-1-deoxy-D-glukozy (ST 1350)

Sloucenina byla pfipravena stejnym zplisobem jako to je popsano v pfikladu
2/4, avsak reagovaly spolu indol a glukoza. VytéZzek 60 %.

C22H24N205 (396,45); bod tani = rozklada se pfi 60 °C; (a)o, = +66,3° (0.5 %
CH3OH); Rf =0, (CHCl; : CH;OH = 7 : 3).

H (CD3;0OD) 6 = 7,70 (1H, d, CH aromaticka); 7,60 (1H, d, CH aromaticka);
7,40 (1H, s, CH aromaticka); 7,30 — 7,20 (2H, m, CH aromaticka); 7,10 (1H,
s, CH aromaticka); 7,10 - 6,8 (4H, m, CH aromaticka); 5,0 (1H, d, CH);
4,70 - 4,60 (1H, dd, CH); 3,92 - 3,85 (1H, m, CH); 3,80 — 3,60 (3H, m,
CH,OH a CH); 3,58 — 3,40 (1H, m, CH).

MS (IS) M" = 395,

Elementarni analyza: vypoéteno (2,2 % H;0) : C =65,18 %; H = 6,20 %: N
= 6,87 %; nalezeno: C = 65,10 %; H = 6,23 %; N = 6,40 %.




Piiklad 2/11
Priprava (R,S)-1,1-(indol-2-yl, indol-3-yl) butanu (ST 1625)

282 mg indolu (2,4 mmol) bylo rozpusténo v 10 mi CH30H a 5 ml 1N HCI.
Dale bylo pfidano 72 mg (1 mmol) butyraldehydu. Vysledny roztok byl
zahfivan pfi teploté¢ 80 °C po dobu 16 hodin. Na konci této doby byl
methanol pod vakuem odstranén a zbytek extrahovan CH,Cl,. Organické
extrakty byly spojeny, promyty vodou, vysuseny nad Na,SO,, Zfiltrovany a
zkoncentrovano k suchu. Vysledny produkt byl izolovan a chromatograficky
precistén na koloné SiO, s pouzitim hexanu a ethyletheru jako eluéniho
Cinidla s gradientovou eluciod 9: 1do 7 : 3. VytéZzek 62 %.

CaoH20N2 (288); bod tani = rozklada se pii >250 °C; Rf = 0,25 (ethylether :
hexan =1:1).

"H (CDsCl3) 6 = 8,10 (1H, br-s, NH); & = 7,80 (1H, br-s, NH); 7,60 — 7,50
(4H, d, CH aromaticka); 7,30 (1H, br-s, NH), 7,20 - 7,00 (4H, t, CH
aromaticka); 6,50 (1H, br-s, CH); 4,60 (1H, t, CH); 2,30 (2H, m, CH,); 1,50
(2H, m, CHy); 1,10 (3H, t, CHs).

MS (I1S) M™ = 287.

Elementarni analyza: vypoéteno: C = 83,29 %: H = 6,99 %; N = 9,71 %;
nalezeno: C = 82,77 %; H=6,90 %; N = 9,41%.

Pfiklad 2/12
Pfiprava (R,S)-5-hydroxy-1,1-(indol-2-yl, indol-3-yl) pentanu (ST 1345)

Tato latka byla pfipravena podle popisu v pfikladu 2/11 reakci indolu s 5-
hydroxypentanalem. VytéZek 40 %.

C21H22N20 (31,42); bod tani = rozklada se pii 200 °C: Rf = 0,5 (hexan :
iPrOH = 97,5 : 2,5).
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'H (CD4Cl3) & = 8,00 (1H, s, NH); 7,8 (1H, s, NH); 7,54 — 7,48 (1H, m, CH
aromaticka); 7,40 — 7,36 (1H, d, CH aromaticka); 7,30 — 7,20 (1H, d, CH
aromaticka); 7,1 — 6,86 (6H, m, CH aromaticka); 6,40 (1H, s, CH
aromaticka); 4,30 (1H, t, CH); 3,5 (2H, t, CH,); 2,20 — 2,00 (2H, m, CHy,);
1,60 — 1,40 (2H, m, CHy); 1,40 — 1,20 (3H, m, CH, e OH).

MS (IS) M" = 317.

Elementarni analyza: vypoéteno: C = 79,21 %; H = 6,96 %: N = 8,79 %;
nalezeno: C = 78,64 %; H=7,15%; N = 8,45%.

Priklad 2/13

Pfiprava (R,S)-5-hydroxy-1,1-(5,6-methylendioxy-indol-2-yI, 5,6-
methylendioxy-indol-3-yl) pentanu (ST 1423)

Tato latka byla pfipravena podle popisu v pfikladu 2/11 z vychoziho 5,6-
methylendioxy derivatu indolu. VytéZek 20 %.

Ca23H22N205 (406); bod tani = rozklada se pti 220 °C; Rf = 0,63 (hexan :
iPrOH = 97,5:2,5).

'H (CDsCN) & = 9,1 — 8,90 (2H, br-s, NH); 7,20 (1H, s, CH aromaticka);
7,00 (2H, d, CH aromaticka); 6,80 — 6,90 (2H, d, CH aromaticka); 6,30 (1H,
s, CH aromaticka); 5,90 (4H, s, CH,); 4.30 (1H, t, H1); 3.50 (2H, m, H5);
2.20 (2H, m, CH,); 1.40 - 1.60 (2H, m, CH,).

MS (IS) M* = 407.

Elementarni analyza: vypoéteno: C = 67,98%; H = 542 %; N = 6,89 %:
nalezeno: C = 67,90 %; H = 5,50 %; N = 6,82%.

Pfiklad 2/14
Pfiprava [di-(2-pyrryl)fenyl]-methanu (ST 1430)
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Tato latka byla pfipravena podle popisu v piikladu 2/4 reakci pyrrolového
derivatu s benzaldehydem. VytéZek 40 %.

CisH14N3 (222); Rf = 0,25 (hexan : AcOEt = 8 : 2); bod tani = rozklada se
pfi 200 °C.

'H (CDCl3) 6 = 7,90 (2H, br-s, NH); 7,30 (5H, m, CH aromaticka); 6,70 (2H,
m, CH aromatickd); 6,20 (2H, s, CH aromaticka); 5,90 (2H, s, CH
aromaticka); 5,50 (1H, s, CH).

MS (IS) M = 221.

Elementarni analyza: vypoéteno: C = 67,56%; H = 6,30 %; N = 12,61 %:
nalezeno: C = 67,90 %; H = 6,50 %; N = 12,45%.

Priklad 2/15

Priprava di-(5-ethoxykarbonyl-pyrrol-2-yl)-fenylmethanu (ST 1431)

Tato latka byla pfipravena podle popisu v piikladu 2/14 reakci pyrrolového
derivatu s benzaldehydem. VytéZzek 30 %.

C21H22N204 (366); bod tani = rozklada se pii 200 °C; Rf = 0,25 (hexan :
AcOEt= 7:3).

"H (CDCl3) & = 9,40 (2H, br-s, NH); 7,30 (5H, m, CH aromaticka); 5,90 -
6,80 (4H, t, CH aromaticka); 5,50 (1H, s, CH); 4,20 (4H, q, CH,); 1,30 (6H, t,
CHa.

MS (IS) M = 365.

Elementarni analyza: vypoéteno: C = 57,37%; H = 6,01%; N = 7,65 %:;
nalezeno: C = 57,00 %; H=6,50 %; N = 7,52%.

Priklad 2/16
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Pfiprava 1,1-di-(2-pyrryl)butanu (ST 1432)

Tato latka byla pfipravena podle popisu v prikladu 2/4 reakci pyrrolového
derivatu s butyraldehydem. Vytézek 45 %.

Ci2H1sN2 (188); bod tani = rozklada se pii 200 °C: Rf = 0,32 (hexan : AcOEt
:NEt; = 80:19:1).

H (CDCls) 7,40 (2H, br-s, NH); 6,60 (2H, s, CH aromaticka); 6,20 (2H, s,
CH aromaticka); 6,10 (2H, s, CH aromaticka); 4,00 (1H, t, CH); 2,00 (4H, q,
CHy); 1,30 (3H, m, CHj).

MS (IS) M = 187.

Elementarni analyza: vypoéteno: C = 76,59 %; H = 8,51 %; N = 14,89 %:
nalezeno: C = 76,44 %; H = 8,50 %; N = 14,38 %.

Priklad 2/17
Priprava kyseliny 4,4-di-(1H-indolyl)-butanové (ST 1961)

282 mg indolu (2,4 mmol) bylo rozpusténo v 10 ml CHsOH a 5 ml H,0;
potom bylo pfidano 102 mg semijantaranaldehydu (1 mmol) a 240 mg
dysprosium triflatu — (CF3SO;);Dy — (0,393 mmol). Vysledny roztok byl
michan pii 35 °C po dobu 24 hodin. Po uplynuti této doby byl methanol
odstranén vakuem a zbytek extrahovan ethylacetatem (3 x 50 ml).
Organicke extrakty byly spojeny, promyty malym mnozstvim vody, vysuSeny
nad bezvodym Na,SO,, Zfiltrovany a zkoncentrovano do sucha. Vysledny
produkt byl izolovan a chromatograficky pfegistén na koloné SiO; s pouzitim

hexanu a isopropylalkoholu s gradientovou eluciod 9: 1 do 8 : 2.

Bylo ziskano 108 mg produktu s vytézkem 34 %.
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C20H1sN20, (318,37); bod tani = rozklada se pii >200 °C: Rf = 0,31 (hexan:
isopropylalkohol = 8 : 2).

'H (DMS0O-D6) & = 9,18 (2H, br-s, NH); 7,55 (2H, d, CH aromaticka); 7,30
(2H, t, CH aromaticka); 7,14 — 6,82 (6H, m, CH aromaticka); 5,40 (1H, br-s,
COOH); 4,45 (1H, t, CH); 2,58 - 2,39 (2H, m, CH,); 2,39 — 2,25 (2H, m,
CHy).

MS (IS) M" = 317.

Elementarni analyza: vypoéteno: C = 7545 %; H = 5,70 %; N = 8,80 %;
nalezeno: C = 75,12 %; H = 5,49 %; N = 8,56 %.

Pfiklad 2/18
Pfiprava 4-hydroxy-1,1-di-(5,6-methylendioxy-indol-3-yl)-butanu (ST 1730)

Tato slouCenina byla pfipravena stejné& jako v pfikladu 2/4 z vychozich 5,6-
methylendioxyindolu a 2-methoxytetrahydrofuranu. Vytézek 35 %.

C22H20N205 (392,41); bod tani = rozklada se pfi > 240 °C; Rf = 0,44 (hexan
:iPrOH = 75 ; 25).

'H (CD5CN) & = 9,00 (2H, siroky pas, NH); 7,20 (2H, s, CH aromaticka);
6,90 (4H, m, CH aromaticka); 6,00 (4H, m, CH,); 4,30 (1H, t, CH); 3,60 (2H,
q, CHy); 2,30 (2H, m, CHy); 1,60 (2H, m, CH,).

MS (IS) M* = 393,

Elementarni analyza: vypoéteno: C = 67,34 %; H = 5,14 %; N = 7,14 %;
nalezeno: C = 67,30 %; H=5,20 %; N= 7,10 %.
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Priklad 2/19

Pfiprava (R,S)-4-hydroxy-1 ,1-di-(5,6-methylendioxy-indol-2-yl, 5,6-
methylendioxy-indol-3-yl) butanu (ST 1731)

Tato slou¢enina byla pfipravena podle popisu v pfikladu 2/11 z vychozich
5,6-methylendioxyindolu a indolu. Vytézek 15 %.

C22H20N205 (392,41); bod tani = rozklada se pfi 205 °C: Rf = 0,41 (hexan :
iPrOH =75 : 25).

"H (CD3sCN) & = 9,10 (1H, siroky pas, NH); 8,90 (1H, Siroky pas, NH); 7,20
(1H, s, CH aromaticka); 7,00 (2H, s, CH aromaticka); 6,90 — 6,80 (2H, m,
CH aromaticka); 6,40 (1H, s, CH aromaticka); 6,00 (4H, m, CH,); 4,30 (1H,
t, CH); 3,70 (2H, m, CHy); 2,20 (2H, m, CH,); 1,60 (2H, m, CH,).

MS (IS) M" = 391.

Elementarni analyza: vypoéteno: C = 67,34 %; H = 5,14 %: N = 7,14 %;
nalezeno: C = 67,14 %; H=5,36 %; N = 7,10 %.

Pfiklad 2/20
Priprava 1,1-di-(indol-3-yl)-4-hydroxybutanu (ST 1707)

Tato sloucenina byla pfipravena stejnym zptisobem jak je to popsano
v prikladu 2/4 z vychoziho indolu a 2-methoxytetrahydrofuranu.

C20H20N20 (304,39); bod tani = 110 — 115 °C; Rf = 0,26 (hexan : AcOEt = 1
).

'H (CDsCN) & = 10,70 (2H, 8iroky pas, NH); 7,50 (2H, d, CH aromaticka);
7,20 (4H, m, CH aromaticka); 6,90 (2H, m, CH aromaticka); 6,80 (2H, m, CH
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aromaticka); 4,30 (1H, t, CH); 3,40 (2H, m, CH,); 2,20 (2H, m, CH,); 1,40
(2H, m, CH,);

MS (IS) M" = 303.

Elementarni analyza: vypodteno: C = 78,92 %: H = 6,62 %: N = 9,20 %;
nalezeno: C = 78,88 %; H =6,70 %; N = 9,10 %.

Pfiklad 2/21
Pfiprava 4-hydroxy-1,1-di-(5,6-methylendioxy-indol-3-yl) butanu (ST 1750)

Tato slouCenina byla izolovana z reakéni smési uvedené v piikladu 2/20.

C22H20N205 (392,41); bod tani = rozklada se pfi 250 °C; Rf = 0,60 (hexan :
iPrOH =75 : 25).

'H (CDsCN) d = 9,10 (2H, Siroky péas, NH); 7,00 — 6,90 (4H, m, CH
aromaticka); 6,40 (2H, s, CH aromaticka); 6,00 (4H, s, CH,); 4,30 (1H, t,
CH); 3,60 (2H, g, CHy); 2,30 (2H, m, CHy); 1,60 (2H, m, CH,).

MS (IS) M" = 391.

Elementarni analyza: vypoéteno: C = 67,34 %; H = 5,14 %; N = 7,14 %:
nalezeno: C = 67,26 %; H=5,35%; N=7,10 %.

