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Derivit indenoindolu obecného vzorce I, kde znamena R
methoxyskupinu, R! methyl a R%aR? vzdy methyl, nebo R y
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Derivat indenoindolu, zpusob jeho pripravy a farmaceuticky pro-

stfedek, ktery ho obsahuje

Oblast techniky

Vynadlez se tykach novych derivatu indenoindolu, které jsou
hydrofobnimi antioxidanty a jsou vysoce ufinneé p¥i redukci, to
znamena haseni, volnych radik4dld v lipidech a lipidickych bifa-
zich, ¢&imZ ukonéuji lipidicky peroxida&ni proces a predchazeji
stavum a nemocim iniciovanym timto nebo podobnymi procesy. Vyna-
lez se take tykd prostfedkd obsahujicich alespoit jednu slouéeninu
podle vynalezu nebo jeji stl, zviasts terapeuticky vhodnou sul,
jakoZto U¢innou latku. Vynalez se také tyka zplsobu p#ipravy ta-
kovych sloudenin a pou%iti u&innych latek pro lékafskou terapii
a prevenci i pro nelékatské G&ely. Obzvlastés diilezitym nelékats-
kym pouZitim m@%e byt pou%iti pro fizeni a ukon&ovani procest
Zprostfedkovavanych volnymi radikaly.

Dosavadni stav techniky

Nékteré biologické procesy generuji vice nebo mén& stalé
meziprodukty, které obsahuji nezparovany elektron, ktery se muZe
bud@ darovat nebo zparovat s dal%im elektronem z okoli. Takové me-—
ziprodukty se oznadéuji jakoZto volné radikaly a mohou to byt pro-
dukty rdznych enzymatickych nebo neenzymatickych reakci, z nich%
nékter¢ jsou nezbytné pro t&lesné funkce napfiklad pro redukci
ribonukleosiddifosfatu pro DNA syntézu a Pro generaci prostaglan-
dina pfi reakci syntézy prostaglandinf.Tato synteza je podséatna
Pro zanétlivou odezvu po poskozeni bunék a pro &etne dalsi funk-
ce. Jiné radikalové reakce zahrnuji myeloperoxidazovou rakci
v neutrofilech a makrofagach, ktera rozru$uje bakterie a jineé in-
vazni ¢astice a elektronovy transport v mitochondrialnim respi-
radnim ¥etézci. Vétsina organisml obsahuje chemické antioxidanty,
jako napfiklad ao-tokoferol (vitaﬁin E), kyselinu askeorbovou
a ruzné radikaly a peroxid inaktivujici enzymy, naptiklad supero-

xiddismutazu, catalazu a glutathionperoxidazu.
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Volné radikaly rtznych typt se stale vice a vice spojuji
S Sirokym oborem stavi a onemocnéni, jako jsou naptiklad ische-—
mické nebo reperfuzni nemoci, atherosklerosa, trombosa a embo-
lism, alergicko/zan&tlivé stavy, jako jsou nap¥ichlad bronchialni
asthma, reumatoidni arthritis, stavy vztahujici se k Alzheimerové
nemoci, k Parkinsonové nemoci a ke starnuti, Sedy zékal, diabetes,
neoplasmy a toxicita antineoplastickych nebo imunitu potladuji-
cich ¢inidel a chemikalii. Jednim moZnym vysvétlenim t&chto stava
a onemocnéni je, 2e z neznamych davoda endogenni chranici &inidla
proti nepfiznivému plsobeni radikala nejsou dostate&né U&inna
k ochrané tkani proti poskozeni radikaly. Lipidicka peroxidace,
zpUsobend nadmé&rnou generaci radikal@, maZe pfedstavovat vyznam-—
nou cestu poskozovani u shora uvedenych stavi a nemoci. Podavani
ptidavnych antioxidantfi, které¢ ihnibuji radikalové reakce napfik-
lad lipidickou peroxidaci, by tak bylo cestou prevence nebo ofet-
fovani shora uvedenych stavi a nemoci, Vynalez poskytuje nova an-

tioxidadni ¢inidla indenoindolového typu, ktera splfiuji oba poZa-

davky akumulace v membranach, to znamena jsou dostateéné hydro-
fobni a schopna inhibovat lipidickou peroxidaci. Tato nova antio-
xidaéni <¢&inidla se ptiznivé srovnavaji s jinymi antioxida&nimi
¢inidly, nap¥iklad s a-tokoferolem. Slou€enin podle vynalezu se
muZe pouZivat take k nelédebnym Udellm pro stabilizaci sloufenin,
citlivych k poskozenil oxidaci, nap¥iklad produkttt k ochrand po-—
kozky, ke konzervaci potravin, potravinovych pt¥isad a pro ochranu
jinych produktd. Vynalez se tyka jak zplsobu stabilizace za pou-
2it tetrahydroindenoindold tak stabilizovanych slou&enin.

Ze znamého stavu techniky se wuvadi patentovy spis é&islo
PCT/GB90/00949, zvefejnény jakofto mezindrodni pfihlaska vynalezu
WO090/15800 27. prosince 1990, ktera popisuje skupinu tetrahydro-
indenoindolu, G¢innych jakoZto inhibitory lipidovového peroxida&-

niho procesu a pouZitelnych jakoZto antioxidantt.

Podstata wvynalezu

Podstatou vynalezu jsou cis-kondenzované sloudeniny obecného

vzorce I




kde znamena

R methoxyskupinu nebo ethoxyskupinu, Pfidem% pokud znamena
methoxyskupinu, znamena

R1 methylovou skupinu a

R? a R3 v#dy atom vodiku nebo methylovou skupinu a pokud

R Znamena ethoxyskupinu, Znamend

R! atom vodiku a

RZ a R3 wvidy methylovou skupinu,

a jeji eénantiomery a soli.

Zjistilo se, %e cis-kondenzovaneé slou¢eniny s tetrahydroin-
denoindolovou strukturou obecného VzZorce I jsou vysoce G&inne ja-
koZto inhibitory lipidického peroxida¢niho procesu a jsou uZite&-
né jakozto antioxidanty. Slou¢eniny obecného vVzorce I mohou byt
ve formé racemickych smé&si nebo ve formé &istych enanciomerf nebo
JjakoZto vzajemné kombinace té&chto forem.

