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Anotace

Tato diplomova prace se zabyva syntézou novych typli potencidlnich
reaktivatori cholinesteras. V teoretické Casti je porovnana acetylcholinesterasa
a butyrylcholinesterasa, zaroven je popsana jejich inhibice a reaktivace. Je zde
popsana terapie pri otravach organofosforovymi slouceninami. Dale jsou uvedeny
komer¢né pouZivané reaktivatory inhibovanych cholinesteras. V praktické Casti je
uvedena priprava vychozich latek a sady Sesti potencidlnich reaktivatorii, které
obsahuji pyridindikaboxamidovou slozku. Struktura pripravenych sloucenin byla
ovéiena pomoci NMR a MS analyz. Pfipravené slouceniny budou dale in vitro

biologicky testovany na reaktivaci inhibovanych cholinesteras.
Klicova slova

acetylcholinesterasa, butyrylcholinesterasa, reaktivatory, oximy,

pyridindikarboxamid

Annotation

The diploma thesis deals with the synthesis of new types of potent reactivators
used for reactivation of cholinesterases. The theoretical part compares
acetylcholinesterase to butyrylcholinesterase, moreover inhibition and reactivation
of these cholinesterases is described. In this thesis is described therapy used for
organophosphates poisoning. The thesis mentions commercially used reactivators
of inhibited cholinesterases. The practical part covers synthesis of starting
compounds and a line of six potential reactivators with pyridindicarboxamide
group. Synthesized compounds were verified via NMR and MS analysis. Synthesized
compounds will be in vitro biologically tested on their reactivation ability of

inhibited cholinesterases.
Keywords

acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase, reactivators, oximes,

pyridinedicarboxamide
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Seznam pouzitych zkratek v textu

A angstrom

AcOH  Kkyselina octova

ACh acetylcholin

AChE  acetylcholinesterasa

BuCh  butyrylcholin

BuChE butyrylcholinesterasa
BuOH  butanol

CAS katalytické aktivni misto
CNS centralni nervova soustava

DMF N,N-dimethylformamid

DMSO  dimethylsulfoxid

Ea aktivacni energie

ekv ekvivalent

HEB hematoencefalyticka bariéra
hod hodiny

ChAT  cholinacetyltransferasa

ChE cholinesterasa
Kb disocia¢ni konstanta
A vlnova délka

MeOH methanol



min minuty
MS hmotnostni spektrometrie
NPL nervove paralytické latky

NMR nuklearni magneticka rezonance

OP organofosfat

PAS periferni anionické misto

PNS periferni nervova soustava

Sn2 bimolekularni nukleofilni substituce

SNAP  protein spojeny se synapsi

TLC tenkovrstva chromatografie
Tt teplota tani
uv ultrafialové zareni

VAMP membranové proteiny spojené s vezikuly



Uvod

Chemické zbrané a jejich zneuZiti jsou v dnesSni dobé stale aktualnim a vaznym
tématem, prestoze vroce 1925 byla podepsana ,Umluva o zdkazu vyvoje, vyroby
a hromadéni chemickych zbrani a jejich zniceni” [1]. Nervové paralytické latky
(NPL) jsou jedny z nejvice toxickych chemickych zbrani, které mohou byt synteticky
pripraveny z komerc¢né dostupnych latek [2]. Zneuziti NPL béhem valky v Perském

zalivu, v Japonsku a Syrii vedlo k zvétSeni zajmu o vyzkum antidot na NPL [1].

Organofosfaty (OP) byly nejdiive pouzivany predevSim jako pesticidy
v zemédélském primyslu, ke zméné doslo v roce 1936 kdy v laboratofich IG Farben
byl syntetizovan (RS)-ethyl-N,N-dimethylfosforoamidokyanidat, zndmy jako tabun.
Jeho silné nervové paralytickych vlastnosti si povS§imnul némecky chemik Gerhard
Schrader. Prvotnim cilem vyzkumu vroce 1934 byla piiprava novych OP,
pouzitelnych jako pesticidy v zemédélstvi, ale po objevu tabunu v roce 1936 se
vyzkum, pod novym nazvem Trilon, vydal smérem syntézy OP jakoZto chemickych
zbrani a celkem bylo ptipraveno vice nez 2000 latek [3]. Chvili po objevu tabunu byl
pripraven dalsi znamy a nebezpecny derivat, sarin, pojmenovany na pocest Clenti
védeckého tymu: Schrader, Ambros, Ritter a van der Linde [4]. Objev tabunu a sarinu
byl vroce 1944 nasledovan objevem somanu, vSechny tyto latky jsou souhrnné
oznacovany jako G-latky od slova,,German®. Po konci druhé svétové valky se zapadni
spojenci a Sovétsky svaz zmocnili tovaren IG Farben a projektu Trilon, ktery byl
kédovym nazvem pro vyzkum OP jakoZto chemickych zbrani [5]. Obé strany zacaly
nové pripravovat vlastni chemické zbrané. Britové vynalezli VX v roce 1949, své
poznatky vymeénili s USA za jejich poznatky o termonukledrnich zbranich [3]. BEhem
této doby Sovéti syntetizovali sviij derivat, RVX, ktery se pozdéji stal ,prototypem*
pro latky pod souhrnnym ozna¢enim NOVICOK. Dal$im ptipravenym derivatem se
stal ¢insky CVX. VSechny tyto latky spadaji do skupiny V-latek od slova ,venemous”,

protoZe symptomy otravy pripominaly otravu hadim ustknutim [6].

Pres zdkaz pouzivani chemickych zbrani byly zaznamenany nové syntetické
postupy pro vyrobu NPL a neni vylouceno, Ze mnohé zemé tyto latky pripravené

k pouziti stale skladuji.
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Jednim z poslednich piikladf zneuZiti OP byla poprava Kim Cong-nama, bratra
severokorejského viidce Kim Cong-una latkou VX v roce 2017 anebo otrava agenta

Sergeje Skripala a jeho dcery latkou Novicok [7, 8].

Hrozbou pro civilisty neni jenom teroristické zneuZziti NPL, ale i prechovavani
a pouzivani OP pesticidii, které rocné zptlisobi az 3 000 000 intoxikaci a z toho

200 000 pripadt konc¢i tmrtim [1].

