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Anotace

Dana bakalaiska prace je vénovana designu a syntéze monokvarternich oximovych
reaktivatorll. Prace je délena na dva celky. Prvni celek shrnuje obecné informace o
organofosforovych slou€eninach (pesticidy, nervové paralyticke latky). Dale jsou zde popsany
klinické pfiznaky intoxikace témito slou¢eninami. V neposledni fadé v této teoretické ¢asti jsou
uvedeny moznosti ochrany a |éCby vySe zminénych intoxikaci. Druhy celek, ktery je
reprezentovan experimentalni ¢asti, je vénovan designu predstavenych sloucenin, syntéze

meziproduktd a finalnich oxim-hydroxamatovych reaktivatord AChE.
Klicova slova

acetylcholinesterasa, organofosfatové pesticidy, nervové paralytické latky, reaktivatory

acetylcholinesterasy, oxim

Annotation

Given Bachelor Thesis is devoted to design and synthesis of monoquaternary oxime
reactivators. The work is divided into two parts. The first part summarizes general information
about organophosphorus compounds (pesticides, nerve agents). Also clinical symptoms of
intoxication by these compounds are described. Last but not least, in this theoretical part, the
possibilities of protection and treatment of above-mentioned intoxications are presented. The
second part, which is represented by the experimental part, is devoted to design of presented

compounds, synthesis of intermediates and final oxime-hydroxamate reactivators of AChE.
Keywords

acetylcholinesterase, organophosphate pesticides, nerve agents, acetylcholinesterase
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Uvod

Organofosforové slouceniny (OP) nasly své uplatnéni v mnoha sektorech, at uz Slo o
zemédelstvi, primysl, vojenstvi nebo farmakologii. Bohuzel néktefi zastupci zfad OP,
konkrétné ze skupiny nervové paralytickych latek (NPL), byly v minulosti zneuzity i
k teroristickym utokim. NPL jsou vysoce toxické slou€eniny, které nevratné inhibuji enzym
acetylcholinesterasu (AChE; E. C. 3.1.1.7). Stejny u€inek vykazuji i organofosforové pesticidy.
K otravé témto pesticidy nej¢astéji dochazi v dusledku nedodrzeni bezpecnostnich pravidel,

avsak vyjimkou neni ani zneuziti organofosforovych pesticidi za u¢elem sebevrazdy.

Terapie otrav zpusobena OP byva problematicka. Lé&ba musi byt zahajena co mozna nejdrfive
po intoxikaci. Navic dosud nebyl vyvinut zadny reaktivator AChE, ktery by byl stejné ucinny pfi

otravach rtiznymi typy inhibitord AChE.

10



y v

1 Teoreticka cast

1.1 Obecna charakteristika organofosforovych slou€enin

Do organofosforovych slou¢enin fadime velké mnozstvi latek, které maji rizné fyzikaini,
chemickeé i biologické vlastnosti. S ohledem na toxicitu, OP pokryvaiji prakticky celou Skalu od
témér netoxickych chemikalii (napf. malathion) az po vysoce toxicka Cinidla, jako je latka VX

a dalSi nervové paralyticke latky. [1]

Z chemického hlediska se jedna o derivaty kyseliny fosfonové, fosforeéné, amidofosfore¢né,
nebo fosfinové. [2, 3] Tyto slou€eniny mizeme popsat obecnym vzorcem, ktery je uveden na
Obrazku 1, kde R a R? mohou byt vodik, alkyl, aryl, alkoxy, alkylthio, nebo amino skupiny.
Substitutent R® byva zastoupen skupinou, ktera se da snadno disociovat, napf. halogeny,

kyano, alkylthio skupina &i zbytek organické nebo anorganické kyseliny. [1]

Obrazek 1

Obrazek 1: Obecny vzorec OP

VétSina OP je vysoce lipofilni, v dusledku ¢ehoz dochazi k dobrému vstfebavani téchto
sloucenin pfes neporusenou kuzi a sliznici. OP se mohou vstfebat i pfes ocni spojivku,
gastrointestinalni trakt a respiraéni systém. V organismu tyto slou€eniny ireverzibilné inhibuji
enzym AChE [4], coz vede k akumulaci acetylcholinu (ACh) v synaptické stérbiné. Hromadéni
neurotransmiteru ACh zpusobuje permanentni drazdéni patficnych receptord a nasledny

rozvoj tzv. muskarinovych a nikotinovych pfiznaku. [3, 5]

Pro OP nachazime Siroké uplatnéni. Najdeme je napfiklad v zemédélstvi, konkrétné v
pesticidech (napf. parathion). V pramyslu se pouzivaji jako zmék&ovadla (napf. trikresylfosfat).

Uplatnéni nasly OP i ve farmakologii a mediciné coby Ié€iva (napf. 1€k Mintacol). Pro své silné
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toxické ucinky byly OP pouzity i zneuzity pro valeéné a teroristické uc€ely (napf. sarin). [5]

Posledni skupinu fadime do nervové paralytickych latek. [6]

1.1.1 Nervoveé paralytické latky

Biocidniho u€inku OP sloucenin si jako jeden z prvnich povSiml némecky védec Gerhard
Schrader, ktery se intenzivné vénoval vyvoji novych insekticidl. Po odhaleni toxického ucinku
danych sloucenin se vyzkum firmy |. G. Farben, kde chemik Schrader pracoval, a potazmo i
cely némecky vyzkum se prFeorientoval na vyvoj bojovych chemickych latek s nervové
paralytickym u€inkem. Tento vyzkum byl pfisné utajovan a dostal kryci nazev ,Studium
organofosforovych insekticidd Trilon“. Vyznamnymi produkty dané védecké skupiny byly
slou€eniny: tabun (Obrazek 2; 1936), sarin (Obrazek 3; 1939) &i cyklosarin (Obrazek 4; 1949).
[7] V roce 1944 byl Richardem Kuhnem a Konradem Henkelem pfipraven soman (Obrazek 5).
[6] Po porazce Némecka ve 2. svétoveé valce se vyvoje a vyroby novych nervoveé paralytickych
latek chopily zapadni (Velka Britanie, Spojené staty americké) i vychodni mocnosti (Sovétsky
svaz, Cina). [8] V roce 1952 byla britskym védcem Ranajitem Ghoshem objevena nova
skupina nervové paralytickych latek z fad thiofosfonatl. NejznaméjSim derivatem této skupiny
je latka VX (Obrazek 6). Jelikoz byla chemicka struktura této slou€eniny po dlouha léta pfisné
utajovana, v arzenalu vychodnich mocnosti nalezneme derivaty latky VX pod oznacenim
ruska VX (R-VX; Obrazek 7) a €inska VX (C-VX; Obrazek 8). [7] V 70. a 80. letech 20. stoleti
byla Sovétskym svazem syntetizovana cCtvrta generace nervové paralytickych latek pod

nazvem NoviCok. [9]
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Vzhledem k nigivému uginku bojovych chemickych latek vznikla mezinarodni Umluva o zakazu
vyvoje, vyroby, hromadéni zasob a pouZiti chemickych zbrani a o jejich zni€eni, ktera vstoupila
v platnost 29. dubna 1997. [10]

1.1.2 Pesticidy

Organizace pro vyzivu a zemédélstvi (Food and Agriculture Organization, FAO) definuje
pesticidy jako jakoukoli latku, nebo smés latek, které jsou uréené k prevenci, ni€eni nebo
kontrole jakéhokoli Skiidce, véetné prenasecu chorob lidi i zvifat, nezadoucich druh( rostlin a
zivoCichli zpusobujici poskozeni béhem vyroby, zpracovani, skladovani zemédélskych
komodit, dfeva a vyrobky ze dfeva, krmiva pro zvifata. Mezi pesticidy fadime také latky, které
jsou podavany zvifatm za ucelem hubeni $kidcU, ktefi se vyskytuji uvnitf, nebo vné téla

zvifete. [11]