Slou¢eniny obecného vzorce I Jjsou obzviasts uzitedne
jako%to antioxidanty v lékarskeé terapii.

Indolove struktury podle vynalezu maji v kruhu nasledujict
Gislovani

cis—4b,5,9b,lo—tetrahydroindeno[1,2—b]indol (THII)
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Jako2to tetrahydroindenoindoly podle vynalezu se uvadéji:
cis—-4b,5,9b, 10-tetrahydro-4b,6,7,9,9b-pentamethyl-8-methoxyinde-
no{l,2-blindol,
cis—-4b,5,9b, 10-tetrahydro-8-ethoxy—4b,7,9,9b-tetramethylindeno—
[1,2-b]indol,
cis—-4b,5,9b,10~-tetrahydro-8-methoxy-4b,7,9-trimethylindeno—
{1,2-blindol.

Podle vynalezu se cis-kondenzované sloudeniny obecného vzor-
ce I podavaji zpravidla oraln&, rektdlnd, dermaliné& nebo vsttiko-
vanim ve form& farmaceutickych prostfedkd, obsahujicich G&innou
latku obecného vzorce I bud ve form& volné zasady nebo ve formé
farmaceuticky vhodné netoxické adiéni soli s kyselinou, napfiklad
ve form& hydrochloridu, hydrobromidu, laktatu, acetatu, fosfatu,
sul famatu, citrdtu, tartratu, oxalatu a podobné ve formé& farmace-
uticky vhodné davkovaci formy. Farmaceutické prostfedky mohou ob-
sahovat farmaceuticky vhodny nosi& nebo farmacéuticky vhodné fe-
didlo.

Davkovaci formou mti%e byt pevny, polopevny nebo kapalny far-—

maceuticky prost¥edek. Zpravidla takovy prosttedek obsahuje u-
innou ldatku ve hmotnostnim mnoZstvi 0,1 aZ 99 %, vztaZeno na
farmaceuticky prosttedek jako celek, zvlasté ve hmotnostnim mnoz-

stvi 0,5 a2 20 % v pripadé farmaceutického prostfedku uréeného ke
vstrikovani a 0,2 a% 50 % v pripadé farmaceutického prostiedku

pro oralni podani. Dermalni prostf¥edky obsahuji zpravidla hmot- )
nostné 1 a2 5 % u&inné latky ve vhodném pojivu.

Pro vyrobu farmaceutickych prostfedkt, obsahujicich jakoZto ’

u¢innou latku slouéeninu podle vynalezu obecného vzorce I, ve

formé davkovacich jednotek pro oralni podani se vybrana sloufeni-

na obecného vzorce I misi s pevnym excipientem, jako jsou napfik-

lad laktoza, sacharoza, sorbitol, mannitol, $kroby, napfiklad
bramborcvy %krob, kukutiény skrob nebo amylopektin, derivaty ce-
lulézy, pojiva, napfiklad 2elatina nebo polyvinylpyrrolidon a

s mazadlem, jako jsou naptiklad stearat hoteénaty, stearat vape-

naty, polyethylenglykol, vosky, a parafin a pak se smés slisovava

na tablety. Maji-li se ptripravovat tablety povlielene, jadro, pfti-

pravené, jak shora uvedeno, se muZe povliékat koncentrovanym cu-




kernym roztokem, ktery muZe obsahovat napfiklad arabskou klovati-

nu, Zelatinu, mastek, oxid titani¢ity. Nebo se tablety mohou pov-
lékat polymerem, znamym pracovniki@m v oboru, rozpufténym ve snad-
no tékavém organickém rozpousStédle nebo ve sm&si organickych roz-
poustédel. Do takovych povliakovych hmot se mohou p¥davat barviva
k lep$imu rozliZovani tablet, obsahujicich razné U&inné latky,
nebo k rozlideni mnoZstvi G&inné latky.

Pro pfipravu mékkych Zelatinovych kapsli se U&inna latka mi-
2e misit naptiklad s rostlinnym olejem nebo s polyethylenglyko-
lem. Tvrdé Zelatinové kapsle mohou obsahovat granule U&inné latky
za pouziti bud shora uvedenych excipientd pro tablety, naptiklad
laktozy, sachardzy, sorbitolu, mannitolu, $krobl (jako jsou na-
pfiklad &krob bramborovy nebeo kukufiény nebo amylopektin), deri-
vatl celuldzy nebo Z2elatiny. Do tvrdych %elatinovych kapsli se
také mohou plnit kapalné nebo polopevné smési obsahujici G&innou
latku.

Davkovaci jednotky pro rektalni podani mohou byt roztoky ne-
bo suspenze nebo se mohou pfipravovat ve formé& &ipk@ obsahujicich
U¢innou latku ve smé&si s neutrélni mastnou bazi nebo ve formé& Ze-—
latinovych kapsli obsahujicich G&innou 1ld4tku ve smé&si s rostlin-
nym olejem nebo s parafinovym olejem.

Kapalné farmaceutické prostfedky pro oralni podani mohou
mit formu sirupl nebo suspenzi nap¥iklad roztok@ obsahujicich
hmotnostné ptibliZné& O,2 aZ 20 % shora popsane u¢inné l4atky obec-—
neho vzorce I doplnéné cukrem a smési ethanolu, vody, glycerolu
a propylenglykolu. Poptipadé¢ +takové kapalné prost¥edky mohou ob-
sahovat barviva, ochucovaci ¢&inidla, sacharin a karboxymethylce-
luldézu jakozZto zahustovadlo nebo jiné excipienty, znamé pracovni-
kum v oboru.

