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Anotace

V této bakalarské praci popisuji syntézu novych pyridinaldoximovych monokvarternich soli
jako potencialnich reaktivatora butyrylcholinesterasy. V teoretické ¢asti se zabyvam strukturou
acetylcholinesterasy 1 butyrylcholinesterasy, mechanismem inhibice organofosforovymi
latkami a naslednou reaktivaci téchto inhibovanych enzyml pomoci oxima. Podrobnéji popisuji
strukturu reaktivatorti a jejich u¢inky na jednotlivé organofosfaty. V neposledni fad¢ zminuji
také syntézu asoximu. Jeho struktura, obsahujici 2-pyridinaldoximovou a amidickou ¢ast, se
stala zakladem pro design mnou syntetizovanych novych sloucenin. V experimentdlni casti
popisuji ptipravu finalnich produktl z lehko dostupnych vychozich latek, a to Sestikrokovou
syntézou, kterd zahrnuje Sonogashirovu reakci, katalytickou hydrogenaci, Appelovu reakei,
dvé reakce, které probihaji mechanismem nukleofilni acylové substituce a zavérecnou

bimolekularni nukleofilni substituci.

Klicova slova

acetylcholinesterasa, butyrylcholinesterasa, organofosforové latky, oximy, reaktivatory

Anotation

In this bachelor thesis I describe the synthesis of new pyridinaldoxime monogquaternary salts as
potential reactivators of butyrylcholinesterase. In the theoretical part | deal with the structure
of acetylcholinesterase and butyrylcholinesterase, the mechanism of inhibition by
organophosphorus substances and the subsequent reactivation of these inhibited enzymes by
means of oximes. | describe in more detail the structure of reactivators and their effects on
individual organophosphates. Last but not least, | also mention the synthesis of asoxime. Its
structure, containing the 2-pyridinaldoxime and amide moieties, became the basis for the design
of the new compounds synthesized by me. In the experimental part, | describe the preparation
of final products from readily available starting materials by a six-step synthesis that includes
Sonogashira reaction, catalytic hydrogenation, Appel reaction, two reactions that proceed by

nucleophilic acyl substitution and final bimolecular nucleophilic substitution.
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Uvod

Organofosforové latky (OL), které se hojné vyuzivaji v zeméd¢€lstvi jako pesticidy, jsou
estery kyseliny fosfonové, fosfinové a fosforecné [1]. Mezi nejznaméjsi pouzivané pripravky
patii parathion, malathion nebo chlorpyrifos. Podle WHO se ro¢n¢ témito pesticidy otravi az 2
miliony lidi, z toho 30 % ma velmi tézky pribéh a 15 % piipadi kon¢i umrtim postizené¢ho
jedince [2].

OL byvaji Castokrat zneuzity i jako chemické bojové latky s nervove paralytickym
ucinkem. Patii sem napiiklad sarin, soman, tabun, VX latky nebo rusky novicok. Nejznaméjsim
piipadem zneuZiti sarinu je utok na tokijské metro skupinou Om Sinrikjé v roce 1995. Na
nasledky otravy zemfelo 12 osob, a to hlavné diky nizké Cistoté sarinu [3]. ZneuZzitim VX je
ptipad smrti Kim Cong-nama v roce 2017, kterému byla do obli¢eje vstiiknuta jedovata latka
[4]. Nejnovejsim piipadem pouziti nervove paralytické latky (NPL) je otrava byvalého ruského
agenta Sergeje Skripala a jeho dcery novicokem v bieznu 2018 [5].

OL se zneuZivaji jako zbran hromadného nic¢eni, protoze pronikaji do organismu vSemi
branami vstupu a vyznacuji se rychlym nastupem ucinku. Pfenos nervového vzruchu je
zprostiedkovan neurotransmiterem, acetylcholinem (ACh), ktery se vaze na acetylcholinovy
receptor na synaptické membrané. Toto navazani zplsobi zménu konformace receptoru a
nasledny prichod iontl do buiiky a z buniky. To ma za nésledek Sifeni elektrického potencialu.
Neurotransmiter v§ak ptisobi jen na nezbytné kratky ¢as pro pienos signalu a po svém navazani
na receptor musi byt rozloZen pomoci acetylcholinesterasy (AChE). OL maji vSak schopnost
inhibovat AChE, tzn. neurotransmiter neni hydrolyzovan, hromadi se na synapsich a dochézi
k nadmérnému drazdéni cholinergnich receptori. Projevy intoxikace jsou midza, zvySena
salivace, lakrimace a perspirace, svalova ochablost, utlum dychaciho centra az smrt [6].

Zakladem terapie je pouziti funk¢nich antidot (atropin) a kauzalnich antidot, tzv.
reaktivatorti, které maji schopnost inhibovanou AChE reaktivovat (napf. pralidoxim,
methoxim, asoxim (HI-6)) [6].

V posledni dobé se zvySuje zdjem o syntézu reaktivator butyrylcholinesterasy
(BuChE). BuChE se nachazi v krevni plazmé, centralni (CNS) a periferni nervové soustave
(PNS). Hraje vyznamnou roli v detoxikaci OL a dalSich xenobiotik (napft. aspirin, kokain,
heroin). Zarovei se testuje jako bioscavenger. To je zaloZeno na principu interakce BuChE
S OL a jejich naslednou inaktivaci. Diky tomu dochdzi k ochranéni AChE pied jeji inhibici.

Cilem prace je syntetizovat nové monokvarterni soli, které budou ptsobit jako

reaktivatory BuChE a bude se ovéfovat, zdali jsou u€innéjsi nez biskvarterni soli. Soucasn¢ se
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bude testovat schopnost reaktivovat inhibovanou AChE, kterd se nachazi hlavné v mozku.
Oproti biskvarternim solim by mély snadnéji prostupovat pres hematoencefalickou bariéru

(HEB) a mit vyssi reaktivacni schopnost.



1 Teoreticka ¢ast

1.1 Neurotransmitery

Neurotransmitery (neuromediatory) jsou molekuly, které se uvoliiuji z presynaptické
oblasti do synaptické Stérbiny a nasledné dochédzi k navazani na konkrétni receptory na
postsynaptické membran¢ druhého neuronu, coz zplisobi zménu permeability iontovych kanala
[7].

V postsynaptické membrané¢ se nachazi cilové receptory, které maji afinitu
k jednotlivym neurotransmiterim. Pfi navazani neuromediatoru na piislu$ny receptor dojde ke
zméné konformace receptoru a vyvolani specifické odezvy [7].

Acetylcholin (ACh) (1) a butyrylcholin (BuCh) (2) (Obrazek 1) jsou neurotransmitery,

které obsahuji ve své struktute kvartérni amoniovy kationt [8].

0 o) |
)J\O/\/l\ll< /\)J\O/\/N<

©)
1 2

Obrazek 1: Struktura ACh (1) a BuCh (2).

1.2 Acetylcholin

ACh je ester kyseliny octové a cholinu. Syntetizuje se v cytoplazmé nervovych
zakonceni z acetylkoenzymu A (3) a cholinu (4), ktery vznika v mitochondriich, ptisobenim
enzymu cholinacetyltransferasou (ChAT) (Schéma 1). Primérnim mistem tvorby cholinu jsou
jatra, kde dochazi k methylaci ethanolaminu a naslednému vzniku cholinu [8].

ACh se skladuje ve vezikulach nervovych zakoncenich. Hladina skladovaného ACh je

konstantni a syntéza se ptizpisobuje stupni jeho uvoliiovani [8].

)OJ\ * 'L/ A )OJ\ ;L/ +  HS-CoA
-
3 4 1

Schéma 1: Syntéza ACh (1) z acetyl-CoA (3) a cholinu (4).

10



1.3 Acetylcholinesterasa

Acetylcholinesterasa (AChE; UniProtkKB-P04058) patiti do skupiny serinovych
hydrolaz. To jsou enzymy, V jejichz aktivnim misté se nachazi aminokyselina serin [9].

Monomer AChE s molekulovou hmotnosti kolem 60 kDa je elipsovita molekula,
ktera se sklada z 12ti vlaknového centralniho B-skladaného listu obklopeného 14ti a-helixy.
Periferni anionické misto (PAS) je situovano na povrchu monomeru. Tato ¢ast ma schopnost
vazat se na mnoho ruznych typt ligandd, a tim ovliviiuje konformaci aktivniho mista.
Katalyticky aktivni misto (CAS), které je umisténo v aromatické $térbin& v hloubce 20 A, je
tvofeno ze dvou podjednotek: esterova ¢ast obsahuje katalytickou triadu aminokyselin —
Ser200, His440 a Glu327. Anionicka podjednotka se sklada z Trp84, Phe330 a Phe331, jejiz
roli je spravna orientace pozitivné nabitého substratu pro vstup a nasledné navazani do

aktivniho mista (Obrazek 2) [10].