Priklad 2/22
Priprava 1,1-di-(5-hydroxy-indol-3-yl)-5-hydroxypentanu

Tato sloucenina byla pfipravena stejné jako v pfikladu 2/4 z vychoziho 5-
hydroxyindolu.

C21H2N203 (350,42); bod tani = rozklada se pfi >200 °C; Rf = 0,58
(AcOEt).
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"H (CD;0D) & = 7,20 - 7,00 (2H, d, CH aromaticka); 7,00 — 6,90 (2H, m,
CH aromaticka); 6,90 — 6,80 (2H, m, CH aromaticka); 6,70 — 6,50 (2H, m,
CH aromaticka); 4,30 — 4,20 (1H, t, CH); 3,60 — 3,40 (2H, t, CH,); 2,30 —
2,05 (2H, m, CHy); 1,70 — 1,50 (2H, m, CHa); 1,50 — 1,40 (2H, m, CHy).

MS (IS) M" = 349,

Elementarni analyza: vypocteno: C = 71,97 %; H = 6,32 %; N = 7,99 %:
nalezeno: C =71,00 %; H=6,46 %; N =750 %.

Priklad 3

SlouCenina v pfikladu 3 byla pfipravena syntézou podle schématu 3
uvedeneho nize, ve kterém je stuperi A proveden podle postupu popsaného
Dondoni, G., et al., Tetrahedron Lett., 33, (29), 4221, 1992; Dondoni, G., et
al., Synth. Commun., 24, (18), 2537, 1994.

Schéma 3
Stupen A
j\ y : ,o:lr\rAlk
x7TH T HOT Ak x/kH
Stupen B
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N A £ T 7 T 1
) X~ “H _ _
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Pfiprava derivatu nitronu
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Stuperi B
Pfiprava bis-indolového derivatu

Derivat nitronu ze stupné A byl rozpustén v bezvodém rozpoustédie (napf.
CHCl;, AcOEt, THF, dioxan) spoleéné sindolem ve stechiometrickém
mnozstvi nebo v nadbytku. K takto z iskanému roztoku byla za | aboratorni
teploty pfidana organicka nebo anorganicka kyselina (napf. HCI, kyselina
octova, Kkyselina ftrifluoroctova, SnCl,, trimethyisilylchlorid). Reakce
probihala az do vymizeni indolu nebo derivatu indolu a po pfidavani
organického rozpoustédla a intenzivnim tfepani se zalkalizovanym vodnym
roztokem se odstranila kyselost roztoku. Organicky roztok byl po vysuseni
dehydratacnim Cinidlem zkoncentrovan. Tuhy zbytek byl chromatografovan

na silikagelu k izolaci a precisténi derivatu bis-indolu.

Piiklad 3/1

Pfiprava  (2S)-2,3-O-isopropyliden-2,3-dihydroxy-1,1 -diindol-3-yl-propanu
(ST 1330)

V barice byl rozpustén 2,3-O-isopropylidenglyceraldehyd (1,8 g; 14 m mol)
(Cerstvé pfipraveny z diisopropylidenového derivatu D-manitolu) a N-
benzylhydroxylamin (1,23 g; 10 mmol) ve 20 ml CH,Cl,. V roztoku bylo
suspendovano 10 g Na,SO, a ponechano michat 16 hodin pfi okolni
teploté. Po zreagovani byl roztok Zfiltrovan a koncentrovan az do ziskani
tuhe latky, ktera byla potom piekrystalizovala z hexanu. Derivat nitronu byl
ziskan jako bila tuha latka (2,1 g; vytéZek 89 %).
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Cast této tuhé latky (1,2 g; 5,11 mmol) bylo v barice rozpusténo v bezvodém
CH,Cl (30 ml) s indolem (1,5 g; 12,8 mmol) a k vyslednému roztoku bylo za
okolni teploty po kapkach pridavano 20 mi CH,Cl,.

Po 16 hodinach michani za okolni teploty byla reakéni smés zpracovavana
jejim rozpousténim v CHxCl, (70 ml) a silnym protfepavanim s nasycenym
roztokem NaHCO;. Po rozdéleni fazi v délici nalevce byla organicka faze
zkoncentrovana k suchu. Ziskana tuha latka byla chromatografovana na
silikagelu (ethylether : hexan = 1 : 1) za ziskani (2S)-2,3-O-isopropyliden-
2,3-dihydroxy-1,1-diindol-3-yl-propanu (1,59 g; vytéZzek 90 %).

C22H22N20; (346,4); bod tani = rozklada se pfi 100 az 110 °C; (a)p = 18,3°;
Rf=0,5 (ethylether: hexan=1:1).

"H (CDCl;) 8 = 8,00 (2H, s, NH); 7,60 — 7,44 (2H, dd, CH aromaticka); 7,26
- 7,24 (2H, dd, CH aromaticka); 7,20 - 6,86 (6H, m, CH aromaticka); 5,00 —
4,84 (1H, m, CH); 4,64 (1H, d, CH); 4,00 — 3,80 (2H, dd, CH); 1,40 (6H, s,
CHa).

MS (IS) M" = 345,

Elementarni analyza: vypoéteno (4 % H,0, 2,3 % AcOEt): C = 74,34 %; H =
6,50 %; N = 7,70 %; nalezeno: C =74,66 %; H=16,84 %: N = 7,26 %.

Priklad 4
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Slouceniny v pfikladu 4 byly pfipraveny syntézou podle dale uvedeného

schématu 4.

Schéma 4
@] O . NH X
X 2 N N
Alk-oMOA[k + R@[ dehydratagni &inidiq_ R W m
N ' AH; > A A)\/
A=No S

Pfiprava derivatl bis-benzimidazolu a bis-benzothiazolu:

Do bariky s dobrym michanim bylo pfidano dehydrataéni &inidlo (napf.
kyselina polyfosforeCna nebo jeji estery, thionylichlorid, oxid fosforeény) (1,5
az 20 mol(), estery derivatl kyseliny malonové (1 aZz 2 moly) a 1,2-
fenyldiamin nebo jeho derivaty (1 az 4 moly) k ziskani bis-benzimidazol(
nebo 2-thioaminofenyl nebo jeho derivaty (1 az 4 moly) k ziskani bis-
benzthiazoll. Po skonleni pfidavani véech latek byla smés velmi pomalu
zahfivana na 160 az 200 °C a pfi této teplot& ponechana v bezvodém
prostredi a bezkyslikaté atmosféfe dalSich 20 az 30 hodin. Po uplynuti této
doby byl kochlazené smési pfidan vodny roztok baze soucasné
s organickym rozpous$tédlem nemisitelnym s vodou (napf. methylenchlorid,
ethylacetat, ethylether, tetrahydrofuran). Po U(plném rozpusténi byla
organicka faze oddélena od vodné faze a zkoncentrovana za ziskani

polotuhého surového produktu.‘
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VSechny vysledné produkty byly izolovany a od nedistot precistény na
silikagelu pfimou chromatografii.

Priklad 4/1

Priprava fenyl-dibenzothiazol-2-yl-methanu (ST 1433)

Do vysusené bariky s argonovou atmosférou bylo dano 6 g PPA (kyseliny
polyfosfore¢ne), 2,54 ml 2-aminothiofenolu (techicky 90 %) (23 mmol) a
2,60 ml (11 mmol) diethylfenylmalonatu. Smés se pomalu zahfivala na 140
az 145 °C a potom byla na této teploté ponechana pfiblizné 16 hodin az do

vymizeni aminu.

V dalSim postupu byl pfidan ethylacetat (300 ml) a nasyceny roztok
hydrogenuhliCitanu sodného (200 ml). Organicka faze byla oddélena a
vakuoveé odparovana az do upIného odstranéni rozpoustédla. Vysledna tuha
latka byla chromatograficky precisténa na koloné silikagelu (mobilni faze
hexan : dioxan - gradient az do 8 : 2) za ziskani 500 mg vysledného
produktu (vytézek 12 %).

C21H14N2S; (358,5); bod téni = 178 °C; Rf = 0,41 (hexan : dioxan = 8 : 2).
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'H (DMSO) & = 7,80 — 7,70 (3H, m, CH aromaticka); 7,60 — 7,40 (5H, m,
CH aromaticka); 7,40 — 7,20 (3H, m, CH aromaticka); 7,20 — 7,00 (3H, m,
CH aromaticka, CH).

MS (IS) M* (-H,0) = 359.

Elementarni analyza: vypoéteno: C = 70,36 %; H = 3,73 %; N = 7,81 %;
nalezeno: C = 70,10 %; H = 3,85 %; N = 7,49 %.

Priklad 4/2

Do suché bariky s argonovou atmosférou a vybavenou michanim bylo dano
3 g PPA spole¢né s 1,165 g (11 mmol) 1,2-fenyldiaminu a 1,153 m1 (5,5
mmol) diethyl-propylmalonatu. Po ukonéeném pfidavani byla reakéni smés
pomalu zahfivana na 150 az 155 °C a na této teploté udrZzovana dalsich 16
hodin. Po uplynuti této doby byl po ochlazeni k reakéni smési piidan
nasyceny roztok hydrogenuhli¢itanu sodného (100 ml) a ethylacetat (150
ml). Po chromatografickém pieci§téni surového produktu na koloné se
silikagelem (mobilni faze: hexan : THF = 8 : 2) byl ziskan pozadovany
produkt. VytéZek 10 %.

CigH1gN4 (290,3); bod tani = rozklada se pfi 260 °C; Rf = 0,38 (AcOEt :
MeOH = 95 : 0,5).

'H (DMSO + D,0) 8 = 7,50 — 7,40 (4H, m, CH aromaticka); 7,20 - 7,00 (4H,
m, CH aromaticka); 4,60 — 4,50 (1H, t, CH); 2,40 — 2,20 (2H, m, CH,); 1,40
- 1,20 (2H, m, CHy); 1,00 — 0,90 (3H,t, CHj3).
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MS (IS) M = 289.

Elementarni analyza: vypoéteno: C = 74,35 %; H=16,24 %; N =19,29 %:
nalezeno: C = 74,21 %; H=5,98 %: N = 18,90 %.

Priklad 5

Sloucenina v pfikladu 5 byla pfipravena synteticky podle dale uvedeného

schématu 5:

Schéma 5

O

2 ,‘Oz

A=NoS

Pfiprava derivatdl N-oxo bis-benzimidazolu a S-oxo bis-benzothiazolu

Do barky vybavené dobrym michanim bylo déno'dehydrataé_ni Cinidlo (napf.
kyselina polyfosfore¢na nebo jeji estery, thionylichlorid, oxid fosforeény) (od
1,5 az do 20 molQ), estery derivatl kyseliny malonové (1 az 2 moly) a 1,2
fenyldiamin nebo jeho derivaty (1 az4 moly) k ziskani bis-benzimidazold,
nebo 2-thioaminofenyl nebo jeho derivaty (1 aZ 4 moly) k ziskani bis-
benzthiazoll. Po ukonéeni pfidévani téchto latek se smés velmi pomalu
zahtivala na 160 az 200 °C a na této teploté ponechana po dobu dalich 20
az 30 hodin.”

Q NH, X oy
ot i N N
Alk-o/lg/“\o"c\”< * R"@[ dehydrata¢ni ginidlo TN | N
X AH =
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Po uplynuti této doby se k ochlazené smési pfidal zasadity vodny roztok
spoleCné rozpoustédlem nemisitelnym s vodou (napf. methylenchlorid,
ethylacetat, ethylether nebo tetrahydrofuran). Po ukon&eném rozpousténi
byla organickd faze oddélena a zkoncentrovana za ziskani polotuhého

surového reakéniho produktu.

Vsechny vysledné produkty byly izolovany a ze surového reakéniho

produktu na silikagelu pfecistény pfimou chromatografii.
Priklad 5/1
Priprava (benzthiazol-2-yl, benzthiazol-3-oxid-2-yl)-fenylmethanu (ST 1424)

Do barky vybavené dobrym michanim bylo dano 6 g PPA (kyselina
polyfosfore¢na), 2,54 ml 2-aminothiofenolu (technicky 90 %) (23 mmol) a
2,60 ml (11 mmol) diethylfenylmalonatu. Reakéni smés byla pomalu
zahfivana na 140 aZ 160 °C a na této teploté udrzovana pfiblizn& dalgich 16
hodin.

Po uplynuti této doby byl do reakéni smési pfidan ethylacetat (300 ml) a
intenzivné tfepano s nasycenym roztokem hydrogenuhli¢itanu sodného (200
ml). Organicka faze byla od vodné faze oddélena a pod vakuové
zkoncentrovana. Vysledna tuha latka byla podrobena prvnimu
chromatografickému piecisténi na koloné se silikagelem (hexan : dioxan = 8
: 2) a potom druhému precisténi na preparaéni HPLC koloné s reverzni fazi
(kolona Hibar, 250 x 25 mm, RP-18; pritok 10 ml.min™; RT 28 min.; UV
detektor 360 nm). Byl ziskan benzthiazol-2-yl, benzthiazol-3-oxid-2-yl)-
fenylmethan s vytézkem 15 %.

C21H14N20S; (374,5); bod tani = 152 °C; Rf = 0,33 (hexan : dioxan = 8 : 2).




.
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'H (DMSO) 5 = 8,5 (1H, s, NH); 8,14 — 8,08 (2H, d, CH aromaticka); 8,04 —
7,98 (2H, d, CH aromaticka); 7,80 — 7,68 (2H, d, CH aromaticka); 7,60 —
7,40 (7H, m, CH aromaticka).

MS (IS) M* (-H,0) = 357.

Elementarni analyza: vypod&teno: C = 67,38 %; H = 3,70 %; N = 7,47 %:
nalezeno: C = 67,39 %; H= 3,80 %; N = 7,39 %.

