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Anotace

Prace se bude zabyvat pripravou kvarternich reaktivator cholinesteras
modifikovanych halogenovymi substituenty. V teoretické casti se bude zabyvat
soucasnym poznanim ve skupiné reaktivatorl cholinesteras. V praktické ¢asti bude
pripravena série sloucenin lisici se spojovacim fetézcem mezi heteroaromatickymi
jadry, které budou obsahovat ¢ast molekuly modifikovanou halogenovymi
substituenty. Pripravené slouceniny budou charakterizovany pomoci standardnich

metod (1H NMR, 13C NMR).
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Annotation

The thesis will be focused on the preparation of quaternary cholinesterase
reactivators modified by halogen moiety. The theoretical part will cover the
current knowledge in cholinesterase reactivators family. The experimental part
will consist in the preparation of novel compounds. This compounds will differ in
the connecting chain and the heteroaromatic rings modified by halogen moieties.
The prepared compounds will be characterized by standard methods (1H NMR,
13C NMR).
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Seznam zkratek pouzitych v textu

AChE acetylcholinesteraza
AcOH kyselina octova

AV uzel atrioventrikularni uzel
BuOH butanol

cAMP cyklicky 3,5°- adenosinmonofosfat
CAT cholinacetyltransferaza
CNS centralni nervovy systém
DCM dichlormethan

DMF dimethylformamid
EtOAc ethylacetat

Et20 diethyléther

EtOH etanol

IP3 inozitoltrisfosfat

LDLo letalni smrtelna davka
LT laboratorni teplota
MeCN acetonitril

MeOH methanol

MePOX methylparaoxon

OPI organofosfatovy inhibitor
OPP organofosfatovy pesticid
PET petrolether

POX paraoxon



Uvod

Ackoliv existuje mnoho prirodnich a syntetickych sloucenin, které inhibuji
enzym acetylcholinesterdzu (AChE, EC 3.1.1.7), organofosfatové inhibitory (OPI)
zlstavaji jednou z nejnebezpecnéjsich a nejvice zdravi Skodlivych skupin sloucenin
vyvinutych lidmi. Divodem je Kkovalentné vazana funk¢ni skupina OPI na
hydroxylovou funk¢ni skupinu zbytku serinu uvnitt aktivni ¢asti enzymu. AChE tak
neni schopna rozstépit neuromediator acetylcholin [1] uvolnény pii synaptickém
prenosu [2], coz ma za nasledek trvalé aktivovani muskarinovych a nikotinovych
receptorti. Pokud neni ¢innost AChE obnovena, dochazi v organismu k centralni
cholinergni krizi s perifernimi priznaky slzeni, slinéni ¢i miézy [1]; smrt nastava

v dlisledku utlumu dechového centra a paralyzy dychacich svalt [2].

Pro neutralizaci toxickych ucink OPI jsou vyuzivany rizné lécby. Nasledna
lécba zahrnuje oximové reaktivatory AChE vkombinaci satropinem a
diazepamem. NejbéZnéji pouzivané reaktivatory AChE jsou napf. pralidoxim (1),
HI-6 (2), obidoxim (3), trimedoxim (4) a methoxim (5) [1]. Tyto slouceniny jsou
schopny S$tépit vazbu mezi OPI a AChE a jsou kauzalni terapif pri intoxikacich OPI

[2].

N
| = "OH
~ + + + +
YTV Oy e SORA®
= = = 0] _N ¥ P2 A\N
cr 2Cr HO™ 2Cr OH
NH,
Pralidoxim (1) HI-6 (2) Obidoxim (3)
| |
N N
Ho NS ASeNoy o NN Z >N on
2Br 2Br
Trimedoxim (4) Methoxim (5)

Obrazek 1: Nejbéznéji pouzivané reaktivatory [1].

Mimo vojenské vyuziti OPI, kdy slouzily jako nervoveé paralytické latky, existuje

velka skupina sloucenin, které slouzi jako organofosfatové pesticidy (OPP)



vzemédeélstvi. TudiZ se intoxikace OPP stala velmi béZnou diky jejich
celosvétovému pouzivani. Navic se OPP stdvaji prostfedkem umyslného C¢i
sebevrazedného otraveni. Dohromady Svétova zdravotnickd organizace

predpoklada 200 000 amrti ro¢né na otravu OPP [1].

Cilem této prace je priprava reaktivatori cholinesteras modifikovanych

halogenovou substituci bromem.



1 Teoreticka cast

1.1 Acetylcholin

Acetylcholin (6, Obr. 2) je neurotransmiter, ktery odpovida za pienos vzruchu
v cholinergnich synapsich [3]. Je tedy nejen transmiterem na nervosvalové
ploténce a v centralnim nervovém systému (CNS), ale i ve vegetativnim nervovém
systému, a to na vSech pregangliovych, parasympatickych postgangliovych a
sympatickych postagngliovych nervovych zakoncenich [4].

o) CHj
A
O/\/+ \CH3

Acetylcholin (6)

H3;C

Obrazek 2: Acetylcholin (6) [5].

Syntéza acetylcholinu probiha v cytoplazmé nervovych zakonceni [4]. Nezbytny
acetylkoenzym A se tvori v mitochondriich [3]. Jeho acetylova skupina je
prenasena na cholin pomoci enzymu cholinacetyltransferazy (CAT), ktery je
vytvaren vtéle neuronu, odkud se axoplazmatickym transportem dostava do
nervovych zakonceni. Cholin je ziskavan z extracelularni tekutiny pomoci nosice;
tim je limitovana rychlost syntézy acetylcholinu [4]. Acetylcholin je koncentrovan

do vezikul o priiméru kolem 40 nm [3].

Vlivem stoupajictho akéniho potencidlu stoupne cytoplazmaticka koncentrace
vapenatych ionti [4], membrana vezikul s acetylcholinem splyne s presynaptickou
membranou, acetylcholin se vylije do synaptické Stérbiny a vaZe se na receptory.
Ty jsou dvojiho druhu - nikotinové a muskarinové [3]. Jakmile acetylcholin splnil
ulohu informac¢niho posla, je nutné zajistit jeho hydrolyzu, protoZe nerozstépeny
neurotransmiter brani opétovné repolarizaci. Za hydrolyzu zodpovida

acetylcholinesteraza [3].

1.2 Acetylcholinové receptory

Existuji dva hlavni typy receptori pro acetylcholin. Jejich nazev vyplyva ze jmen

alkaloidli, jez maji aktivujici ucinek pro tyto receptory [4] a jsou agonisty
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acetylcholinu [5]. Jedna se tedy o nikotinové a muskarinové cholinergni receptory
[4]. Oba acetylcholinové receptory mohou byt blokovany, tlumeny nebo aktivovany

riznymi endogennimi a cizorodymi latkami [3].

1.2.1 Nikotinové receptory

Nikotin (7, Obr. 3) je zndmym tabakovym alkaloidem [5].

Nikotinové receptory se nalézaji v nervosvalové ploténce - svalovy typ Num, ktery
umoznuje prenos signalu mezi bunikkami svalu a nervu. Druhy typ nikotinovych
receptorl se vyskytuje v sympatickych gangliich - nervovy typ Nn, kde dochazi
k prenosu vzruchii mezi jednotlivymi neurony [4]. Oba typy receptort se skladaji
z péti homogennich podjednotek, které se vsak lisi dle typu receptoru, a maji dvé
vazebna mista pro acetylcholin [3]. Oba typy se shoduji v tom, Ze jsou soucasné

cholinergnimi receptory a kationtovymi kanaly, tedy ionotropnimi receptory [4].

H3C.
H\D HONT N e
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Obrazek 3: Nikotin (7) a Muskarin (8) [5].

Vazbou acetylcholinu se oteviou pomeérné Siroké kandly pro Na* a K*, a to na
velmi kratkou dobu (1 - 2 ms) [3]. Dochazi k influxu (vtoku) Na* a Ca?* do bunky
[4], naopak k uniku K* z buriky [3]. Tim se depolarizuje postsynaptickd membrana
[3] a vznika excita¢ni postsynapticky potencial, ktery jakmile prekroci prah, vyvola
na postsynaptické casti ak¢ni potencial [4]. Jedna se o receptory velmi rychle

reagujici [3].

Vysledkem drazdéni nikotinovych receptort v mozku je vyssi bdélost, naopak
nizsi drazdivost a agresivita. Ve svalech vyvolava drazdéni nikotinovych receptori

zaSkuby nebo jemny tres [5].