Peripheral site

A

20 A

esteratic site anionic site

Obrazek 2: Struktura monomeru AChE [11].
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1.3.1 Hydrolyza acetylcholinu

Hydroxylova skupina serinu AChE nukleofiln¢ atakuje elektrofilni atom uhliku
karbonylové skupiny ACh. Docasné se vytvori kovalentni vazba mezi AChE a ACh. V dalS§im
kroku vzniké acetylderivat a odStépuje se cholin. Atom dusiku histidinu ma volny elektronovy
par, a tudiz mize dojit k vazbé s atomem vodiku vody, ktera vstupuje do reakce. Soucasné se
hydroxidovy aniont vaze na karbonylovy uhlik acetylderivatu za tvorby tetraedrického
meziproduktu. V dal$im kroku atom dusiku histidinu tvofi pfechodnou vazbu s atomem kysliku
puvodni hydroxylové skupiny serinu. Nasleduje rychla hydrolyza acylovaného enzymu za

vzniku kyseliny octové a obnoveni AChE (Schéma 2) [10].

[anlontove misto ] [aniontové misto ]

Lk
NH O/\/@)\ cholin /—NH
HO\] : N/;/ o\1 \ﬁ § A W)

‘ [ esterove misto ]

[ esterové misto ] [ esterové misto ]
acetyl-AChE

AChE 1. tranzitni stav

kyselina octova

acetylcholin C

f%%f

esterové mlsto ‘ esterové misto ]

)J\OH '

O
AChE

2. tranzitni stav

Schéma 2: Hydrolyza ACh katalyzovana AChE.

1.4 Cholinergni systém

Prostfednictvim pfichézejiciho akéniho potencidlu v presynaptické casti dochdzi ke

zvyseni koncentrace Ca?" iontfl a naslednému uvolnéni ACh do synaptické §térbiny a zméné
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vlastnosti membrany. Tato zména vyvola zvyseni propustnosti membrany pro Na*, K™ a Ca?*
ionty [12].

RozliSujeme dva typy ACh receptorti: nikotinové a muskarinové. Receptory jsou
odvozeny od nikotinu (5) a muskarinu (6) (Obrazek 3), protoze stejn¢ jako ACh tyto receptory

aktivuji, tzn. jsou agonisté [12].

ON.
H%j / e}
N OH
5 6

Obrazek 3: Struktura nikotinu (5) a muskarinu (6).

1.4.1 Nikotinové receptory

Nikotinové receptory jsou iontové kanaly fizené ligandem, které jsou propustné pro Na*,
K* a Ca?" jonty. Existuji dva typy: muskularni typ (Nm receptor), ktery se nachazi hlavné na
nervosvalové ploténce a neurondlni typ (Nn receptor) pfitomny ve vegetativnich gangliich na
membrané postsynaptické oblasti. V CNS tento typ receptorti funguje hlavné jako receptor pro
jiné systémy, napt. GABAergni, dopaminergni nebo serotoninergni [8].

Nadmérna stimulace nikotinovych receptorii je zptisobena zvySenou koncentraci ACh
na sympatickych gangliich a nervosvalovych ploténkach. Mezi nikotinové ptiznaky patii tres,
zaSkuby a kie€e v pfi€né pruhovanych svalech, které mohou dojit aZ k paralyze kosterniho

svalstva [6].

1.4.2 Muskarinové receptory

Muskarinové receptory jsou receptory sptazené s G-proteinem, ktery tidi iontové
kanaly. Existuje pét typi receptord: Mis. M1 receptor zprostiedkovava reakci diky G-proteinu.
Koneénym vysledkem série signalizaci je sniZzeni propustnosti membrany pro K* ionty. M:
receptory snizuji vyplavovani ACh v klite v CNS. M3 receptory maji za nasledek stimulaci
sekrece 714z a stahy hladkého svalstva organi [8].

Nadmérna stimulace muskarinovych receptora se projevuje zazenim zornic, zvySenym
slinénim, pocenim a slzenim, poklesem krevniho tlaku a bolestmi bficha [6]. Antagonistou

muskarinovych receptort je atropin [12].
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1.5 Butyrylcholinesterasa

Butyrylcholinesterasa (BuChE; UniProtKB-P06276) se také nazyva jako
pseudocholinesterasa nebo plazmova cholinesterasa, nebot’ se nachazi hlavné v krevni plazmé.
Je také pfitomna v CNS a PNS, kde zajist'uje regulaci cholinergniho systému. Stejné jako AChE
patii mezi serinové hydrolasy [13]. BuChE §tépi BuCh (2) na cholin (4) a kyselinu butanovou
(7) (Schéma 3).

BuChE hraje dtlezitou roli v detoxikaci mnoha xenobiotik. Napf. fytostigmin a kokain
jsou hydrolyzovéany na neaktivni produkty, aspirin je hydrolyzovan na kyselinu salicylovou,
heroin je diester, ktery se pisobenim BuChE pifeménuje na morfin. To znamena, Ze BuChE
hraje vyznamnou roli v metabolismu toxickych latek [9].

BuChE se v soucasné dob¢ testuje jako bioscavenger proti OL. Funkce BuChE spociva
v deaktivaci OL vkrvi za soucasné reaktivace tohoto enzymu. Diky vychytavani OL
neproniknou do mozku, kde by mohly inhibovat AChE, jejiz funkci je hydrolyza ACh a
nasledny pfenos nervového signalu [14].

U zdravého ¢lovéka je aktivita BuChE konstantni, avS§ak mnoho patologickych stavi ji
muze snizit nebo zvysit. Napf. pacienti s diabetem, jedinci trpici nadvahou, ale také lidé, ktefi
maji tzv. missense mutaci (kodon, ktery ma zaménénou bézi, koduje jinou aminokyselinu, nez
pivodné [15]) genu BuChE maji aktivitu enzymu vy$$i, naopak poSkozeni jater, ledvin,
podvyziva nebo rozsahlé popaleniny jsou spojeny se snizenim aktivity. Jedinci s nedostatkem
BuChE maji vyssi citlivost na urcité toxické latky. Byvaji casto vystaveni ucinkiim

predavkovani, protoze dochazi k pomalejsi eliminaci noxy z organismu [16].

(@]
| BuChE -
/\)J\O/\/N/ > HO/\/N\ + /\)J\OH

®
2 4 7

Schéma 3: Stépeni BuCh (2) pomoci BuChE.
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1.5.1 Struktura a funkce butyrylcholinesterasy

BuChE (Obrazek 4) je slozena ze ¢tyt identickych podjednotek (kazda 85 kDa), které
spolu navzijem interaguji prostfednictvim ctyiSroubovice na C-koncich. Monomer je tvofen
piiblizn¢ z 574 aminokyselin a nese n¢kolik sacharidovych fetézcti vazanych na asparagin.
Peptid bohaty na polyprolin lezi ve stiedu svazku ¢tyiSroubovice a je vazan pomoci vodikové
vazby na Trp543, Trp550, Trp557 a na tfi dalsi hydrofobni zbytky, které se nachdzi na stejné
strané molekuly [8, 14].

Kazdy monomer ma 20 A hlubokou a uzkou §térbinu s aktivnim mistem, ve kterém se
nachazi 55 aminokyselin. V usti $térbiny se nachazi PAS, mj. s aminokyselinami Asp70 a
Tyr332, které se podili na pocatecni vazbeé s pozitivné nabitymi substraty. Jestlize je kladné
nabity substrat navazan na enzym vytvofenim komplexu s aromatickym kruhem Tyr332 za
souCasné interakce substrdtu s negativn¢ nabitym Asp70, dojde ke zméné konformace
monomeru. Tato zména vyvola ptibliZzeni ramen enzymu a substratu je umoznéno proniknout
dovniti k Trp82 vazebného mista cholinu [17].

Oxyaniontova dira v blizkosti vazebného mista pro cholin zahrnuje aminokyseliny
Glyl16, Gly117 a Alal99. Jeji funkci je otacCeni substratu z vertikalni do horizontalni polohy,
kde mize byt posléze hydrolyzovan Ser198. K hydrolyze mize dojit pouze za ptitomnosti
Ser198, His438 a Glu325. Imidazolovy kruh His438 prenasi elektrony z Glu325 na Ser198, tzn.
hydroxylovy kyslik Ser198 se stava nukleofilem. Nukleofilni atak tohoto hydroxylovaného
kysliku na esterovou vazbu substratu vede k tvorbé komplexu acyl-enzym a volného cholinu.
Nasledné je acylova skupina hydrolyzovéana z komplexu se Ser198 nukleofilnim atakem vody

aktivované odebranim protonu z His438 [17].
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Peripheral
Anionic Slte

438 Catalytic triad E
of esteratic stte

Obrazek 4: Struktura BUChE [17].