Priklad 6

Slou€enina v pfikladu 6 byla pfipravena synteticky podle dale uvedeného
schématu 6, kde se stupen A provadi podle postupu popsaného Diez-Barra,
E., et al., Synth. Commun., 23, (13), 1783, 1993; a stupen B se provadi
podle postupu popsaného Lasta, H., D.J. Tetrahedron Lett., 31, (41), 5833,
1990.
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Schéma 6

Stupen A
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Stuperi A

Priprava N-alkylovych derivat(i imidazolu

-

Stupen B

Pfiprava N-élkyl-Z-alkanoylonch nebo N-alkyl-2-aroylovych derivatd N-

alkylimidazolu
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Stuper C

Piiprava derivatli bis-imidazolu

Jeden mol N-alkylimidazolu (pfipraveného podle postupu popsaného Diez-
Barra, E., et al., Synth. Commun., 23, (13), 1783, 1993) byl v bafice
opatfené michanim a vinertni atmosféfe rozpustén ve vysudeném
organickém rozpoustédle (napf. hexan, ethylether, dioxan nebo
tetrahydrofuran). K tomuto roztoku byl pfi nizké teploté (od —10 do 70 °C)
pfidan roztok nebo disoerze bazického &inidla (napf. butyllithium, hydrid
sodny, lithium dialkylamin, amid sodny, t-butyllithium) v molarnim poméru
nebo mirném nadbytku. Na konci pfidavani a po ponechani smési reagovat
jesté dale (od 10 minut do 1 hodiny), byl po kapkach pfidavan roztok
ketonového derivatu  N-alkylimidazolu (vyrobeného podle postupu
popsaného Lasta, H., D.J., Tetrahedron Lett., 31, (41), 5833, 1990) ve
stechiometrickém nebo nadstechiometrickém mnoZstvi vzhledem k N-

alkylimidazolu (od 1 do 2 mmol{).

Po dalSich 30 minutach pfi plivodni teploté byla reakéni smés za michani
ponechana ohrat na okolni teplotu (25 az 30 °C) az k Gplnému vymizeni N-
alkylimidazolu. K reakEni smési bylo pfidano organické rozpoustédlo a
nasyceny roztok chloridu sodného. Po oddéleni organického rozpoustédia

od vodné faze byla tato ?vodn4? (spiSe organicka !) faze vysudena siranem
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sodnym a zkoncentrovana. Vysledny tuhy produkt byl chromatografovan na

silikagelu, nebo nechan vykrystalizovat, za ziskani poZadovaného produktu.

Piiklad 6/1

Ptiprava fenyl,hydroxy,di-(N,N-dibenzyl-imidazol-2-yl)-methan (ST 1440)

Roztok 0,8 g (5 mmol) N-benzylimidazolu (vyrobeného podle postupu
popsaného Diez-Barra, E., et al., Synth.Commun., 23, (13), 1783, 1993) v
10 ml bezvodého THF byl ochlazen na -70 °C. Pfi dosaZeni této teploty
bylo pfidano 3,5 ml (5,6 mmol) roztoku 1,6 M n-butyllithia v hexanu (5,6
mmol). Nasledné bylo po kapkach pfidavano 1,47 g (5,6 molil) N-benzyl-2-
benzoylimidazolu pfipraveného postupem popsanym Lasta, H., D.J.,
Tetrahedron Lett., 31, (41), 5833, 1990) pred tim rozpusténého v THF (1,5
ml). Po ukon¢eném pfidavani byla smés piivedena na teplotu 25 °C a na
této teploté za michani udrZzovana po dobu 16 hodin. Po uplynuti této doby
byl roztok zfedén 200 ml CH.CI, a intenzivné protfepavan s nasycenym
roztokem NaCl (100 ml). Organicka faze oddélena od vodné faze byla
vysusena nad Na,SO, a zkoncentrovana. Ziskany surovy produkt byl
precistén krystalizaci z ethylacetatu a ziskan fenyl,hydroxy,di-(N,N-dibenzyl-
imidazol-2-yl)-?methan? s vytézkem 71,4 %.

C27H24N40 (420,51); bod tani = rozklada se pii 160 °C; Rf = 0,72 (AcOEt :
NH; =98 :0,2).
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'H (CDCl3) 8 = 7,30 — 7,10 (12H, m, CH aromaticka, OH); 7,00 (2H, s, CH
imid); 6,98 — 6,82 (4H, m, CH aromaticka); 6,80 (2H; s, CH imid); 5,40 (4H,
d, CH,).

MS (IS) M* = 421.

Elementarni analyza: vypocéteno: C = 77,11 %; H = 575%: N = 13,32 %;
nalezeno: C = 77,07 %; H=5,44 %; N = 13,45 %,

Priklad 7

Sloucenina v pfikladu 7 byla pfipravena synteticky podle dale uvedeného
schématu 7, kde se stupefi A provadi podle postupu popsaného Cornia, M.,
et al., Tetrahedron: assymetry, 8, (17), 2905, 1997; Casiraghi, G., et al.,
Tetrahedron, 48, (27), 5619, 1992 a postupu’ popsaného v prikladu 1 ve

stupni A.
Schéma 7
Stupent A ,
N .
— > R ehF
R @[:\'j - Base @ BaseH
H
Stuperi B
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R l BaseMH* -
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Stupeit A

Pfiprava sole indolu a jeho derivat(
Stupeih B
Kondenzadni reakce pro pfipravu bis-indolu a derivatd bis-indolu

Sl z reakéniho stupné A (1 mol) byla rozpusténa v bezvodém organickém
rozpoustedle (napf. hydrochloridova rozpoustédia, dioxan, THF, ethylether)
a roztok nalit do studeného roztoku (od —15 do —50 °C) fosgenu (s takovym
organickym rozpoustédlem, jako napiiklad CH,Cl,, toluen, THF, ethylether).
Po 1 hodiné byla ponechana teplota vystoupit (na 0 az 50 °C) a roztok pfi
této teploté ponechan dalSich 10 az 24 hodin. Po uplynuti této doby byla
reakéni smés Zfiltrovana a kapalina zkoncentrovana. Takto ziskana tuha
latka byla podrobena chromatografickému precisténi na kolon& se

silikagelem za ziskani kondenzaéniho produktu.

Priklad 7/1
Pfiprava 1,1-diindol-3-yl-oxomethanu (ST 1463)

Hofe€nata sl indolu (2,43 g; 11 mmol) (ziskana postupem popsanym
Casiraghi, G., et al., Tetrahedron, 48, (27), 5619, 1992) byla rozpusténa ve
12 ml CH,Cl, a potom nalita do roztoku fosgenu ve 20 % toluenu (6,2 ml) a
CH.Cl, (10 ml). Reakéni smés byla ponechana stat pii +5 °C 16 hodin.
Organicka faze byla od pevné oddé&lena filtraci a zkoncentrovana do sucha.
Vysledny tuhy produkt po pfecisténi na koloné se silikagelem za pouZiti
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smesi ethylacetatu s hexanem v poméru 6 : 4 jako mobilni fazi poskytnul
derivat diindol-oxomethanu jako Ztutou tuhou latku. Vytézek 90 %.

C17H12N,0 (260,29); bod tani = rozklada se pii 300 °C: Rf = 0,54 (hexan :
ethylacetat = 4 : 6).

'H (DMS0-D6) & = 8,36 — 8,24 (2H, d, CH aromaticka); 8,20 (2H, s, CH
indol); 7,90 (2H, br, NH); 7,60 — 7,50 (2H, d, CH aromaticka); 7,30 - 7,10
(4H, m, CH aromaticka). |

MS (IS) M- = 259,

Elementarni analyza: vypo&teno: C = 77,84 %: H = 5,38%; N = 10,68 %;
nalezeno: C = 77,79 %; H=5,02 %; N = 10,62 %.

Priklad 8

SlouCenina v piikladu 8 byla pfipravena za pouZiti dale uvedeného
schématu syntézy 8 podle postupu popsaného Diez-Barra, E., et al., Synth.
Commun., 23, (13), 1783, 1993.

Schéma 8
X i
XN X Alk-Hal X
<) A w [ T 1
\/L J “\ UR N \N =
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Hal=Cl, Br
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Priklad 8/1
Piiprava di-(N-benzyl-indol-3-yl)-oxomethanu (ST 1473)

Sloucenina byla pfipravena podle postupu popsaného Diez-Barra, E., et al.,
Synth. Commun., 23, (13), 1783, 1993 z vychozi latky pfipravené v prikladu
7/1.

Byla ziskana Zluta tuha latka. Vytézek 90 %.

C31H24N20 (440,54); bod tani = rozklada se pii 305 °C; Rf = 0,52 (hexan :
ethylacetat =7 : 3).

H (DMSO-D6) 6 = 8,50 — 8,48 (2H, m, CH aromaticka); 8,40 — 8,30 (2H, m,
CH aromaticka); 7,60 — 7,50 (2H, m, CH aromaticka); 7,42 — 7,20 (14H, m,
CH aromaticka, indol); 5,62 — 5,58 (4H, m, CH,).

MS (IS) M* = 441.

Elementarni analyza: vypoéteno: C = 84,51 %; H = 549%: N = 6,35 %;
nalezeno: C = 84,19 %; H = 5,98 %; N = 6,29 %.

Pfiklad 9

Sloucenina v piikladu 9 byla pfipravena synteticky podle dale uvedeného

schématu 9.
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Schéma 9
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Alkylace a alkylace s dehydrataci oxomethanovych derivatu

V bezvodém rozpoustédle (napf. THF, dioxan, ethylether) byl rozpustén 1
mol derivatu oxomethanu (pfipraveného podle popisu v pfikladu 8/1) a za
nizké teploty (od —50 do +10 °C) a v nadbytku vzhledem k substratu (od 2
do 10 moll) pfidana sil (napf. fosfoniova sl lithia, hof&iku, médi) alkylu,
jehoz derivat se ma pfipravit. K dokonéeni reakce byla reakéni smés
ponechana ohfat na okolni teplotu (22 az 30 °C). Po ukonéeni reakce byl
roztok zkoncentrovan vakuovym odparenim rozpoustédla, a takto ziskana

polotuha latka zfedéna CH,Cls.

Roztok byl promyt vodou a potom nasycenym roztokem NaCl. Organicka
faze byla opét zkoncentrovana a vyslednad tuha latka k ziskani

pozadovaného produktu predisténa.

e
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Priklad 9/1

Pfiprava 1,1-di-(N-benzyl-indol-3-yl)-1-butenu a di-(N-benzyl-indol-3-yl, N-
benzyl-2-propyl-indol-3-yl)-oxomethanu (ST 1492 a ST 1494)

Sloucenina popisovana v piikladu 2/4 (1 g; 2,3 mmol) byla rozpusténa
v bezvodém THF (13 ml) a vysledny roztok ochlazen na +5 °C. Déle bylo
pfidano sedm ml roztoku 2M propylmagneziumchloridu v ethyletheru. Po 1
hodiné bylo pfidano 100 ml CH,Cl, a 50 ml vody. Organicka faze byla pred
jejim zkoncentrovanim do sucha promyta 100 ml nasyceného roztoku NaCl.
Takto ziskany surovy reakéni produkt byl chromatografovan na silikagelu a
eluovan smési hexan : ethylacetadt v poméru 8 : 2. Takto byly vysledné
slouceniny izolovany a piegi$tény ze surového reakéniho produktu (vytézek

obou slouc¢enin 10 %).

(ST 1492) Cs4HaoN, (466,63); bod tani = rozklada se pii 240 °C; Rf = 0,31
(hexan : ethylacetat =9 : 1).

'H (DMS0-D6) & = 7,60 — 6,80 (20H, m, CH aromaticka, indol); 6,20 — 6,00
(1H, t, CH); 5,42 (2H, s, CHy); 5,30 (2H, s, CH,); 2,24 — 2,18 (2H, g, CHy);
1,10 = 1,00 (3H, t, CH,).

MS (IS) M = 465.
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Elementarni analyza: vypoéteno: C = 87,51 %; H = 6,48%: N = 6,00 %;
nalezeno: C = 87,74 %; H = 6,48 %; N = 5,79 %.

(ST 1494) C34H30N,0 (482,63); bod tani = rozklada se pfi 325 °C: Rf = 0,68
(hexan : ethylacetat = 7 : 3). q

"H (DMSO0-D6) & = 8,20 — 8,10 (1H, m, CH aromaticka, indol); 8,00 (1H, s
CH); 7,70 - 6,60 (1H, m, CH); 7,40 — 7,00 (16H, m, aromaticka, indol); 5,60
(2H, s, CHy); 5,50 (2H, s, CHy); 3,00 — 2,90 (2H, q, CH,); 1,60 — 1,40 (2H,
m, CHy); 0,90 — 0,80 (3H, t, CHs).

MS (I1S) M™ = 465.

Elementarni analyza: vypoéteno: C = 84,61 %; H = 6,26%; N = 580 %;
nalezeno: C = 84,54 %; H = 6,38 %; N = 5,69 %,

Priklad 10

Sloucenina v prikladu 10 byla pfipravena synteticky podle dale uvedeného

schématu 10.

Schéma 10
X
X OH N
—N N ._Z/——W—\\
L )X(}R R fR
N |
| |

Alk Alk Alk Alk

Priklad 10/1

Pfiprava fenyl-di-(1-N-benzyl-imidazol-2-yl)-methanu (ST 1447)
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0,84 g (2 mmol) slou€eniny pfipravené podle popisu v piikladu 6/1 bylo
rozpusténo ve 12 ml HCOOH spole¢né se 2 g uhliku a vysledna smés byla
pod refluxem zahfivana 24 hodin. Po uplynuti této doby byl roztok ochlazen
a zifedén 50 ml MeOH, Zfiltrovan na celitu a potom zkoncentrovan k suchu.
Vysledny produkt byl od surového reakéniho produktu oddélen
chromatografii na silikagelu (eluéni &inidlo hexan a ethylacetat v poméru 7 :
3). Vytézek 40 %.

C27H24N4 (404,51); bod tani = rozklada se pii >200 °C; Rf = 0,66 (hexan :
ethylacetat =7 : 3).

'H (DMSO-Dg ) 5 = 8,30 — 8,20 (4H, m, CH aromaticka); 7,80 — 7,70 (2H, m
CH aromaticka); 7,68 — 7,50 (4H, m, CH aromaticka a imid); 7,40 — 7,20
(10H, m, CH aromatické, imid a CH); 5,70 — 5,60 (4H, m, CH,);

MS (IS) M- = 403.

Elementarni analyza: vypocéteno: C = 80,16 %; H = 5,98 %; N = 13,85 %;
nalezeno: C = 80,10 %; H = 5,89 %: N = 13,54 %.

Priklad 11

Slouceniny v pfikladu 11 byly pfipraveny postupem popsanym Diez-Barra,
E., et al., Synth. Commun., 23, (13), 1783, 1993.

