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Pyrrolem substituovana 2-indolinova sloudenina pro poufiti jako inhibitor proteinkiniz
a farmaceuticka kompozice s jejim obsahem

Oblast techniky

Predlozeny vynalez se tykd uritych 3—pyrrolem substituovanych 2—indolinoni, které moduluyi
aktivitu proteinkinaz (,,PK*). Slouceniny podie predioZeného vynélezu jsou proto G&inné pii ofe-
tieni poruch spojenych s abrormalni aktivitou PK. Dale se piedlozeny vynalez tyka farmaceu-
tickych ptipravkd zahrnujicich tyto slougeniny, zpisobii oSetfeni onemocnéni pomoci farmaceu-
tickych pfipravkll zahrnujicich tyto slouceniny a zplisob( jejich pfipravy.

Dosavadni stav techniky

Nasledujici popis mé4 pouze informativni charakter a neklade si za cil byt znamym stavem tech-
niky ptedlozeného vynalezu.

PK jsou enzymy, které katalyzuji fosforylaci hydroxyskupin na tyrosinovych, serinovych a threo-
ninovych zbytcich proteind. Duasledky této zdanlivé jednoduché aktivity jsou ohromné; bunény
riist, diferenciace a proliferace, tzn. prakticky viechny aspekty zivota buiiky tim ¢i onim zpiso-
bem zaviseji na aktivité PK. Mimoto abnormalni aktivita PK souvisi se spoustou poruch sahaji-
cich od relativné Zivot neohroZujicich onemocnéni, jako je psoriaza, az po extrémné virulentni
onemocnéni, jako je glioblastom (rakovina mozku).

PK je mozno vyhodné rozdélit do dvou skupin, na proteinové tyrosinkinazy (PTK) a serin—threo-
ninkinazy (STK).

Jednim z hlavnich aspektd aktivity PTK je jejich 0&ast na receptorech riistového faktoru. Recep-
tory riistového faktoru jsou proteiny buné&ného povrchu. Pokud se na né navaze ligand ristového
faktoru, piechazeji receptory ristového faktoru na aktivni formu, kterd interaguje s proteiny na
vnitinim povrchu bunééné membrany. To vede k fosforylaci na tyrosinovych zbytcich receptoru
a dal3ich proteinech a k tvorb& komplexii s riznymi cytoplazmatickymi signalnimi molekulami
uvniti butiky, které pak ovliviiuji velky pocet bundénych odpovédi, jako je bunééné déleni (proli-
ferace), bunééna diferenciace, bun&ny rist, exprese metabolickych efekti do extracelularniho
mikroprostiedi atd. Pro detailnéjsi informace viz Schlessinger and Ullrich, Neuron, 9: 303 - 391
(1992), na jejichz praci je zde odkazovano, véetné veikerych obrazkiim jako by plné€ byla uvede-
na zde.

Receptory riistového faktoru s aktivitou PTK jsou znamy jako receptorové tyrosinkinazy
(,.RTK*). Zahmuji velkou rodinu transmembranovych receptorii s rozli¢nymi biologickymi akti-
vitami. Dosud bylo identifikovano alespoii 19 riiznych podskupin RTK. Ptiklad t&chto RTK zahr-
nuje podskupinu oznadovanou jako ,,HER® RTK, ktera zahrnuje EGFR (receptor epitelialniho
riistového faktoru), HER2, HER3 a HER4. Tyto RTK se sestavaji z extraceluldrni glykosylované
vazebné domény ligandu, transmembranové domény a intracelularni cytoplazmatické katalytické
domény, ktera mize fosforylovat tyrosinove zbytky na proteinech.

Dal3i podrodina RTK se sestava z receptoru inzulinu (IR), receptoru inzulinového typu riistového
faktoru 1 (IGF-IR) a pfibuzného receptoru inzulinu (IRR). IR a IGF-IF interaguji s inzulinem,
IGF-1 a IGF-11 za vzniku heterotertameru dvou zcela extracelularné glykosylovanych o podjed-
notek a dvou 3 podjednotek, které protinaji bunéénou membranu a obsahuji tyrosinkindzovou
doménu.

Teeti podrodina RTK se ozna¢uje jako skupina receptori ristového faktoru odvozeného od desti-
¢ek (..PDGF), ktera zahrnuje PDGFRa, PDGFRB, CSFIR, c—kit a c—fms. Tyto receptory se
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sestivaji z glykosylovanych extraceluldrnich domén sloZenych z riizného poétu kli¢ek imuno-
globulinového typu a intracelularni domény, kde tyrosinkindzova doména je pferudena nepiibuz-
nymi aminokyselinovymi sekvencemi.

Dal§i skupinou, kterd v diisledku své podobnosti s podrodinou PDGFR je nékdy zahrnovana do
posledng uvedené skupiny, je podrodina receptorii fetalni jaterni kinazy (,.flk*). Pfedpoklada se,
¥e tuto skupinu tvoii receptor obsahujici doménu kindzového insertu pro fetalni jaterni kinazu—1I
(KDR/FLK~1, VEGF-R2), flk—IR, flk-4 a tyrosinkinaza | typu fms (fit—1).

Dalgim &lenem rodiny tyrosinkindzového receptoru ristového faktoru je podskupina receptoru
fibroblastového ristového faktoru (,,FGF*). Tato skupina se sestava ze ¢ty receptorid, FGFR1-4,
a sedmi ligandi, FGF1-7. I kdyZ nejsou je$té plné definovany, lze fici, Ze se receptory skladaji
z glykosylované extracelularni domény obsahujici riizny pocet klicek imunoglobulinového typu,
a intracelulami domény, ve které je tyrosinkinazova sekvence pferusena oblastmi nepiibuznych
aminokyselinovych sekvenci.

Jesté daldim Elenem podskupiny tyrosinkinazového receptoru riistového faktoru je podskupina
receptoru ristového faktoru vaskularnich endotelovych bunék (,VEGF*). VEGF je dimerni
glykoprotein podobny PDGF, nicméné ma jiné biologické funkce a cilové bunéénou specifitu
in vivo. Konkrétné se v soudasné dobé piedpoklada, ze md dileZitou roli pfi vaskulogenezi
a angiogenezi.

Uplny seznam znamych podrodin RTK je popsan v Plowman et al, DN&P, 7(6): 334 — 339
(1994), na jejichZ praci je zde odkazovano, véetné kterychkoliv obrazkl, jako by plné bylo
uvedeno zde.

Kromé RTK také existuje rodina zcela intracelutarnich PTK oznadovana nereceptorové tyrosin-
kinazy (,,non—receptor tyrosin kinases“) nebo také ,,bun&iné tyrosinkinazy*. Dale bude v popisu
pouZivana zkratka tohoto druhého oznaeni, tzn. CTK. CTK neobsahuji extracelularni
a transmembranové domény. Do soudasnosti bylo identifikovano 24 jednotlivych CTK zahrnuji-
cich (11) podrodin (Src, Frk, Btk, Csk, Abl, Zap70, Fes, Fps, Fak, Jak a Ack). Podrodina Src je
v soudasnosti tvofena nejvétim poétem CTK a zahrnuje Sre, Yes, Fyn, Lyn, Lck, Blk, Hek, Fgr
a Yrk. Podrobngjsi diskusi CTK poskytuje Bohlen, 1993, Oncogene 8: 2025 — 2031, na jejichz

praci je zde odkazovano, v&etné kterychkoliv obrazkiim jako by plné bylo uvedeno zde.

Serin/threoninkindzy, STK, typu STK, jsou pFevaziné intracelularni, adkoliv existuje nékolik
receptorovych kinaz typu STK. STK jsou nejcastéji cytosolové kinazy, tzn. kinazy, které vykona-
vaji svoji funkei v jiné &asti cytoplazmy, nez se nachazeji cytoplazmatické organely a cytoskelet.
Cytosol je oblast v bufice, ve které se vyskytuje velké mnoZstvi bunééné intermediarni meta-
bolické a biosyntetické aktivity, napf. syntéza proteinil na ribozomech probiha v cytosolu.

Bylo zjisténo, Ze mnohé RTK, CTK a STK se podileji se na &etnych patogennich stavech hostite-
le, v&etné, vyrazné, na rakoving. Dali patogenni stavy souvisegjici s PTK zahrnuji, ale neni to
nikterak limitovdno, psoriazu, hepatickou cirhézu, diabetes, angiogenezi, restendzu, ofni one-
mocnéni, revmatoidni artritidu a dal3i zanétlivé poruchy, imunologické poruchy, napf. autoimu-
nitni choroba, kardiovaskularni onemocnéni, napi. ateroskleroza a razné renalni poruchy.

Co se tyde rakoviny, uvadéji se dvé hlavni zdokonalené hypotézy, jez vysvétluji nadmérnou
buné¢nou proliferaci, ktera Fidi vznik nadoru souvisejiciho s funkcemi, o kterych je znamo, ze
jsou regulovany PK. Predpoklada se, Ze maligni bunétny rust je vysledkem poruchy mechani-
zmu, ktera fidi bunéné déleni a/nebo diferenciaci. Bylo zji§téno, Ze proteinové produkty mnoha
protoonkogenii se podileji na transdukénich drahach signalu, které reguluji bunéény riist a dife-
renciaci. Tyto proteinové produkty protoonkogenid zahrnuji extracelularni ristové faktory, trans-
membranové receptory rastového faktoru PTK (RTK), cytoplazmatické PTK (CTK) a cytosolové
STK, v3e je popisovano vyse.
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Vzhledem ke zfejmému vztahu mezi buné&nymi aktivitami souvisejicimi s PK a §irokou $kalou
lidskych poruch, neni pfekvapenim, Ze je vynakladano velké dsili identifikovat zpiisoby modula-
ce aktivity PK. Nékteré z téchto zamérii také zahrnovaly biomimetické postupy vyuzivajici velkeé
molekuly k identifikaci PD podilejicich se na konkrétnich buné&énych procesech (napf. mutant-
nich ligand, U.S. patentova ptihlaska 4 966 849), rozpustnych receptorech a protilitkach (pfi-
hlaska WO 94/10 202: Kendall & Thomas, 1994, Proc. Natl. Acad. Sci. 90: 10705 — 09; Kim et
al., 1993, Narure 362: 841 — 844), RNA ligand (Jellinek, et al., Biochemistry 33: 10450356;
Takano, et al., 1993, Mol. Bio. Cell 4: 358A; Kinsella, et al. 1992, Exp. Cell Res. 199: 56 — 62;
Wright, et al., 1992, J. Cellular Phys. 152: 448 — 57) a inhibitorech tyrosinkinaz (WO 94/03 427;
WO 92/21 660; WO 91/15 495; WO 94/14 808; U.S. patent 5 330 992; Mariani, e al. 1994,
Proc. Am. Assoc. Cancer Res. 35: 2268).

Kromé vyde uvedeného byly v posledni dobé &inény pokusy identifikovat malé molekuly, ktere
plisobi jako inhibitory PK. Napiiklad bismonocyklické, bicyklické nebo heterocyklické arylové
slouceniny (PCT WO 92/02 642) a vinylen—azaindolové derivaty (PCT WO 94/14 808)
a l—cyklopropyl—4—pyridylchinolony (U.S. 5 330 992) se obecné popisuji jako tyrosinkinazoveé
inhibitory. Styrylové slougeniny (U.S. patent 5 217 999), styryl—substituované pyridylové slouce-
niny (U.S. patent 5 302 606), nékteré chinazolinové derivaty (EP 0 566 266 Al), selenoindoly a
selenidy (PCT WO 94/03 427), tricyklické polyhydroxylické slougeniny (PCT WO 92/21 660) a
slouteniny benzylfosfonové kyseliny (PCT WO 91/15 495) se popisuji jako slouceniny pro pou-
%iti jako inhibitory PTK pro pouziti pfi 1é¢bé rakoviny.

Podstata vynalezu

PiedloZeny vynalez se tyka uréitych 3—pyrrolem substituovanych 2-indolinonovych sloucenin,
které vykazuji PK modulagni schopnost, a tudiz jsou pouzitelné pti o3etfeni poruch souvisejicich
s abnormalni aktivitou PK.

Piedmétem vynalezu je pyrrolem substituovand 2—indolinonova slougenina obecného vzorce I

nebo jeji farmaceuticky ptijatelna sil, kde:
R' ma vyznam vybrany z vodiku, (C,—Cy)alkylu, —~(CH)R'"® a -C(O)NR®R’,
R? ma vyznam vybrany z vodiku, halogenu, (C,—Cy)arylu a ~S§(0),NR"R",

R’ ma vyznam vybrany z vodiku, (C,;—Cy)alkylu, (C,—C,)alkoxy, (C,—Cj)arylu, heteroarylu
a—-C(O)R",

R* je vodik,
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R® ma4 vyznam vybrany z vodiku a (C;—Cj)alkylu,

R® je-C(O)R",

R’ ma vyznam vybrany z vodiku, (C;—Cs)alkylu a (C\—Cy)arylu,

R® a R® maji vyznam nezavisle vybrany z vodiku, (C;—Cj)alkylu a (C,—Cy)arylu,

R je -N(R")CH,).,R", kde n je 1, 2 nebo 3, R" je vodik a R ma vyznam vybrany
z hydroxy, (C,—Cy)alkoxy, —C(O)R'?, heteroarylu a ~NR"“R",

R" a R" maji vyznam nezavisle vybrany ze skupiny sestavajici z vodiku, (C;—Cy)alkylu,
(C3—Cs)eykloalkyly, (C,—Cjz)arylu a heteroarylu, nebo

R" a R" mohou byt spojeny a tvofit heterocykloskupinu,
R"” ma vyznam vybrany z vodiku, hydroxy, (C,—C,)alkoxy a aryloxy,
R'® ma vyznam vybrany z hydroxy a —C(O)R" a
r je2neho3,

a kde:
alkoxy oznaguje O—alkyl nebo O—cykloalkyl,
aryloxy oznatuje O—«C,—C,z)aryl nebo O—heteroaryl,
heteroaryl oznatuje monocyklickou nebo kondenzovanou kruhovou skupinu s 5 az 12 ¢leny
kruhu, obsahujici jeden, dva nebo tii heteroatomy vybrané z N, O nebo S a zbylé atomy
kruhu jsou C,
heterocykloskupina oznaduje nasyceny kruhovy zbytek se 3 aZz 8 atomy kruhu, kde jeden
nebo dva atomy kruhu jsou tvofeny heteroatomy vybranymi z N, O nebo S(O),, kde n je celé
¢islo od 0 do 2, a zbylé atomy kruhu jsou C, kde jeden nebo dva C atomy jsou pfipadné
nahrazeny karbonylovou skupinou,
alkyly, alkoxyskupiny a cykloalkylové skupiny jsou nesubstituované,
arylové a heteroarylové skupiny jsou ptipadné substituované jednim nebo dvéma substitu-
enty, nezavisle vybranymi z halogenu, (C,—C,)alkylu, trihalogen(C,—Cyjalkylu, hydroxy,
merkapto, kyano, M-amido, mono— nebo di(C,—Cj)alkylamino, karboxy a N—sulfonamido,
heterocykloskupina je pfipadné substituovana jednim nebo dvéma substituenty nezavisle
vybranymi z halogenu, (C,—Cjlalkylu, —(C—Cjalkyl-karboxy, —(C,—Cs)alkyl-esteru,
hydroxylu a mono— nebo di(C|—Cy)alkylaminoskupiny.

Vyhodné& maji R" a R'* vyznam nezavisle vybrany z vodiku, (C,—C,)alkylu, heteroarylu, a jsou-li
spojeny, (CH:)s—, «(CHaz)s—, «(CH,),~O—+CH;),— a (CH, ). N(CH,3)(CHz)o~.

Vyhodné je n rovno 2 nebo 3 a R je -NR'’R", kde R" a R" jsou nezavisle (C,—Cy)alkyl.

Vyhodné je, jestlize n je 2 nebo 3 a R je -NR"R'Y, kde R" a R jsou spojeny do skupiny
vybrané z (CH;)s~, «(CH,)s~, {CH2),-O—«CH;);— nebo H(CHz):N(CH3)CH.)o,
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Vyhodné jsou slouteniny, kde R' je —C(O)NR®R®, kde R® je vodik a R® je aryl.

Piedmétem prediozeného vynalezu je rovnéz farmaceutickd kompozice obsahujici jednu nebo
vice sloutenin obecného vzorce I nebo jeji farmaceuticky pfijateinou sil a farmaceuticky pfija-
telny excipient.

Predmétem piedlozeného vyndlezu je dale pouziti slouenin podle vynalezu pro vyrobu l€iva
pro osetfeni onemocnéni zprostfedkovanych abnormalni aktivitou proteinkinaz, konkrétné recep-
torovych tyrosinkinaz (RTK), nereceptorovych proteinovych tyrosinkinaz (CTK) a proteinovych
serin/threoninkinaz (STK), v organizmu, zejména lidském, které zahrnuje podani farmaceutic-
kého pipravku obsahujictho slouteninu obecného vzorce 1 do uvedeného organizmu. Takova
onemocnéni zahrnuji, ale neomezuji se na n&, napfiklad rakovinu, diabetes, hepatickou cirhdzu,
kardiovaskularni onemocnéni, napf. aterosklerdzu, angiogenezi, imunologické onemocnéni, napf.
autoimunitni onemocnéni, a renalni onemocnéni.

Uginek sloutenin podle vynalezu je zaloen na modulaci katalytické aktivity PK, zejména
receptorovych tyrosinkinaz (RTK), nereceptorovych proteinovych tyrosinkinaz (CTK) a protei-
novych serin/threoninkinaz (STK), slou¢eninami podle pfedloZeného vynalezu, kterd miize byt
provadéna in vitro nebo in vivo. Konkrétné je receptorova proteinkindza, jejiZ katalyticka aktivita
je modulovana sloudeninou podle predloZeného vyndlezu, vybrana ze skupiny sestavajici se
z EGF, HER2, HER3, HER4, IR, IGF-1R, IRR, PDGFRa, PDGFRp, CSFIR, C-Kit, C—fms,
Flk-1R, Flk4, KDR/Flk-1, Flt-1, FGFR-1R, FGFR-2R, FGFR-3R a FGFR—4R. Buné¢nd
tyrosinkinaza, jejiZ katalytickd aktivita je modulovana slou¢eninou podle pfedlozeného vynilezu,
je vybrana ze skupiny sestavajici se z Src, Frk, Btk, Csk, Abl, ZAP70, Fes/Fps, Fak, Jak, Ack,
Yes, Fyn, Lyn, BIk, Hck, Fgr a Yrk. Proteinova serin—threoninkinaza, jejiz katalyticka aktivita je
modulovana sloudeninou podle piedlozeného vynalezu, je vybréna ze skupiny sestavajici se
z CDK2 a Raf.

Pro pfipravu slouéenin podle vynalezu je mozno pouzit meziproduktu obecného vzorce II:

R? RB
/ -(
; \/\-R
N 5
\ H
O
(11},

ve kterém
substituent R’ je vybran ze skupiny sestavajici se z atomu vodiku, alkylové skupiny a —C(O)R'";
substituent R® je vybran ze skupiny sestivajici se z atomu vodiku, alkylové skupiny a —C(O)R",

substituent R je vybran ze skupiny sestavajici se z atomu vodiku, alkylové skupiny, arylové
skupiny, heteroarylové skupiny, -C(O)R'” a -C(O)R"*

substituenty R® a R’ mohou byt spojeny dohromady za vzniku skupiny vybrané ze skupiny
sestavajici se z «{CH;)q—, {CH,)s— a «(CHz)s—; s vyhradou spogivajici v tom, Ze alespoii jeden ze
substituentd R®, R® nebo R” musi byt -C(O)R'";
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substituent R' Je vybran ze skupiny sestavajici se z hydroxyskupiny, alkoxyskupiny, aryloxy-
skupiny, -N(R'"(CH,),R"* a -NR"R";

substituent R'' je vybran ze skupiny sestavajici se z atomu vodiku a alkylové skupiny;

substituent R'? je vybran ze skupiny sestavajici se z ~NR"R'*, hydroxyskupiny, ~C(O)R", arylo-
vé a heteroarylové skupiny;

substituenty R'? a R' jsou nezavisle vybrany ze skupiny sestavajici se z atomu vodiku, alkylové
skupiny, kyanoalkylové skupiny, cykloalkylové skupiny, arylové a heteroarylové skupiny; nebo

substituent, R" a R" mohou byt spojeny dohromady za vzniku heterocyklové skupiny;
pojeny

substituent R je vybran ze skupiny sestdvajici se zatomu vodiku, hydroxyskupiny, alkoxy-
skupiny a aryloxyskupiny;

substituent R'” je vybrén ze skupiny sestavajici se z alkylové skupiny, cykloalkylové skupiny,
arylové skupiny a heteroarylové skupiny; a

n jel,2,3 nebo4.
Vyhodné jsou substituenty R* nebo R® ve slou¢ening obecného vzorce 11 ~-C(O)R';

substituent R® je vybran ze skupiny sestavajici se z atomu vodiku a alkylové skupiny, vyhodngji
atomu vediku nebo methylu;

substituent R® je vybran ze skupiny sestavajici se z atomu vodiku a alkylové skupiny, vyhodn&ji
atomu vodiku nebo methylu, pokud substituent R® je <COR'?;

substituent R® je vybran ze skupiny sestavajici s¢ z atomu vodiku a alkylové skupiny, vyhodngji
atomu vodiku nebo methylu, pokud substituent R® je -COR'’;

substituent R’ je vybran ze skupiny sestavajici se z atomu vodiku, alkylové skupiny a arylové
skupiny, vyhodnéji atomu vodiku, methylu nebo fenylu;

substituent R'® je vybran ze skupiny sestavajici se zhydroxyskupiny, alkoxyskupiny,
~N(R''YCH;).R'? a-NR""'R",

substituent R'' je vybran ze skupiny sestavajici se z atomu vodiku a alkylové skupiny, vyhodngji
atomu vodiku nebo methylu;

substituent R'? je vybran ze skupiny sestavajici se z ~NR“R";

substituenty R" a R' jsou nezavisle vybrany ze skupiny sestavajici se z atomu vodiku nebo
alkylové skupiny; nebo

substituenty R"* a R'* mohou byt spojeny dohromady za vzniku heterocykloskupiny: a n je 1, 2
nebo 3.

V ramci vySe uvedenych vyhodnych skuPin zahrnuji vyhodné)$i skupiny meziprodukta, ve
ktervch substituenty R’, R%, R"", R">, R" nebo R'® jsou nezavisle skupiny popsané v sekci
oznadené ,,vyhodné skupiny™ uvedené nize.

Pomoci slou¢enin podle vynalezu je mozZna identifikace chemické sloudeniny, kterd moduluje
katalytickou aktivitu proteinkinazy, uvedenim bunék exprimujicich uvedenou proteinkindzu
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v kontakt se sloudeninou nebo soli podle pfedloZeného vynélezu a naslednym monitorovanim
aéinku na uvedené buriky.

Detailni popis vynalezu

Definice

Pokud neni uvedeno jinak, maji nasledujici terminy pouzivané pii popisu a v patentovych naro-
cich tento vyznam:

Termin ,.alkylova skupina® se vztahuje na nasyceny alifaticky uhlovodikovy radikal zahrnujici
skupiny s linedrnim nebo rozvétvenym fetézcem majici 1 az 20 atoma uhliku (pokazdé kdyzZ je
uvedeno &iselné rozmezi, napt. ,,1-20%, znamena to, Ze skupina, v tomto pfipadé alkylova skupi-
na, mize obsahovat | atom uhliku, 2 atomy uhliku, 3 atomy uhliku, atd. az 20 atomii uhliku
véetn&). Alkylové skupiny s 1 az 4 atomy uhliku jsou oznageny nizsi alkylové skupiny. Pokud
uvedené nizsi alkylové skupiny nemaji substituenty, pak jsou oznaovany jako nesubstituované
nizsi alkylové skupiny. Vyhodnéji je alkylova skupina alkylova skupina stfedni velikosti s 1 az
10 atomy uhliku, napf. methyl, ethyl, propyl, 2—propyl. n—butyl, izo-butyl, terc-butyl, pentyl,
atd. Nejvyhodngji ma niz&i alkylova skupina 1 aZ 4 atomy uhliku, napt. methyl, ethyl, propyl.
2—propyl, n—butyl, izo—butyl nebo ferc—butyl, atd. Alkylova skupina miZe byt substituovana nebo
nesubstituovana. Pokud je substituovana, je substituent(y) vyhodné jeden nebo vice, vyhodnéji
jeden aZ tfi, nejvyhodnéji jeden nebo dva substituent(y) nezavisle vybrané ze skupiny sestavajici
se z halogenu, hydroxyskupiny, nesubstituované niZ$i alkoxyskupiny, arylové skupiny pfipadné
substituované jednou nebo vice skupinami, vyhodné jednou, dvéma nebo tfemi skupinami, které
jsou nezavisle jedna na druhé halogen, hydroxyskupina, nesubstituovana nizsi alkylova skupina
nebo nesubstituovana nizsi alkylova skupina, aryloxyskupina pfipadné substituovana jednou nebo
vice skupinami, vyhodné¢ jednou, dvéma nebo tremi skupinami, které jsou nezavisle jedna na
druhé halogen, hydroxyskupina, nesubstituovana nizsi alkylova skupina nebo nesubstituovana
nizsi alkoxyskupina, 6-<lenna hetercarylova skupina majici 1 az 3 atomy dusiku v kruhu, pfi-
gemz uhliky v kruhu jsou ptipadné substituovany jednou nebo vice skupinami, vyhodné jednou,
dvéma nebo tfemi skupinami, které jsou nezavisle jedna na druhé halogen, hydroxyskupina,
nesubstituovand niz3i alkylova skupina nebo nesubstituovana nizsi alkoxyskupina, 5—€lenna
heteroarylova skupina majici | aZ 3 heteroatomy vybrané ze skupiny sestavajici se z atomi
dusiku, kysliku a siry, pficemz atomy dusiku a uhliku ve skupiné jsou pfipadn& substituovany
jednou nebo vice skupinami, vyhodné jednou, dvéma nebo tfemi skupinami, které jsou nezavisle
jedna na druhé halogen, hydroxyskupina, nesubstituovana niz3i alkylova skupina nebo nesub-
stituovana nizsi alkoxyskupina, 5— nebo 6—&lenna heteroalicyklicka skupina majici 1 aZ 3 hetero-
atomy vybrané ze skupiny sesiavajici se £ dusiku, kysiiku a siiy, piiCemnz aiviny uitlinu a dusinu
(pokud je pfitomen) ve skupiné jsou piipadné substituované jednou nebo vice skupinami,
vyhodné jednou, dvéma nebo tfemi skupinami, které jsou nezavisle jedna na druhé hatogen,
hydroxyskupina, nesubstituovana nizsi alkylova skupina nebo nesubstituovand nizsi alkoxy-
skupina, merkaptoskupina, (nesubstituovand niz§i alkyl)thioskupina, arylthioskupina pfipadné
substituovana jednou nebo vice skupinami, vyhodné jednou, dvéma nebo tiemi skupinami, které
jsou nezavisle jedna na druhé halogen, hydroxyskupina, nesubstituovana niz3i alkylova skupina
nebo nesubstituovana nizii alkoxyskupina, kyanoskupina, acylova skupina, thioacylova skupina,
O-karbamylova skupina, N-karbamylova skupina, O-thiokarbamylova skupina, N-thiokarbamy-
lova skupina, C—amidoskupina, N-amidoskupina, nitroskupina, N-sulfonamidoskupina, S—
sulfonamidoskupina, R'¥S(0)-, R"*S(0)—, —C(O)OR"®, R™*C(0)0- a -NR"R", kde substituenty
R'"™ a R" jsou nezavisle vybrany ze skupiny sestavajici se z atomu vodiku, nesubstituované nizsi
alkylové skupiny, trihalogenmethylu, nesubstituované (C:—Ce)cykloalkylové skupiny, nesubsti-
tuované nizdi alkenylové skupiny, nesubstituované nizsi alkynylové a arylové skupiny pfipadné
substituované jednou nebo vice skupinami vyhodné jednou, dvéma nebo tfemi skupinami, které
jsou nezavisle jedna na druhé halogen, hydroxyskupina, nesubstituovana niz3{ alkylova skupina
nebo nesubstituovana niz$i alkoxyskupina.
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Vyhodné je alkylova skupina substituovana jednim nebo dv&ma substituenty nezavisle vybrany-
mi ze skupiny sestévajici se z hydroxyskupiny, 5— nebo 6-<lenné heterocyklické skupiny majici 1
a? 3 heteroatomy vybrané ze skupiny sestdvajici se z dusiku, kysliku a siry, pfi¢emZ atomy
uhliku a dusiku (pokud je ptitomen) ve skuping jsou pfipadné substituované jednou nebo vice
skupinami, vyhodné jednou, dvéma nebo tiemi skupinami, které jsou nezavisle jedna na druh¢
halogen, hydroxyskupina, nesubstituovana niz8i alkylovd skupina nebo nesubstituovana nizsi
alkoxyskupina, 5-&lenna heteroarylova skupina majici 1 aZ 3 heteroatomy vybrané ze skupiny
sestavajici se z dusiku, kysliku a siry, pfi¢emz atomy uhliku a dusiku ve skupin& jsou pfipadné
substituované jednou nebo vice skupinami, vyhodn& jednou, dvéma nebo tfemi skupinami, které
jsou nezéavisle jedna na druhé halogen, hydroxyskupina, nesubstituovana nizsi alkylova skupina
nebo nesubstituovana nizsi alkoxyskupina, 6-¢lenna heteroarylova skupina majici 1 az 3 atomy
dusiku v kruhu, ptiéem# uhliky v kruhu jsou ptipadn& substituované jednou nebo vice skupinami,
vyhodné jednou, dvéma nebo tfemi skupinami, které jsou nezévisle jedna na druhé halogen,
hydroxyskupina, nesubstituovana niz§i alkylova skupina nebo nesubstituovana nizsi alkoxy-
skupina, nebo ~MR'*R", kde substituenty R'® a R" jsou nezavisle vybrany ze skupiny sestavajici
se z atomu vodiku, nesubstituované niZii alkylové skupiny. Jeité vyhodngji je alkylova skupina
substituovana jednim nebo dv&ma substituenty, které jsou nezavisle jeden na druhém hydroxy-
skupina, dimethylaminoskupina, ethylaminoskupina, diethylaminoskupina, dipropylaminoskupi-
na, pyrrolidinoskupina, piperidinoskupina, morfolinoskupina, piperazinoskupina, 4-nizsi alkyl-
piperazinoskupina, fenyl, imidazolyl, pyridinyl, pyridazinyl, pyrimidinyl, oxazolyl, triaziny!
apod.

Termin ,.cykloalkylova skupina® se vztahuje na 3 aZz 8Elenny &isté ublikaty monocyklicky kruh,
gisté uhlikaty 5-ti/6—ti &lenny nebo 6-1i/6-ti ¢lenny kondenzovany bicyklicky kruh nebo multi-
cyklicky kondenzovany kruh (,kondenzovany* kruhovy systém v systému), kde jeden nebo vice
kruhi maZe obsahovat jednu nebo vice dvojnych vazeb, ale Zidny z kruhti nemd kompletné
konjugovany m-elektronovy systém.

Ptiklady, ale neomezujici, cykloalkylovych skupin zahrnuji cyklopropan, cyklobutan, cyklo-
pentan, cyklopenten, cyklohexan, cyklohexadien, adamantan, cykloheptan, cykloheptatrien apod.
Cykloaikylova skupina miiZe byt substituovana nebo nesubstituovana. Pokud je substituovana, je
substituent(y) vyhodné jeden nebo vice, vyhodnéji jeden nebo dva substituenty, nezavisle
vybrané ze skupiny sestavajici se z nesubstituované nizsi alkylové skupiny, trihalogenalkylové
skupiny, halogenu, hydroxyskupiny, nesubstituované niz$i alkoxyskupiny, arylové skupiny pfi-
padné substituované jednou nebo vice, vyhodng jednou nebo dvéma, skupinami, které nezavisle
jedna na druhé je halogen, hydroxyskupina, nesubstituovana niz3i alkylova skupina nebo nesub-
stituovand niz&i alkoxyskupina, aryloxyskupina pfipadné substituovana jednou nebo vice, vyhod-
né jednou nebo dvéma, skupinami, ktera nezavisle jedna na druhé je halogen, hydroxyskupina,
nesubstituovani niz§i alkylova skupina nebo nesubstituovana niz$i alkoxyskupina, 6—lennd
heteroarylova skupina majici | aZ 3 atomy dusiku v kruhu, pfi¢emz uhliky v kruhu jsou pfipadné
substituovany jednou nebo vice, vyhodné jednou nebo dvéma, skupinami, kieré jsou nezavisle
jedna na druhé halogen, hydroxyskupina, nesubstituovana nizsi alkylova skupina nebo nesub-
stituovana nizsi alkoxyskupina, 5~&lenna heteroarylova skupina majici | az 3 heteroatomy vybra-
né ze skupiny sestavajici se z dusiku, kysliku a siry, pficemZ atomy uhliku a dusiku skupiny jsou
ptipadné substituované jednou nebo vice, vyhodné jednou nebo dvéma, skupinami, kde nezavisle
jedna na druhé je halogen, hydroxyskupina, nesubstituovana nizsi alkylovd skupina nebo
nesubstituovana nizsi alkoxyskupina, 5-ti nebo 6—ti ¢lenna heterocyklicka skupina majici 1 az 3
heteroatomy vybrané ze skupiny sestavajici se z dusiku, kysliku a siry, atomy uhliku a dusiku
(pokud je ptitomen) ve skupiné jsou piipadné substituované jednou nebo vice, vyhodné jednou
nebo dvéma skupinami, kde nezavisle jedna na druhé je halogen, hydroxyskupina, nesubstituova-
na niz$i alkylova skupina nebo nesubstituovana nizsi alkoxyskupina, merkaptoskupina, (nesubsti-
tuovana nizsi alkyl)thioskupina, arylthioskupina pfipadng substituovani jednou nebo vice,
vyhodné jednou nebo dvéma, skupinami, kde nezavisle jedna na druhé je halogen, hydroxy-
skupina, nesubstituovana nizsi alkylovd skupina nebo nesubstituovana nizii alkoxyskupina,
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kyanoskupina, acylovd skupina, thioacylova skupina, O-karbamyl, N-karbamyl. (}thio-
karbamyl, N-thiokarbamy!, C-amidoskupina, ¥-amidoskupina, nitroskupina, N-sulfonamido-
skupina, S-sulfonamidoskupina, R'*S(Q)-, R'*S(0),—, -C(0)OR'S, R™* C(0)0- a -NR"R" maji
vyznam definovany vyse.

Termin ,,alkenylova skupina* se vztahuje na niz§i alkylovou skupinu definovanou v predloZzeném
vynalezu sestavajici se z alespoft dvou atomd uhliku 2 alespofi jedné dvojné vazby uhlik—uhlik.
Reprezentativni ptiklady zahrnuji, ale neomezuji se na né, ethenyl, 1—propenyl, 2—propenyl, 1—.
2— nebo 3-butenyl apod.,

Termin ,alkynylovd skupina®™ se vztahuje na nizsi alkylovou skupinou definovanou v predlo-
Zeném vynalezu sestavajici se z alespofi dvou atomd uhliku a alespott jedné trojné vazby typu
uhlik—uhlik. Reprezentativni pfiklady zahrnuji, ale neomezuji se na ng&, ethynyl, [-propynyl, 2—
propynyi, 1—, 2— nebo 3-butynyl apod.

Termin ,arylova skupina® se vztahuje na ¢isté uhlikaté monocyklické nebo kondenzované poly-
cyklické (tzn. kruhy, které sdileji sousedni pary atomd uhliku) skupiny majici 1 az 12 atomd
uhtiku s kompletné konjugovanym n—elektronovym systémem. Pfiklady arylovych skupin, aniz
se na n& omezuji, zahrnuji fenyl, naftalenyl a anthracenyl. Arylové skupiny mohou byt substituo-
vané nebo nesubstituované. Pokud jsou substituované, je substituovana skupina(y) vyhodné jedna
nebo vice, vyhodnéji jedna, dvé nebo tii, jesté vyhodnéji jedna nebo dvé, nezavisle vybrané ze
skupiny sestdvajici se zsubstituované nizii alkylové skupiny, trihalogenalkylové skupiny,
halogenu, hydroxyskupiny, nesubstituované nizsi alkoxyskupiny, merkaptoskupiny, (nesubstitu-
ované niz8i alkyl)thioskupiny, kyanoskupiny, acylové skupiny, thiocacylové skupiny,
O-karbamylu, N-karbamylu, O-thiokarbamylu, N-thiokarbamylu, C-amidoskupiny, A—amido-
skupiny, nitroskupiny, N-sulfonamidoskupiny, S-sulfonamidoskupiny, R'™S(O}-, R'“™¥S(O)--,
—C(OYORY, R"*C(0)O- a -NR'®R", kde substituenty R'® a R'" maji shora definovany vyznam.
Vyhodné je arylovéd skupina pfipadné substituovana jednim nebo dvéma substituenty nezavisle
vybranymi z halogenu, nesubstituované nizii alkylové skupiny, trihalogenalkylové skupiny,
hydroxyskupiny, merkaptoskupiny, kyanoskupiny, N-amidoskupiny, mono nebo dialkylamino-
skupiny, karboxyskupiny nebo N-sulfonamidoskupiny.

Termin ,heteroarylova skupina“ se vztahuje na monocyklickou nebo kondenzovanou kruhovou
(tzn. kruhy, jeZz spolecné sdileji sousedici pary atomil uhliku) skupinu majici 5 az 12 atomi
v kruhu a obsahujici jeden, dva nebo tfi heteroatomy v kruhu vybrané z N, O nebo S a zbyvajici
atomy v kruhu jsou C a navic majici kompletné konjugovany n—elektronovy systém. Piiklady
nesubstituovanych heteroarylovych skupin zahrnuji, ale neni to na né omezeno, pyrrol, furan,
thiofen, imidazol, oxazol, thiazol, pyrazol, pyridin, pyrimidin, chinolin, izochinolin, purin
a karbazol. Heteroarylove skupiny mohou byt substituované nebo nesubstituované. Pokud jsou
substituované, pak substituovana skupina(y) je vyhodné jedna nebo vice, vvhodnéji jedna, dvé
nebo tfi, jesté vyhodngji jedna nebo dve, nezavisle vybrané ze skupiny sestdvajici se z nesubstitu-
ovane nizii alkylové skupiny, trihalogenalkylové skupiny, halogenu, hydroxyskupiny, nesubsti-
tuované nizdi alkoxyskupiny. merkaptoskupiny, (nesubstituované niZi alkyl)thioskupiny, kyano-
skupiny, acylové skupiny, thioacylové skupiny, O—karbamylu, N-karbamylu, (~thiokarbamylu,
N-thiokarbamylu, C—amidoskupina/, N-amidoskupiny, nitroskupiny, AN-sulfonamidoskupiny, S—
sulfonamidoskupiny, R"¥S(0)-, R"*S(0),—, —C(O)OR'®, R"3C(0)O— a -NR"R", kde substituenty
R a R" maji shora definovany vyznam. Vyhodn¢ je heteroarylova skupina p¥ipadné substituo-
vand jednim nebo dvéma substituenty nezavisle vybranymi z halogenu, nesubstituované nizsi
alkylové skupiny, trihalogenalkylové skupiny, hydroxyskupiny, merkaptoskupiny, kyanoskupiny,
N-amidoskupiny, mono nebo dialkylaminoskupiny, karboxyskupiny nebo N—sulfonamidoskupi-
ny.

Termin ,.heteocyklicky* se vztahuje na skupinu monocyklického kruhu nebo kondenzovaného
kruhu(il) majici 5 az 9 atoml v kruhu, kde jeden nebo dva atomy v kruhu jsou heteroatomy
vybrané z N, O nebo S(O), (kde n je celé &islo od 0 do 2) a zbyvajici atomy v kruhu jsou C.
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Kruhy mohou mit také jednu nebo vice dvojnych vazeb. Nicméné kruhy nemaji kompletné
konjugovany 7 elektronovy systém. Pfiklady nesubstituovanych heteroalicyklickych skupin zahr-
nuji, ale nenf to nikterak limitovéno, pyrrolidinoskupinu, piperidinoskupinu, piperazinoskupinu,
morfolinoskupinu, thiomorfolinoskupinu, homopiperazinoskupinu, atd. Heterocyklicky kruh
mize byt substituovany nebo nesubstituovany. Pokud je substituovany, pak substituovana
skupina(y) je vyhodng jedna nebo vice, vyhodngji jedna, dvé nebo tfi, jesté vyhodngji jedna nebo
dv&, nezdvisle vybrané ze skupiny sestavajici se z nesubstituované niZi alkylové skupiny, tri-
halogenalkylové skupiny, halogenu, hydroxyskupiny, nesubstituované nizsi alkoxyskupiny, mer-
kaptoskupiny, (nesubstituované nizsi alkyl)thioskupiny, kyanoskupiny, acylové skupiny, thio-
acylové skupiny, O-karbamylu, N—karbamylu, O-thiokarbamylu, N-thiokarbamylu, C-amido-
skupiny, A-amidoskupiny, nitroskupiny, N-sulfonamidoskupiny, S-sulfonamidoskupiny,
R™¥S(0)-, R™*S(0)—, -C(O)OR™, R"*C(0)O- a —NR'*R"”, kde substituenty R'® a R'” maji shora
definovany vyznam.

Vyhodné je heteroalicyklicka skupina pfipadné substituovana jednim nebo dvéma substituenty
nezivisle vybranymi z halogenu, nesubstituované nizsi alkylové skupiny, trihalogenalkylové sku-
piny, hydroxyskupiny, merkaptoskupiny, kyanoskupiny, N-amidoskupiny, mono nebo dialkyl-
aminoskupiny, karboxyskupiny nebo N—sulfonamidoskupiny.

Termin ,heterocykl znamena nasyceny cyklicky radikal majici 3 az 8 atom0 v kruhu, kde jeden
nebo dva atomy v kruhu jsou heteroatomy vybrané z N, O nebo S(O), (kde n je celé &islo od 0 do
2), zbyvajici atomy v kruhu jsou C, kde jeden nebo dva atomy uhliku mohou byt pfipadne
nahrazeny karbonylovou skupinou. Heterocyklylovy kruh mize byt pfipadn& substituovan jed-
nim, dvéma nebo tfemi substituenty vybranymi z pfipadné substituované niZ3i alkylové skupiny
(substituovana jednim nebo dv&ma substituenty nezivisle vybranymi z karboxyskupiny nebo
esteru), halogenalkylové skupiny, kyanoalkylové skupiny, halogenu, nitroskupiny, kyanoskupiny,
hydroxyskupiny, alkoxyskupiny, aminoskupina, monoalkylaminoskupiny, dialkylaminoskupiny,
aralkylové skupiny, heteroaralkylové skupiny, —COR (kde substituent R je alkylova skupina)
nebo COOR, kde substituent R je atom vodiku nebo alkylova skupina.

Podrobnéji termin heterocyklyl zahrnuje, ale neni to nikterak limitovano, tetrahydropyranyl,
2,2—dimethy!-1,3—dioxolan, piperidinoskupina, N-methylpiperidin—3—yl, piperazinoskupina, N—
methylpyrrolidin-3-yl1, 3—pyrrolidinoskupina, morfolinoskupina, thiomorfolinoskupina, thiomor-
folino—1—oxid, thiomorfolino—1,1-dioxid, 4—ethyloxykarbonylpiperazinoskupina, 3—oxopiperazi-
noskupina, 2-imidazolidon, 2-pyrrolidinon, 2—oxohomopiperazinoskupina, tetrahydropyrimidin—
2-on ajejich derivaty.

Vyhodné je heterocyklylova skupina pfipadné substituovana jednim nebo dvéma substituenty
nezavisle vybranymi z halogenu, nesubstituované nizsi alkylové skupiny, nizsi alkylové skupiny
substituované karboxyskupiny, esterem hydroxyskupiny, mono nebo dialkylaminoskupinou.

Termin ,hydroxyskupina® se vztahuje na skupinu —OH,

Termin ,.alkoxyskupina® se vztahuje na skupinu -O- (nesubstituovana alkylova skupina)
a —O— (nesubstituovana nebo cykloalkylova skupina). Reprezentativni priklady zahrnuji, ale neni
to nikterak limitovano, napf. methoxyskupinu, ethoxyskupinu, propoxyskupinu, butoxyskupinu,
cyklopropyloxyskupinu, cyklobutyloxyskupinu, cyklopentyloxyskupinu, cyklohexyloxyskupinu,
atd.

Termin ,aryloxyskupina® se vztahuje na -O-arylovou skupinu, ~O-heteroarylovou skupinu defi-
novanou v pfedloZzeném vynalezu. Reprezentativni piklady zahrnuji, ale neni to nikterak limito-
vano, fenoxyskupinu, pyridinyloxyskupinu, furanyloxyskupinu, thienyloxyskupinu, pyrimidinyl-
oxyskupinu, pyrazinyloxyskupinu, atd. a jejich derivaty.

Termin ,,merkaptoskupina“ se vztahuje na skupinu —SH.
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Termin ,,alkylthioskupina® se vztahuje na skupinu —S— (nesubstituovana alkylova skupina) i —S—
(nesubstituovana cykloalkylova skupina). Reprezentativni pfiklady zahrnuji, ale neni to nikterak
limitovano, napf. methylthioskupinu, ethylthioskupinu, propyithioskupinu, butylthioskupinu,
cyklopropylthioskupinu, cyklobutylthioskupinu, cyklopentylthioskupinu, cyklohexylthioskupinu,
atd.

Termin ,,arylthioskupina“ se vztahuje na —S—arylovou skupinu i —S-heteroarylovou skupinu defi-
novanou v pfedlozeném vynilezu, Reprezentativni ptikiady zahrnuji, ale neni to nikterak limito-
vano, fenylthioskupinu, pyridinylthioskupinu, furanylthioskupinu, thienylthioskupinu. pyrimidi-
nylthioskupinu, atd. a jejich derivaty.

Termin ,.acylova skupina® se vztahuje na skupinu —C(O)}-R", kde substituent R"” je vybran ze
skupiny sestavajici se zatomu vodiku, nesubstituované niz$i alkylové skupiny, trihalogen-
methylu, nesubstituované cykloalkylové skupiny, arylové skupiny, pripadné substituované
jednou nebo vice, vyhodné jednou, dvéma nebo tfemi, substituenty vybranymi ze skupiny
sestavajici se z nesubstituované nizsi alkylové skupiny, trihalogenmethylu, nesubstituované nizsi
alkoxyskupiny, halogenu a skupin -NR'*R'°, heteroarylové skupiny (vazana pfes uhlikové atomy
v kruhu) pfipadné substituované jednim nebo vice, vyhodné jednim dvéma nebo tfemi, substitu-
enty vybranymi ze skupiny sestavajici se z nesubstituované niz3i alkylové skupiny, trihalogen-
alkylové skupiny, nesubstituované niz3i alkoxyskupiny, halogenu a skupiny -NR'®R'"® a hetero-
cyklické skupiny {(vazana pfes uhlikové atomy v kruhu), pfipadné substituované jednim nebo
vice, vvhodné jednim, dvéma nebo tfemi, substituenty vybranymi ze skupiny sestavajici se
z nesubstituované nizii alkylové skupiny, trihalogenalkylové skupiny, nesubstituované niZii
alkoxyskupiny, halogenu a skupin —NR"R'". Reprezentativni acylové skupiny zahrnuji, ale neni
to nikterak limitovano, acetyl, trifluoracetyl, benzoyl, atd.

Termin ,,aldehyd* se vztahuje na acylovou skupinu, ve které substituent R" je atom vodiku.

Termin ,thioacylova skupina“ se vztahuje na skupinu —C(S)}-R", kde substituent R" je definovan
v piedlozeném vyndlezu,

Termin ,.ester se vztahuje na skupinu —C{O)O-R", kde substituent R” je definovan v pfedloZe-
ném vyndlezu vyjma toho, Ze substituent R nemiiZe byt atom vodiku.

Termin ,,acetylova skupina™ se vztahuje na skupinu —C{O)CHj;.
Termin ,halogen* se vztahuje na fluor, chlor, brom nebo jod, v¥hodné fluor nebo chlor.

Termin ,.trthalogenmethyl” se vztahuje na skupinu —CX, kde X je halogen defincvany v pfedlo-
Zeném vynalezu.

Termin ,trihalogenmethansulfonyl® se vztahuje na skupiny X;CS(=0),—, kde X ma shora defino-
vany vyznam.

Termin ,kyanoskupina®“ se vztahuje na skupinu —C=N.

Termin ,,methylendioxyskupina® se vztahuje na skupinu —-OCH,O-, kde dva atomy kysliku jsou
vazany na sousedici atomy uhliku.

Termin ,ethylendioxyskupina® se vztahuje na -OCH,CH,O-, kde atomy kysliku jsou vazany
k sousedicim atomGm uhliku.
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Termin ,,S~sulfonamidoskupina® se vztahuje na skupinu —~S(O);NR'*R", kde substituenty R'®
a R" jsou definovany v pfedloZeném vynélezu.

Termin . N-sulfonamidoskupina“ se vztahuje na skupinu —NR'*S(O),R", kde substituenty R'
a R" jsou definovény v predloZeném vynalezu.

Termin ,,(O—karbamyl“ se vztahuje na skupinu —OC(O)NR'*R"®, kde substituenty R a R" jsou
definovany v piedloZzeném vynélezu.

Termin ,,N-karbamyl* se vztahuje na skupinu —R"* OC(O)NR", kde substituenty R'® a R" jsou
definovany v pfedlozeném vynalezu.

Termin ,,O-thiokarbamyl* se vztahuje na skupinu —OC(S)NR'SR”, kde substituenty R' a R"
jsou definovany v predloZeném vyndlezu.

Termin ,,N-thiokarbamyl* se vztahuje na skupinu ~R"OC(S)NR"-, kde substituenty R'* a R"
jsou definovany v pfedlozeném vynalezu.

Termin ,aminoskupina® se vztahuje na skupinu —NR'*R', kde substituenty R'® a R'® jsou oba
atomy vodiku.

Termin ,,C—amidoskupina® se vztahuje na skupinu —C(ONR"R", kde substituenty R" a R" jsou
definovany v ptedlozeném vynalezu.

Termin ,,N—-amidoskupina® se vztahuje na skupinu R"¥C(O)NR", kde substituenty R"® a R'® jsou
definovany v pfedlozeném vynalezu.

Termin ,,nitroskupina® se vztahuje na skupinu —NO,.

Termin ,,halogenalkylova skupina® se vztahuje na nesubstituovanou alkylovou skupinu, vvhodné
nesubstituovana nizsi alkylova skupina, majici vyznam definovany vyse, ktera je substituovana
jednim nebo vice stejnymi nebo rozdilnymi atomy halogenu, napf. —-CH:Cl, —CFs, ~CH,CF;,
—CH,CCl,, atd.

Termin ,,aralkylovd skupina® se vztahuje na nesubstituovanou alkylovou skupinu, vyhodné
nesubstituovana niz3i alkylova skupina, majici vyznam definovany v pfedloZzeném vynalezu,
kterd je substituovana arylovou skupinou majici vyznam definovany vyse, napi. —CH.fenyl,
—{CH,),fenyl, (CH;)sfenyl, CH:CH(CH3)CHafenyl, atd. a jejich derivéty.

Termin ,heteroaralkylova skupina® se vztahuje na nesubstituovanou alkylovou skupinu, vyhodné
nesubstituovana niZ$i alkylova skupina, majici vyznam definovany vyse, ktera je substituovang
heteroarylovou skupinou, napf. -CHy—pyridinyl, (CH:),—pyrimidinyl, {CH;);imidazolyl, atd. a
jejich derivaty.

Termin ,,monoalkylaminoskupina® se vztahuje na radikal -NHR, kde substituent R je nesubstitu-
ovana alkylova skupina nebo nesubstituovana cykloalkylova skupina majici vyznam definovany
vyie, napt. methylaminoskupina, (|-methylethyl)aminoskupina, cyklohexylaminoskupina, atd.

Termin ,dialkylaminoskupina“ se vztahuje na radikdl —NRR, kde kazdy substituent R je
nezavisle nesubstituovana alkylova skupina nebo nesubstituovana cykloalkylova skupina majici
vyznam definovany vyse, napt. dimethylaminoskupina, diethylaminoskupina, (1-methylethyl)-
ethylaminoskupina, cyklohexylmethylaminoskupina, cyklopentylmethylaminoskupina, atd.
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Termin ,.kyanoalkylova skupina“ se vztahuje na nesubstituovanou alkylovou skupinu, vvhodné
nesubstituovana nizsi alkylova skupina majici vyznam definovany vyie, ktera je nesubstituovana
jednou nebo dvéma kyanoskupinami.

Termin ,volitelny” nebo .pripadné” znamena, Zze nasledné popsany ptipad nebo okolnost s¢
miize, ale nemusi, vyskytovat, a ze popis zahmuje situace, ve kterych se pfipad nebo okolnost
vyskytuje, a situace, ve kterych se pfipad nebo okolnost nevyskytuji. Napfiklad ,.heterocyklova
skupina pfipadné substituovana alkylovou skupinou® znamend, Ze alkylova skupina miiZe, ale
nemusi, byt pfitomnd a popis zahrnuje situace, ve kterych heterocyklova skupina je substituovana
alkylovou skupinou, a situace, ve kterych heterocyklova skupina neni substituovana alkylovou
skupinou.

Termin ..2—-indolinon“, ,,indolin—2—on* a ,,2-oxindol* jsou pouzitelné zaménitelnym zplisobem
a vztahuji se na molekulu majici chemickou strukturu

Terminy ,,pyrrolem substituovany 2—indolinon* a ,.3—pyrrolidenyl-2—indolinon* jsou zde zamé-
nitelné a vztahuji se na chemickou sloudeninu majici obecnou strukturu zobrazenou obecnym
vzorcem 1.

Slougeniny, které maji stejny molekulova vzorec, ale jsou odli¥né v charakteru a sekvenci vazeb
svych atomil nebo uspofadani svych atomi v prostoru, se nazyvaji ,izomery“. lzomery, které
Jsou rozdllne v uspofadani svych atomi v prostoru, se nazyva_ll Lstereocizomery*. Stereoizomery,

lidnwi camimass —unn Al ns i

wicic IIUJJUU Zitadudvy i GOraLein J\.«dun Gruiciic, s f‘uu.; vqu ,.dauou—x»uunvr} yay JULJOUMJUdUII
druhému nekryjicim se zrcadlovym obrazem, se nazyvaji ,.enantiomery”. Pokud se v molekule
sloueniny nachédzi asymetrické centrum, napf. k tomuto centru jsou pftpojeny &tyfi rozdilné
skupiny, mlzZe tato molekula existovat ve dvou enantiomernich formach. Enantiomer miize byt
charakterizovan absolutni konfiguraci svého asymetrického centra a je popsan Cahnovym-—
Prelogovym pravidlem jako R a Snebo podle toho, jakym zpisobem molekula staéi rovinu
polarizovaného svétla (oznadeni jako pravotocivd nebo levotociva (+)-izomer, resp. (—)—izomer).
Chiralni slouenina miiZe existovat bud’ jako jednotlivy enantiomer, nebo jako smés enantiomerq.
Smés obsahujici stejna mnoZstvi enantiomert je nazyvana ,racemicka smés®.

Sloudeniny podle piedloZeného vynalezu mohou mit jedno nebo vice asymetrickych center,
potom mohou byt takové slouceniny pfipraveny jako jednotlivé (R}- a (S)- stereoizomery nebo
jako jejich smési. Napiiklad pokud substituent R® ve slougening obecného vzorce 1 je
2-hydroxvethyl, pak uhlik, ke kterému je hydroxy skupina pfipojena, tvofi asymetrické centrum,
a tudiz stoucenina obecného vzorce | miZze existovat jake (R)- nebo (S)-sterecizomer. Pokud
neni uvedeno jinak, pak popis nebo oznadeni jednotlivych sloufenin v popisné &asti a patento-
vych narocich bude zahrnovat oba enantiomery a jejich smési, racemické nebo jiné. Zpisoby
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stanoveni stereochemie a separace stereoizomeri jsou standardné dobfe znamy (viz podrobné;jsi
diskuze v Chapter 4 of ,,Advanced Organic Chemistry®, 4™ edition J. March, John Wiley and
Sons, New York, 1992).

Slougeniny obecného vzorce I mohou vykazovat tautomerii a strukturni izomerii. Napiiklad
sloudeniny popisované zde mohou byt oznateny jako E nebo Z konfigurace na dvojné vazbe
spojujici 2—indolinonovou &ast s pyrrolovou &asti nebo mohou byt smés E a ZKkonfigurace.
Ptedlozeny vynilez zahrnuje jakoukoliv tautomerni nebo strukturni izomerni formu a jejich
smé&si, které maji schopnost modulace aktivity RTK, CTK a/nebo STK, a neni nikterak omezen
na jakoukoliv tautomerni nebo strukturni izomerni formu.

Termin ,farmaceuticky pripravek se vztahuje na smés jedné nebo vice zde popisovanych
slouéenin nebo jejich fyziologicky/farmaceuticky pfijatelné soli nebo proléciva spolené s dal3i-
mi chemickymi komponentami, napf. fyziologicky/farmaceuticky pfijatelnymi nosi¢i a excipien-
ty. Ugel farmaceutického ptipravku je usnadnit podani sloudeniny do organizmu.

Slougenina obecného vzorce | miZe také uc¢inkovat jako prolééivo. Termin ,prolélivo™ se vzta-
huje na latku, ktera se in vivo pfeméiiuje na vlastni 1é&ivo. Prolé¢iva jsou ¢asto vyhodna, protoZe
v n&kterych pripadech mohou byt snadn&ji podavana neZ vlastni Ié¢ivo. Mohou byt napf. biolo-
gicky dostupné perordlnim poddnim, zatimco vlastni [é€ivo nikoliv. Ve farmaceutickych pfiprav-
cich miize mit prolé¢ivo také zlepSenou rozpustnost neZ vlastni lé¢ivo. Pfikladem, ale bez omeze-
ni, prolégiva by byla slougenina podle pfedloZeného vynalezu, ktera je podavana jako ester (,,pro-
lé¢ivo™) k usnadnéni pienosu pfes buné&nou membranu, kde rozpustnost ve vodé je na Skodu
mobilit&, ale pak je metabolicky hydrolyzovéana na karboxylovou kyselinu, vlastni G€¢innou slou-
&eninu, jakmile je uvniti buiiky, kde je rozpustnost ve vodé prospé&ina.

Dalsim piikladem prolégiva miize byt kratky polypeptid, napfiklad, bez omezeni, polypeptid o
2 az 10 aminokyselinovych, vazany pfes terminalni aminoskupinu ke karboxyskupiné sloueniny
podle predloZeného vynalezu, kde polypeptid je hydrolyzovdn nebo metabolizovan in vivo
k uvolnéni aktivni molekuly. Prolégiva slouceniny podle pfedloZeného vynalezu I spadaji do roz-
sahu pfedlozeného vynalezu.

Navic se uvaZuje, Ze slou¢enina obecného vzorce 1 by byla metabolizovana enzymy v organizmu,
napf. lidském, na metabolit, ktery mize modulovat aktivitu proteinkindz. Tyto metabolity spadaji
rovnéz do rozsahu piedlozeného vynalezu.

Termin ,fyziologicky/farmaceuticky piijatelny nosi¢* se vztahuje na nosi¢ nebo tedidlo, které
nezpisobuje vyznamné podrazdéni organizmu a nenarusuje biologickou aktivitu a vlastnosti
poddvané slouéeniny.

Termin ,,farmaceuticky pfijatelna excipient” se vztahuje na inertni latku pfidavanou do farmaceu-
tického piipravku k dal§imu usnadnéni podani slouteniny. Pfiklady excipientli, bez omezeni,
zahrnuji uhli¢itan vapenaty, fosfore€nan vapenaty, riizné cukry a typy skrobii, derivaty celuldzy,
zelatinu, rostlinné oleje a polyethylenglykoly.

Termin ,,farmaceuticky ptijatelna sal, jak je pouzivan v predloZzeném vynalezu, se vztahuje na ty
soli, které si uchovavaji biologickou 0¢innost a vlastnosti matefské sloudeniny. Tyto soli
zahrnuji:

(1) adiéni soli s kyselinou, které jsou pFipraveny reakci volné baze matefské sloudeniny s anor-
ganickymi kyselinami, napk. s kyselinou chlorovodikovou, kyselinou bromovodikovou, kyselinou
dusiénou, kyselinou fosforednou, kyselinou sirovou a kyselinou chloristou, atp., nebo s orga-
nickymi kyselinami, napf. s kyselinou octovou, kyselinou $tavelovou, (D) nebo (L) kyselinou
jableénou, kyselinou maleinovou, kyselinou methansulfonovou, kyselinou ethansulfonovou,
kyselinou p-toluensulfonovou, kyselinou salicylovou, kyselinou vinnou, kyselinou citronovou,
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kyselinou jantarovou nebo kyselinou malonovou, atp., vyhodné kyselinou chlorovodikovou nebo
kyselinou (L)-jable¢nou, napi. jako L-malatova sil (2—diethylaminoethylyamidu 5—(5—fluor—2—
oxo—1,2—dihydroindol-3-ylidenmethyl}-2,4-dimethyl—1 Fi—pyrrol-3—karboxylové kyseliny: nebo

(2) soli ptipravené bud’ nahrazenim kyselého protonu ptitomného v matetské sloucening iontem
kovu, napf. ion alkalického kovu, ion alkalickych zemin nebo hlinity ion; anebo koordinaci
s organickou bazi, napf. ethanolaminem, diethanolaminem, triethanolaminem, tromethaminem,
N-methylglukaminem, atd.

Termin ,,PK“ se vztahuje na receptorovou proteinovou tyrosinkindzu (RTK), nereceptorovou
nebo ,.bunéénou* tyrosinkinazu (CTK) a serin—threoninkinazy (STK).

Termin ,,zpiisob™ se vztahuje na zpisoby, prostiedky, techniky a procedury pro dosaZeni uvede-
ného zaméru, véetng, ale neni to nikterak limitovano, zpilisob, prostfedki, technik a procedur
bud’ znamych, nebo snadno vyvinutelnych ze znamych zphsobi, prostfedki, technik a procedur
odborniky v chemickych, farmaceutickych, biologickych, biochemickych a Iékarskych oborech.

Termin ,,modulace” nebo ,,moduluyjici se vztahuje na zménu katalytické aktivity RTK, CTK a
STK. Konkrétngé se modulace vztahuje na aktivaci katalytické aktivity RTK, CTK a STK,
vyhodné aktivaci nebo inhibici katalytické aktivity RTK, CTK a STK, v zavislosti na koncentraci
slougeniny nebo soli, které jsou RTK, CTK nebo STK vystaveny nebo, vyhodnéji inhibici
katalytické aktivity, RTK, CTK a STK.

Termin , katalyticka aktivita® se vztahuje na miru fosforylace tyrosinu za vlivu, primého &i nepfi-
mého, RTK a/nebo CTK nebo fosforylace serinu a threoninu za vlivu, pfimého & nepfimeho,
STK.

Termin ,uvedeni v kontakt™ se vztahuje na uvedeni slouceniny podle piedloZzeného vynalezu
acilové PK v kontakt takovym zpisobem, aby sloucenina mohla ovlivnit katalytickou aktivitu
PK, bud’ pfimo, tzn. interakci se samotnou kindzou, nebo nepfimo, tzn. interakci s dalsi moleku-
lou, na které je katalytickd aktivita kinazy zavisla. Takové ,uvedeni v kontakt™ miZe byt dosa-
zeno ,,in vitro®, tzn. ve zkumavce, petriho misce, atd. Ve zkumavce mize uvedeni v kontakt
zahrnovat pouze slouceniny a PK dle vybéru nebo mize zahrnovat celé buriky. Buiiky mohou byt
také udrzovany nebo péstovany v miskéch ke kultivaci bun&k a uvedeny v kontakt se slouceninou
v tomto prostéedi. V této souvislosti miize byt schopnost jednotlivé slouceniny ovliviiovat poru-
chy souvisejici s PK, tzn. hodnota ICs, slougeniny, definovana nize, stanovena pfed pouZitim
slou¢enin in vivo s komplexnéjiimi Zivymi organizmy. Pro builky mimo organizmus existuje
mnoho zplsobil, a jsou dobfe znamy odborné vefejnosti, véetné toho, jak uvést sloueniny
v Kontaki, véemeé, aie neni 1 nikwerak iimiwvano, piimé bunééné mikrvijekse a mnoiw iccink
s transmembranovym nosicem.

Termin ,,in vitro“ se vztahuje na zplsoby provadéné v umélém prostfedi, napfiklad, ale neni to
nikterak limitovano, ve zkumavce nebo kultivaénim médiu.

Termin ..in vivo" se vztahuje na zpisoby provadéné v zivém organizmu, napfiklad, ale neni to
nikterak limitovano, v my3im potkanim nebo krali¢im.

Terminy ,,porucha souvisejici s PK¥, porucha fizena PK* a ,,abnormélni aktivita PK* se viechny
vztahuji na stav charakterizovany nepiiméfenou, tzn. snizenou nebo vétSinou zvysenou katalytic-
kou aktivitou PK, kde jednotlivé PK mohou byt RTK, CTK nebo STK. Nepfimérena katalyticka
aktivita miize vznikat jako vysledek bud’: (1) exprese PK v buiikdch, které normalné neexprimuji
PK, (2) zvyiené exprese PK, ktera vede k nezadouci bunééné proliferaci, diferenciaci a/nebo riis-
tu, nebo (3) snizené exprese PK, kterd vede k nezddoucim redukcim v bunétné proliferaci, dife-
renciaci a/nebo riistu. Nadméma aktivita PK poukazuje na bud’ amplifikaci genu kodujiciho
konkrétni PK, nebo produkci hladiny aktivity PK, které mize korelovat s bun&nou proliferaci,
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diferenciaci a/nebo ristovou poruchou (tzn. zvySovanim hiadiny PK se zvy3uje sila jednoho nebo
vice symptomi bunétné poruchy). SniZena aktivita samoziejmé znamend opak, tj. sila jednoho
nebo vice symptomi bunéiné poruchy se zvy3uje se snizujici se hladinou aktivity PK.

Termin ,,08etfeni“ se vztahuje na zplisob zmirnéné nebo odstranéni bunééné poruchy zprostred-
kované PK a/nebo jejich doprovodnych symptomi. Konkrétng, co se tyée rakoviny, znamenaji
tyto jednoduché terminy, Zze délka Zivota pacienta ovlivnénd rakovinou bude prodlouzena, nebo
e jeden nebo vice symptomi onemocnéni bude redukovén.

