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Nazev vynalezu:

Pyrazol-indolové konjugaty pro
fotodynamickou 1é¢bu rakoviny a
bakterialnich infekci

Anotace:

Predkladané feSeni se tyka novych pyrazol-indolovych
derivati obecného vzorce I konjugovanych ethenovymi,
buta-1,3-dienovymi nebo ethylenovymi linkery a
obsahujicimi substituenty v polohach R!, R? a R3, které
1ze pouzit pii fotodynamické terapii nadord nebo
bakterialnich infekci. Reseni dale zahrnuje farmaceutické
ptipravky obsahujici konjugované pyrazol-indolové
derivaty.
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Pyrazol-indolové konjugaty pro fotodynamickou lé¢bu rakoviny a bakterialnich infekci

Oblast techniky

Predkladané teseni se tyka novych konjugovanych pyrazol-indolovych derivatt, které maji nizkou
toxicitu ve tme¢ a naopak ziskavaji fotodynamické vlastnosti proti nddoriim a bakteriim po ozaieni
svétlem. Popsan je také zpiisob piipravy novych sloucenin a meziproduktl pro jejich ptfipravu, a
rovnéz i jejich pouziti jako 1é¢iva.

Dosavadni stav techniky

Fotodynamicka terapie (PDT) je nechirurgicka, minimaln¢ invazivni 1éCba, ktera vyuziva léky
citlivé na svétlo (fotosenzibilizator, PS), zdroj svétla a kyslik k produkci cytotoxickych reaktivnich
forem kysliku (ROS), které zase zptisobuji abnormalni destrukci bun¢k (Tampa et al., Oncol. Lett.
17 (2019) 4085). V dnesni dob¢ se 1é¢ba pomoci PDT vyuziva u fady koznich onemocnéni, jako
je psoriaza, akné, bakteridlni infekce, nebo u né€kterych typt rakovin, jako je karcinom bazélnich
bunek, karcinom skvamoéznich bunék, melanom, rakovina plic, hlavy, tust, hrtanu, mocového
méchyte, nebo nazofaryngealni, vaginalni a cervikalni karcinomy (Svanberg and Bendsoe, Lasers
Med. Appl. (2013) 760; Usuda et al., J. Thorac. Oncol. 1 (2006) 489).

Klinicky pouzivanymi fotosenzibilizatory jsou obvykle makromolekularni porfyrinoidni
slou¢eniny, jako jsou porfyriny, chloriny, bakteriochloriny, ftalocyaniny, napiiklad porfimer sodny
(HPD), mono-L-aspartylchlorin €6 (NPe6), palladium bactereofeoforbid (WST-11), temoporfin,
verteporfin, redaporfin (Dabrowski et al., Photobiol. Sci. 14 (2015) 1765-1780; Dos Santos et al.,
J. Cancer Metastasis Treat. 5 (2019) 25) nebo prekurzory endogenniho protoporfyrinu IX (PpIX),
tj. kyselina 5-aminolevulinova (ALA), methylaminolevulindt (MAL) a hexaminolevulinat (HAL).

Na druhou stranu bylo zjisténo, Ze fada dalSich sloucenin s prodlouzenymi konjugovanymi systémy
ma fotodynamické vlastnosti, napiiklad bordipyrrometheny, také znamé jako BODIPY's (Zhang et
al., Acta Pharm. Sin. B. 8 (2018) 137), jejich analogy aza-BODIPY's (Awuah and You, RSC Adv.
2(2012) 11169), antrachinony (Comini et al., Phytomedicine. 18 (2011) 1093), xantheny (Gianotti
et al., Chem. - A Eur. J. 20 (2014) 10921), kyaniny (Usama et al., ACS Appl. Bio Mater. 1 (2018)
1195), kurkuminoidy (Tonon et al., J. Contemp. Dent. Pract. 16 (2015) 1), fenothiaziny a
benzofenothiaziny (Cincotta et al., Cancer Res. 54 (1994) 1249; Saucin and Van de Vorst, Radiat.
Environ. Biophys. 17 (1980) 159). Je znamo, ze pro zvyseni fotodynamickych vlastnosti
fotosenzibilizatori je kromé pouziti prodlouzené m konjugace mozna rovnéz kovalentni dimerizace
vychozi struktury, zavedeni TEMPO nebo substituce tézkymi atomy (chlor, brom, jod), ptipadné
chelatace s kovy (Atchison et al., Chem. Commun. 53 (2017) 2009). Ptes ¢etné pokroky a znalosti
ziskané v této oblasti (Abrahamse and Hamblin, Biochem. J. 473 (2016) 347), je vyvoj
fotosenzibilizatorti vhodnych pro PDT naroc¢ny ukol, protoze tyto slouceniny musi spliiovat mnoho
pozadavkd, jako je nizka toxicita ve tmée, ale silna fotocytotoxicita, absorpce dlouhych vinovych
délek, selektivita vuci cilovym buikam atd. (Huang, Technol. Cancer Res. Treat. 4 (2005) 283).
Proto syntéza novych typt fotosenzibilizatorii zlstava v soucasné organické chemii stale
relevantni.

Predkladany vynalez poskytuje fadu novych substituovanych derivati konjugovaného pyrazol-
indolu, které jsou vyuzitelné pro fotodynamickou terapii, a proto je lze pouzit jako protinadorova
fotosenzibilizujici 1éCiva pii 16€bé koznich a epitelialnich nadort pfistupnych svételnému zareni
nebo jako antimikrobialni fotosenzibilizujici Cinidla.
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Podstata vynalezu

Predmétem predkladaného feseni jsou nové derivaty konjugovaného pyrazolu a indolu, které maji

fotodynamické vlastnosti a nizkou toxicitu ve tmeé, coz je ¢ini pouzitelnymi pro pouziti jako

protinaddorova 1éciva a antibiotika.

K dosazeni tohoto pfedmétu feseni jsou navrzeny pyrazol-indolové derivaty obecného vzorce I
R3

N

ve kterém
L je vybran ze skupiny zahrnujici -CH=CH-, -CH=CH-CH=CH-, -C=C-—;

R! je fenyl, ktery miZe byt nesubstituovany nebo pfipadné substituovany 1 az 2 substituenty
vybranymi ze skupiny obsahujici fluor, methyl a methoxy skupinu;

R? je CI1-C8 alkyl, s vyhodou C1-C6 alkyl, ktery miize byt rozvétveny nebo linearni, pficemz
v alkylu mtize ptipadné byt jeden nebo dva atomy uhliku nahrazeny heteroatomem vybranym ze

skupiny obsahujici O, N nebo S;

R® je fenyl, ktery mlZe byt nesubstituovany nebo pfipadné substituovany 1 az 2 substituenty
vybranymi ze skupiny zahrujici F, Cl a methoxy;

nebo jejich farmaceuticky ptijatelné soli.

Predkladané teSeni s vyhodou zahrnuje slouceniny obecného vzorce I, kde L je —-CH=CH-,
~CH=CH-CH=CH-, nebo —C=C—; R' je fenyl; R? je hexyl; R® je fenyl.

Obecné skupiny substituentd maji nasledujici vyznam:

methyl znamend skupinu —CH3,

methoxy znamena skupinu —OCH3,

alkyl znamena rozvétveny nebo nerozvétveny alkylovy fetézec obsahujici 1 az 8 atomi uhliku, s
vyhodou vybranou ze skupiny zahrnujici methyl, ethyl, propyl, isopropyl, butyl, isobutyl, pentyl,
isopentyl, hexyl, isohexyl, heptyl, isoheptyl, oktyl. Alkyl satomem uhliku nahrazenym

heteroatomem muize byt naptiklad 2-methoxyethyl.

Predmétem tohoto feSeni jsou konjugované pyrazol-indolové derivaty obecného vzorce I pro
pouziti jako 1éCiva.
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Dals$im pfedmétem tohoto feSeni jsou konjugované pyrazol-indolové derivaty obecného vzorce I
pro pouziti jako fotosenzibilizatory pro inhibici bunééné proliferace a/nebo indukci bunééné smrti.

Predmétem tohoto feseni jsou rovnéz konjugované pyrazol-indolové derivaty obecného vzorce |
pro pouziti pfi 1€cbé poruch, vybranych ze skupiny zahrnujici rakovinu, kozni onemocnéni,
zanétliva onemocnéni a bakterialni infekce.

Dals$im pfedmétem tohoto feSeni jsou konjugované pyrazol-indolové derivaty obecného vzorce I
pro pouziti pfi vyrobé 1é¢iva pro 1éceni onemocnéni vybranych ze skupiny zahrnujici psoriazu,
akné, bakterialni infekce, karcinom bazalnich bunék, karcinom skvamoéznich bunék, melanom,
rakovina plic, hlavy, st, hrtanu, mo¢ového méchyte, nebo nazofaryngedlni, vaginalni a cervikalni
karcinomy.

Kromé terapeutickych aplikaci Ize predmétné slouCeniny pouzit jako regulatory bunécné
proliferace bunék in vitro, naptiklad v bunécnych a tkanovych kulturach.

Dalsim prfedmétem tohoto feSeni jsou konjugované pyrazol-indolové derivaty obecného vzorce I
jako fotosenzibilizujici slouCeniny pfi protinadorovych terapiich.

Predmétem tohoto feSeni jsou také konjugované pyrazol-indolové derivaty obecného vzorce I pro
pouziti pti 1é¢be bakterialnich a mikrobialnich infekci kiize, Gistni dutiny, vnitinich povrchii hornich
cest dychacich a vnitfnich povrchli genito-mocového traktu. Slouceniny podle vynélezu maji
antimikrobialni aktivitu alespoi proti grampozitivnim bakteriim.

