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V ramci této disertacni prace byla vypracovdna reSerSe shrnujici sou¢asné poznatky o
schizofrenii, jeji etiologii, patofyziologii, Ié¢bé, o dopaminovych receptorech typu 2 (D2R) a
serotoninovych receptorech typu 3 (5-HT3R). Na zakladé dostupné literatury bylo potvrzeno,
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byly predikovany fyzikdlné chemické vlastnosti a nasledné byly tyto slouéeniny pfipraveny. U
jedné série molekul byly experimentdlné zjistény jejich afinity k vybranym cilovym D; a 5-HT3;

receptorlim. U dalsi série molekul byly experimentalné zjistény jejich afinity k D2R.
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As part of this dissertation, a literature review was prepared summarizing current
knowledge about schizophrenia, its etiology, pathophysiology, treatment, dopamine
receptors type 2 (D2R) and serotonin receptors type 3 (5-HT3R). Based on the available
literature, it was confirmed that the mentioned receptors represent suitable biological targets

for the development of new antipsychotic drugs.

As part of the experimental work, a total of 4 new series of molecules were designed,
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Seznam pouzitych zkratek

1,4-DAP 1,4-disubstituovany aromaticky piperazin nebo piperidin

5-HT1aR serotoninovy receptor typu 1A

5-HT24R serotoninovy receptor typu 2A

5-HT3R serotoninovy receptor typu 3

5-HT;7R serotoninovy receptor typu 7

Asp kyselina asparagova

Boc chrénici skupina tert-butyloxykarbonyl

CADD techniky pocitacové podporovaného navrhovani novych léciv; anglicky

computer-aided drug discovery

cAMP cyklicky adenosinmonofosfat
CDI 1,1"-karbonyldiimidazol

CHO bunky buriky vajec¢nikl ¢inského krecka; anglicky chinese hamster ovary cells
CcTv chromatografie na tenké vrstvé
Cys cystein

DiR dopaminovy receptor typu 1
D2iR dlouha varianta D2R

D2R dopaminovy receptor typu 2
D2sR kratka varianta D2R

DsR dopaminovy receptor typu 3
D4R dopaminovy receptor typu 4
DA dopamin

DCM dichlormethan

DIPEA N,N-diisopropylethylamin



DMF

DMSO

E1-E3

ECso

EDC

EtOAC

EtOH

GABA

Gai/o

Glu

GPCR

HBA

HBD

HEB

HEK293

HOBt

HPLC

HRMS

12-13

ICs0

iPrOH

N,N-dimethylformamid

dimethylsulfoxid

extracelularni smycky 1-3

polovina maximalni ucinné koncentrace
1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid

ethylacetat

ethanol

kyselina gama-aminomaselnd

Gi alpha podjednotka

glutamat

receptor sprazeny s G proteinem; anglicky G protein-coupled receptor
akceptor vodikové vazby; anglicky hydrogen bond akceptor
donor vodikové vazby; anglicky hydrogen bond donor
hematoencefalicka bariéra

lidskd bunécni linie odvozena z embryonalnich bunék ledvin; anglicky

human embryonic kidney 293 cells
1-hydroxybenzotriazol

vysokoucinna kapalinova chromatografie; anglicky highperformance

liquid chromatography

vysoko-rozlisujici hmotnostni spektrometrie; anglicky high-resolution

mass spectrometry
intracelularni smycky 2-3
Polovi¢éni maximalni inhibi¢ni koncentrace

isopropanol



Ko
Ki

LC-MS

log D

log P

MeCN

MeOH

MS

MTDLs

MWHBN

n.a.
NAc
NMDA
NMP
NMR
Pd/C
PEG-400
PFC

PKa

rovnovazna disociacni konstanta pro kompetitivniho antagonistu
inhibi¢ni konstanta

kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii; anglicky liquid

chromatography-mass spektrometry

distribucni koeficient

rozdélovaci koeficient

laboratorni teplota

acetonitril

methanol

mesyl

hmotnostni spektrometrie; anglicky mass spectrometry

ligandy zamérené na vice cild; anglicky multitarget-directed ligands
molekulova hmotnost; anglicky molecular weight

deskriptor obsahujici molekulovou hmotnost, donory vodikové vazby a

akceptory vodikové vazby

zadna afinita; anglicky no affinity

Nucleus accumbens; soucast bazalnich ganglii koncového mozku
N-methyl-D-aspartatovy

N-methyl-2-pyrrolidon

nuklearni magneticka rezonance

palladium na aktivnim uhli

polyethylenglykol 400

prefrontalni kortex; predni ¢ast celniho laloku mozkové kiry

zaporny dekadicky logaritmus disociaéni konstanty pro kyselinu
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PKs
pKi
ppm
PTSA

QSAR

Ra-Ni
RNA
RVO

SAR

TEA
TFA
THF

TPSA

VTA

zaporny dekadicky logaritmus disociacni konstanty pro zasady
zaporny dekadicky logaritmus inhibi¢ni konstanty

parts per milion

para-toluensulfonova kyselina

kvantitativni vztahy mezi strukturou a aktivitou; anglicky quantitative

structure-activity relationship
RaneyUyv nikl

ribonukleova kyselina

rotacni vakuova odparka

vztah mezi chemickou strukturou a biologickou aktivitou; anglicky

structure-activity relationship
triethylamin

kyselina trifluoroctova
tetrahydrofuran

soucet povrchu nad polarnimi atomy; anglicky topological polar

surface area

ventralni tegmentalni oblast; centrum mezokortikolimbického okruhu
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1 Uvod

Pfedkladand disertacni prace shrnuje vysledky dosazené v oblasti vyzkumu a vyvoje
multipotentnich slou¢enin s moznou implikaci pro lécbu schizofrenie. Prace je zamérena
zejména na navrh a syntézu ligand( ovliviiujici D; a 5-HTs receptory. Z téchto dlvodu je Uvodni
¢ast vénovana obecnym poznatkiim o nemoci, D2R, 5-HT3R, jejich roli v 1é¢bé schizofrenie a
vyvoji multipotentnich ligand(. Veskeré prilohy disertacni prace jsou ¢lenény na plvodni (P1-

P2) a souhrnné (S1-S2) prace, které jsou postupné uvedeny a komentovany.

1.1 Schizofrenie — epidemiologie, priznaky

Schizofrenie a jeji epidemiologie, pfiznaky, etiologie, |écba antipsychotiky a
patofyziologie byly detailné popisovany v S1-S2 pracich. Ve zkratce, schizofrenie je jednou z
nejhire lécitelnych dusevnich chorob, kterd postihuje pfiblizné 1 % dospélé populace [1].
Symptomy se obvykle zacinaji objevovat jiz v mladém véku, pfiblizné mezi 18-30 rokem Zivota

[2], a Ize je rozdélit do tFi hlavnich tfid — pozitivni, negativni a kognitivni [3,4].

Mezi pozitivni symptomy schizofrenie fadime bludy (odtazeni myslenek a paranoidni
bludy), halucinace (sluchové, vizualni nebo hmatové) a poruchy mysleni; tyto ptiznaky se
normalné u zdravych lidi nevyskytuji. Negativni symptomy schizofrenie zahrnuji socidlni
odtaZeni, apatii, mnohomluvnost a anhedonii (tj. neschopnost prozivat kladné emoce a city,
neschopnost tésit se a radovat se). Tyto pfiznaky se mohou vyskytovat i u zdravych jedincq,
projevuji se vSak mnohem zretelnéji u pacientll s timto onemocnénim. Kognitivni symptomy
se projevuji jako deficit paméti (v€etné pracovni paméti), pozornosti, u¢eni a vykonnych funkci

[5,6].

1.1.1 Etiologie schizofrenie

Ukazalo se, Ze nékolik genu spolu s negenetickymi faktory (jako jsou environmentalni
faktory), hraje dllezitou roli ve vyvoji schizofrenie [7]. Souvisejici genomické studie
identifikovaly velké mnozstvi gen( odpovédnych za propuknuti schizofrenie, ale ve vétsiné

pfipadl nebyly tyto geny konzistentné replikovany v nezavislych studiich. V roce 2008 byla
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publikovana databdaze genu souvisejici s etiologii schizofrenie, ve které je uvedeno pres 500

genu [8].

Environmentdlni faktory mohou zahrnovat perinatalni porodnické problémy,
nedostatek vyzZivy, virové infekce, stres matek, drogovou zavislost ¢i hormonadlni nerovnovahu
[5]. Etiologie schizofrenie nebyla dosud spolehlivé objasnéna. Pfredpoklada se vsak, Ze urcité
geny interaguji mezi sebou a urcité environmentdlnimi faktory mohou zvySovat expresi téchto

genu, coz ve vysledku vede ke zvySenému riziku propuknuti schizofrenie [5,6,9].

1.1.2 Typy antipsychotik
Latky pro |écbu schizofrenie se nazyvaji ,antipsychotika" nebo ,neuroleptika" a jsou
klasifikovany do t¥i skupin podle vnitini aktivity ligand( v{ci D2R a dalSim ,,antipsychotickym

receptortim” [10].

Antipsychotika prvni generace jsou antagonisté D2R a nesou nékdy oznaceni jako
Ltypickda” neuroleptika [10]. VétSina molekul prvni generace patfi do jedné ze ¢tyf zakladnich
skupin dle podobnosti v chemické struktute: butyrofenony (napt. haloperidol), tricyklické
thioxantheny (napf. thiothixen), tricyklické fenothiaziny (napf. chlorpromazin) a
difenylbutylaminy (napf. pimozid). Podle vySe popsaného mechanismu ucinku (antagonismus
vicéi D2R) muze byt velké mnozstvi dalSich latek klasifikovano jako neuroleptika prvni
generace. Strukturné vSak nezapadaji do vySe popsanych ¢tyr skupin (napf. molindon) [9,10].
Typicka neuroleptika nemaji selektivitu pro dopaminové drahy v centralni nervové soustavé
(CNS), a proto mohou zpUsobovat radu vedlejSich nezadoucich ucinkl, jako jsou zvysena
hladina prolaktinu (antagonismus vuci D2R v tuberoinfundibuldarnim systému), negativni a
kognitivni symptomy zplUsobené blokadou DR v mezokortikalni draze (Obr. 1) ve vysokych

davkach ¢i extrapyramidové symptomy (blokdda D2R v nigrostriatalni draze) [10].

Antipsychotika patfici do druhé generace jsou antagonisté v(ci vice druhim receptord,
se silnéjsim antagonismem pro receptory serotoninu typu 2A (5-HT2aR) nez pro D3R [10]. V 70.
letech 20. stoleti byl uveden na trh klozapin. Brzy vsak byl stazen kvuli zavaznym vedlejsim
ucinkdm, véetné agranulocytdzy (tj. snizeni poctu bilych krvinek) [11]. Presto byl klozapin
znovu zaveden na trh v roce 1989 poté, co studie prokazaly jeho ucinnost, pfedevsim pfi

rezistentni schizofrenii [9,12]. Znovuzavedeni klozapinu znamenalo pocatek druhé generace
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neuroleptik, oznacovanych také jako , atypickd“ antipsychotika mezi které radime léciva jako
olanzapin, kvetiapin, risperidon nebo ziprasidon [9,10]. Rozdily mezi typickymi a atypickymi

neuroleptiky tedy jsou:

a) velmi nizkd frekvence extrapyramidovych vedlejsich Gcinku, které jsou casté pro
prvni generaci neuroleptik — tuto skutecnost lze vysvétlit hypotézou, Ze antagonismus
atypickych neuroleptik vici D;R je slabsi, nebo Ze se tato léciva vaZzou na dopaminové

receptory s vysokou mirou disociace [13]

b) receptorovy profil — atypicka neuroleptika vykazuji vyssi schopnost blokovat 5-HT2aR

nez D2R [10]

¢) u¢innost u rezistentni schizofrenie a proti negativnim symptomam (hlavné klozapin)

[10]

Treti generaci antipsychotik jsou multireceptorové ligandy s parcidlnim agonismem

vUci D2R. Tato skupina zahrnuje |éc€iva jako jsou aripiprazol, kariprazin a brexpiprazol [10].

1.1.3 Glutamato-GABA-dopaminova hypotéza schizofrenie

Dopaminova hypotéza zlstdva nejbéznéjsim vysvétlenim pro neurochemickou povahu
schizofrenie [5,10,14,15]. Kromé této hypotézy existuje celd rada dalSich hypotéz, mezi které
patfi glutamatova [10,16,17], gama-aminomaselnd (GABA) [10,18,19], serotoninova
[6,10,20,21], nebo acetylcholinova [10,18,22]. Pro Ucely této prace budeme diskutovat pouze

upravenou glutamato-GABA-dopaminovou hypotézu.

Schematické zndzornéni pozitivnich, negativnich a kognitivnich symptom(
schizofrenie, s ohledem na upravenou glutamdatovo-GABA-dopaminovou hypotézu, je
znazornéno na Obr. 1. Experimentdlni studie ukazuji snizenou aktivitu glutamatergni
neurotransmise v prefrontdlnim kortexu v mozcich schizofrennich pacientd [23-25].
Hypofunkéni glutamatové N-methyl-D-aspartatové (NMDA) receptory lokalizované na GABA
interneuronech maji za nasledek zvySenou aktivitu kortikalnich glutamatovych vybézkl do
ventralni tegmentalni oblasti. ZvySena koncentrace glutamatu v této ¢asti mozku poté
ovliviiuje mezolimbické a mezokortikalni dopaminové drahy vedouci k propuknuti pozitivnich,

negativnich a kognitivnich pfiznak( schizofrenie [5,23—-25]. ZvySend aktivita glutamatu ve
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ventrdlni tegmentdlni oblasti zplsobuje zvysenou koncentraci dopaminu v Nucleus
accumbens, coz vede k pozitivnim symptomUm schizofrenie [5]. Dale zvySené mnoZstvi
glutamatu ve ventrdlni tegmentalni oblasti aktivuje GABAergické interneurony, coz vede ke
snizenému vyluc¢ovani dopaminu v prefrontalnim kortexu. Snizena hladina dopaminu v této
Casti mozku poté vede k negativnim a kognitivnim symptomm [5,26,27]. Dlvod snizené
aktivity glutamatovych NMDA receptorld na GABA interneuronech v prefrontalnim kortexu u
schizofrennich pacientll neni objasnén, ale zda se, Ze to mUize byt zpisobeno dysfunkénimi

geny a/nebo neurovyvojovymi poruchami [5].

Glu PFC
Negqgativni a kognitivni
symptomy
1 LDA
l GABA -

mezokortikalni
dopaminovy
systém

NAc

mezolimbicky
dopaminovyK\ VTA
systém
\T Glu — T GABA

TDA <

Pozitivni
symptomy

Obrazek 1 — Schematické zndzornéni pozitivnich, negativnich a kognitivnich pfiznakd
schizofrenie na zdkladé upravené glutamato-GABA-dopaminové hypotéze. DA = dopamin;
GABA = kyselina gama-aminomaselnd; Glu = glutamat; PFC = prefrontalni kortex; VTA =
ventralni tegmentdlni oblast; NAc = Nucleus accumbens. Vytvofeno pomoci BioRender.com
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2.1 Dopaminové receptory typu 2

D2R a jejich bunécna signalizace a role pfi [éCbé schizofrenie byly detailné diskutovany
v publikaci autora disertaéni prace S2. Ve strucnosti, gen pro D2R produkuje dvé izoformy
receptoru alternativnim sestfihem medidtorové RNA (Obr. 2): D (D2-long; D2 dlouhd varianta)
a Dys (Dz-short; Dy kratka varianta) receptor( [28,29]. Tyto dvé izoformy D2R se liSi o 29
aminokyselin ve tfeti intracelularni smycce (Obr. 2), a proto maji odlisné vlastnosti. ,Dlouha”
verze se nachazi predevSim na postsynaptické bunce, zatimco ,kratkd“ verze D;R je
exprimovana vyhradné presynapticky jako autoreceptor [30,31]. Dalsi funkce DR zahrnuiji
podil na formovani pracovni paméti, motivacni funkce, vazodilatace, regulace krevniho tlaku,
funkce ledvin, a ovlivnéni gastrointestinalni motility [32—36]. Nejvyssi hladiny D;R v lidském
mozku jsou exprimovany v tuberculu olfactorium, striatu a Nucleus accumbens [34]. D;R se
ddle nachazeji v substantia nigra, amygdale, septu, kortikdlnich oblastech, hippocampu a ve

ventrdlni tegmentalni oblasti [37-40].
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D, receptor

NH, Extracelularni
prostor
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Fosfolipidova
membrana

Intracelularni
prostor

Chybl’ v DR

Obrazek 2 — Schematické znazornéni DzR. E1-E3 = extraceluldrni smycky; 12-13 = intracelularni
smycky; 1-7 = transmembranové domény; NH, = N-konec; COOH = C-konec, D2sR = D3R kratka
varianta. Vytvoreno pomoci BioRender.com

DR patfi mezi receptory sprazené s G-proteiny (GPCR; anglicky G-protein-coupled
receptor). Tyto receptory jsou tak schopny aktivovat heterotrimerni (a-, B- a y-podjednotky)
G-proteiny vedouci k aktivaci intraceluldrnich signalnich kaskad [34]. D;R jsou spojeny s Gi

alpha podjednotkou (Gai/o) a inhibuji tak adenylatcyklasu [37,41-43].

Vsechna registrovana antipsychotika vykazuji afinitu k D2R v terapeutickych davkach a

tato vlastnost hraje kli¢ovou roli v jejich mechanismu Géinku [44-47].

3.1 Limitace Ié¢by schizofrenie
Neucinnost soucasné pouzivanych neuroleptik pfi Ié¢bé schizofrenie byla detailné
diskutovana v publikacich autora disertaéni prace P1-2 a S2. Soucasné pouzivand

antipsychotika maji stale velkd omezeni. Kromé ¢asto se vyskytujicich vedlejSich ucink( [10,48]
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dokazi zmirnit pouze pozitivni symptomy [49-51]. Tento efekt je mozné vysvétlit tak, Ze
vSechna registrovana neuroleptika byla primarné cilena na D2R. Jak bylo vSak diskutovano
vySe, pozitivni symptomy jsou spojeny se zvySenou aktivitou striatdlnich D2R v dusledku
nadmérné stimulace mezolimbické dopaminové drahy (Obr. 1). Na druhou stranu negativni a
kognitivni symptomy jsou spojeny predevsim se snizenou aktivitou dopaminovych receptort
typu 1 (D1R) v prefrontalnim kortexu v dlsledku potla¢eni mezokortikdlni dopaminové drahy
(Obr. 1) [5,10,26,27,52]. Bylo vsak prokazano, zZe klozapin (silny antagonista dopaminovych
receptor(l typu 4 (DsR) a 5-HT2aR; Ki — 150 nM (D2R); 9.6 nM (D4R) a 3.3 nM (5-HT2aR) [53,54])
a kariprazin (parcialni agonista D3/D2R preferujici dopaminové receptory typu 3 (D3R); pKi— 10
(D3R); 9.2 (D2R) [55]) sniZuji negativni symptomy [56-59] pravdépodobné z dlvodu

multitargetového profilu téchto molekul [60].

Dalsim hlavnim omezenim antipsychotik je fakt, Zze 70 % pacientd se schizofrenii
potfebuje ke kontrole pfiznakt dlouhodobou nebo dokonce celoZivotni medikaci, a az 20 %
pacientd trpi nedostatecnou |écebnou odpovédi na monoterapii neuroleptiky [61,62]. Proto
je potfeba vyvinout nova l|écCiva pro zvladani tohoto onemocnéni predevsim kvali

nedostatecné ucinnosti a pretrvavajicim vedlejSim ucinkGm stdvajicich 1éciv [10].

4.1 Serotoninové receptory typu 3

5-HT3R predstavuji vhodny biologicky cil pro ovlivnéni jak kognitivnich, tak i negativnich
symptomU schizofrenie vzhledem k jejich vysoké expresi v oblastech mozku ovliviujicich
emocni chovani a motivaci (napf. cingularni kdra, Nucleus accumbens, amygdala a ventralni

tegmentalni oblast) a kognitivni funkce (napf. bazalni ganglia a Hippocampus) [6].

