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Anotace

Ve své bakalarské praci se zabyvam syntézou derivatu piperidin-4-karboxylové
kyseliny jako potencidlniho inhibitoru NMDA receptori. Teoreticka ¢ast je zamére-
na na rozdéleni a popis glutamatovych receptort s diirazem na NMDA receptory.
Predstavuji také soucasné vyuZzivana léciva, jejichz terapeutickymi cili jsou NMDA
receptory. Prakticka ¢ast je vénovana syntéze derivatu piperidin-4-karboxylové
kyseliny, ktery bude dale podroben biologickému testovani in vitro jako potencialni
inhibitor NMDA receptorli. Pro charakterizaci pripravovanych sloucenin byly
pouzity analytické metody NMR a MS.

Klicova slova

NMDA receptory, glutamat, inhibice, ifenprodil, memantin

Annotation

In my bachelor thesis, I deal with a synthesis of a derivative of piperidine-4-
carboxylic acid as a potential inhibitor of NMDA receptors. The theoretical part is
focused on the division and specification of glutamate receptors with an emphasis
on NMDA receptors. I also present currently used drugs whose therapeutic targets
are NMDA receptors. The practical part is dedicated to the synthesis of a derivative
of piperidine-4-carboxylic acid, which will undergo further biological testing in vitro
as a potential inhibitor of NMDA receptors. For the characterization of prepared
compounds, analytical methods NMR and MS were used.
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Uvod

Komplexni funkce nervové soustavy je zavisld na schopnosti rychlého
prenosu informaci v ramci jejich jednotlivych sloZek. Za tento rychly prenos jsou
zodpovédné specifické bunky - neurony, které jsou svym tvarem i vlastnostmi
uzpusobeny pro tuto dlohu. Komunikace mezi nervovymi buinikami v centralni
nervové soustavé (CNS) je zabezpecena elektrickym a chemickym prenosem
signdlu. Chemicky prenos zahrnuje uvoliiovani neurotransmiterii z jednoho
neuronu a zménu aktivity druhého. Chemicka komunikace probiha na synapsich,
které se skladaji z presynaptického neuronu, synaptické Stérbiny a postsynaptic-
kého neuronu. V axonalnim zakonceni presynaptického neuronu se nachazeji
vezikuly obsahujici neurotransmitery, které se pri zvySeni koncentrace CaZ*
uvoliuji do synaptické Stérbiny, vdZou se na neurotransmiterové receptory
umisténé na povrchu membrany postsynaptického neuronu a svou vazbou méni
jejich funkci [1].

s vz

Teoreticka Cast této bakalarské prace je zamérena predevsim na neurotrans-
miter glutamat a jeho funkci v CNS a na N-methyl-D-aspartatové (NMDA) receptory,
které se vyznamné podileji na vzniku neurodegenerativnich chorob, kam patii mimo
jiné také Alzheimerova choroba [2].

Cilem této bakalarské prace je priprava derivatu piperidin-4-karboxylové
kyseliny jako potencialniho inhibitoru NMDA receptorti. Pripravena sloucenina je
kombinaci modifikované molekuly ifenprodilu, prokazaného inhibitoru NMDA
receptorl, a derivatu kyseliny y-aminomaselné (GABA), prirozeného agonisty
inhibi¢nich receptort v CNS.
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1 Teoreticka cast

1.1 Neurotransmiterové receptory

Neurotransmiterové receptory se déli do dvou hlavnich skupin: receptory
spojené s ligandem rizenymi iontovymi kanaly (LGICRs) (Obrazek 1A) a receptory
spojené s G-proteiny (GPCRs) (Obrazek 1B) [3].

LGICRs jsou proteiny specializované na okamzitou preménu chemického
signalu neurotransmiterd na signal elektricky [3, 4]. Extracelularni ¢ast LGICRs
obsahuje vazebné misto, které slouZzi k navazani neurotransmiteru. Cast zanofena
do bunétné membrany tvoii iontovy kanal, skrze ktery mohou pies membranu
prostupovat ionty[1]. U¢inek LGICRs na funkci postsynaptického neuronu po
navazani ligandu miiZe byt excitacni nebo inhibi¢ni v zavislosti na povaze ionti,
které pres otevieny kanal prochazeji [3]. Excitacni ucinek poskytuji LGICRs
propoustéjici pres membranu kladné nabité ionty (napf. influx Na*). Naopak
inhibi¢ni u¢inek maji obvykle LGICRs propustné pro zaporné nabité ionty (napf.
influx CI) [1].

Mezi LGICRs s excita¢nim ucinkem patii napriklad nikotinové acetylcholi-
nové receptory, které po navazani acetylcholinu (ACh) do vazebného mista
receptoru umoznuji prostup Na*, K* nebo Ca2*do bunky [5]. K LGICRs s inhibi¢nim
ucinkem se pak tadi naptiklad receptory pro GABA, které zajistuji prichod Cl-
do burky [6].

GPCRs jsou proteiny, které na sebe vazi molekuly neurotransmitert a
nasledné umoziuji pribéh intracelularnich biochemickych reakci ovliviiujicich
fadu bunécnych funkci [3, 4]. V pripadé GPCRs se neurotransmitery vazi do
vazebného mista v extracelularni ¢asti proteinu prochazejictho pres membranu,
ktery je v intracelularnim prostoru pripojeny na G-protein. G-proteiny jsou
intracelularni proteiny schopné vazat nukleotid guanosintrifosfat (GTP) v
aktivovaném stavu a guanosindifosfat (GDP) v inaktivovaném stavu. Skladaji se ze
tii samostatnych podjednotek: a, , a y. Po navazdni neurotransmiteru na
receptorovy protein dochazi k aktivaci G-proteinu, tedy k vyméné GDP za GTP a
naslednému oddéleni a-podjednotky a /y-podjednotky, které interaguji s dalSimi
proteiny uvnitf bunky. Napiiklad stimula¢ni aS-podjednotka aktivuje enzym
adenylylcyklasu, kterda preménuje adenosintrifosfat (ATP) na cyklicky
adenosinmonofosfat (cAMP). Ten ptlisobi na dal$i enzymy upravujici funkci
celularnich proteinti mechanismem fosforylace. DalSim ptikladem je prima vazba
B/y-podjednotky na iontovy kanal zajistujici selektivni influx K*, coZ vyvolava
inhibici neuront [1].

Podobné jako LGICRs i GPCRs maji excita¢ni a inhibi¢ni acinky. Lisi se vSak
v rychlosti nastupu a délce trvani u€inku. GPCRs vyvolavaji odpovéd pomaleji, ale
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jejich ucinek trva déle, coz je dano vétSim pocCtem krokl potrebnych k vyvolani
odpoveédi [1].

Piikladem GPCRs jsou serotoninové receptory [7] nebo opioidni receptory

[8].

Signalni @

Ligandem Fizeny iontovy kanal mee|

Navazani I Neaktivni G-protein
I‘;TY neurotransmiteru i A }
‘ . \ YooY
Neurotransmiter a
o o° Gor, P

oo s

Tok iontd
skrz membranu

A

Obrazek 1: A: Receptory spojené s ligandem fizenymi iontovymi kandaly. Navazani ligandu
do vazebného mista iontového kandlu vyvola zménu konformace proteinu a nasledné otevieni
iontového kanalu, coZ umoziiuje prostup iontd pres bunéénou membranu. B: Receptory spojené s G-
proteiny. Navazani ligandu na receptorovy protein aktivuje G-protein, jehoZ podjednotky se oddéli
a interaguji s dal$imi proteiny v buiice. Pfevzato a upraveno z [9, 10].