Nebezpeci OP je v jejich rychlém vstfebavani ptes sliznice a klizi, vysoké toxicité
a predevSim ireverzibilni vazbé na acetycholinesterasu (AChE). AChE podléha
ireverzibilni inhibici OP a =ztraci svoji katalytickou schopnost degradovat
acetylcholin (ACh). OP se kompetitivné vaZou do aktivniho mista AChE. V prvni fazi
se OP navaze na Ser203 a ve druhé fazi dochazi k dealkylaci alkoxy substituentu OP
a stabilizaci pomoci His447, tomuto procesu se rika ,starnuti AChE“ [9]. Inhibovana
AChE neni nadale schopna plnit svoji funkci a hydrolyzovat acetylcholin (ACh) na
neuromuskuldrnich spojenich. To vede k trvalé stimulaci neuront a cholinergni
krizi zplisobené hromadénim se ACh na nervovych synapsich. Mezi symptomy
otravy patii PSL syndrom: zvySend perspirace, salivace a lakrimace, také midza
a celkova paralyza véetné periferni obrny dychacich svalli. Smrt nastava udusenim

za plného védomi [10].

Terapie po expozici OP spociva v aplikaci anticholinergik, antikonvulzanti
a oximovych reaktivatorii AChE [9]. Mezi komercné dostupné a pouZivané oximové
reaktivatory v dnesni dobé patfi pralidoxim, obidoxim, methoxim, asoxim (HI-6)
a trimedoxim [11]. Zadny ztéchto reaktivatorfi neni dostate¢né univerzalni a
schopen reaktivovat cholinesterasu (ChE) inhibovanou vice rtiznymi OP. A proto se
mnoho vyzkumnych skupin zabyva vyvojem novych reaktivatord, které by byly
schopny reaktivovat Sirsi spektrum NPL inhibovanych ChE.

Cilem mé prace je priprava novych typa reaktivatori, dopliujicich skupinu
reaktivatori ze sady , K“ reaktivatora (K054, K268, K362, K459) pripravovanych na
riznych vyzkumnych pracovistich v Hradci Kralové, které by se daly pouzivat jako

potencialni reaktivatory inhibovanych ChE.
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1. Teoreticka cast

1.1. Acetylcholin

Acetylcholin (ACh; 3) je excitatni neurotransmiter cholinergniho systému
nachazejici se v neuromuskularnich spojenich, synapsich ganglii a viscelarnim
motorickém  systému [12]. Syntéza molekul ACh je katalyzovana
cholinacetyltranferasou (ChAT), ktera spojuje acetylkoenzym A (2) (vznikajici
z glukosy v mitochondriich) a cholin (1) (prijiman prevazné v potravé) v cytoplazmé
presynaptického axonu (Schéma 1). Molekuly ACh jsou nadale uchovavany
v synaptickych vezikulach, které mohou obsahovat az 10 000 molekul ACh.
Kuvolnéni dochazi procesem exocytézy, ACh se transportuje do synaptické
Stérbiny, kde doseda na cholinergni receptory na postsynaptické membrané dalSiho

neuronu [13].

| _ 0 ChAT (0] |
N + —_— - + HS-CoA
cholin (1) acetylkoenzym A (2) ACh (3) koenzym A (4)

Schéma 1: Syntéza ACh (3).

1.2. Cholinergni receptory

Cholinergni receptory je souhrnné oznaceni receptort které jsou stimulovany
membrany neuronu, oteviraji se napétim rizené Ca2*kanaly, zvySena intracelularni
koncentrace Ca2?+ vede k aktivaci specifickych proteinti (VAMPs a SNAPs) a fazi
vezikularni membrany s plazmatickou membranou presynaptického neuronu [15].
Uvolnény ACh doseda na receptory postsynaptického neuronu, které lze rozdélit na
dva podtypy, nikotinové a muskarinové, jejichZ nazvy jsou odvozeny od jejich afinity

k jejich prirozenym agonistim nikotinu (5) a muskarinu (6) (Obrazek 1) [14].
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Obrazek 1: Struktura nikotinu (5) a muskarinu (6).

1.2.1. Muskarinové receptory

Tento typ receptorii je sprazen s G proteinem a exprimovan napii¢ centralni
nervovou soustavou (CNS), vegetativnimi ganglii, hladkou svalovinou a organy
parasympatiku [14]. Jednd se o transmembranové receptory, které sedmkrat
prochazeji membranou a jsou spiazené s G proteinem na intracelularni strané
membrany, proto se miizeme setkat i s pojmem metabotropni receptory. Jejich
ucinek spociva v kaskadovité produkci sekundarnich messengerti a nasledné
fosforylaci a aktivaci CaZ* iontovych kanalti anebo otevieni K* kanalii v zavislosti na
podtypu muskarinového receptoru. To vede k hyperpolarizaci membrany
postsynaptického neuronu a naslednému otevieni napétové ftizenych kanali
a Sifeni nervového vzruchu [16]. Celkem existuje pét podtypt muskarinovych
receptorii oznacenych zkratkou M1 az M5, které se odliSuji afinitou treti
intracelularni smycky k specifickému G proteinu. Byla prokdzana podobnost mezi
receptory M1, M3 a M5 a mezi M2 a M4. Zatimco prvni zminéna skupina (M1, M3,
M5) fosforyluje cilovou skupinu proteini a mobilizuje intraceluldrni Ca?*, druha
skupina (M2, M4) inhibuje adenylat cyklazu a reguluje K* iontové kanaly [14]. M1
receptory lze nalézt v CNS, bunikach vegetativnich ganglii a exokrinnich zlaz. Naproti
tomu M2 receptory lze nalézt nejen v CNS, ale i v srdci. M3 jsou stejné jako M1
lokalizovany v exokrinnich Zlazach a CNS, a navic i v hladké svaloviné. M4 a M5 se
prevazné vyskytuji v CNS. PrestoZe muskarinové receptory vykazuji vyssi dobu
latence neZ nikotinové, jejich afinita k ACh je podstatné vyssi s Kp priblizné 30 nM,
zatimco u nikotinovych receptort se hovori o hodnoté Kp 30 uM [16]. Podrazdéni
téchto receptori jejich agonistou, od kterého je odvozeno jejich jméno, muskarinem
(6), zpulsobuje depolarizaci postsynaptické membrany a typické cholinergni
priznaky, miézu, zvySenou lakrimaci, salivaci, bronchokonstrikci a bradykardii [15,

17].
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1.2.2. Nikotinové receptory