Zakladni informace o 5-HT3R a jejich klinické pouziti a role ve schizofrenii byly detailné
popsany v publikacich autora disertacni prace S1 a P1. Ve struc¢nosti, 5-HT3R jsou ligandem
fizené iontové kanaly [63,64] (eflux K*a influx Na* a Ca?* [65]), které po aktivaci zpUsobuji
rychlou, depolarizacni odpovéd v neuronech. Aktivace postsynaptickych 5-HT3R vede k rychlé
depolarizaci zavislé na koncentraci Na* a K* kationtl. Naopak aktivace presynaptickych 5-HT3R
zpUsobuje rychly influx Ca?* kationtd [66]. 5-HT3R patfi k receptordm rodiny tzv. Cys-smycky
spolu s receptory glycinu, GABA,, nikotinovymi acetylcholinovymi receptory a iontovymi

kandly aktivovanymi Zn?* kationty [67]. Z&stupci téchto receptorl se sklddaji z péti
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proteinovych podjednotek, které tvofi pentamerové usporadani kolem centrdlniho péru.
Kazda podjednotka 5-HT3R se sklddd z N-koncové extraceluldrni, transmembranové a
intracelularni domény [68]. Struktura 5-HT3R a jeho jedné podjenotky je vyobrazena na Obr. 3

(byl modifikovan z [69]).

E  A-extracelularni
doména

F

influx Na*/Ca?

eflux K*

intracelularni
doména

Obrazek 3 — Schematické znazornéni celého komplexu 5-HT3R a jedné podjednotky 5-HT3R,
kterd se sklada z N-koncové extraceluldrni, transmembranové (M1-M4) a intracelularni
domény. Vytvoreno pomoci BioRender.com

Vedle exprese v oblastech mozku ovliviujicich kognitivni funkce a emocni chovani i
motivaci, jsou 5-HT3R dale exprimovany v CNS, zejména v dorzalnim motorickém jadru
bloudivého nervu, Nucleus tractus solitarii a Area postrema [70—74], kde iniciuji a fidi zvraceni.
V perifernim nervovém systému jsou 5-HT3R pfitomny ve stfevé [75-77], kde
zprostiedkovavaji  Sirokou $kdlu fyziologickych funkci. Hraji dllezitou roli v regulaci

autonomnich funkci, jako je motilita a peristaltika, sekrece i visceralni vnimani [78], a mohou
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tak prispivat k funkénim gastrointestinalnim porucham, jako je dyspepsie nebo syndrom

drazdivého tracniku [6].

4.1.1 Antagonisté 5-HT3R v klinické praxi a pri |éCbé schizofrenie

Vétsina 5-HT3R antagonistl se oznacuje jako setrony. Mezi prvni generaci setronll patfi
alosetron, cilansetron, ondansetron, bemesetron, tropisetron, granisetron, ramosetron a
dolasetron. Palonosetron je fazen do druhé generace setronu. Vykazuje vyssi afinitu a delsi
eliminacni polocas nez slouceniny prvni generace [6,79]. Klinické pouziti zndmych setrond je

shrnuto v Tabulce 1.

Tabulka 1 — Klinické pouZiti znamych setron(.

Setron Nazev znacky: klinické pouziti

alosetron Lotronex: lé¢ba syndromu drazdivého
tracniku s prdjmem (IBS-D) u Zen[80]

ondansetron Zofran: |é¢ba nevolnosti a zvraceni vyvolané
chemoterapii (CINV), radia¢ni terapii nebo

chirurgickym zakrokem[81]

tropisetron Navoban a Setrovel: |é¢ba CINV[82]
granisetron Kytril, Sancuso, a Sustol: 1é¢ba CINV[81]
ramosetron Irribow a Ibset: 1é¢ba CINV[83] a IBS-D[84]
dolasetron Anzemet: oralni podavani u dospélych

pacientd, lécba CINV[85]

palonosetron Aloxi: 1é¢ba CINV[81]

Pouzité zkratky =z anglictiny IBS-D: irritable bowel syndrome with diarrhea; CINV:
chemotherapy-induced nausea and vomiting

Pocatecni monoterapie schizofrenie setrony byla neefektivni, protoze ndvrh klinickych
studii nebyl dostatecny [86], nebo antipsychoticka aktivita 5-HT3R antagonistl byla velmi nizka
[87]. Proto byly antipsychotické ucinky 5-HT3R antagonist( dale studovany jako doplrikova

|[é¢iva ke standardni lé¢bé neuroleptiky [88-95]. Pfi téchto studiich doslo ke zlepSeni
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predevsim v negativnich i kognitivnich symptomech, nikoli vSak v symptomech pozitivnich.
Dale bylo zjisténo, Ze setrony vyhodné sniZzovaly extrapyramidové vedlejsi ucinky vyvolané

antipsychotiky (napf. tardivni dyskineze) [6].

5.1 Vyvoj novych |éCiv v 21. stoleti

Uvedeni nového Iéku na trh je velmi nakladny a zdlouhavy proces. Vyvoj Iéku trva v
praméru 10-15 let s pfibliznymi naklady 800 miliont az 1,8 miliardy americkych dolard [96—
99]. Vyuziti technik pocitacové podporovaného objevovani |éki (CADD; anglicky computer-
aided drug discovery) se stalo nezbytnym pfi vyvoji nového léc¢iva [99,100]. Mnoho
licencovanych |ék(, jako je napt. kaptopril, dorzolamid, oseltamivir, aliskiren ¢i nolatrexed,
bylo optimalizovdano pravé pomoci CADD metod [101,102]. Tyto techniky jsou vyuZity
pfedevsim pro urychleni procesu vyvoje léCiva, snizeni potifebnych finan¢nich nakladl a
moznosti selhdni v poslednich fazi schvalovani daného léciva [99,101]. Pti pouziti CADD
pristupl mohou byt snizeny naklady na objev a vyvoj léCiva az o 50 %, protoze je lze pouzit ve
vétsiné fazi vyvoje léCiv: od identifikace po validaci cile, od objevu vidci struktury k jeji

optimalizaci, i v preklinickych studiich [101,103].
Obecné se CADD pfistupy déli na dvé zakladni metody [99,100]:
1) Metody zaloZené na strukture (tzv. pfimy ptistup)

Poznatky ziskané z vazebného mista 3D struktury biologického cile jsou vyuZivany k
navrhu a hodnoceni ligandU na zakladé jejich predikovanych interakci s vazebnym mistem cile

[99,104,105].

Pfimy pfistup lze rozdélit do dvou kategorii [106,107]: pfistup de novo a pfistup
virtudiniho screeningu. De novo design |éCiv vyuZivd informace z 3D receptoru k nalezeni
malych fragmentu, které se dobre shoduji s vazebnym mistem. Tyto fragmenty mohou byt
poté spojeny na zakladé pravidel medicindlni chemie, aby byla zajisténa synteticka
pfistupnost, a tak vznikne strukturné novy ligand, ktery mlze byt syntetizovan pro dalsi
screening [108,109]. Virtudini screening vyuZzivd dostupné knihovny malych molekul k
identifikaci sloucenin se specifickou biologickou aktivitou, které pusobi jako ndhrady za

existujici ligandy cilovych biomolekul [99,104,110].
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2) Metody zaloZené na ligandech (tzv. nepiimy pfistup)

V pfipadech, kdy chybi 3D struktura biologického cile, lze informace ziskané ze sady
ligandl aktivnich proti relevantnimu cili pouzit k identifikaci vyznamnych strukturnich a
fyzikdlné chemickych vlastnosti odpovédnych za pozorovanou biologickou aktivitu. BéZnymi
technikami ndvrhu na bazi ligand( jsou kvantitativni vztahy mezi strukturou a aktivitou (QSAR)
a metody zaloZzené na farmakoforech [99,100]. Studie QSAR jsou zaloZeny na predpokladu, Ze
zmény v bioaktivité jsou spojeny se strukturnimi a molekuldrnimi variacemi v souboru
sloucenin [104,111]. Z této korelace je poté generovan statisticky model pro vyvoj a
matematickou predikci biologickych vlastnosti novych sloucenin [111]. Farmakoforovy
screening ma za cil identifikovat slouceniny obsahujici rizné fragmenty, ale s podobnym 3D

usporadanim klicovych interagujicich funkénich skupin [99,112].

5.1.1 Ligandy zamérené na vice cill

Od modelu zamku a kli¢e navrieného E. Fischerem v roce 1894 [113] se vyzkum léciv
soustredil hlavné na vyvoj selektivnich molekul, které se zamétuji na jediny mechanismus u
onemocnéni, konkrétné tedy na pfistup , jeden lék, jeden cil” [114]. Komplexni onemocnéni,
jako je schizofrenie, viak zahrnuje vice cilovych protein( a/nebo signalnich drah [10,115,116],
a proto plsobeni pouze na jeden cil nemusi byt dostacujici k dosazeni uspokojivych
terapeutickych ucink( [10,117,118]. Proto se objevuje trend vyvijet ligandy zamérené na vice
cili (MTDLs; anglicky MultiTarget-Directed Ligands), které jsou schopny ovliviiovat vice

biologickych cill sou¢asné a tim zvysit U¢innost [115].
Existuji tfi pristupy k vicecilovému léceni vyuZivaného v klinické praxi [119-121]:

1) multimedikacni terapie, oznacovana také jako koktejl IéCiv, kterd obsahuje dvé nebo
tfi rdzna jednotliva aktivni 1éCiva, ktera kombinuji rdzné terapeutické mechanismy

2) vicesloZkovd medikace, zndma také jako kombinace léCiv v jedné pilulce, kterd zahrnuje
razna léciva v jedné formulaci

3) MTDL, kdy jedno aktivni Ié¢ivo moduluje vice biologickych cil(i soucasné.
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| pres nékteré vyhody z predchozich dvou pfristupd, jako je flexibilita davek a nizsi
naklady na Ié€¢bu, maji obvykle nepfiznivé Ucinky, jako jsou interakce lécivo-lécivo a Spatnd

kompliance pacientt [122].

PFistup zaloZeny na farmakoforech je hlavni metodou pouzivanou pfi designu a vyvoji
novych MTDLs [123]. Farmakofory ze selektivnich ligand(l jsou tak zaclenény do jediné
molekuly, aby zprostfedkovaly pozadované biologické aktivity. Na zakladé stupné integrace

mezi farmakofory jsou MTDLs kategorizovany jako spojené, fuzované nebo sloucené [119].
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2 Cil prace

Hlavnim cilem diserta¢ni prace bylo navrhnout a pfipravit dudlni molekuly ovliviujici
D, a 5-HTs receptory v CNS. Dil¢imi cili prace bylo analyzovat nové pripravené slouceniny,
predikovat jejich fyzikdlné chemické vlastnosti (zejména sohledem prostupu
hematoencefalickou bariérou (HEB)), vyhodnotit ziskana biologicka data in vitro a in vivo a
v neposledni fadé také stanovit vztah mezi chemickou strukturou a biologickou aktivitou

(SAR).

Hlavni oblasti predpoklddaného vyzkumu této disertaéni prace byl vyvoj a syntéza
molekul, které obsahuji farmakofor aripiprazolu a setronid. Diléim cilem bylo vytvoreni
perspektivnich molekul, které by mély mit vyvaieny dopaminergni a serotoninergni
antipsychoticky potencial pro redukci pozitivnich, negativnich a kognitivnich symptomu
schizofrenie, a zaroven s nizSim rizikem vyvoldni extrapyramidovych a hematologickych
ucinkl. Aripiprazol je antipsychotikum treti generace, pficemz je parcialnim agonistou D2R
[10]. Aripiprazolu vsak chybi silny antagonismus na 5-HT3R [124,125]. Setrony jsou selektivnimi
antagonisty 5-HT3R, které jsou pouzivany prfedevsim jako antiemetika v rdmci chemoterapie
nadorovych onemocnéni [79]. Pokud jsou setrony podavany spolecné s antipsychotiky (s
vyjimkou klozapinu), eliminuji nebo zmirfuji negativni symptomy schizofrenie diky modulaci
serotoninovych receptord [86]. Setrony tedy mohou vhodné doplfiiovat dopaminergni efekt
aripiprazolu. Pokud by struktura aripiprazolu byla doplnéna o farmakofor setronli, mohla by
nové vznikla molekula mit vhodny receptorovy profil, ktery by ve svém vysledku mohl mit lepsi
prokognitivni terapeuticky efekt, a to ve spojeni se zlepSenim negativnich symptom(

schizofrenniho onemocnéni.
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3 Vysledky a diskuze

Pfevaina vétsina vysledkd pro pfipravené finalni derivaty byla publikovana v €lancich
autora disertacni prace (P1-2), proto v nasledujici c¢asti (3 Vysledky a diskuze) budou
komentovany hlavni teze disertacni prace, a to predikce jejich fyzikalné chemickych vlastnosti,
navrh, pfiprava dualnich ligand( ovliviujicich D2 a 5-HTs receptory a vztah mezi chemickou

strukturou a biologickou aktivitou.

Léciva slouZi svému ucelu pouze tehdy, pokud neobsahuji nedistoty, a proto byla
vyvinuta celd rfada analytickych metod pro analyzu téchto molekul. Mezi nejvice pouzivané
analytické metody patfi predevsim nuklearni magneticka rezonance (NMR), rGzné typy
chromatografii a hmotnostni spektrometrie (MS) [126,127]. Pro analyzu nové pfipravenych
ligandl v ramci této disertacni prace byly pouzity analytické metody NMR, vysokoucinna
kapalinova chromatografie (HPLC) a/nebo MS.

U¢innd neuroleptika musi prostupovat do mozku. HEB je hlavnim reguldtorem
transportu Iéciv do a z CNS [128]. Pro predikci schopnosti latky prekrocit HEB byly navrZzeny
rdzné matematické algoritmy zaloZzené na analyze fyzikalné chemickych vlastnosti molekul
[129-141]. Autor této disertacni prace pouzil algoritmus vyvinuty Guptou et al. [129].

Aby bylo mozné vyvinout nova antipsychotika, jsou zapotrebi pouzit i¢inné metody
jejich studia na modelech schizofrenie in vitro a in vivo [142]. V ramci pfedkladané disertacni
prace jsou komentovany afinity pro nékteré finalni molekuly. Tyto afinity jiz byly publikovany
v publikacich P1-2. Vybrané finalni derivaty byly také otestovany v akutnim amfetaminovém
schizofrenim modelu na potkanech. Vysledky jsou publikovany v publikaci P1.

SAR studuje zpravidla sérii malych molekul a jejich souvisejicich aktivit ¢i afinit a
nasledné pouziva zjisténé informace k provedeni strukturnich Uprav i k optimalizaci nékteré
vlastnosti nebo aktivity molekuly [143]. Autor této disertacni prace pouzil SAR studie pro
vytvoreni nové série findlnich molekul (44-59) odvozenych od skupiny findlnich latek (1-18),
které byly jiz opublikovany v praci P1. Cilem vytvoreni této nové série finalnich molekul bylo
zvysit jejich afinitu pro 5-HT3R spoleéné se zachovanim D3R afinit, které byly pozorovany u

znamych molekul (predevsim 1 a 4).

25



Vétsina experimentalnich praci v pribéhu doktorského studia byla provadéna na
Narodnim ustavu dusSevniho zdravi v Klecanech. Nékteré dil¢i experimenty byly vykonavany v
laboratofich Univerzity Hradec Kralové v Hradci Kralové, na Centru biomedicinského vyzkumu
Fakultni nemocnice Hradec Kralové v Hradci Krdlové, v laboratofich Fakulty vojenského
zdravotnictvi Univerzity obrany v Hradci Kralové, v laboratofich Institutu pro farmaceutickou
a lékarskou chemii Univerzity Heinricha Heineho v Diusseldorfu, v laboratofich
Farmakologického uUstavu Maj pfi Polské akademii véd v Krakové, v laboratofich Lékafské
fakulty Jagellonské univerzity v Krakové ¢i laboratofich Fyziologického Ustavu Akademie véd

Ceské republiky v Praze.

3.1 Findlni slouceniny 1-18 odvozené od aripiprazolu i kariprazinu

Findlni latky 1-18 byly navrzeny pomoci metod molekularniho designu, byl proveden
vypocet jejich fyzikalné chemickych vlastnosti, jejich chemickd syntéza a byly zjistény afinity
k D2 a 5-HT3 receptoriim. Déle bylo provedeno in vivo testovani, které bylo publikovano v

praci P1.

3.1.1 Design finalnich slouc¢enin 1-18 odvozenych od aripiprazolu ¢i kariprazinu

Duadlni ligandy 1-18 (Obr. 4 a 5) zamérené na ovlivnéni D2R a 5-HT3R byly autorem
disertacni prace publikovany v ¢lanku P1 [144]. Nové ligandy 1-14 (Obr. 4) byly navrzeny s
vyuzitim farmakoforu pro antagonismus 5-HT3R, ktery je definovan tfemi hlavnimi oblastmi,
aromatickym kruhem (zelené, Obr. 4), akceptorem vodikové vazby (HBA), ktery je koplanarni
s aromatickym cyklem (fialové, Obr. 4), a bazickym atomem dusiku, ktery je soucasti
cyklického uskupeni (modie, Obr. 4) [145]. Karbonitrilova skupina nebo amidickd skupina
predstavuji HBA v typickém farmakoforu pro antagonismus na 5-HT3R [146,147]. Priklady
potentnich antagonistd na 5-HT3R jsou granisetron [79], chipazin [148] a slouceniny 19 [146]
a 20 [147] (Obr. 4), které byly vybrany na zakladé review (S1), které autor vypracoval. Mnoho
z nejucinnéjsich a Siroce pouzivanych neuroleptik patfi do skupiny 1,4-disubstituovanych
aromatickych piperazin a piperidint (1,4-DAP). Biologicka aktivita 1,4-DAP je kddovéna
aromatickou hlavici, kterd ¥idi vnitfni aktivitu, a amino skupinou, kterad je zodpovédna za
tvorbu vodikové vazby ke klicovému zbytku Asp332 v transmembranové $roubovici 3 D2R [149].
Spojovaci retézec fidi selektivitu pro dané podtypy dopaminovych receptorll. Bylo prokazano,
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Zze molekuly s triuhlikatym spojovacim retézcem vykazovaly selektivitu k DR [150,151].
Aromaticky/heteroaromaticky privések na opacné strané molekuly fidi receptorovou afinitu
[149]. 2,3-Dichlorfenylpiperazin (reprezentativni aromaticka hlavice s bazickym atomem
dusiku, ktery je soucdsti cyklického uskupeni; cervena barva, Obr. 4), ktery je
charakteristickym motivem treti generace antipsychotik aripiprazolu (Obr. 4) a kariprazinu
(Obr. 4), je zodpovédny za afinitu k D2R [152]. Aripiprazol [125] a kariprazin [55] jsou
parcialnimi agonisty D2R. Dale také ovliviiuji serotoninové receptory typu 1A (5-HT1aR) a jsou
antagonisty 5-HT2aR. Cyklohexanovy kruh (oranzovy, Obr. 4) v molekule kariprazinu mize byt

nahrazen piperazinem, a tim zvySovat 5-HT3R antagonismus.
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Obrazek 4 — Schematicky vykres designu pro finalni slouceniny 1-14.

Nize uvedeny design finalnich molekul 15-18 byl publikovan v praci P1 [144]. Dalsi
ligandy s afinitou k D2/5-HT3 receptorim byly navrzeny kombinaci strukturnich fragmentt 2-
methoxyfenylpiperazinu nebo 7-hydroxy-3,4-dihydro-2(1H)-chinolinonu s farmakoforem ze
sloucenin 19 nebo 20 (Obr. 4). Podobné jako u 2,3-dichlorfenylpiperazinova ¢asti (¢ervena

barva, Obr. 4), i 2-methoxyfenylpiperazinovy (¢ervena barva, Obr. 5) fragment se vaze na DR
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[152]. Pouziti 1,3-propan-diyl-aminokarbonylového spojovaciho fetézce poskytuje selektivni
D2R ligandy [150,151]. Jeden derivat byl navrZzen timto postupem (15, Obr. 5). 7-Hydroxy-3,4-
dihydro-2(1H)-chinolinon (hnédda barva, Obr. 5) je dulezity fragment aripiprazolu, pficemz
tento skelet byl pouzit pti navrhu molekul ovliviujicich D2R [153,154]. 3-Propoxy a 4-butoxy
spojovaci fetézce byly shleddny optimalnimi pro zajisténi afinity k D2R [153]. V rdmci studie

byly timto pfistupem ziskany tfi takové derivaty (16-18, Obr. 5).

(o]
~ AN N
(0] N N B
SRAR®
N
15
N\\ (0]

Obrazek 5 — Chemické struktury finalnich slouéenin 15-18.