Organofosforové pesticidy (OPP) se pouzivaji ve velkém mnozZstvi v zemédélstvi jako

insekticidy, a to po celém svété. Maji sice své vyznamné pfinosy, ale zaroven vykazuji i
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nepfiznivy vliv na zdravi ¢lovéka. Ro¢né je hlaSeno vice nez 3 miliony otrav a 200 tisic amrti

v dusledku otrav timto typem insekticid(. [11, 12]

Vzhledem ke svému lipofilnimu charakteru, OPP mohou byt rychle absorbovany do organismu
inhalaci, gastrointestinalnim traktem, o€ni i dermalni cestou. Nastup pfiznakl je nejrychlejsi
po inhalaénim podani, pomalejsi nastup ucink( byva pfi dermalni absorpci, kdy stupern
absorpce ovliviiuje délka expozice, lipofilita €inidla a pfitomnost rozpoustédel, napfiklad
xylenu. Rychlost absorpce se také liSi podle postizené oblasti kiize. Napfiklad, OPP Parathion

se snadnéji absorbuje pres kuzi v podpazi, hlavy a krku, nez pres klzi rukou a pazi. [12, 13]

Po vstiebani se OPP hromadi v tuku, jatrech, ledvinach a ve slinnych zlazach. Fosfothioaty,
mezi jejichz zastupce patfi diazinon, parathion, ¢i bromofos, jsou vice lipofilni nez fosfaty,
napfiklad dichlorvos. Oxidaéni desulfuraci pomoci cytochromu P450 se fosfothioaty
biotransformuji na aktivni fosfatovou formu, proto se pfiznaky intoxikace fosfothioatovymi

pesticidy objevuji se zpozdénim (vétSinou do 12 hodin od expozice). [12, 13]

Jeden ze zastupcu OPP je diazinon (Obrazek 9). Jedna se o bezbarvou az tmavé hnédou
kapalinu, ktera se vyuziva pro zemédélské, komeréni i domaci ucely. Pouziva se i jako
veterinarni pfipravek proti blecham a klistatim. Akutni otrava timto insekticidem zpUsobuje
inhibici enzymu AChE. AvSak vzhledem k nizké selektivité diazinonu vici hmyzimu enzymu,
vyrazné toxické ucinky se projevu;ji i u savcu, véetné Clovéka. Pro potkany, ktefi byli vystaveni
diazinonu technické kvality je LDsg od 300 do 400 mg/kg. Diazinon v zZivych organismech je
metabolizovan na oxo-formu diazoxon (Obrazek 10), ktera je vi&i AChE aktivnéjsi v porovnani
s patentnim diazinonem. Ne vSechny toxické ucinky prameni z inhibice AChE, diazinon i
diazoxon inhibuji enzymy, které maji podobnou strukturu jako AChE, napfiklad enzym, ktery

se ucastni metabolismu aminokyseliny tryptofanu. [14, 15]

CH, CH-

J J

—0
I \\——CHS HLC N— .|:|:. \——CH

H,C N— 3 ,
> <\ > <\
HyC N 4 H,C N /
CH3 CH3
Obrazek 9: Diazinon Obrazek 10: Diazoxon

Parathion (Obrazek 11), pokud se vyskytuje v Cisté formé, je bila krystalicka latka. VétSinou
se v8ak s touto latkou potkavame ve formé& hnédé kapaliny, ktera zapacha po hnijicich vejcich,

nebo Cesneku. Parathion, ktery byl vstfeban do organismu, se metabolizuje na paraoxon
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(Obrazek 12), coz je aktivni forma, ktera inhibuje AChE. Hodnota LDsy, stanovena na
laboratornich potkanech se pohybuje mezi 2 az 30 mg/kg. Kvuli své vysoké toxicité byl
parathion zakazan v mnoha statech Evropské Unie (EU), Svycarsku, Peru i Chile. Pro &lovéka
je hodnota LDso0d 5 do 10 mg/kg. [16] Parathion je vysoce toxicky pfi vSech cestach expozice.
[17]

jH3 CHy
1 C')
O0—P—0 c._l —0

O—N_ O—N’

W, K\

0 0
Obrazek 11: Parathion Obrazek 12: Paraoxon

Bromofos (Obrazek 13) se vyskytuje ve formeé Zlutych krystal. V EU neni povolené pouzivani
pesticidu s touto ucinnou latkou. [18] Bromofos neni registrovan pro pouziti ani v USA. [19]

Hodnota LDso pro potkany je 1,6 mg/kg. [3]

—0 Cl

Cl Br
Obrazek 13: Bromofos

Dichlorvos (Obrazek 14), pro jehoz oznaceni se bézné pouziva i zkratka DDVP, je OPP
vyskytujici se ve formé bezbarvé az jantarové kapaliny. [20, 21] Pouziva se k hubeni hmyzu
v domacnostech, restauracich, divadlech i v hospodarskych budovach. [22] Dichlorvos patfi
mezi skupinu insekticidl, které je mozné absorbovat na suchy nosic¢. [23] DDVP se pouziva
k vyrobé antiparazitnich obojkd pro domaci mazli¢ky. [24] Mezinarodni agentura pro vyzkum
rakoviny (International Agency for Research on Cancer, IARC) zaradila DDVP do skupiny 2B,
coz je skupina latek, které jsou potencialnimi karcinogeny pro Clovéka. [20] Ve srovnani s
jinymi OPP, DDVP zpUsobuje rychlej$i nastup symptomu, ale i rekonvalescenci, protoze je

rychle metabolizovan a vyluovan z téla. Hodnota LDso u potkan( se pohybuje v rozmezi 70,4
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az 250 mg/kg. Toxicitu DDVP zvySuji i faktory vnéjSiho prostfedi jako jsou vysoké teploty

prostiedi, vystaveni DDVP svétlu, &i poziti alkoholickych napoju. [24]

O0——P——0 Cl

Cl

Obrazek 14: Dichlorvos
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1.2 Mechanismus ué€inku organofosforovych slouéenin

1.2.1 Cholinergni neurotransmise

Cholinergni neurotransmise je pfeneseni vzruchu z jednoho neuronu na dalsi neuron, zlazu &i
svalovou bunku pomoci neurotransmiteru ACh. Ktomuto pfenosu vzruchu dochazi na
nervosvalové ploténce, v centralnim nervovém systému (CNS) i v autonomnim nervovém
systému (ANS). Synapticky chemicky pfenos ma tfi hlavni ¢asti: presynaptické zakonéeni
axonu, synaptickou $térbinu a postsynapticky neuron. Vzruch, ktery je pfenasen po axonu
stimuluje synapticka vezikula, ktera uvolni, v pfipadé cholinergni neurotransmise, ACh do
synaptické stérbiny. ACh se po uvolnéni do synaptické Stérbiny vaze na své receptory na
postsynaptickém neuronu. K terminaci u€inku ACh dochazi v synaptické Stérbiné v dusledku

plUsobeni enzymu AChE, ktery rozklada ACh na acetat a cholin. [25]