1.2 Glutamat jako neurotransmiter

Glutamat je hlavnim excitacnim neurotransmiterem nervovych bunék savct,
ma tedy klicovou roli v mnoha funkcich mozku (napft. uceni a pamét [11]), ale také
je spojovan s fadou neurologickych onemocnéni [7]. Z toho vyplyvj, Ze pritomnost
glutamatu je ve spravnych koncentracich, ve spravny cas a na spravném misté
nezbytna pro funkci nervového systému. Prilis vysoké koncentrace glutamatu vedou
k nadmérné aktivaci glutamatovych receptorti, coz miiZe zapricinit az smrt nervo-
vych bunék v patologickém procesu excitotoxicity [12]. Glutamatova excitotoxicita
je napriklad spojena s ischémii [13], dale s neurodegenerativnimi chorobami jako
amyotroficka lateralni skler6za [14], roztrouSena skleréza [15], Parkinsonova
choroba [16] nebo Alzheimerova choroba [2]. Naopak nedostatek glutamatu je
spojovan napriklad s vyskytem schizofrenie [17]. Regulace uvoliiovani a degradace
glutamatu jsou tedy dtlezité faktory pro udrzovani jeho fyziologické hladiny v orga-
nismu.
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1.2.1 Uvolnovani glutamatu

Glutamat je kontinualné uvoliiovan do extracelularniho prostoru. Bylo
zjiSténo, Ze pouzitim inhibitori glutamatové absorpce, naptiklad threo-f-
benzyloxyaspartatu (TBOA), se za¢ne glutamat v extracelularnim prostoru okamzité
hromadit [18]. Nejvétsi pozornost je vénovana uvoliiovani glutamatu z nervovych
zakonceni exocytdézou z vezikul. Dal$im zpiisobem je glutamatovymi transportéry
zprostredkovana vymeéna glutamatu za jinou excitatni aminokyselinu, jako je L-
aspartat, D-aspartat nebo L-cysteat [19]. K uvoliiovani glutamatu mohou také slouZit
glutamat-cystinové vyménné transportéry (xCT), které se nachazeji v astrocytech.
Zajistuji prenos cystinu do buiikky vymeénou za intracelularni glutamat, jedna se tedy
o antiport [20].

1.2.2 Glutamatové transportéry

Neurotransmitery jsou kratce po jejich uvolnéni odstrafiovany ze synapsi,
coz minimalizuje dobu jejich interakce s receptory, a jsou produkovany kratké
prerusované synaptické signaly. Ve vétSiné synapsi v mozku se nachazeji specifické
proteiny znamé jako neurotransmiterové transportéry (Obrazek 2), které protinaji
bunécénou membranu a zajistuji prenos neurotransmitert ze synapsi do intrace-
lularniho prostoru bunék. Casto tento pfenos probiha na presynaptickém terminalu,
kde jsou neurotransmitery uzavirany do vezikul [3, 4].

Prvnim typem neurotransmiterovych transportéri jsou excitaCni
aminokyselinové transportéry (EAAT). Déli se na pét subtypti (EAAT1-5) na zakladé
charakteristik ovliviiujicich jejich schopnost regulovat koncentraci glutamatu [21].
EAAT se nachazeji v raznych c¢astech mozku i v raznych buikach (napft.
v astrocytech mozecku [22], vnitiniho ucha [23], sitnice [24], pfedniho mozku
a hipokampu [22], v dendritech a télech neuronti v mozecku, hipokampu a bazalnich
gangliich [25] nebo v Purkyniovych burikdch v mozecku [26]).

DalSim typem neurotransmiterovych transportérii jsou vezikuldrni
glutamatové transportéry (VGLUTSs), kam se tadi tfi téméfr homologické proteiny
VGLUT1-3 [27]. Nachazeji se napriklad v neuronech entorhinalni kiry, piriformni
klry, amygdaly [27], IV.a VI. vrstvy mozkové kiliry, thalamu, mozkového kmene [28],
v Pukrynovych burkach [29] nebo v neuronech II. a VI. vrstvy mozkové kiry [30].
VGLUTSs vSech tii typli mzeme tedy najit v neuronech riaznych ¢asti CNS, kde se
podileji na ukladani glutamatu do vezikul, a maji tak dilezitou roli v excitacni
transmisi [30].
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Obrazek 2: Transport glutamatu (Glu) pomoci VGLUTs a EAAT. V presynaptickém neuronu dochazi
k preméné glutaminu (GluN) na Glu pomoci enzymu glutaminasy. VGLUTs zajistuji transport
glutamatu do vezikul. Hnaci silou je protonovy elektrochemicky gradient ziskany hydrolyzou ATP.
Z vezikul je Glu uvolnén do synaptické Stérbiny. Nasledné se vaZe na receptory v postsynaptické
membrané (napt. NMDA receptory nebo AMPA receptory). EAAT zajiStuji spfazeny symport Glu s 3
Na*a 1 H*a antiport s K* [31], ¢imzZ snizuji extracelularni koncentraci Glu. Umoziuji také nesprazeny
transport Cl- [32]. Transport Glu do astrocyti zajistuji transportéry EAAT 1-2. V astrocytech pak
dochazi k preméné Glu na GluN, ktery je prenesen do presynaptického neuronu a zpétné preménén
na Glu [20]. Pfevzato a upraveno z [33].

1.3 Glutamatové receptory

Jakjiz bylo zminéno drive, glutamat jako neurotransmiter hraje dtleZzitou roli
v celé radé mozkovych funkci. Jeho excitacni uCinek ma za nasledek aktivaci tii
hlavnich subtypi LGICRs: receptorti a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpro-
pionové kyseliny (AMPA), kainatovych a NMDA receptorti [3].

Schopnost glutamatu vazat se na rlizné proteiny (transportéry, receptory,
enzymy) je dana vysokou flexibilitou jeho molekuly, kterd umoZiiuje existenci
nékolika konformaci [34]. Aktivacni mista glutamatovych receptorti se nachazeji na
povrchu bunék. K aktivaci tedy mtiZe dochazet pouze z extracelularniho prostoru
a aktivitu glutamatovych receptorli lze regulovat uvoliiovanim glutamatu do
extracelularni tekutiny a jeho naslednym odstranénim [12].

1.3.1 AMPA receptory

AMPA receptory, kainatové receptory a NMDA receptory jsou asi z 25 %
homologni. Patii do stejné skupiny receptort - ionotropni glutamatové receptory
[35].

AMPA receptory (Obrazek 3) jsou tetramerni membranové proteiny
skladajici se z rlznych kombinaci podjednotek GluA1l-4 [36]. VSechny AMPA
receptorové iontové kanaly bez ohledu na pritomné podjednotky jsou propustné
pro Na+*a K*, ale pokud v tetramernim uspoiadani chybi GluA2 podjednotka, iontovy
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kandl je nepropustny pro Ca2*[37]. Aktivace AMPA receptorii zajisStuje mimo jiné
také odstranéni Mg2* blokujicich NMDA receptory[35].

Neurologickd onemocnéni pifimo i nepifimo ovliviiuji synaptické funkce
v mozku riznymi mechanismy, ale vysledkem je vZdy zména synaptického pienosu
a/nebo plasticity. JelikoZ AMPA receptory jsou aktivovany excitacnim neurotrans-
miterem glutamdatem, vyuZzivaji se jako cile pri vyvoji terapeutickych ptipravki pro
lé¢bu neurodegenerativnich onemocnéni nebo drogovych zavislosti [38].

Vnéjsi rozhrani
dimer( LBD

B Vnéjsi rozhrani
dimerd ATD

Vnitfni rozhrani
dimerl ATD

Vnitfni rozhrani
podjednotek

Rozhrani TMD

PFepojeni LBD-TMD

Obrazek 3: Struktura AMPA receptoru. AMPA receptor ma tvar pismene Y. Extracelularni ¢ast tvori
amino-termindlni doména (ATD) a ligand-vazajici doména (LBD) zprostredkovavajici vazbu Glu.
Kazda LBD podjednotka je tvorena dvéma polypeptidovymi fetézci volné vazanymi na trans-
membranovou doménu (TMD). TMD tvofii tfi membranu protinajici Sroubovice (M1, M3 a M4) [39].
Pfevzato a upraveno z [36].

1.3.2 Kainatové receptory

Kainatové receptory vykazuji urcitou podobnost s AMPA receptory
z hlediska jejich propustnosti pro ionty po pfimém navazani glutamatu. Podobné
jako AMPA receptory postradajici GluA2 podjednotku jsou i kainatové receptory
vétSinou nepropustné pro Ca?+* a zajistuji odstranéni MgZ* blokace NMDA receptort
[35]. Strukturné se kainatové receptory také podobaji AMPA receptorim. Skladaji
se z péti podjednotek GluK1-5. VSechny podjednotky maji rozsahlou extracelularni
Cast tvorenou ATD a LBD, tfi transmembranové a-Sroubovice a intracelularni C-
terminalni doménu (CTD) [40].

Na rozdil od AMPA receptorii, lokalizovanych piredevsim v postsynaptické
membrané, se kainatové receptory nachdazeji v presynaptické [41] i v postsy-
naptické membrané [42]. Postsynaptické kainatové receptory jsou pritomné napfi-
klad v GABAergnich interneuronech hipokampu, mozkové kiiry ¢i amygdaly a dale
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také v neuronech hipokampalnich mechovych vlaken v synapsich pyramidovych
bunék vlastniho hipokampu. Presynaptické kainatové receptory se objevuji
v GABAergnich i glutamergnich synapsich, kde usnadiiuji nebo inhibuji uvolnéni
neurotransmitera [43].