1.2.2 Muskarinové receptory
Nazev muskarinového receptoru je odvozen od muskarinu (8, Obr. 3). Jedna se o

jed muchomirky cervené (Amanita muscaria) [5].
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Stavba muskarinového receptoru je jina nez nikotinového. Tvofri jej bilkovinny
fetézec, ktery se v meandrovitém usporadani proplétd membranou neuronu,
spolupracuje s G-proteiny a vytvari druhého posla (podle typu receptoru cAMP
nebo IP3), vysledkem je pak zména koncentrace Ca2* [3] a pozdni excitacni
postsynapticky potencial [4]. Z dtivodu nepifimého ovlivnéni synaptického pirenosu
skrze G-proteiny pracuje tento receptor pomaleji [4]. Je charakterizovan dlouhou

dobou latence (100 ms) a jeho ucinek trva 300 - 500 ms [3].

Existuje nékolik typt muskarinovych receptorii. M1 receptor se naléza ve
vegetativnich gangliich, v CNS a v bunikkach exokrinnich Zlaz. Coby druhého posla
v postgangliovém neuronu vyuziva IP3, jenz zpiisobi influx Ca2+ a pozdni excitacni
postsynapticky potencidl. M2 receptor vyskytujici se vsrdci vyvolava
prostiednictvim G-proteinu otevieni urcitych K+*-kanali sinusového a AV-uzlu
v srdec¢ni sini a tim plisobi na srdce negativné chronotropné a dromotropné. M3 se
nachazi na hladké svaloviné, kde vazba acetylcholinu vyvolava prostrednictvim

podobnych reakci jako u typu M1 influx Ca2+ a tim kontrakci [4].

1.3 Acetylcholinesteraza

Acetylcholinesteraza (EC 3.1.1.7; AChE) je prirozenym enzymem v lidském téle
pro degradaci acetylcholinu a terminaci neurotransmise [6]. Je umisténa
v synaptické Stérbiné v sitoviné kolagennich vlaken a glykosaminoglykanii [3], kde
se na serinovy zbytek v aktivnim misté enzymu vaze acetylcholin [1]. Produktem
hydrolyzy je cholin, ktery se pak vraci do presynaptického neuronu, a acetylovy
zbytek, jenZ svodou reaguje za vzniku acetatu. Ten se pripadné nové syntézy
acetylcholinu netucastni, vychodiskem pro novou syntézu je vzdy jen
acetylkoenzym A [3]. AChE neni substratové zcela specifickd, protoZe Stépi rovnéz

jiné estery cholinu, napt. butyrylcholin [3].

1.3.1 Struktura molekuly

Monomer enzymu AChE je bilkovina skladajici se z 537 aminokyselin. Zakladem
struktury je 12 B-skladanych listli obklopenych 14 a-helixy. Molekula proteinu je
tvorena aromatickou Stérbinou, kde je lokalizovano aktivni misto, a vnéjSim
anionickym mistem stavbou odliSnym od mista aktivniho. Modelovani vazby

acetylcholinu na AChE naznacuje, Ze kvartérni amoniovy iont acetylcholinu neni
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vazan kzaporné nabitému anionickému mistu, ale je pritahovan aromatickymi

zbytky lemujicimi aromatickou Stérbinu [7].

Aktivni misto AChE obsahuje dvé podjednotky. Anionickd podjednotka je
tvorena aminokyselinami fenylalaninem (Phe330 a Phe331) a tryptofanem
(Trp84). Zbytek tryptofanu méni orientaci nabité casti acetylcholinu, ktera
nasledné vstupuje do aktivniho centra, kde je schopna se vazat [7]. Esteraticka
podjednotka je pravé mistem, kam se vaZze kvartérni oblast acetylcholinu. Je
tvorena katalytickou triddou sloZenou z aminokyselin. SloZeni aminokyselin je
neobvyklé, protoZe misto kyseliny asparagové je zde spolec¢né se serinem (Ser200)
a histidinem (His440) obsaZena kyselina glutamova (Glu327). Diky této zméné je

tridda podobna jinym serinovym proteazam [7].

1.3.2 Inhibice acetylcholinesterazy

AChE muze byt inhibovdna mnoha pfirodnimi nebo uméle ptipravenymi
slou¢eninami. Mezi umélé inhibitory patfi organofosfaty (OPI). Do této skupiny
latek se zahrnuji nervovi ¢initelé (napft. sarin (9, Obr. 4), tabun (10, Obr. 4)), OPP
(napft. paraoxon (POX, 11, Obr. 4), methylparaoxon (MePOX, 12, Obr. 4)) nebo

mimicti Cinitelé nezvratné tlumici aktivni misto AChE [6].

o) N,
Fag t o0 o 0
md O A o’P\OO—No
O N— 2
)\ < / -
Sarin (9) Tabun (10) Paraoxon (11)
—O, ,/O

P
—0 b@—NOZ

Methylparaoxon (12)
Obrazek 4: Vybrané organofosfatové inhibitory [6].
Nejprve dochazi k vytvoreni kovalentni vazby inhibitoru s enzymem, ktera jiz
témér nelze hydrolyzovat [3]. Nasledné mohou byt inhibitory degradovany a
koordinovany v ramci aktivniho mista AChE, kde dochazi k vzajemnému pisobeni

se zbytky aminoKkyselin fenylalaninu a histidinu [6]. Celkovy vliv inhibitori

vV
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koncentrace acetylcholinu na efektorech parasympatiku (muskarinové receptory),
ve vegetativnich gangliich (neuronalni nikotinové receptory) a na nervosvalové
ploténce (muskularni nikotinové receptory) [8]. Takovato konstantni stimulace
slinéni, slzeni) a nasledné nikotinovymi receptory (svalova fascikulace). Nasledné
vznika cholinergni krize doprovazena centralnimi nervovymi symptomy, které
vrcholi atlumem dychaciho centra v prodlouZené mise [6] a paralyzou dychacich

svali [2], coZ vede ke smrti organismu [6].

1.4 Organofosfaty

Organofosfaty jsou organické slouceniny fosforu [2], presnéji derivaty kyselin
fosfonové, fosforecné [5] nebo jejich thioanalogli majicich mensi toxické ucinky [9].
Chemickou strukturu vystihuje obecny Schraderiiv vzorec pro organofosforové
slouceniny (Obr. 5), kde zbytky Ri a Rz jsou zpravidla vodik, alkyl, aryl, alkoxy,
alkylthio a amino skupiny, X je vétSinou odstupujici skupina jako halogen, kyano,

alkylthio skupina nebo zbytek organické ¢i anorganické kyseliny [9].

(|3| (S)
Ri—F—X
Ro

Obrazek 5: Schrader(v vzorec kyseliny [9].

Zprvu byly vyvinuty jako insekticidy pro zemédélské tucely. I zde mohou
vyvolavat ndhodné otravy, ale jejich nasledky se nevyrovnaji extrémné toxickym
nervoveé paralytickym jediim [3], které byly vyrobeny jako bojové latky (napft. sarin
(9, Obr. 4) a latky typu VX (13, Obr. 6)) [5].

o Me
N~ \//P\S/\/ N(IPI"2)
o

VX (13)

Obrazek 6: Struktura inhibitoru AChE VX (13)[5].

Organofosfaty se vyznacuji rychlym nastupem ucinku [2]. Ke smrtelné otravé
miiZe dojit inhalaci par, aerosolu nebo i prostupem neporusenou kizi. Napriklad

pro latku VX byla u ¢lovéka zaznamenana LDLo 86 pg/kg pri vstupu pies kiizi [5].
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Kromé negativniho bojového vyuziti maji slouceniny stejné zakladni struktury
vyuziti v primyslu jako zmékcovadla, ve farmakologii a mediciné coby léciva ci

v zemédélstvi jako jizZ zminéné insekticidy [2].

1.4.1 Mechanismus uc¢inku nervové paralytickych organofosfatii

Zakladnim mechanismem ucinku nervové paralytickych organofosfati je
ovlivnéni cholinergniho nervového systému prostiednictvim inhibice t¢inku AChE
[10]. Tyto slouceniny se kovalentné napojuji na hydroxylovou skupinu serinu
v enzymové molekule, a to tak silnou vazbou, Ze by vydrzela v téle i fadu tydnt [3].
Poté dochazi k odStépeni odstupujici skupiny, nejcastéji halogenu X, a vysledkem je
fosforylovany enzym, ktery je vcelku stabilni a jeho defosforylace je velmi pomala.
Dokonce probiha pomaleji neZ syntéza enzymu de novo [10].