1.2.2 Acetylcholin

Acetylcholin (Obrazek 15) je excitacnich neurotransmiter, ktery plsobi v CNS a ANS na vSech
pregangliovych i parasympatickych postgangliovych zakonéeni a v nékterych sympatickych
postgangliovych nervovych zakonc&eni. [25, 26] Z chemického hlediska je ACh ester kyseliny
octové a cholinu. [3] K jeho syntéze dochazi v cytoplazmé nervovych zakonceni, kde je
acetylova skupina acetylkoenzymu A pfenesena na cholin za pomoci enzymu
cholinacetyltransferasy. [25] Syntetizovany ACh se hromadi ve vezikulech, které v pfipadé

Sifeni akéniho potencialu, exocytézou uvolni ACh do synaptické §térbiny.[27]

CH,4
H4C

N
/ 0

- )L
CH

0] 3

Obrazek 15: Acetylcholin

1.2.3 Cholinergni receptory

ACh se vaze na své cholinergni receptory. Jsou znamy dva druhy cholinergnich receptora,
nikotinové a muskarinové receptory. Nikotinové receptory jsou slozeny z 5 podjednotek a
obsahuji dvé vazebna mista pro ACh. Jedna se o velice rychle reagujici receptory. V pfipadé
navazani ACh na receptor, dojde k otevieni kanalti pro Na*, Ca?" a K*. lonty Na* a Ca?" pak
pronikaji do bunky, K* naopak pronika smérem ven z bunky. Dochazi tak k depolarizaci
postsynaptické membrany a ke zvySeni zaporného potencialu. [25, 27] Nervovy typ

nikotinového receptoru se nachazi ve vegetativnich gangliich, zatimco svalovy typ na
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nervosvalové ploténce. Svalovy typ daného receptoru se sklada z jinych podjednotek nez typ

nervovy. [25]

Muskarinové receptory se nachazi v centralni i periferni nervove soustavé. Tyto receptory jsou
tvofeny bilkovinnym fetézcem. Muskarinové receptory jsou spfazeny s G-proteinem a vytvari
tak druhého posla, coz vede ke zméné koncentrace Ca?*. [27] O tomto druhu receptort je
znamo, ze ma dlouhou dobu latence. RozliSujeme 5 druh muskarinovych receptorli Mi-Ms.
[28] Nachazi se v rliznych oblastech a jsou spfazeny s rznymi druhy G-proteinu. Napfiklad,
muskarinovy receptor M, je spfazen s G4-proteinem a nachazi se ve vegetativnich gangliich,
CNS a v burikach exokrinnich zlaz, zatimco muskarinovy receptor M je spojen s Gi-proteinem

a vyskytuje se v srdci. [25]
1.2.4 Acetylcholinesterasa

Cyklus ACh je ukonCen hydrolyzou, ktera je zprostfedkovana enzymem acetylcholinesterasou
(Obrazek 16). AChE je protein, na jehoz povrchu se naléza periferni anionické misto, které
usti v aromatickou $térbinu. Na dné aromatické Stérbiny se nachazi katalyticky aktivni misto,
které se sklada ze dvou podjednotek: anionické a esteratické. Ukolem anionické podjednoty
je spravna orientace molekuly ACh. Esteraticka podjednotka se sklada z tzv. katalytické triady,
kterou u Clovéka tvofi serin 200, histidin 440 a kyselina glutamova 327. [29] K vlastni hydrolyze
ACh dochazi po navazani ACh na serinovy zbytek, kde dochazi ke Stépeni ACh na acetylovy
zbytek a cholin. Az 50 % cholinu je zpétné vstfebano do presynaptického neuronu a je opét
pouZito pro tvorbu ACh. [25, 27]

Peripheral site

esteratic site anionic site

Obrazek 16: Acetylcholinesterasa [30]
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1.2.5 Inhibice acetylcholinesterasy

Inhibice  AChE muze byt reverzibilni, pseudoreverzibilni, nebo ireverzibilni. Reverzibilni
inhibitory maiji kratké trvani ucinku. Vazba inhibitoru a enzymu je slaba. Své vyuziti nasly
reverzibilni inhibitory pfi |éCbé neurodegenerativnich poruch. PFikladem reverzibilniho
inhibitoru, ktery se pouziva pfi |é¢bé& Alzheimerovy choroby, je donepezil. [31]
Pseudoreverzibilni inhibitory, napfiklad karbamaty, se v aktivnim misté AChE navazou
kovalentni vazbou na serinovy hydroxyl. Tento typ inhibice Ize, avSak obtizné&, hydrolyzovat.
[3, 32] Ireverzibilni inhibitory se vazi na serinovy hydroxyl AChE za vzniku esteru, ktery je
mozné pomoci reaktivatord AChE hydrolyzovat a obnovit tak funkci AChE. Po procesu
zvaném starnuti, nebo také spontanni dealkylace, komplex enzymu s inhibitorem uz nelze
hydrolyzovat ani pomoci reaktivator(. V ramci starnuti dochazi k dealkylaci na esterové
funkéni skuping, ktera vznikla na fosforylovaném serinu. Po tomto procesu na receptoru tak
zUstava navazany fosfonatovy anion, ktery jiz nelze hydrolyzovat. Do skupiny ireverzibilnich

inhibitor( patfi OPP a nervové paralytické latky. [3, 32]
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1.3 Klinické priznaky intoxikace

Ve vétsiné pfipadu, prvni symptomy intoxikace OP se za€inaji objevovat az kdyz aktivita AChE
klesne pod 70 % normalni hodnoty. Pokud aktivita AChE klesne pod 20 %, jedna se o téZkou

otravu. Pri zivot ohrozujicich intoxikacich je aktivita AChE neméfitelna. [33]

1.3.1 Cholinergni krize

V pfipadé navazani OP na AChE nedochazi k hydrolyze acetylcholinu, coZ ma za nasledek
nahromadéni ACh v synaptické Stérbiné a nadmérnou stimulaci muskarinovych a nikotinovych
receptoru. Proto u pacientl intoxikovanych OP mulzeme ocekavat pfiznaky, které budou
zpusobeny pravé nadmérnou stimulaci vySe-zminénych receptord. Vedle téchto pfiznakl se
u postizenych mohou vyskytnout i symptomy centralni. Nikotinové, muskarinové a centralni

symptomy charakterizuji akutni cholinergni krizi. [1]
1.3.2 Nikotinové priznaky

Mezi nikotinové pfiznaky patfi svalova ochablost, tfes, zaskuby a kfee. Dochazi k poruse
nervosvalového prenosu. V pfipadé tézkych otrav miize dojit az k paralyze kosterniho a

dychaciho svalstva, v&etné branice. [34]

1.3.3 Muskarinové priznaky

Nadmeérna stimulace muskarinovych receptor( ovliviiuje chod dychaci, travici, vyluCovaci a
kardiovaskularni soustavy, dale pak také funkci exokrinnich zlaz a oci. Jmenovité se jedna o
symptomy, jako jsou dusnost, zvySena sekrece bronchialnich zlazek, kasel, cyandza, plicni
edém. V gastrointestinalnim traktu dochazi k prdjmum, nevolnostem, zvraceni a bolestem
bficha. Kardiovaskularni pfiznaky intoxikace jsou bradykardie a pokles krevniho tlaku. DalSimi

pfiznaky jsou midza, rozmazané vidéni, slzeni, slinéni a zvy3ené poceni. [33, 34]
1.3.4 Centralni priznaky

U postizenych se vyskytuji bolesti hlavy, zmatenost, dezorientace, uzkost, neklid, di

neschopnost soustfedit se. [1]
1.3.5 Pri€ina umrti

Pacient vétSinou umira na respiracni selhani, bez lé¢by, do 24 hodin. Respiracni selhani je

vrvs

dychacich sval(, zvySenou sekreci bronchu a otokem plic. DalSi pfi¢inou smrti byva srdecni

arytmie, ktera se muze objevit i po nékolika hodinach od otravy. [33]
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1.3.6 Prognéza

