Univerzita Hradec Kralové
Prirodovédecka fakulta

Katedra chemie

Syntéza S-substituovanych pyridinium-2-aldoxim
jako potencialnich reaktivatori organofosfaty

inhibovanych cholinesteras

Diplomova prace

Autor: Bc. Lukas Fresser

Studijni program: Chemie, N0O531A130003

Studijni obor: Chemie - spec. toxikologie a analyza Skodlivin
Vedouci prace: RNDr. David Malifidk, PhD.

Odborny konzultant: Mgr. Eliska Prchalova

Hradec Kralové éervenec 2023



Univerzita Hradec Kralové
Pfirodovédecka fakulta

Zadani diplomové prace

Autor: Lukas Fresser
Studium: S21CHO11NP

Studijni N0531A130003 Chemie
program:

Studijni obor: Toxikologie a analyza skodlivin

Nazev Syntéza 5-substituovanych pyridinium-2-aldoximi jako
diplomové  potencidlnich reaktivatori organofosfity inhibovanych

prace: cholinesteras

Nazev Synthesis of 5-substituted pyridinium-2-aldoximes as potential reactivators of
diplomové organophosphates-inhibited cholinesterases

prace AJ:

Cil, metody, literatura, piredpoklady:

1. Regerse syntézy a biologické aktivity novych ale také komerénich molekul vyuzivanych jako
reaktivatory organofosforovymi slouc¢eninami inhibovanych cholinesteras popsanych v odborné
literatuie.

2. Syntéza, urceni struktury a fyzikalné-chemickych vlastnosti pripravenych meziprodukta i
cillovych molekul.

3. Sepsani diplomové prace.

Databdze Reaxys, Chemical abstract, Web of Science, Scopus

Zadavajici Katedra chemie,
pracoviste:  Pfjrodovadecka fakulta

Vedouci RNDr. David Malifidk, PhD.
préce:
Oponent: RNDr. Miroslav Psotka, PhD.

Datum zadani zavérecné prace: 20.7.2021



ProhlasSeni:

., Prohlasuji, Ze jsem diplomovou prdci vypracoval samostatné a zZe jsem v seznamu

pouczité literatury uvedl vSechny prameny, ze kterych jsem vychazel.

V Hradci Kralové dne 19. 7. 2023

S UNASA~—

Bc. Lukas Fresser



Podékovani:

Rad bych podékoval RNDr. Davidu Malinakovi, PhD. a Mgr. EliSce Prchalové
za odborny dohled pii mé experimentalni ¢asti a cenné rady pfi vypracovavani teoretické
casti mé diplomové prace. Zaroven bych chtél podékovat Ing. Jané Svobodové, Ph.D. a
RNDr. Patrikovi Oleksakovi, PhD. za méfeni NMR spekter. Dale PharmDr. Lukasi
Prchalovi, Ph.D. za méfeni HRMS spekter. Prace vznikla diky institucionalni podporte
Prirodovédecké fakulty Univerzity Hradec Kralové (SV2112-2023) a byla podpotena
projektem Grantové agentury Ceské republiky (GA CR 21-03000S).



Anotace

Tato diplomova prace se zabyva syntézou 5-substituovanych pyridinium-2-aldoximu
jako potencialnich reaktivatora organofosfaty inhibovanych cholinesteras. Teoreticka
cast je v uvodu zaméfena na strucny popis acetylcholinesterasy a butyrylcholinesterasy.
Nasledné je zminéna inhibice cholinesteras organofosforovymi slouceninami a terapie
otrav. V dalsi casti se zaméfuji na problematiku komeréné dostupnych oximovych
reaktivatori, kde se vénuji zejména pralidoximu. V zavéru teoretické Casti se zabyvam
problematikou prostupu reaktivatorti pies hematoencefalickou bariéru. V praktické Casti
je pak popsana pfiprava tii finalnich produktd odvozenych od struktury pralidoximu,
ktery je substituovan tfemi riznymi amidovymi substituenty. Finalni produkty byly
ptfipraveny z lehko dostupnych vychozich latek po sedmi reak¢nich krocich.

Struktura vSech pripravenych latek byla ovéfena pomoci NMR a HRMS analyz.
Kli¢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, I 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.
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Uvod

Organofosfaty (OP) jsou synteticky pfipravené latky, konkrétné se jedna o velmi
toxické slouceniny fosforu. Jediny OP znamy v piirodé€ 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 méfitku
jako insekticidy zejménav USA, Jizni Americe a Asii. Prvni vysoce toxické
organofosfaty byly pfipraveny v Némecku a Velké Britanii tésné pred 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 kvuli jejich vysoké akutni a chronické toxicité. V novodobé historii
bylo zaznamenadno hned nékolik =zneuziti NPL pifi vojenskych konfliktech
¢i teroristickych utocich. Piikladem mohou byt valkav Perském zalivu v 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 k teroristickému Gtoku za pouziti
sarinu, kdy vlivem akutni intoxikace zahynulo sedm lidi [5]. V roce 1995 doslo
v tokijském metru k dal§imu imyslnému vypusténi sarinu v letalni koncentraci, kde
zemfelo na akutni intoxikaci jedenact lidi [6]. V roce 2017 bylo pouzito VX pii atentatu
naKim Cong-nama, ktery vlivem akutni intoxikace zemfel na mezinarodnim letisti
Kuala Lumpur [7]. V bfeznu 2018 se uskute¢nil pokus o atentat na byvalého ruského
agenta Sergeje Skripala a jeho dceru Yulii NPL typu Novichok [8]. O dva roky pozdéji

byl uskutecnén dalsi pokus o atentat na ruského opozi¢niho politika Alexeje Navalného

stejnym typem latky [9].

Riziko potencialniho pouziti NPL zpusobuje velky zajem vyzkumnych skupin o vyvoj
ucinngjSich antidot proti t€émto latkam. Problémem je, Ze neexistuje univerzalni oximovy
reaktivator u€inny proti vSem znamym NPL. Dalsi komplikaci pfi zahajeni terapie
oximovymi reaktivatory je jejich chemicka struktura obsahujici nabity kvarterni dusik,
komplikujici prichod pres hematoencefalickou bariéru (HEB) [10]. V neposledni fadg,
komer¢né pouzivané reaktivatory nejsou schopné reaktivovat ,,zestarlou™ formu enzymu

[11].
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Pralidoxim (2-PAM) je jednim z komer¢né dostupnych a pouzivanych reaktivatoru
OP inhibované acetylcholinesterasy (AChE). Jeho vyhodou je pfitomnost pouze jednoho
kvarterniho dusiku ve struktufe, coz ma za nasledek vyssi propustnost pies HEB oproti
jeho biskvartérnim reaktivatoram. V piipadé 2-PAM je to cca 10 %, na rozdil
od biskvartérnich reaktivator s prostupem pies HEB pfiblizné z 3 % [12, 13]. Cilem této
prace je syntéza S-substituovanych derivati 2-PAM, které by mély vykazovat vyssi
reaktivacni 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 savcad 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 ucinnosti a efektivitou mnohem rychleji nez jiné estery [14].

(0]
| i |
-~
/U\ O/\/ Ig)\ /\AO A~ IC:I) %
Acetylcholin (1) Butyrylcholin (2)

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

AChE a BChE se tadi mezi skupinu serinovych hydrolaz a protedz. BChE, na rozdil
od AChE, puasobi hlavné v periferni nervové soustavé (PNS) anachazi se ve vétsi
koncentraci v plazmg, jatrech, slinivce bfisni a nékterych castech CNS jako jsou neurony
a gliové buriky [1, 14]. AChE je jednim z nejdulezit€jSich enzymi pro zachovani spravné
funkce nervii, konkrétné slouzi k terminaci nervovych vzruchu v cholinergnich synapsich
pomoci rychlé hydrolyzy ACh. Tento neurotransmiter hraje dalezitou roli zejména v CNS
a PNS. V PNS ma dalezitou funkci zajisténi neuromuskularniho pfenosu 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 mens$i substratovou specifitu pro ACh, zatimco
AChHE hydrolyzuje ACh jiz pfi nizkych koncentracich [14]. BChE disponuje schopnosti
Stépit i estery jinych cholint (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 tzkou a
hlubokou §térbinou ohranicenou perifernim anionickym mistem (PAS). PAS se nachazi
v podstaté na povrchu AChE a je vzdalené piiblizné 20 A od samotného aktivniho mista.
V PAS lze nalézt predev§im hydrofobni aromaticka rezidua aminokyselin jako Tyr72,

Asp74, Tyrl24, Trp286 a Tyr341 [18, 19]. Nadné Stérbiny je umisténo katalytické

12



aktivni misto (CAS). CAS se sklada ze dvou podjednotek anionické a esterové.
Katalyticka tridda esterového mista lidské AChE je tvofena 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 pozitivneé nabitého substratu pro vstup a nasledné navazani do aktivniho

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

Periferni anionické misto

HN i
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NS
(0]
Asp74
OH
Tyr341
204
/"——\\‘\ . . .:
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6\ \\\ \\ ’11 I(/ 5
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|
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~ ’ '
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Obrazek 2: Struktura lidské AChE (UniProtKB-P22303, EC 3.1.1.7).