Termin ,,organizmus® se vztahuje na Zivou entitu sestavajici se z alespoit z jedné buiiky. Zivy
organizmus miZe byt tak jednoduchy jako napf. jednoducha eukaryoticka burika, nebo tak kom-
plexni jako savec, véetné lidi.

Termin ,terapeuticky u¢inné mnoistvi“ se vztahuje na takové mnoZzstvi podavané slouceniny,
které zmirmiuje jeden nebo vice symptomit oSetfované poruchy. Co se ty€e rakoviny, tak terapeu-
ticky uéinné mnoZzstvi se vztahuje na mnoZzstvi, kterd ma nasledujici acinek:

(1) sniZuje velikost nadoru;
(2) inhibyje (tzn. zpomaluje do urdité miry, vyhodné zastavuje) metastazy nadoru;
(3) inhibuje (tzn. zpomaluje do uréité miry, vyvhodné zastavuje) riist nadoru a/nebo

(4) zmiriuje do uréité miry (nebo vyhodné eliminuje) jeden nebo vice symptomi souvisejicich s
rakovinou.

Termin ,,monitorovani* znamena sledovani nebo detekci G¢inku po uvedeni sloudeniny v kontakt
s buiikou exprimujici konkréni PK. Pozorovany &i detegovany G&inek milZe byt zména bundé-
ného fenotypu, katalytické aktivity PK nebo zména interakce PK s pfirozenym vazebnym partne-
rem. Techniky pozorovani nebo detekce takovych ¢inkh jsou znamy v oboru.

Vyse citovany G¢inek je vybran ze zmény nebo absence zmény bunééného fenotypu, zmény nebo
absence zmény katalytické aktivity uvedené proteinkindzy nebo zmény nebo absence zmény
interakce uvedené proteinkinazy s pfirozenym vazebnym partnerem v konedném aspektu pfedlo-
zen¢ho vynalezu.

Termin ,,buné&ény fenotyp™ se vztahuje na vnéjsi projev buiky nebe tkané nebo biologické funkce
buiiky nebo tkané. PEiklady bun&ného fenotypu zahrnuji, ale neni to nikterak limitovano, veli-
kost buriky, jeji rust, proliferaci, diferenciaci, preziti, apoptdzu a nutriéni piijem a pouziti. Tyto
fenotypické charakteristiky jsou méfitelné technikami znamymi v oboru.

Termin ,pfirozeny vazebny partner se vztahuje na polypeptid, ktery se vaze na konkrétni PK
v bunce. Pfirozené vazebné partnery mohou hrat duleZitou roli pfi propagaci signalu pii proce-
sech signdlni transdukce zprostfedkované PK. Samotna zména interakce pfirozeneho vazebného
partnera s PK miZe projevovat jako zvySena nebo sniZena koncentrace komplexu PK/pfirozené-
ho vazebného partnera a v disledku toho jako pozorovatelna zména schopnosti PK zprostfedko-
vavat signalni transdukei.

Nazorné slouc¢eniny podle pfedloZeného vynalezu jsou uvedeny v tabulce I nize,
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Tabulka 1
Pfiklad | Struktura Nazev
1 on 4-methyl-5-(2-0x0-1,2-dihydroindol-3-
C(#l}g L vlidenmethyl)-1 A-pyrrol-2-karboxylové kyselina
2 o 4-methyl-5-(1-methyl-2-oxo-1,2-dihydreindol-3-
) & S yhidenmethyl)-1H-pyrrol-2-karboxylova Kyselina
\
3 o. methylester 4-methyi-5-(2-0x0-1,2-dihydroindol-3-
(IH{);EE  ylidenmethyl)- 1 H-pyrrol-2-karboxylové kyseliny
4 o ethylester 5-(5-chlor-2-oxo-1,2-dihydroindol-3-
c'gﬂ{:?k‘é .ylidenmethy!)-4-methyl-1H-pyrrol-2-karboxylové
! kyseliny
5 o 5-(5-chlor-2-oxo-1,2-dihydroindol-3-ylidenmethy)-
= “’ ;8 4-methyl-1H-pyrrol-2-karboxylové kyselina
H
6 t:((;)?\,nw o (3-pyrrolidin-l-yIpTOpy'i)ani.id 5-(5-brom-2-oxo-
Br 1S -1,2-dihydroindol-3-ylidenmethy1)-4-methy -1 H-
K Lpyrrol-2-karboxylové Kyseliny
7 ﬁ,/w":/ (3-diethylaminopropyl)amid 3-(5-brom-2-oxo-1,2-
& e -dihydroindol-3-ylidenmethyl)-4-methyl-1 H-pyrrol-
M 2-karboxylové kyseliny
8 ﬂf(ICQ\' nwuk« (2-diethylaminocthyl)amid  5-(5-brom-2-oxo-1,2-
N dt o -dihydroindol-3-ylidenmethyl)-1 H-pyrrol-2-
karboxylové kyseliny
9 Nemy~ (2-diethylaminoethyDamid  5-(2-ox0-6-fenyl-1,2-
. d!

-dihydroindol-3-ylidenmethyl)-14-pyrrol-2-

Hearhoxvlavé kvselinv
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10 o Ugﬁksﬁ¢.l.:- (2-diethylaminoethyl)methylamid 5-(5-brom-2-
N -0x0-1,2-dihydroindol-3-ylidenmethyl)-1 H-pyrrol-2-
karboxylové kyseliny
1 M&wﬂ- (2-dicthylaminoethyl)methylamid 5-(2-0X0-6-
N -fenyl-1,2-dihydroindol-3-ylidenmethyl)-1 A-pyrrol-
2-karboxylové kyseliny
12 (:rclivn“h‘"{ P (3-diethylaminopropy amid 3-methyl-5-(2-oxo-
d o -1,2-dihydroindol -3-ylidenmethyl)-1 H-pyrrol-2-
H karboxylové kyseliny
13 ﬁcgynw '{J (3-diethylaminopropyl)amid  5-(5-brom-2-oxo-1,2-
br o -dihydroindol -3-ylidenmethyl)-3-methyl-1H-pyrrol-
R 2-karboxylové kyseliny
14 Mo (3-diethylaminopropyl)amid  3-methyl-5-(2-0x0-6-
X & & _fenyl-1,2-dihydroindol- 3-ylidenmethyl)-1H-pyrrol-
-2-karboxylové kyseliny
i5 ' NWNKJ (3-diethylaminopropylyamid  5-(5-methoxy-2-0x0-
ocfé:ﬁf\s -1,2-dihydroindol -3-ylidenmethyl)-3-methyl-1H-
_pyrrol-2-karboxylové kyseliny
16 ﬁﬂ!{/ (3-diethylaminopropy Damid ~ 5-(6-methoxy-2-oxo-
A (:[C.lﬁ(g -1,2-dihydroindol -3-ylidenmethyl)-3-methyl-1/-
o -pyrrol-2-karboxylové kyseliny
17 (2-diethylaminoethyl)amid  3-(5-brom-2-oxo-1,2-
NU;;%?L”,\ -dihydroindol-3-ylidenmethyl)-4,5,6,7-tetrahydro-
~ -2 H-izoindol- 1 -karboxylové kyseliny
18 (3-diethylaminopropyl)amid  3-(5-brom-2-o0xo-1,2-
‘*Oﬁ;ﬁ@o -dihydroindol-3-ylidenmethyl)-4,5.6.7-tetrahydro-
I,mp1 -2 H-izoindol-1-karboxylové kyseliny
19 (3-pyrrolidin-1-ylpropyl)amid 3-(5-brom—2-ox€:
"(Ié;ugﬁs -1,2-dihydroindol -3-ylidenmethyl)-4,5,6,7-
& -tetrahydro-2 H-izoindol-1-karboxylové kyseliny
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20 (2-diethylaminoethyt)amid  3~(2-oxo-6-pyridin-3-
m; -yl-1,2-dihydroindoi-3-ylidenmethyl)-4,5,6,7-
: ) tetrahydro-2H-izoindol-1-karboxylové kyseliny
21 C < (3-diethylaminopropyl)amid  4-benzoyl-3-(5-brom-
mr%ﬁ[aﬂw’ﬁ -2-0x0-1,2-dihydroindol-3-ylidenmethyl)-3-methyl-
-1 H-pyrrol-2-karboxylové kyseliny
22 o ~ (3-morfolin-4ylpropyl)amid 4-benzoyl-5-(5-brom-
f~AS o .
Br cp 1 -2-0x0-1,2-dihy droindol-3-ylidenmethyl)-3-methyl-
A -1 H-pyrrol-2-karboxylové kyseliny
23 9 o (3-pyrrolidin-1-yl propylamid 4-benzoyl-3-methyl-
(;:zuiguw" -5-(2-0x0-1,2-dihydroindol-3-ylidenmethyl)-1/-
] pyrrol-2-karboxylové kyseliny
24 O o (3-pyrrolidin-1-ylpropyhamid  4-benzoyl-5-(5-
aftijj‘x“‘”" _brom-2-o0x0-1,2-dihydroindol-3-ylidenmethy)-3-
H -methyl-1 H-pyrrol-2-karhoxylové kyseliny
25 e o (3-pyrrolidin-1-ylpropyl)amid  4-benzoyl-3-methyl-
43Rt 5-(2-0x0-6-fenyl-1.2-dihydroindol-3-y lidenmethy -
I-1 H-pyrrol-2-karboxylové kyseliny
26 o (3-pyrrolidin-1-ylpropyl)amid 4-benzoyl-5-(6-
C?(_%ui;uﬁp rmethoxy-2-oxo-1,2-dihydreindol-3-vilidenmethyl)-
A 3-methyl-1 H-pyrrol-2-karboxylové kyseliny
27 & (3-pyrrolidin-1-ylpropyl)amid 4-benzoyl-5-(5-
6(;}{%;‘5 NWD -methoxy-2-ox0-1.2-dihydroindol-3-ylidenmethy1)-
" -3-methyl-1H-pyrrol-2-karboxylové kyseliny
28 C)—-{'_, A (3-pyrrolidin-1-ylpropyl)amid  4-benzoyl-5-(5-
FC(C:F!\E”WM _fluor-2-0x0-1,2-dihydroindol-3-ylidenmethyi)-3-
" Fmethyl-1 H-pyrrol-2-karboxylové kyseliny
29 ° e (3-diethylaminopropyl)amid  4-acetyl-5-(5-brom-2-
"(I'ajrlnww -oxo-1,2-dihydroindol -3-ylidenmethyl)-3-methyl-
-1 H-pyrrol-2-karboxylové kyseliny
30 e (3-pyrrolidin-1-ylpropyhamid  4-acetyl-5-(5-brom-

-2-0x0-1,2-dihydroindol -3-ylidenmethyl)-3-methyl-

r1 H-pyrrol-2-karboxvlove kyseliny
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(3-morfolin-4-ylpropyl)amid  4-acetyl-5-(5-brom-2-

31 o~
sr‘cta;‘gnw“j -oxo-1,2-dihydroindol-3-ylidenmethyl)-3-methyl-
¥ -1 H-pyrrol-2-karboxylové kyseliny
32 e (3-hydroxypropyl)amid 4-acetyl-5-(5-brom-2-0x0-~
srg,&ign"‘“"" -1,2-dihydroindol -3-ylidenmethyl)-3-methyl-1 5~
A | pyrrol-2-karboxylové kyseliny
33 ¢ . (2-hydroxyethyl)amid 4-acetyl-5-(5-brom-2-oxo-
a'(:(a}l?fz i -1,2-dihydroindol-3-ylidenmethyl)-3-methyl-1/1-
: pyrrol-2-karboxylové kyseliny
34 ° (2-morfolin-4ylethyl)amid 4-acetyl-5-(5-brom-2-
Br(:tﬁ‘} nwg L—oxo— 1,2-dihydroindol-3-ylidenmethyl)-3-methyl-
t H-pyrrol-2-karboxylové kyseliny
35 . (2-pyrrolidin-1-ylethyl)amid  4-acetyl-5-(5-brom-2-
Wuaﬁ%ui'ﬁ -0x0-1,2-dihydroindol -3-ylidenmethyl)-3-methyl-
H -1/1-pyrrol-2-karboxylové kyseliny
36 ¢ ['2-(4-hydroxyfenyl)eth_vl]ammi.d" 4-acetyl-5-(5-brom-
“'\(Ia’:%uﬂ“‘ -2-0x0-1,2-dihydroindol -3-ylidenmethyl)-3-methyl-
" -1 H-pyrrol-2-karboxylové kyseliny
37 - (3-diethylaminopropyl)amid  5-(5-brom-2-o0xo0-1,2-
a d'*‘ - -dihydroindol -3-ylidenmethyl)-2-izopropyl-4-fenyl-
N ?-IH-pyrrol-Z%-karboxylové kyseliny
38 Y | (3-pyrrolidin-1-ylpropyl)amid 5-(5-brom-2-oxo-
o b g -1,2-dihydroindol-3-ylidenmethyl)-2-izopropyl-4-
H Henyl-1H-pyrrol-3-karboxylové kyseliny
39 ‘ <, (2-diethylaminoethyl)amid 5-(5-brom-2-oxo-1,2-
Q{EN -dihydroindol-3-ylidenmethyl)-2-izopropyl-4-fenyl-
) N 4 -1 H-pyrrol-3-karboxylové kyseliny
40 q o~ he [3-(4-methylpiperazin-1-yDpropyljamid 5-(5-brom-
ar ) ; -2-0x0-1,2-dihydroindol -3-ylidenmethyl)-2-
A

-Hzopropyl-4-fenyl-1 H-pyrrol-3-karboxylové kyseliny
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41

¥
%
o
2

5-(5-brom-2-oxo-1,2-dihydroindol-3 -y!idcnmctiii; - |
2-izopropyl-4-fenyl-1/{-pyrrol-3-karhoxylové

kyselina

42

3%@
:zlz
0

(2-pyrrolidin-1-ylethyhamid ~ 5-(5-brom-2-oxo0-1,2-
-dihydroindol -3-ylidenmethyl)-2-methyl-4-feny}-174-
pyrrol-3-karboxylove kyseliny

43

IZI
O

(2-pyrrolidin-1-ylethylyamid  5-[6-(2-methoxy-
fenyl)-2-oxo0-1,2-dihydroindol-3-ylidenmethyi}-2-
~methyl-4-fenyl- 1 H-pyrrol-3-karboxylové kyseliny

44

L4
==z
Crr
T
L
3

(2-dimethylaminoethyllamid  5-(5-brom-2-oxo-1,2-
-dihydroindol-3-ylidenmethyl)-2-methyl-4-fenyl-1 H-
Lpyrrol-3-karboxylové kyseliny

45

%
| ézz_

(2-dimethylaminoethyl)amid 5-[6-(2-methoxy-
fenyb)-2-0xo0-1,2-dihydroindol-3-ilidenmethyl]-2-
-methyl-4-fenyl-1F-pyrrol-3-karboxylové kyseliny

46

ethylester 5-(5-brom-2-o0xo-1,2-dihydroindol-3-
-ylidenmethyl)-2-methyl-4-fenyl-1H-pyrrol-3-

karboxylové kyseliny

47

z

]
=

?uw -
o .
1

)
f?

(3-diethylaminopropyhamid  5-(5-brom-2-oxo0-1,2-
-dihydroindol-3-ylidenmethyl)-2-methyl-4-fenyl-14-
Lpyrrol-3-karboxylové kyseliny

48

Fa
\zj'

{

Lnvrrol-3-karboxvlové kyseliny

(2-dimethylaminoethyl)amid  5-(5-brom-2-oxo-1,2-
-dihydroindol-3-ylidenmethyl)-2,4-dimethyl-17/-

49

}& I%’}v
Qg
194
FT
‘?f

(2-dimethylaminoethyJamid _2,4-dimethyl-5-(2-
~ox0-6-fenyl-1,2-dihydroindoi-3-ylidenmethy)-1H
pyrrol-3-karboxylové kyseliny

50

o
x
9 ¢
Z
S
!

(2-dimethylaminoethyl)amid 5-(3-chlor-2-oxo-12-
-dihydroindol -3-ylidenmethyl)-2,4-dimethyl-1 H-

Lpyrrol-3-karboxylové kyseliny
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51 H (2-diethylaminoethyl}amid  5-(5-brom-2-oxo-1,2-
wud?: \?"\ -dihydroindol -3-ylidenmethyl)-2,4-dimethyl-1 H-
K pyrrol-3-karboxylové kyseliny
52 ] (2-pyrrolidin-1-ylethyhamid 5-(5-brom-2-oxo0-1,2-
"ﬂdﬂ% -E'J -dihydroindol -3-ylidenmethyl)-2,4-dimethyl-1 H-
. pyrrol-3-karboxylové kyseliny
53 q (3-imidazol-1-ylpropyl)amid  5-(5-brom-2-oxo0-1,2-
B’(Id'ﬁ e -dihydroindol -3-ylidenmethyl)-2 4-dimethyl-1 -
H Hpyrrol-3-karboxylové kyseliny
54 L (2-dimethylaminocthyl)amid 5-[6-(2-methoxy-
(Iaﬂ{% A fenyl)-2-oxo-1,2-dihydroindol-3-ylidenmethy1]-2 4-
¢ _dimethyl-1 H-pyrrol-3-karboxylové kyseliny
55 g (2-dimethylaminoethyl)amid  5-[6-(3-methoxy-
" tenyl)-2-oxo0-1,2-dihydroindol-3-yidenmethyl}-2,4-
?/O‘HFQ -dimethyl-1H-pyrrol-3-karboxylové kyseliny
56 S ;L\ (2-diethylaminoethyl)amid  2,4-dimethyl-5-(2-0x0-
@uﬁ{gi N |_5-fenyl-1,2-dihydroindol -3-ylidenmethyl)-1H-
pyrrol-3-karboxylové kyseliny
57 S u\-‘ (2-pyrrolidin-1-ylethylyamid 2,4-dimethyl-5-(2-
0‘(:[{5{ & -ox0-5-fenyl-1,2-dihydroindol -3-ylidenmethyl)-1H-
N -pyrrol-3-karboxylové kyseliny
58 i (3-imidazol-1-ylpropyl)amid 2,4-dimethyl-5-(2-
Oudl% Thg ox0-5-fenyl-1,2-dihydroindol-3-ylidenmethyl)-1 H-
A -pyrrol-3-karboxylové kyseliny
59 Il‘__\ (2-diethylaminoethyl)amid  2,4-dimethyl-5-(2-0x0-
Umn{fﬁé & -6-fenyl-1,2-dihydroindol -3-ylidenmethyl)- 1 4-
pyrrol-3-karboxylové kyseliny
60 (2-pyrrolidin-1-ylethyhamid 2,4-dimethyl-5-2- |

o’

-ox0-6-fenyl-|,2-dihydroindol -3-ylidenmethyl)-1 H-

-pyrrol-3-karboxylové kyseliny
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61

(3-imidazol-l-ylpropyamid  2,4-dimethyl-5-(2- 1
Loxo-6-fenyl-1,2-dihydroindol-3-ylidenmethyl)-1 H-
_pyrrol-3-karboxylové kyseliny

62

(3dicthylaminocthyl)amid _3-[6-(3,5-dichlorfenyl)- |
-2-0x0-1,2-dihydroindol-3-ylidenmethyl}-2.4-
dimethyl- 1 H-pyrrol-3-karboxylové kyseliny

63

(2-diethylaminoethyl)amid _2,4-dimethyl-5-(2-0x0- |
+6-pyridin-3-yl-1,2-dihydraindol-3-ylidenmethy I)-
-1 H-pyrrol-3-karboxylové kyseliny

(2-pyrrolidin-1-ylethyhamid = 2,4-dimethyl-5-(2-
L0x0-6-pyridin-3-yi-1,2-dihydroindoi-3-
ylidenmethyl)-1H-pyrrol-3-karboxylové kyseliny

65

66

(3-dimethylaminopropyl)amid  2,4-dimethyl-5-(2-
Lox0-6-pyridin-3-yl-1,2-dihydroindol-3-
Lylidenmethyl)-1 H-pyrrol-3-karboxylové kyseliny

{3-dimethylaminopropy!l)amid 2,4-dimethyl-5-(2-
-ox0-5-fenyl-1,2-dihydroindol-3-ylidenmethyl)-1 H-
_pyrrol-3-karboxylové kyseliny

67

(3-diethylaminopropylhamid  2,4-dimethyl-5-(2-
Loxo-5-fenyl-1,2-dihydroindol-3-ylidenmethyl)-1 H-
Lpyrrol-3-karboxylové kyseliny

68

(3-diethylaminopropyamid  2,4-dimethyl-5-(2-
-oxo-6-fenyl-1,2-dihydroindol-3-ilidenmethyl)-1 H-
pyrrol-3-karboxylové kyseliny

6%

(3-chlor-4-methoxyfenyl)amid  3-{4-(3-
-diethylamino propylkarbamoyl)-3,5-dimethyl-14-

| pyrrol-2-ylmethylen]-2-oxo-2,3-dihydro-1H-indol-4-
karboxylove kyseliny

70

(3-diethylaminopropyljamid 5-(5-brom-2-oxo-1,2-
-dihydroindol -3-ylidenmethyl)-2,4-dimethyl-1 H-
_pyrrol-3-karboxylové kyseliny
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71

(2-diethylaminoethyl)amid 5-(5-brom-2-oxo0-1,2-
-dihydroindol -3-ylidenmethyl)-2,4-diizopropyl-1 H-
pyrrol-3-karboxylové kyseliny

72

(3-diethylaminopropyl)amid  5-(5-brom-2-0x0-1,2-
-dihydroindol-3-ylidenmethyl)-2,4-diizopropyl-1 H-
pyrrol-3-karboxylové kyseliny

73

{(3-pyrrolidin-1-ylpropylamid  5-(5-brom-2-ox0-
-1,2-dihydroindol -3-ylidenmethyl)-2 4-diizopropy!l-
-1 H-pyrrol-3-karboxylové kyseliny

74

(pyridin-4-ylmethyl)amid 5-(5-brom-2-ox0-1,2-
-dilydroindol -3-ylidenmethyl)-2,4-dimethyl-1 H-
pyrrol-3-karboxylové kyseliny

75

(2-pyrrolidin-1-ylethyl)amid  5-[6-(4-butylfenyl)-2-
-0x0-1,2-dihydroindol -3-ylidenmethyl]-2,4-
-dimethyl-1H-pyrrol-3-karboxylové kyseliny

76

(2-pyrrolidin-1-ylethyDamid  5-[6-(5-izopropyl-2-
-methoxyfenyl) -2-ox0-1,2-dihydroaindol-3-
-ylidenmethyl]-2,4-dimethyl-1 H-pyrrol-3-
Hearboxylové kyseliny

77

(2-pyrrolidin-1-ylethyl)amid  5-[6-(4-ethylfenyl)-2-
-0x0-1,2-dihydroindol-3-ylidenmethyl]-2,4-
dimethyl-1H-pyrrol-3-karboxylové kyseliny

78

(2-pyrrolidin-1-ylethyl)Jamid = 5-[6+(2,4-dimethoxy-
fenyl)-2-oxo0-1,2~dihydroindol-3-ylidenmethyl]-2,4-
~dimethyi-1 H-pyrrol-3-karboxylové kyseliny

79

(2-pymrolidin-1-ylethyDamid  5-[6-(3-
-izopropylfenyl)-2-oxo-1,2-dihydroindol-3-
rylidenmethyl]-2,4-dimethyl- 1 H-pyrrol-3-
Fkarboxylové kyseliny
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80 <, (2-diethylaminocthy Damid _5-(5-fluor-2-0%0-1,2- ]
KI{-)% N _dihydroindol -3-ylidenmethyl)-2,4-dimethyl-1 -
' N & pyrrol-3-karboxylové kyseliny
181 (. 3-|4~(2-diethylaminocthylkarbamoy1)-3,5-dimethyl-
(Jﬂﬁ -1 H-pyrrol-2-ylmethylen|-2-o0x0-2,3-dihydro-1 H-
oy Hindol-6-karboxylova kyselina
82 o HQ (2-pymrolidin-1-ylethylamid  5-(5-
,.N; ‘%Id:{t" dimethylsulfamoyl-2-oxo-1,2-dihydroindol-3-
o . ylidenmethy})-2,4-dimethyl- 1 H-pyrrol-3-
karboxylové kyseliny
83 ,-’D (2-pyrrolidin-1-ylethylamid  5-[5-(3-
ﬂ;faﬁiv -chlortenylsulfamoyl)-2-oxo-1,2-dihydroindol-3-
-ylidenmethyl]-2,4-dimethy}- 1 H-pytrol-3-
Hearboxylové kyseliny
84 D (2-pyrrolidin-1-ylethyl)amid  2,4-dimethyl-5-[2-
L"l". o - N -ox0-5-(pyridin-3-yisulfamoyl)- 1,2-dihydroindol-3-
Lo ylidenmethyl]-1F-pyrrol-3-karboxylové kyseliny
85 o N 3 ' 3-[3,5-dimethyl-4-(4-methylpiperazin-l-karbonyl)-
ou -1 H-pyrrol-2-ylmethylen]-4-(2-hydroxyethyl)-1,3-
H Ldihydroindol-2-on
86 Q o - fenylamid  3-[3,5-dimethyl-4-(4-methylpiperazin-1-
;s%;( ~ karbonyl)-1H-pyrrol-2-yimethylen}-2-ox0-2,3-
Ldihydro-1 H-indol-5-suifonové kyseliny
187 < (2-dicthylaminoethylyamid  5-(5-
o " v ldimethylsulfamoyl-Z-oxo- 1,2-dihydroindo!-3-
o” el | vlidenmethyl)-2,4-dimethyl-1 H-pyrrol-3-
karboxyloveé kyseliny
88 a ' (2-diethylaminoethyl)amid  5-{5-(3-
'%;;{’):E"H ~chlorfenylsulfamoyl)-2-0xo-1,2-dihydroindol
ot O -ylidenmethyl]-2.4-dimethyl- 1 H-pyrrol-3-
karboxylové kyseliny

.95
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89

]
8}0
~ o

3

(2-dimethylaminoethyl)amid 3-(5-brom-2-oxo-1,2~
-dihydroindol-3-ylidenmethyl)-4,5,6,7-tetrahydro-
-2 H-izoindol-1-karboxylové kyseliny

wt B0

ethylester 3-(2-oxo-1,2-dihydroindol-3-
ylidenmethyl)-4,5,6,7-tetrabydro-2 H-izoindol-1-
karboxylové kyseliny

91

Zz
o ¥ o 5
-

ethylester 3-(4-methyl-2-0x0-1,2-dihydroindol-3-
Lylidenmethyl)-4,5,6,7-tetrahydro-2 H-izoindol-1-
Hkarboxylové kyseliny

92

e
=
a

ethylester 3-(5-brom-2-oxo0-1,2-dihydroindol-3-
ylidenmethyl)-4,5,6,7-tetrahydro-2 H-izoindol-1-
 karboxylové kyseliny

93

Q

=]

3«{3-cthoxykarbonyl-4,5,6,7-tetrahydro-2 H-izoindol-
-1 -ylmethylen)-2-ox0-2,3-dihydro-1 H-indol-5-
-karboxylové kyselina

94

o
—~ o S o

ethylester 3-(5-methoxy-2-oxo-1,2-dihydroindol-3-
-ylidenmethyl)-4,5.6,7-tetrahydro-2 H-izoindol-1-
karboxylové kyseliny

95

g
[+]

ethylester 3-(2-0x%0-53-fenyl-1,2-dihydroindoi-3-
.ylidenmethyl)-4,5,6,7-tetrahydro-2 H-izoindol-1-
-karboxylové kyseliny

96

ethylester 3-(2-ox0-5-sulfamoyl-1,2-dihydroindol-3-
rmylidenmethj,(l)-d,5,6,’:’-te:l:ra.hyd:m-2H—i:rueninclc)l-1 -
karboxylové kyseliny

97

ethylester 3-(5-methylsulfamoyl-2-o0xo0-1,2-dihydro-
indol-3-ylidenmethyl)-4,5,6,7-tetrahydro-2 H-
Hizoindol-1-karboxylové kyseliny

98

ethylester 3-(5-dimethylsulfamoyl-2-oxo0-1,2-

-dihydroindo!-3-ylidenmethyl)-4,5,6,7-tetrahydro-

| 211-izoindol-1-karboxylové kyseliny

-26-




CZ 303705 B6

99

%Z

o

4

ethylester 3-(2-oxo-5-fenylsulfamoyl-1,2-dihydro-
indo!-3-ylidenmethyl)-4,5,6,7-tetrahydro-2 H-

Hzoindol-1-karboxylové kyseliny

100

2

z

9 x
[ . ]

ethylester 3-(6-brom-2-oxo-1,2-dihydreindol-3-
Lylidenmethyl}-4,5,6,7-tetrahydro-2 H-izoindol-1-
-karboxylové kyseliny

%O

ethylester 3-(2-oxo-6-fenyl-1,2-dihydroindol-3-
-ylidenmethyl)-4,5,6,7-tetrahydro-2 H-izoindol-1-
Skarboxylové kyseliny

102

3-(3-ethoxykarbonyl-4,5 6,7-tetrahydro-2 H-izoindol-
-1-ylmethylen)-2-0x0-2,3-dihydro-1H-indol-6-

Fkarboxylova kyselina

103

ethylester 3-(6-methoxy-2-oxo-1,2-dihydroindol-3-
tylidenmethyl)-4,5,6,7-tetrahydro-2H-izoindol-1-
~karboxylové kyseliny

104

o]
R
Q
[o]

*
oz
[»]

ethylester 3-(5-izopropylsulfamoyl-2-oxo-1,2-
-dihydroindol-3-ylidenmethyl)-4,5,6,7-tetrahydro-
-2 H-1zoindol-1-karboxylové kyseliny

105

3-(3-methylkarbamoyi-4,5,6,7-tetrahydro-2 -
Lizoindol-1-ylmethylen)-2-0x0-2,3-dihydro-1 H-indol-
HS5-karboxylovd kyselina

106

107

3-(3-dimethylkarbamoyl-4,5,6,7-tetrahydro-2H-
Hzoindol-1-ylmethylen)-2-0xo0-2,3-dihydro-1-indol-
-5-karboxylova kyselina

2-0x0-3-[3-(pyrrolidin-1-karbonyl)-4,5,6,7-
~etrahydro-2/-izoindol-1-ylmethylen}-2,3-dihydro-
-1 H-indol-5-karboxylova kyselina

—

108

3-[3-(morfolin-4-karbonyl)-4,5,6,7-tetrahydro-2H-
tizoindol-1-yImethylen}-2-ox0-2,3-dihydro-1H-indol-
-5-karboxylovd kyselina

-27-
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109

3-[3-(morfolin-4-karbonyl)-4,5,6,7-tetrahydro-2.H-
Lizoindol-1-ylmethylen]-2-0x0-2,3-dihydro- 1 H-indol-
“6-karboxylové kyselina

110

methylamid 3-(5-brom-2-oxo-1 ,2-dikydroindol-3-
-ylidenmethyl)-4,5,6,7-tetrahydro-2 H-izoindol-1-
Fkarboxylové kyseliny

111

dimethylamid 3-(5-brom-2-oxo-1,2-dihydroindol-
-3-ylidenmethyl)-4,5,6,7-tetrahydro-2 H-izoindol-1-
tkarboxylové kyseliny

112

5-brom-3-{3-(pyrrolidin-1-karbonyl)-4,5.6,7-
Hetrahydro-2H-izoindol- -ylmethylen]-1,3-dihydro-

'indol-2-on

113

5-brom-3-[3-(pyrrolidin-4-karbonyl)-4,5,6,7-
Hetrahydro-2H-izoindol-1-ylmethylen]-1,3-dihydro-

indol-2-on

114

3-(3-dimethylkarbamoyl-4,5,6,7-tetrahydro-2H-
Lizoindol-1-ylmethylen)-2-0x0-2,3-dihydro-1H-indol-
-6-karboxylové kyseliny

115

4-methyl-5-(5-methylsulfamoyl-2-0x0-1,2-dihydro-
indol-3-ylidenmethyl)-1 H-pyrrol-3-karboxylové
kyseliny

116

ethylester {[4-methyl-5-(4-methyl-5-
Lmethylsulfamoyl-2-0x0-1,2-dihydroindol-3-
Lylidenmethyl)- 1 H-pyrrol-3-karbonyl]amino } octové
kyseliny

117

ethylester {[4-methyl-5-(5-methylsulfamoyl-2-oxo-
-1.2-dihydroindol-3-ylidenmethyl)-1H-pyrrol-3-

Lkarbonyl] amino }octové Kyseliny

118

{[4-methyl-5-(5-methylsulfamoyl-2-oxo-1,2-
- dihydroindol -3-ylidenmethyl)-1H-pyrrol-3-

-karbonylJamino }octova kyselina

_28 -




CZ 303705 B6

119

methylamid  3-{3-methyl-4-(piperidin-1-karbonyl)- |
1 H-pyrrol-2-yimethylen]-2-ox0-2,3-dihydro-1 /-

Lindol-3-sulfonové kyseliny

120

5-methyl-2-(2-ox0-1,2-dihydroindol-3-
-ylidenmethyl)-1H-pyrrol-3-karboxylové kyseliny

121

122

ethylester  S-methyl-2-(2-ox0-1,2-dihydroindol-3-
-vlidenmethyl)-1 H-pyrrol-3-karboxylové kyseliny

ethylester 2-(5-brom-2-ox0-1,2-dihydreindol-3-
Lylidenmethyl)-5-methyl-1 H-pyrrol-3-karboxylove
kyseliny

123

2-(5-brom-2-ox0-1,2-dihydroindol-3-viidenmethyl)-
-5-methyl- 1 H-pyrrol-3-karboxylové kyseliny

124

(2-pyrrolidin-1-ylethyl)amid 2-(5-brom-2-oxo-1,2-
-dihydroindol-3-ylidenmethyl)-5-methyl-1H-pyrrol-
+3-karboxylové kyseliny

125

(2-diethylaminoethyl)amid  2-(5-brom-2-oxo0-1,2-
-dihydroindol -3-ylidenmethyl)-5-methyl-1H-pyrrol-
=3-karboxylové kyseliny

—CH,

(2-diethylaminoethyl)amid 2,4- 381 [M + 1]
-dimethyl-5-[2-0x0-1,2-dihydroindol-
I13Z£)-yhidenmethyl]- 1 H-pyrroi-3-
-karboxylové kyseliny

127

(2-diethylaminoethyl)amid  5-[5- 415 [M+1]
-chlor-2-ox0-1,2-dihydroindol(3.2)-
ylidenmethyl]-2,4-dimethyl-1H-
pyrrol-3-karboxylové kyseliny

-20 -
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128

(2-pyrrolidin-1-ethylyamid 2,4-
dimethyl-5-[2-oxo0-1,2-dihydroindol-
(3 Z)ylidenmethyl]-1H-pyrrol-3-
Hearboxylové kyseliny

379 [M + 1]

129

(2-pyrrolidin-1-ylethyDamid ~ 5-[5-
-Hfluor-2-oxo-1,2-dihydreindol-(3.2)-
ylidenmethyl]-2,4-dimethyl-1H-
_pyrrol-3-karboxylové kyseliny

397 [M + 1]

130

(2-pyrrolidin-1-ylethyDamid 5-{5-
~chlor-2-ox0-1,2-dihydrcindol-(3Z)-
ylidenmethyl}-1H-pyrrol-3-
Lkarboxylové kyseliny

413 M+ 1]

131

(2-dimethylaminoethyl)amid 2,4-
Ldimethyl-5-[2-oxo-1,2-dihydroindol-
L(32)-ylidenmethyl}-1H-pyrrol-3-
-karboxylové kyseliny

353 [M+1]

132

(2-dimethylaminoethylamid 5-[5-
-fluor-2-oxo-1,2-dihydroindol- (3 Z)-
Lylidenmethyl]-2,4-dimethyl-1H-

pyrrol-3-karboxylové kyseliny

371 [M + 1]

133

(2-acetylaminoethyl)amid 5-[5-
-chlor-2-ox0-1,2-dihydroindol-(32)-
-ylidenmethyl]-2,4-dimethyl-1H-
_pyrrol-3-karboxylové kyseliny

399 [M - 1]

134

(2-acetylaminoethyl)amid 5-[5-
-fluor-2-0x0-1,2-dihydreindol-(3.2)-
ylidenmethyl]-2,4-dimethyl-1 H-

pyrrol-3-karboxylové kyscliny

383 [M -1]

230 -
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135

(2-acetylaminocthyl)amid 2,4-
dimethyl-5-[2-0x0-1,2-dihydraindol-
H(3 Z)-ylidenmethyl}-1 H-pyrrol-3-

rkarboxylové kyseliny

365 [M- 1]

136

[3-(2-oxotetrapyrimidin-1-y1)-
propyllamid  5-[5-brom-2-0x0-1,2-
-dihydroindol-(3Z)-ylidenmethyl}-
-2.4-dimethyl-1H-pyrrol-3-

Hcarboxylové kyseliny

500 M + 1]
502 M + 1]

137

a f N Ch,

[3-(2-oxotetrahydropyrimidin- 1-

L propyilamid  5-[S-chlor-2-0x0-1,2-
-dihydroindol-(3 Z)-ylidenmethyl]-
2.4-dimethyl- 1 H-pyrrol-3-
Hkarboxylové kyseliny

454 [M - 1]

138

[+ ]

HT H"‘/‘.L)
F N
Q
i

[3-(2-oxotetrahydropyrimidin- 1 -
-propyl]amid  5-[5-fluor-2-oxc-1,2-
-dihydroindol-(3 Z)-ylidenmethyl}-
-2,4-dimethyl-1 H-pyrrol-3-

karboxylové kyseliny

438 [M - 1)

139

[+] N)L
N S da W
@(&‘ﬁ"’
{a]
b

[3-(2-oxotetrahydropyrimidin- 1 -
Lpropyljamid 2,4-dimethyl-5-[2-0xo0-
-1,2-dihydroindol -(32)-
Lylidenmethyl}-2,4-dimethyl-1 H-
_pyrrol-3-karboxylové kyseliny

140

[3-(2-oxotetrahydropyrimidin-1-
Lpropyl]lamid  5-[5-kyano-2-oxo-1,2-
~-dihydroindol -(3Z)-ylidenmethyl |-
-2,4-dimethyl-1 H-pyrrol-3-
karboxylové kyseliny

422 [M + 1]

|447M+17 |

=31 -
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141

trifluoracetat-4-[2-( {5-[5-brom-2-
-0x0-1,2-dihydroindol-(32)-
ylidenmethyi}-2,4-dimethyl-1H-
_pyrrol-3-karbonyl }amino)ethy1}-2-

-oxopiperazin--ium

486 [M + 1]
488 [M + 1)

142

[3-(2-oxopyrrolidin-1-y)propyl]-
amid 5-{5-kyano-2-oxo-1,2-dihydro-
indol-(32)-ylidenmethyt}-2,4-
Ldime:thyl— 1 H-pyrrol-3-karboxylové
kyseliny

430 [M - 1]

143

[2-(2-oxoimidazolidin- 1-yDethyl}-
amid 5-[5-brom-2-0x0-1,2-dihydro-
indol-(3 2)-ylidenmethyl]-2,4-
+dimethy!-1 H-pyrrol-3-karboxylové
kyseliny

470 [M - 1]
472 [M- 1]

144

[2-(2-ox0imidazolidin-1-yl)ethyl]-
amid 5-[5-chlor-2-ox0-1,2-dihydro-
indol-(3Z)-ylidenmethyl]-2,4-
_dimethyl-1H-pyrrol-3-karboxylové
kyseliny

428 [M + 1]

145

146

[2-(2-oxcimidazolidin-1-yDethyl]}-
5-[5-fluor-2-0xo-1,2-dihydro-
indol-(37)-yiidenmethyl]-2 4-

amid

-dimethyl-1H-pyrrol-3-karboxylové
kyseliny

412 M+ 1)

[2-(2-oxcimidazolidin-1-yDethylj-
2.4-dimethyl-5-[2-0x0-1,2-
-dihydroindol-(32)-ylidenmethyl]-

amid

-1 H-pyrrol-3-karboxylové kyseliny

392 [M- 1]

-32-
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147

N
NC H

[2-(2-oxeimidazolidin- I-yethyl|-
amid 5-[5-kyano-2-oxo-1,2-dihydro-
indol~(3 Z)-ylidenmcthyl]-2,4-
<dimethyl-1H-pyrrol-3-karboxylové
kyseliny

419 [M+1]

148

ethylester {4-[2-({5-[5-brom-2-0x0-
1,2-dihydroindol-(32)}-
tylidenmethyl]-2,4-dimethyl-1 H-
Lpyrrol-3-karbonylfamino)ethyi]-

piperazin-1-yl}octové kyseliny

558 M+ 1]
560 [M + 1}

149

ethylester {4-[2-({5-{5-chlor-2-0x0-
-1,2-dihydreindol-(32)-
ylidenmethvl]-2.4-dimethyli-1.H-

- pyrrol-3-karbonyl} amino)ethyl}-

piperazin-1-yljoctové kyseliny

S14[M+ 1)

150

ethylester  {4-[2-({5-[5-fluor-2-oxo-
-1,2-dihydroindol-(37)-
sylidenmethyl]-2,4-dimethyl-1/{-
_pyrrol-3-karbonyl Jamino)cthyl]-

piperazin-1-yljoctové kyseliny

498 [M + 1

153

HE e

154

{2-(kyanomethylamino)ethyl}-
2.4-dimethyl-5-[2-0x0-1,2-
-dihvdroindol-(3 Z)-ylidenmethyl]-

-1 H-pyrrol-3-karboxylové kyseliny

amid

[3-(2-ox0azepan-|-yDpropyljamid
5-{5-brom-2-oxo0-1,2-dihydroindol-
L(37)-ylidenmethyl]-2,4-dimethyl-1 -
pyrrol-3-karboxylové kyseliny

362 [M - 1]

511 [M-1]
513 [M - 1]

155

[él(z-oxoazepana 1-vDypropyllamid
5-[5-chlor-2-0%0-1,2-dihydroindol-
-(32)-ylidenmethyl}-2.4-dimethyi-1H-

469 M+ 1]

-33-
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Lpyrrol-3-karboxylové kyseliny

156 e S b [3-(2-oxoazepan-1-yl)propyllamid 453 [M + 1]
5-[5-fluor-2-0x0-1,2-dihydreindol

f (3Z)-ylidenmethyl]-2,4-dimethyl- 1 H-
pyrrol-3-karboxylové kyseliny

"
=
&2

157 we S NM»D [3-(2-oxo0azepan- 1-yl)propytjamid 435 M+ 1]
C(éfm 2,4-dimethyl-5-[2-0x0-1,2-dihydro-
' indol-(32)-ylidenmethyl)-1 H-pyrrol-

-3-karboxylové kyseliny

Q .
158 o S 'b [3-(2-oxcazepan-1-yhpropyl]amid 460 M+ 1]
5-[5-kyano-2-oxo-1,2-dihydroindol-
H H(32)-ylidenmethyl]-2,4-dimethyl-1H-
pyrrol-3-karboxylové kyseliny

159 ne 3 n’dn\gm’ (2-acetyiamincethyl)amid 5-[5-i443[M - 1]

. e, ~brom-2-ox0-1,2-dihydroindol-(32)- 1445 [M- 1]
N +ylidenmethyl}-2,4-dimethyl-1 H-

pyrrol-3-karboxylové kyscliny

160 L Trifluoracetat-4-[2-({5-[5-fluor-2-  |426 [M + 1]
w3 W -0x0-1,2-dihydroindol-(32)-

'ﬁﬁ{-ﬂ" T ke lylidenmethyl]-2,4-dimethyl-LH-

pyrrol-3-karbonyl}jamino)ethyl]-2-

-oxo piperazn-1-ium;

161 T trifluoracetat-4-[2-({2,4-dimethyl-5- |408 [M + 1]
’“‘u cﬂ,H ) [2-0x0-1,2-dihydroindol-(3Z)-
had e _ylidenmethyl]-1 H-pyrrol-3-
Lkarbonyl}amino)ethyi]-2-oxo-
piperazin- 1 -ium;
162 . Hé:n,» triflucracetat -4-[2-({5-[5-kyano-2- 433 [M + 1]
i - :5. -ox0-1,2-dihydroindol-(3Z)-
kad rov Lylidenmethyl]-2,4-dimethyl-1H-

_pyrrol-3-karbonyl}amino)ethyl}-2- |

s

-34-
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oxopiperazin-1-ium;

163

Be

[2-(2-kyanocthylamino)ethylJamid
5-[5-brom-2-0x0-1,2-dihydroindol-
~(32)-ylidenmethyl]-2,4-dimethyl-1H-
Lpyrrol-3-karboxylové kyseliny

454 M- 1]
456 [M - 1]

164

[2-(2-kyanoethylamino)ethyljamid
5-[5-chlor-2-0x0-1,2-dihydroindol-
-(37)-ylidenmethyl]-2 4-dimethyl-1 H-
_pyrrol-3-karboxylové kyseliny

410 [M - 1]

165

[2-(2-kyanoethylamino)ethy!Jamid
5-[5-fluor-2-0x0-1,2-dihydroindol-
37)-ylidenmethyl]-2.4-dimethyl-1H-
Lpyrrol-3-karboxylové kyseliny

394 {M-1]

166

[2-(2-kyanaethylamino)ethyl]amid
2.4-dimethyl-5-{2-ox0-1,2-dihydro-
indol-(37)-ylidenmethyl]-1 H-pyrrol-
F3-karboxylové kyseliny

376 [M - 1]

167

[2-(2-kyanoethylaming)ethylJamid
5-[5-kyano-2-o0x0-1,2-dihydreindol-
(3 Z)-ylidenmethyl]-2,4-dimethyl- 1 -
Lpyrrol-3-karboxylové kyseliny

401 [M - 1]

168

trifluoracetat-4-[2-({ 5-f5-chlor-2-
-0x0-1,2-dihydre indol-(32)-
Lvlidenmethyv1]-2_4-dimethyl-1 H-
Lpyrrol-3-karbonylJamino)jethy!]-2-

-oxopiperazin-1-ium;

440 M- 1]

168

[2-(4-methylpiperazin-1-yDethyl}-
amid  5-[5-fluor-2-oxo-1,2-dihydro-
indol-(32)-ylidenmethyl]-2,4-
-dimethyl- 1 H-pyrrol-3-karboxylové
kyseliny

24 [M-1]

-35-
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169

[2-(4-methylpiperazin-1-yi)ethyl]-
amid 5-[5-chlor-2-ox0-1,2-dihydro-
indol-(3Z)-ylidenmethyl]-2.4-
-dimethyl-1H-pyrrol-3-karboxylové
kyseliny

440 [M - 1]

170

[2-(4-methylpiperazin-1-yl)ethyl]-
amid  5-[S-brom-2-oxo-1,2-dihydro-
indol-(3Z)-ylidenmethyl]-2,4-

L dimethyl-1 H-pyrrol-3-karboxylové
kyseliny

484 [M - 1)
436 (M - 1]

171

[2-(4-methyl piperazin-1-yDethyl]-
amid 2,4-dimethyl-5-[5-brom-2-0xo-
L1,2-dihydroindol-(3Z)-
+ylidenmethyl]- 1 H-pyrrol-3-
 karboxylové kyseliny

406 [M - 1]

172

[2-(3,5-dimethylpiperazin-1-yl)-
ethyllamid  2,4-dimethyl-5-[2-oxo0-
L1,2-dihydroindol-(32)-
Lylidenmethyl]-1H-pyrrol-3-
Hcarboxylove kyseliny

422 M+1]

173

[2-(3,5-dimethylpiperazin-1-vi)-
ethyl}amid 5-[5-fluor-2-0x0-1,2-
-dihydroindo] ~(3Z)-ylidenmethyl]-
-2,4-dimethyl-1H-pyrrol-3-
karboxylové kyseliny

438 [M- 1]

174

[2-(3 ,SLHiﬁletﬁylpiperazin- 1-yD)-
ethyl]amid 5-[5-chlor-2-ox0-1,2-
-dihydroindot-(3Z}-ylidenmethyl]-

+2 4-dimethyl- 1 H-pyrrol-3-
karboxylové kyseliny

456 [M + 1]

- 36 -




Cz 303705 Be

175

M, N cn

{2-(3,5-dimethylpiperazin-t-y1)-
ethyl]amid 5-[5-brom-2-ox0-1,2-
-dihydroindol-(37)-ylidenmethyl]-
-2,4-dimethyl-1 H-pyrrol-3-
karboxylové kyseliny

498 [M - 1]
500 [M - 1]

176

[3-(4-methylpiperazin-1-yDpropyl]-
2,4-dimethyl-5-[2-0x0-1,2-
-dikydroindo!~(3 Z)-ylidenmethyl]-

amid

-1 H-pyrrol-3-karboxylové kyseliny

422 M +1]

177

[3-(4—methy]p1perazm— I-yDpropyl]-
amid 5-[5-fluor-2-oxo-1,2-dihydro-
indol-(3Z)-ylidenmethyt}-2,4-
~dimethyl-1 H-pyrrol-3-karboxylové
kyseliny

438 [M-1]

178

[3-(4-mcthylpiperazin- 1 -ypropyl}-
amid 5-[5-chlor-2-o0x0-1,2-dihydro-
indol-(32)-ylidenmethyl]-2 4-
-dimethyl-1H-pyrrol-3-karboxylové
kyseliny

454 M- 1]

179

180

[3-(4-methylpiperazin-1-ylpropyl]-
amid 5-[5-brom-2-ox0-1,2-dihydro-
indol-(3Z }-ylidenmethyl]-2.4-
-dimethyl-1H-pyrrol-3-karboxylové
kyseliny
[2-(4-benzylpiperazin-1-vhethyl]-
amid 2.4-dimethyl-5-[2-ox0-1,2-
-dihydroindol <(3Z)-ylidenmethyl]-
-11{-pyrrol-3-karboxylové kyseliny

498 M- 1]
500 [M - 1]

482 M - 1]

181

{2-(4-benzylpiperazin-1-yhethyl]-
amid  5-[5-fluor-2-0x0-1,2-dihydro-
indol-(3Z)-ylidenmethyl}-2 ,4-

-37-

500 [M - 1]
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-dimethyl-1H-pyrrol-3-karboxylové
kyseliny

182

[2-(4-benzylpiperazin-1-ylethyl]-
amid 5-[S-chlor-2-oxo0-1,2-dihydro-
indol-(3 Z)-ylidenmethyl]-2,4-
dimethyl-1H-pyrrol-3-karboxylové
kyseliny

517 [M - 1]

183

[2-(4-benzylpiperazin-1-yl)ethyl}-
amid 5-[5-brom-2-oxo-1,2-dihydro-
indol-(32)-ylidenmethyl]-2,4-
-dimethyl-1 H-pyrrol-3-karboxylové
kyseliny

560 [M - 1]
562 [M - 1}

184

(3-pyrrolidin-1-yl-2-on)amid  3-[5-
Lchlor-2-0x0-1,2-dihydroindol-(32)-
-ylidenmethyl]-2,4-dimethyl-1H-
pyrrol-3-katboxylové kyseliny

480 [M + 1]

185

c i #

trifluoracetat -4-[2-({5-[5-chlor-2-
Loxo-1,2-dihydroindol-(32}-
Lylidenmethyl}-2,4-dimethyl-1H-

| pyrrol-3-karbonyl}amino)ethyl]-2-

-oxopiperazin-1-ium;

440 M - 1]

186

(3-pyrrolidin-1-yl-2-on)amid  5-{5-
~chlor-2-0xo0-1,2-dihydroindol-(32)-
ylidenmethyl]-2,4-dimethyl-1H-
Lpyrrol-3-karboxylové kyseliny

187

(3-pyrrolidin-1-yl-2-on)amid ~ 5-[5-
-fluor-2-oxo-1,2-dihydroindol-(32)-
-ylidenmethyl]-2,4-dimethyl-1£-

-pyrrol-3-karboxylové kyseliny
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188

o 0

H,C —

au; ')
§ N CH,

(3-pyrrolidin-1-yl-2-ondamid  5-2-
-0x0-1,2-dihydroindol-(32)-
ylidenmethyl]-2,4-dimethyl-1 -

| pyrrol-3-karboxylové kyseliny

189

[ 2!

(2-pyridin-2-ylethyl)amid 5-[5-
Fchlor-2-ox0-1,2-dibydroindol-(32)-
_ylidenmethyl}-2,4-dimethyl-1H-
-pyrrol-3-karboxylové kyseliny

190

Trifluoroctovd sdl (2-pyridin-2-yl-
ethyDamidu 5-[5-fluor-2-oxo0-1,2-
-dihydroindol-(3Z)-ylidenmethyl]-
-2 4-dimethyl- 1 H-pyrrol-3-
~karboxylové kyseliny

191

hydrochlorid  (2-pyridin-2-ylethyl)-
amidu  5-f2-oxo0-1,2-dihydreindol-
L(3Z)-ylidenmethyl]}-2,4-dimethyl-1/1-
_pyrrol-3-karboxylové kyseliny

192

Trifluoroctova sul (2-pyridin-2-yl-
ethylamidu  5-[S-brom-2-0x0-1,2-
-dihydroindol-(32)-ylidenmethyl]-
+2,4-dimethyl-1 H-pyrrol-3-

~karboxylové kyseliny

193

(7-ethylaminaethylamid 5-15-
Hluor-2-o0xo0-1,2-dihydroindol-(32)-
-ylidenmethyl]-2,4-dimethyl-1H-
Lpyrrol-3-karboxylové kyseliny

194

(2-aminoethyl Jamid 5-[5-fluor-2-
roxo-1,2-dihydroindol-(32)-
ylidenmethyl]-2.4-dimethyl-1H4-
pyrrol-3-karboxylové kyseliny
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195

(2-diethyl-N-oxoaminoethyhamid
5-[5-fluor-2-ox0-1,2-dihydroindol-
(3 Z)-ylidenmethyl]-2,4-dimethyl-2,4-
-dimethyl-1 H-pyrrol-3-karboxylové
kyseliny

196

(2-ethyl-N-hydroxyaminocthy[)-

amid  5-[5-fluor-2-oxo-1,2-dihydro-
indol-(3Z)-ylidenmethyl]-2,4-
Fdimethyl-1H-pyrrol-3-karboxylové
kyseliny

197

8=

(2-diethylamino-2-hydroxyethyl}-
amid  5-[5-fluor-2-oxo-1,2-dihydro-
indo}-(3Z)-ylidenmethyl]-2,4-
-dimethyl-1 H-pyrrol-3-karboxylové
kyseliny

198

-

[2-ethyl-2-(2-hydroxyethyl}amino-
ethyljamid 5-f5-fluor-2-oxo-1,2-
-dihydroindol-(3Z)-ylidenmethyl}-
-2,4-dimethyl-1.H-pyrrol-3-
-karboxylové kyseliny

199

[2-ethyl-2-(1-hydroxyethyl)amino-
ethyl}amid 5-[5-fluor-2-ox0-1,2-
-dihydroindol-(32)-ylidenmethyl]-

2 4-dimethyl-1 H-pyrrol-3-
karboxylové kyseliny

200

(2-N-acetylaminocthylyamid 5-[5-
kyano-2-0x0-1,2-dihydroindol-(32)-
rylidenmethyl]-2,4-dimethyl-1/-
_pyrrol-3-karboxylové kyseliny
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201 (karboxymethyl)amid  5-[5-fluor-2-
E o -oxo-1,2-dihydroindol-(32)-
N Lylidenmethyl]-2,4-dimethyl-14-

| pyrrol-3-karboxylové kyseliny

202 [2-(2-hydroxyethylamino)ethyl]amid
5-[5-fluor-2-oxo-1,2-dihydroindol-
1(3Z)-ylidenmethyl]-1H-pvrrol-3-
Hearboxylové kyseliny

203 o 3 —~ _/C‘Nj trifluoracetat  (2-pyridin-2-ylethyl)-

H
e {:fcz;fm amidu 5-[5-kyano-2-ox0-1,2-
" ¢ Cr,cOM

-dihydroindoH(3Z)-ylidenmethyl]-

-1 H-pyrrol-3-karboxylové kyseliny

204 w5 HMNS tofluoracetat  (3-pyrrolidin-1-yl-2-
B’ﬁdf o tonpropyl)amidu  5-[5-brom-2-oxo-
R

-1,2-dihydroindol-(32)-

Lylidenmethyl]-1H-pyrrol-3-
Lkarboxylové kyseliny

Cisla slougenin odpovidaji &isliim p¥ikladii v pfikladech provedeni vynalezu, tj. syntéza slouceni-
ny 1 vtabulce 1 je popsana v piikladu 1. Slouceniny uvedené v tabulce 1 maji pouze ilustrativni
charakter a nemaji nikterak limitovat jakymkoliv zpisobem rozsah pfedlozeného vynalezu.

Vyhodna provedeni

HENU VZULCE | uvedRLE 1LLe.

(1) Vyhodna skupina sloudenin obecného vzorce I je takové, kde substituenty R', R* a R* jsou
atom vodiku.

(2) Dalsi vyhodn4 skupina sloudenin obecného vzorce I je takova, kde substituenty R'. R” a R*
jsou atom vodiku,

(3) Dalsi vvhodna skupina slou¢enin obecného vzorce [ je takova, kde substituenty R, R*a R’
jsou atom vodiku.

(4) Dalsi vyhodna skupina sloudenin obecného vzorce | je takova, kde substituenty R%, R’a R’
jsou atom vodiku.

(5) Dalsi vyhodna skupina slouéenin obecného vzorce | je takova, kde substituenty R', R’, R’
a R* jsou atom vodiku.
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Jesté dal¥i vyhodna skupina slougenin obecného vzorce 1 je takova, kde substituenty R* R®
nebo substituent R’, vyhodné substituent R® nebo R®, vyhodn&ji substituent R® je ~COR ",
kde substituent R'® je -NR''(CH,).R"%, kde:

substituent R'' je atom vodiku nebo nizii nesubstituovani alkylova skupina, vyhodng
atom vodiku nebo methyl;

nje 2, 3 nebo 4, vyhodné 2 nebo 3; a

substituent R' je -NR"R!, kde substituenty R"> a R" jsou nezavisle alkylova skupina,
vyhodnéji nizsi nesubstituovana nizsi alkylova skupina nebo substituenty R" a R" spojeny
dohromady tvofi skupinu vybranou z —(CH,)s—, —(CH;)s—, «(CHy)~O—«CH:),— nebo
—CH,);N(CH;)(CH;)y—, vyhodné€ substituenty R aR" jsou nezavisle atom vodiku, methyl,
ethyl nebo spojeny dohromady tvofi morfolin—4-yl, pyrrolidin—1-yl, piperazin-1-yl nebo
4—methylpiperazin—1—yl.

Vyhodnéji je substituent R’ nebo R® v bodé (6) vyie N—(2—dimethylaminoethyl)amino-
karbonyl, N—2-ethylaminoethyl}-N-methylaminokarbonyl, N—(3—dimethylaminopropyl)-
aminokarbonyl, N—(2-diethylaminoethyl)aminokarbonyl, N—(3—ethylaminopropyl)amino-
karbonyl, N-{3-diethylaminopropyl)aminokarbonyl, 3-pyrrolidin-1-ylpropylaminokarbo-
nyl, 3-morfolin—4—ylpropylaminokarbonyl, 2—pyrrolidin—|—ylethylaminokarbonyl, 2-mor-
folin—4—ylethylaminokarbonyl, — 2—(4—methylpiperazin—1—yl)ethylaminokarbonyl, = 2—(4-
methylpiperazin-1-yl)propylaminokarbonyl,  2—3,5—dimethylpiperazin—i—yl)ethylamino-
karbonyl nebo 2—(3,5—dimethylpiperazin—1-yl)propylaminokarbonyl, jedt¢ vyhodné&ji N—(2—
diethylaminoethyl)aminokarbonyl nebo N—(2—ethylaminoethyl)aminokarbonyl.

Jeste daldi vyhodna skupina slouenin obecného vzorce 1 je takova, kde substituenty R’, R®
nebo R’, vyhodné substituenty R® nebo R®, vyhodnéji substituent R® je —~COR'"®, kde substi-
tuent R' je -NR""R", kde substituent R" je atom vodiku a substituent R" je alkylova
skupina, vyhodné nizsi alkylova skupina substituovana hydroxyskupinou, arylové, hetero-
arylova, heteroalicyklickd skupina nebo karboxyskupina, vyhodngji methyl, ethyl, propyl
nebo butyl substituovany hydroxyskupinou, arylova skupina, heteroalicyklickd skupina,
napt. piperidin, piperazin, morfolin, atd., heteroarylova skupina nebo karboxyskupina. Jesté
vyhodngji v ramci této skupiny (7) je substituent R® nebo R® 2-ethoxykarbonylmethyl-
aminokarbonyl,  karboxymethylaminokarbonyl,  3-hydroxypropylaminokarbonyl, 2~
hydroxyethylaminokarbonyl, 3-triazin—1—ylpropylaminokarbonyl, triazin—I-ylethylamino-
karbonyl,  4-hydroxyfenylethylaminokarbonyl,  3-imidazol-1-ylpropylaminokarbonyl,
pyridin—4—ylmethylaminokarbonyl, 2—pyridin—2—ylethylaminokarbonyl nebo 2—imidazol-1-
ylethylaminokarbonyl.

Jesté dal8i vyhodna skupina sloucenin obecného vzorce | je takova, kde substituenty R’, R
nebo R’, vyhodné substituenty R’ nebo R®, vyhodngji substituent R® je ~COR', kde
substituent R' je -NR'(CH,),R"%, kde:

substituent R'' je atom vodiku nebo alkylova skupina, vyhodné atom vodiku nebo
methyl;

n je 2. 3 nebo 4, vyhodné 2 nebo 3; a

substituent R'? je -NRR', kde substituenty R" a R'* spojeny dohromady tvoti heterocykl,
vyhodné 5, 6 nebo 7 &lenny heterocykl obsahujici karbonylovou skupinu a | nebo 2 atomy
dusiku. Vyhodng substituent R’ nebo R® je 2—(3-ethoxykarbonylmethylpiperazin—1-yl)-
ethylaminokarbonyl, 2—(3-oxopiperazin—1-yl)ethylaminokarbonyl, 2—(imidazolidin—I-yl-
2—on)ethylaminokarbonyl., 2—(tetrahydropyrimidin—1-yl-2—on)ethylaminokarbonyl, 22—
oxopyrrolidin—I—yl)ethylaminokarbonyl, 3—(4-methylpiperazin—1-yl)propytaminokarbonyl,
3—(3—cthoxykarbonylmethylpiperazin—1-yl)propylaminokarbonyl,  3—3—oxopiperazin—1-
yl)propylaminokarbonyl, 3—(imidazolidin-—I1-yl-2—on)propylaminokarbonyl, 3—(tetrahydro-
pyrimidin—}-yl-2—on)propylaminokarbonyl, 3—(2—oxopyrrolidin—[—yl)ptopylaminokarbo-
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nyl, 2-(2-oxohomopiperidin—1-yl)ethylaminokarbonyl nebo 3--(2-oxchomopiperidin—1—
yDhpropylaminokarbonyl.

Jesté daldi vyhodna skupina sloucenin obecného vzorce 1 je takova, kde substituent R’ R®
nebo R”, vyhodng substituent R* nebo R®, vyhodng;ji substituent R® je -COR'®, kde:

(a) substituent R'” je -=NR''(CH,),R"*, kde:

substituent R'' je atom vodiku nebo alkylova skupina, vyhodné atom vodiku ncbo
methyl;

n je2, 3 nebo4, vyhodné 2 nebo 3; a

substituent R'? je -NR"“R", kde substituent R" je atom vodiku a substituent R je kyano-
alkyl nebo -NHCOR?, kde substituent R* je alkylova skupina;

nebo

(b) substituent R'" je —~NR"R™, kde substituenty R" a R'" spojeny dohromady tvofti
heterocykl neobsahujici karbonylovou skupinu v rameci kruhu. Vyhodné substituent R® nebo
R’ je 2—(2—kyanoethylamino)ethylaminokarbonyl, 2—(acetylamino)ethylaminokarbony,
morfolinokarbonyl, piperidin—1—ylkarbonyl, 2—kyanomethylaminoethylaminokarbonyl nebo
piperidin—!-ylkarbonyl.

(10) Dalsi vyhodna skupina sloucenin obecného vzorce | je takova, kde substituent R’ je ~-COR'?,

kde substituent R'’ je -NR'R", kde substituent R je atom vodiku a substituent R'"* je nizsi
alkylova skupina substituovana hydroxyskupinou, nizsi alkylova skupina substituovana
hydroxyalkylaminoskupinou, karboxyskupina nebo -NR'*R'’, kde substituenty R" a R"
jsou nezavisle atom vodikn nebo nizii nesubstituovana alkylova skupina, vyhodnéji substi-
tuent R® je 2—[(diethylamino)-2-hydroxyethyllaminokarbonyl, 2—(N-ethyl-N—2-hydroxy-
ethylamino)ethylaminokarbonyl, karboxymethylaminokarbonyl, nebo 2—(2-hydroxyethyl-
amino)ethylaminokarbonyl.

(11) Jest& daisi vyhodna skupina sloudenin obecného vzorce | je takovd, substituent kde R® je

—COR'", kde substituent R' je -NR""R", kde substituent R" je atom vodiku a substituent
R" je nizsi alkylova skupina substituovana hydroxyskupinou, nizsf alkylova skupina substi-
tuovand hydroxyalkylaminoskupinou, karboxyskupina nebo -NR"R ', kde substituenty R'®
a R" jsou nezavisle atom vodiku nebo niZsi nesubstituovana alkylova skupina, vyhodnéji
substituent R® je [2—{diethylamino)-2—hydroxy]ethylaminokarbonyl, 2—(N-ethyl-N-2—
hydroxyethylamino)ethylaminokarbonyl,  karboxymethylaminokarbonyl nebo 22—
hydroxyethylamino)ethylaminokarbonyl.

(12) Jeité daldi vyhodnéa skupina sloudenin obecného vzoree | je takova, kde substituent R’ je

—COR", kde substituent R" je -NR''(CH,),R", kde substituent R* je -N"(0) NR"*R" nebo
—N(OH)R", kde substituenty R a R' jsou nezévisle vybrany ze skupiny sestavajici se
zatomu vodiku a nesubstituované nizsi alkylové skupiny, vyhodn& substituent R’ je
2—(N-hydroxy—N—-ethylamino)ethylaminokarbonyl nebo  2-[N7(O) (C;H;),]ethylamino-
karbonyl.

(13) Jekts dalsi vyhodna skupina slougenin obecného vzorce [ je takova, kde substituent R® je

—COR'%, kde substituent R'® je -NR''(CH,),R", kde substituent R"? je -N"(0) NR"’R" nebo
~N(OH)R", kde substituenty R"” a R' jsou nezévisle vybrany ze skupiny sestavajici se
zatomu vodiku a nesubstituované niz3i alkylové skupiny, vyhodné substituent R® je
2-(N-hydroxy—~N-ethylamino)ethylaminokarbonyl nebo  2-[N'(OY(C,Hs);]ethylamino-
karbonyl.

