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bakalarské prace RNDr. David Malinak, PhD. 63 s.

Bakalaiska prace je zamérena na organickou syntézu derivati takrinu, které maji
terapeuticky potencil pro paliativni 1é¢bu Alzheimerovy nemoci. U nové pripravenych
sloucenin se predpoklada inhibi¢ni Ucinek vici cholinesterazam a antagonistické
plisobeni na N-methyl-D-aspartatovych receptorech. Parentni takrin byl modifikovan v
aromatické oblasti v poloze C7 fenoxy, 4-methylfenoxy a 4-chlorofenoxy skupinou.
Dal$i modifikace probihaly v cykloalifatické casti, kde se objevuje péticlenny,
Sesticlenny nebo sedmiclenny cyklus. Teoretickd c¢ast bakalarské prace se vénuje
obecnym aspektlim Alzheimerovy nemoci, rizikovym faktorim a teoriemi vzniku
tohoto onemocnéni. Podrobné byly popsany amyloidni, tau proteinova, kaskadova
mitochondridlni, cholinergni a glutamatergni teorie. Abnormalni vyskyt proteint
amyloidu beta a tau, dysfunk¢ni mitochondrie, poSkozena cholinergni a glutamatergni
neurotransmise v mozku vytvari vhodné podminky pro vznik Alzheimerovy nemoci.
Experimentalni c¢ast je zameérena na popis syntéz série vedouci k osmi cilovym
derivatim takrinu a jejich strukturni charakterizaci pomoci nuklearni magnetické

rezonancni spektroskopie a hmotnostni spektrometrif.
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The Bachelor Thesis focuses on organic synthesis of tacrine derivates with therapeutic
potential in palliative treatment of Alzheimer’s disease (AD). Inhibitory effect upon
cholinesterase and antagonistic effect upon N-methyl-D-aspartate receptors is
expected for all the newly developed compounds. Parent template drug, namely tacrine,
has been modified in aromatic region at C7 position with phenoxy, 4-methylphenoxy
and 4-chlorophenoxy substituents. Next modification was carried out in cycloaliphatic
part by introducing either cyclopentyl, cyclohexyl or cycloheptyl moities. The
theoretical part of the Bachelor Thesis discusses general aspects of AD, risk factors and
hypotheses for that stands beyond illness onset or progression. Abberant proteins such
as amyloid beta and tau, disrupted mitochondria, and impaired neurotransmission like
cholinergic and glutamatergic provide substantial base for AD. Experimental part is
devoted to description of three-step organic synthesis leading to eight final tacrine
derivates, and their structural characterization with nuclear magnetic resonance

spectroscopy and mass spectrometry.
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Seznam zKkratek

o Chemicky posun
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AN Alzheimerova nemoc
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BuChE Butyrylcholinesteraza
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1 Uvod

Alzheimerova nemoc (AN) patfi mezi nejbéZnéjsSi formy demence. Tento typ
demence byl poprvé popsan Aloisem Alzheimerem, ktery zjistil zmény v mozkové tkani
u osob trpicich touto nemoci. Jednalo se prevazné o pritomnost senilnich plakl a
pozmeénénou strukturu mozkové kiiry, ktera byla tenci a méla rozdilnou stavbu oproti

zdravym jedinctim [1].

V dnesni dobé trpi AN nékolik desitek milion lidi, postiZzenych v Ceské republice je

pres sto tisic. Rok od roku se tento pocet zvysuje [1].

AN je nevratné neurodegenerativni onemocnéni, které se miiZe projevovat zhorsujici
se schopnosti pamatovat si nové informace a ztratou paméti. Priibéh nemoci je
individualni, pri zhorSujicim se stavu trpiciho AN dochazi k poklesu kognitivnich
schopnosti. V poslednim stddiu nemoci nejsou osoby trpici AN schopny vykonavat

ukony bézného Zivota [2].

Nejdtlezitéjsim faktorem pro vznik této nemoci je vék. Riziko vzniku AN se rapidné
zvySuje u osob starsich 65 let [3]. Okolnosti pro vznik choroby mohou byt genetického
ptivodu (rodinna anamnéza), piitomnost alely pro apoliprotein € (Apo-¢), traumaticka

poranéni mozku, mira dosazeného vzdélani a vyuZzivani kapacit mozku memorovanim

[2].

Shlukovani mozkovych plakid obsahujicich Amyloid-f (Af) mimo neuron a
neurofibrilarnich klubek mikrotubuld vazajici tau protein (t protein) uvniti neuroni
Distrofované axony neuronti v mozkové kiire, pokles po¢tu neuront, ztrata bilé hmoty
v mozku, mozkova amyloidni angiopatie, zanét a oxidativni poSkozeni tkdni mohou byt

dal$imi patologickymi projevy AN [3].
Existuje celd tfada teorii popisujici vznik AN. NejznaméjSimi hypotézami jsou
cholinergni, glutamatergni ¢i amyloidni hypotéza. Hypotézy se navzajem dopliiuji,
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prrekryvaji a nelze jednoznacné tici, ktera stoji za vznikem onemocnéni. Vznik a pribéh

AN je znacné individualni zaleZitosti.

Tato prace se zaméruje na syntézu takrinovych derivatd, které maji slibny potencial
v 1é¢bé AN s ohledem na zlepSeni kognitivnich mozkovych funkci, zejména v paliativni
lécbé AN. Historicky byla molekula takrinu hodnocena zajimavé svym komplexnim
mechanismem ucinku. Vedlejsi acinky piijeho pouzivani vsak ve vétsiné pripadi vedou
k hepatotoxickym projeviim [5]. Proto bylo nasnadé najit derivaty, které si zachovavaji
komplexni ucinek parentni slouceniny, ale bez moznych nezadoucich efektl. Stejny
mechanismus uc¢inku byl objeven u dalSich takrinovych derivati, konkrétné u
7-methoxytakrinu [6] a 7-fenoxytakrinu, které jsou velkym prislibem v paliativni 1écbé

AN [7].

Predkladana prace se sklada ze dvou casti. Teoreticka c¢ast se zabyva vznikem AN,
rizikovymi faktory pro vznik AN, teoriemi vzniku a sou¢asnou 1é¢bou AN. Prakticka cast
se vénuje metodologii popisu pracovniho postupu, popisu pracovniho postupu pri
syntéze takrinovych derivatli a vysledklim syntéz. Cilem prace bylo pripravit derivaty
takrinu metodami organické chemie v dostate¢ném mnoZstvi pro ucely in vitro a in vivo
testovani. Vysledky téchto testli by mély nasledné poskytnout vztah mezi strukturou a
ucinkem a zaroven by mohly prinést nadéji pro pacienty, kterym bylo diagnostikovano

toto neurodegenerativni onemocnéni.
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T 4

2 Teoreticka cast

2.1 Alzheimerova nemoc

2.1.1 Definice Alzheimerovy nemoci

Demence je chapana jako jakykoliv tipadek kognitivnich funkci, ktery je natolik
zavazny, Ze zasahuje do kazdodennich aktivit. Demence se da nejlépe charakterizovat
jako syndrom. Demence  miizeme rozdélit na  neurodegenerativni
aneneurodegenerativni. Neurodegenerativni onemocnéni jako AN je nejvice
zastoupené u pacientli v pokrocilejsSim véku, naopak druhy typ je charakteristicky
pro mladsi populaci a je ¢asto spojovan s traumatickym onemocnénim nebo nadory

mozku [8].

AN je nejbéznéjsi formou demence, ktera postihuje predevsim osoby starsiho véku.
Vyjimkou nejsou ani jedinci ve stfednim véku [8]. Prvni zminka o AN se objevila
jiZzvroce 1910. Pozdéji se AN stala celosvétové znamym pojmem jak v medicing,
tak i mezi Sirokou vetejnosti [9].

Vliv AN na jedince miiZe byt individudlni, nejbéznéjSim spole¢nym znakem je
zhorSend schopnost pamatovat si nové informace. Diivodem je poskozeni mozku
v Castech, kde jsou informace uklddany do paméti. S postupnym rozvojem onemocnéni
a sniZujicim se poctem neuronl dochazi k dalSim projeviim onemocnéni, jako je
netecnost, deprese, zhorSeny usudek, problémy se spanim, psanim, feci, ztratou paméti,
zhorSenou schopnosti resSit problémy ¢i ztratou abstraktniho mysleni. Pacienti jsou
Casto v pozdnich fazich AN upoutani na lGzko, diky ¢emuz mize sekundarné dojit
ke tvorbé krevnich sraZenin, sepsi aZ multiorganovému selhani. Diisledky onemocnéni
neumoziuji pacientiim s plné rozvinutymi symptomy AN starat se sami o sebe a jsou

odkazani na péci oSetrovatell [2].

Hlavnimi patologickymi nalezy v mozku pacient trpicich AN je extracelularni

akumulace Af a intraceluldarni akumulace neurofibrilarnich Kklubek. DalSimi

13



patologickymi zménami je chronicky zanét, atrofie a oxidativni poSkozeni tkani mozku
[3]. Pritomnost toxickych oligomert A a hyperfosforylovaného t proteinu zpiisobuje
aktivaci mikroglii, které se podili na imunitni odpovédi v nervové tkani [2]. Nadmérné
aktivované mikroglie podporuji tvorbu zanétu v mozku. Dale se tvori kyslikaté
a dusikaté radikaly, které poskozuji dlilezité mitochondriadlni enzymy [3]. Disledkem

naruSené funkce mozku je i snizena mira utilizace glukézy [2].

Zdravy mozek obsahuje priblizné sto miliard neurond, které jsou navzajem
propojené vybézky zvané axony. Tyto vybézky zprostiedkovavaji komunikaci
s ostatnimi neurony. Misto spojeni neuronu s axonem se nazyva synapse. Zde dochazi
pomoci neurotransmiteri k prenosu signalti v mozku. Dohromady je v mozku ptiblizné
sto biliont synapsi. U postizenych osob AN dochazi k poskozeni synapsi a apoptéze
neurond. Mozek jedincti s AN v pozdnich fazich onemocnéni je vyznamné zmensSeny

a jeho struktura je poskozena [2].

Onemocnéni AN se mize rozdélit na tii faze. Preklinicka faze zacina vice nez 20 let
pred prvotnimi projevy nemoci. Jednotlivci v preklinické fazi mohou mit méritelné
zmény v mozkové tkani a mozkomiSnim moku, které mohou naznacovat zacatek
pribéhu nemoci. Tyto zmény mozku je moZné zjistit pomoci vySetieni pozitronovou
emisni tomografif nebo analyzou mozkomisniho moku. V druhé fazi dochazi k projevu
mirnych kognitivnich dysfunkci, které neovliviiuji plnéni kazdodennich ukoltd. Tento
stav lze definovat terminem mirna kognitivni porucha. Ve treti fazi jsou symptomy

zietelné v takové mire, Ze neumoznuji vykonavat jedinclim kaZzdodenni povinnosti [2].
2.1.2 Vyskyt Alzheimerovy nemoci

Celosvétové trpi demenci 46,8 miliont lidi, z toho jen v Ceské republice jich je okolo
153 tisic. Tento pocet stale roste. Predpoklada se, Ze kazdym rokem bude celosvétové
pribyvat dalSich pét milion pripadd osob, kterym byla diagnostikovana demence.

A7 dvé tretiny jedincii postiZenych demenci trpi AN [1].
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2.1.3 Mortalita

AN je letdlni choroba. Mortalitu AN neni moZné piesné urcit. AN mizZe zpiisobovat
neschopnost pohybu, poskozeni polykani a podvyZivu. Sekundarné tyto poruchy
mohou vést k vaznym akutnim staviim, které mohou zplisobit smrt. Jednim z takovych

stavi je zapal plic [2].