Mimo akutni pfiznaky intoxikace OP se u postizeného mohou vyskytnout i organofosfaty
indukované opozdéné neuropatie (OPIDN). OPIDN se projevuji od jednoho do tfi tydnu po
intoxikaci. Prvnimi pfiznaky jsou kfeCovité bolesti, deprese Slacho-svalovych reflexd,
necitlivost, mravenceni v dolnich, nékdy i v hornich konCetinach. Progn6za postizeného zavisi
na zavaznosti neurologického poskozeni. Priblizné po roce mlze dojit ke zlepSeni, ale u

vaznych pfipadl pfiznaky pretrvavaji. [34]

Po pfekonani akutni otravy OP u postizenych pretrvavaji neurologické i neuropsychické
pfiznaky mésice az roky. Postizeni maji problémy se spankem, Unavou, paméti, snizenou

koncentraci, vyjimkou nejsou ani depresivni stavy & emocni labilita. [1]
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1.4 Profylaxe intoxikace organofosforovymi slouéeninami

Podle zplUsobu ochrany, kterou poskytuje pred intoxikaci OP, profylaxi rozdélujeme na

mechanickou a farmakologickou,

Mechanickou profylaxi je mozné se chranit pomoci ochranné masky a ochrannych odéva. Je
potfeba myslet na to, Ze OP se snadno absorbuji k(zi i dychacimi cestami, proto je dulezité

dbat na utésnéni, spravné zapojeni a funkci danych ochrannych pomucek. [35]

Farmakologicka profylaxe zahrnuje dva mozné pfistupy, bud’ podani reverzibilnich inhibitord
AChE nebo zahajeni [éCby v pfedstihu. [1, 6] Reverzibilni inhibitory AChE pfechodné obsazuji
aktivni misto AChE, ¢imz brani navazani ireverzibilnich inhibitorl do stejného mista enzymu.
Nej¢astéji pouzivanym zastupcem dané skupiny je pyridostigmin (Obrazek 17). [3] Velkym
nedostatkem daného IéCiva je vSak jeho kvarterni naboj, ktery brani priniku této latky do
centralnich kompartmentd. Z daného divodu Armada Ceské republiky zavedla kombinaci
zvanou PANPAL. PANPAL je smés pyridostigminu, benaktyzinu (Obrazek 18) a
trinexyfenidylu (Obrazek 19). Benaktyzin a trihexyfenidyl snizuji nezadouci UuCinky
pyridostigminu a zmirfuji symptomy, které vznikaji nahromadénim ACh v centralni nervové
soustavé. [1, 6] Dalsi moznou farmakologickou profylaxi je pouziti antidota TRANSANT, coz
je naplast pro perkutanni aplikaci, ktera se aplikuje v pfedstihu pfed intoxikaci. Pfipravek
obsahuje reaktivator AChE HI-6. [36]

CH,

r 0
OH
(|3H3 HiC. AN "
H3C/N 0 S | =
0 P __
Obrazek 17: Pyridostigmin Obrazek 18: Benaktyzin

Obrazek 19: Trihexyfenidyl
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1.5 Lécba otrav organofosforovymi sloué¢eninami

LéCbu otrav OP je mozné rozdélit na symptomatickou a kauzalni. Symptomaticka léCba se
vyznacuje tlumenim pfiznakl (symptoma), které vznikly v disledku otravy, ale nefesi hlavni
pfiCinu intoxikace. Pro symptomatickou 1éCbu se vyuzivaji parasympatolytika a antikonvulziva.
Ke kauzalni IéCbé, ktera odstrafiuje pfi€inu onemocnéni, se vyuzivaji oximové reaktivatory
AChE. [1, 37] Reaktivatory AChE jsou pfitomny i v tfikomorovém autoinjektoru MULTIPEN
HAD, ktera obsahuje ve svych tfech komorach sul HI-6 dimethansulfonatu v pevné formé,

roztok atropinu a ve tfeti komofe roztok diazepamu. [38]

1.5.1 Parasympatolytika

Parasympatolytika antagonizuji u¢inek ACh na muskarinovych receptorech. Na nikotinové
receptory nemaji parasympatolytika témér Zadny vliv. [1] Nej¢astéji uzivanym zastupcem je
atropin (Obrazek 20). V prvnich dvou az tfech hodinach po intoxikaci se podavaji vysoké davky
atropinu az do pfiznakl tzv. atropinizace. [39] Mezi pfiznaky atropinizace patfi zCervenani,

sucha kize, mydriaza a tachykardie. [40]

ik
M

Obrazek 20: Atropin

1.5.2 Antikonvulziva

K tlumeni vzniklych kfeli se postizenému podavaji tzv. antikonvulziva. Jako nejvice ucinna
skupina antikonvulziv v terapii otrav OP se ukazaly benzodiazepiny, konkrétné diazepam
(Obrazek 21) a midazolam (Obrazek 22). Pro standardni IéCebnou terapii je doporucovan a

pouzivan diazepam. [1]
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Obrazek 21: Diazepam Obrazek 22: Midazolam

1.5.3 Reaktivatory acetylcholinesterasy

V soucCasné dobé se v praxi pfi otravé OP pouziva zejména téchto 5 oximovych reaktivatort
acetylcholinesterasy: 4-Pyridinaldoxim (Obrazek 23), obidoxim (Obrazek 24), HI-6 (Obrazek
25) a trimedoxim (Obrazek 26). [41]

=
e oSS
N OH o | . O
(le i R v M
3 X 2K
Obrazek 23: 4-Pyridinaldoxim Obrazek 24: Obidoxim

HOHN
H
ZNHO/\“/%‘ Hf/x H‘“f"#
%Nvovm o 2;{_ OH

Obrazek 25: HI-6

e b “‘“w
Obrazek 26: Trimedoxim

Reaktivatory AChE jsou vzhledem ke své vysoké nukleofilité schopny vyvazat fosforylovanou
skupinu z katalytického serinu a tim obnovit funkci AChE. Reaktivace zacina atakem
disociovanym oximovym reaktivatorem, ktery napada atom fosforu inhibované AChE.

Nasledné dochazi ke tvorbé fosforylovaného oximu a reaktivaci AChE. [41, 42] Uspésnost
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reaktivace ovliviiuje nejen chemicka struktura a nuklecfilita reaktivatoru, ale i doba podani.
Hlavné zda byl reaktivator podan pred, nebo po procesu ,starnuti“, tj. po dealkylaci, kdy jiz
neni mozné enzym reaktivovat. [1, 30] S ohledem na chemickou strukturu reaktivatord AChE,
problematickou ¢asti je jejich kladny naboj, ktery zabranuje prostupu reaktivatoru AChE pies
hematoencefalickou bariéru. [41] DalSim nedostatkem reaktivator je uzka Skala ucinnosti.
V dnes$ni dobé neni znamy zadny univerzalni reaktivator AChE, ktery by byl stejné ucinny proti
viem OP. Napfiklad léCiva pralidoxim a obidoxim jsou dostate€né ucinné pro reaktivaci
enzymu, ktery byl inhibovan latkou VX €i sarinem, ale nejsou ucinné proti inhibici AChE
zpUsobené somanem, nebo cyklosarinem. Davodem je kratSi doba starnuti u enzymu
inhibovaném somanem, ke které dochazi béhem nékolika minut, na rozdil od VX a sarinu. [1]
Zminény nedostatek ved| k designu a syntéze dalSich reaktivatorit AChE. Dobré vysledky byly
zaznamenany u reaktivatord HI-6 (Obrazek 25) a trimedoximu (Obrazek 26). [43] Oproti
obidoximu ma HI-6 o mnoho méné nezadoucich ucinkd. Ale nevyhodou latky HI-6 je jeji

nestalost ve vodnych roztocich. [44]
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2 Cile prace

Cilem této bakalafské prace byla syntéza monokvarternich oxim-hydroxamatovych
reaktivatorl. Synteticky postup vedouci k prvnimu finalnimu produktu se skladal ze 7
reakénich kroku, jejichz vysledkem byla sloucenina 1-{3-[4-(hydroxykarbamoyl)fenyl]propyl}-
4-[(E)-(hydroxyimino)methyl]pyridinium bromidu (7) (Obrazek 28).