3.1.2 Vypocet fyzikdlné chemickych vlastnosti finalnich sloucenin 1-18 odvozenych od
aripiprazolu ¢i kariprazinu

Efektivni antipsychotickd l|é¢iva musi prostupovat do mozku. HEB je hlavnim
regulatorem transportu molekul do a z CNS [128]. Pro predikci schopnosti molekuly prekrocit
HEB byly navrZeny rlizné matematické algoritmy zaloZené na analyze fyzikdlné chemickych
vlastnosti molekul [129-141]. Van der Waterbeemdem et al. navrhli nasledujici parametry
predurcujici efektivni prostup léCiv do CNS: molekulovd hmotnost (Mw; z angl. molecular
weight) < 450 Da, logD <1-4> a soucet povrchu nad polarnimi atomy (TPSA; z angl. topological
polar surface area) < 90 A2[131]. Dale Kelder et al. doporudili TPSA < 70 A2 pro vétsinu CNS

|éciv [141]. Norinder et al. navrhli, Ze molekula s po¢tem atomu kysliku + dusiku < 5 nebo clogP
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- (atomy O + N) > 0 ma vyssi pravdépodobnost prechodu pres HEB [140]. Ze studie 329
peroralnich |éCiv bylo zjiSténo, Ze fyzikalné chemické vlastnosti CNS |éciv se vyznamné lisi od
|éCiv bez CNS aktivity, s praimérnymi hodnotami Mw 310 Da, 4,3 (atomu kysliku a dusiku), 2,1
HBA a 4,7 (poCtu rotovatelnych vazeb) [139]. Doporucené rozsahy fyzikdlné chemickych
vlastnosti poskytnuté Hitchcockem et al. pro zvy$enou penetraci HEB byly: TPSA < 90 A?,
donory vodikové vazby (HBD; z angl. hydrogen bond donor) < 3, clogP <2-5>, clogD (pfi pH 7,4)
<2-5> a Mw < 500 Da [138]. Nedavné studie se pokusily zlepsit Lipinského pravidlo péti pro
navrh |ék{ na CNS. Lipinského pravidlo péti definuje spravné fyzikdlné chemické vlastnosti
|éciva jako: Mw < 500 Da, logP < 5, HBD <5 a HBA < 10 [155]. Toto pravidlo ale neni specifické
pro CNS léciva [129]. Wager et al. vyvinuli algoritmus nazvany ,multiparametrickd
optimalizace” pro predikci fyzikdlné chemickych vlastnosti IéCiv. Stfedni hodnoty pro CNS
molekuly dle téchto autor(i byly: Mw = 305,3 Da; clogP = 2,8; clogD = 1,7; TPSA = 44,8 A2
HBD = 1 a pKa = 8,4 [135,136].

K vypocétu tzv. HEB skdére novych 5-HT3/D;R ligand( 1-18 byl pouZit algoritmus
vynalezeny Guptou et al. [129]. Hodnoty jsou uvedeny v Tabulce 2. Dle tohoto algoritmu
derivat vykazujici HEB skore (3,4] md 21,9% pravdépodobnost, Ze prekroci HEB, pfi (4,5] 54,5%
pravdépodobnost a pti (5,6] 90,3% pravdépodobnost. Naopak pfi hodnoté HEB skére (0,2] ma
ligand 0% pravdépodobnost prekro¢eni HEB a (2,3] 12,8% pravdépodobnost [129]. Software
MarvinSketch (ChemAxon Ltd., v. 20.15.0; https://chemaxon.com/) byl pouzit k predikci a
vypoctu nékterych fyzikdlné chemickych deskriptord, jako je pocet tézkych atom(, MWHBN
(deskriptor obsahujici Mw, HBD a HBA), TPSA a pKa[156].

Tabulka 2 — Vypoctené HEB skore pro findIni latky 1-18.

Sloucenina HEB skore? Sloucenina HEB skore?
1 4,8 10 5,0
2 4,8 11 4,4
3 4,4 12 4,8
4 4,4 13 4,3
5 51 14 4,5
6 5,4 15 4,3
7 5,1 16 4,1
8 5,2 17 4,1
9 4,8 18 4,4
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aPro vypocet HEB skdre byl pouzit algoritmus vyvinuty Guptou et al. [129].

HEB skére bylo vypoéteno pro celkem 18 sloucenin. Ctrnact molekul (1-4, 9-18) mélo

HEB skére v rozmezi (4,5] a u 4 molekul (5-8) bylo vypocteno HEB skére v rozmezi (5,6].

3.1.3 Syntéza finalnich sloucenin 1-18 odvozenych od aripiprazolu ¢i kariprazinu

Kompletni syntéza finalnich molekul 1-18 i s odpovidajicimi meziprodukty byla jiz
publikovana v praci P1 [144]. Strukturni fragment zodpovédny za 5-HTsR antagonismus (23)
byl pfipraven nukleofilni adici bazického dusiku z piperazinu (22) na 2-chlor-3-kyanopyridin
(21) (Schéma 1) [157]. Dalsi pristup k ziskani 5-HT3R farmakofor( (Schéma 1) vyuzZival
nukleofilni adici bazického dusiku z piperazinu chranéného tert-butyloxykarbonylovou (Boc)
skupinou (24) na derivaty karboxylovych kyselin (25-27), které byly nejprve aktivovany pomoci
1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimidu (EDC) a 1-hydroxybenzotriazolu (HOBt). 5-
HTsR strukturni fragmenty (28-30) byly poté pfipraveny odstépenim chranici Boc skupiny
kyselinou trifluoroctovou (TFA) (Schéma 1) [158,159].

H
N

] 0
N_ _COOH N

o

- ()
N 26 29
21 23 H
0 22;R=H COOH )
COOH 24;R = Boc )
o, o L QY
L_NH N N-N LN
\ /
25 28 27 30

Schéma 1 - Schématické zndazornéni syntézy aromatickych/heteroaromatickych hlavic
zodpovédnych za 5-HT3R antagonismus. Reakéni podminky: i) 22, EtOH, reflux, 16 h, 90 %; ii)
24, EDC, HOBt, TEA, DCM, DMF, It, pfes noc a poté TFA, DCM, 0 °C — It, pfes noc, 51-61 %.

K rlizné substituovanym arylpiperaziniim (31a-d, Schéma 2) byly zavedeny spojovaci
retézce 2-chlorethan-1-yl nebo 3-chlorpropan-1-yl pomoci 1-brom-2-chlorethanu (32) nebo 1-
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brom-3-chlorpropan (33) (Schéma 2) [160,161]. Derivaty 31a, 31c a 31d byly komercné
dostupné, kdy derivat 31b byl pfipraven nukleofilni cyklizaci mezi 2,3-dichloroanilinem a bis(2-
chloroethyl)amin hydrochloridem dle dfive publikovanych podminek [162]. Findlni slouceniny
1-14 byly ziskany nukleofilni adici mezi arylpiperaziny (34a-d a 35a-b), zndmymi D3R
farmakofory, a 23 a 28-30 (5-HT3R strukturni fragmenty) v N,N-dimethylformamidu (DMF) v
pfitomnosti uhli¢itanu draselného (K,COs3) pfi 90 °C (Schéma 2) [163].

N , N 1-14
B —_—
+ r\MAC|
n N
R R
7 32;n=1 =
33;n=2
31a-d 34a-d, 35a-b

31a; R = 2-
NeRIS S-I\C/Slle(HCI o) 34a;n=3,R=2-OMe 35a;n=2R=2-0Me
Mo R 34b;n=3,R=23-Cl 35b;n=2 R=23-Cl
31d; R = 4-OMe 34c;n=3,R=H

34d; n = 3, R =4-OMe

NC
R X = | r X o)
T |
X =
7N NN Y
K/N\/\/N\) K/N\/\/N\)
1, R=2,3-Cl 5; R =2-OMe
2,R=H 6;R=H
3; R=4-OMe 7: R = 4-OMe
4: R = 2-OMe 8;: R =2,3-Cl
X
Ry 7 R — NC
N (\N | — — N N
k/N\/\/N\) A j— N
9: R =2-OMe 11; R = 2-OMe
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14; R = 2,3-Cl

Schéma 2 — Schématické znazornéni syntézy D,R farmakofor(i 34a-d a 35a-b s rizné dlouhymi
spojovacimi fetézci a jejich nasledna transformace ve finalni latky 1-14. Reakéni podminky: i)
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32, K,COs, aceton, 0 °C—It, 48 h, 49 — 53 %; ii) 33, 25 % NaOH, aceton, 0 °C—It, 48 h, 57 — 62
%; iii) prislusny 5-HT3R farmakofor (23, 28-30), K,COs, DMF, 90 °C, 2 h, 27 — 37 %.

Dalsi 5-HTsR farmakofor byl ptipraven aktivaci pyrazinkarboxylové kyseliny (36)
thionylchloridem za vzniku odpovidajiciho acylchloridu 37, ktery nasledné reagoval s
hydrobromidem 3-brompropylaminu (38) za vzniku amidu 39 (Schéma 3). Findlni sloucenina

15 byla poté pripravena nukleofilni adici mezi 39 a 31a (Schéma 3) [164].

o
N._-COOH [ N -COCl i N ii
(T Ty
7 7 | H
N N NZ
36 37 30
o
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( jANMNﬁ “
= N
N K/
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Schéma 3 — Schématické zndzornéni syntézy findlni latky 15. Reakéni podminky: i) SOCI,,
toluen, reflux, 1 h; ii) 38, pyridin, aceton, It, 18 h, 41 %; iii) 31a, KCOs, MeCN, reflux, 18 h, 31
%.

Jiny pfistup zavedeni D2R farmakoforu vyuzival nukleofilni adici 7-hydroxy-3,4-dihydro-
2(1H)-chinolinonu (40) bud na spojovaci fetézec 1,3-dibrompropanu (41) nebo 1,4-
dibrombutanu (42) (Schéma 4) [165]. Findlni slou¢eniny 16-18 byly poté pfipraveny z 43a nebo
43b a odpovidajicich 5-HT3R farmakofort 23 nebo 29 nukleofilni adici v acetonu v pritomnosti

NaOH (Schéma 4) [166].
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Schéma 4 — Schématické znazornéni syntézy finalnich sloucenin 16-18. Reakcéni podminky: i)
K2COs, MeCN, reflux, 10 h, 44—-49 %,; ii) 23 nebo 29, 6M NaOH, aceton, It, 24 h, 31-37 %.

Syntéza finalnich sloucenin 1 a 4 pro dalsi studie byla optimalizovana pomoci reakénich
podminek za poufziti acetonitrilu (MeCN), KoCOs3 a refluxu po dobu 20 hodin. Za téchto

reakénich podminek byly finalni latky ziskany ve vytéZzcich 79 % a 69 % [144].

3.1.4 Afinita k 5-HT a D, receptorim finalnich slou¢enin 1-18

Hodnoty afinit k 5-HT a D, receptorim a jejich diskuze pro finalni latky 1-18 byly jiz
publikovany v praci P1 [144]. Jak bylo uvedeno vyse, hlavnim cilem této disertac¢ni prace bylo
sloucit afinity 5-HT3/D2R do nové vyvinutych sloucenin (1-18, Schémata 2-4). Antipsychoticky
ucinek téchto latek by také podpofily dalsi interakce se serotoninovymi receptory, konkrétné
s 5-HTia, 5-HT2a a 5-HT; receptory. Je zndmo, Ze antagonisté 5-HT,aR sniZuji negativni
symptomy schizofrenie pfi soucasné redukci extrapyramidovych vedlejsich ucinkd [167]. 5-

HT1aR hraji klicovou roli prostfednictvim dvou opacnych mechanismu [168]:

1) stimulace téchto receptorli muizZe zmirnit antipsychotiky indukované extrapyramidové
vedlejsi ucinky

2) naopak antagonistické vlastnosti na 5-HT1aR mohou zlepsit kognitivni poruchy schizofrenie
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Blokada 5-HT7R pozitivné moduluje negativni a kognitivni symptomy schizofrenie

[169].

Obecné Ize fict, Ze u testovanych slouéenin nebyly pozorovany zadné podstatné rozdily
mezi relativnimi afinitami za pouziti dvou rdznych vazebnych experimentd, tj. [3H]-raklopridu
na lidské bunécéné linii odvozené z embryondlnich bunék ledvin (HEK293, z angl. human
embryonic kidney 293 cells) exprimujicich D2iR a [3H]-spiperonu na burikdch vajeénikd
¢inského kiecka (CHO, z angl. chinese hamster ovary cells) transfekovanych D;R. Vysledky jsou

evvs

afinity v obou radioligandovych testech.

Z hlediska SAR vztahu slouceniny obsahujici 2,3-dichlorfenylpiperazinovy fragment
vykazovaly nejvyssi afinitu k DR ve srovnani s jinymi arylpiperaziny. Napfiklad analog 1 (Ki pro
DR = 10 nM) mél 11, 77 a 150krat vyssi afinitu k DR ve srovnani s jeho 2-
methoxyfenylpiperazinovym 4 (Ki pro DR = 110 nM), fenyl-piperazinovym 2 (Ki pro DR =770
nM) a 4-methoxyfenylpiperazinovym 3 (Ki pro D2i.R = 1 500 nM) analogem. Slouc¢enina 1 s
trimethylenovym spojovacim mustkem obsahujici dvé piperazinové jednotky vykazovala vétsi
afinitu k D2R neZ analog 12 spojeny ethylenovym spojovacim fetézcem (Ki pro DR = 210 nM).
Podobné strukturni Uvahy Ize provést v podskupiné nesouci 7-alkoxyoxy-3,4-dihydro-2(1H)-
chinolinonovou skupinu (16 vs. 17). Butyloxyderivat 17 (Kipro D2.R = 9.0 nM) vykazoval vétsi
afinitu k D2R nez pribuzny propyloxy derivat 16 (K pro D2.R = 81 nM). Analogy nikotinonitrilu,
jako je napf. derivat 1, vykazovaly vyssi afinitu k DR ve srovnani s odpovidajicimi analogy

benzamidu 8 (Kipro D2iRs = 120 nM) a pikolinamidu 10 (Ki pro D2Rs = 82 nM).

Pokud jde o ucinek findlnich molekul této série na 5-HT3R, slouéeniny vykazovaly rizné
mechanismy ucinku. Zatimco vétSina sloucenin vykazovala nekompetitivni nebo smiseny
mechanismus inhibice, ondansetron a molekuly 10 a 16 vykazovaly kompetitivni mechanismus
ucinku. U slouceniny 4 je zajimavé, Ze snizeni maximalni kontraktilni odezvy v ileu morcete
ukazuje na komplexnéjsi interakci mezi testovanou slouceninou, 5-HT3R a pravdépodobné
dalsimi pfitomnymi receptorovymi systémy. Moiné vysvétleni téchto efektd muze byt v
pomalé disociaci latky z receptoru nebo alostericky uéinek na testované receptory [170]. Co
se tyCe inhibi¢ni ucinnosti, byl pozorovan podobny vztah struktura-aktivita jako v pfipadé afinit
k D2iR. 2,3-Dichlorfenylpiperazinova sloucenina 1 sniZila pfi testovani ucinek 5-HT na 32 % pfi

koncentraci 1 pM. Analog 1 mél nejvyssi 5-HTsR antagonismus ve srovnani s jinymi
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arylpiperaziny ve skupiné bis-piperazinG: 1 vs 4 (2-OMe; pKs pro 5-HT3R = 6,2) vs 2 (Ph; ICsp
pro 5-HT3R > 3 uM) vs 3 (4-OMe; ICso pro 5-HT3R = 3-10 uM). Slouéeniny s trimethylenovym
spojovacim retézcem pro spojeni dvou piperazinovych kruht vykazovaly vyssi antagonistické
vlastnosti k 5-HT3R (napfiklad 1) neZ analog 12 s ethylenovym spojovacim fetézcem (ICso pro
5-HT3Rs = 1 uM). Derivat nikotinonitrilu 1 vykazoval nejvyssi antagonismus k 5-HT3R oproti
benzamidu 8 (ICso pro 5-HT3R > 3 uM) a pikolinamidu 10 (pKs pro 5-HT3R = 5,3). Fragment 7-
alkoxy-3,4-dihydro-2(1H)-chinolinonu (16-18) byl vyhodnocen jako nevhodny pro
antagonistické vlastnosti vici 5-HT3 receptordm. Vétsina finalnich sloucenin vykazovala slabou
afinitu k 5-HT2aR, coZ naznacuje selektivitu pro 5-HT3R. Pouze u molekuly 1 byla zjisténa

submikromolarni 5-HT,aR afinita.

Na zakladé receptorového profilu pro hlavni cilové receptory (D; a 5-HTs) byly vybrany
molekuly 1 a 4 jako nejslibnéjsi kandidati pro dalsi testovani. U téchto analogl byly
vyhodnoceny vnitfni aktivity na D;R a afinity k 5-HT1a i 5-HT7 receptorim pomoci bunék
HEK293 a radioligand [3H]-ketanserinu a [*H]-5-karboxyamidotryptaminu. Derivaty 1 a 4 byly
velmi silnymi antagonisty D2R (Kb pro D2R = 15 a 9.0 nM, Tab. 4) bez agonistické aktivity az do
10 uM (Obr. 6). Kromé toho mély obé slouceniny vysokou 5-HT1aR a stfedni az nizkou 5-HT7R
afinitu (Tab. 3).

Sloucenina 1 vykazovala podobnou D3R a 5-HT1aR vazebnou afinitu jako aripiprazol, a
dokonce vyssi afinitu nez atypické antipsychotikum klozapin (Tab. 3). Kromé toho méla
molekula 1 podobnou afinitu k 5-HT3R ve srovnani s klozapinem a aripiprazolem. Na druhé
strané, derivat 4 mél ve srovnani s klozapinem afinitu k D;R ve stejném rozsahu, ale o jeden
Fad vyssi k 5-HT1aR. Zadna ze slouéenin vyvinutych v této sérii viak nevykazovala srovnatelnou

afinitu k 5-HT2aR a 5-HT7R s aripiprazolem nebo klozapinem.

Tabulka 3 — Vazebné afinity finalnich sloucenin 1-18 k D2, D2, 5-HT2a receptorim a jejich
funkéni antagonismus k 5-HT3R a dale vazebné afinity vybranych findlnich sloucenin 1 a 4 k 5-
HT1a @ 5-HT7 receptoram.

Vazebné afinity Ki (nM) Funkéni

antagonismus

Sloucenina DR D2Ré 5-HT2aR 5-HTiaAR  5-HT;R 5-HTzRk!m
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11
12

13

14

15

16

10+£3.0

770 £130

1500 + 300

110+6.0

260 £ 43

2100 + 400

5500 +

1200

120+ 14

590+ 72
82+11

130+£7.0
210+19

630 £ 120

130+ 10

860 *+ 100

81+7.0

30

80

370

50

130

1400

n.a.

20

230
40

50
40

280

100

310

240

470+ 29

13000 *
2200
40000 +
9800
23000 *
3700
30000 *
6600
6500 +
1200
30000 £
5000
1700 *
110

n.a.h
2300
320
n.a.h
1300 +
280
8300 t
2000
1800 +
330
35800
8400
5300 +

980

37

19+4.0

18+2.0

570 £
70

2700
600

ICso = 0.3-1 uM

ICs0 >3 uM

ICs0 = 3—10 uM

pKs = 6.2

n.a." pfi 3 uM

n.a." pfi 3 uM

|C5o >10 HM

|C50 >3 HM

n.a." pfi 3 uM
pKs =5.3

ICs0 > 10 uM
|C50 =1 p.M

ICs0 = 3—10 uM

|C50 =1-3 |,l|V|

n.a." pfi 3 uM

pKs = 5.0



17 9.0+2.0 2.5 6900 + - - [Cs0 > 10 uM

760
18 2100 + 360 n.a.n 7400 + - - n.a." pfi 3 uM
1600
ari.2® 45+1.0 - 28+3 5.6 10' 630"
klozapin® 150¢ - 3.3¢ 180¢ 21°¢ 110&n
ondan.?¢ >10000f - >10000f >100007  >1000/ pKs = 7.36°

aReferenéni slougenina; Pari — aripiprazol; ‘ondan — ondansetron; radioligand [3H]-rakloprid,
buniky HEK293 exprimujicich DR, tato assay byla provedena v laboratofi profesora A. J.
Bojarského, Farmakologicky Ustav Maj, v Krakové;[54]; f[171]; eéradioligand [3H]-spiperon,
bufiky CHO transfekovanych DR, tato assay byla provedena doktorkou K. Stefkovou-
Mazochovou v Ndrodnim Ustavu dudevniho zdravi v Klecanech; "2adna afinita (z angl. no
affinity); [124]; 1[172]; v pfipadé kompetitivni vazby byla vypoctena hodnota pKs; 'na zakladé
pozorovanych funkénich antagonism( byl odhadnut rozsah hodnot ICso; Massay pro uréeni
antagonistickych vlastnosti k 5-HT3R byla provedena v laboratofi doktorky M. Kubacky,
Lékarska fakulta Jagellonské univerzity v Krakové; "Ki v nM; °stanovena také hodnota pA: (pAz
=7,42).