Nikotinové receptory existuji ve dvou zakladnich podtypech, svalovém
a neuronalnim, mezi kterymi jsou drobné strukturni odliSnosti [18]. Toto je pouze
zakladni rozdéleni, existuje az 17 podtypl nikotinovych receptort [19]. Svalovy
podtyp se sklada ze dvou podjednotek a, jedné 3, y a 6, zatimco neuronalni podtyp
je tvofen a a 3, nebo pouze o [18]. Tyto receptory funguji jako ionotropni receptory
Fizené ligandem plnici funkci iontového kanalu [20]. ACh se vaZe na extracelularni
cast a podjednotek, iontovy kandl se otevie a stane se propustnym pro Na*, K*
a u nékterych podtypli pro Ca2* [18]. To vede k hyperpolarizaci membrany
postsynaptického neuronu a naslednému otevieni napétové fizenych kanald
a Sireni nervového vzruchu [16]. Podrazdéni agonistou, napriklad nikotinem (5),
vede k trvajici depolarizaci postsynaptické membrany a projevuje se hypotenzi,

tresem, zaSkuby ve svalech aZ paralyzou [15, 17].
1.3. Cholinesterasy

ChE jsou enzymy ze skupiny karboxyesteras zodpovédné za regulaci
neurotransmise v cholinergnich synapsich a neuromuskularnich spojenich pomoci
hydrolyzy ACh na acetyl a cholin a butyrylcholinu (BuCh; 7) (Obrazek 2) na butyryl
a cholin [21]. Acetylcholinesterasa (AChE; UniProtKB-P0458) a jeji sestersky enzym
butyrylcholinesterasa (BuChE; UniProtKB-P06276) ve své struktuie obsahuji
katalytické misto (CAS), ve kterém katalytickou triddou aminokyselin rozkladaji

ACh a BuCh, zaroven v tomto misté ¢asto dochazi k inhibici téchto enzymi [21].

0]

N/

/\)J\ N

0 >
butyrylcholin (7)

Obrazek 2: Struktura BuCh (7).

1.3.1. Acetylcholinesterasa

AChE je serinova hydrolaza, ze skupiny a/f hydrolas, ktera zahrnuje ChE,
karboxyesterasy a lipasy. Nachazi se prevazné na neuromuskularnich spojenich
a cholinergnich synapsich v mozku. Je to esencialni enzym nezbytny pro Zivot

a vyskytuje se ve vSech eukaryotickych organismech. Jeji roli je terminace
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neurotransmise rapidni hydrolyzou ACh na acetat a cholin. Katalyticka aktivita
AChE je pomérné vysoka, dokaze rozloZzit az 25 000 molekul ACh za vtetfinu. AChE
muze byt inhibovana jak prirodnimi, tak syntetickymi toxiny, poté ztraci svoji
schopnost hydrolyzy ACh a terminace neurotransmise, a pokud jeji schopnost neni
obnovena vcas dojde k ,starnuti“ enzymu, kdy AChE svoji katalytickou aktivitu

ireverzibilné ztrati a to mnohdy vede aZ k umrti [22].
1.3.1.1. Struktura

Molekula AChE (UniProtKB-P0458) ma elipsoidni tvar. Jejim nejvyznamnéjsim
strukturnim prvkem je uzka hluboka Stérbina lemovana perifernim anionickym
mistem (PAS), které se sklada predevsim z hydrofobnich aromatickych zbytki
aminoKkyselin jejichZ ulohou je alosterickda modulace CAS na dné Stérbiny, kde se
nachazi aktivni misto enzymu (Obrazek 3) [23]. CAS lze rozdélit na dvé podjednotky,
anionickou a esterickou podjednotku. Estericka podjednotka v AChE, patrici
Parejnoku kalifornskému (Torpedo californica), obsahuje katalytickou triddu ti{
aminokyselin, Ser200, His440 a Glu327 a anionicka podjednotka je tvorena Trp84,
Phe330, Tyr33 [22].
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Obrazek 3: Struktura AChE (Parejnok kalifornsky, Torpedo californica; UniProtKB-
P0458) [9].

ACh je pfi vstupu do Stérbiny orientovan kation-m interakcemi s aromatickymi
residui k CAS. Zde anionické misto orientuje ACh pomoci interakce s kvarternim
dusikem cholinu, tak aby mohlo dojit k vazbé na katalytickou triadu [9]. V prvnim
kroku hydroxylova skupina Ser200 nukleofilné atakuje elektrofilni uhlik substratu
a dojde k tvorbé docasné kovalentni acylové vazby a vzniku acetylované AChE.
V prvnim kroku se z komplexu uvolni cholin, ve druhém kroku se uvolnuje acety],

ktery s vodou tvori kyselinu octovou (Schéma 2) [24].

16



7 | anionické misto | anionické misto
~ \N(/+)

OH

_
este misto

rické
AChE

esterické misto

1 tranzitni stav

(esterické misto)
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Schéma 2: Mechanismus hydrolyzy ACh.

1.3.2. Butyrylcholinesterasa

BuChE je druhy podtyp ChE, je zndma pod dalSimi nazvy jako naptiklad sérova
ChE anebo nespecificka ChE. Na rozdil od AChE, ktera se vyskytuje jako
membranovy enzym predevsim na erytrocytech, nervovych zakoncenich, plicich,
sleziné a celkoveé vSech ¢astech mozku, BuChE existuje predevsim v plazmé, jatrech,

hladkych svalech a slinivce briSni [9].

BuChE je schopna hydrolyzovat ACh a objemnéjSi substraty jako BuCh (7)
(Obrazek 2), ucastni se detoxifikacnich procesti a metabolismu nékterych
esterovych sloucenin bez cholinové slozky, jako aspirin (8), fyzostigmin (9) a kokain
(10) (Obrazek 4). Zaroven je schopna hydrolyzovat esterické slouceniny, které
nachazi své vyuzZiti jako anestetika, prikladem mohou byt prokain (11)
a sukcinylcholin (12) (Obrazek 4) [24]. Mezi dalSi substraty patii i gherlin,
peptidicky hormon ovliviiujici chut k jidlu [21].
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Obrazek 4: Struktury aspirinu (8), fyzostigminu (9), kokainu (10), prokainu (11) a
sukcinylcholinu (12).