O~ _NH,
OH

=

Y

Br

Obrazek 28: 1-{3-[4-(hydroxykarbamoyl)fenyl]propyl}-4-[(E)-(hydroxyimino)methyl]pyridinium
bromid

DalSim cilem této bakalaiské prace byla syntéza druhého finalniho produktu 1-{4-[4-
(hydroxykarbamoyl)fenyl]butyl}-4-[(E)-(hydroxyimino)methyl]pyridinium bromidu (10)
(Obrazek 29). Jednalo se o syntézu, ktera se skladala ze 3 reakénich krokad.

OH
HN
0 g
T Br
N+/¢‘\\\\

%

N
"OH

Obrazek 29: 1-{4-[4-(hydroxykarbamoyl)fenyl]butyl}-4-[(E)-(hydroxyimino)methyl]pyridinium
bromid
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3 Experimentalni ¢ast

VSechny chemikalie i rozpoustédla byly dodany firmami Sigma-Aldrich a VWR International
(Ceska republika). Chemikalie i rozpoustédla byly dodany v potfebné &istoté pro syntézu. Pro
kontrolu reakci byla pouzita tenkovrstva chromatografie (TLC). Byly pouzity hlinikové desky
potazené silikagelem ¢&i celulézou, konkrétné: TLC desky Merck silica gel 60 Fzs4, nebo
Cellulose F, dodavany firmou Merck (Né&mecko). Pro detekci byla pouzita UV lampa
s hastavenou vinovou délkou 254 nm. Teplota tani byla stanovena na bodotavku Biichi B-545
(Némecko) bez korekce. Slouceniny byly pfipravené o pozadované Cistoté. Hmotnostni
spektrometrie byla méfena pomoci spektrometru Agilent 6470 (QQQ) (Santa Clara, USA).
Spektra *H NMR (pfi frekvenci 500MHz) a *C NMR (pfi frekvenci 126 MHz) byla zméfena na
spektometru Varian S500 (Varian Comp, Palo Alto, USA). Chemické posuny 8, udavané

v jednotkach ppm, jsou vztaZzeny k pouzivani deutériového rozpoustédia.
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3.1 Design

Mezi strukturni faktory, které ovliviuji afinitu reaktivatord AChE k inhibované AChE patfi
pfitomnost kvartérniho dusiku, délka a rigidita spojovaciho fetézce mezi dvéma pyridiniovymi

kruhy, pfitomnost oximové skupiny, ¢i poloha oximové skupiny na pyridinovém kruhu. [45]

Pfritomnost kvartérniho dusiku v molekule reaktivatoru umoznuje vstup reaktivatoru na dno
aromatické Stérbiny, kde se nachazi katalyticky aktivni misto. Biskvartérni reaktivatory maiji

obecné vyssi afinitu k inhibované AChE, nez reaktivatory monokvarterni. [45]

Je znama zavislost, pro n-methylované vazby, mezi délkou spojovaciho fetézce a OP, které
inhibuji AChE. Pro tabun, sarin, i VX, které inhibuji AChE, je vhodny reaktivator, ktery ma tfi
nebo Ctyf uhlikaty spojovaci fetézec. Ale pro AChE inhibovanou cyklosarinem je nejucinné;si
reaktivator, ktery ma pouze jednouhlikaty spojovaci fetézec, coz je napfiklad methoxim. [45,
46] Pro spojovaci fetézce je vyhodnéjsi, aby se ve spojovacim fetézci vyskytovaly vazby

jednoduché, protoze dvojné vazby snizuji u€innost reaktivatord. [45]

Spoleénym strukturnim znakem reaktivatord AChE je pfitomnost oximové skupiny (-
CH=NOH), protoze je dost uginna, aby pferusila vazbu mezi inhibitorem a AChE. Oxim o
vhodném pKa se v lidském téle ¢astecné disociuje na oximatovy anion (-CH=NO"). Oximatovy
anion pak atakuje kovalentni vazbu mezi hydroxylovou skupinou serinu AChE a
organofosforovym inhibitorem. Vysledkem je AChE s obnovenou katalytickou funkci a
fosforylovany oxim. [1, 47] Po intoxikaci OPP jsou nejucinnéjsi reaktivatory, které maji
oximovou skupinu v pozici Ctyfi, ale obecné jsou reaktivatory s oximovou skupinou na pozici

dva a Ctyfi vice uc€inné, nez kdyby byla oximova skupina v pozici tfi. [45]

Pro design (Obrazek 30) nami navrzenych slou€enin jsme vychazely z vySe uvedenych
zakonitosti. Co se ty€e pfitomnosti kvarterniho dusiku, tak jsme zvolily monokvarterni variantu,
ktera ma dostateCnou afinitu ke katalyticky aktivnimu mistu enzymu a zaroven nevykazuje tak
vysokou polaritu, jako je tomu u biskvarternich analogl. Dle dostupnych informaci jako
nejvhodnéjsi délka spojovaciho fetézce se jevily ta se tfemi a ¢tyfmi uhliky. Nakonec, davod
volby hydroxamatové skupiny byl takovy, Ze sama o sobé je rovnéz schopna reaktivace, i kdyz

v menSi mife nez je tomu u oximové skupiny. [48]
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Podminky: a) Pd(PPhs)s, Cul, DCM, Et3N; b) 5% Pd/C, MetOH, EA; c) PhsP, CBr4, DCM; d)
NaOH, aceton, H,O; e€) SOCI, toluen; f) NH.OH.HCI, NaOH, ether; g) aceton.

Obrazek 30: Syntetické schéma
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3.2 Syntéza jednotlivych slouc¢enin

3.2.1 Priprava methyl 4-(3-hydroxyprop-1-yn-1-yl)benzoatu (1)

0 0. 0 0
CHy “CH,
T Pd(PPh ), Cul 2,
+ HC=— -
2 OH DCM, Et 3N | e
Br | |
HO

Vzhled: Hnéda pevna latka
Molarni hmotnost: 190,2 g/mol
Tt: 80,3 -83,0°C

Vytézek: 62 %

Postup: Vychozi latka methyl 4-bromobenzoat (5 g, 23 mmol) byla smichana s DCM (240 ml)
a EtzN (125 ml) pod N2 atmosférou. Po 5 minutach byl pfidan prop-2-yn-1-ol (1,35 ml, 23
mmol). Roztok se nechal po dobu 30 minut probublavat plynnym dusikem. Nasledné byl pfidan
do roztoku Cul (0,41 g, 2,32 mmol) a Pd(PPhs)s (1,34 g, 1,16 mmol). Roztok byl michan pfes
noc pfi laboratorni teploté. Cisténi produktu probihalo pomoci sloupcové chromatografie
s mobilni fazi (MF) petrolether (PE) a ethylacetat (EA) v poméru 3:1. Po odstranéni vedlejSich
produktl byl zvolen gradient na pomér 2:1. Odpareni prebyteného rozpoustédla poskytlo

kyZzeny meziprodukt.
m/s (ESI*): m/z [M+H]" 191,1; nalezeno 191,0

H NMR (500 MHz, CDCls-d): & 7.97 — 7.86 (m, 2H), 7.45 — 7.37 (m, 2H), 4.49 (s, 2H), 3.88
(s, 3H).

