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Anotace

Tato diplomova prace se zabyva syntézou 5-substituovanych pyridinium-2-aldoximt
jako potencidlnich reaktivatorti organofosfaty inhibovanych cholinesteras. Teoreticka
¢ast je v ivodu zaméfena na struény popis acetylcholinesterasy a butyrylcholinesterasy.
Nasledné je zminéna inhibice cholinesteras organofosforovymi sloué¢eninami a terapie
otrav. V dalsi casti se zaméfuji na problematiku komeréné dostupnych oximovych
reaktivatori, kde se vénuji zejména pralidoximu. V zavéru teoretické ¢asti se zabyvam
problematikou prostupu reaktivatori pres hematoencefalickou bariéru. V praktické ¢asti
je pak popsana piiprava téi finalnich produkti odvozenych od struktury pralidoximu,
ktery je substituovan tfemi riznymi amidovymi substituenty. Finalni produkty byly
ptipraveny z lehko dostupnych vychozich latek po sedmi reakénich krocich.

Struktura vsech pfipravenych latek byla ovéfena pomoci NMR a HRMS analyz.
Klic¢ova slova

cholinesterasa, organofosfaty, reaktivatory, pralidoxim, hematoencefalicka bariéra
Annotation

This diploma thesis deals with the synthesis of 5-substituted pyridinium-2-aldoximes
as potential reactivators of organophosphate-inhibited cholinesterases. The theoretical
part is at first focused on the brief description of acetylcholinesterase and
butyrylcholinesterase. Next is mentioned inhibition of cholinesterases by
organophosphorus compounds and therapy of poisoning. In the next part, | focus on the
issue of commercially available oxime reactivators, where I mainly focus on pralidoxime.
The final part of theoretical part deals with problem of blood-brain barrier penetration.
The practical part describes the preparation of three final products derived from the
structure of pralidoxime, which is substituted with three different amide substituents. The
final products were prepared from readily available starting materials after seven reaction
steps. The structure of all prepared substances was verified using NMR and HRMS

analyses.
Keywords

cholinesterase, organophosphates, reactivators, pralidoxime, blood-brain barrier
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Uvod

Organofosfaty (OP) jsou synteticky pripravené latky, konkrétné se jedna o velmi
toxické slouceniny fosforu. Jediny OP znamy v ptirod¢ je anatoxin-a(s), coz je toxin
produkovany nékterymi druhy sinic. VSechny ostatni toxické organofosfaty byly
vynalezeny lidmi bud’ jako pesticidy, nebo jako nervové paralytické latky (NPL).
Organofosfatové pesticidy jsou pouzivany celosvétové ve velkém métitku
jako insekticidy zejménav USA, Jizni Americe aAsii. Prvni vysoce toxické
organofosfaty byly pfipraveny v Némecku a Velké Britanii tésné pied druhou svétovou
valkou. Jejich rozsahly vyzkum a vyvoj byl zaznamenan v 50. a 60. letech minulého

stoleti [1, 2].

Obzvlasté nebezpecnou podkategorii OP sloucenin jsou NPL. Obavy tyto slouceniny
vzbuzuji zejména kvili jejich vysoké akutni a chronické toxicité. V novodobé historii
bylo zaznamendno hned néckolik =zneuziti NPL pifi vojenskych konfliktech
¢i teroristickych utocich. Piikladem mohou byt valkav Perském zalivu Vv letech
1990-1991 nebo pouziti sarinu v Syrii roku 1995. Tyto konflikty vzbudily mezinarodni
zajem o tyto nebezpecné latky, které mohou vazné poSkodit zdravi a vést az ke smrti
[3, 4]. V japonském mésté Matsumoto doslo roku 1994 Kk teroristickému ttoku za pouziti
sarinu, kdy vlivem akutni intoxikace zahynulo sedm lidi [5]. V roce 1995 doslo
Vv tokijském metru K dal§imu tmyslnému vypusténi sarinu v letalni koncentraci, kde
zemielo na akutni intoxikaci jedenact lidi [6]. V roce 2017 bylo pouzito VX pfi atentatu
naKim Cong-nama, ktery vlivem akutni intoxikace zemfel na mezinarodnim letisti
Kuala Lumpur [7]. V bieznu 2018 se uskute¢nil pokus o atentat na byvalého ruského
agenta Sergeje Skripala a jeho dceru Yulii NPL typu Novichok [8]. O dva roky pozdé¢;ji
byl uskutecnén dalsi pokus o atentat na ruského opozicniho politika Alexeje Navalného

stejnym typem latky [9].

Riziko potencialniho pouziti NPL zptsobuje velky zajem vyzkumnych skupin o vyvoj
ucinngjsich antidot proti témto latkdm. Problémem je, Ze neexistuje univerzalni oximovy
reaktivator G€inny proti vSem znamym NPL. Dalsi komplikaci pfi zahdjeni terapie
oximovymi reaktivatory je jejich chemicka struktura obsahujici nabity kvarterni dusik,
komplikujici prachod pfes hematoencefalickou bariéru (HEB) [10]. V neposledni fadg,
komeréné pouzivané reaktivatory nejsou schopné reaktivovat ,,zestarlou* formu enzymu

[11].
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Pralidoxim (2-PAM) je jednim z komeréné dostupnych a pouzivanych reaktivatora
OP inhibované acetylcholinesterasy (AChE). Jeho vyhodou je pfitomnost pouze jednoho
kvarterniho dusiku ve struktuie, coz ma za nasledek vyssi propustnost pfes HEB oproti
jeho Dbiskvartérnim reaktivatorim. V piipadé¢ 2-PAM je to cca 10 %, na rozdil
od biskvartérnich reaktivatorti s prostupem pires HEB ptiblizné z 3 % [12, 13]. Cilem této
prace je syntéza 5-substituovanych derivati 2-PAM, které by meély vykazovat vyssi
reaktivani ucinnosti inhibovanych cholinesteras (ChE), diky tvorbé nevazebnych

interakci s aminokyselinovymi rezidui v ChE.
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1. Teoreticka Cast

1.1. Acetylcholinesterasa a butyrylcholinesterasa

U savcd jsou znamy dva typy ChE, a to acetylcholinesterasa (AChE) a
butyrylcholinesterasa (BChE). ChE jsou enzymy, které hydrolyzuji pfi optimalnich
podminkach estery cholinu, jako je acetylcholin (ACh; 1) a butyrylcholin (BCh; 2)

(Obrazek 1), s velkou Gi¢innosti a efektivitou mnohem rychleji nez jiné estery [14].

0]
= i |
-
/U\O/\/Ig)\ /\/U\O /\/g\
Acetylcholin (1) Butyrylcholin (2)

Obrazek 1: Struktury ACh (1) a BCh (2).

AChE a BChE se tadi mezi skupinu serinovych hydrolaz a proteaz. BChE, na rozdil
od AChE, pisobi hlavn¢ Vv periferni nervové soustavé (PNS) anachazi se ve veétsi
koncentraci v plazmg, jatrech, slinivce btisni a n€kterych ¢astech CNS jako jsou neurony
a gliové bunky [1, 14]. AChE je jednim z nejdulezit&jSich enzymu pro zachovani spravné
funkce nervii, konkrétné slouzi k terminaci nervovych vzruch v cholinergnich synapsich
pomoci rychlé hydrolyzy ACh. Tento neurotransmiter hraje dilezitou roli zejména v CNS
a PNS. V PNS ma dalezitou funkci zajisténi neuromuskularniho ptenosu a v CNS je
dilezity pro pamét’ a uceni [15, 16]. BChE nema svoji funkci v organismu zatim plné
objasnénou [1, 17]. Jak jiz bylo zminéno ACh se po uvolnéni rychle hydrolyzuje na cholin
a kyselinu octovou. BChE vykazuje mensi substratovou specifitu pro ACh, zatimco
AChE hydrolyzuje ACh jiz pfi nizkych koncentracich [14]. BChE disponuje schopnosti
Stépit i estery jinych cholind (napf. sukcinylcholinu), ale i necholinové estery (napf.

kokain, kyselinu acetylsalicylovou nebo heroin) [1].
1.1.1. Struktura acetylcholinesterasy

AChE (UniProtKB-P22303, EC 3.1.1.7) ma podobu elipsoidniho tvaru s uzkou a
hlubokou §térbinou ohrani¢enou perifernim anionickym mistem (PAS). PAS se nachazi
v podstaté na povrchu AChE a je vzdalené piiblizng 20 A od samotného aktivniho mista.
V PAS lze nalézt piedev§im hydrofobni aromaticka rezidua aminokyselin jako Tyr72,
Asp74, Tyrl24, Trp286 a Tyr341 [18, 19]. Nadné Stérbiny je umisténo katalytické
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aktivni misto (CAS). CAS se sklada ze dvou podjednotek anionické a esterové.
Katalyticka triada esterového mista lidské AChE je tvotfena aminokyselinami Ser203,
His447 a Glu334. Jedna se zaroven i o misto, kde dochazi k vlastni hydrolyze ACh.
Anionické misto je pak tvoreno aminokyselinami Trp86, Tyr337 a Phe338, jehoz roli je
spravna orientace pozitivné nabitého substratu pro vstup a nasledné navazani do aktivniho

mista (Obrazek 2) [1, 20, 21, 22].

Periferni anionické misto

204

Obrazek 2: Struktura lidské AChE (UniProtKB-P22303, EC 3.1.1.7).

V prvnim kroku za¢ina mechanismus hydrolyzy ACh nukleofilnim atakem
hydroxylové skupiny Ser203 na elektrofilni atom esterového uhliku ACh za tcelem
vytvofeni docasné kovalentni acylové vazby mezi enzymem a substratem. Nukleofilni
dusik His447 je protonizovan molekulou vody za soucasného nukleofilniho ataku

vznikajiciho hydroxidového aniontu na acetylovou skupinu Ser203. Tento nukleofilni
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atak muze byt opét podpoten vytvorenim docasné vodikové vazby mezi His447 a Glu334.
Déle dochazi k odstépeni kyseliny octové a obnoveni aminokyselinového slozeni

V esterovém misté (Schéma 1) [1].

2 I
)J\O/\/Ni L9 ®\N/\
. ® T .~
Ser203 %\QH’\ o0 {(?139 o ’<1:
T:I/% 0 Ser203 —D W Glu334
}NHJ Glu334 ¥

on .n9/ 0 B
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o}

Ser203 H

N
N Glu334 3
W v/ p 09
NH Ser203 N -9‘<_§
\ Glu334
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[0}
Ao 58
kyselina octova LV>LOH 0

o 0
R Glu334
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Ser203

Schéma 1: Mechanismus hydrolyzy ACh.
1.1.2. Struktura butyrylcholinesterasy

Lidska BChE (UniProtKB-P06276, EC 3.1.1.8) je tetramer spojeny proteinem
bohatym na polyprolin, kdy kazda z jeho ¢tyf podjednotek je tvoiena z 574 aminokyselin
[23]. Tak jako u AChE je jednim z hlavnich strukturnich prvkd hluboka Stérbina
ohrani¢ena aromatickymi rezidui z PAS, na jejimz dné¢ se nachazi CAS obsahujici
katalytickou triadu sloZzenou ze Ser198, Glu325 a His438 [24]. Kazdy monomer ma
20 A hlubokou a tizkou §térbinu s aktivnim mistem obsahujicim 55 aminokyselin. V usti
Stérbiny se nachazi PAS, mj. s aminokyselinami Asp70 a Tyr332, které se podili na
pocatecni vazbe¢ s pozitivné nabitymi substraty. Jestlize je kladn€ nabity substrat navazan
na enzym vytvorenim komplexu s aromatickym kruhem Tyr332 za soucasné interakce

substratu s negativné nabitym Asp70, dojde ke zméné konformace monomeru. Tato
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zména vyvola pfiblizeni ramen enzymu a substratu je umoznéno proniknout dovnitt k
Trp82 vazebného mista cholinu. Omega smycka spojuje aminokyseliny Asp70 a Trp82.
V blizkosti vazebného mista pro cholin, jez je tvofeno Trp82 se nachézi tzv. oxyanion
vazebné misto, které je tvofeno Glyl116, Gly117 a Alal199. Funkci oxyanion vazebného
mista je rotace substratu z vertikdlni do horizontalni polohy tak, aby mohlo dojit k

hydrolyze substratu v aktivnim misté pomoci Ser198 (Obrazek 3) [24, 25].

Periferni anionické misto

« HN"TN
—/ OH o'
L His438 <Ser198 N Y :

N O :
T \/V/O 5 O@/,’
T do fo) Glyll6,

Glyl17

(0]
OH o
(6)
Asp70
Tyr332
= >
&
5
208 o®
(0]
S)
[6)
Leu286
Val268, 4, XN
@ ——O'-—_ d/// \0 HN
¢} | %y o
‘/”\O@ o‘,(? N A[C\)\\ -
\ N Q s - N
*\Glu325 N ~2 e N
N e o8 L Tips2

Esterova podjednotka Alal99

Obrazek 3: Struktura lidské BChE (UniProtKB — P06276, EC 3.1.1.8).
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1.2. Organofosfaty jako inhibitory cholinesteras

OP jsou organické slouceniny fosforu (3), které ve své struktuie mohou obsahovat bud’
kyslik nebo siru vazanou dvojnou vazbou k atomu fosforu. Ry a R2 jsou uhlovodikové
fetézce (napf. alkyl, alkoxy) nebo amino skupina, které maji vliv na fyzikalné-chemické
vlastnosti OP. X je odstupujici skupina Vv podobé halogenu, kyanidu
¢i thioskupiny (Obrazek 4) [26, 27].

a (S
X-P—R,
R,
obecny vzorec OP (3)

Obrazek 4: Obecny strukturni vzorec OP (3).

Mechanismem ucinkd pasobeni OP, véetné podtiidy NPL (4-10) (Obrazek 5), je
irreverzibilni inhibice AChE. Tato inhibice ma za nasledek nahromadéni ACh
v nervovych synapsich, kdy dochazi k nadmérné stimulaci cholinergnich
receptord, coz vede ke vzniku tzv. cholinergni krize. Intoxikace jiz velmi malymi
davkami OP mohou byt fatalni [28]. Prvni ptiznaky otravy OP se obvykle objevuji,
jakmile aktivita AChE klesne pod 50 %. Zavazné ptiznaky se objevuji, pokud aktivita
AChE Klesne pod 10-20 %. Do této skupiny pfiznaku patii zvySena perspirace, salivace,
lakrimace (PSL syndrom) a vyskyt kie¢i. Pokud aktivita AChE v CNS klesne pod 10 %,
lze pozorovat midzu a paralyzu dychacich svali, coz vede k respiratnimu
dokonce smrti, patii deprese dechového centra v prodlouzené mise s naslednou zastavou

dechu, dale ochrnuti branice a mezizebernich svall, bronchospasmus a nadmérna

bronchialni sekrece [12, 32, 33].
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Obrazek 5: Struktury NPL 4-10.