1.6 Inhibice cholinesteras organofosforovymi latkami

OL, které se v praxi nejCastéji vyuzivaji v zeméd¢lstvi jako insekticidy (parathion,
malathion, chlorpyrifos), jsou organické slouceniny fosforu, tzn. ve formé derivati kyseliny
fosfonové, fosfinové a fosforecné [1]. Mnohem nebezpecnéjsi jsou vSak nervové paralytické
latky (NPL), které byly mnohokrat zneuzity jako chemické bojové latky. NPL se déli na dvé
skupiny — G latky a V latky. Obé¢ kategorie jsou vysoce toxické, do organismu pronikaji vSemi
branami vstupu a vykazuji rychly nastup G¢inku. Mezi G latky patii tabun (8), sarin (9),
cyklosarin (10), soman (11). V latky zahrnuji VX (12), ruskou VX (13) a ¢inskou VX (14)
(Obrazek 5) [6].
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12 13 14

Obrazek 5: Struktury chemickych bojovych latek 8-14.

1.6.1 Mechanismus tucinku organofosforovych latek

Mechanismem ucinku vSech OL je inhibice AChE, kterd rozkladd ACh na cholin a
acetat. Dochazi k naruseni cholinergniho pfenosu nervového signalu vlivem nahromadéni ACh
na receptorech a nasledné nadmérné stimulaci cholinergnich receptort, kterd mize vyustit az
v akutni cholinergni krizi [6].

OL vstupuje sté€rbinou AChE do CAS, kde dojde k nukleofilnimu ataku atomu kysliku
Vv molekule serinu na atom fosforu organofosfatu. Dojde k tvorbé fosforylovaného serinu za
soucasné¢ho uvolnéni lehce odstupujiciho iontu (Schéma 4). Molekula histidinu v CAS neni
schopna vytvofit pfechodnou vazbu s hydroxylovou skupinou serinu, tzn. obnoveni inhibované
AChE probiha velmi pomalu [11].

Soucasné probihd intramolekularni dealkylace substituentu z atomu fosforu, coz je
AChE je oznacovan také jako ,,starnuti* (Schéma 4). PolocCas stdrnuti zavisi na typu OL, napf.
pro soman (11) to jsou 2 az 4 minuty, 5 hodin pro sarin (9) a poloc¢as starnuti AChE inhibovanou
tabunem (8) je 46 hod [11].
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‘ esterické misto ’ esterické misto ‘ esterické misto ’

AChE inhibovana AChE "starnuti" AChE

Schéma 4: Inhibice AChE pomoci OL a proces ,,starnuti.

1.7 Reaktivace cholinesteras

Reaktivace cholinesteras (ChE) probiha dvoustupniovou reakci. V prvnim kroku
oximatovy aniont pfistupuje k atomu fosforu a vytvoti s nim kovalentni vazbu. Nésledné dojde
k vytésnéni fosforylového zbytku, uvolnéni ChE a vzniku fosforylovaného oximu [11].

Oximova skupina v molekule reaktivatoru hraje dileZitou roli v reaktivaci, jelikoz ve
fyziologickém prostiedi tvoii oximatovy aniont, a tudiz je silny nukleofil schopny rozstépit

vazbu ChE a OL (Schéma 5) [18].

8,N\ R;
(Lo
R‘|\9/O\R ||/O\R
PTT R Ry~ 2 NH
| NH I~ fNH

OWH_g% O N Rs OWH—g\ﬁ HoW : N\%

reaktivace
esterické misto esterické misto esterické misto

inhibovana ChE inhibovana ChE reaktivovana ChE

Schéma 5: Reaktivace ChE pomoci oximu.
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zakladni zivotni funkce jedince [6].

Antidotni terapie zahrnuje podavani anticholinergik (funk¢ni antidota) soucasné s
reaktivatory cholinesteras (kauzalni antidota). Anticholinergika blokuji i¢inek nahromadéného
ACh na cholinergnich receptorech. Nejcastéji se vyuziva atropin (15) (Obrazek 6), ktery
zabranuje nadmérné stimulaci cholinergnich receptort hlavné na perifernich muskarinovych
receptorech. Centralni pfiznaky intoxikace neovlivituje témef viibec, protoze Spatné prochézi

pres HEB [6].

z—

OH
0]
0]

15
Obrazek 6: Struktura atropinu (15).
Reaktivatory obnovuji aktivitu ChE. Nejbéznéjsimi reaktivatory jsou latky s oximovou

skupinou, které budou podrobnéji popsany v nésledujici ¢asti.

1.7.1 Pralidoxim
Pralidoxim (16) (Obrazek 7) byl syntetizovan v USA v roce 1955 [19]. Pfi analyze bylo
zjisténo, ze je velmi Géinny pii reaktivaci AChE inhibované sarinem (9) nebo VX (12), zatimco
v reaktivaci AChE inhibované tabunem (8) nebo somanem (11) neni pfili§ uspésny [20].
Strukturu pralidoximu tvoii pyridinovy cyklus s oximovou skupinou v poloze C2 a diky
jednomu kvarternimu atomu dusiku je jeho priichod pies HEB lepsi neZ reaktivatory se dvéma

nabitymi atomy dusiku v molekule [21].

16
Obrazek 7: Struktura pralidoximu (16).
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1.7.2 Methoxim

Methoxim (17) (Obrazek 8) patii do skupiny biskvarternich amoniovych soli se
dvéma oximovymi skupinami v polohach C4. Pyridinové cykly jsou spojeny methylenovym
fetézcem [21].

Stejné jako pralidoxim (16) je dobie ucinny pii reaktivaci AChE inhibované sarinem
(9), nicméné jeho efektivita pfi reaktivaci AChE inhibované tabunem (8) je nizsi [22, 23].
Pravdépodobné je to zptisobeno strukturou tabunu. Na atomu fosforu je vyssi hustota elektrond,

tudiz je nukleofilni atak reaktivatoru méné pravdépodobny [21].

®__®

HON |/ | _L__NOH
2 x®
17

Obrazek 8: Struktura methoximu (17).

1.7.3 Trimedoxim

Trimedoxim (18) (Obrazek 9) patii do skupiny biskvarternich amoniovych soli
se dvéma oximovymi skupinami v polohach C4. Dva pyridinové cykly jsou spojeny
propylenovym fetézcem [21].

Je toxicky, nicméné je velice Géinny pfi reaktivaci AChE inhibované sarinem (9), VX
(12), ale je to také jeden z nejucinnéjsich reaktivatori na AChE inhibovanou tabunem (8) [22,

24].

HON™ |\ /| “NOH
/CT)\/\/N\
2 x©
18

Obrazek 9: Struktura trimedoximu (18).
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1.7.4 Obidoxim

Obidoxim (19) (Obrazek 10) je biskvarterni amoniova stl se dvéma oximovymi

skupinami v polohach C4. Dva pyridinové cykly jsou spojeny etherovym fetézcem [21].

Ve srovnani s trimedoximem (18) je mnohem vice efektivnéjsi v reaktivaci AChE

inhibované tabunem (8). Na druhou stranu je méné G¢innéjs$i na AChE inhibovanou somanem

(11), na rozdil od trimedoximu (18) ¢i pralidoximu (16) [25-28].

HON™ |\ /| “NOH
/gvovg\
2x@
19

Obrazek 10: Struktura obidoximu (19).

1.7.5 Asoxim (HI-6)

Asoxim chlorid (HI-6; 20) (Obrazek 11) je biskvarterni amoniova stl s oXimovou

skupinou v poloze C2 a s amidovou skupinou na druhém pyridinovém skeletu. Dva pyridinové

cykly jsou spojeny etherovym fetézcem [21].

Bylo zjisténo, ze je asoxim chloridu (HI-6; 20) u¢inngjsi pii otravé somanem (11),

sarinem (9) i VX (12) vice nez obidoxim (19). Na druhou stranu pii reaktivaci AChE

inhibovanou tabunem (8) nema viibec Zadny vliv. Nejvétsi vyhodou asoxim chloridu (HI-6; 20)

oproti jinym reaktivatorim je jeho minimalni toxicita, na druhou stranu je nestabilni ve vodném

prostiedi. I presto je vSak povaZovan za nejvSestrannéjsi reaktivator [21, 29].

Obrazek 11: Struktura asoxim chloridu (HI-6; 20).
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1.7.5.1 Syntéza asoximu (HI-6)

Asoxim chlorid (HI-6; 20) byl ptipraven n¢kolika zptisoby. Jednim z nich je Hsiaova

syntéza, ktera vychazi z 2-pyridinaldoximu (21). Prvnim krokem je reakce etheru 22 Sn2

mechanismem s aldoximem 21 v prostiedi CH3CN jako rozpoustédla. Nasledné je do reakce

piidan pyridin-4-karboxamid (23). Mimo hlavni produkt, asoxim dimethylsulfat (24), vznikaji

také i vedlejsi produkty 25-27. Cisty asoxim dimethylsulfat (24) je ziskavan rekrystalizaci
(CH30H, H20 a CH3CH20H/H20) ve vytézku 11 %. Finalnim krokem je pfeména produktu na

asoxim chlorid (20) pomoci iontové vymény (Schéma 6) [21, 30].