1.3.2.1. Struktura

Lidska BuChE (UniProtKB-P06276) je tetramer spojeny proteinem bohatym na
polyprolin a kazda z jeho ctyt podjednotek se sklada z 574 aminokyselin [25]. Stejné
jako AChE je jednim z jejich hlavnich strukturnich prvka hluboka stérbina lemovana
aromatickymi residui z PAS na jejimz dné se nachazi CAS obsahujici katalytickou
triaddu sloZenou ze Ser198, Glu325 a His438 (Obrazek 5) [26]. CAS BuChE je
objemnéjsi neZ CAS AChE, proto je méné stereospecifickd a schopna degradovat i
vétsi substraty jako vyse zminény BuCh (7), aspirin (8), fyzostigmin (9) a kokain
(10) [26].

1.3.2.2. Bioscavenger

V posledni dobé doslo k testovani BuChE jako antidota pouzivaného pii otravé
OP a NPL [27]. Pro tuto funkci se zavedl pojem ,bioscavenger”, poprvé tento vyraz
v souvislosti s otravou OP zavedl Main a kolektiv jiZ v roce 1956 [28]. Bioscavengery
v podobé BuChE jsou alternativni terapii pti otravach NPL a OP, protoZe je dokaZou
zachytit jiz v krevnim obéhu predtim, neZ dosahnou AChE v CNS. Inhibice BuChE
nemd zadné fyziologické piiznaky, zatimco inhibice AChE zpiisobuje smrtelné
otravy. BuChE vazou OP pomoci reverzibilni vazby do aktivniho mista, které je o
200 A vétsi neZ v pripadé AChE [29]. Po navazani OP dochazi k hydrolyze OP nebo
ke vzniku ireverzibilni vazby, v tomto pripadé dochazi k procesu, kterému se rika

starnuti enzymu a dealkylaci alkylového retézce na atomu fosforu [30].
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Obrazek 5: Struktura monomeru lidské BuChE (UniProtKB-P06276) [31].

1.4. Inhibice cholinesteras

AChE i BuChE podléhaji ireverzibilni inhibici OP a ztraci svoji katalytickou
schopnost degradovat prislusSné molekuly. Inhibovany enzym ztraci svoji funkci
a neni nadale schopen degradovat ACh, ktery se nasledné hromadi na nervovych
synapsich a zptlisobuje trvalou stimulaci nikotinovych a muskarinovych receptort.
Mezi hlavni symptomy patii zvySena perspirace, salivace a lakrimace, také mi6za
a celkova paralyza vcetné periferni obrny dychacich svalti. Smrt nastava udusenim
za plného védomi [10]. Uéinek inhibitort ChE je soustfedén na diilezité domény
téchto enzymt, CAS na dné Stérbiny nebo PAS, v nékterych pripadech na obé tyto

domény [23].

OP se kompetitivné vaze do aktivniho mista AChE. V prvni fazi se OP navaZe na

Ser200 a ve druhé fazi dochazi k dealkylaci alkoxy substituentu OP a stabilizaci
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pomoci His440, tomuto procesu se rika ,starnuti“ AChE. V prvni fazi je mechanismus
vazby OP podobny vazbé ACh. OP pronika do aktivniho mista enzymu pres tzkou
Stérbinu na jejimzZ dné se nachazi CAS. CAS sestava ze dvou podjednotek, esterické
podjednotky obsahujici katalytickou triddu a anionické podjednotky orientujici
substrat do spravné polohy. Katalytické tridda se sklada ze tff aminokyselin, Ser200,
His440 a Glu327 a anionicka podjednotka z Trp84, Phe330, Tyr33. Serinova skupina
z katalytické triddy nukleofilné atakuje atom fosforu v OP, vznika kovalentni vazba
mezi atomem Kkysliku a fosforu a dochazi k odstoupeni halogenu ve formé aniontu.
Tato reakce dava za vznik fosforylovanému enzymu, ktery vykazuje vysokou
stabilitu a mize podléhat spontanni hydrolyze. V tomto okamZiku enzym podléha
jesté jedné reakci, ktera probiha snadnéji neZ hydrolyza, a to intramolekularni
reakci, taktéz znamé jako ,starnuti“ enzymu. Tahle forma enzymu nemitiZe byt
reaktivovana a trvale ztraci svoji schopnost degradace ACh. Proces starnuti je
charakterizovan dealkylaci alkoxy substituentu na atomu fosforu a naslednou
stabilizaci komplexu vznikem vodikového mustku mezi histidinovym residuem
a kyslikem na atomu fosforu (Schéma 3). Délka trvani procesu starnuti je odliSna
pro kazdy OP, v pifipadé somanu miiZe trvat 2 minuty, zatimco v pripadé VX az 48
hodin [9, 11, 24].

Oy

P,O\R
R1/ \X 2

esterické misto "starnuti"
AChE w
Ry

Schéma 3: Inhibice AChE.

1.4.1. Inhibitory cholinesteras

Inhibitory ChE jsou nejenom OP pesticidy, jako paraoxon a methylparaoxon [32],
ale i chemické zbrané, které jsou vzhledem ke svému mechanismu piisobeni znamy
takeé jako NPL [9]. Tyto latky Ize délit do dvou skupin, starsi sérii G-latek a novéjsi

sérii V-latek. G-1atky jsou vice tékavé, proto se nachazi predevsim v podobé aerosoli
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a zahrnuji sarin (13), soman (14), tabun (15) a cyklosarin (16) (Obrazek 6). V-latky
jsou kapaliny a patfi sem VX (17), RVX (18) a CVX (19) (Obrazek 6). Jejich
skupenstvi ma vliv na jejich stalost v prostredi, kdy V-latky jsou stalejsi neZ G-latky

a v prostredi pretrvavaji déle [9].
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Obrazek 6: Struktury sarinu (13), somanu (14), tabunu (15), cyklosarinu (16), VX
(17), RVX (18) a CVX (19).

1.5. Terapie

Existuje profylaxni terapie, pouzivana pied vystavenim organismu OP latkam.
Profylaxni terapie spociva v podani reverzibilnich inhibitorti AChE (pyridostigmin,
galanthamin), oximovych reaktivatori a bioscavengerti v podobé rekombinantni
BuChE [33]. Terapie po expozici OP spociva v aplikaci anticholinergik,
antikonvulzanti a oximovych reaktivator ChE pomoci trikomorovych
autoinjektorl, kdy kazda z komor obsahuje jednu ze slozek terapie [34]. Jako
anticholnergikum se podava atropin (20) (Obrazek 7), ktery ptisobi jako agonista
cholinergnich receptorii. Antikonvulzant je naptiklad diazepam (21) (Obrazek 7).
Komercné dostupné a pouZzivané reaktivatory jsou pralidoxim (22), obidoxim (23),

methoxim (24), asoxim (HI-6; 25) a trimedoxim (26) (Obrazek 8) [9-11].
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Obrazek 7: Struktury atropinu (20) a diazepamu (21).