Pokud se molekula OP dostane do CAS, tak Ser203 nukleofilné atakuje atom fosforu
a vytvaii se kovalentni vazba mezi OP a Ser203 [24, 34]. Dochazi ke vzniku tranzitniho
stavu, ze kterého odstoupi halogen v podobé aniontu a vznikd fosfylserin. Tato
forma neaktivniho fosforylovaného enzymu miize sice podléhat spontanni hydrolyze,
ktera je vSak extrémné pomald. Radové probiha v rozmezi hodin az dnd v ptipadé
intoxikaci V-latkami. Kompetitivni reakci ke spontanni hydrolyze je intramolekularni
reakce, ktera probihd v mnohych ptipadech rychleji a zptsobuje nevratnou dealkylaci OP
(tzv. starnuti). Kyslikovy atom molekuly vody, kterd je vazana ptes vodikovou vazbu
s Glu334, nukleofilné atakuje R> a dochazi k odstoupeni alkoholu R,OH, coz ma
za nasledek stabilizaci fosforylovaného komplexu AChE pomoci vodikové vazby s
protonizovanym histidinem katalytické triady [24, 34]. V dusledku toho se ,,zestarly*
fosfyl-AChE konjugat jiz nehydrolyzuje a je odolny vici reaktivaci oximovymi
reaktivatory (Schéma 2). Polocas starnuti AChE je rGzny a zavisi na typu pouzité NPL.
Soman ma dobu starnuti piiblizné 2-4 min, sarin 5 hod, tabun 46 hod a VX az okolo 48

hod [1, 12].
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Schéma 2: Mechanismus inhibice AChE vlivem OP a proces starnuti fosfylované AChE.
1.3. Terapie otrav organofosfaty

Pokud dojde ke kontaktu civilistd nebo vojenského personalu s NPL mohou o preziti
intoxikovaného jedince rozhodovat minuty. U intoxikaci OP Ize volit mezi

dvéma zpusoby terapie [27].

Prvnim zplisobem je profylaxe, ktera je vhodna napt. pro zdravotniky a vojaky, kdy
je zvyseny piedpoklad rizika expozice téchto jedinci OP. Udrzovani aktivni AChE
je zékladnim pozZadavkem pro ucinnou profylaxi. AChE muze byt chranéna pomoci
reverzibilnich inhibitortt AChE, které inhibuji enzym pomoci slabych nevazebnych
molekulovych interakci, které rychle vznikaji 1 zanikaji a znemoZnuji inhibici
irreverzibilnimi OP. Na rozdil od irreverzibilnich inhibitorti u nich Ize obnovit normalni
enzymovou aktivitu AChE [35, 36]. Pyridostigmin bromid (11) (Obrazek 6) je jediny 1ék
schvaleny Food and Drug Administration (FDA), ktery se vyuziva za ucelem profylaxe
intoxikaci NPL [27].
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pyridostigmin bromid (11)

Obrazek 6: Struktura pyridostigmin bromidu (11).

Druhym zptisobem je post-expozi¢ni terapie, kdy je pro pieziti postizenych pacientti
naprosto zasadni rychlost podani antidot. Neju¢innéj$im zpasobem pro rychlou klinickou
léébu otrav OP je intravenozni (IV) podani vhodného antidota. K nouzové 1é¢bé
intoxikovanych vojaki v terénu slouzi tfikomorové autoinjektory pro rychlé
intramuskularni (IM) antidotni podani. V téchto autoinjektorech je obsazen atropin (12)
jako anticholinergikum, diazepam (13) jako antikonvulzivum (Obrazek 7)
a komercni reaktivator AChE. Problémem je, Ze 1 pii okamzitém IM podani
antidota vyzaduje tato forma podani k dosazeni jeho terapeutickych hladin v krevnim
ob¢hu 8 az 30 min [37].

| o

O N\g
Cl —N
O

o —OH O

atropin (12) diazepam (13)
Obrazek 7: Struktura atropinu (12) a diazepamu (13).

Kauzalni 1écbu pak zajist'uji oximové reaktivatory (napft. pralidoxim (2-PAM; 14),
methoxim (MMB-4; 15), trimedoxim (TMB-4; 16), obidoxim (LuH-6; 17)
a asoxim (HI-6; 18) [35]. Slibnym reaktivatorem ve vyvoji je i latka oznaCovana jako
HL6-7 (19) (Obrazek 8) [38].
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Obrazek 8: Struktury reaktivatortt OP inhibované AChE 14-19.
1.3.1. Oximové reaktivatory cholinesteras

Oximové reaktivatory jsou latky, které vykazuji antidotni G¢inek vici inhibované
ACHhE pti intoxikacich NPL. Komeréné dostupné reaktivatory jsou pyridiniové aldoximy
s piitomnosti jednoho nebo dvou kvarternich dusikt, proto jsou to polarni organické
slou€eniny s nizkou lipofilitou. RozliSujeme dva strukturalni typy aldoximi dle poctu
pyridiniovych kruhti a kvartérnich dusikt. Bylo zji§téno, ze monokvartérni a biskvartérni
aldoximy vykazuji U€innou reaktivacni schopnost vici OP inhibované AChE.
Biskvartérni aldoximy vykazuji lepsi reaktiva¢ni G¢innost nez monokvartérni aldoximy
diky tomu, Ze druhy kvarterni dusik interaguje s PAS enzymu AChE, coZz zvySuje
vazebnou afinitu reaktivatoru v CAS [39].

Problémem komeréné pouzivanych reaktivatort pfi reaktivaci inhibované AChE je, ze
jsou ve srovndni s NPL trvale nabité kvartérni slouCeniny, které ve velké mife
neprostupuji pfes HEB. Tyto reaktivatory reaktivuji ucinnéji spiSe AChE na periferii nez
v CNS [40]. Napriklad 2-PAM prochazi ptes HEB pfiblizné z 10 % po IV podané davce
[41]. Biskvartérni oximy prostupuji piiblizné€ z 1-3 % po IV podané davce [22, 42].

Pro reaktivaci OP inhibované AChE je naprosto nezbytné, co nejrychlejsi zahdjeni
terapie pied dealkylaci OP [43]. Mechanismus reaktivace OP inhibované AChE probiha
prostiednictvim dvoukrokové reakce. V prvnim kroku je dualezita tvorba oximatového
aniontu, ktery vznika pii fyziologickém pH. Oximatovy aniont nukleofiln¢ atakuje atom
fosforu fosforylované AChE. Ve druhém kroku dochdzi k vyvazani komplexu mezi
reaktivatorem a OP, ktery se nazyva fosfyloxim. Diky vyvazani toho komplexu dojde
k reaktivaci AChE, ktera muze opét degradovat ACh (Schéma 3) [22].
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Schéma 3: Mechanismus reaktivace OP inhibované AChE.

Kazdy z komer¢né dostupnych reaktivatorii je vhodny pro reaktivaci AChE, ktera
je inhibovana jinym typem NPL. 2-PAM je velmi G¢inny pfi reaktivaci AChE inhibované
sarinem nebo latkou VX, ale naopak byl méné¢ ucinny pii jeho podani pacientim
intoxikovanym somanem a tabunem [44]. Methoxim nevykazuje dobrou reaktivaéni
ucéinnost pii intoxikacich tabunem, ale dobrou pfi intoxikacich cyklosarinem [45, 46].
Trimedoxim vykazuje v porovnani s obidoximem mensi reaktivaéni G¢innost u intoxikaci
tabunem. Naopak dobrou reaktivacni uc¢innost vykazuje trimedoxim u intoxikaci sarinem
nebo latkou VX, ale Spatnou proti intoxikaci somanem. Obidoxim je efektivni v terapii
intoxikaci tabunem, sarinem a latkou VX. Prvnim komer¢né dostupnym reaktivatorem,
ktery byl schopny reaktivovat somanem inhibovanou AChE je asoxim. Zaroven vykazuje
dobrou reaktivacni uU¢innost u intoxikaci sarinem a latkou VX. Nevyhodou tohoto
reaktivatoru byla neschopnost reaktivovat inhibovanou AChE tabunem. Dalsim velmi
dilezitym reaktivatorem je HLO-7, jelikoz vykazuje dobrou ucinnost reaktivace u
intoxikaci hlavnimi ¢tyfmi NPL jako je cyklosarin, tabun, sarin a soman [44]. V soucasné
dobé neni HLG-7 komeréné pouZivan a je 1 nadale kvili jeho nestabilité¢ ve vodnych

roztocich a nizké rozpustnosti ve vod¢ ve stadiu testovani [38].
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1.3.1.1. Faktory ovliviiujici reaktivaci cholinesteras

Na zakladé prvnich studii Wilsona v roce 1955 byla u reaktivatorat ChE
zjisténa nezbytna pfitomnost oximové skupiny a kvartérniho dusiku v jejich struktufe pro

reaktivaéni ucinek [47].

Dale je velmi duleZzita hodnota pKareaktivatoru, ktera pravé urcuje snadnost disociace
oximové skupiny na oximatovy anion, ktery v reaktivaénim mechanismu hraje kli¢ovou
Optimalni rozmezi se pohybuje mezi 7,00 — 8,35, kdy je ptitomno alespoin 10 %
oximatové formy reaktivatoru, kterd je potiebna pro dostacujici reaktivaéni schopnost pro
preziti organismu. Hodnoty pKa pro standardni reaktivatory se pohybuji od 7,04 pro
HLG67 do 8,2 pro trimedoxim [48].

Dalsimi faktory pro uspéSnou reaktivaci mohou byt délka a rigidita linkeru mezi
pyridiniovymi kruhy u biskvartérnich reaktivatortt a poloha oximovych skupin (20)
(Obrazek 9). Pokud do struktury reaktivatori zaélenime piili§ rigidni

fetézec, tak se vyrazné snizuje efektivni schopnost reaktivace [45].

Jak jiz bylo zminéno, tak uCinnost reaktivace mulzZe ovliviiovat pocet
a poloha oximovych skupin. Nejcastéji se oximova skupina u reaktivatort vyskytuje v
poloze C2 aC4, kde je reaktivaéni schopnost vétSinou vice U¢inna ve srovnani
soximovou skupinou v pozici C3. V ptipad¢ inhibice AChE cyklosarinem se
ukazala vyssi reaktivacni schopnost u reaktivatorti S oximovou skupinou na pozici C2.
Pro inhibici OP pesticidy a tabunem je vhodnéjsi pozice C4 a u inhibice sarinem a VX je
nejvyssi u¢innost v piipadé pozic C2 a C4 [45].

4 4
HON' % oM@ Z"5 NOH

©  n=1,2,3,..
2X

Obecna struktura pro biskvartérnich reaktivatory (20)

Obrazek 9: Obecna struktura (20) pro biskvartérni reaktivatory lisicich se délkou linkeru a

polohou oximovych skupin.
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1.4. Pralidoxim

Pralidoxim (2-PAM; 14; Obrazek 10) patii mezi nejznaméjsi a dobie prozkoumané
reaktivatory spole¢né s obidoximem a asoximem. Jiz mnoho let se fadi mezi komeréné
dostupné reaktivatory [49, 50]. Poprvé byl 2-PAM pouzit jako antidotum pfi intoxikaci
parathionem roku 1956 v Japonsku, tedy po roce od jeho objeveni [51]. V riznych zemich
se lisi také forma soli, ve kter¢ je 2-PAM podavan (Obrazek 10). 2-PAM chlorid je dosud
jedinym lécivem, ktery schvalila FDA v USA pro klinickou 1écbu intoxikaci NPL.
Ve Velké Britanii se pouziva pievazné ve formé mesylatu [52, 53]. Chloridova sul
2-PAM je prevladajici formou, diky své nizké molekulové hmotnosti, dobré rozpustnosti
ve vodé a vysoké ucinnosti reaktivace. Dalsi formou podani 2-PAM miize byt jodid, kde
je nutno dbat na spravnou davku, protoze nadbytek jodidu muize vést K toxicité pro stitnou
zlazu [50].

| A
@®_L__NOH
® N i O
X7 X=CI, T, ;€S-0
0
2-PAM (14)

Obrazek 10: Obecny strukturni vzorec forem soli 2-PAM (14).

2-PAM se rovnomérné¢ distribuuje v krvi, pfiCemz u né) nebyla
prokazana vazba na hemoglobin ani plazmatické bilkoviny. Maximalni koncentrace
2-PAM je v krevni plazmé dosazeno po IM podani zhruba po 35 min. Eliminace 2-PAM
probiha zejména moci a stolici. Proto je vhodné upravit davku u pacientii se sniZzenou
funkci ledvin, protoZe jeho clearance se vtom piipadé vyrazné snizuje. 2-PAM

je relativné netoxicky a pfipady jeho toxicity jsou velmi vzacné [52].
1.4.1. Syntéza pralidoximu

Od objeveni 2-PAM roku 1955 britskymi a americkymi vyzkumnymi skupinami
se soustfedila pozornost na objeveni a syntézu dalSich oximovych reaktivatorti zpocatku
zamétenych hlavné vici somanu, jelikoz doba starnuti somanem inhibované AChE je
velmi kratka, ptiblizn€ 2-4 min. V posledni dob¢ se zajem soustiedil zejména na vyvoj
reaktivatori Géinnych proti SirSimu spektru ptisobeni NPL [54]. Irwin B. Wilson

nevychazel pii navrhu struktury molekuly 2-PAM z analogu jiz existujici
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molekuly, ale misto toho ke svému navrhu struktury aplikoval teorii o ptisobeni AChE

[55, 56].

Wilson a Ginsburg poprvé popsali dvoukrokovou syntézu 2-PAM jodidu (14) reakci
pyridin-2-karbaldehydu (21) s NHOH v kyselém prostiedi za vzniku pyridin-2-
aldoximu (22) s naslednou methylaci CHsl za vzniku finalniho produktu 2-PAM ve
formé jodidové soli (Schéma 4) [47, 57].

| X NH,OH | X CH;l | AN
_—
N__H B A _NOH T > ®___NoH
N H N N
©
0 H I H
21 22

Schéma 4: Schéma syntézy 2-PAM jodidu (14).

V prvnim kroku probihd nukleofilni adice (AdN), konkrétné adicné-eliminacni
mechanismus (Schéma 5). Nejprve volny elektronovy par atomu dusiku hydroxylaminu
nukleofiln¢ atakuje aldehydicky uhlik latky 21 za tvorby tetraedrického intermediétu.
Pfenosem protonu zatomu dusiku naatom kysliku hydroxylové skupiny vzniké
hemiaminal jako neutralni meziprodukt. Po nasledné druhé protonizaci hydroxylové
skupiny, v tomhle piipadé kyselinou, dochazi k migraci elektront a ke vzniku dvojné
vazby mezi atomem dusiku a kysliku za souc¢asné eliminace molekuly vody. Atom dusiku

dale ztraci kysely atom vodiku a vznika oximova skupina u produktu 22 [58].

. hemiaminal .
| ~ NH,-OH | X OH | N - H
H E—

21 Oy RraL ; “On

A A
» B HO OH H | X
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V/@Oé H (‘
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Schéma 5: Adi¢né-elimina¢ni mechanismus vzniku oximu (22).

Ve druhém kroku dochazi k methylaci atomu dusiku na pyridinovém kruhu
mechanismem bimolekularni nukleofilni substituce (Sn2) s CHsl. Volny elektronovy par

atomu dusiku pyridinu latky 22 nukleofiln¢ atakuje methylovou skupinu CHzsl, kde je
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polarizovana vazba smérem k atomu jodu a ma tak parcialni kladny naboj (8%). Nukleofil
ptistupuje k elektrofilnimu atomu uhliku vzdy z opaéné strany vii¢i odstupujici skuping.
Pokud by nukleofil ptistupoval ze stejné strany jako je odstupujici skupina, dochazelo by
zde Kk silnému sterickému branéni, jelikoz atom jodu je velmi objemny. Obecné jsou
halogenmethany v Sn2 reakcich nejreaktivnéj$imi substraty, jelikoz zde nedochazi
ke sterickému branéni a nukleofil tak mize dobfe pfistupovat z opacné strany vuci
odstupujici skupiné. Dale vznika piechodovy stav, kdy se vytvaii ¢aste¢na vazba mezi
pristupujicim nukleofilem a atomem uhliku CHsl. Jodidovy anion patii mezi slabé baze
a bude dobfe stabilizovat zdporny naboj vznikajici v pfechodovém stavu. Po odstoupeni
jodidového aniontu dochazi k vytvofeni nové kovalentni vazby mezi nukleofilem

a methylovou skupinou u finalniho produktu 14 (Schéma 6) [58].
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Schéma 6: Sy2 mechanismus methylace pyridin-2-aldoximu (22).
1.4.2. Derivaty a izomery pralidoximu

Derivaty odvozené od obecné struktury pralidoximu mizeme rozdélit dle polohy
oximové skupiny na pyridiniovém jadre, dale podle N-alkylace postranniho fetézce
na atomu dusiku pyridinového jadra (23) (Obrazek 11). U intoxikaci sarinem doslo
pii prodlouZeni postranniho fetézce u derivati 2-PAM ke snizeni jejich reaktivaéni
ucinnosti. 4-PAM vykazuje mirné reaktivacni ucinky, kdy se reaktivacni Uc¢innost
zvysila s prodlouzenim postranniho fetézce. Nejslabsi reaktivacni u¢innost u intoxikaci
sarinem vykazuji 3-PAM derivaty. VSechny alkylbenzenové derivaty 2-PAM a nékteré
alkylbenzylové 4-PAM derivaty prokazaly velmi efektivni reaktivaci sarinem inhibované
AChE. Studie prokazaly, ze zavedeni linearniho alkylového fetézce na pyridiniovy dusik
zvySuje reaktivaéni ucinnost v porovnani se zavedenym rozvétvenym alkylovym
fetézcem [13]. AvSak dalsi provedena studie na krysach prokazala, ze se zavedenim
alkylového fetézce na pyridiniovy dusik zvySuje toxicita V porovnani s béznym 2-PAM
[59]. V soucasné dobé neni mechanismus toxicity u téchto latek plné objasnén. V této

souvislosti byla provedena jina studie, podle které by za toxicitou mohla byt inaktivace
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mitochondridlni oxidasy a tvorba reaktivnich forem kysliku. K uréeni pfesného

mechanismu toxicity téchto reaktivatord je vSak nutny dalsi vyzkum [60].