Po aplikaci konjugovanych pyrazol-indolovych derivatt obecného vzorce I se na misto oSetieni
aplikuje svételné zareni. Vyhodna vinova délka aktiva¢niho zafeni je mezi 400 nm a 450 nm, s
vyhodou odpovidajici maximu absorpce daného derivatu. Zareni mtize byt nekoherentni, naptiklad
ze zdroje na bazi diod, nebo koherentni (laserové). Dle konstrukce svételného zdroje 1ze ozatovat
jak povrchové 1éze, tak 1éze uvnitt téla (vnitini dutiny), napt. zdroji s optickymi vlakny.

Redeni také zahrnuje farmaceuticky prostfedek, ktery obsahuje alespoii jeden konjugovany
pyrazol-indolovy derivat a vhodny farmaceuticky pfijatelny nosic.

Nové slouceniny podle tohoto feSeni mohou byt pouzity samy o sobé nebo jako meziprodukty pfi
ptipravé novych sloucenin, které maji Sirokou Skalu diagnostickych, terapeutickych a
pramyslovych aplikaci.

Mimotadné vyhodnymi slou¢eninami jsou tyto derivaty obecného vzorce I:
5-{[3-(Hexyloxy)-1-fenyl-1H-pyrazol-4-yl] ethynyl}-3,3-dimethyl-2-fenyl-3H-indol (5),
5-{(E)-2-[3-(Hexyloxy)-1-fenyl-1H-pyrazol-4-yl]ethenyl}-3,3-dimethyl-2-fenyl-3H-indol (7),

5-{(1E,3E)-4-[3-(Hexyloxy)-1-fenyl-1H-pyrazol-4-yl]buta-1,3-dien-1-yl}-3,3-dimethyl-2-fenyl-
3H-indol (10).

Farmaceutické ptipravky

Terapeuticky piipravek obsahuje od 1 do 95 % aktivni latky, pfi¢emz jednordzové davky obsahuji
piednostné od 20 do 90 % aktivni latky a pii zplsobech aplikace, které nejsou jednorazové,
obsahuji pfednostné od 5 do 20 % aktivni latky. Jednotkové davkové formy jsou, napt. potahované
tablety, tablety, ampule, lahvicky, ¢ipky nebo tobolky. Jiné¢ formy aplikace jsou, napf. masti,
krémy, pasty, pény, tinktury, rténky, kapky, spreje, disperze atd. Piikladem jsou tobolky obsahujici
od 0,05 g do 1,0 g aktivni latky.
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Farmaceutické pfipravky podle pfedlozeného vynalezu jsou pfipravovany znamym zpusobem,
napf. béZznym michanim, granulaci, potahovanim, rozpoustécimi nebo lyofilizacnimi procesy.

Ptednostné jsou pouzivany roztoky aktivnich latek a dale také suspenze nebo disperze, obzvlaste
izotonické vodné roztoky, suspenze nebo disperze, které mohou byt pfipraveny pred pouzitim,
napf. v ptipad¢ lyofilizovanych preparatl obsahujicich aktivni latku samotnou nebo s nosic¢em jako
je mannitol. Farmaceutické piipravky mohou byt sterilizovany a/nebo obsahuji pomocné latky,
napt. konzervaéni ptipravky, stabilizatory, zvlhcovadla a/nebo emulgétory, rozpoustéci Cinidla,
soli pro regulaci osmotického tlaku a/nebo pufry. Jsou pfipravovany zndmym zplsobem, napf.
béznym rozpousténim nebo lyofilizaci. Zminéné roztoky nebo suspenze mohou obsahovat latky
zvySujici viskozitu, jako napt. sodnou sil karboxymethylcelulozy, dextran, polyvinylpyrrolidon
nebo zelatinu.

Olejové suspenze obsahuji jako olejovou slozku rostlinné, syntetické nebo semisyntetické oleje
obvyklé pro injekéni ucely. Oleje, které zde mohou byt zminény, jsou obzvlasté kapalné estery
mastnych kyselin, které obsahuji jako kyselou slozku mastnou kyselinu s dlouhym fetézcem
majicim 8 az 22, s vyhodou pak 12 az 22 uhlikovych atomt, napt. kyselinu laurovou, tridekanovou,
myristovou, pentadodekanovou, palmitovou, margarovou, stearovou, arachidonovou a behenovou,
nebo odpovidajici nenasycené kyseliny, napt. kyselinu olejovou, alaidovou, erukovou, brasidovou
a linolenovou, ptipadné s pfidavkem antioxidantt, napt. vitaminu E, B-karotenu nebo 3,5-di-terc-
butyl-4-hydroxytoluenu. Alkoholova slozka téchto esterti mastnych kyselin nemé vice nez 6
uhlikovych atomi a je mono- nebo polyhydricka, napf. mono-, di- nebo trihydrické alkoholy jako
metanol, etanol, propanol, butanol nebo pentanol a jejich isomery, ale hlavné glykol a glycerol.
Estery mastnych kyselin jsou s vyhodou, napt. ethyloleat, isopropylmyristat, isopropylpalmitat,
»Labrafil M 2375 (polyoxyethylenglyceroltrioleat, Gattefoseé, Paftiz), ,,Labrafil M 1944 CS*
(nenasycené polyglykolované glyceridy ptipravené alkoholyzou oleje z merunkovych jader a
slozené z glyceridi a esterti polyethylenglykolu; Gattefoseé, Pafiz), ,,Labrasol” (nasycené
polyglykolované glyceridy ptipravené¢ alkoholyzou TCM a slozené z glyceridii a esterii
polyethylenglykolu; Gattefoseé, Patiz) a/nebo ,,Miglyol 812* (triglycerid nasycenych mastnych
kyselin s délkou fetézce C8 az C12 od Hills AG, Némecko) a zvlasté rostlinné oleje jako
bavilnikovy olej, mandlovy olej, olivovy olej, ricinovy olej, sezamovy olej, s6jovy olej a zejména
olej z podzemnice olejné.

Priprava injek¢niho pfipravku se provadi za sterilnich podminek obvyklym zplisobem, napf.
plnénim do ampuli nebo lahvic¢ek a uzaviranim obalt.

Napt. farmaceutické ptipravky pro oralni pouziti se mohou ziskat smichanim aktivni latky s jednim
nebo vice tuhymi nosici, pfipadnou granulaci vysledné smési, a pokud je to pozadovéano,
zpracovanim smési nebo granuli do tablet nebo potahovanych tablet pridavkem dalSich neutralnich
latek.

Vhodné nosice jsou obzvlaste plnidla jako cukry, napt. laktoza, sachar6za, mannitol nebo sorbitol,
celulosové preparaty a/nebo fosforecnany vapniku, s vyhodou fosforeCnan vépenaty nebo
hydrogen fosfore¢nan vapenaty, dale pojiva jako Skroby, s vyhodou kukufi¢ny, pSeni¢ny, ryzovy
nebo bramborovy Skrob, methylceluléza, hydroxypropylmethylceluloza, sodna stl
karboxymethylceluldzy a/nebo polyvinylpyrolidin, a/nebo pokud pozadovano desintegratory jako
vySe zminéné Skroby a dale karboxymethylovy Skrob, zesitény polyvinylpyrolidin, alginova
kyselina a jeji soli, s vyhodou alginat sodny. Dalsi neutralni latky jsou regulatory toku a Iubrikanty,
s vyhodou kyselina salicylova, talek, kyselina stearova a jeji soli jako stearat hofecnaty a/nebo
vapenaty, polyethylen glykol nebo jeho derivaty.

Jadra potahovanych tablet mohou byt potazena vhodnymi potahy, které mohou byt odolné vici
zalude¢ni §tave, pficemz pouzivané potahy jsou mezi jinymi koncentrované roztoky cukra, které
mohou obsahovat arabskou gumu, talek, polyvinylpyrolidin, polyethylenglykol a/nebo oxid
titani¢ity, dale potahovaci roztoky ve vhodnych organickych rozpoustédlech nebo smésich
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celulézovych preparati jako acetylceluldozaftalat nebo hydroxypropylmethylcelulozaftalat.
Barviva nebo pigmenty jsou piimichavany do tablet nebo potahovanych tablet, napt. pro
identifikaci nebo charakterizaci riznych davek u¢inné slozky.

Farmaceutické ptipravky, které mohou byt uzivany oralné, jsou také tvrdé tobolky ze Zelatiny nebo
mekké uzaviené tobolky ze zelatiny a zmékcovadla jako glycerol nebo sorbitol. Tvrdé tobolky
mohou obsahovat aktivni latku ve formé granuli, smichanou, napt. s plnidly jako je kukufi¢ny
Skrob, pojivy nebo lubrikanty jako talek nebo stearat hofecnaty, a se stabilizatory. V mékkych
tobolkach je aktivni latka pfednostné rozpusSténa nebo suspendovéana ve vhodnych kapalnych
latkach neutralni povahy jako mazaci tuk, parafinovy olej nebo kapalny polyethylenglykol ¢i estery
mastnych kyselin a ethylen nebo propylenglykolu, pficemz je také mozno piidat stabilizatory a
detergenty, napf. typu esterti polyethylen sorbitanovych mastnych kyselin.

Dalsi formy oralniho podavani jsou, napt. sirupy pifipravované béznym zptisobem, které obsahuji
aktivni slozku, napf. v suspendované formé a v koncentraci okolo 5 az 20 %, ptednostné okolo
10 % nebo podobné koncentrace, kterda umozituje vhodnou individualni davku, napt. kdyz je
mefeno 5 nebo 10 ml. Ostatni formy jsou, napt. praskové nebo kapalné koncentraty pro ptipravu
koktejlt, napt. v mléce. Takovéto koncentraty mohou byt také baleny v mnozstvi odpovidajicim
jednotkové davce.

Farmaceutické piipravky, které mohou byt pouzivany rektalné, jsou, napt. ¢ipky, které obsahuji
kombinaci aktivni latky se zakladem. Vhodné zaklady jsou, napf. ptirodni nebo syntetické
triglyceridy, parafinové uhlovodiky, polyethylen glykoly nebo vyssi alkoholy.