Priklad 11/1

Pfiprava 1,1-di-(N-benzyl-indol-3-yl)-butanu (ST 1442)
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290 mg ST 1385 1,1-di-indol-3-yl-butanu (1 mmol) byl opatrné smisen a
vmichan do kalium tercbutylatu (280 mg) a tetrabutylamoniumbromidu (20
mg). Takto ziskand smés byla za okolni teploty michana ultrazvukem.
Potom bylo pfi 0 °C pfidano 640 mg (5 mmol) benzyichloridu a pokraovano
v michani ultrazvukem za laboratorni teploty po dobu 2 hodin. Po uplynuti
této doby bylo na smés plsobeno H,O/CHCI;; chloroformova faze byla
oddélena, promyta malym mnozstvim vody, vysuSena nad Na,SO,,
Zfiltrovana a zkoncentrovano do sucha. Vysledny produkt byl izolovan a na
silikagelu chromatograficky precistén, eluovan smési hexanu s ethyletherem

v pomeru 95 : 5. Ziskano bylo 351 mg produktu s vytéZnosti 78 %.

Ca4H32N, (468); bod tani = rozklada se pii >210 °C; Rf = 0,53 (hexan : ether
=8:2).

'H (CDCl) & = 7,55 (2H, d, CH aromaticka); 7,16 —7,05 (10H, mm CH
aromaticka); 7,04 — 6,88 (12H, mm, CH aromaticka); 5,22 (4H, s, CH,
aromaticka); 4,42 (1H, t, CH); 2,13 (2H, q, CH,); 1,40 — 1,23 (2H, m, CH,);
0,98 (3H, t, CHa).

MS (IS) M = 467.

Elementarni analyza: vypocteno: C = 87,13 %; H = 6,88 %; N = 5,17 %:;
nalezeno: C = 86,83 %; H=7,04 %; N = 4,99 %.

Piiklad 11/2
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Pfiprava 1,1-di-(N-methyl-indol-3-yl)-butanu (ST 1534)

Slou¢enina uvedena v nadpisu byla pfipravena za pouziti presné stejného
postupu, ktery byl popséan v pfikladu 11/1 zvychoziho ST 1385 a
methyljodidu. VytéZek 84 %

C22H24N> (316); bod tani = rozklada se pfi >200 °C; Rf = 0,45 (hexan :
AcOEt=9:1).

'H (CDCl3) 8 = 7,29 (2H, d, CH aromaticka); 7,24 (2H, d, CH aromaticka);
7,21 (2H, t, CH aromaticka); 7,08 (2H, t, CH aromaticka); 6,88 (2H, s, CH
aromaticka); 4,52 (1H, s, CH); 3,72 (6H, s, CH,); 2,22 (2H, q, CH,); 1,56 —
1,39 (2H, m, CHy); 0,99 (3H, t, CH3).

MS (IS) M = 315.

Elementarni analyza: vypoéteno: C = 83,50 %; H = 7,64 %; N = 8,85 %:;
nalezeno: C = 82,98 %; H=7,49 %; N = 8,72 %.

Piiklad 11/3
Priprava 5,5-bis-(1-methyl-1H-indol-3-yl)-1-pentanolu (ST 1974)

Sloucenina uvedena v nadpisu byla pfipravena piesné stejnym zplisobem,
ktery je popsan v pfikladu 11/1 zvychoziho ST 1346 a methyljodidu.
Vytézek 75 %.

CQ3H26N20 (346,47), Rf = 0,25 (hexan :AcOEt=7: 3)

'H (CDCl3) 8 = 7,62 (2H, d, CH aromaticka); 7,35 - 7,15 (4H, m, CH + CH
aromaticka); 7,12 - 6,98 (2H, m, CH aromaticka); 6,85 (2H, s, CH

aromaticka); 4,60 (1H, t, CH); 3,75 (6H, s, N-CH,3); 3,65 (2H, t, CH,0); 2,35
- 2,16 (2H, m, CHy); 1,76 — 1,58 (2H, m, CH,); 1,58 — 1,39 (2H, m, CH,).
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MS (IS) M" = 345,

Elementarni analyza: vypoéteno: C = 79,73 %; H = 7,56 %; N = 8,08 %;
nalezeno: C = 79,61 %; H=7,49 %: N = 8,01 %.

Priklad 12

Slouceniny pfikladu 12 byly pfipraveny postupem popsanym Angyal, S. J.,
Beveridge, R. J., Carbohydr. Res., 65, 229, 1978.

Ptiklad 12/1
Pfiprava (2S)-2,3-dihydroxy-1,1-diindol-3-yl-propanu (ST 1331)

Sloucenina uvedena v nadpisu byla ziskana s vytézkem 95 % za pouziti
metody popsané Angyal, S. J., Beveridge, R. J., Carbohydr. Res., 65, 229,
1978 z vychozi slou¢eniny pfipravené podle popisu v pfikladu 3/1.

C19H1sN202 (306,4); bod tani = rozklada se pii 200 °C; (a)p = +38,5° (0,5 %
CH;0H); Rf = 0,5 (ethylacetat).

'H (CDCl3) & = 8,00 (2H, br, NH); 7,62 — 7,48 (2H, dd, CH aromaticka); 7,26
7,20 (2H, m, CH aromaticka); 7,20 — 6,86 (6H, m, CH aromaticka); 4,64 (1H,
d, CH); 4,60 - 4,20 (1H, d, CH); 3,80 — 3,26 (2H, dd, CH); 1,80 (2H, br, OH).

MS (IS) M" = 305.

Elementarni analyza: vypoéteno (4 % H,0, 2,7 % ethylether): C = 72,03 %:
H=6,60 %; N = 8,81 %; nalezeno: C = 72,51 %; H=6,47 %; N = 7,75 %.
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Priklad 12/2
Pfiprava 1,1-di-indol-3-yl-1-deoxy-D-manitolu (ST 1349)

Sloucenina uvedena v nadpisu byla ziskana p ostupem p opsanym Angyal,
S. J., Beveridge, R. J., Carbohydr. Res., 65, 229, 1978 z vychozi slouéeniny
ze stupné A, pfikladu 1. VytéZzek 84 %.

C22H24N205 (396); bod tani = rozklada se pfi 60 °C; (a)p = -38,6° (0,07 %
v CH30H); Rf =0,5 (CHCl; : CH3;0H =7 : 3).

'H (DMSO-Dg) & = 10,60 — 10,70 (2H, br-s, NH); 7,50 (2H, t, CH
aromaticka); 7,25 (2H, d, CH aromaticka); 7,13 (2H, s, CH aromaticka); 6,90
(2H, m, CH aromaticka); 6,80 (2H, m, CH aromaticka); 5,00 (1H, br-s, CH);
4,00 - 4,40 (5H, m, OH); 3,30 — 3,60 (6H, m, CH),).

MS (IS) M" = 395.

Elementarni analyza: vypoéteno (3 % H,0): C = 65,18 %; H = 6,20 %; N =
6,87 %; nalezeno: C = 65,00 %; H=6,40 %; N = 6,35 %.

Priklad 13

Slouceniny v pfikladu 13 byly pfipraveny za pouziti postupu popsaného
Sainbury, M., Hogan, |. T., Synthesis, 4, 872, 1984.

Priklad 13/1

Priprava 1,3-diacetoxy-2,2-(diindol-3-yl)-propanu (ST 1370)
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Sloucenina uvedena v nadpisu byla pfipravena z vychozi slouéeniny
prikladu 2/8 postupem popsanym Sainbury, M., Hogan, I. T., Synthesis, 4,
872, 1984 s dvojnasobnym mnozstvim Ac,O a AcONa. Vytézek 70 %.

Ca3H22N204 (390,4); bod tani = 183 - 185 °C; Rf = 0,78 (ethylether).

'H (CDCl3) & = 8,10 (2H, s, NH); 7,32 - 7,24 (2H, d, CH aromaticka); 7,22 —
7,16 (2H, m, CH aromaticka); 7,14 - 7,08 (2H, d, CH aromaticka); 7,04 —
6,98 (2H, t, CH aromaticka); 6,80 — 6,64 (2H, t, CH aromaticka); 4,84 (4H, s,
CH,); 1,90 (6H, s, CHj).

MS (IS) M- = 390.

Elementarni analyza: vypoéteno: C = 70,75 %; H = 568 %; N = 7,17 %;
nalezeno: C = 70,50 %; H = 5,35 %: N = 6,83 %.

Pfiklad 13/2
Priprava 5-acetoxy-1,1-diindol-3-yl-pentanu (ST 1371)

Sloucenina uvedena v nadpisu byla pfipravena z vychozi slouéeniny
prikladu 2/4 postupem popsanym Sainbury, M., Hogan, I. T., Synthesis, 4,
872, 1984. Vytézek 80 %.

C23H24N20, (360,4); bod tani = rozklada se pii > 200 °C; Rf = 0,42
(ethylether : hexan = 7 : 3).

'H (CDCl3) 8 = 7,80 (2H, br, NH); 7,62 - 7,48 (2H, dd, CH aromaticka); 7,24
— 7,20 (2H, d, CH aromaticka); 7,16 — 7,10 (2H, m, CH aromaticka); 7,00 ~
6,86 (4H, m, CH aromaticka); 4,42 — 4,40 (1H, t, CH); 4,00 — 3,84 (2H, t,
CHy); 2,22 - 1,86 (2H, m, CH,); 1,90 (3H, s, CH3); 1,80 — 1,60 (2H, m, CH,);
1,50 — 1,40 (2H, m, CH,).
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MS (IS) M* = 361.

Elementarni analyza: vypoé&teno: C = 76,57 %; H = 6,65 %; N = 7,77 %;
nalezeno: C = 76,27 %; H=6,78 %; N = 7,25 %.

Pfiklad 13/3
Priprava 1,1-di-indol-3-yl-1-deoxy-pentaacetyl-D-glukozy (ST 1363)

SlouCenina uvedena v nadpisu byla pfipravena zvychozi slougeniny
prikladu 2/10 postupem popsanym Sainbury, M., Hogan, I. T., Synthesis, 4,
872, 1984 s pouzitim 10 nasobného nadbytku Ac,O a AcONa. VytéZek 70
%.

C32H34N2040 (606,1); bod tani = 190 °C; (a)p = -23,8° (0,4 % CHCl3); Rf =
0,8 (CHCI3: CH;OH=9:1).

'H (CDCI3) & = 8,00 (2H, s, NH): 7,70 — 7,60 (2H, m, CH aromaticka); 7,30
— 7,05 (4H, m, CH aromaticka); 7,04 — 6,90 (4H, m, CH aromaticka); 5,80 —
5,70 (1H, t, CH); 5,40 — 5,20 (2H, m, CH); 5,00 (2H, m, CH); 4,00 — 3,80
(2H, m, CH); 2,10 (3H, s, CH3); 2,00 (3H, s, CH3;); 1,82 (3H, s, CH3); 1,68
(3H, s, Ac); 1,64 (3H, s, Ac).

MS (IS) M" = 605.

Elementarni analyza: vypoéteno (3,4 % H,0): C = 65,18 %; H=6,20 %; N =
6,87 %; nalezeno: C =65,10 %; H=6,23 %: N = 6,40 %.

Priklad 14

Pfiprava 1,1-di-(indol-3-yl)-56-mesyloxy-pentanu (ST 1488)
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Sloucenina uvedena v nadpise byla ziskana postupem popsanym Kim, J.
H., Yang, M., et al., J. Chem. Soc. Perkin. Trans.,1, (17), 2877 — 2880, 1998
z vychozi slouceniny popsané v pfikladu 2/4. Vytézek 60 %.

C22H24N203S (396); bod tani = rozklada se pii > 200 °C; Rf = 0,18 (Et,O :
hexan =6 : 4).

- H (CDCl3) & = 7,90 (2H, s, NH); 7,3 - 7,5 (2H, d, CH aromatick4); 6,95 —
7,10 (2H, t, CH aromaticka); 6,90 (1H, s, CH aromaticka); 4,20 (1H, t, CH);
2,80 (3H, s, CH3S); 1,60 — 2,40 (8H, m, CHy,).

MS (IS) M" = 395.

Elementarni analyza: vypoéteno: C = 66,66 %; H = 6,06 %; N = 7,07 %:;
nalezeno: C = 66,54 %; H = 6,24 %; N = 6,98 %.

Priklad 15

Slouceniny v piikladu 15 byly ziskany postupem popsanym Tao, M., et al.,
Bioorg. Med. Chem. Lett., 6, (24), 3009, 1996.

Piiklad 15/1
Pfiprava fenyl, hydroxy, di-(imidazol-2-yl)-methanu (ST 1441)

Smés sestavajici ze 4,20 g (10 mmol) slouéeniny z piikladu 6/1 a 1 g
Pd(OH), ve 200 ml methanolu byla hydrogenovana H, pii tlaku 60 psi.
Hydrogenacni reakce byla provadéna za okolni teploty po dobu 16 hodin.
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Po u plynuti této d oby bylo Pd odstranéno filtraci a roztok zkoncentrovan:
vznikla tuha latka byla podrobena piecisténi. Vysledny produkt byl izolovan
a chromatograficky pfecistén na silikagelu (mobilni faze AcOEt : MeOH = 1 :
1). VytéZzek 98 %.

C13H12N4 (240,26); bod tani = rozklada se pfi 200 °C; Rf = 0,65 (AcOEt :
MeOH : NH; =90:10:0,2).

"H (DMS0-Dg) 8 = 12,10 — 11,80 (2H, siroky pas, NH); 7,40 - 7,34 (3H, m,
CH aromaticka); 7,30 — 7,14 (4H, m, CH imid); 7,20 — 6,8 (4H, m, CH

aromaticka, OH).
MS (IS) M* = 241,

Elementarni analyza: vypo&teno: C = 64,98 %; H = 5,03 %; N = 23,32 %);
nalezeno: C = 64,36 %; H = 5,23 %; N = 23,00 %.

Piiklad 15/2
Priprava 1,1-di-(5-amino-indol-3yl)-butanu.2HCI (ST 1437)

250 mg (0,66 mmol) ST 1429, 1,1-di-(5-nitroindol-3yl)-butanu, bylo
hydrogenovano za tlaku 15 psi se 100 mg 5 % Pd/c katalyzatorem v roztoku
ethanolu v pfitomnosti 2 ml 15 % HCI v absolutnim ethanolu. Po 4 hodinach
byla redukce skoncena; roztok byl zfiltrovan, zkoncentrovan na maly objem
a potom byl za michani pfidan aceton. Vysrazeny produkt byl odsat vakuem
a vysusen. Bylo ziskano 216 mg ¢&istého produktu s vytézkem 84 %.
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Ca20H22N4.2HCI (391); bod tani = rozklada se pii 248 - 243 °C; Rf = 0,62
(CH3;CN : EtOH =6 : 4).