Tabulka 4 — Vnitini aktivity finalnich latek 1 a 4 k D3R.

Slouceniny ECso (nM) Kb (nM)
1 n.a.? 15+4.0
4 n.a.? 9.0+£2.0

a74dna afinita (z angl. no affinity). Tato funkéni assay byla provedena v laboratofi profesora A.
J. Bojarského, Farmakologicky ustav Maj, v Krakové.
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Obrazek 6 — Vysledky z DR cAMP funkéniho testu pro 1 a 4. Quinpirol byl pouzit jako
referenc¢ni slou€enina. Data predstavuji hodnoty z n = 3 technickych opakovani a body s
chybovymi Useckami predstavuji primér + SD.

3.2 Finalni slouc¢eniny 44-59 odvozené od finalnich sloucenin 1 a 4
FindIni latky 44-59 byly navrZeny pomoci metod molekularniho designu na zakladé
vysledk( aktivity molekul 1 a 4, byl proveden vypocet jejich fyzikalné chemickych vlastnosti a

jejich chemicka syntéza.

3.2.1 Design finalnich molekul 44-59 odvozenych od findlnich sloucenin 1 a 4

Nové ligandy 44-59 (Obr. 7) 5-HT3/D2 receptorl byly navrieny strukturalnimi
modifikacemi od svych molekul 1 a 4 (Schéma 2), u kterych byly zjiStény vysoké afinity (pro
D3R) a stredni afinity (pro 5-HT3R) pro cilové receptory [144]. Cilem téchto modifikaci bylo
zvysSeni afinit pro 5-HT3R u novych ligand( a zdroven zachovani afinit pro D2R v porovnani
s molekulami 1 a 4. D;R fragmenty byly vybrany na zakladé refersni prace S2, kterou autor

vypracoval.
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Ky, pro D,R =15 nM
IC50 pro 5-HT3R =0.3 -1 uM
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Same

finalni latky vyvinuté v ramci této studie - 44-59
- —
D,R fragment 5-HT;R fragment

N
N
A o]
| =R
FZ F

R =2-OMe, 2-OEt, 2-
Cl, 2-CN, 2,3-di-Cl
4-OMe, 4-Cl

Obrdzek 7 — Schematicky vykres designu pro findlni slouéeniny 44-59 odvozenych od

materskych molekul 1 a 4.
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3.2.2 Vypocet fyzikalné chemickych vlastnosti findlnich sloucenin 44-59 odvozenych od
1a4

K vypoctu HEB skdre novych D,/5-HT3R ligandd 44-59 byl pouZit algoritmus vynalezeny
Guptou et al. [129]. Hodnoty jsou uvedeny v Tabulce 5.

Tabulka 5 — VVypoctené HEB skore pro finalni latky 44-59.

Sloucenina HEB skore? Sloucenina HEB skore?
44 3,7 52 4,3
45 4,2 53 4,5
46 4,4 54 4,8
47 3,9 55 5,0
48 4,4 56 4,6
49 4,1 57 51
50 4,8 58 5,4
51 4,8 59 4,9

aPro vypocet HEB skére byl pouzit algoritmus vyvinuty Guptou et al. [129].

HEB skodre bylo vypocteno pro celkem 16 sloucenin v této sérii molekul. Dvé latky (44
a 47) mély HEB skoére v rozmezi (3,4], dvanact sloucenin (45-46, 48-56 a 59) mélo HEB skére

v rozmézi (4,5] a u dvou latek (57-58) bylo vypocteno HEB skére v rozmezi (5,6].

3.2.3 Syntéza findlnich sloucenin 44-59 odvozenychod 1a 4

Chipazin (61), zodpovédny za 5-HT3R antagonismus, byl pfipraven nukleofilni adici 22
na 2-chlorchinolin (60) (Schéma 5) [173]. Dale 5-HT3R farmakofory 23 nebo 30 reagovaly se
slouc¢eninou 33 v acetonu za pritomnosti 25 % NaOH za vzniku 62 a 63 (Schéma 5) [160]. Pfi
téchto reakcich bylo nutné pridat malé mnozstvi dimethylsulfoxidu (DMSO) kvili omezené

rozpustnosti vychozich substrat(.
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Schéma 5 — Schématické zndzornéni syntézy 5-HT3R farmakofor(l 61 a 62-63 se spojovacim
fetézcem 3-chlorpropan-1-yl. Reakéni podminky: i) 22, PEG-400, 135 °C, 1 h, 76 %; ii) 33, 25 %
NaOH, aceton, DMSO, 0 °C —It, 48 h, 46—-81 %.

FindIni slouceniny 44-59 byly poté pripraveny nukleofilni adici mezi aryl/heteroaryl
piperazinem (62-63 a 34a-b) a odpovidajicim aryl/heteroaryl piperazinem (23, 31a-b, 31e-k a
61) v MeCN za pritomnosti K,COs za refluxu (Schéma 6). Vychozi substraty 31e-k byly

komercéné dostupné.
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Schéma 6 — Schématické znazornéni syntézy finalnich sloucenin 44-59. Reakcni podminky: i)
K2COs, MeCN, reflux, pfes noc, 45 — 90 %.



3.3 Finalni slouceniny 64a-g, 65a-g odvozené od aripiprazolu
FindIni latky 64a-g, 65a-g byly navrieny pomoci metod molekuldrniho designu, byl
proveden vypocet jejich fyzikdlné chemickych vlastnosti, jejich chemicka syntéza a byly

zjistény afinity k D2R. Vysledky byly publikovany v praci P2.

3.3.1 Design finalnich slouc¢enin 64a-g, 65a-g odvozenych od aripiprazolu

NiZe popsany design findlnich molekul 64a-g, 65a-g byl publikovadn v praci P2 [156].
Spojenim rhGznych arylpiperazinovych skeletli (¢ervena barva, Obr. 8) s 3,4-dihydrochinolin-
2(1H)-on fragmentem (hnéda barva, Obr. 8) v poloze 1 pres alifatické spojovaci retézce vedlo
k ziskani Gcinnych D2R antagonist(l. Reprezentativni pfiklad téchto DR antagonist(i je USC-
D301 (Obr. 8) [166]. Etikloprid (Obr. 8) je substituovany benzamidovy analog bez 1,4-
disubstituovaného arylpiperazinového fragmentu (Cervena barva, Obr. 8), ktery je typicky pro
néktera antipsychotika (napf. aripiprazol). Etikloprid obsahuje ve své molekule pouze pyrolidin
(modra barva, Obr. 8), presto vykazuje velmi vysokou afinitu k D2R [174]. Cilem bylo tedy
prozkoumat, zda-li nové pfipravené derivaty (64a-g a 65a-g, Obr. 8), obsahujici pouze cyklicky
amin bez arylu, budou vykazovat vysokou afinitu k D2R jako jejich materské molekuly USC-

D301 a etikloprid [156].
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napfr. pyrolidin

Obrdzek 8 — Navrh novych derivat( 3,4-dihydrochinolin-2(1H)-onu 64a-g, 65a-g z aripiprazolu,

etiklopridu a USC-D301.

3.3.2 Vypocet fyzikalné chemickych vlastnosti finalnich slouéenin 64a-g, 65a-g
odvozenych od aripiprazolu

HEB skore pro finalni latky 64a-g a 65a-g byly publikovano v praci P2 [156]. K vypoctu

HEB skdre novych D3R ligandl 64a-g, 65a-g byl pouZit algoritmus vynalezeny Guptou et al.

[129]. Hodnoty jsou uvedeny v Tabulce 6.

Tabulka 6 — Vypoctené HEB skore pro finalni latky 64a-g, 65a-g.

Sloucenina HEB skore? Sloucenina HEB skore?
64a 5,3 65a 5,2
64b 5,2 65b 5,2
64c 5,4 65¢ 5,4
64d 5,2 65d 5,3
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64e 5,2 65e 5,2
64f 5,2 65f 5,2
64g 53 65g 5,3

3Pro vypocet HEB skdre byl pouzit algoritmus vyvinuty Guptou et al. [129].

HEB skore bylo vypocéteno pro celkem 14 slouéenin. Finalni slou¢eniny 64a-g, 65a-g

mély HEB skére v rozmezi (5,6].

3.3.3 Syntéza finalnich sloucenin 64a-g, 65a-g odvozenych od aripiprazolu

Celd syntéza finalnich sloucenin 64a-g a 65a-g i s odpovidajicimi meziprodukty byla
publikovana v praci P2 [156]. Nukleofilni adice 3,4-dihydro-2(1H)-chinolinonu (66) na 33 nebo
1-brom-4-chlorbutan (67) v pfitomnosti hydridu sodného (NaH) v DMF byla pouzita pro
pfipravu meziprodukt(i 68a-b (Schéma 7) [175]. Findlni slouc¢eniny 64a-g a 65a-g byly nasledné
pfipraveny opét nukleofilni adici odpovidajiciho aminu (69a-g) na 68a-b v pritomnosti K,CO3

[156,176].

46



67;n=2

H H H H H
N N No N N H
Et.,  Et N
N /\/\/
H 0]
I\ll 0] S

69a 69b 69c 69d 69e 69f 69g

Schéma 7 — Schématické znazornéni syntézy findlnich sloucenin 64a-g, 65a-g. Reakeni
podminky: i) NaH, DMF, 0 °C — It, 4 h nebo pres noc, 70 — 89 %; ii) 69a-g, K;CO3, MeCN, reflux,
prfes noc, 45 - 69 %.

3.3.4 Vazebné afinity k D2R finalnich latek 64a-g, 65a-g odvozenych od aripiprazolu
Hodnoty afinit k D2R pro findlni molekuly 64a-g, 65a-g (Schéma 7) byly publikovany
v praci P2 a jsou shrnuty v Tabulce 7. Obecné lze fici, Ze trimethylenové derivaty 64a-g
vykazovaly mirné silnéjSi antagonismus k D2R nez jejich tetramethylenové derivaty 65a-g.
Alifatické analogy 64f,g a 658 mély mirné nizsi antagonismus k D2R neZz molekuly s cyklickymi
k D2R ze vSech analogt s cyklickymi aminy (64a-e a 65a-e). Na druhou stranu thiomorfolinovy
analog 64e mél nejsilnéjsi antagonisticky efekt k D2R ze vSech ptipravenych findlnich sloucenin

v této sérii [156].

Tabulka 7 — Hodnoty vazebnych afinit k D2R pro finalni molekuly 64a-g, 65a-g.

Slouéenina Ki (uM) + SEMP Slouéenina Ki (uM) = SEMP
64a 24 +5.8 65a 23+3.6
64b 9.7+1.6 65b 14+25
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64c 12 £3.2 65c 21+0.6

64d 20+1.6 65d 41+14
64e 7.6+19 65e 9.7+23
64f 37+8.6 65f 27 4.7
64g 26+6.1 65g 45+ 11
aripiprazol? 45+1.0¢ - -

aReferenéni slou¢enina; "Hodnoty jsou vyjadieny jako prdmér + SEM (uM) (n=3). Radioligand
[*H]-spiperon, buriky CHO transfekovanych DR, tento test byl proveden doktorkou K.
Stefkovou-Mazochovou v Narodnim Ustavu dusevniho zdravi v Klecanech; °k; hodnota v nM
pro D2R z reference [144].

3.4 Findlni slouceniny 70-81 nesouci 2-methoxyfenylpiperazinovy fragment
FindIni latky 70-81 byly navrZeny pomoci metod molekuldrniho designu, byl proveden

vypocet jejich fyzikalné chemickych vlastnosti a jejich chemicka syntéza.

3.4.1 Design finalnich slouc¢enin 70-81 nesouci 2-methoxyfenylpiperazinovy fragment
V ramci pracovni stdze v laboratofich Institutu pro farmaceutickou a Iékafskou chemii
Univerzity Heinricha Heineho v Disseldorfu pod vedenim prof. H. Starka bylo pfipraveno

celkem 12 novych molekul 70-81 vykazujicich moznou selektivitu pro DsR.

Antagonisté Ci parcialni agonisté D3R prokazaly pozitivni ucinky pfi 1é¢bé schizofrenie
[177]. Pro mnoho ligandU ovliviiujicich D3R s antagonistickymi vlastnostmi Ize pouZit obecny
strukturni vzorec, ktery je rozdélen do tii ¢asti: aryl, ktery je pfipojen k amidu (prvni ¢ast), dale
se zde nachazi alkylovy nebo aromaticky spojovaci fetézec (druha c¢ast), ktery spojuje prvni a
treti ¢ast, coz je bazicky fragment s aromatickym substituentem [178]. Slouceniny s 4-(2-
methoxyfenyl)piperazinem jako treti podjednotkou (¢ervena barva, Obr. 9) jsou antagonisté
D3R, napft. struktura s oznacenim GR 103,691 (Obr. 9) [179] nebo parcidlni agonisté, napft.
slou¢enina BP 897 (Obr. 9) [180]. Cyklohexylethylenovy (napf. u 82, Obr. 9) nebo
methylenbenzylovy (napf. u 83, Obr. 9) spojovaci retézec (oranzovd barva, Obr. 9) ved|
k navyseni selektivity k D3R [178,181]. Slouceniny s para substituenty (napf. 84a-c, Obr, 9)
v pfipadé prvni podjednotky (zelena barva, Obr. 9) vykazovaly vysokou selektivitu k D3R [178].

Metoklopramid, benzamidovy derivat (Obr. 9), je antiemetikum vykazujici afinitu k D, a 5-HT3
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receptortim [182,183]. Na zakladé téchto udajli byla navrZena skupina molekul (70-76, Obr. 9)
pro studium efektu fenylethylového ¢i methylfenylmethylového spojovaciho fetézce spolec¢né

s rlznymi substituenty v para pozici (H, OMe, NO3) v prvni podjednotce ¢i od metoklopramidu.
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Obrazek 9 — Schématické zndzornéni designu finalnich latek 70-76 s pravdépodobnou selekci

pro D3R.



Amidicka skupina v prvni podjednotce obecného strukturniho vzorce pro D3R afinitu
muZe byt nahrazena mocovinovou skupinou (zelend barva; Obr. 10). Reprezentativni pfiklad
je kariprazin (parciadlni agonista D3/D;R preferujici DsR; pKi — 10 (D3R); 9.2 (DzR), Obr. 4)
[55,184]. Pro studium efektu mocovinové skupiny byly pfipraveny dva derivaty (77-78, Obr.
10).

77 78

Obrdzek 10 — Chemické struktury mocovinovych derivati 77 a 78.

Dale byl pripraven jeden heterobivalentni derivat (79, Obr. 11). Navrh 79 je podporen
studiemi, které demonstrovaly schopnost bivalentnich ligand(i modifikovat dopaminové

receptory [185-188].

79

Obrazek 11 — Chemicka struktura heterobivalentniho derivatu 79.
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Chromofory se staly nezbytnymi pro fadu aplikaci od zobrazovani in vitro, snimani a
terapie az po fotovoltaiku a optoelektroniku [189-194]. Ve studii Yu et al. byla publikovana
nova rodina nesymetrickych bis(BF2) fluoroford [195]. Vyhody téchto novych derivatl
spocivaji v jednoduché pfipravé (jednokrokova syntéza z komeréné dostupnych zdrojli) a ve
vynikajici svételné a pH stabilité. Ddle tyto derivaty vykazovaly ucinnou dvoufotonovou
absorpci v Sirokém spektralnim rozsahu 700—900 nm, diky ¢emuZ jsou vhodné pro zobrazovani
dvoufotonovou fluorescencéni mikroskopii v Zivych burnkach [195]. Na zakladé téchto udaju
byly navrZeny a pfipraveny dva fluorescencni derivaty (80 a 81, fluorofor je vyznacen zelenou

barvou, Obr. 12).

b
T
®

80
81

Obrazek 12 — Chemicka struktura pfipravenych derivat( 80 a 81 s fluoroforem.

3.4.2 Vypocet fyzikalné chemickych vlastnosti finalnich latek 70-81 nesouci 2-
methoxyfenylpiperazinovy fragment

K vypoctu HEB skére novych D3R ligandd 70-81 byl pouZit algoritmus vynalezeny

Guptou et al. [129]. Hodnoty jsou uvedeny v Tabulce 8.
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Tabulka 8 — VVypoctené HEB skore pro finalni latky 70-81.

Sloucenina HEB skore? Sloucenina HEB skore?
70 4,7 76 3,5
71 3,6 77 3,6
72 4,4 78 3,7
73 4,7 79 3,0
74 3,6 80 31
75 4,3 81 1,9

3Pro vypocet HEB skdre byl pouzit algoritmus vyvinuty Guptou et al. [129].

HEB skodre bylo vypocteno celkem pro 12 sloucenin. Jedna sloucenina (81) vykazovala
HEB skére v rozmezi (0,2], jedna latka (79) vykazovala HEB skére v rozmezi (2,3], Sest latek (71,

74, 76-78 a 80) mélo HEB skére v rozmezi (3,4] a Ctyti latky (70, 72-73 a 75) mélo skore (4,5].

3.4.3 Syntéza finalnich sloucenin 70-81 nesouci 2-methoxyfenylpiperazinovy fragment
3.4.3.1 Syntéza findlnich latek 70-72, 77-79 nesouci fenylethylenovy spojovaci retézec

Aktivace hydroxylové skupiny u 4-nitrofenethylalkoholu (85) pomoci mesylchloridu a
naslednd nukleofilni adice bazického dusiku 31a poskytovaly meziprodukt 87, ktery byl
nasledné redukovan pomoci vodiku za katalyzy palladia na aktivnim uhli za vzniku
meziproduktu 88 (Schéma 8) [196]. Finalni slouceniny 70-72 byly poté pfipraveny ze
slouceniny 88 a odpovidajicich karboxylovych kyselin (25, 89-90), které byly nejprve
aktivovany systémem EDC/HOBt (Schéma 8) [158].
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Schéma 8 — Schématické znazornéni syntézy findlnich sloucenin 70-72. Reak¢ni podminky: i)
mesylchlorid, TEA, DCM, 4 °C, 15 min; ii) 31a, K,COs, MeCN, reflux, 14 h, 73 %; iii) H2, Pd/C,
MeOH, It, pfes noc, 94 %; iv) 25 nebo 89-90, EDC, HOBt, TEA, DCM, DMF, It, pfes noc, 51 — 80
%.

Ethyl-4-aminofenylacetat (92) byl pripraven kysele katalyzovanou esterifikaci mezi
kyselinou 4-aminofenyloctovou (91) a ethanolem (Schéma 9) [197]. Findlni sloucenina 77 byla
poté pripravena reakci mezi 92 a 88 v dichlormethanu (DCM) a za pritomnosti triethylaminu
(TEA), kdy pro zavedeni mocovinové funkéni skupiny byl pouzit 1,1 -karbonyldiimidazol (CDI)
(Schéma 9) [198]. FindIni sloucenina 78 byla pfipravena bazickou hydrolyzou 77 (Schéma 9)
[199].
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Schéma 9 — Schématické znazornéni syntézy finalnich sloucenin 77-78. Reakcni podminky: i)
98 % H,S04, toluen, EtOH, reflux, 5 h, 88 %; ii) 88, CDI, TEA, DCM, 0 °C—1t, 3.5 h, 71 %,; iii) 0.5M
NaOH, THF, reflux, 2.5 h, 90 %.

Nukleofilni adici aromatického aminu 88 na chlorid kyseliny 4-(2-chlorethyl)benzoové
(94), ktery byl pripraven pomoci oxalylchloridu a odpovidajici karboxylové kyseliny 93, byl
ziskan meziprodukt 95 (Schéma 10) [178,200,201]. Findlni derivat 79 byl nasledné pfipraven
opét nukleofilni adici bazického cyklického aminu 31a na 95 (Schéma 10) [178,196].
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95

79

Schéma 10 — Schématické znazornéni syntézy findlni latky 79. Reakéni podminky: i)
oxalylchlorid, DCM, DMF, 0 °C —It, 3 h; ii) 88, TEA, DCM, 0 °C —It, 3 h, 69 %; iii) 31a, K,COs3,
MeCN, reflux, pres noc, 52 %.