V prvnim  kroku zafind mechanismus hydrolyzy ACh nukleofilnim atakem
hydroxylové skupiny Ser203 na elektrofilni atom esterového uhliku ACh za GCelem
vytvoreni doCasné kovalentni acylové vazby mezi enzymem a substratem. Nukleofilni
dusik His447 je protonizovan molekulou vody za soucasného nukleofilniho ataku

vznikajictho hydroxidového aniontu na acetylovou skupinu Ser203. Tento nukleofilni
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atak muaze byt opé€t podporen vytvorenim docasné vodikové vazby mezi His447 a Glu334.
Déle dochazi k odstépeni kyseliny octové a obnoveni aminokyselinového slozeni

v esterovém misté (Schéma 1) [1].

% |
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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 kazd4 z jeho ¢tyt podjednotek je tvofena 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 tridadu slozenou ze Ser198, Glu325 a His438 [24]. Kazdy monomer ma
20 A hlubokou a tizkou §térbinu s aktivnim mistem obsahujicim 55 aminokyselin. V tsti
Stérbiny se nachazi PAS, mj. s aminokyselinami Asp70 a Tyr332, které se podili na
pocatecni vazbé s pozitivné nabitymi substraty. Jestlize je kladné 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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zmeéna vyvola piiblizeni 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 nachazi tzv. oxyanion
vazebné misto, které je tvoreno Gly116, Gly117 a Alal99. 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
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Obrazek 3: Struktura lidské BChE (UniProtKB — P06276, EC 3.1.1.8).

15



1.2. Organofosfaty jako inhibitory cholinesteras

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

a (S
X_Il’_Rz
R,
obecny vzorec OP (3)

Obrazek 4: Obecny strukturni vzorec OP (3).

Mechanismem ucinkd pasobeni OP, vcetné 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
receptort, coz vede ke vzniku tzv. cholinergni krize. Intoxikace jiz velmi malymi
davkami OP mohou byt fatalni [28]. Prvni piiznaky otravy OP se obvykle objevuji,
jakmile aktivita AChE klesne pod 50 %. Zavazné ptiznaky se objevuji, pokud aktivita
AChHE klesne pod 10-20 %. Do této skupiny ptiznaku patii zvySena perspirace, salivace,
lakrimace (PSL syndrom) a vyskyt kieci. Pokud aktivita AChE v CNS klesne pod 10 %,
lze pozorovat midzu a paralyzu dychacich svali, coz vede k respiraCnimu
selhani [29, 30, 31]. Mezi nejzavazné€jsi symptomy, které mohou vést ke koématu ¢i
dokonce smrti, patii deprese dechového centra v prodlouzené mise s naslednou zastavou
dechu, dale ochrnuti branice a mezizebernich svalti, 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 vznika fosfylserin. Tato
forma neaktivniho fosforylovaného enzymu muze sice podléhat spontanni hydrolyze,
ktera je vSak extrémné pomala. Radové probiha v rozmezi hodin az dnd v piipadé
intoxikaci V-latkami. Kompetitivni reakci ke spontanni hydrolyze je intramolekularni
reakce, ktera probiha v mnohych piipadech rychleji a zptisobuje nevratnou dealkylaci OP
(tzv. starnuti). Kyslikovy atom molekuly vody, ktera je vazana pfes 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 dasledku toho se ,,zestarly*
fosfyl-AChE konjugat jiz nehydrolyzuje a je odolny vuéi reaktivaci oximovymi
reaktivatory (Schéma 2). Polocas starnuti AChE je rlizny a zavisi na typu pouzité NPL.
Soman ma dobu starnuti pfiblizné 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 civilisti nebo vojenského personalu s NPL mohou o preziti
intoxikovaného jedince rozhodovat minuty. U intoxikaci OP lIze volit mezi

dvéma zpusoby terapie [27].

Prvnim zptusobem je profylaxe, ktera je vhodna napft. pro zdravotniky a vojaky, kdy
je zvySeny predpoklad rizika expozice téchto jedinci OP. Udrzovani aktivni AChE
je zakladnim pozadavkem pro Gcinnou profylaxi. AChE muze byt chranéna pomoci
reverzibilnich inhibitori AChE, které inhibuji enzym pomoci slabych nevazebnych
molekulovych interakci, které rychle vznikaji i1 zanikaji a znemoziluji inhibici
irreverzibilnimi OP. Na rozdil od irreverzibilnich inhibitord u nich lze 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 u€elem profylaxe
intoxikaci NPL [27].
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pyridostigmin bromid (11)
Obrazek 6: Struktura pyridostigmin bromidu (11).

Druhym zpliisobem je post-expoziéni terapie, kdy je pro preziti postizenych pacientt
naprosto zasadni rychlost podani antidot. Nejacinnéjsim zptisobem pro rychlou klinickou
1écbu otrav OP je intravendzni (IV) podani vhodného antidota. K nouzové lécbe
intoxikovanych vojakii 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 reaktivaitor AChE. Problémem je, ze 1 pii okamzitém IM podani
antidota vyzaduje tato forma podani k dosazeni jeho terapeutickych hladin v krevnim

obéhu 8 az 30 min [37].

)

N\i
Cl l —N
0)

0) —OH O

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

Kauzalni 1écbu pak zajistuji oximové reaktivatory (napi. pralidoxim (2-PAM; 14),
methoxim (MMB-4; 15), trimedoxim (TMB-4; 16), obidoxim (LiuH-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 reaktivatora OP inhibované AChE 14-19.
1.3.1. Oximové reaktivatory cholinesteras

Oximové reaktivatory jsou latky, které vykazuji antidotni ucinek vaéi inhibované
ACHhE pfi intoxikacich NPL. Komer¢né€ dostupné reaktivatory jsou pyridiniové aldoximy
s pritomnosti jednoho nebo dvou kvarternich dusikt, proto jsou to polarni organické
slouceniny s nizkou lipofilitou. RozliSujeme dva strukturalni typy aldoximu dle poctu
pyridiniovych kruha a kvartérnich dusika. Bylo zjisténo, ze monokvartérni a biskvartérni
aldoximy vykazuji UCinnou reaktivacni schopnost viaci OP inhibované AChE.
Biskvartérni aldoximy vykazuji lep§i reaktivacni u€innost nez monokvartérni aldoximy
diky tomu, ze druhy kvarterni dusik interaguje s PAS enzymu AChE, coz zvySuje

vazebnou afinitu reaktivatoru v CAS [39].

Problémem komercné pouzivanych reaktivatoru pfi reaktivaci inhibované AChE je, ze
jsou ve srovnani s NPL trvale nabité kvartérni slouceniny, které ve velké mire
neprostupuji pies HEB. Tyto reaktivatory reaktivuji ucinnéji spiSe AChE na periferii nez
v CNS [40]. Naprtiklad 2-PAM prochazi pies HEB pfiiblizné z 10 % po IV podané déavce
[41]. Biskvartérni oximy prostupuji pfiblizn€ z 1-3 % po IV podané davce [22, 42].