Piikladem je reakce AChE s fluorfosfonatem (Schéma 1), ktery patfi
kireverzibilnim inhibitorim. Opét dochazi kvazbé na serinovy hydroxyl
v acetylcholinovém receptoru. Esterova funkéni skupina ve vzniklém
fosfonylovaném serinu se pomérné snadno hydrolyzuje [5]. Tomuto dé&ji se rika
starnuti enzymu (dealkylace) [6], ktera zavisi na délce kontaktu enzymu s OPI a na
jeho chemické struktuie [2]. Na aktivnim misté enzymu tak ziistane navazan
fosfonatovy anion, ktery je vii¢i hydrolyze rezistentni [5]. Inhibovana AChE se tak

zménila do tzv. nereaktivovatelné formy [2].

Dlisledkem inhibice AChE je nahromadéni acetylcholinu na cholinergnich

receptorech a vznik akutni cholinergni krize (viz kap. 1.3.2) [2].

e e
AChE —CH,OH + F—P=0 > AChETCHOPO
OR OR
AChE (14) fluorfosfonat (15) fosfonylovana AChE (16) + H,0
I\l/le
AChE—CH,0-P=0 + ROH + H’
.

Schéma 1: Ireversibilni inhibice AChE fluorfosfonaty [5].
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1.5 Lécba otravy organofosfaty

Pri 1é¢bé intoxikace organofosfaty se vyuzivaji dvé rizné strategie. Prvni z nich
predchazi intoxikaci a vyuziva preventivnich 1ékd. Pro ochranu AChE pfted
navazani OPI se vyuzivd reverzibilnich inhibitord (napf. pyridostigmin,
galanthamin) nebo oximovych reaktivatorit AChE (napt. 2) [6]. Naopak lécba po
vystaveni se OPI zahrnuje parasympatolytika (napf. atropin), oximové reaktivatory

(napft. 1, 2 a 4) a antikonvulziva (napft. diazepam) [1].

1.5.1 Parasympatolytika

Parasympatolytika zvanad téZ anticholinergika zabratnuji nadmérné stimulaci
cholinergnich receptorii tim, Ze pisobi jako antagonisté acetylcholinu [11]. Svou
vazbou znemoznuji navazani uvolnéného acetylcholinu na tyto receptory [2].
Parasympatolyticti Cinitelé spole¢né s antikonvulzivy jsou vyuzivany coby lécba
symptomaticka [6]. Znamena to, Ze odstranuji pouze projevy otravy, nikoliv jeji
priciny [2]. U¢innym parasympatolytikem, je% se podava pii prvnich piiznacich

otravy, je atropin (17, Obr. 7) [2].

Atropin (17)

Obrazek 7: Atropin (17) [5].

Ve chvili, kdy odezni prvni priznaky jako mydridza, zcervendni kiZe,
tachykardie, je nutné podat 1ék s centralnim antimuskarinovym ucinkem, napf.

benaktyzin [2].

1.5.2 Antikonvulziva

Do skupiny antikonvulziv patii benzodiazepiny, jejichz nejdtlezitéjSim
zastupcem je diazepam (18, Obr. 8). Ué¢inkem diazepamu v CNS je omezeni
opakujiciho se vzniku ak¢nich potencidli na postsynaptické membrané skrze

hyperpolarizace membran neurond [11]. Ty jsou posléze méné citlivé vici

16



acetylcholinem navozené depolarizaci. Projevem Uspésné terapie antikonvulzivy je

zastaveni klonalnich kreci svaloviny [11].

GHs o)

O N\g
Cl =N

Diazepam (18)

Obrazek 8: Diazepam (18) [12].

1.5.3 Reaktivatory acetylcholinesterazy

Zatimco predchozi dvé terapie byly lécbou symptomatickou, oximové
reaktivatory AChE se pokouSeji primo celit pricindm intoxikace organofosfaty.
Mechanismus této reaktivity spociva ve schopnosti oximu rozstépit vazbu
organofosfatu na hydroxylové skupiné serinu. Nukleofilni ¢ast oximu je
orientovana k aktivnimu mistu enzymu; napada jeho fosforylovanou ¢ast za vzniku
fosforylovaného oximu. Coby hlavni produkt vznika AChE, u niZ dochazi k obnové

jeji vitalni funkce [6].

Limitace vyuziti oximi pii 1écbé otrav organofosfaty je v neschopnosti
reaktivovat jiZ ,zestarly“ enzym. DalSim negativem je fakt, Ze ani jeden oxim nenf
schopen navazat riizné organofosfatové zbytky. Proto struktura oximu urcuje jeho

schopnost obnovit funkci AChE v zavislosti na typu organofosfatu, ktery ji tlumi

[6].

Obvykla 1écba intoxikace OPI celosvétové vyuzivd 5 komercnich sloucenin:
pralidoxim, HI-6, obidoxim, trimedoxim a methoxim [1]. Nutno Fici, Ze OPP inhibuji
aktivni slozku AChE jinak neZ nervovi agenti [1]. Z toho dlivodu jsou oximy 1 a 2
vybornou terapif pro otravu nervovymi ¢inidly, naopak jsou nedostatec¢ni pri lécbé

otrav OPP [6].
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1.6 Vybrané reaktivatory acetylcholinesterazy vyuzivané proti
intoxikaci organofosfaty

1.6.1 Pralidoxim
Pralidoxim (1, Obr. 1) byl poprvé popsan Wilsonem a kol. vroce 1955. Jeho
ucinky v oblasti reaktivace AChE byly rychlejsi nezZ u hydroxylaminu, jez byla prvni

latka schopnd odsStépit organofosfatové zbytky tlumici AChE [1].

Ackoliv byl pralidoxim prvni dostupnou oximovou slouCeninou pro 1écbu
intoxikace organofosfaty a je vsoucasnosti nejCastéji pouZivanou, je jeho
schopnost reaktivace AChE po intoxikaci OPP spiSe nizka. Kromé nizkého
reaktivacniho ucinku je i znacné omezené spektrum plisobeni této latky. Pro
zvySeni ucinnosti je vyuzivana lécebna kombinace latky 1 a atropinu, u které bylo

zaznamenano znacné zvySeni aktivity AChE [1].
1.6.2 Biskvarterni komercni reaktivatory

Nasledné po vytvoreni pralidoximu byly vyvinuty biskvarterni reaktivatory,
primarné zameérené na lécbu intoxikace nervovymi ciniteli. AvSak v poslednim
desetileti se jejich potencial v1écbé vystaveni OPP stal stredem zajmu kviili

rostouci zemédeélské produkci a teroristickym ttokim [1].

Vyzkum zkoumal vliv sloucenin HI-6 (2, Obr. 1), obidoximu (3, Obr. 1) a
trimedoximu (4, Obr. 1) na AChE inhibovanou riiznymi organofosfaty (nervovymi
Ciniteli ¢i pesticidy). Zminéné biskvarterni komercni reaktivatory byly shledany
svymi ucinky pri lécbé intoxikace OPP jako daleko efektivnéjsi nez 1 [1]. Oxim 2
nervovymi agenty. Nicméné tato slouc¢enina nedokaze reaktivovat AChE v pripadé
zasazeni tabunem (10, Obr. 4)[6]. Navic bylo zjisténo, Ze v pripadé intoxikace OPP
vykazuje malou nebo viibec zadnou reaktivacni schopnost [1]. Na druhou stranu
slouceniny 3 a 4 byly shledany jako nejlepsi terapeutické slouceniny pfti zasaZeni
OPP. Zejména obidoxim je v kombinaci s atropinem a diazepamem diky pozitivnim

klinickym vysledkiim preferovanou slouc¢eninou [1].
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1.6.3 Ostatni reaktivatory testované proti otravé OPP

Mimo dobie zndmé komercné pouzivané slouceniny (1-5) existuje nespocet
vhodnych reaktivatorii proti intoxikaci OPI, zejména OPP [1]. Dale budou zminény
nové pripravené latky, jez se od sebe lisi poCtem oximii. Konkrétné se jedna o bis-

oxim bispiridinium a mono-oxim bispiridinium reaktivatory [5].

1.6.3.1 Bis-oxim bispyridinium reaktivdtory

Mnohé pokusy byly provedeny skupinou Ilse Hagedorna. Testy ukazaly, Ze
nejlepsim reaktivaitorem POX-inhibované AChE je obidoxim. Bylo pripraveno
mnoho analogti latek 3 a 4 s proménlivou pozici oximové ¢asti. Schopnost terapie
vSech téchto novych sloucenin proti POX-inhibici byla vSak shleddna niZsi

v porovnani s u¢innosti latky 3 [1].