3.4.3.1 Syntéza findlnich latek 73-76 a 80-81 nesouci methylenbenzylovy spojovaci retézec
Pro pfipravu findlnich sloucenin 73-76 bylo nejprve nutno pfipravit 1-(4-{[4-(2-
methoxyfenyl)-1-piperazinyllmethyl}fenyl)methanamin (98), ktery byl ziskan katalytickou
hydrogenaci 4-{[4-(2-methoxyphenyl)-1-piperazinyllmethyl}benzonitrilu (97) za pritomnosti
Raneyova niklu (Ra-Ni) [202] (Schéma 11), ktery byl nejprve aktivovan pomoci 10 % roztoku
NaOH ve vodé pfi 85 °C [203]. Meziprodukt 97 byl pfipraven nukleofilni adici bazického
cyklického aminu 31a na (4-chlormethyl)benzonitril (96) (Schéma 11) [178]. FindIni slouceniny
73-75 byly poté pfipraveny nukleofilni adici alifatického aminu 98 na pfislusné karboxylové
kyseliny (25, 89-90), které byly nejdfive aktivovany pomoci systému EDC/HOBt (Schéma 11)
[158]. Finalni latka 76 byla ziskana nukleofilni adici alifatického aminu 98 na pfislusnou

karboxylovou kyselinu 99, kterd byla nejprve aktivovdna pomoci CDI (Schéma 11) [204].
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Schéma 11 — Schématické znazornéni syntézy finalnich sloucenin 73-76. Reakéni podminky: i)
31a, K2CO3, MeCN, reflux, 4 h, 96 %; ii) H2, Ra-Ni, MeOH, NHs, 40 °C, pres noc, 99 %; iii) 25
nebo 89-90, EDC, HOBt, TEA, DCM, DMF, It, pres noc, 49 — 51 %; iv) 99, CDI, THF, It, pres noc,
55 %.

Fluorofor (102) byl pfipraven dvoukrokovou syntézou. V prvnim kroku probéhla reakce
mezi 3,5-dimethylpyrrol-2-karboxaldehydem (100) a 2-chlor-6-hydrazinopyridinem (101) za
refluxu v 1,2-dichlorethanu za pfitomnosti p-toluensulfonové kyseliny (PTSA) (Schéma 12)
[195]. Ve druhém kroku byl pfiddn v nadbytku N,N-diisopropylethylamin (DIPEA) a
diethyletherat fluoridu boritého (BFs-OEt,) (Schéma 12) [195]. Finalni slouc¢enina 80 byla poté
pfipravena nukleofilnim atakem alifatického aminu (98) na atom chloru v molekule fluoroforu

102 za ptitomnosti TEA (Schéma 12) [195].
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Schéma 12 — Schématické znazornéni syntézy finalni slouceniny 80. Reakéni podminky: i) PTSA,
1,2-dichlorethan, reflux, pres noc; ii) DIPEA, BFs;-OEty, reflux, 4 h, 40 %; iii) 98, TEA, 1,2-
dichlorethan, 45 °C, pres noc, 74 %.

Findlni sloucenina 81 byla pfipravena nukleofilni adici alifatického aminu 108 na atom
chloru v molekule fluoroforu 102 v pfitomnosti TEA (Schéma 13) [195]. Derivat 108 byl ziskan
katalytickou hydrogenaci alifatického nitrilu 107 (Schéma 13) [202]. Jako katalyzator pro tuto
reakci byl pouzit Ra-Ni, ktery byl nejprve aktivovan pomoci 10 % roztoku NaOH ve vodé pfi
85 °C [203]. Sloucenina 107 byla pfipravena nukleofilni adici alifatického aminu 98 na 4-(3-
karbonitrilpropoxy)benzoovou kyselinu (106), kterd byla nejdfive aktivovdna pomoci
oxalylchloridu (Schéma 13) [178,201]. Nukleofilni adice hydroxylové skupiny methylparabenu
(103) na atom bromu v molekule 4-brombutannitrilu (104) vedla k meziproduktu 105, ktery
byl ndsledné bazicky hydrolyzovan pomoci hydroxidu draselného (KOH) v methanolu (MeOH)
za vzniku benzoové kyseliny 106 (Schéma 13) [205,206].
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Schéma 13 — Schématické znazornéni syntézy finalni slouc¢eniny 81. Reakcni podminky: i) K,
K2COs3, NMP, 80 °C, 48 h; ii) KOH, MeOH, 40 °C, 2 h, 63 %; iii) oxalylchlorid, DCM, DMF, 0 °C —
It, 3 h; iv) 98, TEA, DCM, 0 °C - It, 2.5 h, 55 %,; v) Hz, Ra-Ni, MeOH, NHs, 40 °C, pfes noc, 79 %;
vi) 102, TEA, 1,2-dichlorethan, 45 °C, pres noc, 29 %.
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4 Zaveér

Schizofrenie je komplexni porucha s nes¢etnymi symptomy postihujici pfiblizné 1 %
dospélé populace [207,208]. Lécba schizofrenie je Ucinnd pouze u poloviny pacientld s
pfednostnim potlaéenim pozitivnich symptom. Proto je velkd potfeba vyvinout nové Iéky pro
zvladani tohoto dusevniho onemocnéni, pfedevsim s cilem fesit nedostate¢nou ucinnost a

pretrvavajici vedlejsi ucinky [10].

D2R byly uzndny pro svou klicovou roli v psychdze v roce 1975, kdy ucinek prvni
generace neuroleptik byl potvrzen pravé diky jejich afinité k témto receptorim [209,210]. D2R
stdle zUstavaji hlavnim cilem v 1é¢bé schizofrenie pro potlaceni pozitivnich symptomu a
vSechna registrovand antipsychotika maji v terapeutickych ddvkach afinitu k témto

receptortim [10,44-47].

Vzhledem k vysoké expresi 5-HT3R v oblastech lidského mozku dlleZitych pro kognitivni
funkce, emocni chovani i motivaci predstavuji tyto receptory potencialni cil pro modulaci jak
negativnich, tak kognitivnich symptomu schizofrenie [86]. Antagonisté 5-HT3R, oznacované
jako setrony pouzité jako dopliikové léky ke standardnim antipsychotikim, zlepsily
schizofrenni stavy, zejména negativni a kognitivni symptomy, a byly ddle schopny snizit
extrapyramidové vedlejsi uéinky vyvolané pouzitymi neuroleptiky [86]. Na zakladé téchto
informaci byla hlavni napln této prace vyzkum a pfiprava novych dualnich ligand( ovliviiujicich

D2/5-HTs3 receptory, které by mohly byt pouZzity jako nova léciva proti schizofrenii.

V ramci této disertacni prace byla navriena, syntetizovana a vyhodnocena nova série
1,4-disubstituovanych aromatickych piperazini (1-18) inspirovanych aripiprazolem a
kariprazinem. V souladu s designem téchto derivat( bylo zjiSténo, Ze tyto nové slouceniny

soucasné moduluji D; a 5-HT3 receptory.

Na zakladé Uspésné prvni série findlnich latek (1-18, predevsim molekuly 1 a 4) byla
navrZena a pripravena druha série latek (44-59), u které se predpoklada taktéz ovlivnéni D,/5-

HTs receptord, a které se nyni nachazi ve fazi in vitro testovani.

Dale v ramci této doktorandské prace byla navriena a pfipravena nova série 3,4-
dihydrochinolin-2(1H)-on derivat(i (64a-g, 65a-g) cilenych na D2R. Ackoliv jsou vazebné afinity

na D2R novych analogd mnohem slabsi ve srovnani s materskou slouceninou aripiprazolem,
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jsou velmi blizké vazebné afinité memantinu plsobiciho jako antagonista na NMDA receptory.

Memantin se pouziva pro |écbu Alzheimerovy choroby [211,212].

V ramci pracovni stdze v laboratofich Institutu pro farmaceutickou a Iékafskou chemii
Univerzity Heinricha Heineho v Disseldorfu bylo pfipraveno celkem 12 novych molekul (70-

81) s moZnou selektivitu pro D3R, které se nyni nachazi ve fazi in vitro testovani.

Vsechny cile stanovené v disertaéni praci byly splnény. Vysledky, které jsou soucdsti
disertacni prace, byly publikovany ve 2 resSerSnich a 2 experimentdlnich ¢lancich v ¢asopise
s impakt faktorem. Ve vSech pfipadech je autor disertacni prace také prvnim autorem téchto
publikaci. Jedna z reSerSnich praci autora byla vybrdna na vnitini obal ¢asopisu Medicinal

Research Reviews (https://doi.org/10.1002/med.21666). Nékteré vysledky uvedené v disertacni

praci se nachazeji ve stadiu in vitro testovani. Dil¢i vysledky prace byly také publikovany

formou sdéleni na konferencich (postert) na odbornych konferencich.
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5 Experimentalni ¢ast
5.1.1 Obecné informace

Chemikalie byly zakoupeny od Sigma-Aldrich Co., LLC (Praha, Ceskd republika) a byly
pouzity bez dalSiho cisténi. Analyticka chromatografie na tenké vrstvé (CTV) byla provadéna
na deskdch potazenych silikagelem 60 s fluorescenénim indikdtorem F254 (Merck, Praha,
Ceska republika). Desticky pro chromatografii na tenké vrstvé byly vizualizovény vystavenim
ultrafialovému svétlu (254 nm) nebo detekénim Ccinidlem ninhydrinem. Sloupcova
chromatografie byla provedena na silikagelu 100 pfi atmosférickém tlaku (70-230-mesh
ASTM, Fluka, Praha, Ceska republika). NMR spektra byla zaznamenana na spektrometru Varian
S500, Bruker Avance-Ill 300 nebo Bruker Avance-lll 600. Chemické posuny jsou uvedeny v
ppm vzhledem k signaldm zbytkového rozpoustédla (pro *H NMR a *3C NMR: chloroform-d
(CDCls; 7,26 (D) nebo 77,16 (C) ppm), methanol-ds (MeOD; 3,31 (D3) nebo 49,00 (C) ppm),
demithylsulfoxid-ds (DMSO; 2,50 (Ds) nebo 39,52 (C) ppm) nebo oxid deuterium-d> (D20; 4,79
(D) ppm). Findlni slou¢eniny byly analyzovany HPLC s MS se systémem Dionex Ultimate 3000
RS UHPLC spojenym s Q Exactive Plus Orbitrap hmotnostnim spektrometrem (Thermo Fisher
Scientific, Brémy, Némecko) k ziskani hmotnostnich spekter s vysokym rozliSenim (HRMS)
nebo na pracovni stdzi v Némecku, v Disseldorfu na pfistroji vyuZivajici kapalinovou
chromatografii-hmotnostni spektrometrii (LC-MS): Systém Elute SP (HPG 700) Bruker
Daltronics amaZonspeed LC/MSn (ESI-MS). Gradientovd HPLC s UV detekci (254 nm) ¢i LC-MS
analyza potvrdila vidy >95 % Cistotu finalnich molekul (nebyla provedena kalibrace) [144,156].
Pro molekulou hmotnost findlnich sloucenin 70-76 a 79 byl poufZit pfistroj Advion Expression-

L Compact Mass Spectrometer na pracovni stazi v Némecku.

5.1.2 Chemicka syntéza
Finalni molekuly 1-18, jejich syntéza a analyticka specifikace byly publikovany v P1.
Meziprodukty 23, 28-30, 31b, 34a-d, 35a-b, 39 a 43a-b, jejich syntéza a analyticka specifikace

byly publikovany v P1.

Findlni molekuly 64a-g, 65a-g, jejich syntéza a analyticka specifikace byly publikovany

v P2. Meziprodukty 68a-b, jejich syntéza a analyticka specifikace byly publikovany v P2.
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5.1.2.1 Syntéza slouceniny 61

K michanému roztoku slouéeniny 60 (2,1 mmol) v PEG-400 (1,5 ml) byla pfidana
molekula 22 (21,0 mmol) pfi It. Reakéni smés byla poté michana 60 minut pfi 135 °C [173]. Po
dokonceni reakce (monitorovdano pomoci CTV) byla reakéni smés ziedéna CHCls (50 ml) a
redestilovanou vodou (20 ml). Vysledny roztok byl intenzivné michan pfi It po dobu 0,5 h.
Organicka faze byla oddélena, vysusena nad NaSOs, prefiltrovdana a odparena na rotacni
vakuové odparce (RVO) za snizeného tlaku. Odparena reakéni smés byla precisténa

chromatografii na silikagelu (CHCl3:MeOH = 99:1 obj./obj.).

5.1.2.1.1 2-(Piperazin-1-yl)chinolin (61)

NaZloutly prasek. VytéZek 76 % (0.34 g); *H NMR (500 MHz, CDCl3) § 7.88 (d, J = 9.1 Hz,
1H), 7.70 (dd, J = 8.5, 1.1 Hz, 1H), 7.59 (dd, J = 7.9, 1.5 Hz, 1H), 7.53 (ddd, J = 8.5, 6.9, 1.5 Hz,
1H), 7.22 (ddd, J = 8.0, 6.8, 1.2 Hz, 1H), 6.96 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 3.73 — 3.68 (m, 4H), 3.03 —2.98
(m, 4H), 1.82 (s, 1H).

'H NMR spektrum pro 61 souhlasi se spektrem uvadénym v literatufe [173].

5.1.2.2 Syntéza sloucenin 62-63

K michanému roztoku odpovidajiciho 4-substituovaného piperazinu 23 (6,9 mmol)
nebo 30 (5,3 mmol) v acetonu (17 ml pro 23; 13 ml pro 30), 25 % NaOH (1,7 ml pro 23; 1,3 ml
pro 30) a DMSO (5 ml pro 23; 3 ml pro 30) byla pomalu pfiddna sloucenina 33 (6,9 mmol pro
23; 5,3 mmol pro 30) za podminek chlazeni ledem. Po pridani 33 byla reakéni smés michana
dalSich 15 minut za chlazeni a poté 48 hodin pfi It [160]. Po pozadované reakéni dobé byla
reakéni smés odparena na RVO a byly k ni pfidany CHCls (300 ml) a redestilovana voda (100
ml). Vysledny roztok byl intenzivné michan pfi It po dobu 1 hodiny. Organicka faze byla poté
oddélena, vysusena nad Na,SO,, prefiltrovana a odparena na RVO za snizeného tlaku do sucha
s prebytkem toluenu. Odparenad reakéni smés byla precisténa chromatografii na silikagelu za
poufziti Cistého ethylacetatu jako mobilni faze. Spravné Cisté frakce byly identifikovany pomoci

CTV, spojeny a odpareny do sucha na RVO.

5.1.2.2.1 2-(4-(3-Chlorpropyl)piperazin-1-yl)nikotinonitril (62)
NaZloutlé krystalky. VytéZzek 81 % (1,47 g); *H NMR (500 MHz, CDCl3) § 8.33 (dd, J = 4.7,
2.0 Hz, 1H), 7.75 (dd, J = 7.6, 2.0 Hz, 1H), 6.73 (dd, J = 7.6, 4.8 Hz, 1H), 3.76 — 3.70 (m, 4H), 3.62
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(t, J = 6.5 Hz, 2H), 2.61 — 2.57 (m, 4H), 2.54 (t, J = 7.0 Hz, 2H), 1.98 (p, J = 6.7 Hz, 2H). 3C NMR
(126 MHz, CDCls) 6 160.6, 152.0, 144.0, 118.3, 114.1, 94.9, 55.4, 53.2, 48.1, 43.2, 29.9.

5.1.2.2.2 (4-(3-Chlorpropyl)piperazin-1-yl)(1-methyl-1H-indazol-3-yl)methanon (63)

Nazloutly olej. Vyt&sek: 46 % (0.78 g); *H NMR (500 MHz, CDCls) & 8.11 (dt, J = 8.2, 1.0
Hz, 1H), 7.46 — 7.37 (m, 2H), 7.28 — 7.22 (m, 1H), 4.10 (m, S5H), 3.88 (s, 2H), 3.62 (t, J = 6.5 Hz,
2H), 2.55 (m, 6H), 2.02 — 1.95 (m, 2H). 3C NMR (126 MHz, CDCls) 6 162.8, 140.5, 138.0, 126.9,
124.4,122.6,122.3,109.1, 55.4, 54.0, 53.1, 47.1,43.2, 42.5, 36.1, 29.8.

5.1.2.3 Obecny postup pro pfipravu findlnich sloucenin 44-59

Smés odpovidajich sloucenin 34a, 34b, 62 nebo 63 (1 ekv.), 23, 31a-b, 31e-k nebo 61
(1 ekv.) a K2CO3 (3 ekv.) v MeCN (5 ml na 0,6 mmol 23, 31a-b, 31e-k nebo 61) byla refluxovana
po dobu 20 hodin. Po poZzadované reakcni dobé byla reakéni smés ziedéna CHCI3 (200 ml) a
prefiltrovana. Vysledny filtrat byl odparen na RVO za snizeného tlaku. Odparend reakéni smés
byla precisténa chromatografii na silikagelu za pouziti smési CHCl3:MeOH (92:8 obj./obj.) jako
mobilni faze. Spravné Cisté frakce byly identifikovany pomoci CTV, spojeny a odpareny do
sucha za pouziti RVO. Finalni slouceniny 44-59 byly prevedeny na pfislusné hydrochloridové
soli smichanim s nékolika kapkami kyseliny chlorovodikové (36 %) v MeOH pfi It za michani po

dobu 1 hodiny.

5.1.2.3.1 2,2'-(Propan-1,3-diylbis(piperazin-4,1-diyl))dinikotinonitril (44)

NaZloutlé krystalky. VytéZek: 54 % (144.0 mg); *H NMR (500 MHz, CDCl3) 6 8.32 (dd, J
=4.8,2.0 Hz, 2H), 7.75 (dd, J = 7.6, 2.0 Hz, 2H), 6.72 (dd, J = 7.6, 4.8 Hz, 2H), 3.74 (t, J = 5.0 Hz,
8H), 2.62 — 2.56 (m, 8H), 2.48 — 2.41 (m, 4H), 1.80 — 1.70 (m, 2H). 3C NMR (126 MHz, CDCl3) &
160.6, 152.0, 144.0, 118.3, 114.0, 94.8, 56.7, 53.2, 48.1, 24.3. LC/HRMS: Calc m/z = 417.2517
pro Ca3H29Ng* [M+H]*; HRMS najito m/z= 417.2510 (209.1293 pro [M+2H]?*); 99 % ¢istota.

5.1.2.3.2 2-(4-(3-(4-(2-Kyanofenyl)piperazin-1-yl)propyl)piperazin-1-yl)nikotinonitril (45)
NaZloutlé krystalky. VytéZek: 74 % (210.0 mg); *H NMR (500 MHz, CDCl3) 6 8.32 (dd, J
=4.7,1.9 Hz, 1H), 7.75 (dd, J = 7.6, 2.0 Hz, 1H), 7.55 (dd, J = 7.5, 1.7 Hz, 1H), 7.47 (td, J = 7.9,
1.7 Hz, 1H), 7.03 = 6.95 (m, 2H), 6.72 (dd, J = 7.6, 4.7 Hz, 1H), 3.74 (t, J = 5.0 Hz, 4H), 3.24 (t, J
=4.9 Hz, 4H), 2.67 (t, /= 4.8 Hz, 4H), 2.59 (t, J = 5.0 Hz, 4H), 2.46 (dt, J = 12.8, 7.5 Hz, 4H), 1.75
(p,J = 7.7 Hz, 2H). 13C NMR (126 MHz, CDCl3) 6 160.6, 155.8, 152.0, 144.0, 134.5, 133.9, 121.8,
118.7,118.6, 118.3, 114.0, 106.1, 94.8, 56.7, 56.6, 53.3, 53.2, 51.6, 48.1, 24.4. LC/HRMS: Calc
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m/z = 416.2564 pro Ca4H3oN;* [M+H]*; HRMS najito m/z = 416.2555 (208.6316 pro [M+2H]?*);

97 % Cistota.

5.1.2.3.3 2-(4-(3-(4-(Pyridin-2-yl)piperazin-1-yl)propyl)piperazin-1-yl)nikotinonitril (46)

Nazloutly olej. Vytézek: 75 % (213.0 mg); H NMR (500 MHz, CDCl3) § 8.32 (dd, J = 4.7,
1.9 Hz, 1H), 8.18 (dd, J = 5.1, 1.9 Hz, 1H), 7.74 (dt, J = 7.7, 1.6 Hz, 1H), 7.46 (ddt, J = 8.4, 7.1,
1.6 Hz, 1H), 6.72 (ddd, J = 7.7, 4.7, 1.1 Hz, 1H), 6.66 — 6.57 (m, 2H), 3.74 (t, J = 5.0 Hz, 4H), 3.55
(t,J= 5.1 Hz, 4H), 2.58 (dt, J = 17.0, 5.0 Hz, 8H), 2.44 (q, J = 7.4 Hz, 4H), 1.81 - 1.72 (m, 2H). 13C
NMR (126 MHz, CDCl3) 6 160.6, 159.7, 152.0, 148.1, 144.0, 137.5, 118.3, 114.0, 113.4, 107.2,
94.8, 56.8, 56.7, 53.2, 53.2, 48.1, 45.3, 24.4. LC/HRMS: Calc m/z = 392.2554 pro Cy2H30N7*
[M+H]*; HRMS najito m/z = 392.2557 (196.6317 pro [M+2H]?*); 99 % ¢istota.