Pro reaktivaci OP inhibované AChE je naprosto nezbytné, co nejrychlejsi zahéjeni
terapie pied dealkylaci OP [43]. Mechanismus reaktivace OP inhibované AChE probiha
prostiednictvim dvoukrokové reakce. V prvnim kroku je dulezita tvorba oximatového
aniontu, ktery vznika pfi fyziologickém pH. Oximatovy aniont nukleofiln€ atakuje atom
fosforu fosforylované AChE. Ve druhém kroku dochazi k vyvazani komplexu mezi
reaktivatorem a OP, ktery se nazyvéa 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 reaktivatora je vhodny pro reaktivaci AChE, ktera
je inhibovana jinym typem NPL. 2-PAM je velmi a¢inny pii reaktivaci AChE inhibované
sarinem nebo latkou VX, ale naopak byl méné uUcinny pfi jeho podani pacientim
intoxikovanym somanem a tabunem [44]. Methoxim nevykazuje dobrou reaktivacni
ucinnost pii intoxikacich tabunem, ale dobrou pfi intoxikacich cyklosarinem [45, 46].
Trimedoxim vykazuje v porovnani s obidoximem mensi reaktiva¢ni ti¢innost u intoxikaci
tabunem. Naopak dobrou reaktiva¢ni u€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. Zarovei vykazuje
dobrou reaktivani ucinnost u intoxikaci sarinem alatkou 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 HL6-7 komercné pouzivan a je i 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 oviliviwjici reaktivaci cholinesteras

Na zakladé prvnich studii Wilsona v roce 1955 byla u reaktivatori ChE
zjisténa nezbytna pritomnost oximové skupiny a kvartérniho dusiku v jejich struktute pro

reaktivacéni ucinek [47].

Dale je velmi dilezita hodnota pK, reaktivatoru, ktera pravé urcuje snadnost disociace
oximové skupiny na oximatovy anion, ktery v reaktivaénim mechanismu hraje kli¢ovou
roli. Cim niZ§i je hodnota pK,, tim 1épe se tvoii ionizovana forma daného reaktivatoru.
Optimalni rozmezi se pohybuje mezi 7,00 — 835, kdy je pfitomno alesponn 10 %
oximatové formy reaktivatoru, ktera je potfebna pro dostacujici reaktivacni schopnost pro
preziti organismu. Hodnoty pK, pro standardni reaktivatory se pohybuji od 7,04 pro
HL67 do 8,2 pro trimedoxim [48].

Dal§imi faktory pro uspésnou reaktivaci mohou byt délka a rigidita linkeru mezi
pyridiniovymi kruhy u biskvartérnich reaktivatori a poloha oximovych skupin (20)
(Obrazek 9). Pokud do struktury reaktivatori zacClenime pfiliS rigidni

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

Jak jiz bylo zminéno, tak uCinnost reaktivace mulze ovliviiovat pocet
a poloha oximovych skupin. Nej¢astéji se oximova skupina u reaktivatora vyskytuje v
poloze C2 a C4, kde je reaktivacni schopnost vétSinou vice uU¢inna ve srovnani
s oximovou skupinou v pozici C3. V pfipadé¢ 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 ucinnost v pripadé pozic C2 a C4 [45].

N /\ Os NOH

@ n=1,2,3,..
2X

HO

Obecna struktura pro biskvartérnich reaktivatory (20)

Obrazek 9: Obecna struktura (20) pro biskvartémi 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 dobfe prozkoumané
reaktivatory spolecné s obidoximem a asoximem. Jiz mnoho let se fadi mezi komer¢né
dostupné reaktivatory [49, 50]. Poprvé byl 2-PAM pouzit jako antidotum pii intoxikaci
parathionem roku 1956 v Japonsku, tedy po roce od jeho objeveni [51]. V raznych zemich
se lisi také forma soli, ve které je 2-PAM podavan (Obrazek 10). 2-PAM chlorid je dosud
jedinym 1écCivem, 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 muze byt jodid, kde
je nutno dbat na spravnou davku, protoze nadbytek jodidu muze vést k toxicité pro Stitnou

zlazu [50].

| A
o CI?/ _NOH 0
11
X | X=CI, T, H3C—ﬁ—o
0
2-PAM (14)

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

2-PAM se rovnomérné distribuuyje v  krvi, pfiemz u n¢ 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 pacienti se snizenou
funkci ledvin, protoze jeho clearance se vtom piipadé vyrazné snizuje. 2-PAM

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

Od objeveni 2-PAM roku 1955 britskymi a americkymi vyzkumnymi skupinami
se soustiedila pozornost na objeveni a syntézu dalSich oximovych reaktivatorti zpocatku
zaméfenych hlavné vici somanu, jelikoz doba starnuti somanem inhibované AChE je
velmi kratka, pfiblizné 2-4 min. V posledni dobé€ se zajem soustiedil zejména na vyvoj
reaktivatori uUc¢innych proti §irSimu spektru pusobeni 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 NH2OH v kyselém prostiedi za vzniku pyridin-2-
aldoximu (22) s naslednou methylaci CH3l za vzniku finalniho produktu 2-PAM ve
formé jodidové soli (Schéma 4) [47, 57].

NH20H CH3I | X
CI?/ NOH
© g

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

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

dale ztraci kysely atom vodiku a vznik4 oximova skupina u produktu 22 [58].

hemiaminal N
| A NH,-OH | X | N . H '
~ H — 7
G N ﬁ N
21 5 H
N X
Ao e [0 e O
N =-"OH N7 /%)Q{ P NOH
@0 H
H H ] » H

Schéma 5: Adi¢né¢-eliminaéni mechanismus vzniku oximu (22).

Ve druhém kroku dochazi k methylaci atomu dusiku na pyridinovém kruhu
mechanismem bimolekularni nukleofilni substituce (Sn2) s CH3l. Volny elektronovy par

atomu dusiku pyridinu latky 22 nukleofilné atakuje methylovou skupinu CHsl, kde je
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polarizovana vazba smérem k atomu jodu a ma tak parcialni kladny naboj (6%). Nukleofil
piistupuje k elektrofilnimu atomu uhliku vzdy z opacné strany vici odstupujici skuping.
Pokud by nukleofil pfistupoval ze stejné strany jako je odstupujici skupina, dochazelo by
zde k silnému sterickému branéni, jelikoz atom jédu je velmi objemny. Obecné jsou
halogenmethany v Sn2 reakcich nejreaktivnéj§imi substraty, jelikoz zde nedochézi
ke sterickému branéni a nukleofil tak mize dobfe pfistupovat z opacné strany vici
odstupujici skupin€. Dale vznika pfechodovy stav, kdy se vytvari ¢asteCna vazba mezi
pfistupujicim nukleofilem a atomem uhliku CH3sl. Jodidovy anion patii mezi slabé baze
a bude dobfe stabilizovat zaporny naboj vznikajici v prechodovém stavu. Po odstoupenti
jodidového aniontu dochazi k vytvofeni nové kovalentni vazby mezi nukleofilem

a methylovou skupinou u finalniho produktu 14 (Schéma 6) [58].

t
5t 5 HON.__H
= cuLa ~
3 § H, .H & |
N7 NOH Ny oLt — ®©__NOH
N
22 L N 14

Schéma 6: Sx2 mechanismus methylace pyridin-2-aldoximu (22).
1.4.2. Derivaty a izomery pralidoximu

Derivaty odvozené od obecné struktury pralidoximu muZzeme 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 derivatd 2-PAM ke snizeni jejich reaktivacni
ucinnosti. 4-PAM vykazuje mirné reaktivacni ucinky, kdy se reaktivani ucinnost
zvysila s prodlouzenim postranniho fetézce. Nejslabsi reaktivac¢ni ucinnost 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 prokézaly, ze zavedeni linearniho alkylového fetézce na pyridiniovy dusik
zvySuje reaktivacni ucinnost v porovnani se zavedenym rozvétvenym alkylovym
fetézcem [13]. AvSak dal§i 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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mitochondrialni oxidasy a tvorba reaktivnich forem kysliku. K ur€eni presného

mechanismu toxicity té€chto reaktivatora je vSak nutny dalsi vyzkum [60].