Populace celosvétové starne, to mize mit velky dopad na zvysSujici se pocet osob
trpicich AN a imrti spojena s timto onemocnénim. Délka Zivota u pacienta starSiho 65
let, kterému byla diagnostikovana AN je kolem Ctyi az osmi let. Priibéh nemoci je

individualni [2].
2.2 Rizikové faktory pro vznik AN

2.21 Veék

S pribyvajicim vékem se vyskyt AN zvySuje. Kritickou hranici pro vyskyt AN je vék

65 let, vyskyt onemocnéni se po prekroceni této hranice rapidné zvysuje [2].
2.2.2 Rodinna anamnéza

Rodinna anamnéza vyskytu AN neni nutnym piedpokladem pro vznik onemocnéni.
AvSak pokud byla diagnostikovana AN u piibuznych prvniho stupné, tedy u rodict
Ci sourozenct, pak je riziko pro vznik onemocnéni vyssi. Omezené pohybové aktivity

a Spatné stravovaci navyky v rodiné mohou rovnéz prispivat ke vzniku AN [2].
2.2.3 Apolipoprotein €

Apoliprotein € (Apo-€) je lipoprotein transportujici cholesterol. Gen Apo-¢ kdéduje
vznik tohoto lipoproteinu a vyskytuje se ve tiech alelach oznacenych €2, €3 a 4.
KaZzdy jedinec ziska jednu z téchto alel od kaZzdého rodice, existuje tedy aZ Sest moznych

variant part [2].
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Pritomnost alely €4 u jedince vhomozygotni nebo heterozygotni formé je
vyznamnym predikujicim faktorem pro rozvoj AN. Naproti tomu pritomnost alely €2

sniZuje riziko vzniku AN [2].
2.2.4 Vaskularni onemocnéni

Mozek je zasoben kyslikem a Zivinami pomoci krve. Nedostate¢né krevni zasobovani
a priitok krve mozkem miiZe zptisobovat hypoxii, narusovat integritu a aktivitu mozku.
Cerebrovaskuldrni dysfunkce jako je krvaceni, ateroskleréza, dysfunkce
hematoencefalické bariéry a infarkt prispivaji ke sniZovani kognitivnich schopnosti.
Popsané zmény v mozku podporuji Stépeni transmembranového integralniho
amyloidniho prekurzorového proteinu (APP) pomoci enzymu [ sekretazy 1
(EC 3.4.23.46; BACE1) smérem k tvorbé A a jeho ukladani do fibrilarnich amyloidnich
plakt [10].

2.2.5 Diabetes mellitus druhého typu

Diabetes mellitus je onemocnéni, které se tyka nékolika stovek miliént lidi po celém
svété. Jedna se o komplexni metabolické onemocnéni, které je charakterizovano
intoleranci glukézy a inzulinovou rezistenci. Pankreatické 3 bunky jsou zodpovédné
za sekreci hormonu inzulinu, ktery je schopen regulovat hladinu glukézy v krvi.
Pfi tomto onemocnéni dochazi k nadmérnému vyplavovani inzulinu, které sekundarné
vede k utlumu glykémie pod normalni hodnoty (3,9-5,6 mmol/l nala¢no). Chronické
zatézovani B bunék pankreatu tyto bunky poskozuje a vede k nedostatku inzulinu.
U jedinct trpicich diabetem druhého typu se zvysuje riziko rozvoje AN az dvojnasobné

[10].
2.2.6 Vzdélani a socialni zapojeni

VysSe dosazeného vzdéldni ma rovnéz zasadni vliv na vznik AN. Delsi formalni
vzdélavani vytvari kognitivni rezervu a sniZuje Sanci pro rozvinuti AN. Dal§im moZnym
faktorem je forma zaméstnani. Pokud je mozek dlouhodobé stimulovan skrze mentalné

aktivni praci, snizuje se riziko rozvoje AN [2].
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2.3 Hypotézy vzniku AN

2.3.1 pB-amyloidni hypotéza

AB je jednim z nejvice studovanych proteinii patogeneze AN. George Glenner a Caine
Wong roku 1984 dokazali izolovat a ¢aste¢né sekvenovat A3 z mozkovych plen u osob
postizenych AN. Jejich uspéch je pro dnesni studium mechanismu vzniku AN diilezitym

milnikem [11].

AB je prirozenou soucasti lidského organismu, sklada se z 36 az 43 aminokyselin [3],
miZe se vyskytovat v mozkomisnim moku a plazmé [12]. Pfrevladajicim monomerem je
B-amyloidni peptid o délce 40 aminokyselin (Af40), dalSim typem je f-amyloidni peptid
o délce 42 aminokyselin (Af42), ktery je nachylny ke shlukovani a ma vliv na rozvoj AN
jiZ v raném stadiu. AP je tvoren proteolyzou APP. Ten je spojovan s fyziologickym
rozvojem neuront, ristem axonli a axonalnim transportem. APP miiZe byt Stépen
amyloidnim ¢i neamyloidnim smérem. Nerovnovaha mezi produkci, eliminaci

a agregaci peptidii ma za nasledek akumulaci A s naslednym vznikem AN [3].

AP se miliZze samovolné tvorit v nékolika formach. Tento protein se miiZe vyskytovat
jako oligomer sloZeny z dvou az Sesti peptidd, ktery miZe podléhat agregaci. MoZnou
formou AP jsou fibrily, které vytvari strukturu B-skladaného listu, tato forma je
pritomna v amyloidnich placich. Nejvice neurotoxickou formou Af jsou intermediarni
a rozpustné oligomerni peptidy. Vaznost kognitivnich dysfunkci pfi onemocnéni AN je

spojena s mnozstvim oligomert A( [3].

Proces zpracovavani APP (Obrazek 1) mizZe probihat dvéma naprosto rozdilnymi
mechanismy. RozStépenim APP enzymem a-sekretazou (EC 3.4.24.81) vznika
ektodoména rozpustného amyloidniho proteinu-a a membranové vazany fragment
C83. Tento membranoveé vazany fragment se nasledné Stépi y-sekretadzou (EC 3.4.23),
vznika peptid p3 a amyloidni intracelularni doména (AICD). Tento mechanismus je

neamyloidniho charakteru [3].
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Proces, pri kterém vznika AP je zahajen enzymem BACE1, ktery Stépi APP
na solubilni amyloidni protein-f (sAPPB) a membranové vazany fragment C99.
Fragment C99 je substratem pro enzym y-sekretazu, ktera jej Stépi na A a AICD. AICD
je kratky protein skladajici se priblizné z 50 aminokyselin, v obou pripadech vznikajici

AICD se presouva do jadra buriky, kde signalizuje aktivaci transkripce urcitych genti [4].
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Obrazek 1: Znazornéni rozdilnych mechanismd zpracovani APP. Neamyloidni zpracovani
(vlevo) APP probiha pomoci a-sekretazy a y-sekretdzy za vzniku fragmentu p3. Pfi amyloidni
cesté zpracovani (vpravo) je APP enzymaticky Stépen pomoci BACE1 a y-sekretazou za vzniku
AICD a AB [3].

Za fyziologickych podminek se APP Stépi na fragmenty Af, které jsou sekretovany
vné buriku, kde se rozstépi a degraduji. Starsi osoby maji sniZenou schopnost eliminace
AB. ZvySeni hladiny ABs42 Ci zvySeni poméru ABsz/ABi miZe indukovat tvorbu
amyloidnich fibrilarnich struktur, které se mohou akumulovat do senilnich plaki.

Proces resultuje v neurotoxicitu, sekundarné je ovlivnéna t proteinova patologie

a dochazi k apoptéze neuronti [13].

2.3.2 1 protein hypotéza

2.3.2.1 Charakteristika T proteinu a mikrotubult

T protein je jednim z doprovodnych proteint cytoskeletu buriky, takzvané proteiny

asociované s mikrotubuly (MAP). Vazbou na mikrotubuly je stabilizuje a podporuje
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polymeraci. T protein se vyskytuje v Sesti molekularnich izoformach, tyto izoformy jsou

kédovany genem na 17. chromozomu [13].

T protein je typem fosfoproteinu, jehoZ biologicka aktivita je fizena stupném
fosforylace [14]. Obsahuje 85 vhodnych serinovych, threoninovych a tyrosinovych ¢asti
pro fosforylaci. Ve vyvojovych stadiich neuropatii je tvorena ON3R izoforma t proteinu

a fosforylace t proteinu je signifikantné zvysSena [15].

Velké mnozstvi kinaz a fosfataz ovliviiuji fosforylaci t proteinu. Prikladem kinaz
fosforylujici protein Tt mohou byt glykogen syntaza kinaza-3f (EC 2.7.11.1), ktera ridi
fosforylaci zbytki aminokyselin serinu a threoninu; cyklin-dependentni kinaza 5
(EC 2.7.11.22); AMP-aktivovana protein kinidza (EC 2.7.11.3) a protein kinaza A
(2.7.11.11). Naopak mezi fosfatdzy defosforylujici protein t  patii
proteinfosfataza 1 a 2A (EC 3.1.3.16). Mnoho z téchto enzymi miiZe byt negativné

ovlivnéno ptsobenim A [15].

Mikrotubuly je moZné si predstavit jako duté valeCky tvorené 13 retézci
protofilament, které jsou sloZené z dimerovych jednotek bilkovinového charakteru
a-tubulinu a B-tubulinu. Tyto dvé jednotky se vjednotlivych protofilamentarnich
fetézcich pravidelné stiidaji. Protofilamentum je na jednom konci zakonceno
a-tubulinem a na druhém (-tubulinem. Vbuiice dochazi kneustdlému riistu
mikrotubulti, tedy polymeraci, ale také k disociaci, kdy se mikrotubulus zmensuje. VSe
probiha dle potieb buiky. Mikrotubuly jsou dileZitou opérnou strukturou burky,

urcuji jeji tvar nebo zprostredkovavaji vezikularni transport [16].
2.3.2.2 Tauopatie

Tauopatie je souhrnny vyraz pro neurodegenerativni onemocnéni zahrnujici rovnéz
AN. Spoletnym rysem tauopatii je neuropatologickd charakteristika v podobé
naruseného metabolismu t proteinu. Tato dysfunkce miZe vyustit v tvorbu
hyperfosforylovanych t proteinovych inkluzi zvanych neurofibrilarni klubka.

Charakteristika jednotlivych inkluzi t proteinu napfi¢ neurodegenerativnimi
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onemocnénimi se muize znacné liSit [17]. Navzdory rozdilim napii¢ nemocemi je

T protein v patologickych 1ézich znac¢né fosforylovany [15].
2.3.2.3 Toxicita T proteinu a vliv na nervovou soustavu

V mozku postizeného AN jsou izoformy t proteinu 3R a 4R nahromadéné
v hyperfosforylované podobé do takzvané parové usporadanych helikalnich
nebo rovnych filament. Tyto patologické shluky v neuronech tvoii neurofibrilarni
klubka, kterd mohou byt nebezpecna, pokud se vyskytuji v dendritech ¢i axonech
neuronti [13]. Synapticka dysfunkce a poskozeni synapsi zplisobené inkluzemi t

proteinu mohou byt jednim z nej¢asnéjSich dlsledkd tauopatie. Naruseni axonalniho

vvvvvv

Diisledkem hyperfosforylace t proteinu s naslednym hromadénim v dendritickych
trnech zptsobuje lokalni zvysSeni koncentrace vapenatych iontl. Tento jev vyvolava

narus$eni synaptickych funkci a kotvi glutamatové receptory v neuronech [15].
2.3.2.4 Spojeni amyloidni a T proteinové hypotézy

Amyloidni a T proteinova hypotéza se navzajem prolinaji. Extracelularni A i
intraceluldrni hyperfosforylovany t protein spole¢né negativné ovliviiuji neuronovou
synapsi, kde interaguji s molekularnimi drahami potfebnymi pro synaptickou plasticitu
a pamét. Amyloidni hypotéza predpoklad3, Ze privodnim jevem je zvySena hladina A3
v mozku, kterad nasledné vyvolava patologické zmény t proteinu. Za skute¢ny spoustéc
jsou pak povaZovany oligomery AP, které navozuji strukturni zmény t proteinu.
Nicméné prima korelace hladin a specificky vztah mezi AB a inkluzemi t proteinu

v nemocném mozku zlistavaji nejasnymi [18].

2.3.3 Mitochondrialni kaskadova hypotéza

2.3.3.1 Charakteristika stavby a funkce mitochondrie

Mitochondrie je membranova organela nachazejici se v eukaryotnich burkach.