1.3.3 NMDA receptory

Dal$im a neméné vyznamnym zastupcem ze skupiny ionotropnich gluta-
matovych receptorii jsou NMDA receptory pojmenované podle jejich afinity
k NMDA. Jsou hojné rozsirené v CNS, kde maji dtlezitou ulohu v excitacnich
synaptickych prenosech. Kvili jejich spojeni s fadou neurologickych onemocnéni
jsou také cilem mnoha terapeutickych vyzkumi. Existuje nékolik subtypi NMDA
receptort, které se odlisuji kompozici jednotlivych podjednotek, biofyzikalnimi
a farmakologickymi vlastnostmi [44].

1.3.3.1 Struktura NMDA receptoru

NMDA receptory (Obrazek 4) jsou heteromerni komplexy sloZené z rtiznych
podjednotek. Tyto podjednotky se déli na tfi subtypy - NR1-3.

Dvé NR1 podjednotky tvofi dohromady iontovy kanal, ktery vykazuje
vSechny klasické vlastnosti NMDA receptorti, jako jsou aktivace glutamatem
a glycinem, inaktivace Zn?*, blokace Mg?*, interakce s polyaminy nebo pH senzitivita
[35].

NR2 podjednotky maji spiSe regula¢ni a rozliSovaci funkci. Naprtiklad reguluji
vlastnosti NR1 iontovych kandli [35] ve IL-IV. vrstvé mozkové kiry [45],
v mozecku[46] nebo v mezimozku [47].

NR3 podjednotky se objevuji ve dvou isoformach: NR3A, ktera ma své
zastoupeni po celé CNS, a NR3B, ktera je limitovadna primarné na motorické neurony
[35].

Strukturné maji NMDA receptory vétSinou podobu tetramerd sloZenych
nejcastéji ze dvou NR1 a dvou NR2 podjednotek. Ne vZdy vSak maji NMDA receptory
jednoduché binarni usporadani jedné NR1 s jednim typem NR2. Nékteré receptory
mohou obsahovat dva typy NR2. Tato triheteromerni uspotradani lze pozorovat
v mnoha mozkovych oddilech, napriklad NR1/NR2A/NR2B v neuronech predniho
mozku [48] nebo NR1/NR2A/NR2C v neuronech mozecku [49]. Mimo béZné se
vyskytujici NR1/NR2 receptory lze pak méné Casto pozorovat receptory obsahujici
NR3 podjednotky. Takové receptory maji podobu ternarnich komplexi
NR1/NR2/NR3 [50].
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Obrazek 4: Struktura NMDA receptoru. Extracelularni oblast NMDA receptoru tvoii ATD a LBD. TMD
tvoii tfi transmembranové segmenty (M1, 3 a 4) a znovu-vstupujici pérova smycka (M2). CTD se
nachdzi v intracelularnim prostoru [44]. Prevzato a upraveno z [51].

1.3.3.2 Funk¢éni domény v NMDA receptorovych podjednotkach

Extracelularni oblast receptoru je tvorena dvéma doménami: LBD a ATD.
LBD obsahuje vazebné misto pro agonisty NMDA receptorti. Aktivace NMDA
receptorli vyZaduje soucasné navazani dvou agonistl: glutamatu, ktery se vaze do
vazebného mista NR2 podjednotky [52], a glycinu (nebo D-serinu), ktery se vaze do
vazebného mista NR1 nebo NR3 podjednotky [53].

ATD v podjednotkach NR2A a NR2B obsahuje vazebna mista pro alosterické
inhibitory, jako jsou Zn2* nebo ifenprodil a jeho derivaty [44].

1.3.3.3 Slouceniny vazajici se na ATD

Zn2* vykazuji vyssi afinitu k NR2A neZ k NR2B [54]. JelikoZ jsou Zn?2* pfitomné
v mnoha glutamatergnich synapsich, lze je povazZovat za endogenni alosterické
modulatory NMDA receptori [55].

Ifenprodil (4) a jeho derivaty jsou selektivnimi antagonisty NR2B [56].
Syntéza 4 sestava z nékolika kroki. Vychozi latkou je 4’-hydroxypropiofenon (1),
ktery v prvnim kroku reaguje s bromem v dioxanu jako rozpoustédle ptilaboratorni
teploté (l. t.). Dochazi k bromaci v a-poloze za vzniku 2-brom-1-(4-hydro-
xyfenyl)propan-1-onu (2) a HBr. Reakce probiha 30 min pod dusikovou atmosférou.
V dalSim kroku dochazi ke kondenzaci slouceniny 2 s 4-benzylpyridinem v
methanolu (MeOH) jako rozpoustédle a reakéni smés je zahrivana pod refluxem za
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vzniku 4-benzyl-1-[1-(4-hydroxyfenylkarbonyl)ethyl]pyridinium bromidu (3).
Poslednim krokem je katalyticka hydrogenace, kdy ptisobenim katalyzatoru Pd/C (5
%) dochazi k redukci slouc¢eniny 3 na ifenprodil (4) pti teploté 90-95 °C a tlaku 4,9
MPa. Reakce probiha 8 h a celkova vytéZnost syntézy je 81 % po trech krocich
(Schéma 1) [57].
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Reagenty a podminky:
i) Br,, dioxan, Ny, I. t., 30 min; ii) 4-benzylpyridin, MeOH, 65 °C, 5 h; iii) Hy, 5 % Pd/C, 90-95 °C, 8 h,
4,9 MPa, 81 % (po ttech krocich).

Schéma 1: Syntéza ifenprodilu (4).

Zaklad molekuly ifenprodilu tvori dvé asymetricka (stereogenni) centra,
ktera davaji vzniknout ctyfem stereoizomernim formam. Pri testovani téchto
stereoizomerl bylo zjiSténo, Ze (-)-threo-ifenprodil ma nejvyssi NMDA antago-
nistické ucinky. Byla syntetizovana také tada analogi ifenprodilu za ucelem
zkoumani strukturni a biologické aktivity. Napriklad zkracovani/prodluzovani
alkylového tetézce mezi polohou C4 piperidinu a benzenem na pravé strané
molekuly zvySuje vliv molekuly na NMDA receptory [58].

V priibéhu let bylo nasyntetizovano mnozstvi riznych sloucenin vychaze-
jicich z ifenprodilu. Ty nejuspésnéjsi z nich obsahuji ve své strukture dva terminalni
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benzenové kruhy, z nichZ jeden nese metabolicky stabilni donor H-vazeb. Retézce
spojujici tyto dva kruhy se mohou lisit délkou i pfitomnosti heteroatomti. Preferova-
né jsou vsak heteroatomy s nebazickymi vlastnostmi (napt. amidy nebo uretany)
[58].

VSechny vySe zminéné alosterické modulatory se chovaji jako parcialni
antagonisté. Zn2* vykazuji na NR1/NR2A receptorech ~ 70 % maximaln{ inhibici
[59] a ifenprodil a jeho derivaty vykazuji na NR1/NR2B receptorech ~ 90 %
maximalni inhibici [60], ¢ehoZ lze vyuzit jako terapeutické vyhody, protoze alespori
minimalni mnozstvi aktivovanych NMDA receptorl je nezbytné pro spravnou
mozkovou funkci [44].

1.3.3.4 Slouceniny vazajici se na LBD

Jak jiz bylo zminéno, extracelularni LBD je velmi vyznamnou souc¢asti NMDA
receptort, protoZe mimo jiné obsahuje vazebné misto pro glutamat na NR2 podjed-
notce [52] a vazebné misto pro glycin na NR1 podjednotce [53], ktera jsou zodpo-
védna za vlastni aktivaci NMDA receptora. K inhibici NMDA receptort v oblasti LBD
jsou tedy vyuzivany latky slouZici jako receptorovi antagonisté glutamatu nebo
glycinu [61].