Musilek a kol. ptipravili (E)-but-2-enem symetricky a nesymetricky propojené
slouCeniny. Nové oximy byly testovany na AChE inhibované pesticidem
chlorpyrifos-oxonem a jejich ucinky byly porovnany s ucinky latek 1-5. Oxim 19

(Obr. 9) vykazal reaktivaci porovnatelnou s latkami 3 a 4 [1].

H H
= | C\\N/OH = | C\\N/OH
N NS DN +/\/\/N NS
+ N +

N 7 =
HO™ =G 2 Br CH 2Br
_N
HO
19 20
H
Pz C\\N,OH
+
Na
+/\)/
Sy
/N\ =
HO ™ <C = 2 Br
H
21

Obrazek 9: Reaktivatory pripravené propojenim (E)-but-2-enem (19, 20) a (Z)-but-2-enem (21) [1].

Oxim 20 (Obr. 9) je dokonce predcil ve vybranych podminkach. Dale stejny
autor a kol. zménili prostorovou orientaci na (Z)-but-2-en. Takto pripravené latky

byly testovany na POX-inhibované AChE a dale porovnavany s oximy 1-3 a 19.
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Oxim 21 (Obr. 9) byl porovnatelny s 19 a vysel s lepSim tucinkem jak slouc¢enina 3

[1].

1.6.3.2 Mono-oxim bispyridinium reaktivdatory

Se zménou z bis-oximovych na mono-oximové slouceniny pripravili Musilek a
kol. sérii oximi nesoucich kyanidovy podil. Testy probihaly na POX-inhibované
AChE a latky byly porovnavany s reaktivatory 1-3. Pouze oxim 22 (Obr. 10)
vykazal alesponl néjakou reaktivacni schopnost, kterd vSak byla zanedbatelna

v porovnani s 3 [1].

O

@)‘\NHz
+ + +
IS RS

I
HOJ%E Z 2Br NN 7 CH 2Br

22 HO 23
= | =
pZ 0] pZ
CH 2pBr HC 2 Br
/N /N
HO o4 HO 25
(@]

K203 (26)
Obrazek 10: Vybrané mono-oximové reaktivatory [1].

Nicméné slouceniny 23 (Obr. 10) a 24 (Obr. 10) ze skupiny slou¢enin mono-
oximi propojenych (E)-but-2-enem s karbamoylovou skupinou vykazovaly
v pripadé POX-inhibované AChE porovnatelné hodnoty jako sloucenina 3 a oxim
25 (Obr. 10) ji dokonce predcil. Nebylo prekvapenim, Ze oxim s oznacenim K203
(26, Obr. 10) vykazal pouze primérnou reaktivaci POX, ackoliv je v soucasnosti

povazovan za velmi slibnou slou¢eninu proti otravé tabunem [1].
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Kuca a kol. zverejnili dva ucinné reaktivatory proti tabunem inhibované AChE
oznacené jako K027 (27, Obr. 11) a K048 (28, Obr. 11). Tyto mono-oximy
s karbamoylovym zbytkem a alifatickym spojenim byly dale testovany s rozdilnymi
OPP (POX a MePOX) v porovnani s komer¢nimi latkami 1-3 a 5. Pri testovani
téchto dvou sloucenin na POX-inhibované AChE se latka K027 projevila jako
mnohem kvalitnéjsi sloucenina v porovnani s komercnimi oximy. Co se tyce
inhibice AChE pomoci MePOX obé latky K027 i K048 vykazaly mnohem lepSi
ochranné schopnosti nez oximy 1-3 a 5. Navic oxim K027 vykazal velmi nizkou

toxicitu, tudiZ nabizi i moZnost vyssiho davkovani [1].

O

@)J\NHZ
IR ® o

o _ %NHZ e - .

o 2 © Ho N r

K027 (27) K048 (28)

H

Obrazek 11: Mono-oximové reaktivatory K027 (27) a K048 (28) [1].

1.6.3.3 Nové reaktivdtory syntetizované ze slouc¢enin K203 a K027

Nové reaktivatory AChE vzeSly ze sloucenin K203 (26, Obr. 10) a K027 (27, Obr.
11). Povaha byspyridinium této molekuly zistala konzistentni. Byla uchovana i
jedna polovina oximu v pozici 4, ktera je nezbytna pro reaktivaci. Stejné tak i
prop-1,3-diyl vazba, ktera je ve slouceniné 27, byla shleddna jako nejslibnéjsi pro
reaktivaci AChE zasaZené tabunem nebo OPI. Non-oxim pyridinium kruh byl
substituovan v pozici 4 rliznymi hydrofilnimi (nap¥. hydroxymetyl, karboxyl, nitril)

nebo hydrofobnimi zbytky (napt. metyl, terc-butyl, fenyl) [6].

Reaktivace AChE tlumené tabunem pomoci komerc¢nich reaktivatort byla jiz
diive shledana obtiZnou. UZité slouceniny 1, 2 a 5 se ukazaly jako nevhodné,
naopak slouceniny 3 a 4 se povazuji za nejlepsSi reaktivatory mezi komercné
dostupnymi slouc¢eninami. Diive pripravené oximy 26 a 27 disponuji rliznymi
schopnostmi. Oxim 27 je chudSim reaktivatorem v porovnani s latkou 26. Nové
pripravené latky bohuZel nedosahuji vysledkli oximu K203, proto je povazovan za

vyznamnou slouceninu pri 1écbé otravy tabunem [6].

21



S ohledem na POX-inhibici AChE jsou komer¢ni slouceniny 1, 2 a 5 netiinné. Na
druhou stranu slouceniny 3 a 4 byly shledany jako dobré reaktivatory, v porovnani
s nimi maji 1atky 26 a 27 srovnatelnou nebo nizsi reaktiva¢ni schopnost. Pét nové
pripravenych mono-oximi (29, 34, 36, 37 a 38, Tab. 1) ukdazalo rliznost
reaktivac¢nich schopnosti vii¢ci POX-inhibici a bylo shledano lepSimi reaktivatory
nez komerc¢né dostupné slouceniny 3 a 4. Z uvedenych sloucenina 37 prokazuje
dvakrat vétsi schopnost reaktivace v porovnani se standardnimi sloueninami 3 a

4, cozji €ini obzvlasté zajimavou pro dalsi testovani [6].

|
_N
HO N Z >R
2 Br

Latka R Latka R
29 Me 34 COOH
30 terc-butyl 35 COOEt
31 fenyl 36 CN
32 CH20H 37 C(NHz)=NOH
33 COMe 38 3,4-CONHz

Tabulka 1: Struktura nové pfipravenych mono-oxim reaktivatoru [6].

Pro MePOX-inhibovanou AChE vykazaly komercni slouceniny 1, 2 a 5 opét
chudsi reaktivacni schopnost v porovnani s oximy 3 a 4. Stejné tak reaktivacni
schopnost latek 26 a 27 se ukazala slibnou, ale v porovnani s 3 a 4 byly jejich
ucinky spise nizsi. Z nové pripravenych mono-oximi vykazala slibnou schopnost
reaktivace opét sloucenina 37. Stava se tedy kandidatem pro dalsi testovani a

hodnoceni [6].
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2 Cile prace

Prvnim dileZitym cilem této prace byla priprava stavebnich templati - oximi

40 a 48 a amidu 53 (viz Obr. 12).

N\ N\ N
| _ | _— B
Br Br Br 7
Br
NS NS
_Cs
N \ H,N" 0
OH OH
40 48 53

Obrazek 12: Stavebni syntony 40, 48 a 53.
Druhym neméneé diilezitym vystupem této prace je priprava monokvartérnich

bromidi 41 a 43 (viz Obr. 13).

Br
H/Br
+N Br +N Br
] ]
&ﬁ %
(0] NH, @) NH,
41 43

Obrazek 13: Monokvartérni bromidy 41 a 43.

Poslednim pro vyzkum reaktivatori nevyznamnéjSim cilem byla piiprava
novych sloucenin, které by vykazovaly aktivitu pri reaktivaci AChE. Pro tyto
slouceniny se staly vychozimi oximy 40 (reaktivatory 42, 44, 46) a 48
(reaktivatory 49 - 51) a amid 53 (reaktivatory 55, 57 a 59). VSechny pripravené
reaktivatory prehledné predklada Obr. 14.
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Obrazek 14: Planované reaktivatory AChE 42, 44, 46, 49 - 51, 55, 57 a 59.
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3 Vysledky a diskuse

3.1 Diskuse

V této praci bylo navazano na snahu syntetizovat nové ucinné reaktivatory
AChE, které by svymi schopnostmi predcily komer¢né dostupné reaktivatory 1 - 5.
Predlohou pro nové vznikajici latky byly slouCeniny: 26, 27 a 28 [6], jejichz

pyridinovy skelet byl substituovan halogeny, v tomto pripadé bromem.