Obsahuje vlastni mitochondrialni deoxyribonukleovou kyselinu a ribozomy, které
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vytvari vétSinu mitochondridlnich proteind. M4 dvé membrany, prvni vnéjsi membrana
ma vysokou permeabilitu, obsahuje poriny, které zprostredkovavaji transport latek
skrz membranu. Druhou membranou je vnitfni mitochondrialni membrana, ktera je
selektivné propustna. Jeji povrch je tvoren ohyby, takzvanymi kristy. Na této vnitini
membrané probiha vétSina dullezitych enzymatickych reakci jako je napriiklad

oxidativni fosforylace. Vnitfni ¢ast mitochondrie je tvorena matrix [16].

Mitochondrie generuje velké mnozstvi energie v podobé adenosintrifosfatu (ATP).
Oxidativni rozklad mastnych Kkyselin a cukrt tvori redukované koenzymy, které jsou
pro tvorbu ATP nezbytné. Redukované koenzymy jsou na vnitfni mitochondrialni
membrané oxidovany za pomoci elektron transportnich proteinti, komplext
I, II, Il a IV, které maji vzestupny redoxni potencial. Tento redoxni potencial pohani
prenos elektronti mezi transportnimi proteiny, mimo jiné dochazi béhem transportu
elektroni k prenosu vodikovych protoni z matrix mitochondrie do
mezimembranového prostoru, tim se vytvari elektrochemicky potenciadl na vnitfni
mitochondridlni membrané. Dychaci retézec je zakoncen transportnim proteinem
komplexem IV, ktery je spojen s komplexem V, také nazyvanym ATP syntaza. Komplex
V podminuje nejdiileZitéjsi metabolickou drahu pro tvorbu ATP, oxidativni fosforylaci.
ATP syntaza vyuziva elektrochemického gradientu v mezimembranovém prostoru
mitochondrie pro tvorbu ATP. Dochazi ke spontanni protonaci ¢ podjednotky ATP
syntazy, pootoceni celého enzymu a piresunu vodikovych iontli do matrix mitochondrie.
Nasledné dochazi na Kkatalytické podjednotce B ATP syntazy k fosforylaci
adenosindifosfaitu na ATP. ATP je esencidlnim energetickym zdrojem, ktery

zprostiedkovava pribéh riiznych fyziologickych procesti [16].
2.3.3.2 Mitochondrialni dysfunkce v mozku postizenych AN

Rada mitochondrilnich enzymu je v priibéhu AN deficitni; mezi né patfi pyruvat
dehydrogenazovy komplex (EC 1.2.4.1), ketoglutarat dehydrogenazovy komplex
(EC 1.2.4.2) a cytochrom c oxidaza (COX; EC 1.9.3.1). Tyto enzymy jsou duleZité pro
tvorbu energetickych zdrojt v buice a kviili jejich deficitni funkci dochazi k poSkozeni

mozkové, srdecni a jaterni tkdné. S progresi onemocnéni dochazi k poklesu funkce
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mitochondrii, to do jisté miry koreluje s tvorbou a ukladanim A, hyperfosforylaci

T proteinu a neurodegeneraci [19].
2.3.3.3 Primarni mitochondrialni kaskadova hypotéza

Tato hypotéza naznacuje, Ze mitochondrialni dysfunkce miize vést k nadprodukci
APP, jeho nasledné degradaci na Af monomery, formovani A do fibril ¢i oligomerti
arovnéZ sniZovat clearance Af. PoSkozené mitochondrie mohou stimulovat produkci
aakumulaci AB, tvorbu kyslikatych radikalti a hyperfosforylovaného t proteinu,
zvySovat hladinu vapenatych iontii v bunice, vyvolavat zanétlivé procesy, bunécny stres
¢i zplsobit bunéfnou smrt. Primdrni mitochondridlni kaskadova hypotéza neni

kompatibilni s amyloidni hypotézou [20].
2.3.3.4 Sekundarni mitochondrialni kaskadova hypotéza

Sekundarni kaskddovd hypotéza je plné provazdna s amyloidni hypotézou.
Pritomnost A4z v bunce zvySuje mnoZstvi vapenatych iontl [20]. Dysregulace
vapenatych iontli v neuronu hraje dileZitou roli v patogenezi osob postizenych AN.
Pro spravnou neuronalni funkci je potieba presné udrzovat bunécnou koncentraci
vapenatych iontf, to je ale energeticky narocné. Ve starsich neuronech jiZ neni tvorba
ATP schopna pokryt energetické vydaje pro regulaci koncentrace vapenatych iontd,
disledkem je vyssi intracelularni hladina téchto ionti. To nakonec usti v tvorbu
reaktivnich kyslikovych i dusikovych forem, peroxidu vodiku, dysfunkci mitochondrii,
oxidativni poSkozeni, apoptézu ¢i nekrézu buiiky [21]. V disledku zmény nitrobunécné

koncentrace vapenatych ionti je vyrazné zvysena tvorba Af [20].

Pii kontaktu sAPPf s vnéjsi mitochondridlni membranou dochazi k ¢astecnému
prostupu skrz mitochondridlni proteinovy importni aparat vnéjsi mitochondrialni
membrany. SAPP dokaZe blokovat importni infrastrukturu mitochondrie a vystupovat
do cytosolu. Tyto deformace maji inhibi¢ni vliv na aktivitu COX. Inhibici tohoto enzymu

dochazi ke vzristu Stépeni APP amyloidni cestou [20].
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2.3.4 Cholinergni teorie

2.3.4.1 Acetylcholin

Acetylcholin (ACh, Obrazek 2) byl poprvé syntetizovan roku 1867 davno predtim,
nez byla objevena jeho biologicka funkce. Roku 1936 byl ACh identifikovan
jako neuromediator. ACh ma velice dtlezitou roli v lidském organismu jako
neurotransmiter v gangliich periferni nervové soustavy a parasympatiku autonomni

nervové soustavy [22].

ACh je syntetizovan presynapticky v neuronech reakci exogenniho cholinu
a acetylkoenzymu A. Tato reakce je katalyzovana enzymem cholinacetyltransferazou
(EC 2.3.1.6). Volny ACh v cytoplazmé neuronu je presunut pomoci vezikularniho
transportéru do synaptickych vezikul. Pfi pfenosu nervového vzruchu a nasledné
depolarizaci neuronalniho presynaptického terminalu dochazi ke vstupu vapenatych
iontd do intracelularniho prostoru neuronu. Nasledné dochazi k exocytéze vezikul
nesouci ACh do synaptické Stérbiny. ACh dale stimuluje acetylcholinové receptory

na postsynaptické membrané neuronu [22].

ACh je  vsynaptické  Stérbiné  hydrolyzovan  prevazné  enzymem
acetylcholinesterazou (EC 3.1.1.7, AChE), sekundarné miize byt metabolizovan
butyrylcholinesterazou (EC 3.1.1.8, BuChE) [22]. ACh je Stépen na cholin a acetat.
V mozku jedincii trpicich AN dochazi ke sniZeni aktivity AChE, avsak aktivita BuChE
miiZe byt v nékterych oblastech mozku mirné zvysena [23]. Z toho je patrné, Ze BuChE
mize substituovat hypofunkci AChE. Hlavni funkci cholinesterazy je terminace
transmise cholinergniho signalu mezi neurony. ACh je znovu ze synaptické Stérbiny
recyklovan vstirebavanim za tcasti transportérii zpét do presynaptického neuronu

nebo gliovych bunék [22].
O
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Obrazek 2: Struktura acetylcholinu.

23



2.3.4.2 Receptory vazici acetylcholin

Receptory vazajici ACh na postsynaptické membrané miiZzeme rozdélit na dva typy,
nikotinovy acetylcholinovy receptor (nAChR) a muskarinovy acetylcholinovy receptor

(mAChR). Tyto dva typy receptort maji naprosto odliSnou funkcnost a strukturu.

Nikotinovy acetylcholinovy receptor ma charakter ionotropniho receptoru.
Ma pentamerni proteinovou strukturu, v centralni nervové soustavé (CNS) mize byt
slozen z kombinace a a [ podjednotek (existuje osm riznych podjednotek
a: a2-a7, a9, al0; a tri podjednotky B: 2-B4). Tato struktura tvoii iontovy kanal pro
sodné, draselné a vapenaté ionty, zprostredkovava kontrakce kosterniho svalstva.
Nikotinové receptory jsou lokalizovany na postsynaptické membrané nervosvalové
ploténky a ganglii autonomni nervové soustavy. Vysoka koncentrace ACh v synaptické
Stérbiné zplisobuje aktivaci a otevieni nAChR na 2 milisekundy. Kratce aktivovany
receptor se po uplynulém case zavira. Patologické mnoZstvi ACh v synaptické Stérbiné
vede ke konformacnim zméndm v receptoru a inaktivaci nAChR. V pripadé

nervosvalové ploténky ma takova zména receptoru za nasledek svalovou paralyzu [24].

Muskarinovy acetylcholinovy receptor ma povahu metabotropniho receptoru. Jedna
se o bilkovinnou strukturu tvofenou sedmi transmembranovymi a-helixy. Radi se mezi
receptory spiazené s heterotrimernim G-proteinem, které tvori bunécnou odpovéd
pomoci druhého posla. mAChR jsou déleny na podtypy M1-M5. Podtypy M1, M3, M5
jsou sprazené s Gq nebo Gi1 proteinem, podtypy M2 a M4 jsou spojené
s Gia Go proteinem. mAChR reguluji srde¢ni frekvenci, kontrakci hladké svaloviny,

sekreci zlaz, jsou diileZité pro stimulaci CNS a synaptickou plasticitu [25].
2.3.4.3 Charakteristika cholinergni teorie

Cholinergni systém je tvoren neurony, které vyuzivaji k prenosu signalu ACh.
Mozkova kira, kterd je centrem pracovni paméti, je velice bohaté prostoupena
cholinergnimi drahami. Cholinergni transmise je také velmi frekventované zastoupena
v hippokampu a amygdale, které se poji s dlouhodobou paméti. Propojeni cholinergnich

drah s rektikularni formaci v mozkovém kmeni je dilezité pro udrzeni pozornosti.
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Starnuti je doprovazeno zménami v cholinergnim systému mozku, subytkem

cholinergnich neuronti a zhorsenim paméti (Obrazek 3) [26].
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Obrazek 3: Zmény v cholinergnim neuronu v pocate¢nich fazich AN (dolni neuron) oproti
zdravému neuronu (horni neuron). V pocatecnich fazich AN dochazi v neuronu k ttlumu
vyplavovani ACh, deficitu exprese nAChR a mAChR, snizené podptlirné funkci neutrofini a

deficitnimu axonalnimu transportu latek do neuronu [27].

Cholinergni teorie predpoklada, Ze ztrata cholinergniho pienosu v CNS vede
ke kognitivni dysfunkci. Jednim z prvotnich symptomt AN miiZe byt postupna ztrata
cholinergnich neuronti, dbytek ACh a poskozeni cholinergniho systému. Tyto zmény
mohou byt zplisobeny zvySenym transportem cholinu, nespravnym vyplavovanim ACh,

naruSenou expresi nAChR a mAChR ¢i zhorSenou podptirnou funkci neurotrofinti [27].

2.3.5 Glutamatergni teorie

2.3.5.1 Role glutamatu a N-methyl-D-aspartatového receptoru

Glutamat (Obrazek 4) je neurotransmiter, ktery je zapojen do excita¢nich procest
vmozku, hlavné v hipokampu a mozkové kiife. Hipokampus se v mozku podili
narozvoji schopnosti u€eni a paméti [28]. MnozZstvi glutamdatu v postsynaptické
Stérbiné je striktné regulovano, aby dochazelo k fyziologické signalizaci. V klidovém

stavu je koncentrace glutamatu v synaptické Stérbiné okolo 0,6 uM, pri pfenosu signalu
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okolo 10 uM. MnoZstvi glutamatu je v extracelularnim prostoru regulovano

transportnim a regula¢nim systémem [29].