Roztoky pro parenteréalni podani vstrikovanim se mohou pfi-
pravovat ve formé& vodnych roztokl ve vodé& rozpustnych farmaceu-
ticky vhodnych soli G&inne latky obecného vzorce I, s vyvhodou
ve hmotnostni koncentraci p¥ibliZzng 0,5 a% p#ibliZné 10%. Tyto
roztoky mohou take obsahovat stabilizaéni ¢&inidla a/nebo pufry
a mohcu se ptipravovat ¢ sobé& znamym zpusohem ve formé ruznych

davkovacich ampuli.




Vhodna denni davka slou¢enin podle vynalezu p¥i farmaceu-
tickém oSettovani 1idi je ptibli%n& 0,01 a% 100 mg/kg té&lesné
hmotnosti v pf¥ipadé peroralniho podavani a 0,001 a2 1 mg/kg té&-
lesné hmotnosti p¥i parenterdlnim podavani.

SlouCeniny podle vynalezu obecného vzorce I se pripravuji
napfiklad jak dale popsno, vynalez v&ak neni na uvadéné zplsoby
ptipravy omezen a sloudeniny obecného vzorce I se mohou pfipravo-
vat také o sobé& znamymi jinymi zplsoby.

a) 4b,5,9b, 10-Tetrahydroindeno[1,2-blindol (IA) , kde zname-
naji R?2 a R? vidy atom vodiku, se mohou pfipravovat redukci odpo-
vidajiciho 5,10-dihydroindeno{l,2-blindolu (DHII)

i
o

kdé R a R! maji vyznam uvedeny u obecného vzorce I.
5,10-Dihydroindeno[1l,2-b}lindol (DHII) jako%to vychozi latka
se redukuje reakci s redukénim <&inidlem na bazi boru, jako je
napiiklad kyanoborhydrid sodny v rozpou%té#dle, ¢&asto v kyseling
octové, nebo borhydridem v tetrahydrofuranu. Nebo se mdZ%e pou%i-
vat morfolinoboranu v rozpoustédle, &asto v tetrahydrofuranu nebo
v dioxanu a v pfitomnosti silné kyseliny, nap¥iklad kyseliny chlo-
rovodikové. Nebo se muZe pouZit trialkylsilanu. Na konci reakce
se produkt izoluje ztedénim reakéni smési vodou, neutralizaci
a bud odlifltrovanim nebo rozpoudtédlovou extrakci. Nebo se re-
dukce provadi hydrogenaci na katalyzatoru, jako je napt#iklad pal-
ladium. V tomto p¥ipad& se 5,10-dihydroindeno(l,2-b]Jindol (DHII)
rozpusti ve vhodném rozpou3tédle, napfiklad v ethanolu, v kyseli-
né octové nebo v ethylacetatu. V takovém ptipadé se produkt izo-

luje odstranénim katalyzdtoru odfiltrdnim a odpafenim rozpougtéd-




la za sni%eného tlaku.cis—4b,5,9b,10—Tetrahydroindeno[1,2—b]indol
(THI1) se muZe &istit prekrystalovanim ze vhodného rozpoustédla
nebo sloupcovou chromatografii za pou?iti oxidu kfemiditého.

b) 4b,9b—Dimethyl—4b,5,9b,lo—tetrahydroindeno[l,z-b]indol (1B)
se muZe pfipravovat p¥imo reakci indolenintt obecného vzorce III
s methyllithiem (CH;Li) v aprotickém rozpoustédle, Jjako je na-
ptiklad suchy tetrahydrofuran.

III IB

kde R a R! maji vyznam, uvedeny u obecného vzorce I.
c) 4b,9b—Dimethyl—4b,5,9b,10~tetrahydroindeno[1,2—b]indoly (1B)
se take mohou pfipravovat z odpovidajicich v poloze 4b nesubsti-
tuovanych analogl sledem metalace, napfiklad za pouZiti butyllit-
hia, karbonace za pou%iti oxidu uhli®itého a druhou metalaci,
napfiklad pouzitim butyllithia a alkylact methylhalogenidem nebo
methylsulfatem s naslednou koneé&nou hydrolyzou ziskanych, na ato-
mu dusiku karboxylovanych meziproduktd.

5,10-Dihydroindeno[1,2-b}indoly (DHII) obecného vzorce II se
jakoZto wvychozi 14tky mohou ptripravovat Fischerovou indolizaci
fenylhydrazinu obecného vzorce IV l-indanonem obecného vzorce V,
(kde znamena R4 atom vodiku).

Indoleniny jakoZto vychozi latky obecného vzorce IIT se mo-
hou ptipravovat reakci fenylhydrazinu obecného vzorce IV s 2-
methyl-l-indanonem obecného vzorce V (R4 znemana methylovou sku-

pinu).



o
=z
AN NF X
|
13 . 111
kde R a R! maji vyznam uvedeny u obecného vzorce I, a R4 znamena
atom vodiku nebo methylovou skupinu.

Mohou se nechavat reagovat l-methyl-l-indanony nebo 2-methyl-
l-indanony obecného vzorce V bud s volnou zasadou nebo se zdsadou
ve formé& soli, &asto hydrochloridu. Zpravidla se reak&ni sloZky
rozpusti v rozpoustédle, s vyhodou +v alkoholickém rozpoustédle,
napfiklad v ethanolu nebo v propanolu. V nékterych p¥ipadech neni
zapotfebil tepla, v jinych je nutno reakéni smés zah#ivanim udrZo-
vat na teploté zpé&tného toku pod dobu jedné hodiny i po delsi do-
bu.

Rakce sloudeniny obecného vzorce V a fenylhydrazind obecné-

ho vzorce IV za vzniku slouéeniny obecného vzorce II nebo III

postupuje ptes fenylhydrazonovy meziprodukt obecného vzorce VI
CH

R | 3 r* .
3
7!

kde R a R! maji vyznam uvedeny u obecného vzorce I, a R4 znamena
atom vodiku nebo methylovou skupinu.

Fenylhydrazonovy meziprodukt se né&kdy ml%e izolovat z¥ed&-
nim reakéni smési vodou a odd&lenim filtraci, nebo se muZe izolo-

vat extrakci vhodnym rozpou$tédlem. Dal%iho ¢i%téni se dosahuje




ptekrystalovanim nebo chromatogratii. V p¥ipadé chromatografie je

sloupcova chromatografie na silikagelu dostadujici a miZe se pou-
21t fady elu¢nich rozpou&tédel.