Os_NH,
Q/NOH [
= ~ +
~
N N
21 23
ll\lOH
CH5CN
(CH3S0,0CH,),0 | 5o 1t | "
22 11 % pro 24 2RO
R
©
‘6\@ 2 Cl
R @
» ‘ 20
NOH 0 o gt
| = | NH»>
/N\/O\/g\
©
2 CH3S0;
24
+
o o Il\lOH l\llOH
A = A ~
/g\/o\/g\ /®v \/®\
o S)
2 CH3SO3 2 CH3SO3
05 26

Schéma 6: Hsiaova syntéza asoxim chloridu (HI-6; 20).
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Dalsi moznosti ptipravy HI-6 je Huangova syntéza zac¢inajici Sn2 reakcei aldoximu 21 S
bis(chlormethyl)etherem (28) za vzniku 1-((chloromethoxy)methyl)-2-
((hydroxyimino)methyl)pyridinium chloridu (29), ktery nasledné reaguje s amidem 23 v DMF
pii teploté 35-40 °C. Findlnim produktem reakce je asoxim chlorid (20) v celkovém vytézku 76

% (Schéma 7) [21, 31].

28 NOH
| N Noh c” o al | X
N CHCl3; 45 °C 2N OO
. ©
1 1h.79 % o
29
DMF: 35-40 °C
20 h: 96 %
r|\10H o)
| X @)J\NHz
/gvo\/g\
2l
20

Schéma 7: Huangova syntéza asoxim chloridu (HI-6; 20).
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2 Design

Tato bakalafskd prace je zaméfena na syntézu novych pyridinaldoximovych
monokvarternich soli jako reaktivatori BuChE, které mtizou mit lepsi reaktivacni schopnosti
nez doposud navrzené slouceniny. Soucasné se bude testovat jejich u¢innost v reaktivaci
BuChE ve srovnani s jiz pfipravenymi biskvarternimi solemi.

Vedle toho bude také zkoumana schopnost dané slouceniny reaktivovat AChE, ktera se
nachazi predevs§im v mozku. Oproti biskvarternim solim maji nami navrhnuté monokvarterni
soli ve svoji struktuie pouze jeden pozitivné nabity atom dusiku, tzn. jsou lipofiln&jsi, a tedy by
mély byt 1épe prostupné pies HEB, kde jsou schopny reaktivovat AChE.

Prace je zamétena také na vliv arylalkylového postranniho fetézce, ktery je zdrojem n
elektronti. Pfi navazani reaktivatoru na BuChE se tedy bude zkoumat schopnost interakce s PAS
BuChE prostfednictvim n-kation interakci nebo n-m interakei.

Kromé toho hraje velkou roli poloha oximové skupiny na kvarternim pyridiniovém
cyklu. Bylo zjisténo, ze reaktivatory s oximovou skupinou Vv poloze C2 a C4 jsou u¢innéjsi
V porovnani s reaktivatory s oximovou skupinou Vv poloze C3. Na zaklad¢ téchto znalosti bude
zjistovano, zdali 2-pyridinaldoximové monokvarterni soli (Obrazek 12) pfipravované v této
praci jsou ucinngj$i ve srovnani s podobnymi monokvarternimi slouceninami s oximovou

skupinu v poloze C4, které byly pfipraveny vyzkumnou skupinou UHK (Obrazek 13) [32].

I
o w““z
N
@ n
@
Br
n=1;2

NH»> R,
N~
" ® R1
B
1 =H; Cl; Br; F n="1.2
R, =H; Cl; Br; F

Obrazek 13: Struktura monokvarternich amoniovych soli pfipravenych vyzkumnou skupinou
UHK.
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3 Cile prace

Cilem prace bude Sestikrokova syntéza novych pyridinaldoximovych monokvarternich

soli jako potencialnich reaktivatord BuChE. Prvnim krokem pfipravy findlniho produktu bude

Sonogashirova reakce, ktera vychazi z methylesteru kyseliny 4-brombenzoové (30). Bude

nasledovat katalytickd hydrogenace, Appelova reakce, bazicka hydrolyza esteru a tvorba

amidu. Posledni dvé zminéné reakce reaguji mechanismem nukleofilni acylové substituce

(SnAc). Zavéreénym krokem bude Sn2 reakce pripravenych amida s 2-pyridinaldoximem za

vzniku findlnich produktd, monokvarterni amoniové soli 41 a 42 (Schéma 8). Ptipravené

slouCeniny budou nasledné testovany in vitro na jejich schopnost reaktivovat hlavné

inhibovanou BuChE, ale také bude testovana jejich reaktivacni schopnost u inhibované AChE.

OO
(@) O\
>
Br | |

30 5 OH
31-32
n=1;2

@) OH
)
(i
Br

37-38

o NH,
>
("
Br

39 - 40

HO Br
33-34 35-36
rl\lOH 0]
: N NH
l w i
_N
@ n
©
Br
41 - 42

Schéma 8: Retrosynteticka analyza reakcnich kroki pti ptiprave finalnich produkta 41 a 42.
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4 Vysledky a diskuse

Prvnim krokem syntézy byla reakce vychozi latky, methylesteru kyseliny 4-
brombenzoové (30) s piislusnym alkoholem 43 - 44 za vzniku latek 31 - 32 (Schéma 9).
Vytézek reakce pro 31 byl 64 % a 89 % pro 32.

Ox O
Ox O
Pd(PPhy)s; Cul:Et;N
¥ \\MOH -
- CH,Cl, I
! It, 24 h
r 43 - 44 64-89 %
% OH
30 n=1;2
31-32

Schéma 9: Ptiprava sloucenin 31 a 32.

Syntéza probiha mechanismem Sonogashirovy reakce za ptitomnosti Pd(PPhs)s a Cul
jako katalyzatoru. Slouceniny Pd jsou citlivé na vzduSnou vlhkost, proto byl cely proces
provadén pod dusikovou atmosférou, aby se zabranilo jeho oxidaci. Sonogashirova reakce se
sklada z procest jako je oxidativni adice, transmetalace, trans/cis izomerizace a reduktivni
eliminace (Schéma 10).

Pd(PPhs)s reaguje s vychozi latkou 30 za vzniku tetraedrického meziproduktu v procesu
zvaném  oxidativni adice. 'V dalsim kroku tento intermediat reaguje s (3-
hydroxypropynyl)kupratem, popt. (4-hydroxybutynyl)kupratem transmetalacni reakci. Dojde
k navazani 3-hydroxypropynylu popf. 4-hydroxypropynylu na atom paladia. Naslednou
trans/cis izomerizaci a reduktivni eliminaci vznikaji produkty 31 a 32. Cisté produkty byly

izolovany pomoci sloupcové chromatografie. Struktura sloucenin byla ovéfena metodami NMR
a MS.
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Schéma 10: Mechanismus Sonogashirovy reakce pti piipravé slouc¢enin 31 a 32.

Druhym krokem syntézy byla katalyticka hydrogenace nasobné vazby u latek 31 a 32
za pritomnosti katalyzatoru 5% Pd/C v rozpoustédlech ethylacetatu (EtOAc) a CH3OH. Reakce
probihala ve vodikové atmosféie (Schéma 11). Vysledné produkty byly ptecistény sloupcovou
chromatografii a byly ziskany ve vytézku 78 % pro 33 a 84 % pro 34. Jejich struktury byly
ovéteny pomoci NMR a MS analyzy.
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Schéma 11: Ptiprava sloucenin 33 a 34.

Katalyticka hydrogenace probiha na povrchu 5% Pd/C jako syn-adice. V prvnim kroku
se molekularni vodik adsorbuje na povrchu katalyzatoru a disociuje se na atomarni vodik.
V druhém kroku se molekula s trojnou vazbou adsorbuje na povrchu Pd/C a vytvoii komplex
s katalyzatorem. Poté dojde k ptechodu atomu vodiku z kovu na atom uhliku trojné vazby a
nasledné tvorbé ¢asteénému redukovanému intermediatu. Druhy atom vodiku piejde z kovu na
druhy atom uhliku trojné vazby za vzniku meziproduktu s dvojnou vazbou a obnoveni
katalyzatoru. Dalsi katalytickou hydrogenaci meziproduktu vznika vysledny nasyceny produkt

33 a 34.

Ttetim krokem syntézy byla tvorba sloucenin 35 a 36. Reakce probihala za pfitomnosti
CBrs4, PhsP v bezvodém CHCl, jako rozpoustédle z vychozi latek 33 a 34 (Schéma 12).
Produkty byly ptecisténé pomoci sloupcové chromatografie a ziskany ve vytézku 93 % pro 35

a 84 % pro 36. Struktury byla ovéfené metodami NMR a MS.