(14) Ve vyse uvedenych skupinach (6) az (13), pokud substituent R’ je -COR'® pak vyhodnéjsi

skupina sloucenin je takova, kde:
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substituent R® je vybran ze skupiny sestavajici se zatomu vodiku a alkylové skupiny,
vyhodné atom vodiku, methyl, ethyl, izopropyl, ferc—butyl, izobutyl nebo n—butyl, vyhodnéji
atom vodiku nebo methyl; a

substituent R’ je vybran ze sku%)iny sestavajici se zatomu vodiku, alkylové, arylové
a heteroarylové skupiny a —C(O)R"", kde substituent R" je hydroxyskupina, alkylova nebo
arylova skupina, vyhodn&ji atom vodiku, methyl, ethyl, izopropyl, #n—, izo nebo terc-butyl,
feny, benzoyl, acetyl nebo karboxyskupina, je§té vyhodngji methyl, atom vodiku nebo fenyl.

(15) Ve vyge uvedenych skupinich (6) aZ (13), pokud substituent R® je —COR', pak dalsi

vyhodnéjii skupina sloutenin je takové, kde substituenty R® a R’ spojeny dohromady tvofi
~(CHy)s—.

(16) Ve vyse vyhodnych skupinach (6) az (13), pokud substituent R® je ~COR'’,pak vyhodnéjsi

skupina sloudenin je takova, kde:

substituent R’ je vybran ze skupiny sestavajici se z atomu vodiku a alkylové skupiny,
vyhodng atom vodiku, methyl, ethyl, izopropyl, ferc—butyl, izobutyl nebo #—butyl, vyhodnégji
atom vodiku nebo methyl; a

substituent R’ je vybran ze skupiny sestavajici se zatomu vodiku, alkylové, arylové
a heteroarylové skupiny a —C(O)R"", kde substituent R" je hydroxyskupina, atkylova nebo
arylova skupina, vyhodné&ji atom vodiku, methyl, ethyl, izopropyl, #—, izo nebo ferc-butyl,
feny, benzoyl, acetyl nebo karboxyskupina, je§té vyhodnéji methyl, atom vodiku nebo fenyl.

(17) V ramci vy3e uvedenych vyhodnych skupin a vyhodn&jSich skupin (6) az (16) je jesté

vyhodnéjsi skupina sloucenin, takova, kde

substituent R' je atom vodiku, alkylova skupina, ~C(O)NR®R®, nesubstituovana cykloalky-
lova nebo arylova skupina, vyhodné atom vodiku, fenyl, 3,4-dimethoxyfenylaminokarbonyl,
4-methoxy—3—chlorfenylaminokarbonyl, jesté¢ vyhodn&ji atom vodiku nebo methyl,
nejvyhodnégji atom vodiku;

substituent R? je kyanoskupina, atom vodiku, halogen, niz3i alkoxyskupina, arylovi skupina
nebo S(OY'NRVR™, kde substituent R" je atom vodiku a substituent R"Y je atom vodiku,
arylova nebo alkylova skupina, vyhodné substituent R’ je atom vodiku, chlor, brom, fluor,
methoxyskupina, ethoxyskupina, fenyl, dimethylaminosulfonyl, 3—hlorfenylaminosulfonyl,
karboxyskupina, methoxyskupina, aminosulfonyl, methylaminosulfonyl, fenylaminosulfo-
nyl, pyridin-3-ylaminosulfonyl, dimethylaminosulfonyl, izopropylaminosulfonyl, vyhodné&ji
atom vodiku, fluor nebo brom;

substituent R® je vybran ze skupiny sestavajici se zatomu vodiku, niZ3i alkoxyskupiny,
—C(O)R", NR”C(O)R™, arylové skupiny, vyhodné aryl piipadné substituovany jednim nebo
dvéma substituenty vybranymi ze skupiny sestdvajicimi se zniz$i alkylové skupiny,
halogenu nebo nizii alkoxyskupiny a heteroarylové skupiny, vyhodné heteroarylové skupiny
piipadné substituované jednim nebo dvéma substituenty vybranymi ze skupiny sestavajici se
zniz§i alkylové skupiny, halogenu nebo niZii alkoxyskupiny; vyhodné atom vodiku,
methoxyskupina, karboxyskupina, fenyl, pyridin—3—yl, 3,4—dichlorfenyl, 2-methoxy—5-izo-
propylfenyl, 4—n-butylfenyl, 3—izopropylfenyl, vyhodngji atom vodiku nebo fenyl; a

substituent R* je atom vodiku.

(18) Dalsi vyhodng&j§i skupina slougenin obecného vzorce | je takova, kde:

substituent R' je atom vodiku, alkylova skupina, ~C(O)NR®R®, nesubstituovana cyklo-
alkylova nebo arylova skupina, vyhodné& atom vodiku, 3,4—dimethoxyfenylaminokarbonyl,
4-methoxy—3—chlorfenylaminokarbonyl, je§té vyhodnéji atom vodiku nebo methyl,
konkrétneé atom vodiku;

substituent R” je kyanoskupina, atom vodiku, halogen, niz$i alkoxyskupina, arylova skupina
nebo S(O)Y’NRR'"™, kde substituent R" je atom vodiku a substituent R™ je atom vodikuy,
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arylova nebo alkylova skupina, vyhodné substituent R? je atom vodiku, chlor, brom, fluor.
methoxyskupina, cthoxyskupina, fenyl, dimethylaminosulfonyl, 3—chlorfenylaminosulfonyl.
karboxyskupina, methoxyskupina, aminosulfonyl, methylaminosulfonyl, fenylamino-
sulfonyl, pyridin—3—ylaminosulfonyl, dimethylaminosulfonyl, izopropylaminosulfonyl.
vyhodnéji atom vodiku, fluor nebo brom,

substituent R’ ije vybran ze skupiny sestavajici se zatomu vodiku, niz§i alkoxyskupiny,
~C(O)R", NR"C(O)R", arylové skupiny, vyhodné aryl piipadné substituovany jednim nebo
dvéma substituenty vybranymi ze skupiny sestavajicimi se zniz8i alkylové skupiny.
halogenu nebo nizsi alkoxyskupiny a heteroarylové skupiny, vyhodné heteroarylove skupiny
pFipadné substituované jednim nebo dvéma substituenty vybranymi ze skupiny sestavajici se
zniz8 alkylové skupiny, halogenu nebo nizsi alkoxyskupiny; vyhodné atom vodiku,
methoxyskupina, karboxyskupina, fenyl, pyridin—3—yl, 3,4—dichlorfenyl, 2—methoxy—5—izo-
propylfenyl, 4-n-butylfenyl, 3—izopropylfenyl, vyhodnéji atom vodiku nebo fenyl; a
substituent R* je atom vodiku.

V ramci vy$e uvedené vyhodné skupiny (18) je vvhodngj3i skupina sloudenin takova, kde:

substituent R* je —COR'’, kde substituent R'"° je definovan v podstaté vynalezu, vyhodné
~NR'(CH,),R" nebo -NR"R'* definovany v podstat& vynalezu.

substituent R® je vybran ze skupiny sestavajici se zatomu vodiku a alkylové skupiny,
vyhodné atom vodiku, methyl, ethy), izopropyl, ferc-butyl, izobutyl nebo n—butyl, vyhodnéji
atom vodiku nebo methyl; a

substituent R’ je vybran ze skupiny sestivajici se zatomu vodiku, alkylové, arylové
a heteroarylové skupiny a —C(O)R"", kde substituent R'" je hydroxyskupina, alkylova nebo
arylova skupina, vyhodnéji atom vodiku, methyl, ethyl, izopropyl, #—, izo nebo terc—butyl,
feny, benzoyl, acetyl nebo karboxyskupina, jest¢ vyhodnéji methyl, atom vodiku nebo fenyl.

Ve vyse uvedené vyvhodné skupiné (18) je dalsi vyhodnéjsi skupina sloucenin takova, kde:

substituent R® —COR'®, kde substituent R'® je definovan v podstaté vynalezu, vyhodné
—NR'(CH,).R", nebo -NR""R"* definovan v podstat vynalezu.

substituent R® je vybran ze skupiny sestavajici se zatomu vodiku a alkylové skupiny,
vyhodné atom vodiku, methyl, ethyl, izopropyl, terc-butyl, izobutyl nebo r—butyl, vyhodnéji
atom vodiku nebo methyl; a

substituent R’ je vybran ze skupiny sestavajici se zatomu vodiku, alkylové, arylové
a heteroarylové skupiny a ~C(O)R'", kde substituent R' je hydroxyskupina, alkylova nebo
arylova skupina, vvhodnégji atom vodiku, methyl, ethyi, izopropyl, #—, izo nebo terc-butyl,
fenyl, benzoyl, acetyl nebo karboxyskupina, jest¢ vyhodnéji methyl, atom vodiku nebo
fenvl.

(19} Dalgi vvhodnéjsi skupina slou€enin obecného vzorce 1 je takova, kde:

substituenty R’ a R* jsou atom vodiku;

substituent R? je vybran ze skug)iny sestavajici se z atomu vodiku, halogenu, nizsi alkoxy-
skupiny, -C(O)R"* a —S(O),NR"R";

substituent R? je vybran ze skupiny sestivajici se z atomu vodiku, nizsi alkoxyskupiny,
—C(O)R", NR"'C(O)R", arylové skupiny a heteroarylové skupiny;

substituent R’ je -C(O)R'";
substituent R® je vybran ze skupiny sestavajici se z atomu vodiku a niZsi alkylové skupiny; a

substituent R’ je vybran ze skupiny sestivajici se z atomu vodiku, niz3i alkylové skupiny
a-C(O)R".

Dalsim vyhodnym provedenim podle pfedlozeného vynalezu je to, ve kterém sloucenina
majici strukturu popsanou v bodé (15) je:
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substituent R'® je vybran ze skupiny sestavajici se z hydroxyskupiny, nizsi atkoxyskupiny
a -NR''(CH2)\R ", kde

n je2nebo3;

substituent R'' je vybran ze skupiny sestavajici se z atomu vodiku a niZsi alkylové skupiny;
5 a

substituent R'* je vybran ze skupiny sestdvajici se z arylové skupiny a -NR'*R",

Daldim vyhodnym provedenim podle piedloZeného vyndlezu je to, ve kterém slouéemna

majici strukturu popsanou v pfedeslych dvou odstavcich obsahuje substituenty R"” a R™
10 nezavisle vybrané ze skupiny sestavajici se z atomu vodiku, nizsi alkylové skupiny a spojené

SUbStitUCnty —(CH2)4—, —(CHz)j—, *(CHz)z—O—(CHz)z— nebo —’(CHg)zN(CH_;)(CHz)z—

(20) Dal3i vyhodné provedeni podle predlozeného vynalezu je sloudenina, ve ktere:

substituent R' je vybran ze skupiny sestavajici se z atomu vodiku, nizii alkylové skupiny,
15 ~CH):R'® a—C(O)NR'R’;

substituent R? je vybran ze skupiny sestavajici se z atomu vodiku, halogenu, arylové skupiny
a-S(O),NR"'R";

substituent R' je vybran ze skupiny sestavajici se z atomu vodiku, mz§| alkylové skupiny,
nizi alkoxyskupiny, arylové skupiny, heteroarylové skupiny a —C(O)R",

20 substituent R’ je atom vodiku;
substituent R’ je vybran ze skupiny sestavajici se z atomu vodiku a niZsi alkylové skupiny;
substituent R® je -C(O)R";
substituent R je vybran ze skupiny sestavajici se z atomu vodiku, nizii alkylové a arylové
skupiny;

25 substituent R'® je vybran ze skupiny sestavajici se z hydroxyskupiny a —-C(O)R"; a
r  je2nebo3.

Dalsim vyhodnym provedenim podle piedlozeného vynalezu je slouenina majici strukturu
popsanou v pfimo predchozim odstavci, ve které substituent R’ je arylova skupina pripadné

30 substituovana jednou nebo vice skupinami vybranymi ze skupiny sestdvajici se z nizsi
alkylové skupiny, nizsi alkoxyskupiny a halogenu.

(21) Taktéz daldi vvhodné provedeni podle piedlozeného vynalezu je sloudenina, ve které:

substituent R' je vybran ze skupiny sestdvajici se z atomu vodiku, niZi alkylove skupiny,
35 —(CHy)R'® a -C(OINR®R”;

substituent R’ je vybran ze skupiny sestavajici se z atomu vodiku, halogenu, arylové skupiny
a-S(0)NR"R";

substituent R je vybran ze skupiny sestavajici se z atomu vodiku, nizsi alkylové skupiny,
40 nizsi alkoxyskupiny, arylové skupiny, heteroarylové skupiny a —C(O)RIS

substituent R* je atom vodiku;
substituent R’ je vybran ze skupiny sestavajici se z atomu vodiku a niz3i alkylové skupiny;
substituent R® je —C(O)R'";

substituent R je vybran ze skupiny sestavajici se z atomu vodiku, nizsi alkylové a arylové
45 skupiny;

substituent R'® je vybran ze skupiny sestavajici se z hydroxyskupiny a ~C(O)R"; a
r je2nebo3,
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substituent R" je vybran ze skupiny sestavajici se z hydroxyskupiny, nizsi alkoxyskupiny
a -NR"R" a -NR"(CH,).R", kde n je 1, 2 nebo 3,

substituent R'' je atom vodiku a

substituent R'? je vybran ze skupiny sestdvajici se z hydroxyskupiny, niz&i alkoxyskupiny.
—C(O)RY, heteroarylové skupiny a -NR"R'™.

(22) Dalgim vyhodnym provedenim podle piedlozeného vynalezu je slouCenina majici strukturu

popsanou v pfimo predchozim odstavei, ve které substituenty R" a R" jsou neczavisle
vybrany ze skupiny sestavajici se z atomu vodiku, nizii alkylové skupiny, heteroarylové
skupiny a spojenych substituenti —(CH;)s—, —(CHi)s—, —(CHy),-O—HCH,);~, nebo
~(CH;N(CH;)(CH;)>—.

(23) Dalsi vyhodné provedeni podle pfedlozencho vynalezu je sloucenina, ve které:

substituent R' je —C(O)NR®R’, kde substituent R® je atom vodiku a substituent R’ je arylova
skupina pfipadné substituovana jednou nebo vice skupinami vybranymi ze skupiny
sestavajici se z halogenu, hydroxyskupiny a nizsi alkoxyskupiny;

substituent R’ je vybran ze skupiny sestavajici se z atomu vodiku, halogenu, arylové skupiny
a—-S(O)NR"R"™;

substituent R* je vybran ze skupiny sestavajici se z atomu vodiku, nizii alkylové skupiny,
niz§i alkoxyskupiny, arylové skupiny, heteroarylové skupiny a—C(O)R'";

substituent R"je atom vodiku;

substituent R’ je vybrin ze skupiny sestavajici se z atomu vodiku a niz$i alkylové skupiny;
substituent R® je -C(O)R'’;

substituent R’ je vybran ze skupiny sestavajici se z atomu vodiku, niZ$i alkylové a arylové
skupiny;

substituent R'® je vybran ze skupiny sestavajici se z hydroxyskupiny a —-C(O)R""; a

r je2nebo3,

(24) Dalsi vyhodné provedeni podle predlozeného vynalezu je slouCenina, ve které:

substituent R' je vybran ze skupiny sestavajici se z atomu vodiku, nizsi alkylové skupiny;
substituent R” je vybran ze skupiny sestévazjici se z atomu vodiku, halogenu, nizdi alkoxy-
skupiny, arylové skupiny a—C(O)R"’ a S(O'NR""R";

substituent R* je vybran ze skupiny sestavajici se zatomu vodiku, halogenu, arylové
skupiny, heteroarylové skupiny a —C(O)R";

substituent R* je atom vodiku;

substituent R® je -C(O)R'%; a

substituent R® a R” spojeny dohromady tvofi skupinu <(CH,)s-.

Ve slougening majici strukturu popsanou v pravé pfede§lém odstavci je vyhodné provedeni
takové, kde substituent R'" je vybran ze skupiny sestavajici se z hydroxyskupiny, alkoxy-
skupiny, -NR"R'* a -NH(CH;),NR"R", kde n je 2 nebo 3.

Dalsim vyhodnym provedenim podle pfedloZen¢ho vynalezu je to, ve kterém slouc¢enina
majici strukturu popsanou v pfedeslych dvou odstavcich obsahuje substituenty R"
a R'™ nezvisle vybrané ze skupiny sestivajici se z atomu vodiku, niz3i alkylové skupiny
a spojenych substituenti —(CH,);-, —(CH;)s—, —(CH1),-O—+CHz),- nebo —(CH,),N-
(CH3)CHy)—
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Detailni popis

PK, jejichz katalyticka je modulovana slou¢eninami podle predloZzeného vynalezu, zahrnuji
tyrosinkindzy, jenz mohou byt rozdéleny na dva typy, receptorové tyrosinkinazy (RTK) a bun&¢-
né tyrosinkinzy (CTK), a serin—threoninkinazy (STK). Pfenos signdlu zprostfedkovany RTK je
pfitom zahajen extracelularni interakci se specifickym rtistovym faktorem (ligandem), po nizsi
nasleduje dimerizace receptoru, pfechodné stimulace vlastni aktivity proteinové tyrosinkinazy a
fosforylace. Vytvofi se tak vazebna mista pro molekuly intracelularni signalni transdukce a
vedou k vytvofeni komplex se spektrem cytoplasmatickych signalnich molekul, které usnadiuji
adekvatni buné&nou odpovéd’ (naptiklad bunééné déleni, metabolické u&inky na extracelularni
mikroprostiedi), viz Schlessinger a Ullrich, 1992, Neuron 9: 303 — 391.

Bylo prokézino, Ze fosforylaini mista tyrosinu na receptorech riistového faktoru funguji jako
vysoce afinni vazebna mista pro domény SH2 (src homologie) na signilnich molekulach. Fantl
etal., 1992, Cell 69: 413 — 423; Songyang ef al, 1994, Mol Cell. Biol. 14: 2777 — 2785;
Songyang et al., 1993, Cell 72: 767 — 778; a Koch et al., 1991, Science 252: 668 — 678. Bylo
identifikovano n&kolik intracetularnich substratovych proteinil, které se asociuji s receptorovymi
tyrosinkinazami (RTK). Mohou byt rozdéleny do dvou hiavnich skupin: (1) substraty, které maji
katalytickou doménu, a (2) substraty, které takovou doménu nemaji, ale slouZi jako adaptéry
a asociuji se s katalyticky aktivnimi molekulami (Songyang et al., 1993, Cell 72: 767 — 778).
Specificita interakci mezi receptory a doménami SH2 jejich substratl je ur€ovana aminokyseli-
novymi zbytky, bezprostfedné obklopujicimi fosforylovany tyrosinovy zbytek. Rozdily ve vazeb-
nych afinitich mezi SH2 doménami a aminokyselinovymi sekvencemi obklopujicimi fosfo-
tyrosinové zbytky na konkrétnich receptorech koreluji s pozorovanymi rozdily v jejich substrato-
vych fosforyladnich profilech (Songyang ef al. 1993, Cell 72: 767 — 778). Z pozorovani vyplyva,
e funkce kazdé receptorové tyrosinkindzy je ur€ovana nejen profilem jeji exprese a dostupnosti
ligandd, ale i fadou ,,downstreamovych* transdukénich drah signalu, které jsou aktivovany kon-
krétnim receptore. Fosforylace tedy poskytuje vyznamny regulaéni stupeil, ktery uruje selektivi-
tu signalnich drah vyvolavanych konkrétnimi receptory ristového faktoru, jakoz i receptory dife-
renciaéniho faktoru.

STK, primarné cytosolové, ovliviiuji vnitfni biochemii buiiky ¢asto jako zavadéci odpovéd' na

mit6zu, kterda vede k bunééné proliferaci.

PK signalni transdukce ma tedy za nasledek, mezi daldimi odpovéd’'mi, bunéénou proliferaci,
diferenciaci, rist a metabolizmus. Abnormalni buné&&na proliferace mize vést k Sirokému spektru
poruch a onemocnéni, vietné vyvoje neoplazie, napi. karcinomu, sarkomu, glioblastomu a
hemangiomu, poruch, nap¥. leukémie, psoriazy, arteriosklerdzy, artritidy a diabetické retinopatie
a dalgich poruch souvisejicich s nekontrolovanou angiogenezi a/nebo vaskulogenezi.

Presné pochopeni mechanizmu, kterym slouéeniny podle piedlozeného vyndlezu inhibuji PK,
neni tieba znat k vyuZivani pfedloZzeného vynalezu. Aviak predpoklada se, i kdyZ to neznamena
omezeni na uréity konkrétni mechanizmus nebo teorii, Ze tyto sloudeniny interaguji s amino-
kyselinami v katalytické oblasti PK. PK maji typicky bilobatovou strukturu, kde ATP se zfejmé
vaze ve $térbing mezi dvéma laloky v oblasti, ve které jsou aminokyseliny mezi PK konzervativ-
ni. Dale se pfedpoklada, Zze inhibitory PK se vaZi nekovalentnimi interakcemi, napf. vodikovou
vazbou, van der Waalsovymi silami a iontovymi interakcemi ve stejné obecné oblasti, jako se
vyse zmindny ATP vaze na PK. Konkrétngji se da fici, Ze 2—indolinonova slozka slou¢enin podie
piedloZeného vynalezu se vaze v obecné mezefe normdlné obsazené adeninovym kruhem ATP.
Specifita konkrétni molekuly pro p¥islu§né PK miize pak vznikat jako vysledek dalSich interakci
mezi riznymi substituenty na 2—indolinonovém jadfe a aminokyselinovymi doménami specific-
kymi vii¢i konkrétnim PK. Riizné substituenty indolinenu tedy mohou pfispivat k preferenéni
vazbé na konkrétni PK. Moznost vybéru sloueniny, ktera bude aktivni v riznych vazebnych
mistech ATP (nebo jiného nukleotidu), umoZziiuje, Ze slouceniny podle ptediozen¢ho vynalezu
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jsou pouzitelné pro zacileni jakéhokoliv proteinu na takové misto. Slouceniny uvedené v piedlo-
?eném vynalezu tedy jsou pouzitelné pfi in vifro testech s témito proteiny a rovnéz vykazuji in
vivo terapeutické O¢inky vlivem interakci s takovymi proteiny,

Dale poskytuji slou¢eniny podle pfedlozeného vynaiezu terapeuticky zpisob o3etfeni riiznych
druhd pevnych nadori, v&etné, ale neni to na né omezeno, karcinomi, sarkomi, véetné Kaposiho
sarkomu, erythroblastomu, glioblastomu, meningiomu, astrocytomu, melanomu a myoblastomu.
Osetfeni nebo prevence nepevnych nadort, napf. leukémie, rovnéz spadé do predlozeného vyna-
lezu. Indikace mohou zahrnovat, ale bez omezeni, rakoviny mozku, rakoviny mogového méchy-
fe, ovarialni rakoviny, rakoviny Zaludku, rakoviny pankreatu, rakoviny tlustého stfeva, rakoviny
krve, rakoviny plic a rakoviny kosti.

Dalsi piiklady typl poruch souvisejicich s nepfiméfenou aktivitou PK, kde mohou byt slouceniny
podle piedloZzeného vynalezu pouzitelné pii prevenci, oSetfeni a studiu, zahrnuji, ale bez omeze-
ni, bun&&né proliferativni poruchy, fibrotické poruchy a metabolické poruchy.

Bunééné proliferativni poruchy, u kterych je mozna prevence, osetfeni nebo dalsi studie podle
piedlozeného vynalezu, zahrnuji rakovinu, proliferativni poruchy krevnich cév a proliferativni
poruchy mesangialnich bunék.

Proliferativni poruchy krevnich cév se tykaji poruch souvisejicich s abnormalni vaskulogenezi
(tvorba krevnich cév) a angiogenezi (3ifeni krevnich cév). Zatimco vaskulogeneze a angiogeneze
hraje dilezitou roli pii riznych normalnich fyziologickych procesech, napt. vyvoji embrya, tvor-
by zlutého téliska, hojeni ran a regenerace organu, mohou tyto poruchy hrat klicovou roli pi
vyvoji rakoviny, a tim vést k tvorbé novych kapilar potfebnych k udrzeni aktivity nadoru. Dal3i
piiklady proliferativnich poruch krevnich cév zahrnuji artritidu, kde nové kapilarni krevni cévy
napadaji klouby a niéi chrupavku, a oéni onemocnéni jako tieba diabetickou retinopatii, kde nové
kapilary na sitnici napadaji sklivec, zpiisobuji krvaceni a slepotu.

Bylo zjiiténo, 7e dvé strukturné ptibuzné RTK vazou VEGF s vysokou afinitou: receptor tyrosinu
1 typu fms (fit=1) (Shibuya et al., Oncogene 5: 519 — 524, 1990; De Vries et al., Science 255,
089 — 991, 1992) a receptor KDR/FLK-1 také znamy jako VEGF-R2. Bylo publikovano, Ze
ristovy faktor vaskularnich endothelovych bunék je specificky mitogen endothelialnich bunék
s in vitro promotorni aktivitou k riistu endothelialnich buné¢k. Ferrara & Henzel, 1989, Biochein.
Biophys. Res. Comm., 161: 851 — 858; Vaisman et al., 1990, J. Biol. Chem. 265: 19461 — 19566.
Udaje uvedené v ptihlasce vynalezu U.S. &. 08/193 829, 08/038 596 a 07/975 750 dirazng
poukazuji na to, ze VEGF neni odpovédny pouze za proliferaci endothelidlnich bungk, ale také za
prvotni regulaci normalnich a patologickych angiogenezi. Obecné viz Klagsburn & Soker, 1993,
Current Biology, 3(10) 699 — 702; Houck, et al., 1992, % Biol. Chem., 267: 26031 — 26037.

Normalni vaskulogeneze a angiogeneze hraje dileZitou roli p¥i riznych fyziologickych proce-
sech, napf. embryonalnim vyvoji, hojeni ran, regeneraci organu a Zzenskych reproduktivnich pro-
cesech, napi. vyvoji folikul ve Zlutém télisku béhem ovulace a ristu placenty po téhotenstvi.
Folkman & Shing, 1992, J. Biological Chem., 267 (16): 10931 — 34. Nekontrolovatelna vaskulo-
geneze a/nebo angiogeneze byva spojena s onemocnénimi, napf. diabetem, jakoZ i s malignimi
pevnymi nadory, které jsou na vaskularizaci zavislé z hlediska riistu. Klagsbum & Soker, 1993,
Current Biology, 3(10) 699 — 702; Folkham, 1991, J. Natl. Cancer. Inst., 82: 4 — 6; Weidner, et
al., 1991, New Engl. J. Med., 324: 1 -5,

Predpokladana role VEGF pti proliferaci a migraci endothelidlnich bun¢k béhem angiogeneze
a vaskulogeneze indikuje ditlezitou roli receptoru KDR/FLK-1 pfi téchto procesech. Onemocné-
ni, napf. diabetes mellitus (Folkman, 198, in XIth Congress of Thrombosis and Haemostasis
(Verstraeta, et al., eds.), pp. 583 — 596. Leuven Univesity Press, Leuven) a artritida, jakoZ 1 rist
maligniho nidoru, mohou vyplyvat z nekontrolovatelné angiogeneze. Viz nap¥. Folkman, 1971,
N. Engl. J. Med., 285: 1182 — 1186. Receptory, na které se VEGF specificky vazou, jsou dilezité
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a 0dinné cile regulace a modulace vaskulogeneze a/nebo angiogeneze ariznych zavainych
onemocnéni, ktera zahrnuji abnormalni buné&nych rist zplisobeny témito procesy. Plowman, ez
al., 1994, DN&P, 7(6): 334 — 339. Detailngji hraje receptor pro KDR/FLK-1 vysoce specifickou
roli pfi neovaskularizaci vytvafejici vybrany cil pro terapeutické pfistupy k ofetfeni rakoviny a
dalsich onemocn&n{ zahrnujicich nekontrolovatelnou tvorbu krevnich cév.

Pedlozeny vynalez tedy poskytuje slouleniny schopné regulace a/nebo modulace tyrosin-
kindzové transdukce signalu, véetné transdukce signatu receptoru KDR/FLK-1 za uéelem inhibi-
ce nebo podpory angiogeneze a/nebo vaskulogeneze, tzn. sloueniny inhibuji, zabranuji nebo
interferuji se signalem transdukovanym KDR/FL—1 za piedpokladu, Ze je aktivovan ligandem,
napt. VEGF. Agkoliv se pfedpoklada, Ze slouceniny podle pfedloZzenc¢ho vynalezu pisobi na
receptor nebo dal$i komponentu spoletn€ s transdukéni signalni drahou tyrosinkinazy, mohou
také piisobit pfimo na nadorové buiiky vznikajici v diisledku nekontrolovatelné angiogeneze.

Alkoliv nazvoslovi lidskych a myS$ich prot&jska generického receptoru ,.flk-1.. je rozdilne,
v mnoha ohledech jsou zaménitelné. My3i receptor, Flk—1, a jeho lidsky prot&jek, KDR, maji
sekvenéni homologii z 93,4 % v intracelularni doméné. Mys3i Flk—1 se rovnéZ vaZze na lidsky
receptor VEGF se stejnou afinitou jako my3i VEGF, a tudiz je aktivovan ligandem odvozenych
od kterékoliv species. Millauer et al., 1993, Cell, 72: 83f — 846; Quinn et al., 1993, Proc. Natl.
Acad, Sci USA, 90: 7533 — 7537. FLK~1 se také asociuje s a nasledné tyrosin fosforyluje lidské
substraty RTK (napi. PLC—y nebo p85), pokud jsou koexprimovany v buiikich 293 (lidské
embryonalni ledvinové fibroblasty).

Proto modely, které se opiraji o receptor FLK—1, jsou pfimo aplikovatelné k pochopeni funkce
receptoru KDR. Napiiklad pouZiti my$iho receptoru FLK—1 ve zpdsobech, které identifikuji
slou¢eniny, jez reguluji mysi drahu signalni transdukee, jsou pfimo aplikovatelné k identifikaci
slou¢enin, které mohou byt pouZivany k regulaci lidské drahy transdukce signalu, tzn. reguluji
aktivitu spojenou s receptorem KDR. Chemické slouceniny identifikované jako inhibitory KDR/-
FLK~1 in vitro tedy mohou byt potvrzeny na vhodnych in vive modelech. Mysi i potkani in vivo
zvifeci modely byly potvrzeny jako excelentni zpusoby zkoumani klinické i€innosti agens piiso-
bicich na KDR-FLK~I indukovanou drahu transdukce signalu.

Ptedlozeny vynalez tedy poskytuje sloudeniny, které reguluji, moduluji a/nebo inhibuji vaskulo-
genezi a/nebo angiogenezi ovlivnénim enzymaticke aktivity receptoru KDR/FLK-1 a interferen-
ce se signalem transdukovanym KDR/FLK-I1. PfedloZzeny vynalez tedy poskytuje terapeuticky
pfistup k oetfeni mnoha druhii pevnych nadort, véetng, ale neni to nikterak limitovano, glio-
blastomu, melanomu a Kaposiho sarkomu, a karcinomu vaje¢niku, plic, prsu, prostaty, pankreatu,
tlustého stieva a epidermoidniho karcinomu. Navic z dostupnych 0dajd lze fici, Ze podani slouce-
nin, které inhibuji drahu transdukce signalu zprostfedkovanou KDR/Flk—1, miize byt také pou-
zivano pfi o$etfeni hemangiomu, restendzy a diabetické retinopatie.

Dale jesté se tento vynalez tyka inhibice vaskulogeneze a angiogeneze dal$imi drahami zpro-
sttedkovanymi receptorem, véetné drahy zahrnujici receptor flt—t1.

Transdukce signalu zprostfedkovand receptorovou tyrosinkinazu je pfitom zahdjena extracelu-
tarni interakei se specifickym rlstovym faktorem (ligandem), po niz typicky nasleduje dimeriza-
ce receptoru, tranzitni stimulace vnitfni aktivity proteinové tyrosinkinazy a autofosforylace.
Vytvofi se tak vazebna mista pro molekuly intracelularni signalni transdukce a vedou k vytvofeni
komplexu se spektrem cytoplasmatickych signalnich molekul, které usnadiuji adekvatni buné&¢-
nou odpovéd’ (napfiklad bunééné déleni, diferenciaci, metabolické efekty, zm&ny extracelular-
niho mikroprostiedi), viz Schlessinger a Ullrich, 1992, Neuron 9: 1 —20.

Blizka homologie intracelularnich oblasti KDR/FLK-1 s receptorem PDGF-f3 (50.3% homo-

logie) a/nebo piibuznym receptorem flk-1 ukazuje na indukei drahy transdukce signalu. Napii-
klad bylo pro receptor PDGF- publikovano, ze &lenové rodiny src (Twamley et al., 1993, Proc.
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Natl. Acad. Sci. USA. 90 : 7696 — 7700), fosfatidylinositol-3'~kinaza (Hu et af., 1992, Mol. Cell.
Biol., 12 : 981 — 990), fosfolipiza cy (Kashishian & Cooper, 1993, Mol Cell. Biol, 4 :
49 - 51), ras—GTPazu—aktivujici protein (Kashishian et af., 1992, EMBO J., 11 : 1373 — 1382).
PTP-1D/syp (Kazlauskas et al., 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 10 90 : 6939 — 6943). Grb2
(Arvidsson et al., 1994, Mol Cell. Biol, 14: 6715 — 6726) a adaptérové molekuly Shc a Nck
{(Nishimura e al., 1993, Mol. Cell. Biol., 13: 6889 — 6896) se vazou na oblasti zahrnujici rizna
autofosforylaéni mista. Obecnéji viz Claesson-Welsh, 1994, Prog. Growth Factor Res.. 5:
37 — 54. Tudiz pravdépodobné drahy transdukce signalu aktivované KDR/FLK-1 zahrnuji drahu
ras (Rozakis et al., 1992, Nature, 360 : 689 — 692), PI-3'—kinazu, drahy zprostfedkované src
apley. Kazda ztéchto drah miZe hrat krucidlni roli pFi angiogennim a/nebo vaskulogennim
idinku KDR/FLK—-1 v endothelialnich buiikach. Tudiz se daldi aspekt predloZzeného vynalezu
tyka pouZiti zde popsanych organickych sloudenin k modulaci angiogeneze a vaskulogeneze,
protoZe tyto procesy jsou fizeny témito drahami,

Naopak jsou zahrnuty i poruchy souvisejici se smriténim, kontrakci nebo zaviranim krevnich
cév, jako je restendza, a mohou byt oSetfovany nebo maze byt jim zabranéno zpisoby podle
piedloZeného vynalezu.

Fibrotické poruchy se tykaji abnormalni tvorby extraceluldrnich matrici, Ptiklady fibrotickych
poruch zahmnuji hepatickou cirhdzu a proliferativni poruchy mesangialnich bunék. Hepaticka
cirh6za je charakterizovdna ptirlistkem konstituentd extracelularni matrice, coZz vede k tvorbé
hepatickych jizev. Zvétiena extracelularni matrice majici za nasledek hepatické jizvy mize byt
také zplsobena virovou infekei, napf. hepatitidou. Zd4 se, ze pfi hepatické cirhoze hraji hlavni
roli lipocyty. Dal3i implikované fibrotické poruchy zahrnuji aterosklerozu.

Proliferativni poruchy mesangiainich buné¢k se vztahuji k porucham zpilsobenych abnormalni
proliferaci mesangialnich bun&k, Mesangialni proliferativni poruchy zahrnuji rizn4 lidska renalni
onemocnéni, napf. glomerulonefritidu, diabetickou nefropatii a maligni nefrosklerézu, jakoz
i poruchy jako trombotické mikroangiopatické syndromy, odhojovani transplantatu a glomerulo-
patie. RTK PDGFR se podili na udrZeni proliferace mesangidlnich bunék. Floge er al., 1993,
Kidney International 43: 478 — 548,

Mnoho druhil rakovin zahrnuje poruchy proliferace bunék a, jak je uvedeno vy3e, souvisi PK
s buné&nymi proliferativnimi poruchami. Tudiz neni prekvapujici, Ze PK, napf. ¢lenové rodiny
RTK, souviseji se vznikem rakoviny. Nékteré z téchto receptort, jako EGFR (Tuzi er al., 1991,
Br. J. Cancer 63 : 227 — 233, Torp et af., 1992, APMIS 100 : 713 — 719), HER2/neu (Slamon et
al., 1989, Science 244 - 707 — 712) a PDGF-R (Kumabe ef af., 1992, Oncogene, 7 : 627 — 633)
jsou pfi mnoha nadorech exprimovany v nadmérném mnozstvi a/nebo perzistentné aktivovany
autokrinnimi kli¢kami. P¥i nejbéznéjdich a nejvaznéjich rakovinach byla totiz zjisténa nadmérna
exprese &chto receptori (Akbasak and Suner—Akbasak et al., 1992, J. Newrol Sci, 111 - 119 -
133, Dickson et al., 1992, Cancer Treatment Res. 61 : 249 — 273, Korc et al., 1992, J Clin.
Invest. 90 : 1352 — 1360) a autokrinni kligky (Lee and Donoghue, 1992, J Cell. Biol., 118 : 1057
- 1070, Konc ef al., supra, Akbasak and Sune—Akbasak et al., supra). Napiiklad EGFR souvisi
s karcinomem skvamoznich bunék, astrocytomem, glioblastomem, rakovinou hlavy a krku,
rakovinou plic a rakovinou mo¢ového méchyfe. HER2 souvisi s rakovinou prsu, ovarialni rakovi-
nou, rakovinou Zaludku, rakovinou plic, rakovinou slinivky a moéového méchyie. PDGFR souvi-
si s glioblastomem a melanomem, jakoZ i rakovinou plic, ovarialni rakovinou a rakovinou pro-
staty. RTK c—met také souvisi s tvorbou maligniho nadoru. Naptiklad c—met souvisi, mezi jinymi
rakovinami, také s kolorektalnimi, tyreoidalnimi, pankreatickymi, gastrickymi a hepatocelular-
nimi karcinomy a lymfomy. Navic c-met je spojen také s leukémii. Exprese genu c—met ve
velkém mnozstvi byla také zjisténa u pacientli s Hodgkinsovou a Burkittsovou nemoci.

IGF-IR, kromé toho, Ze se podili na nutriéni podpore a diabetu 2. typu, souvisi také s n€kolika

typy rakovin. Napiiklad IGF-1 se také podili jako autokrinni rdstovy stimulator na nékolika
typech nadoril, napt. karcinomu bunék pfi lidské rakoviné prsu (Arteaga et al., 1989, J. Clon.
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Invest. 84 : 1418 — 1423) a malobun&&ného nadoru plic (Macauley ez al., 1990, Cancer Res., 50 :
2511 = 2517). IFG-I, zatimco se celkové podili na normalnim rustu a diferenciaci nervového
systému, predpoklada se, Ze je autokrinnim stimulatorem lidského gliomu. Sandberg—Nordgvist
et al., 1993, Cancer Res. 53 : 2475 — 2478, Vyznam IGF—IR a jeho ligandi pfi proliferaci bun¢k
je déle podporen faktem, ze mnoho typd bun&k v kultufe (fibroblasty, epithelidlni buiiky, buiiky
hladkého svalstva, T-lymfocyty, myeloidni bufiky, chondrocyty a osteoblasty (kmenové butiky
kostni diend)) jsou stimulovany k riistu pravé IGF-I. Goldring and Goldring, 1991, Eukaryotic
roli pfi mechanismu transformace a jako takovy by mohl byt preferovanym cilem pro terapeu-
tické intervence Zirokého spektra lidskych zhoubnych bujeni. Baserga, 1995, Cancer Res., 55 :
249 — 252, Baserga, 1994, Cell 79 : 927 — 930, Coppola et al., 1994, Mol. Cell. Biol., 14 : 4588 —
4595.

STK se podileji na mnoha typech rakoviny, v&etné, a to zejména, rakoviny prsu (Cance, e al.,
Int. J. Cancer, 54 : 571 — 77 (1993)).

Vztah mezi abnormalni aktivitou PK a onemocnénim neni omezen jenom na rakovinu. Napfiklad
RTK souvisi s onemocnénimi, napf. psoriazou, diabetes mellitus, endometriézu, angiogenezi,
vznikem ateromatozniho plaku, Alzheimerovou nemoci, resten6zou, von Hippelovym-Lin-
dauovym onemocnénim, epidermalni hyperproliferaci, neurodegenerativni onemocnénimi, maku-
larni degeneraci spojenou s vékem a hemangiomy. Napfiklad EGFR byl zjistén pfi kornealnim a
dermalnim hojeni ran. Vady v inzulin—R a IGF-1R jsou indikovédny pfi diabetes mellitus 2. typu.
Uplné&jsi korelace mezi specifickymi RTK a jejich terapeutickymi indikacemi lze nalézt v Plow-
man ef al., 1994, DN&P 7: 334 — 339,

Jak je uvedeno vyse, nejen RTK, ale i CTK, véetng, ale neni to nikterak limitovéano, src, abl, fps,
yes, fyn, lyn, Ick, blk, hek, fgr a yrk (Bolen ez al., 1992, FASEB J., 6 : 3403 - 3409) se podileji na
proliferativni a metabolické draze transdukce signalu, a lze tedy ofekavat, a bylo to také tak
uvedeno, 7e se podileji na mnoha poruchach zprostfedkovanych PTK, na které je pfedloZeny
vynilez zaméfen. Napfiklad bylo zjidténo, Ze mutovany src (v—src) je onkoprotein (pp60™ ™) u
kufat. Navic jeho bun&&ny homolog, proto—onkogen pp60°*, pfenasi onkogenni signaly mncha
receptord. Nadmérna exprese EGFR nebo HER2/neu pfi nadorech vede ke konstitutivni aktivaci
pp60° ™", coz je charakteristické pro maligni busiky, ale pro normalni buiky nikoliv (zcela chybi).
Na druhou stranu mysi s nedostatkem exprese c—src vykazuji osteopetroticky fenotyp, indikujici
klitovy podil c—src na funkci osteoklastii a moznou aéast na ptibuznych poruchach.

Podobné se Zap70 podili na signalizaci T-bungk, které se podileji na autoimunitnich poruchéch.

STK souvisi se znétem, autoimunitni poruchou, imunocodpovéd’mi a hyperproliferativnimi poru-
chami, jako je restenoza, fibroza, psoriaza, osteoartritida a revmatoidni artritida.

PK se také podileji na uhnizdéni embrya. Sloudeniny podle piedloZeného vynalezu tedy mohou
poskytovat (¢inny zpilisob prevence takového uhnizdéni embrya, a tudiz byt pouZitelné jako
ochranny prostiedek proti podeti. Dal$i poruchy, které mohou byt osetfovany nebo miize byt jim
zamezeno sloueninami podle pfedloZeného vynalezu, zahrnuji imunologické poruchy, napf.
autoimunitni choroby, napf. autoimunitni onemocnéni, AIDS a kardiovaskularni poruchy, napf.
aterosklerdza.

Kone&né v soucasné dobé existuje podezieni, z¢ RTK i CTK se podileji na hyperimunitnich
poruchach.

Piiklady d&inkd mnoha nazornych slougenin podle piedlozeného vynalezu na nékolik PTK je

uvedeno v tabulce 2 niZe. Prezentované sloudeniny a data nemaji nikterak limitovat rozsah vyna-
lezu.
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Davky a farmaceuticky pfipravek

Slougenina podle predlozeného vynalezu nebo jeji farmaceuticky pfijatelna siill mohou byt jako
takové podavany lidskym pacientim nebo mohou byt podavany ve farmaceutickych piipravcich,
ve kterych jsou vyse uvedené latky smichdny s vhodnymi nosi¢i nebo excipientem(y). Techniky
pfipravy a podani lé¢iv mohou byt nalezeny v ,Remington’s Pharmaceutical Sciences,” Mack
Publishing Co., Easton, PA., posledni vydani.

Termin ,.podéani®, jak je pouZivin v pfedloZeném vynalezu, se vziahuje na podani slouceniny
obecného vzorce | nebo jeji farmaceuticky pfijateiné soli nebo farmaceutického pfipravku obsa-
hujiciho sloudeninu obecného vzorce | nebo jeji farmaceuticky piijatelnou siil podle pfedlo-
zeného vyndlezu do organizmu za (¢elem prevence nebo oSetfeni poruch souvisejicich s PK.

Vhodné zpisoby podani zahrnuji, ale neni to nikterak limitovano, peroralni, rektalni, trans-
mukozni nebo intestinalni podani nebo intramuskularni, subkutanni, intramedularni, intratekalni.
piimé intraventrikulami, intravendzni, intravitrealni, intraperitonealni, intranazalni nebo intra-
okularni injekce. Vyhodnymi zplsoby podani jsou perorilni a parenteralni.

Nebo lze podavat slouéeninu spi§e mistnim nez systémovym zpisobem, napf. injekci slouceniny
piimo do mista nadoru, ¢asto v depotni nebo trvale uvolitujici se formulaci.

Dale lIze lédivo podavat jako systém cilové specifického podani, napi. v lipozému potazeném
protilatkou specifickou na uréity nador. Lipozomy budou zaméfeny a vychytavany nadorem.

Farmaceutické ptipravky podle pfedloZzeného vynalezu mohou byt vyrabény standardnim zpiiso-
bem, napf. standardnim michanim, rozpusténim, granulaci, pfipravou drazé, rozméliiovanim,
emulgaci, enkapsulaci, zachytavanim nebo lyofilizaci.

Farmaceutické pripravky pro pouziti podle pfedloZzeného vynalezu tak mohou byt ptipraveny
standardnim zphsobem za pouZiti jednoho nebo vice fyziologicky pFijatelnych nosiéi obsahuji-
cich excipienty a pomocné latky, které usnadriuji zpracovani aktivnich slouéenin do prepariti,
které mohou byt pouZiviany farmaceutickym zplsobem. Vlastni pfiprava je zavisld na vybraném
zpusobu podani.

Pro injekce mohou byt sloufeniny podle piedloZzen¢ho vynalezu pfipraveny ve vodnych
roztocich, vyhodné ve fyziologicky kompatibilnich pufrech, napf. Hanksiv roztok, Ringertv
roztok nebo pufru na bazi fyziologického roztoku. Pro transmukézni podani jsou ve formulaci
pouzivany takové penetratory, které jsou vhodné pro piekonani dané bariéry. Tyto penetratory
jsou obecné znamy.

Pro peroralni podani mohou byt sloudeniny snadno pfipraveny spojenim aktivnich slouenin se
standardnimi farmaceuticky pitjatelnymi nosidi. Tyto nosite umoZituji pfipravit slougeniny podle
piedlozeného vynélezu ve formé tablet, piluli, drazé, kapsli, roztokl, geli, sirupfi, kasovitych
smési, suspenzi, atd., pro peroralni poZiti léku pacientem, ktery ma byt oSetfovan. Farmaceutické
preparaty pro peroralni pouZiti mohou byt pfipraveny spojenim aktivni slouCeniny s pevnym
excipientem, pfipadng rozemletim vysledné smési, a po pfidani vhodnych pomocnych latek,
pokud je tfeba, zpracovanim smési granuli, ¢imz lze ziskat tablety nebo drazé. Vhodné excipienty
jsou zejména plniva, napf. cukry, véetné laktosy, sacharosy, mannttolu nebo sorbitolu; cetulézové
piipravky, napf. kukufi¢ny skrob, pseniény $krob, ryzovy skrob, bramborovy 8krob a dalsi latky,
napi. zelatina, tragant, methylceluléza, hydroxypropylmethylceluloza, sodna sal karboxymethyl-
celuldzy a/nebo polyvinylpyrrolidon (PVP). Pokud je tfeba, mohou byt pfidany prostfedky
zajistujici rozpad tablety po poZiti, napf. zesitény polyvinylpyrrolidon, agar nebo kyselina
alginova nebo jejich soli, napt. alginat sodny.
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Jadra dra#¢ jsou opatfena vhodnymi povrchovymi vrstvami. Pro tento (i¢el mohou byt pouZivany
koncentrované roztoky cukri, které mohou ptipadné obsahovat arabskou gumu, talek, polyvinyl-
pyrrolidon, karbopolovy gel, polyethylenglykol a/nebo oxid titaniity, roztoky Selaku a vhodna
organicka rozpoustédla nebo smési rozpoustédel. Organicka barviva nebo pigmenty mohou byt
pfidany do tablet nebo potahovych vrstev drazé k identifikaci nebo charakterizaci rozdilnych
kombinaci davek aktivni slou¢eniny.

Farmaceutické preparaty, které mohou byt pouZivany peroralng, zahrnuji kapsle typu ,,flash—fit*
vyrobené ze Zelatiny, jakoZ i m&kké, uzaviené kapsle vyrobené ze zelatiny a zmékéovadla, jako
je glycerol nebo sorbitol. Kapsle typu ,push—fit* mohou obsahovat aktivni slozky v pfimési
s fillery, napf. laktosou, pojivy, napf. $kroby, a/nebo lubrikanty, napf. talek nebo stearat hofed-
naty, a piipadné stabilizitory. V m&kkych kapslich mohou byt aktivni slouCeniny rozpustény
nebo suspendovany ve vhodnych roztocich, napf. mastnych olejich, minerdlnim oleji nebo
tekutych polyethylenglykolech. Navic mohou byt pfidavény stabilizatory.

Farmaceutické pfipravky, které mohou byt také pouzivany, zahrnuji pevné zelatinové kapsle.
Nikterak nelimitujicim piikladem mize byt uvedena formulace aktivni slouéeniny ve formeé
peroralniho Ié¢iva jako dvé rizné silné davky 50 a 200 mg (kody formulace J-011248-AA—-00
aJ-011248-AA-01). Tyto dv& razné silné davky jsou pfipraveny ze stejnych granuli naplnénim
do tuhych Zelatinovych kapsli o riiznych velikostech, velikost 3 pro 50mg a velikost 0 pro 200mg
kapsli. Skladba formulace miize byt napf. podle tabulky 2.

Tabulka 2
komponenta konc. v granulaci | mnozstvi v 50 | mnoZstvi ve 200
nézev/kvalita (% mg kapsle (mg) |mg kapsle (mg)

hmotn /hmotn.)

k6d formulace J-011248-AA J-011248-AA-00 |J-011248-AA-01
aktivni siouCenina NF 65,0 50,0 200,0
Mannitol NF 235 18,1 724
kroskarmelosa sodna NF 16,0 4.6 18,4
Povidone K 30 NF 5,0 3,8 15,2
stearat hofetnaty NF 0,5 0,38 1,52
kapsle, §védska Zlut' NF velikost 3 velikost 0

Kapsle mohou byt baleny do lahvi¢ek z hnédého skla nebo plastu za u¢elem ochrany aktivni
slou¢eniny proti svétlu. Nadobky obsahujici formulaci aktivni sloueniny ve formé& kapsle musi
byt skladovany pfi kontrolované teploté (15 aZ 30 °C).

Pro podani inhalaci jsou slouceniny podle predloZzeného vyndlezu standardné podavany ve formé
aerosolového spreje v aerosolovém baleni nebo v rozprasovaéi a s vhodnym propelentem, napf.,
bez omezeni, dichlordifluormethanem, trichlorfluormethanem, dichlortetrafluorethanem nebo
oxidem uhligitym. V pfipadé stlageného aerosolu mize byt pro davkovani vyuZit ventil, ktery
umozni uvolnéni pfesného mnozstvi latky. Kapsle a patrony, napf. ze Zelatiny, pro pouZiti v inha-
laénim piistroji nebo insuflatoru mohou byt ptipraveny zpiisobem, pfi kterém je spojena praskova
smés slouéeniny a vhodna praskova baze, napt. laktosa nebo §krob.
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Sloudeniny mohou byt ptipraveny pro parenterdlni podani injekci, napf. injekei bolusu nebo
kontinualni infuzi. Formulace pro injekce mohou byt v jednotkovych davkovacich formach. napf.
v ampulich nebo v obalech pro vice davek, s pfidanou konzervaéni latkou. Pripravky mohou byt
také ve formach suspenze, roztokil nebo emulzi v olejovych nebo vodnych nosi¢ich a mohou
obsahovat pomocné agens, napf. suspendaéni, stabilizatni a/nebo dispergaéni prostiedky.

Farmaceutické formulace pro parenterdlni podani zahrnuji vodné roztoky aktivnich sloucenin ve
formé&, ktera je rozpustnd ve vodé. Dale mohou byt suspenze aktivnich slougenin ptipraveny jako
prisluiné olejovité injekéni suspenze. Vhodné lipofilni nosite zahrnuji mastné oleje. napf.
sezamovy olej, estery syntetickych mastnych kyselin, napf. ethyl-oleat nebo triglyceridy nebo
latky jako lipozdmy. Vodné injekéni suspenze mohou obsahovat latky, které zvysuji viskozitu
suspenze, napf. sodna sil karboxymethylcelulozy, sorbitol nebo dextran. Ptipadné suspenze
mohou také obsahovat vhodné stabilizitory a/nebo agens, kterd zvy3uji rozpustnost slou¢enin,
¢imz umoZiiuji ptipravit vysoce koncentrované roztoky.

Alternativné muze byt aktivni slozka ve formé& prasku uréeného ke spojeni s vhodnym nosi¢em
pfed pouzitim, napi. se sterilni apyrogenni vodou.

Sloudeniny mohou byt také piipraveny jako rektalni ptipravky, napf. Cipky nebo retentni klyzma,
pomoci napf. standardnich &ipkovych bazi, jako je kakaové maslo nebo jiné glyceridy.

Kromé vyde uvedenych formulaci, mohou byt také pipraveny slouceniny ve formé depotnich
preparati. Tyto formulace s dlouhou dobou a€inku mohou byt podavany implantaci (napf. sub-
kutanni nebo intramuskulari podani nebo intramuskularni injekci). Timto zplisobem mohou byt
pfipraveny slougeniny s vhodnymi polymernimi nebo hydrofoébnimi materidly (napf. v emulzi s
farmaceuticky pfijatelnym olejem) nebo ionexy nebe jako 3patné rozpustné derivaty, napf. Spatné
rozpustné soli.

Piikladem, aviak neomezujicim, farmaceutického nosite pro hydrofébni slouceniny podle pfed-
lozeného vynilezu je systém spolurozpouitédel obsahujici benzylalkohol, nepolarni surfaktant,
organicky polymer misitelny s vodou a vodnou fazi, napf. spolurozpoustédiovy systém VPD.
VPD je roztok 3 % obj. benzylalkoholu, 8 % obj. nepolarni surfaktantu Polysorbat 80 a 65 % obj.
polyethylenglykolu 300, doplnény na koneény objem absolutnim ethanolem. Systém spoluroz-
poustédel VPD (VPD:5W) se sestavd z VPD zfed&ného 1:1 5% dextrézou ve vodném roztoku.
Tento systém spolurozpoudtédel dobte rozpousti hydrofobni slouéeniny a sdm ma po systémo-
vém podani nizkou toxicitu. Pfirozené mohou byt podily systému spolurozpoustédel znainé
ménény, nicméné tak, aby se zachovaly charakteristické rysy jako rozpustnosti a toxicity. Jedno-
tlivé stozky systému spolurozpoustédel mohou byt mén&ny: napf. misto polysorbatu 80 mohou
byt pouZivany dalsi nepolarni surfaktanty o nizké toxicité; velikost &astic polyethylenglykolu
miiZe byt riizna; polyethylenglykol mize byt nahrazen dalsimi biokompatibilni polymery, napt.
polyvinylpyrrolidonem; a dalii cukry nebo polysacharidy mohou nahradit dextrozu.

Nebo milze byt pouzit jiny ddvkovy systém pro hydrofébni farmaceutické slouceniny. Pro
hydrofébni 1é¢iva jsou standardnimi pfiklady pfenasecd a nosi¢l vyuzivanych pii tomto zpisobu
lipozémy a emulze. Navic mohou byt pouzivéna urita organicka rozpoustédla, napf. dimethyl-
sulfoxid, nicméné Casto za cenu vétsi toxicity.

Navic sloudeniny mohou byt poddvany systémem trvalého, tj. postupného uvolfiovani, napf.
semipermeabilnimi matricemi pevnych hydrofébnich polymeri obsahujicich terapeutické Cinidlo.
V obou jsou zavedeny a odbornikim znamy rizné materidly pro postupné uvolfiovani. Kapsle
s postupnym uvolfiovanim mohou v zévislosti na svém chemickém charakteru uvoliiovat slou-
Ceniny po dobu nékolika tydnii az vice nez 100 dnd. V zavislosti na chemickém charakteru a bio-
logické stabilité terapeutického reagens mohou byt pouZivany dalsi strategie stabilizace proteinu.
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Farmaceutické ptipravky také mohou obsahovat vhodné nosite nebo excipienty v pevné nebo
gelové fazi. Piiklady takovych nosi¢il nebo excipientt zahrnuji, ale neni to na né omezeno, uhli-
gitan vapenaty, fosforeénan véapenaty, rizné cukry, 3kroby, derivity celuldzy, Zelatinu a polyme-
ry, napf. polyethylenglykoly.

Mnoho slouéenin podle ptedloZeného vynalezu modulujicich PK miiZe byt ve formé fyziologicky
ptijatelnych soli, kde narokovana slouenina miZe tvofit negativné nebo pozitivné nabitou
slozku. P¥iklady soli, ve kterych sloudenina vytvéfi pozitivng nabitou ¢ast, zahrnuji, ale neni to
nikterak limitovano, kvartérni amoniové soli (definované zde na jiném mist&), napf. hydro-
chlorid, sulfat, uhligitan, laktét, tartrat, malat, maleat, sukcinat, kde atom dusiku kvartérni amon-
né skupiny je dusik vybrané slougeniny podle pfedlozeného vynalezu, ktery zreagoval s pfislus-
nou kyselinou. Soli, ve kterych slouenina podle pfedloZzeného vynalezu vytvafi negativné nabi-
tou &ast, zahrnuji, ale neni to nikterak limitovano, vapenaté a hofeénaté soli vytvorené reakci sku-
piny karboxylové kyseliny ve sloudening s ptislusnou bazi (jako je hydroxid sodny (NaOH),
hydroxid draselny (KOH), hydroxid vapenaty (Ca(OH),), atd.).

Farmaceutické piipravky vhodné pro pouziti v piedlozeném vynélezu zahrnuji pfipravky, ve
kterych jsou aktivni sloZky obsaZeny v mnozstvi, které je dostateéné k dosaZeni zamysleného
zaméru, napi. modulace aktivity PK nebo o3etfeni nebo prevence poruch spojenych s PK.

Konkrétngji, terapeuticky G¢inné mnozstvi znamend mnozstvi sloudeniny, které je (<inné k pre-
venci, zmirméni nebo zlepieni symptomi onemocnéni nebo k prodlouZeni pfezivani subjektu,
ktery je oetfovan.

Stanoveni terapeuticky G&inného mnozstvi miZe provést pracovnik zkuSeny v oboru, zejména na
zakladé zde uvedenych informaci.

Pro jakoukoliv slougeninu pouZivanou ve zplisobu podie pfedlozeného vynalezu miize byt tera-
peuticky 0¢inna davka nejprve stanovena podle testi na buné&nych kulturach. Pak mize byt
davka testovana na buné&énych a zvitecich modelech k ziskani rozmezi obéhove koncentrace, kte-
ré zahrnuje ICs stanovenou podle testi na bunéénych kulturach (tzn. koncentrace testovan€ slou-
Zeniny, ktera je potiebna k dosaZzeni 50% inhibice aktivity dané PK). Tyto informace mohou byt
pouZivany u lidskych subjekti k pfesnéjsimu stanoveni i¢innych davek.

Toxicita a terapeutickd udinnost zde popsanych sloucenin mize byt stanovena standardnimi
farmaceutickymi postupy na bunénych kulturach nebo experimentalnich zvifatech, napf. stano-
venim ICs a LDsp (0bé jsou diskutovany v jiné &asti textu) pro danou slouéeninu. Data ziskana
z testli na bun&&nych kulturach a studii na zvifatech mohou byt pouzita ke stanoveni rozpéti dav-
ky pro pouziti u lidi. Davkovani miiZe byt v tomto rozmezi rizné v zavislosti na pouZivané dav-
kové formé& a zpiisobu podani. Pfesna formulace, zpasob podani a davkovani mohou byt vybrany
jednotlivym lékafem v zivislosti na stavu pacienta (viz Fingel ef af, 1975, v ,,Pharmacological
Basis of Therapeutics®, Ch. 1 pl).

Mnozstvi a interval davky mohou byt upraveny individualng k ziskani plazmovych koncentraci
aginné latky, které staéi k udrZeni moduladnich 0€inkd kindzy. Tyto plazmové koncentrace se
oznaduji jako minimalni 4¢inné koncentrace (MEC). Hodnota MEC bude pro kazdou stouceninu
jina, ale miize byt stanovena z in vitro dat; napf. koncentrace potfebna k dosazeni 50 az 90%
inhibice kindzy miize byt stanovena s pouZzitim zde popsanych test. Davky potfebné k dosazeni
MEC budou ziviset na individualnich charakteristikach a zpisobu podani. Ke stanoveni plazmo-
vych koncentraci mize byt pouzivana HPLC nebo bioanalyzy.

Intervaly mezi davkami mohou byt také stanoveny pomoci hodnoty MEC. Sloudeniny by mély

byt podavéany podle rezimu, kterym se udrzuji plazmové hladiny nad hodnotou MEC v pribéhu
10 az 90 % doby, vyhodné mezi 30 az 90 % a nejvyhodnéji 50 az 90 %.
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V sou¢asné dobé se pohybuji terapeuticky (¢innd mnoZstvi sloucenin obecného vzorce |
v rozmezi piiblizné od 25 mg/m® do 1 500 mg/m° denné; vyhodné asi 3 mg/m’ denné. Vyhodngji
od 50 mg/qd do 400 mg/qd.

V piipadech lokalniho podani nebo selektivni absorpce nemiize G¢inna mistni koncentrace [éiva
odpovidat plazmové koncentraci a dal$im standardnim zplisobiim pouZivanym ke stanoveni pfes-
ného mnoZstvi davky a intervalu.

Mnoizstvi podavaného pripravku bude samoziejmé zdviset na ofetfovaném subjektu, zavaznosti
jeho stavu, zphsobu podani, posouzeni oSetfujiciho Iékare atd.

Ptipravky, pokud je tfeba, mohou byt ve formé& baleni nebo zasobniku, jako je kit schvaleny
FDA, ktery miize obsahovat jednu nebo vice jednotkovych davkovacich forem obsahujicich
aktivni slozku. Baleni miize napf. obsahovat kovovou nebo plastovou folii, napf. mékke prihled-
né baleni. Baleni nebo zésobnik miZe byt distribuovan spoleiné s navodem k podani. K baleni
nebo zasobniku miize byt piipojeno upozornéni souvisejici s obsahem ve formé predepsaného
organem statni spravy regulujicim vyrobu, pouziti nebo prodej farmaceutickych prostredki, kte-
rym se schvaluje forma nebo slozeni pfipravki pro lidské nebo veterinarni aplikace. Upozorne-
nim tohoto typu miZe byt napfiklad nalepka schvalena U.S. Food and Drug Administration pro
Iéky na predpis nebo schvaleny piibalovy letak. Také mohou byt pfipraveny pfipravky obsahujici
sloudeninu podle vynalezu formulovanou v kompatibilnim farmaceutickém nosi¢i umisténé ve
vhodné nidobce a oznadené pro ofetfeni indikovaného stavu. Vhodné indikované stavy uvedené
na nalepce mohou zahrnovat o3etieni nadoru, inhibici angiogeneze, oSetfeni fibrozy, diabetu atd.

Dalsi aspekt ptedlozeného vynalezu zahrnuje to, Zze sloutenina podle pfedloZeného vynalezu
nebo jeji siil nebo prolétivo miiZe byt kombinovana s dal§imi chemoterapeutiky pro osetfeni one-
mocnéni a poruch uvedenych vyse. Naptiklad miZe byt slouenina, siil nebo prolécivo podle
predloZeného vynalezu kombinovana s alkylaénimi &inidly, jako je fluorouracil (5-FU) samotny
nebo v dal3i kombinaci s leukovorinem; nebo dal3i alkylaéni &inidla, naptiklad, ale neni to nikte-
rak limitovano, jina pyrimidinova analoga, napf. Tegafur—uracil (UFT), kapecitabin, gemcitabin a
cytarabin, alkylsulfonaty, napf. busulfan (pouZivany pfi osetreni chronické granutocytové leuke-
mie), improsulfan a piposulfan; aziridiny, napi. benzodepa, karboquon, meturedepa a uredepa;
ethyleniminy a methylmelaminy, napf. altretamin, triethylenmelamin, triethylenfosforamid,
triethylenthiofosforamid a trimethylolmelamin; a dusikaté yperity, napf. chlorambucil (pouzivany
pii o$etieni chronické lymfocytarni leukémie, primarni makroglobulinémie a nehodgkinova lym-
fomu), cyklofosfamid (pouzivany pii oSetfeni Hodgkinovy nemoci, mnohadetného myelomu,
neuroblastomu, rakoviny prsu, ovaridlni rakoviny, rakoviny plic, Wilmova nadoru a rabdomyo-
sarkomu), estramustin, ifosfamid, novembrichin, prednimustin a uracilové yperity pouzivané pii
oSetfeni primarni trombocytézy, nehodgkinova lymfomu, Hodgkinovy nemoci a ovaridlni rako-
viny); a triaziny, napf. dacarbazin (pouZivany pii osetfeni sarkomu mékkeé tkang).

Sloucenina, stl nebo prolédivo ptedlozeného vynalezu miize byt také pouZivano v kombinaci
s dal$imi antimetabolitovymi chemoterapeutiky, napiiklad, ale neni to nikterak limitovano, analo-
ga kyseliny listové skupiny, napf. methotrexat (pouzivany pfi oSetfeni akutni lymfocytarni leuké-
mie, choriokarcinomu, mycosis fungiodes rakoviny prsu, rakoviny hlavy a krku a osteogenniho
sarkomu) a pteropterin; a purinovd analoga, napf. merkaptopurin a thioguanin, ktery nalezl
pouZiti pfi ofetfeni akutni granulocytarni, akutni lymfocytarni a chronické granulocytarni leuké-
mie.