Prvnimi NMDA receptorovymi antagonisty byli kompetitivni antagonisté
glutamatového vazebného mista v NR2 podjednotkach, naptiklad (R)-2-amino-5-
fosfonopentanoat ((R)-AP5) (5) [61]. Vétsi molekuly zpravidla mohou dosahovat
vyssi selektivity diky sterickym efektim [44], proto naptiklad antagonni slouc¢eniny
(R)-4-(3-fosfonopropyl)piperazin-2-karboxylova kyselina ((R)-CPP) (6) a (R)-2-
amino-7-fosfonoheptanoat ((R)-AP7) (7) vykazuji vétsi selektivitu nez jejich kratsi
homologni varianta 5 [61]. Dalsi slouCeninou se zvySenou selektivitou je [(R)-[(S)-
1-(4-bromfenyl)-ethylamino]-(2,3-dioxo-1,2,3,4-tetrahydrochinoxalin-5-
yl)methyl]-fosfonova kyselina (NVP-AAMO077) (8) (Obrazek 5) [62].
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Obrazek 5: Kompetitivni antagonisté 5-8 glutamatového vazebného mista v NR2 podjednotkach.

Kompetitivni antagonisté glycinového vazebného mista, napriklad 7-chloro-
kynurenova kyselina (7-CKA) (9) [63], 5,7-dichlorokynurenova kyselina (5,7-DCKA)
(10) [64] nebo 4-[2-(4-azidofenyl)acetylamino]-5,7-dichloro-1,2,3,4-tetrahydrochi-
nolin-2-karboxylova kyselina (CGP 61594) (11) [65] (Obrazek 6), projevuji také
pomérné nizkou selektivitu, coZ lze ocekavat vzhledem k tomu, Ze se jedna o
slouceniny, jejichZ cilem je vazebné misto NR1 podjednotky pritomné ve vSech
subtypech NMDA receptorti [44].
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Obrazek 6: Kompetitivni antagonisté 9-11 glycinového vazebného mista v NR2 podjednotkach.
1.3.3.5 NMDA receptory jako terapeutickeé cile

Jak jiz bylo zminéno v predchozich odstavcich, NMDA receptory maiji
nepopiratelnou spojitost s fadou neurologickych onemocnéni, a jsou tedy cilem
mnoha terapeutickych vyzkumii. Za normalnich podminek jsou iontové kanaly
NMDA receptorii blokované Mg?* a aktivované pouze kratce. AvSak v pripadé
patologickych podminek jsou Mg2+ blokatory odstranény, coz vede k abnormalni
nebo zvySené aktivité receptorli [66]. V dlsledku toho dochazi k nadmérnému
hromadéni Ca2+ v intracelularnim prostoru neuronti a stimulaci buné¢né apoptézy
nebo nekrozy [67].

Soucasné farmakologické vyzkumy se zaméruji predevSim na skupinu
antagonistit NMDA receptord, kam patii napriklad slou¢eniny methadon, ketamin,
dextrometorfan, amantadin nebo memantin [68].

Methadon je synteticky opioid, ktery ma zaroven silny antagonisticky uc€inek
na NMDA receptory [69]. Na zakladé studii zabyvajicich se antagonistickymi ucinky
D-methadonu miZeme uvazovat jeho budouci vyuziti jako nového antagonisty
NMDA receptorti ptiléc¢bé depresi a dalSich CNS poruch [70].

Ketamin patii do skupiny nekompetitivnich antagonisti NMDA receptord,
jejichZ vazebnym mistem je iontovy kanal NMDA receptorti. Navzdory prokdzanym
antidepresivnim uc¢inklim vede opakované uzivani ketaminu pti 1écbé depresi
k neZddoucim ucinkiim, jako jsou naprtiklad halucinace, zmatenost nebo ztrata
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paméti [71]. Pravé z tohoto dlvodu je snaha objasnit mechanismus ucinku
aprimarni cile ketaminu, aby bylo mozZné vyvinout latky napodobujici
antidepresivni d¢inky ketaminu, ovSem bez nezadoucich vedlejsich ac¢inka [72].

Dalsi latkou ze skupiny nekompetitivnich antagonisti NMDA receptori je
dextrometorfan, ktery se také vaze na iontovy kanal NMDA receptort.
Farmakologické vlastnosti dextrometorfanu predevSim v souvislosti s NMDA
receptory vedly v minulosti védce k mnoha vyzkumim zaméfenym na jeho
terapeuticky potencial napriklad pri 1é¢bé neuropatické bolesti [73], epilepsie [74]
a neurodegenerativnich onemocnéni, jako je Huntingtonova choroba [75] nebo
amyotroficka lateralni skler6za [76]. BohuZel vSak vétSina z téchto vyzkumi selhala
v ranych fazich klinickych testt.

Podobné jako predchozi zminéné latky i amantadin ma povahu
nekompetitivniho antagonisty a vaze se na iontovy kanal NMDA receptoru. Vyuziva
se napiiklad pro usnadnéni rekonvalescence po traumatickych poranénich mozku
[77], dale napomaha pfi ulevé chronickych bolesti, ale zdaleka nejvétsi vyznam ma
pii 1é¢bé Parkinsonovy choroby [78].

1.3.3.6 Memantin a Alzheimerova choroba

Memantin (14) jako nekompetitivni antagonista je relativné neudcinny
blokator NMDA receptori pii nizké aktivité receptord, ale stava se efektivnéjsim pfti
zvy$ené koncentraci glutamatu [79]. U¢inek 14 spodiva v tom, Ze brani vzniku
excitotoxicity v dlisledku nadmérného mnozstvi glutamatu, ale zaroveil nebrani
fyziologickym uCinkiim glutamatu na uceni a pamét. Farmaceutického vyznamu
dosahl 14 obzvlasté jako terapeuticky pripravek pro lé¢bu Alzheimerovy choroby
[80].

Memantin (14), chemickym nazvem 3,5-dimethyladamantan-1-amin, je
syntetizovan podle postupu, ktery zahrnuje nékolik krokd. V prvnim kroku jsou 3,5-
dimethyladamantan-1-ol (12) a nitril (napf. acetonitril) rozpusStény v organickém
rozpoustédle (napft. mesitylenu). Pridanim kyseliny (napt. koncentrované H2S04) je
uskuteCnén reakcni krok pri teploté 30 °C, ktery probiha 3 h. Pridavkem vody je
zastavena reakce a dochazi ke vzniku 1-acetamido-3,5-dimethyladamantanu (13)
s vytéZznosti 80 % (po dvou krocich). Nasledné je pridana anorganicka baze (napf-.
NaOH) a alkohol (napft. hexanol). Reakéni smés je michana 18 h pri teploté 130 °C a
dochazi k hydrolyze slouceniny 13 za vzniku memantinu (14). VytéZnost reakce je
96 % (Schéma 2) [81].
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Reagenty a podminky:
i) acetonitril, H,SO4, mesitylen, 30 °C, 3 h; ii) H,O, 80 % (po dvou krocich); iii) NaOH, hexanol, 130 °C,
18 h, 96 %.

Schéma 2: Syntéza memantinu (14).

Alzheimerova choroba je charakterizovana neurologickymi i neuropato-
logickymi priznaky. BohuZel soucasna lécba ma pouze symptomatické ucinky.
Doposud byly schvaleny jen dvé skupiny lé¢iv: nekompetitivni antagonista NMDA
receptori memantin a inhibitory cholinesteras (napt. Donepezil, Galantamin a
Rivastigmin [82]) [80].

Nékteré studie se zabyvaji vzajemnym vztahem mezi NMDA receptory
a amyloidem f3, ktery tvori extracelularni plaky v mozkové tkani a je povaZovan za
klicovou neuropatologickou zndmku Alzheimerovy choroby. Jedna z praci naptiklad
uvadi, Ze nizka aktivace NMDA receptori zvySuje produkci amyloidu 8, a naopak
vysoka aktivace NMDA receptorti produkci amyloidu B sniZuje. Role NMDA
receptorli v produkci amyloidu 3 je ale pravdépodobné komplexnéjsi a je tfeba
dal$ich vyzkumi k jejimu objasnéni [83].

Dalsi studie resi spojitost mezi NMDA receptory a hyperfosforylovanym tau
proteinem, ktery zodpovida za pritomnost intraneurondlnich neurofibrilarnich
zamotku a je dalsi neuropatologickou znamkou Alzheimerovy choroby. Nadbytek
tau proteinu v dendritech vyvolava zvyseni aktivity pritomnych NMDA receptori
a CaZ* excitotoxicitu. Nékteré zdroje potvrzuji, Ze glutamatova excitotoxicita miize
byt inhibovana redukci tau proteinu [84], a naopak aktivovana nadmérnou expresi
tau proteinu [85].