Ptipravky vhodné pro parenteralni podani jsou vodné roztoky aktivni slozky ve formée rozpustné
ve vode, napt. ve vode rozpustna stil nebo vodna injekéni suspenze, kterd obsahuje latky zvysujici
viskozitu, napt. sodnou siil karboxymethylcelul6zy, sorbitol a/nebo dextran, a stabilizatory tam kde
je to vhodné. Aktivni latka mize byt také pritomna ve formé lyofilizatu spolecné s pomocnou
latkou, kde je to vhodné a muze byt rozpusténa pied parenteralni aplikaci ptidanim vhodnych
rozpoustédel. Roztoky, které jsou pouzity pro parenteralni aplikaci, mohou byt pouzity, napf. i pro
infuzni roztoky. Preferovana konzervovadla jsou s vyhodou antioxidanty jako kyselina askorbova,
nebo mikrobicidy kyselina sorbova ¢i benzoova.

Tinktury a roztoky obvykle obsahuji vodné-ethanolickou bazi, ke které jsou pfimichana
zvlhéovadla pro sniZzeni odpatfovani jako jsou polyalkoholy, napt. glycerol, glykoly a/nebo
polyethylen glykol, dale promazavadla jako estery mastnych kyselin a nizSich polyethylen glykolt,
tj. lipofilni latky rozpustné ve vodné smési nahrazujici tukové latky odstranéné z kiize ethanolem,
a pokud je to nutné, i ostatni pomocné latky a aditiva.

Reseni se také vztahuje na postupy nebo metody pro 1é&eni nemoci zminénych vyse. Latky mohou
byt podavany zejména terapeuticky jako takové nebo ve form¢ farmaceutickych piipravka,
ptednostné v mnozstvi, které je efektivni proti zminénym nemocem, pfi¢emz u teplokrevnych
zivoCichi, napt. ¢lovéka, vyzadujiciho takovéto oSetieni, je latka pouzivana zejména ve formeé
farmaceutického pripravku. Na télesnou hmotnost okolo 70 kg je aplikovana denni davka latky
okolo 0,1 az 5 g, s vyhodou 0,5 az 2 g.
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Objasnéni vykresu

Obr. 1 zobrazuje zivotaschopnost bunék G361 osetienych slouc¢eninami 5, 7 a 10, a inkubovanych
ve tm¢€.

Obr. 2 ukazuje produkei reaktivnich forem kysliku v bunééné linii G361 osetfené slouceninou 7
pii 0,052 uM a ozéaiené 50 J/cm? (414 nm).

Obr. 3 ukazuje zmény mitochondrialniho membranového potencialu v bunécné linii G361 osetiené
slou¢eninou 7 pii 0,052 pM a ozéaiené 50 J/cm? (414 nm).

Obr. 4 ukazuje detekci poskozeni DNA kometovym testem v bunkach G361 vizualizovanych
pomoci SYBR Green. A - neoSetiené kontrolni burniky; B - buiky oSetiené slouceninou 7 pii
0,052 uM a ozafené 50 J/cm? (414 nm).

Obr. 5 ukazuje nartst fosforylace histonu H2A.X na Ser-139 v buiikach G361 osetfenych latkou 7
po ozéfeni sveétlem (414 nm).

Obr. 6 ilustruje antibakterialni ucinek slouceniny 7 v kombinaci s ozafenim modrym svétlem
(414 nm).

Piiklady uskuteénéni vynalezu

Vsechny chemikalie a rozpoustédla byly zakoupeny od komercnich dodavateld a pouzity bez
dalsiho cisténi, pokud neni uvedeno jinak. Pfed pouzitim byl N,N’-dimethylformamid vysusen
aktivovanym molekulovym sitem (4 A), zatimco toluen a dichlormethan byly destilovany nad
bezvodym siranem sodnym. VSechny reakce byly provadény v baiikach susenych v suSarné pod
argonovou atmosférou za magnetického michani. Pro kontrolu pribéhu reakci pomoci tenkovrstvé
chromatografie (TLC) byly pouzity desky Macherey-Nagel™ ALUGRAM® Xtra SIL G/UV254.
Vysledky TLC byly vizualizovany pomoci UV lampy (vInové délky 254 a 365 nm) nebo jodovymi
parami. Pfipravené latky byly separovany za pomoci sloupcové kapalinové chromatografie ve
sklenénych kolonich (stacionarni faze-silikagel, vysoce Cisty stupet 9385, velikost pord 60 A,
velikost astic —230 az 400 mesh, dodavatel Sigma-Aldrich). 'H a '*C NMR spektra byla
zaznamenana pii teploté mistnosti na spektrometru Bruker Avance III 700 (700 MHz pro 'H a
176 MHz pro '*C) v CDC13; jako rozpoustédle. FT-IC spektra byla zméfena na spektrometru Bruker
Vertex 70v s integrovanym pfislusenstvim Platinum ATR. Teploty tani krystalickych latek byly
stanoveny pomoci pfistroje Buchi M-565 (teplotni gradient - 2 °C/min) a jsou nekorigované.
Spektra hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim (HRMS) byla ziskana na spektrometru
Bruker MicrOTOF-Q III v ESI" modu. UV-Vis absorpéni a fluorescenéni spektra byla
zaznamenana na Ctecce mikrodesti¢ek Infinity M200 Pro Tecan.

Uvedené slouceniny vzorce I 1ze pripravit podle obecnych schémat 1-3 uvedenych nize:

Schéma 1 Syntéza sloucenin vzorce I, kdyz L je -C=C—:
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Schéma 3 Syntéza sloucenin vzorce I, kdyz L je -CH=CH-CH=CH—:
=%
N
o)
R RS
R2 R? R2
g \ ‘D d
i POCI, I, CHiPPhy'T, 1-BuOK Cs5,C0,, F'u:I(OAI:]Z AL
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Syntetické schéma cilové slouceniny 5-{[3-(hexyloxy)-1-fenyl-1H-pyrazol-4-yl]ethynyl}-3,3-
dimethyl-2-fenyl-3H-indol 5 (ptiklady 1 az 3):
g N g - 0 4 d
3, PPhs CBr Y, B GsiCOy PACL(PPhy)z, Cul, TEA (N
N, —_— N, —_— N
N DeM, 050 M DMS0, 130 °C Nf DMF, 60 °C
1 2 (76%) 3 (79%) 5 (60%)
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Ptiklad 1 4-(2,2-Dibromethenyl)-3-(hexyloxy)-1-fenyl-1 H-pyrazol (meziprodukt 2)

Tetrabrommethan (6633 mg, 20 mmol) byl rozpustén v suchém dichlormethanu (25 ml) pii -10 °C
a nasledné byl po kapkach ptidan roztok trifenylfosfinu (10492 mg, 40 mmol) v suchém
dichlormethanu (25 ml). Reakéni smés byla michana pti -10 °C po dobu 45 az 60 minut, dokud
nebyl ziskan oranzovy roztok. Potom aldehyd 1 (pfipraven zpisobem popsanym v Kazlauskas et
al. J. Phys. Chem. C. 118 (2014) 25261-25271) byl rozpustén v suchém dichlormethanu (25 ml) a
ptidan po kapkach ke smési. Po zahtati na teplotu mistnosti reakce probihala 2 hodiny a pribéh byl
monitorovan pomoci TLC. Po dokonceni byla reakce nafedéna vodou (50 ml) a organicka vrstva
byla oddélena, susena nad bezvodym Na,SOs, zfiltrovana a poté odparena za snizené¢ho tlaku.
Odpatena smes se precistila pomoci sloupcové chromatografie na silikagelu (n-hexan/ethylacetat
15:1 v/v). Produkt 2 byl ziskdn ve formé& bezbarvé kapaliny (3264 mg, 76 %). R, = 0,54 (n-
hexan/ethylacetat 15:1 v/v). 'H NMR (700 MHz, CDCls, ppm): 8 8,44 (s, 1H), 7,62 (d, J= 7,8 Hz,
2H), 7,42 (t, J= 7,9 Hz, 2H), 7,29 (s, 1H), 7,24 (t, J= 7,4 Hz, 1H), 4,31 (t, /= 6,7 Hz, 2H), 1,81
(p, J = 6,8 Hz, 2H), 1,46 (p, J = 7,2 Hz, 2H), 1,39 — 1,32 (m, 4H), 0,92 (t, J = 6,9 Hz, 3H). 13C
NMR (176 MHz, CDCls, ppm): 6 162,1, 139,8, 129,4, 125,94, 125,82, 125,50, 118,1, 105,7, 85,4,
69,4, 31,6, 29,1, 25,6, 22,6, 14,1. ’'N NMR (71 MHz, CDCl;, ppm): & -123,1 (N-2), -185,7 (N-1).
IC (Vimax, cm™): 3070, 3050, 3026, 2952, 2928, 2869, 2857, 1599, 1562, 1500, 1465, 1415, 1374,
1286, 1222, 1177, 1057, 1000, 942, 882, 804, 751, 685, 670. HRMS (ESI-TOF): pro
Ci7H20Br2NoNaO ([M+Na]"): vypoétena hodnota 448,9835; nalezena 448,9838.