N-methyl-D-aspartatovy (NMDA) receptor patii do rodiny ionotropnich receptord,
tedy ligandem rizenych iontovych kanali. Tento kanal je propustny pro sodné, draselné
avapenaté ionty. NMDA receptory hraji vyznamnou roli v regulaci synaptické plasticity,

ktera je klicova pro schopnost uceni, pamét’ a dlouhodobou potenciaci [28].

Ionotropni glutamatové receptory miizeme délit dle farmakologickych funkci
nanékolik  skupin jako jsou GluA receptory, kam patfi receptor
a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionové kyseliny. Dal$i skupinou jsou GluK
receptory, kam Fadime kainatové receptory. Do skupiny GluN receptort spada NMDA

receptor. Receptory 6 nalezi do skupiny GluD receptora [30].
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Obrazek 4: Struktura glutamatu v CNS.

2.3.5.2 Struktura a aktivace NMDA receptoru

NMDA receptor je tvoren tiemi odliSnymi jednotkami GluN1, GluN2 a GluN3.
Jednotka GluN1 se dale déli na osm dalSich podjednotek, jednotka GluN2 na ctyri
podjednotky a jednotka GIuN3 na dvé podjednotky. Funkéni NMDA receptor
ma heterotetramerni strukturu tvorenou dvéma GluN1 podjednotkami v kombinaci
se dvéma podjednotkami GluN2 nebo GluN3. Tato heterotetramerni struktura tvori
transmembranovy, ligandem fizeny iontovy kanal [29]. Nejcastéji je NMDA receptor
tvoren z podjednotek GluN1/GluN2A-D, ktery se adi mezi typ receptoru GluN1/GluN2.
MensSina NMDA receptort je tvorena podjednotkami GluN1/GluN3A-B, které se radi
do receptorového typu GluN1/GluN3 [6]. Proces otevirani tohoto kandlu se miize
shrnout do tfi postupnych krokti. Prvnim krokem je navazani ligandu na receptor,

druhym krokem jsou nasledné konformacni zmény a tretim krokem je Sifeni téchto
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zmén v burice resultujici v otevienf kanalu a proudéni draselnych a vapenatych iontt
do intracelularniho prostoru neuronu [30]. Pfi béZném membranovém potencialu je
iontovy kanal NMDA receptoru blokovan horefnatymi ionty. Depolarizace membrany
zplisobuje vyvazani horecnatych ionti a umoZnuje vstup vapenatych iontd.

Intracelularni influx vapenatych iontii vyvolava prenos signalu [29].

Ligandy muzeme rozdélit na antagonisty a agonisty. Pfi navazani agonisty
na receptor dochazi k navozeni odpovédi receptoru, u antagonisti je tomu naopak [31].
Antagonisty délime na kompetitivni a nekompetitivni. Kompetitivni antagonisté
soutézi s agonisty o vazebné misto na receptoru. Nekompetitivni antagonisté se vazi na
receptor na jiné neZ vazebné misto, takzvané alosterické misto, a nesoutézi

tak s agonisty [30].

Aktivace NMDA receptoru tvoreného dvéma podjednotkami GIuN1 a dvéma
podjednotkami GluN2 vyZaduje navazani dvou molekul koagonisty glycinu a dvou
molekul agonisty glutamatu. Naproti tomu pro aktivaci receptorli tvorenych
podjednotkami GluN1 a GluN3 jsou potieba ¢tyri molekuly glycinu. Glycin se samovolné
vyskytuje v extracelularnim prostoru, diky ¢emuZ jsou mista pro vazbu glycinu
na NMDA receptoru prirozené obsazena. Mezi agonisty NMDA receptoru patii také

L-glutamat, D-glutamat, NMDA, N-methyl-L-aspartat, D-aspartat nebo L-aspartat [30].
2.3.5.3 Vliv NMDA receptorti na Alzheimerovu nemoc

Neurodegenerativni onemocnéni jako je AN, Parkinsonova nemoc ¢i Huntingtonova
choroba jsou spojena se zvySenym glutamatergnim prenosem signdlu mezi neurony.
Pritomnost zvySené hladiny glutamatu vede k nadmérné stimulaci NMDA receptoru.
Tento stav je nazyvan jako excitotoxicita. Nadmérny influx vapenatych iontd
do intracelularniho prostoru neuronu Kkviili zvySené aktivaci NMDA receptort
zpusobuje apoptézu a poskozeni synaptické plasticity. U pacientd postiZenych AN bylo

pozorovano poskozeni regulacnich a transportnich mechanismii glutamatu [29].
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Excitotoxicita mulZe kromé akutnich ucink vyvolavat také postupny rozvoj
neurodegenerativnich onemocnéni, chronickou excitotoxicitu, sniZovat citlivost

receptori a miiZe vyustit v dlouhodoby pokles synaptické sily [29].

Glutamatergni receptory se jevi jako dalsi cil pro oligomerni Af. Oligomerni A
struktury mohou kaskadové navodit hyperfosforylaci T proteinu, ustici v apoptézu

neuronu a neurodegeneraci [32].

2.4 Soucasna farmakologicka lécba AN

V soucasné dobé neni zcela znama pricina AN, a proto 1écba AN spoléha vyhradné na
symptomatickou intervenci [2]. Snahou je balancovat nerovnovahu neurotransmitert
v mozku a tim mirnit projevy onemocnéni [33]. Terapie AN muzeme rozdélit
na farmakologickou a nefarmakologickou. Farmakologicka 1é¢ba je zaloZena na pouziti
inhibitord acetylcholinesterazy (IAChE) a antagonisti NMDA receptoru. Americka
agentura Urad pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA) schvalila rivastigmin, galantamin,
donepezil, memantin, a memantin kombinovany s donepezilem jako léciva pro terapii

AN [2].

Nefarmakologickym postupem lécby je napriklad trénink paméti, poslech oblibené
hudby nebo zlepSeni spanku jedince. Tento postup 1écby bez pouziti 1éCiv vSak
nezastavuje poSkozeni neurond, miiZe vSak zpomalit ipadek kognice, mirnit projevy

agrese a rozruSeni [2].
2.4.1 Inhibitory acetylcholinesterazy

Pri priibéhu AN dochéazi k poSkozeni cholinergniho systému v bazalni ¢asti predniho
mozku, hipokampu a amygdale, to zplisobuje ztratu paméti a kognitivnich schopnosti

[33]. Inhibici AChE dochazi ke zpomaleni rozkladu ACh v synaptické Stérbiné.

IAChE lze rozdélit dle mechanismu ptlisobeni na ireverzibilni, pseudo-ireverzibilni
areverzibilni. Pri ireverzibilni inhibici dochazi ke tvorbé kovalentni vazby za vzniku

komplexu enzym-substrat, tato inhibice je dlouhodobd/nevratna. Pii inhibici
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pseudo-ireverzibilni dochazi ke kovalentni interakci enzymu a substratu. Tato
kovalentni vazba je vSak ¢asem hydrolyzovana a molekula substratu se stava znovu
pristupnou pro enzymatickou reakci. Reverzibilni inhibice je vratna, dochazi
k nekovalentni interakci substratu s enzymem a lze ji zvratit elevaci hladiny substratu.
Mezi revezibilni IAChE lze zaradit takrin, donepezil, mezi pseudo-ireverzibilni

rivastigmin. Ireverzibilni IAChE je naptiklad skupina organofosfatii [34].

Donepezil, rivastigmin a galantamin (Obrazek 5) jsou jedinymi 1é¢ivy na bazi IAChE,
které se pouzivaji v 1écbé AN. Tato 1éciva se pouzivaji u pacientli s mirnym az stiredné
tézkym priibéhem nemoci. Pouziti 1éCiv na bazi IAChE zlepSuje kognitivni projevy a

schopnost plnit kazdodenni tikony u pacientt trpicich AN [33].

O
LA
/O N /\TJ\O N
—0

donepezil rivastigmin galantamin

Obrazek 5: Zastupci z rodiny IAChE; donepezil, rivastigmin a galantamin.

2.4.2 Antagonisté NMDA receptoru

K prevenci vzniku excitotoxicity v neuronu lze pouZit antagonisty NMDA receptorii.
Schvalenym lé¢ivem pro stredné-tézka az tézka stadia nemoci je memantin
(Obrazek 6), ktery se muize pro lécbu pouZivat samostatné nebo v kombinaci s IAChE

[35].
NH,

Obrazek 6: Struktura memantinu.

Toto 1é¢ivo pfi zvySené hladiné glutamdatu plsobi neuroprotektivné. Je u¢innym

nekompetitivnim antagonistou NMDA receptort a blokuje tyto receptory. Memantin
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ma minimalni vliv na fyziologickou funkci synaptické transmise [30]. Kromé vlivu

na NMDA receptor ma také tlumici efekt na fosforylaci t proteinu [35].
2.4.3 Takrin

Prvnim schvalenym lé¢ivem na bazi IAChE pro 1é¢bu AN byl takrin (1; Obrazek 7).
Systematicky se jedna o 9-amino-1, 2, 3, 4-tetrahydroakridin. Poprvé byl 1 pripraven
Adrianem Albertem jakozto intravendzni antiseptikum pro 1é¢bu zranénych vojakt za
druhé svétové valky. Jako terapeutikum AN byl 1 schvalen Americkou agenturou FDA

roku 1993.

Obrazek 7: Struktura takrinu (1).

Takrin disponuje neselektivnim inhibi¢nim potencidlem viic¢i AChE a BuChE v
nanomolarnich koncentracich, vaze se do aktivniho mista enzymu. Také dobie
prostupuje pies hematoencefalickou bariéru [36]. Mimo inhibice AChE a BuChE funguje
také jako antagonista NMDA receptorti [6]. SniZuje oxidativni poskozeni tkani vyvolané
AB [36], tlumi sekreci sAPPf3 a naslednou produkci Af [7], apoptézu neuronti vyvolanou
peroxidem vodiku a snizuje tvorbu reaktivnich Kkyslikatych sloucenin. Ma také

schopnost tlumit fosforylaci t proteinu a ostatnich MAP [36].

Kviili neZadoucim a¢inkiim, jako jsou gastrointestinalni dyskomfort a hepatotoxicita,
neni mozné dale takrin pouzivat [37]. Definitivné byl staZzen z trhu vroce 2013. 1 je
metabolizovan v jatrech pomoci enzymu cytochromu P450 [7]. Z divodu
jeho nezadoucich ucinkd bylo pripraveno mnoho jeho derivati. Tyto derivaty
lze rozdélit do tfi skupin podle strukturnich rozdild. Jednd se o homodimerni,
heterodimerni a monotakrinové derivaty. Homodimery takrinu jsou symetrické latky
spojené ze dvou jednotek takrinu spojovacim fetézcem o rtizné délce. Heterodimerni

derivaty spojuji ve své strukture dvé rozdilné molekuly zpravidla za ucelem vzniku
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molekuly s multipotentni tc¢innosti. U monotakrinovych derivatli se méni zakladni
skelet 1é¢iva a dochazi k substituci funkénich skupin v riznych polohach zakladniho
skeletu [37]. Tato prace se vénuje syntéze monotakrinovych derivati se substituenty v

poloze C7 s rozdilnou cykloalifatickou ¢asti v zakladnim skeletu molekuly.
2.4.3.1 7-methoxytakrin

Poprvé byl 7-methoxytakrin (2; Obrazek 8) syntetizovan v Ceské republice
naprelomu 70. a 80. let 20. stoleti. Systematicky se jednda o nazev
9-amino-7-methoxy-1, 2, 3, 4-tetrahydroakridin. 2 vykazuje shodné jako parentni
takrin neselektivni nekompetitivni inhibi¢ni potencial vic¢i AChE a BuChE vcetné
antagonistickych tcinkti na NMDA receptory. Inhibi¢ni aktivita 2 na AChE a BuChE je
vSak oproti 1 priblizné tiicetkrat nizsi. [7]. Nicméné, ucCinnost 2 oproti 1 je mnohem
vyssi vii¢i NMDA receptortim typu GluN1/GluN2, GluN1/GIluN3 a jeho ucinek tak lze

oznacit za vice neuroprotektivni [6].