Je patrné, Ze NMDA receptory hraji vyznamnou roli pti vzniku Alzheimerovy
choroby. Rozsah jejich vlivu na toto a dalSi onemocnéni je a bude predmétem
podrobného vyzkumu, jehoZ soucasti je i syntéza novych ucinnéjsich 1éciv [80].
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2 Design

Experimentalni ¢ast této bakalarské prace byla zamérena na pripravu 1-((1-
(2-hydroxy-2-(4-hydroxyfenyl)ethyl)piperidin-4-yl)methyl)piperidin-4-karboxylo-
vé Kyseliny (15) jako potencidlniho inhibitoru NMDA receptorli. Vybrany derivat
patii do série latek navrhnutych za dcelem modulace nékolika biologickych cili
soucasné. Spole¢nym rysem téchto latek je pritomnost dvou farmakofori:
obménéné molekuly ifenprodilu (vlevo) jako inhibitoru NMDA receptorti a derivatu
kyseliny y-aminomaselné (vpravo) (Obrazek 7) jako prirozeného agonisty
inhibi¢nich receptor v CNS. Tyto hybridni molekuly potencidlné zlepsuji
terapeuticky index zkoumané latky, protoze vzajemné zvysuji uCinek a zarovern se
vyhybaji polypragmazii.

/@)\/N
O
HO
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Obrazek 7: Predlohova struktura 1-((1-(2-hydroxy-2-(4-hydroxyfenyl)ethyl)piperidin-4-
yl)methyl)piperidin-4-karboxylové kyseliny (15).
Afinita danych latek k cilovym proteinim byla testovana in silico
v partnerskych institucich. Zarovenn byly pro vSechny potencidlni slouceniny
vypocitany fyzikalné-chemické vlastnosti. Na zakladé ziskanych dat byl pro syntézu
vybran derivat piperidin-4-karboxylové kyseliny, jehoZ fyzikalné-chemické
vlastnosti spliiuji dané pozadavky, a byl pripraven plan pro vicekrokovou syntézu.
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3 Cile prace

Cilem této bakalarské prace je priprava derivatu piperidin-4-karboxylové
kyseliny 15 vicekrokovou syntézou. Vychozi latkou pro syntézu je isonipekotova
kyselina, kterd v prvnim reak¢nim kroku bude reagovat mechanismem nukleofilni
acylové substituce (SnAc). Nasledujicimi kroky budou nukleofilni bimolekularni
substituce (Sn2), deprotekce terc-butoxykarbonylové skupiny, Sx2 na a-uhliku
bromketonu a redukce karbonylové skupiny mechanismem nukleofilni adice (AdaN).
V poslednim kroku vznikne finalni derivat piperidin-4-karboxylové Kkyseliny
mechanismem katalytické hydrogenace (Schéma 3). Vznikly produkt bude dale
podroben in vitro biologickému testovani jako potencialni inhibitor NMDA

receptort.
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Schéma 3: Retrosynteticka analyza pripravy finalniho produktu.
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4 Vysledky a diskuse

Pro syntézu 1-((1-(2-hydroxy-2-(4-hydroxyfenyl)ethyl)piperidin-4-yl)me-
thyl)piperidin-4-karboxylové kyseliny (15) byly v prvnim kroku vyuZity komercné
dostupné latky: isonipekotova kyselina (16) a p-toluensulfonova kyselina (pTsOH)
(17), ze kterych byl pripraven prvni meziprodukt. Ke splnéni cile bakalarské prace
bylo tfeba provést 6 krokli syntézy. Ty budou detailnéji popsané v nasledujicim
textu.

4.1 Priprava 4-((benzyloxy)karbonyl)piperidinium 4-
methylbenzensulfonatu

Priprava 4-((benzyloxy)karbonyl)piperidinium 4-methylbenzensulfonatu
(26) probihala mechanismem SnAc, konkrétné Fischerovou esterifikaci (Schéma 4).
Za pritomnosti pTsOH (17) jako katalyzatoru doslo k protonizaci atomu kysliku na
karbonylové skupiné kyseliny 16, ktery ziskal kladny naboj. Rezonanc¢ni struktura
19 vzniklého meziproduktu 18 umoznila nukleofilni atak pritomného alkoholu 20
za vzniku tetraedrického intermediatu 21. Pfesunem protonu nasledné doslo ke
vzniku nového intermediatu 22 a preméné hydroxyskupiny na dobie odstupujici
skupinu. OdsStépenim vody vznikl meziprodukt 23. Odstépenim protonu pomoci
nukleofilni ¢astice 24 doSlo k regeneraci katalyzatoru 17 a vzniku esteru
karboxylové kyseliny 25. Bazicky atom dusiku pritomny v molekule esteru prijal
proton od regenerovaného katalyzatoru 17 za vzniku esteru 26. Reakce probihala
24 h pod inertni dusikovou atmosférou pri teploté 95 °C v Dean-Starkoveé aparatufie.
Jako rozpoustédlo byl pouzit toluen, ktery v reakéni smési-tvoril s vodou azeotropni
smeés, a pomoci Dean-Starkovy aparatury doslo k odstranéni vody z reakéni smési
a posunu reakéni rovnovahy ve prospéch produktu. VytéZnost reakce Cinila 93 %.
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Schéma 4: Mechanismus SnAc (Fischerova esterifikace) za vzniku esteru 26.

4.2 Priprava terc-butyl 4-((4-((benzyloxy)karbonyl)piperidin-1-
yl)methyl)piperidin-1-karboxylatu

Priprava terc-butyl 4-((4-((benzyloxy)karbonyl)piperidin-1-yl)methyl)pipe-
ridin-1-karboxylatu (29) probihala mechanismem Sn2, konkrétné Slo o alkylaci
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aminu (Schéma 5). Pomoci dvou ekvivalentti (eq) bazického K2C03 doslo k odsStépeni
protont z atomu dusiku slouceniny 26 a vzniklad silné nukleofilni ¢astice 27
napadala CH2 skupinu v terc-butyl-4-(bromomethyl)piperidin-1-karboxylatu (28),
kde byl z dGvodu polarizace vazby lokalizovany parcialni kladny naboj (6+*). Pti Sn2
odstoupil bromidovy anion za vzniku slouceniny 29. Reakce probihala 24 h pod
inertni dusikovou atmosférou pri teploté 85 °C v rozpoustédle N,N-
dimethylformamidu (DMF). Nasledné bylo provedeno cisténi pomoci extrakce,
filtrace a sloupcové chromatografie. VytéZnost reakce Cinila 85 %.

o

0 g
N
2 eq K2C03
—_—
5
o= S o) \/ Br
@ 27 28

26

X"wor“g)

Schéma 5: Mechanismus Sn2 (alkylace aminu) za vzniku slouceniny 29.

29

4.3 Priprava benzyl 1-(piperidin-4-ylmethyl)piperidin-4-
karboxylatu

Priprava benzyl 1-(piperidin-4-ylmethyl)piperidin-4-karboxylatu (35)
probihala deprotekci terc-butoxykarbonylové skupiny z piperidinového dusiku
(Schéma 6). V pritomnosti kyseliny trifluoroctové (TFA) (30) doSlo k protonizaci
atomu kysliku slouceniny 29, ktery ziskal kladny naboj za vzniku meziproduktu 31.
Piresunem elektronti doslo k odstépeni terc-butylového kationtu 32 za vzniku
karboxylové kyseliny 33. OdStépenim protonu pomoci baze 34 byla regenerovana
kyselina 30, nasledné doSlo k protonizaci piperidinového dusiku za odStépeni COz a
za vzniku esteru 35, ktery nese v molekule volnou sekundarni aminoskupinu.
Reakce probihala 4 h pod inertni dusikovou atmosférou pti 0 °C v rozpoustédle
dichlormethanu (DCM) a po ukonceni bylo provedeno ¢iSténi pomoci sloupcové
chromatografie. Vytéznost reakce ¢inila 96 %.
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Schéma 6: Mechanismus deprotekce terc-butoxykarbonylové skupiny za vzniku esteru 35.

4.4 Priprava benzyl 1-((1-(2-(4-hydroxyfenyl)-2-
oxoethyl)piperidin-4-yl)methyl)piperidin-4-karboxylatu

Priprava benzyl 1-((1-(2-(4-hydroxyfenyl)-2-oxoethyl)piperidin-4-yl)me-
thyl)piperidin-4-karboxylatu (39) probihala mechanismem Sn2 a jednalo se o
alkylaci aminu (Schéma 7). Bazicky triethylamin (TEA) (36) odstépil proton z atomu
dusiku sekundarni aminoskupiny v molekule esteru 35 za vzniku nukleofilni ¢astice
37 atakujici mechanismem Sn2 CH2 skupinu v 2-brom-4"-hydroxyacetofenonu (38),
kde byl z divodu polarizace vazby lokalizovany parcialni kladny naboj (6+*). Po
odstoupeni bromidového aniotu vznikla slouCenina 39. Reakce probihala 5 h pod
inertni dusikovou atmosférou pri laboratorni teploté v rozpoustédle ethylacetatu
(EtOAc) a poté bylo provedeno ciSténi pomoci extrakce, filtrace a sloupcové
chromatografie. Vytéznost reakce ¢inila 88 %.
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Schéma 7: Mechanismus Sn2 (alkylace aminu) za vzniku ketonu 39.