"H (DMSO-Dg) 5 = 11,95 (2H, br, NH); 10,50 (4H, br, NH,); 7,55 (2H, s, CH
aromaticka), 7,50 — 7,25 (3H, m, CH aromaticka); 7,10 — 6,90 (2H, m, CH
aromaticka); 4,35 (1H, t, CH); 2,15 (2H, q, CH,); 1,40 — 1,15 (2H, m, CH,);
0,90 (3H, t, CHj; alifaticky).

MS (IS) M* = 319.

Elementarni analyza: vypoéteno: C = 61,38 %; H = 6,18 %; N = 14,31 %: ClI
= 18,11 %; nalezeno: C =61,08 %; H=6,25%; N =14,02%: Cl = 18,48
%.

Piiklad 16

SlouCeniny pfikladu 16 byly pfipraveny za pouZiti postupu popsaného
Smith, S.0., et al., J. Org. Chem., 62, (11), 3638, 1997).

Piiklad 16/1
Pfiprava 1,1-(diindol-3-yl)-5-fluor-pentanu (ST 1381)

Sloucenina z pfikladu 2/4 (318 mg; 1 mmol) byla rozpusténa v CH,Cl, (20
ml). K roztoku udrzovanému na teploté 25 °C byl pfidan DAST (200 pl; 1,5
mmol) a smés ponechana reagovat 30 minut.

Po uplynuti této doby byl k reakéni smési piidan 10 % roztok NaHCO; (10
ml) a CH,Cl, (10 ml). Organicka faze byla oddélena, vysu$ena nad Na,SO,
a zkoncentrovano k ziskani tuhé latky. Produkt byl izolovan a pregistén
s pouzitim HPLC kolony s reverzni fazi (kolona RP-18, mobilni faze CH,CN
: HO = 60 : 40). Vytézek 15 %.
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C21H2oN2 (300); bod tani = 206 - 208 °C; Rf = 0,78 (hexan : iPrOH =9 : 1).

'H (DMSO-Dg) 6 = 10,40 — 10,80 (2H, br-s, NH); 7,52 (1H, d, CH
aromaticka); 7,45 (1H, m, CH aromatickd); 7,37 (1H, d, CH aromaticka);
7,20 (1H, m, CH aromaticka); 7,07 (1H, t, CH); 6,95 (2H, m, CH); 6,68 (1H,
s, CH); 4,65 (1H, br-s, CH); 2,75 — 3,00 (2H, m, CH,); 1,95 — 2,40 (2H, m,
CHy); 1,90 — 1,60 (2H, m, CHy); 1,70 (2H, m, CH).

MS (IS) M = 299.

Elementarni analyza: vypoéteno: C = 84,00 %; H = 6,66 %; N = 9,33 %;
nalezeno: C = 84,19 %; H = 6,50 %; N = 9,03 %.

Pfiklad 16/2
Pfiprava (R,S)-5-fluor-1,1-(indol-2-yl, indol-3-yl)-pentanu (ST 1421)

Slouéenina z pfikladu 2/12 (318 mg; 1 mmol) byla rozpusténa v CH,Cl, (20
ml). K roztoku udrzovanému na teploté 25 °C byl pfidan DAST (200 pl; 1,5

mmol) a smés ponechana reagovat 30 minut.

Po uplynuti této doby byl k reakéni smési pfidan 10 % roztok NaHCO; (10
ml) a CH,Cl, (10 ml). Organicka faze byla oddélena, vysu$ena nad Na,SO,
a zkoncentrovano k ziskani tuhé latky. Produkt byl izolovan a piecdistén
s pouzitim HPLC kolony s reverzni fazi (kolona RP-18, mobilni faze CH;CN
: H,O =60 : 40). Vytézek 15 %.
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C21H21FN, (320); bod tani = 77 - 81 °C; Rf = 0,44 (hexan : iPrOH = 85 :
15).

"H (CH5;CN) & = 9,00 - 8,80 (2H, br-s, NH); 7,40 (4H, m, CH aromaticka);
7,30 (1H, br-s, CH); 6,95 (4H, m, CH aromaticka); 6,60 (1H, s, H3’b); 4,65
(1H, t, CH); 4,50 — 4,75 (2H, t, CH,); 2,20 (2H, m, CH,); 1,70 — 1,80 (2H, m,
CH,); 1,40 (2H, m, CH,).

MS (IS) M" = 319.

Elementarni analyza: vypoc¢teno: C = 78,75 %; H = 6,56 %: F = 5,93 %; N =
8,75 %; nalezeno: C = 78,85 %; H = 6,70 %; F = 5,90; N = 8,94 %.

Piiklad 17
Ptiprava bis-[1,1-di-(N-karbonyl-indol-3-yl)-butanu] (ST 1533)

580 mg ST 1385 (2 mmol) a 500 mg karbonyl-di-imidazolu (3 mmol) byly
rozpustény v 10 ml bezvodého dimethylsulfoxidu. Za michani ponechano
reagovat pfi 125 °C po dobu 2 hodin. Po uplynuti této doby byla reakéni
smes ochlazena a pomalu piidano 200 ml ledové vody. Vysrazeny produkt
byl odfiltrovan, na filtru promyt ledovou vodou a potom piekrystalizovan
z methanolu. Bylo ziskano 520 mg slouéeniny uvedené v nadpisu. Vytézek
82,7 %.

Produkt sestaval ze smési dvou stereocizomerl - jeden se dvéma

butyratovymi fetézci v poloze trans (65 %) a druhy v poloze cis (35 %).
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C21H14N2S;, (358,5); bod tani = 178 °C; Rf = 0,41 (hexan : dioxan = 8 : 2),

'H (DMSO-Dg) 5 = 7,80 — 7,70 (3H, m, CH aromaticka); 7,60 — 7,40 (5H, m,
CH aromatickd); 7,40 — 7,20 (3H, m, CH aromaticka); 7,20 —7,00 (3H, m,
CH aromaticka,CH).

MS (IS) M* (-H,0) = 359.

Elementarni analyza: vypocéteno: C = 70,36 %; H = 3,93 %; N = 7,81 %:
nalezeno: C =70,10 %; H = 3,85 %; N = 7,49 %.

Priklad 18
Priprava 3-(5-brom-1-(1H-indol-3-yl)pentyl)-1H-indolu (ST 1880)

SlouCenina uvedena v nadpisu byla pfipravena s pouZitim postupu
popsaného Campbell, J. A, et al., J. Org. Chem., 61, (18), 6313 — 6325,
(1996) z vychozi ST 1346.

318 mg ST 1346 (1 mmol) byl rozpustén ve 20 ml bezvodého CH,Cl,; roztok
byl ochlazen na -5 °C a nejprve bylo pomalu po malych davkach piidavano
904 mg trifenyifosfinu (4 mmol) a potom 1,324 tetrabrommethanu (4 mmol).
Reak¢ni smés byla ponechana po dobu 42 hodin pii -5°C a potom, po
ukonceni reakce zkoncentrovano k suchu. Zbytek byl chromatografovan na
SiO; koloné s pouzitim smési hexanu a ethylacetatu v poméru 8 : 2 jako
eluéniho Cinidla. Bylo ziskano 297 mg gistého produktu s vytézkem 78 %.

C21H21BrN; (381,32); Rf = 0,68 (hexan : ACOEt =6 : 4).
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'"H (CDCl) & = 7,86 (2H, br-s, NH); 7,66 (2H, d, CH aromaticka); 7,34 (2H,
d, CH aromaticka); 7,27 —7,16 (2H, m, CH aromaticka); 7,16 — 7,03 (2H, m,
CH aromaticka); 6,37 (2H, s, CH aromaticka); 4,53 (1H, t, CH); 3,40 (2H, t,
CH,Br); 2,37 — 2,19 (2H, m, CHy); 2,05 — 1,97 (2H, m, CH,); 1,71 — 1,49
(2H, m, CHy).

MS (IS) M" = 380.

Elementarni analyza: vypoc¢teno: C = 66,15 %; H = 5,55 %; Br = 20,95; N =
7,35 %; nalezeno: C = 66,28 %; H = 5,51 %; Br = 20,64; N = 7,29 %.

Priklad 19

Priprava 4-(5,5-di-(1H-indol-3-yl)pentyl)-2-morfolinyl-methyletheru (ST 1860)

SlouCenina uvedena v nadpisu byla pfipravena s pouZitim postupu
popsaného Dutta, A.K,, et al., J. Med. Chem., 39, (3), 749 — 756, 1996
z vychozi slouCeniny ST 1880 a 2-methoxymorfolinu pfipraveného podie
popisu Caviraghi, G., et al., J. Heterocy Chem., 18, 825, 1981.

381 mg ST 1880 (1 mmol), 234 mg 2-methoxymorfolinu (2 mmol) a 690 mg
K2CO3 (5 mmol) jemné rozetfenych bylo opatrné miseno s 5 ml bezvodého
DMA a za michani zahfivano na 80 °C po dobu 5 hodin. Po uplynuti této
doby bylo pfidano 30 ml H,O a extrahovano ethylacetatem (3 x 50 ml).
Organické faze byly spojeny, promyty malym mnozstvim vody, vysu$eny
nad bezvodym Na,SO, a zkoncentrovano do sucha. Zbytek byl precistén na
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chromatografické koloné& SiO, s eluénim gradientem hexan : ethylacetat od
7:3do4:6. Bylo ziskano 160 mg produktu (vytézek 38 %).

C2sH31N3O; (417,55); Rf = 0,19 (hexan : AcOEt = 6 : 4).

'H (CDCly) & = 7,93 (2H, br-s, NH); 7,55 (2H, d, CH aromaticka); 7,32 (2H,
d, CH aromaticka); 7,19 —7,07 (2H, m, CH aromaticka); 7,06 — 6,93 (4H, m,
2 CH aromaticka); 4,60 (1H, t, CH morf.); 4,45 (1H, t, CH geminalni); 4,02 —
3,89 (1H, m, CH morf.); 3,72 — 3,58 (1H, m, CH morf.); 3,42 (3H, s, CH,);
2,52 ~ 2,43 (2H, m, CHy); 2,42 - 2,28 (2H, m, CH, morf.); 2,28 — 2,15 (2H,
m, CHy); 1,82 — 1,47 (4H, m, CHz e CH;, morf.); 1,47 — 1,35 (2H, m, CH,).

MS (IS) M = 416.

Elementarni analyza: vypoéteno: C = 74,79 %; H = 7,48 %; N = 10,06 %:;
nalezeno: C = 74,98 %; H=7,36 %; N = 9,93 %.

Priklad 20

Zkouska cytotoxicity na citlivé linie nadorovych bunék

Tato zkouska byla pouzita k hodnoceni prezivani lidskych bunéénych linii
MCF-7 (lidsky karcinom prsu), LoVo (lidsky stfevni adenokarcinom) a MES-
SA (lidsky dé&loZni sarkom). Nadorové buiiky byly po dobu 24 hodin
inkubovany se slouceninou v odstupfiovanych koncentracich (500 uM az
0,97 pM); potom byla slou¢enina odstranéna a hodnoceno preZiti bunék po
48 hodinach za pouziti zkousky se sulforodaminem B (J. Natl. Cancer Inst.,
82, 1107 — 1112. Antiproliferaéni aktivita slouenin byla hodnocena jako
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ICs0 (koncentrace latky, ktera inhibuje preziti 50 % bunék) a vyhodnocena
programem pro prokladani bodd regresni kiivkou (Am. J. Physiol., 235, E97
—E102, 1978) a vyjadiena jako uM + std. odch.

Zkou$ené slouceniny a ziskané vysledky jsou uvedeny v dale uvedenych
tabulkach 1, 2 a 3.
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Tabulka 1
(Antiproliferacni u¢inky na bunééné linie MCF-7)

ST®  |zkou$ena slougenina ® MCF-7©

1363 1,1-di-indol-3-yl-1-deoxy-pentaacetyl- |25+2,8
D-glukoza

1371 5-acetoxy-1,1-diindol-3-yl-pentan 27,7442

1382 1,1-(diindol-3-yl)-5-fluor-pentan 28,516

1385 1,1-di-(indol-3-yl)-butan 27+3,2

1393 1,1-di-(5-hydroxy-indol-3-yl)-butan 5,9+0,8

1421 (R,S)-5-fluor-1,1-(indol-2-yl,indol-3- 20,4+2.8
yh)-pentan

1422 5-hydroxy-1,1-di-(5,6-methylendioxy- |43,1+1,2
indol-3-yl)-pentan

1429 1,1-di-(5-nitro-indol-3-yl)-butan 10,4+0,3

1431 di-(5-ethoxykarbonyl-pyrrol-2-yl)fenyl- |20,3+1,4
methan

1437 1,1-di-(5-amino-indol-3-yl)-butan 8,3+1,2

1438 1,1-di-(5-fluor-indol-3-yl)-butan 28,1+0,9

1440 fenyl, hydroxy, di-(N,N-dibenzyl- 17+2,9
imidazol-2-yl)-methan

1477 1,1-di-(5-acetamido-indol-3-yl)-butan |33,1+2,9

1478 1,1-di-(5,6-methylendioxy-indol-3-yl)- |11,8+0,4
butan

1487 1,1-di-(indol-3-yl)-cyklohexylmethan | 29,9+0,006

1488 1,1-di-(indol-3-yl)-5-mesyloxy-pentan |13,4+2 2

1625 (R,S)-1,1-(indol-2-yl,indol-3-yl)-butan |13,4+1

1730 4-hydroxy-1,1-di-(5,6-methylendioxy- |24,5+3,7
indol-3-yl)-butan

1731 (R,S)-4-hydroxy-1,1-(5,6- 30,114

methylendioxy-indol-2-yl, 5,6-
methylendioxy-indol-3-yl)-butan

@ identifikaéni kod zkousené sloudeniny

®Y chemicky nazev zkougené slougeniny

© hodnota antiproliferagnich G&ink( vyjadfena jako ICso (UM # std. odch.)
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(Antiproliferacni U¢inky na bunééné linie Mes-Sa)