Rozdilna metabolizace 2 je pravdépodobné zodpoveédna za nizsi toxicitu, neZ majeho
parentni sloutenina 1. Metabolickou demethylaci vznikd hlavni metabolit
7-hydroxytakrin, ktery ma velmi podobné farmakologické ucinky jako 2. Nasledné

dochazi ke konjugaci s kyselinou glukoronovou, poté je metabolit vyloucen moci [37].

2 uspésné prosel prvni a druhou fazi klinického hodnoceni a byl doporucen
pro vstup do tieti faze. Z politickych i finan¢nich dlivodl v roce 1989 nebylo klinické
hodnoceni dokonceno. V ramci druhé faze klinického hodnoceni vSak tento derivat
prokazal mirné zlepSeni kratkodobé paméti i pri 1écbé tardivni dyskineze

a prefrontalniho syndromu [6].

Obrazek 8: Struktura 7-methoxytakrinu (2).
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2.4.3.2 7-fenoxytakrin

7-fenoxytakrin (3; Obrazek 9) je derivat 1 s fenoxy substituentem v poloze C7.
Systematicky se jedna o 9-amino-7-fenoxy-1, 2, 3, 4-tetrahydroakridin. Tento derivat
vykazuje antagonismus in vitro i in vivo na NMDA receptory. Vedle toho disponuje
inhibi¢nimi vlastnosti na AChE a BuChE. 3 je vice selektivnim GluN1/GluN2B NMDA
receptorovym antagonistou v porovnani s 2. 3 Ma potencidlni neuroprotektivni

vlastnosti [nepublikovana data].

NH2
SR0ee
~
N
3

Obrazek 9: Struktura 7-fenoxytakrinu (3).
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3 Cil prace

Cilem bakalarské prace byla syntéza série osmi latek obsahujici ve své strukture
molekulu modifikovaného takrinu. Aromaticky skelet byl v poloze C7 rozsifen o
substituovanou fenoxy skupinu methylem nebo chlorem. Dal$i zmény byly provadény
v cykloalifatické c¢asti takrinu; vramci této prace byly syntetizovany derivaty s
péticlennym 4-6 (Obrazek 10), Sesticlennym 7-8 (Obrazek 11) a sedmiclennym
cyklem 9-11 (Obrazek 12).

NH, NH, NH,
TCD LD OO
N/ N/ cl N/
4 5 6
Obrazek 10: Derivaty takrinu 4-6 s péticlennym cyklem v cykloalifatické ¢asti.
NH, NH,
N/ Cl N/
7 8
Obrazek 11: Derivaty takrinu 7-8 se Sesticlennym cyklem v cykloalifatické ¢asti.
NH, NH, NH,
spsegPeaceGlence®
N7 N” cl N7
9 10 11

Obrazek 12: Derivaty takrinu 9-11 se sedmiclennym cyklem v cykloalifatické casti.
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4 Vysledky a diskuze

4.1 Priprava produkti prvniho kroku syntézy

Prvnim krokem syntézy byla cyklokondenzalni reakce komercné dostupnych
vychozich latek, tento reakéni krok vychazel z Ullmannovy syntézy [38]. Postup
pripravy byl popsdan ve Schématu 1, reakce probihala nukleofilni adici
(adi¢né-eliminacnim mechanismem). Ve Schématu 2 byl popsan mechanismus syntézy

produktu 18, tento mechanismus byl shodny pro ostatni latky 19-25.

Primarni riizné substituovany amin 12-14 a ethyl 2-oxocykloalkankarboxylat 15-17
byly rozpusStény vtoluenu a do reakéni smési byl pridan katalyzator Kkyselina
p-toluensulfonova (PTSA), ve smési se vytvorilo kyselé prostiedi. Reakce probihala
24 h pri 150 °C. Ukonceni reakce bylo provedeno po kontrole pomoci tenkovrstvé
chromatografie (TLC). Po ukonceni reakce byl odpaten toluen a byl ptidan difenylether,
smés se zahrivala na 180-200 °C po dobu 15 minut. V tomto mezikroku syntézy bylo
nezbytné, aby nedoslo k pyrolyze meziproduktu delsim zahrivanim. Po ukonceni reakce
se smés zchladila na laboratorni teplotu a byla vysrazena heptanem. Nasledné se
vznikla sraZenina prefiltrovala pres fritu a byla nékolikrat promyta heptanem. Vysledné
produkty 18-25 byly preciStény flash chromatografii. Struktura produkti byla
stanovena metodou nukledrni magnetické rezonance (NMR) a hmotnostni

spektrometrii s vysokym rozliSenim (HRMS).

Vysledkem prvniho kroku syntézy byly latky 18-25, které se staly vychozimi latkami

vV

20 19 %, nejvyssi byla u latky 22 91%.
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Schéma 1: Jednotlivé vychozi latky prvniho kroku 12-17 reagujici za vzniku produktt 18-25.
Reak¢ni podminky: 1) PTSA (katalyzator), toluen, 150 °C, 24 h; II) difenylether, 180-200 °C,
15 min.
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Schéma 2: Mechanismus prvniho kroku reakce. Latka 12 reagovala nukleofilni adici s 15

(adi¢né-elimina¢nim mechanismem) za vzniku produktu 18.
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4.2 Priprava produkti druhého kroku syntézy

Druhym krokem syntézy byla priprava série produktti 26-33. Reakce je zndzornéna
ve Schématu 3. Ve Schématu 4 byl popsan mechanismus syntézy slouceniny 26, tento
mechanismus byl shodny pro ostatni produkty 27-33. Reakce probihala mechanismem

nukleofilni substituce.

Vychozi latky 18-25 byly prevedeny do 250 ml bariky, rozpustény v dichlormethanu
(DCM). Nasledné bylo za stalého chlazeni ptridavano chlorac¢ni c¢inidlo trichlorid
fosforylu (POCl3). Reakce je silné exotermni, proto byl POCl3 pridavan po malych
davkach. Smés se zahrala na 130 °C a reagovala pod zpétnym chladi¢em 1 h.
Nezreagovany POCI3 byl oddestilovan. Destila¢ni zbytek ¢erné barvy a sirupovitého
charakteru byl rozpusStén v DCM a preveden do ledové lazné s koncentrovanym
amoniakem (NHz) a dale 3 x vytfepavan v délici nalevce s DCM. Organické faze byly po
vytfepavani spojeny a vysuSeny bezvodym siranem sodnym (NazS04). Prisypavany
NazS04, mél nejdrive pevnou strukturu, nasledné se dalsim pridavkem struktura
zménila na praskovitou. To znacilo, Ze ve smési jiZ neni vodna faze a smés se mohla
zfiltrovat. Smés byla zfiltrovana. Vysledné produkty byly precistény flash
chromatografii. Struktura produktii byla stanovena pomoci NMR a HRMS.

Produkty druhého kroku syntézy 26-33 se staly vychozimi latkami pro treti krok

vV

nejvyssiu latky 32 95 %.
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Schéma 3: Jednotlivé vychozi latky druhého kroku 18-25 reagujici za vzniku produkti 26-33.
Reak¢ni podminky: I) POCl3, 130 °C, 1 h.
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Schéma 4: Mechanismus druhého kroku reakce. Latka 18 reagovala mechanismem nukleofilni

substituce za vzniku produktu 26.

4.3 Priprava finalnich produkti tiretiho kroku syntézy

Tretim krokem syntézy byla ptiprava osmi findlnich produktli. Reakce je znazornéna
ve Schématu 5. Ve Schématu 6 byl popsan mechanismus syntézy finalniho produktu
4, tento mechanismus byl shodny pro ostatni findlni produkty 5-11. Reakce probihala

nukleofilni substituci na aromatickém jadre (adi¢né-elimina¢nim mechanismem).

Vychozi latky 26-33 byly prevedeny do dvouhrdlé banky a rozpustény ve fenolu
pti teploté 80 °C. Poté byla teplota reakéni smési zvySena na 130 °C. Nasledné byla
reakéni smés probublavana 2 hodiny vyvijenym NH3 in situ reakci pevného hydroxidu
sodného (NaOH) a nasyceného roztoku chloridu amonného (NH4Cl). Smés v pribéhu
reakce ménila barvu na tmavé hnédou. Priibéh reakce byl kontrolovan pomoci TLC. Po
dokonceni reakce se smés vytiepavala mezi 2M NaOH a nasledné DCM. Reakci fenolu
s NaOH vznikal fenolat sodny, ktery byl extrahovan do vodné faze. Organicka faze byla
spojena a vysusena bezvodym Na;SO4, nasledné byl prefiltrovan. Produkty 4-11 byly
precistény flash chromatografii. Precisténé produkty byly rozpustény v MeOH a ke
smési byly prikapany dvé aZ tii kapky HCl. Smés se nechala michat 24 h ptilaboratorni

teploté. Poté bylo rozpoustédlo MeOH vakuové odpateno a ke vzniklé hydrochloridové
39



soli byl pfidan absolutni ethanol (EtOH). Findlni produkty byly pievedeny na siil

z divodu lepsi rozpustnosti. Struktura produkti byla stanovena pomoci NMR a HRMS.

vV

u latky 9 62 %.
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Schéma 5: Jednotlivé vychozi latky tretiho kroku 26-33 reagujici za vzniku finalnich produkti
4-11. Reaké¢ni podminky: 1) fenol, 130 °C; II) NH3 (g), 2 h; III) MeOH, HCI, 24 h, laboratorni

teplota.
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Schéma 6: Mechanismus tretiho kroku reakce. Latka 26 reagovala nukleofilni substituci

(adi¢né-eliminac¢nim mechanismem) za vzniku finalniho produktu 4.
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5 Experimentalni cast

VSechny chemikalie a rozpoustédla potifebné pro syntézu byly dodany firmou
Sigma-Aldrich (Ceska republika). Priibéh reakci byl kontrolovan pomoci TLC za pouZiti
tenkovrstvych chromatografickych desek Merck Silica gel 60 F254 zakoupenych od
firmy Merck (Némecko). Detekce byla provadéna pomoci UV detektoru pri vinové délce
254 nm. Teploty tani byly stanoveny na bodotavku Biichi B-545 bez korekce. Purifikace
jednotlivych intermediati a cilovych sloucenin byla provadéna pomoci flash

chromatografie na pristroji puriFlash 5.050.

'H a 13C spektra NMR byla stanovena pftilaboratorni teploté v deuterovaném
dimethylsulfoxidu (DMSO-ds) na NMR spektrometru Varian S500 (499,87 MHz pro H
a 125,71 MHz pro 13C) a Bruker Avance III (600 MHz pro'H a 151 MHz pro 13C).
Chemické posuny (8) protonti v 'H NMR a uhlikid v 13C NMR spektrech jsou uvadény v
jednotkach ppm. Referen¢nim standardem pro posun v 1H NMR spektrech byl centralni
pik DMSO-ds pti 6 = 2,50 ppm a pik CDCl3 pti & = 7,26 ppm. V 13C NMR spektrech byl
internim standardem pik DMSO-ds pti 6§ = 39,43 ppm a pik CDCl3 pti § = 77,00 ppm.
Interakéni konstanty (/) jsou uvedeny v Hz. Spinovd multiplicita signalti v 1H NMR
spektrech je vyjadiena jako bs (broad singlet), s (singlet), d (dublet),
dd (dublet dubletu) t (triplet) nebo m (multiplet).

Spektra HRMS byla ziskana elektrosprejovou ionizaci v pozitivnim moédu (ESI*/MS)
a selekci iontli pomoci trojitého quadrupdlu na pristroji Agilent 6470. Ziskana spektra
byla vyhodnocena prostrednictvim programu MassHunter Qualitative Analysis B.07.00

(Agilent Technologies, Santa Clara, USA).