Také se uvaZuje, ze sloudenina, sil nebo prolétivo podle predloZencho vynalezu miize byt take
pouzivano v kombinaci s chemoterapeutiky na pfirodni bazi, napfiklad, ale neni to nikterak
limitovano, vinkové alkaloidy, napf. vinblastin (pouZivany pfi osetfeni rakoviny prsu a rakoviny
varlete), vinkristin a vindesin; epipodofylotoxiny, napfiklad etoposid a teniposid, obé jsou pouzi-
telné pii o$etfeni rakoviny varlete a Kaposiho sarkomu; antibioticka chemoterapeutika, napfiklad
daunorubicin, doxorubicin, epirubicin, mitomycin (pouzivany k ogeteni rakoviny Zaludku, ¢ipku,
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tlustého stfeva, prsu, mo&ového méchyie a pankreatu), daktinomycin, temozolomid, plikamycin,
bleomycin (pouZivany pfi oetieni rakoviny kizZe, jicnu a genitourinarniho traktu); a enzymaticka
chemoterapeutika, napf. L-asparaginéza.

Kromé vy%e uvedenych mohou byt také slouCeniny, soli nebo prolétiva podle pfedloZeného
vyndlezu pouZivany v kombinaci s koordinaénimi komplexy na bazi platiny (cisplatina, atd.);
substituovanymi mocovinami, napf. hydroxymod&ovina; derivaty methylhydrazinu, napi. prokar-
bazin; adrenokortikalnimi supresivy, napf. mitotan, aminoglutethimid; a hormony a antagonisty
hormont, napt. adrenokortikosteroidy (napf. prednison), progestiny (napi. kapronat hydroxypro-
gesteronu); estrogeny (napf. diethylstilbesterol); antiestrogeny, napf. tamoxifen; androgeny, napf.
propionat testosteronu; a inhibitory aromataz, napf. anastrozol.

Také se pfedpoklada, ze kombinace slou¢eniny podle ptedloZzeného vynalezu bude aéinna v kom-
binaci s mitoxantronem nebo paclitaxelem pro oSetfeni pevnych nadorii nebo leukémii, naptiklad,
ale neni to nikterak limitovano, akutni myeloidni leukémie (nelymfocytarni).

Obecny synteticky postup
K pFiprave slougenin podle pfedloZzeného vynalezu je moZno pouZit této obecné metody:

Pristusné substituovany 2—oxoindol (1 ekviv.), piisluiné substituovany aldehyd (1,2 ekviv.) a
baze (0,1 ekviv.) se smichaji v rozpoustédle (1 az 2 ml/mmol 2—oxoindolu) a smés se pak zahfiva
po dobu asi 2 a7 asi 12 hodin. Po ochlazeni se vznikly precipitat filtruje, promyje studenym etha-
nolem nebo etherem a su$i za vakua, ¢imz se ziska produkt v pevné formé. Pokud nevznikne pre-
cipitat, reakéni smés se koncentruje a zbytek se trituruje smési dichlormethanu a etheru, vysledna
pevna latka se shromazdi filtraci a sui. Produkt maze byt pfipadné dale ¢istén chromatografii.

Baze mize byt organicka nebo anorganickd baze. Je-li pouzivana organicka baze, pak je ji
vyhodné dusikata baze. Priklady organicky dusikatych bdze zahrnuji, ale bez omezeni, diizo-
propylamin, trimethylamin, triethylamin, anilin, pyridin, 1,8—diazabicyklo[5.4.1lundec—7—en,
pyrrolidin a piperidin.

Ptiklady anorganickych bazi zahrnuji, ale bez omezeni, amoniak, hydroxidy alkalickych kovil
nebo kovi alkalickych zemin, fosfore¢nany, uhli¢itany, hydrogenuhli¢itany, hydrogensirany a
amidy. Alkalické kovy zahrnuji lithium, sodik a draslik, zatimco alkalické zeminy zahrnuji vap-
nik, hotéik a baryum.

Ve vyhodném provedeni ptedloZzeného vynalezu, za predpokladu, Ze rozpoustédlo je protickeé,
napt. voda nebo alkohol, je baze anorganickd baze alkalického kovu nebo alkalické zeminy,
vyhodné hydroxid alkalického kovu nebo alkalické zeminy.

Odborné vefejnosti, a to na zakladé obecnych principl organické syntézy a dosavadniho popisu,
nebude ¢€init potize zvolit pro piisludnou reakei nejvhodnéjsi bazi.

Rozpoustédlo, ve kterém reakce probiha, miize byt bud’ protické, nebo aproticke, vyhodné protic-
ké.

Termin ,protické rozpoustédlo™ se vztahuje na rozpouitédlo, ktera ma atom(y) vodiku kovalentné
vazany k atomim Kysliku nebo dusiku, coZ &ini vodikové atomy zna¢né kyselymi, a tim
schopnymi podilet se solutem na vodikovych vazbach. Priklady protickych rozpoustédel zahrnuji,
ale neni to nikterak limitovano, vodu a alkcholy.

Termin ,aprotické rozpoustédlo® se vztahuje na rozpouitédlo, které mize byt polarni i nepolarni,

ale neobsahuje kyselé vodiky, a tudiz neni schopné podilet se solutem na vodikovych vazbach.
Ptiklady nepolarnich aprotickych rozpoustédel zahrnuji, ale neni to nikterak limitovane, pentan,
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hexan, benzen, toluen, methylenchlorid a tetrachlormethan. Ptiklady polarnich aprotickych roz-
poustédel zahmuji chioroform, tetrahydrofuran, dimethylsulfoxid a dimethylformamid.

Ve vyhodném provedeni podle pfedloZeného vynalezu je rozpoustédlo protické, vyhodné voda
nebo alkohol, napf. ethanol.

Reakce je provadéna pii teplotach, které jsou vy33i neZ pokojova teplota. Teplota se obecné
pohybuje od asi 30 °C do asi 150 °C, vyhodn& od asi 80 °C do asi 100 °C, nejvyhodnéji od asi
75 °C do asi 85 °C, co je asi teplota varu ethanolu. Termin ,,asi“ znamend, e teplota se vyhodné
pohybuje v rozmezi 10 stupiiii Celsia uvedené teploty, nejvyhodngji v rozmezi 2 stupiiti Celsia
uvedené teploty. TudiZ naptiklad ,asi“ 75 °C znamena 75 °C £ 10 °C, vyhodné 75 °C + 5°C
a nejvyhodnéji 75 °C £ 2 °C.

2—Oxoindoly a aldehydy mohou byt snadno syntetizovany standardnimi chemickymi zplsoby.
Z textu by mélo byt odborné vetejnosti srozumitelné, Ze sloudeniny podle piedlozeného vynalezu
lze ptipravit i jinymi syntetickymi zpiisoby a nasledujici ptiklady slouZi jako navrh zptsobu
piipravy, ktery nema byt nikterak limitujici.

Piiklady provedeni vynalezu

Naésledujici pfipravy a priklady jsou zde pro snazii pochopeni pfedlozeného vynalezu a nemaji
nikterak limitovat rozsah vynilezu, ale pouze ho ilustrovat a reprezentovat.

Syntetické ptiklady
Zplusob A: Formylace pyrrota

POCI, (1,1 ekviv.) se pfida po kapkach do dimethylformamidu (3 ekviv.) pfi teplot¢ ~10 °C, poté
se pridé pfisluny pyrrol rozpustény v dimethylformamidu. Po michani po dobu dvou hodin se
reakni smés ziedi H,O a alkalizuje na pH 11 s 10N KOH. Vznikly precipitat se spoji filtraci,
promyje vodou a sudi ve vakuové susamé, ¢imz se ziska pozadovany aldehyd.

Zplisob B: Saponifikace esteril pyrrolkarboxylové kyseliny

Smés esteru pyrrolkarboxylové kyseliny a KOH (2 az 4 ckviv.) v EtOH se refluxuje, dokud
reakce neskoné¢i (podle TLC). Ochlazena reakéni smés se okyseli na pH 3 IN HCIL. Vznikly
precipitat se spoji filtraci, promyje vodou a sudf ve vakuové suSarné, CimZ se ziska pyrrol-
karboxylova kyselina.

Zpasob C; Amidace

Do michaného roztoku pyrrolkarboxylové kyseliny rozpusténé v dimethylformamidu (0,3M) se
prida  1—ethyl-3—(3—dimethylaminopropyl)karbodiimid (1,2 ekviv.), 1-hydroxybenzotriazol
(1,2 ekviv.) a triethylamin (2 ekviv.). Pfida se pFisluiny amin (1 ekviv.) a reakce se micha do té
doby, dokud nedobéhne, a sleduje se na TLC. Pak se do reakéni smési ptid4 ethylacetat a roztok
se promyje nasycenym roztokem NaHCO; a solankou (s dostate¢nou soli), sudi nad bezvodym
MgSO, a koncentruje, &imz se ziskd poZzadovany amid.

Zpiisob D: Kondenzace aldehydi a oxindoli obsahujicich substituenty karboxylové kyseliny

Smés oxindolu (1 ekviv.), 1 ekviv. aldehydu a 1 az 3 ekviv. piperidinu (nebo pyrrolidinu) v etha-
nolu (0,4M) sc micha pfi teploté 90 aZ 100 °C do té doby, dokud reakce nedobéhne, a sleduje se
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na TLC. Smés se pak koncentruje a zbytek okyseli 2N HCI. Vznikly precipitat se promyje vodou
a ethanolem a suli ve vakuoveé susarné, ¢imz se ziska produkt.

Zpisob E: Kondenzace aldehydi a oxindoli neobsahujicich substituenty karboxyloveé kyseliny

Smés oxindolu (1 ekviv.), 1 ekviv. aldehydu a 1 az 3 ekviv. piperidinu (nebo pyrrolidinu) v etha-
nolu (0,4M) se micha pfi teploté€ 90 az 100 °C do té doby, dokud reakce nedob&hne, a sleduje se
na TLC. Smés se pak ochladi na pokojovou teplotu a vznikly pevny podil se spoji vakuovou
filtraci, promyje ethanolem a susi, ¢im2 se ziska produkt. Pokud se po ochlazeni reak&ni smési
nevytvofi precipitat, smés se koncentruje a &isti sloupcovou chromatografii.

C. Piiklady syntéz oxiondoli

Nasledujici pfiklady syntézy reprezentativnich oxiondold nemaji nikterak limitovat rozsah
ptedlozeného vyndlezu. Na zaklad¢ nasledujiciho popisu budou odborné vefejnosti jasné
alternativni zpiisoby pfipravy uvedenych oxindoli, jakoz i dal3ich oxindoli pouZivanych
k piipravé slouCenin podle predloZeného vynalezu. Tyto syntézy a oxindoly spadaji rovnéz do
rozsahu a charakteru tohoto vynalezu.

S5-—-amino—2—oxindol

5-Nitro—2—oxindol (6,3 g) se hydrogenuje v methanolu nad 10% pailadiem na aktivnim uhli,
¢imZ se ziska 3,0 g (60% vytézek) pozadované slouceniny ve formé pevné bilé latky.

5-Brom—2-oxindol

2-Oxindol (1,3 g) ve 20 ml acetonitrilu se ochladi na teplotu —10 °C a do reakéni smési se za
intenzivniho michédni pomalu prida 2,0 g N~bromsukcinimidu. Reakéni smés se micha po dobu
1 hodiny pfi teploté —10 °C a 2 hodiny pfi teploté 0 °C. Precipitat se spoji, promyje vodou a susi,
¢imz se ziska 1,9 g (90% vytézek) pozadované sloudeniny.

4-Methyl-2—oxindol

Diethyloxalat (30 ml) ve 20 ml suchého etheru se pfida za stalého michani do 19 g ethoxidu
draselného suspendovaného v 50 mt suchého etheru. Smés se ochladi v ledové lazni a pomalu se
pfida 20 m] 3—nitro—o—xylenu ve 20 ml suchého etheru. Husta tmava &ervena smés se zahfiva pfi
refluxu po dobu 0,5 hodiny, koncentruje na tmavé Eervenou pevnou latku a neché reagovat s 10%
roztokem hydroxidu sodného, dokud se nerozpusti téméf veskery pevny podil. Tmavé &ervena
smés se nechd reagovat s 30% peroxidem vodiku, dokud se ¢ervena barva smési nezméni na
Zlutou. Alternativné se smés necha reagovat s 10% roztokem hydroxidu sodného a 30%
peroxidem vodiku, dokud tmavé &ervend barva roztoku nezmizi. Pevny podil se odfiltruje a filtrat
okyseli 6N kyselinou chlorovodikovou. Vysledny precipitat se spoji vakuovou filtraci, promyje
vodou a susi za vakua, ¢imzZ se ziska 9.8 g (45% vytézek) 2—methyl-6—nitrofenyloctové kyseliny
ve formé belavé pevné latky. Pevny podil se hydrogenuje v methanolu nad 10% palladiem na
aktivnim uhli, ¢imz se ziska 9,04 g pozadované slou€eniny ve formé bilé pevné latky.

7-brom-5—chlor—2—oxindol

5—-Chlor—2—oxindol (16,8 g) a 19,6 g M-bromsukcinimidu se suspenduje ve 140 ml acetonitrilu
a refluxuje po dobu 3 hodin. Po 2 hodinach refluxu byl na TLC (silikagel, ethylacetat) vidét
S5—chlor-2-oxindol nebo Abromsukcinimid (R 0,8), produkt (R¢ 0,85) a druhy produkt (R 0,9),
jejichz podily se nezménily ani po dalii hodiné pfi refluxu. Smés se ochladi na teplotu 10 °C,
precipitat se spoji vakuovou filtraci, promyje 25 ml ethanolu a su3i odsazenim po dobu 20 minut
v nalevee, &imz se ziska 14,1 g vlhkého produktu (56% vytézek). Pevny podil se suspenduje ve
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200 ml denaturovaného ethanolu a ka$ovita smés se micha a refluxuje po dobu 10 minut. Smés se
ochladi v ledové lazni na teplotu 10 °C. Pevny produkt se spoji vakuovou fiitraci, promyje 25 mi
ethanolu a sui za vakua pfi teploté 40 °C, &imz se ziska 12,7 g (51% vyt&zek) 7-brom-5—chlor—
2—oxindolu.

5—Fluor—2—cxindol

5_Fluorisatin (8,2 g) se rozpusti v 50 mi hydratu hydrazinu a refluxuje po dobu 1,0 hodiny.
Reakéni smés se nalije do ledové vody. Precipitat se pak filtruje, promyje vodou a susi ve
vakuové sudarné, dimz se ziska pozadovana sloucenina.

5-Nitro—2—oxindol

2-Oxindol (6,5 g) se rozpusti v 25 ml koncentrované kyseliny sirové a smés se udrzuje pii teplote
—10 a% —15 °C, zatimco se po kapkach pfidava 2,1 ml dymavé kyseliny dusi¢né. Po pFidani
kyseliny dusi¢né se reakéni smés micha pfi teploté 0 °C po dobu 0,5 hodiny a nalije do ledové
vody. Precipitat se spoji filtraci, promyje vodou a krystalizuje z 50% kyseliny octoveé. Krystalic-
ky produkt se pak filtruje, promyje vodou a sui za vakua, ¢imz se ziska 6,3 g (70 %) 5—nitro—2—
oxindolu.

5—-Aminosulfonyl-2—oxindol

Do 100m! baiiky naplnéné 27 ml chlorsulfonové kyseliny se pomalu ptida 13,3 g 2—oxindolu.
Reakéni teplota se béhem pridavani udrzuje pod 30 °C. Po ptidani se reakéni smés micha pfi
pokojové teploté po dobu 1,5 hodiny, zahfiva pii teploté 68 °C po dobu | hodiny, ochladi a nalije
do vody. Precipitit se promyje vodou a sudi ve vakuové sularné, &imz se ziskd 11.0g
5—chlorsulfonyl-2—oxindolu (50% vyt&Zzek), ktery se dale pouziva bez Cisténi.

5—Chlorsulfonyl-2—oxindol (2,1g) se ptida do 10 ml hydroxidu amonného v 10 ml ethanolu
amicha pii pokojové teploté pfes noc. Smés se koncentruje a pevny podil se spoji vakuovou
filtraci, &im2 se ziska 0,4 g (20% vytéZek) pozadované slouéeniny ve form¢ bélavé pevné latky.

5-Isopropylaminosulfonyl-2—oxindol

Do 100m! batiky napinéné 27 ml chlorsulfonové kyseliny se pomalu pfida 13,3 g 2—oxindolu.
Reakéni teplota se béhem ptidavani udrzuje pod 30 °C. Po pfidani se reakéni smés micha pfi
pokojové teploté po dobu 1,5 hodiny, zah¥iva pfi teploté 68 °C po dobu 1 hodiny, ochladi a nalije
do vody. Precipitit se promyje vodou a sudi ve vakuové su$dmé, &imz se ziska 11.0g
5—chlorsulfonyl-2—-oxindolu (50% vytéZek), ktery se dale pouziva bez £isténi.

Suspenze 3 g S—chlorsulfonyl-2—oxindol 11,5 g izopropylaminu a 1.2 ml pyridinu v 50 ml
dichlormethanu se micha p¥i pokojové po dobu 4 hodin, béhem kterych se vytvofi pevny podil,
jenz se spoji vakuovou filtraci, kaSovita smés se promyje horkym ethanolem, ochladi, spoji
vakuovou filtraci a sui za vakua pii teploté 40°C pies noc, ¢imz se ziskd 1,5 g (45 %)
S—izopropylaminosulfonyl-2—oxindolu.

'H NMR (360 MHz, DMSO—d;; DMSO=dimethylsulfoxid) & 10,69 (s, br, 1H, NH), 7,63
(dd,J=2 a 8 Hz, 1H), 7,59 (d, J =2 Hz, 1H), 7,32 (d, ] = 7 Hz, 1H, NH-80,-), 6,93
(d, J = 8 Hz, 1H), 3,57 (s, 2H), 3,14 - 3,23 (m, |H, CH-(CHs),, 0,94 (d, ) = 7 Hz, 6H, 2 x CH,).
5—Fenylaminosulfonyl-2—oxindol

Suspenze S—chlorsulfonyl-2—oxindolu (1,62 g, 7 mmol), anilinu (0,782 ml, 8,4 mmol) a pyridinu

(1 ml) v dichlormethanu (20 ml) se micha pti pokojové po dobu 4 hodin. Reakéni smés se ziedi
ethylacetatem (300 ml) a okyseli 1N kyselinou chlorovodikovou (16 ml). Organicka vrstva se
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promyje hydrogenuhliditanem sodnym a solankou, sudi a koncentruje. Zbytek se promyje
ethanolem (3 ml) a pak chromatografuje na sloupci silikagelu ve smési methanolu a dichlor-
methanu (1:9) jako mobilni fazi, &im¥ se ziska 5—fenylaminosulfonyl-2-oxindol.

'"H NMR (360 MHz, DMSO-dg) 3 10,71 (s, br, 1H, NH), 10,10 (s, br, 1H, NH), 7,57 — 7,61
(m, 2H), 7,17 — 7,22 (m, 2H), 7,06 — 7,09 (m, 2H), 6,97 — 7,0 (m, 1H), 6,88 (d, J = 8,4 Hz, 1H),
3,52 (s, 2H).

Pyridin—3-ylamid 2—ox0-2,3—dihydro—1 H-indol-5-sulfonové kyseliny

Roztok 5-chlorsulfonyl-2—oxindolu (3 g) a 3—aminopyridinu (1,46 g) v pyridinu (15 ml) se
micha pii pokojové teploté pfes noc, kdy se objevi hnéda pevna latka. Pevny podil se filtruje,
promyje ethanolem a susi za vakua, &imz se ziska 1,4 g (38 %) pyridin—3-ylaminu 2—ox0—2,3—di-
hydro—1 A—indol-5—sulfonové kyseliny.

'H NMR (360 MHz, DMSO-d;) 8 10,74 (s, 1H, NH), 10,39 (s, 1H, SO;NH), 8,27 - 8,28 (d, IH),
821 — 8,23 (m, IH), 7,59 — 7,62 (m, 2H), 7,44 — 7,68 {m, 1H), 7.24 — 7,28 (m, 1H), 6,69 — 6,71
(d, 1H), 3,54 (s, 2H).

MS m/z (APCI+) 290,2.

5-Fenyloxindol

5-Brom—2—oxindot (5 g, 23,5 mmol) se za stalého michéni a malého zéhfevu rozpusti v 100 ml
toluenu a 110 ml ethanolu. Pfida se tetrakis(trifenylfosfin)palladium (1,9 g, 1,6 mol), poté 40 ml
(80 mmol) 2M vodného uhligitanu sodného. Do této smési se pfida benzenboronova kyselina
(3.7 g, 30,6 mmol) a smés se zahtiva pi teplot& olejové lazné 100 °C po dobu 12 hodin. Reakéni
smés se ochladi, zfedi ethylacetatem (500 ml), promyje nasycenym roztokem hydrogenuhli¢itanu
sodného (200 m!), vodou (200 ml), IN HCI (200 ml} a solankou (200 ml). Organicka vrstva se

susi nad siranem hofe&natym a koncentruje, ¢imZ se ziska hnéda pevna latka. Trituraci dichlor-
methanem se ziska 3,8 g (77 %) 5-fenyl-2—oxindolu jako hn&€dé pevné latky.

'H NMR (360 MHz, DMSO—d;) § 10,4 (br s, 1H, NH), 7,57 (dd, J = 1,8 a 7,2 Hz, H), 7,5 az
735 (m, SH), 7,29 (m, 1H), 6,89 (d,J = 8,2 Hz,1H), 3,51 (s, 2H, CH;CO).

MS m/z 209 [M]".
Podobnym zpiisobem mohou byt pFipraveny nasledujici oxindoly:
6—(3,5-dichlorfenyl}-1,3—dihydroindol-2—on

'H NMR (360 MHz, DMSO—dy) 8 10,46 (br, 1H, NH), 7,64 (d, ] = 1,8 Hz, 2H), 7,57 (m, 1H),
7.27 (m, 2H), 7,05 (d, J = 1,1 Hz, 1H), 3,5 (s, 2H).

MS—El m/z 277/279 [M]'.
6—(4-Butylfenyl)}-1,3—dihydroindol-2-on
'H NMR (360 MHz, DMSO—dg) 8 10,39 (s, 1H, NH), 7,49 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 7,25 (d, J = 8 Hz,

3H), 7,17 (dd, J = 1,5 a 7,8 Hz, 1H), 6,99 (d, J = 1,5 Hz, 1H), 3,48 (s, 2H, CH,CO), 2,60
(t,J = 7.5 Hz, 2Hz, CH,CHs), 1,57 (m, 2H, CHy), 1,32 (m, 2H, CH;), 0,9 (t, ) = 7.5 Hz, 3H, CHa).
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6—5—lzopropyl-2—methoxyfenyl}-1,3—dihydroindol-2—on

'"H NMR (360 MHz, DMSO-d¢) 3 10,29 (br s, 1H, NH), 7.16 — 7,21 (m, 2H), 7,08 (d. J = 2.4 Hz,
IH), 6,97 — 7,01 (m, 2H), 6,89 (d, J = 0.8 Hz, 1H), 3,71 (s, 3H, OCH,), 3,47 (s, 2H, CH.COY.
2.86 (m. 1H, CH(CH:)). 1.19 (d, J = 6,8 Hz, 6H, CH(CH:)»).

MS-EI m/z 281 [M]".
6—4—Ethylfenyl»1,3—dihydroindol-2—on

'H NMR (360 MHz, DMSO—dg) 8 10,39 (br s, IH, NH), 7,50 (d, J = 8,2 Hz 2H), 7.28
(d,1=8.2Hz, 2H), 7,25 (d, J = 7.5, tH), 7,17 (dd, J= 1,6 & 7.5 Hz, 1H), 6.99 (d, J = 1.6 Hz,
1H), 3,48 (s, 2H, CH,CO), 2,63 (q, ] = 7.6 Hz, 2H, CH,CHs), 1.20 (t, J = 7,6 Hz, 3H, CH,CHs).

MS—-El m/z 237 [M]".
6—(3-1zopropylfenyl)-1,3—dihydroindol-2—on

'H NMR (360 MHz, DMSO—ds) 5 10,37 (br s, 1H, NH), 7,43 (m, 1H), 7,35 — 7,39 (m, 1H), 7,17
~ 7,27 (m, 3H), 7,01 (d, J = 1,8 Hz, |H), 3,49 (s, 2H, CH,CO), 2.95 (m, 1H, CH(CH;),), 1,24
(d, J = 6.8 Hz. 6H, CH(CHs),).

MS-El m/z 251 [M]".
6-—(2,4-Dimethoxyfenyl)-1,3—dihydroindol-2—on

'H NMR (360 MHz, DMSO—d,) 8 10,28 (br s, 1H, NH), 7,17 (m. 2H), 6.93 (dd, J = 1.6 &
7,6 Hz, 1H), 6,86 (d, J = 1.6 Hz, 1H), 6,63 (d, = 2,4 Hz, 1H), 6,58 (dd, ] = 2,4 & 8.5 Hz, |H),
3,79 (s, 3H, OCH3), 3,74 (s, 3H, OCH), 3,45 (s, 2H, CHO).

MS-EI m/z 269 [M]".
6—Pyridin-3—-yl-1,3—dihydroindol-2—on

'H NMR (360 MHz, DMSO—d,) & 10,51 (s, 1H, NH), 8,81 (d, J = 2,5 Hz, 1H), 8,55 (dd, ] = 1.8
5,7 Hz, 1H), 8 (m, 1H), 7.45 (dd, J = 5,7 2 9,3 Hz, 1H), 7.3 (m, 2H), 7,05 (s, 1H), 3,51 (s, 2H,
CH,CO).

MS m/z 210 [M]'".
(3—chlor—4—ethoxyfenyl)amid 2—oxo0-2,3—dihydro—1 H-indol-4—karboxylové kyseliny

Do roztoku 4-karboxy—2—oxindolu (200 mg, 1,13 mmeol) a 3—chlor-4-methoxyfenylaminu
(178 mg, 1,13 mmel) v dimethylformamidu (15 ml) pfi pokojové teploté se pfida benzotriazol—1-
yloxytris(dimethylamino)fosfonium—hexafluorfosfat (BOP &inidlo, 997 mg, 2,26 mmol), poté 4-
dimethylaminopyridin (206 mg, 1,69 mmol), smés se micha pii pokojové teploté po dobu
72 hodin. Reakee se pak ziedi ethylacetatem (300 mi), promyje nasycenym roztokem hydrogen-
uhli¢itanu sodného (100 ml), vodou, 2N kyselinou chlorovodikovou (100 ml), vodou (3 x
200 ml) a solankou. Pak se susi nad siranem hofeénatym a koncentruje. Zbytek se trituruje ethyl-
acetatem, ¢imz se ziska (3—chlor-4-methoxyfenyl)amid 2—oxo0-2,3-dihydro—1 H/-indol-4—karbo-
xylové kyseliny ve formé riizové pevné latky. 'H NMR (360 MHz, DMSO—dg) & 10,50 (s br, IH,
NH), 10,12 (s, br, 1H, NH), 7,9 (s, J = 2,5 Hz, 1H), 7,62 (dd, ] =2,5 & 9 Hz, 1H), 7,38 (d, 1 = 7.6
Hz, 1H), 7,32 (t, J= 7.6 Hz, IH), 7,13 (d, ] =9 Hz, 1H), 6,98 (d, J = 7,6 Hz, 1H), 3,83 (s, 3H,
OCHj;), 3,69 (s, 2H, CH,).
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MS—EI m/z 316 [M]".
4-Karboxy—2—-oxindol

Roztok trimethylsilyldiazomethanu v hexanu (2M) se pfidava po kapkach do roztoku 2,01 g
2—chlor—3—karboxynitrobenzenu v 20 ml methanolu p¥i pokojové teploté, dokud se nepfesahne
uvolitovat plyn. Ke zhégeni prebytku trimethylsilyldiazomethanu se pfida kyselina octova a zby-
tek se suii v su$amé pfes noc. Ziskany 2-chlor—3-methoxykarbonylenitrobenzen je dostateéné
isty k nasledujici reakci.

Dimethyl-malonat (6,0 ml) se pfida do ledové studené suspenze 2,1 g hydridu sodného v 15 ml
DMSQ. Reakéni smés se micha pfi teplotd 100 °C po dobu | hodiny, pak se ochladi na pokojo-
vou teplotu a po &astech se pfida 2—chlor—3-methoxykarbonylenitrobenzen (2,15 g) a smés se
zahtiva pfi teploté 100 °C po dobu 1,5 hodiny. Reakéni smés se pak ochladi na pokojovou
teplotu, nalije do ledové vody, okyseli na pH = 5 a extrahuje ethylacetdtem. Organicka vrstva se
promyje solankou, susi nad bezvodym siranem sodnym a koncentruje, &imz se ziskaji 3,0 g
dimethyl-2—-methoxykarbonyl-6—nitrofenylmalonatu.

Dimethyl-2-methoxykarbonyl—6—nitrofenylmalonat (3,0 g) se refluxuje v 50 ml 6N kyseliny
chlorovodikové pres noc. Smés se koncentruje do sucha, pfida se 20 ml ethanolu a 1,1 g chloridu
cinatého a smés se refluxuje po dobu 2 hodin. Smés se filtruje pies Celit, koncentruje a chromato-
grafuje na sloupei silikagelu ve smési ethylacetatu, hexanu a octové kyseliny jako mobilni fazi,
&imz se ziska 0,65 g (37 %) 4-karboxy—2—oxindolu jako bil¢ pevné latky.

'H NMR (360 MHz, DMSO—d,) & 12,96 (s br, 1H, COOH), 10,74 (s, br, 1H, NH), 7,53
(d, ] =8 Hz, 1H), 7,39 (t,J = 8 Hz, 1H), 7,12 (d, J = 8 Hz, 1H), 3,67 (s, 2H).

D. Syntéza pyrrolem substituovanych 2—indolinond

Pfiklad |

4-methyl-5-{2—oxo0—1,2—dihydroindol-3—ylidenmethyl)-1 H-pyrrol-2—karboxylova kyselina
Ethylester 4—methyl-2—pyrrolkarboxylové kyseliny (komerén& dostupny) se formyluje podle
zplisobu A, &imz se ziska (73 %) ethylester 5—formyl—4—methyl-2—pyrrolkarboxylové kyseliny,
kterad se pak hydrolyzuje podle zpisobu B, ¢imZ se ziska S—formyl-4—methyl-1H—pyrrol--2--
karboxylova kyselina (58 %).

Oxindol (133 mg, 1 mmol) se kondenzuje s 5-formyl-4-methyl-1H-pyrrol-2—karboxylovou
kyselinou (153 mg) podle zplsobu D, &imZ se ziskd 268 mg (100 %) pozadované slougeniny jako
oranzovo—Cervené pevné latky.

'"H NMR (360 MHz, DMSO—d¢) 8 13,84 (s, br, 1H, NH), 12,84 (s, br, 1H, COOH), 10,98 (s, br,
1H, NH). 7.82 (d, J = 7,5 Hz, 1H), 7,67 (s, 1H, H-vinyl), 7,18 (t, J = 7,5 Hz, 1H), 7,01
(t,J=7,5Hz, 1H), 6,88 (d, ) = 7.5 Hz, 1H), 6,71 (d, ] = 2,2 Hz, 1H), 2,32 (s, 3H, CHa).

MS (negativni mad) 266,8 [M-1]'.
Priklad 2

4-Methyl-5—(1-methyl-2—oxo-1,2—dihydroindol-3—ylidenmethyl)}-1 H-pyrrol-2-karboxylova
kyselina
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i—Methyl-1,3—dihydroindol-2—on (147mg, 1 mmol) se kondenzuje s 5—tormyl—4-methyl-1H~
pyrrol-2—-karboxylovou kyselinou (153 mg) podle zpsobu D, ¢imz se ziska 250 mg (86 %)
pozadované slouceniny.

'"H NMR (360 MHz, DMSO—d¢) & 13,82 (s, br, 1H, NH), 12,88 (s, br, 1H), 7,83 (d, J = 7.5 Hz,
1H), 7,65 (s, 1H, H=vinyl), 7,26 (t, ] = 7.5 Hz, 1H), 7.02 — 7,09 (m, 2H), 6,70 (d, ] = 2.2 Hz, tH),
2,32 (s, 3H, CHs).

MS m/z 283,0 [M+1]".

Piiklad 3

methylester 4—methyl-5—(2—oxo—1,2—dihydroindol-3—ylidenmethyl}-1 Fi—pyrrol-2—karboxylové
Kyseliny

Oxoindol (105 mg, 0,79 mmol) se kondenzuje s methylesterem 5—formyl-4-methyl-1H—pyrrol--
2—karboxylové kyseliny (110 mg, 0,67 mmol) podle zpusobu E, &imz se ziska 153,2 mg (81 %)
pozadované slouteniny.

'HNMR (360 MHz, DMSO—d,) & 13,98 (s, br, 1H, NH), 10,97 (s, br, 1H), NH), 7,82 (d,
J=17,6 Hz, IH), 7,67 (s, |H, H vinyl), 7,2 (dt, J= 1,2 & 7,7 Hz, 1H), 7,01 (dt, J = 1,2, 7,7 Hz,
1H), 6,90 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 6,77 (d, ] =2 Hz, 1H).

MS (ES) m/z 283 [M'+1].

Priklad 4

ethylester 5+ 5—chlor-2—oxo—1,2—dihydroindol-3—ylidenmethy1}-1H—pyrrol-2—karboxylové
kyselny

5-Chlor-1,3—dihydroindol-2—on (2,22 g, 13,2 mmol} se kondenzuje s ethylesterem 5—formyl-4-
methyl-1H—pyrrol-2—karboxylové kyseliny (2,43 g) podle zpisobu E, ¢imZ se ziska 4,1 mg
(94 %) pozadované slougeniny jako oranzové pevné latky.

'HNMR (360 MHz, DMSO—dq) & 13,95 (s, br, 1H, NH), 7.98 (d, J =2,2 Hz, 1H, H-4), 7,78
(s, IH, H-vinyl), 7,18 (dd, J = 2,2 & 8,3 Hz, 1H, H-6), 6,87 (d, ] = 83 Hz, IH, H-7), 7,34
(d, J= 1,8 Hz, 1H, H-3'), 427 (q, J = 7.2 Hz, 2H, OCH,CH,), 2,33 (s, 3H, CH3), 1,29
(t, J = 7,2 Hz, 3H, OCH,CH}).

MS (ES) m/z 330 [M7].

Pfiklad 5

5—(5-chlor-2-0xo—1,2—dihydroindol-3—ylidenmethyl}-4-methyl-1 H—pyrrol-2-karboxylova
kyselina

Smés ethylesteru 5—(5—chlor—2—oxo—1,2—dihydroindol-3—ylidenmethyl)-4-methyl--1 H-pyrrol-
2—karboxylové kyseliny (1,3 mg, 4 mmol) a hydroxidu draselného v methanolu (25 ml) a ethano-
lu (25 ml) se zahiivaji pfi refluxu pfes noc. Nerozpustné latky se odstrani filtraci a smés se neu-
tralizuje 6N kyselinou chlorovodikovou, ¢imz se ziska 0,876 g (70 %) pozadované slouceniny.
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'HNMR (360 MHz, DMSO—d;) & 13,80 (s, br, 1H, NH), 12,90 (s, br, 1H, COOH), 1,06 (s, br,
IH, NH), 8,02 (d, J = 1,8 Hz, 1H, H-4), 7,81 (s, 1H, H—vinyl), 7,20 (dd, J = 1,8 & 8,3 Hz, 1H,
H-6), 6,89 (d, J = 8,3 Hz, 1H, H-7), 6,72 (d, ] = 1,8 Hz, 1H, H-3'), 2,35 (5, 3H, CH;).

MS—EI m/z 302 [M"].

Piiklad 6

(3-pyrrolidin—1-ylpropyl)amid 5—(5-brom—2—oxo-1,2—dihydroindol-3-ylidenmethyl)}—-4—
methyl-1H—pyrrol-2—karboxylové kyseliny

5-Brom-1,3—dihydroindol-2—on (0,16 g, 0,76 mmol) se kondenzuje s (3—pyrrolidin—I—ylpropyl)-
amidem 5-formyl—4—methyl-1 H-pyrrol-2—karboxylové kyseliny (0,2 g, pfipraveny podle zpiso-
bu C), &imz se ziska 60 mg (17 %) pozadované slou¢eniny jako oranZové pevné latky.

'HNMR (300 MHz, DMSO-d,) & 13,61 (s, br, 1H, NH), 11,02 (s, br, 1H, NH), 8,42
(t,J=5,8Hz, 1H, CONCH,), 8,12 (d, J = 1,8 Hz, IH, H-4), 7,78 (s, 1H, H—vinyl), 7,30
(dd, J=1,8 & 8,4 Hz, 1H, H-6), 6,82 (d, J= 8,4, 1H, H-7), 6,77 (d, ] = 2,4 Hz, 1H, H-3'),
3,22 - 3,31 {m, 2H, CH,), 2,38 — 2,43 (m, 6H, 3 x CH,), 2,35 (s, 3H, CH3), 1,62 — 1,71 (m, 6H,
3 x CHy).

MS—EI m/z 456 2 458 [M'-1 a M™-2].

Priklad 7

(3—diethylaminopropyl)amid 5-(5-brom-2-oxo-1,2-dihydroindol-3-ylidenmethyl}-4—methyl-
1 H—pyrrol-2—karboxylové kyseliny

5-Brom-1,3—dihydroindol-2-on (0,16 g, 0,75 mmol) se kondenzuje s (3—dimethylaminopropyl)-
amidem 5—formyl—-4-methyl-1 H—pyrrol-2—karboxylové kyseliny (0.2 g, pfipraveny podle zpiiso-
bu C), ¢imz se ziska 30 mg (8 %) pozadované slouceniny jako oranZzové pevné latky.

'"H NMR (300 MHz, DMSO—ds) & 13,61 (s, br, 1H, NH), 11,02 (s, br, 1H, NH), 8,40 (m, 1H,
CONCH,), 8,12 (d, J = 1,5 Hz, |H, H-4), 7,78 (s, 1H, H-vinyl), 7,30 (dd, } = 1,5 & 8,2 Hz, 1H,
H-6), 6,82 (d, ] = 8,2 Hz, 1H, H-7), 6,78 (d, J=2,4 Hz, [H, H-3"), 3.23 (m, 2H, CHy),
238 — 2,45 (m, 6H, CH, & N(CH,CH:),), 2,35 (s, 3H, CHs), 1.6! (m, 2H, CH,), 0,93
(t,§ = 7,1 Hz, 6H, N(CH,CH;),).

MS—EI m/z 458 a 460 [M™-] a M™+2].

Piiklad 8

(2-diethylaminoethyl)amid 5—5-brom—2—oxo—I,2—dihydroindol-3-ylidenmethyl)}-| H-pyrrol-
2-karboxylové kyseliny

5-Brom-1,3—dihydroindol-2-on (212 mg, | mmol) se kondenzuje s (2—diethylaminoethyl)ami-

dem S—formyl—1H-pyrrol-2—karboxylové kyseliny (ptipraveny z ethyl-pyrrol-2—karboxylatu
podle zpiisobu A, B a pak C), ¢imz se ziska 162 mg (38 %) poZzadované slouceniny.
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'THNMR (300 MHz, DMSQO—d¢) 8 13.53 (s. br. 1H, NH), 11,06 (s, br, 1H, NH), 8.37 (t, 1H,
CONCHS,), 7,89 (m, 2H), 7,32 (dd, J = 2,0 Hz, 1H), 6,96 (s, | H), 6,80 — 6,84 (m, 2H), 3.3 (m, 2H,
CH>), 2,45 — 2,55 (m, 6H, N(CH,CH3): & CH,), 0,95 (t, ] = 7,2 Hz, 6H, N(CH,CH;).).

MS-EI m/z 430 2 432 [M'=1 a M'+1].

Ptiklad 9

(2—diethylaminoethyl)amid 5-(2—oxo—6—fenyl-1,2—dihydroindol-3—ylidenmethyl)-1 H—pyrrol—
2—karboxylové kyseliny

6—Fenyl-1,3—dihydroindol-2—on (209 mg, 1 mmol) se kondenzuje s (2—diethylaminoethyi)ami-
dem 5—formyl-| H-pyrrol—2—karboxylové kyseliny, ¢imZ se ziska 182 mg (42 %) pozadované
slouceniny.

'"H NMR (300 MHz, DMSO—dg) 3 13,56 (s, br, |H, NH), 11,06 (s, br, 1H, NH), 8,36 (. 1H,
CONCHy), 7,77 (s, 1H, H-vinyl), 7,73 (d, ] = 7,8 Hz, 1H), 7,64 (d, ] = 7,2 Hz, 2H), 7,46 (m, 2H),
7,32 (m, 2H), 7,11 (s, 1H), 6,96 (m, 1H), 6,80 (m, 1H), 3,31 — 3,32 (m, 2H, CH,), 2,46 — 2,53
(m, 6H, N(CH,CI;); & CH,), 0,96 (t, J = 6,9 Hz, 6H, N(CH,CH}),).

MS-EIl m/z 428 [M'].

Priklad 10

{2—diethylaminoethyl)amid 5—5-brom—2—oxo—1,2—dihydroindol-3-ylidenmethyl)-1H-pyrrol—
2-karboxylové kyseliny

5—Brom-1,3—dihydroindol-2—on (212 mg, | mmol) se kondenzuje s (2—diethylaminoethyl)-
methylamidem 5—formyl-1H-pyrrol-2-karboxylové kyseliny, ¢imz se ziskd 246 mg (55 %)
pozadované slouceniny.

"HNMR (360 MHz, DMSO—dg) 8 13,54 (s, br, 1H, NH), 11,06 (s, br, 1H, NH), 7,90 (m, 2H),
7.33 (dd, J=1,8 & 84 Hz, 1H), 6,82 — 6,85 (m, 3H), 3,55 (s, br, 2H, CH,), 3,25 (s, br, 3H,
NCH:), 2,57 (t, ] = 6,5 Hz, 2H, CH,), 2,45 (m, 4H, N(CH,CH;),), 0,91 (m, 6H, N(CH,CH3),).

MS-EI m/z 444 a 446 [M'—1 a M'—1].

Priklad 11

(2-diethylaminoethyl)methylamid 5—2—oxo—6—fenyl-1,2—dihydroindol-3-ylidenmethyl)}-1H-
pyrrol-2—karboxylové kyseliny

6-Fenyl-1,3—dihydroindol-2-on (209 mg, | mmol) se kondenzuje s (2—diethylaminoethyl)-
methylamidem S—formyl-1H-pyrrol-2—karboxylové kyseliny, ¢imz se ziska 277 mg (63 %)
poZadované slouCeniny.

'HNMR (360 MHz, DMSO—-ds) § 13,58 (s, br, 1H, NH), 11,04 (s, br, 1H, NH), 7,78 (s, IH,
H—vinyl), 7,73 (d, J = 7,8 Hz, IH), 7,64 (d, } = 7.5 Hz, 2H), 7,46 (m, 2H), 7,33 — 7,36 (m, 2H),
7.11 (s, 1H), 6,84 (m, 1H), 6,78 (m, 1H), 3,55 (s, br, 2H, CHy), 3.25 (s, br, 3H, NCHy), 2,58
(t, 2H, CH,), 2,44 (m, 4H, N(CH>CH3)5), 0,92 (m, 6H, N(CH,CHa),).
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Priklad 12

(3—diethylaminopropyl)amid 3—methyl-5—(2—oxo—1,2—dihydroindol-3—-ylidenmethyl)- | H-
pyrrol-2—karboxylové kyseliny

Oxindol (66,5 mg, 0,5 mmol) se kondenzuje s (3—diethylaminopropyl)amidem S5-—formyl-3-
methyl-1H-pyrrol-2—karboxylové kyseliny (pfipravenym z ethylesteru 3—formyl-3—methyl-1H-
pyrrol-2-karboxylové kyseliny podle zplisobu B, pak C), &imZ se ziska 39 mg (21 %) pozado-
vané slouceniny.

'"HNMR (360 MHz, DMSO—dq) & 13,34 (s, br, 1H, NH), 10,88 (s, br, 1H, NH), 7,62 — 7,67
(m, 3H), 7,17 (m, 1H), 6,99 (m, 1H), 6,87 (d, J = 7,6 Hz, 1H), 6,63 (d, J = 1 Hz, 1H), 3,26 — 3,32
(m, 2H, CHa), 2,41 — 2,48 (m, 6H, CH; & N(CH,CH;),), 2,29 (s, 3H, CHy), 1,63 (m, 2H, CH,),
0,93 (t,J = 7.2 Hz, 6H, N(CH,CH),).

MS-EI m/z 380 [M7].

Priklad 13

(3—diethylaminopropyl)amid 5—{5-brom-2-oxo0-1,2—dihydroindol-3—ylidenmethyl}-3—methyl-
1 H—pyrrol-2—karboxylové kyseliny

5-Brom-1,3—dihydroindol-2—on (106 mg, 0,5 mmol) se kondenzuje s (3—diethylaminopropyl)-
amidem 5-formyl--3—~methyl-1H—-pyrrol-2—karboxylové kyseliny, ¢imz se ziska 35 mg (15 %)
pozadované slouCeniny.

'HNMR (300 MHz, DMSO—d;) & 13,35 (s, br, 1H, NH), 11,00 (s, br, 1H, NH), 7,89
(d,J=19Hz, 1H, H-4), 7,80 (s, 1H, H-vinyl), 7.74 (t, J= 5,3 Hz, 1H, CONCH,), 7,31
(dd,J = 1.9 & 8,4 Hz, 1H, H-6), 6,83 (d, ] = 8,4 Hz, IH, H-7), 6,63 (s, 1H, H-3"), 3,26 (m, 2H,
CH,), 2,41 - 2,48 (m, 6H, CH, & N(CH,CHs)y), 2,29 (s, 3H, CHs), 1,63 (m, 2H, CH,), 0,93
(t.J = 7,1 Hz, 6H, N(CH,CH;),).

MS—El m/z 458 a 460 [M*-1 a M'+1].

Ptiklad 14

{3—diethylaminopropyl)amid 3—methyl-5—2—oxo—6—fenyl-1,2—dihydroindol-3-ylidenmethyl)}-
| H—pyrrol-2-karboxylové kyseliny

6-Fenyl-1,3—dihydroindol-2—on (105 mg, 0,5 mmol) se kondenzuje s (3—diethylaminopropyl)-

amidem 5—formyl-3—methyl-1H-pyrrol-2—karboxylové kyseliny, ¢imZ se ziska 67,8 mg (30 %)
pozadované sloudeniny.

'HNMR (300 MHz, DMSO—ds) & 13,37 (s, br, 1H, NH), 11,02 (s, br, 1H, NH), 7,23 — 7,73
(m, 11H), 3,29 (m, 2H, CH,), 2,41 — 2,48 (m, 6H, CH, & N(CH,CH:),), 2,29 (s, 3H, CH;), 1,64
(m, 2H, CH>), 0,94 (t, ] = 7,0 Hz, 6H, N(CH,CH;}»).

Ptiklad 15

(3—diethylaminopropyl)amid 5(5-methoxy-2-oxo—1,2-dihydroindol-3—ylidenmethyl)-3—
methyl-1 H—pyrrol-2—karboxylové kyseliny

-68 -




20

25

30

35

40

45

50

35

CZ 303705 B6

5-Methoxy—1,3~dihydroindo}-2—-on (82,5 mg, 0,5 mmol) se kondenzuje s (3—diethylamino-
propyl)amidem 5-formyl-3—methyl—1 H-pyrrol-2—karboxylové kyseliny, ¢imz se ziska 80 mg
(39 %) pozadované slouceniny.

'HNMR (300 MHz, DMSO—dq) & 13,45 (s, br, 1H, NH), 10,70 (s, br, 1H, NH), 7,68 — 7.70
(m, 2H), 7,32 (d, J = 1.8 Hz, 1), 6,72 — 6,79 (m, 2H), 6,60 (s, |H), 3,73 (s, 3H, OCH,). 3.28
(m, 2H, CH,), 2.41 — 2,48 (m, 6H, CH, & N(CH,CHs),), 2,29 (s. 3H, CHa), 1,63 (m, 2H. CHa),
0,93 (t, J = 7,0 Hz, 6H, N(CH,CHs),).

MS m/z410 [M'].

Priklad 16

(3—diethylaminopropyl)amid 5—+6—methoxy—2—oxo-1,2—dihydroindol-3-ylidenmethyl)-3—
methyl-1H—pyrrol-2—karboxylové Kyseliny

6—Methoxy—1,3—dihydroindol-2—on (82,5 mg, 0,5 mmol) se kondenzuje s (3-dicthylamino-
propyl)amidem S5-formyl-3—methyl—1 H—pyrrol-2-karboxylové kyseliny, ¢imZ se ziska 63 mg
(31 %) pozadované slouceniny.

'HNMR (300 MHz, DMSO—dg) 8 13,22 (s, br, 1H, NH), 10,86 (s, br, {H, NH), 7,39 - 7.63
26,37 — 6,55 (m, 6H), 3,73 (s, 3H, OCH3), 3,3 (m, 2H, CH>), 2,45 (m, 6H, CH; & N(CH,CHz})),
2,28 (s, 3H, CH3), 1,63 {m, 2H, CH,), 0,93 (m, 6H, N(CH,CH;),).

MS m/z 410 [M"].

Priklad 17

(2—diethylaminoethyl)amid 5—5—-brom—2—oxo—1,2—dihydroindol-3-ylidenmethy!)-4,5,6,7tetra-
hydro—2H-izoindol-1-karboxylové kyseliny

Ethylester 4,5,6,7tetrahydro-2H-izoindol-I1-karboxylové kyseliny (May, Donald A.; Lash,
Timothy D.; J. Org. Chem., 1992, 57 : 18, 4820 — 4828) se formyluje podle zpisobu A, pak B,
¢imz se ziska 3—formyl4,5,6,7—tetrahydro—2 H-izoindol-I—karboxylova kyselina.

5-Brom-1,3—dihydroindol-2-on (1,43 g, 6,8 mmol) se kondenzuje s (2—diethylaminoethyl)-
amidem 3—formyl—4,5,6,7-tetrahydro-2H-izoindol-1-karboxylové kyseliny (1,97 g), ¢imZ se
ziska 2,2 g (67 %) pozadované sloudeniny jako Zluto—oranzové pevné latky.

'"HNMR (360 MHz, DMSO-d¢) 8 13,47 (s, 1H, NH), 11,0 (s, 1H, NH), 8.0 (d, 1H, NH), 7,70
(s, I1H, CH), 7,28 (dd, J = 2,1 a 8,2 Hz, 1H, ArH), 7,16 (m, IH, ArH), 6.8 (d, J =83 HzIH,
ArH), 3,3 (s, 2H, CONH), 2,5 (m, 6H, 3 x NCH), 2,78 (br m, 2H, pyrrol CH,), 2,72 (br m, 2H,
pytrol CHy), 1,7 (br m, 4H, N(CH,CH,),), 1,74 (br s, 4H, CH,CH,CH,CH;), 0.96 (1, J = 7,4 Hz,
6H, N(CH,CHj3),).

MS-El m/z 484 a 486 [M"—1 aM'—1].
Ptiklad 18

(3—diethylaminopropyl)amid 5—5-brom--2-oxo-1,2—dihydroindol-3—ylidenmethyl)-4,5,6,7~
tetrahydro—2 H—izoindol- 1-karboxylové kyseliny
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5-Brom—1,3—dihydroindol-2-on (20 mg, 0,1 mmol) se kondenzuje s (3—diethylaminopropyl)-
amidem 3-formyl4,5,6,7tetrahydro-2H-izoindol-i-karboxylové kyseliny (30 mg), &imz se
ziska 33 mg (46 %) pozadované sloudeniny jako oranZové pevné latky.

'"H NMR (360 MHz, DMSO—dq) & 10,9 (s, 1H, NH), 8,0 (m, 1H, NH), 7,68 (m, 1H, ArH), 7,4
(m, 1H, ArH), 7,29 (d, ) = 1,9 a 8,5 Hz, 1H, ArH), 6,8 (d, ] = 8 Hz, 1H, ArH), 2,7 (br m, 4H,
2 x NCHy), 2,4 (m, 8H, 4xXNCH,), 1,7 (br m, 4H, N(CH,CH,),), 1,6 (br m, 2H, CH,CH,CH,),
0,93 (t, ] = 7,4 Hz, 6H, N(CH,CH,),).

MS-EI m/z 499 a 501 [M* a M'-2].

Piiklad 19

(3—pyrrolidin-1-ylpropyl)amid 3—5~brom-2—-oxo-1,2—dihydroindol-3—ylidenmethyl}—4,5,6,7-
tetrahydro—2 A-izoindol-1-karboxylové kyseliny

5-Brom—1,3—dihydroindol-2—on (80 mg, 0,4 mmol) se kondenzuje s (3—pyrrolidin—1—ylpropyl)-
amidem 3—formyl—4,5,6,7-tetrahydro—2 H—izoindol-1-karboxylové kyseliny (120 mg), &imZ se
ziska 43 mg (22 %) pozadované slouceniny jako hnédo—oranzové pevné latky.

'"HNMR (360 MHz, DMSO—dq) & 13,4 (s, 1H, NH), 10,9 (s, 1H, NH), 8,0 (m, 1H, NH), 7,69
(m, 1H, ArH), 7,49 (m, 1H, ArH), 7,28 (d, J = 1,7 a 7,8 Hz, 1H, ArH), 6,8 (d, ] = 8 Hz, tH, ArH),
3,3 (br m, 2H, 2 x NCH,), 2,8 (m, 4H. 2 x pyrrolCH,), 2,5 (br m, 4H, N(CH,CH;),), 1,6 (br m,
8H, 2 x pyrrolCH,CH,, CH,CH,CH, a CONHCH,).

MS—EI m/z 407 a 499 [M* + M*-2].

Priklad 20

(2—diethylaminoethyDamid 32—oxo—6—pyridin—3—yl-1,2—dihydroindol-3-ylidenmethyl}4,5,-
6,7-tetrahydro—2H-izoindol--1-karboxylové kyseliny

6—Pyridin—3-yl-1,3—dihydroindol-2-on (60 mg, 0,4 mmol)} s¢ kondenzuje s (2—diethylamino-
ethyl)amidem 3—formyl-4,5,6,7—tetrahydro—2H-izoindol-1—karboxylové kyseliny (80 mg), ¢imz
se ziska 50 mg (38 %) pozadované slou¢eniny jako nacervenalé pevné latky.

'HNMR (360 MHz, DMSO-dg) & 13,4 (s, 1H, NH), 11 (s, 1H, NH), 8,9 (d, 1H, NH), 8,7
(dd, 1H, ArH), 8,1 (dd, 1H, ArH), 7,9 (d, 1H, ArH), 7,6 (s, 1H, CH), 7,5 (dd, 1H, ArH), 7,3
(dd, TH, ArH), 7,1 (m, 2H, ArH), 3,35 (m, 2H, CONHCH;), 2,8 (m, 4H, 2 x pyrrolCH,), 2,5
(br m, 6H, N(CH,CH3); a NCH,), 1,75 (br s, 4H, 2 x pyrroiCH,CH,), 0,9 (t, 6H, N(CH,CHs),).

MS—~EI m/z 484 [M"].

Priklad 21

(3—diethylaminopropyl)amid 4-benzoyl-5-(5-brom—2-oxo—1,2—dihydroindol-3—ylidenmethyl)-
3—methyl-1 fl-pyrrol-2—karboxylové kyseliny

Do smési benzovlchloridu (1 ekviv.) a chloridu hlinitého {1 ekviv.) v dichlorethanu pfi teploté
80 °C po dobu 4 hodin, Smé&s se pak extrahuje ethylacetditem (EtOAc) a H-O, spojené organické

-70 -




20

25

30

35

40

45

50

CZ 303705 Bé6

extrakty se promyji nasycenym roztokem hydrogenuhli¢itanu sodného a solankou, susi a kon-
centruji, ¢imz se ziska 51 %) 4—benzoyl-3,5-dimethyl- | H-pyrrol-2—karboxylova kysclina.

Smés ethylesteru  4-benzoyl-3,5—dimethyl-1 H-pyrrol-2—karboxylové  kyseliny (4.13 g.
15,2 mmol) a dusiénanu ceri¢ito—amonnéhe (33 g, 4 ekviv.) v 50 mf smési tetrahydrofuranu
(THF), kyseliny octové (HOAc) a H,O (i:1:1) se refluxuje pfes noc. Reakéni smés se pak
ochladi, extrahuje EtOAc a pak alkalizuje na pH 9 uhli¢itanem sodnym. Organicka vrstva se pak
promyje solankou, sudi (MgSO,) a koncentruje, poté &isti sloupcovou chromatografii, £imz se
ziska 3,25 g (75 %) ethylesteru 4-benzoyl-5—formyl-3—methyl- | H—pyrrol-2—karboxylové kyse-
liny jako Zluté pevné latky.

5-Brom-1,3-dihydroindol-2—on se kondenzuje s 4—benzoyl-5—formyl-3—methyl- 1 H—pyrrol-2—
karboxylovou kyselinou podle zpiisobu D, &imz se ziskd 4—benzoyl—-5—(5-brom—2—-oxo—1,2-di-
hydroindol-3-ylidenmethyl)}-3—methyl-1 H—pyrrol-2—karboxylova kyselina. Tato karboxylova
kyselina se pak kondenzuje s N,N—diethyl-1,3—propandiaminem podle zpisobu C, ¢imZ se ziska
pozadovana slou¢enina.

'"H NMR (360 MHz, DMSO—d¢) 3 7,96 (m, 1H, CONCHS), 7,76 (d, J = 7.0 Hz, 2H), 7.68 (t, 1 H),
7,56 (m, 2H), 7,40 (s, 2H), 7,33 (dd, J = 1,6 & 8,3 Hz, 1H, H-6), 6,84 (d, ] = 8,3 Hz, 1H, H-7),
3,33 (m, 2H, CH,), 2,42 — 2,46 (m, 6H, 3 x CHy), 2,10 (s, 3H, CH3), 1,65 (m, 2H, CH;), 0,94
(t, ] = 7,0 Hz, 6H, N(CH>CH;)).

MS—EI m/z 564 [M'+11.

Priklad 22

(3—morfolin—4—ylpropylamid 4-benzoyl-5—5-brom—2—oxo-1,2-dihydroindol-3—yliden-
methyl)-3-methyl-1 H—pyrrol-2—karboxylov¢ kyseliny

'H NMR (360 MHz, DMSO-dg) 8 14,10 (s, 1H, NH), 11,14 (br, s, 1H, NH), 7,92 (m, IH,
CONCHS,), 7,75 (m, 2H), 7.69 (t, 1H), 7,56 (m, 2H), 7,42 (m, 2H), 7,33 (dd, ] = 1,9 & 8,3 Hz,

LH, H6), 6.85 (d, J = 8,3 Hz, 1H, H-7), 3,56 (m, 4H, 2 x CH,), 3,33 (m, 2H, CH,), 2,35 (m, 6H,
3 x CHy), 2,10 (s, 3H, CH3), 1,70 (m, 2H, CH;).

Priklad 23

(3—pyrrolidin—1-ylpropyl)amid 4-benzyol-3—methyl-5—2—oxo-1,2—dihydroindol-3-yliden-
methyl)}-1H—pyrroi-2-karboxylové kyseliny

'HNMR (300 MHz, DMSO-d¢) & 14,18 (s, 1H, NH), 11,14 (br, s, 1H, NH), 8,01 (m, IH,
CONCHS), 7,74 (m, 1H), 7,67 (m, 1H), 7,55 (m, 1H), 7,32 (s, 1H, H~viny!), 7,17 (m, 1H), 6.92
(m, 1H), 3,36 (m, 211, CH,), 2,44 (m, 6 H, 3 x CHy), 2,11 (s, 3H, CHa), 1,65 — 1,75 (m, 6H, 3 x
CH,).

MS-El m/z 482 [M"].
Piiklad 24

(3—pyrrolidin—1—ylpropyl)amid 4-benzyol-5—5-brom-2-oxo--1,2—dihydroindol-3-yliden-
methyl)-3—methyl-1 H—pyrrol-2-karboxylové kyseliny
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'"HNMR (360 MHz, DMSO—d;) § 14,01 (s, IH, NH), 11,18 (br, s, tH, NH), 7,98 (m, 1H,
CONCH,), 7,75 (m, 2H), 7,68 (m, 1H), 7,55 (m, 2H), 7,40 (m, 2H), 7,33 (dd, J = 2,0 & 8,2 Hz,
1H, H6), 6,84 (d, ] = 8,2 Hz, 1H, H-7), 3,34 (m, 2H, CH,), 2,42 — 2,47 (m, 6H, 3 x C/H,), 2,09
(s, 3H, CH,), 1,70 (m, 2H, CHy), 1,64 (m, 4H, 2 x CHy).

Priklad 25

(3-pyrrolidin—1-ylpropyl)amid 4-benzyol-3—methyl-5—(2—-oxo—6—fenyl-1 ,2—dihydroindol-3—yl-
idenmethyl)-1H-pyrrol-2—karboxylové kyseliny

'HNMR (300 MHz, DMSO—dg) 8 14,15 (s, 1H, NH), 11,16 (br, s, 1H, NH), 7,98 (m, 1H,
CONCHs), 7,77 (d, 1 = 7,7 Hz, 2H), 7,69 (m, 1H), 7,53 — 7,63 (m, 4H), 7,44 (m, 2H), 7,33 - 7,37
(m, 2H), 7,24 (s, 2H), 7,12 (s, 1H), 3,36 (m, 2H, CHy), 2,43 — 2,48 (m, 6 H, 3 x CHy), 2,12 (s, H,
CHs), 1,74 (m, 2H, CH,), 1,69 (m, 4H, 2 x CH,).

MS-EI m/z 558 [M'].

Piiklad 26

(3—-pyrrolidin—1—ylpropyl)amid 4-benzyol-5—{6—methoxy—2—oxo~!,2—dihydroindol-3-yliden-
methyl)-3—-methyl-1//-pyrrol-2—karboxylové kyseliny

'HNMR (300 MHz, DMSO—d¢) 5 13,99 (s, IH, NH), 11,05 (br, s, 1H, NH), 7.93 (m, IH,
CONCH,), 7,72 (m, 2H), 7,65 (m, 1H), 7,54 (m, 2H), 7,15 (s, |H, H-viny1), 7,04 (d, J = 8,4 Hz,
IH, H-4), 6,51 (dd, ] = 2,3 & 8,4 Hz, 1H, H-5), 6,44 (d, J = 2,3 Hz, IH, H-7), 3,74 (s, 3H,
OCH,, 3,35 (m, 2H, CH,), 2,42 a% 2,46 (m, 6 H 3 x CH,), 2,10 (s, 3H, CH3), 1,72 (m, 2H, CHy),
1,65 (m, 4H, 2 x CH,).

MS-El m/z 512 [M'].

Ptiklad 27

(3—pyrrolidin—1—ylpropyl)amid 4-benzyol-5—5-methoxy—2—oxo—1,2—dihydroindol-3-yliden-
methy!)}-3-methyl-1 H-pyrrol-2—karboxylové kyseliny

'HNMR (360 MHz, DMSO-ds) & 14,24 (s, 1H, NH), 10,90 (br, s, TH, NH), 7,97 (m, IH,
CONCH,). 7.75 (d. J = 7.2 Hz, 2H), 7,69 (m, 1H), 7,56 (m, 2H), 7,24 (s, 1H, H-vinyl), 6,79
(m, 2H), 6,66 (m, 1H), 3,67 (s, 3H, OCHa, 3,34 (m, 2H, CH,), 2,43 aZ 2,48 (m, 6 H 3 x CHy),
2.14 (s, 3H, CHz), 1,71 (m, 2H, CH,), 1,66 (m, 4H, 2 x CH,).

MS-El m/z 512 [M'].

Priklad 28

(3-pyrrolidin- 1—ylpropyl)amid 4-benzyol-5-(5-fluor—2—oxo—1,2—dihydroindol-3—-yliden-
methyl)-3-methyl—1 H—pyrrol-2—karboxylové kyseliny

'HNMR (300 MHz, DMSO—dg) & 14,20 (s, 1H, NH), 11,14 (br, s, 1H, NH), 8,03 {m, 1H,
CONCH,), 7,75 (m, 2H), 7,68 (m, 1H), 7,55 (m, 2H), 7,38 (s, IH, H-vinyl), 7,08 (m, 1H), 7,01
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(m, 1H), 6,87 (m, TH), 3,34 (m, 2H, CH,), 2,42 az 2,48 (m, 6 H 3 x CHy), 2,09 (s, 3H, CH.). 1.70
(m, 2H, CH,), 1.65 (m, 4H. 2 x CH,).

MS-El m/z 512 [M"].

Ptiklad 29

(3—diethylaminopropyl)amid 4—acetyl-5—5-brom—2—oxo—1,2—dihydroindot-3—ylidenmethy!}-3—
methyl-1 A—pyrrol-2—karboxylové kyseliny

5—-Brom—1.3—dihydroindol-2—on se kondenzuje s (3—diethylaminopropyl)amidem 4--acetyl-5—
formy|-3--methyl-1 H-pyrroi-2—karboxylové kyseliny (pfipravenym z ethylesteru 4-acetyl-5—
formyl-3-methyl-1 H-pyrrol-2-karboxylové kyseliny podle zpisobu B pak C), &imz se ziska
poZadovana sloucenina.

'HNMR (300 MHz, DMSO—dg) & 14,19 (s, 1H, NH), 11,19 (br, s, IH, NH), 8,15 (m, IH,
CONCH,), 8,11 (s, 1H, H-vinyl), 7,72 (d, J = 1,8 Hz, 1H, H-4), 7,38 (dd, J = 1,8 & 8.2 Hz, [H,
H6), 6,87 (d, } = 8,2 Hz, 1H, H-7), 3,27 (m, 2H, CH,). 2,57 (s, 3H, CH:CO), 2,46 (m, 9 H, CH,
& 3 x CHy), 1,64 (m, 2H, CHa), 0,93 (t, I = 7,1 Hz, 6H, N(CH,CH,),).

Ptiklad 30

(3-pyrrolidin—1-ylpropyl)amid 4-acetyi—5—(5-brom-2—ox0-1,2-dihydroindol-3—ylidenmethyl)}-
3—methyl-1H—pyrrol-2—karboxylové kyseliny

'"HNMR (300 MHz, DMSO—d) 5 8.14 (m, IH. CONCH}), 8.10 (s. 1H, H-vinyl), 7.70 (d. 1H.
H-4), 7,36 (dd, J = 1,6 & 8,1 Hz, |H, H-6), 6,85 (d, J = 8,1 Hz, |H, H-7), 3,32 (m, 2H, CH,),
2,57 (s, 3H, CHyCl), 2,44 (s, 3H, CHa), 2,35 — 2,48 (m, 6H, 3 x CH3), 1,65 — 1,71 (m, 6H, 3 x
CH,).

MS m/z 499 & 501 [M"] & [M™-2].