Cyklizace fenylhydrazond na 5,10-dihydroindeno(1,2-b]lindoly
(DHII) obecného vzorce II nebo na indoleniny obecného vzorce III
se miZe provadét jejich op&tnym rozpusténim ve vhodném rozpous-
tédle, s vyhodou v alkoholu, jako je naptiklad ethanol nebo pro-
panol a zpracovanim roztoku kyselinou naptiklad kyselinou chloro-
vodikovou, octovou nebo trifluoroctovou. MaZe byt pfitom zapotite-
bi tepla nebo ho nemusi byt zapot¥ebi. Nebo se mohou pouZit jina
cykliza&ni &inidla, jako jsou nap¥iklad Lewisovy kyseliny, jako
nap¥iklad chlorid zine&naty, nebo reakéni &éinidla obsahujici atom
fosforu, jako je napfiklad chlorid fosfority, fosforoxychlorid,
ty, kyselina polyfosforeénd nebo polyfosfonaty.

Pokud se m& pouZit soli fenylhydrazint misto fenylhydrazind
pfi reakci s indanony, pak miZe cyklizace fenylhydrazon@ jako%to
meziproduktd na 5,10-dihydroindeno([l,2~-b]lindoly (DHII) obecného
vzorce II nebo na indoleniny obecného vzorce III probihat spon-
tanné.

V poloze 4b nesubstituovane analogy slouteniny obecného

vzorce 1B, to(?e slouéenin obecného vzorce VII

CH3

Vi1

se mohou syntetizovat Fischerovou indolizaci fenylhydrazinu obec-
neho vzorce IV a 2-methyl-l-indanonu obecného vzorce V (R¢ zname-
na methylovou skupinu) nasledovanou redukci indoleninu jako%to
meziproduktu obecneho vzorce III.

Redukce indoleninu obecého vzorce III na cis—-4b,5,9b, 10~
tetrahydroindenol,2-bjindolove (THII) derivaty, substituované na
C-9b se dosahuje za pouZziti o sob& znamych reduké&nich ¢inidel,

jako je napfiklad borhydrid ve vhodném rozpoustédie, naprikiad



v ethanolu. Produkty se pak izoluji a &isti o sobé& znamym zpiso-
bem.

Zpusob pt¥ipravy vychozich latek, jako je t¥eba 5,10-dihydro-
indeno[1,2-blindol (DHII), a analogf@ obsahujicich funk&ni skupi-
ny, je popsdna v evropském patentovém spise EP—-A- O 404536.

Nasledujici pfiklady praktického provedeni vynalez objastiu-

ji, nijak ho v%ak neomezuji. Teploty se uvadéji ve °C.

Pfiklady provedeni vynalezu

P¥iklad 1
cis—-4b,5,9b,10-tetrahydro-4b,6,7,9,9b-pentanethyl -8-methoxyinde—
nof{l,2-blindol

i) 2,3,6-Trimethylanisol
Ptes noc se va¥i pod zpétnym chladiéem smé&s 50 g (0,367 mol)

2,3,6—trimethylfenolu, 55 g (0,4 mol) uhli¢itanu draselného a 36
ml (0,38 mol) dimethylsulfatu v 500 ml acetonitrilu,. P#ida se
35 ml koncentrovaného vodného roztoku amoniaku a smés se va¥i pod
zpétnym chladifem po dobu jedné hodiny. Po filtraci a odpafeni se
zbytek vyjme do etheru a promyje se dvakrat roztokem hydroxidu
sodného a dvakrat roztokem hydrogenuhli¢itanu sodného. Vysusi se
siranem hoteénatym a odpafi se, &im% se ziska 50,8 g (92 % teorie)
2,3,6-trimethylanisolu.

ii) 4-Nitro-2,3,6-trimethylanisol

Do michaného, zah#ivaného (o teploté 70 a2 80 °C) roztoku
20,3 g (0,135 mol) 2,3,6-trimethylanisolu ve 200 ml kyseliny oc-—
tové se ptida po kapkach 9,65 ml koncentrované vodné kyseliny du-
sidné ve 20 ml kyseliny octové. Po pridani se smés vlije na led
a ziskana smés se extrahuje t¥ikrat methylenchloridem. Organicka
faze se odpa¥i k odstranéni kyseliny octové a methylenchloridu
a zbytek se rozpusti v etheru a promyje se dvakrat roztokem hyd-
roxidu sodného a dvakrat roztokem hydrogenuhli&itanu sodného. Vy-
susi se (siranem ho¥e¢natym) a odpa¥i se, ¢imZ se ziska 19,0 g

(72 % teorie) 4-nitro-2,3,6-trimethylanisolu, kterého se pouZiva




bez dal$iho ¢i3%téni v dalsim stupni.

iii) 4-Amino-2,3,6~-trimethylanisol

Sm&s 19,0 g (0,097 nmol) 4-nitro-2,3,6—trimethylanisolu a
dvou malych 1%2idek Pd/C (5%) ve 200 ml ethanolu se hydrogenuje po
dobu ¢tyr hodin v Parrové aparatute. Katalyzator se pak odstranti
filtraci a rozpou&t&dlo se odpa#i. Intenzivné tervenavy zbytek se
rozpustli v etheru a extrahuje se vodnou kyselinou chlorovodikovou
(2M).