1.5.1. Reaktivatory

Zatimco anticholinergika a antikonvulzanty jsou pouZivany jako symptomaticka
terapie, oximové reaktivatory jsou schopné odstranit pri¢inu intoxikace
a reaktivovat AChE. Mechanismus pusobeni reaktivatori spociva v reaktivaci
inhibované AChE a BuChE a obnoveni jejich katalytické aktivity. Oximatovy anion
nejdiive napadne atom fosforu ve fosforylované AChE, dojde ke vzniku komplexu
a jeho naslednému rozpadnuti, za obnoveni serinové skupiny a katalytické funkce
enzymu. Hlavni vyzvy v pripravé reaktivatorli je jejich propustnost pres
hematoencefalickou bariéru (HEB), obecné nizka lipofilita a permanentni naboj na
kvarternich dusicich brani reaktivatortim kvantitativné prostupovat pres biologické
membrany pasivni diftzi, proto ucinkuji predevsim v periferni nervové soustavé
(PNS). Experimentdlné bylo dokazdno, Ze pralidoxim (22) (Obrazek 8) po
intravenosnim podani prostupuje do CNS priblizné z 10 %, zatimco bispyridinové
aldoximy prostupuji pouze vrozmezi 1-3%, to je zplisobeno zvySenim poctu
permanentnich naboji v molekule [11]. ZvySeni lipofility molekuly je mozné
dosahnout napft. zavedenim atomu halogenu do struktury [35]. Dal$i moZnosti, jak
zvySit propustnost pres HEB je zavedeni glukosové skupiny, ktera je nasledné
rozeznavana glukosovymi transportéry a transportovana pres HEB spoletné
s reaktivatorem [36]. Existuje i pristup kdy je moZno se zcela vyhnout HEB a to
pomoci ,bypassu”, kdy je reaktivator podan intranasalné, pres sliznici nosni dutiny.
Dalsi vyzvu predstavuje univerzalnost reaktivatori, pro pouZziti pfi otravach
riznymi typy OP sloucenin a v neposledni radé i moznost reaktivace ,zestarlé“

formy enzymu [9-11].
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Reaktivatory jsou svoji strukturou monokvarterni nebo biskvarterni pyridiniové
soli, nesouci oximovou skupinu nezbytnou pro plnéni své funkce alespoii na jednom
z pyridinovych kruhi. Existuji tfi hlavni strukturni podtypy reaktivatort, bez naboje
a bez oximové skupiny [37], bez ndboje s oximovou skupinou [38] a monokvarterni
a nebo biskvarterni s oximovou skupinou [9]. Biskvarterni reaktivatory s oximovou

skupinou Ize navic rozdélit na monooximové a bisoximové reaktivatory [10].

Dnes je pouZzivana predevsSim rada komerc¢né dostupnych reaktivatori ChE,
pralidoxim (22), obidoxim (23), methoxim (24), asoxim (HI-6; 25) a triedoxim (26)
(Obrazek 8). Pralidoxim (22) je reaktivator s jednim nabojem a jednou oximovou
skupinou na pyridinovém jadie v poloze C2. Je to ucinny reaktivator sarinem a VX
inhibovanou AChE a méné ucinny v pripadé inhibice somanem a tabunem [39-41].
Methoxim (24) byl prvni bispyridiniovy oxim tcinny proti tabunu, sarinu a VX, ale
stale neucinny v pripadé somanu [42, 43]. Obidoxim (23), trimedoxim (26) a HL67
(27) (Obrazek 8) jsou nejucinnéjsi reaktivatory v pripadé otrav tabunem, ale jejich
ucinnost vyrazné klesa pri inhibici VX [44, 45]. Asoxim (HI-6; 25) je nejucinnéjsi
reaktivator pro ChE inhibované sarinem, ale neni vhodny pfi inhibici tabunem [46].
PrestoZe bispyridiniové reaktivatory jsou obecné Ucinnéjsi neZ monopyridiniové,
neni Zadny znich plné univerzalni a vyuZitelny pfi otravach vSemi doposud

znamymi OP.
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Obrazek 8: Struktury pralidoximu (22), obidoximu (23), methoximu (24), asoximu
(HI-6; 25), trimedoximu (26) a H16-7 (27).

1.6.

Reaktivace cholinesteras

Reaktivace ChE probiha nukleofilnim atakem oximatového aniontu. Ten vznika

pti fyziologickém pH disociaci oximové skupiny, a ndsledné je schopen nukleofilné

atakovat atom fosforu na fosforylované ChE. Poté nové vznika komplex mezi

reaktivitorem a OP nazyvany ,fosfyloxim“ a aktivni forma ChE pfipravena opét

degradovat prislusné molekuly (Schéma 4). DileZitou podminkou pro uspésnou

reaktivaci je nezestarla forma enzymu, protoZe dnesSni reaktivatory stale nejsou

schopné reaktivovat ,zestarlou” formu enzymu [9].
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Schéma 4: Reaktivace OP inhibované ChE.
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2.Design

Tato diplomova prace se zabyva syntézou novych biskvarternich reaktivatort
ChE obsahujicich pyridindikarboxamidovou slozku, jakoZto strukturnich analogt jiz

diive pripravenych reaktivatorti ChE inhibovanych OP slouceninami.