OO~ Oy O
CBT4; Ph3P
CH,Cl,
0°C—lt;24h
( 84-93 % (
n n
HO Br

33-34 35-36
n=1;2

Schéma 12: Ptiprava sloucenin 35 a 36.
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Syntéza probiha mechanismem Appelovy reakce, kterd vyuziva pfitomnost silné

elektrofilniho halogenu pro podporu tvorby organického halogenidu z odpovidajiciho alkoholu.

Prvnim krokem je reakce trifenylfosfinu (PhsP) s CBr4 za tvorby fosfoniové soli a karbaniontu,

ktery v nasledujicim kroku vystupuje jako baze a vytrhne proton z hydroxylové skupiny

vychozi latky 33 a 34. Vznikly intermediat atakuje atom fosforu ve fosfoniové soli za

soucasného odtrzeni bromidového aniontu. V poslednim kroku (mechanismus Sn2) se

bromidovy aniont navaze na atom uhliku a odstépi se trifenylfosfin oxid (Schéma 13).

PPhy *+ Br;’—sr - Ph P Br

35-36

HCBr3
CBI‘3
w

33-34
n=1;2

F’h\@

Ph—P—Br

pr

Br

Schéma 13: Mechanismus Appelovy reakce pii pfiprave sloucenin 35 a 36.

Dalsim krokem syntézy byla hydrolyza esteru za vzniku karboxylové kyseliny. Vychozi

latka 35 a 36 byla rozpusténa v acetonu, po rozpusténi byl pfidan vodni roztok NaOH. Reakce

probihala za I.t. po dobu 24 hodin (Schéma 14). Produkty byly izolovany ve formé bilé

krystalické latky ve vytézku 98 % pro 37 a 95 % pro 38. Struktura obou sloucenin byla ovétena

metodami NMR a MS.
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Schéma 14: Piiprava produktt 37 a 38.

Ptiprava karboxylové kyseliny z esteru probihd mechanismem SnAC. Prvnim krokem je
nukleofilni atak hydroxidového aniontu na karbonylovou skupinu esteru. Nasledn¢ dojde
k odtrzeni alkoxidového iontu, ktery vzapéti odstépi proton z karboxylové skupiny za vzniku
karboxylatového iontu a alkoholu. Protonaci karboxylatového iontu vznikaji karboxylové

kyseliny 37 a 38 (Schéma 15).

OO~ o7
Qx| OH S
o HsCO
Na OH .
17 (1 (o
35-36
n=1;2
Q
Ox-CH On© CH4OH
HCI
pH =1
(0 (h
Br Br
37 -38

Schéma 15: Mechanismus bazicky katalyzované hydrolyzy estert 37 a 38.
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Patym krokem syntézy byla ptiprava amidu karboxylové kyseliny. Vychozi latka 37 a
38 byla rozpusSténa v suchém THF a ochlazena na 0 °C. Nasledn¢ byl ptidan EtsN a
ethylchlorformiat. Po rozpusténi v§ech komponent byl smési probublavan plynny NHz (Schéma
16). Produkty byly ziskané precipitaci ve formé bilé krystalické latky a ve vytézku 69 % pro 39

a 64 % pro 40. Struktura obou sloucenin byla ovéfena metodami NMR a MS.

Os_OH O~__NH,

ethylchlorformiat; NH3

EtsN; THF
(h 0°C;4h (o
64-69 %

Br Br
37-38 39-40

n=1;2

Schéma 16: Ptiprava produktii 39 a 40.

Reakce probihda mechanismem SnAc. Hydroxyskupina je velmi Spatn€ odstupujici
skupina, proto je potieba ji pfevést pomoci ethylchlorformiatu na lehko odstupujici skupinu.
V priubehu reakce vznika smiSeny anhydrid jako meziprodukt.

Prvnim krokem je reakce ethylchlorformiatu s vychozi latkou 37 a 38 jako nukleofilnim
¢inidlem, za ptitomnosti EtsN jako baze. Vznika tetraedricky meziprodukt, z které¢ho odstupuje
chloridovy aniont. Vytvofeny smiseny anhydrid reaguje s molekulou NHsz a dochazi k tvorbé
dalSiho tetraedrického meziproduktu, z kterého se nasledné eliminuje EtOH a CO2 a vznikaji

kone¢né produkty 39 a 40, kterymi jsou amidy karboxylovych kyselin (Schéma 17).
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Schéma 17: Mechanismus tvorby amidu 39 a 40 pomoci SNAC.

Poslednim krokem syntézy sloucenin 41 a 42 byla reakce pfipravenych amidi
s aldoximem 21 Sn2 reakci (Schéma 18). Vychozi latka 39 a 40 byla rozpusténa v bezvodém
CH3CN. Po piidani aldoximu 21 byla smés refluxovana. Finalni produkt 41 byl izolovan ve
formé tmavé zelené amorfni latky ve vytézku 24 % a produkt 42 ve formé tmave zelené
olejovité latky ve vytézku 23 %. Struktura obou sloucenin byla oveéfena metodami NMR a MS.

HPLC ¢istota (UV; A = 254 nm) finalnich produktt 41 a 42 byla > 95 %.

ll\lOH
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o _N ll\lOH (0]
wx/@)kmz . - VH\/Q)LNHZ
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39-40 41 - 42
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Schéma 18: Piiprava 2-pyridinaldoximovych monokvarternich soli 41 a 42.
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Atom dusiku v pyridinovém skeletu aldoximu 21 ma nukleofilni charakter a je schopen
atakovat atom uhliku, ktery je pfipojen na atom bromu v alifatickym fetézci sloucenin 39 a 40.
Atak na tento uhlik probihd diky polarizaci vazby: atom uhliku ma parcidlni kladny néboj a
atom bromu nese parcialni zdporny naboj. Atom dusiku atakuje atom uhliku z opacné strany
nez odstupuje bromidovy aniont. Dochazi k tvorbé prechodového stavu, kdy je atom uhliku
soucasn¢ vazan na atom dusiku a atom bromu (Schéma 19).

Reakce probiha v prostiedi CH3CN, jakozto polarniho aprotického rozpoustédla, které
snizuje aktivaéni energii reakce tim, Ze neni schopné stabilizovat a tim snizit reaktivitu
nukleofilniho ¢inidla, jako to je v ptipad¢ protickych rozpoustédel.

Nizka vytéznost v tomto reakénim kroku je pravdépodobné zptisobena elektronovymi a

sterickymi efekty aldoximové skupiny v poloze C2 na pyridinovém skeletu pii Sn2 reakci.

(0]
NOH !
| 5 NH, ——— | N NH,
| o + BF\ /C'J\rl) n
/N\/Ew n )
Br
21 39 - 40 41 - 42
n=1;2

Schéma 19: Mechanismus tvorby findlnich produkti 41 a 42 Sn2 reakci.

Celkovy vytézek finalniho produktu 41 je 8 % a vytézek produktu 42 je 9 %.
V porovnani se syntézou monokvarternich soli, které byly pfipraveny vyzkumnou skupinou
UHK [32] bylo skute¢né¢ vyhodnéj$i ve druhém kroku nejdiive provést katalytickou
hydrogenaci, a poté Appelovu reakci. Ve zminéné praci byl jako katalyzator pouzit Pd(OH)2,
ktery puisobi jako baze a dochazi k odstépeni HBr, tzn. mimo hlavni produkt vznika také
vedlejsi produkt eliminace [32].

Ptehled vSech reakénich krokt je znadzornén na Schématu 20.
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Schéma 20: Prehled vSech reak¢nich krokt pfi ptipraveé findlnich produktd 41 a 42.
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5  Experimentalni Cast

Vsechny chemikalie, které byly v syntéze vyuzity, byly zakoupeny od firmy Sigma-
Aldrich a VWR International (Ceska republika). Priibéh reakei byl kontrolovan pomoci TLC
za pouziti TLC desti¢ek Merck Silica gel 60 Fass (Sigma-Aldrich, Ceska republika) (mobilni
faze heptan/ethylacetat v poméru 1/1, 5/1, 1/2, 95/5, 2/1 a 9/1, DCM/MeOH v poméru 10/1,
DCM/MeOH/NH3 v poméru 9/1/ 2%). Detekce TLC byla provadéna pii vinové délce 254 nm
pod UV lampou (CAMAG, VWR International, Ceska republika). Teploty tani byly stanoveny
na bodotavku Biichi B-545 (Donau Lab, Ceska republika) bez korekce.

Pfipravené slouceniny byly analyzovany pomoci *H a 3C NMR spekter, které byly
méfeny v deuteriovaném dimethylsulfoxidu (DMSO-ds) pfi laboratorni teploté na FT NMR
spektrometru Varian S500 (499,87 MHz pro 'H a 125,71 MHz pro **C) (Varian Comp. Palo
Alto, USA) a Bruker Ascend™ 500 (499,87 MHz pro 'H a 125,71 MHz pro C) (Bruker,
Némecko). Chemické posuny (8) jsou uvedeny V jednotkach ppm. V H spektrech jsou
chemické posuny vztazeny k centralnimu signdlu DMSO-ds (5 = 2,50 ppm) a v 3C spektrech
k centralnimu signalu DMSO-ds (6 = 39,43 ppm). Interakéni konstanty (J) jsou uvedeny
V jednotkach Hz. Spinova multiplicita je znacCena znaky br s (broad singlet), s (singlet), d
(dublet), t (triplet) nebo m (multiplet).