43



5.1 Postup pripravy série pripravovanych latek

5.1.1 Prvni krok syntézy

Komerc¢né dostupny, riizné substituovany 4-fenoxyanilin (12-14; 1,0 eq), byl
navazen do 250 ml banky. Dale bylo do bariky pridano 50 ml toluenu a 0,1 g PTSA. Do
smési byl pridan ethyl 2-oxocykloalkankarboxylat (15-17; 1,1 eq). Bartika se smési byla
umisténa do olejové lazné a na ni byl nasazen Dean-Starkv nastavec se zpétnym
chladicem. Cyklokondenzacni reakce probihala 24 h pri teploté 150 °C. Po dokonceni
reakce bylo rozpoustédlo vakuové odpareno a do reakéni smési byl pridan difenylether
(10,0 eq). Reak¢ni smés byla zahtivana 15 minut pti 180-200 °C v kovovém bloku pod
Dean-Starkovym nastavcem se zpétnym chladi¢em. Po ukonceni reakce byla reaké¢ni
smés ochlazena na laboratorni teplotu, anasledné bylo pridano pfiblizné 30 ml
heptanu. Vznikla sraZenina se prefiltrovala za sniZzeného tlaku pres fritu. Vznikla
srazenina se trikrat promyla heptanem. Meziprodukt 18-25 byl ¢iStén pomoci flash

chromatografie za pouziti mobilni fize DCM/methanol (MeOH)/NH3 (20:1:0,1).
5.1.2 Druhy krok syntézy

Ke slouceniné (18-25; 1,0 eq) umisténé v 250 ml barice byl pomalu a za stalého
chlazeni pridavan POCIsz (7,8 eq). Nasledné se reakcni smeés zahrivala pod zpétnym
chladicem na 130 °C jednu hodinu. Nezreagovany POCI3 byl vakuové oddestilovan
adestilacni zbytek byl zredén DCM, pieveden do ledové lazné (150 ml)
s koncentrovanym roztokem NH3z (30 ml), a 3 x vytiepan v délici ndlevce s DCM (3 x
50 ml). Organicka faze byly spojeny, vysuSeny bezvodym NazS04, a Na2SO4 zfiltrovan.
Rozpoustédlo bylo odpateno za snizeného tlaku. Surovy meziprodukt 26-33 byl
precistén pomoci flash chromatografie za pouZiti mobilni faze petrolether/ethylacetat

(4:1).
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5.1.3 Treti krok syntézy

Intermediat (26-33; 1,0 eq) byl preveden do dvouhrdlé 100 ml bariky, rozpustén ve
fenolu (10,0 eq) pri 80 °C, poté byla teplota zvySena na 130 °C. Reak¢ni smés byla
probublavana plynnym NH3z vyvijenym in situ. Po dokonceni aminace byla smés
ochlazena na laboratorni teplotu a 3 x vytfepana mezi 2ZM NaOH (100 ml) a DCM (100
ml). Organicka faze byla vysuSena bezvodym Na;SO4, Na2SO4 byl odfiltrovan a zbytek
vakuové oddestilovan. Surovy produkt 4-11 byl dale precistén pomoci flash
chromatografie za pouZiti mobilni faze DCM/MeOH/NH3 (9:1:0,1). PreciSténé produkty
byly rozpustény v MeOH a ke smési byly prikapany dvé az tri kapky HCl. Smés se
nechala michat 24 h pri laboratorni teploté. Poté se rozpoustédlo MeOH vakuové

odparilo a vznikla siil se rozpustila v absolutnim EtOH.

5.2 Piehled meziproduktt

7-fenoxy-2, 3-dihydro-1H-cyklopenta[b]chinolin-9(4H)-on (18)
Produkt 18, hnéda krystalicka latka
Chemicky vzorec: C1gsH1sNO: 0
Molekulova hmotnost: 277,32 g/mol ©/O\©\)t>
Vytézek: 5,1 g (68 %) 5 M
Teplota tani: > 300,0 °C

1H NMR (500 MHz, DMSO-ds): 6 11.99 (bs, 1H), 7.57 - 7.50 (m, 2H), 7.43 - 7.35 (m,
3H), 7.18 - 7.13 (m, 1H), 7.05 - 7.01 (m, 2H), 2.96 (t, ] = 7.6 Hz, 2H), 2.66 (t, / = 7.3 Hz,
2H), 2.06 - 1.96 (m, 2H) ppm.

13C NMR (126 MHz, DMSO-d¢): 6 173.5, 157.0, 154.0, 152.4, 136.6, 130.3, 126.2,
123.7,123.5,120.3,119.1,118.9, 112.0, 31.9, 27.7, 21.6 ppm.

HRMS [M+H]*: Vypocitana hodnota pro [CisH16NO2]*: 278,1176; experimentalni
hodnota 278,1171.
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7-(4-methylfenoxy)-2, 3-dihydro-1H-cyklopenta[b]chinolin-9(4H)-on (19)
Produkt 19, hnéda krystalicka latka
Chemicky vzorec: C19H17NO> o 9
Molekulova hmotnost: 291,34 g/mol /©/ \©\)t>
Vytézek: 728 mg (50 %) 19 N
Teplota tani: > 300,0 °C

1H NMR (500 MHz, DMSO-d¢): 6 11.94 (bs, 1H), 7.52 (d,/ = 8.9 Hz, 1H), 7.45 (d, ] =
2.8 Hz, 1H), 7.35 (dd, J = 8.9, 2.9 Hz, 1H), 7.21 (d, ] = 8.1 Hz, 2H), 6.96 - 6.92 (m, 2H),
2.96 (t,J = 7.6 Hz, 2H), 2.65 (t, ]/ = 7.3 Hz, 2H), 2.30 (s, 3H), 2.06 - 1.97 (m, 2H) ppm.

13C NMR (126 MHz, DMSO0-ds): § 173.4, 154.5, 153.8, 153.1, 136.3, 133.0, 130.6,
126.1,123.1,120.1,119.2,119.0, 111.2, 31.9, 27.7, 21.6, 20.4 ppm.

HRMS [M+H]*: Vypocitana hodnota pro [C19H1sNOz]*: 292,1333; experimentalni
hodnota 292,1329.

7-(4-chlorofenoxy)-2, 3-dihydro-1H-cyklopenta[b]chinolin-9(4H)-on (20)
Produkt 20, hnéda krystalicka latka
Chemicky vzorec: C1gsH14CINO: o i
Molekulovd hmotnost: 311,76 g/mol C|/©/ \©\)Nji>
Vytézek: 268 mg (19 %) 20 "
Teplota tani: > 300,0 °C

1H NMR (500 MHz, DMSO-ds): 6 11.99 (bs, 1H), 7.57 - 7.53 (m, 2H), 7.46 - 7.42 (m,
2H), 7.07 - 7.03 (m, 2H), 7.01 - 6.97 (m, 1H), 2.97 (t, ]/ = 7.6 Hz, 2H), 2.66 (t, / = 7.3 Hz,
2H), 2.08 - 1.97 (m, 2H) ppm.

13C NMR (126 MHz, DMSO-d¢): § 173.4, 156.1, 154.1, 151.9, 136.9, 130.1, 1274,
126.2,123.5,120.4,119.2,118.8,112.5,31.9, 27.7,21.6 ppm.

HRMS [M+H]*: Vypocitand hodnota pro [CigsH15CINO2]*: 312,0786; experimentalni
hodnota 312,0781.
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7-(4-methylfenoxy)-1, 2, 3, 4-tetrahydroakridin-9(10H)-on (21)
Produkt 21, hnéda krystalicka latka
Chemicky vzorec: C20H19NO2 o i
Molekulova hmotnost: 305,37 g/mol /©/ \Cﬁ’\io
Vytézek: 652 mg (43 %) 21 M
Teplota tani: > 300,0 °C

1H NMR (500 MHz, DMSO-ds): § 11.40 (bs, 1H), 7.52 - 7.49 (m, 1H), 7.42 - 7.40 (m,
1H), 7.36 - 7.33 (m, 1H), 7.22 - 7.18 (m, 2H), 6.95 - 6.91 (m, 2H), 2.68 (t, ] = 6.3 Hz, 2H),
2.40 (t,] = 6.2 Hz, 2H), 2.29 (s, 3H), 1.76 - 1.64 (m, 4H) ppm.

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds): 6 175.4, 154.5, 152.7, 146.8, 135.5, 133.0, 130.6,
124.2,123.6,119.8,119.1,115.0,111.1, 27.3, 22.1, 21.9, 21.7, 20.5 ppm.

HRMS [M+H]*: Vypocitand hodnota pro [C20H20NOz]*: 306,1489; experimentalni
hodnota 306,1478.

7-(4-chlorofenoxy)-1, 2, 3, 4-tetrahydroakridin-9(10H)-on (22)
Produkt 22, hnéda krystalicka latka
Chemicky vzorec: C19H16CINO> o o
Molekulova hmotnost: 325,79 g/mol /©/ m
Vytézek: 1,3 g (91 %) ° 22 i
Teplota tani: > 300,0 °C

1H NMR (500 MHz, DMSO-ds): 6 11.44 (bs, 1H), 7.54 (d, /= 8.9 Hz, 1H), 7.50 (d, ] =
2.9 Hz, 1H), 7.43 (d,] = 8.3 Hz, 2H), 7.38 (dd, ] = 9.0, 3.0 Hz, 1H), 7.04 (d, / = 8.4 Hz, 2H),
2.73 - 2.64 (m, 2H), 2.44 - 2.36 (m, 2H), 1.77 - 1.67 (m, 4H) ppm.

13C NMR (126 MHz, DMSO-d¢): 6 175.3, 156.1, 151.6, 147.0, 136.0, 130.1, 127.4,
124.2,124.0,120.4,120.0,115.2,112.4, 27.3, 22.0,21.9, 21.7 ppm.

HRMS [M+H]*: Vypocitand hodnota pro [C19H17CINO2]*: 326,0943; experimentalni
hodnota 326,0938.
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2-fenoxy-7, 8, 9, 10-tetrahydro-5H-cyklohepta[b]chinolin-11(6H)-on (23)
Produkt 23, hnéda krystalicka latka
Chemicky vzorec: C2o0H19NO2 o i
Molekulova hmotnost: 305,37 g/mol ©/ m
Vytézek: 6,1 g (74 %) 23 i
Teplota tani: > 300,0 °C

1H NMR (500 MHz, DMSO-d¢): 6 11.49 (bs, 1H), 7.55 (d,/ = 8.9 Hz, 1H), 7.48 (d, ] =
29 Hz, 1H),7.41 - 7.38 (m, 2H), 7.18 - 7.14 (m, 1H), 7.05 - 7.02 (m, 2H), 7.01 - 6.99 (m,
1H), 2.85 - 2.80 (m, 2H), 2.77 - 2.72 (m, 2H), 1.81 - 1.77 (m, 2H), 1.69 - 1.63 (m, 2H),
1.47 - 1.40 (m, 2H) ppm.

13C NMR (126 MHz, DMSO-d¢): 6 174.2, 157.0, 154.2, 147.5, 137.6, 133.8, 129.6,
124.5,123.4,122.0,121.8,118.9, 111.5, 32.0, 31.5, 26.5, 25.5, 24.6 ppm.

HRMS [M+H]*: Vypocitand hodnota pro [C20H20NOz]*: 306,1489; experimentalni
hodnota 306,1475.

2-(4-methylfenoxy)-7, 8, 9, 10-tetrahydro-5H-cyklohepta[b]chinolin-11(6H)-on
(24)
Produkt 24, hnéda krystalicka latka 0
Chemicky vzorec: C21H21NO: /©/O\©\)J\/’©
Molekulova hmotnost: 319,40 g/mol 04 H
Vytézek: 1,2 g (74 %)
Teplota tani: > 300,0 °C

1H NMR (500 MHz, DMSO-ds): 6 11.47 (bs, 1H), 7.52 (d, /= 8.9 Hz, 1H), 7.42 (d, ] =
2.8 Hz, 1H), 7.36 - 7.33 (m, 1H), 7.20 (d, / = 8.2 Hz, 2H), 6.95 - 6.92 (m, 2H), 2.83 - 2.79
(m, 2H), 2.76 - 2.71 (m, 2H), 2.30 (s, 3H), 1.80 - 1.75 (m, 2H), 1.67 - 1.62 (m, 2H), 1.45
-1.39 (m, 2H) ppm.

13C NMR (126 MHz, DMSO-d¢): § 174.2, 154.5, 153.2, 152.9, 134.9, 133.0, 130.6,
124.5,123.4,120.1,120.1,119.1, 111.6, 33.7, 32.0, 27.4, 26.0, 23.2, 20.4 ppm.