ST®  |zkou$ena slougenina @ Mes-Sa’©

1363 1,1-di-indol-3-yl-1-deoxy-pentaacetyl- |33,6+5,9
D-glukoza

1371 5-acetoxy-1,1-diindol-3-yl-pentan nestanoveno

1382 1,1-(diindol-3-yl)-5-fluor-pentan 40,214 1

1385 1,1-di-(indol-3-yl)-butan 19,5440

1393 1,1-di-(5-hydroxy-indol-3-yl)-butan 5,720,1

1421 (R,S)-5-fluor-1,1-(indol-2-yl,indol-3- nestanoveno
yl)-pentan

1422 5-hydroxy-1,1-di-(5,6-methylendioxy- |79,3+7,8
indol-3-yl)-pentan

1429 1,1-di-(5-nitro-indol-3-yl)-butan 15+2,5

1431 di-(5-ethoxykarbonyl-pyrrol-2-yl)fenyl- | nestanoveno
methan

1437 1,1-di-(5-amino-indol-3-yl)-butan 4,4+0,06

1438 1,1-di~(5-fluor-indol-3-yl)-butan 21,8144

1440 fenyl, hydroxy, di-(N,N-dibenzyl- 4,7+0,4
imidazol-2-yl)-methan

1477 1,1-di-(5-acetamido-indol-3-yl)-butan |28,7+0,2

1478 1,1-di-(5,6-methylendioxy-indol-3-yl)- |17+2
butan

1487 1,1-di-(indol-3-y)-cyklohexylmethan |38,7+0,03

1488 1,1-di-(indol-3-yl)-5-mesyloxy-pentan |15,8+1,8

1625 (R,S)-1,1-(indol-2-yl,indol-3-yl)-butan |14,1+3,8

1730 4-hydroxy-1,1-di-(5,6-methylendioxy- |nestanoveno
indol-3-yl)-butan

1731 (R,S)-4-hydroxy-1,1-(5,6- nestanoveno

methylendioxy-indol-2-yl, 5,6-
methylendioxy-indol-3-yl)-butan

@ identifikadni kod zkousené slouéeniny

®) chemicky nazev zkousené slouéeniny

) hodnota antiprolifera&nich Géink( vyjadiena jako ICs, (UM  std. odch.)
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(Antiproliferacni u€inky na buné¢né linie Mes-Sa)

ST®  |zkou$ena slougenina ® LoVo®

1363 1,1-di-indol-3-yl-1-deoxy-pentaacetyl- |31,3+1,6
D-glukoza

1371 5-acetoxy-1,1-diindol-3-yl-pentan 3343

1382 1,1-(diindol-3-yI)-5-fluor-pentan 33,543,7

1385 1,1-di-(indol-3-yl)-butan 26,4104

1393 1,1-di-(5-hydroxy-indol-3-yl)-butan 3,0+0,5

1421 (R,S)-5-fluor-1,1-(indol-2-yl,indol-3- 20,7+0,7
yh)-pentan

1422 5-hydroxy-1,1-di-(5,6-methylendioxy- |23+4,4
indol-3-yl)-pentan

1429 1,1-di-(5-nitro-indol-3-yl)-butan 23,610,5

1431 di-(5-ethoxykarbonyl-pyrrol-2-yl)fenyl- |35,6+0,5
methan

1437 1,1-di-(56-amino-indol-3-yl)-butan 16,7+3,4

1438 1,1-di-(5-fluor-indol-3-yl)-butan 120%0,8

1440 fenyl, hydroxy, di-(N,N-dibenzyl- 11,7+0,2
imidazol-2-yl)-methan

1477 1,1-di-(5-acetamido-indol-3-yl)-butan |59,4+6,9

1478 1,1-di-(5,6-methylendioxy-indol-3-yl)- |15,4+1,8
butan

1487 1,1-di-(indol-3-yl)-cyklohexylmethan |24,9+0,1

1488 1,1-di-(indol-3-yl)-5-mesyloxy-pentan |11+1,6

1625 (R,S)-1,1-(indol-2-yl,indol-3-yl)-butan |17,1+3,8

1730 4-hydroxy-1,1-di-(5,6-methylendioxy- |9,3+0,9
indol-3-yl)-butan

1731 (R,S)-4-hydroxy-1,1-(5,6- 23,910,7

methylendioxy-indol-2-yl, 5,6-
methylendioxy-indol-3-yl)-butan

@ jdentifikaéni kod zkousené slouceniny

®) chemicky nazev zkousené slougeniny

 hodnota antiproliferagnich Ggink( vyjadiena jako ICs, (UM + std. odch.)
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Piiklad 21

Zkouska cytotoxicity na rezistentnich nadorovych bunéénych linii

Tato zkouska byla pouZita k hodnoceni pieZivani lidskych bunéénych linii
odolnych vGci doxorubicinu (asi 100 nasobné&) a kfizové rezistentnich vigi
daunorubicinu, actinomycinu D, mitoxantronu, vincristinu, vinblastinu, taxolu,

kolchicinu a etoposidu.

Byly pouzity tyto bunééné linie: MCF-7-Dx (lidsky karcinom prsu), LoVo-Dx
(lidsky stfevni adenokarcinom) a MES-SA (lidsky délozni sarkom).

Zkousene slougeniny jsou uvedeny v tabulkach 4, 5 a 6. Pred pouzitim
zkousenych sloucenin pro asociaci s doxorubicinem byla cytotoxicita bunék
hodnocena se zkou$enymi slou€eninami (samotnymi) takto: buriky byly
inkubovany se slou€eninou v odstupfiovanych koncentracich (500 uM az
0,97 pM) po dobu 24 hodin; potom byly slougeniny odstranény a pieziti
bunék hodnoceno po 48 hodinach vySe uvedenou zkoudkou se
sulforodaminem B. Antiprolifera¢ni ucinky slouéenin byly hodnoceny jako
ICs0 (koncentrace slouceniny, ktera inhibuje preZiti 50 % bunék) vyse
uvedenym programem pro prokladani bodud regresni kfivkou.

Potom byly vyneseny kfivky pro doxorubicin samotny a pro doxorubicin
v pritomnosti zkousené slouCeniny pii netoxické koncentraci (IC<= 20).
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Hodnoty IC5, uvedené v tabulce 4, 5 a 6 ukazuji stuperi potenciace ugink{i

doxorubicinu vyvolany sloueninami (pomér MDR).

Tabulka 4

(Chemosensitivizujici Gginky buné&nych linii MCF-7 Dx)

STY

zkou$ena slouéenina ©

MCF-7 Dx"

ICs0 (M) |pomér MDR

1339

2,3-5,6-di-O-isopropyliden-1,1-di-
indol-3-yl-1-deoxy-D-manitol

08,2+12 | 3,2/1,0=3,2**
(1C0=20);
3,6/1,6=2,2***
(1C0=10)

1350

1,1-di-indol-3-yl-1-deoxy-D-glukoza

70,8£37 |6,6/1,6=4,1
(IC2=50);
7,2/3,6=2,0**
(1C0=25)

1353

1,3-5,6-di-O-isopropyliden-1,1-di-7-
azaindol-3-yl-1-deoxy-D-manitol

>500  |6,5/1,0=6,5
(IC17=500)

1363

1,1-di-indol-3-yl-1-deoxy-
pentaacetyl-D-glukoza

654+ |58/1,0=3"
(1C6=20)

1371

5-acetoxy-1,1-diindol-3-yl-pentan

741425 |11,1/2,6=4,3"
(1C0=30)
5,5/2,5=2 2****
(IC5=40)

1382

1,1-(diindol-3-yl)-5-fluor-pentan

40,2+3  |6,1/3,6=1,7"
(1C4=10)
7,4/1,9=3 8
(1C9=20)

1385

1,1-di-(indol-3-yl)-butan

34,6:2,0 |3,9/1,9=0,0"
(1C2=20)
4,4/4,3=1,0
(1C0=10)

1393

1,1-di-(5-hydroxy-indol-3-yl)-butan

9,240,4 |5,3/4,5=1,1
(1C0=4)
6,1/4,6=1,3
(1C0=2)
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Tabulka 4 (pokracovani)

1422 | 5-hydroxy-1,1-di-(5,6-methylendioxy-| 40,1+1,2 7,8/4,6=1,7
indol-3-yl)-pentan (1C3=20)
3,3/3,2=1
(1IC7=10)
1429 |1,1-di-(5-nitro-indol-3-yl)-butan 12,910,7 |nestanoveno
1437 | 1,1-di-(5-amino-indol-3-yl)-butan 28,6+5,5 |nestanoveno
dihydrochlorid 18,4+1,4
1438 |1,1-di-(5-fluor-indol-3-yl)-butan 41,8+5,3 |10,7/3,5=3*
(IC1=20)
1440 |fenyl, hydroxy, di-(N,N-dibenzyl-| 29,7+2,6 [14,2/5,6=2,5
imidazol-2-yl)-methan (1IC8=10)
1,8/1,3=1,4
(IC8 = 5)
1473 | di-(N-benzyl-indol-3-yl)-oxomethan >500 3,4/1,1=3,2*
(1IC19=50)
1478 |1,1-di~(5,6-methylendioxy-indol-3-yl)-| 15,2+1,9 [9,4/4,5=2 1*
butan (1C0=2)
1487 | 1,1-di-(indol-3-yl)-cyklohexylmethan 15,311 nestanoveno
1488 |1,1-di-(indol-3-yl)-5-mesyloxy-pentan| 9,7+1,3 [7,1/1,2=5,7*
(1C0=4)
2,6/4=0,65
(1C0=4)
1492 |1,1-di-(N-benzyl-indol-3-yl)-1-buten >500 8/0,8=9,6****
11717 (1C5=50)
1,5/0,51=3***
(1C0=10)
2,4/0,3=7,1***
(1C0=5)
1494 | di-(N-benzyl-indol-3-yl,N-benzyl-2- >200 2,1/0,17=12,2
propyl-indol-3-yl)-oxomethan (1C10=50)
0,9/0,28=3,1*
(IC8=5)
1,2/0,37=3,3**
(1C3=10)

@ jdentifikaéni &islo slougeniny
) chemicky nazev zkousené slougeniny
®" hodnota chemisensitivizujicich Gginkll vyjadiena jako pomér MDR

vypocitany

takto: 1Cs

doxorubicin/ICsydoxorubicin

zkousenou slou€eninou v subtoxickych koncentracich.

kombinovany se
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P <0,05, **P < 0,01, **P< 0,001, ****P< 0,0001 jsou hodnoty P vypogitané
programem pro prokladani bod( regresni kfivkou popsany vyS$e slouZici

K porovnani kfivek doxorubicinu v pfitomnosti a nepfitomnosti zkougené

slou€eniny.

Hodnoty v zavorkach uvadéji subtoxické koncentrace produktu pouzitého

pro vypoCet poméru MDR v uM.

Levy sloupec uvadi hodnoty ICs, pro samotnou zkousenou slouéeninu

vyjadiené v uMzstd. odch.; pfi zpracovani ICs, jsou vyhodnoceny také udaje

subtoxickych koncentraci IC<=20 zkousenych slou&enin.

Tabulka 5
(Chemosensitivizujici Uginky na bun&éné linie Mes-Sa Dx)
ST [zkouSena slougenina © Mes-SA Dx™
ICs0 (UM) | pomér MDR
1339 |2,3-5,6-di-O-isopropyliden-1,1-di- 56,111 |nestanoveno
indol-3-yl-1-deoxy-D-manitol
1350 |1,1-di-indol-3-yl-1-deoxy-D-glukoza 81,418,0 |(2,4/1,4=17*
(1C0=50)
1353 |2,3-5,6-di-O-isopropyliden-1,1-di-7- | nestanoven |nestanoveno
azaindol-3-yl-1-deoxy-D-manitol o
1363 | 1,1-di-indol-3-yl-1-deoxy- nestanoven |nestanoveno
pentaacetyl-D-glukoza 0
1371 | 5-acetoxy-1,1-diindol-3-yl-pentan 53+0,4 |nestanoveno
1382 |1,1-(diindol-3-yl)-5-fluor-pentan 12,45+0,3 |0,7/0,9=0,82
(IC20=5)
1385 | 1,1-di-(indol-3-yl)-butan 33,6+2,9 |nestanoveno
1393  [1,1-di-(5-hydroxy-indol-3-yl)-butan 7,5+0,3 |3,03/2,2=1,4*
(1IC7=3)
1422 | 5-hydroxy-1,1-di(5,6-methylendioxy- | 73,3+2,7 [1,8/1,8=1
indol-3-yl)-pentan (IC3=15)
1429  |1,1-(5-nitro-indol-3-yl)-butan 15,3+0,4 |3,4/0,8=4,3***
(1C0=10)
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Tabulka 5 (pokraovani)
1437 | 1,1-di-(5-amino-indol-3-yl)-butan 12,2+0,8 [2,8/2,4=1,2
dihydrochlorid (IC5=5)
3,2/2,4=1,3
(1C5=2,5)
1438 |1,1-di-(5-fluor-indol-3-yl)-butan 35,6+1,7 |2,6/2,2=1,2
(1C20=20)
2,1/3,2=0,7
(1C0=10)
1440 |fenyl, hydroxy, di-(N,N-dibenzyl-| 14,9425 |6/2,2=2,8*
imidazol-2-yl)-methan (IC8=5)
1473 | di-(N-benzyl-indol-3-yl)-oxomethan >500 nestanoveno
1478 | 1,1-di-(5,6-methylendioxy-indol-3-yl)-| 7,841,5 [1,2/1,5=0,8
butan (1C3=2)
1487 | 1,1-di-(indol-3-yl)-cyklohexylmethan 16+3,5 1,3/1,6=0,8
(IC11=4)
1488 | 1,1-di-(indol-3-yl)-5-mesyloxy-pentan| 10,3+1,9 0,95/0,72=1,3
(1IC15=5)
1492 |1,1-di-(N-benzyl-indol-3-yl)-1-buten 178,341 |nestanoveno
1494 | di-(N-benzyl-indol-3-yl,N-benzyl-2- >200 nestanoveno
propyl-indol-3-yl)-oxomethan

@ identifika&ni &islo slougeniny
©) chemicky nazev zkousené slougeniny

hodnota chemisensitivizujicich Ggink(i vyjadiena jako pomér MDR
vypocitany takto: 1Cs, doxorubicin/ICsydoxorubicin kombinovany se
Zkou$enou slougeninou v subtoxickych koncentracich.

P <0,05, **P < 0,01, *™P< 0,001, ***P< 0,0001 jsou hodnoty P vypotitané
programem pro prokladani bodi regresni kfivkou popsany vyse slouZici
k porovnani kfivek doxorubicinu v pfitomnosti a nepfitomnosti zkousené
slouéeniny.

Hodnoty v zavorkach uvadéji subtoxické koncentrace produktu pouzitého
pro vypocéet poméru MDR v uM.