Hmotnostni spektra byla zméfena pomoci elektrosprejové ionizace (MS/ESI) a selekci
iontu skrz trojity kvadrupol na ptistroji Agilent 6470 a vyhodnocena prostfednictvim programu

MassHunter Qualitative Analysis B.07.00 (Agilent Technologies, Santa Clara, USA).
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5.1 Priprava monokvarternich amoniovych soli s ¢tyruhlikatym
Fetézcem

Methylester kyseliny 4-(4-hydroxybut-1-yn-1-yl)benzoové

_0._0  Vychorzi latka, methylester kyseliny 4-brombenzoové (30) (7,00 g; 32,55 mmol),
byla pod dusikovou atmosférou rozpusténa v bezvodém CH2Cl> (340 ml). Poté byl
ptidan EtsN (175 ml) a but-3-yn-1-ol (43) (2,28 g; 32,55 mmol; 1 ekv). Smés byla

| | po dobu 30 min probubldavana dusikem. Nasledné byl pfidan Cul (0,62 g; 3,26
mmol; 0,1 ekv) a Pd(PPh3s)s (1,88 g; 1,63 mmol; 0,05 ekv). Reakéni smés byla
michéna po dobu 24 hodin pfi 1.t. Pribéh reakce byl kontrolovan pomoci metody

OH
TLC. Po ukonceni bylo odpafeno rozpoustédlo a smés piecisténa pomoci

32
sloupcové chromatografie (heptan/EtOAc; 2/1). Produkt byl izolovan ve formé
7luté krystalické latky s vytézkem 5,92 g (89 %). C12H120s. M = 204,23 g'mol™. Tt = 94,5 —

96,4 °C; lit. [33] 95,0 — 97,0 °C.

'H NMR (500 MHz, DMSO-d¢): 8 2,59 (t; J = 6,8 Hz; 2H; CH>); 3,58 — 3,62 (m; 2H; CH>);
3,84 (s; 3H; CHa); 4,94 (t, J = 5,6 Hz; 1H; OH); 7,51 (d; J = 8,2 Hz; 2H; 2 x ArH); 7,91 (d; J =
8,2 Hz; 2H; 2 x ArH) ppm.

13C NMR (126 MHz, DMSO-de): & 23,3; 52.1; 59,5; 80,3; 92.3; 128,0; 128,5; 129,2; 131,5;
165,6 ppm.

MS (ESI*): [M*]: vypogitana hodnota pro C12H1303" (m/z): 205,1; experimentalni hodnota:
205,1.

Methylester kyseliny 4-(4-hydroxybutyl)benzoové
_0._0 Ve dvouhrdl¢ banice byla v methanolu (140 ml) pod dusikovou atmosférou
rozpusténa vychozi latka 32 (1,00 g; 4,90 mmol). Nésledné byl ptidan EtOAc (70
ml). Ke smési bylo ptidano 5% Pd/C (1,36 g; 0,64 mmol; 0,13 ekv). Reakéni smés
byla michéna pod vodikovou atmosférou 24 hodin pfi L.t., a poté prefiltrovana ptes
celit. Prib¢h reakce byl kontrolovan pomoci metody TLC. Rozpoustédlo bylo
OH odpafeno a smé&s byla precisténa pomoci sloupcové chromatografie (heptan/EtOAc;
34

5/1; 1/2). Produkt byl izolovan ve formé nazloutlé olejovité kapaliny ve vytézku

0,86 g (84 %). C12H1603. M = 208,26 g'mol ™.
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'H NMR (500 MHz, DMSO-ds): & 1,40 — 1,45 (m; 2H; CHy); 1,58 — 1,64 (m; 2H; CHz); 2,64
(t; J=7,7 Hz; 2H; CHy); 3,38 — 3, 42 (m; 2H; CH>); 3,83 (s; 3H; CH3); 4,38 (t; J = 5,2 Hz; 1H;
OH); 7,33 (d; J = 8,1 Hz; 2H; 2 x ArH); 7,87 (d; J = 8,1 Hz; 2H; 2 x ArH) ppm.

13C NMR (126 MHz, DMSO-dg): & 26,0; 31,9; 34,8; 51,9; 60,3; 127,0; 128,6; 129,1; 148,2;
168,1 ppm.

MS (ESIY): [M*]: vypo¢itand hodnota pro C12H1703" (m/z): 209,1; experimentalni hodnota:
209,1.

Methylester kyseliny 4-(4-brombutyl)benzoové
_0._0 Kyychozi latce 34 (0,82 g; 3,93 mmol) byl ptidan bezvody CH.Cl2 (15 ml), po
ochlazeni smési na 0 °C byl pfidan CBrs (1,69 g; 5,11 mmol; 1,3 ekv). Do druhé
banky byl navazen PhsP (1,44 g; 5,51 mmol; 1,4 ekv), ktery byl rozpustén v
bezvodém CH2Cl, (14 ml). Latky v bankach byly spojeny a michany po dobu 30
minut pii teploté¢ 0 °C. Po 30 min byla smés ohtéta na L.t., pti které byla michana
Br 24 hodin. Pribc¢h reakce byl kontrolovan pomoci metody TLC. Poté bylo
36 rozpoustédlo odpafeno a smés byla piecisténa pomoci sloupcové chromatografie
(heptan/EtOAc; 95/5). Produkt byl izolovan ve formé bezbarvé olejovité kapaliny ve vytézku
0,9 g (84 %). C12H15BrO2. M = 271,15 g-mol ™,
'H NMR (500 MHz, DMSO-dg): 6 1,67 — 1,73 (m; 2H; CH.); 1,78 — 1,83 (m; 2H; CH); 2,68
(t; J=7,6 Hz; 2H; CH>); 3,55 (t; J = 6,6 Hz; 2H; CH>); 3,83 (s; 3H; CH3); 7,35 (d; J = 8,1 Hz;
2H; 2 x ArH); 7,88 (d; J = 8,2 Hz; 2H; 2 x ArH) ppm.
13C NMR (126 MHz, DMSO-ds): § 28,9; 31,6; 34,0; 34,7; 51,9; 127.2; 128,6; 129,2; 147,6;
166,1 ppm.
MS (ESI"): [M™]: vypoc¢itana hodnota pro C12H16BrO2" (m/z): 271,0; experimentalni hodnota:
271,0.
Kyselina 4-(4-brombutyl)benzoova
Os_OH Vychozi latka 36 (2,30 g; 8,48 mmol) byla rozpusténa v acetonu (17 ml). V druhé
bance byl rozpustén NaOH (0,58 g; 14,42 mmol; 1,7 ekv) ve vodé (7,2 ml). Po
rozpusteéni obou latek byl obsah smichan. Smés byla michana pfi L. t. po dobu 24
hodin. Prabéh reakce byl kontrolovan metodou TLC. Po 24 hodinéch byl odpaten
aceton, pridana voda (18,4 ml) a smés byla okyselena 6M HCI na pH = 1, ktera
Br byla nasledné piefiltrovana a promyta vodou. Poté byl vznikly produkt rozpuStén

38 Vv diethyletheru a po precipitaci bylo rozpoustédlo odpafeno. Vysledny produkt
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byl ziskan ve formé bilé krystalické latky ve vytézku 2,08 g (95 %). C11H13BrO2. M = 257,13
g'mol™t. Ty =134,8 - 136,7 °C.

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds): § 1,68 — 1,73 (m; 2H; CH.); 1,78 — 1,84 (m; 2H; CH>); 2,67
(t; J=7,6 Hz; 2H; CHy); 3,55 (t; J = 6,6 Hz; 2H; CH>); 7,32 (d; J = 8,1 Hz; 2H; 2 x ArH); 7,86
(d; J=8,2 Hz; 2H; 2 x ArH); 12,78 (s; 1H; COOH) ppm.

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds): & 28.9; 31,6; 33,9; 34,7; 128,3; 128,4; 129,3; 147,1; 167,2
ppm.

MS (ESI"): [M]: vypocitana hodnota pro C11H12BrO2" (m/z): 255,0; experimentalni hodnota:
255,0.