HRMS [M+H]*: Vypocitana hodnota pro [C21H22NOz]*: 320,1646; experimentalni
hodnota 320,1634.
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2-(4-chlorofenoxy)-7, 8, 9, 10-tetrahydro-5H-cyklohepta[b]chinolin-11(6H)-on
(25)
Produkt 25, hnéda krystalicka latka 0
Chemicky vzorec: C2oH1sCINO2 O\©\)‘t©
Molekulova hmotnost: 339,82 g/mol C|/©/ N |
Vytézek: 441 mg (29 %) 25 "
Teplota tani: > 300,0 °C

1H NMR (500 MHz, DMSO-ds): 6 11.51 (bs, 1H), 7.55 (d, /= 8.9 Hz, 1H), 7.51 (d, ] =
2.8 Hz, 1H), 7.45 - 7.41 (m, 2H), 7.40 - 7.36 (m, 1H), 7.07 - 7.03 (m, 2H), 2.85 - 2.80 (m,
2H), 2.77 - 2.72 (m, 2H), 1.82 - 1.75 (m, 2H), 1.69 - 1.61 (m, 2H), 1.46 - 1.39 (m, 2H)
ppm.

13C NMR (126 MHz, DMSO-d¢): 6 174.1, 156.1, 153.1, 152.0, 135.5, 130.2, 130.1,
127.4,124.6,123.8,120.4,120.2,112.9, 33.8,32.0, 27.3, 26.0, 23.2 ppm.

HRMS [M+H]*: Vypocitana hodnota pro [C20H19CINO2]*: 340,1099; experimentalni
hodnota 340,1089.

9-chloro-7-fenoxy-2, 3-dihydro-1H-cyklopenta[b]chinolin (26)
Produkt 26, Zluty viskdzni olej o
Chemicky vzorec: C1sH14CINO 0 N
Molekulova hmotnost: 295,76 g/mol ©/ \©\)NI>
Vytszek: 3,7 g (74 %) 26

1H NMR (500 MHz, CDCI3-d): 6§ 8.00 (d, /= 9.1 Hz, 1H), 7.66 (d,] = 2.7 Hz, 1H), 7.44
-7.36 (m,3H),7.19 - 7.15 (m, 1H), 7.11 - 7.07 (m, 2H), 3.22 (t,/ = 7.7 Hz, 2H), 3.15 (t,]
= 7.5 Hz, 2H), 2.29 - 2.19 (m, 2H) ppm.

13C NMR (126 MHz, CDCl3-d): § 166.2, 156.8, 155.5, 145.3, 136.5, 134.5, 130.8,
129.9,126.3,123.8,122.5,119.1, 110.2, 35.3, 30.5, 22.7 ppm.

HRMS [M+H]*: Vypocitana hodnota pro [CigH1sCINO]*: 296,0837; experimentalni
hodnota 296,0829.
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9-chloro-7-(4-methylfenoxy)-2, 3-dihydro-1H-cyklopenta[b]chinolin (27)
Produkt 27, Zluty viskézni olej Cl
Chemicky vzorec: C19H16CINO /©/O\©\)j\:>
Molekulova hmotnost: 309,79 g/mol N”
Vytések: 237 mg (32 %) 27

1H NMR (500 MHz, DMSO-d¢): 6 7.97 (d,/=9.1 Hz, 1H), 7.46 (dd, /= 9.1, 2.7 Hz, 1H),
7.37 (d,J= 2.7 Hz, 1H), 7.27 - 7.23 (m, 2H), 7.06 - 7.02 (m, 2H), 3.09 (t, / = 7.7 Hz, 2H),
3.04 (t,/ = 7.4 Hz, 2H), 2.32 (s, 3H), 2.18 - 2.08 (m, 2H) ppm.

13C NMR (126 MHz, DMSO0-ds): § 166.2, 156.1, 153.5, 144.7, 134.9, 134.6, 133.8,
131.1,130.8,125.5,122.1,119.7, 107.9, 34.7, 30.1, 22.4, 20.5 ppm.

HRMS [M+H]*: Vypocitana hodnota pro [Ci9H17CINO]*: 310,0994; experimentalni
hodnota 310,0988.

9-chloro-7-(4-chlorofenoxy)-2, 3-dihydro-1H-cyklopenta[b]chinolin (28)
Produkt 28, Zluty viskdzni olej ol
Chemicky vzorec: C1gH13CI2NO O\©\)ji>
Molekulova hmotnost: 330,21 g/mol CI/©/ N7
Vytések: 353 mg (56 %) 28

1H NMR (500 MHz, DMSO-de¢): 6 8.03 (d, / = 9.0 Hz, 1H), 7.54 - 7.48 (m, 4H), 7.19 -
7.15 (m, 2H), 3.15 - 3.08 (m, 4H), 2.22 - 2.12 (m, 2H) ppm.

13C NMR (126 MHz, DMSO-d¢): § 166.8, 155.1, 145.1, 135.1, 134.9, 131.4, 130.3,
129.9,128.2,125.6,122.5,121.2,109.3, 34.8, 30.2, 22.4 ppm.

HRMS [M+H]*: Vypocitand hodnota pro [Ci1sH14Cl2NO]J*: 330,0447; experimentalni
hodnota 330,0434.
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9-chloro-7-(4-methylfenoxy)-1, 2, 3, 4-tetrahydroakridin (29)
Produkt 29, Zluty viskézni olej cl
Chemicky vzorec: C20H1sCINO /@/O\m
Molekulova hmotnost: 323,82 g/mol N7
Vytézek: 530 mg (79 %) 29

1H NMR (500 MHz, Chloroform-d): § 7.94 (d,] = 9.1 Hz, 1H), 7.61 (d, ] = 2.7 Hz, 1H),
7.40 (dd,J=9.1,2.7 Hz, 1H), 7.21 - 7.17 (m, 2H), 7.02 - 6.98 (m, 2H), 3.11 (t,/ = 6.1 Hz,
2H), 2.99 (t,] = 6.2 Hz, 2H), 2.37 (s, 3H), 1.97 - 1.92 (m, 4H) ppm.

13C NMR (126 MHz, Chloroform-d): § 157.8, 156.1, 154.2, 143.4, 140.3, 133.5,
130.6,130.4,129.2,126.3,122.6,119.3,109.2, 34.0, 27.5, 22.7, 22.6, 20.7 ppm.

HRMS [M+H]*: Vypocitana hodnota pro [C20H19CINO]*: 324,1150; experimentalni
hodnota 324,1143.

9-chloro-7-(4-chlorofenoxy)-1, 2, 3, 4-tetrahydroakridin (30)
Produkt 30, Zluty viskdzni olej cl
Chemicky vzorec: C19H15C12NO /@/O\Q\)\/O
Molekulova hmotnost: 344,23 g/mol cl N7
Vytézek: 1,1 g (59 %) %

1H NMR (500 MHz, Chloroform-d): 6 7.97 (d, /= 9.1 Hz, 1H), 7.63 (d, ] = 2.7 Hz, 1H),
7.39 (dd,J =9.1, 2.7 Hz, 1H), 7.36 - 7.32 (m, 2H), 7.04 - 7.00 (m, 2H), 3.11 (t,/ = 6.2 Hz,
2H), 3.00 (t,/ = 6.3 Hz, 2H), 1.97 - 1.93 (m, 4H) ppm.

13C NMR (126 MHz, Chloroform-d): § 158.4, 155.4, 155.1, 143.6, 140.4, 130.9,
129.9,129.4,1289,126.3,122.7,120.4, 110.2, 34.0, 27.6, 22.6, 22.6 ppm.

HRMS [M+H]*: Vypocitand hodnota pro [C19H16Cl2NO]*: 344,0604; experimentalni
hodnota 344,0602.
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11-chloro-2-fenoxy-7, 8, 9, 10-tetrahydro-6H-cyklohepta[b]chinolin (31)
Produkt 31, Zluty viskdzni olej cl
Chemicky vzorec: C2oH1sCINO @O\d\/@
Molekulova hmotnost: 323,82 g/mol N”
Vytézek: 5,1 g (81 %) 31

1H NMR (500 MHz, Chloroform-d): 6 7.97 (d, /= 9.0 Hz, 1H), 7.68 (d, ] = 2.7 Hz, 1H),
7.43 - 7.37 (m,3H), 7.20 - 7.15 (m, 1H), 7.12 - 7.07 (m, 2H), 3.25 - 3.19 (m, 5H), 1.94 -
1.86 (m, 3H), 1.86 - 1.78 (m, 2H), 1.78 - 1.71 (m, 2H) ppm.

13C NMR (126 MHz, Chloroform-d): 6 163.4, 156.8, 155.7, 143.2, 138.7, 134.3,
130.9,129.9,126.5,123.8,122.6,119.1,111.2, 40.1, 31.8, 30.4, 27.4, 26.9 ppm.

HRMS [M+H]*: Vypocitana hodnota pro [C20H19CINO]*: 324,1150; experimentalni
hodnota 324,1145.

11-chloro-2-(4-methylfenoxy)-7, 8, 9, 10-tetrahydro-6 H-cyklohepta[b]chinolin
(32)
Produkt 32, Zluty viskézni olej cl
Chemicky vzorec: C21H20CINO /©/o\©\)\/©
Molekulova hmotnost: 337,84 g/mol 32 N
Vytézek: 1,2 g (95 %)

1H NMR (500 MHz, Chloroform-d): 6 7.95 (d, /= 9.0 Hz, 1H), 7.64 (d, ] = 2.7 Hz, 1H),
7.40 (dd,J=9.1, 2.7 Hz, 1H), 7.19 (d, ] = 8.2 Hz, 2H), 7.02 - 6.97 (m, 2H), 3.25 - 3.18 (m,
4H), 2.38 (s, 3H), 1.92 - 1.88 (m, 2H), 1.84 - 1.78 (m, 2H), 1.75 - 1.73 (m, 2H) ppm.

13C NMR (126 MHz, Chloroform-d): § 163.2, 156.3, 154.3, 143.0, 138.7, 134.3,
133.5,130.7,130.4,126.4,122.3,119.3,110.4, 40.1, 31.8, 30.4, 27.4, 26.9, 20.8 ppm.

HRMS [M+H]*: Vypocitana hodnota pro [C21H21CINO]*: 338,1307; experimentalni
hodnota 338,1301.
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11-chloro-2-(4-chlorofenoxy)-7, 8, 9, 10-tetrahydro-6H-cyklohepta[b]chinolin
(33)
Produkt 33, Zluty viskdzni olej Cl
Chemicky vzorec: C20H17CI2NO /@Om
Molekulova hmotnost: 358,26 g/mol cl 33 N
Vytézek: 396 mg (24 %)

1H NMR (500 MHz, DMSO-ds): § 8.01 - 7.98 (m, 1H), 7.53 - 7.47 (m, 4H), 7.19 - 7.14
(m, 2H), 3.20 - 3.14 (m, 4H), 1.88 - 1.79 (m, 2H), 1.70 - 1.64 (m, 4H) ppm.

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds): 6 163.7, 155.4, 155.2, 143.0, 137.4, 134.6, 131.5,
130.3,128.2,125.7,122.8,121.1,110.2, 31.2, 29.9, 27.2, 26.6 ppm.

HRMS [M+H]*: Vypocitana hodnota pro [C20H18Cl2NO]*: 358,0760; experimentalni
hodnota 358,0754.

5.3 Prehled finalnich produktt

7-fenoxy-2, 3, 9, 9a-tetrahydro-1H-cyklopenta[b]chinolin-9-amin hydrochlorid
4)
Produkt 4, hnéda krystalicka latka NH,
Chemicky vzorec: C1gH16N20 . HCI @Om
Molekulova hmotnost: 312,79 g/mol 4 N HCI
Vytézek: 1,7 g (50 %)
Teplota tani: 273,9 °C (rozklad slouceniny)

1H NMR (600 MHz, DMSO-ds): 6 14.66 (s, 1H), 8.71 (s, 1H), 8.24 - 8.12 (m, 1H), 8.00
-7.95 (m, 1H), 7.56 - 7.52 (m, 1H), 7.40 - 7.36 (m, 2H), 7.16 - 7.12 (m, 1H), 7.03 - 7.00
(m, 2H), 3.16 - 3.12 (m, 2H), 2.83 (t,/ = 7.4 Hz, 2H), 2.20 - 2.13 (m, 2H) ppm.