Spojené vodné faze se pak alkalizuji roztokem hydroxidu sod-
neho na hodnotu pH 14. Ziskany zasadity roztok se extrahuje ethe-
rem. Po vysuSieni (siranem hofednatym) se produkt vysra%i ve for-
mé& své hydrochloridové soli ptidanim roztoku kyseliny chlorovodi-
kové (g) v etheru. Filtraci se ziska 10,1 g (63 % teorie) 4-ami-
no-2,3,6-trimethylanisolhydrochloridu.

iv) 4-hydrazino-2,3,6-trimethylanisol

Suspenze 5,17 g (0,0256 mol) 4-amino-2,3,6-trimethylanisol-
hydrochloridu v 30 ml koncentrované vodné kyseliny chlorovodikové
a 35 ml vody se zaht¥ivad (na teplotu 80 °C) tak dloho a% se hyd-
rochlorid rozpusti. Ochlazeni na teplotu =5 °C vede k vysrazZeni
hydrochloridu ve formé& malych jemnych krystal@. Do této michané
smési se po kapkach v prub&hu 30 minut p¥ida smés 1,77 g (00,0256
mol) dusitanu sodného v 15 ml vody za udriovani reakéni teploty
=5 az O "C. Po michani p¥i této teplot® po dobu dal$ich 15 minut
se prida roztok 14,46 g (0,064 mol) dihydratu chloridu cinatého
ve 12 ml koncentrované vodné kyseliny chlorovodikove za udrZovani
teloty O °C. Reakéni smés se pak necha pomalu oh¥at na teplotu
mistnosti pak se alkalizuje roztokem roztokem hydroxidu sodného
az do hodnoty 14. Ziskand smés se extrahuje etherem a pak se vysi
(siranem hofe¢natym), produkt se vysra%i ve formé hydrochloridu
pfidanim kyseliny chlorovodikové (g) v etheru. Filtraci se ziska

3,8 g (69 % teorie) 4-hydrazino-2,3,6-trimethylanisolu.

v) 9b,10-Dihydro~6,7,9,9b—tetramethyl-8—methoxyindeno[l,2—b]—

indol



Smés 2,2 g (0,012 mol) 4-hydrazino-2,3,6-trimethylanisolu,
1,9 g (0,013 mol) 2-methyl-l-indanonu a 2 ml koncentrované vodné
kyseliny chlorovodikove ve 20 mol ethanolu se zahtiva pod zpétnym
chladid¢em v prostfedi argonu po dobu jedné hodiny. Po ochlazeni
se rozpoustédlo odstrani odpatenim a zbytek se rozd&li mezi smés
vody a methylenchloridu. Vodna faze se neutralizuje piidanim vod-
neho roztoku hydrogenuhliéitanu sodného a faze se odd&li. Po vy-—
suSeni (siran hofe¢naty) a odpateni organické faze se zbyly suro-
vy produkt ¢&isti chromatografii na oxidu kfemiditém za pouZiti
methylenchloridu jakoZto -eluéniho ¢&inidla. Tak se ziska 1,1
g (31 % teorie) 9b,10-dihydro-6,7,9,9b-tetramethyl-8-methoxyinde-
no{l,2-bjindolu, kterého se p#imo pouZivd v dalsim stupni.

vi) cis-4b,5,9b,10-Tetrahydro-4b,6,7,9,9b-pentamethyl-8-metho-
Xyindeno {1, 2-bjindol

Do studeného (-80 °C) roztoku 1,1 g (0,0038 mol) 9b,10-
dihydro-6,7,9,9b—-tetramethyl-8-methoxyindeno{1,2~b]lindolu v 20 ml
suchého tetrahydrofuranu se pf¥ida 4 ml 1,6M methyllithia v etheru
v prostfedi argonu. Smé&s se micha pti teplotd -78 °C po dobu jed-
né hodiny a pak pfi teplotd -20 °C po dobu jedné hodiny. Po dosa-
Zeni teploty O °C se pt¥idd vodny roztok chloridu amonného a ethe-
ru. Faze se oddéli a organické faze se promyji jednou vodou, vy-
su§l se (sxiranem hofecnatym) a odpati se. Ziskany surovy produkt
se Cisti chromatografii na oxidu k¥emiditém za pouziti systému
ethylacetat/isooktan (2 : 10) jakoZto elu&niho éinidla. Tak se
ziska 0,3 g (25 % teorie) cis-4b,5,9b,10-tetrahydro-4b,6,7,9,9b~
pentamethyl-8-methoxyindeno[1l,2-b}lindol
1H NMR (CDCls): 1,41 (3H, s), 1,43 (3H, s), 1,96 (3H, s), 2,07
(3H, s), 2,35 (3H, s), 3,0 (1H, 4), 3,55 (3H, s), 3,65(1H, 4d),
7,1 (3H, m), 7,25 (1H, m)

P¥ikiad 2
cis—-4b,5,9b,10~-Tetrahydro-8-ethoxy-4b, 7,9, 9b~tetramethyiindeno-

[1,2-blindol

i) 4-Nitro-2,6~dimethyl—-l-ethoxybenzen




Smés 10 g (0,0598 mol) 4-nitro-2,6-dimethylfenolu, 16,5 g
(0,1196 mol) uhliditanu draselného a 18,6 g (00,1196 mol) ethyljo-
didu v 100 ml acetonitrilu se va#i pod zpétnym chladiéem po dobu

2,5 hodin. Pevny material se odfiltruje za horka a promyje se
horkym acetonitrilem. Spojena organicka faze se odpa#i a ziskany
zbytek se rozpusti v etheru. Etherova faze se promyje vodou, vy-
sugi se (siranem hofe&natym) a odpafi se, d¢imz se =ziska 11,4
g (98 % teorie) 4-nitro-2,6-dimethyl-1-ethoxybenzenu o teploté
tani 56 °C.

ii) 3,35-Dimethyl-4-ethoxyanilin

Roztok 11,4 g (0,058 mol) 4-nitro—2,6—dimethyl—1—ethoxyben-
Zenu ve 115 mol ethanolu (95%) se hydrogenuje p#es noc za pouzi-
ti systému Pd/C jako%to katalyzatoru. Po odstranéni katalyzatoru
odfiltrovanim se rozpou$tédlo odstrani odpafenim, ¢&im% se ziska
9,2 g (96 % teorie) 3,5-dimethyl-4-ethoxyanilinu o teploté tani
74 °C.

iii) 3,5-Dimethyl-4-ethoxyfenylhydrazin
Do ochlazené (-5 °C), michané suspenze 9,2 g (0,0557 mol)