13C NMR (126 MHz, CDCls-d): & 166.68, 131.53, 129.52, 129.43, 127.40, 90.62, 84.54, 52.30,
51.28.
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3.2.2 Priprava methyl 4-(3-hydroxypropyl)benzoatu (2)

CH, 0. .0

s

CHq

/

| 5% Pd/C
MetOH, EA

Y\

HO HO

Vzhled: hnéda kapalina

Molarni hmotnost: 194,2 g/mol

Vytézek: 63 %

Postup: Vychozi latka methyl 4-(3-hydroxyprop-1-yn-1-yl)benzoat (2,72 g, 14,3 mmol) byla
vystavena N2 atmosféfe po dobu 5 minut, nez byl pfidan suchy MetOH (600 ml) a suchy EA
(300 ml). Po 10 minutach od pfidani rozpoustédel byl pfidan 5% Pd/C (4,00 g, 1,9 mmol).
Roztok byl po 10 minutach vystaven vakuu, aby nasledné mohl byt do bariky s reakéni smési
zaveden vodik. Reakéni smés se nechala redukovat v H, atmosféfe pfes noc pfi laboratorni
teploté. Nasledné byl roztok Zfiltrovan pfes celit a filtrat zakoncentrovan odpafenim
rozpoustédla na vakuové odparce. Produkt byl Ccistén prostfednictvim sloupcové

chromatografie s MF o slozeni PE:EA v poméru 5:1, nasledné v poméru 1:1.

m/s (ESI*): m/z [M+H]" 195,1; nalezeno 195,1

'H NMR (500 MHz, CH3OD-d4): & 7.95 — 7.89 (m, 2H), 7.36 — 7.27 (m, 2H), 3.88 (s, 3H),
3.57 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 2.79 — 2.71 (m, 2H), 1.89 — 1.81 (m, 2H).

13C NMR (126 MHz, CHsOD-d4): & 168.59, 149.42, 130.64, 129.65, 128.91, 62.05, 52.46,
35.04, 33.08.
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3.2.3 Priprava methyl 4-(3-bromopropyl)benzoatu (3)

o o o o

s s

CH, CHy

i =
Ph P, CBr,

i i

DCM

HO Br

Vzhled: bezbarva kapalina
Molarni hmotnost: 257,1 g/mol
Vytézek: 83 %

Postup: Byly pfipraveny dvé bariky. Barika A obsahovala methyl 4-(3-hydroxypropyl)benzoat
(1,74 g, 8,98 mmol) a suchého DCM (33 ml) v N> atmosférou. V bance B byl pfipraven roztok
z CBr4 (3,87 g, 11,67 mmol) a suchého DCM (34 ml). Do bariky A byl pfidan PhsP (3,30 g,
12,57 mmol). Po 5 minutach byl do bariky A pfidan obsah bariky B. Roztok se nechal hodinu
michat za pokojové teploty. Reakéni smés zbavena nadbyteéného rozpoustédla byla Cisténa

pomoci sloupcové chromatografie s MF o slozeni PE:EA v poméru 95:1.

m/s (ESI*): m/z [M+H]* 258,0; nalezeno 258,1

'H NMR (500 MHz, CDCls-d): & 8.00 — 7.95 (m, 2H), 7.30 — 7.25 (m, 2H), 3.91 (s, 3H), 3.39
(t, J=6.5Hz, 2H), 2.88 — 2.81 (m, 2H), 2.23 — 2.15 (m, 2H).

13C NMR (126 MHz, CDCls-d): 5 166.96, 145.98, 129.81, 128.54, 128.19, 51.98, 33.93, 33.66,
32.68.
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3.2.4 Priprava 4-(3-bromopropyl)benzoové kyseliny (4)

o o o OH
CHy

Ve

MNaOH =

e acetan, H,0 = e

BEr Br

Vzhled: bila pevna latka
Molarni hmotnost: 243,1 g/mol
Tt: 115,5-118,7°C

Vytézek: 82 %

Postup: Methyl 4-(3-bromopropyl)benzoat (1,85 g, 6,72 mmol) byl rozpustén v acetonu (14
ml), nasledné byl pfidan roztok NaOH (0,46 g, 11,43 mmol, 6 ml). Roztok byl michan pfes noc
pfi laboratorni teploté. Z roztoku byl na vakuové odparce odpafen aceton a pfidana H.O (16
ml). Pomoci 6M HCI byl roztok okyselen na pH 1. Po okyseleni byl roztok zfiltrovan. Zfiltrovana
pevna latka se promyvala vodou (7 ml), diethyletherem (2 ml) a opét vodou (3 ml). P¥i
promyvani produktu diethyletherem byla pouzita filtrace za atmosférického tlaku, jinak filtrace

za snizeného tlaku z davodu ¢astecné rozpustnosti produktu v diethyletheru
m/s (ESI*): m/z [M+H]* 244,0; nalezeno 243,9

IH NMR (500 MHz, DMSO-dg): & 12.80 (s, 1H), 7.89 — 7.84 (m, 2H), 7.34 (d, J = 8.1 Hz, 2H),
3.51 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 2.81 — 2.73 (m, 2H), 2.17 — 2.05 (m, 2H).
13C NMR (126 MHz, DMSO-de): 167.42, 146.13, 129.69, 128.85, 128.78, 34.41, 33.64, 33.57.
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3.2.5 Priprava 4-(3-bromopropyl)benzoyl chloridu (5)

0 OH 0 Cl
T S0Cl, =
£ toluen =

Br Br

Vzhled: zluty olej
Molarni hmotnost: 261,5 g/mol

Postup: Pod N2 atmosférou a pfi 74°C byla 4-(3-bromopropyl)benzoova kyselina (0,44 g, 1,81
mmol) rozpusténa v toluenu (7,3 ml). Roztok se nechal probublat plynnym dusikem. Poté byl
pfidan SOCI; (0,26 ml, 3,62 mmol). Reakéni smés reagovala 24 hodin pfi teploté 74°C.
Vysledny roztok byl zakoncentrovan pomoci vakua a nékolikrat promyt Cerstvym toluenem.