X 11

R= Butyl, hexyl, benzyl, 2-ethylhexyl,...
Obecna struktura pro PAM derivaty (23)

Obrazek 11: Obecna struktura n€kterych PAM derivata (23).

Oximy se obecné vyskytuji ve formé dvou geometrickych izomert syn (24) a anti (25)
(Obrazek 12). Dal$i moznosti pro vyjadieni geometrické izomerie oximu je E/Z
konfigurace. Vznik izomeri je dan omezenou rotaci kolem rigidni dvojné vazby C=N.
Tyto izomery mohou mit rizné fyzikalni a farmakologické vlastnosti [50, 61]. 1zomer
anti je nestabilni a rychle izomerizuje na syn-izomer. V roztoku se vytvaii rovnovaha
obou izomeri s majoritnim zastoupenim Syn-izomeru. Syn-izomer 2-PAM
pravdépodobné vykazuje vySsi reaktivani aktivitu u sarinem inhibované AChE

V porovnani s jeho anti-isomerem, jak jiz bylo diive pozorovano u 4-PAM [62, 63].
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syn (E)-2-PAM (24) anti (2)-2-PAM (25)
Obrazek 12: Struktury syn (E)-2-PAM (24) a anti (Z)-2-PAM (25).

Oximy podléhaji ve vodnych roztocich V pfitomnosti Kyselého katalyzatoru
protonizaci a nasledné izomerizaci. V ptipad¢€ protonizovanych oximi jsou nejvice
stabilni anti (Z) izomery. Vazba C=N v oximech je sama o sob& piili§ rigidni
a neumoznuje volnou rotaci kolem této vazby. lzomerizacie oximt zafina protonaci
dusiku. Dale dochazi k adici vody na dvojnou vazbu C=N protonizovaného oximu. Dusik
je vporovnani suhlikem mnohem elektronegativnéjsi azvySuje svou piitomnosti
elektrofilitu sousedniho uhliku, na ktery se mize navazat voda jako nukleofil. Po adici

vody vznikd prechodovy stav, ktery je vSak kvili energeticky nestabilnimu kvarternimu
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dusiku pouze docasny. V tomto pfechodovém stavu je jiz pfitomna jednoducha vazba,
ktera umoznuje rotaci kolem vazby C-N. Nakonec dochazi k eliminaci vody a stabilizaci

molekuly od$tépenim protonu z kvartérniho dusiku (Schéma 7) [64].
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Schéma 7: Mechanismus izomerizace oximu ve vodnych roztocich v pfitomnosti kyseliny.
1.5. Metody zvySeni prostupu reaktivatoria do mozku

Pro zvySeni prostupnosti oximovych reaktivatorti pres HEB lze uplatnit 4 zakladni

ptistupy [39].

Jako prvni je vyvoj novych strukturnich typi oximovych reaktivatort. Methoxim
s kratkym spojovacim fetézcem mezi dvéma pyridiniovymi kruhy ma lepsi prostupnost
ptes HEB oproti napf. trimedoximu a obidoximu [39]. Vyhodna je pro lepsi prostup
reaktivatoru do CNS oximova skupina v para-poloze [65]. V této souvislosti byly
studovany monokvartérni analogy 4-PAM, kde byla methylova skupina substituovana
riznymi delSimi alifatickymi fetézci. Nové pfipravené slouceniny byly pojmenovany jako
4-PAO (26) a 4-PAD (27) (Obrazek 13) [13, 59]. Substituce delsimi alifatickymi fetézci
vedla v tomto piipadé k vyssi prostupnosti do CNS cca 30 %. Naopak reaktivacni
ucinnost téchto reaktivatort byla dvakrat nizsi nez u 2-PAM. Jejich potencidlni vyuziti je

navic omezeno jejich vyznamnou toxicitou [59, 66, 67].
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Obrazek 13: 4-PAM analogy (26-27) se zvySenou prostupnosti do CNS.
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Fluorace pyridiniového kruhu reaktivatori umoznila zvySeni lipofility a vyssi
prostupnost reaktivatortt ptes HEB. Prostupnost téchto reaktivatortt byla mirné lepsi
oproti nehalogenovanym analogim 4-PAM (28), ale sniZila se u nich rozpustnost ve vod¢.
Slouceniny 29-30 byly také testovany na svou schopnost reaktivace paraoxonem (POX)
inhibované AChE cervenych krvinek, ale nevykazovaly lepsi vysledky nez komeréné

dostupné reaktivatory (Obrazek 14) [68].
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|
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X
/

4-PAM (28) 2-fluoro-4-PAM(29) 3-fluoro-4-PAM (30)
Obrazek 14: Fluorované derivaty 4-PAM (28-30) se zvysenou lipofilitou.

Dalsi moznosti je vyvoj nenabitych oximovych reaktivatorti. Vysledky nedavné studie
ukazaly, ze pét nenabitych oximi (31-35) odvozenych od struktury
3-hydroxy-pyridin-2-aldoximu maji ve srovnani s kvartérnimi oximy jako je asoxim,
2-PAM anebo obidoxim vyssi lipofilitu vedouci k lep$i prostupnosti ptes HEB a zvyseni
jejich biodostupnosti v CNS [69]. Z péti oximl mély tii nizkou cytotoxicitu a mohly byt
pouzity pro dalsi testovani. Molekula 33 se ukazala byt jako nejlepsi nenabity oxim v in
vivo studiich, protoze pronikala do mozku pfiblizné z 40 % (Obrazek 15). Nevyhodou
molekuly 33 je rychla eliminace z organismu. Tento problém by mohlo vyfesit peroralni

podani, diky dobrému priiniku reaktivatoru pies biologické bariéry [70].

31 HON? (33) HON”

MeO _~_OH
N N | _NOH
MeO N
(34) ‘ 35)
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Obrazek 15: Nenabité oximy (31-35) testovany in vivo.
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Druhou moznosti, ktera si ziskala pozornost v poslednim desetileti je konjugace
reaktivatori S glukézou [39]. Glukoza se fyziologicky vaze na specificky transportér
GLUT1 umistény v HEB, ktery by mohl usnadnit prostup konjugatu oxim-glukoéza pies
HEB. V této souvislosti byly pfipraveny konjugaty 2-PAM se sacharidy. Ackoli nebylo
ptimo prokéazano, ze by byly transportovany pies GLUT]1 transportér, vykazovaly vyssi
biodostupnost v CNS ve srovnani s oximy bez sacharidové skupiny na zakladé snizeni
hypotermie vyvolané POX [71, 72]. Novy derivat 2-PAM s glukdzou piipojenou k poloze
N1 ptes sedmiuhlikaty linker (37) (Obrazek 16) mél mirné lepsi vysledky reaktivace
ve srovnani s puvodni molekulou z ptedchozi studie. Vysledky molekularniho
modelovani ukazaly, ze transport oximu konjugovaného s glukézou pies GLUTI
transportér je omezen&j$i neZ transport samotné glukézy. Transportér GLUTI

tedy nemusi byt optimalni pro jeho ptenos ptes HEB [73].

V dalsi studii byly ptipraveny analogy 2-PAM konjugované s glukdzou za pouziti
tifuhlikatych (36) nebo sedmi — aZz osmiuhlikatych linkert (37-38). Pfedpokladalo se, ze
osmiuhlikaty linker umoznuje glukoze interagovat se zbytky v PAS AChE a pomaha se
spravnou orientaci oximu uvnitt CAS. Nejucinnéj§im analogem byl konjugat 38
s osmiuhlikatym linkerem (Obrazek 16), u kterého bylo zjisténo, ze ma 80 % schopnost
reaktivace pro lidskou AChE inhibované VX, ale pouze v poméru k schopnosti reaktivace
2-PAM, ktera byla nastavena na 100 % [71].

HON™ Y | HON® Y |
0. _O N 0._0O N
HO \/\/@\ HO \/M/rl\/\/@\
HO "OH c® HO" "'OH n=1 37 °
o OH n=2 (38)
(36)

Struktury konjugatu 2-PAM-glukoza (36 - 38)
Obrazek 16: Struktury konjugati 2-PAM-glukéza (36-38).

Novy typ oximl kombinuje dvé vySe zminéné piistupy pro zlepSeni prostupnosti
reaktivatort pres HEB, tj. konjugaci se sacharidem a nenabité oximy. Sloucenina 39
obsahuje triazolovou skupinu mezi glukosou a C6 pyridin-2-aldoximu. U triazolové
skupiny se ocekavalo, Ze zlepsi vazbu k aktivnimu mistu AChE prostfednictvim interakci
s aromatickymi zbytky. Pfipravena sloucenina 39 (Obrazek 17) vykazovala nizsi

prostupnost pies HEB oproti 2-PAM, ale naopak vyssi prostupnost nez asoxim. Vysledky
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in vivo ukazaly, Zze oxim 39 ma podobnou reaktiva¢ni u¢innost jako asoxim u mysi

vystavenych POX [74].

0._ 0
HO =
N NN
oo™ on N=y\ [ ) “now
=

OH OH
Konjugat gluk6zy vazany na triazol (39)
Obrazek 17: Konjugat glukdzy vazany na triazol (39).

Inhibice P-glykoproteinu (Pgp), jakozto efluxniho transportéru v HEB, byla
povazovana za dalS$i moznost pro zvySeni prostupnosti reaktivatorii pies HEB. Tento
myslenka vychazi z pfedpokladu, Ze nékteré oximové reaktivatory by mohly byt substraty
pro Pgp [75], to se ale nepotvrdilo ani u asoximu, natoz u 2-PAM [76]. Na zakladé¢ studie
na krysach intoxikovanych somanem bylo prokazano, ze po profylaktické aplikaci
nekompetitivniho inhibitoru tarikvidaru vzrostla koncentrace asoximu v CNS
dvojnasobné po jedné hodiné€ a procento jedinci u kterého se projevovaly symptomy
otravy bylo niz§i. Je nutné zminit, Ze krysam byl podan také atropin, na ktery miiZze mit

vliv inhibice Pgp [77, 78].

Pro zlepSeni prostupnosti 2-PAM pies HEB byl dfive vyvoj tohoto reaktivatoru
sméfovan do podoby jeho proléciva, tzv. pro-2-PAM (40). Tento dihydropyridinovy
derivat 2-PAM (14) mél zvysit jeho biologickou dostupnost v CNS. Tato
molekula prolé¢iva ma vyssi lipofilitu a mohla by tedy lépe prostupovat pires HEB.
V CNS by mélo dojit k oxidaci na funkéni podobu reaktivatoru 2-PAM (14) (Schéma 8)
[39, 79].

=
oxidace in vivo | =
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pro-2-PAM (40) 2-PAM (14)

Schéma 8: In vivo oxidace pro-2-PAM (40).
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Experimentalné bylo zjiSténo, Zze u morcat vystavenych plsobeni sarinu nedoslo
tak k velkému neurologickému poskozeni v ptipad¢ 1é¢by intoxikace pomoci pro-2-PAM
(40). Mezi nevyhody proléciva patfi obtizna syntéza a zna¢na nestabilita molekuly
astim spojena autooxidace [39, 79]. Dale pro-2-PAM vykazoval slabou reaktivacni
ucinnost u inhibované AChE sarinem a latkou VX v CNS i PNS. Zachvaty vyvolané
sarinem a VX byl schopen blokovat pouze omezené z 16-33 %. Dale byl neGéinny
pii reaktivaci AChE v CNS inhibované cyklosarinem. V krvi a srdecni tkani byla
reaktivacni Uc¢innost cyklosarinem inhibované AChE <15 %. Hlavni nevyhodou
pro-2-PAM je tedy jeho neschopnost efektivni reaktivace inhibované AChE v CNS
sarinem, VX a cyklosarinem [80].
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2. Design

Tato diplomova prace je zaméfena na syntézu novych potencionalnich reaktivatort
AChE a BChE odvozenych od struktury komeréné pouzivaného monokvartérniho

reaktivatoru 2-PAM.

V této diplomové praci byly ptipraveny celkem tii nové derivaty 2-PAM substituované
v poloze C5 riznymi aromatickymi cykly pfes amidickou vazbu. Design tii cilovych
struktur navazuje na diive syntetizované derivaty ve spolupraci S Korea Reasearch
Institute of Chemical Technology. Virtualni screening ZINC databaze nejprve poskytnul
258 struktur, které by mohly potencidlné reagovat se sarinem inhibovanou AChE a
zarovei bylo u téchto molekul mozné zavést oximovou skupinu do struktury. Déle bylo

manualné vybrano 12 monokvartérnich struktur k syntéze.

Vsechny vybrané struktury v molekularnim dockingu s lidskou rekombinantni AChE
m¢ély kation-r interakce a -7 stacking s Trp86 (Trp82 v BChE) zaroven tvotily vodikové
vazby mezi oximovou skupinou a Gly120 (Gly115 v BChE). V neposledni fadé
pfitomnost druhého aromatického cyklu napojeného pfes amidickou vazbu

substituovaného amidovou skupinou zlepSovala interakce v PAS.