Ptiklad 2 4-Ethynyl-3-(hexyloxy)-1-fenyl-1H-pyrazol (meziprodukt 3)

4-(2,2-Dibromethenyl)-3-(hexyloxy)-1-fenyl-1H-pyrazol 2 (2141 mg, 5 mmol) byl rozpustén v
dimethylsulfoxidu (10 ml) a uhli¢itan cesny (4887 mg, 15 mmol) byl pfidan do roztoku. Reakéni
smés byla michdna pii 130 °C po dobu 12 hodin. Po dokonéeni byla reakcni smés nalita do
nasyceného roztoku chloridu sodného (50 ml) a extrahovana pomoci EtOAc (4% 25 ml). Spojené
organické vrstvy byly suseny nad bezvodym Na,SOs, zfiltrovany a odpaieny za snizeného tlaku.
Odparek se precistil pomoci sloupcové chromatografie na silikagelu (n-hexan/ethylacetat 15:1 v/v).
Produkt 3 byl ziskan v podob¢ oranzové kapaliny (1057 mg, 79 %). Ry= 0,40 (n-hexan/ethylacetat
15:1 v/v). '"H NMR (700 MHz, CDCls, ppm): & 7,89 (s, 1H), 7,57 (d, J = 7,9 Hz, 2H), 7,41 (t, J =
8,0 Hz, 2H), 7,23 (t, J = 7,4 Hz, 1H), 4,35 (t, J = 6,8 Hz, 2H), 3,19 (s, 1H), 1,85 (p, J = 6,9 Hz,
2H), 1,48 (p, J = 7,2 Hz, 2H), 1,39 — 1,32 (m, 4H), 0,92 (t, J = 7,0 Hz, 3H). *C NMR (176 MHz,
CDCls, ppm): 6 164,6, 139,6, 130,6, 129,5, 126,0, 118,2, 91,2, 80,7, 73,7, 69,9, 31,7, 29,1, 25,7,
22,7, 14,2. "N NMR (71 MHz, CDCls, ppm): & -120,6 (N-2), -187,8 (N-1). IC (Vinax, cm™"): 3289,
3110, 3071, 3051, 2953, 2930, 2870, 2858, 2117, 1599, 1565, 1503, 1466, 1409, 1363, 1216, 1198,
1054, 998, 941, 901, 810, 753, 688, 677. HRMS (ESI-TOF): pro Ci7H20N2NaO ([M+Na]"):
vypoctena hodnota 291,1468; nalezena 291,1469.

Priklad 3 5-{[3-(Hexyloxy)-1-fenyl-1H-pyrazol-4-yl]ethynyl}-3,3-dimethyl-2-fenyl-3H-indol
(cilova sloucenina 5)

Pod argonovou atmosférou byly k roztoku 4-ethynyl-3-(hexyloxy)-1-fenyl-1H-pyrazolu 3
(313 mg, 1,16 mmol) a 5-jod-3,3-dimethyl-2-fenyl-3H-indol 4 (ptipraven zplisobem popsanym v
M. Tomasulo et al. J. Org. Chem. 73 (2008) 118-126) (405 mg, 1,16 mmol), v suchém
dimethylformamidu (5 ml) ptfidany jodid méd'ny (I) (442 mg, 2,32 mmol), triethylamin (0,3 ml,
2,32 mmol) a tetrakis (trifenylfosfin) palladium (0) (81,4 mg, 0,116 mmol). Reakéni smés byla
michana pii 60 °C po dobu 24 hodin. Po dokonéeni byla reakéni smés ochlazena na teplotu
mistnosti, zfedéna destilovanou vodou (50 ml) a extrahovana pomoci EtOAc (4x 25 ml). Spojené
organické extrakty byly suseny nad bezvodym Na,SOs, zfiltrovany a odpafeny za snizeného tlaku.
Odparek byl vy¢istén pomoci sloupcové chromatografie na silikagelu (n-hexan / ethylacetat 9:1
v/v), ¢imz byl ziskan produkt 5 ve formé hnédo-oranzové lepkavé pevné latky. (339 mg, 60 %). Ry
= 0.38 (n-hexan/ethylacetat 6:1 v/v). '"H NMR (700 MHz, CDCls, ppm): & 8,16 (dd, J = 2,8, 6,6
Hz, 2H), 7,95 (s, 1H), 7,66 (d, J= 7,9 Hz, 1H), 7,62 (d, J = 8,3 Hz, 2H), 7,54 (d, J= 8,0 Hz, 1H),
7,51 (d,J=6,3 Hz, 2H), 7,49 (d, J = 2,5 Hz, 2H), 7,43 (t, /= 7,8 Hz, 2H), 7,23 (t,J = 7,4 Hz, 1H),
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4,40 (t,J= 6,8 Hz, 2H), 1,90 (p, J= 6,9 Hz, 2H), 1,61 (s, 6H), 1,53 (p, /=7,3 Hz, 2H), 1,43 — 1,34
(m, 4H), 0,93 (t, J= 6,9 Hz, 3H). 3*C NMR (176 MHz, CDCls, ppm): & 184,1, 164,2, 153,0, 147,8,
139,7, 133,2, 131,6, 130,9, 129,67, 129,52, 128,75, 128,46, 125,9, 124,2, 120,97, 120,86, 118,0,
93,1, 92,6, 79,4, 69,9, 53,7, 31,7, 29,2, 25,7, 24,8, 22,7, 14,2. ’'N NMR (71 MHz, CDCl;, ppm): &
-70.7 (indol N-1), -120.5 (pyrazol N-2), -187.8 (pyrazol N-1). IC (Vmax, cm™): 3110, 3053, 2954,
2928, 2869, 2857, 2215, 1599, 1570, 1511, 1460, 1410, 1363, 1296, 1214, 1141, 1054, 990, 940,
888, 830, 753, 690, 676. HRMS (ESI-TOF): pro Cs3sH3N3O ([M+H]"): vypoétena hodnota
488.,2696; nalezena 488,2700.

Syntetické schéma cilové slouceniny 5-{(E)-2-[3-(hexyloxy)-l-fenyl-1H-pyrazol-4-yl]ethenyl}-
3,3-dimethyl-2-fenyl-3H-indol 7 (Ptiklady 4 a 5):

, O
N
o

0 4

N CH4PPh3*T", t-BuOK Nf \ Cs,CO;3, PA(OAC),, TBAI
N toluene, -5 °C - Lt. N DMF, 120 °C
1 6 (84%)

Priklad 4 4-Ethenyl-3-(hexyloxy)-1-fenyl-1H-pyrazol (meziprodukt 6)

K suspenzi methyltrifenylfosfoniumjodidu (1,83 g, 4,5 mmol) v suchém toluenu (60 ml) byl v
inertni atmosféte pridan terc-butoxid draselny (1,01 g, 9 mmol) v jedné davce. Reakéni smés byla
michéna pfi teploté mistnosti po dobu 30 minut a nasledné refluxovana po dobu dalsich 30 minut.
Tvorba ylidu mtze byt vizualné pozorovana jeho ptetrvavajici zlutou barvou. Po zahtati smési na
teplotu varu pod zpétnym chladiCem se reakéni smés nechala zchladit na teplotu mistnosti a
umistila se do ledové lazn¢, nacez se pridal po kapkach aldehyd 1 (pfipraveny podle popisu
Kazlauskas ef al. (J. Phys. Chem. C. 118 (2014) 25261-25271) (817 mg, 3 mmol) rozpustény v
suchém toluenu (30 ml). Reakce byla provadéna pii teplot€ mistnosti po dobu 3 hodin a prub&h byl
monitorovan pomoci TLC. Reakce byla ukonéena pifidanim nasyceného roztoku chloridu
amonné¢ho (90 ml) a organickd vrstva byla oddé€lena, suSena nad bezvodym Na,SOs, zfiltrovana a
odpatena za snizeného tlaku. Odpatena smé&s byla vyc€isténa pomoci sloupcové chromatografie na
silikagelu (n-hexan/ethylacetat 10:1 v/v), ¢imz byl ziskan produkt 6 ve formé Zluté kapaliny
(681 mg, 84%). R;= 0,74 (n-hexan/ethylacetat 6:1 v/v). '"H NMR (700 MHz, CDCls, ppm): & 7,73
(s, 1H), 7,58 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 7,40 (t, J = 7,9 Hz, 2H), 7,19 (t, J = 7,3 Hz, 1H), 6,54 (dd, J =
11,3,17,7 Hz, 1H), 5,73 (dd, J= 1,6, 17,7 Hz, 1H), 5,16 (dd, J = 1,6, 11,3 Hz, 1H), 4,35 (t,J = 6,6
Hz, 2H), 1,84 (p, J = 6,7 Hz, 2H), 1,51 (p, J = 7,3 Hz, 2H), 1,41 — 1,35 (m, 4H), 0,93 (t, /= 17,0
Hz, 3H). *C NMR (176 MHz, CDCls, ppm): § 162,3, 140,1, 129,5, 125,29, 125,22, 125,17, 117,7,
113,2,108,7, 69,2, 31,7, 29,3, 25,9, 22,7, 14,2. "N NMR (71 MHz, CDCls, ppm): & -119.9 (N-2),
-189.7 (N-1). IC (Vinax, cm™): 3100, 3071, 3051, 3015, 2954, 2930, 2870, 2858, 1638, 1600, 1565,
1501, 1466, 1427, 1373, 1245, 1205, 1181, 1057, 1032, 990, 940, 897, 807, 751, 688, 659. HRMS
(ESI-TOF): pro Ci17H»N>NaO ([M+Na]"): vypoctena hodnota 293,1624; nalezena 293,1625.