©°N
X I'1
R
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). Dals§i moznosti pro vyjadieni geometrické izomerie oximu je E/Z
konfigurace. Vznik izomert je dan omezenou rotaci kolem rigidni dvojné vazby C=N.
Tyto izomery mohou mit rizné fyzikalni a farmakologické vlastnosti [50, 61]. [zomer
anti je nestabilni a rychle izomerizuje na syn-izomer. V roztoku se vytvaii rovnovaha
obou izomerd s majoritnim zastoupenim syn-izomeru. Syn-izomer 2-PAM
pravdépodobné vykazuje vysSS§i reaktivani aktivitu u sarinem inhibované AChE

v porovnani s jeho anti-isomerem, jak jiz bylo dfive pozorovano u 4-PAM [62, 63].

| A N OH
ol N o 4
ol T o  on

H X | H

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 piipadé protonizovanych oximu jsou nejvice
stabilni anti (Z) izomery. Vazba C=N v oximech je sama o sob& pfili§ rigidni
a neumoziiuje volnou rotaci kolem této vazby. Izomerizacie oximu zacina protonaci
dusiku. Dale dochazi k adici vody na dvojnou vazbu C=N protonizovaného oximu. Dusik
je v porovnani suhlikem mnohem elektronegativnéj§i a zvySuje svou piitomnosti
elektrofilitu sousedniho uhliku, na ktery se miize navazat voda jako nukleofil. Po adici

vody vznika pirechodovy stav, ktery je vSak kvili energeticky nestabilnimu kvarternimu
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dusiku pouze docCasny. V tomto pfechodovém stavu je jiz pfitomna jednoducha vazba,
ktera umoziuje rotaci kolem vazby C-N. Nakonec dochézi k eliminaci vody a stabilizaci

molekuly odstépenim protonu z kvartérniho dusiku (Schéma 7) [64].

R .. ®

C=N H C N@

H OH \

syn (E) HO @ R

R c NHZOH 5 Cc=0 + NH,0H
H H/
2

R\C_NOH . R on

/ C N@

H

anti (2)

Schéma 7: Mechanismus izomerizace oximiul ve vodnych roztocich v pfitomnosti kyseliny.
1.5. Metody zvySeni prostupu reaktivatoriu do mozku

Pro zvyseni prostupnosti oximovych reaktivatord pres HEB lze uplatnit 4 zakladni

piistupy [39].

Jako prvni je vyvoj novych strukturnich typt oximovych reaktivatori. 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
raznymi del§imi alifatickymi feté€zci. Nove piipravené slouceniny byly pojmenovany jako
4-PAO (26) a 4-PAD (27) (Obrazek 13) [13, 59]. Substituce delsimi alifatickymi fetézci
vedla v tomto pfipadé k vyss§i prostupnosti do CNS cca 30 %. Naopak reaktivacni
ucinnost té€chto reaktivatori byla dvakrat nizsi nez u 2-PAM. Jejich potencialni vyuziti je

navic omezeno jejich vyznamnou toxicitou [59, 66, 67].

Br
= | ~NOH

WN\
®

n
n=1 4-PAO (26)
n=2 4-PAD (27)

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 reaktivatoru pies HEB. Prostupnost téchto reaktivatori byla mirné lepsi
oproti nehalogenovanym analogiim 4-PAM (28), ale snizila se u nich rozpustnost ve vodé.
Slouceniny 29-30 byly také testovany na svou schopnost reaktivace paraoxonem (POX)
inhibované AChE cervenych krvinek, ale nevykazovaly lepsi vysledky nez komercné

dostupné reaktivatory (Obrazek 14) [68].

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

podani, diky dobrému pruniku reaktivatoru pres biologické bariéry [70].

I B K/N i A
NF OH E N# OH
(31) HON” (32) HON® i (33) HON®
LS

MeO yZ OH

N N l _NOH
MeO N

(34) G (35)
/N\

Obrazek 15: Nenabité oximy (31-35) testovany in vivo.
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Druhou moznosti, ktera si ziskala pozornost v poslednim desetileti je konjugace
reaktivatort s glukozou [39]. Glukoza se fyziologicky vaze na specificky transportér
GLUT1 umistény v HEB, ktery by mohl usnadnit prostup konjugatu oxim-glukoza pres
HEB. V této souvislosti byly pfipraveny konjugaty 2-PAM se sacharidy. Ackoli nebylo
pfimo 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 glukézou piipojenou k poloze
N1 ptes sedmiuhlikaty linker (37) (Obrazek 16) mél mimné lepsi vysledky reaktivace
ve srovnani s puvodni molekulou z predchozi studie. Vysledky molekularniho
modelovani ukazaly, Ze transport oximu konjugovaného s glukézou pies GLUTI1
transportér je omezenéj§i nez transport samotné glukézy. Transportér GLUTI

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

V dalsi studii byly pfipraveny analogy 2-PAM konjugované s glukézou za pouziti
tiiuhlikatych (36) nebo sedmi — az osmiuhlikatych linkert (37-38). Predpokladalo se, ze
osmiuhlikaty linker umozruje glukoze interagovat se zbytky v PAS AChE a pomaha se
spravnou orientaci oximu uvnitt CAS. Nejucinnéjsim analogem byl konjugat 38
s osmiuhlikatym linkerem (Obrazek 16), u kterého bylo zji§téno, 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 | HONZ Y |
HO™ N O OB HO OO S
}NOH c® ;C:qOH =1 37 ¢
Ol OH n=2 (38)
(36)

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

Novy typ oximi kombinuje dvé vySe zminéné piistupy pro zlepSeni prostupnosti
reaktivatori 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 zlep§i 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, ze oxim 39 ma podobnou reaktivacni ucinnost jako asoxim u mysi

vystavenych POX [74].

HO O o _
\/\/\(\N N q
HO‘\’ 'I’OH N:N' | ~ NOH
=

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

Inhibice P-glykoproteinu (Pgp), jakozto efluxniho transportéru v HEB, byla
povazovana za dal§i moznost pro zvySeni prostupnosti reaktivatort pres 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 zaklad€ 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 nizsi. Je nutné zminit, ze krysam byl podan také atropin, na ktery muze mit

vliv inhibice Pgp [77, 78].

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

7
oxidace in vivo | =
@ %/ ’ ('B/
x ] 2N
NOH NOH
pro-2-PAM (40) 2-PAM (14)

Schéma 8: In vivo oxidace pro-2-PAM (40).
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Experimentalné bylo zjiSténo, ze u morcat vystavenych plsobeni sarinu nedoslo
tak k velkému neurologickému poSkozeni v pfipadé¢ 1écby intoxikace pomoci pro-2-PAM
(40). Mezi nevyhody proléCiva patfi obtiznd syntéza a znacna nestabilita molekuly
a s tim spojena autooxidace [39, 79]. Dale pro-2-PAM vykazoval slabou reaktivacni
ucinnost u inhibované AChE sarinem a latkou VX v CNS 1 PNS. Zachvaty vyvolané
sarinem a VX byl schopen blokovat pouze omezené z 16-33 %. Dale byl neucinny
pii reaktivaci AChE v CNS inhibované cyklosarinem. V krvi a srde¢ni tkani byla
reaktivaéni ucinnost 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 komercné pouzivaného monokvartérniho

reaktivatoru 2-PAM.

V této diplomové praci byly pfipraveny celkem tii nové derivaty 2-PAM substituované
v poloze C5 riznymi aromatickymi cykly pfes amidickou vazbu. Design tfi 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 potencialné reagovat se sarinem inhibovanou AChE a
zarovetl 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-w interakce a -7 stacking s Trp86 (Trp82 v BChE) zaroven tvorily vodikové
vazby mezi oximovou skupinou a Gly120 (Glyll5 v BChE). V neposledni tadé
ptitomnost druhého aromatického cyklu napojeného pies amidickou vazbu

substituované¢ho amidovou skupinou zlepSovala interakce v PAS.

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

také tvortit 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-aldoxima jako potencialnich
reaktivator OP inhibovanych ChE. Prvni krok syntézy probiha 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 reak¢niho
kroku. Ve druhém kroku bude dochazet k nachranéni aldehydické skupiny slouCeniny 45
za vzniku chranéného oximu mechanismem AgN, konkrétné adi¢né — eliminacnim
mechanismem. Tteti krok bude probihat pomoci nukleofilni acylové substituce (SnAc),
kdy dochazi k bazické hydrolyze methylesteru 47. Ve ¢tvrtém kroku dochazi k preméné
karboxylové kyseliny 48 na acylchlorid 49 opét mechanismem SnAc. Paty krok zahrnuje
aminolyzu za vzniku amidt na pyridinovém kruhu 53-55. V dalsim Sestém kroku dochazi
k N-methylaci pyridinového dusiku pomoci Sx2 mechanismu za vzniku monokvartérnich
sloucenin 56-58. V poslednim sedmém kroku dochazi k odchranéni oximu za vzniku
finalnich produkt 41-43. Noveé piipravené slouceniny odvozené od struktury komeréné
dostupného reaktivatoru 2-PAM se lisi substituci na amidovém substituentu v poloze C5

(Schéma 9).