Jako predloha slouzil komercné dostupny reaktivator asoxim (HI-6; 25) a rada
reaktivatorii s ozna¢nim ,K“ pripravena vyzkumnymi skupinami z Hradce Kralové
[9]. Oxim 25 je biskvarterni reaktivator s jednou oximovou skupinou v poloze C2 a
jednou amidickou skupinou v poloze C4 na pyridinovych skeletech, jeho spojovaci
retézec obsahuje atom kysliku (Obrazek 8). Oximova skupina méa v poloze C2 a C4
nizs§i hodnotu pKa, diky tomu lépe tvoii oximatovy anion za fyziologickych
podminek, pKa oximové skupiny je nadale sniZovano substituci pyridinového jadra
elektronakceptorni skupinou. Derivaty substituované elektrondonorni skupinou,
napiiklad hydroxyskupinou by mély mit vy$si hodnotu pKa oximové skupiny a tim
znesnadiiovat tvorbu oximatového anionu. Studie ukazuji, Ze minimalné jedna
oximova skupina je esencialni pro reaktivaci inhibovaného enzymu, druha oximova
skupina zvySuje uc¢innost jen minimalné. Lepsi Gc¢innost je také zpilisobena dvakrat
vyss$i pravdépodobnosti spravné sterické orientace symetrické molekuly do CAS
enzymu [47, 48]. Rostouci délka tetézce zvysuje lipofilitu, usnadniuje priichod HEB
a heteroatom v podobé kysliku se pomoci vodikovych vazeb 1épe vaZe na tyrosinova
residua v ChE [49]. Inspiraci pro tuto diplomovou praci se staly dvé skupiny
reaktivatori s oznacenim ,K“. Prvni skupina sestava ze tii reaktivatord, K027 (28)
[50], K048 (29) [51] a predevsim K203 (30) [52] (Obrazek 9). Jsou to strukturni
analogy trimedoximu, ve své struktuie obsahuji dvé pyridinova jadra spojena
alifatickym tetézcem liSicim se poctem uhlikli a nasobnosti vazeb. Pyridinova jadra
jsou substituovana oximovou skupinou, kterd poskytuje oximatovy anion nezbytny
k reaktivaci a amidickou skupinou [1, 9, 53]. Druha skupina oximovych reaktivatori
sestava z K054 (31) [54], K459 (32) [33], K362 (33) [55], K268 (34) [47] a K127
(35) [56] (Obrazek 9). Tato rada je analogem prvni skupiny ,K“ reaktivatort, rozdil
spociva v substituci druhého jadra bez oximové skupiny dvéma amidickymi

skupinami.
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Obrazek 9: Strukturni predlohy 28-35 pro nové pripravované reaktivatory.

Reaktivatory pripravované v této diplomové praci jsou strukturnimi analogy
druhé skupiny ,K“ reaktivatord. Obsahuji 2-pyridinaldoximovy a 4-
pyridinaldoximovy  fragment spojeny  alifatickym  retézcem s  3,4-
pyridindikarboxamidovym heteroaromatickym jadrem. Jadro s oximovou skupinou
je u jednoho z derivatl substituovano hydroxyskupinou v poloze C3. Pritomnosti
hydroxyskupiny by mél byt potvrzen vliv substituenti na tvorbu oximatového
aniontu, jehoZ vznik ma piimy dopad na reaktivacni schopnost molekul. Existuji
i reaktivatory bez naboje s hydroxyskupinou, kde samotna hydroxyskupina mtize

byt nukleofilem a atakovat OP inhibovanou ChE [9, 57].

27



3.Cile prace

Cilem prace je priprava Sesti novych biskvarternich monooximovych
reaktivatori obsahujicich pyridindikarboxamidovou slozku, které budou vykazovat
potencialni schopnost reaktivace OP inhibovanych ChE. Pripravené latky se mezi
sebou lisi polohou oximové skupiny a substituci jadra obsahujicitho oximovou
skupinu. Dal$i rozdil je v délce spojovaciho retézce, pouziti nasobnych vazeb
a substituci heteroatomem. Nové molekuly dopliuji skupinu potencialnich
reaktivatori ChE soznacenim ,K“ uz pripravenych vyzkumnymi skupinami

7 Hradce Kralové.

Nové pripravené reaktivatory lze rozdélit do tii skupin podle substituce na jadre

s oximovou skupinou anebo za¢lenénim heteroatomu do spojovaciho tetézce.

Prvni skupina obsahuje 2-pyridinaldoximové jadro a jednotlivé derivaty 36-38

se lisi délkou spojovaciho retézce (Obrazek 10).
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Obrazek 10: Slouceniny 36-38 s 2-pyridinaldoximovou sloZkou.

Druha skupina obsahuje dva derivaty, 39 a 40, s 2-pyridinaldoximovym, 4-
pyridinaldoximovym jadrem a pyridindikarboxamidovou slozkou, jejich spojovaci

Fetézec obsahuje atom kysliku (Obrazek 11).
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Obrazek 11: Slouceniny 39-40 se spojovacim ietézcem obsahujicim atom kysliku.

Treti skupina sestava z jednoho derivatu 41 obsahujiciho 4-pyridinaldoximové

jadro substituované hydroxyskupinou v poloze C3 (Obrazek 12).
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Obrazek 12: Sloucenina 41 s 4-pyridinaldoximou sloZkou substituovanou
hydroxyskupinou v poloze C3.
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4.Vysledky a diskuze

V této diplomové praci jsem si dala za cil syntézu novych typl potencialnich
reaktivatori ChE inhibovanych OP, které strukturné dopliuji reaktivatory
ze skupiny ,K“ reaktivatord. Inspiraci pro struktury novych reaktivatora je
komer¢né dostupny reaktivator asoxim (HI-6; 25) (Obrazek 8) a oximové
reaktivatory zrady ,K“ reaktivatori pripravené vyzkumnymi skupinami
z védeckych instituci v Hradci Kralové: K027 (28), K048 (29), K203 (30), K054 (31),
K459 (32), K362 (33), K268 (34) a K127 (35) (Obrazek 9).

V této praci bylo pripraveno celkem Sest novych reaktivatori 36-41, jejichz
struktury se mezi sebou vzajemné lisi pouZitym spojovacim tretézcem, polohou
oximové skupiny a substituci na pyridinovém jadru na kterém je navazana oximova

skupina.
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4.1. Priprava monokvarternich soli

Vychozi latky pro pripravu findlnich produkti byly predem ptipravené
monokvarterni amoniové soli 50-55, které byly pripravené z komercné dostupnych
latek (2-pyridinaldoxim (42), 4-pyridinaldoxim (43) a 3,4-pyridindikarboxamid
(44)). Syntéza monokvarternich amoniovych soli probiha reak¢nim mechanismem
bimolekuldrni nukleofilni substituce (Sn2) mezi pyridinovym derivatem
a alkylovym fetézcem o rtzné délce a nasycenosti (Schéma 5). Atom dusiku na
pyridinovém jadie je nukleofil a svym volnym elektronovym parem atakuje uhlik
vazany polarni kovalentni vazbou s atomem bromu, diky této vazbé vznika na uhliku
parcialni kladny naboj a stava se substratem pro Sn2. Pfechodného stavu se ticastni
obé molekuly a reakce probihd bez vzniku karbokationtu. Nukleofil pristupuje
katomu uhliku z protilehlé strany k odstupujicimu atomu bromu, ke zméné
konfigurace vSak nedochazi, protoze reak¢ni centrum molekuly neni stereogennim

centrem.
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Ry: 2-aldoxim; Ry: H 42 SBr 5* Ry: 2-aldoxim,Ry: H: n: 50 (CH,), 51

Ry: 4-aldoxim; Rp: H 43 (CH,CH,CH,), 52 (CH,CH,CH,CH)
R1: 4-CONHy, Ryt 3-CONH; 44 Ry: 4-CONH,, Ry: 3-CONHy; n: 55 (CH=CH)

R4: 2-aldoxim; R,: H 53
R4: 4-aldoxim; R,: H 54
Schéma 5: Vseobecna ptiprava monokvarternich amoniovych soli 50-55.