5.1.2.3.4 2-(4-(3-(4-(Pyrimidin-2-yl)piperazin-1-yl)propyl)piperazin-1-yl)nikotinonitril (47)

NaZloutly olej. VytéZek: 67 % (183.0 mg); *H NMR (500 MHz, CDCls) § 8.32 (dt, J = 4.8,
1.8 Hz, 1H), 8.29 (dd, J = 4.7, 1.5 Hz, 2H), 7.74 (dt, J = 7.6, 1.8 Hz, 1H), 6.72 (ddd, J = 7.7, 4.8,
1.5 Hz, 1H), 6.46 (td, J = 4.8, 1.5 Hz, 1H), 3.82 (t, /= 5.2 Hz, 4H), 3.74 (t, J = 5.0 Hz, 4H), 2.59 (t,
J=5.0 Hz, 4H), 2.50 (t, J = 5.2 Hz, 4H), 2.47 — 2.37 (m, 4H), 1.80 — 1.71 (m, 2H). 33C NMR (126
MHz, CDCls) 6 161.8, 160.6, 157.8, 152.0, 144.0, 118.3, 114.0, 109.9, 94.8, 56.9, 56.7, 53.3,
53.2, 48.1, 43.8, 24.4. LC/HRMS: Calc m/z = 393.2517 pro C21H29Ng* [M+H]*; HRMS najito m/z
=393.2510 (197.1294 pro [M+2H]?*); 99 % (istota.

5.1.2.3.5 2-(4-(3-(4-(2-Ethoxyfenyl)piperazin-1-yl)propyl)piperazin-1-yl)nikotinonitril (48)

NaZloutly olej. VytéZek: 61 % (140.0 mg); *H NMR (500 MHz, CDCls) 6 8.33 (dd, J = 4.8,
2.0 Hz, 1H), 7.75 (dd, J = 7.6, 2.0 Hz, 1H), 6.97 — 6.88 (m, 3H), 6.84 (dd, J = 7.9, 1.5 Hz, 1H), 6.73
(dd, J = 7.6, 4.8 Hz, 1H), 4.06 (g, J = 7.0 Hz, 2H), 3.75 (dd, J = 6.0, 4.0 Hz, 4H), 3.13 (s, 4H), 2.71
—2.64 (m, 4H), 2.63 — 2.57 (m, 4H), 2.46 (q, J = 7.4 Hz, 4H), 1.83 = 1.73 (m, 2H), 1.45 (t, J= 7.0
Hz, 3H). 3C NMR (126 MHz, CDCls) 6 160.6, 152.0, 151.7, 144.0, 141.5, 122.8, 121.1, 118.3,
118.3, 114.0, 112.6, 94.8, 63.7, 56.9, 56.8, 53.7, 53.2, 50.6, 48.1, 24.4, 15.1. LC/HRMS: Calc
m/z = 435.2874 pro CasH3sNO* [M+H]*; HRMS najito m/z = 435.2870 (218.1473 pro [M+2H]?*);
99 % Cistota.
5.1.2.3.6 2-(4-(3-(4-(6-Fluorbenzo[d]isoxazol-3-yl)piperidin-1-yl)propyl)piperazin-1-
yl)nikotinonitril (49)

Bild pevna latka. Vytézek: 63 % (158.0 mg); H NMR (500 MHz, CDCls) & 8.33 (dd, J =
4.8,2.0 Hz, 1H), 7.75 (dd, J = 7.6, 2.0 Hz, 1H), 7.70 (dd, J = 8.7, 5.1 Hz, 1H), 7.23 (dd, J = 8.5, 2.1
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Hz, 1H), 7.04 (td, J = 8.8, 2.1 Hz, 1H), 6.73 (dd, J = 7.6, 4.7 Hz, 1H), 3.78 — 3.72 (m, 4H), 3.07
(ddt, J=12.5, 9.6, 4.5 Hz, 3H), 2.63 —2.57 (m, 4H), 2.45 (dd, J = 8.7, 6.3 Hz, 4H), 2.21 — 2.04 (m,
6H), 1.82 —1.72 (m, 2H).*3C NMR (126 MHz, CDCl3) § 165.2, 164.1, 163.9, 163.2, 161.2, 160.6,
152.0, 144.0,122.8,122.7,118.3,117.4,114.0, 112.5, 112.3,97.7,97.4,94.8, 57.0, 56.8, 53.7,
53.2, 48.1, 34.7, 30.6, 24.5. LC/HRMS: Calc m/z = 449.2467 pro CasH3oFNgO* [M+H]*; HRMS
najito m/z = 449.2466 (225.1270 pro [M+2H]?*); 99 % Cistota.

5.1.2.3.7 2-(4-(3-(4-(4-Chlorfenyl)piperazin-1-yl)propyl)piperazin-1-yl)nikotinonitril (50)

Bild pevna latka. VytéZek: 64 % (155.0 mg); *H NMR (500 MHz, CDCl5) 6 8.33 (dd, J =
4.8,2.0Hz, 1H), 7.75(dd, J = 7.6, 2.0 Hz, 1H), 7.22 - 7.15 (m, 2H), 6.86 —6.80 (m, 2H), 6.73 (dd,
J=7.6,4.8 Hz, 1H), 3.77 = 3.72 (m, 4H), 3.19 — 3.13 (m, 4H), 2.62 — 2.57 (m, 8H), 2.48 — 2.41
(m, 4H), 1.80 — 1.71 (m, 2H). 13C NMR (126 MHz, CDCl3) & 160.6, 152.0, 150.1, 144.0, 129.0,
124.6,118.3,117.3,114.0, 94.8, 56.7, 56.7, 53.3, 53.2, 49.3, 48.1, 24.4. LC/HRMS: Calc m/z =
425.2222 pro Cy3H30CINg* [M+H]*; HRMS najito m/z = 425.2216 (213.1147 pro [M+2H]%*); 98 %

Cistota.

5.1.2.3.8 2-(4-(3-(4-(2-Chlorfenyl)piperazin-1-yl)propyl)piperazin-1-yl)nikotinonitril (51)

Bezbarvy olej. VytéZek: 66 % (119.7 mg); *H NMR (500 MHz, CDCls3) 6 8.32 (dd, J = 4.8,
2.0 Hz, 1H), 7.75 (dd, J = 7.7, 2.0 Hz, 1H), 7.34 (dd, J = 7.9, 1.5 Hz, 1H), 7.21 (td, J = 7.7, 1.5 Hz,
1H), 7.04 (dd, J = 8.0, 1.5 Hz, 1H), 6.95 (td, J = 7.6, 1.4 Hz, 1H), 6.72 (dd, J = 7.6, 4.7 Hz, 1H),
3.75 (t, J = 5.0 Hz, 4H), 3.09 (s, 4H), 2.70 — 2.63 (m, 4H), 2.60 (t, J = 5.0 Hz, 4H), 2.47 (dt, J =
11.7,7.5 Hz, 4H), 1.82 — 1.72 (m, 2H). 3C NMR (126 MHz, CDCl3) § 160.6, 152.0, 149.4, 144.0,
130.7, 128.9, 127.7, 123.8, 120.5, 118.3, 114.0, 94.8, 56.7, 56.7, 53.5, 53.2, 51.3, 48.1, 24.4.
LC/HRMS: Calc m/z=425.2222 pro Cz3H30CINg" [M+H]*; HRMS najito m/z=425.2216 (213.1147
pro [M+2H]%*); 98 % Cistota.
5.1.2.3.9 (4-(3-(4-(2-Methoxyfenyl)piperazin-1-yl)propyl)piperazin-1-yl)(1-methyl-1H-indazol-
3-yl)methanon (52)

Bezbarvy olej. Vytézek: 45 % (114.0 mg); *H NMR (500 MHz, CDCls) 6 8.10 (dt, J = 8.2,
1.0 Hz, 1H), 7.46 — 7.36 (m, 2H), 7.25 — 7.23 (m, 1H), 7.01 — 6.89 (m, 3H), 6.85 (dd, J = 8.0, 1.4
Hz, 1H), 4.09 (d, J = 1.1 Hz, 5H), 3.88 (s, 2H), 3.86 (s, 3H), 3.10 (s, 4H), 2.67 (s, 4H), 2.58 (s, 2H),
2.53 — 2.40 (m, 6H), 1.81 — 1.72 (m, 2H). 3C NMR (126 MHz, CDCls) & 162.7, 152.4, 141.4,
140.5, 138.1, 126.9, 124.3, 123.0, 122.6, 122.2,121.1, 118.3, 111.3, 109.1, 56.8, 56.7, 55.5,
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54.0, 53.6, 53.2, 50.7, 47.2, 42.6, 36.1, 24.4. LC/HRMS: Calc m/z = 477.2980 pro Cy7H37N6O2*
[M+H]*; HRMS najito m/z = 477.2957 (239.1516 pro [M+2H]?*); 97 % Cistota.
5.1.2.3.10 (4-(3-(4-(2,3-Dichlorfenyl)piperazin-1-yl)propyl)piperazin-1-yl)(1-methyl-1H-
indazol-3-yl)methanon (53)

NaZloutly olej. Vytézek: 65 % (126.0 mg); 'H NMR (500 MHz, CDCl3) 6 8.10 (dt, J = 8.2,
1.0 Hz, 1H), 7.46 — 7.37 (m, 2H), 7.25 — 7.23 (m, 1H), 7.18 — 7.10 (m, 2H), 6.95 (dd, J = 6.9, 2.7
Hz, 1H), 4.10 (s, 5H), 3.89 (s, 2H), 3.07 (s, 4H), 2.65 (s, 4H), 2.58 (s, 2H), 2.47 (td, J = 15.7, 15.0,
8.5Hz, 6H),1.81—-1.71(m, 2H). 33C NMR (126 MHz, CDCl3) 6 162.8, 151.4, 140.5, 138.1, 134.1,
127.6,127.6,126.9,124.7,124.3,122.6,122.2,118.7, 109.1, 56.7, 54.0, 53.5, 53.3,51.4,47 .2,
42.6,36.1, 24.4. LC/HRMS: Calc m/z = 515.2095 pro Cz6H33CI2NgO* [M+H]*; HRMS najito m/z =
515.2092; 95 % Cistota.

5.1.2.3.11 2-(4-(3-(4-(2-Methoxyfenyl)piperazin-1-yl)propyl)piperazin-1-yl)benzonitril (54)

NaZloutly olej. VytéZek: 90 % (186.0 mg); *H NMR (500 MHz, CDCl3) 6 7.56 (dd, J = 7.6,
1.7 Hz, 1H), 7.47 (ddd, J = 8.8, 7.4, 1.7 Hz, 1H), 7.03 — 6.88 (m, 5H), 6.86 (dd, J = 8.0, 1.4 Hz,
1H), 3.86 (s, 3H), 3.25 (t, J = 4.9 Hz, 4H), 3.11 (s, 4H), 2.68 (q, /= 7.4, 6.2 Hz, 8H), 2.52 — 2.44
(m, 4H), 1.83 — 1.73 (m, 2H). 13C NMR (126 MHz, CDCl3) 6 155.9, 152.4, 141.5, 134.5, 133.9,
123.0,121.8,121.1, 118.8, 118.6, 118.3, 111.3, 106.1, 56.9, 56.7, 55.5, 53.6, 53.3, 51.7, 50.8,
24.4. LC/HRMS: Calc m/z = 420.2765 pro CysH3aNsO* [M+H]*; HRMS najito m/z = 420.2759
(210.6418 pro [M+2H]?*); 97 % Cistota.

5.1.2.3.12 1-(2-Methoxyfenyl)-4-(3-(4-(pyridin-2-yl)piperazin-1-yl)propyl)piperazin (55)

NaZloutly olej. VytéZek: 66 % (165.0 mg); *H NMR (500 MHz, CDCls) 6 8.18 (ddd, J = 4.9,
2.0, 0.8 Hz, 1H), 7.46 (ddd, J = 8.9, 7.1, 2.0 Hz, 1H), 7.02 — 6.89 (m, 3H), 6.85 (dd, /= 8.0, 1.4
Hz, 1H), 6.67 — 6.58 (m, 2H), 3.86 (s, 3H), 3.58 —3.52 (m, 4H), 3.11 (s, 4H), 2.67 (s, 4H), 2.59 -
2.54 (m, 4H), 2.50-2.41 (m, 4H), 1.83 = 1.74 (m, 2H). 23C NMR (126 MHz, CDCl3) 6 159.7, 152.4,
148.1, 141.5,137.5,123.0, 121.1, 118.3, 113.4,111.3, 107.2, 56.9, 56.9, 55.5, 53.6, 53.2, 50.8,
45.3,24.5. LC/HRMS: Calc m/z=396.2765 pro C23H3aNsO* [M+H]*; HRMS najito m/z = 396.2761
(198.6418 pro [M+2H]?*); 99 % Cistota.

5.1.2.3.13 2-(4-(3-(4-(2-Methoxyfenyl)piperazin-1-yl)propyl)piperazin-1-yl)chinolin (56)
NaZloutly olej. Vytézek: 72 % (135.0 mg); *H NMR (500 MHz, CDCl3) 6 7.88 (dd, J = 9.3,

0.8 Hz, 1H), 7.70 (daq, J = 8.4, 0.9 Hz, 1H), 7.59 (dd, J = 8.0, 1.5 Hz, 1H), 7.53 (ddd, J = 8.4, 6.9,

1.5 Hz, 1H), 7.22 (ddd, J = 8.0, 6.9, 1.2 Hz, 1H), 7.04 — 6.89 (m, 4H), 6.86 (dd, J = 8.0, 1.4 Hz,
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1H), 3.86 (s, 3H), 3.80 — 3.74 (m, 4H), 3.13 (s, 4H), 2.72 — 2.67 (m, 4H), 2.63 — 2.57 (m, 4H), 2.48
(ddd, J = 18.4, 8.5, 6.7 Hz, 4H), 1.86 — 1.77 (m, 2H). 3C NMR (126 MHz, CDCls) & 157.5, 152.4,
148.0, 141.4, 137.5, 129.6, 127.3, 126.8, 123.2,123.1, 122.5, 121.1, 118.3, 111.3, 109.6, 56.9,
55.5,53.6,53.3,50.7,45.2, 24.4. LC/HRMS: Calc m/z = 446.2922 pro Ca7H36NsO* [M+H]*; HRMS
najito m/z = 446.2916 (223.6496 pro [M+2H]?*); 99 % Cistota.

5.1.2.3.14 2-(4-(3-(4-(2,3-Dichlorfenyl)piperazin-1-yl)propyl)piperazin-1-yl)benzonitril (57)
Bezbarvy olej. Vytézek: 79 % (180.1 mg); *H NMR (500 MHz, CDCl3) 6 7.55 (dd, J = 7.6,
1.7 Hz, 1H), 7.47 (ddd, J = 9.0, 7.4, 1.7 Hz, 1H), 7.18 — 7.10 (m, 2H), 7.02 — 6.94 (m, 3H), 3.27 —
3.22 (m, 4H), 3.08 (s, 4H), 2.71 — 2.60 (m, 8H), 2.52 — 2.44 (m, 4H), 1.82 — 1.72 (m, 2H). 3C
NMR (126 MHz, CDCl3) 6 155.8, 151.4, 134.5, 134.1, 133.9, 127.6, 127.6, 124.7, 121.8, 118.8,
118.7,118.6,106.1, 56.7, 56.7, 53.5, 53.3, 51.6, 51.4, 24.4. LC/HRMS: Calc m/z = 458.1880 pro
C24H30ClaNs* [M+H]*; HRMS najito m/z = 458.1874 (229.5976 pro [M+2H]?*); 98 % Cistota.

5.1.2.3.15 1-(2,3-Dichlorfenyl)-4-(3-(4-(pyridin-2-yl)piperazin-1-yl)propyl)piperazin (58)

Bezbarvy olej. Vytézek 59 % (120.0 mg); *H NMR (500 MHz, CDCl3) 6 8.18 (ddd, J = 4.9,
2.0, 0.9 Hz, 1H), 7.46 (ddd, J = 8.9, 7.1, 2.0 Hz, 1H), 7.18 — 7.10 (m, 2H), 6.95 (dd, J = 6.9, 2.7
Hz, 1H), 6.67 — 6.58 (m, 2H), 3.58 — 3.52 (m, 4H), 3.10 — 3.04 (m, 4H), 2.65 (s, 4H), 2.59 — 2.54
(m, 4H), 2.46 (ddd, J = 17.9, 8.5, 6.7 Hz, 4H), 1.83 — 1.73 (m, 2H). 13C NMR (126 MHz, CDCl3) &
159.7, 151.4, 148.1, 137.6, 134.1, 127.6, 127.6, 124.7, 118.7, 113.4, 107.2, 56.9, 56.8, 53.5,
53.2, 51.4, 45.3, 24.5. LC/HRMS: Calc m/z = 434.1880 pro Cz;H30Cl2Ns* [M+H]*; HRMS najito
m/z = 434.1879 (217.5978 pro [M+2H]?*); 99 % &istota.

5.1.2.3.16 2-(4-(3-(4-(2,3-Dichlorfenyl)piperazin-1-yl)propyl)piperazin-1-yl)chinolin (59)

Bezbarvy olej. Vytézek: 55 % (153.3 mg); *H NMR (500 MHz, CDCls) 6 7.88 (d, J = 9.0 Hz,
1H), 7.70 (dd, J = 8.5, 1.0 Hz, 1H), 7.59 (dd, J = 8.0, 1.5 Hz, 1H), 7.53 (ddd, J = 8.5, 6.9, 1.5 Hz,
1H), 7.22 (ddd, J = 8.1, 6.8, 1.2 Hz, 1H), 7.16 — 7.10 (m, 2H), 7.00 — 6.92 (m, 2H), 3.80 — 3.74
(m, 4H), 3.11 — 3.06 (m, 4H), 2.66 (s, 4H), 2.63 — 2.57 (m, 4H), 2.53 — 2.43 (m, 4H), 1.85 — 1.75
(m, 2H). 3C NMR (126 MHz, CDCls3) 6 157.5, 151.4, 148.0, 137.5, 134.1, 129.6, 127.6, 127.6,
127.3, 126.8, 124.7, 123.2, 122.5, 118.7, 109.6, 56.9, 56.8, 53.5, 53.4, 51.4, 45.2, 24.5.
LC/HRMS: Calc m/z = 484.2037 pro CsH3:ClbNs* [M+H]*; HRMS najito m/z = 484.2031
(242.6055 pro [M+2H]?*); 98 % Cistota.
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5.1.2.4 Syntéza slouceniny 88

K michanému roztoku slou¢eniny 85 (20,0 mmol) v DCM (80 ml) byl pfidan TEA (30,0
mmol) pfi It. Poté byl pfidan mesylchlorid (22,0 mmol) po kapkdach za chlazeni ledem a
vysledna reakéni smés byla michdna po dobu 15 min [196]. Po dokonceni reakce
(monitorovano pomoci CTV) byla smés nalita na destilovanou vodu s ledem. Organicka faze
byla oddélena a promyta 1M HCI, nasycenym roztokem NaHCOs, vysuSena nad Mg,SOa,
prefiltrovana a odpatrena na RVO za sniZzeného tlaku. Surovy produkt 86 bez dalSiho ¢isténi byl

pouzit hned do dalsi reakce.

K michanému roztoku 86 v MeCN (90 ml) byly ptidany 31a (20,0 mmol) a K,COs (20,0
mmol) pfi It a reakéni smés byla poté michdna za refluxu po dobu 14 hodin [196]. Po dokonéeni
reakce (monitorovano pomoci CTV) byla smés nalita na destilovanou vodu. Organicka faze byla
oddélena, vysuSena nad Mg,SOa4, prefiltrovana a odpafena na RVO za snizeného tlaku.
Odparend reakéni smés byla precisténa chromatografii na silikagelu za pouziti smési
DCM:MeOH (98:2 obj./obj.) jako mobilni faze. Cisté frakce byly identifikovany pomoci CTV,

spojeny a odpateny do sucha na RVO.

K michanému roztoku 87 (10,6 mmol) v MeOH (110 ml) byl pfidan pfti It katalyzator
Pd/C. Plynny vodik byl hnan k reakcni smési pfes noc za poufZiti balonku [196]. Po dokondeni
reakce (monitorovano pomoci CTV) byla reakéni smés prefiltrovana pres kratkou vrstvu Celite.
Prefiltrovana reakéni smés byla odpafena na RVO za sniZzeného tlaku. Nasledné byla
rozpusténa v DCM (200 ml) a promyta destilovanou vodou (100 ml). Organicka faze s Cistou
slouc¢eninou 88 byla oddélena a vysusena nad Mg,S0a, prefiltrovana a odparena na RVO za

snizeného tlaku.