Levy sloupec uvadi hodnoty ICs, pro zkou$enou slouéeninu samotnou
vyjadiené v pMzstd. odch.; pfi zpracovani ICs; jsou vyhodnoceny také tdaje
subtoxickych koncentraci IC<=20 zkou$enych sloudenin.
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Tabulka 6
(Chemosensitivizujici G&inky na bunééné linie LoVoDx)
STY |zkouSena slougenina © LoVo Dx®
ICs0 (MM) |[pomér MDR
1339 |2,3-5,6-di-O-isopropyliden-1,1-di- 11£0,6 |3,8/1,4=2,8%***
indol-3-yl-1-deoxy-D-manitol (1C9=4)
3,5/1,8=2**
(IC15=8)
1350 | 1,1-di-indol-3-yl-1-deoxy-D-glukoza >500 nestanoveno
1353 |2,3-5,6-di-O-isopropyliden-1,1-di-7- 367+82 |nestanoveno
azaindol-3-yl-1-deoxy-D-manitol
1363 | 1,1-di-indol-3-yl-1-deoxy- 12112  |nestanoveno
pentaacetyl-D-glukoza
1371 |5-acetoxy-1,1-diindol-3-yl-pentan 47,9447 (1,93/1 ,95=0,98
IC0=15)
1382 | 1,1-(diindol-3-yl)-5-fluor-pentan 34,316,9 |2,2/2,6=0,9
(IC16=20)
3,4/5,4=0,6
(1C0=10)
1385 |1,1-di-(indol-3-yl)-butan 17,6£0,9 (2,7/1,4=1,9
(1C14=10)
1,4/2,8=0,5
(1IC31=5)
1393 | 1,1-di-(5-hydroxy-indol-3-yl)-butan 2,7+0,4 |3,4/1,75=1,95
(1IC7=0,5)
1422 S-hydroxy-1,1-di(5,6-methylendioxy- | 22,3+2,9 1,8/2,1=0,9
indol-3-yl)-pentan (1C11=15)
4,2/11,7=2,4
(1C0=7,5)
1429 | 1,1-(5-nitro-indol-3-yl)-butan 10,210,5 |(2,6/1,2=2,1*
(1C0=5)
2,4/2,2=11
(1IC14=2,5)
1437 | 1,1-di-(5-amino-indol-3-yl)-butan 8+0,6 4,7/4,1=1,2
dihydrochlorid (1IC14=2)
1438 | 1,1-di-(5-fluor-indol-3-yl)-butan 25,9+3,1 |5/9,2=0,5

(1C0=10)




- 72 -

Tabulka 6 (pokradovani)

1440 |fenyl, hydroxy, di-(N,N-dibenzyl-| 4,6+0,6 |5,6/14,9=0,4
imidazol-2-yl)-methan (1IC0=2)

1473 | di-(N-benzyl-indol-3-yl)-oxomethan 8,6+2,9 3,7/1,2=3,1
(1C0=0,5)

1478 |1,1-di-(5,6-methylendioxy-indol-3-yl)}-| 10,7+0,6 |2,3/2,8=0,8
butan (1IC19=4)

1487 | 1,1-di-(indol-3-yl)-cyklohexylmethan 27,8121 |2,2/1,3=1,7*
(1C0=2)

1488 |1,1-di-(indol-3-yl)-5-mesyloxy-pentan| 18,1+0,6 |3,8/3,2=1,2
(1C15=3,5)

1492 | 1,1-di-(N-benzyl-indol-3-yl)-1-buten >350 1,8/0,4=4,4***
(1C9=50)

1,82/0,49=3,7**

(1C2=25)

1494 | di-(N-benzyl-indol-3-yl,N-benzyl-2- >200 2,2/0,12=18***
propyl-indol-3-yl)-oxomethan (1IC5=50)

@ identifikagnf &islo slou¢eniny

) chemicky nazev zkousené slougeniny

® " hodnota chemisensitivizujicich uginkti vyjadiena jako pomér MDR
vypoCitany takto: 1Cs, doxorubicin/ICsedoxorubicin  kombinovany se
zkousenou slou€eninou v subtoxickych koncentracich.

P < 0,05, **P < 0,01, ***P< 0,001, ****P< 0,0001 jsou hodnoty P vypogitané
programem pro prokladani bodi regresni kfivkou popsany vyse slouzici
k porovnani kfivek doxorubicinu v pfitomnosti a nepfitomnosti zkougené
slouéeniny.

Hodnoty v zavorkach uvadgji subtoxické koncentrace produktu pouzitého
pro vypocet poméru MDR v uM.

Levy sloupec uvadi hodnoty ICsy pro samotnou zkoudenou slouéeninu
vyjadiené v uMistd. odch.; pii zpracovani ICs jsou vyhodnoceny také udaje
subtoxickych koncentraci IC<=20 zkou$enych sloucenin.
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Pfiklad 22

Chemosensitivizujici ucinek na kyselinu trans-retinovou (ATRA) pUsobici na

akutni promyelocytické leukemické buriky

ATRA je potentni induktor terminalni diferenciace u akutni promyelocytické
leukemie (APL).

Klinické studie prokazaly, Ze 1é¢ba APL pacientl pomoci ATRA puisobi
zvyseni poctu pieZiti a pieZiti bez dal$ich prihod (EFS) (Blood, 72, (2). 567
— 9572, 1988; Blood, 76,1704 — 1709, 1990; N. Engl. J. Med., 324, (20),
1385 — 1393, 1991; Blood, 78, (6), 1413 — 1419, 1991).

Podavani terapeutickych davek ATRA (10°M) vyvolava u lééenych pacientl
dermatotoxicky a hepatotoxicky typ reakci (syndrom ATRA) (Blood, 76,
260a, (abstr. Suppl.), 1990; Ann. Intern. Med., 117, (4), 292 - 296, 1992).

Za tim uCelem byly provedeny pokusy k ovéfeni moznosti pouZiti ATRA
v nizsich davkach, aby se omezily vedlej$i ucinky zplisobené touto
slou¢eninou a aby se udrzela stejna terapeuticka uéinnost.

K dosazeni tohoto cile bylo pouZito mnoho slouéenin podle zde
popisovaného vynalezu a na mnoha liniich leukemickych bunék byla
studovana jejich schopnost zlepsit citlivost ATRA a potencovat jeji

antiproliferacni a diferenciacni a apoptogenni ucinky.
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V provedenych pokusech dale uvadénych byly pouZity dvé bun&éné linie
APL.

Prvni pouZitou linii byla buné&na linie NB4 nesouci t(15;17) chromozomalni
translokaci, kter4 generuje fuzovany protein PML/RARa. Tato linie je velmi
citliva na diferenciacni plisobeni farmakologickych davek ATRA (107 — 107
M).

Druhou pouZitou linii byla buné¢na linie HL60, ktera reaguje na ATRA (ale
je méné citliva nez bun&na linie NB4). Tato bun&ina linie nema vyse
zminénou chromozomaini translokaci.

Buiky HL60 a NB4 byly naotkovany vied&ni 150000bunék na ml
na medium RPMI 1640 obsahujici 10 % fetalni teleci sérum, a na né bylo
potmé plsobeno zkousenymi slou¢eninami v pfitomnosti a nepfitomnosti
suboptimalnich davek ATRA (5 az 10 nM u NB4 a 0,5 uM u HL60) a potom
byly navraceny do inkubatoru na 3 dny bez vymeény kultivaéniho media.
Maximalni diferenciaéni G¢inek vyvolany ATRA je normainé pozorovan ve 3.

az 4. dnu pasobeni a je doprovazeny znaénym blokovanim rstu.

Na kontrolni kultury bylo piisobeno DMSO ve stejnych koncentracich, jaké
byly pouZity k fedéni zkouSenych slou¢enin a ATRA, kde toto vehikulum
pUsobi za urgitych pokusnych podminek diferenciaéné samo.

Hodnoceni diferenciace bunék zkouskou redukce nitrotetrazoliové modfe
(NTB)
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K analyze diferenciaéniho uginku zkousenych slougenin vzhledem k ATRA
bylo z kazdého vzorku tfeti den odebrano 500 000 Zivotaschopnych bunék,
ty 10 minut centrifugovany pfi 1000 1.min™" a resuspendovany v 1 ml media
RPMI 1640 obsahujicho 10 % fetalni teleci sérum, 1 mg.ml”
nitrotetrazoliové modfi (NTB) a 100 ng PMA (phorbol 12-myristat 13-acetat).

Takto resuspendované burky byly inkubovany potmé pfi 37 °C po dobu 60

minut.

Po uplynuti inkubacni doby byla bun&&na suspenze 10 minut centrifugovana
pfi 10000 I.min™"; ziskany sediment byl potom resuspendovan v 1 ml PBS

obsahujicim 10 % Triton X-100 a lyzovan ultrazvukem.

Spektrofotometrické méreni vzorkl bylo provedeno pfi vinové délce 540 nm:
barva vzork(i obsahujicich diferencované buiky se posunula k fialové
oblasti, zatimco kontrolni vzorky a/nebo vzorky s nediferencovanymi

butikami byly bezbarvé, nebo mnohem méné intenzivné zabarvené.

Analyza bunééného cyklu pritokovou cytometrii

K posouzeni Gc€inku zkou$enych slou€enin na rGzné faze bunééného cyklu
bylo vtfetim dni pokusu odebrano 500 000 bunék, ty byly 10 minut
centrifugovany pii 1000 1.min"!, dvakrat promyty PBS w/o (PBS bez vapniku
a hoiCiku) a fixovany v roztoku 50 % PBS w/o + 50 % smé&si methanolu
sacetonem (1 : 4 obj/obj.) alespoii 1 hodinu; potom byly bufiky
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centrifugovany stejnym zplsobem, jak to je popsano, promyty PBS w/o a
opét zcentrifugovany.

Potom bylo k bun&éném sedimentu piidano 200 ul propidium jodidu (100
ug.ml™) a 200 pl RNasy (150 kj.mg™).

Po 30 minutové inkubaci vtemnu pii laboratorni teploté byly vzorky
analyzovany pritokovou cytofluorimetrii.

Priklad 22/1

Diferenciace bunék NB4, na které se plisobilo 5-hydroxy-1,1-di-(indol-3-yl)-
pentanem (ST 1346) v kombinaci se suboptimalnimi davkami ATRA

U pokust in vitro provedenych s butikami NB4 podrobenych jednoduchému
nebo kombinovanému plsobeni ST 1346 davkami 1, 5, 10 a 50 pM a ATRA
(0,5~ 0,01 uM) se ukazuje, Ze zkousena sloucenina (ST 1346) je ‘schopné
podstatné zcitlivet ATRA (podavanou v suboptimalnich davkach) pii
vyvolani terminalni diferenciace, s dosaZenim maximainiho Gginku jiz

v davce 10 uM.

Ziskané vysledky jsou uvedeny na obrazku 1 a ukazuji, ze kombinované
pUsobeni vede k hodnotam ACsy 1,5 + 0,5 uM; (sdruZena indukce: 3,0).

ACs (aktivadni koncentrace) je koncentrace, pfi které zkousené slouéeniny
vyvolaji 50 % diferenciaci bunék.

Sdruzena (fold) indukce je vzriist hodnoty diferenciace vzorku bunék, na
ktery se pusobilo zkousenou slouéeninou + ATRA, vzhledem k hodnot&
vzorku bunék, na ktery se plisobilo samotnou ATRA. Tato hodnota podava
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informaci o schopnosti (potenci) zkouSené slougeniny zvysit diferenciaci

bunék vyvolanou ATRA.

Priklad 22/2

Hodnoceni ud€inku ST 1346 na bunédny cyklus buné&éné linie NB4
v pfitomnosti a nepfitomnosti ATRA

Byly hodnoceny Gginky jednoduchého nebo kombinovaného plisobeni ST
1346 na bunétny cyklus NB4 vdavkach 1, 5, 10 a 50 pM a ATRA
v suboptimalnich davkach.

Ziskané vysledky ukazuji, ze vysoké davky zkousenych slouéenin
samotnych vyvolavaji blokovani ristu (ve fazi GO/G1 bunééného cyklu) a
apoptozu, zatimco kombinace slouéeniny podle vynalezu a ATRA zptisobi
dramatické blokovani ristu (v zavislosti na davce) faze GO/G1 cyklu s

vyvolanim bunécné diferenciace (obrazek 1).

Ziskane vysledky jsou uvedeny v tabulce 7.

Je nutno poznamenat, Ze pokud se sloucenina podle vynalezu zde
popisovaného podava v kombinaci s ATRA, a to i v nejvysSich davkach,

ztraci svllj apoptogenni téinek.
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Tabulka 7

(Chemosensitivizujici uginky ST 1346 na ATRA v bun&&ném cyklu NB4)

Latka G0/G1 G2/M S apoptosa
kontrolni 46,2 12,3 41,5 18,5
ST 1346 1uM 46,9 15,7 37,4 23
ST 1346 5 uM 47,4 13,8 38,8 24
ST 1346 10 uM 50,0 14,7 35,3 23
ST 1346 50 uM 59,4 7,3 33,3 46
ATRA 0,01 uM 54,6 14,4 31,0 10
ATRA 0,01 uM + 61,5 12,9 25,6 14
ST 1346 1uM

ATRA 0,01 uM + 58,0 13,5 28,5 13,5
ST 1346 5uM

ATRA 0,01 uM + 60,0 12,6 274 13
ST 1346 10 uM

ATRA 0,01 uM + 84,2 6,3 9,6 17
ST 1346 50 uM

Priklad 22/3

Uginek ST 1346 na vyvolani terminalni diferenciace buné&k HL60
v pfitomnosti a nepfitomnosti ATRA

V tomto pokusu byl hodnocen ucinek slouéeniny podle vynalezu na vyvolani

terminalni diferenciace buné&k HL60.

Kfivka davkové odezvy v piitomnosti nebo nepfitomnosti suboptimalnich
davek ATRA na buiiky HL60 byla vynesena pro ST 1346 v davkach 1, 5, 10
a 50 uM.




- 79 -

Ziskané vysledky jsou uvedeny na obrazku 2 a ukazuji, Ze slougenina podle
vynalezu je schopna v zavislosti na davce podstatné zcitlivét ATRA pfi
vyvolavani terminalni bunééné diferenciace nadorovych bunék s hodnotou
ACs; 14,8+1,6 uM; hodnota sdruzené indukce je 2,7.