Dalsi piedpoklad je, ze navrZzené derivaty 41-43 (Obrazek 18) mohou mit schopnost
tvorit vodikové mistky s aminokyselinovymi residui v ChE a v neposledni fadé mohou

také tvorit treti ,,pseudo” cyklus, ktery by poskytoval vice interakci v CAS.
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Obrazek 18: Struktury 2-PAM (14) a navrzenych cilovych molekul 41-43.
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3. Cile prace

Cilem prace je syntéza 5-substituovanych pyridinium-2-aldoximt jako potencialnich
reaktivatori OP inhibovanych ChE. Prvni krok syntézy probihd pomoci Kornblumovi
oxidace a vychazi z methyl 6-methylnikotinatu (44). V mezikroku bude syntetizovana p-
methoxybenzylova chranici skupina (PMB; 46), ktera bude pouzita do dalsiho reakéniho
kroku. Ve druhém kroku bude dochézet k nachranéni aldehydické skupiny slouceniny 45
zavzniku chranéného oximu mechanismem AdN, konkrétné adiéné — elimina¢nim
mechanismem. Tteti krok bude probihat pomoci nukleofilni acylové substituce (SNAC),
kdy dochazi k bazické hydrolyze methylesteru 47. Ve ¢tvrtém kroku dochdzi k preméné
karboxylové kyseliny 48 na acylchlorid 49 opét mechanismem SnAc. Paty krok zahrnuje
aminolyzu za vzniku amidi na pyridinovém kruhu 53-55. V dals$im Sestém kroku dochazi
k N-methylaci pyridinového dusiku pomoci SN2 mechanismu za vzniku monokvartérnich
sloucenin 56-58. V poslednim sedmém kroku dochazi k odchranéni oximu za vzniku
finalnich produktt 41-43. Nove¢ ptipravené slouceniny odvozené od struktury komeréné
dostupného reaktivatoru 2-PAM se 1isi substituci na amidovém substituentu v poloze C5
(Schéma 9).
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Schéma 9: Retrosynteticka analyza reakénich kroku pfi pfipravé finalnich produkta 41-43.
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4. Vysledky a diskuse

V prvnim kroku syntézy doslo k reakci vychozi latky methyl 6-methylnikotinatu (44)
s jodem, trifluoroctovou kyselinou (TFA) abezvodym dimethylsulfoxidem (DMSO)
(Schéma 10). DMSO se v reakci uplatituje nejen jako rozpoustédlo, ale rovnéz se ucastni
reak¢niho mechanismu. Cela reakce probihala pod inertni dusikovou atmosférou. Produkt
45 byl separovan pomoci extrakce, piecistén sloupcovou chromatografii a izolovan ve
form¢ zluté pevné latky s vytéznosti 63 %. Struktura produktu byla ovéfena pomoci
metod NMR a HRMS.

)
N N
(s I, TFA HOS
O bpMmMso AN
d 160 °C, 2 hod I
63 %
44 45

Schéma 10: Ptiprava produktu 45.

Syntéza probiha pomoci Kornblumovi oxidace v prostfedi DMSO jako rozpoustédla.
Nejprve dochazi vlivem zmény pH pomoci TFA k ustdleni chemickeé
rovnovahy enaminové izomerizace ve prospéch enaminu. Nasleduje jodace, kdy dvojna
vazba enaminu nukleofilné atakuje atom jodu s parcidlnim kladnym nabojem (8%), ktery
ma polarizovanou vazbu smérem K druhému atomu jodu ataké dochazi k obnoveni
pyridinového jadra. V dalsim kroku dochazi k Sn2 reakci, ktera zacind nukleofilnim
atakem kyslikového atomu se zapornym nabojem na elektrofilni atom uhliku, ktery ma
polarizovanou vazbu smérem k atomu jodu s parcidlnim zapornym nabojem. Dochazi k
vytvofeni prechodového stavu, kdy se vytvaii castecnd vazba mezi pfistupujicim
nukleofilem a atomem uhliku, za soucasného odstoupeni jodidového aniontu. Po
odstoupeni jodidového aniontu vznika nova kovalentni vazba mezi nukleofilem
a elektrofilnim atomem uhliku. Nasledné dochazi k odstépeni protonu z atomu uhliku
sousedictho s navazanym DMSO, coz ma zanasledek posun elektroni K
elektronegativnimu atomu kysliku. V disledku posunu elektronti dochéazi ke vzniku

karbonylu a odstépeni dimethylsulfidu (Schéma 11) [81].
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Po uplynuti reakéniho ¢asu byl k odstranéni prebyte¢ného jodu z reakéni smési pouzit
0,5 M roztok Na»S20s3, ktery pievadi jod na ve vodé dobte rozpustnou stl Nal. Tato stl

byla z reakce nasledné jednoduse odd¢lena extrakci do vodné faze.
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Schéma 11: Mechanismus Kornblumovi oxidace pti piipravé slou¢eniny 45.

45

V mezikroku byla piipravena chranici skupina v podobé¢ latky 46 reakci vychozi latky
N-boc-hydroxylaminu (59) s 4-methoxybenzylchloridem (60) (Schéma 12). Jako
rozpoustédlo byl pouzit bezvody tetrahydrofuran (THF). VSe probihalo pod inertni
dusikovou atmosférou. Reakéni produkt byl izolovan ve formé bilé pevné latky
svytéznosti 73 % pomoci precipitace v diethyletheru (Et20O). Struktura produktu
byla ovétena pomoci metod NMR a HRMS.

Cl
1. NaIO{, KI, THF HCl
o 02 4Ch—>d1.t. o V2
>‘\O)J\N/OH + 2
N 2. 3 M HCI, MeOH
73 %
O\
59 60 46

Schéma 12: Ptiprava produktu 46.

V tomto kroku dochazi k syntéze etheru pomoci Sn2 mechanismu. Alkoholy jsou
obecné slabé kyseliny (pKa ~ 16) a k vytrzeni jejich protonu je proto nutna silna baze,
napf. v podobé¢ NaH. Nejprve hydridovy anion vytrhava kysely atom vodiku z atomu
kysliku za vzniku pfislusného alkoxidového aniontu latky 59, zaroven byla in situ
pievedena vychozi latka 60 s atomem chloru vazaného v benzylové poloze pomoci Sn2

reakce na Iépe odstupujici skupinu v podobé atomu jodu (Schéma 13). Benzylové
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derivaty reaguji rychle Sn2 mechanismem, protoze m-systém sousedni dvojné vazby mtize
stabilizovat pfechodny stav konjugaci. Orbital p v reakénim centru musi vytvofit dvé
¢astecné vazby pouze se dvéma elektrony — je elektronové deficitni, a proto jakakoli dalsi
elektronova hustota, kterou mtze ziskat ze sousedniho m-systému, stabilizuje pfechodovy

stav a tim se zvysi rychlost reakce [82].
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Schéma 13: Mechanismus ptipravy produktu 46.

Nasledn¢ dochazi k vytvofeni piechodového stavu, kdy se vytvaii caste¢na
vazba mezi pristupujicim nukleofilem a atomem uhliku, za soucasného odstoupeni
jodidového aniontu. Nukleofil pfistupuje k atomu uhliku z opacné strany vii¢i odstupujici
skupin€. Jodidovy anion patii mezi dobré odstupujici skupiny, jelikoz bude dobfte
stabilizovat zaporny naboj v pfechodovém stavu a je slabou bazi. Po odstoupeni
jodidového aniontu vznikd nova kovalentni vazba mezi nukleofilem a elektrofilnim

atomem uhliku benzylhalogenidu [58].
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Nakonec doslo k odchranéni chranici t-butyloxykarbonylové skupiny (Boc) silnou
kyselinou v podobé¢ 3 M HCl v MeOH. Mechanismus deprotekce zacind protonizaci
karbamatového atomu kysliku pomoci HCI. Nésledné dochézi k presunu elektronu na
elektrondeficitni atom kysliku za soucasného odstoupeni terc-butylového kationtu za
vzniku karbamové kyseliny. Chloridovy anion vytrhava kysely proton z kyseliny a
elektrony migruji smérem k atomu dusiku, ktery se protonizuje HCI. Po dekarboxylaci
karbamatové kyseliny byl ziskan amin, ktery vytvari stl ve form¢ hydrochloridu se

vznikajici HCI u produktu 46 [83].

Chranéni aminti bylo v tom ptipadé¢ diilezité, protoZe by jinak dochéazelo k souc¢asné
SN2 reakci atomu dusiku aminu a elektrofilniho atomu uhliku benzylhalogenidu.
V disledku toho, ze Boc je velmi objemna skupina, tak zde dochazi k velkému
sterickému branéni. Jako aprotické rozpoustédlo byl vyuzit bezvody THF, tudiz nebyla

snizena reaktivita pii Sn2 reakci v disledku solvatace nukleofilu [58, 84].

Ve druhém kroku syntézy dochazi k nachranéni aldehydické skupiny latky 45 pomoci
chranici skupiny 46 ve form¢ hydrochloridové soli (Schéma 14). Jako rozpoustédlo byl
pouzit bezvody pyridin, ktery Vv reakci slouzi zaroven i1 jako baze k vychytdvani
hydrochloridu za uvolnéni aktivované latky 46. Vse probihalo pod inertni dusikovou
atmosférou. Produkt 47 byl separovan pomoci extrakce, piecistén sloupcovou
chromatografii a izolovan ve formé bilé pevné latky s vytéZnosti 52 %.

Struktura produktu byla ovétena pomoci metod NMR a HRMS.
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H N\ .- l N\
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Schéma 14: Ptiprava produktu 47.

Syntéza probiha pomoci mechanismu AgN, konkrétné¢ adiéné — elimina¢nim
mechanismem. Nejprve volny elektronovy par atomu dusiku latky 46 nukleofilné atakuje
karbonylovy elektrofilni uhlik latky 45 s parcialnim kladnym nabojem (8*), diky odsunu
elektronli smérem k atomu kysliku, ktery ma parcidlni zaporny néboj (6). Dochazi

ke vzniku tetraedrického intermedidtu a ke vzniku nové vazby mezi atomem dusiku
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a elektrofilnim atomem uhliku karbonylové slouceniny. Nésledné je energeticky méné
vyhodny kvarterni dusik stabilizovan vytrZzenim protonu zaporné nabitym kyslikovym
atomem, a nakonec dochazi k eliminaci vody. Hydroxidovy aniont je obecné fazen, diky
své bazicité, ke Spatné¢ odstupujicim skupinam, ale diky tvorbé velmi stabilni
konjugované dvojné vazby v produktu 47 je jeho odstoupeni umoznéno i bez piitomnosti

kyselého katalyzatoru (Schéma 15) [82].

Reakéni ¢as syntézy byl zkracen ze 3,5 hod nal5 hod z divodu deprotekce
aldehydické skupiny produktu 47 v prabéhu reakce. Dale byla upravena
chromatograficka separace zménou stacionarni faze (SF) ze SiO2 na Al2Os, jelikoz
retencni faktory produktu 47 a vychozi latky 45 jsou velmi blizké a pii chromatografii
na SiO> se nepodafilo tyto latky efektivné oddélit.
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Schéma 15: Mechanismus AdN pfi piipravé produktu 47.

Ve tietim kroku syntézy dochazi k bazické hydrolyze latky 47 za vzniku latky 48
(Schéma 16). Jako rozpoustédlo byl pouzit aceton. Produkt byl izolovan pomoci
precipitace ve form¢ bilé pevné latky s vytéznosti 91 %. Struktura produktu

byla ovérena pomoci metod NMR a HRMS.
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Schéma 16: Priprava produktu 48.

Mechanismem bazické hydrolyzy esteru je SnAc. Hydroxidovy anion Se po
nukleofilnim ataku vaze na uhlik karbonylu, ktery ma parcialni kladny naboj (8"). Vznika
tetraedricky intermediat, kdy se vytvaii nova vazba mezi nukleofilem a elektrofilnim
atomem uhliku acylu, diky odsunu elektront k elektronegativnéj$imu atomu kysliku. Pfi
stabilizaci molekuly a obnoveni karbonylové skupiny dochazi k odstoupeni
methoxidového aniontu. Methoxidovy anion odstépuje kysely atom vodiku z
karboxylové kyseliny za vzniku karboxylatového aniontu a methanolu jako vedlejsiho
produktu. Vzniku karboxylové kyseliny bylo docileno okyselenim soli karboxylové
kyseliny vodnym roztokem mineralni kyseliny (1 M HCI) zavzniku produktu 48
(Schéma 17) [58].
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Schéma 17: Mechanismus SnAc ptipravy produktu 48.

Ve ¢tvrtém kroku syntézy dochazi k preméné vychozi latky v podobé karboxylové
kyseliny 48 na jeji reaktivnéjsi funkcni derivat chlorid karboxylové kyseliny za vzniku
latky 49 (Schéma 18). Rozpoustédlem i reakénim ¢inidlem v této reakci je thionylchlorid
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(61). Reakéni smés byla po cely reakéni ¢as pod dusikovou inertni atmosférou, jelikoz
chloridy karboxylovych kyselin a taktéz thionylchlorid jsou velmi reaktivni, coz by
mohlo vést k reakci se vzdusnou vlhkosti. Slou¢enina byla izolovana pomoci precipitace

ve form¢ hnédé pevné latky a bez Cisténi byla pouzita v dal§Sim reak¢nim kroku.
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Schéma 18: Priprava produktu 49.

Reakce probihd mechanismem SnAc. Nukleofilni karbonylovy kyslik napadd atom
siry thionyl chloridu (61) a vznik4 intermediat 62 s dobife odstupujicim atomem chloru.
Po odstoupeni chloridového aniontu dojde ke vzniku druhého intermediatu 63. Uvolnény
chloridovy anion napada sp? hybridizovany karbonylovy uhlik a navaze se na molekulu
63 za vzniku meziproduktu 64. Dale dojde k eliminaci SO2 a aniontu chloridu, uvolnény
aniont nasledné vytrhne proton z molekuly 65 a dojde k uvolnéni HCI za vzniku latky 49
(Schéma 19) [82].
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Schéma 19: Mechanismus SNAC ptipravy produktu 49.

Tento krok byl proveden za G¢elem zvyseni vytéznosti pii tvorbé amidu v nasledujicim
kroku. Aminolyzu z karboxylové kyseliny Ize provést jen velmi obtizné, jelikoz bazické

aminy neutralizuji kyselinu za vzniku karboxylatového aniontu. Z tohoto diivodu byl
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proveden tento reakéni krok, aby se pfeménila Spatné odstupujici hydroxylova

skupina na dobie odstupujici halogenid pii nasledné SnAc (aminolyza).

V patém kroku syntézy reaguje vychozi latka 49 se tfemi riznymi aminy 50-52
za vzniku latek 53-55 s nové vytvotfenou amidovou skupinou v poloze C5 na pyridinovém
skeletu (Schéma 20). Jako rozpoustédlo byl pouzit bezvody THF. Reakce probihala pod
inertni dusikovou atmosférou. Produkty 53-55 byly izolovany ve formé svétlé hnédych
pevnych latek s vytéznosti 80-83 %. Struktury produktt byly ovéfeny pomoci metod
NMR a HRMS.

0. O«__NH, Oy
| | N Os__NH,

N H,N N

| A N 2 Et;N N | E
_ cl R THF Z

' 5°C—1t,24hod o)
0 R, 80 - 83 % R,
R,

49 50-52 53-55

50,53 R; =Cl,R,=H
51,54: R; =MeO, R, =H
52,55:R; =MeO, R, = MeO

Schéma 20: Piiprava produkti 53-55.

Tento krok probiha mechanismem SnAC. Volny elektronovy par atomu dusiku
na aminu nukleofilné atakuje elektrofilni karbonylovy uhlik s parcidlnim kladnym
nabojem (8"). Nasledné dojde ke vzniku tetraedrického intermediatu, kdy se vytvaii nova
vazba mezi nukleofilem a elektrofilnim atomem uhliku acylu, diky odsunu elektrond
k elektronegativnéj§imu atomu kysliku S parcidlnim zapornym nabojem ().
Odstoupenim chloridového aniontu dochézi ke stabilizaci molekuly vlivem obnoveni
karbonylové skupiny. Chloridovy anion nasledné odstépuje kysely atom vodiku
na energeticky nevyhodném kvartérnim dusiku, coz mé zanésledek jeho stabilizaci

a vznik produkti 53-55 (Schéma 21) [58].
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Schéma 21: Mechanismus SNAC ptipravy produkti 53-55.

V Sestém kroku syntézy doSlo k N-methylaci latek 53-55 s CHsl zavzniku
monokvartérnich latek 56-58 (Schéma 22). Jako rozpoustédlo byl pouzit bezvody
acetonitril (ACN). Cela reakce probihala pod inertni dusikovou atmosférou. Produkty
56-58 byly izolovany pomoci precipitace v horkém THF ve formé oranzovych pevnych
latek s vytéznosti 2676 %. Struktury produkti byly ovéfeny pomoci metod NMR
a HRMS.