Priklad 5 5-{(E)-2-[3-(Hexyloxy)-1-fenyl-1H-pyrazol-4-yl]ethenyl}-3,3-dimethyl-2-fenyl-3 H-
indol (cilova sloucenina 7)

4-Ethenyl-3-(hexyloxy)-1-fenyl-1H-pyrazol 6 (270 mg, 1 mmol), 5-jod-3,3-dimethyl-2-fenyl-3 H-
indol 4 (pfipraveny podle popisu M. Tomasulo ef al. J. Org. Chem. 73 (2008) 118-126) (413 mg,
1.19 mmol), uhli¢itan cesny (489 mg, 1,5 mmol) a tetrabutylamoniumjodid (554 mg, 1,5 mmol)
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byly rozpustény v suchém dimethylformamidu (6 ml) pod argonovou atmosférou. Nasledné byl do
roztoku pridan octan palladnaty (II) (45 mg, 0,2 mmol) v jedné davce. Reakéni smés byla michana
pti 120 °C po dobu 48 hodin. Po dokonceni byla reakéni smés ochlazena na teplotu mistnosti,
ziedéna destilovanou vodou (50 ml) a extrahovana EtOAc (4% 25 ml). Spojené organické faze byly
suSeny nad bezvodym Na,SOy, zfiltrovany a odpatfeny za snizeného tlaku. Odparek byl precistén
pomoci sloupcové chromatografie na silikagelu (n-hexan/ethylacetat 12:1 v/v). Produkt 7 byl
ziskan v podob¢ jasn¢ zluté sklovité pevné latky (302 mg, 62% vytézek). Ry = 0,33 (n-
hexan/ethylacetat 6:1 v/v). '"H NMR (700 MHz, CDCls, ppm): & 8,20 (dd, J = 1,5, 8,0 Hz, 2H),
7,85 (s, 1H), 7,71 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 7,64 (d, J= 7,7 Hz, 2H), 7,53 — 7,47 (m, 5H), 7,42 (t, J =
7,9 Hz, 2H), 7,28 (d, J= 16,3 Hz, 1H), 7,20 (t, J= 7,4 Hz, 1H), 7,01 (d, /= 16,3 Hz, 1H), 4,46 (4,
J=16,7 Hz, 2H), 1,95 (p, J = 6,7 Hz, 2H), 1,65 (s, 6H), 1,60 (p, J = 7,4 Hz, 2H), 1,49 — 1,40 (m,
4H), 0,99 (t, J = 7,1 Hz, 3H). *C NMR (176 MHz, CDCls, ppm): & 182.,8, 162,2, 152,5, 148,3,
139,9, 136,3, 133.,4, 130,5, 129,3, 128,61, 128,26, 127,85, 126,0, 125,11, 124,87, 121,0, 118,2,
117,5,116,9,108,6, 69,2, 53,4,31,6,29,2,25,8,24,9,22,7, 14,1. "N NMR (71 MHz, CDCl;, ppm):
8 -70.0 (indol N-1), -119.3 (pyrazol N-2), -188.9 (pyrazol N-1). IC (Vmax, cm™): 3105, 3050, 3005,
2955, 2928, 2858, 1677, 1638, 1598, 1565, 1501, 1463, 1406, 1376, 1262, 1199, 1055, 989, 963,
940, 890, 821, 752, 690, 676. HRMS (ESI-TOF): pro Cs3H3sN3O ([M+H]"): vypoétena hodnota
490,2853; nalezena 490,2854.

Syntetické schéma cilové slouceniny 5-{(1E,3E)-4-[3-(hexyloxy)-1-fenyl-1H-pyrazol-4-yl]buta-
1,3-dien-1-yl}-3,3-dimethyl-2-fenyl-3H-indol 10 (ptiklady 6 az 8):

°\ y L0

0 \ o] \ Q \ 4
T POCIs 7\ CH3PPh3™I", t-BuOK )\ Cs;C04, Pd(OAc),, TBAI
N. P ——— N, —_——— N
N DMF, 70 °C N toluene, -5 °C - |.t. N DMF, 120 °C
6 8 (50%) 9 (52%) 10 (25%)

Priklad 6 (2E)-3-[3-(Hexyloxy)-1-fenyl-1H-pyrazol-4-yl|prop-2-enal (meziprodukt 8)

Oxychlorid fosfore¢ny (1,86 ml, 20 mmol) byl pfidan po kapkach do suchého DMF (1,55 ml,
20 mmol) pfi -10 °C a vysledna sm¢s byla michana pti stejné teploté po dobu 10 az 20 minut,
dokud se nevytvoril komplex Vilsmeier-Haack. Nasledné byl do komplexu Vilsmeier-Haack
ptidan roztok 4-ethenyl-3-(hexyloxy)-1-fenyl-1H-pyrazolu 6 (1351 mg, 5 mmol) v suchém DMF
(15 ml) a teplota byla pomalu zvysena na 70 °C a udrzovana po dobu 12 hodin. Reakéni smés byla
ochlazena v ledové lazni a opatrné byla ptidana ledova voda (100 ml). Néasledné byla smés
alkalizovana 10% roztokem NaHCOs. SraZenina byla odfiltrovana. Filtrat byl extrahovan pomoci
ethylacetatu (4x 50 ml). Ethylacetatové vrstvy byly promyty nasycenym roztokem NaCl, suseny
nad bezvodym Na,SOg, zfiltrovany a odpatreny za snizeného tlaku. Odpafena smés byla vy¢isténa
pomoci sloupcové chromatografie na silikagelu (n-hexan/ethylacetat 4:1 v/v), ¢imz byl ziskan
produkt 8 ve forme oranzové krystalické pevné latky (746 mg, 50 %). T.t. 69,2 — 70,2 °C. R,=0,21
(n-hexan/ethylacetat 6:1 v/v), 'H NMR (700 MHz, CDCl;, ppm): § 9,57 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,95
(s, 1H), 7,63 — 7,60 (m, 2H), 7,46 — 7,42 (m, 2H), 7,33 (d, J = 15,7 Hz, 1H), 7,28 — 7,25 (m, 1H),
6,72 (dd, J = 8,0, 15,7 Hz, 1H), 4,37 (t, J= 6,7 Hz, 2H), 1,84 (p, J = 6,7 Hz, 2H), 1,48 (p, /= 7,4
Hz, 2H), 1,39 — 1,32 (m, 4H), 0,91 (t,J/ = 7,1 Hz, 3H). 3C NMR (176 MHz, CDCl;, ppm): & 194,0,
162,8,141,9, 139,3, 129,5, 128,1, 127,2, 126,4, 118,2, 106,5, 69,7, 31,5, 29,0, 25,7, 22,6, 14,0. >N
NMR (71 MHz, CDCls, ppm): & -118,0 (N-2), -182,5 (N-1). IC (Vmax, cm™): 3129, 3103, 3067,

-10 -
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3035, 2989, 2954, 2929, 2861, 2815, 2735, 1668, 1616, 1598, 1558, 1502, 1473, 1425, 1375, 1296,
1237, 1173, 1125, 1057, 1011, 979, 962, 937, 911, 836, 753, 713, 687, 675. HRMS (ESI-TOF):
pro CisH2N>NaO» ([M+Na]"): vypocétena hodnota 321,1573; nalezena 321,1573.

Ptiklad 7 4-[(1E)-Buta-1,3-dien-1-yl]-3-(hexyloxy)-1-fenyl-1H-pyrazol (meziprodukt 9)

K suspenzi methyltrifenylfosfoniumjodidu (1,83 g, 4,5 mmol) v suchém toluenu (60 ml) byl v
inertni atmosféte pridan terc-butoxid draselny (1,01 g, 9 mmol) v jedné davce. Reakéni smés byla
michana pfi teploté mistnosti po dobu 30 minut a nasledn¢ refluxovana po dobu dalSich 30 minut.
Tvorba ylidu mtize byt vizualné ovéfena pomoci pretrvavajici Zluté barvy. Po zahtati smési na
teplotu varu pod zpétnym chladicem se reakéni smés nechala zchladit na teplotu mistnosti a
umistila se do ledové 1azn€, nacez byl pfidan po kapkach aldehyd 8 (895 mg, 3 mmol) rozpustény
v suchém toluenu (30 ml). Reakce byla provadéna pfi teploté mistnosti po dobu 2 hodin a prib¢h
byl monitorovan pomoci TLC. Reakce byla ukoncena pfidanim nasyceného roztoku chloridu
amonného (90 ml) a organicka vrstva byla oddé€lena, suSena nad bezvodym Na,SOs, zfiltrovana a
odpafena za snizeného tlaku. Odparek byl pfecistén pomoci sloupcové chromatografie na
silikagelu (n-hexan / ethylacetat 9:1 v/v), ¢imz byl ziskan produkt 9 ve formé nazloutlé kapaliny
(462 mg, 52 %). Ry= 0,65 (n-hexan/ethylacetat 9:1 v/v). 'H NMR (700 MHz, CDCls, ppm): & 7,70
(s, 1H), 7,57 - 7,54 (m, 2H), 7,39 — 7,36 (m, 2H), 7,18 — 7,14 (m, 1H), 6,79 (dd, J= 15,7, 10,6 Hz,
1H), 6,47 — 6,40 (m, 1H), 6,37 (d, J= 15,7 Hz, 1H), 5,27 - 5,19 (m, 1H), 5,08 — 5,03 (m, 1H), 4,34
(t,J=6,6 Hz, 2H), 1,84 (p, J = 6,7 Hz, 2H), 1,50 (p, J= 7,4 Hz, 2H), 1,40 — 1,32 (m, 4H), 0,92 (t,
J =17,1 Hz, 3H)."*C NMR (176 MHz, CDCls, ppm): & 162,1, 139,9, 1379, 129,3, 129,0, 125,1,
124,9, 121,3, 117,5, 115,5, 108,2, 69,1, 31,6, 29,2, 25,8, 22,6, 14,1. "N NMR (71 MHz, CDCls,
ppm): & -119,7 (N-2), -189,0 (N-1). IC (Vmax, cm): 3121, 3080, 3046, 2999, 2947, 2933, 2870,
2859, 1632, 1597, 1553, 1501, 1464, 1400, 1362, 1266, 1246, 1199, 1154, 1054, 1006, 954, 905,
890, 807, 756, 692, 676. HRMS (ESI-TOF): pro Ci9H24N>NaO ([M+Na]"): vypoctena hodnota
319,1781; nalezena 319,1781.