13C NMR (151 MHz, DMSO-d¢): 6 158.8, 157.4, 154.1, 153.2, 135.5, 130.8, 126.0,
124.2,122.4,118.7,117.4,115.4,112.7,32.1, 28.4, 22.5 ppm.

HRMS [M+H]*: Vypocitana hodnota pro [CisH17N20]*: 277,1336; experimentalni
hodnota 277,1337.
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7-(4-methylfenoxy)-2, 3-dihydro-1H-cyklopenta[b]chinolin-9-amin
hydrochlorid (5)
Produkt 5, ¢erna krystalicka latka NH,
Chemicky vzorec: C19H1gN20 . HCI /@Om
Molekulova hmotnost: 326,82 g/mol . N ha
Vytézek: 20 mg (9 %)
Teplota tani: 292,7 °C (rozklad slouceniny)

1H NMR (600 MHz, DMSO0-ds): 6 7.92 (d,] = 2.6 Hz, 1H), 7.76 (d,] = 9.1 Hz, 1H), 7.32
(dd,] =9.1,2.6 Hz, 1H), 7.30 (s, 2H), 7.17 - 7.13 (m, 2H), 6.90 - 6.85 (m, 2H), 2.98 (t, ] =
7.7 Hz, 2H), 2.79 (t,] = 7.3 Hz, 2H), 2.25 (s, 3H), 2.14 - 2.03 (m, 2H) ppm.

13CNMR (151 MHz, DMSO-d¢): d 6) 6 162.7,155.6,153.3,149.5,132.8,130.9, 129.9,
126.7,123.7,118.4,115.8,114.7, 111.6, 33.6, 28.2, 22.7, 20.8 ppm.

HRMS [M+H]*: Vypocitana hodnota pro [Ci9H19N20]*: 291,1492; experimentalni
hodnota 291,1512.

7-(4-chlorofenoxy)-2, 3-dihydro-1H-cyklopenta[b]chinolin-9-amin hydrochlorid
(6)
Produkt 6, hnéda krystalicka latka NH,
Chemicky vzorec: C1gH15CIN20 . HCI /©/O\©\)ﬁi>
Molekulova hmotnost: 347,24 g/mol Cl N7 HCl
VytéZzek: 113 mg (36 %) °
Teplota tani: 281,5 °C (rozklad slouceniny)

1H NMR (500 MHz, DMSO-ds): 6 7.86 (d,/ = 2.7 Hz, 1H), 7.72 (d, ] = 9.0 Hz, 1H), 7.42
-7.38 (m, 2H), 7.25 (dd, ] = 9.0, 2.7 Hz, 1H), 7.01 - 6.97 (m, 2H), 6.38 (s, 2H), 2.89 (t,] =
7.7 Hz, 2H), 2.80 (t, / = 7.3 Hz, 2H), 2.10 - 2.00 (m, 2H) ppm.

13C NMR (126 MHz, DMSO-d¢): 6 166.2, 157.1, 150.9, 145.9, 145.9, 130.5, 129.9,
126.6,121.7,119.1,118.3,113.9, 111.5, 34.6, 27.8, 22.4 ppm.

HRMS [M+H]*: Vypocitana hodnota pro [C1g8H16CIN20]*: 311,0946; experimentalni
hodnota 311,0940.
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7-(4-methylfenoxy)-1, 2, 3, 4-tetrahydroakridin-9-amin hydrochlorid (7)
Produkt 7, hnéda krystalicka latka
Chemicky vzorec: CzoHzoN20 . HCl o I
Molekulova hmotnost: 340,85 g/mol /©/ \CKN)O
Vytézek: 80 mg (13 %) 7 net
Teplota tani: 268,5 °C (rozklad slouceniny)

1H NMR (500 MHz, DMSO-d¢): § 7.86 (d, ] = 2.5 Hz, 1H), 7.67 - 7.64 (m, 1H), 7.19 (s,
1H), 7.16 (d,] = 8.3 Hz, 2H), 6.89 - 6.85 (m, 2H), 6.34 (s, 2H), 2.82 (t,] = 6.0 Hz, 2H), 2.54
(t,] = 6.1 Hz, 2H), 2.27 (s, 3H), 1.83 - 1.78 (m, 4H) ppm.

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds): 6 156.4, 155.8, 151.6, 148.1, 143.2, 131.8, 130.4,
129.8,122.0,117.6,117.6,110.8, 109.3, 33.4, 23.8, 22.7, 22.7, 20.4 ppm.

HRMS [M+H]*: Vypocitana hodnota pro [C20H21N20]*: 305,1649; experimentalni
hodnota 305,1649.

7-(4-chlorofenoxy)-1, 2, 3, 4-tetrahydroakridin-9-amin hydrochlorid (8)
Produkt 8, hnéda krystalicka latka
Chemicky vzorec: C19H17CIN20 . HCI o Nl\H ’
Molekulovd hmotnost: 361,27 g/mol C|/©/ N7
V§tézek: 556 mg (58 %) 8 Hel
Teplota tani: 296,5 °C (rozklad slouceniny)

1H NMR (500 MHz, DMSO-ds): 6 7.90 (d,/ = 2.6 Hz, 1H), 7.69 (d, ] = 9.0 Hz, 1H), 7.42
-7.37 (m, 2H), 7.27 - 7.23 (m, 1H), 7.01 - 6.97 (m, 2H), 6.35 (s, 2H), 2.82 (t, ] = 6.0 Hz,
2H), 2.54 (t,] = 6.1 Hz, 2H), 1.86 - 1.75 (m, 4H) ppm.

13C NMR (126 MHz, DMSO-d¢): 6 157.1, 156.9, 150.8, 148.1, 143.6, 130.2, 129.9,
126.6,122.1,119.2,117.6,111.3,109.4, 33.4, 23.8, 22.8, 22.7 ppm.

HRMS [M+H]*: Vypocitana hodnota pro [Ci19H18CIN20]*: 325,1103; experimentalni
hodnota 325,1097.
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2-fenoxy-7, 8, 9, 10-tetrahydro-6H-cyklohepta|[b]chinolin-11-amin hydrochlorid
9)
Produkt 9, bila krystalicka latka NH,
Sumarni vzorec: C20H20N20 . HCI ©/O\©\)j©
Molekulova hmotnost: 340,85 g/mol 9 N HCI
Vytézek:1,5 g (62 %)
Teplota tani: 292,8 °C (rozklad slouceniny)

1H NMR (500 MHz, DMSO-d¢): § 7.90 (d, ] = 2.6 Hz, 1H), 7.71 (d, ] = 9.0 Hz, 1H), 7.38
- 7.33 (m, 2H), 7.24 (dd, J = 9.0, 2.5 Hz, 1H), 7.11 - 7.06 (m, 1H), 6.99 - 6.96 (m, 2H),
6.39 (s, 2H), 3.01 - 2.95 (m, 2H), 2.83 - 2.76 (m, 2H), 1.83 - 1.76 (m, 2H), 1.66 - 1.60
(m, 2H), 1.59 - 1.52 (m, 2H) ppm.

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds): 6 163.5, 158.5, 151.9, 147.4, 143.2, 130.4, 130.3,
123.1,122.4,118.9,117.7,114.9,112.3,39.2,32.1, 28.1, 27.1, 25.8 ppm.

HRMS [M+H]*: Vypocitana hodnota pro [C20H2:1N20]*: 305,1649; experimentalni
hodnota 305,1643.

2-(4-methylfenoxy)-7, 8, 9, 10-tetrahydro-6H-cyklohepta[b]chinolin-11-amin
hydrochlorid (10)
Produkt 10, Seda krystalicka latka NH,
Sumarni vzorec: C21H22N0 . HCI Qom
Molekulova hmotnost: 354,88 g/mol N" Hel
VytéZzek: 382 mg (28 %) 10
Teplota tani: 310,7 °C (rozklad slouceniny)

1H NMR (500 MHz, DMSO-ds): 6 7.83 (d,/ = 2.6 Hz, 1H), 7.67 (d, ] = 9.1 Hz, 1H), 7.19
(dd,J=9.0, 2.5 Hz, 1H), 7.15 (d, ] = 8.3 Hz, 2H), 6.89 - 6.85 (m, 2H), 6.31 (s, 2H), 2.99 -
2.94 (m, 2H), 2.81 - 2.76 (m, 2H), 2.27 (s, 3H), 1.83 - 1.75 (m, 2H), 1.66 - 1.59 (m, 2H),
1.58 - 1.52 (m, 2H) ppm.

13C NMR (126 MHz, DMSO-d¢): 6 163.1, 155.8, 152.1, 146.8, 143.0, 131.9, 130.4,
130.1,121.7,118.6,117.7,114.6,111.3, 31.8, 27.8, 26.9, 25.5, 20.4 ppm.

HRMS [M+H]*: Vypocitana hodnota pro [C21H23N20]*: 319,1805; experimentalni

hodnota 319,1798.
56



2-(4-chlorofenoxy)-7, 8, 9, 10-tetrahydro-6H-cyklohepta[b]chinolin-11-amin
hydrochlorid (11)
Produkt 11, hnéda krystalicka latka NH,
Sumarni vzorec: C20H19CIN20 . HCI O N
Molekulova hmotnost: 375,29 g/mol CI/©/ \Q\)N:@HCI
Vytézek: 101 mg (51 %) i
Bod tani: 298,5 °C (rozklad slouceniny)
1H NMR (600 MHz, DMSO0-d¢): 6 8.11 (d, /= 2.5 Hz, 1H), 7.96 (d,/ = 9.1 Hz, 1H), 7.61
(dd, J = 9.1, 2.5 Hz, 1H), 7.46 - 7.42 (m, 2H), 7.08 - 7.05 (m, 2H), 3.12 - 3.09 (m, 2H),
2.86 - 2.82 (m, 2H), 1.83 - 1.79 (m, 2H), 1.71 - 1.66 (m, 2H), 1.57 - 1.50 (m, 2H) ppm.
13C NMR (151 MHz, DMSO-ds): 6 157.9, 156.1, 154.4, 154.3, 133.9, 130.6, 128.3,
126.4,122.6,120.4,117.3,115.0,112.3, 33.7,31.3, 26.5, 25.8, 24.9 ppm.

HRMS [M+H]*: Vypocitana hodnota pro [C20H20CIN20]*: 339,1259; experimentalni
hodnota 339,1254.
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6 Zaver

Predkladana prace shrnuje aktudlni informace o AN. Detailnéji byly popsany
hypotézy vzniku a progrese AN jako jsou amyloidni, T proteinova, mitochondrialni,
cholinergni a glutdmatergni teorie. V neposledni fadé byla popsana AN z pohledu

soucasné lécby.

Cilem prace byla syntéza série sloucenin pribuznych k molekule 7-fenoxytakrinu.
Jednalo se o slouceniny derivatizované v poloze C7 fenoxy skupinou, ktera dale byla
substituovana v poloze C4. Dale Ize skupinu findlnich produktt rozdélit na slouceniny
s péticlennou cykloalifatickou ¢asti 4-6, se Sesticlennou cykloalifatickou c¢asti 7-8 a se
sedmiclennou cykloalifatickou ¢asti 9-11. U jednotlivych krokl syntézy byly popsany
mechanismy reakci. Prvni krok probihal nukleofilni adici, druhy krok probihal

nukleofilni substituci a treti krok probihal nukleofilni substituci na aromatickém jadre.

Identita struktur byla potvrzena pomoci metod NMR a HRMS, k charakterizaci byla
rovnéZz stanovena teplota tani. Pri stanovovani bodu tani produktii prevedenych na stil
dochazelo krozkladu latek. U vyslednych findlnich produktli bude dale biologicky
testovana inhibice AChE a BuChE. Dale se bude ovétovat jejich cytotoxicita a vliv téchto

derivati na NMDA receptory. Biologické testovani nebylo soucasti prace.
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