Piiklad 22/4

Hodnoceni  Ucinku  1,1-di-(indol-3-yl)-4-hydroxybutanu (ST 1707) na
diferenciaci a na bunéény cyklus NB4 v piitomnosti a nepfitomnosti ATRA

K hodnoceni ucinku zlepSovani diferenciace zkousenych slougenin bylo na
buiiky NB4 pusobeno odstupfiovanymi davkami 1, 5, 10 a 50 uM ST 1707
v pfitomnosti a nepfitomnosti suboptimalnich davek ATRA.

Ziskané vysledky jsou uvedeny na obrazku 3 a ukazuji, Ze zkousené
slouceniny jsou schopné vyznamné potenciovat terminaini diferenciaci
leukemickych bunék vyvolanou ATRA, v zavislosti na velikosti davky (ACsy:
8,3 £ 0,05 uM; sdruzena indukce: 2,5).

Ziskané vysledky analyzy bunééného cyklu jsou uvedeny v tabulce 8 a
ukazuji, Zze slouceniny podle vynalezu, pokud jsou podavany samostatng,
nemeéni mnozZstvi bunék vyskytujicich se v riznych fazich cyklu v porovnani
s kontrolnim pozorovanim, a nevyvolavaji apoptosu. Pokud se podavaji
v kombinaci s ATRA, vyvolava se znaéné davkové zavislé blokovani bunék

ve fazi GO/G1 cyklu, jakozto markeru bunééné diferenciace.
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Tabulka 8

(Chemosensitivizujici u€inky ST 1707 na ATRA v bun&&ném cyklu NB4)

Latka GO0/G1 G2/M S apoptosa
kontrolni 52,9 9,6 37,5 20,5
ST 1707 1uM 51,7 10,1 38,2 17,0
ST 1707 5 uM 52,5 11,1 36,4 19,5
ST 1707 10 uM 52,2 10,8 37,0 17,5
ST 1707 50 uM 52,0 12,0 36,0 17,0
ATRA 0,01 uM 65,0 11,0 24,0 17,5
ATRA 0,01 uM + 65,4 11,8 22,8 17,0
ST 1707 1uM

ATRA 0,01 uM + 69,8 11,3 18,9 14,0
ST 1707 5uM

ATRA 0,01 pM + 70,4 11,5 18,1 13,0
ST 1707 10 uM

ATRA 0,01 uM + 80,6 9,0 10,4 11,5
ST 1707 50 uM

Piiklad 22/5

Hodnoceni uginku 5-hydroxy-1,1-di-(5,6-methylendioxy-indol-3-yl)-pentanu
(ST 1422) na vyvolani terminalni diferenciace bunék NB4 v pfitomnosti a

nepfitomnosti ATRA

V tomto pokusu byla hodnocena aktivita ST 1422 na buriky NB4 davkami 1,
5, 10 a 50 uM v pfitomnosti a nepfitomnosti suboptimalnich davek ATRA.
Ziskané vysledky jsou uvedeny na obrazku 4 a ukazuji, Ze vySe zminéna
zkouska NBT ukazuje na vyznamny sensitivizujici ucinek zkousenych
slou¢enin na zvy$eni terminalni diferenciace vyvolané ATRA s hodnotami
ACso 9,8 + 0,1; sdruzena indukce: 1,85.
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Piiklad 22/6

Hodnoceni uéinku 9-hydroxy-1,1-di-(5,6-methylendioxy-indol-3-yl)-pentanu
(ST 1422) na vyvolani terminalni diferenciace a na bunéény cyklus HL60
v pfitomnosti a nepfitomnosti ATRA

V tomto pokusu byl hodnocen Gginek ST 1422 v davkach 1, 5, 10 a 50 pM
na vyvolani terminalni diferenciace a na bunéény cyklus HL60 v piitomnosti
a nepfitomnosti ATRA. Ziskané vysledky jsou uvedeny na obrazku 5 a
ukazuji, Ze slou¢enina podle vynalezu byla schopna vyvolat velmi podstatny
sensitivizujici ucinek na terminalni diferenciaci zkousenych linii nadorovych
bunék, vyvolany pisobenim ATRA, s hodnotami ACs, 13,6 + 2,6 uM;
sdruzena indukce: 2,2.

Vysledky ziskané analyzou bunééného cyklu uvedené v tabulce 9 navic
ukazuji, ze i vtomto pfipadé jsou slouéeniny podle vynalezu schopné
blokovat rist bunék ve fazi GO/G1, vyvolany pisobenim ATRA. Pokud jsou
slouceniny podle vynalezu zkou$eny samotné, nevykazuji Zadny uéinek na

vyvolani apoptosy.
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Tabulka 8

(Chemosensitivizujici Géinky ST 1707 na ATRA v buné&ném cyklu NB4)

Latka G0/G1 G2/M S
kontrolni 59,1 9,2 31,7
ST 1422 1uM 56,2 10,0 33,8
ST 1422 5 uM 57,6 10,4 32,0
ST 1422 10 uM 57,8 10,5 31,7
ST 1422 50 uM 65,8 16,4 17,8
ATRA 0,05 uM 63,3 11,0 25,7
ATRA 0,05 uyM + 66,8 11,0 22,2
ST 1422 1uM

ATRA 0,05 uM + 65,1 11,4 23,5
ST 1422 5uM

ATRA 0,05 uM + 62,5 12,5 25,0
ST 1422 10 uM

ATRA 0,05 uM + 75,7 13,8 10,5
ST 1422 50 uM

Priklad 22/7

Uginek 5,5-bis-(1-methyl-1H-indol-3-yl)-1-pentanolu (ST 1974) na buriky
NB4 v pfitomnosti a nepfitomnosti ATRA
V tomto pokusu byl hodnocen uginek slougeniny podle vynalezu na buriky

NB4 vdavkach 1, 5, 10 a 50 upM v pfitomnosti a nepfitomnosti
suboptimalnich davek ATRA.

Ziskané vysledky uvedené na obrazku 6 ukazuji, Ze slou&enina podie
vynalezu byla schopna podstatné zvysit diferenciadni uginek ATRA
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v zavislosti na davce, s hodnotami ACs, 7,8 + 2,6 uM; sdruzena indukce:
1,8.

Pfiklad 22/8

Uginek 5,5-bis-(1-methyl-1H-indol-3-yl)-1-pentanolu (ST 1974) na vyvolani
terminalni diferenciace a na bunéény cyklus HL60 v pfitomnosti a

nepritomnosti ATRA

V tomto pokusu byl hodnocen G&inek slou¢eniny podle vynalezu na vyvolani
terminalni diferenciace a na bunéény cyklus HL60 v davkach 1, 5, 10 a 50

MM v pfitomnosti a nepfitomnosti suboptimalnich davek ATRA.

Ziskane vysledky jsou uvedeny na obrazku 7 a ukazuji, Ze vySe uvedena
zkouska NBT prozrazuje sensitivizujici davkové zavisly Géinek sloudeniny
podle vynalezu na schopnost ATRA vyvolat terminalni bunédnou
diferenciaci HL60, s hodnotami ACs, 9,5 + 2,6 uM; sdruZena indukce: 1,6.

Pokud byla sloucenina podle vynalezu podavana v kombinaci s ATRA,

vyvolala ve fazi bunééného cyklu G0/G1vyznamné blokovani bunék.

Ziskané vysledky jsou uvedeny v tabulce 10.
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(Chemosensitivizujici G€inky ST 1707 na ATRA v buné&&ném cyklu NB4)

Latka G0/G1 G2/M S
kontrolni 59,1 9,2 31,7
ST 1974 1uM 58,9 11,1 30
ST 1974 5 uM 59,3 11,4 29,3
ST 1974 10 uM 57,8 12,2 30
ST 1974 50 uM 67,7 12,3 20
ATRA 0,05 pM 63,4 11,0 25,6
ATRA 0,05 pM + 62,0 11,7 26,3
ST 1974 1uM

ATRA 0,05 pM + 63,8 10,5 25,7
ST 1974 5uM

ATRA 0,05 uM + 65,4 10,5 241
ST 1974 10 uM

ATRA 0,05 uM + 81,8 10,6 7,6

ST 1974 50 uM

Pfiklad 22/9

Uginek kyseliny 4,4-di-(1H-indol-3-yl)-butanové (ST 1961) na vyvolani
terminalni diferenciace a na bun&tny cyklus NB4 v piitomnosti a

nepfitomnosti ATRA

V tomto pokusu byl hodnocen uéinek slou€eniny podle vynalezu na vyvolani

terminalni diferenciace a na bunéény cyklus NB4 v davkach 1, 5, 10 a 50

MM v pfitomnosti a nepfitomnosti suboptimalnich davek ATRA.

Ziskané vysledky jsou uvedeny na obrazku 8: zkouska NBT prozrazuje, Ze

se ziskal sensitivizujici uCinek slouCeniny podle vynalezu na schopnost

ATRA podporovat vyvolani terminalni bunééné diferenciace, s hodnotami
ACs5,6,6 + 2,0 uM; sdruzena indukce: 1,4.
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Ziskané vysledky analyzy buné&ného cyklu uvedené v tabulce 11 navic
ukazuji, ze vysoké davky zkouSené slou€eniny velmi podstatné potencuiji

uéinek aktivity ATRA pfi vyvolani blokovani bunék ve fazi GO/G1.

Tabulka 11
(Uginek kombinace ST 1961 a ATRA na bunéény cyklus NB4)

Latka G0/G1 G2/M S apoptosa
kontrolni 45,5 14,5 40,0 22,0
ST 1961 1uM 47,5 15,6 36,9 18,5
ST 1961 5 uM 49,7 13,0 37,3 24,0
ST 1961 10 uM 48,4 14,1 37,5 24,0
ST 1961 50 uM 56,3 14,0 29,7 24,0
ATRA 0,01 uM 55,8 17,3 26,9 12,5
ATRA 0,01 pM + 57,1 13,9 29,0 17,5
ST 1346 1uM

ATRA 0,01 uM + 58,4 13,9 27,7 17,0
ST 1346 5uM

ATRA 0,01 M + 58,4 13,0 28,6 15,0
ST 1346 10 uM

ATRA 0,01 uM + 82,2 8,0 9,8 10,0
ST 1346 50 uM
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Patentové naroky

1. Sloucenina obecného vzorce (1)

kde
X pfedstavuje (CH;),CHs, kdé n je celé &islo sahajici od 1 do 3;

R predstavuje: H, hydroxyl, pfipadné esterifikovany acyly C;-C,, mono
nebo dialkanoyl C-C4, karboxyl, alkoxykarboxyl, halogen, alkylC4-Cy;

Alk pfedstavuje: benzyl, alkyl C4-Cg;

2. Slou€enina obecného vzorce (I'")

-
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kde
X predstavuje: alkyl C4-Cy;

R predstavuje: H, hydroxyl, pfipadné esterifikovany acyly C,-C,, mono
nebo dialkanoyl C4-C4, karboxyl, alkoxykarboxyl, halogen, alkyl C4-Cy;

Alk pfedstavuje: benzyl, alkyl C4-Cg;

3. Sloucenina obecného vzorce (I') podle naroku 1, kterou je 1,1-di-(N-
benzyl-indol-3-yl)-1-buten (ST 1492).

4. Sloucenina obecného vzorce (I” ) podle naroku 2, kterou je (N-benzyl-
indol-3-yl, N-benzyl-2-propyl-indol-3-yl)-oxomethan (ST 1494).

5. Pouziti slou€enin podle naroku 1 jako lé¢iva.

6. Farmaceuticky pfipravek obsahujci jako u&innou slozku slouéeninu
obecného vzorce (I nebo I”") znaroku 1 az 4 a alespoii jeden

farmaceuticky pfijatelny excipient a/nebo diluent.

7. Pfipravek podle naroku 6 k Ié¢bé patologickych nador.

8. Pripravek podie naroku 6 k IéEbé& patologickych nadorti, ve kterych nador
vykazuje rezistenci vl¢i dfive pouzivanému protinadorovému lédivu
pouzitému k IéEbé, kde jmenovana slouéenina obecného vzorce (I nebo
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I”") vykazuje chemosensitivizujici G¢inky na jmenovany nador, ktery je

rezistentni k 1&civu.

9. Pripravek podle naroku 7 nebo 8, ve kterém patologicky nador nalezi do
skupiny sestavajici ze sarkomu, karcinomu, karcinoidu, kostniho nadoru,
neuroendokrinniho nadoru, lymfoidni leukemie, akutni promyelocytické
leukemie, myeloidni leukemie, monocytické leukemie,

megakaryoblastické leukemie a Hodgkinova onemocnéni.

10. Pripravek podle naroku 7 nebo 8, kde se slouenina obecného vzorce
(I) podava v kombinaci s jednou nebo vice znamymi protinadorovymi

latkami.

11. Pripravek podle naroku 10, kde se protinadorova latka vybira ze skupiny
sestavajici  z alkylatnich  ¢inidel, topoisomerazovych inhibitor(,
antitubulinovych  latek, interkalacnich slougenin, antimetabolit(,
pfirozenych produktd jako jsou alkaloidy barvinku, epipodophylotoxindi,

antibiotik, enzym, taxanu a cytodiferenciaénich slouéenin.

12. Pripravek podle naroku 11, kde cytodiferenciatni protinadorovou

slou€eninou je kyselina trans-retinova.

13. Poutziti slouéeniny obecného vzorce (I nebo 1”") znaroku 1 az 4
pro pfipravu lé€iva s protinadorovymi tGginky.

14. Pouziti slougeniny obecného vzorce (I nebo I”") znaroku 1 az 4
pro pripravu leéCiva kléCbé patologickych nadorl, u kterych nador

vykazuje rezistenci kdfive pouzivanému protinadorovému Ié&ivu
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pouzitému klécbé, kde jmenovanad sloucenina obecného vzorce ()
vyvolava chemosensitivizujici U¢inek na jmenované légivo rezistentni k

nadoru .

15. Pouziti podle naroku 13 nebo 14, kde nador nalezi do skupiny
sestavajici ze sarkomu, karcinomu, karcinoidu, kostniho nadoru,
neuroendokrinniho nadoru, lymfoidni leukemie, akutni promyelocytické
leukemie, myeloidni leukemie, monocytické leukemie,
megakaryoblastemicé leukemie a Hodgkinsovy choroby.

16. Pouziti podle naroku 15, kde je nadorem akutni promyelocyticka

leukemie.

17. PouZziti podle naroku 13 nebo 14, kde slou¢enina obecného vzorce (I

nebo I”') je zkombinovéna s jednou nebo vice protinadorovymi latkami.

18. Pouziti podle naroku 17, kde je protinadorovou latkou kyselina trans-
retinova.
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