3,5~dimethyl-4-ethoxyanilinu v 50 ml 6N kyseliny chlorovodikové
(vodné), se prida v prab&hu 30 minut 3,8 g (0,0557 mol) dusitanu
sodneho v 15 ml vody. Micha se pri teploté +5 °C po dobu 30 mi-
nut, ziskand smés se pridd v prostredi argonu a za michani do
29,1 g (0,167 mol) dithionitu sodného, rozpusténéeho ve 150 ml
vody. Micha se po dobu 20 minut p¥i teplot® + 5 °C, nade? se pri-
dd 250 mi etheru a smés se alkalizuje na hodnotu pH 9 pfidanim
10 N roztoku hydroxidu sodného. Organicka faze se oddéli a promy-
je se roztokem chloridu sodného. Po vysuseni (siranem sodnym) se
produkt pfresrazi ve formé& hydrochloridu ptidanim systému kyselina
chiorovodikova (g)/ether (do hodnoty pH 3). Filtraci a promytim
etherem se ziska 9,4 g (78 % teorie) 3,5-dimethyl-4-ethoxyfenyl-
hydrazinhydrochloridu.

iv) 9b,lO—Dihydro—S—ethoxy—?,Q,9b—trimethylindeno(1,2-b]indol
Roztok 2,16 g (0,01 mol) 3,5—dimethyl-4—ethoxyfenylhydrazin—



hydrochlioridu a 1,46 g (0,01 mol) 2~methyl-l-indanonu ve 20 ml
kyseliny octové se micha pfes noc pri teploté mistnosti a pak se
va¥i pod zpétnym chladi%em po dobu t#1i hodin. Smés se zfedi vo-
dou, alkalizuje se 10 N roztokem hydroxidu sodného a extrahuje se
t¥ikrat methylenchloridem. Spojena organicka faze se promyje vo-—
dou, vysusi se (siranem sodnym) a odpa¥i se, ¢imZ se ziska 2,8 g
surového produktu, ktery se prekrystaluje ze systému lehky petro-
lej/ethylacetat (5 : 1). VytéZek je 2,1 g (72 % teorie) 9b,10-di-
hydro-8-ethoxy—7,9,9b-trimethylindeno[1l,2-bjindolu o teploté tani
164 °C.

v) cis-4b,5,9b,10-tetrahydro—-8-ethoxy—-4b,7,9,9b-tetramethyli-
indeno[l,2-blindol,

Do studeného roztoku (-78 °C) 2,0 g (0,0063 mol) 9b,10-di-
hydro-8-ethoxy-7,9,9b-trimethylindeno[1,2-b]Jindolu wve 20 ml su-
chého tetrahydrofuranu se pfida po kapkach za michani a v prost-
fedi argonu 10 ml methyllithia (1,6 N) v etheru. KdyZ je ptridava-
ni ukon&eno, pokraduje se v michani jedté po dobu jedné hodiny
pti teploté -20 °C a pak jednu hodinbu p#i teploté mistnosti. Re-
akce se ukon¢i pfidanim do smé&si 20 ml nasyceného roztoku chlori-
du amonného. Po pfridani 100 ml etheru se organicka faze oddéli
a promyje se dvakrat roztokem chloridu amonného. Vysusi se (sira-
nem sodnym) a odpafi se, ¢im% se ziska 2,0 g (96 % teorie) cis=~
4b,5,9b, 10-tetrahydro—-8~ethoxy—-4b,7,9,9b-tetramethylindeno {1, 2—

blindolu.
1H NMR (CDCls3): 1,35 (3H, t), 1,40 (6H, d), 2,10 (3H, s), 2,35
(3H, s), 2,95 - 3,05 (1iH, d), 3,55 - 3,75 (3H, m), 6,10 (1lH, s),

7,00 - 7,3 (4H, m)

Prikiad 3

cis—-4b,5,9b, 10-Ttrahydro-8-methoxy-6,7,9-trimethylindeno(1,2-b]~-

indol

i) 5,10-Dinhydro-8-methoxy-6,7,9~-trimethyliindeno{1,2-b]jindol
Smés 1,95 g (0,009 mol) 4-hydrazino-2,3,6-trimethylanisol-
hydrochloridu (ptipraveného zplsobem podle pfikiadu 1) a 1,06 g




(0,008 mol) l-indanonu v 20 ml ethanolu a 2 ml koncentrovane ky—

seliny chlorovodikové se vafri pod zpétnym chladidem po dobu jedne
hodiny. Rozpou$tédlo se odstrani odpafenim a zbytek se rozd&li
mezi ether a vodu. Vodna faze se alkalizuje roztokem hydroxidu
sodného. Organickd faze se oddé&li a Promyje se vodou. vysu3i se
(siranem sodnym) a odpat*i se, &im# se ziska surovy produkt, ktery
se ¢isti chromatografii za pouZiti systému methylenchlorid/lehky
petrolej (20/80) jakoZto eluéniho &inidla. Kone¢na krystalizace
poskytuje 1,08 g (49 % teorie) 5,10-dihydro—-8-methoxy-6,7,9~tri-

methylindeno([1,2-b]indolu.

ii) cis—4b,5,9b,IO—Ttrahydro—B—methoxy—s,7,9—trimethylindeno—
(1,2-b]indol

Do roztoku 0,65 g (0,00234 mol) 5,10—dihydro—8-methoxy—6,7,9—
trimethylindeno[1,2—b]indolu a 0,95 g (0,00957 mol) morfolinobo-
ranu ve 4 ml dioxanu se ptida po kapkach 1 ml koncentrované kyse-
liny chlorovodikové. Smé&s se vari pod zp&tnym chladidem po dobu
30 minut, ochladi se na teplotu mistnosti, nade® se pftida 3 ml 6N
kyseliny chlorovodikové. Smés se Pak vafi pod zp&nym chladidem po
dobu dal%fich 30 minut. Po ochlazeni na teplotu misntosti se suro-
vy produkt rozd&li mezi ether a vodny roztok hydroxidu sodného,
organicka faze se odd&li a promyje se vodnym roztokem hydroxidu
sodného a vodou, vysu#i se (siranem hote&natym) a odpatenim se
ziska surovy produkt, ktery se prekrystaluje ze systému ethylace-
tat/lehky petrolej. Vytéikem je 0,46 g (70 % teorie) cis—4b, 5, 9b~-
lo—tetrahydro—8—methoxy—6,7,9—trimethylindeno[1,2—b]indolu.
!H NMR (CDCl3): 2,00 (3H, s), 2,14 (3H, s), 2,28 (3H, s), 3,17
(1H, dd), 3,55 (1H, dd), 3,64 (1lH, s), 4,28 (1H, ddd), 5,38 (1H
d), 7,20 - 7,27 (3H, m), 7,39 (1lH, 4)