Priklad 31

(3—morfolin—4—ylpropyllamid 4-acetyl-5—5-brom—2—oxo—1,2—dihydroindol-3—ylidenmethy1)-
3—methyl-1 H—pyrrol—2—karboxylové kyseliny

'HNMR (300 MHz, DMSO—ds) & 14,20 (s, 1H, NH), 11,26 (br, s, IH, NH), 8,09 (m, 2H,
H-vinyl & CONHCH,), 7.73 (d, J = 1,5 Hz, H—4), 7,38 (dd, J = 1,5 & 8,3 Hz, IH, H-6), 6.87
(d,J = 8,3 Hz, 1H, H-7), 3,55 (m, 4H, 2 x CH,), 3,26 (m, 2H, CH,), 2,57 (s, 3H, CH:CO), 2,44
(s, 3H, CHs), 2,35 (m, 6H, 3 x CH-), 1,68 (m, 2H, CH.).

MS-El m/z 514 & 516 [M'=1] & [M*+1].
Ptiklad 32

(3-hydroxypropylamid 4-acetyl-5—+5-brom—2—-oxo—1,2—dihydroindol-3—-ylidenmethy!)-3—
methyl—1 H—pyrrol-2—karboxylové kyseliny
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'HNMR (360 MHz, DMSO—dg) & 14,17 (s, 1H, NH), 11,25 (br, s, 1H, NH), 8,10 (s, 1H,
H-vinyl), 8,03 (m, 1H, CONCH,), 7.71 (br s, 1H, H—4), 7,37 (br d. J = 8,4 Hz, 1H, H-6), 6,87
(d,J = 8,4 Hz, IH, H-7), 4,51 (br s, 1H, OH), 3,51 (br s, 2H, CH,), 3,36 (m, 2H, CHy), 2,57
(s, 3H, CHyCO), 2,43 (s, 3H, CH;), 1,70 (m, 2H, CH,).

MS-EI m/z 445 & 447 [M'~1] & [M"+1].

Piiklad 34

{2—morfolin—4-ylethyl)amid 4-acetyl-5—5-brom—2—o0xo—1,2—dihydroindol--3~ylidenmethyl)-3—
methyl-1H-pyrrol-2—karboxylové kyseliny

'HNMR (360 MHz, DMSO—d) 5 14,19 (s, 1H, NH), 11,14 (br, s, 1H, NH), 8,10 (s, IH,
H-vinyl), 7,84 (m, 1H, CONCH,), 7,71 (d, J = 1,8 Hz, 1H, H-4), 7,38 (dd, J = 1,8 & 8.2 Hz, 1H,
H-6), 6,87 (d, J = 8,2 Hz, 1H, H-7), 3,58 (m, 4H, 2 x CHy), 3,40 (m, 2H, CH,), 2,57 (s, 3H,
CH;CO), 2,49 (m, 4H, 2 x CHy), 2,45 (m, CH; & CHy).

MS-El m/z 500 & 502 [M'-1] & [M™+1].

Priklad 35

(2-pyrrolidin—I-ylethyl)amid 4-acetyl-5—(5-brom-2—oxo-1,2—dihydroindol-3—ylidenmethyl}-
3—methyl-1H-pyrrol-2-karboxylové kyseliny

'HNMR (360 MHz, DMSO-dg) § 14,17 (s, [H, NH), 11,23 (s, 1H, NH), 8,11 (s, IH, H-vinyl),
7.91 (m, 1H, CONCH,), 7,73 (d, J = 1,9 Hz, 1H, H—4), 7,39 (dd, J = 1,9 & 8,3 Hz, 1H, H-6),
6,88 (d, ] = 8,3 Hz, 1H, H-7), 3,40 (m, 2H, CH,), 2,62 (m, 2H, CH,), 2,57 (s, 3H, CH;CO), 2,49
(m, 4H, 2 x CH,), 2,44 (s, 3H, CHa), 1,69 (m, 4H, 2 x CH,).

Ptiklad 36

[24-hydroxyfenyl)ethyl]amid 4-acetyl-5—+5-brom-2—o0x0-1,2—dihydroindol-3-yliden-
methyl)-3—methyl-1H-pyrrol-2—karboxylové kyseliny

'HNMR (300 MHz, DMSO—d,) 8 14,21 (s, 1H, NH), 11,18 (s, 1H, OH), 9,09 (s, |H, NH),
8,06 — 8,10 (m, 2H), 7,73 (s, 1H), 7,38 (d, J = 7,8 Hz, [H), 7,04 (d, J= 7.1 Hz, 2H), 6,88
(d, J= 7.8 Hz, 1H), 6,67 (d, J = 7,1 Hz, 2H), 3,42 (m, 2H, CH,), 2,72 (m, 2H, CHy), 2.56 (s, 3H,
CH;CO), 2,37 (s, 3H, CHs).

MS-EI m/z 507 & 509 [M'-1] & [M'+1].

Priklad 37

(3—diethylaminopropy!)amid 5—(5-brom—2—oxo—1,2—dihydroindol-3—ylidenmethyl)}-2—izo-
propyl—4—fenyl—1 H-pyrrol-3—karboxylové kyseliny

Smés 2—aminoacetofenon—hydrochloridu (1 ekviv.), ethyl-izobutyrylacetatu (1,2 ekviv.) a octanu

sodného (2,4 ekviv.) v H;O se micha pti teploté 100 °C po dobu 18 hodin a pak ochladi na
pokojovou teplotu, vodna vrstva se oddekantuje a olej se rozpusti v ethylacetatu, promyje vodou
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a solankou a susi, &imz se ziska (93 %) ethylester 2—izopropyl—4—fenyl—1 H—pyrrol-3-karboxy-
lové kyseliny ve formé Serveno—hnédého oleje.

'H NMR (300 MHz, DMSO—dy) 3 11,21 (s, br, 1H, NH), 7,14 - 7.27 (m, SH), 6,70 (d. ) = 2.7 Hz.
{H), 4,02 (q, J= 7,1 Hz. 2H, OCH,CH;), 3,65 (m, TH, CH(CHy),), 1.22 (d, J = 7.5 Hz, 6H.
CH(CHa)), 1,04 (t, ] = 7,1 Hz, 3H, OCH,CH,).

MS-EI m/z 257 [M].

Tento pyrrol se formyluje podle zpiisobu A, &imZz se ziskd (41 %) ethylester 5—formyl-2-izo-
propy -4—fenyl-1 H-pyrrol--3—karboxylové kyseliny jako natervenald pevna latka.

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) 3 12,35 (s, br, 1H, NH), 9,14 (s, 1H, CHO), 7,36 (s, SH), 3.96
(q, 1 = 7,1 Hz, 2H, OCH,CH;), 3,74 (m, 1H, CH(CH:),), 1,29 (d, } = 6,9 Hz, 6H, CH(CH.),),
0,90 (t, J = 7,1 Hz, 3H, OCH,CH).

MS—EI m/z 285 [M].

Ester pyrrolkarboxylové kyseliny se hydrolyzuje podle zpasobu B, £imz se ziska (57 %) 5—for-
myl-2—izopropyl-4—fenyl-1 H-pyrrol-3—karboxylové kyseliny ve formé béZové pevné latky.

"H NMR (300 MHz, DMSO-dg) 8 12,28 (s, br, 1H, COOH), 12,02 (s, br, IH, NH), 9,10 (s, IH,
CHO), 7,35 (s, 5H), 3,81 (m, 1H, CH(CH;),), 1,28 (d, J = 6,9 Hz, 6H, CH(CH.),).

MS-EI m/z 257 [M'].

5-Brom-1,3—dihydroindol-2-on (120 mg, 0,31 mmol) se kondenzuje s (3—diethylaminopropyl)-
amidem S—formyl-2—izopropyl—4—fenyl-1H-pyrrol-2-karboxylové kyseliny (pfipraveny podie
zpiisobu C), ¢imz se ziska 120 mg (71 %) pozadované slougeniny.

'"HNMR (300 MHz, DMSO—dg) 3 14,23 (s, br, 1H, NH), 11,08 (s br, 1H, NH), 7,38 — 7,55
(m, 7TH, Ar-H & CONHCH,), 7,30 (s, 1H, H-vinyl), 7,26 (dd, J= 1,8 & 7.8 Hz,1H), 6,85
(d,J=8,7 Hz, 1H), 3,36 (m, 1H, CH(CHs),), 3,07 (m, 2H, CHy), 2,34 (g, J = 7,1 Hz, 4H,
N(CH,CHa)y), 2,22 (t, ] = 6,9 Hz, 2H, CH,), 140 (m, 2H, CHy), 1,31 (d, J= 6,9 Hz, 6H,
CH(CH;),), 0,86 (t, ] = 7,1 Hz, 6H, N(CH,CHa),).

MS m/z 565,1 [M™+1].

Ptiklad 38

(3—pyrrolidin-1-ylpropy!)amid 5+ 5-brom-2—oxo-1 .2-dihydroindol-3-ylidenmethyl)}-2—izo-
propyl-4—fenyl-1 H-pyrrol-3—karboxylové kyseliny

5—(5—Brom—2—oxo--1,2—dihydroindol-3—ylidenmethyl}-2—-izopropyl-4—fenyl-1 H-pyrrol-3-
karboxylova kyselina (127 mg, 0,28 mmol) se kondenzuje s 3—pyrrolidin—1—ylpropylaminem
(43 mg, 0,336 mmol), éimz se ziska 140 mg (66 %) poZadované sloueniny.

'HNMR (300 MHz, DMSO—dg) & 14,40 (s br, 1H, NH), 7,38 — 7,47 (m, 7H), 7,23 — 7,27
(m, 2H), 6,84 (d, J = 8,1 Hz, 1H), 3,36 (m, 1H, CH(CHy)), 3,08 (m, 2H, CHy), 2,30 (m, 4H,
2 x CHy), 2,20 (t, J = 7.0 Hz, 2H, CH,), 1,62 (m, 4H, 2 x CHy), 1,42 (1, J = 7.0 Hz, 2H, CHy), 1.31
(d, J = 7,2 Hz, 6H, CH(CH;),).

MS—EI m/z 560 a 562 [M'—1 a M'+1].
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Pfiklad 39

(2—diethylaminoethyl)amid 5—(5-brom-2-oxo-1 ,2—dihydroindol-3-ylidenmethyl)-2—izopropyl-
4—fenyl-1 H-pyrrol-3-karboxylové Kyseliny

5-Brom-1,3—dihydroindol-2—on (57 g, 0,27 mmol) se kondenzuje s (2—diethylaminoethyl)ami-

dem 5—formyl-2—izopropy-4—fenyl-1 H-pyrrol-3—karboxylové kyseliny (120 mg), ¢imZ se ziska
78 mg (53 %) pozadované slouceniny jako Zluta pevna latka.

"HNMR (300 MHz, DMSO—dq) 8 14,23 (s br, 1H, NH), 11,09 (s, br, 1H, NH), 7,38 — 7,51 (m,
6H), 7,25 — 7,28 (m, 2H), 7,19 (t, 1H, CONHCH)), 6,85 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 3,43 (m, 1H,
CH(CHa)), 3,11 (m, 2H, CH,), 2,28 — 2,39 (m, 6H, N(CH,CHy); & CHy), 1,31 (d, J = 6,9 Hz,
CH(CHa),), 0,85 (t, ] = 7,0 Hz, 6H, N(CH,CHa),.

MS-EI m/z 548 a 550 [M'—1 a M"+1].

Ptiklad 40

[3-(4—methylpiperazin—|—ylpropyamid 5—{5-brom-2-oxo-1 .2—dihydroindol-3-ylidenmethyl)}-
2—izopropyl—4—fenyl-1 H—pyrrol-3—karboxylové kyseliny

5-Brom—1,3—dihydroindol-2-on (53 mg, 0,25 mmol}) se kondenzuje s [3—(4—methylpiperazin-1-
yl)propyl]lamidem 5—formyl-2—izopropyl-4—fenyl- 1 Fl-pyrrol-3—karboxylové kyseliny (300 mg),
&imz se ziska 65 mg pozadované sloufeniny.

TH NMR (300 MHz, DMSO-de) & 14,22 (s br, TH, NH), 11,08 (s, br, 1H, NH), 7,23 — 7,50
(m, 9H), 6,85 (d, J = 8,7 Hz, tH), 3,37 (m, 1H, CH(CHs)y), 3,05 (m, 2H, CH3), 2,24 (m, 8H,
4xCHs), 2,11 (m, 5H, CH, & CH3), 1,42 (m, 2H, CH,), 1,31 (d, ] = 7.2 Hz, 6H, CH(CH;),).

MS—El m/z 589 a 591 [M'=1 a M'+1].

Priklad 41

5-(5-brom—2-oxo-1,2—dihydroindol-3—ylidenmethyl y-2—izopropyl-4—fenyl-1 H-pyrrol-3—
karboxylova kyselina

5-Brom-1,3—dihydroindol-2—-on (170 mg, 0,8 mmol) se kondenzuje s 5—formyl-2—izopropyl—4—
fenyl—1 H—pyrrol—3—karboxylovou kyselinou (205 mg) podle zplsobu D, &imz se ziskd 210 mg
(58 %) pozadované slougeniny ve formé zluté pevné latky.

'H NMR (300 MHz, DMSQO—dg) 8 14,31 (s br, 1H, NH), 11,16 (s, br, 1H, NH), 7,26 — 7,44 (m,
7H), 7,11 (s, 1H, H~viny!), 6,85 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 3.78 (m, 1H, CH(CH:)y), 1,34 (d,) =69 Hz,
6H, CH(CHa),).

MS-EI m/z 452 [M"+1].
Piiklad 42

(2--pyrrolidin—1-ylethyhamid 5«(5-brom-2—oxo-1 .2-dihydroindol-3—ylidenmethyl)-2—izo-
propyl-4-fenyl-1H-pyrrol-3—karboxylova kyselina
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5~-Brom-1,3—dihydroindol-2—on (44 mg, 0,21 mmol) se kondenzuje s (2—pyrrolidin-1-ylethyl)-
amidem S5—formyl-2-methyl-4—fenyl-1H-pyrrol-3—karboxylové kyseliny (70 mg) ptipraveny
stejnym zplsobem jako izopopylovy analog vy3e), &imz se ziska 0,03 g (27 %) pozadované slou-
¢eniny ve formé Zluté pevné latky.

'HNMR (300 MHz, DMSO—d¢) & 13,87 (s br, TH, NH), 11,11 (s, br, 1H, NH), 7,36 — 7.51
(m, 6H), 7,26 (dd, J = 1,8 & 8,1 Hz, 1H), 7.2 (s, IH, H-vinyl), 7,09 (m, 1H, CONCH,), 6.83
(d,J= 8,1 Hz, 1H), 3,17 (m, 2H, NCH,), 2,48 (m, CH:), 2,29 — 2,35 (m, 6H, 3 x NCH>), 1,59
(m, 4H, 2 x CH>).

MS~Elm/z 518 2520 [M'—1 a M"+1].

Piiklad 43

(2—pyrrolidin—1-ylethyl)amid 5-[6—(2-methoxyfenyl)}-2—oxo-1,2—dihydroindol-3—yliden-
methyl)}-2—methyl-4—fenyl-i H—pyrrol-3—karboxylové kyseliny

6—(2-Methoxyfenyl)}-1,3-dihydroindol-2—on (50 mg, 0,21 mmol) se kondenzuje s (2—pyrrol-
idin—1—ylethyDamidem 5—formyl-2-methyl-4—fenyl- | H-pyrrol-3-karboxylové kyseliny
(70 mg), ¢imZ se ziska 0,04 g (35 %) pozadované sloudeniny ve formé Zluto-oranzové pevné
latky.

'HNMR (300 MHz, DMSO-dg) § 13,82 (s br, 1H, NH), 11,02 (s, br, 1H, NH), 7,48 (m, 2H),
743 (m, 2H), 7,32 (m, 1H), 7,24 (m, 2H), 7,16 (s, IH, H~vinyl), 7,08 (m, 2H), 7,03 (m, 1H), 7,0
(m, 2H), 3,74 (s, 3H, OCHj;), 3,19 (m, 2H, NCH,), 2,49 (m, CH;), 2,32 — 2,38 (m., 6H.
3 x NCH,), 1,59 (m, 4H, 2 x CH,).

MS-EI m/z 546 [M"].

Piiklad 44

(2—dimethylaminoethyl)amid 5-(5-brom—2—oxo-1,2—dihydroindol-3-ylidenmethy!}-2—methyl-
4—fenyl-1 H-pyrrol-3—karboxylové kyseliny

5—Brom~-1,3—dihydroindol-2-on (46 mg, 0,22 mmol) se kondenzuje s (2-dimethylaminoethy!)-
amidem 5—formyl-2-methyl-4—fenyl- | H-pyrrol-3—karboxylové kyseliny (65 mg), &imz se ziska
60 mg (55 %) pozadované slouceniny ve formé Zluté pevné latky.

'HNMR (360 MHz, DMSO—d,) & 13,86 (s br, 1H, NH), 11,909 (s, br, 1H, NH), 7,47 — 7,49
(m, 2H), 7,38 — 7,41 ((m, 4H), 7,26 (dd, J] = 2,2 & 8,3 Hz, 1H), 7,21 (s, 1H, H-vinyl), 7,04
(m, IH, CONCHy), 6,77 (d, J= 83 Hz IH), 3,15 (m, 2H, NCH,), 2,48 (m, CH;), 2,16
(t,J=6,8 Hz, 2H, 3 x NCHS,), 2,02 (s, 6H, 2 x NCH,).

MS m/z 493 a 494,8 [M" a M"+2].
Priklad 45

(2—dimethylaminoethyl)amid 5-[6-(2-methoxyfenyl}-2—oxo-1,2-dihydroindol-3-yliden-
methyl]-2-methyl-4—fenyl-1 H-pyrrol-3—karboxylové kyseliny
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6~2-Methoxyfenyl)-1,3—dihydroindol-2—on (53 mg, 0,22 mmol) se kondenzuje s (2—dimethyl-
aminoethyl)amidem S—formyl-2-methyl-4—fenyl-1H-pyrrol-3—karboxylové kyseliny (65 mg),
&imz se ziska 0,05 mg (44 %) poZadované slouceniny ve formé oranZové gumy.

'HNMR (300 MHz, DMSO—ds) & 13,82 (s br, 1H, NH), 11,02 (s, br, 1H, NH), 7,37 - 7,52 (m,
5H), 7,32 (m, 1H), 7,22 — 7,27 (m, 2H), 7,16 (s, 1H), 7,08 (m, 2H), 7,03 (m, 1H), 7.0 (m, 2H),
3,74 (s, 3H, OCH3), 3,15 (m, 2H, NCHy), 2,49 (m, CHs), 2,16 (t, J = 6,5 Hz, 2H, NCH), 2,02
(s, 6H, 2 x NCH;).

MS m/z 521 [M'+1].

Priklad 46

ethylester 5~ 5-brom—2-oxo0-1,2-dihydroindol-3—ylidenmethyl}-2—methyl—4—fenyl-1 H—pyrrol-
3-karboxylové kyseliny

5-Brom-1,3—dihydroindol-2—on (60 mg, 0,29 mmol) se kondenzuje s ethylesterem 5—formyl-2—

methyl—-4—fenyl-1H—pyrrol-3—karboxylové kyseliny (75 mg), ¢imZ se ziska 78 mg (60 %)
poZadované slouéeniny ve formé oranZové pevne latky.

'HNMR (360 MHz, DMSO—d,) 8 14,01 (s br, 1H, NH), 11,13 (s, br, 1H, NH), 7,42 — 7,46
(m, 3H), 7,27 — 7,34 ((m, 4H), 7,12 (s, H), 6,84 (dd, J = 2,2 & 8,3 Hz, 1H), 3,99 — 4,03 (m, 2H,
OCH,CHa3), 2,61 (s, 3H, CH3), 0,98 — 1,03 (m, 3H, OCH,CHs).

MS—EI m/z 450 2 452 [M'=1 a M"+1].

Priklad 47

(3—diethylaminopropyl)amid 5-(5-brom-2-ox0-1,2-dihydroindol-3—ylidenmethyl}-2—methyl-
4—fenyl-1 H—pyrrol-3—karboxylové kyseliny

5-Brom-1,3—dihydroindol-2-on (0,47 g, 2,2 mmol) se kondenzuje s (3—diethylaminopropyl)-

amidem 5-formyl-2—methyl—4—fenyl—| H—pyrrol-3—karboxylové kyseliny (0,75 mg), ¢imz se
ziskd 0,11 g (42 %) poZadované sfougeniny ve formé oranzové pevné latky.

'HNMR (300 MHz, DMSO-ds) 3 13,86 (s br, 1H, NH), 7.42 — 7,46 (m, 3H), 7,38 — 7,50
(m, 7H), 7,24 — 7,28 (m, 2H), 6,83 (d, J = 8,1 Hz, 1H), 3,09 (m, 2H, NCH,), 2,45 (s, 3H, CHy),
2,38 (q. J = 7.1 Hz, 4H, 2 x NCH,CH,), 2,26 (t. ] = 6,9 Hz, 2H, NCH,), 1,42 (m, 2H, NCH.),
087 (t,J = 7,1 Hz, 6H, 2 x NCH,CH;).

MS m/z 535,0 a 537 [M" a M'+2].

Priklad 48

(2—dimethylaminoethyl)amid 5—5-brom—2—oxo-1,2—dihydroindol-3—ylidenmethyl)-2,4—di-
methyl-1H—pyrrol-3-karboxylové kyseliny

Smés rerc-butyl-3—oxobutyratu a dusi¢nanu sodného (1 ekviv.) v octové kyselingé se micha pfi
pokojové teploté, ¢imz se ziska terc—butyl-2—hydroxyimino—-3—oxobutyrat.

Ethyl-3—oxobutyrat (1 ekviv.), zinkovy prach (3,8 ekviv.) a surovy terc-butyl-2-hydroxyimino—
3—oxobutyrat v octové kyseling se micha pfi teploté 60 °C po dobu 1 hodiny. Reakéni smés se
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nalije do H,O a filtrat se spoji, ¢imZ se ziska (65 %) 2—terc—butyloxykarbonyl-3,5-dimethyl-4-
ethoxykarbonylpyrrol.

Smés 2—terc-butyloxykarbonyl-3,5-dimethyl-4—ethoxykarbonylpyrrolu a triethylorthoformiétu
(1,5 ekviv.) v trifluoroctové kyseling se micha pfi teploté 15 °C po dobu 1 hodiny. Reakce se
koncentruje a zbytek &isti, imZ se ziska (64 %) 2,4—dimethyl-3—ethoxykarbonyl-5-formylpyrrol
ve forme Zlutych jehlicek.

2,4-Dimethyl-3—ethoxykarbonyl-5—formylpyrrol se hydrolyzuje podle zplisobu B, ¢imz se ziska
90 %) 5—formyl-2,4—dimethyl-1H-pyrrol-3—karboxylova kyselina.

'HNMR (360 MHz, DMSO—d¢) 8 12 (br s, 2H, NH a CO;H), 9,58 (s, 1H, CHO), 2,44 (s, 3H,
CHy), 2,40 (s, 3H, CHs), 2,40 (s, 3H, CH;).

MS m/z 267 [M'].

5-Brom—1,3—dihydroindol-2—on (0,17 g, 0,8 mmol) se kondenzuje s (2-dimethylaminoethyl)-
amidem 5—formyl-2.4—dimethyl-1/—pyrrol-3—karboxylové kyseliny (0.2 g, pfipraveny podie
zplisobu C) podle zpiisobu B, éimz se ziska 0,3 g (83 %) pozadované sloudeniny ve formé zluté
pevné latky.

'HNMR (360 MHz, DMSO-ds) & 13,60 (s br, IH, NH), 10,94 (s, br, 1H, NH), 8,07
(d, J= 1.8 Hz, 1H, H-4), 7,75 (s, 1H, H-vinyl), 7,44 (t, ] = 5,2 Hz, 1H, CONCH,, 7,24
(dd,J = 1,8 & 8,4 Hz, |H, H-6), 6,82 (d. ] = 8,4 Hz, 1H, H-7), 3,26 — 3,33 (m, 2H, NCHy), 2,42
(s, 3H, CH3), 2,41 (s, 3H, CH5), 2,38 (1, J = 6,7 Hz, 2H, NCH,), 2,18 (s, 6H, N(CH1),).

MS—EI m/z 430 a 432 (M"=1 a M™+1].

Piiklad 49

(2—dimethylaminoethyamid 2,4—dimethyl-5—«2—oxo—6—fenyl-1,2—dihydroindol-3-yliden-
methy!)-1 H-pyrrol-3—karboxylové kyseliny

6-Fenyl-1,3—dihydroindol-2—on (0,17 g, 0,8 mmol) se kondenzuje s (2—dimethylaminoethyl)-
amidem 5-formyl-2,4—dimethyl-1 H—pyrrol-3—karboxylové kyseliny (0,2 g), £imz se ziska
0,13 g (36 %) pozadované slou¢eniny ve formé zluto—oranzové pevné latky.

"H NMR (360 MHz, DMSO—de) § 13,59 (s br, 1H, NH), 10,93 (br, IH, NH), 7,85 (d, J = 7.92 Hz,
1H, H—4), 7.63 — 7,65 (m, 3H), 7,40 — 7.47 (m, 3H), 7,32 - 7,36 (m, IH, Ar-H), 7.30
(dd, J = .6 & 7.9 Hz, 1H, H-5), 7,11 (d, ] = 1,6 Hz, 1H, H-7), 3,28 — 3,34 (m, 2H, NCH,), 2,43
(s, 3H, CH3), 2,41 (s, 3H, CHs), 2.38 (t. J = 6,8 Hz, 2H, NCHy), 2,18 (s, 6H, N(CHx)»).

MS—EI m/z 428 [M].

Priklad 50

(2—dimethylaminoethyl)amid 5+5—chlor—2—oxo-1,2—dihydroindol-3—ylidenmethyl)-2,4—di-
methyl—1 H—pyrrol-3-karboxylové kyseliny

5—Chlor-1,3—dihydroindol-2—on (0,1 g, 0,6 mmol) se kondenzuje s (2-dimethylaminoethyl)-

amidem 5—formyl-2,4—dimethyl-1H—pyrrol-3—karboxylové kyseliny (0,15 g), ¢imz se ziskd
0,22 g (90 %) pozadované slougeniny ve formé zluté pevné latky.
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'H NMR (300 MHz, DMSO—dg) & 13,61 (s br, 1H, NH), 10,98 (br, 1H, NH), 7,96 (d, J = 2,0 Hz,
IH, H-4), 7,75 (s, H, H=vinyl), 7,50 (t, J = 5,5 Hz, 1H, CONCH,), 7,12 (dd, J = 2,0 & 8,3 Hz,
IH, H-6), 6,86 (d, J = 8,3 Hz, 1H, H-7), 3,26 — 3,31 (m, 2H, NCH,), 2,42 (s, 3H, CH;), 2,40
(s, 3H, CHa), 2,36 (t, J = 6,6 Hz, 2H, NCH,), 2,17 (s, 6H, N(CHs),).

MS-EI m/z 386 [M'].

Ptiklad 51

(2—dimethylaminoethyl)amid 5—(5-brom—2-ox0-1,2—dihydroindol-3—ylidenmethyl}-2,4—di-
methyl~1 H-pyrrol-3—karboxylové kyseliny

5-Brom-1,3—dihydroindol-2-on (0,17 g, 0,8 mmol) se kondenzuje s (2—diethylaminoethyl)ami-
dem S5—formyl-2.4—dimethyl-1 H—pyrrol-3—karboxylové kyseliny (0,2 g), ¢imz se ziska 0,09 g
(26 %) pozadované slougeniny ve formé zluté pevné latky.

'HNMR (360 MHz, DMSO—dy) & 13,61 (s br, 1H, NH), 10,98 (br, 1H, NH), 8,09 (d, J = 1,7 Hz,
1H, H—4), 7,76 (s, 1H, H-vinyl), 7.42 (t, ] = 5,5 Hz, |H, CONCH,), 7.24 (dd, J 1,7 & 8,0 Hz, 1H,
H-6), 6,82 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H-7), 3,23 — 3,32 (m, 2H, NCH,), 2,46 — 2,55 (m, 6H, 3 x NCH.),
2,43 (s, 3H, CHs), 2,42 (s, 3H, CH3), 0,96 (t, ] = 7,2 Hz, 6H, 2 x NCH,CH3).

MS—EI m/z 458 a 460 [M'~1 a M"~1].

Piiklad 52

(2-pyrrolidin—1-ylethyamid 5—5-brom—2—oxo—1,2—dihydroindol-3—ylidenmethyl)-2,4—di-
methyl-1 H—pyrrol-3—karboxylové kyseliny

5-Brom-1,3—dihydroindol-2—on (0,09 g, 0,4 mmol) se kondenzuje s (2—pyrrolidin—1—ylethyl)-
amidem 5-formyl-2,4—dimethyl-1H—pyrrol-3—karboxylové kyseliny (0,1 g), &imz se ziska
0.14 g (81 %) poZzadované slouCeniny ve formé Zluto—oranzové pevné latky.

'H NMR (300 MHz, DMSO—d,) & 13,61 (s br, 1H, NH), 10,98 (br, 1H, NH), 8,09 (d, J = 1,9 Hz,
1H, H-4), 7,76 (s, 1H, H—vinyl}, 7,53 (t, J = 5,5 Hz, 1H, CONCH,), 7,24 (dd, J = 1,9 & 8,5 Hz,
[H, H-6), 6,81 (d, J = 8,5 Hz, 1H, H-7) 3,29 — 3,35 (m, 2H, NCH.), 2,54 (t, ] = 6,9 Hz, 2H,
NCH;), 2,47 (m, pod DMSO), 2,42 (s, 3H, CH;), 2,40 (s, 3H, CHs), 1,66 — 1,69 (m, 4H,
2x CHz)

MS—EIl m/z 456 a 458 [M'—1 a M™+1].

Ptiklad 53

(3—imidazol-I—-ylpropylamid 5-(5-brom-2—oxo—1,2—dihydreindol-3—ylidenmethyl)-2,4-di-
methyl—1 H—pyrrol-3—karboxylové kyseliny

5-Brom-1,3—dihydroindol-2-on (0,09 g, 0,4 mmol) se kondenzuje s (3—-imidazol-1-ylpropyl)-

amidem 5—formyl-2,4-dimethyl-1 H—pyrrol-3—karboxylové kyseliny (0,1 g), ¢imz se ziska 0,1 g
(59 %) pozadované slou€eniny ve formé oranZové pevné latky.

'"H NMR (300 MHz, DMSO--d,) § 13,63 (s br, |H, NH), 10,99 (br, 1H, NH), 8,09 (d, J = 2,2 Hz,
IH, H-4), 7,77 (s, 1H, H-vinyl), 7,71 (t, ] = 5,7 Hz, IH, CONCH,), 7,65 (s, 1H, Ar—H), 7.25 (dd,
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J=122 & 8.4 Hz, [H, H-6), 7,20 (s, 1H, Ar-H), 6.89 (s, 1H, Ar-H), 6,81 (d, J = 8.4 Hz, 1H,
H-7), 4,02 (t, ) = 6,7 Hz, 2H, NCIL), 3,18 (g, J = 6,7 11z, 2H, NCH,), 2,43 (s, 3H. CHs), 2,41
(s, 3H, CH5), 1,93 (m, 2H, CH.).

MS-EI m/z 467 a 469 [M'-1 a M +1].

Priklad 54

(2—dimethylaminoethyl)amid 5—{6~(2—methoxyfenyl}-2—oxo-1.2-dihydroindol-3—yliden-
methyl}-2,4—dimethyl-1 H—pyrrol-3—-karboxylové kyseliny

6—(2—Methoxyfenyl)-1,3—dihydroindol-2—on (30 mg, 0,13 mmol) se kondenzuje s (2-diethyl-
aminoethyl)amidem 5—formyl-2,4-dimethyl-1 H-pyrrol-3—karboxyiové kyseliny (30 mg). ¢imz
se ziska 0,06 g (100 %) pozadované slouéeniny ve formé& Zluto—oranzové gumy.

'HNMR (300 MHz, DMSO—d) & 13,60 (s br, [H, NH), 10,98 (br, 1H, NH), 7,79 (d, J = 8.4 Hz,
1H), 7,63 (s, 1H, H-vinyl), 7,46 (t, J = 5.5 Hz, 1H, CONCH,), 7,28 — 7,35 (m, 2H), 6,99 — 7,1
(m, 4H), 3,76 (s, 3H, OCHy), 3,27 - 3,31 (m, 2H, NCH), 2,43 (s, 3H, CHy), 2.39 (s, 3H, CHy),
2,37 (m, 3H, NCH>), 2,18 (s, 6H, N(CHa)).

MS-EI m/z 458 [M].

Piikiad 55

(2—dimethylaminoethyl)amid 5-[6—(3—-methoxyfenyl)-2—-oxo—1,2—dihydroindol-3—yliden-
methyl]-2,4—dimethyl-1 H—pyrrol-3-karboxylové kyseliny

6—(3-Methoxyfenyl)-1,3—dihydroindol-2—on (30 mg, 0.13 mmol) se kondenzuje s (2-diethyl-
aminoethyl)amidem 5—formyl-2,4-dimethyl-1H-pyrrol-3—karboxylové kyseliny (30 mg), ¢imz
se ziska 8 mg (14 %) pozadované slouceniny ve formé zluto—oranzové pevné latky.

'HNMR (360 MHz, DMSO d¢) & 13,59 (s br, 1H, NH), 10,92 (s br, 1H, NH), 7.84
(d, ] = 7,6 Hz, 1H), 7.65 (s, 1H, H-vinyl), 7,42 (m, 1H, CONCH,), 7,36 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.29
(dd, J = 1,6 & 7,6 Hz, 1H), 7,20 (d, ] = 7,8 Hz, 1H), 7,14 (d, J = 2,8 Hz, IH), 7,11 (d, ] = 1,6 Hz,
1H), 691 (dd, J = 2.8 & 7.8 Hz, 1H), 3,82 (s, 3H, OCHs), 3,21 — 3,33 (m, 2H, NCH,), 2,43
(s. 3H, CHs), 2,40 (s, 3H, CH3), 2,36 — 2,40 (m, 2H, NCH,), 2,18 (s, 6H, N(CH;),).

MS-EI m/z 458 [M].

Ptiklad 56

(2-diethylaminoethyl)amid 2.4-dimethyl-5—2—oxo—5—fenyl-1,2—dthydroindol-3—yliden-
methyl]-1 H—pyrrol—3—karboxylové kyseliny

5-Fenyl-1,3—dihydroindol-2—on (80 mg, 0,4 mmol) se kondenzuje s (2—diethylaminoethyl)-
amidem 5-formyl-2,4—dimethy}-1 H-pyrrol-3—karboxylové kyseliny (0,1 g) podle zpusobu B.

&imz se ziska 79 mg (46 %) pozadované slouceniny.

'H NMR (300 MHz, DMSO-—d,) & 13,66 (s br, 1H, NH), 10,95 (br, 1H, NH), 8,15 (d, J = 1,2 He,
tH), 7,81 (s, 1H, H—vinyl), 7,71 (d, ] = 7.5 Hz, 1H), 7,40 — 7,47 (m, 4H), 7,31 (m, 1H), 6,95 (d.
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J=8.1 Hz, 1H), 3,2— 3,31 (m, 2H, NCH), 2,46 — 2,55 (m, 6H, 3 x NCH,), 2,44 (s, 6H, 2 x CHy),
0,96 (t, J = 7,4 Hz, 6H, 2 x NCH,CHs).

MS-EI m/z 456 [M'].

Ptiklad 57

(2-pyrrolidin—1-ylethyl)amid 2,4-dimethyl-5—(2—oxo0-5-fenyl-1,2—dihydroindol-3—yliden-
methyl]-1 H—pyrrol-3—karboxylové kyseliny

5-Fenyl-1,3—dihydroindol-2—on (0,04 g, 0,2 mmol) se kondenzuje s (2—pyrrolidin—1—ylethyl)-
amidem S—formyl-2,4—dimethyl-1H-pyrrol-3—karboxylové kyseliny (0,04 g), &imz se ziskd
pozadovana slou¢enina ve forme Zluto—oranzové pevné latky.

'H NMR (300 MHz, DMSO—dq) & 13,65 (s br, 1H, NH), 10,96 (br, IH, NH), 8,15 (d. J = 1,0 Hz,
tH), 7,80 (s, {H, H—vinyl), 7,71 (d, J=7.2 Hz, 2H), 749 (t, J= 6,3 Hz, 1H, CONCH,),
741 - 746 (m, 3H), 7,31 (m, 1H), 6,95 (d, J= 7,8 Hz, 1H), 4,08 (m, 4H, 2 x NCHy), 3,32
(m. 2H, NCHj, 2,55 (t, = 7,1 Hz, 2H, NCH), 2,47 (m, pod DMSO), 2,43 (s, 6H, 2 x CHj), 1,66
(m, 4H, 2x CHz)

MS-EI m/z 454 [M"].

PFiklad 58

(3-imidazol-1-ylpropyl)amid 2,4—dimethyl-5—+2-oxo-5-fenyl-1 ,2—dihydroindol-3—yliden-
methyl]-1 H-pyrrol-3-karboxylové kyseliny

5-Fenyl-1,3—dihydroindol-2-on (8 mg, 0,04 mmol) se kondenzuje s (3—imidazol-1-ylpropyl)-
amidem S5-formyl-2,4—dimethyl-1 H—pyrrol-3—karboxylové kyseliny (10 mg), ¢imz se ziska
10 mg (59 %) pozadované slougeniny ve formé oranzové pevné latky.

'H NMR (300 MHz, DMSO—de) 8 13,67 (s br, IH, NH), 10,96 (br, 1H, NH), 8,16 (d, J = 1,2 Hz,
1H), 7.81 (s, 1H, H-vinyl), 7,65 — 7,72 (m, 4H), 7,44 (m, 4H), 7,31 (m, 1H, CONCH), 7,21
(s. TH, Ar=H), 4,02 (t, ) = 6,5 Hz, 2H, NCHy), 3,19 (q, J = 6,5 Hz, 2H, CONCH,), 2,44 (s, 6H,
2 x CHs), 1,93 (m, 2H, CH,CH,CH>).

MS—EI m/z 465 [M"].

Pfiklad 59

(?—diethylaminoethyt)amid 2,4—dimethyl-5—(2-oxo—6—fenyl-1 ,2—dihydroindol-3—yliden-
methyl]- 1 H—pyrrol-3—karboxylové kyseliny

6-Fenyl-1,3-dihydroindol-2—on (0,08 g, 0,4 mmol) se kondenzuje s (2—diethylaminoethyl)-
amidem S—formyl-2,4—dimethyl—1 H—pyrrol-3-karboxylové kyseliny (0,1 g), €imz se ziska
65 mg (38 %) pozadované slougeniny ve formé zluté pevné latky.

'H NMR (300 MHz, DMSO—ds) & 13,61 (s br, 1H, NH), 10,99 (br, 1H, NH), 7,86 (d, 1 = 7.8 Hz,
1H), 7.62 — 7.66 (m, 3H), 7,40 — 7,47 (m, 3H), 7,28 — 7,36 (m, 2H), 7,10(d, J = 1,2 Hz, 1H), 3,26
(m. 2H, NCH.), 2,46 — 2.55 (m, 6H, 3 x NCH,). 2,44 (s, 3H, 2 x CHy), 2,41 (s, 3H, CH3), 0,97
(t,J = 7.2 Hz, 6H, 2 x NCH>CH3).
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MS-El m/z 456 [M"].

Ptiklad 60

(2—pyrrolidin—1—-ylethyl)amid 2,4—dimethyl-5—2—oxo—6—fenyl-1,2—dihydroindol-3-yliden-
methyl]-1 Ii—pyrrol-3—karboxylové kyseliny

6—Fenyl-1,3—dihydroindol-2-on (30 mg, 0,15 mmol) se kondenzuje s (2-pyrrolidin—1-yl-
ethyl)amidem 5—formyl-2,4—dimethyl-1 H—pyrrol-3—karboxylové kyseliny (40 mg), &imz se
ziska 5,9 mg (8,5 %) pozadované slouceniny ve formé Zluto—oranZové pevné latky.

'"H NMR (300 MHz, DMSO—d;) & 13,60 (s br, 1H, NH), 10,99 (br, 1H, NH), 7,86 (d, J = 7,8 Hz,
1H), 7,63 — 7,66 (m, 3H), 7,51 (m, IH, CONHCH,), 7.45 (m, 2H), 7.28 — 7,36 (m, 2H), 7.10
(d,J= 1,5 Hz, 1H), 3,31 (m, 6H, 3 x NCH,), 2,55 (t, J = 6,6 Hz, 2H, NCH,), 2,43 (s, 3H, CH,),
2,40 (s, 3H, CH;), 1,67 (m, 4H, 2 x CH,).

MS—EI m/z 454 [M'].

Piiklad 61

(3—imidazol-I-ylpropyl)amid 2,4—dimethyl-5—(2—oxo—6—fenyl-1,2—dihydroindol-3-yliden-
methyl]-1H—pyrrol-3—karboxylové kyseliny

6—Fenyl-1,3-dihydroindol-2—on (8 mg, 0,04 mmol) se kondenzuje s (3—imidazol-1-ylpropyl)-
amidem S5—formyl-2,4—dimethyl-1H-pyrrol-3-karboxylové kyseliny (10 mg), &imZ se ziska
7,3 mg (43 %) pozadované slouéeniny ve formé oranzové pevné latky.

'"HNMR (300 MHz, DMSO—ds) § 13,62 (s br, 1H, NH), 10,99 (br, 1H, NH), 7.86 (d, J = 8.2 Hz,
1H), 7,62 — 7,70 (m, 5H), 7,45 (m, 2H), 7,35 (m, 1H), 7,30 (dd, } = 1,4 & 82 Hz, 1H), 7,21
(s, 1H), 7,10 (d, J = 1,4 Hz, 1H), 6,89 (s, 1H), 4,02 (t, J = 6.9 Hz, 2H, CH,), 3.19 (m, 2H, NCH,
CHy), 2,43 (s, 3H, CH;), 2,41 (s, 3H, CH,), 1,93 (1, = 6,9 Hz, 2H, NCH.).

MS—EI m/z 465 [M'].

Ptiklad 62

(2-diethylaminoethyl)amid 5-[6(3,5—dichlorfenyl)}-2—oxo—1,2—dihydroindol-3—ylidenmethyl}-
2,4—dimethyl-1 Fi—pyrrol-3—karboxylové kyseliny

6—(3,5-Dichlorfenyl}-1,3—dihydroindol-2-on (64 mg, 0,23 mmol} se kondenzuje s (2—diethyl-
aminoethyamidem 5—formyl-2 4—dimethyl-1H-pyrrol-3—karboxylové kyseliny (60 mg), ¢imz
se ziska 53 mg (44 %) pozadované slouceniny ve formé svétle hnédé pevné latky.

'"H NMR (360 MHz, DMSO-d,) 8 13,62 (s br, 1H, NH), 10,99 (s, 1H, NH), 7,89 (d, ] = 7.9 Hz,
1H, H—4), 7,69 — 7,71 (m, 3H), 7,55 (m, 1H, CONCH,), 7,37 (m, 2H), 7,14 (d, J = 1,4 Hz. IH.
H-7), 3,27 (m, 2H, NCH,), 2,48 - 2,58 (m, 6H, 3 x NCH,), 2,45 (s, 3H, CHy)., 2.42 (s, 3H. CH.).
0,97 (t, J = 6,8 Hz, 6H, 3 x NCH,CH3).

MS m/z 526,9 [M™+1].
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Pfiklad 63

(2—diethylaminoethyl)amid 2,4—dimethyl-5—2—ox0—6—pyridin-3-yl-1,2—dihydroindol-3-yl-
idenmethyl)-1H-pyrrol-3—karboxylové kyseliny

6-Pyridin—3-yl-1,3—dihydroindol-2—on (40 mg, 0,19 mmol) se kondenzuje s (2—diethylamino-
ethyl)amidem 5—formyl-2.4—dimethyl-1 H—pyrrol-3-karboxylové kyseliny (50 mg), cimZ se
ziska 29 mg (33 %) pozadované slougeniny ve formé svétle oranzové pevné latky.

'HNMR (300 MHz, DMSO-dg) & 13,62 (s br, 1H, NH), 11,05 (s br, 1H, NH), 8,86 (s, br, 1H),
8,53 (d, J= 5,8 Hz, 1H), 8,04 (m, 1H), 7,91 (d, J= 81 Hz 1H), 7,70 (s, 1H, H-vinyl),
7.40 — 7,48 (m, 2H), 7,35 (d, J = 7.5 Hz, 1H), 7,14 (s, 1H), 3,26 (m, 2H, NCHy), 2,48 — 2,55
(m, 3 x NCHy), 2,42 (s, 3H, CH3), 2,38 (s, 3H, CHj), 0,96 (1, ] = 6,9 Hz, 6H, 2 x NCH,CHs).

MS m/z 457 [M"™+1].

Pfiklad 64

(2—pyrrolidin—1-ylethyljamid 2.4-dimethyl-5—+2-o0x0—6—pyridin-3-yl-1,2-dihydroindol-3-yl-
idenmethyl)}-1 H-pyrrol-3—karboxylové kyseliny

6—Pyridin-3—yl-1,3—dihydroindol-2-on (60 mg, 0,28 mmol) se kondenzuje s (2-pyrrolidin—1-
ylethyDamidem S5—formyl-2,4—dimethyl-1H—pyrrol-3—karboxylové kyseliny (75 mg), ¢imz se
ziska 90 mg (71 %) pozadované sloudeniny ve formé svétle oranzové pevné latky.

'HNMR (300 MHz, DMSO-ds) 8 13,61 (s br, 1H, NH), 11,05 (s, br, 1H, NH), 8,86
(d,1=1,5 Hz, 1H), 8,54 (dd, J = 1,5 & 4,8 Hz, 1H), 8,05 (m, 1H), 7,91 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 7,70
(s, 1H, H-vinyl), 7,44 — 7,53 (m, 2H), 7.36 (dd, J = 1,5 & 8,1 Hz, 1H), 7,15 (d, J = 1,2 Hz, 1H),
3,33 (m, 2H, NCH3,), 2,47 — 2.57 (m, 6H, 3 x NCH,), 2,43 (s, 3H, CHs), 2,41 (s, 3H, CHy), 1,67
(m, 4H, 2 x CHy).

MS-EI m/z 455 [M'].

Piiklad 65

(3—dimethylaminopropyl)amid 2,4—dimethyl-5—2—oxo—6-pyridin—-3-yl-1,2—dihydroindol-3-yl-
idenmethy!)-1H-pyrrol-3—karboxylové kyseliny

6—Pyridin-3—yl-1,3—dihydroindol-2—on (42 mg, 0,2 mmol) se kondenzuje s (3—dimethylamino-
propyl)amidem 5—formyl-2,4-dimethyl-1H-pyrrol-3-karboxylové kyseliny (50 mg), &imZ se
ziska 67 mg (75 %) pozadované sloudeniny ve formé zlutohnédé pevné latky.

'"H NMR (360 MHz, DMSO—d,) 13,61 (s br, 1H, NH), 11,00 (s, br, IH, NH), 8,86 (s, br, 1H),
8.54 (s, br, 1H), 8,04 (m, 1H), 7.90 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,69 (s, 1H, H-vinyl), 7,63 (m, 1H), 7,45
— 7,48 (m, 1H), 7.35 (dd, J = 1,7 & 8,0 Hz, 1H), 7,15 (d, J = 1,7 Hz, H), 3,21 - 3,27 (m, 2H,
NCH,), 2,43 (s, 3H, CH), 2,41 (s, 31, CHy), 2,28 (m, 2H, NCH,), 2,14 (s, 6H, 2 x NCH), 1,64
(m, 2H, CHO).

MS-El m/z 443 [M"].
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Piiklad 66

(3—dimethylaminopropyl)amid 2,4—-dimethy!-5-{2-oxo-5—fenyl-1,2-dihydroindol-3-yliden-
methyl)}-1 H—pyrrol-3—karboxylové kyseliny

5—Fenyl-1,3—dihydroindol-2—on {67 mg, 0,32 mmol) se kondenzuje s (3-dimethylaminopropyl)-
amidem S5-formyl-2,4-dimethyl-1H-pyrrol-3—karboxylové kyseliny (8! mg), &imZ se ziska
40 mg (28 %) pozadované slouceniny ve formé oranZové pevné latky.

'"H NMR (360 MHz, DMSO—dg) & 13,66 (s br, 1H, NH), 10,92 (s, br, IH, NH), 8,14 (s, 1H), 7.79
(s, 1H), 7,71 (m, 2H), 7,62 (m, 1H), 7,44 (m, 3H), 7,32 (m, 1H), 6,95 (m, 'H), 3,33 (m, 2H,
NCHa), 2,43 (s, 6H, 2 x CHs), 2,27 (m, 2H, NCH,), 2,13 (s, 6H, 2 x NCH>), 1,63 (m, 2H, CH,).

MS—EI m/z 442 [M"].

Priklad 67

(3—diethylaminopropyl)amid 2,4—dimethyl-5—(2—oxo—5—fenyl-1,2—dihydroindol-3—yliden-
methyl)}-1H—pyrrol-3—karboxylové kyseliny

5-Fenyi-1,3—dihydroindol-2—on (1,5 g, 7.16 mmol) se kondenzuje s (3—diethylaminopropyl)-
amidem 5—formyl-2,4-dimethyl-1H-pyrrol-3—karboxylové kyseliny (2 g), ¢imZ se ziskd 1.3 g
(40 %) pozadované slougeniny ve formé Zluto—oranzové pevné latky.

'H NMR (360 MHz, DMSO—d) 5 13,64 (s. 1H, NH), 10,91 (s, 1H, NH), 8,14 (d, ] = 1,4 Hz, 1H,
ArH), 7.8 (s, 1H, ArH), 7.7 (dd. J = 1.2 a 8,5 Hz. 2H, ArH), 7.6 (. J = 5,3 Hz, 1H, CONCH}),
2,5(m, 12H, 3 x NCH, a 2 x CHs), 1,61 (m, 2H, CH,CH,CH,), 0,93 (t, J = 6,7 Hz, 6H,
NCH,CH;)

MS-EI m/z 470 [M"].

Priklad 68

(3—diethylaminopropyl)amid 2,4-dimethyl-5—(2—oxo—6—fenyl-1.,2—dihydroindol-3—yliden-
methyl)-1H—pyrrol-3—karboxylové kyseliny

6-Fenyl-1,3—dihydroindol-2—on (1,5 g, 7,16 mmol) se kondenzuje s (3—diethylaminopropyl)-
amidem 5—formyl-2,4—dimethyl-1H—pyrrol-3—karboxylové kyseliny (2 g), ¢imZ se ziskd 1,9 g
(57 %) pozadované sloudeniny ve formé oranZové pevné latky.

'H NMR (360 MHz, DMSO—d,) 8 13,58 (s, |H, NH), 10,94 (s, IH, NH). 7.8 (d, J = 7,9 Hz, IH,
ArH), 7.6 (s, 4H, ArH), 7.4 (t, ] = 7.5 Hz, 2H, ArH), 7.3 (m, 2H), 7,1 (d. J = 1.4 Hz, 1H, ArH).
3,2 (m, 2H, CONHCH>), 2,5 (m, 12H, 3 x NCH; a 2 x CH3), 1,63 (m, 2H, CH,CH,CH,), 0,93
(t,J = 6,7 Hz, 6H, NCH,CHz).

MS—EI m/z 470 [M"].
Ptiklad 69

{3—chlor—4—methoxyfenyljamid 3—[4—(3—diethylaminopropylkarbamoyl)}-3,5—dimethyl-| //-
pyrrol-2-ylmethylen]-2-oxo0-2,3-dihydro—1 fi—indol—4—karboxylové kyseliny
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(3—Chlor—4—methoxyfenyl)amid 2-oxo-2,3—dihydro-1H-pyrrol-4—karboxylové kyseliny (1 g,
3,16 mmol) se kondenzuje s (3-diethylaminopropyl)amidem 5-formyl-2,4—dimethyl-1H-pyr-
rol-3—karboxylové kyseliny (1 g 3,58 mmol), &imz se ziskd 1,7 g (85 %) poZadované slougeniny
ve formé Zluto—oranzové pevné latky.

MS-EI m/z 578,2 [M'].

Ptiklad 70

(3—diethylaminopropyl)amid 5—(5-brom-2-oxo—1,2-dihydroindol-3-ylidenmethyl)}-2,4—di-
methyl-1 H-pyrrol-3—karboxylové kyseliny

5-Brom-1,3—dihydroindol-2—on (0,5 g, 2,36 mmol) se kondenzuje s (3—diethylaminopropyl)-
amidem S—formyl-2,4—dimethyl-1H-pyrrol-3—karboxylové kyseliny (0,51 g), ¢imZ se ziska
0,84 g pozadované slou¢eniny ve formé &erveno—oranzové pevné latky.

'H NMR (360 MHz, DMSO—dg) & 13,61 (s, 1H, NH), 10,99 (s, 1H, NH), 8,09 (d, } = 1,8 Hz, 1H,
ArH), 7,7 (m, 4H), 7.2 (dd, J = 1,8 a 8,3 Hz, 2H, ArH), 6,8 (d, J = 7,8 Hz, 1H, ArH), 3,3 (br s,
4H, 2 x NCH.), 3,2 (m, 2H, CONCHy), 2,6 (br s, 2H, NCH; a 2 x CHs), 2,4 (s, 6H, 2 x CHs), 1,66
(m, 2H, CH,CH,CH), 0,98 (t, ] = 7,1 Hz, 6H, NCH,CH;).

MS—EI m/z 472 2 474 [M'—1, aM'—1].

Piiklad 71

(2—diethylaminoethyl)amid 5-(5-brom-2—oxo—1,2—dihydroindol-3-ylidenmethyl)-2,4—di-
methyl-1 H-pyrrol-3-karboxylové kyseliny

5-Brom—1,3—dihydroindol-2—on (100 mg, 0,47 mmol) se kondenzuje s (2—diethylaminoethyl)-
amidem 5—formyl-2,4—diizopropyl-1 FH—-pyrrol-3-karboxylové kyseliny (150 mg), ¢imz se ziska
0,15 g (62 %) pozadované slouceniny ve formé Zluto—oranzové pevné latky.

'"H NMR (300 MHz, DMSO—ds) & 13,97 (s, 1H, NH), 10,95 (s, 1H, NH), 8,09 (d, ] = 1,3 Hz, 1H,
ArH), 7.84 (m, TH), 7,79 (s, 1H), 7.23 (dd, J = 1,3 a 8,1 Hz, ArH), 6,8 (d, J = 8,1 Hz, 1H, ArH),
3,5 (m, 1H, CH), 3.3 (m, 3H, CH a NHCH,), 2,5 (br m, 6H, 3 x NCH,), 1,28 (d, ] = 6,9 Hz, 6H,
2 x CHa), 1,23 (d, ] = 6,6 Hz, 6H, 2 x CHy), 0,96 (m, 6H, 2 x CH,CH3).

MS—El m/z 514 a 516 [M*~1, a M"+1].

Ptiklad 72

(3-diethylaminoethy!)amid 5—5-brom—2—oxo-1,2-dihydroindol-3—ylidenmethyl)-2,4—diizo-
propyl—1 H-pyrrol-3-karboxylové kyseliny

5-Brom-1,3—dihydroindol-2—on (90 mg, 0,42 mmol) se kondenzuje s (3-diethylaminoethyl)-
amidem 5—formyl--2,4—diizopropyl--1 H-pyrrol-3—karboxylové kyseliny (140 mg), &imZ se ziska
54 mg (25 %) pozadované slou¢eniny ve Eerveno—hnédé pevné latky.

'H NMR (300 MHz, DMSO—d,) 8 13,98 (s, 1H, NH), 10,96 (s, 1H, NH), 8,09 (d, ] = 1,7 Hz,

2H), 7,78 (s, 1H, H-vinyl), 7,23 (dd, J = 1,7 a 8,1 Hz, ArH), 6,82 (d, J = 8,1 Hz, 1H, ArH), 3,5
(m, 1H, CH), 3,25 (m, 2H, NHCH,), 3,15 (m, 1H, CH), 2,7 (br s, 6H, 3 x NCH,), 1.7 (br m, 2H,
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CH,CH,CH>), 1,28 (d, ] = 6,9 Hz, 6H, 2 x CH;), 1,24 (d, ) = 5,9 Hz, 6H, 2 x CH3), 1,06 (m, 6H.
2x CHQCH3)

MS—El m/z 528 a 530 [M"-1 a M"+1].

Pfiklad 73

{3—pyrrolidin—i—ylpropyl)amid 5—(5-brom—-2—oxo—1,2-dihydroindol-3-ylidenmethyl)}-2,4-di-
izopropy|-1H-pyrrol-3—karboxylové kyseliny

5-Brom-1,3—dihydroindol-2—on (130 mg, 0,6 mmol) se kondenzuje s (3—pyrrolidin-—1-yl-
propyDamidem  5—formyl-2.4—diizopropyl-1H-pyrrol-3—karboxylové  kyseliny {150 mg.
0,45 mmol), ¢imz se ziska 36 mg (15 %) pozadované sloudeniny ve formé hnédo—oranzové pev-
né latky.

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & 13,98 (s, 1H, NH), 10,97 (s, 1H, NH), 8,10 (d, ] = 1,6 Hz,
2H), 7,78 (s, 1H, H—vinyl), 7,23 (dd, J = 1,6 a 7.6 Hz, ArH), 6,82 (d, J = 7.6 Hz, 1H, ArH), 3,5
(m, 1H, CH), 3,25 (m, 2H, NHCH,), 3,15 (m, 1H, CH), 2.7 (br s, 6H, 3 x NCH), 1,7 (br m, 6H,
3 x NCH,CH,), 1,28 (d, J = 5,6 Hz, 611, 2 x CHs), 1,24 (d, ] = 5,7 Hz, 6H. 2 x CH3).

MS-EI m/z 526 a 528 [M'—1 a M"+1].

Ptiklad 74

(pyridin—4—ylmethyl)amid 5-(5--brom—2-oxo—1,2—dihydroindol-3—ylidenmethy!)-2.4—-dimethyl-
1 H-pyrrol-3—karboxylové kyseliny

5—Brom-1,3-dihydroindol-2—on {170 mg, 0,8 mmol) se kondenzuje s (pyridin—4—ylmethyl)-
amidem 5—formyl-2,4—diizopropyl-1H-pyrrol-3—karboxylové kyseliny (200 mg}, ¢imz se zisk4
14 mg (4 %) pozadované slouéeniny ve formé Zluté pevné latky.

'"H NMR (300 MHz, DMSO—d¢) 8 13,67 (s, 1H, NH), 11,01 (s, br, 1H, NH), 8,51 (dd, J = 1.6 &
4,3 Hz, 2H), 8,23 (t, J = 6,0 Hz, 1H, CONCH,), 8,11 (d, J = 1,9 Hz, 1H), 7,78 (s, IH, H-vinyl),
7,31 (d, J= 6,0 Hz, 2H), 7,25 (dd, J = 1,9 & 8,1 Hz, 1H), 6,82 (d, J = 8,1 Hz, 1H), 4,45
(d, J = 6,0 Hz, 2H, NCH,), 2,46 (s, 6H, 2 x CHy).

MS—-El m/z 450 a 452 [M"-1 a M"+I].

Priklad 75

(2—pyrrolidin—1-ylethyl)amid 5-{6—(4-butylfenyl}-2—oxo—1,2—dihydroindol-3—ylidenmethyl]-
2,4-dimethyl-1 H—pyrrol-3—karboxylové kyseliny

5-|6—(4-Butylfeny!)]-1,3—dihydroindol-2—on (50 mg, 0,19 mmol) se kondenzuje s (2—pyrrol-
idin—1-ylethyl)amidem S5—formyl-2,4—dimethyl-1H—pyrrol-3—karboxylové kyseliny (50 mg),
&imz se ziska 74 mg (76 %) pozadované slouCeniny ve formé oranZové pevné latky.

'HNMR (360 MHz, DMSO—dy) 8 13,58 (s, 1H, NH), 10,93 (s br, 1H, NH), 7,82 (d. J = 7.9 Hz
TH), 7,63 (s, 1H, Hovinyl), 7,54 (d, I = 7,9 Hz, 2H), 7,46 (m, 1H, CONH), 7.26 (m, 3H), 7,09
(s, 1H), 3,30 (m, 2H, CH,), 2,52 — 2,64 (m, 4H, 2 x CH,), 2,49 (m, 4H, 2 x CH,), 2,43 (s, 3H,
CH3), 2,40 (s, 3H, CHy), 1,68 (m, 4H, 2 x CH,), 1,58 (m, 2H, CH,), 1,34 (m, 2H, CH,), 0.91
(t, } = 7,2 Hz, 3H, CH,CHS).
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MS—EI m/z 510 [M"].

Ptiklad 76

(2-pyrrolidin-1-ylethyl)amid 5—[6—(5—izopropyl-2-methoxyfenyl)}-2-oxo-1,2—dihydroindol-3—-
ylidenmethyl]-2,4—dimethyl-1 H-pyrrol-3—karboxylové kyseliny

6—~(5-1zopropyl—-2—methoxyfenyl)]-1,3—dihydroindol-2—on (50 mg, 0,17 mmol) se kondenzuje
s (2—pyrrolidin—1-ylethyDamidem 5-formyl-2,4-dimethyl-1H-pyrrol-3-karboxylové kyseliny
(45 mg), &imZ se ziska 67 mg (75 %) pozadované slouceniny ve formé oranZove pevné latky.

'H NMR (360 MHz, DMSO—dg) & 13,60 (s, 1H, NH), 10,82 (s br, 1H, NH), 7,77 (d, J = 7,9 Hz,
IH), 7,61 (s, 1H, H-vinyl), 7.45 (m, 1H, CONH), 7,0 — 7,19 (m, 5H), 3,73 (s, 3H, OCHj), 3,32
(m, 2H, CH;), 2,87 (m, 1H, CH(CHs)y), 2,56 (m, 2H, CH3), 2,48 (m, 4H, 2 x CH,), 2,43 (s, 3H,
CHs), 2,40 (s, 3H, CHa), 1,68 (m, 4H, 2 x CHy), 1,21 (d, J = 6,8 Hz, 6H, CH(CH,),).

MS m/z 527.2 [M'+1].

Piiklad 77

(2—pyrrolidin—1—ylethyl)amid 5—[6—(4—ethylfenyl}-2—oxo—1,2—dihydroindol-3—ylidenmethyl]--
2,4—-dimethyl-1 H—pyrrol-3—karboxylove kyseliny

6—(4—Ethylfenyl)-1,3—dihydroindol-2—on (45 mg, 0,19 mmol) se kondenzuje s (2—pyrrolidin—1-
ylethyl)amidem 5—formyl-2,4—dimethyl-1H—pyrrol-3-karboxylové kyseliny (50 mg), ¢imz se
ziskd 60 mg (65 %) pozadované slougeniny ve formé Zluto—oranzové pevne latky.

'"H NMR (300 MHz, DMSO—ds) & 13,59 (s, 1H, NH), 10,96 (s br, 1H, NH), 7,83 (d, J = 8,4 Hz,
VH), 7,64 (s, 1H, H-vinyl), 7,51 — 7,56 (m, 3H), 7,25 — 7,30 (m, 3H), 7,08 (d, J = 1 Hz, 1H), 3,31
(m, 2H, CHy), 2,63 (m, 2H, CH,CH3), 2,55 (m, 2H, CH,), 2,49 (m, 4H, 2 x CHy), 2,42 (s, 3H,
CH;), 2,40 (s, 3H, CHy), 1,67 (m, 4H, 2 x CH,), 1,20 (t, J = 7,5 Hz, 3H, CH,CH).

MS m/z 482 [M"].

Priklad 78

(2—pyrrolidin—1-ylethyl)amid 5-[6—+2,4—dimethoxyfenyl)}-2—oxo—I,2—dihydroindol-3-yliden-
methyl]-2,4-dimethyl-1 H-pyrrol-3—karboxylové kyseliny

6—(2,4-Dimethoxyfenyl)]-1,3—dihydroindol-2-on (51 mg, 0,19 mmol) se kondenzuje s (2—pyrro-
lidin—1—ylethyl)amidem 5—formyl-2,4—dimethyl—1H—pyrrol-3—karboxylové kyseliny (50 mg),
gimz se ziska 30 mg (31 %) pozadované slouéeniny ve formé oranzové pevné latky.

'H NMR (300 MHz, DMSO-d) & 13,59 (s, 1H, NH), 10,86 (s br, 1H, NH), 7,75 (d, J = 7,8 Hz,
[H), 7,60 (s, 1H, H-vinyl), 7.49 (m, 1H, CONH), 7,22 (d, ] = 8,4 Hz, 1H), 7,03 (m. 1H), 6,97
(s, 1H), 6,58 — 6,65 (m, 2H), 3.79 (s, 3H, OCH3), 3,76 (s, 32H, OCHj), 3,33 (m, 2H, CH,), 2,55
(m, 2H, CH,), 2,50 (m, 4H, 2 x CH,), 2,42 (s, 3H, CHy), 2,39 (s, 3H, CHs), 1,67 (m, 4H,
2 x CHy).

MS m/z 514 [M'+1}.
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Ptiklad 79

(2—pyrrolidin—1-ylethyl)amid 5—-{6—3-izopropylfenyl}-2—-oxo—1,2—dihydroindol-3—yliden-
methyl]-2,4—dimethyl- | H—pyrrol-3-karboxyloveé kyseliny

6—(3-lzopropylfenyl)]-1,3—dihydroindol-2—on (48 mg, 0,19 mmol) se kondenzuje s (2—pyrrol-
idin—1—ylethyl)amidem 5-formyl-2,4—dimethyl-1H-pyrrol-3—karboxylové kyseliny (50 mg),
&imz se ziska 59 mg (63 %) poZadované slouéeniny ve formé oranZové pevné litky.

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) 8 13,63 (s, 1H, NH), 10,97 (s br, |H, NH), 7,87 (d, J = 7.8 Hz,
IH), 7.68 (s, 1H, H-vinyl), 7.24 — 7,55 (m, 6H), 7,13 (s, 1H), 3.34 (m, 2H, CH,), 3,30 (m, H,
CH(CHa)), 2,60 (m, 2H, CH,), 2,50 (m, 4H, 2 x CH,), 2,45 (s, 3H, CH3), 2,43 (s, 3H, CHs), 1,70
(m, 4H, 2 x CH,), 1.27 (d. } = 6,9 Hz, 6H, CH(CH}),).

MS~EI m/z 496 [M*+1].

Priklad 80

(2—diethylaminoethyl)amid 5 5—fluor—2—oxo—1,2—dihydroindol-3—ylidenmethyl)-2,4-di-
methyl-1H-pyrrol-3—karboxylové kyseliny

5—Fluor—1,3—dihydroindol-2-on (0,54 g, 3,8 mmol) se kondenzuje s (2—diethylaminoethyl)ami-
dem 5-formyl-2,4-dimethyl-1H-pyrrol-3—karboxylové kyseliny, ¢imZ se ziska 0,83 g (55 %)
poZadované slouceniny ve formé Zluto—zelené pevné latky.