Celkem byly pripraveny tii série po trech rlznych reaktivatorech AChE
substituovanych bromem, kde se v ramci jednotlivych sérii pripravené latky od
sebe liSily spojovacim ftetézcem, poCtem a polohou bromovych substituentd.
Nejprve bylo treba pripravit stavebni syntony za pouziti béZné dostupnych
komercnich slouCenin. Nasledné znich byly syntetizovany biskvartérni

reaktivatory AChE.

3.1.1 Priprava monosubstituovanych biskvartérnich reaktivatori AChE s
pyridinovym skeletem obsahujicim oximové seskupeni

Piiprava stavebniho templatu a vSech  kone¢nych reaktivatort
monosubstituovanych bromem byla provedena dle schématu 2. Vychozi latkou byl
aldehyd 39, z néhoZz byl pridavkem hydroxylamin hydrochloridu a pyridinu
v prostredi etanolu (90°C, 3 hodiny) pripraven oxim 40. Produkt byl izolovan se
100% vytézkem bez dalSiho precisténi. Tato latka se stala vychozi pro 3 konec¢né

reaktivatory 42, 44 a 46.

DalSi fazi syntézy byla priprava latky 42 (Schéma 2), ktera vznikla spole¢nou
reakci latek 40 s41 v DMF pii 60°C trvajicim 228 hodin. Reakéni smés byla
prevrstvena acetonem. Detekci TLC bylo zjiSténo, Ze ptripraveny produkt obsahuje
necistoty, proto byla nutna purifikace s vyuzitim MeCN pti 90°C po dobu 1 hodiny.
VytéZek reakce byl velmi maly (10%), z toho diivodu byla reakce opakovana dle
stejného postupu. Vysledek druhé reakce neni znam, protozZe v dobé odevzdavani

prace byla latka preciStovana.

S pouZitim shodnych podminek (DMF, 60°C) byla pripravena latka 44 (Schéma
2), kde jako vychozi latky byly vyuZity slouceniny 40 a 43. I v tomto pripadé reakce
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probihala po 228 hodin a reak¢ni smés byla prevrstvena acetonem. Opétovné bylo

provedeno ciSténi ziskané smési za pouZziti MeCN (90°C, 1 hodina). Nakonec byl

ziskan produkt s vytézkem 27%.
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.
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Schéma 2: Priprava reaktivator( 42, 44 a 46.

46

Br 44

Pro kompletnost prvni série byla realizovana ptiprava produktu 46 (Schéma 2),

pfi které byly pouzity stavebni templaty 40 a 45. Reakce opét probihala v

v_ 7 v

prostredi DMF (60°C). Tentokrat byl reak¢ni ¢as vyrazné zkracen (42 hodin). Latka

obsahovala stopy vychozich latek, z toho diivodu bylo potirebné precisténi stejnym

zplsobem jako v predeslych reakcich. Produkt byl ziskany v Cisté krystalické

formé s vytézkem 54%.
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3.1.2 Priprava disubstituovanych biskvartérnich reaktivatori AChE s
pyridinovym skeletem obsahujicim oximové seskupeni

Syntéza vychoziho oximu 48 obsahujictho dva atomy bromu a konefnych

disubstituovanych reaktivatorti AChE 49-51 byla uskute¢néna dle schématu 3.
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| N
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o*C"NH 43 N
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Z 2Br
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O°~H N 49
OH
a7 48
;\fj/\/\/Br
| N
Q Br MeCN, 0°C
_C.
0”7 "NH;, 45
O

51

Schéma 3: Pfiprava reaktivatora 49, 50 a 51.

[ v této ¢asti syntézy bylo potfebné pripravit oximovy stavebni synton 48
(Schéma 3), ktery nese dva atomy bromu v poloze 3, 5. Vychozi latkou zde byl
komerc¢né dostupny aldehyd 47, ze kterého byl oxim 48 pripraven s vyuZitim
stejného postupu (NH20H-HCl, pyridin, etanol, 90°C) jako pfi syntéze
monosubstituovaného oximu 40. Kupodivu byla reakce doprovazena nec¢ekanymi

komplikacemi. Reakéni ¢as se prodlouzil na 4,5 hodiny, coZ nepredstavuje velky
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problém. Komplikace nastaly aZ pri preciStovani, kdy na kontrolnim TLC byly
viditelné dvé skvrny, které se nepatrné lisily v Rf faktoru. Z toho diivodu byla
realizovana sloupcova chromatografie (2x nelspésné - Spatné zvoleny eluent a
délka sloupce), ktera nevedla k ziskani Cistého produktu. AZ pri tretim pokusu o
precisténi skrze chromatograficky sloupec doSlo k oddéleni obou sloZek smési diky
vhodné zvolené délce sloupce a mobilni fazi, ¢imZ byl ziskan cisty produkt s
vytézkem 16,5%. Nizky vytéZzek pro nas nebyl uspokojivym vysledkem, a proto
byla reakce opakovana. Pri prvnim opakovani byl reakéni ¢as vyrazné prodlouZen
na 284 h, béhem kterych byl v nepravidelnych intervalech pridavan NH20H-HCl v
0,5 eq mnozstvi. Tento pridavek byl proveden celkem 4x. Ziskana smés pti TLC
detekci taktéz vykazovala dvé skvrny, stejné jako v predchozim pripadé. Pro
purifikaci smési byla opét zvolena sloupcova chromatografie, kterd byla sice na
prvni pokus Uspésna, ale byla casové velmi naro¢na v zavislosti na délce zvoleného
sloupce. Byl ziskadn cisty produkt s 51% vytéZnosti. Pfi druhém opakovani bylo
zamérem snizit reakéni Cas prostiednictvim pravidelnych piidavki NH20H-HCI v
0,5 eq mnozstvi po 24 hodinach (opét celkem 4 pridavky) a taktéz se vyhnout
zdlouhavé chromatografii. BohuZzel dle TLC provedeného 24 hodin od posledniho
pridavku bylo zrejmé, Ze vychozi latka zcela nezreagovala a celkovy reakéni ¢as byl
203 hodin, tedy od posledniho ptidavku narostl o 80 hodin. Sice doSlo ke zkraceni
celkového casu reakce, na druhou stranu bylo i tak zapotrebi prelisténi smési
skrze dlouhou chromatografickou kolonu. Z divodu zefektivnéni a optimalizace
dané syntézy byl v literature nalezen novy postup [14]. Byla realizovana reakce,
kde vychozi latkou byl zminény komerc¢né dostupny aldehyd 47, ktery reagoval s
NH20H-HCl a octanem sodnym v prostiedi etanolu (90°C, 3 hodiny). VyuZitim
tohoto reakcéniho postupu byl nejen znatelné zkracen reakcni cas, ale zaroven
doslo k zjednoduseni purifikace produktu (sraZeni s Et20 a filtrace). Dalsim kladem

bylo navyseni vytézku reakce na 82,4%.

V dalsi ¢asti byly pripraveny reaktivatory 49-51 (Schéma 3). Vzhledem k tomu,
Zze prvni série latek probihajici v DMF byla doprovazena vznikem vedlejSich
produkttli, bylo nasim zdmérem se tomuto faktu vyhnout, a proto byl reak¢nim
prostiredim zvolen MeCN. Vrist reakéni doby nebyl nijak vyrazny (+ 2 dny), avsak

Cisténi latek bylo jednodussi. Reaktivator 49 byl pripraveny reakci oximu 48 s

28



s LV v

monokvarterni soli 41 v 16% vytéZzku. Obdobnym zplisobem byl syntetizovan
produkt 50 (MeCN, 90°C, 276 hodin), kde jako vychozi latka byl pouZzity stejny
oxim 48 a druhou ¢asti byl bromid 43. VytéZnost této reakce byla 30%. Posledni
Casti této série byla priprava reaktivatoru 51 vzniklého reakci oximu 48 se

syntonem 45 (MeCN, 90°C, 24 hodin). VytéZnost této reakce neni potvrzena z

dtivodu precistovani produktu.