ON
N

R, 26-76 %

O\
N | I@
Ny O~__NH, | No Oy NH,
| H CH;l | © H
Z ACN = N
o 65 °C, 120 hod 0
R1
R,

R,
53-55 56-58

53, 56: Rl = C], R2 =H
54,57:R;=MeO, R, =H
55, 58: R = MeO, R, =MeO

Schéma 22: Priprava produkti 56-58.

44



Tento krok syntézy probihd mechanismem Sn2. Nejprve dochdzi k nukleofilnimu
ataku volného elektronového paru atomu dusiku pyridinu na elektrofilni methylovou
skupinu jodmethanu, ktera ma polarizovanou vazbu smérem k atomu jodu a uhlik tak ma
parcidlni kladny naboj (8%). Halogenmethany jsou v Sn2 reakcich nejreaktivnéjSimi
substraty, které nebrani piistupu nukleofilu z opacné strany vici odstupujici skupiné
V porovnani s objemnéjSim substratem, napf. terciarni alkylhalogenid. Dochazi
k vytvofeni piechodového stavu, kdy se vytvari GasteCna vazba mezi pfistupujicim
nukleofilem a atomem uhliku, za souc¢asného odstoupeni jodidového aniontu. Jodidovy
anion patii mezi dobré odstupujici skupiny, jelikoz bude dobte stabilizovat zaporny naboj
v prechodovém stavu a je slabou bazi. Po odstoupeni jodidového aniontu vznikd nova

kovalentni vazba mezi nukleofilem a methylovou skupinou (Schéma 23) [58].

0
/
—=N
HH &
s H 5 O.
: O N
5§ A
NH N O~ __NH
2 H{T H |®\ :
” L N g = N
0
0
Ri NH R
R, R, 2 R,
53-55 R, 56-58

53,56:R;=CLLR,=H
54,57: R, =MeO,R,=H
55,58: R; = MeO, R, = MeO

Schéma 23: Mechanismus Sn2 piipravy produkti 56-58.

Precipitace pro ziskani ¢istych produktli probihala v horkém THF pii teploté 65 °C,
z divodu lepsi rozpustnosti nezreagovanych vychozich latek v porovnani s precipitaci v
jinych rozpoustédlech (Et20, aceton) pfi riznych teplotach, kdy se nepodatilo oddé¢lit
produkt od vychozich latek.

V reakci je vyuzit bezvody ACN jako rozpoustédlo, protoZze nezpomaluje Sn2 reakci
solvataci nukleofilu. Reakce byla provedena v uzaviené vysokotlaké nadobé, jelikoz

reakéni smés byla zahtata na teplotu 65 °C a CHsl mé bod varu 42 °C.

U produktu 58 byla vyssi vytéznost 76 % v porovnani s ostatnimi produkty 56 a 57.
Pravdépodobné dvé methoxy skupiny vychozi latky 55 zvySuji nukleofilitu dusiku
pyridinu svym kladnym mezomernim efektem M+. ZvySena elektronova hustota

na dusiku by proto mohla zvysit celkovou reaktivitu v Sn2 reakci.
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V poslednim sedmém kroku doSlo k odchranéni monokvartérnich latek 56-58
za vzniku finalnich produktt 41-43 (Schéma 24). Jako rozpoustédlo byl pouzit bezvody
dichlormethan (DCM). Cela reakce probihala pod inertni dusikovou atmosférou. Finalni
produkty byly precistény sloupcovou chromatografii a izolovany ve formé zlutych
pevnych latek s vytéznosti 17-42 %. Struktura produkti byla ovéfena pomoci metod
NMR a HRMS.

O\
N | ©) NOH | o)
g\l Os__NH, N Os__NH,
| H Anisol, AICI; | @ H
= N - = N
DCM
0 L.t., 3 hod 0]
Ry 17-42% Ry
R, R,
56-58 41-43

41,56: R, =CLR,=H
42, 57: Rl = MeO, R2 =H
43,58: R| = MeO, R, = MeO

Schéma 24: Priprava finalnich produktt 41-43.

V poslednim kroku doslo k nukleofilnimi ataku kyslikového atomu na atom hliniku
AICls, ktery jako Lewisova kyselina obsahuje volny vazebny orbital, ktery je schopen
pfijimat elektrony. Nasledné¢ dojde ke stabilizaci nestabilniho kladné nabitého atomu
kysliku pfesunem elektronli z p-methoxybenzylové skupiny smérem k tomuto atomu.
Vlivem piesunu elektrond dochazi k odstépeni a naslednému obnoveni aromatického
systému u p-methoxybenzylové skupiny. Nasleduje elektrofilni aromaticka substituce
(SeATr), kdy elektronovy par benzenového kruhu anisolu nukleofilng atakuje elektrofilni
atom uhliku za vzniku intermediarniho karbokationtu. Chloridovy anion vytrhava
Z intermedidrniho karbokationtu proton za obnoveni aromatického systému. V poslednim

kroku nastava hydrolyza za vzniku finalnich produktti 41-43 (Schéma 25) [85].
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Schéma 25: Mechanismus pfipravy finalnich produktt 41-43.

Piehled vSech reakcnich krokl je zndzornén na schématu 26. Celkova vytéznost

syntézy po sedmi reak¢nich krocich byla 2-3 %.
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Schéma 26: Prehled vSech reakénich kroku pii piiprave finalnich produkta 41-43.
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5. Experimentalni ¢ast

Veskeré chemikalie, které byly v syntéze vyuzity, byly zakoupeny od firmy Merck a
Penta chemicals. Pribéh reakci byl kontrolovan pomoci tenkovrstvé chromatografie
zapouziti TLC destic¢ek Merck Silicagel 60 Fazss (Merck, Ceskd republika)
a celulosovych desti¢ek (Merck Cellulose F) (Merck, Ceska republika), jako mobilni faze
pro silikagelové desticky byly pouzity Hept/EtOAc v poméru 1/1, 2/1, 1/2, 1/4 a
DCM/MeOH/NHz3 v poméru 9/1/2%. Pro celulosové desticky byla pouZzita mobilni faze
nBUOH/H>O/AcOH v poméru 5/2/1. Detekce TLC byla provadéna pii vinové délce A =
254 nm pod UV lampou (CAMAG, VWR International, Ceska republika). Pro
sloupcovou chromatografii byly vyuzity jako SF SiO2, AlOz a celulosa. Teploty tani
byly stanoveny na bodotavku Biichi B-545 (DonauLab, Ceska republika) bez korekce.

Pfipravené slou¢eniny byly analyzovany pomoci *H a 3C NMR spekter, které byly
méfeny v deuterovaném dimethylsulfoxidu a deuterovaném chloroformu (DMSO-de,
CDCls-d) pfi laboratorni teplot¢ na FT NMR spektrometru Avance NEO 500 MHz
(499,87 MHz pro 'H a 125,71 MHz pro *C) (Bruker, Némecko). Chemické posuny (3)
jsou uvedeny Vv jednotkach ppm. V 'H spektrech jsou chemické posuny vztazeny k
centralnimu signalu DMSO-dg (6 = 2,50 ppm) a k centralnimu signalu CDClz-d (8 = 7,26
ppm), v 13C spektrech k centralnimu signalu DMSO-ds (8 = 39,43 ppm) a k centralnimu
signalu CDClz-d (6 = 77,00 ppm). Interak¢ni konstanty (J) jsou uvedeny v jednotkach
Hz. Spinovéa multiplicita je charakterizovana znaky s (singlet), d (dublet), t (triplet) nebo
m (multiplet).

LC-MS byla stanovena pomoci Agilent Infinity IT 1290 UHPLC systému spojeného S
DAD spektrometrem a Agilent 6470 Q4Q hmotnostnim spektrometrem.
Chromatograficka separace byla provedena na kolon¢ Zorbax Elipse Plus C18 (2,1 x 50
mm/1,8 um) s 0,1 % kyselinou mravenci ve vodé€ jako mobilni fazi A a 0,1 % kyselinou

mravenci v acetonitrilu jako mobilni fazi B.

Hmotnostni spektra (HRMS) byla ziskana pomoci hmotnostniho spektrometru
Orbitrap Q Exactive Plus (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Mass, USA) a jsou

interpretovana v programu software Xcalibur 4.3.73.11.
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5.1 Piiprava prislusného acylchloridu 49 jako vychozi

latky pro syntézu nikotinamidi 53-55

methyl 6-formylnikotinat, 45.

Slouc¢enina 45 byla pfipravena reakci vychozi latky 44 (2,00 g; 13,23 mmol; 1 ekv.)
rozpusténé v bezvodém DMSO (40 ml) pod dusikovou atmosférou, déale byl piidan I»
(3,36 g; 13,23 mmol; 1 ekv.) a TFA (3,04 ml; 39,69 mmol; 3 ekv.), ktera byla do reak¢ni
smési pomalu piikapavana. Reakéni smés byla michana pfi teploté 160 °C po dobu 2 hod
pod dusikovou atmosférou. Prubéh reakce byl kontrolovan pomoci TLC. Po uplynuti
reakéniho Casu byl k reakéni smési piidan 0,5 M roztok Na>S203 (100 ml) a nasledné byl
cely roztok reak¢ni smési zalkalizovan na pH 8,1 pomoci 2 M NaOH. Reak¢ni smés
byla extrahovana (3 x EtOAC) a nasledné bylo provedeno piecisténi pomoci sloupcové

chromatografie (Hept/EtOAc; 10:1).

Produkt 45 byl ziskan jako zluta pevna latka.

o
N
H = CsH7NOs. M = 165,15 g/mol.
= ON§
0 Vytéznost reakce byla 1,38 g (63 %).
45

Tt=120,2-121,3 °C.

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 10,05 (s; 1H, CHO), 9,26 (s, 1H; ArH), 8,50 (d; J =
8,0 Hz; 1H; ArH), 8,04 (d; J = 8,1 Hz; 1H; ArH), 3,93 (s; 3H; CH3) ppm.

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 5 192,9; 164,4; 154,6; 150,3; 138,5; 128,7; 121,5; 52,7
ppm.

HRMS (HESI*): [M']: vypo¢itana hodnotapro CgHsNOsz* (m/z): 166,0499;
experimentalni hodnota: 166,0493.
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O-(4-methoxybenzyl)hydroxylamin hydrochlorid, 46.

Sloucenina 46 byla ptipravena reakci vychozi latky 59 (0,50 g; 3,76 mmol; 1 ekv.)
rozpusténé v bezvodém THF (15 ml) pod dusikovou atmosférou. Reakcéni smés
byla ochlazena na 0 °C, dale byl ptidan NaH (0,14 g; 5,64 mmol; 1,5 ekv.), ktery byl
piredem aktivovan petroletherem. Nasledn¢ byl ptidan KI (0,06 g; 0,38 mmol; 0,1 ekv.)
a 4-methoxybenzylchlorid (60) (0,61 ml; 4,51 mmol; 1,2 ekv.). Reakéni smés
byla michana pfi 1.t. po dobu 24 hod. Pribéh reakce byl kontrolovan pomoci TLC. Po
uplynuti reak¢niho ¢asu bylo odpaieno rozpoustédlo a ke smési byla piidana 3 M HCI
v MeOH (5 ml). Nasledné byla provedena precipitace v Et2O (40 ml) po dobu 2 hod pii
.t. a precipitat reakéni smési byl prefiltrovan pies fritu za vakua.

Produkt 46 byl ziskan jako bila pevna latka.

HCl
NH,

o’ CsH12CINO,. M = 189,64 g/mol.
46 Vytéznost reakce byla 0,52 g (73 %).
Ty =189,5-190,6 °C.

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 11,33 (s; 3H; NH3), 7,35 (d; J = 8,7 Hz; 2H; 2 x ArH),
6,96 (d; J = 8,7 Hz; 2H; 2 x ArH), 5,01 (s; 2H; CH>), 3,76 (s; 3H; CH3) ppm.

13C NMR (126 MHz, DMSO-de) 5 159,8; 131,1; 125,6; 113,9; 75,2; 55,1 ppm.

HRMS (HESI*): [M*]: vypo&itand hodnota pro CgH12NO2" (m/z): 154,0863;
experimentalni hodnota: 154,0857.

methyl 6-((((4-methoxybenzyl)oxy)imino)methyl)nikotinat, 47.

Sloucenina 47 byla ptipravena reakci vychozi latky 45 (0,50 g; 3,03 mmol; 1 ekv.)
rozpu$téné v bezvodém pyridinu (30 ml) pod dusikovou atmosférou. Nasledné
byla ptidana slouc¢enina 46 (0,63 g¢; 3,33 mmol; 1,1 ekv.) acelda reakéni smeés
byla michana pfi L.t. po dobu 1,5 hod. Pribéh reakce byl kontrolovan pomoci TLC. Dale
byla reak¢ni smés odparena a extrahovana (3 x DCM). Smés byla dale piecisténa pomoci

sloupcové chromatografie s Al2O3z jako SF (Hept/EtOAc; 9/1).
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Produkt 47 byl ziskan jako bila pevna latka.

N
I~ C16H16N204. M = 300,31 g/mol.
| = O
™ Vytéznost reakce byla 0,47 g (52 %).
(0]
47 T:=87,5-88,5 °C.

'H NMR (500 MHz, CDCls-d) & 9,18 (s; 1H; ArH), 8,28-8,25 (m; 1H; ArH),
8,22 (s; 1H; CH), 7,89 (d; J = 8,3 Hz; 1H; ArH), 7,36 (d; J = 8,6 Hz; 2H; 2 x ArH), 6,91
(d; J = 8,6 Hz; 2H; 2 x ArH), 5,21 (s; 2H; CH>), 3,96 (s; 3H; CHz3), 3,81 (s; 3H; CHa)
ppm.

13C NMR (126 MHz, CDCls-d) 8 165,4; 159,6; 155,3; 150,8; 148,8; 137,4; 130,2; 128,9;
125,7; 120,3; 113,9; 80,0; 55,2; 52,4 ppm.

HRMS (HESIY): [M*]: vypocitand hodnota pro CisH17N204" (m/z): 301,1183;
experimentalni hodnota: 301,1173.

6-((((4-methoxybenzyl)oxy)imino)methyl)nikotinova kyselina, 48.

Sloucenina 48 byla ptipravena reakci vychozi latky 47 (0,45 g; 1,50 mmol; 1 ekv.)
rozpusténé v acetonu (3,1 ml). Dale byl pfidan 2 M NaOH (1,3 ml). Reak¢ni smés
byla michana pfi 1.t. 24 hod. Prubéh reakce byl kontrolovan pomoci TLC. Po uplynuti
reak¢éniho Casu byla reakéni smés odpatena. K reakéni smési byla pfidana destilovana
voda (5 ml) a nasledné byla okyselena na pH 2 pomoci 1 M HCI. Poté byla reakéni smés
michana pfi 1.t. po dobu 1 hod a vznikly precipitat byl ptefiltrovan za vakua pies fritu

a promyt destilovanou vodou.

Produkt 48 byl ziskan jako bila pevna latka.

O«
N
I~ CisH1N20s. M = 286,29 g/mol.
| P OH
Vytéznost reakce byla 0,39 g (91 %).
(0]
48 T =199,2-201,2 °C.

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 13,50 (s; 1H; COOH), 9,06 (s; 1H; ArH),
8,31-8,28 (m; 1H; ArH), 8,26 (s; 1H; CH), 7,89 (d; J = 8,2 Hz; 1H; ArH), 7,37 (d; J=8,6
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Hz; 2H; 2 x ArH), 6,94 (d; J = 8,7 Hz; 2H; 2 x ArH), 5,18 (s; 2H; CH>), 3,75 (s; 3H; CHs)
ppm.

13C NMR (126 MHz, DMSO-dg) & 165,8; 159,1; 154,2; 150,3; 148,8; 137,6; 130,2;
128,8; 126,5; 120,2; 113,7; 76,0; 55,0 ppm.

HRMS (HESIY): [M']: vypo¢itand hodnota pro CisHisN2Os™ (m/z): 287,1026;
experimentalni hodnota: 287,1018.