Amid kyseliny 4-(4-brombutyl)benzoové

HoN._O Kyselina 4-(4-brombutyl)benzoova (38) (2,00 g; 7,88 mmol) byla rozpusténa
v suchém THF (34 ml). Smés byla ochlazena na 0 °C. Pod dusikovou
atmosférou byl ptidan EtzN (1,05 ml). V pribéhu jedné hodiny byl postupné
ptikapavan ethylchlorformiat (0,85 ml). Reakéni smés byla michana 1 hodinu
pti 0 °C, a poté byl ptidan suchy THF (17 ml). Nasledn€ byla smés 75 minut

Br probublavana amoniakem. Prib¢h reakce byl kontrolovan pomoci metody TLC.
40 Po ukonceni reakce byla smés zfiltrovana a promyta THF. Po odpatreni THF byl

pfidan heptan a smés byla po dobu 90 minut refluxovana. Poté byl produkt ptefiltrovan a

dosusen. Produkt byl izolovan ve formée bilé pevné latky a ziskan ve vytézku 1,29 g (64 %).

C11H14BrNO. M = 256,14 g-mol ™. Ty=127,3 - 129,3 °C.

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds): 5 1,68 — 1,74 (m; 2H; CH); 1,76 — 1,82 (m; 2H; CH>); 2,65

(t; J = 7,5 Hz; 2H; CHy); 3,56 (t; J = 6,6 Hz; 2H; CHy); 7,26 — 7,29 (m; 3H; 2 x ArH a NH);

7,80 (d; J=8,1 Hz; 2H; 2 x ArH); 7,89 (br s; 1H; NH) ppm.

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds): 5 28,9; 31,6; 34,0; 34,7, 127,2; 128,6; 129,2; 147,6; 166,6

ppm.

MS (ESI*): [M*]: vypoéitana hodnota pro C11H1sBrNO™ (m/z): 256,0; experimentalni hodnota:

256,1.
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Priprava finalni monokvarterni amoniové soli
1-(4-(4-karbamoylfenyl)butyl)-2-((hydroxyimino)methyl)pyridinium bromid

NOH Vychozi latka 40 (0,14 g; 0,55 mmol) byla rozpusténa
| Vv bezvodém CH3CN (4,6 ml). Nasledné byl ptfidan aldoxim
_N 21 (0,10 g; 0,82 mmol; 1,5 ekv). Smés byla 120 hodin
®\/\/\©\’//O refluxovana Vv dusikové atmosféfe. Pribéh reakce byl
Br@ N kontrolovan pomoci metody TLC. Po ukoncéeni reakce byl
42 ? odpatren CH3CN, piidan aceton (30 ml) a smés byla 30 minut
precipitovana za refluxu. Po dekantaci byl produkt dosuSen. Produkt byl izolovan ve formé
tmavé zelené olejovité latky ve vytézku 0,07 g (23 %). C17H20BrN3O2. M = 378,27 g-mol ™.
'H NMR (500 MHz, DMSO-dg): 6 1,63 — 1,68 (m; 2H; CH2); 1,81 — 1,85 (m; 2H; CH>); 2,65
— 2,68 (m; 2H; CH2); 4,76 (t; J = 7,5 Hz; 2H; CHy); 7,28 — 7,31 (m; 3H; 2 x ArH + NH); 7,79
(d; J=8,2 Hz; 2H; 2 x ArH); 7,89 (s; 1H; NH); 8,08 — 8,10 (m; 1H; ArH); 8,39 (d; J = 8,2 Hz;
1H; ArH); 8,52 — 8,55 (m; 1H; ArH); 8,80 (s; 1H; CH); 9,03 (d; J = 6,2 Hz; 1H; ArH); 13,16
(s; 1H; OH) ppm.
13C NMR (126 MHz, DMSO-ds): 6 26,9; 29,9; 34,1; 57,6; 125,8; 127,4; 127,5; 128,0; 131,9;
141,4; 144,9; 145,1; 145,8; 146,7; 167,7 ppm.
MS (ESI™): [M*]: vypogitana hodnota pro C17H20N302" (m/z): 298,2; experimentalni hodnota:
298,2.

39



5.2 Piiprava monokvarternich amoniovych soli s trojuhlikatym
retézcem

Methylester kyseliny 4-(3-hydroxyprop-1-yn-1-yl)benzoové
_0._0  Vychorzi latka, methylester kyseliny 4-brombenzoové (30) (7,00 g; 32,55 mmol),
byla pod dusikovou atmosférou rozpusténa v bezvodém CH2Cl> (340 ml). Poté byl
ptidan EtzN (175 ml) a prop-2-yn-1-ol (44) (1,83 g; 32,55 mmol; 1 ekv). Smés byla
| | po dobu 30 min probublavana dusikem. Nasledné byl ptidan Cul (0,62 g; 3,26
mmol; 0,1 ekv) a Pd(PPh3s)s (1,88 g; 1,63 mmol; 0,05 ekv). Reak¢éni smés byla

OH " michana po dobu 24 hodin pii l.t. Pribeh reakce byl kontrolovan pomoci metody

31 TLC. Po ukonceni bylo odpafeno rozpoustédlo a smés pieciSténa pomoci
sloupcové chromatografie (heptan/EtOAc; 2/1). Produkt byl izolovan ve formé zluté krystalické
latky s vyt&zkem 3,96 g (64 %). C11H1003. M = 190,20 g-mol™. Ty = 81,3 - 83,0 °C.

!H NMR (500 MHz, DMSO-ds): & 3,86 (s; 3H; CHzs); 4,34 (d; J = 6,0 Hz; 2H; CH>); 5,40 (t;
J=5,6 Hz; 1H; OH); 7,55 (d; J = 8,3 Hz; 2H; 2 x ArH); 7,93 (d; J = 8,2 Hz; 2H; 2 x ArH) ppm.
13C NMR (126 MHz, DMSO-de): 6 49,3; 52,2; 82,7; 93,1; 127,1; 129,0; 129,3; 131,4; 165,5
ppm.

MS (ESI"): [M™]: vypotitana hodnota pro C11H1103" (m/z): 191,1; experimentalni hodnota:
191,2.

Methylester kyseliny 4-(3-hydroxypropyl) benzoové
_0._0O Ve dvouhrdlé banice byla v methanolu (182 ml) pod dusikovou atmosférou
rozpusténa vychozi latka 31 (1,30 g; 6,83 mmol). Nasledné byl pfidan EtOAc
(91 ml). Ke smési bylo pfidano 5% Pd/C (1,89 g; 0,89 mmol; 0,13 ekv). Reakcni
smés byla michana pod vodikovou atmosférou 24 hodin pii Lt., a poté
oH prefiltrovana pies celit. Rozpoustédlo bylo odpafeno a smés byla precisténa
33 pomoci sloupcové chromatografie (heptan/EtOAc; 5/1, 1/2). Produkt byl
izolovan ve formé nazloutlé olejovité kapaliny ve vytézku 1,05 g (78 %). C11H1403. M = 194,23
g'mol ™,
'H NMR (500 MHz, DMSO-dg): 6 1,70 — 1,75 (m; 2H; CH>); 2,66 — 2,70 (m; 2H; CH>); 3,39
— 3,42 (m; 2H; CH2); 3,83 (s; 3H; CHz); 4,51 (t; J = 5,1 Hz; 1H; OH); 7,34 (d; J = 8,2 Hz; 2H;
2 x ArH); 7,87 (d; J = 8,2 Hz; 2H; 2 x ArH) ppm.
13C NMR (126 MHz, DMSO-ds): 6 31,6; 33.8; 51,9; 59,9; 127,0; 128,6; 129,1; 148,1; 166,1
ppm.
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MS (ESIY): [M*]: vypo¢itand hodnota pro C11His03" (m/z): 195,1; experimentalni hodnota:
195,2.

Methylester kyseliny 4-(3-brompropyl)benzoové

_0._0O K vychozi latce 33 (1,53 g; 7,88 mmol) byl ptidan bezvody CH2Cl, (29 ml), po
ochlazeni smési na 0 °C byl ptidan CBr4 (3,40 g; 10,24 mmol; 1,3 ekv). Do druhé
banky byl navazen PhsP (2,89 g; 11,03 mmol; 1,4 eq) a byl pfidan bezvody
CH2Cl; (29 ml). Obsah banék byl spojen a michan po dobu 30 minut pii 0 °C.
Po 30 min byla smés ohfata na L.t., pfi které byla michana 24 hodin. Poté bylo

Br
rozpoustédlo odpateno a smés byla precisténa pomoci sloupcové chromatografie

* (heptan/EtOAc; 95/5). 1zolovany produkt byl ziskan ve formé bilé¢ pevné latky
ve vytézku 1,89 g (93 %). C11H13BrO2. M = 257,13 g'mol™®. Ty = 31,9 — 33,9 °C.
H NMR (500 MHz, DMSO-dg): 6 2,09 — 2,15 (m; 2H; CH>); 2,77 — 2,80 (m; 2H; CHy); 3,51
(t; J=6,6 Hz; 2H; CHy); 3,84 (s; 3H; CHa); 7,37 (d; J = 8,2 Hz; 2H; 2 x ArH); 7,89 (d; J = 8,3
Hz; 2H; 2 x ArH) ppm.
13C NMR (126 MHz, DMSO-ds): 6 33,3; 34,1; 51,9; 127,4; 128,7; 129,2; 146,4; 166,0 ppm.
MS (ESI"): [M™]: vypocitana hodnota pro C11H14BrO>" (m/z): 257,0; experimentalni hodnota:
257,1.