4.5 Priprava benzyl 1-((1-(2-hydroxy-2-(4-
hydroxyfenyl)ethyl)piperidin-4-yl)methyl)piperidin-4-
karboxylatu

—_—

Priprava benzyl 1-((1-(2-hydroxy-2-(4-hydroxyfenyl)ethyl)piperidin-4-
yl)methyl)piperidin-4-karboxylatu (43) probihala mechanismem AdN. Konkrétné
Slo o redukci karbonylové skupiny (Schéma 8). Po nukleofilnim ataku NaBH4 (40)
na karbonylovou skupinu latky 39 doslo ke vzniku tetraedrického intermediatu 41,
ktery byl nasledné protonizovan MeOH (42) za vzniku slouceniny 43. Reakce
probihala 30 min pod dusikovou atmosférou pri 0 °C ve smési rozpoustédel MeOH
a tetrahydrofuran (THF) (1/1). Nasledovalo cisténi pomoci extrakce, filtrace
a sloupcové chromatografie.

Tento krok byl nejprve provadén s 1,5 eq NaBH4, nasledné s 5 a 10 eq. Tato
mnoZstvi vSak nebyla dostate¢na pro poZadovanou preménu vychozi latky. Pri
pouZiti 15 eq NaBH4 dosahla vytéZnost reakce 73 %.
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Schéma 8: Mechanismus AdN (redukce karbonylu) za vzniku alkoholu 43.

4.6 Priprava 1-((1-(2-hydroxy-2-(4-hydroxyfenyl)ethyl)piperidin-
4-yl)methyl)piperidin-4-karboxylové kyseliny

Priprava 1-((1-(2-hydroxy-2-(4-hydroxyfenyl)ethyl)piperidin-4-
yl)methyl)piperidin-4-karboxylové kyseliny (15) probihala mechanismem
katalytické hydrogenace (Schéma 9). Reakci slouCeniny 43 s palladiem (0) vznikl
komplexni intermediat 44 obsahujici palladium (II). Pisobenim plynného vodiku
vznikla slou€enina 45. Po odstoupeni karboxylové kyseliny 15 vznikl meziprodukt
46, nasledné toluen (47) a doslo kregeneraci katalyzatoru palladium (0) [86].
Reakce probihala 7 h pod vodikovou atmosférou pti laboratorni teploté v
rozpoustédle MeOH. Po ukonceni bylo provedeno ¢isténi pomoci filtrace pres celit a
nasledné extrakce na pevné fazi. Vytéznost reakce Cinila 30 %. NiZsi vytéZnost byla

MV

nastaly pri filtraci pres celit a extrakci na pevné fazi.
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Schéma 9: Mechanismus katalytické hydrogenace za vzniku finalni karboxylové kyseliny 15.

Celkova syntéza se skladala ze Sesti syntetickych kroki, a to z esterifikacni
reakce (priprava soli 26), Sn2 reakce a pripravy sloucCeniny 29, dale byla
uskuteCnéna deprotekce terc-butoxykarbonylové skupiny (priprava esteru 35), Sn2
reakce a priprava ketonu 39, redukce karbonylové skupiny (priprava slouceniny
43) av poslednim kroku byla uskutecnéna deprotekce benzylové skupiny a priprava
findlnitho produktu 15. Celkova vytéZnost syntézy byla 15 % po Sesti reakénich
krocich. Souhrnny ptehled vSech kroki syntézy je uveden ve schématu 10.
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Reagenty a podminky:

i) benzylalkohol, pTsOH, toluen, N,, 95 °C, 24 h, 93 %; ii) terc-butyl-4-(bromomethyl)piperidin-1-karboxylat,
K,CO3, DMF, N,, 85 °C, 24 h, 85 %; iii) TFA, DCM, N,, 0 °C, 4 h, 96 %; iv) 2-brom-4°-hydroxyacetofenon,
TEA, EtOAc, N, 0 °C—l. t., 5 h, 88 %; v) NaBH4, MeOH/THF, N,, 0 °C, 30 min, 73 %; vi) Hy, 5 % Pd/C,
MeOH, I. t., 7 h, 30 %

Schéma 10: Souhrnné schéma pripravy finalni karboxylové kyseliny 15.
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5 Experimentalni cast

Chemikalie a rozpoustédla pouzité pro syntézu byly dodany firmami Sigma
Aldrich (Ceska republika), Activate Scientific GmbH (Némecko) a VWR International
(Ceska republika). Priibéh vsech reakci byl sledovian pomoci tenkovrstvé
chromatografie s vyuzitim TLC desticek Merck Silica gel 60 Fzs4 (Merck, Ceska
republika). Detekce byla provadéna UV lampou (CAMAG, Donau Lab, Ceska
republika) pfi vlnové délce 254 nm a pomoci detek¢niho Ccinidla kyseliny
fosfomolybdenové. Sloupcova chromatografie byla uskutecnéna na silikagelu
Kieselgel 60 (0,063-0,200 mm, 70-230 mesh, Fluka, Sigma Aldrich, Ceska republika).
Pti extrakci na pevné fazi byla jako stacionarni faze pouzita Strata C-18-E (55 um,
70A, Phenomenex, Sigma Aldrich, Ceska republika). Teploty tani pripravenych latek
byly stanoveny bodotavkem Biichi B-545 (Némecko) bez korekce.

1H NMR a 13C NMR spektra pripravenych latek byla mérena pri laboratorni
teploté v deuterovanych rozpoustédlech dimethylsulfoxidu (DMSO-ds), methanolu
(CD30D-d4) a chloroformu (CDCI3-d) na FT NMR spektrometru Varian S500 (499,87
MHz pro 1H a 125,71 MHz pro 13C; Varian Comp. Palo Alto, USA). Chemické posuny
(8) protonii v H NMR a uhlikii v 13C NMR spektrech jsou uvadény v jednotkach ppm.
V 1H NMR spektrech jsou uvadény vzhledem k centralnimu piku DMSO-ds (8 = 2,50),
CD30D-d+ (6 = 3,31) a CDCIs-d (6 = 7,26), v 13C NMR spektrech vzhledem
k centralnimu piku DMSO-ds (6 = 39,43), CD30D-d+ (6 = 49,05) a CDCls (6 = 77,0).
Interakéni konstanty (/) jsou uvedeny v Hz. Spinova multiplicita je vyjadiena jako br
s (broad singlet), s (singlet), d (dublet) a m (multiplet).

K ziskani hmotnostnich spekter byla vyuZzita elektrosprejova ionizace
(ESI/MS) a selekce iontu pomoci trojitého quadrupdlu na pristroji Agilent 6470.
Prislusnd spektra byla vyhodnocena prostfednictvim programu MassHunter
Qualitative Analysis B.07.00 (Agilent Technologies, Santa Clara, USA).

5.1 Postup pripravy 4-((benzyloxy)karbonyl)piperidinium 4-
methylbenzensulfonatu

Pri pripravé latky 26 byla jako vychozi slouCenina pouZita isonipekotova
kyselina (16) (1 g; 7,7 mmol; 1 eq). Po pridani pTsOH (17) (1,47 g; 8,5 mmol; 1,1
eq) byla smés rozpusténa v bezvodém toluenu (11 ml) a nasledné byl po kapkach
pridan benzylalkohol (20) (3,87 ml). Smés byla michana 24 h pri teploté 95 °C
v Dean-Starkové aparatuie. Reakce po celou dobu probihala pod dusikovou
atmosférou a kontrola priibéhu reakce byla provadéna TLC metodou. Po ukonceni
reakce byl toluen odparen. Po pridani diethyletheru doslo k precipitaci produktu,
ktery byl nasledné prefiltrovany, promyty diethyletherem a vysusSeny v exsikatoru.
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4-((benzyloxy)karbonyl)piperidinium 4-methylbenzensulfonat, 26.

krystalicka latka. C20H2sNOsS. M = 391,48 g.mol-1.