6-((((4-methoxybenzyl)oxy)imino)methyl)nikotinoyl chlorid, 49.

Sloucenina 49 byla pfipravena reakci vychozi latky 48 (0,30 g; 1,05 mmol; 1 ekv.)
s thionylchloridem (61) (1,2 ml) pod dusikovou atmosférou. Cela reak¢éni smés byla
nasledné michéna pii teploté 50 °C po dobu 2 hod pod dusikovou atmosférou. Nasledné
byla cela reak¢ni smés odpaiena a pouzita jako meziprodukt ptimo do dalsiho reakéniho

kroku.

Meziprodukt 49 byl ziskan jako hnéda pevna latka.

N C15H13CIN203. M = 304,73 g/mol.
N
| =

Cl

49

5.2.  Priprava pfisluSnych nikotinamida 53-55 jako

vychozich latek pro syntézu monokvartérnich soli 56-58

Nikotinamidy 53-55 byly pfipraveny rozpusténim pfislusnych amint 50-52 (1,10
mmol; 1,05 ekv.) vbezvodém THF (30 ml) pod inertni dusikovou atmosférou,
K rozpusténym amintim byl pfidan EtsN (2,21 mmol; 2,1 ekv.). Reak¢éni smés byla
ochlazena na -5 °C a nasledné k ni byla ptidana vychozi latka 49 (1,05 mmol; 1 ekv.)
rozpus$téna v bezvodém THF (4,8 ml). Reak¢ni smés byla po 10 minutach ohtata na l.t. a
michéana 24 hod. Prub¢h reakce byl kontrolovan pomoci TLC. Poté bylo z reakéni smési
odpafeno rozpoustédlo. Odpafend reakéni smés byla precipitovana v 10 %
vodném roztoku Na,COz (2 ml) a destilované vodé (18 ml). Vznikly precipitat byl

prefiltrovan pies fritu za vakua a promyt destilovanou vodou.
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N-(2-karbamoyl-4-chlorfenyl)-6-((((4-methoxybenzyl)oxy)imino)methyl)
nikotinamid, 53.

Produkt 53 byl ziskan jako svétle hnéda pevna

|N latka.
| P E C22H19CIN4O4. M = 438,87 g/mol.

cl Vytéznost reakce byla 0,38 g (83 %).
53

Ty =212,5-214,5 °C.
'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 12,99 (s; 1H; NH), 9,08 (s; 1H; ArH), 8,65 (d; J =9,0
Hz; 1H; ArH), 8,54 (s; 1H; NH), 8,30-8,29 (m; 1H; ArH), 8,28 (s; 1H; CH), 8,03 (s; 1H,
NH), 8,00 (s; 1H; ArH), 7,97 (d; J = 8,0 Hz; 1H; ArH), 7,68-7,65 (m; 1H; ArH), 7,38 (d;
J=8,6 Hz; 2H; 2 x ArH), 6,94 (d; J = 8,7 Hz; 2H; 2 x ArH), 5,19 (s; 2H; CHy), 3,75 (s;
3H; CHz3) ppm.

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 169,6; 162,4; 159,1; 153,6; 148,7; 148,2; 138,5;
135,6; 132,2; 130,2; 129,9; 128,7; 128,3; 126,9; 122,0; 121,1; 120,4; 113,7; 76,0; 55,0
ppm.

HRMS (HESI): [M*]: vypo¢itand hodnota pro CooH20CIN4Os" (m/z): 439,1168;
experimentalni hodnota: 439,1153.

N-(2-karbamoyl-4-methoxyfenyl)-6-((((4-methoxybenzyl)oxy)imino)methyl)

nikotinamid, 54.

Oy Produkt 54 byl ziskan jako svétle hnéda pevna latka.
LN Os__NH,
| = H C23H22N40s. M = 434,45 g/mol.
= N
o) o Vytéznost reakce byla 0,37 g (80 %).
54

T¢=197,8-199,8 °C.

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) § 12,74 (s; 1H; NH), 9,08 (s; 1H; ArH), 8,53 (d; J =9,1
Hz; 1H; ArH), 8,44 (s; 1H; NH), 8,31-8,27 (m; 2H; 1 x ArH; 1 x CH), 7,96 (d; J = 8,3 Hz;
1H; ArH), 7,89 (s; 1H; NH), 7,46 (s; 1H; ArH), 7,38 (d; J = 8,6 Hz; 2H; 2 < ArH), 7,21-
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7,18 (m; 1H; ArH), 6,95 (d; J = 8,7 Hz; 2H; 2 x ArH), 5,19 (s; 2H; CH>), 3,82 (s; 3H;
CHBa), 3,75 (s; 3H; CH3) ppm.

13C NMR (126 MHz, DMSO-dg) & 170,6; 161,9; 159,1; 154,6; 153,3; 148.8; 148,1;
135,4; 132,7; 130,3; 130,2; 128,9; 121,9; 121,1; 120,4; 118,0; 113,7; 113,6; 75,9; 55,5;
55,0 ppm.

HRMS (HESI"): [M*]: vypocitana hodnota pro CazsH2sN4Os™ (m/z): 435,1663;
experimentalni hodnota: 435,1646.

N-(2-karbamoyl-4,5-dimethoxyfenyl)-6-((((4-methoxybenzyl)oxy)imino)methyl)
nikotinamid, 55.

N Produkt 55 byl ziskan jako svétle hnéda pevna latka.
LN Os__NH,
| A q C24H24N406. M = 464,48 g/mol.
= N
5) 5 Vytéznost reakce byla 0,41 g (83 %).

|
55 OS ' T,=187,3-188,7°C.

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 13,53 (s; 1H; NH), 9,09 (s; 1H; ArH), 8,47 (s; 1H;
ArH), 8,38 (s; 1H; NH), 8,31-8,27 (m; 2H; 1 x ArH; 1 x CH), 7,97 (d; J = 8,3 Hz; 1H;
ArH), 7,76 (s; 1H; NH), 7,47 (s; 1H; ArH), 7,38 (d; J = 8,6 Hz; 2H; 2 x ArH), 6,95 (d; J
= 8,6 Hz; 2H; 2 < ArH), 5,19 (s; 2H; CH>), 3,84 (s; 3H; CHs3), 3,82 (s; 3H; CH3), 3,75 (s;
3H; CHa) ppm.

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 170.,9; 162,0; 159,1; 153.4; 151,6; 148,7; 148,1;
143,9; 135,3; 130,2; 130,2; 128,8; 120,4; 113,7; 111,6; 110,2; 103,5; 76,0; 55,9; 55,4;
55,0 ppm.

HRMS (HESI"): [M']: vypo¢itana hodnota pro CasHzsN4Os™ (M/z): 465,1769;
experimentalni hodnota: 465,1752.
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5.3. Priprava prisluSnych monokvartérnich soli 56-58

jako vychozich latek pro syntézu cilovych molekul 41-43

Vychozi latky 53-55 (0,81 mmol; 1 ekv.) byly rozpustény v bezvodém ACN (16 ml)
pod dusikovou atmosférou. Reakéni smés byla ohtata na 65 °C a v pribéhu 120 hodin byl
postupné pfidan za intenzivniho michani CHsl (8,91 mmol; 11 ekv.) Pribéh reakce byl
kontrolovan pomoci TLC s celulosovou a silikagelovou SF. Po uplynuti reakéni doby
bylo odpatreno rozpoustédlo z reak¢ni smési. Odparena reakcni smés byla precipitovana
v THF (68 ml) a michana 1 hod pii 65 °C. Vznikly precipitat byl ptefiltrovan pies fritu
za vakua a promyt horkym THF.

5-((2-karbamoyl-4-chlorfenyl)karbamoyl)-2-((((4-
methoxybenzyl)oxy)imino)methyl)-1- methylpyridinium jodid, 56.

Produkt 56 byl ziskan jako oranzova pevna latka.

O\N | I@
| N O+__NH, C23H22CIlIN4O4. M = 580,81 g/mol.
B
= N Vytéznost reakce byla 0,12 g (26 %).
© Cl
56 Ti=193,7-194,4 °C.

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 13,08 (s; 1H; NH), 9,50 (s; 1H; ArH),
8,87 (s; 1H; CH), 8,82 (d; J = 8,8 Hz; 1H; ArH), 8,60 (d; J = 8,5 Hz; 1H; ArH), 8,57 (s;
1H; NH), 8,52 (d; J = 8,9 Hz; 1H; ArH), 8,06-8,01 (m; 2H; 1 x NH; 1 x ArH), 7,72 (d; J
=8,5Hz; 1H; ArH), 7,44 (d; J = 8,3 Hz; 2H; 2 x ArH), 6,97 (d; J = 8,3 Hz; 2H; 2 x ArH),
5,36 (s; 2H; CHy), 4,46 (s; 3H; CH3), 3,77 (s; 3H; CHs) ppm.

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 169.,3; 159,5; 159, 5; 148,3; 147,0; 142,0; 141,5;
137,5; 133,0; 132,3; 130,7; 128,5; 127,9; 125,1; 122,7; 122,2; 113,8; 77,6; 55,1; 46,7
ppm.

HRMS (HESI): [M*]: vypo¢itand hodnota pro Ca3H22CIN4Os* (m/z): 453,1324;
experimentalni hodnota: 453,1319.
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5-((2-karbamoyl-4-methoxyfenyl)karbamoyl)-2-((((4-
methoxybenzyl)oxy)imino)methyl)-1-methylpyridinium jodid, 57.

0. Produkt 57 byl ziskan jako oranzova pevna latka.
N S
LT
| g\ - Ox-NH2 C24H25IN4Os. M = 576,39 g/mol.
= N

Vytéznost reakce byla 0,12 g (26 %).
O

> | Ti=188,7-190,3°C.
'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 12,83 (s; 1H; NH), 9,49 (s; 1H; ArH),
8,87 (s; 1H; CH), 8,84-8,80 (m; 1H; ArH), 8,59 (d; J = 8,5 Hz; 1H; ArH), 8,48 (s; 1H;
NH), 8,39 (d; J = 9,0 Hz; 1H; ArH), 7,89 (s; 1H; NH), 7,48 (s; 1H; ArH), 7,44 (d; J = 8,6
Hz; 2H; 2 <« ArH), 7,26-7,21 (m; 1H; ArH), 6,98 (d; J = 8,6 Hz; 2H; 2 x ArH), 5,36 (s;
2H; CH>), 4,46 (s; 3H; CHz), 3,88 (s; 3H; CH3), 3,77 (s; 3H; CH3) ppm.

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 8 170,2; 159.4; 158,9; 155,3; 148,0; 146,9; 142,0;
141,4; 133,4; 131,6; 130,7; 127,9; 125,0; 122,7; 122,2; 117,9; 113,8; 113,7; 77,6; 55,6;
55,1; 46,7 ppm.

HRMS (HESI*): [M*]: vypocitand hodnota pro CaaH2sNsOs* (m/z): 449,1819;
experimentalni hodnota: 449,1809.

5-((2-karbamoyl-4,5-dimethoxyfenyl)karbamoyl)-2-((((4-
methoxybenzyl)oxy)imino)methyl)-1-methylpyridinium jodid, 58.

Oy o Produkt 58 byl ziskan jako oranzova pevna latka.
| | gil " ON ™2 CosHarINGOs. M = 606,42 g/mol.
0 5 Vytéznost reakce byla 0,37 g (76 %).
s On | 7= 189,2-191,0 °C.

IH NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 13,73 (s; 1H; NH), 9,50 (s; 1H; ArH),
8,87 (s; 1H; CH), 8,81 (d; J = 8,9 Hz; 1H; ArH), 8,60 (d; J = 8,5 Hz; 1H; ArH), 8,44 (s;
1H; NH), 8,35(s; 1H; ArH), 7,80 (s; 1H; NH), 7,51 (s; 1H; ArH), 7,44 (d; J = 8,5 Hz; 2H;
2 x ArH), 6,98 (d; J = 8,5 Hz; 2H; 2 x ArH), 5,36 (s; 2H; CHz), 4,46 (s; 3H; CH3), 3,87-
3,83 (m; 6H; 2 x CHs), 3,77 (s; 3H; CHs) ppm.
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13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) § 170,6; 159.4; 158,9; 151,6; 148,1; 146,9; 144,5;
142,0; 141,2; 134,4; 133,4; 130,7; 127,9; 125,1; 113,8; 111,6; 111,0; 103,8; 77,6; 55,9;
55,4; 55,1; 46,7 ppm.

HRMS (HESI"): [M*]: vypocitana hodnota pro CzsH27NaOs™ (m/z): 479,1925;
experimentalni hodnota: 479,1908.

5.4. Priprava cilovych molekul 41-43

Cilové molekuly 41-43 byly pfipraveny rozpusténim vychozich latek 56-58 (0,20
mmol; 1 ekv.) v bezvodém DCM (6,5 ml) pod dusikovou atmosférou. K reakéni smési
byl pomalu ptikapan anisol (0,80 mmol; 4 ekv.) a nasledné byl ptidan AlCls (0,80 mmol,
4 ekv.). Heterogenni smés byla michana pii 1.t. po dobu 3 hod. Pribéh reakce byl
kontrolovan pomoci TLC s celulosovou SF. Po 3 hod byla reakéni smés prefiltrovana pies
fritu za vakua a promyta DCM. Smés byla déale preciSténa pomoci sloupcové

chromatografie s celulosovou SF (ACN/H20; 20/1).

5-((2-karbamoyl-4-chlorfenyl)karbamoyl)-2-((hydroxyimino)methyl)-1-
methylpyridinium jodid, 41.

Produkt 41 byl ziskan jako zlutd pevna latka ve formé

NoH | {© L . .
| smé&si syn/anti izomert.
N O~__NH,
P
= N C15H14CIIN4O3. M = 460,66 g/mol.
o
Cl Vytéznost reakce byla 0,03 g (35 %).
41

Ty=223,9-225,9 °C.
LC-MS nekalibrovana ¢istota: 98 %.

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 13,48 (s; 1H; NH), 13,09 (s; 1H; NOH), 13,07 (s;
0,4H; NOH), 9,51 (s; 1H; ArH), 8,80 (d; J = 8,6 Hz; 1H; ArH), 8,75 (s; 1H; CH), 8,62-
58 (m; 2H; 1 x NH; 1 x ArH), 8,51 (d; J = 8,9 Hz; 1H; ArH), 8,04 (m; 1H; ArH), 8,03 (s;
1H; NH), 7,72 (d; J = 8,9 Hz; 1H; ArH), 4,47 (s; 3H; CH3) ppm.

13C NMR (126 MHz, DMSO-dg) & 169,2; 159,6; 149,7; 146,7; 141,5; 141,1; 137,4;
136,5; 132,1; 128,6; 127,9; 124,5; 122,8; 122,7, 46,4 ppm.
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HRMS (HESI®): [M*]: vypo¢itand hodnota pro CisH14CIN4Oz* (m/z): 333,0749;

experimentalni hodnota: 333,0740.

5-((2-karbamoyl-4-methoxyfenyl)karbamoyl)-2-((hydroxyimino)methyl)-1-
methylpyridin-1-ium jodid, 42.

I\|IOH | © Produkt 42 byl ziskan jako zluta pevna latka ve formé smési
N Os__NH .
T > syn/anti izomert.
NN
0 C16H17IN4O. M = 456,24 g/mol.
(0)
42 |

Vytéznost reakce byla 0,04 g (42 %).
Ti=203,8 —205,8 °C.
LC-MS nekalibrovana Cistota: 95 %.

IH NMR (500 MHz, DMSO-de) & 13,47 (s; 1H; NH), 12,85 (s; 1H; NOH), 12,82 (s;
0,3H; NOH), 9,50 (s; 1H; ArH), 8,80 (d; J =8,2 Hz; 1H; ArH), 8,74 (s; 1H; CH), 8,57 (d;
J=8,4 Hz; 1H; ArH), 8,53 (s; 1H; NH), 8,37 (d; J = 8,9 Hz; 1H; ArH), 7,88 (s; 1H; NH),
7,49 (s; 1H; ArH), 7,23-7,20 (m; 1H; ArH), 4,47 (s; 3H; CHs), 3,83 (s; 3H; CH3) ppm.