'H NMR (360 MHz, DMSO—d¢) 8 13,66 (s, 1H, NH), 10,83 (s br, 1H, NH), 7,73 (dd, ] = 2.5 &
9.4 Hz, 1H), 769 (s. IH, Hovinyl), 7,37 (1, 1H, CONHCH,CH,), 6,91 (m. 1H), 6.81 — 6,85
(m, 1H), 3,27 (m, 2H, CHy), 2,51 (m, 6H, 3 x CH,), 2,43 (s, 3H, CH,), 2,41 (s, 3H, CH3), 0,96
(t, J= 6,9 HZ, 6H, N(CHzCH3)2)

MS—EI m/z 398 [M'].

Ptiklad 80 (alternativni syntéza)

(2—diethylaminoethyl)amid 5—5-fluor—2—oxo—1,2—dihydroindol—-(32)-3—ylidenmethyl]-2,4—di-
methyl-1 H—pyrrol-3—karboxylové kyseliny

Hydrat hydrazinu (55 %, 3000 ml}) a 5—fluorisatin (300 g) se zahfivaji pfi teplot¢ 100 °C.
V prib&hu 120 minut se za stalého michani pfidava po ¢astech (100 g) daldi S—fluorisatin (500 g),
smés se zahfiva pii teploté¢ 110 °C a michd po dobu 4 hodin, ochiadi na pokojovou teplotu
apevné latky se spoji vakuovou filtraci, ¢imz se ziska surovy hydrazid (2 amino-5-fluot-
fenyloctové kyseliny (748 g), hydrazid se suspenduje ve vodé (700 ml) a pH smési se upravi na
< pH 3 pomoci 12N kyseliny chlorovodikové. Smés se micha po dob ul2 hodin pii pokojové
teploté, pevny podil se spoji vakuovou filtraci a promyje (2x) vodou, produkt se susi za vakua,
¢imz se ziska 5—fluor—1,3—dihydroindol-2-on (600 mg, 73 % vytézek) ve formé hnédého prasku.

'H NMR (dimethylsulfoxid—ds) & 3,46 (s, 2H, CH,), 6,75, 6,95, 7,05 (3 x m, 3H, aromatické),
10,35 (s, |H, NH).

MS m/z 152 [M+1].
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2—-Terc-butylester 4—ethylesteru 3,5-dimethyl-1H—pyrrol-2,4-dikarboxylové kyseliny (2600 g)
a ethanol (7800 ml) se intenzivné michaji, zatimco se pomalu pfidiva 10N kyselina chloro-
vodikova (3650 ml), teplota se zvy$i z 25 °C na 35 °C, &imZ se zatne uvoliiovat plyn. Smés se
ohieje na teplotu 54 °C a miché za dalsiho zahfivani po dobu jedné hodiny na teplotu 67 °C.
Smés se ochladi na teplotu 5 °C a za stalého michéni se pomalu pfidava 32 | vody. Pevna latka se
spoji vakuovou filtraci a promyje (3 x) vodou, pevna latka se sudi na vzduchu na konstantni
hmotnost, &imZ se ziska ethylester 2,4—dimethyl-1H-pyrrol—3—karboxylové kyseliny (1418 g,
87% vytéZek) ve formé narizovélé pevné latky.

'H NMR (dimethylsulfoxid—dg) & 2,10, 2,35 (2 x s, 2 x 3H, 2 x CHa), 4,13 (q, 2H, CHy), 6,37
(s, 1H, CH), 10,85 (s, IH, NH}).

MS m/z 167 [M+1].

Dimethylformamid (322 g) a dichlormethan (3700 ml) se ochladi v ledové lazni na teplotu 4 °C
a za stalého michani se pfida oxidchlorid fosforeény (684 g). Pevny ethylester 2,4—dimethyl-1H-
pyrrol-3—karboxylové kyseliny (670 g) se pomalu piidava v alikvétnich podilech v prib&hu
15 minut. Maximalni teplota se pohybuje kolem 18 °C. Smés se zahtiva pfi refluxu po dobu jedné
hodiny. ochladi na teplotu 10 °C v ledové lazni a najednou se za intenzivniho stalého michén
pfida 1,6 1 ledové vody. Teplota se zvy3i na 15 °C. Za intenzivniho stdlého michani se pfida 10N
kyselina chlorovodikova (1,6 1). Teplota se zvysi na 22 °C. Smés se necha stit po dobu 30 minut
a vrstvy se nechaji separovat, pfitemZ maximum teploty je 40 °C. Vodna vrstva se upravi na pH
12 az 13 pomoci 10N hydroxidu draselného (3,8 1) tak, aby teplota b&éhem pfidavani nepfesahla
55 °C.

Po piidani se smé&s ochladi na teplotu 10 °C a micha po dobu 1 hodiny, pevna latka se spoji
vakuovou filtraci a promyje (4x) vodou, ¢imz se ziska ethylester 5—formyl-2.4—dimethyl-1H~-
pyrrol-3—karboxylové kyseliny (778 g, 100% vytézek) ve formé Zluté pevné latky.

'H NMR (DMSO—dg) & 1,25 (t, 3H, CHa), 2,44, 2,48 (2 x 5, 2 x 3H, 2 X CH3), 4,16 (g, 2H, CH,),
9,59 (s, 1H, CHO), 12,15 (br's, |H, NH),

MS m/z 195 [M+1].

Ethylester 5—formyl-2,4—dimethyl-1H—pyrrol-3-karboxylové kyseliny (806 g), hydroxid drasel-
ny (548 g), voda (2400 ml) a methanol (300 ml) se refluxuji po dobu 2 hodin za stalého michani a
ochladi na teplotu 8 °C. Smés se extrahuje (2x) dichlormethanem, vodna vrstva se upravi na pH 4
pomoci 1000 ml 10N kyseliny chlorovodikové, pri¢emz teplota se udrzuje pod 15 °C. Kvili
michani se pfidd voda a pevnd latka se spoji vakuovou filtraci, promyje (3x) vodou a sudi za
vakua pfi teploté 50 °C, &imz se ziska S—formyl-2,4—dimethyl-1 H—pyrrol-3—karboxylova kyse-
lina (645 g, 93,5 % vytézek) ve formé zluté pevné latky.

'HNMR (DMSO—dg) § 2,40, 2.43 (2 x s, 2 x 3H, 2 x CH3), 9,57 (s, 1H, CHO), 12,07 (br s, 2H,
NH+COOH).

MS m/z 168 [M+1].

5-Formyl-2,4—dimethyl-1 A—pyrrol-3—karboxylova kyselina (1204 g) a 6020 ml dimethyl-
formamidu se michd pfi pokojové teploté, zatimco se pfidava hydrochlorid 1+3—dimethylamino-
propyl-3—ethylkarbodiimidu (2071 g), hydroxybenzotriazol (1460 g), triecthylamin (2016 ml)
a diethylethylendiamin (1215 ml). Smés se micha po dobu 20 hodin pfi pokojové teploté, zfedi
3000 ml vody, 2000 m] solanky a 3000 ml nasyceného roztoku hydrogenuhli¢itanu sodného a pH
se upravi na > 10 pomoci 10N hydroxidu sodného. Smés se pokazdé extrahuje (2x) 5000 ml
s 10% methanolem v dichlormethanu a spojené extrakty se sudi nad bezvodym siranem hote¢na-
tym a zahust'uji na rotaéni odparce do sucha. Smés se zfedi 1950 ml toluenu a znovu zahustuje
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do sucha na rota&ni odparce. Zbytek se trituruje smési hexan( a diethyletheru (4 000 mi) (3:1),
pevny podil se spoji vakuovou filtraci, promyje (2x) 400 mi cthylacctatu a susi za vakua pfi tep-
loté 34 °C po dobu 21 hodin, ¢imZ se ziska (2—diethylaminoethyl)amid 5-formyl-2,4--dimethyl-
| H—pyrrol-3—karboxylové kyseliny (819 g, 43% vytéZek) ve forme svétle zluté pevné latky.

'H NMR (dimethylsulfoxid—ds) & 0,96 (1, 6H, 2 x CH3), 2,31 = 2,38 (2 x 5, 2 x CH3), 2,51 {m. 6H
3 x CH,), 3,28 (m, 2H, CH,), 7.34 (m, 1H, amid NH), 9,56 (s, 1H, CHO), 11.86 (s, 1H, pyrrol
NH).

MS m/z 266 [M+1].

(2-Diethylaminoethyl)amid 5-formyl-2,4—dimethyl—1 H—pyrrol-3—karboxylové kyseliny (809 g},
5—fluor—1,3—dihydroindol-2—on (438 g), ethanol (8000 ml) a pyrrolidin (13 ml) se zahfivaji pfi
teploté 78 °C po dobu 3 hodin. Smés se ochladi na pokojovou teplotu a pevné latky se spoji
vakuovou filtraci a promyji ethanolem. Pevné latky se michaji s ethanolem (5900 ml} pfi teploté
72 °C po dobu 30 minut, ochladi na pokojovou teplotu, pevné latky se spoji vakuovou filtraci,
promyji ethanolem a susi za vakua pii teploté 54 °C po dobu 130 hodin, ¢imz se ziska
(2-diethylaminoethyl)amid 5—[5—fluor-2—oxo-1,2—dihydroindol-{3Z)-ylidenmethyl]-2,4-di-
methyl—1 H-pyrrol-3—karboxylové kyseliny (1013 g, 88 % vytézek) jako oranZové pevna latka.

'H NMR (dimethylsulfoxid—ds) & 0,98 (t, 6H, 2 x CH3), 2,43, 2,44 (2 x s, 6H, 2 x CH;), 2,50
(m, 6H, 3 x CHj;), 3.28 (q, 2H, CH,, 6,84, 6,92, 7,42, 7,71, 7,50 (5xm, 5H, aromaticke, vinyl
CONH), 10,88 (s, 1H, CONH), 13,68 (s, |H, pyrrol NH).

MS m/z 397 [M-1].

Priklad 81

3—{4—2-diethylaminoethylkarbamoyl)-3,5—dimethyl—1 H—pyrrol-2—yimethylen]-2—oxo0-2,3—di-
hydro-1H-indol-6—karboxylova kyselina

2-0x0-2,3—dihydro—1 H-indol-6-karboxylova kyselina (80 g, 0,45 mmol} se kondenzuje s
(2—diethylaminoethyl)amidem  5-formyl-2,4—dimethyl-1H-pyrrol-3—karboxylové  kyseliny,
¢imz se ziska 210 mg (92 %) poZzadované slouéeniny ve formé zluto—oranzové pevné latky.

'HNMR (360 MHz, DMSO—ds) & 13,6 (s, |H, NH), 7,76 (d, J= 8,0 Hz, 1H), 7,66 (s, IH,
H-vinyl), 7,57 (dd, J = 1,5 & 8,0 Hz, 1H), 7,40 — 7,42 (m, 2H), 3,28 (m, 2H, CH;), 2,88 (m,
H-piperidin), 2,54 (m, 6H, 3 x CH,), 2,44 (s, 3H, CH3), 2,40 (s, 3H, CH3), 1,56 (m, H—piperidin),
0,97 (t, ] = 6,98 Hz, 6H, N(CH.CH3})).

MS m/z 424 [M"].

Priklad 82

(2—pyrrolidin—1-ylethyl)amid 5—5—dimethylsulfamoyl-2—oxo-1,2-dihydroindol-3-yliden-
methyl}-2,4—dimethyl-1 H-pyrrol-3—karboxylové kyseliny

Dimethylamid 2—ox0-2,3—dihydro—1 H-indol-5-sulfonylové kyseliny (90 g, 0,38 mmol) se kon-
denzuje s (2-pyrrolidin—1-ylethylyamidem S5—formyl-2,4—dimethyl-1H-pyrrol-3-karboxylové
kyseliny (100 mg), &imZ se ziska 100 mg (54 %) pozadované slouceniny ve formé Zluté pevné

latky.
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"H NMR (360 MHz, DMSO—d,) & 13,65 (s, 1H, NH), 11,30 (s, br, 1H, NH), 8,25 (d, 1H), 7,92
(s, 1H, H—vinyl}, 7,48 - 7,53 (m, 2H), 7,07 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 3,33 (m, 2H, CH,), 2,61 (s, 6H,
N(CHs}), 2,56 (t, 2H, CHy), 2,49 (m, 4H, 2 x CHa), 2,45 (s, 3H, CH:), 2,44 (s, 3H, CH3), 1,67
(m, 4H, 2 x CHy).

MS-EI m/z 485 [M'].

Piiklad 83

(2—-pyrrolidin—1-ylethyl)amid 5—{5—(3—chlorfenylsulfamoyl)-2—oxo—t ,2—dihydroindol-3—yliden-
methyl]-2,4—dimethyl-1 H—pyrrol-3—karboxylove kyseliny

(3-Chlorfenyl)amid 2—ox0-2,3—-dihydro—1 H-indol-5—sulfonylove kyseliny (120 mg, 0,38 mmol)
se kondenzuje s (2-pyrrolidin—1—ylethyl)amidem S5—formyi-2,4—dimethyl-1 H-pyrrol-3—karbo-
xylové kyseliny (100 mg), &imZ se ziska 150 mg (69 %) pozadované slou€eniny ve formé zluto—
oranzové pevné latky.

'"H NMR (360 MHz, DMSO—dq) & 13,55 (s, 1H, NH), 11,26 (s, br, 1H, NH), 10,30 (br s, 1H,
NH), 8,26 (d, 1H), 7,79 (s, 1H, H-vinyl), 7,51 — 7,57 (m, 2H), 7.22 (t, J = 8,1 Hz, 1H), 7,15
(m, H), 7,07 (m, 1H), 7,0 (m, 2H), 3,44 (m, 2H, CH), 2,57 (t, ] = 7.0 Hz, 2H, CH,), 2,49
(m, 4H, 2 x CH,), 2,44 (s, 3H, CH3), 2,43 (s, 3H, CHa), 1,67 (m, 4H, 2 x CHy).

MS-EI m/z 568 [M"].

Ptiklad 84

(2—pyrrolidin-1-ylethy)amid 2,4—dimethyl-5--[2—oxo-5—(pyridin—3-ylsulfamoyl}-1,2—di-
hydroindol-3-ylidenmethyl)-1 H—pyrrol-3—karboxylové kyseliny

Pyridin—3—ylamid 2—-oxo-2,3—dihydro—1 H-indol-5-sulfonova kyselina (110 mg, 0,38 mmol) se
kondenzuje s (2-pyrrolidin—1—ylethyl)amidem 5-formyl-2,4—dimethyl-1 H/—pyrrol-3-karboxylo-
vé kyseliny (100 mg), &imz se ziskd 150 mg (74 %) pozadované sloudeniny ve formé oranZove
pevné latky.

'H NMR (360 MHz, DMSO-ds) 8 13,58 (s, 1H, NH), 8,21 (d, J = 2,0 Hz, 2H), 8,04 (m, 1H), 7,76
(s, TH, H-vinyl), 7,49 — 7,54 (m, 2H), 7,41 (m, 1H), 7,14 (m, 1H), 6,94 (d, J =8,5 Hz, 1H), 3,33
(m, 2H, CH,), 2,56 (t, ] = 7,06 Hz, 2H, CH,), 2,49 (m, 4H, 2 x CHy), 2,43 (s, 6H, CHy), 2,43
(s, 6H, 2 x CHs), 1,68 (m, 4H, 2 x CHy).

MS m/z 535 [M"].

Piiklad 85

3-[3,5—dimethyl-4—{4-methylpiperazin—1-karbonyl}-1 FF-pyrrol-2—ylmethyl]-4—(2-hydroxy-
ethyl)-1,3—dihydroindol-2—on

4—{(2—Hydroxyethyl)-1,3—dihydroindol-2—on (71 mg, 0,4 mmol) se kondenzuje s 3,5—dimethyl--

4{4-methylpiperazin—1—karbonyl)}-1 H—pyrrol-2—karbaldehydem, ¢imZ se ziska 90 mg (55 %)
pozadované sloudeniny ve formé oranZové pevné latky.

-9




25

30

35

40

45

30

CZ 303705 B6

"H NMR (300 MHz, DMSO—d,) 8 14,25 (s, 1H, NH), 10,88 (s, 1H, NH), 7.57 (s, 1H, H-vinyl),
7,03 (mn, [H), 6,75 — 6,82 (m, 2H), 4,86 (m, 1H, OH), 3,70 (m, 2H, CH,), 3.04 (m. 2IL. Cti,),
2,48 (m, 4H, 2 x CHjy), 2,28 (br s, 7H), 2,19 (s, 3H, CHs), 2,18 (s, 3H, CH,).

MS m/z (+ve) 409.3 [M'].

Priklad 86

fenylamid 3-[3,5-dimethyl-4—4—methylpiperazin—1-karbonyl)-1 H—pyrrol-2—ylmethylen]-2—
ox0-2,3—dihydro—1 H-indol-5—sulfonové kyseliny

Fenylamid 2—oxo—2,3—dihydro—1H-indol-5—sulfonové kyseliny (110 mg, 0.4 mmol) se konden-
zuje s 3,5—dimethyl-4—(4-methylpiperazin—1—karbonyl)}-! H—pyrrol-2—karbaldehydem,
(100 mg), ¢imZ se ziska 50 mg (24 %) pozadované sloudeniny ve formé zluté pevné latky.

"H NMR (300 MHz, DMSO—d,) 8 13,52 (s, |H, NH), 11,26 (s, |H, NH), 10,08 (s, 1H, NH), 8,21
(d, J=1,6 Hz, 1H), 7,75 (s, 1H, H—vinyl), 7,50 (dd, J = 1,6 & 8,3 Hz, 1H), 7,19 (m, 2H}, 7,10 (m,
2H), 6,97 (m, 2H), 2,49 (m, 4H, 2 x CH;), 2,28 (m, 10H, 2 x CH; & 2 x CH;), 2,18 (s, 3H, CH,),

MS-EI m/z 519 [M'].

Priklad 87

(2-diethylaminoethyl)amid 5—<5—dimethylsulfamoyl—2—oxo—1,2—dihydroindol-3—ylidenmethyl)}-
2,4—dimethyl—1 A—pyrrol-3—karboxylové kyseliny

Dimethylamid 2—ox0-2,3—dihydro—1 H-indol-5—sulfonové kyseliny (90 mg, 0,38 mmotl) se kon-
denzuje s (2-diethylaminoethyl)amidem 5—formyl-2.4—dimethy!—1FH—pyrrol-3—karboxylové
kyseliny (100 mg), ¢imz se ziska 80 mg (43 %) pozadované slouceniny ve formé zluté pevné
latky.

'HNMR (300 MHz, DMSO—d¢) § 11,30 (s, 1H, NH), 8,27 (d, J = 1,7 Hz, 1H), 7,94 (s, 1H,
H-vinyl), 7,49 (dd, } = 1,7 & 8,0 Hz, 1H), 7,44 (m, |H, CONHCH,CH,), 7,07 (d, J = 8,0 Hz,
1H), 3,26 (m, 2H, CH>), 2,60 (s, 6H, N(CH;)), 2,53 (m, 2H, CH,), 2,45 - 2,50 (m, 10H, 2 x CHx
& N(CHQCH)\)Q), 0,96 (t, J= 7,2 HZ, 6H, N(CHgCH‘;)g)

MS—El m/z 487 [M"].

Priklad 88

(2—diethylaminoethyl)amid 5-[5—(3—chlorfenylsulfamoyl}-2-oxo—1,2-dihydroindol-3-yliden-
methyl]-2,4—dimethyl-1 H-pyrrol-3—karboxylové kyseliny

(3—chlorfenyl)amid 2-Oxo0-2,3—~dihydro—1 H-indol-5-sulfonové kyseliny (120 mg, 3,8 mmol) se
kondenzuje s (2—diethylaminoethyl)amidem 5—formyt-2,4—dimethyl—1H-pyrrol-3—karboxylové
kyseliny (100 mg), ¢imz se ziska 80 mg (37 %) poZadované slou¢eniny ve form¢ Zluté pevné
latky.

'H NMR (360 MHz, DMSO-ds) 8 13,55 (s, |H, NH), 11,24 (s, 1H, NH), 10,29 (s, IH, NH), 8,25

(d, J = 1,87 Hz, 1H), 7,79 (s, IH, H—vinyl), 7,52 (dd, J = 1,87 & 8,3 Hz, IH), 7,42 (m, 1H,
CONHCH,CH,), 7,22 (t, ] = 8,02 Hz, 1H), 7,15 (t, } = 2 Hz, 1H), 7,08 (m, IH), 7.0 (m, 2H}, 3,27
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(m, 2H, CHy), 248 — 2,57 (m, 6H, 3 x CH,), 2.45 (s, 3H, CH;), 2,44 (s, 3H, CH,), 0,97
(t, ] = 7,0 Hz, 6H, N(CH,CH,),).

MS—EI m/z 570,1 [M'].

Ptiklad 95

ethylester 3—(2-oxo—5—fenyl-1,2—dihydroindol-3—ylidenmethyl}4,5,6,7—tetrahydro-2 H~izo-
indol-1-karboxylové kyseliny

'H NMR (360 MHz, DMSO—dq) & 13,74 (s, 1H, NH), 11,00 (s, 1H, NH), 8,13 (d, J = 1,7 Hz,
1H), 7,74 (s, 1H, H-vinyl), 7,70 (d, J = 7,7 Hz, 2H), 7,49 (dd, ] = 1,7 Hz & 8,0 Hz, 1H), 7,44 (1,
J =77 Hz, 2H), 7,32 (m, 1H), 6,96 (d, ] = 8,0 Hz, 1H), 4,25 (q, J = 7,0 Hz, 2H, OCH,CH>), 2,79
(m, 2H, CH,), 2,72 (m, 2H, CHy), 1,73 (m, 4H, 2 x CH,), 1,30 (1, J = 7.0 Hz, 3H, OCH,CH).

MS—EI m/z 412 [M].

Ptiklad 99

ethylester 3—(2—oxo—5—fenylsulfamoyl-1,2—dihydroindel-3—ylidenmethyl)—4,5,6,7—tetrahydro—
2H-izoindol-1-karboxylové kyseliny

"H NMR (360 MHz, DMSO—ds) & 13,64 (s, 1H, NH), 11,33 (s, 1H, NH), 10,07 (s, IH, NH), 8,24
(d, ] = 1,8 Hz, 1H), 7,74 (s, 1H, H—vinyl), 7,57 (dd, J = 1.8 & 8,0 Hz, 1H), 7,21 (t, J = 7,6 Hz,
2H), 7,11 (d, J=7.6Hz, 2H), 6,99 (d, J=8,0 Hz, IH), 6,98 (d, J= 7.6 Hz, 1H), 4,27
(q, J = 7,0 Hz, 2H, OCH,CHy), 2,80 (m, 2H, CH,), 2,73 (m, 2H, CH,), 1,73 (m, 4H, 2 x CH,),
1,30 (t, J = 7,0 Hz, 3H, OCH,CHj).

MS-El m/z 491 [M7].

Priklad 109

3—[3—«(morfolin—4—karbonyl}-4,5.6,7-tetrahydro—2 //-izoindol-1-ylmethylen]-2-en-2,3-di-
hydro—1H-indol-6—karboxylova kyselina

'"HNMR (360 MHz, DMSO-dg) & 13,60 (s, 1H, NH), 12,75 (br s, 1H, COOH), 11,08 (s, 1H,
NH), 7.85 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 7,71 (s, 1H, H-vinyD), 7,62 (dd. J = 1.4 & 7,8 He, 1H), 7,41
(d, J = 1,4 Hz, 1H), 3,65 (m, 4H, 2 x CHa), 3,55 (dd, J = 1,4 & 7,8 Hz, IH), 7,41 (d, ] = 1,4 Hz,
1H), 3,65 (m, 4H, 2 x CH,), 3,55 (m, 4H, 2 x CH,), 2,81 (m, 2H, CHy), 2,54 (m, 2H, CH3), 1,73
(m, 4H, 2 x CH>).

MS-El m/z 421 [M'].

Piiklad 112

S—brom—3—[3«(pyrrolidin—1-karbonyl)-4,5,6, 7-tetrahydro—2 H-izoindol-1-ylmethylen]-1,3—di-
hydroindol-2—on

'H NMR (360 MHz, DMSO-d,) & 13,56 (s, 1H, NH), 11,00 (s, !H, NH), 8,05 (d, J = 1,8 Hz,
1H), 7.74 (s, IH, H-vinyl), 7.28 (dd, J = 1,3 & 83 Hz, 1H), 6,83 (d, J= 8,3 Hz, 1H), 3,57
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(m, 4H, 2 x CH,), 2,79 (m, 2H, CH,), 2,65 (m, 2H, CH,). 1,88 (m, 4H, 2 x CH,), 1,71 (m, 4H,
2x CHz)

MS-EIl m/z 439 & 441 [M'=1] & [M"+1].

Ptiklad 114

3-(3—dimethylkarbamoyl—4,5,6,7-tetrahydro—2H-izoindol-1-ylmethylen}-2—ox0-2,3—dihydro—-
| H-indol-6—karboxylova kyselina

'HNMR (360 MHz, DMSO-ds) & 13,60 (s, 1H, NH), 12,72 (br s, 1H, COOH), 11,05 (s, 1H,
NH), 7,85 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 7,72 (s, 1H, H—vinyl), 7,62 {dd, ] = 1,3 & 7,9 Hz, IH), 7,42
(d, J = 1,3 Hz, 1H), 3,03 (s, 6H, N(CH3),), 2,81 (m, 2H, CHy), 2,55 (m, 2H, CH;), 1.73 (m, 4H, 2
x CH»).

MS-EI m/z 379 [M'].

PFiklad 115

4-methyl-5—(5-methylsulfamoyl-2—oxo—1,2-dihydroindol-3—ylidenmethyl)-1 H-pyrrol-3—
karboxylova kyselina

'HNMR (300 MHz, DMSO-d,) & 13,56 (br s, 1H, NH), 8,24 (d, J = 1.5 Hz, 1H), 7,86
(s, 1H, H-vinyl), 7,74 (d, ] = 2,96 Hz, 1H), 7,56 (dd, J = 1,5 & 8,1 Hz, 1H), 7,20 (br m, [H,
NHCH). 7.03 (d. J = 8,1 Hz, 1H), 2,57 (s, 3H, CH;), 2,41 (s, 3H, CH,).

MS-EI m/z 361 [M'].

Ptiklad 116

ethylester {[4—methyl-5—(4—methyl-5-methylsulfamoyl-2—oxo—-1,2-dihydroindol-3—yliden-
methyl)-1H-pyrrot-3—karbonyl]amino}octové kyseliny

Ethylester 4-methyl-1H-pyrrol-3—karboxylové kyseliny (viz D. O. Cheng, T. L. Bowman a E.
LeGoff; J. Heterocyclic Chem.; 1976; 13; 1145-1147) se formyluje podle zplisobu A, hydrolyzu-
je podle zpiisobu B, poté amiduje (zpdsob C), ¢imz se ziska ethylester [(5-formyl-4-methyl-1H-
pyrrol-3—karbonyl)aminoJoctové Kyseliny.

4-Methyl-5-methylaminosulfonyl-2-oxindol (50 mg, 0,21 mmol) se kondenzuje s ethylesterem
[(5—formyl—4--methyl-1H-pyrrol-3—karbonyl)amino]octové kyseliny (100 mg, 0,42 mmol) a
piperidinem (0,1 ml) v ethanolu (2 ml), &imz se ziska 50 mg (52 %) pozadované slouceniny.

'HNMR (360 MHz, DMSO-dg) § 13,59 (s, 1H, NH), 11,29 (v, br, s, IH NH-CO), 833
(t,J=58Hz, 1H, CONCH,), 7.83 (d, J = 3,11 Hz, IH), 7,80 (s, 1H, H-vinyl), 7,71
(d, J = 8,5 Hz, 1H), 7234 (br m, 1H, NHCH,), 6,89 (d, J = 8,5 Hz, [H), 4,11 (q. J = 7,1 Hz, 2,
OCH,CHs), 3.92 (d, J = 5,8 Hz, 2H, GlyCH,), 2,86 (s, 3H, CHj), 2,48 (s, 3H, CHs), 2,42
(d, J = 4,71 Hz, 3H, HNCHj), 1,20 (t, J = 7.1 Hz, 3H, OCH,CHy).

MS-EI m/z 460 [M"].

-95 .




20

25

30

35

40

45

30

55

CZ 303705 B6

Priklad 117

ethylester {[4—methyl-5—(5—methylsulfamoyl-2—oxo—1,2—dihydroindol-3—ylidenmethyl)—1H-
pyrrol-3—karbonyl]amino}octové kyseliny

Smés S5-methylaminosulfonyl-2-oxindolu (0,06 g, 0,22 mmol), ethylesteru [(5—formyl-4—
methyl-1H-pyrrol-3—karbonyl)amino]octové kyseliny (0,075g, 0,27 mmol) a piperidinu
(2 kapky) v ethanolu (5 ml) se zahfiva v uzaviené barice pfi teplotg 90 °C po dobu 12 hodin. Po
ochlazeni se precipitit spoji vakuovou filtraci, promyje ethanolem, trituruje smési dichlor-
methanu a etheru a susi, &imz se ziska 0,035 g (36 %) pozadované slouéeniny ve formé nazloutlé
hnédé pevné latky.

'HNMR (360 MHz, DMSO-d;) 8 13,6 (s, 1H, NH), 11 (v, br, s, IH NH-CO), 8,30 (t, J = 5,7 Hz,
1H, CONCH,), 8,25 (d, J = 1,2 Hz, 1H), 7,88 (s, 1H, H-vinyl), 7,84 (d, J = 3,3 Hz, 1H), 7,57
(dd,J =1,9 & 8,5 Hz, 1H), 7,14 (br m, 1H, NHCH,), 7,04 (d, ] = 8,5 Hz, 1H), 4,11 (g, J = 6,7 Hz,
2H, OCH,CH3), 3,92 (d, J = 5,7 Hz, 2H, GlyCH,), 2,55 (s, 3H, CH;), 2,41 (m, 3H, NCH3,), 1,20
(t, J = 6,7 Hz, 3H, OCH,CH3).

MS—EI m/z 446 [M"].

Priklad 118

{[4—methyl-5—(5-methylsulfamoyl-2—oxo—1,2—dihydroindol-3—ylidenmethyl)-1 H—pyrrol-3—
karbonyl]amino}octové kyselina

Smés ethylesteru [(5—formyl—4-methyl-1H-pyrrol-3—karbonyl)aminoJoctové kyseliny (0,142 g,
0,59 mmol) a 1H NaOH (1,2 ml) v methanolu (10 ml) se micha pti pokojové teploté po dobu
1 hodiny. Reakce se koncentruje a zbytek se kondenzuje s 5-methylaminosulfonyl-2—oxindolem

(0,13 g, 0,48 mmol} a piperidinem (0,12 ml) v ethanolu (12 ml), &im% se ziska 0,11 g (52 %)
pozadované sloudeniny.

'HNMR (300 MHz, DMSO—d,) & 13,98 (br s, 1H, NH), 817 (s, 1H), 7,80 (s, 1H), 7,75
(d, J=3,1 Hz, 1H), 7,51 (dd, ] =2 & 8,2 Hz, 1H), 7,21 (m na br, s, 2H), 6,97 (d, J = 8,1 Hz, 1H),
3,41 (d, J = 4,2 Hz, 2H, CH:NH), 2,54 (s, 3H, pyrrol-CHs), 2,39 (s, 3H, ArCH;).

MS m/z 417 [M'-1].

Priklad 120

5-methyl-2—oxo-1,2—dihydroindol-3—ylidenmethy}-1 H-pyrrol-3—karboxylové4 kyselina

'H NMR (300 MHz, DMSO—de) 8 13,77 (br s, 1H, NH), 12,49 (s, COOH), 11,07 (s, 1H, NH),
8,39 (s, 1H, H—vinyl), 7,43 (d, J = 7,47 Hz, 1H), 7,20 (t, ) = 7.47 Hz, 1H), 7,03 (t, J = 7,47 Hz,
1H), 6,91 (d, J = 7,47 Hz, 1H), 6,49 (d, J = 1,53 Hz, 1H), 2,34 (s, 3H, CH;).

MS-El m/z 269 [M+H]'.
Piiklad 121

ethylester 5-methyl-2—(2-oxo—1,2-dihydroindol-3—ylidenmethy!)}-1 H—pyrrol-3—karboxylové
kyseliny
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'H NMR (300 MHz, DMSO—dg) 8 13,79 (s, 1H, NH), 11,08 (s, 1H, NH), 8,31 (s, [H, H-vinyl),
7.45 (d, J= 7,52 Iz, 1H), 7.20 (t, J = 7.52 Hz, 1H), 7,03 (1, J = 7,52 Hz, 1H). 6.9
(d, J = 7,52 Hz, 1H), 6,50 {d. J = 2,1 Hz, 1H), 4,26 (g, ] = 7.2 Hz, 2H, OCH,CH}). 2.33 (s. 3H,
CHa), 1,32 (t, J = 7,2 3H, 3H, OCH,CHj).

MS m/z 297,1 [M+1]".

Piiklad 122

ethylester 2—(5—brom-2-oxo—1,2—dihydroindol-3-ylidenmethy!)}-5—-methyl-1 H-pyrrol-3-
karboxylové kyseliny

'HNMR (360 MHz, DMSO—d¢) 8 13,72 (s, |H, NH), 11,16 (s, |H, NH), 8.29 (s, 1H. H-vinyl),
7,53 (d, = 2,0 Hz, 1H), 7,35 (dd, J = 2,0 & 8,05 Hz, 1H), 6,87 (, J] = 8,05 Hz, 1H), 6,53
(d, ] = 2,4 Hz, 1H), 4,28 (q, J = 7,03 Hz, 2H, OCH,CH,), 2,35 (s, 3H, CHy), 1,33 (t. ] = 7,03 Hz,
3H, OCH,CHj;).

MS m/z 375 & 377 [M+H]".

P¥iklad 123

2—(5-brom-2—oxo—1,2—dihydroindol-3-ylidenmethyl}-5-methyl-1 f{-pyrrol--3—karboxylova
kyselina

'"H NMR (300 MHz, DMSO—dy) 8 13,72 (s, 1H, NH), 12,57 (s, 1H, COOH), 11,10 (s, 1H, NH),
836 (s, 1H, H-vinyl), 7.51 (d, J= 1,4 Hz, 1H), 7.34 (dd. J = 1.4 & 8,17 Hz, 1H), 6,87
(t,J=8.17 Hz, 1H), 6,52 (d, § =2,5 Hz, 1H), 2,35 (s, 3H, CH3).

MS m/z 347 & 349 [M+H]'.

Pfiklad 124

(2-pyrrolidin—1-ylethyl)amid 2—5-brom-2-oxo—1 ,2—dihydroindol-3—ylidenmethyl)-5--methyl-
| H-pyrrol-3—-karboxylové kyseliny

Do roztoku 2—formyl—-5-methyl—1 H-pyrrol-3—karboxylové kyseliny (250 mg, 1,63 mmol) v di-
methylformamidu (3 m) se ptida 1-ethyl-3—(3—dimethylaminopropyl)karbodiimid (376 mg, 1.2
ekviv.) 1-hydroxybenzotriazol (265 mg, 1,2 ekviv.), triethylamin (0,45 ml, 2 ekviv.), I-
hydroxybenzotriazol (265 mg, 1,2 ekviv.), triethylamin (0,45 ml, 2 ekviv.) a l—-2—-amino-
ethyl)pyrrolidin (0,23 mi, 1,1 ekviv.). Po michani pti pokojové teploté pfes noc se reakce ziedi
nasycenym roztokem hydrogenuhli¢itanu sodného a solankou (s extra soli) a extrahuje 10%
methanolem v dichlormethanu. Spojené organické vrstvy se promyji solankou, susi nad bez-
vodym siranem sodnym a koncentruji, ¢imz se ziska 130 mg (2-pyrrolidin—1-yljethyl)amidu 2—
formyl—5—methyl-1 #-pyrrol-3-karboxylové kyseliny.

Smés S—brom-2—oxindolu (106 mg, 0,5 mmol), (2-pyrrolidin—1—ylethyDamidu 2-formyl-5-
methyl-1 H-pyrrol-3—karboxylové kyseliny (125 mg, 1 ekviv.) a piperidinu (0,2 ml) v ethano
(2 ml) se zahfiva v uzavfené bafice pfi teplot¢ 80 °C po dobu 1 hodiny, pak se ochladi, vznikly
precipitit se spoji vakuovou filtraci, promyje ethanolem a ethylacetitem a susi, CimZ se ziska
pozadovana slouéenina ve formé oranZzové pevné latky.
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IHNMR (300 MHz, DMSO—d) & 13,62 (s, 1H, NH), 11,06 (br s, 1H, NH), 8,56 (s, IH,
H-vinyl), 8,15 (m, 1H, CONCH), 7,48 (d, J = 1,8 Hz, IH), 7,31 (dd, J = 1,8 & 7.9 Hz, 1H), 6,86
(d, 1 = 7,0 Hz, 1H), 6,60 (d, ] = 2,3 Hz, 1H), 3,35 (m, 2H, HNCH,CHy), 2,56 (t, J = 6,91 Hz, 2H,
HNCH,CH,), 2,35 (s, 3H, CHy), 1,67 (m, 4H, 2 x CH).

MS m/z 443/445 [M" a M'+2].

Ptiklad 125

(2—diethylaminoethyl)amid 2—(5-brom—2-oxo-1 ,2-dihydroindol-3-ylidenmethyl)-5-methyl-
1 H-pyrrol-3—karboxylové kyseliny

Do roztoku 2—formyl-5—methyl-1H—pyrrol-3—karboxylové kyseliny (320 mg, 2,1 mmol)
v dimethylformamidu (3 ml) se pfida 1—ethyl-3—(3—dimethylaminopropylkarbodiimid (483 mg,
1,2 ekviv.) 1-hydroxybenzotriazol (340 mg, 1,2 ekviv.), triethylamin (0,59ml, 2 ekviv.) a NN—
diethylethylendiamin(0,32 ml, 1,1 ekviv.). Po michani pfi pokojové teploté pies noc se reakce
zfedi nasycenym roztokem hydrogenuhli¢itanu sodného a solankou (s extra soli) a extrahuje 10%
methanolem v dichlormethanu. Spojené organické vrstvy se promyji solankou, susi se bezvodym
siranem sodnym a koncentruji, ¢imz se ziska (2—diethylaminoethylamid 2—formyl-5—methyl-
| H—pyrrol-3—karboxylové kyseliny.

Smés S—brom—2—oxindolu (106 mg, 0,5 mmol), (2—diethylaminoethyl)amidu 2—formyl--5—
methyl-1 H-pyrrol-3-karboxylové kyseliny (126 mg, 1 ekviv.) a piperidinu (0,2 ml) v ethanolu
(2 ml) se zahtiva v uzaviené baiice pFi teploté 80 °C po dobu 1 hodiny, pak se ochladi, precipitat
se spoji vakuovou filtraci, promyje ethanolem a ethylacetitem a sudi, Cimz se ziska pozadovana
sloudenina ve formé& oranZové pevné latky.

'"HNMR (360 MHz, DMSO—dg) & 13,62 (s, 1H, NH), 11,11 (br s, IH, NH), 8,54 (s, 1H,
Hevinyl), 8,1 (m, 1H, CONCH,), 7,49 (d, J = 2,2 Hz, 1H), 7,31 (dd, J = 2,2 & 8,3 Hz, 1H), 6,86
(d, J = 8,3 Hz, 1H), 6,58 (d, J = 2,24 Hz, 1H), 3,31 (m, 2H, HNCH,CH)), 2,59 (m, 6H, 3 x CHy),
2.36 (s, 3H, CH;), 0,99 (t, J = 6,8 Hz, 6H, N(CH:CH;),).

MS m/z 445/447 [M"a M™+2].

Priklad 126

(2—diethylaminoethyl)amid 2,4—dimethyl-5—(2—oxo-1 ,2—dihydroindol-3—ylidenmethyl)}- 1 H—
pyrrol-3—karboxylové kyseliny

Smés 1,3—dihydroindol-2—onu (266 mg, 2 mmol), (2—diethylaminoethyl)amidu 5—formyl-2.4—di-
methyl--1 H—pyrrol-3—karboxylové kyseliny (530 mg, 2 mmol) a piperidinu (1 kapka) v ethanolu
se zahFiva pii teploté 90 °C po dobu 2 hodin. Reakce se ochladi na pokojovou teplotu, vysledny
precipitat se spoji vakuovou filtraci, promyje ethanolem a susi, ¢imZ se ziska 422 mg (55 %)
pozadované slouceniny ve formé svétle Zluté pevné latky.

'H NMR (400 MHz, DMSO—d,) § 13,7 (s, 1H, NH), 10,9 (s, 1H, NH), 7,88 (d, J = 7.6 Hz, 1H),
7.64 (s, 1H, Hevinyl), 7,41 (1, } = 5,4 Hz, IH, NH), 7,13 (dt, J=1,2 & 7,6 Hz, 1H), 6,99
(i, J = 1,2 & 7.6 Hz, 1H), 6,88 (d, ] = 7.6 Hz, 1H), 3,28 (m, 2H), 2,48 — 2,55 (m, 6H), 2,44
(s. 3H, CH), 2,41 (s, 3H, CH), 0,97 (1, ] = 7,2 Hz, 6H, N(CH,CHa),).

MS + ve APCI 381 [M"+1].

-98 -




10

20

25

30

35

40

43

50

55

CZ 303705 B6

Piiklad 127

(2—diethylaminoethyl)amid 5—(5-chtor—2—oxo—1,2—dihydroindol-3-ylidenmethyl)-2,4—di-
methyl-1 A-pyrrol-3—karboxylové kyseliny

Smés S5—chlor—1,3—dihydroindol-2—onu (335 mg, 2 mmol), (2-diethylaminoethyl)amidu 5—for-
myl-2,4—dimethyl-1 H-pyrrol-3—karboxylové kyseliny (530 mg, 2 mmol) a piperidinu (1 kapka)
v ethanolu se zahfiva pii teploté 90 °C po dobu 2 hodin, Reakce se ochladi na pokojovou teplotu,
vysledny precipitit se spoji vakuovou filtraci, promyje ethanolem a susi, &imz se ziska 565 mg
(68 %) pozadované slouceniny ve formé oranzové pevné latky.

'"H NMR (400 MHz, DMSO—dg) 8 13,65 (s, IH, NH), 11,0 (s, 1H, NH), 7.98 (d, ] = 2.1 Hz, 1H).
7,77 (s. 1H, H-vinyl), 7,44 (¢, NH), 7,13 (dd, J =2,1 & 8.4 Hz, 1H), 6,87 (d, J = 8.4 Hz, 1H),
3,28 (g, 2H), 2,48 — 2,53 (m, 6H), 2,44 (s, 3H, CHy), 2,43 (s, 3H, CH), 0,97 (t, ] = 7.0 Hz, 6H,
N(CH:CH;),)

MS + ve APCI 415 [M" + 1].

Ptiklad 128

(2—pyrrolidin—1-ethyl)amid 2,4—dimethyl-5+2—o0x0-1,2—dihydroindol-3-ylidenmethyl}-1 H—
pyrrol-3—karboxylové kyseliny

1,3-Dihydroindol-2-on se kondenzuje s (2-pyrrolidin-1-ylethyl)amidem S—formyl-2,4—di-
methyl-1 H-pyrrol-3—karboxylové kyseliny, ¢imZ se ziska pozadovana slouéenina.

MS +ve APCI379 [M™+ 1].

Ptiklad 129

(2—pyrrolidin—1-yl-ethyl)amid 5—(5—fluor-2—oxo-1,2-dihydroindol-3—ylidenmethyl}-2,4-di-
methyl—1 H—pyrrol-3-karboxylové kyseliny

5—Fluor-1,3—dihydroindol-2—on se kondenzuje s (2-pyrrolidin—1—ylethyl)amidem 5—formyl—
2,4—dimethyl-1H-pyrrol-3-karboxylové kyseliny, ¢imZ se ziska pozadovang sloudenina.

MS + ve APCI 397 [M™ + 1].
Zvétseni méfitka:

5-Formyl-2,4-dimethyl-1H-pyrrol-3—karboxylové kyselina (61 g), 5-fluor—1,3—dihydroindol-
2-on (79 g), ethanol (300 ml) a pyrrolidin (32 ml) se refluxuje po dobu 4,5 hodiny. Do smési se
pfida octova kyselina (24 ml) a v refluxu se pokraéuje po dobu 30 minut. Smés se ochladi na
pokojovou teplotu a pevné latky se spoji vakuovou filtraci a promyji (2x) ethanolem. Pevné latky
se michaji po dobu 130 minut v 40% acetonu ve vodé (400 ml) obsahujici 12N kyselinou chloro-
vodikovou (6,5 ml). Pevné litky se spoji vakuovou filtraci a promyji (2x) 40% acetonem ve vodé.
Pevné latky se sudi za vakua, ¢imz se ziskd 5—{5—fluor-2—-oxo-1,2—dihydroindol~«3Z)—yliden-
methyl]-2,4—dimethyl-1 H—pyrrol-3—karboxylové kyseliny (86g,79 % vytézek) ve formé
oranzové pevneé latky. 'H-NMR (dimethylsulfoxid—ds) 2,48, 2,50 (2 x s, 6H, 2 x CH3), 6,80, 6,88,
7,68, 7,72 (4xm, 4H, aromatova a vinyl), 10,88 (s, 1H, CONH), 12,12 (s, 1H, COOH), 13.82
(s, 1H, pyrrol NH), MS m/z 299 [M-1].
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5-[5-Fluor—2—oxo0~1,2-dihydroindol—{3Z)-ylidenmethyl}-2,4—dimethyl-1 H—pyrol-3—karboxy-
lové kyselina (100 g) a dimethylformamid (500 ml) se michaji a pfida se benzotriazol-1-yl-
oxytris(dimethylamino)fosfonium-hexafluorfosfat (221 g), 1+(2—-aminoethyl)pyrrolidin (45,6 g}
a triethylamin (93 ml). Smés se miché po dobu 2 hodin pfi pokojové teploté, pevny produkt se
spoji vakuovou filtraci a promyje ethanolem. Pevné latky se promyvaji za michan{ v ethanolu
(500 ml) po dobu jedné hodiny pfi teplotz 64 °C a ochladi na pokojovou teplotu. Pevné latky se
spoji vakuovou filtraci, promyji ethanolem a su$i za vakua, &im# se ziska (2-pyrrolidin—1-yl-
ethyl)amid 5-[5—fluor—2-oxo-1,2—dihydroindol—3Z)-ylidenmethyl]-2,4-dimethyl-1H—pyrrol—
3—karboxylové kyseliny (101,5 g, 77% vytézek). '"H NMR (dimethylsulfoxid—ds) & 1,60 (m, 4H,
2 x CH»), 2,40, 2,44 (2 x s, 6H, 2 x CH3), 2,50 (m, 4H, 2 x CH,), 2,57, 3,35 (2 x m, 4H, 2 x CH,),
7,53, 7,70, 7,73, 7,76 (4xm, 4H, aromaticky a vinyl), 10788 (s, 1H, CONH), 13,67 (s, 1H, pyrrol
NH), MS m/z 396 [M+1].

Piiklad 130

(2—pyrrolidin-1-yl-ethyl)amid 5—(5-chlor—2—oxo—1,2—dihydroindol-3-ylidenmethyl)-2,4—di-
methyl—1H-pyrrol-3—karboxylové kyseliny

5—Chlor—1,3—dihydroindol-2—on se kondenzuje s (2—pyrrolidin—1-ylethyl)amidem 5-formy!-
2,4-dimethyl-1H-pyrrol-3-karboxylové kyseliny, ¢imz se ziska pozadovana slouenina.

MS + ve APCI 417 [M" + 1].

Priklad 131

(2—dimethylaminoethyl)amid 2,4—dimethyl-5—2—0x0-1,2-dihydroindol-3—ylidenmethyl}-1H-
pyrrol-3—karboxylové kyseliny

1,3-Dihydroindol-2—on se kondenzuje s (2-dimethylaminoethyl)amidem 5—formyl-2,4—di-
methyl—1 H-pyrrol-3—karboxylové kyseliny, ¢imZ se ziské pozadovana sloucenina.

'"H NMR (400 MHz, DMSOd,) & 13,63 (s, 1H, NH), 10,90 (s, 1H, NH), 7,78 (d, J = 7,8 Hz, 1H),
7,63 (s, 1H, H-vinyl), 7.48 (t, |H, NH), 7,13 (dt, 1H), 6,98 (dt, 1H), 6,88 (d, J =7,7 Hz, 1H),
3,31 (q, J = 6,6 Hz, 2H), 2,43 (s, 3H, CHs), 2,40 (s, 3H, CH), 2,38 (1, ] = 6,6 Hz, 2H), 2,19
(s, 6H, N(CH,CHy)y).

MS + ve APCI 353 [M” + 1].

Priklad 132

(2—dimethylaminoethyl)amid 5 5-fluor-2—-oxo0—1,2-dihydroindol-3—ylidenmethyl)-2,4—di-
methyl-1H-pyrrol-3--karboxylové kyseliny

5-Fluor—1,3—dihydroindol-2-on se kondenzuje s (2—dimethylaminoethyl)amidem 5—formyl-2,4—
dimethyl-1 H-pyrrol-3-karboxylové kyseliny, ¢imz se ziska pozadovana sloudenina.

'H NMR (400 MHz, DMSOd;) 5 13,68 (s, 1H, NH), 10,90 (s, IH, NH), 7,76 (dd, 1= 2,4 &
9,4 Hz, 1H), 7,71 (s, 1H, H-vinyl), 7,5t (t. {H, NH), 6,93 (m, 1H), 6,84 (dd, ] =4,6 & 8,4 Hz,
1H). 3.31 (q, J = 6,6 Hz, 2H), 2.43 (s, 3H, CHa), 2,41 (s, 3H, CHs), 2,38 (1, J = 6,6 Hz, 2H), 2,19
(s, 6H, N(CH,CHs),).

MS +ve APCI371 [M' +1].
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Priklad 193

(2—ethylaminoethyl)amid 5-[5-fluor-2—oxo—1,2—dihydroindol—+(3Z)-ylidenmethyi}-2.4—di-
methyl-1 H-pyrrol-3—karboxylové kyseliny

(2—Ethylaminoethyl)amid 5—formyl-2,4—dimethyl-| H—pyrrol-3—karboxylové kyseliny (99 g).
ethanol (400 ml), 5—fluor—2—oxoindol (32 g) a pyrrolidin (1,5 g) se refluxuji po dobu 3 hodin za
stalého michan, smés se ochladi na pokojovou teplotu a pevné latky spoji vakuovou filtraci,
michaji v ethanolu pfi teplot¢ 60 °C, ochladi na pokojovou teplotu a spoji vakuovou filtraci.
Produkt se suii za vakua, ¢imZ se ziska (2—ethylaminoethylamid 5-[5—fluor-2-oxo-12-di-
hydroindol—<(3Z)-ylidenmethyl]-2,4—dimethyl- | H—pyrrol-3—karboxylové kyseliny (75 g. 95%
vytézek). '"H NMR (dimethylsulfoxid—ds) 8 1,03 (t, 3H, CH;), 2,42, 2,44 (2 x s, 6H, 2 x CH3),
2,56 (q, 2H, CHy), 2,70, 3,30 (2 x t, 4H, 2 x CHy), 6,85, 6,92, 7,58, 7,72, 7,76 (5xm, 5H,
aromaticky, vinyl a CONH), 10,90 (br s, 1H, CONH), 13,65 (br s, 1H, pyrrol NH).

MS m/z 369 [M-1].

Piiklad 195

(2-diethyl-N—oxoaminoethyl)amid 5—[5—fluor—2—ox0-1,2—dihydroindol—(3Z)-ylidenmethyl)-
2, 4—dimethyl-1 H—pyrrol-3—karboxylové kyseliny

Zpisob A:

(2-Diethylaminoethyl)amid 5—5—fluor-2—oxo-1,2—dihydroindol«{32)-ylidenmethyl]-2,4—di-
methyl-1H-pyrrol--3—karboxylové kyseliny (598 mg) a dichlormethan (60 ml) v ledové lazni se
nechaji reagovat s 3—chlorperbenzoovou kyselinou (336 mg) a smés micha pfi pokejové teploté
pfes noc, rozpoustédlo se odpaiuje na rotaéni odparce a zbytek se suspenduje v methanolu
(20 ml). Ptida se voda (20 ml) obsahujici hydroxid sodny (240 mg) a smés se michd po dobu
jedné hodiny, precipitat se spoji vakuovou filtraci, promyje 5 ml vody a sudi za vakua, ¢imZ se
ziskd  (2—diethyl-N-oxcaminoethyl)amid  5—[5-fluor—2—oxo—1,2—dihydroindol-(3Z)-yliden-
methyl]-2,4—dimethyl-1 H—pyrrol-3—karboxylové kyseliny (510 mg, 82% vytéZzek) ve formé
oranzové pevné latky. '"H NMR (DMSO-d¢) & 13,72 (br s, 1H, NH), 11,02 (br s, IH, CONH),
9.81 (br s, 1H, CONH), 7,75 (dd, 1H, aromatické), 7,70 (s, 1H, aromatické). 6,93 (td, 1H,
aromatické), 6,84 (m, 1H, aromatické), 3,63 (m, 2H, CH>), 3,29 (m, 2H, CH;), 3.14 (m, 4H, 2 x
CH,), 2,47 (s, lH, CH,), 2,45 (s, 3H, CH3), 1,64 (t, 6H, 2 x CHj3).

MS m/z 415 [M+1].
Zphsob B:

(2-Diethylaminoethyl)amid 5-formyl-2,4—dimethyl-1 H—pyrrol-3—karboxylové kyseliny (10 g)
se suspenduje v dichlormethanu (100 ml) a ochladi v ledové lazni. 3-Chlorperoxybenzoova
kyselina (13,1 g) se piida za stalého michani a smés se neché ohtat na pokojovou teplotu a micha
pres noc. Smés se zahu¥t'uje na rotadni odparce do sucha a chromatografuje na sloupci silikagelu
v 20% methanolu v dichlormethanu jako mobilni fazi. Frakce obsahujici produkt se spoji
a zahu$t'uji na rotaéni odparce do sucha, ¢imZz se ziskd (2—diethyl-N-oxoaminoethyl)amid
5—formyl-2,4—dimethyl-1 H—pyrrol-3—karboxylové kyseliny (9 g, 83% vytézek).

(2-Diethyl-N-oxoaminoethyl)amid 5—formyl-2,4—dimethyl-1H-pyrrol-3-karboxylové kyseliny
(9 g), 5—fluor—1,3—dihydroindol-2—on (9 g, 83% vytéZzek) a pyrrolidin (9 g, 83 % vytézek) (0.1 g)
se refluxuji v ethanolu (30 ml) po dobu 4 hodin, Smés se ochladi v ledové lazni a precipitat se
spoji vakuovou filtraci a promyje ethanolem. Pevné latky se michaji v ethylacetitu (30 ml), spoji
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vakuovou filtraci, promyji ethylacetatem a su$i za vakua, &imzZ se ziska (2—diethyl-N-oxoamino-
ethyl)amid 5-[5—fluor—2—oxo~1,2—dimethylindol (3Z)-ylidenmethyl]-2,4—dimethyl-1H-pyrrol-
3-karboxylové kyseliny (10,3 g, 80% vyt&Zek) ve formé oranzové pevné latky.

'H NMR (DMSO—dg) 8 13,72 (br s, 1H, NH), 11,02 (br s, 1H, CONH), 9,81 (br s, IH, CONH),
7,75 (dd, 1H, aromatické), 7,70 (s, 1H, aromatické), 6,93 (td, 1H, aromatické), 6,84 (m, 1H,
aromatické), 3,63 (m, 2H, CH,), 3,29 (m, 2H, CH,), 3,14 (m, 4H, 2 x CHy), 2,47 (s, 1H, CH;),
2,45 (s, 3H, CHs), 1,64 (t, 6H, 2 x CH;). MS m/z 415 [M+1].

Piiklad 190

[2—(pyridin-1-yl)ethyllamid 5--[5-fluor—2—-oxo—1,2—dihydroindol(3Z)-ylidenmethyl}-2,4—di-
methyl-1 H-pyrrol-3—karboxylové kyseliny

5-[5-Fluor-2-oxo—1,2—dihydroindol-(3Z)-ylidenmethyl]-2,4—dimethyl- | H~pyrrol-3—karboxy-

lové kyseliny (120 mg, 0,4 mmol) se protfepava s l—ethyl-3—~(3—dimethylaminopropyl)karbo-
diimidem (EDC) a podrobi HCI (96 mg, 0,5 mmol), bezvodému 1-hydroxybenztriazolu (68 mg,
0,5 mmol) a 2—(2-aminoethylpyridinu zakoupenému u firmy Aldrich v bezvodém dimethyl-
formamidu (DMF; 3 ml) po dobu 2 az 3 dni pfi pokojové teploté. Reakéni smés se zfedis | M
NaHCOs (1,5 ml), pak 8 ml vody. Surovy precipitat se spoji filtraci, promyje vodou, sudi a isti
krystalizaci nebo chromatografii, imz se ziska [2—(pyridin—1-y!)ethyllJamid 5—[5—fluor—2—oxo~
1,2-dihydroindol~<(3 Z)~ylidenmethyl]-2,4—dimethyl- 1 H-pyrrol-3—karboxylové kyseliny.

Priklad 189

[2~(pyridin—1-yDethyl]amid 5-[5—chlor-2—oxo—1,2—dihydroindol<3Z)-ylidenmethyl]-2,4—di-
methyl-1H-pyrrol-3—karboxylové kyseliny

Postupuje se podle zpiisobu uvedeného v piikladu vyse, ale nahradi se 5—[5-fluor-2—oxo-1,2—di-
hydroindol{3Z)-ylidenmethyl}-2.4—dimethyl-1 H—pyrrol-3-karboxylova kyselina 5-[5—chlor-
2—oxo—1,2—dihydroindol—(3Z)-ylidenmethyl]-2,4—dimethyl-1 F/—pyrrol-3-karboxylovou Kyseli-
nou (127 mg), &imz se ziskd [2—(pyridin—1—yl)ethyl]amid 5—|5—chlor-2-oxo-1,2—dihydroindol—
(3Z)—ylidenmethyl]-2,4—dimethyl-! H—pyrrol-3-karboxylové kyseliny.

Ptiklad 192

[2-{pyridin—1-yl)ethyljamid 5-[5-brom—2—oxo—1,2—dihydroindol{3Z)-ylidenmethyl]-2,4-di-
methyl-1 H—pyrrol-3—karboxylové kyseliny

Postupuje se podle zpiisobu uvedeného v pfikladu 190 vyse, ale nahradi se 5—[5—fluor-2-oxo0—
1,2-dihydroindol—<3Z)-ylidenmethyl])-2,4—dimethyl-{ H—pyrrol-3—karboxylovd kyselina 5-[5-
brom—2—oxo—1,2~dihydroindol-{32)-ylidenmethyl]-2,4—dimethyl-1 H—pyrrol-3—karboxylovou
kyselinou (145 mg), &imZ se ziskd [2—(pyridin—l—yl)ethylJamid 5—[5-brom—2-oxo-1,2di-
hydroindol<32)-ylidenmethyl]-2,4—dimethyl- 1 H—pyrrol-3—karboxylové kyseliny.

Ptiklad 191

[2—(pyridin—1-y}ethyl]amid 5-[2—oxo—,2—dihydroindol~3Z)-ylidenmethyl]-2,4-dimethyl-
1 H—pyrrol-3—karboxylové kyseliny
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Postupuje se podle zpisobu uvedeného v piikladu 190 vy3e, ale nahradi se 5—[5—fluor-2—oxo—
1,2—dihydroindol—(3Z)-ylidenmcthyl}-2,4—dimethyl-1 H—pyrrol-3—karboxylové kyseliny 5 |2
oxo—1,2—dihydroindol-(3Z)-ylidenmethyl}-2,d—dimethyl- | H—pyrrol-3—karboxylovou kyselinou
(113 mg), ¢imz se ziska [2—(pyridin—1-yDethylJamid 5-[2-oxo-1,2—dihydroindol-(37)-yliden-
methyl]-2 4—dimethyl- 1 H-pyrrol-3-karboxylové kyseliny.

Ptiklad 203

[2—(pyridin—1—yDethyl]amid 5—[5-kyano—2—oxo—-1.2—dihydroindol~3Z}ylidenmethyl}-2,4-di-
methyl-1 H—pyrrol-3—karboxylové kyseliny

Postupuje se podle zpiisobu uvedeného v pfikladu 190 vyse, ale nahradi se 5—{5—fluor-2—oxo—
1,2—dihydroindol—{3 Z)}-ylidenmethyl]-2,4—dimethyl-1 H—pyrrol-3—karboxylova kyselina 5-[5-
kyano—2—oxo—1,2—dihydroindol{(3Z)-ylidenmethyl]-2,4-dimethy|-1 H--pyrrol-3—karboxylovou
kyselinou (123 mg), &¢imZ se ziskd [2—{(pyridin—I—yl)ethyl]amid 5—[5-kyano—2—oxo—1,2—di-
hydroindol3Z)ylidenmethyi}-2.4—dimethyl-1H—pyrroi-3-karboxylové kyseliny.

Piiklad 142, 186, 187, 188 a 204

Postupuje se podle zpiisobu uvedeného v piikladech 190, 189, 191, 192 a 203 vy3e, ale nahradi se
2—(2-aminoethyl)pyridin 1—(2—aminoethyl)pyrrolidinem zakoupenym u firmy Aldrich Chemical
Company, Inc., ¢imz se ziskaji pozadované sloueniny.

Piiklad 143 az 147

Postupuje se podle zplsobu uvedeného v prikladech 190, 189, 191, 192 a 203 vy3e, ale nahradi se
2—(2—aminoethylpyridin |—(2—aminoethyl}limidazolin—2—onem (pfipravenym zahfivanim di-
methylkarbonatu s bis(2-aminoethyl)aminem (2 ekvivalenty) v uzaviené batice pfi teploté 150 °C
po dobu 30 minut. Poté se postupuje podle zplisobu popsaného v patentu US &. 2 613 212 (1950)
udéleného Rohm & Haas Co. Surovy produkt se &isti na silikagelu ve smési chloroformu,
methanolu, vodného amoniaku (80:25:2) jako mobilni fazi, ¢imz se ziskaji pozadované slouceni-

ny.

Pfiklad 148 az 151 a 184

Postupuje se podle zpisobu uvedeného v piikladu 190, 189, 191, 192 a 203 vyse, ale nahradi se
2-(2-aminoethyl)pyridin ethylesterem 4—(2—aminoethyl)piperazin—!—octové kyseliny (pfiprave-
ny nasledujicim zplsobem: ethylester piperazin—!—octové kyseliny (11,22 g) se necha reagovat
s jodacetonitrilem (5,0 ml) v pfitomnosti uhli¢itanu draselného (6,9g) v ethylacetatu (260 ml) pfi
teploté 0 °C. Po pfidani jodacetonitrilu (45 min) se reakéni smés nasledné micha pfi pokojové
teploté po dobu |1 hodin. Reakéni smés se filtruje a filtraty se odpafuji. Zbytek se hydrogenuje
v pritomnosti boridu kobaltu (pfipraveného z CoCl, a tetrahydridoboritanu sodného) pii pokojové
teplote p¥i tlaku 50 psi (344,74 kPa) po dobu 2 dni v ethanolu. Filtraci, odpafovanim a chromato-
grafickou purifikaci ve smési chloroformu, methanolu a vodného amoniaku (80:25:2) jako mobil-
ni fazi se ziska pozadovany amin (3,306 g) ve formé svétle zlutého oleje), €imz se ziskaji pozado-
vané slouceniny.
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P¥iklad 152 a 153

Postupuje se podle zpisobu uvedeného v piikladu 190, 189, 191, 192 a 203 vyse, ale nahradi se
2—(2—aminoethyl)pyridin 2—[(2~aminoethylamino)]acetonitrilem (ptipravenym nasledujicim zpii-
sobem: roztok jodacetonitrilu (50 mmol) v ethylalkoholu (80 ml) se pfidiva do roztoku ethylen-
diaminu (150 ml) v ethylalkoholu (60 ml) pfi teploté¢ 0°C po dobu 30 minut. V michani se
pokracuje po dalsi 1 hodinu pfi teplot& 0 °C, pak pii pokojové teploté po dobu 14 hodin. Pfida se
55 mmol vhli¢itanu draselného, micha po dobu 30 minut. Smés se filtruje a filtrat se koncentruje
pti pokojové teploté. Zbytek se &isti na sloupei silikagelu ve smési chloroformu, methanolu
a vodného amoniaku (80:15:1,5), &imZ se ziskaji poZadované sloudeniny.

Priklad 154 az 158

Postupuje se podle zpisobu uvedeného v piikladech 190, 189, 191, 192 a 203 vyse, ale nahradi se
2—(2-aminoethylpyridin 1-3-aminopropyl)azepin—2—onem (pfipravenym podle zplisobu publi-
kovaného v Kraft A.: J. Chem. Soc. Perkin Trans, 1, 6, 1999, 705-14, kromé& hydrolyzy pomoci
DBU, ktera se provadi pfi teploté 145 °C v pfitomnosti &istého hydroxidu lithného (1 hodina,
5 ml | ,8-diazabicyklo{5.4.0]Jundec—7—enu — DBU, 2 ml vody, 420 mg hydratu hydroxidu lithné-
ho).

Purifikaci surového produktu na sloupci silikagelu ve smési chloroformu, methanolu, vodného
amoniaku (80:40:4) jako mobilni fazi se ziska 1-(3—aminopropyl)azepin—2—on (4,973 g, 87%
vytézek)), ¢imz se ziskaji pozadované sloudeniny.

Priklady 133 az 135, 159a 200

Postupuje se podle zplisobu uvedeného v piikladu 190, 189, 191, 192 a 203 vy3e, ale nahradi se
2—(2-aminoethyl)pyridin A—acetylethylendiaminem, (pEipravenym zahiivanim smési ethylacetatu
s ethylendiaminem (1,5 ekviv.) pfi teploté 160 °C po dobu 1 hodiny v uzaviené bafice a vakuo-
vou destilaci. Produkt se ziska v 56% vyt&zku. N—acetylethylendiamin je také dostupny u firmy
Aldrich), ¢imz se ziskaji pozadované sloudeniny.