Vytéznost: 2,82 g (93 %).

o OQ
Ziskana slouCenina 26 byla izolovana jako pevna bila
:
N
Hy ( j

o=s=0 Ti=814-834°C
@O

1H NMR (500 MHz, DMSO-ds): 6 8,54 (brs; 1H), 8,26 (br s; 1H), 7,50 (d; J = 8,0 Hz;
2H), 7,40-7,31 (m; 5H), 7,12 (d; ] = 7,9 Hz; 2H), 5,12 (s; 2H), 3,28-3,20 (m; 2H), 2,98-
2,88 (m; 2H), 2,78-2,72 (m; 1H), 2,29 (s; 3H), 2,02-1,94 (m; 2H), 1,76-1,64 (m; 2H)
ppm.

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds): 6 172,8; 145,2; 137,7; 135,9; 128,3; 128,1; 128,0;
127,7; 125,3; 65,7; 42,4; 37,5; 24,5; 20,7 ppm.

MS (ESI*): [M+H]*: vypocitana hodnota pro C13H1sNO2* (m/z): 220,1;
experimentalni hodnota: 220,3.

5.2 Postup pripravy terc-butyl 4-((4-
((benzyloxy)karbonyl)piperidin-1-yl)methyl)piperidin-1-
karboxylatu

Pro pripravu latky 29 se jako vychozi latka pouZila sloucenina 26 (2 g; 5,1
mmol; 1 eq), ktera byla rozpusténa v bezvodém DMF (10,2 ml). Po pridani K2COs
(2,82 g; 20,4 mmol; 4 eq) se smés nechala 20 min michat pfi laboratorni teploté.
Nasledné byl pridan terc-butyl-4-(bromomethyl)piperidin-1-karboxylat (28) (1,56
g; 5,6 mmol; 1,1 eq) a smés se michala dalSich 30 min. Nasledné byla reakéni smés
zahrata na 85 °C a michana 24 h. Reakce po celou dobu probihala pod dusikovou
atmosférou a kontrola priibéhu reakce byla provadéna TLC metodou. Po zreagovani
byla provedena extrakce s EtOAc a ledovou vodou. Organicka faze byla vysuSena
pomoci bezvodého Na2S0s4, filtrovana a EtOAc byl odpafen na vakuové odparce.
Nasledovalo ciSténi pomoci sloupcové chromatografie. Jako mobilni faze byla
pouZita smés DCM/MeOH 50/1. Po ukonceni chromatografie byl produkt
zakoncentrovan na vakuové odparce.
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Terc-butyl 4-((4-((benzyloxy)karbonyl)piperidin-1-yl)methyl)piperi-din-1-
karboxylat, 29.

o0 )

N VytéZznost: 1,81 g (85 %).

XOTO)

(0]
1H NMR (500 MHz, CDCls-d): § 7,37-7,29 (m; 5H), 5,11 (s; 2H), 4,12-4,00 (m; 2H),
2,84-2,77 (m; 2H), 2,71-2,63 (m; 2H), 2,36-2,28 (m; 1H), 2,12 (d; / = 7,0 Hz; 2H), 1,97-
1,88 (m; 4H), 1,80-1,68 (m; 4H), 1,65-1,57 (m; 1H), 1,45 (s; 9H), 1,08-1,00 (m; 2H)

Ziskana sloucenina 29 byla izolovana jako Zluty
olej. C24H36N204. M = 416,56 g.mol-1.

13CNMR (126 MHz, CDCls-d): 6 175,0; 154,9; 136,1; 128,5; 128,1; 128,0; 79,2; 66,0;
64,7; 53,5; 43,8; 41,3; 33,8; 30,8; 28,5; 28,3 ppm.

MS (ESI¥): [M+H]*: vypocitand hodnota pro C24H37N204* (m/z): 417,3;
experimentalni hodnota: 417,5.

5.3 Postup pripravy benzyl 1-(piperidin-4-ylmethyl)piperidin-4-
karboxylatu

Pro ptipravu latky 35 byla pouZita slouc¢enina 29 (700 mg; 1,68 mmol; 1 eq)
rozpusténa v bezvodém DCM (6,7 ml). Do reakéni smési ochlazené na 0 °C byla poté
po kapkach pridavana TFA (30) (1,67 ml; 21,85 mmol; 13 eq) a smés byla michana
4 h pii 0 °C. Reakce po celou dobu probihala pod dusikovou atmosférou a kontrola
pribéhu reakce byla provadéna TLC metodou. Po ukonceni reakce bylo na vakuové
odparce odpareno rozpoustédlo. Produkt byl ¢iStén pomoci sloupcové chromato-
grafie. Jako mobilni faze byla pouZzita smés DCM/MeOH/TEA 9/1/1%, nasledné
DCM/MeOH/TEA 3/1/1%. Po ukonceni chromatografie byl produkt zakoncen-
trovan na vakuové odparce.

Benzyl 1-(piperidin-4-ylmethyl)piperidin-4-karboxylat, 35.

Ziskana sloucenina 35 byla izolovana jako Zluty ole;.
C19H28N202. M = 316,45 g.mol-1.

N VytéZnost: 511 mg (96 %).

o
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1H NMR (500 MHz, CDCl3-d): 6 7,37-7,29 (m; 5H), 5,11 (s; 2H), 4,16 (brs; 1H), 3,14-
3,08 (m; 2H), 2,83-2,76 (m; 2H), 2,63-2,58 (m; 2H), 2,34-2,28 (m; 1H), 2,12 (d; ] =
7,2 Hz; 2H), 1,97-1,86 (m; 4H), 1,78-1,71 (m; 4H), 1,64-1,56 (m; 1H), 1,19-1,11 (m;
2H) ppm.

13C NMR (126 MHz, CDCls-d): § 175,0; 136,1; 128,5; 128,1; 127,9; 66,0; 65,1; 53,5;
45,9; 41,3; 33,5; 31,1; 28,3 ppm.

MS (ESI*): [M+H]*: vypocitand hodnota pro Ci9H290N202* (m/z): 317,2;
experimentalni hodnota: 317,4.

5.4 Postup pripravy benzyl 1-((1-(2-(4-hydroxyfenyl)-2-
oxoethyl)piperidin-4-yl)methyl)piperidin-4-karboxylatu

Pro pripravu latky 39 byla jako vychozi latka pouZita sloucenina 35 (110 mg;
0,35 mmol; 1 eq) rozpusténa vbezvodém EtOAc (1,4 ml). Do reakéni smési
ochlazené na 0 °C byl pridan TEA (36)(0,05 ml; 0,38 mmol; 1,1 eq) a nasledné 2-
brom-4’-hydroxyacetofenon (38) (82 mg; 0,38 mmol; 1,1 eq). Smés se nechala
michat 15 min pri 0 °C, poté byla zahiata na laboratorni teplotu a michdna 5 h.
Reakce po celou dobu probihala pod dusikovou atmosférou a kontrola pribéhu
reakce byla provadéna TLC metodou. Po zreagovani byl pfidan EtOAc a provedla se
extrakce nasycenym roztokem NaCl, nasycenym roztokem NaHCOs a znovu
nasycenym roztokem NaCl. Organicka faze byla vysuSena pomoci bezvodého
Na2S0s, prefiltrovana a prebytek EtOAc odparen. Produkt byl nasledné ciStén
sloupcovou chromatografii. Jako mobilni faze byla pouZita smés DCM/MeOH 20/1,
nasledné DCM/MeOH 10/1. Po ukonceni chromatografie byl produkt
zakoncentrovan na vakuové odparce.

Benzyl 1-((1-(2-(4-hydroxyfenyl)-2-oxoethyl)piperidin-4-yl)methyl)piperi-
din-4-karboxylat, 39.

oo )

N
o) O) Vytéznost: 138 mg (88%).
N
ﬁ Te=108,1-110,1 °C.
HO
1H NMR (500 MHz, CDClz-d): § 7,83 (d; ] = 8,7 Hz; 2H), 7,37-7,29 (m; 5H), 6,81 (d; /
= 8,7 Hz; 2H), 6,20 (brs; 1H), 5,11 (s; 2H), 3,77 (s; 2H), 3,06-3,01 (m; 2H), 2,87-2,82

(m; 2H), 2,39-2,33 (m; 1H), 2,22-2,16 (m; 4H), 2,09-2,02 (m; 2H), 1,96-1,90 (m; 2H),
1,85-1,78 (m; 2H), 1,76-1,70 (m; 2H), 1,61-1,51 (m; 1H), 1,40-1,32 (m; 2H) ppm.