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 170,8; 159,6; 155,9; 149,9; 147,2; 142,1; 141,8;
133,5; 132,1; 125,3; 123,3; 118,5; 114,3, 56,2; 47,1 ppm.

HRMS (HESI"): [M*]: vypo¢itana hodnota pro CisH17N4Os™ (m/z): 329,1244;
experimentalni hodnota: 329,1230.
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5-((2-karbamoyl-4,5-dimethoxyfenyl)karbamoyl)-2-((hydroxyimino)methyl)-1-
methylpyridinium jodid, 43.

Produkt 43 byl ziskan jako Zluta pevna latka ve form¢ smési

NOH | ©
N O~__NH, Syn/anti izomerq.
1
N
= C17H19IN4Os. M = 486,27 g/mol.
© (0)
4 O | Vytéznost reakce byla 0,02 g (17 %).

Ti=143,4-145,4 °C.
LC-MS nekalibrovana ¢istota: 98 %.

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 13,75 (s; 1H; NOH), 13,67 (s; 0,3H; NOH), 13,45 (s;
1H; NH), 9,49 (s; 1H; ArH), 8,78 (d; J = 8,6 Hz; 1H; ArH), 8,74 (s; 1H; CH), 8,60 (d; J
= 8,5 Hz; 1H; ArH), 8,50 (s; 1H; NH), 8,35 (s; 1H; ArH), 7,80 (s; 1H; NH), 7,54 (s; 1H;
ArH), 4,47 (s; 3H; CHs), 3,88-3,82 (m; 6H; 2 x CH3) ppm.

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 170,7; 159,0; 151,6; 146,6; 144,5; 141,5; 141,0;
134,4; 133,0; 124,8; 111,7; 111,1; 103,8; 55,5; 48,5; 46,6 ppm.

HRMS (HESI): [M*]: vypocitand hodnota pro Ci7H1gN4Os* (m/z): 359,1350;
experimentalni hodnota: 359,1342.
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6. Zaver

Teoreticka ¢ast diplomové prace nejprve struéné popisuje funkci a strukturu AChE
I BChE v zivych organismech, inhibici AChE pisobenim OP a jeji reaktivaci. Dale jsou
zminény zastupci komer¢né dostupnych reaktivatord a problém s jejich prostupnosti
pies HEB, coz mé za nasledek jejich snizenou koncentraci v CNS. V zavéru teoretické
Casti proto uvadim moznosti, které by mohly vést ke zvyseni koncentrace reaktivatort

v CNS.

Hlavnim cilem této prace je syntéza potencidlnich reaktivatori ChE v podobé
5-substituovanych derivati odvozenych od struktury komeréné dostupného reaktivatoru
2-PAM. V teoretické Casti je proto tomuto reaktivatoru vénovéana nejveétsi pozornost.
Nejprve uvadim obecné informace o 2-PAM, nasledné popisuji jeho syntézu véetné
mechanismu. Dale jsou zminény derivaty 2-PAM aizomerie oximd. Nasledné také
zmifnuji moznosti pro zvySeni prostupu reaktivatoru do mozku. Za timto tcelem lze vyuzit
vyvoj novych strukturnich typl reaktivatorii, konjugaci reaktivatort s glukososu a také
inhibici Pgp. Dalsi moznosti je prolécivo pro-2-PAM, piipravené pro potencialné vyssi

prostupnost pies HEB.

V praktické ¢asti se vénuji sedmikrokové syntéze derivati 41-43 monokvartérniho
reaktivatoru 2-PAM, ktery je substituovan v poloze C5 tfemi riznymi amidovymi
substituenty. Po sedmikrokové syntéze byla celkova vytéznost finalnich produkti 2—3 %.
Pro finalni produkt 41 obsahujici atom chloéru na C5 amidovém substituentu byla celkova
vytéznost 2 %. V pfipadé finalniho produktu s methoxy skupinou 42 nebo finalniho
produktu 43 se dvéma methoxy skupinami na C5 amidovém substituentu byla finalni

vytéznost 3 %.

Hlavni cil prace, syntéza 5-substituovanych pyridinium-2-aldoximi byl splnén.
Struktury meziprodukti a finalnich produktt 41-43 byly stanoveny pomoci metod NMR
a HRMS. LC-MS nekalibrovana ¢istota finalnich molekul byla >95%. VSechny latky
byly izolovany v pevném skupenstvi a byly u nich stanoveny teploty tani. Pouze u
jednoho meziproduktu 49, ktery byl bez precisténi pouzit k dalsimu kroku syntézy
nebyla zmétena teplota tani ani urcena vytéznost. V Casti vysledky a diskuse popisuji
reakéni mechanismy jednotlivych krokt a diskutuji problémy a piipadné zmény

reak¢nich podminek u téchto krokt.
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Vysledné produkty budou testovany in vitro a in vivo jako potencialni reaktivatory
ChE. Toto biologické testovani viak jiz neni soucasti této diplomové prace. U¢inng;si
reaktivace by mohlo byt docileno diky piitomnosti funkénich skupin schopnych tvofit
vodikové vazby s aminokyselinovymi residui v ChE. Tyto interakce by mohly vést ke
zvySeni celkové rigidity molekuly reaktivatoru véetné silnéjsich n—mn interakci v CAS

enzymu. Spravnost této hypotézy bude prokazana na zaklade biologického testovani.

62



7. Pouzita literatura

[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

[10]

[11]

[12]

PATOCKA, Jifi, Kamil KUCA a Daniel JUN. Acetylcholinesterase and
butyrylcholinesterase—important enzymes of human body. Acta Medica (Hradec
Kralove). 2004, 47(4), 215-228.

ELSINGHORST, Paul Wilhelm, Franz WOREK, Horst THIERMANN a Timo
WILLE. Drug development for the management of organophosphorus poisoning.
Expert Opinion on Drug Discovery. 2013, 8(12), 1467-1477.

DELFINO, Reinaldo T., Tatiana S. RIBEIRO a José D. FIGUEROA-VILLAR.
Organophosphorus compounds as chemical warfare agents: a review. Journal of the
Brazilian Chemical Society. 2009, 20(3), 407-428.

MCCAULEY, Linda A. Epidemiology of chemical warfare agents. In: Handbook of
Toxicology of Chemical Warfare Agents. B.m.: Elsevier, 2020, s. 67—77. ISBN 978-
0-12-819090-6.

MORITA, Hiroshi, Nobuo YANAGISAWA, Tamie NAKAIJIMA, Mikio
SHIMIZU, Hidemitsu HIRABAYASHI, Hiroshi OKUDERA, Masahiko
NOHARA, Youko MIDORIKAWA a Shohei MIMURA. Sarin poisoning in
Matsumoto, Japan. Lancet (London, England). 1995, 346(8970), 290-293.

OKUMURA, Tetsu, Nobukatsu TAKASU, Shinichi ISHIMATSU, Shou
MIYANOKI, Akihiro MITSUHASHI, Keisuke KUMADA, Kazutoyo TANAKA a
Shigeaki HINOHARA.. Report on 640 Victims of the Tokyo Subway Sarin Attack.
Annals of Emergency Medicine. 1996, 28(2), 129-135.

YOUNG, Robert A. a Annetta WATSON. Organophosphate nerve agents.
In: Handbook of Toxicology of Chemical Warfare Agents. B.m.: Elsevier, 2020,
s. 97-126. ISBN 978-0-12-819090-6.

BHAKHOA, Hanusha, Lydia RHYMAN a Ponnadurai RAMASAMI. Theoretical
study of the molecular aspect of the suspected novichok agent A234 of the Skripal
poisoning. Royal Society Open Science. 2019, 6(2), 181831.

Alexei Navalny: Russia opposition leader poisoned with Novichok — Germany. BBC
News [online]. 2020. Dostupné z: https://www.bbc.com/news/world-europe-
54002880.

CHAMBERS, Janice E., Mary B. DAIL a Edward C. MEEK. Oxime-mediated
reactivation of organophosphate-inhibited acetylcholinesterase with emphasis on
centrally-active oximes. Neuropharmacology. 2020, 175, 108201.

QUINN, Daniel, Joseph TOPCZEWSKI, Nilanthi YASAPALA a Alexander
LODGE. Why is Aged Acetylcholinesterase So Difficult to Reactivate? Molecules.
2017, 22(9), 1464.

JOKANOVIC, Milan a Milica PROSTRAN. Pyridinium Oximes as Cholinesterase
Reactivators. Structure-Activity Relationship and Efficacy in the Treatment of
Poisoning with Organophosphorus Compounds. Current Medicinal Chemistry.
2009, 16(17), 2177-2188.

63



[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

OHTA, Hikoto, Takeshi OHMORI, Shinichi SUZUKI, Hiroshi IKEGAYA, Koichi
SAKURADA a Takehiko TAKATORI. New Safe Method for Preparation of Sarin-
Exposed Human Erythrocytes Acetylcholinesterase Using Non-Toxic and Stable
Sarin Analogue Isopropyl p-Nitrophenyl Methylphosphonate and its Application to
Evaluation of Nerve Agent Antidotes. Pharmaceutical Research. 2006, 23(12),
2827-2833.

ENGLISH, Brett A. a Andrew A. WEBSTER. Acetylcholinesterase and its
Inhibitors. In: Primer on the Autonomic Nervous System. B.m.: Elsevier, 2012,
s. 631-633. ISBN 978-0-12-386525-0.

LAMY, Elodie, Léa PILYSER, Claire PAQUET, Elodie BOUAZIZ-AMAR a
Stanislas GRASSIN-DELYLE. High-sensitivity quantification of acetylcholine and
choline in human cerebrospinal fluid with a validated LC-MS/MS method. Talanta.
2021, 224, 121881.

MESULAM, M.-M. Acetylcholine Neurotransmission in CNS. In: Encyclopedia of
Neuroscience. B.m.: Elsevier, 2009, s. 1-4. ISBN 978-0-08-045046-9.

BAJGAR, Jifi. Toxicodynamics. In: Nerve Agents Poisoning and its Treatment in
Schematic Figures and Tables. B.m.: Elsevier, 2012, s. 19-43. ISBN 978-0-12-
416047-7.

WAISKOPF, Nir a Hermona SOREQ. Cholinesterase Inhibitors. In: Handbook of
Toxicology of Chemical Warfare Agents. B.m.:. Elsevier, 2015, s.761-778.
ISBN 978-0-12-800159-2.

JOHNSON, G. a S. MOORE. The Peripheral Anionic Site of Acetylcholinesterase:
Structure, Functions and Potential Role in Rational Drug Design. Current
Pharmaceutical Design. 2006, 12(2), 217-225.

KOVARIK, Zrinka, Zoran RADIC, Harvey A. BERMAN, Vera SIMEON-
RUDOLF, Elsa REINER a Palmer TAYLOR. Acetylcholinesterase active centre
and gorge conformations analysed by combinatorial mutations and enantiomeric
phosphonates. Biochemical Journal. 2003, 373(1), 33-40.

SHENOUDA, Josephine, Paula GREEN a Lester SULTATOS. An evaluation of the
inhibition of human butyrylcholinesterase and acetylcholinesterase by the
organophosphate chlorpyrifos oxon. Toxicology and Applied Pharmacology. 2009,
241(2), 135-142.

GORECKI, Lukas, Jan KORABECNY, Kamil MUSILEK, David MALINAK,
Eugénie NEPOVIMOVA, Rafael DOLEZAL, Daniel JUN, Ondiej SOUKUP a
Kamil KUCA. SAR study to find optimal cholinesterase reactivator against
organophosphorous nerve agents and pesticides. Archives of toxicology. 2016,
90(12), 2831-2859.

[23] LOCKRIDGE, Oksana. Review of human butyrylcholinesterase structure, function,

genetic variants, history of use in the clinic, and potential therapeutic uses.
Pharmacology & Therapeutics. 2015, 148, 34-46.

64



[24] MASSON, Patrick a Oksana LOCKRIDGE. Butyrylcholinesterase for protection
from organophosphorus poisons: Catalytic complexities and hysteretic behavior.
Archives of Biochemistry and Biophysics. 2010, 494(2), 107-120.

[25] COKUGRAS, A Nese. Butyrylcholinesterase: Structure and Physiological
Importance. Turk J Biochem. 2003, 28(2), 54-61.

[26] KANG, Jasjit, V. H. ZETTEL a N. I. WARD. The Organophosphate Pesticides.
Journal of Nutritional & Environmental Medicine. 1995, 5(4), 325-339.

[27] ALOZI, Maria a Mutasem RAWAS-QALAIJIL. Treating organophosphates
poisoning: management challenges and potential solutions. Critical Reviews in
Toxicology. 2020, 50(9), 764—779.

[28] COLOVIC, Mirjana B., Danijela Z. KRSTIC, Tamara D. LAZAREVIC-PASTI,
Aleksandra M. BONDZIC a Vesna M. VASIC. Acetylcholinesterase Inhibitors:
Pharmacology and Toxicology. Current Neuropharmacology. 2013, 11(3), 315-335

[29] MANGAS, Iris, Eugenio VILANOVA, Jorge ESTEVEZ a Tanos C. C. FRANCA.
Neurotoxic Effects Associated with Current Uses of Organophosphorus
Compounds. Journal of the Brazilian Chemical Society. 2016. 27(5), 809-825.

[30] THIERMANN, Horst, T. ZILKER, F. EYER, N. FELGENHAUER, P. EYER a F.
WOREK. Monitoring of neuromuscular transmission in organophosphate pesticide-
poisoned patients. Toxicology Letters. 2009, 191(2-3), 297-304.

[31] PASHIROVA, Tatiana N., Anissa BRAIKI, Irina V. ZUEVA, Konstantin A.
PETROV, Vasily M. BABAEV, Evgenia A. BURILOVA, Darya A. SAMARKINA,
lldar Kh. RIZVANOQV, Eliana B. SOUTO, Ludovic JEAN, Pierre-Yves RENARD,
Patrick MASSON, Lucia Ya. ZAKHAROVA a Oleg G. SINYASHIN. Combination
delivery of two oxime-loaded lipid nanoparticles: Time-dependent additive action
for prolonged rat brain protection. Journal of Controlled Release. 2018, 290, 102—
111.

[32] MERCEY, Guillaume, Tristan VERDELET, Julien RENOU, Maria KLIACHYNA,
Rachid BAATI, Florian NACHON, Ludovic JEAN a Pierre-Yves RENARD.
Reactivators of Acetylcholinesterase Inhibited by Organophosphorus Nerve Agents.
Accounts of Chemical Research. 2012, 45(5), 756-766.

[33] YOUNG, Robert A. a Annetta WATSON. Organophosphate nerve agents.
In: Handbook of Toxicology of Chemical Warfare Agents. B.m.: Elsevier, 2020,
s. 97-126. ISBN 978-0-12-819090-6.

[34] MASSON, Patrick, Florian NACHON a Oksana LOCKRIDGE. Structural approach
to the aging of phosphylated cholinesterases. Chemico-Biological Interactions.
2010, 187(1-3), 157-162.

[35] MALINAK, David, Eugenie NEPOVIMOVA, Daniel JUN, Kamil MUSILEK a
Kamil KUCA. Novel Group of AChE Reactivators — Synthesis, In Vitro
Reactivation and Molecular Docking Study. Molecules. 2018, 23(9), 2291.

65



[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

BAJGAR, lJifi. Prophylaxis againts organophosphorus poisoning. Journal of
medicinal chemistry. 2004, 1, 1-16.