Ptiklad 8 5-{(1E,3E)-4-[3-(Hexyloxy)-1-fenyl-1H-pyrazol-4-yl]buta-1,3-dien-1-yl}-3,3-dimethyl-
2-fenyl-3H-indol (cilova sloucenina 10)

4-[(1E)-buta-1,3-dien-1-y1]-3-(hexyloxy)-I-fenyl-lH-pyrazol 9 (362 mg, 1,22 mmol), 5-jod-3,3-
dimethyl-2-fenyl-3H-indol 4 (453 mg, 1,3 mmol), uhli¢itan cesny (596 mg, 1,83 mmol) a
tetrabutylamoniumjodid (676 mg, 1,83 mmol) byly rozpustény v suchém dimethylformamidu
(5 ml) pod argonovou atmosférou. Nasledn¢ byl pfidan octan palladnaty (II) (55 mg, 0,24 mmol).
Reakce byla michana pti 120 °C po dobu 48 hodin. Po dokonc¢eni byla reakce ochlazena na teplotu
mistnosti, poté byla nalita do nasyceného roztoku NaCl (50 ml) a extrahovana pomoci EtOAc (4 x
25 ml). Spojené organické extrakty byly suSeny nad bezvodym Na,SOs, zfiltrovany a odpafeny za
snizené¢ho tlaku. Odpafend smés byla precisténa pomoci sloupcové chromatografie na silikagelu
(n-hexan/ethylacetat 6:1 v/v). Produkt 10 byl ziskan ve formé Zzluté amorfni pevné latky (156 mg,
25 %). Ry= 0,33 (n-hexan/ethylacetat 6:1 v/v)."H NMR (700 MHz, CDCls, ppm): & 8,14 (dd, J =
1,7, 7,8 Hz, 2H), 7,71 (s, 1H), 7,63 (d, J= 7,9 Hz, 1H), 7,56 (d, J = 7,6 Hz, 2H), 7,47 — 7,42 (m,
3H), 7,41 - 7,38 (m, 2H), 7,36 (t, /= 7,9 Hz, 2H), 7,14 (t,J= 7,4 Hz, 1H), 6,98 (dd, /= 10,8, 15,1
Hz, 1H), 6,92 (dd, J = 10,8, 15,1 Hz, 1H), 6,64 (d, J= 15,1 Hz, 1H), 6,49 (d, J= 15,1 Hz, 1H),
4,37 (t,J=6,6 Hz, 2H), 1,87 (p, /= 6,7 Hz, 2H), 1,59 (s, 6H), 1,53 (p, /= 7,4 Hz, 2H), 1,43 — 1,35
(m, 4H), 0,94 (t, J=7,1 Hz, 3H). C NMR (176 MHz, CDCls, ppm): 8 182,9, 162,1, 152,6, 148,2,
139,8, 135,8, 133,3, 130,88, 130,45, 129,82, 129,28, 128,64, 128,57, 128,22, 126,4, 125,06,
124,70, 121,3, 121,0, 118,3, 1174, 108,7, 69,1, 53,3, 31,6, 29,2, 25,7, 24,8, 22,6, 14,1. "N NMR
(71 MHz, CDCl;, ppm): 8x -70,4 (indol N-1), -119,8 (pyrazol N-2), -188,7 (pyrazol N-1). IC (Vinax,
cm): 3068, 3047, 3002, 2957, 2927, 2870, 2856, 1624, 1596, 1583, 1553, 1499, 1462, 1405, 1377,
1245,1211, 1189, 1054, 993, 938, 883, 844, 796, 750, 688, 677. HRMS (ESI-TOF): pro C3sH3sN3;O
(IM+H]"): vypoctena hodnota 516,3009; nalezena 516,3008.
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Tabulka 1: Slou¢eniny pripravené zpisobem podle ptikladu 1 az 8

Substituent HRMS analyza
Cislo <
R! R? R3 L Vypoctena Nalezena hodnota
hodnota
5 fenyl hexyl fenyl —C=C- 488,2696 488,2700
7 fenyl hexyl fenyl —CH=CH- | 490,2853 490,2854
—CH=CH-
10 fenyl hexyl fenyl CH=CH- 516,3009 516,3008
11 fenyl pentyl fenyl —CH=CH- | 476,2696 476,2695
12 fenyl butyl fenyl —CH=CH- | 462,2540 462,2541
13 fenyl propyl fenyl —CH=CH- | 448,2383 448,2383
14 fenyl ethyl fenyl —CH=CH- | 434,2227 434,2228
15 fenyl methyl fenyl —CH=CH- | 420,2070 420,2070
16 fenyl 2-methoxyethyl fenyl —CH=CH- | 464,2333 464,2334
- _
17 methoxyfenyl hexyl fenyl —CH=CH- | 520,2959 520,2959
2- _
18 methoxyfenyl methyl fenyl —CH=CH- | 450,2176 450,2176
2- _
19 methoxyfenyl 2-methoxyethyl fenyl —CH=CH- | 494,2438 494,2437
20 | 4-fluorfenyl hexyl fenyl —CH=CH- | 508,2759 508,2759
21 | 4-fluorfenyl methyl fenyl —CH=CH- | 438,1976 438,1977
22 | 4-fluorfenyl | 2-methoxyethyl fenyl —CH=CH- | 482,2238 482,2240
- _
23 methylfenyl hexyl fenyl —CH=CH- | 504,3009 504,3009
- _
24 methylfenyl methyl fenyl —CH=CH- | 434,2227 434,2229
- _
25 methylfenyl 2-methoxyethyl fenyl —CH=CH- | 478,2489 478,2489
26 fenyl hexyl 4-fluorfenyl —CH=CH- | 508,2759 508,2757
27 fenyl methyl 4-fluorfenyl —CH=CH- | 438,1976 438,1977
28 fenyl 2-methoxyethyl 4-fluorfenyl —CH=CH- | 482,2238 482,2236
29 fenyl hexyl 4-chlorfenyl —CH=CH- | 524,2463 524,2463
30 fenyl methyl 4-chlorfenyl —CH=CH- | 454,1681 454,1681
31 fenyl 2-methoxyethyl 4-chlorfenyl —CH=CH- | 498,1943 498,1943
3 94_ —
32 fenyl hexyl dimethoxyfenyl —CH=CH- | 550,3064 550,3064
3 94_ —
33 fenyl methyl dimethoxyfenyl —CH=CH- | 480,2282 480,2282
3.4- _
34 fenyl 2-methoxyethyl dimethoxyfenyl —CH=CH- | 524,2544 524,2542
4’96_ —
35 fenyl hexyl dimethoxyfenyl —CH=CH- | 550,3064 550,3064
4,6- _
36 fenyl methyl dimethoxyfenyl —CH=CH- | 480,2282 480,2282
4,6- _
37 fenyl 2-methoxyethyl dimethoxyfenyl —CH=CH- | 524,2544 524,2544
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Piiklad 9 Fluorescenéni vlastnosti

Fluorescencni vlastnosti finalnich sloucenin 5, 7 a 10 byly testovany ve vod¢. Excita¢ni vinova
délka A byla nastavena na 360 nm pro latku 5 a na 385 nm pro slouceniny 7 a 10. Emisni maxima
Aem VSech tii latek jsou umistény v rozsahu 475 az 525 nm, coz odpovida modré Casti spektra
viditelného svétla. Nahrazeni ethynylového mustku v derivatu 5 za ethenyl ve slouc¢eniné 7 mélo
za nasledek bathochromni posun emisnich maxim. Na druhou stranu, jak se o¢ekéavalo, dalsi dvojna
vazba ve slouceniné 10, ve srovnani se slouc¢eninou 7, zpiisobila u obou bathochromni posun
emisnich maxim. Stokesovy posuny vSech sloucenin 5, 7 a 10 jsou alespon 115 nm, pro latku 10
dosahujici az 145 nm (tabulka 2).

Tabulka 2: Absorpéni a fluorescencni charakteristiky sloucenin 5, 7 a 10 ve vodeé.

Sloucenina Aabs, M Aem, NM Stokestuiv posun, nm
5 355 475 120
7 380 495 115
10 380 525 145

Ptiklad 10 Test bunécné kultury a Zivotaschopnosti bun¢k

Bunééna linie G361 (lidsky kozni melanom) byla kultivovana v médiu DMEM doplnéném 10%
fetalnim hovézim sérem, 1% penicilinem/streptomycinem, 1% glutaminem, pti 37 °C v 5% CO,
atmosféfe. Zivotaschopnost bunék byla stanovena pomoci testu MTT (Sigma-Aldrich) v 96-
jamkovych mikrodesti¢kach (10* na jamku ve 100 ul DMEM). Testované latky byly pridany 24
hodin po vysazeni a buiiky byly poté inkubovany dal§ich 24 hodin. Buiiky byly poté vystaveny
ozatovani ve 100 pl PBS s 5 mM gluké6zou a inkubovany dalsich 24 hodin. Poté bylo ptidano 50 pl
MTT (rozpusténého v PBS) a bunky byly inkubovany dalsi 3 h pii 37 °C a v 5% CO,. Médium pak
bylo nahrazeno 100 ul DMSO, aby se rozpustily krystaly fialového formazanu. Méfeni absorbance
bylo provadéno na desti¢kovém readeru Synergy HT pii 570 nm a 690 nm. Zivotaschopnost bunék
ve vzorcich byla stanovena jako procento zivotaschopnosti kontrolnich bunék (100 x primér
testované skupiny/primér kontrolni skupiny). Data pro stanoveni EC50 byla vypoétena pomoci
softwaru Phototox v. 2.0 (ZEBET). Zivotaschopnost ve tmé byla méfena paralelné za stejnych
podminek bez ozafeni. Zivotaschopnost bunék ofettenych latkami 5, 7 a 10 po dobu 24 hodin bez
ozateni byla podobna jako u neosetfenych bunék, takze zavérem bylo, ze latky nevykazuji zadnou
cytotoxicitu az do 10 uM koncentrace (obrazek 4).