3.1.3 Priprava monosubstituovanych biskvartérnich reaktivatorti AChE s
pyridinovym skeletem obsahujicim amidovou funk¢ni skupinu

Syntéza vychoziho amidu 53 obsahujictho atom bromu a konecnych
monosubstituovanych reaktivatord AChE 55, 57 a 59 byla uskutetnéna dle

schématu 4.
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Schéma 4: Priprava reaktivator( 55, 57 a 59.
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V této Casti bylo nejprve treba pripravit monosubstituovany amid 53 (Schéma
4) z komercné dostupné kyseliny 52. Po predeslych zkuSenostech s touto syntézou
v ramci spolupracujici skupiny byl zvolen postup obsahujici v prvnim kroku reakci
kyseliny 52 s thionylchloridem (LT, 3,5 hodiny) a v kroku druhém reakci s 28%
roztokem hydroxidu amonného (LT, 40 minut). Byl ziskan Ccisty produkt s
vytézkem 31,2%. Nizky vytézek byl zfejmeé zpiisoben kyselou hydrolyzou amidu ve
vodném prostiedi. Z toho diivodu byla optimalizovana druha cast pripravy, a to
tak, Ze byla realizovana v bezvodém prostredi zavadénim plynného amoniaku do
reakcni smési (5 hodin), s vytézkem 75%. Takto pripraveny amid byl dale pouZity
do reakci s prislusnymi oximy 54, 56 a 58 za vzniku biskvarternich reaktivatori
55, 57 a 59. Prislusné reakce bézely bud’ v DMF nebo v MeCN (viz Schéma 4).

Vytézky zminénych reakci nejsou znamé, z diivodu probihajici purifikace.

Pri pripravé produktl 42, 44, 46, 49 - 50, 55, 57 a 59 byla k detekci pribéhu
reakci pouzZita TLC chromatografie (Cellulosa F), jako eluent byla vyuZita faze

BuOH/H20/AcOH 5:1:2.

3.1.4 Priprava monokvarternich sloucenin

Pro syntézu Kkonecnych reaktivatori AChE bylo dilezité syntetizovat i
monokvartérni bromidy 41 a 43 vyuzitelné jako vychozi latky pro piipravu

reaktivatorti 42, 44, 49 a 50. Syntéza téchto sloucenin probihala dle schématu 5.

Priprava obou soli vychazela z komercné dostupného amidu 60. Reakce amidu
60 s latkou 61 (aceton, 65°C, 47 hodin) dala za vznik reaktivatoru 41 (Schéma 5).
Sloucenina 43 (Schéma 5) vznikla reakci latek 60 a 62 (aceton, 65°C, 204 hodin).
Oba produkty byly ziskany filtraci, pricemZ latka 41 byla izolovana Ccista
svytézkem 95%. V pripadé latky 43 byla nutnd jeji purifikace z divodu
pritomnosti necistot. K purifikaci bylo pouZito MeCN (90°C, 40 min). Takto
preciSténa latka byla Cista s vytéZzkem 90,9%.

Pri pripravé produktii 41 a 43 byla k zjisténi pribéhu reakci pouzita detekce
pomoci TLC chromatografie (Aluminium oxide 60) s mobilni fazi DCM/MeOH/NHs3
9:1:2.
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Schéma 5: Pfiprava monokvartérnich sloucenin 41 a 43.

3.2 Obecna synteticka cast

Pouzitd rozpoustédla a chemikdlie byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich
(Schnelldorf, Némecko) a byly pouzity bez dalSiho precisténi. Pribéh reakci byl
zjiStovan pomoci TLC desek (Silikagel 60 F2s4, Cellulose F, Aluminium oxide 60)
ziskanych od firmy Merck (Darmstadt, Némecko). Silikagel 60 (hrubost ¢astic 230
- 400) pro sloupcovou chromatografii byl taktéZ zakoupen u firmy Merck
(Darmstadt, Némecko). Teploty tani byly méreny na bodotavku Biichi B-545 bez

korekce.

NMR spektra byla mérena na Varian Gemini 300 (1H 300 MHz, 13C 75 MHz, Palo
Alto CA, USA). U vSech latek jsou chemické posuny pro 'H i 13C spektra jsou
uvedeny v ppm (8) v poméru k signalu rozpoustédla. Signaly jsou uvedeny jako s

(singlet), d (dublet) a m (multiplet).

Hmotnostni spektra byla ziskana elektrosprejovou ionizaci (ESI MS) a selekci
ionti v iontové pasti LCQ FLEET. Ziskana spektra byla vyhodnocena
prostrednictvim programu Xcalibur v 2.5.0 (vSe Thermo Fisher Scientific, San Jose,

CA, USA). Vzorek byl rozpustén v deionizované vodé (Goro, s.r.o., Prague, Czech



Republic) a kontinualné vstiiknut (8 pl/min) stfikackou Hamilton do iontového

zdroje.
3.3 Pripravené stavebni syntony

3-bromoisonikotinaldehyd oxim (40)

N Vychozi latka 39 (2 g 10.75 mmol) byla Castené rozpusSténa v
| g, pyridinu (1.7 ml, 21.50 mmol). Byl pridan hydroxylamin hydrochlorid
N (1.121 g, 16.13 mmol) a 20 ml etanolu. Reakéni smés byla michana a

OH refluxovina pri 90°C po dobu 3 hodin. Po ukonceni reakce byla ke
smési pridana destilovand voda (50 ml) a celda smés byla extrahovana
ethylacetatem (2x100 ml). Spojené organické vrstvy byly vysuSeny pomoci
bezvodého siranu sodného, rozpoustédlo bylo odpareno za sniZeného tlaku.
Ziskané bilé krystaly byly Ccisté. VytéZek: 100%. Teplota tani: 189-191°C.
CeHsBrN20. 201.02 g mol-l. 1TH NMR (300 MHz, DMSO-ds): & (ppm) 12.28 (s, 1H),
8.79 (s, 1H), 8.53 (d, 1H, ] = 5.05 Hz), 8.27 (s, 1H), 7.72 (d, 1H, ] = 5.06 Hz). 13C NMR

(75 MHz, DMSO-de): & (ppm) 152.22, 148.41, 145.12, 139.12, 120.62, 120.01.

3,5-dibromoisonikotinaldehyd oxim (48)

N Vychozi latka 47 (5 g, 18.77 mmol) byla ¢astecné rozpusténa v
| _ 50 ml etanolu. Nasledné byl pridan hydroxylamin hydrochlorid
B B
' o ' (1.967 g, 28.31 mmol) a octan sodny (2.322 g, 28.31 mmol). Smés
N
OH byla michana a refluxovana pti 90°C po dobu 3 hodin. Po ukonceni

michani byla kreakéni smési pridana destilovana voda (125 ml) a cely objem
smeési byl extrahovan ethylacetatem (3x150 ml). Spojené organické vrstvy byly
vysuseny bezvodym siranem sodnym, rozpoustédlo bylo odpareno za sniZeného
tlaku. Ziskana latka byla precisténa pomoci diethyletheru (100 ml). Necistoty byly
v diethyletheru rozpustény a nerozpusStény produkt byl oddélen filtraci za
sniZeného tlaku. Ziskané bilé krystaly byly cisté. VytéZzek: 82%. Teplota tani: 204-
206°C. C6H4Br2N20. 279,92 g mol-1. 1H NMR (300 MHz, DMSO-ds): & (ppm) 12.20 (s,
1H), 8.80 (s, 2H), 8.15 (s, 1H). 13C NMR (75 MHz, DMSO-ds): & (ppm) 150.82,
145.24,139.67,120.75.
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3-bromoisonikotinamid (53)

NS Vychozi latka 52 (1 g, 4.950 mmol) byla ¢astecné rozpuSténa v
R)\ thionylchloridu (9.5 ml, 128.7 mmol). Smés byla michana 3,5 hodiny

O’C\NHZ pri laboratorni teploté (LT). Po ukonceni michani byl thionylchlorid

odparen za snizeného tlaku. K vysuSenému produktu bylo pridano
10 ml 28% hydroxidu amonného. Reak¢éni smés byla michana 40 min pti LT. Po
ukonceni michani bylo ke smési priddno 200 ml nasyceného roztoku chloridu
sodného a cely objem byl extrahovan ethylacetatem (3x150 ml). Spojené organické
vrstvy byly vysuSeny pomoci bezvodého siranu sodného. Rozpoustédlo bylo
odpareno za sniZzeného tlaku vzduchu. Ziskana bila latka byla Cista. Vytézek: 31%.
Teplota tani: 163-165°C. CeHsBrN20. 201.02 g mol-1. 1H NMR (300 MHz, DMSO-ds):
& (ppm) 8.78 (s, 1H), 8.60 (d, 1H, ] = 4.81 Hz), 8.07 (s, 1H), 7.83 (s, 1H), 7.43 (d, 1H,
] = 4.84 Hz). 13C NMR (75 MHz, DMSO-ds): & (ppm) 166.96, 151.59, 148.49, 145.93,

122.64,116.73.