UWAYDAH, Nabeel I., Stephen L. HOSKINS, Stephen P. BRUTTIG, Henry
FARRAR, Nick C. COPPER, Donald J. DEYO, Michael A. DUBICK a George C.
KRAMER. Intramuscular versus Intraosseous Delivery of Nerve Agent Antidote
Pralidoxime Chloride in Swine. Prehospital Emergency Care. 2016, 20(4), 485—
492.

PSOTKA, Miroslav, David MALINAK, Lukia8 GORECKI, Thuy Duong
NGUYEN, Ondfej SOUKUP, Daniel JUN, Kamil KUCA, Kamil MUSILEK a Jan
KORABECNY. HLG6-7-A review of acetylcholinesterase reactivator againts
organophosphorus intoxication. Military Medical Science Letters. 2017, 86(2), 70—
83.

FAIZ NORRRAHIM, Mohd Nor, Mas Amira IDAYU ABDUL RAZAK, Noor
Aisyah AHMAD SHAH, Herdawati KASIM, Wan Yusmawati WAN YUSOFF,
Norhana Abdul HALIM, Siti Aminah MOHD NOR, Siti Hasnawati JAMAL, Keat
Khim ONG, Wan Md ZIN WAN YUNUS, Victor Feizal KNIGHT a Noor Azilah
MOHD KASIM. Recent developments on oximes to improve the blood brain barrier
penetration for the treatment of organophosphorus poisoning: a review. RSC
Advances. 2020, 10(8), 4465-4489.

GUPTA, Ramesh C., Jason PITT a Snjezana ZAJA-MILATOVIC. Blood-brain
barrier damage and dysfunction by chemical toxicity. In: Handbook of Toxicology
of Chemical Warfare Agents. B.m.: Elsevier, 2020, s. 811-827. ISBN 978-0-12-
819090-6.

SAKURADA, Koichi, Hiroshi IKEGAYA, Hikoto OHTA, Tomoko AKUTSU a
Takehiko TAKATORI. Hydrolysis of an acetylthiocholine by pralidoxime iodide
(2-PAM). Toxicology Letters. 2006, 166(3), 255-260.

KARASOVA, Jana Zd4rova, Jaroslav CHLADEK, Milo§ HROCH, Fusek JOSEF,
Danicla HNIDKOVA a Kamil KUCA. Pharmacokinetic study of two
acetylcholinesterase reactivators, trimedoxime and newly synthesized oxime K027,
in rat plasma: Pharmacokinetic study of oxime K027 and trimedoxime. Journal of
Applied Toxicology. 2013, 33(1), 18-23.

HULSE, Elspeth J., James D. HASLAM, Stevan R. EMMETT a Tom WOOLLEY.
Organophosphorus nerve agent poisoning: managing the poisoned patient. British
Journal of Anaesthesia. 2019, 123(4), 457-463.

JOKANOVIC, Milan a Milo§ P. STOJILJKOVIC. Current understanding of the
application of pyridinium oximes as cholinesterase reactivators in treatment of
organophosphate poisoning. European Journal of Pharmacology. 2006, 553(1-3),
10-17.

KUCA, Kamil, Daniel JUN a Kamil MUSILEK. Structural Requirements of
Acetylcholinesterase Reactivators. Mini reviews in medicinal chemistry. 2006, 6,
269-77.

66



[46] CABAL, Jiii, Kamil KUCA a Jiii KASSA. Specification of the Structure of Oximes
Able to Reactivate Tabun-Inhibited Acetylcholinesterase. Pharmacology and
Toxicology. 2004, 95(2), 81-86.

[47] WILSON, Irwin B. a Sara GINSBURG. A powerful reactivator of alkylphosphate-
inhibited acetylcholinesterase. Biochimica et Biophysica Acta. 1955, 18, 168-170.

[48] MUSIL, Karel, Veronika FLORIANOVA, Pavel BUCEK, Vlastimil DOHNAL,
Kamil KUCA a Kamil MUSILEK. Development and validation of a FIA/UV-vis
method for pKa determination of oxime based acetylcholinesterase reactivators.
Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis. 2016, 117, 240-246.

[49] KUCA, Kamil, Martina HRABINOVA, Ondfej SOUKUP, Gunnar TOBIN, Jana
KARASOVA a Miroslav. POHANKA. Pralidoxime-the gold standard of
acetylcholinesterase reactivators-reactivation in vitro efficacy. Bratislavske lekarske
listy. 2010, 111(9), 502-504.

[50] DHUGURU, Jyothi, Eugene ZVIAGIN a Rachid SKOUTA. FDA-Approved
Oximes and Their Significance in Medicinal Chemistry. Pharmaceuticals. 2022, 15,
66.

[51] DA SILVA, Jorge Alberto Valle, Eugenie NEPOVIMOVA, Teodorico Castro
RAMALHO, Kamil KUCA a Tanos CELMAR COSTA FRANCA. Molecular
modeling studies on the interactions of 7-methoxytacrine-4-pyridinealdoxime, 4-
PA, 2-PAM, and obidoxime with VVX-inhibited human acetylcholinesterase: a near
attack conformation approach. Journal of Enzyme Inhibition and Medicinal
Chemistry. 2019, 34(1), 1018-1029.

[52] GUPTA, Rishab a Mayur PARMAR. Pralidoxime. In: StatPearls [online]. Treasure
Island (FL): StatPearls Publishing, 2022. Dostupné z: https://europepmc.org/article
IMED/32644334#free-full-text.

[53] KITAGAWA, Daniel. Kinetic Parameters Survey for Manufacture of Pralidoxime.
American Journal of Chemical Engineering. 2015, 3, 39.

[54] WOREK, Franz, Horst THIERMANN a Timo WILLE. Organophosphorus
compounds and oximes: a critical review. Archives of Toxicology. 2020, 94(7),
2275-2292.

[55] WILSON, Irwin B. The inhibition and reactivation of acetylcholinesterase. Annals
of the New York Academy of Sciences. 1966, 135(1 Myasthenia Gr), 177-183.

[56] ALSTON, Theodore A. Pralidoxime Rescues Both Muscarinic and Nicotinic
Systems: Anesthesia & Analgesia. 2005, 101(3), 926.

[57] GINSBURG, Sara a Irwin B. WILSON. Oximes of the Pyridine Series. Journal of
the American Chemical Society. 1957, 79(2), 481-485.

[58] MCMURRY, John. Organickd chemie. 8. Brno: VUTIUM, VSCHT Praha, 2015.
ISBN 978-80-214-4769-1.

67



[59] OKUNO, Sou, Koichi SAKURADA, Hikoto OHTA, Hiroshi IKEGAYA, Yuko
KAZUI, Tomoko AKUTSU, Takehiko TAKATORI a Kimiharu IWADATE.
Blood-brain barrier penetration of novel pyridinealdoxime methiodide (PAM)-type
oximes examined by brain microdialysis with LC-MS/MS. Toxicology and Applied
Pharmacology. 2008, 227(1), 8-15.

[60] SAKURADA, Koichi, Hiroshi IKEGAYA, Hikoto OHTA, Hisayo FUKUSHIMA,
Tomoko AKUTSU a Ken WATANABE. Effects of oximes on mitochondrial
oxidase activity. Toxicology Letters. 2009, 189(2), 110-114.

[61] GUIMARAES, Ana Paula, Tanos CELMAR COSTA FRANCA, Teodorico Castro
RAMALHO, Magdalena NASCIMENTO RENNO, Elaine Fontes Ferreira
DA CUNHA, Karina Silvia MATOS, Daiana Teixeira MANCINI a Kamil KUCA.
Docking studies and effects of syn-anti isomery of oximes derived from pyridine
imidazol bicycled systems as potential human acetylcholinesterase reactivators.
Journal of Applied Biomedicine. 2011, 9(3), 163-171.

[62] MALINAK, David, Jan KORABECNY, Ondiej SOUKUP, Luk4s GORECKI,
Eugénie NEPOVIMOVA, Miroslav PSOTKA, Rafael DOLEZAL, Thuy D.
NGUYEN, Eva MEZEIOVA, Kamil MUSILEK a Kamil KUCA. A Review of the
Synthesis of Quaternary Acetylcholinesterase Reactivators. Current Organic
Chemistry. 2018, 22(16), 1619-1648.

[63] SPOHRER, Ute a Peter EYER. Separation of geometrical syn and anti isomers of
obidoxime by ion-pair high-performance liquid chromatography. Journal of
Chromatography A. 1995, 693(1), 55-61.

[64] NSIKABAKA, Samuel, Walid G. HARB a Manuel.F. RUIZ-LOPEZ. The role of
water on the acid-promoted E/Z isomerization of oximes in aqueous solution.
Journal of Molecular Structure: THEOCHEM. 2006, 764(1-3), 161-166.

[65] KALASZ, Huba, Syed M. NURULAIN, Gabor VERESS, Sandor ANTUS, Ferenc
DARVAS, Ernest ADEGHATE, Abdu ADEM, Farzad HASHEMI a Kornelia
TEKES. Mini review on blood-brain barrier penetration of pyridinium aldoximes:
BBB penetration of pyridinium aldoximes. Journal of Applied Toxicology. 2015,
35(2), 116-123.

[66] ARNOTT, John A a Sonia Lobo PLANEY. The influence of lipophilicity in drug
discovery and design. Expert Opinion on Drug Discovery. 2012, 7(10), 863-875.

[67] SAKURADA, Koichi a Hikoto OHTA. No promising antidote 25 years after the
Tokyo subway sarin attack: A review. Legal Medicine. 2020, 47, 101761.

[68] JEONG, Hee Chun, Nam Sook KANG, No-Joong PARK, Eul Kyun YUM a Young-
Sik  JUNG. Reactivation potency of fluorinated pyridinium oximes for
acetylcholinesterases inhibited by paraoxon organophosphorus agent. Bioorganic &
Medicinal Chemistry Letters. 2009, 19(4), 1214-1217.

[69] MERCEY, Guillaume, Tristan VERDELET, Géraldine SAINT-ANDRE, Emilie
GILLON, Alain WAGNER, Rachid BAATI, Ludovic JEAN, Florian NACHON a
Pierre-Yves RENARD. First efficient uncharged reactivators for the
dephosphylation  of  poisoned human acetylcholinesterase.  Chemical
Communications. 2011, 47(18), 5295.

68



[70]

[71]

[72]

[73]

[74]

[75]

[76]

[77]

[78]

ZORBAZ, Tamara, Petra MISETIC, Nicolas PROBST, Suzana ZUNEC, Antonio
ZANDONA, Gordana MENDAS, Vedran MICEK, Nikolina MACEK HRVAT,
Maja KATALINIC, Anissa BRAIKI, Ludovic JEAN, Pierre-Yves RENARD, Vesna
GABELICA MARKOVIC a Zrinka KOVARIK. Pharmacokinetic Evaluation of
Brain Penetrating Morpholine-3-hydroxy-2-pyridine Oxime as an Antidote for
Nerve Agent Poisoning. ACS Chemical Neuroscience. 2020, 11(7), 1072-1084.

GARCIA, Gregory E., Amy J. CAMPBELL, John OLSON, Deborah MOORAD-
DOCTOR a Venee I. MORTHOLE. Novel oximes as blood-brain barrier
penetrating cholinesterase reactivators. Chemico-Biological Interactions. 2010,
187(1-3), 199-206.

HELDMAN, Eli, Yacov ASHANI, Lily RAVEH a Eliezer S. RACHAMAN. Sugar
conjugates of pyridinium aldoximes as antidotes against organophosphate
poisoning. Carbohydrate Research. 1986, 151, 337-347.

BHONSLE, Jayendra B., Robert CAUSEY, Benjamin L. OYLER, Cecilia
BARTOLUCCI, Doriano LAMBA, Alessandro PESARESI, Nanaji K.
BHAMARE, Iswarduth SOOJHAWON a Gregory E. GARCIA. Evaluation and
computational characterization of the facilitated transport of Glc carbon C-1 oxime
reactivators across a blood brain barrier model. Chemico-Biological Interactions.
2013, 203(1), 129-134.

DA SILVA, Ophélie, Nicolas PROBST, Christophe LANDRY, Anne-Sophie
HANAK, Pierre WARNAULT, Caroline COISNE, André-Guilhem CALAS,
Fabien GOSSELET, Charlotte COURAGEUX, Anne-Julie GASTELLIER,
Mariléne TRANCART, Rachid BAAT]I, Marie-Pierre DEHOUCK, Ludovic JEAN,
Florian NACHON, Pierre-Yves RENARD a José DIAS. A New Class of Bi- and
Trifunctional Sugar Oximes as Antidotes against Organophosphorus Poisoning.
Journal of Medicinal Chemistry. 2022, 65(6), 4649-4666.

KOBRLOVA, Tereza, Jan KORABECNY a Ondiej SOUKUP. Current approaches
to enhancing oxime reactivator delivery into the brain. Toxicology. 2019, 423, 75—
83.

GALLAGHER, Erin, Il MINN, Janice E. CHAMBERS a Peter C. SEARSON. In
vitro characterization of pralidoxime transport and acetylcholinesterase reactivation
across MDCK cells and stem cell-derived human brain microvascular endothelial
cells (BC1-hBMECs). Fluids and Barriers of the CNS. 2016, 13(1), 10.

JOOSEN, Marloes J.A., Marcel J. VAN DER SCHANS, Christian G.M.
VAN DIJK, Willem C. KUIJPERS, Heleen M. WORTELBOER a Herman P.M.
VAN HELDEN. Increasing oxime efficacy by blood-brain barrier modulation.
Toxicology Letters. 2011, 206(1), 67—71.

JOOSEN, Marloes J.A., Stefanie M. VESTER, Jouk HAMELINK, Steven D.
KLAASSEN a Roland M. VAN DEN BERG. Increasing nerve agent treatment
efficacy by P-glycoprotein inhibition. Chemico-Biological Interactions. 2016, 259,
115-121.

69



[79] KHAN, Farhat A., Amy J. CAMPBELL, Benjamin HOYT, Christine HERDMAN,
Therese KU, Sonia THANGAVELU a Richard K. GORDON. Oxidative
mechanisms for the biotransformation of 1-methyl-1,6-dihydropyridine-2-
carbaldoxime to pralidoxime chloride. Life Sciences. 2011, 89(25-26), 911-917.

[80] SHIH, Tsung-Ming, John A. GUARISCO, Irwin KOPLOVITZ, Robert K. KAN,
Todd M. MYERS a John H. MCDONOUGH. The oxime Pro-2-PAM provides
minimal protection against the CNS effects of the organophosphorus nerve agents
sarin, cyclosarin, and VX in guinea pigs. Toxicology Letters. 2010, 196, S271.

[81] YE, Rongzi, Yuanjie CAO, Xiaoxiang XI, Long LIU a Tiegiao CHEN. Metal — and
radical-free aerobic oxidation of heteroaromatic methanes: an efficient synthesis of
heteroaromatic aldehydes. Organic & Biomolecular Chemistry. 2019, 17(17), 4220—
4224,

[82] CLAYDEN, Jonathan, Nick GREEVES a Stuart WARREN. Organic Chemistry.
B.m.: OUP Oxford, 2012. ISBN 978-0-19-927029-3.

[83] Boc Deprotection Mechanism - HCI [online]. Dostupné z: http://commonorganicch
emistry.com/Rxn_Pages/Boc_Protection/Boc_Protection_HCI_Mech.htm.

[84] WUTS, Peter G. M. a Theodora W. GREENE. Greene’s Protective Groups in
Organic Synthesis. B.m.: John Wiley & Sons, 2006. ISBN 978-0-470-05347-8.

[85] KERN, Nicolas, Thomas DOMBRAY, Aurélien BLANC, Jean-Marc WEIBEL a
Patrick PALE. Silver(l)-Catalyzed Deprotection of p — Methoxybenzyl Ethers: A
Mild and Chemoselective Method. The Journal of Organic Chemistry. 2012, 77(20),
9227-9235.

70