Vzhledem k vysokeé reaktivité daného produktu byl ihned pouzit v dalSim kroku.
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3.2.6 Priprava 4-(3-bromopropyl)-N-hydroxybenzamidu (6)

NH,OH HCI, NaOH i

-

ether e

W

Br Br

Vzhled: hnéda pevna latka
Molarni hmotnost: 258,1 g/mol
Tt: 109,2 - 111,2°C

Vytézek: 73 %

Postup: Nejdfive byl pfipraven 2M roztok NaOH (0,09 g, 2,35 mmol, 1,2 ml), ktery byl smichan
s NH,OH.HCI (0,16 g, 2,35 mmol) vledové lazni. Nasledné byla vychozi latka 4-(3-
bromopropyl)benzoyl chlorid (0,47 g, 1,81 mmol) rozpusténa v diethyletheru (7,3 ml). Roztok
s vychozi latkou byl béhem 10 minut pfikapavan do roztoku s NH,OH.HCI. Po dokapani
roztoku reakéni smés reagovala po dobu 30 minut pfi laboratorni teploté. Roztok byl poté opét

ochlazen na 0°C a do négj byla pfidana 2M HCI (1 ml). Vznikly produkt reakce byl Zfiltrovan.
m/s (ESI*): m/z [M+H]" 259,0; nalezeno 259,1

IH NMR (500 MHz, DMSO-de): & 11.14 (s, 1H), 8.97 (s, 1H), 7.68 (d, J = 7.8 Hz, 2H), 7.29 (d,
J=7.8 Hz, 2H), 3.50 (1, J = 6.5 Hz, 2H), 2.75 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 2.18 — 2.02 (m, 2H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-de): 5 164.33, 144.14, 130.82, 128.54, 127.22, 34.45, 33.71,
33.42.
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3.2.7 Priprava finalniho produktu 1-{3-[4-
(hydroxykarbamoyl)fenyl]propyl}-4-[(E)-
(hydroxyimino)methyl]pyridinium bromidu (7)

OH

H N‘{ 0 M H“DH
0
N |//~\\~Q, =
+ acelon
—_———— i
M Br
~OH
I-th%

sr L

|

M
~OH

Vzhled: hnéda pevna latka
Molarni hmotnost: 380,2 g/mol
Tt: 151,3-153,6°C

Vytézek: 73 %

Postup: 4-(3-Bromopropyl)-N-hydroxybenzamid (0,19 g, 0,74 mmol) a 4-pyridinaldoxim (0,09
g, 0,72 mmol) byly smichan v acetonu (6,7 ml). Po smichani se roztok nechal reagovat za

podminek refluxu pfes noc. Filtrace reakéni smési v acetonu poskytla pevny finalni produkt.

m/s (ESI*): m/z [M+H]* 381,1; nalezeno 381,0

IH NMR (500 MHz, DMSO-de): & 12.82 (s, 1H), 11.13 (s, 1H), 9.03 (d, J = 6.4 Hz, 2H), 8.96
(bs, 1H), 8.42 (s, 1H), 8.22 (d, J = 6.3 Hz, 2H), 7.67 (d, J = 7.9 Hz, 2H), 7.26 (d, J = 7.9 Hz,
2H), 4.59 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 2.66 (t, J = 7.7 Hz, 2H), 1.65 — 1.52 (m, 2H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-de): & 164.31, 148.53, 145.30, 145.14, 145.07, 130.64, 128.46,
127.15, 124.28, 60.22, 34.36, 27.15.
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3.2.8 Priprava 4-(4-bromobutyl)benzoyl chloridu (8)

] oH 0 Cl
e
S0CI,
e
L toluen
Br Br

Vzhled: zluty olej
Molarni hmotnost: 275,6 g/mol

Postup: Pod Nz atmosférou a pfi 74°C byla 4-(4-bromobutyl)benzoova kyselina (0,5 g, 1,94
mmol) rozpusténa v toluenu (8,3 ml). Roztok se nechal probublat plynnym dusikem. Poté byl
pfidan SOCI; (0,28 ml, 3,9 mmol). Reakéni smés reagovala 24 hodin pfi teploté 74°C.
Vysledny roztok byl zakoncentrovan pomoci vakua a nékolikrat promyt ¢erstvym toluenem.

Vzhledem k vysoké reaktivité daného produktu byl ihned pouzit v dalSim kroku.
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3.2.9 Priprava 4-(4-bromobutyl)-N-hydroxybenzamidu (9)

o Cl o MH

-

OH

T
NH,OH.HCI, NaOH

s o i

ether

Br Br

Vzhled: hnédy olej
Molarni hmotnost: 272, 14 g/mol
Vytézek: 27 %

Postup: Nejdfive byl pfipraven 2M roztok NaOH (0,1 g, 2,52 mmol, 1,2 ml), ktery byl smichan
s NH,OH.HCI (0,18 g, 2,52 mmol) vledové lazni. Nasledné byla vychozi latka 4-(3-
bromopropyl)benzoyl chlorid (0,53 g, 1,94 mmol) rozpusténa v diethyletheru (8,2 ml). Roztok
s vychozi latkou byl béhem 10 minut pfikapavan do roztoku s NH,OH.HCI. Po dokapani
roztoku reakéni smés reagovala po dobu 30 minut pfi laboratorni teploté. Roztok byl poté opét
ochlazen na 0°C a do néj byla pfidana 2M HCI (1,2 ml). Znecidtény produkt byl extrahovan ve
smési ethylacetat x voda. Organicka sloZka poté byla vysuSena pomoci Na,SO, a Cisténa
pomoci sloupcové chromatografie s MF o sloZeni heptan:EA v poméru 1:1. Nakonec byl

produkt zakoncentrovan na vakuové odparce.

m/s (ESI*): m/z [M+H]* 273.0; nalezeno 273,0

IH NMR (500 MHz, DMSO-de): & 11.13 (s, 1H), 8.96 (s, 1H), 7.67 (d, J = 7.6 Hz, 2H), 7.27 (d,
J=7.7Hz, 2H), 3.54 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 2.64 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 1.87 — 1.75 (m, 2H), 1.74 —
1.62 (m, 2H).
13C NMR (126 MHz, DMSO-de): & 164.41, 145.36, 130.59, 128.43, 127.13, 35.01, 34.06,
31.91, 29.29.
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3.2.10 Priprava finalniho produktu 1-{4-[4-
(hydroxykarbamoyl)fenyl]butyl}-4-[(E)-
(hydroxyimino)methyl]pyridinium bromidu (10)

OH
OH HN
HM
0 0 =
/ \ + NI_ aceton T Br
_—
o v/ SN—oH
N+/t\\'t§'
%
|
Br N...

Vzhled: hnéda pevna latka
Molarni hmotnost: 394,3 g/mol
Tt: 175,4-177,1°C

Vytézek: 46 %

Postup: 4-(4-Bromobutyl)-N-hydroxybenzamid (0,14 g, 0,53 mmol) a 4-pyridinaldoxim (0,06
g, 0,53 mmol) byly smichany v acetonu (5 ml). Po smichani se roztok nechal reagovat za
podminek refluxu pfes noc, pfi teplot¢ 56 °C. Nasledovalo odpafeni rozpoustédla a

opétovného pfiliti acetonu. Roztok byl nakonec Zfiltrovan.
m/s (ESI*): m/z [M+H]* 395,1; nalezeno 395,0

IH NMR (500 MHz, DMSO-dg): & 12.81 (s, 1H), 11.14 (s, 1H), 9.14 — 9.01 (m, 2H), 8.96 (bs,
1H), 8.43 (s, 1H), 8.30 — 8.16 (m, 2H), 7.67 (d, J = 7.7 Hz, 2H), 7.26 (d, J = 7.8 Hz, 2H), 4.71
— 453 (m, 2H), 2.66 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 2.00 — 1.83 (m, 2H), 1.68 — 1.49 (m, 2H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-de): & 164.31, 148.52, 145.30, 145.15, 145.07, 130.62, 128.46,
127.15, 124.28, 60.21, 34.35, 30.41, 27.14.
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4 Diskuze

K pripravé prvniho produktu 1-{3-[4-(hydroxykarbamoyl)fenyl]propyl}-4-[(E)-
(hydroxyimino)methyl]pyridinium bromidu (10) bylo zapotfebi 7 reakénich kroku.