34



O\N

| L 1©
NJ O NH, %\ O NH2
| ® H | H
= N = N

| e—
(0}
R;
R,

41,50,53,56: R; =Cl,R,=H o)

42,51,54,57: R; =MeO, R, =H R,

43,52, 55, 58: R; = MeO, R, = MeO R,

41-43 56-58
Os_NH,
o. H,N
|
| N\ . (0} NH, R, O\N O\N
NN Ry I~ I~
50-52 | | o
— (0] R, — Pz Cl — Pz OH
R, (0} (6]
53-55 49 48
HC1
_NH,
o (6}
\F o
N
| N\ 46 H I A N\
——— P 0 ) — 0  — | _ oL
[0) o 0
47 45 44

Schéma 9: Retrosynteticka analyza reakénich kroku pii pripravé finalnich produktt 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 uplatriuje nejen jako rozpoustédlo, ale rovnéz se ti€astni
reak¢niho mechanismu. Cel4 reakce probihala pod inertni dusikovou atmosférou. Produkt
45 byl separovan pomoci extrakce, precistén sloupcovou chromatografii a izolovan ve
formeé zluté pevné latky s vytéznosti 63 %. Struktura produktu byla ovérena pomoci

metod NMR a HRMS.

)
N N
S I, TFA HOS
2¢O~ DMSO O
S 160 °C, 2 hod 4
63 %
44 45

Schéma 10: Priprava produktu 45.

Syntéza probiha pomoci Kornblumovi oxidace v prostiedi DMSO jako rozpoustédla.
Nejprve dochéazi vlivem zmény pH pomoci TFA k ustileni chemické
rovnovahy enaminové izomerizace ve prospéch enaminu. Nasleduje jodace, kdy dvojna
vazba enaminu nukleofilné atakuje atom jodu s parcialnim kladnym nabojem (6%), ktery
ma polarizovanou vazbu smérem k druhému atomu jodu ataké dochéazi k obnoveni
pyridinového jadra. V dalsim kroku dochézi k Sn2 reakci, kterd zacina nukleofilnim
atakem kyslikového atomu se zapornym nabojem na elektrofilni atom uhliku, ktery ma
polarizovanou vazbu smérem k atomu jodu s parcialnim zapornym nabojem. Dochazi k
vytvoreni pfechodového stavu, kdy se vytvafri CasteCnd vazba mezi pfistupujicim
nukleofilem a atomem uhliku, za soucasného odstoupeni jodidového aniontu. Po
odstoupeni jodidového aniontu vznikd nova kovalentni vazba mezi nukleofilem
a elektrofilnim atomem uhliku. Nasledné dochazi k odstépeni protonu z atomu uhliku
sousediciho s navazanym DMSO, coz ma zanasledek posun elektroni k
elektronegativnimu atomu kysliku. V disledku posunu elektrond dochazi ke vzniku

karbonylu a odstépeni dimethylsulfidu (Schéma 11) [81].
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Po uplynuti reak¢niho Casu byl k odstranéni piebyte¢ného jodu z reakcni smési pouzit
0,5 M roztok Na>S»03, ktery pievadi jod na ve vodé dobfe rozpustnou sul Nal. Tato stl

byla z reakce nasledné jednoduse odde€lena extrakci do vodné faze.
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Schéma 11: Mechanismus Kornblumovi oxidace pfi pfipravé slouceniny 45.

V mezikroku byla pfipravena 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 ovéfena pomoci metod NMR a HRMS.

Cl 1. NaH, KI, THF

0°C > 1t NH HC
Q 24 h;)d - or
O)J\N,OH +
H 2. 3 M HCI, MeOH
73 %
O\
59 60 46

Schéma 12: Priprava 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,
napt. v podobé NaH. Nejprve hydridovy anion vytrhava kysely atom vodiku z atomu
kysliku za vzniku pfislu§ného alkoxidového aniontu latky 59, zaroven byla in situ
prevedena vychozi latka 60 s atomem chloru vazaného v benzylové poloze pomoci Sn2

reakce na 1épe odstupujici skupinu v podobé atomu jodu (Schéma 13). Benzylové
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derivaty reaguji rychle Sn2 mechanismem, protoze n-systém sousedni dvojné vazby muze
stabilizovat pfechodny stav konjugaci. Orbital p v reakénim centru musi vytvofit dveé
CasteCné vazby pouze se dvéma elektrony — je elektronové deficitni, a proto jakakoli dalsi
elektronova hustota, kterou muze ziskat ze sousedniho 7t-systému, stabilizuje prechodovy

stav a tim se zvysi rychlost reakce [82].

Deprotekce N-boc

F <l
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H H
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59
(0]
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IIJ H ® + HCl
.HCl
_NH,
O
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46
Schéma 13: Mechanismus pfipravy produktu 46.

Nasledné¢ dochazi kvytvoreni pirechodového stavu, kdy se vytvari cCastecna
vazba mezi pfistupujicim nukleofilem a atomem uhliku, za soucasného odstoupeni
jodidového aniontu. Nukleofil pfistupuje k atomu uhliku z opacné strany viici odstupujici
skupiné. Jodidovy anion patii mezi dobré odstupujici skupiny, jelikoz bude dobte
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 HCI v MeOH. Mechanismus deprotekce zacina protonizaci
karbamatového atomu kysliku pomoci HCI. Nasledné dochazi k presunu elektronu na
elektrondeficitni atom kysliku za soucasného odstoupeni ferc-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 vytvaii sil ve formé hydrochloridu se

vznikajici HCI u produktu 46 [83].

Chranéni aminQ bylo v tom pfipade dulezité, protoze by jinak dochazelo k soucasné
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 dusledku solvatace nukleofilu [58, 84].

Ve druhém kroku syntézy dochazi k nachranéni aldehydické skupiny latky 45 pomoci
chranici skupiny 46 ve formé& hydrochloridové soli (Schéma 14). Jako rozpoustédlo byl
pouzit bezvody pyridin, ktery v reakci slouzi zaroven i1 jako baze k vychytavani
hydrochloridu za uvolnéni aktivované latky 46. VSe probihalo pod inertni dusikovou
atmosférou. Produkt 47 byl separovan pomoci extrakce, preci§tén sloupcovou
chromatografii a izolovan ve formé bilé pevné latky s vytéznosti 52 %.

Struktura produktu byla ovéfena pomoci metod NMR a HRMS.

O N
N LN
H | + O/NHZ HCI Pyridin |
= O = 0)
~ 46 Lt., 1,5 hod ~
0 52 % 0
47
45
Schéma 14: Priprava produktu 47.
Syntéza probihd pomoci mechanismu AgN, konkrétné adicné — eliminacnim

mechanismem. Nejprve volny elektronovy par atomu dusiku latky 46 nukleofilné atakuje
karbonylovy elektrofilni uhlik latky 45 s parcialnim kladnym nabojem (6*), diky odsunu
elektrond smérem k atomu kysliku, ktery ma parcialni zaporny naboj (7). Dochazi

ke vzniku tetraedrického intermediatu a ke vzniku nové vazby mezi atomem dusiku

39



a elektrofilnim atomem uhliku karbonylové sloucCeniny. Nasledné je energeticky méné
vyhodny kvarterni dusik stabilizovan vytrzenim 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 pritomnosti

kyselého katalyzatoru (Schéma 15) [82].

Reak¢ni Cas syntézy byl zkracen ze 3,5 hod na 1,5 hod z divodu deprotekce
aldehydické skupiny produktu 47 v prubéhu reakce. Dale byla upravena
chromatografickd separace zmeénou stacionarni faze (SF) ze SiO2 na ALQOs, jelikoz
reten¢ni faktory produktu 47 a vychozi latky 45 jsou velmi blizké a pfi chromatografii
na SiO: se nepodafilo tyto latky efektivné oddélit.