5.1.2.4.1 1-(2-Methoxyfenyl)-4-(4-nitrofenethyl)piperazin (87)

OranZova pevna latka. VytéZek: 73 % (4.98 g); 'H NMR (300 MHz, CDCl3) 6 8.22 — 8.10
(m, 2H), 7.44 - 7.34 (m, 2H), 7.07 — 6.82 (m, 4H), 3.87 (s, 3H), 3.13 (t, J = 4.9 Hz, 4H), 2.96 (dd,
J=9.5,6.2 Hz, 2H), 2.79 - 2.65 (m, 6H). 13C NMR (75 MHz, CDCl3) § 152.4, 148.5, 146.7, 141.3,
129.7,123.8,123.2,121.1, 118.3, 111.3, 59.6, 55.5, 53.5, 50.7, 33.5.

5.1.2.4.2 4-(2-(4-(2-Methoxyfenyl)piperazin-I-yl)ethyl)anilin (88)
Oranzovy olej. VytéZek: 94 % (3.10 g); *H NMR (300 MHz, CDCl3) § 7.05 — 6.84 (m, 6H),
6.69 — 6.58 (m, 2H), 3.87 (s, 3H), 3.57 (s, 2H), 3.19 — 3.10 (m, 4H), 2.85 - 2.71 (m, 6H), 2.69 —
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2.59 (m, 2H).3C NMR (75 MHz, CDCl3) 6 152.4, 144.6, 141.4,130.3, 129.6, 123.0, 121.1, 118.3,
115.4,111.3, 61.1, 55.4, 53.5, 50.7, 32.8.

5.1.2.5 Syntéza slouceniny 92

K michanému roztoku 91 (13,2 mmol) v toluenu (6 ml) a EtOH (6 ml) byla pomalu
pfikapdvana pfi It koncentrovana kyselina sirova (98 %, 29,1 mmol). Za vyuziti Dean-Starkovy
aparatury byla vyslednd reakéni smés zahtivana k refluxu po dobu 5 hodin [197]. Po dokonéeni
reakce (monitorovano pomoci CTV) byla reakéni smés zchlazena za pouZiti ledové lazné a
pomalu byl k ni pfiddn 1M Na>COs (30 ml). Vyslednd smés byla poté naredéna EtOAc (50 ml)
a destilovanou vodou (30 ml). Organicka faze s Cistou slou¢eninou 92 byla oddélena, vysusena

nad Mg,S0s, prefiltrovana a odparena na RVO za snizeného tlaku.

5.1.2.5.1 Ethyl-2-(4-aminofenyl)acetat (92)

OranZova pevna latka. Vytézek: 88 % (2.1 g); 'H NMR (300 MHz, CDCl3) 6 7.13 — 7.01
(m, 2H), 6.70 — 6.59 (m, 2H), 4.13 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 3.49 (s, 2H), 3.45 (s, 2H), 1.24 (t, /= 7.1
Hz, 3H).

'H NMR spektrum pro 92 souhlasi se spektrem uvadénym v literatufe [213].

5.1.2.6 Syntéza findlni slouceniny 77

K michanému roztoku CDI (1,7 mmol) v DCM (10 ml) za chlazeni ledem byl pomalu
pfikapan roztok obsahujici 92 (1,7 mmol) a TEA (1,7 mmol) v DCM (10 ml). Vysledna reakéni
smés byla michdna 1 hodinu za stalého chlazeni ledem a poté byla reakéni smés michana jesté
dalsi 1 hodinu pfi It. Po uplynuti reakéni doby byla pridana k reakéni smési sloucenina 88 (1,7
mmol) pfi It a vysledna reakéni smés byla michdna pfi It po dobu 1,5 hodiny [198]. Po
dokonceni reakce (monitorovano pomoci CTV) byla reakéni smés nalita na destilovanou vodu
(30 ml). Organicka faze byla oddélena, vysusena nad Mg,S0a, prefiltrovdna a odparena na RVO
za snizeného tlaku. Odparena reakéni smés byla precisténa chromatografii na silikagelu za
pouziti smési DCM:MeOH nasycenym amoniakem (99,5:0,5 -> 98:2 obj./obj.) jako mobilni
faze. Cisté frakce byly identifikovany pomoci CTV, spojeny a odpafeny do sucha na RVO.
5.1.2.6.1 Ethyl 2-(4-(3-(4-(2-(4-(2-methoxyfenyl)piperazin-1-yl)ethyl)fenyl)ureido)fenyl)acetat
(77)

Bild pevna latka. VytéZzek: 71 % (624.0 mg); *H NMR (300 MHz, CDCls) 6 7.31 (s, 1H),
7.23 -7.07 (m, 9H), 7.04 — 6.83 (m, 4H), 4.15 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 3.86 (s, 3H), 3.53 (s, 2H), 3.12
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(t, J = 4.6 Hz, 4H), 2.74 (ddt, J = 13.8, 9.2, 5.5 Hz, 6H), 2.66 — 2.54 (m, 2H), 1.25 (t, J = 7.1 Hz,
3H). 13C NMR (75 MHz, CDCls) 6 172.3, 153.8, 152.5, 141.6, 137.5, 136.4, 136.3, 130.0, 129.5,
1294, 123.1,121.3, 121.2, 121.0, 118.5, 111.7, 61.1, 60.6, 55.6, 53.6, 50.9, 40.9, 33.1, 14.3.
LC/MS: Calc m/z = 517.28 pro C3oH37N404* [M+H]*; MS najito m/z = 517.30; 96 % Cistota.

5.1.2.7 Syntéza findIni slouceniny 78

K michanému roztoku 77 (0,5 mmol) v THF (9 ml) byl pfidan pfi It 0,5M NaOH (1,2 ml)
a vysledna reakéni smés byla zahtivana k refluxu po dobu 2,5 hodin [199]. Po dokonceni reakce
(monitorovano pomoci CTV) byla reakéni smés odpafena na RVO za snizeného tlaku.
K odparené reakéni smési byl pfidan absolutni EtOH (5 ml) a smés byla michdna 1 hodinu pfi
It. Smés byla poté prefiltrovana a bily precipitat 78 byl promyt acetonem (20 ml).
5.1.2.7.1 2-(4-(3-(4-(2-(4-(2-Methoxyfenyl)piperazin-1-yl)ethyl)fenyl)ureido)fenyl)acetat
sodny (78)

Bild pevna latka. VytéZek: 90 % (230.0 mg); H NMR (600 MHz, MeOD) & 7.36 — 7.34
(m, 2H), 7.34 = 7.28 (m, 2H), 7.27 = 7.21 (m, 2H), 7.19 — 7.13 (m, 2H), 7.03 — 6.88 (m, 4H), 3.85
(s, 3H), 3.44 (s, 2H), 3.09 (s, 4H), 2.84 —2.78 (m, 2H), 2.73 (s, 4H), 2.67 — 2.61 (m, 2H). 3C NMR
(151 MHz, MeOD) 6 179.2, 154.3,152.5, 140.8, 137.4, 137.0, 134.2, 132.6, 129.2, 128.7, 123.3,
120.8,119.3,119.1, 118.0, 111.4, 60.3, 54.6, 52.9, 50.2, 44.4, 32.0. LC/MS: Calc m/z = 489.25
pro CzsH33N404" [M+H]*; MS najito m/z = 489.24; 100 % Cistota.

5.1.2.8 Syntéza slouceniny 95

K michanému roztoku 93 (1,7 mmol) v DCM (5,5 ml; susen pomoci molekulovych sit)
za chlazeni ledem byl pomalu pfidan oxalylchlorid (4,3 mmol) a DMF (0,3 mmol; suché).
Reakéni smés byla poté michana pfi It po dobu 3 hodin [201]. Po poZadované reakéni dobé
byla reakéni smés s 94 odparena na RVO za sniZzeného tlaku a bez dalSiho ¢isténi pouzita do

dalsi reakce.

K michanému roztoku 88 (1,6 mmol) a TEA (4,9 mmol) v DCM (9,6 ml; susen pomoci
molekulovych sit) byla pomalu pfidana sloucenina 94 (pocitano 1,7 mmol) v DCM (5,5 ml;
suSen pomoci molekulovych sit) za chlazeni ledem. Vysledna reakéni smés byla poté michana
po dobu 3 hodin pfi It [178,200,201]. Po dokonceni reakce (monitorovano pomoci CTV) byla
reakéni smés odparena na RVO za sniZzeného tlaku. Odparena reakéni smés byla precisténa
chromatografii na silikagelu za pouZziti smési DCM:MeOH (95:5 obj./obj.) jako mobilni faze.
Cisté frakce byly identifikovany pomoci CTV, spojeny a odpafeny do sucha na RVO.
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5.1.2.8.1 4-(2-Chlorethyl)-N-(4-(2-(4-(2-methoxyfenyl)piperazin-1-yl)ethyl)fenyl)benzamid
(95)

Bila pevna latka. VytéZek: 69 % (528.0 mg); *H NMR (300 MHz, CDCl3) & 7.98 (s, 1H),
7.87 - 7.77 (m, 2H), 7.62 — 7.51 (m, 2H), 7.34 - 7.27 (m, 2H), 7.25 - 7.17 (m, 2H), 7.07 — 6.82
(m, 4H), 3.86 (s, 3H), 3.73 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 3.13 (dt, J = 9.5, 6.0 Hz, 6H), 2.91 — 2.75 (m, 6H),
2.75 — 2.64 (m, 2H). 13C NMR (151 MHz, CDCl3) 6 165.5, 152.4, 142.2, 141.2, 136.5, 136.2,
133.7,129.4,129.3,127.5,123.1, 121.1, 120.6, 118.4, 111.3, 60.4, 55.5, 53.4, 50.5, 44.6, 38.8,
32.8.

5.1.2.9 Syntéza findIni slouceniny 79

K michanému roztoku 31a (0,3 mmol) a K2COs (0,6 mmol) v MeCN (2 ml) byla pfidana
pfi It slou¢enina 95 (0,4 mmol) a vysledna reakéni smés byla zahfivana k refluxu pres noc
[178,196]. Po dokonceni reakce (monitorovano pomoci CTV) byla reakéni smés odparena na
RVO za snizeného tlaku. Odparend reakéni smés byla rozpusténa v DCM (200 ml) a
extrahovdéna destilovanou vodou (100 ml). Organicka faze byla poté oddélena, vysuSena nad
Mg,S0., prefiltrovdna a odpafena na RVO za snizeného tlaku. Odparena reakéni smés byla
precisténa chromatografii na silikagelu za pouZziti smési CHCl3:iPrOH (100:0 -> 95:5 obj./obj.)
jako mobilni faze. Cisté frakce byly identifikovany pomoci CTV, spojeny a odpafeny do sucha
na RVO.
5.1.2.9.1 4-(2-(4-(2-Methoxyfenyl)piperazin-1-yl)ethyl)-N-(4-(2-(4-(2-methoxyfenyl)piperazin-
1-yl)ethyl)fenyl)benzamid (79)

Bild pevna latka. VytéZek: 52 % (99.0 mg); *H NMR (600 MHz, CDCl3) 6 7.87 (s, 1H), 7.80
(d, J = 7.8 Hz, 2H), 7.56 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.33 (d, J = 7.9 Hz, 2H), 7.22 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.00
(td, J=7.7,3.9 Hz, 2H), 6.97 — 6.90 (m, 4H), 6.87 (dt, J = 8.0, 1.4 Hz, 2H), 3.86 (s, 6H), 3.14 (s,
8H), 2.91 (dd, J = 9.8, 6.4 Hz, 2H), 2.88 — 2.82 (m, 2H), 2.76 (s, 8H), 2.73 — 2.65 (m, 4H). 13C
NMR (75 MHz, CDCls) 6 165.7, 152.4, 144.8, 141.3, 141.3, 136.6, 136.2, 132.9, 129.4, 129.2,
127.3,123.1, 123.1, 121.1, 120.5, 118.3, 111.3, 60.6, 60.1, 55.5, 53.5, 50.7, 50.7, 33.5, 33.0.
MS: Calc m/z = 634.4 pro C3gHagNsOs* [M+H]*; MS najito m/z = 634.4.

5.1.2.10 Syntéza slouceniny 98
K michanému roztoku 31a (6,4 mmol) a K2CO3 (6,4 mmol) v MeCN (35 ml) byla pfidana
pfi It slouc¢enina 96 (5,8 mmol) a vysledna reakcéni smés byla zahfivana k refluxu po dobu 4

hodin [178]. Po dokonceni reakce (monitorovano pomoci CTV) byla reakéni smés odparena na

72



RVO za snizeného tlaku. Odparena reakéni smés byla rozpusténa v EtOAc (200 ml) a
extrahovana destilovanou vodou (100 ml). Organicka faze byla poté oddélena, vysuSena nad
Mg2S0s, prefiltrovdna a odparena na RVO za snizeného tlaku. Odparena reakéni smés byla
precisténa chromatografii na silikagelu za pouziti smési DCM:MeOH (100:0 -> 98:2 obj./obj.)
jako mobilni faze. Cisté frakce s 97 byly identifikovany pomoci CTV, spojeny a odpafeny do

sucha na RVO.

Pro pfipravu slouceniny 98 byla nejprve nutna aktivace Ra-Ni pomoci 10 % NaOH

v destilované vodé.

Aktivace Ra-Ni: K michanému 10 % roztoku NaOH (80 ml) byl pfidan pfi It Ra-Ni (720,0
mg). Vysledny roztok byl zahtivdn na 85 °C po dobu 1 hodiny [203]. Po uplynuti poZadovné
reakéni doby byla opatrné oddélena kapalina od aktivovaného Ra-Ni a ten byl promyt
destilovanou vodou (3 x 50 ml) do neutralniho pH, poté byl Ra-Ni promyt MeOH (3 x 50 ml).
K aktivovanému promytému Ra-Ni byl pfidan MeOH (40 ml), roztok slouceniny 97 (5,6 mmol)
v MeOH (50 ml) a MeOH nasyceny NHs (50 ml). Vysledny roztok byl dan do autoklavu, kde byla
udrzovdna atmosféra plyného vodiku 3 bary a reakéni smés byla zahtivdna na 40 °C pres noc
[202]. Po uplynuti reakéni doby byla smés prefiltrovana pres vrstvu Celite a filtrat s Cistou

slou¢eninou 98 byl odparen na RVO za snizeného tlaku.

Deaktivace Ra-Ni: K aktivovanému Ra-Ni byl prfidan MeOH (50 ml) a za michani pomalu

koncetrovand HCI (36 %; 6 ml). Vysledny roztok byl michan pfi It pfes noc.

5.1.2.10.1 4-((4-(2-Methoxyfenyl)piperazin-1-yl)methyl)benzonitril (97)

Nazloutly olej. Vytézek: 96 % (1.71 g); H NMR (300 MHz, CDCls) & 7.68 — 7.58 (m, 2H),
7.53 -7.44 (m, 2H), 7.03 - 6.90 (m, 3H), 6.86 (dd, J = 7.8, 1.3 Hz, 1H), 3.85 (s, 3H), 3.62 (s, 2H),
3.09 (t, J = 4.9 Hz, 4H), 2.65 (t, J = 4.8 Hz, 4H).

'H NMR spektrum pro 97 souhlasi se spektrem uvddénym v literatufe [178].

5.1.2.10.2 (4-((4-(2-Methoxyphenyl)piperazin-1-yl)methyl)phenyl)methanamine (98)

Bezbarvy olej. VytéZek: 99 % (1.73 g); *H NMR (300 MHz, CDCl3) 6 7.32 — 7.21 (m, 4H),
6.97 — 6.83 (m, 3H), 6.81 — 6.76 (m, 1H), 3.80 (d, J = 8.6 Hz, 5H), 3.51 (s, 2H), 3.03 (dd, J =
10.5, 5.6 Hz, 6H), 2.59 (t, J = 4.8 Hz, 4H).

H NMR spektrum pro 98 souhlasi se spektrem uvadénym v literatufe [178].
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5.1.2.11 Obecny postup pro pripravu findlnich sloucenin 70-75

K michanému roztoku odpovidajici karboxylové kyseliny (25, 89-90) (1,0 ekv.) a HOBt
(2,05 ekv.) v DCM (1,5 ml na 60 mg slouceniny 88 nebo 98) a DMF (0,2 ml na 60 mg slouceniny
88 nebo 98) byl pfi It pfidan EDC (1,05 ekv.). Reakéni smés byla michana dalSich 30 minut pfi
It a poté byly pridany TEA (1,0 ekv.) a 88 nebo 98 (1,0 ekv.). Reakéni smés byla poté michana
pfi It pres noc. Po dokonceni reakce (monitorovano pomoci CTV) byla smés zakoncentrovana
za snizeného tlaku na RVO a byly pfidany DCM (300 ml) a redestilovana voda (100 ml).
Organicka vrstva byla vysuSena nad Mg,S0a, prefiltrovdna a odparena na RVO [158]. Odparenad
reakéni smés byla precisténa chromatografii na silikagelu za pouziti smési DCM:MeOH (95:5
obj./obj.) pro 70-72 a DCM:hexan:MeOH nasyceny NHs (3:3:0,05 obj./obj.) pro 73-75 jako

mobilni faze.

5.1.2.11.1 N-(4-(2-(4-(2-Methoxyfenyl)piperazin-1-yl)ethyl)fenyl)benzamid (70)

Bezbarvy olej. VytéZek: 59 % (145.0 mg); *H NMR (600 MHz, CDCl3) § 7.95 (d, J = 4.7 Hz,
1H), 7.87 — 7.83 (m, 2H), 7.56 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.55 — 7.49 (m, 1H), 7.45 (t, J = 7.6 Hz, 2H),
7.22 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.03 — 6.90 (m, 3H), 6.87 (dd, J = 8.0, 1.4 Hz, 1H), 3.86 (s, 3H), 3.14 (d,
J=9.0 Hz, 4H), 2.87 — 2.81 (m, 2H), 2.75 (s, 4H), 2.69 — 2.64 (m, 2H). 3C NMR (75 MHz, CDCls)
6 165.7, 152.4, 141.5, 136.8, 136.0, 135.1, 131.7, 129.2, 128.7, 127.0, 122.8, 121.1, 120.5,
118.3, 111.5, 60.5, 55.4, 53.5, 50.7, 33.1. MS: Calc m/z = 416.2 pro CH3oN302* [M+H]*; MS
najito m/z = 416.4.

5.1.2.11.2 N-(4-(2-(4-(2-Methoxyfenyl)piperazin-1-yl)ethyl)fenyl)-4-nitrobenzamid (71)

NaZloutld pevnd latka. VytéZek: 80 % (212.0 mg); *H NMR (600 MHz, CDCl3) 6 8.31 —
8.26 (m, 2H), 8.01 (d, J = 8.6 Hz, 3H), 7.55 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.27 — 7.22 (m, 2H), 7.00 (td, J =
7.6, 1.9 Hz, 1H), 6.94 (dtd, J = 15.0, 7.8, 1.7 Hz, 2H), 6.87 (dd, J = 8.1, 1.4 Hz, 1H), 3.87 (s, 3H),
3.13 (s, 4H), 2.88 — 2.82 (m, 2H), 2.75 (s, 4H), 2.70 — 2.64 (m, 2H). 3C NMR (151 MHz, CDCl3) &
163.8,152.4,149.8,141.4,140.7,137.7,135.4,129.6,128.4,124.1,123.1,121.1, 120.8, 118.3,
111.3, 60.5, 55.5, 53.6, 50.8, 33.2. MS: Calc m/z = 461.2 pro CasH29N404* [M+H]*; MS najito
m/z=461.7.

5.1.2.11.3 4-Methoxy-N-(4-(2-(4-(2-methoxyfenyl)piperazin-1-yl)ethyl)fenyl)benzamid (72)
Bild pevnd latka. Vytézek: 51 % (156.0 mg); *H NMR (300 MHz, CDCls) § 7.61 — 7.54 (m,

2H), 7.48 (s, 1H), 7.34—7.24 (m, 2H), 7.03 = 6.90 (m, 2H), 6.78 = 6.57 (m, 6H), 3.60 (s, 6H), 2.88

(s, 4H), 2.58 (dd, J = 10.7, 5.6 Hz, 2H), 2.49 (t, J = 4.7 Hz, 4H), 2.45 — 2.36 (m, 2H). 3C NMR (75
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MHz, CDCls) 6 165.3, 162.7, 152.6, 141.7, 136.7, 136.4, 129.4, 129.0, 127.5, 123.0, 121.2,
120.5, 118.5, 114.2, 111.6, 60.6, 55.6, 55.6, 53.6, 50.8, 33.2. MS: Calc m/z = 446.2 pro
C27H32N303* [M+H]*; MS najito m/z = 446.3.