Pro pfipravu prvniho meziproduktu methyl 4-(3-hydroxyprop-1-yn-1-yl)benzoatu (1) byl vyuzit
princip Sonogashira couplingu. Reakce probihala v inertni dusikové atmosféfe, aby se
omezilo pfistupu se vzdusnou vihkosti. Nejdfive byla vychozi latka methyl 4-bromobenzoat
rozpusténa v dichloromethanu a smichana s bazi triethylaminem. Nasledovalo pfidani
katalyzator( reakce Cul a Pd(PPhs).. Reakéni smés reagovala pfes noc za laboratorni teploty.
Meziprodukt byl vy€istén pomoci sloupcové chromatografie. Nasledné byl pouzit do dalSi

reakce, jako vychozi latka.

Nasledujici reakéni krok ved! k redukci trojné vazby. Dle plvodniho syntetického planu ve
druhém kroku byla provedena Appelova reakce. Ale pfi nasledné redukci nasobné vazby
vznikal z vétSi ¢asti produkt eliminace HBr, coz bylo divodem, pro¢ byl zvolen postup, kdy

nejdfive byla redukovana nasobna vazba a nasledovala Appelova reakce.

Pro pfiprava methyl 4-(3-hydroxypropyl)benzoatu (2) byla do barky s vychozi latkou 4-(3-
hydroxyprop-1-yn-1-yl)benzoatem (1) zavedena inertni dusikova atmosféra. Nasledné byla
pfidana sucha rozpoustédla MetOH a EA. Po rozpusténi latky byl pfidan 5% Pd/C. Tataz
reakce byla zkou$ena i za pouziti 20% Pd(OH)., ale lepSi vysledky byly dosazeny s 5% Pd/C.
Samotna redukce trojné vazby probihala ve vodikové atmosféfe. Cisténi reakéni smési
probihalo pfes celit a nasledné pomoci sloupcové chromatografie. Vznikly meziprodukt byl

pouzit do dalSiho reakéniho kroku.

Jak uz bylo zminéno, pro pfipravu tfetiho meziproduktu byla vyuZita Appelova reakce.
Smichanim methyl 4-(3-hydroxypropyl)benzoatu (2), tetrabromomethanu a trifenylfosfinu
v CHxCl pfi 0°C v N2 atmosféfe vznikl methyl 4-(3-bromopropyl)benzoat (3), ktery byl Cistén

pomoci sloupcové chromatografie.

DalSim reak&nim krokem byla bazicka hydrolyza esteru a nasledné okyseleni soli karboxylové
kyseliny, které vedlo k syntéze 4-(3-bromopropyl)benzoové kyseliny (4). Nejdfive byl methyl
4-(3-hydroxypropyl)benzoat (2) byl rozpustén v acetonu, nasledovalo pfidani vodného roztoku
NaOH. Roztok se nechal michat pfes noc. Nasledné byl z roztoku na vakuové odparce
odpafen aceton. Poté byl roztok zfedén vodou a okyselen 6M HCI na pH 1. Separace produktu

probéhla filtraci.

Slougenina 4-(3-bromopropyl)benzoova kyselina (4) byla rozpusténa v toluenu v dusikové

atmosfére pfi teploté 74°C. Do roztoku byl pfidan SOCI,. Po 24 hodinach, kdy smés reagovala
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pfi 74°C, byl roztok s produktem 4-(3-bromopropyl)benzoyl chloridem (5) zakoncentrovan
pomoci vakua, promyt Cerstvym toluenem a ihned spotfebovan v dalSi reakci. Nukleofilni
acylovou substituci byla karboxylova kyselina pfevedena na velice reaktivni chlorid kyseliny,

proto musel byt vznikly meziprodukt ihned pouZit do navazujici reakce.

Pfedposlednim krokem syntézy byla syntéza 4-(3-bromopropyl)-N-hydroxybenzamidu (6).
Bazické slozky NaOH a NH>OH.HCI byly smichany v ledové lazni, do které se pfikapaval 4-
(3-bromopropyl)benzoyl chlorid (5) rozpustény v etheru. Smés reagovala po dobu 30 minut pfi
laboratorni teploté. Nasledné byl roztok ochlazen na 0°C a byla pfidana 2M HCI. Vznikly

meziprodukt byl Zfiltrovan.

Smichanim 4-(3-bromopropyl)-N-hydroxybenzamidu (6) a 4-pyridinaldoximu v acetonu byla
vytvofena reakéni smés, ktera reagovala pres noc pod zpétnym chladi¢em pfi teploté 56°C.
Vysledkem této reakce byl finalni produkt 1-{3-[4-(hydroxykarbamoyl)fenyl]propyl}-4-[(E)-
(hydroxyimino)methyl]pyridinium bromid (7).

Pro pfipravu druhého finalniho produktu 1-{4-[4-(hydroxykarbamoyl)fenyl]butyl}-4-[(E)-
(hydroxyimino)methyl]pyridinium bromidu (10) stacily tfi reakéni kroky. Prvni reakéni krok
vychazel z 4-(4-bromobutyl)benzoové kyseliny, ktera jiz byla syntetizovana na Katedfe
chemie, Univerzity Hradec Kralové. 4-(4-bromobutyl)benzoova kyselina byla vystavena
nukleofilni acylové substituci obdobné jako u prvniho produktu, coz vedlo k vytvoreni 4-(4-

bromobutyl)benzoyl chloridu (8).

DalSim reakénim krokem byla pfeména chloridu karboxylové kyseliny na hydoxyamid.
Slouéenina 4-(4-bromobutyl)benzoyl chlorid (8) rozpusténa v etheru byla pfikapavana do
roztoku NaOH s NH>OH.HCI umisténém v ledové lazni. Smés reagovala 30 minut za
laboratorni teploty. Nasledovalo ochlazeni na 0 °C a pfidani 2M HCI. Vznikl produkt 4-(4-
bromobutyl)-N-hydroxybenzamid (9), ktery byl €istén extrakci a sloupcovou chromatografii.
Niz8i vytéZnost 27 % vznikla pravdépodobné pfi sloupcové chromatografii, kdy bylo obtizné

izolovat Cisty meziprodukt.

Priprava produktu 1-{4-[4-(hydroxykarbamoyl)fenyl]butyl}-4-[(E)-
(hydroxyimino)methyl]pyridinium bromidu (10) zacala rozpusténim 4-(4-bromobutyl)-N-
hydroxybenzamidu (9) a 4-pyridinaldoximu v acetonu. Reak&éni smés reagovala pfes noc pfi

56°C za refluxu. Vysledny produkt byl zfiltrovan.
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5 Zaveér

V teoretické Casti této bakalafské prace byla popsana obecna charakteristika
organofosforovych slou€enin, kdy byla pozornost zamérena predevsim na pesticidy a nervové
paralytické latky. Dale byly uvedeny U&inky téchto latek na zivy organismus a zminény pfiklady
zastupcl jednotlivych skupin. V nasledujicich podkapitolach byl vysvétlen mechanismus
organofosforovych sloucenin, kde byla pozornost vénovana predevSim cholinergnimu
systému, jeho jednotlivym soucastem a funkcim. Teoreticka ¢ast se také vénovala klinickym

vrwve

informace o moznostech profylaxe a I1é&by v pfipadé otrav organofosforovymi slou¢eninami.

Experimentalni ¢ast se zabyvala hlavné syntézou meziproduktl, které vedly k pfipravé dvou
finalnich monokvarternich oxim-hydroxamatovych reaktivatori. V této Casti byly detailné
popsany jednotlivé postupy a optimalizace nékterych reakénich krokd. Nakonec u vSech

meziproduktl a produktl popsany nékteré fyzikalné-chemické vlastnosti.
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