Priklad 11 Fotodynamické ucinky

Pro ozafovani 96jamkovych mikrodesticek a Petriho misek byl pouzit specialné navrzeny LED
svételny zdroj (Tomecka et al., CZ 302829 B6, 2006) s maximalni emisni vinovou délkou 414 nm
a intenzitou svétla 20 mW/cm?. Pro fotodynamické oSetfeni bylo odstranéno kultivaéni médium a
nahrazeno PBS obsahujicim 5 mM glukézu. Thned po ozéteni byl PBS odstranén, k buiikdm bylo
ptidano kompletni kultivaéni médium DMEM a kultivace trvala dalSich 24 hodin. VSechny testy
byly provedeny v triplikatech a nezavisle tfikrat zopakovany. V pocateCnim experimentu byly
buniky G361 oSetfeny vSemi tfemi slouceninami na dobu 24 hodin a poté vystaveny svétlu (zdroj
LED, 414 nm) s celkovou davkou zafeni 10 J/cm?. Zivotaschopnost bun&k byla kvantifikovana 24
hodin po ozafeni MTT testem (tabulka 3). Nasledné byly G361 bunky oSetfeny latkou 7 a
vystaveny celkovym davkam ozéafeni 1 a 50 J/cm?. Ziskané vysledky jsou uvedeny v tabulce 4.
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Tabulka 3: EC50 latek 5, 7 a 10 u ozafenych bunék G361 (10 J/cm?).

Sloucenina EC50 £ SD (uM)
5 6,213+ 0,038
7 0,262 + 0,002
10 2,058 + 0,082

Tabulka 4: EC50 latky 7 u G361 buné¢k ozatfenych riiznou svételnou energii.

EC50 + SD (uM)
1 J/em? 3,079 £ 0,155
10 J/cm? 0,262 + 0,002
50 J/cm? 0,052 + 0,004

Priklad 12 Méfeni produkce reaktivnich forem kysliku (ROS)

Produkce ROS v bunikdch G361 byla kvantifikovana pomoci CM-H,DCFDA (Invitrogen). Stru¢né,
po inkubaci buné¢k se slou¢eninami (24 hodin) bylo médium nahrazeno roztokem DCF (10 uM) po
dobu 25 minut. Poté byly buiiky promyty PBS, ozafeny a produkce ROS byla stanovena métenim
fluorescence pomoci destickového readeru Synergy HT za pouziti excitacni vinové délky 485 nm
a emisni vlnové délky 548 nm. Produkce ROS po osetieni latkou 7 pii koncentraci odpovidajici
hodnoté EC50 (0,052 uM) a ozaieni 50 J/cm? vzrostla ve srovnani s kontrolnimi buitkami o 30 %
(obrazek 2).

Priklad 13 Analyza mitochondrialniho membranového potencialu

Zména potencialu mitochondridlni membrany byla monitorovana fluorescencnim barvivem JC-1.
Po 24 hodinach inkubace se slouc¢eninami byly bunky promyty PBS, poté bylo pfidano 50 ul
roztoku JC-1 (Sigma-Aldrich) (5 mg/ml v DMSO + 5 ml PBS) a buiiky byly inkubovany pti 37 °C
a v 5% CO; po dobu 20 minut. Po inkubaci byly buiniky dvakrat promyty PBS. Fluorescence JC-1
byla poté métena pomoci destickového readeru Synergy HT. Vysledky byly vyjadreny jako pomér
zelené fluorescence (excitacni vinova délka - 485 nm, emisni vlnova délka - 548 nm) a cervené
fluorescence (excitacni vinova délka - 520 nm, emisni vlnova délka - 590 nm) zadrzené v bunkach.
Buniky G361 osetfené latkou 7 a poté ozafené vykazovaly pokles agregace polymeru JC-1 v
mitochondriich (obrazek 4), coz naznacuje membranovou depolarizaci, coz je charakteristickym
znakem oxidac¢niho stresu a indukce apoptdzy.

Priklad 14 Kometovy test

Mikroskopicka sklicka byla pfedem potazena 1% HMP agar6zou (Qbiogen) rozpusténou v
destilované vodé. Po ztuhnuti byly vytvoreny dva 1% agarézové spoty (rozpusténo v PBS) a
piekryty krycim sklickem. Osetfené nebo kontrolni bunky G361 byly trypsinizovany, oplachnuty
DMEM a poté byla na mikroskopicka sklicka s agar6zovym gelem pfidana smeés 25 pl bunécné
suspenze a 85 ul 1% LMP agarozy (rozpusténé v PBS). Mikroskopicka sklicka byla ponotena do
lyza¢niho pufru s 1% Tritonem X na 1 hodinu a poté umisténa do elektroforetické vany a na 40
minut ponoiena do chladného elektroforetického roztoku. Po elektroforéze (20 V, 350 mA, 20
minut) byla mikroskopickéd sklicka ponofena do neutralizacniho pufru (dvakrat na 10 minut).
Vzorky byly poté 15 minut barveny SYBR Green (Invitrogen) a vyhodnoceny pomoci SW Comet
Score (TriTek Corp.).

Zaticelem stanoveni rozsahu fragmentace DNA v buiikach G361 zplsobené kombinaci slouceniny
7 a ozafeni byl proveden kometovy test (obrazek 4). Buiiky byly rozdéleny do ¢tyt skupin podle
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stupné fragmentace DNA: 0 az 10 %, 11 az 30 %, 31 az 50 % a 50 az 100 %. Dle oc¢ekavani
sloucenina 7 zpusobila vyznamnou fragmentaci DNA ve srovnani s neoSetfenymi kontrolnimi
bunkami (tabulka 5).

Tabulka 5: Stupen fragmentace DNA v bunécné linii G361 po oSetfeni latkou 7 pti 0,052 uM a
ozaieni 50 J/cm?,

relativni pocet bunék [%]

Stupern fragmentace DNA [%] — —
neosetreneé osetrene

0-10 100,00 + 0,00 62,83 £2,72
11-30 0,00 30,73 £4,07
31-50 0,00 4,84 £ 0,65
51-100 0,00 1,6 +1,59

Ptiklad 15 Poskozeni DNA studované pomoci analyzy fosforylace histonu H2A.X

Po oSetfeni bunck byly pfipraveny bunééné lyzaty v RIPA pufru, nasledné byly proteiny
separovany na SDS-polyakrylamidovych gelech a elektroblotovany na nitrocelulézové membrany.
Po blokovani, inkubaci se specifickymi primarnimi protilditkami pfes noc a inkubaci se
sekundarnimi protilatkami konjugovanymi s peroxidazou byla detekovana aktivita peroxidazy
pomoci cinidel SuperSignal West Pico (Thermo Scientific) pomoci CCD kamery LAS-4000
(Fujifilm). VSechny primarni protilatky byly zftedény v PBS obsahujicim 5% suSené mléko a 0,1%
Tween 20. Specifické protilatky byly zakoupeny od Cell Signaling (anti-PARP, klon 46D11;
krali¢i protilatka proti mysSim imunoglobulinim znac¢ena HRP), Sigma Aldrich (anti-o -tubulin,
klon DM1A), Millipore (anti-fosfohiston H2A.X, Ser139, klon JBW301).

Pro nezavislé potvrzeni poskozeni DNA v bunikach G361 zpusobené kombinaci slouceniny 7 a
ozateni, byla vyhodnocena fosforylace histonu H2A.X na Ser-139 (yH2A.X) pomoci
imunoblotingové analyzy (obrazek 5). ZvySena hladina yYH2A.X je hojné vyuzivanym markerem
poskozeni DNA. Bunky byly oSetfeny riznymi davkami slou¢eniny 7 na dobu 24 hodin, pak byly
bud’ udrzovany ve tmé& nebo vystaveny svétlu s celkovou davkou ozafovani 1, 10 nebo 50 J/cm? a
kultivovany po dobu dalSich 24 hodin. Po uplynuti této doby byly bunky sklizeny a analyzovany
pomoci imunoblottingu. V souladu s vySe uvedenymi zjisténimi buiiky udrzované bud’ ve tmé,
nebo bez latky 7 nevykazovaly zadnou fosforylaci H2A.X, ale jeji hladina se rostla jak s
koncentraci testované slouceniny, tak s energii ozafovani (obrazek 5); slaby signal YH2A.X byl
pozorovan jiz pfi davce 1 J/em?, zatimco vy$§i davky ozafeni (10 a 50 J/cm?) vyvolaly masivni
nardst YH2A . X.

Priklad 16 Antimikrobialni aktivita

Antimikrobialni aktivita byla testovana na Escherichia coli (DH5alfa). Bunky byly péstovany
aerobn¢ pii 37 °C v LB médiu. Po dosaZeni exponencialni ristové faze byla suspenze zfedéna
cerstvym LB, doplnéna testovanymi slou¢eninami nebo ziedénym DMSO (kontrola) a naockovana
na Petriho misky s agarovym médiem. Po 5 hodinach byly desticky vystaveny svétlu ze zdroje
emitujiciho svétlo, maximalni emisni vinové délka 414 nm, intenzita svétla nastavena na
20 mW/cm? (M. Tomecka, et al., CZ 302829 B6, 2006). Kontrolni vzorky pro stanoveni miry
toxicity testované slouceniny ve tmé nebyly vystaveny svétlu. Po ozafeni byly desticky v temném
inkubatoru pii 37 °C po dobu 16 hodin a poté byly spocitany kolonie. Vysledky experimentt jsou
uvedeny na obrazku 6. Silny antibakteridlni uc¢inek byl pozorovan, kdyz byly butiky osetfeny 1 uM
slouceninou a ozafeny 1 J/cm?. Antibakteridlni G¢inek byl zavisly jak na koncentraci slouceniny,
tak na dob¢ ozatfovani.
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Ptiklad 17 Suché tobolky

5000 tobolek, kazda obsahujici jako aktivni slozku 0,25 g jedné ze sloucenin zminénych v
predchazejicich ptikladech, se pfipravi nasledujicim postupem:

Slozeni

Aktivni slozka 1250 g
Talek 180 g
Psenicny skrob 120 g
Magnesium stearat 80 g
Laktosa 20¢g

Postup ptipravy: Rozetfené latky jsou protlaceny pftes sito s velikosti ok 0,6 mm. Davka 0,33 g
smési je prenesena do Zelatinové tobolky pomoci ptistroje na plnéni tobolek.