Priklady 146 az 140

Postupuje se podle zplisobu uvedeného v piikladu 190, 189, 191, 192 a 203 vy3e, ale nahradi se
2-(2-aminoethyl)pyridin 1—-3—aminopropyl)tetrahydropyrimidin-2-onem (pfipraveny stejnym
zplsobem jako |-(3-aminopropyl)azepin—2—on podle zplisobu publikovaného v Kraft A.:
J. Chem. Soc. Perkin Trans, 1, 6, 1999, 705-14. 1,3.4,6,7,8—hexahydro-2H-pyrimido[1,2—a]-
pyrimidin (4,939 g), hydrat hydroxidu lithného (918 mg) a 2 ml vody se zah¥ivaji bez rozpousts-
dla v uzaviené nadobé pfi teploté 145 °C po dobu 1 hodiny. Surovy produkt se &isti na sloupci
silikagelu ve smési chloroformu, methanolu a vodného amoniaku (80:40:44) jako mobilni fazi,
¢imz se ziska ¢isty amin (5,265 g, 94% vytézek).

Ptiklady 141, 160 az 162 a 185

Postupuje se podle zpusobu uvedeného v pfikladech 190, 189, 191, 192 a 203 vy3e, ale nahradi se
2—(2—aminoethyl)pyridin 1-2—aminoethyl)piperazin-2—onem (ptipravenym nasledujicim zpiso-
bem: Cisty ferc—-butyldifenylsilylchiorid (25 ml, 97,7 mmol) se ptidava po kapkach do roztoku
DBU (19,5 ml, 130 mmol) a bis(2-aminoethyl)aminu (4,32 ml, 40 mmol) v bezvodém dimethyl-
acetamidu (80 ml) pfi pokojové teploté po ochlazeni ve vodni lazni v prib&hu 5 minut. Po ochla-
zeni na pokojovou teplotu se prida ethylester bromoctové kyseliny (6,70 ml, 60 mmot). Reak&ni
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smés se micha po dobu 25 minut, pak se odpafuje za vysokého vakua a zbytek se rozpusti
v methanolu (200 ml). Ptida se KHCO; (10 g) a KF (12 g, 200 mmol) a smés se micha pti teploté
60 °C po dobu 5 hodin. Piida se 10 g Na,CO; a smés se micha po dobu 10 minut, ochladi a filt-
ruje, filtrity se odparuji. Zbytek se extrahuje hexany (2 x 250 ml), latky nerozpustné v hexanech
se rozpusti v ethanolu (60 ml), filtruji a odpafuji. Zbytek se &isti na sloupci silikagelu ve smési
chloroformu, methanolu a vodného amoniaku (80:40:4) jako mobilni fazi, &imZ se ziska disty
amin (4,245 g, 74% vytérek), &imz se ziskaji pozadované sloudeniny.

Piklady 163 az 167

Postupuje se podle zpisobu uvedeného v piikladech 190, 189, 191, 192 a 203 vy3e, ale nahradi se
2—(2—aminoethyl)pyridin 3—[(21-aminoethyi)amino]propionitrilem (pfipravenym z ethylendi-
aminu (150 mmol) a akrylonitrilu (50 mmol) v THF pfi pokojové teplot& podle zpisobu publiko-
vaného v Israel, M. et al: J Med Chem. 7, 1964, 710-16, &imz se ziska poZadovany amin
(4,294 g)), &imz se ziskaji pozadované slouteniny.

Piiklad 168

[2—(4—methylpiperazin—1-yl)ethyilamid 5—5-fluor—2—oxo-1,2—dihydroindol-3—ylidenmethyl)-
2,4—dimethyl—| H—pyrrol-3—karboxylové kyseliny

Do michané zluté kalné smési 5—[5—fluor—2—oxo-1,2—dihydroindol«(3Z)-ylidenmethyl]-2,4—di-
methyl-1H-pyrrol-3—karboxylové kyseliny (90 mg), DMF (0,8 ml) a triethylaminu (TEA:
0,084 ml) v 20ml banice se pfida benzotriazol-1—yloxytris(dimethylamino)fosfonium hexafluor-
fosfat — BOP &inidlo (199 mg). Smés se v pribéhu 5 minut vycefi, do ¢iré smési se prida 24—
methylpiperazin—1~yl)ethylamin! (51 mg) a vysledny roztok se micha pii pokojové teploté pics
noc. Zluté produkty v pevné formé z reakéniho systému vyprecipituji. Podle TLC (10% methanol
v methylenchloridu) by se ve¥kera vychozi latka méla konvertovat na produkt. Pevny podil izolo-
vany vakuovou filtraci se jednou promyje ethanolem (! ml), pevny podil se sonikuje v diethyl-
etheru (2 ml) po dobu 20 minut a spoji vakuovou filtraci. Po suseni za vakua se ziska (4—methyl-
piperazin—1-ylethyl)amid 5—{5—fluor-2—oxo—1,2—dihydroindol-3—ylidenmethyl)-2,4-dimethyl—
1 H-pyrrol-3—karboxylové kyseliny (79 mg, 62% vytézek).

"H NMR (DMSO dg) § 2,13 (s, 3H, CHy), 2,40, 2,42 (2 x 5, 6H, 2 x CHy), 2,41 (m, 2H, CHy),
2,47 (m, 8H, 4xCH,), 3,30 (m, 2H, CH,), 6,82 (dd, J = 4,5, 8,7 Hz, 1H), 6,91 (1d, 2] = 24,
3) = 8,8 Hz, 1H), 7,43 (t, J = 5.6 Hz, 1H), 7,70 (s, 1H), 7.75 (dd, J = 2,8, 9,6 Hz, 1H) (aromaticky
a vinyl), 10,88 (s, 1H, CONH), 13,67 (s, 1H, NH).

LC-MS (m/z 424,4 (M-1).

Ptiklad 169

(4—methylpiperazin—1-yl)ethylJamid 5—(5-chlor—2-oxo—1 ,2-dihydroindol-3—ylidenmethyl}-
2.4-dimethyl-1 H-pyrrol-3—karboxylové kyseliny

Postupuje se podle zplisobu uvedeného v piikladu 168 vySe, ale nahradi se 5—[5—fluor—2—oxo0—
1,2—dihydroindo!—(3Z)4yIidenmethyl]~2,4—dimethy]—lH—pyrrol—3—karboxylové kyselina 5-[5-
chlor—2—oxo—1,2—dihydroindol—3Z)—ylidenmethyl]-2,4—-dimethyl-1 f/{-pyrrol-3-karboxylovou
kyselinou (95 mg, 0,3 mmol), &imZ se ziska (4-methylpiperazin—|-ylethyl)amid 5—(5—chlor-2-
oxo—1 ,2—dihydroindol—3~ylidenmethyI%2,4—dimethyl—lH—pyrro]—B*karboxylové kyseliny

(76 mg, 58% vytezek).
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'H NMR (DMSO-dg) 8 2,13 (s, 3H, CH;), 2,41, 2,42 (2 x 5, 6H, 2 x CH3), 2,42 (m, 2H, CH,),
2,48 (m, 8H, 4xCH>), 3,30 (m, 2H, CHy,), 6,84 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,11 (dd, J = 2,0, 8,0 Hz, 1H),
7.44 (t, J = 5,6 Hz, 1H), 7,76 (s, 1H), 7,97 (d, ] = 2,0 Hz, 1H) (aromatické a vinyl), 10,98 (s, 1H,
CONH), 13,62 (s, 1H, NH).

LC-MS (m/z) 440,2 (M-1).

Ptiklad 170

(4-methylpiperazin—1—yl)ethyljamid 5—5—brom—2—oxo-1,2-dihydroindol-3-ylidenmethyl)-
2,4—dimethyl-1 H—pyrrol-3—karboxylové kyseliny

Postupuje se podle zplisobu uvedeného v pfikladu 168 vySe, ale nahradi se 5—(5—chlor—2—oxo—
1,2—dihydroindol+(3Z)-ylidenmethyl]-2 4—dimethyl-1 H—pyrrol-3-karboxylova kyselina 55—
brom—2—oxo-1,2—dihydroindol-3—ylidenmethyl]-2,4—dimethyl-1 H—pyrrol-3—karboxylovou
kyselinou, ¢imzZ se ziska (4-methylpiperazin—l-ylethyl)amid 5—5-brom—2-oxo-1,2-dihydro-
indol-3—ylidenmethy|)-2,4—dimethyl-1 H—pyrrol-3—karboxylové kyseliny (39 mg, 54%) z SU01-
1670 (54 mg, 0,15 mmol).

'"H NMR (DMSO—dg) 3 2,14 (s, 3H, CH3), 2,41, 2,42 (2 x s, 6H, 2 x CH3), 2,42 (m, 2H, CH,),
2,48 (m, 8H, 4 x CHy), 3,31 (m, 2H, CH,), 6,80 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,23 (dd, J = 2,0, 8,0 Hz,
IH), 7,44 (1, J = 5,6 Hz, 1H), 7,76 (s, 1H), 8,09 (d, ] = 2,0 Hz, 1H) (aromaticky a vinyl), 10,99
(s, |H, CONH), 13,61 (s, 1H, NH).

LC-MS (m/z) 486,6 (M).

Piiklad 172

(4—methylpiperazin—I-yDethyljamid 5-(2-o0xo—1,2—dihydroindol-3-ylidenmethyl)}-2 4-di-
methyl-1H-pyrrol-3—karboxyloveé kyseliny

Postupuje se podle zpisobu uvedeného v piikladu 168 vyse, ale nahradi se 5—(5—fluor-2-oxo-
1,2—dihydroindol-3-ylidenmethyl)-2,4—dimethyl-1 F/—pyrrol-3—karboxylova kyselina SU0G14900
5—+2—oxo—1,2—dihydroindol-3-ylidenmethyl}-2,4-dimethyl-1 H—pyrrol-3—karboxylovou kyseli-
nou, ¢imz se ziskd (4—methylpiperazin—I—ylethylyamid 5—(2—oxo—1,2—dihydroindol-3—yliden-
methyl)-2,4—dimethyl-1H-pyrrol-3—karboxylové kyseliny SU0146903 (136 mg, 84 %) z SUO01-
2120 (112,8 mg, 0,4 mmol).

'H NMR (DMSO—d,) 5 2,13 (s, 3H, CH3), 2,39, 2,42 (2 x s, 6H, 2 x CH3), 2,42 (m, 2H, CH,),
2,48 (m, 8H, 4xCH,), 3,30 (t, 2H, CHj), 6,86 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 6,96 (t, ] = 7,4 Hz, 1H), 7,10
(t,J = 7,8 Hz, 1H), 7,41 (t, J=5,4 Hz, 1H)} 7,62 (s, 1H), 7,76 (d, J = 7,6 Hz, 1H) (aromatické
a vinyl), 10,88 (s, IH, CONH), 13,61 (s, 1H, NH).

LC-MS (m/z) 406,6 (M—1).

Pfiklad 171

[2—(3,5—dimethylpiperazin-1-yl)ethyl]amid 5-[2—ox0-1,2-dihydroindol«(3Z}-ylidenmethyl]-
2,4-dimethyl—1 H—pyrrol-3—karboxylové kyseliny

Do michané zluté kalné smési 5-[2—oxo—1,2—dihydroindol-(3Z)-ylidenmethyl]-2,4-dimethyl-
| H-pyrrol-3—karboxylové kyseliny (112,8 mg, 0,4 mmol), DMF (0,5ml) a triethylaminu
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(0,111 ml) v 20 ml reakéni baiice se pfida BOP &inidlo (265 mg). Smés se po 5 minutdch vycefi.
Do &iré smési se prida 2—(2,6—dimethylpiperazin—I—yl)ethylamin (68,6 mg) (viz Tapia, L. Alon-
so—Cires, P. Lopez-Tudanca, R., Mosquera, L. Labeaga, A., Innrarity, A. Orjals, J. Med. Chem..
1999, 42, 2870-2880) a vysledny roztok se michd pfi pokojové teploté pfes noc. Podle TLC
(10% methanol v methylenchloridu) by méla veikera vychozi latka zreagovat na produkt. Reaké-
ni smés se zahuituje do sucha a &isti zrychlenou chromatografii (CH,Cly/CH;OH=20/1-15/1),
poté rekrystalizuje, &imz se ziskd [2—~(3,5-dimethylpiperazin—1-yDhethyl)amid 5-[2—oxo—1.2-
dihydroindol—(3Z)-ylidenmethyl]-2,4-dimethyl-1 H—pyrrol-3—karboxylové kyseliny (83 mg,
50% vytézek).

'"H NMR (DMSO—dg) & 1,15, 1,16 (2 x 5, 6H, 2 x CH3), 1,95 (t, J = 11,6 Hz, 2H, CHy), 2,41, 2.47
(2 x s, 6H, 2 x CH,), 2,50 (m, 2H, CHy), 3,03 (d, J = 10 Hz, 2H), 3,19 (m, 2H), 3,30 (m, 2H,
CH,), 6,86 (d, J = 8,0Hz, 1H), 697 (t, J= 72 Hz, 1H), 7,11 (t, ] = 7.8 Hz, 1H), 7.48
(t 1 = 56Hz 1H), 7,61 (s, 1H), 7.75 (d, ] = 7,6 Hz, 1H) (aromatické a viny!), 10.88 (s. IH,
CONH), 13,62 (s, 1H, NH).

LC-MS (m/z) 422,2 (M).

Ptiklad 173

[2—(3,5—dimethylpiperazin—1—yl)ethyl]lamid 5—[5-fluor-2—oxo—1,2—dihydroindol~«(3Z)-yliden-
methyl}-2,4-dimethyl-1 H—pyrrol-3—karboxylové kyseliny

Postupuje se podle zptisobu uvedeného v piikladu 168 vyse, ¢imz se ziska pozadovana slouceni-
na (60 mg, 0,2 mmol).

'"H NMR (DMSO—de) 8 0.891, 0,907 (2 x s, 6H, 2 x CHa), 1,49 (1, J = 10,4 Hz, 2H), 2,40, 2.42
(2x s, 6H, 2 x CHs), 2,41 (m, 2H, CHa), 2,74 (m, 4H), 3,30 (m, 2H), 6,82 (dd, ] = 4.5, 8,7 Hz,
1H), 6,90 (1d, 2J = 2,4, 3 J = 8,4 Hz, 1H), 7,42 (1, J = 5,6 Hz, 1H), 7,70 (s, 1), 7.74 (dd, J = 4.6,
8.4 Hz, 1H) (aromatické a viny!), 10,88 (s, 1H, CONH), 13,65 (s, H, NH).

LC-MS (m/z) 438,4 (M—1).

Ptiklad 174

[2—3,5—dimethylpiperazin—1-yl)ethy!lamid 5—[5—chlor-2—oxo—1,2-dihydroindol{3Z)-yliden-
methyl]-2,4—dimethyl-1 H—pyrrol-3—karboxylov¢ kyseliny

Postupuje se podle zplisobu uvedeného v piikladu 171 vyse, ¢im2 se ziska pozadovana slouce-
nina (31,2 mg, 34 %) z 5-[S—chlor-2—oxo-1,2—dihydroindol—(3Z)-ylidenmethy1]-2,4-dimethyl-
1 H-pyrrol--3—karboxylové kyseliny (63 mg, 0,2 mmol).

'H NMR (DMSO—d) & 1,15, 1,16 (2 x 5, 6H, 2 x CH3), 1,95 (. J = 11,6 Hz, 2H, CH,), 2,40, 2,42
(2 x s, 6H, 2 x CH3), 2,50 (m, 2H, CH,), 3,03 (d, J = 11,2 Hz. 2H), 3,19 (m, 2H), 3,30 (m, 2H,
CH,), 6,85 (d, =84 Hz, 1H), 7,11 (dd, J = 2,0, 8,0 Hz, 1H), 7,52 (t, I = 5.6 Hz, 1H), 7.76
(s, TH), 7,97 (d, J = 2,0 Hz, 1H) (aromatické a vinyl), 10,99 (s, |H, CONH), 13,63 (s, 1H, NH).

LC-MS (m/z) 456,2 (M+1).
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Priklad 175

[23,5-dimethylpiperazin—1—yl)ethyl]Jamid 5-[5-brom—2-oxo-1,2—dihydroindol-{32)-yliden-
methyl]-2,4-dimethyl-1 H—pyrrol-3—karboxylové kyseliny

Postupuje se podle zpiisobu uvedeného v pfikladu 171 vy3e, &imz se ziskd pozadovana
slou¢enina (40 mg, 40%) z 5—[5~brom—2—oxo—1,2—dihydroindol-(3Z)-ylidenmethyl]-2,4-di-
methy!l- 1 H-pyrrol-3—karboxylové kyseliny (74 mg, 0,2 mmol).

"H NMR (DMSO—dg) & 1,15, 1,16 (2 x s, 6H, 2 x CH3), 1,95 (t, J = 11,6 Hz, 2H, CH>), 2,40, 2,42
(2 x s, 6H, 2 x CH3), 2,50 (m, 2H, CHy), 3,03 (d, J= 10,4 Hz, 2H), 3,19 (m, 2H), 3,30 (m, 2H,
CH,), 6,81 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7,24 (dd, J = 2,0, 8,4 Hz, 1H), 7,51 {t, J= 5,6 Hz, 1H), 7,76
(s, 1H), 8,10 (d, J = 2,0 Hz, 1H) (aromaticke a vinyl}, 10,99 (s, 1H, CONH), 13,62 (s, 1H, NH).

LC-MS (m/z) 498.4 (M+1),

Biologické priklady

Nasledujici testy byly pouZiviny k nalezeni takovych sloutenin, které maji optimalni stupeni
pozadované aktivity.

Postupy testil

Nasledujici testy mohou byt pouzivany ke stanoveni miry aktivity a G¢inku raznych slou€enin
podle predlozeného vynaiezu na jednu nebo vice PK. Obdobné testy mohou byt navreny spo-
lecné podie stejnych zasad pro kterékoliv PK pomoci standardnich a znamych technik.

Nékolik testii popsanych v piedlozeném vynalezu je provadéno technikou ELISA (Enzyme—
Linked Immunosorbent Sandwich Assay) (Voller, et al., 1980, ,,Enzyme—Linked Immunosorbent
Assay*, Manual of Clinical Immunology, 2d ed., Rose and Friedman, Am. Soc. Of Microbiology,
Washington, D.C., 359-371). Obecny postup je nasledujici: slougenina je zavedena do bunek
exprimujicich testovanou kinazu, bud’ pfirodni nebo rekombinantni, po vybrany Zasovy interval,
po kterém, pokud testovana kinaza je receptor, je pfiddn ligand aktivujici receptor. Butiky se
lyzuji a lyzat se pfevede do jamek destidky pro ELISA techniku pfedem potazenych specifickou
protilitkou rozpoznavajici substrat enzymatické fosforylagni reakce. Nesubstratoveé komponenty
bun&éného lyzatu se odmyji a mira fosforylace substritu se deteguje protilatkou specificky roz-
poznavajici fosfotyrosin v porovnani s bufikami, které nepfisly v kontakt s testovanou sloudeni-
nou.

Tyto vyhodné postupy provadéni ELISA experimentii pro specifické PK jsou uvedeny niZe.
Nicméné uprava téchto postupil uréenych pro stanoveni aktivity slougenin proti dal3im RTK,
jakoz i pro CTK a STK, je odborné vefejnosti ziejma. Dalii testy popsané v piedloZeném vynale-
zu méfi mnoZstvi DNA vytvofené v raimci odpovédi na aktivaci testované kinazy, jenZ je obec-
nym méFitkem proliferativni odpovédi. Obecny zpiisob tohoto testu je nasledujici: sloudenina je
zavedena do bundk exprimujicich testovanou kinazu, bud’ pFirodni, nebo rekombinantni, po
vybrany asovy interval, po kterém, pokud testovana kinaza je receptor, je pfidan ligand aktivu-
jici receptor. Po inkubaci (alespofi pfes noc) se prida ¢inidlo znaCici DNA, napf. 5-romdeoxy-
uridin (BrdU) nebo H'--thymidin. MnoZstvi znadené DNA se deteguje bud’ anti-BrdU protilatkou
nebo méfenim radioaktivity a je srovnavano s kontrolnimi bufikami, které nepfisly v kontakt
s testovanou slouéeninou.

- 108 -




20

25

30

35

40

45

CZ 303705 B6

GST-FLK-1 biologicky test

Tento test analyzuje aktivitu tyrosinkinazy GST-FIk1 na poly(glu, tyr) peptidech. Materidly
a ¢inidla:

1. Corning desticky ELISA o 96 jamkach (Corning Catalog No. 5805-96).
2. poly(glu, tyr) 4:1, lyofilizat (Sigma Catalog # P0275).

3. Priprava desticek k testu potaZenych poly(glu, tyr) (pEY): potazeni 2 pg/jamka latkou
poly(glu, tyr) (pEY) v 100 ul PBS, skladovani pfi pokojové teploté po dobu 2 hodin
nebo pti teploté 4 °C pfes noc. Pikryti desti¢ek kviili odpafovani.

4. PBS pufr: pro | 1, smichani 0,2 g KH,PO4, 1,15 g Na,HPO,, 0,2 g KCl a 8 g NaCl
a pfiblizng& 900 ml dH,O. Po rozpusténi veskerych ¢inidel se pH upravi na 7,2 pomoci
HCI. Upraveni objemu na celkovy 1 | pomoci dH,0.

5. PBST pufr: na 1 1 PBS pufru se pfida 1,0 ml Tween—20.

6. TBB-Blokujici pufr: pro 1 I, smichani 1,21 g TRIS (pufru na bazi tris(hydroxymethyl)-
aminomethanu), 8,77 g NaCl, 1 ml TWEEN-20 v pfiblizné¢ 900 ml dH,0, pH se upravi
na 7,2 pomoci HCI, pfidani 10 g BSA, michani k dplnému rozpusténi, objem se doplni
na celkovy 1 1 pomoci dH,O, filtrovani k odstranéni pevnych Castic.

7. 1% BSA v PBS: k vytvofeni 1 x pracovniho roztoku se pfid4d 10 g BSA do pfiblizné
990 ml PBS pufru, michani k OpInému rozpuiténi, objem se doplni na celkovy 1 |
pomoci PBS pufru, filtrovéni k odstranéni pevnych ¢astic.

8. 50mM Hepes pH 7.5,

9. GST-Flkled purifikovany od transformace sf9 rekombinantniho baculoviru (SUGEN,
Ing)).

10. 4% DMSO v dH;0.
I1. 10mM ATP v dH,0.
12. 40mM MnCl,.

3. Kindzovy fedici pufr (KDB): smichani 10 ml Hepes (pH 7,5), 1 ml 5M NaCl, 40 pnl
100mM orthovanadi¢nanu sodného a 0.4 ml 5% BSA v dH,O s 88,56 ml dH;0.

14. polypropylenové destitky NUNC o 96 jamkach sdnem do V, Applied Scientific
Catalog # AS-72092.

15. EDTA: pridani 14,12 g ethylendiamintetraoctové kyseliny (EDTA) do ptiblizné 70 ml
dH,O, ptidani 10N NaOH, dokud se EDTA nerozpusti, upraveni pH na 8,0, upraveni na
celkovy objem 100 ml pomoci dH,O.

16. 1° protilatkovy fedici pufr: smichani 10 ml 5% BAS v PBS pufru s 89,5 ml TBST.

17.  Anti—fosfotyrosinovd monoklonalni protilitka konjugovana s peroxidizou z kfenu sels-
kého (PY99 HRP, Santa Cruz Biotech).

18. 2,2'-Azonobis(3—ethylbenzthiazolin—6-sulfonové kyselina) (ABTS, Moss, Cat. No.
ABST).

19. 10% SDS.

1. Coming desticky ELISA o 96 jamkach potaZené 2 pg polyEY peptidu ve sterilnim PBS
podle kroku 3 z oddilu materidly a &inidla.
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2. odstranéni nenavézané tekutiny z jamek invertujici destitkou. Promyti TBST (1 x).
Protfepani desticky na papirové pasce k odstrangni pfebytku tekutiny.

3. Do kazdé jamky se pfida 100 pl 1% BSA v PBS, inkubace za tfepani po dobu 1 hodiny
pii pokojové teploté.

4. Opakovani kroku 2.

Prosyceni jamek 50mM HEPES (pufru na bazi 4~2-hydroxyethyl)-1—piperazinethan-
sulfonové kyseliny; pH 7,5) (150 pl/jamka).

6. Zted®ni testované sloudeniny pomoci dH,0/4% DMSO na &tyf nasobnou poZadovanou
finalni testovaci koncentraci v polypropylenovych desti¢kach o 96 jamkach.

7. Pfidani 25 pl zfedéni testované slouéeniny do ELISA destitky v kentrolnim jamkach,
zavedeni 25 pl dH,0/4% DMSO.

8. Piidani 25 pl 40mM MnCl; s 4x ATP (2uM) do kazdé jamky.

9. Pridéni 25 ul 0,5M EDZA do negativnich kontrolnich jamek.

10. Ziedéni GST-FIkl na 0,005 pg (5 ng)/jamek pomoci KDB.

11. Pidani 50 pl ziedéného enzymu do kazdé jamky.

12. Inkubace za tfepani po dobu 15 minut pfi pokojové teploté.

13. Zastaveni reakce pfidanim 50 pl 250mM EDTA (pH 8,0).

14. Promyti 3 x TBST a protfepani desticky na papirové pasce k odstranéni tekutiny.

15. Pfidéni 100 pl anti—fosfotyrosinového HRP konjugatu na jamku, 1:5000 zfedéni
v protilatkovém fedicim pufru. Inkubace za tfepéni po dobu 90 minut pii pokojove
teploté.

16. Promyvani podle kroku 14.

17. PFidani 100 ul ABTS roztok o pokojové teploté do kazdé jamky.

18. Inkubace za tfepani po dobu 10 az 15 minut. Odstranéni jakychkoliv bublinek.

19. Zastaveni reakce piidanim 20 pl 10% dodecylsulfatu sodného (SDS) do kazdé jamky.

20. M&feni na pfistroji Dynatech MR7000 ELISA s testovacim filtrem pfi 410 nM a refe-
renénim filtrem pfi 630 nM.

PYK2 biologicke testy

Tento test se pouziva k méfeni in vitro aktivity kinazy HA epitopem znatené pyk2 o piné délce
(FL.pyk2—HA) pii testu ELISA technikou.

Materialy a inidla:

1.
2.

3.

Corning Elisa desti¢ky o 96 jamkach.
12CAS monoklonalni anti—-HA protilatka (SUGEN, Inc.)

PBS (fosfitem pufrovany fyziologicky roztok Dulbecco (Gibco Catalog # 450-
1300EB))

TBST puft: pro | 1, smichani 8,766 g NaCl, 6,057 g TRIS a 1 mi 0,1% Triton X-100
v priblizné 900 ml dH20. Upraveni pH na 7,2 a doplnéni objemuna 1 1.

Blokujici pufe: pro 1 1, smichani 100 g 10% BSA, 12,1 g 100mM TRIS, 58,44 g IM
NaCl a 10 ml 1% TWEEN-20.
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FL.pyk2-HA z sf9 bunééného lyzatu (SUGEN, Inc.).
4% DMSO v MilliQue H,O.

10mM ATP v dH,0.

1M MnCl,.

1M MgCl,.

IM Dithiothreito! (DTT).

10X fosforylace kinazového pufru: smichani 5,0 ml 1M Hepes (pH 7,5), 0,2 ml 1M
MnCl,, 1,0 ml IM MgCl,, 1,0ml 10% Triton X-100 v 2,8 ml dH,O. Té&sné pred
pouzitim p¥idani 0,1 ml IM DTT.

NUNC propylenové desticky o 96 jamkach s V dnem.
500mM EDTA v dH,0.

Protilatkovy fedici pufr: pro 100 ml, 1 ml 5% BSA/PBS a 1 ml 10% Tween-20 v 88 ml
TBS.

HRP-konjugovana anti—Ptyr P99), Santa Cruz Biotech Cat. No. SC-7020.
ABTS, Moss, Cat. No. ABST--2000.
10% SDS.

Corning ELISA desti¢ky o 96 jamkdch potazené 0,5 pg na jamku 12CAS protilatkou
anti-HA v 100 pl PBS. Skladovani pies noc pfi teploté 4 °C.

Odstranéni nenavazané HA protilatky z jamek invertujici desti¢kou. Promyti desti¢ek
dH,O. Protfepani desticky na papirové pasce k odstranéni pfebytku tekutiny.

Ptidani 150 pl blokujiciho pufru do kazdé jamky. Inkubace za tfepani po dobu 30 minut
pfi pokojové teploté.

Promyti desti¢ek 4x TBS-T.
Ztedéni lyzatu v PBS (1,5 ug lyzat/100 ul PBS).

Pfidani 100 pl zfedéného lyzitu do kazdé jamky. Protéepavani pfi pokojové teploté po
dobu 1 hodiny.

Promyti podle kroku 4.

Pfidani 50 pl 2 X kinazového pufru do ELISA desticky obsahujici zachycenou
pyk2—HA.

Piidani 25 pl 400uM testované sloueniny v 4% DMSO do kazdé jamky. Pro kontrolni
jamky pouZziti samotného 4% DMSO.

Ptidani 25 pl 0,5M EDTA do negativnich kontrolnich jamek.

Ptidani 25 pl 20uM ATP do viech jamek. Inkubace za tiepani po dobu 10 minut.
Zastaveni reakce pfidanim 25 pl 500mM EDTA (pH 8,0} do vSech jamek.
Promyti podle kroku 4.

Pfridani 100 pl HRP konjugované anti—Pyr zfedéné | : 6000 v protilatkovém fedicim
pufru do kaZdé jamky. Inkubace za tfepani po dobu 1 hodiny pfi pokojové teploté.

. Promyti desti¢ek 3 x s TBST a | x s PBS.
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Piidani 100 pl ABST roztoku do kazdé jamky.
Pokud je tieba zastaveni reakce pfidanim 20 ul 10% SDS do kazdé jamky.

M&feni na pfistroji Dynatech MR7000 ELISA s testovacim filtrem p¥i 410 nM a refe-
renénim filtrem p#i 630 nM.

FGFR1 biologické testy

Tento test je pouzivan k m&feni in vitro kindzové aktivity FGF1-R pii ELISA testu.

Materidly a €inidla:

1.

U T

e

Postup:

Elisa desticky Costar o 96 jamkach (Corning Catalog # 3369).
Poly(Glu-Tyr) (Sigma Catalog # P0275).

PBS (Gibko Catalog # 450—-1300EB)

50mM Hepes pufrovaci roztok.

Blokujici pufr (5% BSA/PBS).

Purifikovana GST-FGFR1 (SUGEN, Inc.)

Kinazovy tedici pufr. Smichani 500 pl 1M Hepes (GIBCO), 20 ul 5% BSA/PBS, 10 pl
100mM orthovanadi¢nanu sodného a 50 pl 5M NaCl.

10mM ATP.
ATP/MnCl; fosforylaéni smés: smichani 20 pl ATP, 400 ul 1M MnCl; a 9,56 ml dH,0O.

NUNC polypropylenové destitky o 96 jamkich sdnem do V {Applied Scientific
Catalog # AS-72092).

. 0,SMEDTA.

0,05% TBST. Pfidani 500 ul TWEEN do 1 litru TBS.

. Krali¢i polyklonalni anti—fosfotyrosinové sérum (SUGEN, Inc.).
. Kozi proti-krali¢i IgG peroxiddzovy konjugat (Biosource, Catalog # ALI0404).
. ABTS roztok.

ABTS/H,0, roztok.

ELISA destitky Costar o 96 jamkach potazené poly(Glu, Tyr) v 100 pl PBS v mnoZstvi
1 ug na jamku. Skladovani pres noc pti teploté 4 °C.

Promyti potazenych desti¢ek PBS (1x).

Pridani 150 pul 5% BSA/PBS blokujiciho pufru do kazdé jamky. Inkubace za tfepani po
dobu 1 hodiny pii pokojoveé teploté.

Promyti destidek 2 x s PBS, pak s 50mM Hepes (1 x). Protfepani desticek na papirové
pasce k odstranéni prebytku tekutiny a bublinek.

Pidani 25 pul 0,4mM testované slouceniny v 4% DMSO nebo samotného 4% DMSO
(kontrolni) do desti¢ek.

Ziedéni purifikované GST-FGFR1 v kinazovém fedicim pufru (5 ng kinaza/50 ul
KDB/jamka).
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7. Pridani 50 pl zfedéné kinazy do kazdé jamky.

8. Nastartovani kindzové reakce pfidanim 25 pl/jamka &erstvé pfipraveného ATP/Mn’’
(0,4 ml IM MnCly, 40 ul 10mM ATP, 9,56 ml dH,0), Cerstvé piipraveny).

9. Toto je rychld kindzova reakce a musi byt zastavena pomoci 25 ul 0,5M EDTA
zpusobem, ktery je podobny pfidani ATP.

10. Promyti desticek 4x Serstvym TBST.

11. Vytvofeni protilatkového fediciho pufru: na 50 ml: smichani 5 ml 5% BSA, 250 pl 5%
mléka a 50 pl 100mM vanadi¢nanu sodného, doplnéni na koneény objem pomoci
0,05% TBST.

12. Ptidani 100 pl na jamku anti—fosfotyrosin (1 : 10000 zfedéni v ADB). Inkubace za tie-
pani po dobu 1 hodiny pfFi pokojové teploté,

13. Promyti podle kroku 10.

14. Ptidani Biosource koziho proti—kraliciho IgG peroxidazového konjugatu (1:6000 zieds-
ni v ADB) 100 pl na jamku. Inkubace za tfepani po dobu | hodiny pfi pokojové teploté.

15. Promyti podle kroku 10 a pak s PBS k odstranéni bublinek a pfebytku TWEEN,

16. Ptidani 100 pl ABTS/H;O; roztoku do kaZdé jamky.

17. Inkubace za tfepani po dobu 10 aZ 20 minut,

Odstranéni jakychkoliv bublinek,

18. Meéfeni na pfistroji Dynatech MR7000 pro techniku elisa: testovaci filter pii 410 nM,

referenéni filtr pti 630 nM.
EGFR biologické testy

Tento test je pouzivan k méfeni in vitro kinazové aktivity FGF |-R pfi ELISA testu.

Materialy a ¢inidla:

1.

EJ'I-hbJM

ELISA desticky Corning o 96 jamkach.

SUMOI monoklonalni protilatka proti—-EGFR (SUGEN, Inc.).
PBS.

TBST pufr.

Blokujici pufr: pro 100 ml, smichani 5,0 g Carnation Instant Non—fat Milk* 100 ml
PBS.

A431 buné&ény lyzat (SUGEN, Inc.).
TBS pufr:

TBS + 10% DMSO: pro 11, smichani 1,514 g TRIS, 2,192 g NaCl a 25 ml DMSQO;
doplnéni na 1 litr celkového objemu pomoci dH,0.

ATP (Adenosin—5'trifosfat, z koiiského svalu, Sigma Cat. No. A—5394), 1,0mM roztok
v dH,0. Toto &inidlo by mélo byt pripraveno tésné pfed pouzitim a skladovani v ledu.

1,0mM MnCl,.

. ATP/MnCl; fosforylaéni smés: k vytvofeni 10 ml, smichani 300 pl 1mM ATP, 500 pl

MnCl; a 9,2 ml dH,O. Pfipraveni tésné pied pouZ?itim a skladovani v ledu.

. polypropylenové desticky NUNC o 96 jamkach s dnem do V.
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EDTA.

Krali¢i polyklonalni anti—fosfotyrosinové sérum (SUGEN, Inc.).

Kozi proti—kraligi IgG peroxidazovy konjugét (Biosource Cat. No. AL10404).
ABTS.

30% peroxid vodiku.

ABTS/H;0..

0,2M HCL.

ELISA destitky Corning o 96 jamk4ch potazené 0,5 ug SUMOI1 v 100 pl PBS na jam-
ku. Skladovani pfes noc pii teploté 4 °C.

Odstran&ni nenavazané SUMO1 z jamek invertujici destitkou kviili eliminaci tekutiny.
Promyti 1 x dH,0. Protfepani destitky na papirové rousce k odstranéni piebytku tekuti-

ny.

Pfidani 150 pl blokujiciho pufru do kazdé jamky. Inkubace za tfepani po dobu 30 minut
pii pokojové teploté.

Promyti destidek 3 x deionizovanou vodou, pak 1 x TBST. Protiepani desticky na
papirové rousce k odstranéni pfebytku tekutiny a bublinek.

Ziedéni lyzatu v PBS (7 pg lyzat/100 ul PBS).

P¥idani 100 p! zFedéného lyzatu do kazdé jamky. Protfepavani pfi pokojové teploté po
dobu 1 hodiny.

Promyt{ desti¢ek podle bodu 4 vy3e.
Pridani 120 pl TBS do ELISA desti¢ky obsahujici zachycenou EGFR.
Ziedéni testované slouceniny 1 : 10 v TBS, zavedeni do jamek.

Pridani 13.5 pl zfedéné testované slouceniny do ELISA desticky. Pfidani 13,5 ul TBS
v 10% DMSO do kontrolnich jamek.

. Inkubace za tfepani po dobu 30 minut p¥i pokojové teploté.
12.

Ptidani 15 p fosforylagni smési do viech jamek kromé negativnich kontrolnich jamek.
Kone&ny objem v jamkach by mél byt pfiblizn€ 150 pl s 3M ATP/5 mM MnCl; koneg-
né koncentrace v kazdé jamce. Inkubace za tfepani po dobu 5 minut.

Zastaveni reakce za tfepani pridanim 16,5 ul EDTA roztoku. Protfepavani dalsi
1 minutu.

Promyti 4x deionizovanou vodou, 2 x s TBST.

Pfidani 100 pl anti—fosfotyrosinu (1:3000 zfedéni v TBST) na jamku. Inkubace za tfe-
pani po dobu 30 az 45 minut pii pokojové teploté.

Promyti podle bodu 4 vyse.

Pridani 100 pl Biosource koziho proti-kraligiho 1gG peroxidazovéeho konjugatu
(1:2000 ziedéni v TBST) do kazdé jamky. Inkubace za trepani po dobu 30 minut pfi
pokajové teploté.

Promyti podle 4 vy3e.
P¥idani 100 pl ABTS/H,0; roztoku do kazdé jamky.
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Inkubace 5 aZ 10 minut za tfepani. Odstranéni jakychkoliv bublinek.

21. Pokud je treba, zastaveni reakce pfidanim 100 pl 0.2M HCI na jamku.
22. Meéfeni na piistroji Dynatech MR7000 ELISA: testovaci filter p¥i 410 nM, referencni
filtr pfi 630 nM.
PDGFR biologické testy

Tento test se pouziva k méfeni in vifro kinazové aktivity FGF1-R p#i ELISA testu.

Materialy a éinidla:

—

S AT U

[
—_

12.
13.
14,
15,
16.
17.
18.
19.

Postup:

Elisa desti¢ky Corning o 96 jamkach,

28D4C10 monoklonalni proti-PDGFR protilatka (SUGEN, Inc.).
PBS.

TBST pufr.

Blokujici puft (stejny jako pro EGFR biologické testy).

NIH 3T3 bunéény lyzat exprimujici PDGFR—f3 (SUGEN, Inc.).
TBS pufr.

TBS + 10% DMSO.

ATP.

MnCl,.

. Kinazové pufrovaci smés k fosforylaci: pro 10 ml, smichani 250 pl {M TRIS, 200 pl

SM NaCl, 100 pl IM MnCl; a 50 pl 100mM Triton X100 v dostateéném mnoZstvi
dH,O k pfipraveni 10 ml.

Polypropylenové desticky NUNC o 96 jamkach s dnem do V.

EDTA.

Krali¢i polyklonalni anti—fosfotyrosinové sérum (SUGEN, Inc.).

Kozi proti—krali¢i 1gG peroxidazovy konjugat (Biosource Cat. No. ALI0404),
ABTS.

30% roztok peroxidu vodiku.

ABTS/H,0;.

0.2M HCL

ELISA desti¢ky Corning o 96 jamkach potazené 0,5 ng 28D4C10 v 100 pul PBS na jam-
ku. Skladovani pies noc pfi teploté 4 °C.

Odstranéni nenavdzané 24D4CI10 zjamek invertujici destitkou kwili zbaveni se
tekutiny. Promyti 1 x dH,O. Protfepani desticky na papirové pasce k odstranén{ pre-
bytku tekutiny.

Pridani 150 pl blokujiciho pufru do kazdé jamky. Inkubace po dobu 30 minut pfi poko-
jové teploté za tfepani.

Promyti destiCek 3 x s deionizovanou vodou, pak 1 x TBST. Protfepani desticky na
papirové rousce k odstranéni piebytku tekutiny a bublinek.
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Ztedéni lyzatu v HNTG (10 pg lyzat/100 pl HNTG).

Pridani 100 pl zfedéného lyzatu do ka?dé jamky. Protfepavani pfi pokojové teploté po
dobu 60 minut.

Promyti desti¢ky podle kroku 4.

Ptidani 80 ul pracovni smési kinazového pufru do ELISA desti¢ky obsahujicich zachy-
ceny PDGFR.

Zfedéni testované slougeniny 1 : 10 v TBS, v polypropylenovych desti¢kach o 96 jam-
kach.

PFidani 10 ul zfed&né testované slougeniny do ELISA desticky. Pfidani 10 ul TBS +
10% DMSO do kontrolnich jamek. Inkubace za tfepani po dobu 30 minut pfi pokojové
teploté.

Ptidani 10 1 ATP piimo do viech jamek kromé negativnich kontrolnich jamek (koneg-
ny objem v jamce by mé&l byt pfiblizn& 100 ul s 20uM ATP v kazdé jamce). Inkubace
30 minut za tfepani.

Zastaveni reakce pfidanim 10 ul EDTA roztoku do kazdé jamky.
Promyti 4x deionizovanou vodou, (2x) s TBST.

Piidani 100 pl anti—fosfotyrosinu (1:3000 zfed€ni v TBST) na jamku. Inkubace za
tiepani po dobu 30 az 45 minut pii pokojové teploté.

Promyti podle kroku 4.

Ptidani 100 pl Biosource koziho proti-kraligiho 1gG peroxidézového konjugétu (1 2000
ziedéni v TBST) do kazdé jamky. Inkubace za tfepani po dobu 30 minut pEi pokojové
teplot.

Promyti podle kroku 4.

Ptidani 100 pl ABTS/H;0: roztoku do kazdé jamky.

Inkubace 10 az 30 minut za tfepani. Odstranéni jakychkoliv bublinek.
Pokud je treba, zastaveni reakce pfidanim 100 pl 0.2M HCl na Jamku.

Méfeni na pristroji Dynatech MR7000 ELISA s testovacim filtrem pfi 410 nM a refe-
renénim filtrem pfi 630 nM.

Testy s bun&¢nou HER-2 kinazou

Tento test je pouZivan k méfeni aktivity HER-2 kinézy v celych buiikach pfi ELISA testu.

Materialy a ¢inidla:

1.

oo e W

DMEM (GIBCO Catalog #11965-092).

Fetaln{ bovinni sérum (FBS, GIBCO Catalog #16000-044), tepelna inaktivace ve vodni
Jazni po dobu 30 minut pfi teplot€ 56 °C.

Trypsin (GIBCO Catalog #25200-056).
L—Glutamin (GIBCO Catalog #25030-081).
HEPES (GIBCO Catalog #15630-080).

Ristové médium
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Postup:

CZ 303705 B6

Smichani 500 ml DMEM, 55 ml teplem inaktivovaného FBS, 10 ml HEPES a 5.5 m]
L—Glutaminu.

Hatarve® médium

Smichani 500 m{ DMEM, 2.5 ml teplem inaktivovan¢ho FBS, 10 ml HEPES a 5.5 ml
L—Glutaminu.

PBS.

Mikrotitra¢ni destiky o 96 jamkach s plochym dnem urenym pro tkanovou kulturu
{Corning Catalog # 25860).

15 em misky na tkafiovou kulturu (Corning Catalog #08757148).
ELISA desticky Coming o 96 jamkach.

polypropylenové desticky NUNC o 96 jamkach s dnem do V,
Pfenosné catridge Costar pro Transtar 96 (Costar Catalog #7610).
SUMO 1; monoklonalni proti-EGFR protilatka (SUGEN, Inc.).
TBST pufr.

Blokujici puft: 5% Carnation Instant Milk® v PBS.

EGF ligand: EGF-201, Shinko, American, Japan. Suspendovany prasek v 100 nl
10mM HCIL. Pfidani 100 pl 10mM NaOH. Ptiddni 800 ul PBS a pievedeni do Eppen-
dorfovy baiiky. Skladovani pfi teploté —20 °C do té doby, dokud se nepouZije.

HNTG Lyzovaci pufr. Pro zasobni roztok 5X HNTG, smichani 23,83 g Hepes, 43,83 ¢
NaCl, 500 ml glycerolu a 100 mi Triton X—100 a dostateéné mnozstvi dH,O k vytvore-
ni 11 celkového roztoku.

Pro 1 x HNTG*, smiseni 2 ml HNTG, 100 pl 0,1M Na;VO,, 250 ul 0,2M Na,P,0; a
1060 1 EDTA.

EDTA.

Na;VQ,. K vytvofeni zasobniho roztoku se smicha 1,84 g Na; VO, s 90 ml dH,O. Upra-
veni pH na 10. Vafeni v mikrovince po dobu jedné minuty (roztok se vy&efi). Ochlazeni
na pokojovou teplotu. Upraveni pH na 10. Opakovani cyklu zahfivani/chlazeni, dokud
pH nezistane na 10.

200mM Na,P,0,.

Krali¢i polyklonalni antisérum specifické pro fosfotyrosin (proti-Ptyr protilatka,
SUGEN, Inc.).

Afinitné purifikované antisérum, kozi proti—krali¢i lgG protilatka, peroxidiazovy konju-
gat (Biosource Cat # ALI0404).

ABTS roztok.

30% roztok peroxidu vodiku.
ABTS/H,O,.

0,2M HCI.

Comning ELISA destiCky o 96 jamkach potazené SUMO1 v koncentraci 1,0 pl na jamku
v PBS, 100 pl finalniho objemu na jamku. .Skladovani pites noc pii teploté 4 °C.
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V den pouZiti se odstrani potahovaci pufr a desti¢ky se promyji 3 x dH,O a jednou
TBST pufrem. Pokud neni stanoveno jinak, mé&lo by byt promyvani provedeno timto
zplisobem.

P¥idani 100 pl blokujiciho pufru do kaZdé jamky. Inkubace destitek za tiepani po dobu
30 minut p¥i pokojové teploté. Tésn& pred pouzitim pomyti desti¢ek.

Pouziti EGFr/HER—2 chimea/3T3—C7 buné&nych linii pfi tomto testu.

Vybrané misky majici 80 az 90% konfluenci. Sbirani bungk trypsinizaci a centrifugaci
pEi 1000 rpm za pokojové teploty po dobu 5 minut.

Resuspendovani bunék v ,starve” médiu a méfeni s trypanovou modfi. Je vyzadovana
Fivotnost vy33i nez 90 %. Naotkovani bungk ve smrticim médiu pfi hustoté 2500 bunék
na jamku, 90 pl na jamku, v mikrotitradni desti¢ce o 96 jamkach. Inkubace naolkova-
nych bunék pies noc pfi teploté 37 °C pod 5% CO..

Start s testem po dvou dnech od naofkovani.

Testované slouceniny se rozpusti v 4% DMSO. Vzorky jsou pak dale zfedeny pfimo na
destitkach , starve* médiem DMEM. Typicky bude toto zfedéni 1:10 nebo vétsi. Viech-
ny jamky jsou pak pfevedeny do buné&nych destitek v dal3im ziedénim 1:10 (10 ul
vzorku a média do 90 pl ,starve” média. Finalni koncentrace DMSO by méla byt 1%
nebo nizsi. Mize byt také pouZivano standardni sériové ziedeni.

Inkubace pod 5% CO, pfi teplot& 37 °C po dobu 2 hodin.

Ptipraveni EGF ligand zfedénim zésobniho roztoku EGF (16,5 uM) v horkém DMEM
na 150nM.

. Pripraveni ¢erstvého HNTG* v dostateném mnoZstvi pro 100 p! na jamku; skladovani

na ledu.

. Po 2 hodinach inkubace s testovanou slougeninou se ptida pripraveny EGF ligand do

bunék, 50 pl na jamku, na koneénou koncentraci 50nM. Pozitivni kontrolni jamky
obdrzi stejné mnozstvi EGF. Do negativnich kontrolnich jamek se nepfidd EGF. Inku-
bace pii teploté 37 °C po dobu 10 minut.

Odstranéni testované sloudeniny, EGF a DMEM. Promyti buné¢k | x PBS.

Prevedeni HNTG* do bungk, 100 pi na jamku. Umistnéni do ledu na dobu 5 minut
a mezitim odstranéni blokujiciho pufru z ELISA destiek a promyti.

. Segkrabani bun&k z desticky mikropipetou a homogenizace bunééncho materialu opa-

kovanym nasavanim a disperzaci HNTG* lyzovaciho pufru. Pievedeni lyzatu do pota-
sené, blokované, promyté ELISA desticky. Nebo k prevedeni lyzdtu do desticky pouziti
pievad&eiho cartridge Costar.

[nkubace, za tfepani, pfi pokojové teploté po dobu | hodiny.

Odstranéni lyzatu, promyti, pfevedeni Serstvé zfedéné anti—Ptyr protilatky (1 : 3000 v
TBST) do ELISA destigek, 100 pl na jamku.

Inkubace, za tiepani, pfi pokojové teploté, po dobu 30 minut.

Odstranéni anti—Ptyr protilatky, promyti, ptevedeni Eerstvé zfedéné BIOSOURCE pro-
tilatky do ELISA desti¢ky (1 : 8000 v TBST, 100 pl na jamku).

inkubace, za tiepani, pfi pokojové teploté po dobu 30 minut.

Odstranéni BIOSOURCE protilatky, promyti, pievedeni erstvé pfipraveného ABTS/-
H,0, roztoku do ELISA desti¢ky, 100 pl na jamku.

Inkubace, za tfepani, po dobu 5 az 10 minut, odstranéni jakychkoliv bublinek.

-118 -




15

20

25

30

335

40

23.
24.

CZ 303705 B6

Zastaveni reakce pfidanim 100 pl 0,2M HCI na jamku.

Meéteni na ptistroji Dynatech MR7000 ELISA s testovacim filtrem nastavenym na
410 nM a referenénim filtrem na 630 nM.

Testy cdk2/cyklin A

Tento test je pouZivan k méfeni in vitro aktivity serin/threoninkinazy lidské cdk2/cyklin A pki
~Scintiilation Proximity Assay* (SPA).

Materialy a inidla:

1.

Postup;

[V T~ FC R )

Polyethylenové tereftalatové (flexi) desticky Wallac o 96 jamkach (Wallac Catalog #
1450-401).

Amersham Redivue [y’ P] ATP (Amersham catalog #AH 9968).

Polyvinyltoluenové SPA kulitky potazené Amersham streptavidinem (Amersham
catalog #RPNQO0007), kuli¢cky by mély byt reaktivovany v PBS bez hoi¢iku nebo vap-
niku pfi 20 mg/ml.

aktivovany cdk2/cyclin A enzymovy komplex purifikovany od Sft9 bunék (SUGEN.
Inc.).

Biotinylovany peptidovy substrat (Debtide). Peptid biotin—X-PKTPKKAKKL se roz-
pusti v dH,O pii koncentraci 5 mg/ml.

Peptid/ATP smés: pro 10 ml, smichani 9,979 ml dH,0, 0,00125 ml . studeného™ ATP,
0,010 ml Debtide a 0,010 ml yHP ATP. Mezni koncentrace na jamku bude 0,5M
studeného™ ATP, 0,1 pg Debtide a 0,2 pCi v ’P ATP.

Kinazovy pufr: pro 10 ml, smichani 8,85 ml dH,0, 0,625 ml TRIS (pH 7.4), 0.25 ml
IM MgCls, 0,25 ml 10% NP40 a 0,025 ml 1M DTT. Pfidani ¢erstvého mnozstvi tésné
pred pouzitim.

10mM ATP v dH;0.

IM Tris, upraveni pH na 7,4 s HCI.
IM MgCl,.

IM DTT.

. PBS (Gibko Catalog # 14190--144),
. 0,5M EDTA.
. Zastavovaci roztok: pro 10 ml, smichani 9,25 ml PBS, 0,605 mi 100mM ATP, 0,1 ml

0,5M EDTA, 0,1 ml 10% Triton X 100 a 1,25 ml 20 mg/ml SPA kuli¢ek.

Pfipraveni roztoki testovanych slouéenin v 5 x pozadovanych koneénych koncentraci v
5% DMSO. Ptidani 10 pl do kazdé jamky. Pro negativni kontroly pouZiti samotného
10 ul 5% DMSO v jamkach.

Ziedéni 5 ul roztoku cdk2/cyclin A s 2,1 ml 2 x kindzovym pufrem.
Pridani 20 pl enzymu do kazdé jamky.
Pfidani 10 pl 0,5M EDTA do negativnich kontrolnich jamek.

K nastartovani kindzové reakce se ptida 20 ul smeési peptid/ATP do kazdé jamky.
Inkubace po dobu | hodiny bez tfepani.
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6. Pridani 200 p! zastavovaciho roztoku do kaZdé jamky.
7. Ponechani v klidu po dobu alespofi 10 minut.
8. Centrifugace destiéek ptiblizné pfi 2300 rpm po dobu 3 aZ 5 minut.
9. Maéfeni pomoci Triluxu nebo podobného pristroje.
Test transfosforylace MET

Tento test se pouzivi k méFeni hladin fosfotyrosinu na poly(glutamova kyselina:tyrosin (4:1))
substratu jako zpisobu identifikace agonisti/antagonistd met transfosforylace substratu.

Materialy a ¢inidla:

1.

SR N

o e

13.

i4.
15.

16.
17.
18.

19.
20.

Corning Elisa desticky o 96 jamkach, Corning Catalog # 25805-96.
Poly(glu, tyr) 4 : 1, Sigma, Cat. No.; P 0275.

PBS, Gibco Catalog # 450-1300EB

50mM HEPES.

Blokujici pufr: rozpusténi 25 g bovinniho sérumalbuminu, Sigma Cat. No. A—7888,
v 500 ml PBS, filtrovani pies 4 pl filtr.

Purifikovani GST fiizniho proteinu obsahujiciho Met kinadzovou doménu, Sugen, Inc.
TBST pufr.

10% vodny (MilliQue H,O0) DMSO.

10mM vodny (dH,0) adenosin—5'—trifosfat, Sigma Cat. No. A-5394.

2 x kinazovy fedici pufr: pro 100 ml, smichani 10 ml 1M HEPES pfi pH 7.5 s 0,4 ml
5% BSA/PBS, 0,2 ml 0,1M orthovanadi¢nanu sodného a 1 ml SM chloridu sodného
v 88,4 ml dH,0.

. 4 X ATP reakéni smés: pro 10 ml, smichani 0,4 ml 1M chloridu manganatého a 0,02 ml

0,IM ATP v 9,56 ml dH,O.

4 X negativni kontrolni smés: pro 10 ml, smichani 0,4 ml 1M chloridu manganatého
v 9,6 mi dH,0.

Polypropylenové destitky NUNC o 96 jamkich sdnem do V, Applied Scientific
Catalog # S-72092.

500mM EDTA.

Protilatkovy Fedici pufr: pro 100 ml, smichéni 10 ml 5% BSA/PBS, 0,5 ml 5%
Carnation Instant Milk® a 0,1 ml 0,1M orthovanadiénanu sodného v 88,4 ml TBST.

Kraligi polyklon4lni antofosfotyrosinova protilatka, Sugen, Inc.
Kozi proti—krali¢{ protilatka konjugovana s kfenovou peroxidazou, Biosource, Inc.

ABTS roztok: pro 11, smichani 19,21 g kyseliny citronové, 35,49 g Na;HPO,4 a 500 mg
ABTS s dostateénym mno#stvim dH,O k vytvofeni 1 1.

ABTS/H,0: smichani 15 ml ABST roztoku s 2 pl H;O» pét minut pred pouzitim.
0,2M HCL.
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ELISA destitky potazené 2 pg Poly(Glu-Tyr) v 100 pl PBS. Skladovani pres noc pri
teploté 4 °C,

Blokovani desticek se 150 ul 5% BSA/PBS po dobu 60 minut.
Promyti desti¢ek (2x) s PBS, 1 x s 50 mM Hepes pufrem pH 7,4.

Pridani 50 pl zfedéné kinazy do viech jamek. (Purifikovana kindza se ziedi s kinazo-
vym fedicim pufrem. Finalni koncentrace by méia byt 10 ng/jamku.

Pfidani 25 pl testované slouceniny (v 4% DMSO) nebo samotného DMSO (4% v
dH,0) pro kontrolu destidek.

Inkubace kinazy/slouéeniny smést po dobu 15 minut.
Pridani 25 ul 40mM MnCl; do negativnich kontrolnich jamek.

Pfidani 25 ul ATP/MnCl; smési do viech dal§ich jamek (kromé negativni kontroly).
Inkubace po dobu 5 minut.

Pfidani 25 pl 500mM EDTA k zastaveni reakce.
Promyti desti¢ek 3 x TBST.

. Pfidani 100 pl krali¢i polyklonalni anti—Ptyr ziedéné 1 : 10000 v protilatkovém Fedicim

pufru do kazdé jamky. Inkubace, za tiepani, pfi pokojové teploté po dobu jedné hodiny.
Promyti desti¢ek 3 x TBST.

Ziedéni Biosource HRP konjugované anti—kraliéi protilatky 1:6000 v protilatkovém
fedicim pufru. Pfidani 100 pl na jamku a inkubace pFi pokojové teploté, za téepani, po
dobu jedné hodiny.

Promyti desticek 1 x s PBS.
Pfidani 100 pl ABTS/H,0; roztoku do kazdé jamky.
Pokud je tieba, zastaveni reakce pfidanim 100 u! 0,2M HCI na jamku,

Meéfteni desticek na pfistroji Dynatech MR7000 s testovacim filtrem pii 410 nM a refe-
renénim filtrem pfi 630 nM.

IGF-1 transfosforylaéni test

Tento test se pouziva k méfeni hladiny fosfotyrosinu v poly(glutamové kyseliné : tyrosinu) (4:1)
kvili identifikaci agonistil a/nebo antagonisti gst—IGF-1 transfosforylace substratu,

Materialy a &inidla:

1.

2
3.
4
5

o

Corning Elisa desti¢ky o 96 jamkach.
Poly(Glu—tyr) (4:1), Sigma Cat. No. P 0275.
PBS, Gibko Catalog # 450-1300EB.

50mM HEPES

TBB blokujici pufr: pro I |, smichani 100 g BSA, 12,1 g TRIS (pH 7,5), 58,44g
chloridu sodného a 10 ml 1% TWEEN-20.

Purifikovany GST fazni protein obsahujici [GF—-1 kindzovou doménu (Sugen, Inc.)

TBST pufr: pro 1 1, smichani 6,057 g Tris, 8,766 g chloridu sodného a 0,5 ml
TWEEN-20 s dostateénym mnozstvim dH,O k vytvoteni | litru.
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4% DMSO v Milli-Q H;0.
10mM ATP v dH;0.

2 X kinazovy fedici pufr: pro 100 ml, smichani 10 ml 1M HEPES (pH 7.5), 0,4 mi
5% BSA v dH,0, 0,2 m! 0,1M orthovanadi¢nanu sodného a 1 ml 5M chloridu sodného
s dostatecnym mnozstvim dH,C k vytvofeni 100 ml.

4 X ATP reakéni smés: pro 10 ml, smichani 0,4 ml 1M MnCl; a 0,008 ml 0,01M ATP
a 9,56 ml dH,0.

4 X negativni kontrolni smés: smich4ni 0,4 ml 1M chloridu manganat¢ho v 9,60 ml
dH,0.

Polypropylenové destitky NUNC o 96 jamkach s dnem do V.
500mM EDTA v dH,O.

Protilatkovy fedici pufr: pro 100 ml, smichani 10 mi 5% BSA vPBS, 0,5 ml 5%
Carnation Instant Non—fat Milk v PBS a 0,1 mi 0,1M orthovanadi¢nanu sodného v 88,4
ml TBST.

Krali¢i polyklonalni antifosfotyrosinova protilatka, Sugen, Inc.

Kozi proti-krali¢i HRP konjugovana protilatka, Biosource.

ABTS roztok.

ABTS/H,0,: smichéni 15 ml ABTS s 2 pl H,O; 5 minut pfed pouZitim.
0,2M HCl v dH,0.

ELISA desticky potazené 2,0 pg/jamku Poly(Glu, Tyr) 4:1 (Sigma P0275) v 100 pl
PBS. Skladovani destiéky pfes noc pii teploté 4 °C.

Promyti desti¢ky 1 x s PBS.

P¥idani 100 pl TBB blokujiciho pufru do kazdé jamky. Inkubace desticky po dobu
| hodiny za tfepani pfi pokojové teploté.

Promyti destitek | x PBS, pak (2 x) s 50mM Hepes pufr pH 7.5.

Pridani 25 pl testované slouceniny v 4% DMSO (pipravené zfedénim zasobniho roz-
toku 10mM testované slouéeniny v 100% DMSO s dH,0) do desti¢ky.

Pridani 10,0 ng gst-IGF-1 kinazy v 50 pl kindzovém fedicim pufru do viech jamek.

Nastartovani kinazové reakce pfidanim 25 pl 4 X ATP reakéni smési do viech jamek
k testovani a k pozitivni kontrole. P¥idani 25 p4 X negativni kontrolni smési do viech
jamek k negativni kontrole. Inkubace po dobu 10 minut za tfepani pii pokojové teploté.

Pfidani 25 ul 0,5M EDTA (pH 8,0) do viech jamek.
Promyti desti¢ek 4 x s TBST pufrem.

. Pidani krali¢iho polyklonalniho anti—fosfotyrosinového antiséra v zfedéni 1 : 10000

v 100 pl protilatkovém fedicim pufru do viech jamek. Inkubace, za tfepani, pfi pokojo-
vé teploté po debu 1 hodiny.

Promyti desti¢ek podle kroku 9.

P¥idani 100 pl Biosource proti—krali¢i HRP v zfedéni 1: 10000 v protilitkovém fedi-
cim pufru do viech jamek. Inkubace, za tfepani, pfi pokojové teploté po dobu 1 hodiny.
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13. Promyti desticek podle kroku 9, nasledné jedno promyti v PBS ke snizeni bublinek
a prebytku Tween-20.

14. Vyvolani ptidanim 100 pd na jamku ABTS/H,0, do kazdé jamky.

15. Po asi 5 minutadch méreni na pristroji k méfeni ELISA desticek s testovacim filtrem pfi
410 nm a referenénim filtrem pii 630 nm.

Testy inkorporace BrdU

Pti nasledujicich testech se vyuZziva bunék upravenych k expresi vybraného receptoru a nasledné
stanoveni G&inku vybrané slouceniny na aktivitu DNA syntézy indukované ligandem stanovenim
inkorporace BrdU do DNA.

Nasledujici materialy, Cinidla a postup jsou obecnym zplsobem pfi kazdém nasledujicim testu
inkorporace BrdU.

Zmény ve specifickych testech jsou uvedeny.

Materialy a ¢inidla:

1. Piisludny ligand.

2. Ptisluiné upravené buiiky.

3. BrdU znacici Cinidlo: 10mM. v PBS (pH 7.4) (Boehringer Mannheim, Germany).
4. FixDenat: fixa&ni roztok (hotovy k pouziti) (Boehringer Mannheim, Germany).

5

Anti-BrdU-POD: mysi monoklonalni protilatka konjugovana s peroxidazou (Boehrin-
ger Mannheim, Germany).

6. TMB substratovy roztok: tetramethylbenzidin (TMB, Boehringer Mannheim, Germa-
ny).

7. PBS promyvaci roztok: | x PBS, pH 7.4.

8. Albumin, hovézi (BSA), frakce V pradkova (Sigma Chemical Co,, USA).

Obecny postup:

1.

]

Buiiky se naoCkuji v mnoZstvi 8000 bunék na jamku v 10% CS, 2mM Gin v DMEM na
desticku o 96 jamkach. Buiiky se inkubuji pfes noc pfi teploté 37 °C v 5% CQO..

Po 24 hodindch se buiiky promyji s PBS a pak jsou vystaveny prostiedi bez séra zavedenim
do média neobsahujiciho sérum (0% CS DMEM s 0,1% BSA) po dobu 24 hodin.

Tteti den se prislusny ligand a testovana sloudenina najednou pfidaji do bunék. Do
negativnich kontrolnich jamek se pfidi DMEM bez séra pouze s 0,1% BSA: K pozitivnim
kontrolnim burikdm se pfida ligand bez testované slou¢eniny. Testované sloudeniny se pfi-
pravi v DMEM bez séra s ligandem v desti¢ce 0 96 jamkach a sériové zfedi na 7 testovacich
koncentraci.

Po 18 hodinach aktivace ligandu se zfedéné BrdU znadici &inidlo (1:100 v DMEM, 0,1%
BSA) a buiiky inkubuji s BrdU (finalni koncentrace = 10 pM) po dobu 1,5 hodiny.

Po inkubaci se znacicim Cinidlem se médium odstrani dekantaci a poklepanim pfevracené

destitky na papirové utérce. PFidd se roztok FixDenatu (50 pl na jamku) a desticky se
inkubuji pti pokojové teploté po dobu 45 minut na desti¢kovém tiepadi.
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Roztok FixDenatu se fadné& odstrani dekantaci a poklepanim p¥evracené desti¢ky na papiro-
vé utdrce. Pfida se mléko (5% dehydrované miéko v PBS, 200 ul na jamku) jako blokovaci
roztok a destitka se inkubuje po dobu 30 minut pi pokojové teploté na destitkovém tfepaci.

Blokovaci roztok se odstrani dekantaci a jamky se promyji 1 x s PBS. Pfida se anti-BrdU-
POD roztok (1 : 200 zfedéni v PBS, 1% BSA) (50 pl na jamku) a desti¢ky se inkubuji po
dobu 90 minut p¥i pokojové teploté na destitkovém tiepati.

Protilatkovy konjugat se fadn& odstrani dekantaci a promyvanim jamek 5 x s PBS a desticka
se susi invertovanim a poklepanim na papirové utérce.

Pfid4 se TMB substritovy roztok (100 pl na jamku) a inkubuje se po dobu 20 minut pfi
pokojové teplots na destitkovém tfepati, dokud se nevyvine zbarveni, které je dostatecne
k fotometrické detekci.

Absorbance vzorkil se méfi pfi 410 nm (v mddu ,,dualni vinové délky* s filtrem pfi 490 nm
jako referenéni vinovou délkou) na pfistroji Dynatech k méfeni ELISA desticek.