3.4 Pripravené monokvarterni slouc¢eniny
1-(3-bromopropyl)-4-karbamoylpyridinium bromid (41)

Br Vychozilatka 60 (5 g, 40.94 mmol) byla ¢astecné rozpusténa v 38 ml
H/ acetonu. Nasledné byla pridana sloucenina 61 (21 ml, 204.7 mmol).

N Smés byla michana a refluxovdna pifi 65°C po dobu 47 hodin.
N
| 2 ar Nasledné byla za horka prefiltrovana a promyta acetonem (3x50ml).
C Ziskany bily krystalicky produkt byl ¢isty. VytéZek: 95%. Teplota
O NH,

tani: 182-184°C, (lit. 179-182°C) [13]. CoH12BrzN20. 324.02 g mol-L.
1H NMR (300 MHz, DMSO-de): & (ppm) 9.31 (d, 2H, ] = 6.71 Hz), 8.71 (s, 1H), 8.47
(d, 2H, ] = 6.63 Hz), 8.27 (s, 1H), 4.79 (t, 2H, ] = 7.11 Hz), 3.59 (t, 2H, ] = 6.62 Hz),
2.53 (m, 2H); 13C NMR (75 MHz, DMSO-ds): & (ppm) 163.14, 148.14, 145.91,
125.79, 59.47, 32.94, 30.03.

1-(4-bromobutyl)-4-karbamoylpyridinium bromid (43)

Vychozi latka 60 (5 g, 40.94 mmol) byla ¢astecné rozpusténa v 38 ml acetonu. Poté
byla pridana sloucenina 62 (24 ml, 204.7 ml). Smés byla michana a refluxovana pri

65°C po dobu 204 hodin. Po ukonceni refluxu byla smés zfiltrovana za horka a
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promyta acetonem (3x50 ml). Zdlvodu necistot byl produkt

y precistén povarenim v MeCN (90°C, 40 minut). Ziskané bilé
krystaly byly Cisté. Vytézek: 91%. Teplota tani: 159-161°C, (lit. 160-

NG Br 163°C)[13]. Ci0oH14BrzN20. 338.04 g mol’. 'H NMR (300 MHz,
| = DMSO0-ds): & (ppm) 9.29 (d, 2H, ] = 6.44 Hz), 8.68 (s, 1H), 8.46 (d,
O//C‘NHZ 2H,] = 6.62 Hz), 8.27 (s, 1H), 4.71 (t, 2H,] = 7.25 Hz), 3.57 (t, 2H, ] =

6.63, Hz), 2.06 (m, 2H), 1.83 (m, 2H); 13C NMR (75 MHz, DMSO-de):
5 (ppm) 163.21, 148.11, 145.61, 125.59, 33.83, 59.81, 29.32, 28.52.

3.5 Pripravené biskvarterni slouceniny

1-(3-bromo-4-hydroxyiminomethylpyridinium)-3-(4-karbamoylpyridinium)
propan dibromid (42)

Vychozi latka 40 (0.3 g, 1.492 mmol) byla

+ +
N vyv ,
| =N NI A zcela rozpusSténa v 10 ml DMF. Poté byla
HO/N\ = = NH

L 2 Br i pridana latka 41 (0.439 g, 1.357 mmol).
Reakéni smés byla michana a refluxovana
ptfi 60°C po dobu 228 hodin. Po ukonceni michani, doSlo k ochlazeni na LT,
nasledné bylo k latce pridano 80 ml acetonu a smés byla uloZena do lednicky. Den
poté byla smés prefiltrovana za LT a promyta 50 ml acetonu. Z diivodu pritomnosti
vychozich latek byla smés dvakrat precisSténa povarenim v MeCN (20 ml a 10 ml)
pfi 90°C po dobu jedné hodiny. V obou pripadech byla zfiltrovdna za horka a
promyta horkym MeCN (2x40 ml). Ziskany svétle hnédy krystalicky produkt byl
Cisty. Vytézek: 10%. Teplota tani: 207-208°C. C1sH17Br3N402. 525.04 g mol-l. 1H
NMR (300 MHz, DMSO-ds): & (ppm) 13.25 (s, 1H), 9.63 (s, 1H), 9.34 (d, 2H, ] = 5.71
Hz), 9.06 (d, 1H, ] = 6.12 Hz), 8.74 (s, 1H), 8.51 (d, 2H, ] = 5.65 Hz), 8.42 (s, 1H),
8.39 (d, 1H, ] = 6.25 Hz), 8.31 (s, 1H), 4.82 (t, 2H, ] = 6.32 Hz, ] = 6.32 Hz), 4.74 (t,
2H, ] = 6.22 Hz, ] = 6.22 Hz), 2.70 (m, 2H). 13C NMR (75 MHz, DMSO-ds): & (ppm)
163.11, 148.18, 147.86, 147.36, 145.90, 145.90, 144.12, 143.19, 125.85, 125.85,
123.42,121.03,57.33,56.96, 31.32.

34



1-(3-bromo-4-hydroxyiminomethylpyridinium)-4-(4-karbamoylpyridinium)
butan dibromid (44)

o Vychozi latka 40 (0.3 g, 1.492 mmol) byla

= | NH; zcela rozpusténa v 10 ml DMF. Nasledné

w@/\/\/ ¥ byla priddna litka 43 (0.459 g 1.357
HO’N\ N 2Br mmol). Reakéni smés byla michdna a

refluxovana pri 60°C po dobu 228 hodin.
Po ukonceni refluxu byla smés prevrstvena 80 ml acetonu, uloZzena do lednicky.
Den na to prefiltrovana pfi LT a promyta 50 ml téhoZ rozpoustédla. Z diivodu
znecisSténi produktu vychozimi latkami byla smés refluxovana pii 90°C v 15 ml
MeCN po dobu 1 hodiny. Poté byla smés zfiltrovana za horka a promyta 40 ml
horkého MeCN. Ziskany svétle hnédy krystalicky produkt byl Cisty. Vytézek: 27%.
Teplota tani: 223-225°C. C16H19Br3N402. 539.07 g mol-1. 1H NMR (300 MHz, DMSO-
ds): & (ppm) 13.22 (s, 1H), 9.62 (s 1, H), 9.33 (d, 2H, ] = 6.13 Hz), 9.04 (d, 1H, | =
6.29 Hz), 8.72 (s, 1H), 8.48 (d, 1H, ] = 6.09 Hz), 8.40 (s, 1H), 8.35 (d, 1H, ] = 6.37
Hz), 8.29 (s, 1H), 4.75 (m, 2H), 4.67 (m, 2H), 2.0 (m, 5H). 13C NMR (75 MHz, DMSO-
ds): & (ppm) 163.14, 148.05, 145.70, 145.68, 145.65, 145.56, 142.80, 142.02,
131.28,125.79, 123.34, 59.75, 59.52, 26.84, 26.68.

1-(3-bromo-4-hydroxyiminomethylpyridinium)-4-(4-karbamoylpyridinium)
but-2-en dibromid (46)

o Vychozi latka 40 (0.3 g, 1.492 mmol) byla

= | NH, zcela rozpusténa v 10 ml DMF. Nasledné

N Z I\ byla pridana latka K164 (45, 0.455 g,

HO™ NQ/Q 2Br 1.357 mmol). Reakéni smés byla michana
Br a refluxovana pii 60°C po dobu 42 hodin.

Po ukonceni refluxu byla smés prevrstvena 85 ml acetonu a vloZena do lednicky.
Den na to byla prefiltrovana a promyta 50 ml acetonu. Z divodu pritomnosti
vychozich latek bylo ke smési pridano 27 ml acetonitrilu (MeCN), vSe bylo michano
a refluxovano pri 60°C po dobu 30 minut. Po uplynuti 30 minut byla smés
zfiltrovana za horka a promyta 50 ml horkého MeCN. Ziskany bily krystalicky
produkt byl Cisty. Vytézek: 54%. Teplota tani: 214,5-216,5°C. CicH17BrsN4Oz.
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537.05 g mol-1. 1TH NMR (300 MHz, DMSO-ds): 6 (ppm) 13.25 (s, 1H), 9.59 (s, 1H),
9.29 (d, 2H,] =6.78 Hz), 9.00 (d, 1H, ] = 6.58 Hz), 8.76 (s, 1H), 8.50 (m, 2H), 8.42 (d,
1H,] =11.47 Hz), 8.37 (d, 1H, ] = 6.49 Hz), 8.30 (s, 1H), 6.25 (m, 2H), 5.44 (d, 2H, ] =
5.45 Hz), 5.35 (d, 2H, ] = 5.57 Hz). 13C NMR (75 MHz, DMSO-ds): & (ppm) 163.13,
148.39, 147.78, 147.51, 145.84, 145.84, 144.13, 143.06, 130.09, 129.96, 125.83,
125.83,123.37,120.91, 60.80, 60.34.