Struktura monokvarternich soli 50-55 (Obrazek 13) pouzitych pro syntézu
cilovych biskvarternich amoniovych soli tvori polovinu skeletu molekuly.
Monokvarterni soli 51-52 [58], 54 [59] a 55 [60] byly pripraveny drive
a publikovany.
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Obrazek 13: Struktury monokvarternich soli 50-55.

V nejvysSim vytézku 86% byla ziskand monokvarterni amoniova stl 55 s

nasobnou vazbou v pouzitém ftetézci [60], protoZe na dvojné vazbé je vyssi

elektronova hustota a dochazi ke sniZeni elektronové hustoty na uhliku vazaném

polarni kovalentni vazbou s atomem bromu. Tim se zvySuje jeho parcialni kladny

naboj (6+) a zaroven se zvySuje energie vychozi latky, to ma za nasledek sniZeni

aktiva¢ni energie reakce (Ea) a snadnéjsi priibéh Sn2 reakce.

Zaroven byla snaha pripravit monokvarterni amoniovou sil reakci slouc¢eniny 44

s 1,3-dibromopropanem (45) (Schéma 6), ale dochazelo k vicenasobné substituci

a nesSlo izolovat monokvarterni amoniovou stl, vznikala pouze biskvarterni

amoniova sul 56, ktera byla izolovana ve vytézku 8%. Zbytek v reak¢ni smési tvorila

vychozi latka, identifikovana pomoci TLC a porovnana se standardem.

\ 8_
+ +
44 45

Br

Sh2

©
2Br

DMF, 60°C, 24 hod, H2N

8%

HN™ N7 &
o N~ Ny
) @

56

Schéma 6: Vznik biskvarterni amoniové soli 56.
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Pritomnost vzniklé biskvarterni slouceniny 56 byla potvrzena NMR analyzou

(Obrazek 14) a MS analyzou.

8EY T

©
2Br
HN™ S = T NH,
HoN AN N NH,
®\/\/ ®
(0] (0]
56
oy
&io &5 6
T ‘ T T ‘ T T
9.0 8.0 7.C

ppm (f1)

Obrazek 14: 'H NMR spektrum (DMSO-ds) vznikajici biskvarterni amoniové soli 56.
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4.1.1. Priprava 1-(3-brompropyl)-2-
((hydroxyimino)methyl)pyridinium bromidu, 50.

1-(3-brompropyl)-2-((hydroxyimino)methyl)pyridinium bromid (50) byl
pripraven podle schématu 7. Reakce probihala mechanismem Sn2 mezi 2-
pyridinaldoximem (42) a 1,3-dibrompropanem (45) v prostireni acetonu. Aceton byl
zvolen jako aprotické rozpoustédlo, protoZe pouziti protického rozpoustédla by
zpomalovalo priibéh Sn2 reakce. Divodem by byla solvatace nukleofilu, kdy
rozpoustédlo obklopi nukleofil a vytvori s nim vodikové vazby, to ma za nasledek
stabilizaci nukleofilu a sniZeni jeho energie a reaktivity. Reakce probihala za refluxu
po dobu 72 hod. Ve druhém kroku byla provedena precipitace ve smési CH3CN
a acetonu v poméru 1:5, po dobu 30 min a za refluxu. Filtrat byl promyt horkym
acetonem. Nizka vytéznost 2% byla zplsobena polohou aldoximové skupiny na
uhliku C2 a jejim elektronakceptornim efektem, ktery snizuje nukleofilitu dusiku na
pyridinovém jadre. Priibéh reakce byl sledovan pomoci TLC, za pouZiti silikagelové
a celulosové desticky. Pro vyvijeni silikagelové desticky byla pouzita mobilni faze
CH2Cl2/MeOH/NH3 v poméru 9/1/2% a pro celulosové desti¢ky byla pouZita faze
n-BuOH/H20/AcOH v poméru 5/2/1. Na zavér byla potvrzena struktura latky
pomoci NMR a MS analyzy.

| X 5 | N BrO
By~ Br aceton N Br
\/ reflux, 72 hod, 2% 7 @W
—
HON”, HON?
50

Schéma 7: Priprava 1-(3-brompropyl)-2-((hydroxyimino)methyl)pyridinium bromidu
(50).

4.1.2. Priprava vychozilatky 1-(2-(2-bromethoxy)ethyl)-2-
((hydroxyimino)methyl)pyridinium bromidu, 53.

1-(2-(2-bromethoxy)ethyl)-2-((hydroxyimino)methyl)pyridinium bromid (53)
byl mnou pripraven podle schématu 8 [61]. Reakce probihala mechanismem Sn2
mezi 2-pyridinaldoximem (42) a bis(2-bromethyl)etherem (49) v prostiedi
aprotického rozpoustédla CH3CN. Aprotické rozpoustédlo bylo zvoleno, protoZe
protické rozpoustédlo by solvatovalo nukleofil, sniZovalo jeho reaktivitu a energii
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a zpomalovalo pribéh Sn2. Reakce probihala po dobu 168 hodin za refluxu. Ve
druhém kroku byla provedena precipitace ve smési CH3CN a acetonu v poméru 1:10,
po dobu 30 min a za refluxu. Filtrat byl promyt horkym acetonem. VytéZnost byla
pouze 12%, protoZe aldoximova skupina v poloze C2 svym elektronakceptornim
efektem sniZuje nukleofilitu dusiku na pyridinovém jadie a duleZitou roli hraly
i sterické efekty. Priibéh reakce byl sledovan pomoci TLC desticek se silikagelovou
a celulosovou stacionarni fazi. Pro vyvijeni silikagelovych desticek byla pouzita
mobilni faze CH2Cl2/MeOH/NH3 v poméru 9/1/2% a pro celulosové desticky byla
pouzita faze n-BuOH/H20/AcOH v poméru 5/2/1. Latky byly detekované pod UV
lampou (A = 254 nm). Na zavér byla potvrzena struktura latky pomoci NMR a MS

analyzy.
S)
5 N Br
r r 2
HON.. | o By Ao » ~ o

N reflux, 168 hod, 12% _

. HON

42 49 53

Schéma 8: Priprava 1-(2-(2-bromethoxy)ethyl)-2-((hydroxyimino)methyl)pyridinium
bromidu (53).