Testy inkorporace BrdU indukované EGF

Materialy a ¢inidla:

1. Mysi EGF, 201 (Toyobo Co., Ltd., Japonsko).
2. 3T3/EGFRc7.

Testy inkorporace BrdU fizené Her-2 a indukované EGF

Materialy a ¢inidla:

1. Mysi EGF, 201 (Toyobo Co., Ltd., Japonsko).
2. 3T3/EGFr/Her2/EGFr (EGFr s Her-2 kinazovou doménou).

Testy inkorporace BrdU Fizené Her—4 a indukované EGF

Materialy a inidla:

1. Mysi EGF, 201 (Toyobo Co., Ltd., Japonsko}.
2. 3T3/EGFr/Herd/EGFr (EGFr s Her—4 kinazovou doménou).

Testy inkorporace BrdU indukované PDGF

Materialy a ginidla:

1. Lidské PDGF B/B (Boehringer Mannheim, Némecko)-
2. 3T3/EGFRcT.

Testy inkorporace BrdU indukované FGF

Materialy a ¢inidia:

1. Lidska FGF2/bFGF (Gibco BRL, USA)-
2. 3T3c7/EGFr
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Testy inkorporace BrdU indukované IGF1

Materialy a ¢inidla:

1. Lidska rekombinantni (G511, Promega Corp., USA)
2. 3T3/IGFlr.

Testy inkorporace BrdU indukované inzulinem

Materialy a ¢inidla:

1. Inzulin, krystalicky, bovinni, zinek (13007, Gibco BRL, USA).
2. 3T3/H2s.

Testy inkorporace BrdU indukované HGF

Materialy a ginidla:

1. Rekombinantni lidskda HGF (Cat. No. 249-HF, R & D Systems, Inc. USA).
2. BxPC-3 bunky (ATCC CRL-1687).

Postup:

1.

10.

Buiiky se naockuji v mnozstvi 9000 bunék na jamku v RPMI 10% FBS na desti¢ku
0 96 jamkach. Buriky se inkubuji pfes noc pfi teplote 37 °C v 5% CO,.

Po 24 hodinach se buiiky promyiji s PBS a nésledné jsou podrobeny bezsérovému pro-
sttedi ve 100 ul média bez séra (RPM1 s 0,1% BSA) po dobu 24 hodin.

Tieti den se k burikam pridé 25 pl obsahujicich ligand (pfipraveny v koncentraci 1 p/ml
v RPMI s 0,1% BSA; findlni koncentrace HGF je 200 ng/ml) a testované slougeniny.
Do negativnich kontrolnich jamek se pfida 25 pul RPMI pouze s 0,1% BSA bez séra;
k pozitivnim kontrolnim buiikdm se ptid4 ligand (HGF), ale bez testované sloudeniny.
Testované slouCeniny se pfipravi v 5 svych finalnich koncentracich v RPMI s ligandem
bez séra v desti¢ce o 96 jamkach a sériové ziedi na 7 testovacich koncentraci. Typicky
je nejvyssi findlni koncentrace testované slouceniny 100 uM a jsou pouzivana | : 3
ziedéni (tzn. rozmezi findlni koncentrace testované slouéeniny je 0,137-100uM).

Po 18 hodinach aktivace ligandu se do kazdé jamky piida 12,5 pl ziedéného BrdU
znaciciho ¢inidla (1 : 100 v RPMI, 0,1% BSA) a bufiky jsou inkubovany s BrdU (final-
ni koncentraci je 10uM) po dobu | hodiny.

Stejné jako v obecném postupu.
Stejné jako v obecném postupu.

Blokovaci roztok se odstrani dekantaci a jamky se promyji jednou s PBS. Pfidd se
anti-BrdU-POD (1 : 100 zfedéni v PBS, 1% BSA) (100 pl na jamku) a desti¢ka se
inkubuje po dobu 90 minut pfi pokojové teplot® na destickovém trepaéi.

Stejné jako v obecném postupu.
Stejné jako v obecném postupu.

Stepné jako v obecném postupu.
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Testy s HUV-EC-C

Tento test se pouziva k méfeni aktivity slou¢enin proti PDGF-R, FGF-R, VEGF a FGF nebo
Flk—1/KDR, pfi¢emZ viechny jsou pfirozen& exprimovany buiikami HUV-EC. Den 0

1. Promyti a trypsinizace HUV-EC-C bunék (lidské endothelialni buiiky Zily pupecnikové
(American Type Culture Collection catalogue no. 1730 CRL}) Promyti fyziologickym roztokem
pufrovanym fosfitem Dulbecco (D-PBS, zakoupeny u Gibco BRL, catalogue no. 14190-029)
dvakrat pti asi | ml na 10 cm’ buiiky s tkafiovou kulturou. Trypsinizace s 0,05% trypsin-EDTA
v neenzymatickém bun&éném disociaénim roztoku (Sigma Chemical Company, catalogue no.
C—1544). 0,05% Trypsin se ptipravi zfedénim 0,25% trypsinu na ImM EDTA (Gibco, catalogue
no. 25200-049) v bun&éném disociaénim roztoku. Trypsinizace s asi 1 ml na 25 az 30 em’ buiiky
s tkafiovou kulturou po dobu asi 5 minut pfi teploté 37 °C. Po uvolnéni bunék z baitky se pfida
ekvivalentni objem testovaciho média a pfevede se do 50ml sterilni centrifugadni zkumavky
(Fisher Scientific, catalogue no. 05-539-6).

2. Promyti bun&k s asi 35 ml testovaciho média v 50ml sterilni centrifugalni zkumavku piida-
nim testovaciho média, centrifugace po dobu 10 minut pfi piiblizng 200 x g, aspirace supernatan-
tu a resuspendace s 35 ml D-PBS. Opakuje se promyti (2x) s D-PBS, resuspendace bungk v asi
1 ml testovaciho média na 15 cm?® bafiky s tkalovou kulturou. Testovaci médium se sestava
z F12K média (Gibco BRL, catalogue no. 21127-014) a 0,5 % zahievem inaktivovaného fetal-
niho bovinniho séra. Pogitani bunék pomoci Coulter Counter” {(Coulter Electronics, Inc.) a pfida-
ni testovaciho média do bundk za vzniku koncentrace 0,8 az 1,0 x 10° bungk na ml.

3. Ptidani bungk do destitek s plochym dnem o 96 jamkach pfi koncentraci 100 ul na jamku
nebo 0.8 az 1,0 x 10* bunék na jamku, inkubace pfiblizn& 24 hodiny pfi teploté 37 °C, 5% CQo.

Den |

1. Pripraveni dvojnasobnych titraci testované sloueniny v separovanych desti¢kach o 96 jam-
kach, obeend 50uM az do 0uM. Pouziti stejného testovaciho média, jak je uvedeno v dni 0, krok
2 vyse. Titrace se provedou piidanim 90 pl na jamku testované sloudeniny pfi koncentraci
200uM (4 X finalni koncentrace v jamee) na vrch jamky pfislusného sloupce desticky. Ponévadz
zasobni testovaci sloucenina je obvykle 20mM v DMSO, obsahuje 200pM koncentrace léciva
2% DMSO.

Jako tedici roztok pro titrace testované sloudeniny za ulelem zfedéni testované slougeniny,
a zéiroved udrzeni konstantni koncentrace DMSO, se pouZivé zfedéni az 2 % DMSO v testovacim
médiu (F12K + 0,5 % fetainiho bovinniho séra). Pfidani tohoto fediciho roztoku do zbyvajicich
jamek ve sloupci pfi koncentraci 60 ul na jamku. Odebrani 60 ul ze 120 pi 200uM zfedéni testo-
vané sloudeniny v nejvy3si jamce sloupce a smichani s 60 pl v druhé jamce sloupce. Odebrani
60 pul z této jamky a smichani s 60 pl ve teti jamce stoupce a tak dale, dokud nejsou kompletni
dvojnasobné titrace. KdyZ je pfedposledni jamka smichana, odebere se 60 pl ze 120 pl v této
jamee a odstrani se. V posledni jamce se necha 60 ul fediciho roztoku DMSO a média jako kon-
trola obsahujici netestovanou sloudeninu. Pfipraveni 9 sloupcii titrované testované slougeniny
v dostatedné mnozstvi pro ztrojndsobeni jamek, kde kazda obsahuje: (1)} VEGF (zakoupeni
u Pero Tech Inc, catalogue no— 100-200, (2) ristovy faktor endothelidlnich bunék (ECGF) (také
znamy jako kysely fibroblastovy riistovy faktor nebo aFGF) (zakoupeny u Boehringer Mannheim
Biochemica, catalogue no. 1439 600) nebo (3) lidska PDGF B/B (1276-956, Boehringer
Mannheim, Germany) a kontrolu testovaciho média. ECGF se pfipravi se sodnou soli heparinu.

2. Prevedeni 50 pl na jamku zfedéni testované sloudeniny do testovacich desticek o 96 jam-

kach obsahujicich 0,8 az 1,0 x 10" bunék v 100 pl na jamku HUV-EC-C bunék ze dne 0 a inku-
bace pfiblizné 2 hodiny pfi teploté 37 °C, 5% COn.
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3. Provedeno tfikrat, pfidani 50 pl na jamku 80 pl na ml VEGF, 20 ng na m] ECGF nebo
kontrolniho média ke kazdé testované sloucening. Jako u testovanych sloudenin jsou koncentrace
ristového faktoru 4 X pozadované finalni koncentrace, Pouziti testovaciho média ze dne 0, kroku
2, k pfipraveni koncentraci ristovych faktori. Inkubace pfiblizné 24 hodin pfi teplote 37 °C, 5%
CO,. Kazdi jamka bude obsahovat 50ul ziedéni testované sloudeniny, 50 ul risstového faktoru
nebo média a 100 pl bunék, které jsou v celkovém mnozstvi 200 ul na jamku, Tudiz 4X koncen-
trace testované slouceniny a riistovych faktori se zfedi na 1 X a pfidaji se do jamek.

Den 2

1. Pfida se *H-thymidin (Amersham, catalogue no. TRK—686) pti 1 uCi na jamku (10 pl na
Jamku 100 pCi na ml roztoku piipraveného v RPMI médiu + 10% zahfevem inaktivované fetalni
bovinni sérum} a inkubace priblizné 24 hodin pfi teploté 37 °C, 5% CO,. RPMI se zakoupi
u Gibco BRL, catalogue no. 11875-051,

Den 3
1. Vymrazeni desti¢ek pfes noc pfi teploté —20 °C.
Den 4

Rozmrazeni desticek a jejich odbér pomoci harvesteru na 96 jamkové desticky (Tomtec
Harverster ®) na filtraéni plachetky (Wallac, catalogue no. 1205-401), m&feni na tekutém scinti-
latnim poéitadi Wallas Betaplate .

V tabulce 3 jsou uvedeny vysledky biologického testovani nekterych exemplarnich slougenin
podle predloZzeného vynalezu. Vysledky jsou vyjadieny v hodnotach ICsy, mikromolarni (uM)
koncentrace testované slouceniny, jenz zplisobuje 50% zménu aktivity cilovych PKT v porovnani
s aktivitou PTK kontrolni skupiny, které nebyla podavéana testovana sloudenina. Pfesnéji uvedené
vysledky indikuji koncentraci testované slouéeniny potfebné k 50% redukci aktivity cilové PTK.
Biologické testy, které byly nebo mohou byt pouZivany ke stanoveni sloudenin, jsou popsany
detailng&ji nize.

Tabulka 3
PEiklad fgg;%? :;:0“::3)1 bi;c:zc i bi;c:‘:’ bu;;g:“ "EZ'E%“ ed}::zs?. M;cggkz
() (n (20} (M} (M) (e} (prt)
1 57,68 15,16 >100 »100 >100 >100
2 >100 >100 >100 >100
3 9,85 9,62 >100 >100 >100 >100
L] 3,57 >20 >100 >100 >100 >140
5 8,3 16,06 >100 >100 >100 >100
6 4,04 >100 3,26 7,82 2,43
7 7,74 >100 5,07 9,8 4,24
8 12,1 >100 51,34 20,08 5.5
9 0,96 >100 >100 >100 16,38
10 5,72 >100 94,04 15,86 8,086
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PEiklad ffgé%’ :é;o'f:::‘ bi;c:gcr m‘;c::r hufg.:sgsr "z“g‘ edl::zs? M‘:,cggkz
(M) () (ad) () (M) () { )
11 9,77 >100 >100 >100 >100
12 »20 21,46 >100 27,13
13 >20 81,92 8,17 2,68
1 13,01 42,41 >100 66,02
15 520 >100 >100 98, 61
16 >20 98,06 >100 23,32
11 8,25 2,47 84,35 0,83 11,47 | 15,%4 >10
18 2,67 ’ 2,57 9,23 4,99
19 7,5 6,86 34,18 8,37
20 11,53 >100 41,16 8
21 7,18 >100 | 40,34 27,69
22 >20 >100 >100 87,67
23 >20 >100 36,64 4,05
24 >100 16,84 5,31
25 12,55 >100 23,48 7,9
26 16,03 56,87 34,67 10,04
27 >100 26,5 3,91
28 4,5 71,27 53,66 2,67
29 10,12 >100 26,72 3,98
30 9,4 >100 18,69 4,1
31 350 >100 9,83 47,19
32 45,74 5,94 >100 >100
34 >50 >100 >100 >100
35 >20 5100 80,4 54,14 )
36 >20 >100 >100 >100
37 0,22 3,06 10,18 9,84 1,4
38 4,17 3,06 6,04 8,97 2,16
39 3,38 4,69 3,61 14,54 3,53
a0 4,5 7,9 6,52 6,27
a2 0,1 0,12 11,95 74,55 | 20,43
43 1,12 8,38 >100 37,33 | 53,437
a1 <0,05 0,02 20,73 67,46 6,99
45 1,71 >100 >100 29,95 >100
46 30,62 6,18 >100 >100 >100
47 0,08 1,56 0,06 11,42 41,54 8,4 »20 1,05
48 0,006 0,3 <0,78 17,88 21,58 7,93 6,09
49 ) <(,78 >100 43,86 >190 ]
50 <0,78 >100 20,34 >100
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PEiklad ‘ggg%r :i;orﬁizf e P css buggigss ';EEE“ i et o

(1) (um) (u20) () () n ) (M)

51 0,006 1,66 0,01 18,1 21,61 | 23,24 16,69 0,35

52 0,08 1,26 <0,78 12,53 >100 >100 10,66 0,45

53 <0,78 >100 »100 >100

54 1,98 <0,78 23,88 9,76 7,02

55 0,27 0,53 6,03 35,95 | 77,82

56 2,32 3,19 >100 10,03 7,11

57 0,06 7,98 >100 9,97 6,94

58 21,14 >100 >100 >100

59 <Q,78 >100 >100 >100

60 <0,78 >100 >100 >100

61 <0,78 >100 >100 >100

62 8,00 8,32 >100 >100 >100

63 0,21 <0,78 8,59 >100 >100

64 0,55 <0,78 30,49 >100 >100

65 0,37 <0,0% >100 74,36 | 15,97

66 <0,0% >100 11,84 2,76

67 0,39 24,77 31,38 19,79 2,56

&8 1,16 0,03 >160 23,52 | 34,13

69 0,3 56,55 >100 97,54 >100

70 0,09 1,50 0,0030 | 10,57 6,42 7,99 12,62 0,63_5

711 15,21 22,5 >100 9,91

72 6,086 10,54 >100 39,94 9,65

13 5,95 14,12 >100 19,5 8,59

74 1,2 0,09 46,75 >100

78 2,7 61,55 >100 >100

76 3,33 19,18 5,11 3,01

77 0,49 25,01 >100 >100

78 1,94 70, 62 9,33 4,25

79 1,49 >100 27,39 >100

80 0,13 4,29 0,001 >100 50,19 | 17,19 0,28

81 6,21 6,18 >100 >100

82 2,03 7,69 6,88 >100 >100 0,31

83 0,34 0,41 9,46 2,18 86,9 0,008

84 1,38 12,51 67,2 5,B6 0,008

85 0,2 0,8 2,59 >100 3,76

86 1,45 1, 19,6 41,8 >100 3,58

87 3,27 7,56 6,46 >100 9,1 9,17

a8 0,35 1,18 8,06 2,36 >100 ¢,08
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e | e (ot rom [0 Tor iz gor [ty ) e, | e is 2
) (M) (120 (12) (0 (24) Gog)

89 7,84 47,58 8,53 9,67 15,97

115 7,3 7.48 >100 >100 0,008
116. >20 >100 >100 >100 | <0,0005
117 0,91 12,9 >100 >100 | 0,008
118 1,93 1,2 »100 >100 | 0,002
11% 1,38 61,63 >100 >100 <0,0005

In vivo zvifeci modely
Zviteci modely xenoimplantatu

Schopnost lidskych nadori rist jako xenoimplantaty v athymické my3i (napf. Balb/c, nu/nu)
poskytuje uZite¢ny in vivo mode! pro studium biologickych odpovédi na terapie lidskych nadord.
Od prvni Uspéiné xenotransplantace lidskych nddord do athymické mysi, (Ryggard and Povlsen,
1969, Acta Pathol. Microbial. Scand. 77: 758-760), bylo transplantovano mnoho raznych
bun&énych linii lidského nadoru (napt. mamarni, plicni, genotourinarni, gastrointestinalni, hlavy
a krku, glioblastom, kostni a maligni melanomy) a Ospésné rostly u nahych mys$i. Nasledujici
testy mohou byt pouZivany ke stanoveni hladiny aktivity, specificity a G&inku riiznych slou¢enin
podle ptedlozeného vynalezu. Ke stanoveni sloutenin jsou pouzitelné tii obecné typy testi:
bun&éné/katalytické, bun&ené/biologické a in vivo. Smyslem bung&nych/katalytickych testl je
stanovit vliv slouéeniny na schopnost TK k fosforylaci tyrosinovych zbytki na znameém substratu
v bufice. Smyslem bun&énych/biologickych testil je stanovit vliv slouceniny na biologickou odpo-
vé&d stimulovanou TK v bufice. Smyslem in vivo testd je stanovit i€inek slougeniny ve zvifecim
modelu na ptisludnou poruchu, napf. rakoviny.

Vhodné bunééné linie pro subkutanni xenoimplantatové experimenty zahrnuji C6 bunky (gliom,
ATCC # CCL 107), A375 buiiky (melanom, ATCC # CRL 1619), A431 bufiky (epidermoidni
karcinom, ATCC # CRL 1555), Calu 6 buiiky (plicni, ATCC # HTB 56), PC3 buiiky (prostaty,
ATCC # CRL 1435), SCOV3TP5 buitky a NIH 3T3 fibroblasty geneticky upravené k nadmérné
expresi EGFR, PDFGR, IGF-1R nebo kterékoliv jiné testované kinazy. Nasledujici postup miize
byt pouzivan k provedeni xenoimplantatovych experimenti:

Saméi athymické my$i (BALB/c, nwnu) se zakoupi u Simonson Laboratories (Gilroy, CA).
Viechna zvifata byla chovdna v gistoté v mikronizolacnich klecich s Alpha—dri podestylkou.
Byla jim poskytnuto sterilni Zradlo pro hlodavce a voda dle potfeby.

Bunéené linie byly péstovany v pfislusném médiu (napf. MEM, DMEM, Ham's F10 nebo Ham's
F12 plus 5% az 10% fetalni bovinni sérum (FBS) a 2mM glutamin (GLN)). Viechna bunéna
kultivaéni média, glutamin a fetalni bovinni sérum byla zakoupena u firmy Gibco Life
Technologies (Grand Island, NY), pokud neni uvedeno jinak. V3echny buiiky byly kultivovany
v prostiedi o vihkosti 90 az 95 a 5 az 10% CO; pfi teplote 37 °C. Viechny bunééné linie byly
rutinné subkultivovany dvakrat tydné a byly negativni na mykoplazmu, coZ bylo stanoveno
metodou Mycotest (Gibco).

Buiiky byly sbirdny pti nebo téméf pfi konfluenci s 0,05% Trypsin—EDTA a peletovany pfi
450 x g po dobu 10 minut. Pelety byly resuspendovany ve sterilnim PBS nebo médiu (bez FBS)
na prislusnou koncentraci a buiiky byly implantovany do zadniho boku mysi (8 az 10 mys3i na
skupinu, 2 az 10 x 10° bunék na zviie). Rast nadoru byl méfen po dobu 3 az 6 tydnd pomoci
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venierovych kaliperi. Objemy nadorli byly vypoéteny jako déika x Zirka x vyska, pokud neni
uvedeno jinak. Hodnoty P byly vypolteny pomoci Studentova t-testu. Testované sloudeniny
v 50 az 100 pl excipientu (DMSO nebo VPD:D5W) mohou byt podany IP injekei v riznych kon-
centracich obecné pocinaje dnem jedna po implantaci.

Moeodel invaze nadoru

Byl vyvinut nasledujici model invaze nadoru a miZe byt pouzivan ke stanoveni terapeutické
hodnoty a G¢innosti slougenin vykazujicich selektivni inhibici receptoru KDR/FLK-1.

Postup

Jako experimentalni zvifata byly pouzivany osm tydni staré nahé mysi (samice) (Simonsen Inc.).
Implantace nadorovych bunék mize byt provedena pti odtahu s laminarnim proudem. Pfi
anestézii byl koktejl z latky Xylazin/Ketamin (100 mg na kg ketaminu a 5 mg na kg Xylazinu)
podavan intraperitonealné. Byla provedena incize vedend stfedem k odhaleni dutiny biigni (pii-
blizné 1,5 cm délky) k injektovani 107 nadorovych bunék v objemu 100 pl média. Buiiky byly
injektovany bud’ do duodenalniho lalicku pankreatu, anebo pod serdzu tlustého stieva. Perito-
neum a svaly byly zaSity 6-0 hedvabnym kontinualnim stehem a kiize byla stazena pomoci svo-
rek. Zvifata byla denné sledovana.

Analyza

Po 2 az 6 tydnech v zavislosti na makroskopickych pozorovanich zvifat byly my&i usmrceny
a lokalni metastaze nadoru do rliznych organi (plice, jatra, mozek, zaludek, slezina, srdce, svaly)
byly excidovany a analyzovény (méfeni velikosti nadoru, stupné invaze, imunochemie, stanoveni
hybridizace in situ, atd.).

C—kit test
Tento test se pouziva k detekei miry fosforylace c—kit tyrosinu

MOTE (lidska akutni myeloidni leukémie) buiiky byly sérem starvovany (,.starved®) pfes noc
v 0,1% séru. Buiiky byly dale pfed stimulaci ligandem piedem oSetieny slougeninou (soub&Zné se
sérovou starvaci), stimulovany 250 ng na ml rh-SCF po dobu 15 minut. Po stimulaci byly buriky
lyzovany a imunoprecipitovany protildtkou anti—c—kit. Hladiny fosfotyrosinu a proteinu byly
stanoveny technikou Western blotting.

Test MTT proliferace

Buiiky MO7E byly starvovany sérem a pfedem oSetfeny slouéeninou podle zpiisobu uvedeného
pro fosforylatni experimenty. Buiiky byly nanaSeny v mnoZstvi 4 X 10° bunék na jamku do
misky o 96 jamkach v 100 pl RPMI + 10% séru. Byl pfidan rh—~SCF (100 ng na mi) a desticka
byla inkubovana po dobu 48 hodin. Po 48 hodinach bylo p¥idéno 10 ul 5 mg na ml MTT
[3—4,5-dimethylthiazol-2—yl)-2,5-difenyltetrazolium-bromid) a po dobu 4 hodin se nechala
béZet inkubace. Byl ptidan kysely izopropanol (100 ul z 0,04N HCI v izopropanolu) a byla
métena optickd hustota pfi vinové délce 550 nm.

Apoptozovy test
Buriky MO7E byly inkubovany +/~ SCF a +/~ slouenina v 10% FBS s th-GM—CSF (10 ng na
ml) a rh—IL-3 (10 ng na ml). Vzorky byly testovany v 24 a 48 hodinach. K méfeni aktivované

kaspazy--3 byly vzorky promyvany s PBS a permeabilizovany s ledové studenym 70% ethano-
lem. Bufiky byly pak barveny s Pe—konjugovanou polyklonalni krali&i anti-aktivni kaspazou-3 a
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analyzovany FACS. K m&feni $t€pené PARP byly vzorky lyzovény a analyzovény technikou
western blotting s protilatkou anti—-PARP.

Dodate&né testy

Dodatené testy, které mohou byt pouZivany ke stanoveni slou&enin podle predlozeného vynale-
zu, zahrnuji, ale neni to nikterak limitovano, bio—flk—1 test, EGF receptor—HER2 chiméricky
receptorovy test na celych buiikach, bio—src test, bio—Ick test a test méfici funkci fosforylace raf.
Postupy provadéni jednotlivych testii mohou byt nalezeny v US patentu &. 6 130238, zde je uve-
deno jako odkaz, v&etné kterychkoliv obrézkd.

Méfeni bun&éné toxicity

Terapeutické slougeniny by mé&ly byt ucinn&jsi pii inhibici aktivity receptorové tyrosinkinazy nez
pFi projevech cytotoxického G€inku. Méfeni (iinnosti a bunéiné toxicity sloudeniny mize byt
provedeno stanovenim terapeutického indexu, tzn. IC50/L.LDsy. Hodnota ICsg, davka, kterou se
dosahne 50% inhibice, mze byt m&fena standardnimi technikami, napf. popsanymi v piedloZe-
ném vynalezu. Hodnota LDsq, tj. davka, kterd vede k 50% toxicité, milze byt také méfena
standardnimi technikami (Mossman, 1983, .J. Immunol. Methods, 65: 55—63), méfenim mnozstvi
uvolnéného LDH (Korzeniewski a Callwaert, 1983, J. [fmmunol. Methods. 64: 313, Decker a
Lohmann—Matthes, 1988, J. Immunol. Methods, 115: 61) nebo méteni letalni davky na zvifecich
modelech. Sloudeniny s velkym terapeutickym indexem jsou vyhodné. Terapeuticky index by
mél byt vétii nez 2, vyhodné alespoii 10, vyhodngji alespon 50.

B. Pfiklad vysledkil z bunéénych testil za pouZiti (2—diethylaminoethyhamidu 5—5—fluor-2-
oxo—1 ,2—dihydroindol—3—ylidenmethyl)—2,4—dimethyl~1H—pyrrol—B—karboxylové kyseliny.

K potvrzeni uginnosti (2—diethylaminoethyl)amidu 5—(5—fluor—2—oxo-1,2—dihydroindol-3-yl-
idenmethyl)-2,4~dimethyl—1 H—pyrrol-3—karboxylové kyseliny (sloudenina 80)

detekované pii biochemickych testech (vide infra) byla vyhodnocovana jeji schopnost inhibovat
ligand—dependentni fosforylaci RTK pfi testech na buitkdch pomoci NIH-3T3 my3ich bunék
upravenych k nadmémé expresi Flk—1 nebo lidskych PDGFRPB. (2-Diethylaminoethyl)amid
5—(5fluor—2—oxo-1 ,2-dihydroindoi-3—ylidenmethyl)}-2,4—dimethyl-1 H-pyrrol-3—karboxylové
kyseliny (sloucenina 80) inhiboval VEGF—dependentni fosforylaci Flk—1 tyrosinu s hodnotou
ICsp piblizng 0,03uM. Tato hodnota je podobnd 0,009uM K; hodnot& stanovené pro inhibici
Flk-1 (2—diethylaminoethyl)amidu 5—(5—fluor—2—oxo—1,2—dihydroindol-3—ylidenmethyl}-2,4—
dimethyl—] H—pyrrol-3—karboxylové kyseliny (slou¢enina 80) determinované pii biochemickych
testech, co? indikuje, ze (2—diethylaminoethyl)amid 5—(5-fluor—2-oxo-1,2—dihydroindol-3—yl-
idenmethy!)—2,4—dimethyl-1 H-pyrrol-3—karboxylové kyseliny (slouéenina 80) se snadno
penetruje do bundk. V souladu s biochemickymi adaji (vide infra) indikujicimi, Ze (2—diethyl-
aminoethyl)amid 5—(5—ﬂu0r~2—0x0—1,2—dihydroind0l—3—ylidenmethyl)—2,4-—dimethyl—lH—pyrr—
ol-3—karboxylové kyseliny (sloutenina 80) mél srovnatelnou aktivitu proti FIk—1 a PDGFR, bylo
také zjisténo, ze inhibuje PDGF—dependentni fosforylaci receptoru v buiikach s hodnotou 1Cso
ptiblizné 0,03uM. Schopnost (2—diethylaminoethyl)amidu 5+5—fluor—2—oxo—1,2—dihydroindol—
3-ylidenmethyl)-2,4—dimethy|—1 H—pyrrol-3—karboxylové kyseliny (sloucenina 80) inhibovat c—
kit, Gzce pfibuzné s RTK, kterd vaze faktor kmenovych bungk (SDF), byla stanovena pouZitim
MO7E bunék, které exprimuji tento receptor. V téchto bufikach (2—diethylaminoethyl)amid 55—
fluor—2—oxo—1,2-dihydroindol-3-ylidenmethyl)-2,4-dimethyl-1 H-pyrrol-3—karboxylové
kyseliny (slouéenina 80) inhiboval SCF—dependentni c—kit fosforylaci s hodnotou I1Cso 0,01 az
0,1 uM. Tato sloucenina také inhibovala SCF—stimulovanou ¢—kit fosforylaci u akutni myeloidni
leukémie (AML) blast( izolovanych z periferni krve pacienti.
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Kromé testovani schopnosti (2—diethytaminoethyl)amidu 5—(5—fluor—2—oxo—1,2—dihydroindol-
3-ylidenmethyl)-2,4-dimethyl-1 H-pyrrol-3—karboxylové kyseliny (sloucenina 80) na inhibici
ligand—dependentni fosforylace receptoru v builkich byl také pozorovan vliv na ligand—depen-
dentni proliferativni odpovéd’ bungk in vitro (viz tabulka 4). P¥i téchto studiich byly burky pfes
noc uvedené do stavu klidu starvaci sérem a indukovany k DNA syntéze po pfidani pfisluiné
mitogenniho ligandu. Jak je uvedeno v tabulce 4, (2—diethylaminoethyl)amid 5 5—fluor-2—oxo—
1,2—dihydroindo}-3-ylidenmethyl)-2,4—dimethyl-| H—pyrro}-3—karboxylové kyseliny (slouceni-
na 80) inhiboval PDGF—indukovanou proliferaci NIH-3T3 bunék exprimujicich nadmérné mnoz-
stvi PDGFRP nebo PDGFRa s hodnotou 1Cs5y 0,031 a 0,069uM a SCF—indukovanou proliferaci
MO7E bunék s hodnotou ICs; 0,007uM.

Tabulka 4
biochemické bunééné [Cs,
receptor K;' (uM) fosforylace receptoru |ligand-dependentni
(uM) proliferace (uUM)
Flk-1/KDR 0,009 0,03? 0,004’
PDGFRa 0,008 0,03* 0,031°
PDGFRp ND ND 0,069’
FGFR 0,83 ND 0,7°
c-kit ND 0,01a20,1 0,007° T

ND = nebylo stanoveno

! stanoveno pomoci rekombinantniho enzymu

? stanoveno pomoci NIH-3T3 bundk exprimujicich Flk-1 bez pfisunu séra

* stanoveno pomoci HUVEC bez piisunu séra

4 stanoveno pomoci NIH-3T3 bungk exprimyjicich PDGFR  bez piisunu séra
* stanoveno pomoci NIH-3T3 bungk exprimyicich PDGFR  bez pfisunu séra

¢ stanoveno pomoci MO7E bungk bez pfisunu séra

Jak vyplyva ztabulky 4, existuje obecni shoda mezi biochemickou a bun&nou aktivitou (2-
diethylaminoethyi)amidu 5—(5-tluor-2—oxo-1,2—dihydroindol-3-ylidenmethy[)}-2,4-dimethyl-
| H—pyrrol-3-karboxylové kyseliny (sloucenina 80), coz podporuje zavér, Ze tato sloudenina
piekratuje bunééné membrany. Dale Ize vyvodit, ze bun&né odpovédi jsou vysledkem aktivity
slouceniny 80 proti naznadenému cili. Naproti tomu, pii testovani v pritomnosti kompletniho riis-
toého média in vitro, byly tieba podstatné vy3si koncentrace (2—diethylaminoethyl)amidu 5-(5-
fluor—2—ox0—1,2-dihydroindol-3—ylidenmethy!}-2,4—dimethyl-1H-pyrrol-3-karboxylové kyse-
liny (sloucenina 80) (> 10uM) k inhibici ristu rdznych lidskych nadorovych bunék (viz tabulka
3). To ukazuje, Ze sloudenina pfimo neinhibovala rist téchto bunék v koncentracich nutnych
k inhibici fosforylace receptoru zavislé na ligandu a proliferace bungk.
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Tabulka 5
[bun&éna linie |phvod ICso (LM) {LDso (uM)
HT29 karcinom tlustého stfeva |10 22
A549 plini karcinom 9,5 22
NCI-H460  {NSC plicni karcinom 8,9 20
SFE767T gliom 7.9 14
A431 epidermoidni karcinom 6,0 18

Vysledky uvedené v tabulce 5 byly ziskany inkubaci bunék po dobu 48 hodin v kompletnim
ristovém médiu v pfitomnosti sériovych zredéni (2—diethylaminoethylyamidu 5—(5-fluor—2-oxo—
1,2—dihydroindol—3—ylidenmethyl)—2,4——dimethyl—1H—pyrroI—S—karboxylové kyseliny. Na konci
riistové periody bylo stanoveno relativni mnozstvi bunék. Hodnoty ICso byly vypotteny jako
koncentrace slouceniny, ktera inhibovala rast bunék z 50 % vzhledem k neofetfenym buiikam.
Hodnoty LDs, byly vypodteny jako koncentrace slougeniny, ktera zplsobi 50% sniZeni poctu
buné&k vzhiedem k vychozimu stavu experimentu.

Relevantnéjsi test na bazi bunék, ve kterém se vyhodnocuje antiangiogenni schopnost (2—diethyl-
aminoethyl)amidu 5—(5—fluor—2—oxo-1 ,2-dihydroindol-3-ylidenmethy1)-2.4-dimethyl-1 A—pyr-
rol--3-karboxylové kyseliny (slougenina 80), zahmuje in vitro test mitogeneze pouZitim lidskych
endothelialnich bungk Zily pupeinikové (HUVEC) jako modelového systému pro proliferaci
endothelidlnich bunék rozhodujici pro angiogenni proces. Pfi tomto testu je mitogenni odpoveéd,
méfena jako priristek DNA syntézy, indukovana v HUVEC bez piisunu séra po p¥idani VEGF
nebo FGF. V t&chto buiikich (2—diethylaminoethyl)amid 5—(5-fluor-2—oxo-1,2-dihydroindol-
3—ylidenmethyl)-2,4-dimethyl-1 H-pyrrol-3—karboxylové kyseliny (slougenina 80) inhiboval
VEGF- a FGF-indukovanou mitogenni odpovéd’ na divce zavislym zplisobem s hodnotami ICso
0,004 pM, resp. 0,7 uM, za pfedpokladu, Ze slouCenina byla pfitomna v priubghu 48hodinového
testu.

Vyie uvedené vysledky byly ziskany s pouZitim HUVEC bez prisunu séra, které byly inkubo-
vany s mitogennimi koncentracemi VEGF (100 ng/ml) nebo FGF (30 ng/ml) v pfitomnosti
sériovych zfedéni (2-diethylaminoethyl)amidu 5(5—fluor-2—oxo—1,2—dihydroindol-3—yliden-
methyl)-2,4—dimethyl- 1 H—pyrrol-3—karboxylové kyseliny (slougenina 80) po dobu 24 hodin.
Mitogenni odpovéd’ beéhem nasledujicich 24 hodin v pfitomnosti ligandu a inhibitoru byla kvanti-
fikovana méfenim DNA syntézy na bazi inkorporace bromdeoxyuridinu do bunéiné DNA.

V oddélenych experimentech inhibovala slougenina 80 VEGF—dependentni fosforylaci ERK 1/2
(p42/44MAP kinazy), prvotni downstreamovy cil FIk-1/KDR, na davce zavislym zplsobem.
Bylo také zjisténo, ze v tomto systému je inhibitni aktivita slougeniny 80 dlouhodob4; inhibuje
VEGF—dependentni fosforylaci ERK Y i 48 hodin po odstran€ni (2—diethylaminoethyl)amidu
5 (5—fluor—2—oxo—1,2—dihydroindol-3—ylidenmethyl)-2,4-dimethyl-| H-—pyrrol-3—karboxylové
kyseliny (slougenina 80) z média a po krétké expozici (2 hodiny) vii¢i mikromolarnim koncentra-
cim slouéeniny.

Bylo zjisténo, ze VEGF je dilezity faktor pfeziti pro endothelialni buiiky. PonévadZ (2—diethyl-
aminoethyl)amid 5—(5—fluor—2—o0x0—1,2—dihydroindol-3-yl idenmethyl)-2,4-dimethyl-1H—pyr-
rol-3—karboxylové kyseliny (slougenina 80) inhibuje VEGF—dependentni mitogenni odpovédi
HUVEC, byl zkouman (g&inek slouceniny na preziti HUVEC. V téchto experimentech bylo
pouzivano §tépeni substratu kaspazy 3 poly—ADP-ribosyl polymerazy (PARP) jako indikace
apoptézy. HUVEC Kkultivované za bez sérovych podminek po dobu 24 hedin vykazovaly
vyraznou miru §tépeni PAPR, coz bylo detekovano akumulaci $tépeni 23 kDa PARP fragmentu.
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Tomu bylo do velké miry zabrinéno pfidanim VEGF do bunééného média, a tim se v tomto testu
ukazalo, ze VEGF pisobi jako faktor preZiti. Bylo zjisténo, ze (2~diethylaminoethyl)amid 55—
fluor-2—oxo-1,2-dihydroindol-3—ylidenmethyl)-2,4—dimethyl-1 F—pyrrol-3—karboxylové
kyseliny (sloutenina 80) inhibuje KDR signalizaci. Tudiz (2-diethylaminoethyl)amid 55—
fluor-2—oxo-1,2—dihydroindol-3—ylidenmethyl)}-2 4—dimethyi— 1 H-pyrrol-3—karboxylové kyse-
liny (slougenina 80) inhibuje VEGF-zprostfedkované preziti HUVEC na davce zavislym zpiiso-
bem. Tato data tedy indikuji, Zze sloutenina 80 indukuje apoptdzu v endothelialnich buiikach
v kultufe v pFitomnosti VEGF.

C. In vivo studie G¢innosti
i.  Uginnost proti stabilizovanym nddorovym xenoimplantétiim

in vivo GCinnost (2-diethylaminoethyl)amidu 5—(5-fluor-2—oxo-1,2—dihydroindol—3—yliden-
methyl)}-2,4-dimethyl-1 H-pyrrol-3—karboxylové kyseliny (sloucenina 80) byla studovana na
ubkutannich (SC) modelech xenoimplantatu pouzitim lidskych nadorovych bunék implantova-
nych do oblasti zadni &4sti boku athymické mysi. Po implantaci se pied zapodetim peroralniho
odetfovani slouéeninou nadory nechaly stabilizovat na velikost 100 az 550 cm’.

Denni peroralni podani slou¢eniny 80 zpisobovalo na davce zavislou inhibici ristu A431 nadoru,
za piedpokladu, Ze oSetfeni bylo zapogato po nértistu nadord do velikosti 400 mm’®, Byta pozoro-
vana statisticky vyznamna (P < 0,05) inhibice ristu nadoru p¥i davkach 40 mg na kg denné (74%
inhibice) a 80 mg na kg denn& (84% inhibice) (viz tabulka 6). V pfedchozich experimentech
nebyla vyssi (160 mg na kg denné) divka sloudeniny G&inngjdi proti stabilizovanym nadordm
A431 nez davka 80 mg na kg denné. Navic mysi ofetfované davkou 160 mg sloueniny na kg
denné ztracely t€lesnou vihu, coz indikuje, Ze vy3§i davka nebyla také tolerovana. Podobné
vysledky byly ziskany pfi experimentu, ve kterém byly nadory A431 ponechany narist pouze do
velikosti 100 mm® (viz tabulka S). Pfi tomto druhém experimentu byla pozorovana kompietni
regrese nadord u Sesti z osmi zvifat osetfovanych davkou 80 mg na kg denné po dobu 21 dnd.
U téchto Sesti zvifat nebyl pozorovan novy nariist nador béhem 110 dnii pozorovani po skonéeni
o3etfeni. U dvou zvifat, ve kterych nadory znovu narostly do velké velikosti (2000 az 3000mm®),
nadory ustoupily jako reakce na druhé kolo oSetfeni slougeninou 80. Diileité je, 7e ve viech
experimentech, pfi kterych se testovala Gdinnost slougenin, byla davka (2—diethylamino-
ethylamidu 5~(5—fluor-2-oxo-1,2—dihydroindol-3—ylidenmethyl)-2 4—dimethyl- | H—pyrrol-3—
karboxylové kyseliny (sloucenina 80) v mnozstvi 80 mg na kg denn& dobfe snasena, i kdyz byla
podéavana kontinualné po dobu vice neZ 100 dnfi.

Tabulka 6
pocatecni objem sloutenina’ % inhibice (denni) Hodnota P
nadoru (mg/kg denné)
400 80 84 (30) 0,001
40 74 (36) 0,003 ‘
20 - 151 (36) 0,130 *
100 80 93 (40) 0,002
40 75 (40) 0,015
10 61 (40) 0,059
! slouenina 80 o
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Vysledky v tabulce 6 byly ziskény sbutkami A431 (0,5 x 10° bungk na my$), které byly
implantovany SC do oblasti zadniho boku athymické mys3i. Denni petoralni podani (2—diethyl-
aminoethyl)amidu 5—(5—fluor—2—ox0-1 ,2—dihydroindol-3—ylidenmethyl}-2,4—dimethyl-1H-pyr-
rol-3-karboxylové kyseliny (slou¢enina 80) v nosiéi na bazi Cremophore nebo kontrolnim nosi¢i
se zapotalo v dobg, kdy nadory doséhly indikovan¢ho primérného objemu, Nadory byly mefeny
vernierovymi kaliperami a objem nadoru byl spotten jako délka x sitka x vy&ka. Hodnoty P byly
vypotteny srovnanim velikosti nadord u zvifat, ktera byla oSetfovana slou¢eninou 80 (n = 8),
s témi zvifaty, ktera byla o3etfovana nosi¢em (n = 16), v posledni den experimentu pomoci
dvoustranného Studentova t—testu.

Utinnost slouteniny 80 proti etablovanym lidskym nadoriim riizného pivodu byla stanovena
pomoci Colo205 karcinom tlustého stfeva), SF763T (gliom) a NCI-H460 (nemalobuné&ny plicni
karcinom) xenoimplantét( (viz tabulka 7). Tyto experimenty byly provedeny s (2—diethylamino-
ethyl)amidem 5—(5-fluor-2-oxo-1,2-d ihydroindol-3-ylidenmethyl)-2,4-dimethyl-1 H-pyrrol—
3—karboxylové kyseliny (sloudenina 80) podavanym perorainé v mnoZzstvi 80 mg na kg denné;
davka, ktera byla u&innd a dobfe tolerovina.

Tabulka 7
typ nadoru Pocatecni objem % inhibice Hodnota P
nadoru (denni)
A431 epidermoidni | 100 93 (40) 0,002
A431 epidermoidni | 400 84 (36) 0,001
Colo205 thustého stieva {370 77 (54) 0,028
NCI-H460 plicni 300 61 (54) 0,003
SF763T gliom 550 53 (30) 0,001
T idaje ziskané z experimentu uvedeného v tabulce 5 A

Ve vyse zminénych experimentech, jakmile nadory dosahly indikované velikosti, byla slou¢enina
80 podavana jednou denné v mnozstvi 80 mg na kg v nosidi na bazi Cremophoru. Procentudlni
inhibice v porovnani s kontrolni skupinou o3etfovanou nosi¢em byla vypoctena na konci expe-
rimentd. Hodnoty P byly spotteny srovnanim velikosti nadorli u zvitat, ktera byla ofetfovéna
slougeninou, s témi zvifaty, ktera byla o3ctfovina nosiem, pomoci dvoustranného Studentova
t-testu.

Ackoliv (2—diethylaminoethyl)amid 5—(5—fluor—2—oxo-1,2—dihydroindol-3—ylidenmethy}-2.4—
dimethyl-1H-pyrrol-3—karboxylové kyseliny (slou¢enina 80) inhiboval rist viech typl nadori
uvedenych v tabulce 7, byl pozorovan rozdil v odpovédich riznych modelll exonimplantatu.
Konkrétné rist NCI-H460 a SF763T nadord byl zastaven nebo ve velké mife zpomalen, jelikoZz
nadory Colo205, jako treba nadory A431, ustoupily po oSetfeni (2—diethylaminoethyl)amidem
5—(5—fluor-2—ox0-1,2—dihydroindol-3-y! idenmethy!)-2,4—dimethyl-1 H—pyrrol-3—karboxylove
kyseliny.

Kvali stanoveni molekulari baze rozdili v odpovédi u modeld xenoimplantatu byly studovany
nadory. Byly vyhodnocovany nadory SF763T, které byly pfi molekularni hladiné méné respon-
zivni na odetfeni (2—diethylaminoethyl)amidem 5—(5—fluor-2—oxo-1,2—dihydroindol-3--yliden-
methyl)-2,4—dimethyl-1 H-pyrrol-3—karboxylové kyseliny, pomoci imunohistologickych technik
k stanoveni G¢inku osetfeni sloueninou. Tyto studie byly pavodné provadény na tomto typu
nadoru, protoze nadory SF763T jsou vysoce vaskularizovany mikrocévami, jenZ silné exprimuji
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endothelialni bunéény marker CD31, a jsou tudiZ velmi vhodné pro studie hustoty nddorovych
mikrocév (MVD). Imunohistologické stanoveni nadora SF763T ukazuje, 2e nadory z oSetfova-
nych zvitat mély snizenou MVD v porovnani s kontrolnimi skupinami ogetfovanymi nosi¢em,
coZ je v souladu s antiangiogennim mechanizmem G¢inku slougeniny 80; MVD byla 24.2 = 4,1 u
zvifat oSetfovanych slougeninou 80, v porovnani s 39,3 = 5,7 u téch, které byly o3etfovany jen
nosi¢em, Jak se predpoklada na zékladé zastaveni doprovodného ristu nadoru, vylozend inhibice
proliferace nadorovych bunék byla evidentni u nadord, které byly o3etiované sloudeninou 80.
Tyto nadory mély polovi¢ni mitoticky index nadori, které byly oSetiovany nosi¢em (data nejsou
uvedena) Utinek slouéeniny 80 na MVD a proliferaci nadorovych bunék indikuje, Ze slouceniny
maji vyrazné antiangiogenni a protinadorové u&inky, i za podminek, p¥i kterych nadory neustu-
puji.

Schopnost slouceniny 80 inhibovat fosforylaci PDGFR a naslednou signalizaci in vivo byla také
vyhodnocovana na nadorech SF763T, které exprimuji vysoké hladiny PDGFR{. Osetieni
SF763T nadori slouteninou 80 silné inhibovalo fosforylaci PDGFRp tyrosinu v etablovanych
SF763T nadorech. Sloucenina 80 také sniZovala hladiny fosforylované (aktivované) fosfolipazy
C gamma (PLC-y), okamzity downstreamovy indikator aktivace PDGFR. Tato data demonstruji,
Ze peroralni podani slou¢eniny 80 zpisobuje piimy G¢inek na cilovou aktivitu (PDGFR) v nado-
rech in vivo.

Na zékladé dikazu, ze schopnost slouteniny 80 inhibovat VEGF—dependentni signalizaci v
HUVEC in vitro je dlouhodoba (vide supra), i&inndst sloueniny byla stanovena po neéastém
podani slouceniny do modelu Colo205 nidoru. Jak je uvedeno v tabulce 8, bylo 80 mg na kg
(91% inhibice) a 40 mg na kg (84% inhibice) a&innych, za predpokladu, Ze divka byla podavana
denné, nikoliv tydné. Na rozdil od vys3ich davek slougeniny 80 (160 mg na kg), které inhibovaly
(52% inhibice) rist etablovanych nadori Colo205 pti podani 2 x tydné, z &eho? lze usuzovat, ze
tato sloudenina miZe byt i¢innd pti nefrekventovaném podani ve vyssich davkach. Mélo by byt
uvedeno, ze davkovaci rezimy mohou byt stanoveny odbornou vefejnosti bez nalezitého zkouse-
ni.

Tabulka 8
davka | frekvence | inhibice | hodnota P
(mg/kg) %

160 2 x tydné 52 0,085
1 x tydn# 17 NS

80 denn& N 0,039
2 x tydne 19 NS
1 x tydné 0 NS

40 denné 84 0,028
2 x tydné 36 NS

NS: nevyznamn4 hodnota (P > 0,05 )

Vysledky ztabulky 8 byly ziskany z bungk Colo205 (0,5 x 10° bunék na mys), které byly
implantovany SC do oblasti zadniho boku athymické mysi. Peroralni podani slougeniny 80 podle
indikovaného rezimu bylo zapocato v dobg, kdy nadory dosahly objemu 400 mm’. Nadory byly
méfeny vernierovymi kalipery a objem nadoru byl vypoéten jako délka x sitka x vy$ka produktu.
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Hodnoty P byly vypo&teny srovnanim velikosti nadori u zvifat, ktera byla ofetfovana slouceni-
nou 80, se zvifaty, ktera byla ofetfovana nosidem, v posledni den experimentu pomoci dvoustran-
ného Studentova t—testu.

ii.  Uginnost sloudeniny 80 na modelu diseminovaného onemocnéni

Kromé podpory trvalého riistu pevnych primarnich nadord, je angiogeneze také esencialni slozka
podporujici vznik diseminovaného onemocnéni v disledku metastaze z primarniho nadoru. Ug&i-
nek sloudeniny 80 na vznik diseminovaného onemocnéni byl zkouman na modelu kolonizace
plicniho melanomu B16-F1 mysi. Pii tomto modelu kolonizuji B16-F1 buiiky inckulované intra-
vendzné via ocasni zilu athymické mysi plice a vytvafeni nadory. Jak je uvedeno v tabulce 8,
podle vyhodnoceni méfeni celkové hmotnosti plic G&inné sniZuje peroralni podani slou¢eniny 80
v mno#stvi 80 mg na kg denng hmotnost Bi6-F1 bungk v plicich. Tato data naznaluji, Zze
sloucenina 80 mize inhibovat diseminované onemocnéni in vivo.

Tabulka 9
hmotnost plic (g) % inhibice hodnota P
nosic 0,83 £ 0,07 - -
sloudenina’ 0,41 +0,04 50 < 0,001
" slougenina 80

Vysledky z tabulky 9 byly ziskany z athymické mysi, kterd byla inokulovana Bi6-Fl nadoro-
vymi buiikami (5 x 10° bun&k na my%). Mysi byly o3etfeny denné perordlni davkou slougeniny 80
v mnozstvi 80 mg na kg denn& (n = 10) nebo nosi¢em (n = 18) po dobu 24 dni po inokulaci
nadoru. Na konci doby oetiovani byly my3i usmrceny a jejich plice byly izolovany a zvazeny.
Procentualni inhibice byla vypo&tena srovnanim hmotnosti plic u zvifat, kterd byla oSetfovana
sloudeninou 80, se zvifaty, které byly ofetfovana pouze nositem. Hodnota P byly stanoveny
pomoci dvoustranného Studentova t—testu.

D. Priklady biologické aktivity
Ptiklady in vivo iiginnosti slouéenin podle predlozeného vynalezu jsou uvedeny v tabulce 2.
Zaver

P¥i studiich zaméfenych na vyzkum farmakokinetickych charakteristik slougenin z vyhodnych
provedeni podle predlozeného vynalezu bylo prokazino, e perordlni podani jednotlivé davky
uvedenych slouéeniny vede k vysoké biologické dostupnosti u mysi. Dobra peroralni biologicka
dostupnost a linearni farmakokinetika ukazuji, 2¢ slou¢eniny z vyhodnych provedeni podle pred-
lozeného vynalezu maji pfiznivé farmakokinetické charakteristiky.

Navic slougeniny z vyhodnych provedeni podle pedlozeného vynalezu jsou Ginnymi inhibitory
aktivity tyrosinkinazy z délené kinazové domény RTK Flk—1/KDR a PDGFR, které se podileji na
angiogenezi, a RTK c—kit, receptorn pro faktor kmenovych bunék (SCF), ktery se podili na urci-
tych hematologickych rakovinach. Ve vysokych koncentracich slou¢eniny z vyhodnych provede-
ni podle piedlozeného vynalezu také inhibuji aktivitu tyrosinkinazy FGFR~1, tfeti RTK podilejici
se na angiogenezi, V souladu s jejich biochemickou aktivitou inhibuji slouteniny z vyhodnych
provedeni podle predloZeného vynalezu ligand—dependentni fosforylaci tyrosinu cilovych RTK a
in vitro mitogenni odpovéd’ lidskych endothelialnich bunék zily pupeénikové (HUVEC) stimulo-
vané VEGF nebo FGF, PDGFR-exprimujicich NIH-3T3 bunék stimulovanych PDGF, a MO7E
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bungk akutni myeloidni leukémie stimulovanych SCF. Naproti tomu slougeniny z vvhodnych
provedeni podle pfedlozeného vynalezu ptimo neinhibuji proliferaci nadorovych bunek v kom-
pletnim ristovém médiu kromé koncentraci vy3sich o 2 az 3 fady, neZ jsou koncentrace nutné
k inhibici ligand—dependentnich mitogennich odpovédi. Pii studiich xenoimplantatu na mysich
inhibovaly slouteniny z vyhodnych provedeni podle pfedlozeného vynalezu rist ctablovanych
lidskych nadorG rdzného pilvodu zpiisobem zavislym na davce a v koncentracich, které byly
dobfe snadeny i po prodlouzeni davkovani (> 100 dnii). PFi divce 80 mg na kg denné indukovaly
slouteniny z vyhodnych provedeni podle pfedlozeného vynalezu regresi velkych etablovanych
A431 a Colo205 nadorii a zplisobovaly znagnou inhibici ristu nebo stagnaci SF763T a NCI-
H460 nadori. U my3i majicich SF763T nadory zpisobovaly slou¢eniny z vyhodnych provedeni
podle predlozeného vynélezu redukce hustoty mikrocév, fosforylaci PDGFR v nadorech a
mitoticky index v nadorovych burnkach. Pii této davce také slouteniny z vyhodnych provedeni
podle pfedlozeného vynalezu inhibovaly plicni kolonizaci nadorovymi butikami B16-F1 v mode-
lu metastazy nadoru. Studie rezimi ukazaly, Ze slouceniny z vyhodnych provedeni podle piedlo-
zeného vynilezu jsou nejudinnéjsi, pokud jsou podavany denn&. PFimy dikaz antiangiogenni
aktivity slouCeniny z vyhodnych provedeni podle pfedlozeného vynalezu byl proveden na
SF763T nadorech, ve kterych byla hustota mikrocév redukovana, P¥imy dikaz, ze sloudeniny
z vyhodnych provedeni podle predlozeného vynalezu inhibovaly fosforylaci PDGFR a signalizaci
in vivo, byl také proveden na SF763T nadorech.

Kdyz se vie spoji, podporuji tato data nazor, Ze perorainé podavané slouceniny z vyhodnych pro-
vedeni podle predlozeného vynalezu jsou antiangiogenni prostiedky pro oSetfeni rakovin, v&etné
pevnych nddori a hematelogickych zhoubnych bujeni, ve ktervch angiogeneze a/nebo signali-
zace pies c—kit jsou ditleZité z hlediska patologie onemocnéni.

Je zfejmé, Ze slouleniny, postupy a farmaceutické pfipravky podle pFedloZeného vynalezu jsou
a¢inné pii modulaci aktivity PK, a tudiz se predpoklada jejich O¢innost jako terapeutickych pro-
stfedkil pfi poruchach souvisejicich s RTK, CTK a STK.

Odbomik t€Z snadno oceni, ze predkladany vynalez je dobfe uzpusoben k uskutetfiovani popsa-
nych aspektd a dosahovani uvedenych cilii a vyhod, stejné jako téch, které jsou mu inherentné
vlastni. Molekularmni komplexy a zde popisované metody, postupy, terapie, molekuly a konkrétni
slou€eniny pfedstavuji vyhodna provedeni a jsou pouze pfiklady, které nijak neomezuji rozsah
vynalezu. Odbornikovi jsou zfejmé jejich obmény a dalsi pouZiti, kterd jsou zahrnuta v duchu
vyndlezu, jak je definovan piipojenymi patentovymi naroky.

Odbomikovi je rovnéz ziejmé, Ze je mozno provadét riizné nihrady a modifikace predkladaného
vynalezu, aniZ by se pfekrodil rozsah a mysilenka vynalezu.

Vsechny patenty a publikace zminéné v textu jsou ukazatelem drovné odbornikii, kterych se
vynalez tyka. V3echny patenty publikace jsou zde zahrnuty formou odkazu, jako by bylo pro kaz-
dou jednotlivou publikaci konkrétné a jednotlivé uvedeno, Ze je zde zahrnuta jako odkaz.

Vynilez, zde ilustrativné popsany, miZe byt vyhodné provadén za absence jakéhokoli prvku
nebo prvkil nebo omezeni, ktera zde nejsou konkrétné uvedena. Tak napfiklad v kazdém pfipadé
zde mize byt kterykoli z vyrazd ,,zahrnujici®, ,,sestdvajici v podstaté z* a , sestavajici 2 nahrazen
kterymkoli ze zbyvajicich dvou. Terminy a vyrazy, které zde byly pouZity, jsou pouZivany jako
vyrazy popisné a nikoli omezujici a pfi jejich pouZiti neexistuje vylouceni jakychkoli ekvivalenti
uvedenych a popsanych znakl nebo jejich asti, ale potvrzuje se, Ze v rozsahu narokovaného
vynalezu jsou mozné rizn¢ modifikace. Je tedy nutno zdiraznit, Ze ackoliv je vynalez popsan
konkrétné pomoci vyhodnych provedeni a volitelnych znaki, mize se odborik uchylit k modifi-
kacim a variacim zde uvedenych koncepti a tyto modifikace a variace se povaZuji za spadajici do
rozsahu vynalezu, definovaného pfipojenymi patentovymi naroky.
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Tam, kde jsou znaky nebo ptedméty vynalezu popisovany pomoci Markushovych definic, je
navic odbornikovi ziejmé, ¥e vynélez je tim také definovan pomoci kazdého jednotlivého Elena
nebo podskupiny takové Markushovy skupiny. Napfiklad je-li vyznam symbolu X definovan jako
vybrany ze skupiny sestdvajici z bromu, chloru a jodu, jsou tim plné popsany naroky pro X
znamenajici brom i naroky pro X znamenajici chlor,

Dalii provedeni spadaji do rozsahu pFipojenych patentovych naroki.

PATENTOVE NAROKY

1. Pyrrolem substituovana 2—indolinonova sloucenina obecného vzorce |

nebo jeji farmaceuticky ptijatelna siil, kde:
R' mé vyznam vybrany z vodiku, (C,—Caalkylu, (CH,)R'® a —C(O)NR®R’,
R’ ma vyznam vybrany z vodiku, halogenu, (C,—C,;)arylu a —S(O)zNRI3 R™,

R' ma vyznam vybrany z vodiku, (C~Cyalkylu, (C—Cj)alkoxy, (C,—Ci)arylu, heteroarylu
a—-C(OR",

R? je vodik,

R® ma vyznam vybrany z vodiku a (C,—Cy)alkylu,

R® je—C(OR",

R" ma vyznam vybrany z vodiku, (C,—C;)alkylu a (C,~C 2)arylu,

R® a R” maji vyznam nezavisle vybrany z vodiku, (C,—Cy)alkylu a (C,—C,y)arylu,

R je-N(R")CH,)}R" kden je 1,2 nebo 3, R" je vodik a R'> m4 vyznam vybrany z hydroxy,
(C\—Cyalkoxy, —-C(O)R", heteroarylu a -NR"'R',

R a R" maji vyznam nezavislc vybrany ze skupiny sestavajici z vodiku, (C,—Cj)alkylu,
(Cs—Cg)evkloalkylu, (C,—C,»)arylu a heteroarylu, nebo

R'* a R" mohou byt spojeny a tvofit heterocykloskupinu,

R"” ma vyznam vybrany z vodiku, hydroxy, (C,—Cy)alkoxy a aryloxy,

- 140 -




20

25

30

35

40

45

CZ 303705 B6

R'® ma vyznam vybrany z hydroxy a —C(O)R'" a

r je2unebo 3,

a kde:

alkoxy oznaduje O-alkyl nebo O—cykloalkyl,
aryloxy oznaéuje O—+C,—Cp)aryl nebo O-heteroaryl,

heteroaryl oznafuje monocyklickou nebo kondenzovanou kruhovou skupinu s 5 az 12 éleny
kruhu, obsahujici jeden, dva nebo tii heteroatomy vybrané zN, O nebo S a zbylé atomy kruhu
jsou C,

heterocykloskupina oznaCuje nasyceny kruhovy zbytek se 3 az 8 atomy kruhu, kde jeden nebo
dva atomy kruhu jsou tvofeny heteroatomy vybranymi z N, O nebo S(O),, kde n je celé &islo od 0
do 2, a zbyl¢ atomy kruhu jsou C, kde jeden nebo dva C atomy jsou ptipadné nahrazeny karbony-
lovou skupinou,

alkyly, alkoxyskupiny a cykloalkylové skupiny jsou nesubstituované,

arylové a heteroarylové skupiny jsou piipadng substituované jednim nebo dvéma substituenty,
nezavisle vybranymi z halogenu, (C\—Cy)alkylu, trihalogen(C;—Cy)alkylu, hydroxy, merkapto,
kyano, N—amido, mono— nebo di(C,—C,)alkylamino, karboxy a A—sulfonamido,

heterocykloskupina je ptipadné substituovana jednim nebo dvéma substituenty nezavisle
vybranymi z halogenu, (C,—Cjalkylu, (C,—Cy)alkyl-karboxy, (Ci—Cyalkyl-esteru, hydroxylu
a mono— nebo di(C,—Cy)alkylaminoskupiny.

2.  Pyrrolem substituovand 2—-indolinonova sloucenina podle naroku | obecného vzorce 1, kde
R" a R" maji vyznam nezavisle vybrany z vodiku, (C,—-Cy)alkylu, heteroarylu, a jsou-li spojeny,
—(CHy)s—, (CH3)s—, {CH2),~O+CH)o— a ~(CH2)uN(CH3)(CHa ).

3. Pyrrolem substituovana 2—indolinonova slouéenina podle naroku 1 obecného vzorce I, kde n
je2nebo3 aR'" je -NR"R", kde R a R jsou nezavisle (C,—Cjalkyl.

4. Pyrrolem substituovana 2-indolinonova sloué¢enina podle niroku 1 obecného vzorce I, kde n
je 2 nebo 3 a R” je -NR"R", kde R" a R jsou spojeny do skupiny vybrané z -(CHz)s—,
—(CH)s— HCH;,-O—~CH,),— nebo H(CH;):.N(CH:)(CHa)>—.

5. Pyrrolem substituovana 2—indolinonova slougenina podle naroku | obecného vzorce 1, kde
R' je -C(O)NR®R’, kde R® je vodik a R je aryl.

6. Sloucenina podle naroku 1, kterou je (2—diethylaminoethyl)amid 5—5—fluor-2—oxo-1,2—di-
hydroindol-3—ylidenmethyl)-2.4—dimethyl-1 //-pyrrol-3-karboxylové kyseliny vzorce

(

N
a
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nebo jeho farmaceuticky pfijatelna sil.

7. Sloudenina podle naroku 1, kterou je L-—malatova sil (2—diethylaminoethyl)amidu 55—
fluor-2—oxo—1,2—dihydroindol-3—ylidenmethyl}-2,4—dimethyl-1 H-pyrrol-3—karboxylové kyse-
liny.

8. Slouenina podle ndroku 1, kterou je (2—pyrrolidin-1—ylethyl)amid 5—(5-fluor-2—oxo-1,2—-
dihydroindoi~(3Z)-ylidenmethyt)-2,4—dimethyl-1 H—pyrrol-3—karboxylové kyseliny vzorce

P
N
/N H
F » N
oH
N
H

nebo jeho farmaceuticky piijatelna sil.

9. Farmaceuticka kompozice, vyznadujici se tim, Ze zahmuje pyrrolem substituo-
vanou 2—-indolinonovou slougeninu podle naroku 1 obecného vzorce I nebo jeji farmaceuticky
piijatelnou sil a farmaceuticky pfijatelny nosi¢ nebo excipient.

10. Farmaceutickd kompozice, vyznaéujici se tim, Ze zahrnuje slouteninu podle
naroku 6 nebo jeji farmaceuticky pfijatelnou sil a farmaceuticky pfijatelny nosi¢ nebo excipient.

11. Farmaceuticka kompozice podle niroku 10, vyzmnadujici se tim, Z2e zahmuje
L-malatovou sl (2-diethylaminoethyl)amidu 5—(5-fluor—2—oxo—1,2—dihydroindol-3-yliden-
methyl)-2,4~-dimethyl-1 F-pyrrol-3—karboxylové kyseliny.

12. Pouziti pyrrolem substituované 2—-indolinonové slougeniny podle naroku 1 nebo 6 nebo jeji
farmaceuticky pfijatelné soli pro vyrobu Ié¢iva pro lé¢bu poruchy organismu souvisejici s pro-
teinkinazou.

13. Pouziti podle naroku {2, kde uvedend porucha souvisejici s proteinkinazou je vybrana
z poruchy souvisejici s receptorovou tyrosinkinazou, poruchy souvisejici s nereceptorovou tyro-
sinkindzou a poruchy souvisejici se serin—threoninkinazou.

14. Pouziti podle naroku 12, kde uvedend porucha souvisegjici s proteinkinazou je vybrana
z poruchy souvisejici s EGFR, poruchy souvisgjici s PDGFR, poruchy souvisgjici s IGFR a poru-
chy souvisgjici s flk.

15. Pouziti podle naroku 12, kde uvedenou poruchou souvisejici s proteinkinazou je rakovina
vybrana z karcinomu skvaméznich bunék, astrocytomu, Kaposiho sarkomu, glioblastomu, plicni
rakoviny, rakoviny mogového méchyfe, rakoviny hlavy a krku, melanomu, ovariatni rakoviny,
rakoviny prostaty, rakoviny prsu, malobun&éné rakoviny plic, gliomu, kolorektalni rakoviny,
genitourinarni rakoviny a gastrointestindlni rakoviny.

16. PouZiti podle naroku 12, kde uvedena porucha souvisejici s proteinkinazou je vybrina ze
skupiny sestavajici z diabetu, autoimunitni poruchy, hyperproliferativni poruchy, restendzy,
fibrézy, psoriazy, von Heppelovy—Linadaurovy nemoci, osteoartritidy, revmatoidni artritidy,
angiogeneze, zanétlivé poruchy, imunologické poruchy a kardiovaskularni poruchy.

17. Poufiti podle naroku 12, kde uvedenym organismem je ¢loveék.
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