1-(3,5-dibromo-4-hydroxyiminomethylpyridinium)-3-(4-
karbamoylpyridinium) propan dibromide (49)

Br SN NNEEN Vychozi latka 48 (0.3 g, 1.072 mmol) byla
AN | ¥ - NH, zcela rozpuSténa v 10 ml MeCN. Poté byla
Br 2P0 0 pidana litka 41 (0.382 g 1.179 mmol).

Reak¢ni smés byla michana a refluxovana pti 90°C po dobu 276 hodin. Po 276
hodinach bylo ke smési pridano 80 ml acetonu a byla vloZena do ledni¢ky. Den
poté byla smés zfiltrovana za LT a promyta 80 ml acetonu. Z diivodu piitomnosti
vychozich latek byl produkt refluxovan pri 90°C ve 20 ml MeCN po dobu 2,5
hodiny. Nasledné byla smés zfiltrovana za horka a promyta 60 ml horkého MeCN.
Takto precistény produkt byl krystalicky. Vytézek: 30%. Teplota tani: 224-226°C.
C15H16BraN402. 603.94 g mol-l. TH NMR (300 MHz, DMSO-ds): 6 (ppm) 13.00 (s,
1H), 9.69 (s, 2H), 9.35 (d, 2H, ] = 6.31 Hz), 8.74 (s, 1H), 8.52 (d, 2H, ] = 6.29 Hz),
8.33 (s, 1H), 8.31 (s, 1H), 4.83 (t, 2H, ] = 7.05 Hz, ] = 7.05 Hz), 4.73 (t, 2H, ] = 6.84
Hz, ] = 6.84 Hz), 2.73 (m, 2H). 13C NMR (75 MHz, DMSO-ds): 8 (ppm) 163.11,
148.17, 147.17, 146.34, 145.91, 144.78, 141.92, 125.84, 125.84, 122.08, 122.08,
57.26,57.21, 31.16.

1-(3,5-dibromo-4-hydroxyiminomethylpyridinium)-4-(4-
karbamoylpyridinium) butan dibromid (50)

o Vychozi latka 48 (0.3 g 1.072 mmol)

@)J\NHZ byla zcela rozpusSténa v 10 ml MeCN.

Br N Poté byla pridana latka 43 (0.399 g,

HO N =~ 2Br 1.179 mmol). Reak¢éni smés byla
Br michana a refluxovana pri 90°C po dobu

275 hodin. Po ukonceni refluxu bylo ke smési pridano 80 ml acetonu a byla vloZena
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do lednicky. Den poté byla smés zfiltrovana pri LT a promyta 80 ml acetonu.
Z divodu stop vychozich latek byl produkt dvakrat refluxovan v MeCN (15 a 10 ml)
pti 90°C v obou pripadech po dobu 2,5 hodiny. Pokazdé byla smés prefiltrovana za
horka a promyta 60 ml horkého MeCN. Po druhém precisténi byl ziskan cisty
krystalicky produkt. Vytézek: 16%. Teplota tani: 220-223°C. C16H18BrsN402. 617.96
g mol-1. 1H NMR (300 MHz, DMSO-ds): & (ppm) 12.97 (s, 1H), 9.68 (s, 2H), 9.33 (d,
2H, ] = 5.76 Hz), 8.72 (s, 1H), 8.49 (d, 2H, ] = 5.55 Hz), 8.33 (d, 2H), 4.75 (m, 2H),
4.65 (m, 2H), 2.03 (m, 4H). 13C NMR (75 MHz, DMSO-ds): & (ppm) 163.14, 148.04,
147.04, 146.12, 145.72, 145.72, 145.51, 144.77, 125.79, 125.79, 122.06, 121.84,
59.77,59.66, 26.81, 26.60.

1-(3,5-dibromo-4-hydroxyiminomethylpyridinium)-4-(4-
karbamoylpyridinium) but-2-en dibromid (51)

o Vychozi latka 48 (0.3 g, 1.072 mmol) byla

@)kNHz castetné rozpusténa v 10 ml MeCN.

Br \ﬁ/\/\/tl N Nasledné byla pridana latka K164 (45,
HO/N%jg\/ 2Br 0.396 g, 1.179 mmol). Smés byla michana
Br a refluxovana pii 90°C po dobu 24 hodin.

Po ukoncéeni michani bylo ke smési piidano 80 ml acetonu a vSe bylo uloZeno do
lednic¢ky. Den poté byla smés zfiltrovana za LT. V latce byly pritomny necistoty a
v dobé odevzdavani této prace jesté nebyla zcela precisténa. C16H16BraN40O2. 615.95

g molL.

1-(4-hydroxyiminomethylpyridinium)-3-(3-bromo-4-karbamoylpyridinium)
propan dibromid (55)

\ltl/\/\ltl = Vychozi latka 53 (0.3 g, 1.492 mmol) byla
N | _ L o Castecné rozpuSténa v 10 ml MeCN. Poté byla
HO™ ' 2Br o )

NH, pridana latka K006 (54, 0.532 g, 1.642
mmol). Smés byla michana a refluxovana pri 90°C po dobu 528 hodin. Po ukonceni
refluxu bylo pridano ke smési 80 ml acetonu a vSe bylo uloZeno do lednicky.
Vdobé odevzdavani této prace nebyla latka prefiltrovana a precisténa.

C15H17BrsN402. 365.23 g mol-L.
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1-(4-hydroxyiminomethylpyridinium)-4-(3-bromo-4-karbamoylpyridinium)
butan dibromid (57)

O Vychozi latka 53 (0.3 g 1.492 mmol)

. /\j\)kNHz byla ¢4steéné rozpusténa v 10 ml MeCN.
V@l“/\/ N Posléze byla ptidéna latka K079 (56,

HO™ S Z 28r 0.555 g, 1.642 mmol). Smés byla michina
a refluxovana pri 90°C po dobu 336 hodin. Nasledné bylo pridano 60 ml acetonu a
smés byla uloZena do chladnicky. Druhy den byla smés zfiltrovana za LT. V latce

byly piitomny necistoty a vdobé odevzdavani této prace jeSté nebyla zcela

preciSténa. C16H19BraN40z. 379.26 g mol-1.

1-(4-hydroxyiminomethylpyridinium)-4-(3-bromo-4-karbamoylpyridinium)
but-2-en dibromid (59)

o Vychozi latka 53 (0.3 g 1.492 mmol)

@fj\NHz byla zcela rozpusténa v10 ml DMF.

SN g, Posléze byla pridana latka K102 (58,

HO/N\ Z 2Br 0,552 g, 1.642 mmol). Smés byla mich4na
a refluxovana pii 60°C po dobu 102 hodin. Nasledné byla smés prevrstvena 60 ml
acetonu a uloZena do lednicky. V dobé odevzdavani této prace nebyla latka

prefiltrovana a preciSténa. Ci6H17BrsN402.377.24 g mol-1.
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4 Zaveér
Piekladana prace se zabyvala syntézou novych reaktivatorii AChE vychazejicich

ze struktur jiz drive syntetizovanych sloucCenin 26, 27 a 28, jejichZ pyridinovy

skelet byl substituovan halogeny, v tomto piipadé bromem.

Stanovené cile byly splnény. Byly ptipraveny oximy 40, 48 a amid 53 coby
zakladni stavebni kameny Zzadanych reaktivatorl. Za stejnym ucelem byly
syntetizovany i monokvarteni soli 41 a 43. Byla Uspésné realizovana syntéza
vSech tfech sérii reaktivatorli, avSak pomoci analyzy NMR byly potvrzené
struktury (42, 44, 46, 49 a 50). Zbylé 4 latky (51, 55, 57 a 59) jsou v posledni fazi

purifikace, po které bude jejich struktura taktéZ potvrzena pomoci NMR.

Struktura pripravenych reaktivatori byla potvrzena pomoci NMR spekter,
stejné tak hodnotami teplot tani. Dale budou latky analyzované metodou ESI MS. V
budoucnosti budou vSechny zminéné série syntetizovanych reaktivatora
otestovany na jejich biologickou aktivitu, zda svymi biologickymi schopnostmi

budou schopné konkurovat dosud vytvorenym reaktivatorim.
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