Pyridin
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~ -H,0
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Schéma 15: Mechanismus AgN pfi pfipravé produktu 47.

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

byla ovéfena 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 (6*). Vznika
tetraedricky intermediat, kdy se vytvari nova vazba mezi nukleofilem a elektrofilnim
atomem uhliku acylu, diky odsunu elektronl 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) za vzniku produktu 48
(Schéma 17) [58].
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Schéma 17: Mechanismus SNAc pfipravy produktu 48.

Ve Ctvrtém kroku syntézy dochazi k preméné vychozi latky v podobé karboxylové
kyseliny 48 na jeji reaktivnéjsi funkéni derivat chlorid karboxylové kyseliny za vzniku
latky 49 (Schéma 18). Rozpoustédlem i reakénim ¢inidlem v této reakci je thionylchlorid
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(61). Reak¢ni smes byla po cely reakcni cas pod dusikovou inertni atmosférou, jelikoz
chloridy karboxylovych kyselin a taktéz thionylchlorid jsou velmi reaktivni, coz by
mohlo vést k reakci se vzdusnou vlhkosti. Sloucenina byla izolovana pomoci precipitace

ve formé hnédé pevné latky a bez Cisténi byla pouzita v dal§im reak¢énim kroku.
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Schéma 18: Priprava produktu 49.

Reakce probihd mechanismem SnAc. Nukleofilni karbonylovy kyslik napada atom
siry thionyl chloridu (61) a vznika intermediat 62 s dobfe 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. Déle dojde k eliminaci SO 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 pfipravy produktu 49.

Tento krok byl proveden za ucelem zvySeni vytéznosti pii tvorbé amidu v nasledujicim
kroku. Aminolyzu z karboxylové kyseliny 1ze provést jen velmi obtizné, jelikoz bazické

aminy neutralizuji kyselinu za vzniku karboxylatového aniontu. Z tohoto divodu byl
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proveden tento reak¢ni krok, aby se premeénila Spatné odstupujici hydroxylova

skupina na dobfe odstupujici halogenid pfi nasledné SnxAc (aminolyza).

V patém kroku syntézy reaguje vychozi latka 49 se tfemi rliznymi aminy 50-52
za vzniku latek 53-55 s nové vytvorenou 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 produkti byly ovéfeny pomoci metod
NMR a HRMS.

o. Os__NH, Oy
| LN Os_NH,
| N ) H,N BN | N "
— cl R THF Z
' .5°C—1t,24 hod o
0 R, 80 - 83 % R,
R,
49 50-52 53-55

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

Schéma 20: Priprava produktii 53-55.

Tento krok probiha mechanismem SnAc. Volny elektronovy par atomu dusiku
na aminu nukleofilné atakuje elektrofilni karbonylovy uhlik s parcialnim kladnym
nabojem (&%). Nasledn¢ dojde ke vzniku tetraedrického intermediatu, kdy se vytvari nova
vazba mezi nukleofilem a elektrofilnim atomem uhliku acylu, diky odsunu elektrond
k elektronegativnéj§imu atomu kysliku s parcidlnim zapornym nabojem (&).
Odstoupenim chloridového aniontu dochazi ke stabilizaci molekuly vlivem obnoveni
karbonylové skupiny. Chloridovy anion nasledné odstépuje kysely atom vodiku
na energeticky nevyhodném kvartérnim dusiku, coz ma zanasledek jeho stabilizaci

a vznik produktt 53-55 (Schéma 21) [58].
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Schéma 21: Mechanismus SNAc pfipravy produktu 53-55.

V Sestém kroku syntézy doSlo k N-methylaci latek 53-55 s CH3l za vzniku

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 26-76
a HRMS.

O\
N

53-55

%. Struktury produkti byly ovéfeny pomoci metod NMR

R, 26-76 %

o.
N
| | 1@
Os_NH, N Oy NH,
CH,I | @ H
ACN AN N
65 °C, 120 hod S
R,
R,

R,
56-58

53,56:R, = CLR, = H
54, 57: Rl = MeO, Rz =H
55, 58: R; =MeO, R, = MeO

Schéma 22: Priprava produktii 56-58.
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Tento krok syntézy probihd mechanismem Sn2. Nejprve dochazi 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
parcialni kladny naboj (6%). Halogenmethany jsou v Sn2 reakcich nejreaktivnéjSimi
substraty, které nebrani pfistupu nukleofilu z opacné strany vaci odstupujici skupiné
v porovnani s objemnéjSim substratem, napf. terciarni alkylhalogenid. Dochazi
k vytvoreni pfechodového stavu, kdy se vytvari CasteCnd vazba mezi pfistupujicim
nukleofilem a atomem uhliku, za soucasného odstoupeni jodidového aniontu. Jodidovy
anion patii mezi dobré odstupujici skupiny, jelikoz bude dobfe stabilizovat zaporny naboj
v pfechodovém stavu a je slabou bazi. Po odstoupeni jodidového aniontu vznika nova

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

I@
O<_NH,

H

N
(6]

Ry
Ry
56-58

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

Schéma 23: Mechanismus SN2 pfipravy produktu 56-58.

Precipitace pro ziskani Cistych produkti probihala v horkém THF pii teploté 65 °C,
z divodu lepsi rozpustnosti nezreagovanych vychozich latek v porovnani s precipitaci v
jinych rozpoustédlech (Et20, aceton) pii ruznych teplotach, kdy se nepodarilo oddélit
produkt od vychozich latek.

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

reakcni smés byla zahtata na teplotu 65 °C a CHsI 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+. ZvySend 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
L 4® o L®
N O+__NH, N Os__NH,
o . @
| H Anisol, AICI; | H
= N > = N
DCM
0 1t., 3 hod 0
Ry 17-42% Ry
R, R,
56-58 41-43

41,56: R, =CL,R,=H
42,57:R;=MeO,R,=H
43, 58: R; = MeO, R, = MeO

Schéma 24: Priprava finalnich produkti 41-43.

V poslednim kroku doslo k nukleofilnimi ataku kyslikového atomu na atom hliniku
AICI3, ktery jako Lewisova kyselina obsahuje volny vazebny orbital, ktery je schopen
pfijimat elektrony. Nasledné dojde ke stabilizaci nestabilniho kladné nabitého atomu
kysliku pfesunem elektroni z p-methoxybenzylové skupiny smérem k tomuto atomu.
Vlivem presunu elektront dochazi k odstépeni a naslednému obnoveni aromatického
systému u p-methoxybenzylové skupiny. Nasleduje elektrofilni aromaticka substituce
(SEAr), kdy elektronovy par benzenového kruhu anisolu nukleofilné atakuje elektrofilni
atom uhliku za vzniku intermediarniho karbokationtu. Chloridovy anion vytrhava
z intermediarniho karbokationtu proton za obnoveni aromatického systému. V poslednim

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

Prehled vsech reak¢nich krokd je znazornén na schématu 26. Celkova vytéznost

syntézy po sedmi reak¢nich krocich byla 2-3 %.
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Schéma 26: Prehled vsech reakcnich kroku pfi pripravé finalnich produktu 41-43.
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S. Experimentalni ¢ast

Veskeré chemikalie, které byly v syntéze vyuzity, byly zakoupeny od firmy Merck a
Penta chemicals. Prabéh reakci byl kontrolovan pomoci tenkovrstvé chromatografie
zapouziti TLC destic¢ek Merck Silicagel 60 Fass (Merck, Ceska republika)
a celulosovych desticek (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/NH3 v poméru 9/1/2%. Pro celulosové desticky byla pouzita mobilni faze
nBuOH/H>0O/AcOH v poméru 5/2/1. Detekce TLC byla provadéna pti vinové délce A =
254 nm pod UV lampou (CAMAG, VWR International, Ceska republika). Pro
sloupcovou chromatografii byly vyuzity jako SF SiO>, Al>Os3 a celulosa. Teploty tani
byly stanoveny na bodotavku Biichi B-545 (DonauLab, Cesk4 republika) bez korekce.