Farmakologické vlastnosti

Indenoindoly podle vynalezu jsou hydrofobni a stabilni
struktury, ktere vytvareji kationty, stabilni kationtove radikaly
nebc radikaly po oxidaci. Jsou ainnymi antioxidanty, méfeno in-

hibici systeéemem askorbat-Zeleznaty iont indukované lipidové per-



oxidace in vitro, s hodnotou ICso nizkou naptiklad 10 nM. Sloude-

niny obecného vzorce I pfedchazeji G¢inné oxidaci lipoproteint

v lidské plasm& v pfitomnosti krali&ich bunék kratkych sval@ nebo
mySich peritonealnich makrofagl. Také pfechazeji ischemickému/re-

perfuznimu poskozeni srdce izolovaného perfuzniho krysiho sdrce

a chrani proti poskozeni jater my%i nebo izlovanych krysich hepa-

tocytu navozenému chloridem uhliéitym, acetaminofenem, methylmet-

hansulfonatem, menadionem, terc.-butylhydroperoxidem a N-methyl-

Nl-nitro-N—-nitrosoguenidinem.

Pro tyto vlastnosti maji sloudeniny obecného vzorce I podle
vynadlezu pouZitelnost pti ochran& nebo o#et¥ovani ischemickych
nebo reperfuznich poruch, zvlasté mozkového a srdeéniho stavu is-
chemie/infarkt, atheroskerosy, trombosy, embolismu, Parkinsonovy
choroby, starnuti, Alzheimerovy nemoci, neoplasmll a toxicity ati-
neoplastovych drog, ¢inidel potlaéujicich imunitu a stavd zandétt
navozujicich alergické/zanétlivée stavy jako je bromchialni asthma
a reumatoidni arthritis. JakoZto 3jin& mo%nd pouZ%iti se uvadé&ji
chemoprevence proti chemické otravé a proti poskozeni ozatenim.
Indenoindolové sloufeniny nejsou podstatné&ji aktivovany ultrafia-
lovym svétlem, &imZz by byly vhodné k pouZiti pro prosttedky k pé-
¢i o pokoZku. Jinou =zajimavou a daleZitou charakteristikou inde-
noindolovych sloudenin podle vynalezu je jejich schopnost stabi-

lizovat membrany.

Farmakologické testy

NejduleZité&jsi charakteristikou slouéenin obecného vzorce
podle vynalezu je jejich U&innost jakoZto poutade volnych radika-
I nebo antioxidantu. PouZiva se zkusebniho systému pro stanove-
ni koncentrace slougenin obecného vzorce 1 potfebné k inhibici
iipidoveé peroxidace o 50 % (ICs0). Tatoc zkouska je dale popsana
v odstavci 1. a ziskané hodnoty jsou uvedeny v tabulce I. Kromé
toho je v odstavci 2. popsan test ihnibice makrofagu navozené

LDL-peroxidaci a ziskané hodnoty jsou uvedeny v tabulce II.

1. Lipidicka peroxidace zavisla na systému askorbat/Zeleznaty




iont

Pro Z2eleznato/askorbéat lipidicky peroxida&ni systém se prida
6,25 ml 0,1 M kaliumfosfatového pufru (KPi), hodnota pH 7,4 do
12,5 mg suchého sojového fosfolipidu. Promyva se argonem po dobu
2 minut, suspenze se utésni pé&ti vrstvami Parafilmu a plsobi se
zvukem aZ se dosahne prasvitnosti suspenze. Konednad reakéni smés
se skada 2z 200 ug/ml fosfolipidu, 10 uM siranu %elezitoamonného
[FeNH4(S04)2] nebo siranu ¢eleznatoamonného [Fe(NH;):(S04):] a
100 puM kyseliny askorbové v 0,1 M KP; (hodnota ©pH 7,4) a
antioxidant se zkou%i v acetonu nebo v dimethylsulfoxidu. Objem
pojiva nikdy nepfekro¥i 1 % celkového objemu. Reakce se iniciuje
ptidanim kyseliny askorbové plus Zeleza. Reakce pokraduje pri
teploté mistnosti v prottepavané vodni lazni po dobu 30 minut a
pak se zastavi priddnim 10 HM O,5 M butylovaného hydroxytoluenu
v dimethylsulfoxidu. Shora uvedeny proces a nasledné stanoveni
systému 2-thiobarbiturova kyselina - reaktivni material jsou po-
psany v publikaci Shertzer H.G. a kol., Biochem, Pharmacol. 37,
str. 333 (1988). Tabulka I objasfiuje vliiv indenoindold a a-toko-
ferolu na 1lipidickou peroxidaci zavislou na systému askorbat/Ze-

leznaty iont.