Kyselina 4-(4-brompropyl)benzoova
Oy _OH Vychozi latka 35 (0,85 g; 3,31 mmol) byla rozpusténa v acetonu (6,4 ml).
V druhé baice byl rozpustén NaOH (0,22 g; 5,62 mmol; 1,7 ekv) ve vodé (2,7
ml). Po rozpusténi obou latek byl obsah smichan. Smés byla michana pfi 1. t. po
dobu 24 hodin. Pribéh reakce byl kontrolovan metodou TLC. Po 24 hodinach
B byl odpaten aceton, ptidana voda (6,8 ml) a smes byla okyselena 6M HCI na
37 pH = 1, kterd byla nésledné pfefiltrovana a promyta vodou. Poté byl vznikly
produkt rozpustén v diethyletheru a po precipitaci bylo rozpoustédlo odpareno.
Vysledny produkt byl ziskan ve formé bilé krystalické latky ve vytézku 0,79 g (98 %).
C1oH11BrO2. M = 243,10 g-mol ™. Ty =121,8 — 123,8 °C.
'H NMR (500 MHz, DMSO-ds): § 2,09 — 2,14 (m; 2H; CHy); 2,76 — 2,79 (m; 2H; CH>); 3,51
(t; J=6,6 Hz; 2H; CH>); 7,34 (d; J = 8,2 Hz; 2H; 2 x ArH); 7,87 (d; J = 8,2 Hz; 2H; 2 x ArH);
12,84 (s; 1H; COOH) ppm.
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13C NMR (126 MHz, DMSO-ds): & 33,3; 33,4; 34,1; 128,5; 128,6; 129,4; 145,8; 167,1 ppm.
MS (ESI"): [M]: vypocitana hodnota pro C10H10BrOz™ (m/z): 241,0; experimentalni hodnota:
240,9.

Amid kyseliny 4-(4-brompropyl)benzoové
HoN.__O Kyselina 4-(4-brompropyl)benzoova (37) (0,70 g; 2,88 mmol) byla rozpusténa
v suchém THF (12,6 ml). Smés byla ochlazena na 0 °C. Pod dusikovou
atmosférou byl pfidan EtsN (0,38 ml). V prib¢hu jedné hodiny byl postupné
ptikapavén ethylchlorformiat (0,31 ml). Reakéni smés byla michana 1 hodinu
& pii 0 °C, a poté byl ptidan suchy THF (6,3 ml). Nasledn¢ byla smé&s 75 minut
39 probublavana amoniakem. Priibéh reakce byl kontrolovan pomoci metody TLC.
Po ukonceni reakce byla smés zfiltrovana a promyta THF. Po odpateni THF byl
pfidan heptan a smés byla po dobu 90 minut refluxovana. Poté byl produkt piefiltrovan a
dosusen. Produkt byl izolovan ve formé bilé pevné latky ve vytézku 0,48 g (69 %).
C10H12BINO. M = 242,12 g'mol ™. Ty = 142,4 — 144,4 °C.
'H NMR (500 MHz, DMSO-dg): 6 2,07 — 2,13 (m; 2H; CH,); 2,75 — 2,78 (m; 2H; CHy); 3,51
(t; J=6,6 Hz; 2H; CHy); 7,28 — 7,30 (m; 3H; 2 x ArH a NH); 7,82 (d; J = 8,1 Hz; 2H; 2 x ArH);
7,89 (br s; 1H; NH) ppm.
13C NMR (126 MHz, DMSO-ds): & 33.1; 33,4; 34,0; 127,2; 128,6; 132,2; 143,6; 167,6 ppm.
MS (ESI): [M™]: vypog¢itana hodnota pro C10H13BrNO™ (m/z): 242,0; experimentalni hodnota:
242,1.
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Priprava finalni monokvarterni amoniové soli

1-(3-(4-karbamoylfenyl)propyl)-2-((hydroxyimino)methyl)pyridinium bromid

Vychozi latka 39 (0,14 g; 0,56 mmol) byla rozpusténa

" 1 Vbezvodém CHCN (4.6 ml). Nasledné byl pidén aldoxim 21

| jN \/\/<j)k Nz (0,10 g; 0,82 mmol; 1,5 ekv). Smés byla 120 hodin refluxovana
° 52 Vv dusikové atmosféte. Pribéh reakce byl kontrolovan pomoci

“ metody TLC. Po ukonceni reakce byl odpafen CH3CN, pridan

aceton (30 ml) a smé&s byla 30 minut precipitovana za refluxu. Po
dekantaci byl produkt dosusen. DosuSeny produkt byl izolovan ve formé tmavé zelené amorfni
latky ve vytézku 0,07 g (24 %). C16H1sBrN3O2. M = 364,24 g-mol™.
'H NMR (500 MHz, DMSO-dg): 6 2,14 — 2,17 (m; 2H; CHy); 2,75 — 2,78 (m; 2H; CH>); 4,76
— 4,79 (m; 2H; CHy); 7,28 — 7,31 (m; 3H; 2 x ArH + NH); 7,81 (d; J = 8,2 Hz; 2H; 2 x ArH);
7,90 (s; 1H; NH); 8,07 — 8,10 (m; 1H; ArH); 8,39 (d; J = 8,2 Hz; 1H; ArH); 8,52 — 8,55 (m;
1H; ArH); 8,77 (s; 1H; CH); 9,07 (d; J = 6,2 Hz; 1H; ArH); 13,14 (s; 1H; OH) ppm.
13C NMR (126 MHz, DMSO-ds): 6 31,2; 31,4; 57,6; 125,8; 127,4; 127,6; 128,0; 132,1; 141,4;
143,7; 145,1; 145,9; 146,8; 167,5 ppm.
MS (ESI*): [M*]: vypoctitana hodnota pro C16H18N3O2" (m/z): 284,1; experimentalni hodnota:
284,1.
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Z.avér

V teoretické casti bakalarské prace popisuji piisobeni neurotransmiteru ACh, jakym
zpusobem dochazi k ptenosu elektrického potencidlu, strukturu, funkci AChE a BuChE, a
jakym zplisobem mohou byt tyto enzymy inhibovany organofosfaty. Dale zminuji
mechanismus reaktivace cholinesteras, strukturu a ucinky vyznamnych reaktivatord. U
reaktivatoru asoximu (HI-6; 20) popisuji také dva z moznych zptsobti ptipravy.

V experimentalni casti piipravuji dvé fady findlnich produkt, s trojuhlikatym
spojovacim fetézcem 41 a se Ctyfuhlikatym spojovacim fetézcem 42. Ptipravené slouceniny
maji oximovou skupinu navazanou v poloze C2 na jednom z pyridinovych skeletu.

V porovnani s pfipravou monokvarternich soli vyzkumné skupiny UHK [32] byla ve
druhém kroku syntézy nejdiive provedena hydrogenace, a az poté Appelova reakce. Tento krok
se ukdzal jako velmi efektivni s pomémé vysokym vytézkem (78 % u produktu 33 s
trojuhlikatym spojovacim fetézcem, 84 % u produktu 34 se ctyfuhlikatym spojovacim
fetézcem). Zaroven nevznikal vedlej$i produkt eliminace, jako to bylo v ptipad€ piipravy
vyzkumné skupiny UHK. To je také pravdépodobné zplsobeno volbou katalyzatoru.
V piedchozi praci byl pouzit PA(OH)z2, ktery ptisobi jako baze a dochazi k eliminaci HBr.

Po Sesti krocich syntézy byl celkovy vytézek findlniho produktu 41 s trojuhlikatym
spojovacim fetézcem 8 % a produktu 42 se ctyfuhlikatym spojovacim fetézcem 9 %. Nizka
vytéznost v poslednim reakénim kroku je pravdépodobné zplisobena elektronovymi a
sterickymi efekty aldoximové skupiny v poloze C2 na pyridinovém skeletu pii Sn2 reakci.

Hlavni cil prace, syntéza 2-pyridinaldoximovych monokvarternich soli, byl splnén.
Struktura vSech ptipravenych sloucenin byla analyzovana metodou NMR a MS. U pevnych
latek byly stanoveny teploty tani.

Finalni produkty budou testovany in vitro, jestli jsou schopné inhibovanou BuChE
reaktivovat a zaroveinl se bude zjiSt'ovat, zdali oximova skupina v poloze C2 je u¢inné&j$i, nez
oximova skupina v poloze C4 v jiz podobné piipravenych reaktivatorech [32]. Soucasné se
bude testovat schopnost interakce postranniho arylalkylového fetézce s PAS BuChE
prostfednictvim m-kation interakci nebo m-n interakci. Vedle toho bude testovana schopnost
pfipravenych sloucenin reaktivovat AChE, které by mély mit oproti biskvarternim solim lepsi

prostupnost pres HEB.
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