Pripravené sloudeniny byly analyzovany pomoci 'H a '*C NMR spekter, které byly
meétfeny v deuterovaném dimethylsulfoxidu a deuterovaném chloroformu (DMSO-ds,
CDCls-d) pii laboratorni teploté na FT NMR spektrometru Avance NEO 500 MHz
(499,87 MHz pro 'H a 125,71 MHz pro *C) (Bruker, Némecko). Chemické posuny ()
jsou uvedeny v jednotkach ppm. V 'H spektrech jsou chemické posuny vztazeny k
centralnimu signalu DMSO-ds (6 = 2,50 ppm) a k centralnimu signalu CDCls-d (6 = 7,26
ppm), v 13C spektrech k centralnimu signalu DMSO-ds (8 = 39,43 ppm) a k centralnimu
signalu CDCl3-d (6 = 77,00 ppm). Interakéni konstanty (J) jsou uvedeny v jednotkach
Hz. Spinova 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 QqQ hmotnostnim spektrometrem.
Chromatograficka separace byla provedena na koloné 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. Priprava prisluSného acylchloridu 49 jako vychozi

latky pro syntézu nikotinamidua 53-55

methyl 6-formylnikotinat, 45.

Sloucenina 45 byla pfipravena reakci vychozi latky 44 (2,00 g; 13,23 mmol; 1 ekv.)
rozpusténé v bezvodém DMSO (40 ml) pod dusikovou atmosférou, dale byl pridan I»
(3,36 g; 13,23 mmol; 1 ekv.) a TFA (3,04 ml; 39,69 mmol; 3 ekv.), ktera byla do reakcni
smeési pomalu prikapavana. Reak¢éni smés byla michana pfi teploté 160 °C po dobu 2 hod
pod dusikovou atmosférou. Pribéh reakce byl kontrolovan pomoci TLC. Po uplynuti
reakcniho Casu byl k reak¢ni smési piidan 0,5 M roztok Na>S>03 (100 ml) a nasledné byl
cely roztok reakcni smési zalkalizovan na pH 8,1 pomoci 2 M NaOH. Reak¢ni smés
byla extrahovana (3 x EtOAc) a nasledné bylo provedeno pteci§téni pomoci sloupcové

chromatografie (Hept/EtOAc; 10:1).
Produkt 45 byl ziskan jako zluta pevna latka.
N\
B CsH7NOs. M = 165,15 g/mol.
%
0 Vytéznost reakce byla 1,38 g (63 %).
45

T, = 120,2-121,3 °C.

TH NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 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) § 192,9; 164,4; 154,6; 150,3; 138,5; 128,7; 121,5; 52,7

HRMS (HESI*): [M*]: vypocCitana hodnota pro CsHsNO3™ (m/z): 166,0499;
experimentalni hodnota: 166,0493.
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0-(4-methoxybenzyl)hydroxylamin hydrochlorid, 46.

Sloucenina 46 byla pfipravena reakci vychozi latky 59 (0,50 g; 3,76 mmol; 1 ekv.)
rozpusténé v bezvodém THF (15 ml) pod dusikovou atmosférou. Reakéni smeés
byla ochlazena na 0 °C, dale byl pfidan NaH (0,14 g; 5,64 mmol; 1,5 ekv.), ktery byl
pfedem aktivovan petroletherem. Nasledné byl pridan KI (0,06 g; 0,38 mmol; 0,1 ekv.)
a 4-methoxybenzylchlorid (60) (0,61 ml; 4,51 mmol; 1,2 ekv.). Reakéni smeés
byla michana pfi 1.t. po dobu 24 hod. Pribéh reakce byl kontrolovan pomoci TLC. Po
uplynuti reak¢éniho Casu bylo odpafeno rozpoustédlo a ke smeési byla ptidana 3 M HC1
v MeOH (5 ml). Nasledné byla provedena precipitace v Et2O (40 ml) po dobu 2 hod pfi
1.t. a precipitat reak¢ni smési byl prefiltrovan pres 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 %).
T = 189,5-190,6 °C.

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 11,33 (s; 3H; NH3), 7,35 (d; J = 8,7 Hz; 2H; 2 < 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-ds) 5 159,8; 131,1; 125,6; 113,9; 75,2; 55,1 ppm.

HRMS (HESI"): [MT*]: vypocitana hodnota pro CgHi2NO>™ (m/z): 154,0863;
experimentalni hodnota: 154,0857.

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

Sloucenina 47 byla pfipravena reakci vychozi latky 45 (0,50 g; 3,03 mmol; 1 ekv.)
rozpusténé v bezvodém pyridinu (30 ml) pod dusikovou atmosférou. Nasledné
byla pfidana sloucenina 46 (0,63 g; 3,33 mmol; 1,1 ekv.) aceld reakéni smeés
byla michana pfi 1.t. po dobu 1,5 hod. Pribéh reakce byl kontrolovan pomoci TLC. Dale
byla reak¢ni smés odpatena a extrahovana (3 x DCM). Smés byla dale precisténa pomoci

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

N
LN Ci6H16N20s. M = 300,31 g/mol.
| Z (@)
™ Vytéznost reakce byla 0,47 g (52 %).
O
47 T, = 87,5-88,5 °C.

IH NMR (500 MHz, CDCls-d) 5 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  ArH), 6,91
(d; J = 8,6 Hz; 2H; 2 « ArH), 5,21 (s; 2H; CHa), 3,96 (s; 3H; CHz), 3,81 (s; 3H; CHs)
ppm.

I3C NMR (126 MHz, CDCls-d) § 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 (HESI"): [M*]: vypocitana hodnota pro CisHi7N204* (m/z): 301,1183;
experimentalni hodnota: 301,1173.

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

Sloucenina 48 byla pfipravena 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). Reakcni smés
byla michana pfi 1.t. 24 hod. Pribéh reakce byl kontrolovan pomoci TLC. Po uplynuti
reak¢niho ¢asu byla reakéni smés odparena. K reakcni smési byla pfidana destilovana
voda (5 ml) a nasledné byla okyselena na pH 2 pomoci 1 M HCI. Poté byla reak¢ni smés
michéna pii 1.t. po dobu 1 hod a vznikly precipitat byl prefiltrovan za vakua pres fritu

a promyt destilovanou vodou.

Produkt 48 byl ziskan jako bila pevna latka.

O\N
I Ng Ci15sH14N204. M = 286,29 g/mol.
| = OH
Vytéznost reakce byla 0,39 g (91 %).
48 Te = 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 <~ ArH), 6,94 (d; J = 8,7 Hz; 2H; 2 x ArH), 5,18 (s; 2H; CHb»), 3,75 (s; 3H; CH3)
ppm.

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 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 (HESI"): [M*]: vypocitana 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 reakéni smés byla
nasledné michana pfi teploté 50 °C po dobu 2 hod pod dusikovou atmosférou. Nasledné
byla cela reak¢ni smés odparena a pouzita jako meziprodukt pfimo do dalsiho reak¢niho

kroku.
Meziprodukt 49 byl ziskan jako hnéda pevna latka.

| N Ci15sH13CIN203. M = 304,73 g/mol.

49

5.2.  Priprava prisluSnych nikotinamida 53-55 jako

vychozich latek pro syntézu monokvartérnich soli 56-58

Nikotinamidy 53-55 byly pfipraveny rozpusténim pfislusnych amind 50-52 (1,10
mmol; 1,05 ekv.) vbezvodém THF (30 ml) pod inertni dusikovou atmosférou,
k rozpusténym aminim byl pfidan EtsN (2,21 mmol; 2,1 ekv.). Reak¢éni smés byla
ochlazena na -5 °C a nasledn¢ k ni byla pridana vychozi latka 49 (1,05 mmol; 1 ekv.)
rozpusténa v bezvodém THF (4,8 ml). Reak¢ni smés byla po 10 minutach ohrata na L.t. a
michana 24 hod. Priubéh reakce byl kontrolovan pomoci TLC. Poté bylo z reakéni smési
odpafeno rozpoustédlo. Odpafend reakéni smés byla precipitovana v 10 %
vodném roztoku Na>xCO3 (2 ml) a destilované vodé (18 ml). Vznikly precipitat byl

prefiltrovan pres 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.
J_ B C22H19CIN4O4. M = 438,87 g/mol.

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

Ty =212,5-214,5 °C.
TH 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 =28,6 Hz; 2H; 2 x ArH), 6,94 (d; J = 8,7 Hz; 2H; 2 x ArH), 5,19 (s; 2H; CH>), 3,75 (s;
3H; CH3) 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

HRMS (HESI"): [M*]: vypocitana hodnota pro C2H2CIN4Os* (m/z): 439,1168;
experimentalni hodnota: 439,1153.