Tabulka I

Slou¢enina pICsyp
cis—-8-methoxy—-6,7,9-trimethyl-THII 8,0
cis-8-ethoxy-4b,7,9,9b-tetramethyl-THII 7,9
cis—s—methoxy—4b,6,7,9,9b—pentamethyl—THII 7,6

2. Inhibice makrofagu, navozena LDL-peroxidaci

Mysi peritoneaini makrofagy se inkubuji v prostredi Ham F10
v ptitomnosti 25 pug lidskych lipoproteinu (LDL)/ml o nizké husto-
t& makrofagového prosti#edi. Slou&enina obecného vzorce 1 podle
vynadlezu se rozpusti v ethanolu a prida se do kone&né koncentrace
10-5 aZz 10-:9M. Buftky v triplikatu se inkubuji po dobu 24 hodin.
Bunééne prostfedi se pak odstrani a iipidicka peroxidace se zkou-
§1 mé&fenim vytvofeni kyseliny thiobarbiturove jakoZto reaktivni
substance (TBARS) zpusocbem, ktery popsal Steinbrecher a kol-.
v Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81, str. 3883 (1984). Vysledky jsou



uvedeny v tabulce II jakoito ~log koncentraci nutnych ke sniZ%eno
lipidické peroxidace o 50 % ve srovnani s kontrolou (pIC:o)

Tabulka II

Sloutenina PICso
Cis-8-methoxy—-4b,6,7,9,9b-pentamethyl ~-THII 7,9
cis—-8-ethoxy—-4b,7,9,9b-tetramethyl ~THII 7,8
cis—-8-methoxy-6,7,9-trimethyl-THII 7,9

Pramyslovd vyuZitelnost

Derivat indenoindolu, jeho enantiomery a soli jsou novymi a

G€innymi antioxidanty pro lé¢ka¥ské i nelékarské udely.




PATENTOUVE NAROKY

1. Derivat indenoindolu obecného vzorce I
CH,
[ R
R 3
N 1]
CH
3 2
]
H
kde znamena
R methoxyskupinu nebo ethoxyskupinu, p#idemZ pokud znamena

me thoxyskupinu, znamena
R! methylovou skupinu a
R? a R3 vidy atom vodiku nebo methylovou skupinu a pokud
R Zznamena ethoxyskupinu, znamena
R! atom vodiku a
R? a R? vidy methylovou skupinu,

a jeho enantiomery a soli.

2. Derivat indenoindolu podle naroku 1 obecného vzorce I, kte-
rym Jje cis-4b,5,9b,10-tetrahydro-8-ethoxy-4b,7,9, 9b- tetramethyl—

indeno(1,2-blindol a jeho enantiomery a soli.

3. Derivat indenoindolu podle naroku 1 obecného vzorce I, kte-—
rym Jje cis—4b,5,9b,lo—tetrahydro—s—methoxy-é,7,9,—trimethylinde-

no(l,2-blindol a jeho enantiomery a soli.

4. Derivat indenoindolu podle naroku 1 obecného vzorce I, kte-
rym je cis—4b,5,9b,lO—tetrahydro-s—methoxy—4b,6,7,9,9b—pentamet—

hylindeno{1,2-blindol a jeho enantiomery a soli.

s ciol e s ot T T —H—nol



.57 Farmaceuticky prostfedek pro o$etfovani 1idi i zvitat zvlias-

t®& pro o%etfovani atherosklerosy, ischemickych nebo reperfusnich
chorob, thrombosy a embolismu, pro o%etfovani nebo prevenci neo-
plasmlt nebo pro ofet¥ovani Parkinsonovy choroby, Alzheimerovy
choroby nebo stavlli starnuti, alergicko/zanétlivych stavd jako
bronchidlniho asthma a rheumatoidni arthritis, po%kozeni zplhsobe-—
nych chemikadliemi, radiaci, jako antineopastovych nebo imunitu
potladujicich ¢&inidel, vy znaé¢uijici s e tim, Ze
jako W¢innou lAtku obsahuje derivat indenoindolu podle naroku 1

a%2 4, jeho enantiomer nebo jeho farmacetuciky vhodnou sal.

206. Pou%iti derivatu indenoindolu podle naroku 1 az 4, jeho
enantiomeru nebo jeho farmaceticky vhodné soli pro vyrobu léd&iv

pro oSetfovani atherosklerosy, ischemickych nebo reperfusnich
chorob, thrombosy a embolismu, pro o$et¥ovani nebo prevenci neo-—
plasmd nebo pro oSetfovdni Parkinsonovy choroby, Alzheimerovy
choroby nebo stavi starnuti, alergicko/zan&tlivych stava jako
bronchialniho asthma a rheumatoidni .arthritis, poskozeni zplsobe-
nych chemikaliemi, radiaci, jako antineopastovych nebo imunitu

potia¢ujicich ¢inidel.




7.

At. Zplsob ptipravy derivatu indenoindolu podle naroku 1 a2
4, obecného vzorce I, kde jednotlivé symboly maji v ndaroku 1 uve-
deny vyzna, vy znad&uijicli s e tim, Ze

a) se redukuje 5,10-dihydroindeno(l,2-b]Jindo (DHII)

kde R a R! maji vyznam uvedeny u obecného vzorce I,

b) nechava se ragovat indolenin obecného vzorce III s methyl-
lithiem

-1
-
-
]
w

kde R a R! maji vyznam, uvedeny u obecného vzorce I,

c) pro pfipravu 4b,9b-dimethylsloudenin se metalluje sloudenina
obecného vzorce VII '




CH,
° CH
R | 3
= f 2 VII
N RN
CH
301 r
R
H
kde R a R: maji wvyznam, uvedeny u obecného vzorce I, ziskana y

slou¢enina se nechava reagovat s oxidem uhlié¢itym, znovu se meta-

luje a alkyluje se methylhalogenidem nebo methylsul fatem s na-
slednou koneé&nou hydrolyzou.

g Kempozice
2. » VyYyZnaduijicecit s e t1im, %e obsa-

huje slou&eninu citlivou k oxida&nimu po$kozeni a sloudeninu pod-
le naroku 1 a% 4 nebo jeji enantiomer nebo jeji stl.

g.

pr- ZpUsob stabilizace slougenin, citlivych k oxida&nimu po-
S$kozeni, vy znaté¢u jici s e tim, %2e se sloudenina,
citliva k oxida&nimu poskozeni, uvadi do styku se slu&eninou o-
becného vzorce I podle naroku 1 a% 4 nebo s jejim enantiomerem
nebo s jeji soli.
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