Ziskana sloucenina 39 byla izolovana jako
nazloutla pevna latka. Cz7H34N204. M =
450,58 g.mol-1.
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13C NMR (126 MHz, CDCls3-d): 6 194,5; 174,8; 162,1; 136,0; 130,7; 128,5; 128,2;
128,0; 127,8; 115,7; 66,2; 64,6; 63,9; 54,0; 53,3; 40,8; 32,7; 30,4; 27,7 ppm.

MS (ESI*): [M+H]*: vypocitand hodnota pro C27H3sN204* (m/z): 451,3;
experimentalni hodnota: 451,3.

5.5 Postup pripravy benzyl 1-((1-(2-hydroxy-2-(4-
hydroxyfenyl)ethyl)piperidin-4-yl)methyl)piperidin-4-
karboxylatu

Pro pripravu latky 43 byla jako vychozi slouCenina pouzita slouc¢enina 39
(100 mg; 0,22 mmol; 1 eq) rozpusténa v bezvodém MeOH (1,1 ml) a bezvodém THF
(1,1 ml). K reakéni smési ochlazené na 0 °C byl priddn NaBH4 (40)(126 mg; 3,33
mmol; 15 eq) a smés se nechala michat 30 min pri 0 °C. Reakce po celou dobu
probihala pod dusikovou atmosférou a kontrola priibéhu reakce byla provadéna
TLC metodou. Po zreagovani byla provedena extrakce s EtOAc a vodou. Organicka
faze byla poté vysuSena pomoci bezvodého Naz2S0s, filtrovana a EtOAc byl odparen.
Produkt byl nakonec precistén sloupcovou chromatografii. Jako mobilni faze byla
pouzita smés DCM/MeOH 10/1 pozdéji DCM/MeOH 5/1. Po ukonceni
chromatografie byl produkt zakoncentrovan na vakuové odparce.

Benzyl 1-((1-(2-hydroxy-2-(4-hydroxyfenyl)ethyl)piperidin-4-yl)methyl)pi-
peridin-4-karboxylat, 43.

e

N
OH O) Vytéznost: 73 mg (73%).
N
/(D)V Te=110,5-112,5 °C.
HO

1H NMR (500 MHz, CDCls-d): & 7,37-7,29 (m; 5H), 7,13 (d; ] = 8,4 Hz; 2H), 6,77 (d; ]
=84 Hz; 2H), 6,23 (brs; 1H), 5,11 (s; 2H), 4,80-4,75 (m; 1H), 3,28-3,21 (m; 1H), 3,09-
3,01 (m; 1H), 2,85-2,78 (m; 2H), 2,68-2,58 (m; 2H), 2,47-2,40 (m; 1H), 2,37-2,31 (m;

1H), 2,29-2,23 (m; 1H), 2,20-2,15 (m; 2H), 2,06-1,97 (m; 2H), 1,94-1,87 (m; 2H),
1,83-1,73 (m; 4H), 1,62-1,53 (m; 1H), 1,43-1,33 (m; 2H) ppm.

Ziskana sloucenina 43 byla izolovana jako
pevna bila krystalicka latka. C27H36N204. M =
452,60 g.mol-1.

13C NMR (126 MHz, CDCl3-d): 6 174,8; 156,0; 136,0; 132,8; 128,5; 128,1; 128,0;
127,3; 115,6; 68,3; 66,1; 65,5; 64,2; 53,4; 52,3; 40,9; 30,0; 29,7; 27,9 ppm.

MS (ESI*): [M+H]*: vypocitana hodnota pro C27H37N204* (m/z): 453,3;
experimentalni hodnota: 453,3.
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5.6 Postup pripravy 1-((1-(2-hydroxy-2-(4-
hydroxyfenyl)ethyl)piperidin-4-yl)methyl)piperidin-4-
karboxylové Kyseliny

Pri pripravé latky 15 byla jako vychozi latka pouZita sloucenina 43 (70 mg;
0,15 mmol; 1 eq). V zavakuované barice byla vychozi latka 43 rozpusSténa
v bezvodém MeOH (1,5 ml) a barika byla opét zavakuovana. Po ptridani 5 % Pd/C (33
mg; 0,015mmol; 0,1 eq) se barika znovu zavakuovala a reak¢ni smés byla michana 7
h pti laboratorni teploté pod vodikovou atmosférou. Kontrola priibéhu reakce byla
provadéna TLC metodou. Po zreagovani byla provedena filtrace pres celit a promyti
MeOH. Nasledné byl MeOH odpaten na vakuové odparce a produkt vysusen. Poté
nasledovalo cisténi pomoci extrakce na pevné fazi (Strata C18-E) s pouzitim vody
a MeOH (v poméru 1/0,1/1,0/1) jako rozpoustédel.

1-((1-(2-hydroxy-2-(4-hydroxyfenyl)ethyl)piperidin-4-yl)methyl)piperidin-
4-karboxylova kyselina, 15.

O~_OH

Ziskana sloucenina 15 byla izolovana jako Zluty olej.
C20H30N204. M = 362,47 g.mol-1L.

Vytéznost: 17 mg (30 %).

N
OH
o
HO

1H NMR (500 MHz, CD30D-d4): § 7,25 (d; ] = 8,4 Hz; 2H), 6,78 (d; ] = 8,3 Hz; 2H),
4,97-4,95 (m; 1H), 3,62-3,55 (m; 1H), 3,51-3,45 (m; 1H), 3,26-3,20 (m; 2H), 3,11-
2,99 (m; 2H), 2,92-2,84 (m; 2H), 2,71-2,65 (m; 2H), 2,61-2,51 (m; 2H), 2,33-2,25 (m;
1H), 2,05-1,94 (m; 5H), 1,92-1,83 (m; 2H), 1,62-1,48 (m; 2H) ppm.

13C NMR (126 MHz, CD30D-d4): 6 182,1; 158,8; 133,3; 128,5; 116,4; 68,9; 64,5;
63,3; 54,3; 52,6; 49,9; 31,3; 28,8; 28,3 ppm.

MS (ESI*): [M+H]*: vypocitana hodnota pro C20H31N204* (m/z): 363,2;
experimentalni hodnota: 363,3.
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Zaveér
V teoretické Casti této bakalarské prace byly shrnuty poznatky
o glutamatovych receptorech, jejich aktivaci a inhibici. ZvlaStni pozornost byla

vénovana NMDA receptortim, které predstavuji velky potencial v 1écbé
neurodegenerativnich onemocnéni.

V experimentalni Casti byl syntetizovan derivat piperidin-4-karboxylové
kyseliny 15 Sestikrokovou syntézou a cile bakalarské prace byly splnény. V prvnim
kroku byl mechanismem SnAc pripraven ester 26 a vytéZek reakce ¢inil 93 %. Ve
druhém kroku doSlo k alkylaci aminoskupiny pritomné v molekule 26
mechanismem Sn2 a byl ptipraven ester 29 o vytézku 85 %. Treti krok zahrnoval
deprotekci terc-butoxykarbonylové skupiny z aminoskupiny obsaZené v molekule
29, kdy doslo ke vzniku slouceniny 35 s volnou sekundarni aminoskupinou.
Vytéznost tretitho kroku cinila 96 %. Ve ¢tvrtém kroku byla provedena alkylace
sekundarni aminoskupiny mechanismem Sn2 za vzniku esteru 39 nesouciho ve své
molekule ketoskupinu s vytéZnosti 88 %. Paty krok probihal mechanismem A4N
a doSlo k redukci ketoskupiny na hydroxyskupinu, byla pripravena sloucenina 43.
Tento reakc¢ni krok byl provadén opakované s vyssimi eq redukéniho ¢inidla NaBHz,
aby bylo dosaZeno vytéznosti reakce 73 %. V poslednim kroku syntézy byla
provedena katalytickd hydrogenace esteru za vzniku finalni karboxylové kyseliny
15. Vlivem malé rozpustnosti produktu v rozpoustédle Cinila vytéZnost po filtraci
pres celit a extrakci na pevné fazi 30 %. Celkova vytéZnost této syntézy byla po Sesti
reaké¢nich krocich 15 %.

Produkty vSech kroki i findlni produkt syntézy byly ptipraveny
v poZadované Cistoté. K urceni struktury pripravovanych latek byly vyuZity metody
NMR a MS. U latek syntetizovanych v pevném stavu byly zmeéreny jejich teploty tani.
Pripraveny derivat 15 bude dale poskytnut na biologické testovani in vitro, kde bude
zkoumana jeho aktivita jako potencialniho inhibitoru NMDA receptori.
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