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

nikotinamid, 54.

O\N Produkt 54 byl ziskan jako svétle hnéda pevna latka.
I N O+~__NH,
| ~ H C23H22N40s5. M = 434,45 g/mol.
= N
0 o Vytéznost reakce byla 0,37 g (80 %).
54

Ti= 197,8-199,8 °C.

TH NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 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 x 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;
CH3), 3,75 (s; 3H; CH3) ppm.

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 170,6; 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*]: vypoc€itana hodnota pro C23H23N4Os™ (m/z): 435,1663;
experimentalni hodnota: 435,1646.

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

nikotinamid, 55.

Oy Produkt 55 byl ziskan jako svétle hnéda pevna latka.
I N O~_NH,
| N H C24H24N406. M = 464,48 g/mol.
= N
o) o Vytéznost reakce byla 0,41 g (83 %).

55 oSN ' T,=187,3-188,7°C.

TH 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 x ArH), 5,19 (s; 2H; CH>), 3,84 (s; 3H; CH3), 3,82 (s; 3H; CH3), 3,75 (s;
3H; CH3) 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 CoHasN4Os* (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. Reak¢ni smés byla ohtata na 65 °C a v pribéhu 120 hodin byl
postupné piidan za intenzivniho michani CH3I (8,91 mmol; 11 ekv.) Pribéh reakce byl
kontrolovan pomoci TLC s celulosovou a silikagelovou SF. Po uplynuti reakéni doby
bylo odpatfeno rozpoustédlo z reakéni smési. Odparend reakcni smés byla precipitovana
v THF (68 ml) a michana 1 hod pfi 65 °C. Vznikly precipitat byl pfefiltrovan pres 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.

C23H22ClIN4O4. M = 580,81 g/mol.

O.
N | I@
| Ny Os__NH,
S
Vytéznost reakce byla 0,12 g (26 %).
(0]
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
= 8,5 Hz; 1H; ArH), 7,44 (d; J = 8,3 Hz; 2H; 2 « ArH), 6,97 (d; J = 8,3 Hz; 2H; 2 x ArH),
5,36 (s; 2H; CH»), 4,46 (s; 3H; CH3), 3,77 (s; 3H; CH3) ppm.

I3C 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*]: vypocitana hodnota pro C23H2oCIN4Os* (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.

o. Produkt 57 byl ziskan jako oranzova pevna latka.
O
LT
| Ny YR CaHsINGOs. M = 576,39 g/mol.
= N

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

57 |

T.= 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 x 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; CH3), 3,88 (s; 3H; CH3), 3,77 (s; 3H; CH3) ppm.

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 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*]: vypo&itana hodnota pro CoHasN4Os* (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.

O\N 5 Produkt 58 byl ziskan jako oranzova pevna latka.
|
I N Os__NH,
| N H C25H27IN4O6. M = 606,42 g/mol.
= N
o) o Vytéznost reakce byla 0,37 g (76 %).
o. |
58 ~ Ti=189,2-191,0 °C.

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 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; CH>), 4,46 (s; 3H; CH3), 3,87-
3,83 (m; 6H; 2 x CH3), 3,77 (s; 3H; CH3) ppm.
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13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 170,6; 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 CasH27N4Os™ (m/z): 479,1925;
experimentalni hodnota: 479,1908.

54. 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 pfidan AlCl; (0,80 mmol;
4 ekv.). Heterogenni smés byla michana pii 1.t. po dobu 3 hod. Prabéh reakce byl
kontrolovan pomoci TLC s celulosovou SF. Po 3 hod byla reakéni smés prefiltrovana pres
fritu za vakua a promyta DCM. Smeés byla dale precisténa pomoci sloupcové

chromatografie s celulosovou SF (ACN/H>0; 20/1).

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

Produkt 41 byl ziskan jako zluta pevna latka ve formé

NoH | 1© L g .
| smesi syn/anti 1izomeru.
N O~__NH,
° &
= N C15sH14CIlIN4O3. M = 460,66 g/mol.
(0]
Cl Vytéznost reakce byla 0,03 g (35 %).
41

Ty=223,9-225.9 °C.
LC-MS nekalibrovana ¢istota: 98 %.

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) § 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-ds) & 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*]: vypocitana hodnota pro CisHi4sCIN4Os* (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 | I@ Produkt 42 byl ziskan jako zluta pevna latka ve formé& smési
N 0~__NH, .. o
| @ synlanti izomeru.
= N
0 Ci16H17IN4O. M = 456,24 g/mol.
(¢}
42 |

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

H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 5 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=8,4Hz; 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; CH3), 3,83 (s; 3H; CH3) ppm.

3BC 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*]: vypocitana hodnota pro CicHi7N4sO4™ (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 formé smési

NOH | ©
| g\ O~__NH, syn/antiizomeru.
ALK
C17H19IN4Os. M = 486,27 g/mol.
O (0)
- O | Vytéznost reakce byla 0,02 g (17 %).

Ti= 143,4-1454 °C.
LC-MS nekalibrovana Cistota: 98 %.

TH NMR (500 MHz, DMSO-ds) 5 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; CH3), 3,88-3,82 (m; 6H; 2 x CH3) ppm.

BC 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*]: vypo&itana hodnota pro Ci7Hi9N4Os* (m/z): 359,1350;
experimentalni hodnota: 359,1342.
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6. Zavér

Teoreticka ¢ast diplomové prace nejprve strucné popisuje funkci a strukturu AChE
i BChE v zivych organismech, inhibici AChE ptisobenim OP a jeji reaktivaci. Dale jsou
zminény zastupci komercné dostupnych reaktivatori a problém s jejich prostupnosti
pres HEB, coz ma za nasledek jejich snizenou koncentraci v CNS. V zavéru teoretické
Casti proto uvadim moznosti, které by mohly vést ke zvySeni koncentrace reaktivatora

v CNS.

Hlavnim cilem této prace je syntéza potencialnich reaktivatord ChE v podobé
5-substituovanych derivati odvozenych od struktury komercné dostupného reaktivatoru
2-PAM. V teoretické Casti je proto tomuto reaktivatoru vénovana nejvétsi pozornost.
Nejprve uvadim obecné informace o 2-PAM, nasledné popisuji jeho syntézu vcetné
mechanisma. Dale jsou zminény derivaty 2-PAM aizomerie oximu. Nasledné také
zmifuji moznosti pro zvySeni prostupu reaktivatoru do mozku. Za timto ucelem lze vyuzit
vyvoj novych strukturnich typa reaktivatort, konjugaci reaktivatort s glukososu a také
inhibici Pgp. Dalsi moznosti je prolécivo pro-2-PAM, piipravené pro potencialné vyssi

prostupnost pires HEB.

V praktické casti se vénuji sedmikrokové syntéze derivati 41-43 monokvartérniho
reaktivatoru 2-PAM, ktery je substituovan v poloze C5 tfemi rdznymi amidovymi
substituenty. Po sedmikrokové syntéze byla celkova vytéznost finalnich produktt 2-3 %.
Pro finalni produkt 41 obsahujici atom chloru na C5 amidovém substituentu byla celkova
vytéznost 2 %. V pripadé 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-aldoxima byl splnén.
Struktury meziproduktt a finalnich produkti 41-43 byly stanoveny pomoci metod NMR
a HRMS. LC-MS nekalibrovana cistota 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 pteci§téni pouzit k dalSimu kroku syntézy
nebyla zméfena teplota tani ani urcena vytéznost. V Casti vysledky a diskuse popisuji
reakéni mechanismy jednotlivych krokti a diskutuji problémy a pfipadné zmény

reak¢nich podminek u téchto kroki.
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Vysledné produkty budou testovany in vitro ain vivo jako potencialni reaktivatory
ChE. Toto biologické testovani viak jiz neni soudasti této diplomové prace. Utinngjsi
reaktivace by mohlo byt docileno diky ptitomnosti funk¢nich skupin schopnych tvofit
vodikové vazby s aminokyselinovymi residui v ChE. Tyto interakce by mohly vést ke
zvySeni celkové rigidity molekuly reaktivatoru vcetné siln€jSich n—mr interakci v CAS

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