Priklad 18 M¢kké tobolky

5000 mekkych zelatinovych tobolek, kazd4 z nich obsahujici jako aktivni slozku 0,05 g jedné z
latek zminénych v predchazejicich ptikladech, se pfipravi nasledujicim postupem:

Slozeni
Aktivni slozka 250 g
Lauroglykol 2 litry

Postup piipravy: Praskova aktivni latka je suspendovana v Lauroglykolu® (propylenglykol laurat,
Gattefoseé S. A., Saint Priest, Francie) a rozetfena ve vlhkém pulverizatoru na velikost ¢astic asi 1
az 3 mm. Davka o velikosti 0,419 g smési je potom pienesena do mékkych zelatinovych tobolek
pomoci pristroje na plnéni tobolek.

Ptiklad 19 Mékké tobolky

5000 mekkych zelatinovych tobolek, kazda z nich obsahujici jako aktivni slozku 0,05 g jedné ze
sloucenin obecného vzorce I, tab. 1 a 2, zminénych v predchazejicich ptikladech, se ptipravi
nasledujicim postupem:

Slozeni

Aktivni slozka 250 g
PEG 400 1 litr
Tween 80 1 litr

Postup ptipravy: Praskova aktivni slozka je suspendovana v PEG 400 (polyethylenglykol o Mr
mezi 380 a 420, Sigma, Fluka, Aldrich, USA) a Tween® 80 (polyoxyethylen sorbitan monolaurat,
Atlas Chem. Ind., Inc., USA, dodava Sigma, Fluka, Aldrich, USA) a rozetfena ve vlhkém
pulverizatoru na Castice o velikosti 1 az 3 mm. Davka o velikosti 0,43 g smési je potom pfenesena
do mékkych Zelatinovych tobolek pomoci pfistroje na plnéni tobolek.

Priklad 20 Gelovy ptipravek

Formulace masti/gelu byla testovana béhem pilotni klinické studie se 4 dobrovolniky s psoriazou,
coz je onemocnéni klize. Slozky jsou uvedeny v gramech na 100 g.
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Latka Obsah
Latka 7 1,0g
Butylhydroxytoluen 02¢g
Butylparaben 02¢g
Diethylenglykolmonoethylether 10,0 g
Silica colloidalis anhydrica 50¢g
Propylenglykollaurat 83,6 g

Gel této konzistence muize byt navic modifikovan pfidanim oxidu kiemicitého, colloidalis
anhydrica. Také se opét predpokladd, ze transdermalni systém Transcutol P / Lauroglycol FCC
zvy$i ucinnost latky 7. Oxid kfemicity colloidalis anhydrica pravdépodobné zpomali penetraci
ucinné latky.

Ptiklad 21 Postup ptipravy kozni masti

Slozky masti jsou uvedeny v gramech na 200 g:

Latka Obsah
Latka 7 2,0¢g
Butylhydroxytoluen 04¢g
Butylparaben 04¢g
Diethylenglykolmonoethylether 20,0 g
Glyceroldibehenat 44,0 ¢
Propylenglykollaurat 1332 ¢

Doporuceny postup

Faze A: 2 g latky 7 se rozpusti ve 20 g Transcutol P za stdlého michani pfi teplot€é mistnosti v
oddélené sklenéné nebo nerezové nadobé. Proces rozpousténi mize byt urychlen zahfivanim
roztoku na maximalni teplotu 40 °C.

Faze B: 0,4 g Nipanox BHT a 0,4 g Nipabutyl se rozpusti za stalého michani ve 133,2 g
Lauroglycolu FCC pii teploté ptiblizné 70 °C, v dalsi samostatné sklenéné nebo nerezové nadobe.
Ciry olejovity roztok se zahtiva na teplotu pfiblizng 80 °C a 44 g Compritol 888 ATO se tavi v
ném, za stalého michani. Ciry olejovity roztok se ochladi na cca 60 °C za stdlého michani a
ochlazeni a smisi se s fazi A. Vznikla bélava mast je rozdélena na piiblizn€ 15 g porce a plni se do
predem pripravenych plastovych nadob.

Priklad 22 Formulace ptipravku pro lokalni aplikaci na kiizi

Prostredek pro mistni aplikaci na klizi obsahuje nésledujici slozky podle hmotnostnich %:

Aktivni slozka: Latka 7 0,1 %

Olejova faze: Cetylalkohol 5,0 %
Glycerylmonostearat 15,0 %
Sorbitanmonooleat 0,3 %
Polysorbat 80 USP 0,3 %

Vodna faze: Methylceluléza 100 cps 1,0 %
Methylparaben 0,25 %
Propylparaben 0,15 %

Vycisténa voda g.s. na 100 %
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Methylparaben a propylparaben se rozpusti v horké vod¢ a nasledné se v ni disperguje i
methylceluloza. Smés se pak ochladi na 60 °C, dokud se methylceluloza nerozpusti. Smés se potom
zahtiva na 72 °C a pfida se do olejové faze, ktera se zahtiva na teplotu 70 °C za stalého michani.
Sloucenina 7 se prida pii teploté 35 °C a vysledna smés se micha az do okamziku rozptyleni. Tento
prostfedek se aplikuje na kizi pfinejmensim kazdy den, dokud se nedosdhne pozadovaného u¢inku
na kuzi.
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PATENTOVE NAROKY

1.  Konjugované pyrazol-indolové derivaty obecného vzorce I

R3
N
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o
/
N;\ \;
N
R
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kde
L je vybran ze skupiny zahrnujici -CH=CH-, -CH=CH-CH=CH-, -C=C-—;

R! je fenyl, ktery mlZe byt nesubstituovany nebo pfipadné substituovany 1 az 2 substituenty
vybranymi ze skupiny obsahujici fluor, methyl a methoxyskupinu;

R? je C1-C8 alkyl, s vyhodou C1-C6 alkyl, ktery mize byt rozvétveny nebo linearni, pii¢emz
v alkylu mtze piipadné byt jeden nebo dva atomy uhliku nahrazeny heteroatomem vybranym ze
skupiny obsahujici O, N nebo S;

R? je fenyl, ktery mlZe byt nesubstituovany nebo pfipadné substituovany 1 az 2 substituenty
vybranymi ze skupiny zahrnujici F, Cl a methoxy;

nebo jejich farmaceuticky ptijatelné soli.

2. Konjugované pyrazol-indolové derivaty obecného vzorce I podle naroku 1, vybrané ze
skupiny zahrnujici 5-{[3-(hexyloxy)-1-fenyl-1H-pyrazol-4-ylJethynyl}-3,3-dimethyl-2-fenyl-3H-
indol, 5-{(E)-2-[3-(hexyloxy)-1-fenyl-1H-pyrazol-4-yl]ethenyl}-3,3-dimethyl-2-fenyl-3H-indol,
5-{(1E,3E)-4-[3-(hexyloxy)-1-fenyl-1H-pyrazol-4-yl]buta-1,3-dien-1-yl }-3,3-dimethyl-2-fenyl-
3H-indol.

3. Konjugované pyrazol-indolové derivaty obecného vzorce I podle naroku 1 nebo 2 pro pouziti
jako 1éciva.

4. Konjugované pyrazol-indolové derivaty obecného vzorce I podle naroku 1 nebo 2 pro pouziti
k 1é¢be€ onemocnéni zahrnujicich proliferaci bunék.

5. Konjugované pyrazol-indolové derivaty obecného vzorce I podle naroku 1 nebo 2 pro pouziti
k vyvolani apoptozy v savéich bunkach in vitro nebo in vivo.

6. Konjugované pyrazol-indolové derivaty obecného vzorce I podle naroku 1 nebo 2 pro pouziti
pti fotodynamické terapii nadoru.

7.  Konjugované pyrazol-indolové derivaty obecného vzorce I podle naroku 1 nebo 2 pro pouziti
pfi fotodynamické terapii bakterialnich infekeci.
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8. Farmaceuticky pripravek, vyznacujici se tim, Ze obsahuje alespon jeden konjugovany
pyrazol-indolovy derivat podle naroku 1 nebo 2 a farmaceuticky piijatelny nosic.

4 vykresy

-20-



Zivotaschopnost [%]

Zivotaschopnost [%]

Zivotaschopnost [%]

40,00

20,00

0,00

20,00

0,00

20,00

0,00

CZ 309070 B6

| ‘ | | | | @ sloucenina’
30 20 10 5 1 C

Koncentrace [uM]

-
‘ ‘ | ‘ ‘ Bslouenina7

10 5 1 05 010.05001 C

Koncentrace [uM]

‘ ‘ | ‘ ‘ | B sloucenina 10
30 20 10 5 1 C

Koncentrace [pM]
Obr. 1

-21-



ROS [%]
3

140

120
100

20

¢ni pomér

JC-1fluorescen

CZ 309070 B6

Koncentrace [uM]
Obr. 2

Koncentrace [uM]
Obr. 3

-22-




CZ 309070 B6

50 J/cm®

tma 1J/lecm?
koncentrace (UM) 0 03 1 3 10 0 03 1 3 10
yH2AX
50 J/em? 10 J/em?
koncentrace (UM) 0 003 01 03 0 03 1 3 10
a—— q........iiillh
yH2AX
Obr. 5

-23-



Cz 309070 B6
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Obr. 6
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