5.1.2.11.4 N-(4-((4-(2-Methoxyphenyl)piperazin-1-yl)methyl)benzyl)benzamide (73)

Bezbarvy olej. Vytézek: 49 % (175.0 mg); *H NMR (300 MHz, CDCl3) 6 7.78 — 7.68 (m,
2H), 7.46 — 7.30 (m, 3H), 7.30 — 7.21 (m, 4H), 6.97 — 6.82 (m, 3H), 6.78 (dd, J = 7.8, 1.3 Hz, 1H),
6.51 (t,J = 5.7 Hz, 1H), 4.55 (d, J = 5.7 Hz, 2H), 3.77 (s, 3H), 3.51 (s, 2H), 3.02 (t, J = 4.6 Hz, 4H),
2.58 (t, J = 4.7 Hz, 4H). 3C NMR (75 MHz, CDCl3) 6 167.4, 152.5, 141.7, 137.8, 137.2, 134.7,
131.6,129.8,128.7,127.9, 127.1, 122.9, 121.2,118.4, 111.6, 62.9, 55.5, 53.4, 50.8, 44.1. MS:
Calc m/z = 416.2 pro Cz6H30N302* [M+H]*; MS najito m/z = 416.2.

5.1.2.11.5 N-(4-((4-(2-Methoxyfenyl)piperazin-1-yl)methyl)benzyl)-4-nitrobenzamid (74)

NaZloutly olej. VytéZzek: 50 % (165.5 mg); *H NMR (300 MHz, CDCl3) § 8.21 (dd, J = 8.7,
2.3 Hz, 2H), 7.93 (dd, J = 8.8, 2.5 Hz, 2H), 7.32 (dd, /= 8.1, 5.6 Hz, 4H), 7.06 — 6.80 (m, 5H), 4.60
(d,J=5.6 Hz, 2H), 3.83 (d, J = 3.7 Hz, 3H), 3.59 (d, /= 7.2 Hz, 2H), 3.11 - 3.01 (m, 4H), 2.64 (d,
J = 4.8 Hz, 4H). 3C NMR (75 MHz, CDCl3) 6 165.4, 152.5, 149.8, 141.6, 140.1, 138.0, 136.4,
129.9, 128.3, 127.9, 123.8, 123.0, 121.2, 118.4, 111.6, 62.8, 55.5, 53.3, 50.8, 44.3. MS: Calc
m/z = 461.2 pro C6H29N404* [M+H]*; MS najito m/z = 461.2.

5.1.2.11.6 4-Methoxy-N-(4-((4-(2-methoxyfenyl)piperazin-1-yl)methyl)benzyl)benzamid (75)

Bezbarvy olej. Vytézek: 51 % (164.5 mg); *H NMR (300 MHz, CDCl3) 6 7.78 — 7.67 (m,
2H), 7.29 (d, J = 2.2 Hz, 4H), 7.01 - 6.77 (m, 6H), 6.27 (d, J = 5.8 Hz, 1H), 4.59 (d, J = 5.5 Hz, 2H),
3.81 (d, J = 1.4 Hz, 6H), 3.55 (s, 2H), 3.05 (t, J = 4.6 Hz, 4H), 2.61 (t, J = 4.9 Hz, 4H). 3C NMR
(151 MHz, CDCl3) 6 166.9, 162.4, 152.4, 141.5, 137.6, 137.3, 129.9, 128.9, 128.0, 126.8, 123.0,
121.1, 118.3, 113.9, 111.3, 62.9, 55.5, 55.5, 53.4, 50.8, 44.0. MS: Calc m/z = 446.2 pro
C27H32N303" [M+H]*; MS najito m/z = 446.3.

5.1.2.12 Syntéza findlIni slouceniny 76

K michanému roztoku 99 (0,4 mmol) v THF (0,4 ml) byl ptidan CDI (0,8 mmol) pfi It a
reakéni smeés byla ndsledné michana po dobu 25 minut. Poté reakéni smés byla rozdélena mezi
CHCI; (50 ml) a destilovanou vodu (15 ml). Organickd faze byla oddélena, vysusena nad
Mg,S04, prefiltrovdana a odparena na RVO za snizeného tlaku. K odparené reakéni smési byl

pridan roztok 98 (0,4 mmol) v THF (0,4 ml). Vysledna reakéni smés byla michdna pfi It pres
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noc. Po dokonceni reakce (monitorovano pomoci CTV) byla smés rozdélena mezi CHCls (100
ml) a nasycenym roztokem NaHCO3 (30 ml) [204]. Organicka vrstva byla vysusena nad Mg;S0a,
prefiltrovdna a odparena na RVO za snizeného tlaku. Odparena reakéni smés byla precisténa
chromatografii na silikagelu za pouziti smési DCM:MeOH (97:3 obj./obj.) jako mobilni faze.
5.1.2.12.1 4-Amino-5-chlor-2-methoxy-N-(4-((4-(2-methoxyfenyl)piperazin-1-
yl)methyl)benzyl)benzamid (76)

Bezbarvy olej. Vytézek: 55 % (109.0 mg); *H NMR (300 MHz, CDCls) & 8.16 (s, 1H), 7.99
(s, 1H), 7.36 — 7.28 (m, 4H), 7.04 — 6.80 (m, 4H), 6.29 (s, 1H), 4.64 (d, J = 5.7 Hz, 2H), 4.37 (s,
2H), 3.85 (d, J = 1.9 Hz, 6H), 3.57 (s, 2H), 3.09 (s, 4H), 2.64 (d, J = 6.4 Hz, 4H). 3C NMR (75 MHz,
CDCl3) 6 164.6, 157.7, 152.6, 146.8, 141.8, 138.1, 137.4, 133.6, 129.7, 127.6, 122.9, 121.2,
118.5, 113.1, 112.0, 111.7, 98.2, 63.0, 56.3, 55.6, 53.6, 50.9, 43.7. MS: Calc m/z = 495.2 pro
C27H32CIN4O3* [M+H]*; MS najito m/z = 495.2.

5.1.2.13 Syntéza findIni slouceniny 80

K michanému roztoku 100 (3,1 mmol) a 101 (4,2 mmol) v 1,2-dichlorethanu (120 ml)
byla pfi It pfiddna PTSA (1,0 mmol) a reakéni smés byla zahtivdna k refluxu pfes noc. Po
dokonceni reakce (monitorovano pomoci CTV) byla reakéni smés nechana zchladnout na It a
byl pfidan DIPEA (6 ml) a reakéni smés byla michdna po dobu 10 minut. Nasledné byl pfidan
BF3-OEt; (8 ml) a vyslednd reakéni smés byla refluxovana po dobu 4 hodin. Po ochlazeni na It
byla reakéni smés nafedéna DCM (60 ml) a nalita do destilované vody (100 ml). Organicka faze
byla oddélena a odpovidajici vodna faze byla extrahovdna DCM (2 x 30 ml). Organické vrstvy
byly spojeny, promyty destilovanou vodou, vysuseny nad Mg,S0Oa, prefiltrovany a odpareny
na RVO za snizeného tlaku. Odparena reakéni smés s 102 byla precisténa chromatografii na

silikagelu za pouZiti smési DCM:hexan (1:1 obj./obj.) jako mobilni faze [195].

K michanému roztoku 98 (1,2 mmol) a TEA (0,3 mmol) v 1,2-dichlorethanu (23 ml) byla
pridana pfi It slouc¢enina 102 (0,12 mmol) a vysledna reakéni smés byla zahtivana na 45 °C pres
noc. Po ochlazeni na It byla reakéni smés nafedéna DCM (30 ml) a nalita do destilované vody
(50 ml). Organicka faze byla oddélena a odpovidajici vodna faze byla extrahovana DCM (3 x 30
ml). Organické vrstvy byly poté spojeny, vysuseny nad Mg,SQa, prefiltrovany a odpareny na
RVO za snizeného tlaku [195]. Odparena reakcéni smés s 80 byla precisténa chromatografii na
silikagelu za pouziti smési DCM:hexan:MeOH nasyceny NHs (9:9:0,05 obj./obj.) jako mobilni

faze.
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5.1.2.13.1 (2)-6-Chlor-1-(difluorboranyl)-2-(((2)-(1-(difluorboranyl)-3,5-dimethyl-1H-pyrrol-2-
yl)methylen)hydrazono)-1,2-dihydropyridin (102)

Zluta pevna latka. Vytézek: 40 % (427.0 mg); *H NMR (300 MHz, CDCl3) 6 7.72 (dd, J =
9.0, 7.5 Hz, 1H), 7.65 (s, 1H), 7.41 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 6.84 (d, J = 7.4 Hz, 1H), 6.17 (s, 1H), 2.49
(s, 3H), 2.31 (s, 3H).

'H NMR spektrum pro 102 souhlasi se spektrem uvadénym v literatufe [195].

5.1.2.13.2 (2)-1-(Difluorboranyl)-6-(((2)-(1-(difluorboranyl)-3,5-dimethyl-1H-pyrrol-2-
yl)methylen)hydrazono)-N-(4-((4-(2-methoxyfenyl)piperazin-1-yl)methyl)benzyl)-1,6-
dihydropyridin-2-amin (80)

Zluta pevna latka. Vytézek: 74 % (55.0 mg); *H NMR (300 MHz, CDCl3) § 7.54 — 7.40 (m,
2H), 7.31(d, J = 7.9 Hz, 2H), 7.22 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 6.96 — 6.75 (m, 4H), 6.62 (d, J = 8.4 Hz, 1H),
6.06 (s, 1H), 5.83 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 5.60 (t, J = 5.7 Hz, 1H), 4.41 (d, J = 5.6 Hz, 2H), 3.78 (s, 3H),
3.52 (s, 2H), 3.02 (s, 4H), 2.59 (t, J = 4.8 Hz, 4H), 2.41 (s, 3H), 2.22 (s, 3H). 3C NMR (151 MHz,
CDCl3) 6 152.2, 151.3, 150.4, 146.5, 144.7, 141.3, 138.1, 135.1, 134.8, 130.0, 127.3, 126.8,
122.9, 122.7, 120.9, 118.2, 117.2, 111.1, 96.5, 95.0, 62.7, 55.3, 53.3, 50.6, 46.5, 13.9, 10.9.
LC/MS: Calc m/z = 620.31 pro C31H3sB2FsN;O* [M+H]*; MS najito m/z = 620.30; 96 % Cistota.

5.1.2.14 Syntéza slouceniny 106

K michanému roztoku 103 (7,9 mmol), K,CO3 (11,8 mmol) a Kl (8,7) v NMP (8 ml) byla
pfi It pfidana sloucenina 104 (8,7 mmol) a vysledna reakéni smés byla zahfivana na 80 °C po
dobu 48 hodin [205]. Po dokonceni reakce (monitorovano pomoci CTV) byla reakéni smés
nafedéna EtOAc (200 ml) a destilovanou vodou (100 ml). Vysledny roztok byl intenzivné
michan pfi It po dobu 2 hodin. Organicka faze byla poté oddélena, vysusena nad Mg,SOa,
prefiltrovana a odparena na RVO za snizeného tlaku. Takto ziskana slou¢enina 105 byla pouzita

do dalSiho reakéniho kroku bez dalsi purifikace.

K michanému roztoku 105 (pocitano jako 100 % z predchoziho kroku; 7,9 mmol)
v MeOH (6 ml) byl pfiddn KOH (23,7 mmol) a vysledna reakéni smés byla zahtivana po dobu 2
hodin pti 40 °C [206]. Po dokonceni reakce (monitorovdano pomoci CTV) byla reakéni smés
nafedéna MeOH (60 ml) a odparena na RVO za snizeného tlaku. Odparena reakéni smés byla
rozpusténa v destilované vodé (30 ml) a extrahovana diethyletherem (3 x 50 ml) a EtOAc (3 x
50 ml). Cista slou¢enina 106 byla ziskdna vysrazenim z vodné faze pridanim koncentrované HCI

(36 %, 4 ml).
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5.1.2.14.1 Kyselina 4-(3-kyanopropoxy)benzoova (106)

Bild pevna latka. Vytézek: 63 % (1.0 g); *H NMR (300 MHz, CDCl3) § 8.13 —8.02 (m, 2H),
7.00-6.89 (m, 2H), 4.16 (t, J = 5.7 Hz, 2H), 2.62 (t,J = 7.1 Hz, 2H), 2.26 — 2.12 (m, 2H). 3C NMR
(75 MHz, DMSO) 6 166.8, 161.8, 131.2,123.2,120.0, 114.2, 66.1, 24.5, 13.2.

5.1.2.15 Syntéza slouceniny 107

K michanému roztoku 106 (4,0 mmol) v DCM (13 ml; suSen pomoci molekulovych sit)
za chlazeni ledem byl pomalu pfidan oxalylchlorid (10,2 mmol) a DMF (0,8 mmol; suché).
Reakéni smés byla poté michana pfi It po dobu 3 hodin [201]. Po poZadované reakéni dobé
byla reakéni smés s acylem kyseliny 106 odpafena na RVO za snizeného tlaku a bez dalSiho

¢iSténi pouzita do dalsi reakce.

K michanému roztoku 98 (3,9 mmol) a TEA (11,7 mmol) v DCM (21 ml; susen pomoci
molekulovych sit) byl pomalu ptidan acyl kyseliny 106 (pocitdno jako 100 %; 4,0 mmol) v DCM
(13 ml; susen pomoci molekulovych sit) za chlazeni ledem. Vysledna reakéni smés byla poté
michana po dobu 2,5 hodin pfti It [178,201]. Po dokonceni reakce (monitorovdano pomoci CTV)
byla reakéni smés odpafena na RVO za snizeného tlaku. Odparend reakéni smés byla
precisténa chromatografii na silikagelu za pouZiti smési DCM:hexan:MeOH nasycen NHs
(6:6:0,2 obj./obj.) jako mobilni faze. Cisté frakce byly identifikovany pomoci CTV, spojeny a
odpareny do sucha na RVO.
5.1.2.15.1 4-(3-Kyanopropoxy)-N-(4-((4-(2-methoxyfenyl)piperazin-1-
yl)methyl)benzyl)benzamid (107)

NaZloutld pevnd latka. VytéZek: 55 % (1.1 g); 'H NMR (300 MHz, CDCl3) 6 7.82 — 7.71
(m, 2H), 7.39—7.27 (m, 4H), 7.03 - 6.82 (m, 6H), 6.35 (t, J = 5.7 Hz, 1H), 4.62 (d, J = 5.6 Hz, 2H),
4.11 (t, J = 5.7 Hz, 2H), 3.85 (s, 3H), 3.59 (s, 2H), 3.09 (t, / = 4.7 Hz, 4H), 2.66 (t, J = 4.8 Hz, 4H),
2.59 (t, J = 7.0 Hz, 2H), 2.23 — 2.08 (m, 2H). 13C NMR (75 MHz, CDCls) § 166.8, 161.1, 152.5,
141.7,137.7,137.4, 129.9, 129.0, 128.0, 127.6, 123.0, 121.2, 119.0, 118.4, 114.5, 111.6, 65.7,
62.9, 55.5,53.5,50.8, 44.1, 25.6, 14.3.

5.1.2.16 Syntéza slouceniny 108

K aktivovanému (aktivace podle postupu syntézy slouceniny 98 (podkapitola 5.1.2.10))
Ra-Ni byl pfidan MeOH (10 ml), roztok slouceniny 107 (1,4 mmol) v MeOH (13 ml) a MeOH
nasyceny NHs (13 ml). Vysledny roztok byl dan do autoklavu, kde byla urZovdna atmosféra
plyného vodiku 3 bary a reakéni smés byla zahfivana na 40 °C pres noc [202]. Po uplynuti
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reakcni doby byla smés prefiltrovana pres vrstvu Celite a filtrat s Cistou slouceninou 108 byl

odparen na RVO za snizeného tlaku.

Ra-Ni byl deaktivovan podle postupu uvedeného v ¢asti 5.1.2.10 Syntéza slouceniny
98.
5.1.2.16.1 4-(4-Aminobutoxy)-N-(4-((4-(2-methoxyfenyl)piperazin-1-
yl)methyl)benzyl)benzamid (108)

Bezbarvy olej. VytéZzek: 79 % (556.0 mg); *H NMR (300 MHz, CDCl3) § 7.69 (d, J = 8.3 Hz,
2H), 7.26 (s, 4H), 6.85 (tt, J = 13.5, 7.8 Hz, 6H), 6.34 (s, 1H), 4.59 — 4.51 (m, 2H), 3.94 (s, 2H),
3.78 (s, 3H), 3.51 (s, 2H), 3.02 (s, 4H), 2.73 (s, 2H), 2.59 (s, 4H), 1.77 (s, 2H), 1.58 (s, 2H). 3C
NMR (151 MHz, CDCl3) 6 167.0, 161.8, 152.4, 141.5, 137.6, 137.3, 129.8, 128.9, 128.0, 126.6,
123.0,121.1, 118.3, 114.3, 111.3, 68.0, 62.9, 55.4, 53.4, 50.8, 44.0, 41.8, 30.1, 26.7.

5.1.2.17 Syntéza findlni slouceniny 81

K michanému roztoku 108 (0,8 mmol) a TEA (0,2 mmol) v 1,2-dichlorethanu (18 ml)
byla pfidana pfi It sloucenina 102 (0,1 mmol) a vysledna reakéni smés byla zahfivana na 45 °C
pfes noc. Po ochlazeni na It byla reakéni smés nafedéna DCM (30 ml) a nalita do destilované
vody (50 ml). Organicka faze byla oddélena a odpovidajici vodna faze byla extrahovana DCM
(3 x 30 ml). Organické vrstvy byly poté spojeny, vysuseny nad Mg,SOs, prefiltrovany a
odpareny na RVO za snizeného tlaku [195]. Odparend reakéni smés byla precisténa
chromatografii na silikagelu za pouziti smési CHCl3:MeOH nasyceny NH3 (98:2 obj./obj.) jako
mobilni faze.
5.1.2.17.1 4-(4-(((2)-1-(Difluorboranyl)-6-(((2)-(1-(difluorboranyl)-3,5-dimethyl-1H-pyrrol-2-

yl)methylen)hydrazono)-1,6-dihydropyridin-2-yl)amino)butoxy)-N-(4-((4-(2-
methoxyfenyl)piperazin-1-yl)methyl)benzyl)benzamid (81)

Zluté krystalky. VytéZek: 29 % (24.0 mg); *H NMR (600 MHz, CDCls) § 7.76 (d, J = 8.8 Hz,
2H), 7.58 (t, J = 8.3 Hz, 1H), 7.54 (s, 1H), 7.36 — 7.29 (m, 4H), 6.99 (ddd, J = 8.0, 7.0, 2.1 Hz, 1H),
6.95 — 6.89 (m, 4H), 6.85 (dd, J = 8.0, 1.3 Hz, 1H), 6.66 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 6.39 (t, J = 5.7 Hz,
1H), 6.12 (s, 1H), 5.94 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 5.29 (d, J = 4.6 Hz, 1H), 4.60 (d, J = 5.6 Hz, 2H), 4.06
(t, J = 5.4 Hz, 2H), 3.84 (s, 3H), 3.60 (s, 2H), 3.36 (q, J = 6.2 Hz, 2H), 3.10 (s, 4H), 2.67 (s, 4H),
2.47 (s, 3H), 2.28 (s, 3H), 1.98 — 1.89 (m, 4H). 3C NMR (151 MHz, CDCl3) 6 166.9, 161.5, 152.4,
151.5,150.4,146.5, 144.8,141.4,137.4,137.1,135.1,129.9, 128.9, 128.0, 127.3, 126.9, 123.0,
122.8, 121.1, 118.3, 117.4, 114.3, 111.3, 96.1, 94.6, 67.5, 62.8, 55.4, 53.3, 50.6, 43.9, 42.6,
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26.3, 25.7, 14.1, 11.0. LC/MS: Calc m/z = 791.40 pro CazHagB2F3NsO3 [M-F]; MS najito m/z =
791.34; 96 % Cistota.

5.1.3 Biologické hodnoceni in vitro a in vivo
PouZité pracovni postupy pro biologické hodnoceni in vitro a in vivo pro finalni latky 1-

18 byly publikovany v praci P1.

Pouzité pracovni postupy pro biologické hodnoceni in vitro pro finalni latky 64a-g, 65a-

g byly publikovany v praci P2.
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