4.2. Priprava biskvarternich soli

Bylo pripraveno Sest biskvarternich soli jejichZ spole¢nym fragmentem je
pyridindikarboxamidova slozka. Priprava vychozich latek 50 a 53 byla popsana
v predchozi kapitole. U derivati 50-54 byl mechanismem Sn2 atom bromu
ve spojovacim fetézci substituovan za 3,4-pyridindikarboxamid (44), vzniklé
produkty byly biskvarterni soli 36-40 (Schéma 9 a 10). U derivatu 55 byl atom
bromu ve spojovacim retézci substituovan za 3-hydroxy-4-pyridinaldoxim (57),

byla pripravena sloucenina 41 (Schéma 11).

Priprava finalnich produktii probihala mechanismem Sn2, kvtili sterickym vlivim
substratu. Substratem je monokvarterni amoniova stil s alifatickym tetézcem
tvorenym primarnim alkylhalogenidem. Primarni alkylhalogenidy jsou stericky
témér nebranéné, a proto se vazba mezi primarnim alkylhalogenidem a nukleofilem

tvori snadno, proto reakce probiha mechanismem Sn2. Zaroven pro zvySeni energie
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zakladniho stavu a zvySeni reak¢ni rychlosti bylo zvoleno aprotické rozpoustédlo

(DMF), které nemiiZe solvatovat vznikly nukleofil a zpomalovat priibéh reakce.

Finalni produkty 36-40 byly pripraveny dle schématu 9-10. Reakce probihala
mechanismem Sn2 mezi 3,4-pyridindikarboxamidem (44) a monokarternimi solemi
50-54. V pripadé derivatu 41 reakce probihala mezi monokvarterni soli 55 a 3-
hydroxy-4-pyridinaldoximem (57) (Schéma 11). Vzhledem k mechanismu reakce
bylo zvoleno DMF jako polarni aprotické rozpoustédlo. Reakce probihala pri 65 °C
po dobu 24 hod. Pribéh reakce byl kontrolovan pomoci metody TLC. Pro TLC byla
pouzita silikagelova desticka a celulosova desticka, pro silikagelové desticky byla
pouzita faze CH2Cl2/MeOH/NH3 v poméru 9/1/2% a pro celulosové desticky byla
pouzita faze n-BuOH/H20/AcOH v poméru 5/2/1. Precipitace probihala v acetonu
za laboratorni teploty, pri které se produkty témér nerozpoustély a zlstavaly
v precipitatu ve formé biskvarternich soli a vychozi latky rozpusténé v acetonu
piesly do filtratu. ProtoZe produkty 37-41 byly po precipitaci stale castecné
zneciSténé monokvarterni soli byl proveden reflux v CH3CN po dobu 30 min
a nasledna filtrace a promyti horkym CH3CN. Postupem byly ziskany latky 36-41
v nasledujicich vytéznostech 3,4-dikarbamoyl-1-(3-(2-
((hydroxyimino)methyl)pyridinium-1-yl)propyl)pyridinium dibromid (36) 26%,
3,4-dikarbamoyl-1-(5-(2-((hydroxyimino)methyl)pyridinium-1-
yl)pentyl)pyridinium dibromid (37) 14%, 3,4-dikarbamoyl-1-(6-(2-
((hydroxyimino)methyl)pyridinium-1-yl)hexyl)pyridinium dibromid (38) 12%,
3,4-dikarbamoyl-1-(2-(2-(2-((hydroxyimino)methyl)pyridinium-1-
yl)ethoxy)ethyl)pyridinium dibromid (39) 18%, 3,4-dikarbamoyl-1-(2-(2-(4-
((hydroxyimino)methyl)pyridinium-1-yl)ethoxy)ethyl)pyridinium dibromid (40)
19% a 3,4-dikarbamoyl-1-((E)-4-(3-hydroxy-4-
((hydroxyimino)methyl)pyridinium-1-yl)but-2-en-1-yl)pyridinium dibromid (41)
75%. Rozdilné vytéznosti u sloucenin 36-40 (12-26%) jsou disledkem rtzné délky
alkylového retézce a pritomnosti heteroatomu v retézci. Vyjimkou je derivat 41,
ktery byl ziskan v 75% vytézku. Vyssi vytéZnost mlze byt zplisobena nenasycenosti
alkylového tetézce. Na dvojné vazbé je vyssSi elektronova hustota a dochazi
ke sniZeni elektronové hustoty na uhliku vazaném polarni kovalentni vazbou
satomem bromu. Tim se zvySuje jeho parcidlni kladny naboj (6+) a zaroven
se zvySuje energie vychozi latky, to ma za nasledek sniZeni Ea a snadnéjsi priibéh
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SN2 reakce. Nékteré vytéznosti mohou byt nizs$i kvili omezené schopnosti
precipitace biskvarternich amoniovych soli v pouzitych rozpoustédlech, ta miize
vést ke ztratdm. Nekalibrovana HPLC cistota (UV; A = 254 nm) vSech finalnich

produktti 36-41 byla = 98,0 %.

Br@ i - i
_ ) 2Br
N le/H\f‘ﬁBEr3 TN NH, Sn2 ] D@
+ _ N N NH
® S N~ NH, DMF, 65°C, 24 hod, N @VW@ & 2
—
Hon J 12-26% HON o
50-52 a4 n: 36 (CHy), 37 (CH,CH,CHj), 38 (CH,CHZCH,CHy)

Schéma 7: Priprava biskvarternich amoniovych soli 36-38.
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R: 53 2-aldoxim 44 R: 39 2-aldoxim
R: 54 4-aldoxim R: 40 4-aldoxim
Schéma 80: Priprava biskvarternich amoniovych soli 39 a 40.
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Schéma 91: Priprava biskvarterni amoniové soli 41.
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5. Experimentalni ¢ast

Pouzité chemikalie jsou komercné dostupné u vyrobce Sigma-Aldrich a VWR
International (Ceska republika). Chemikalie byly pouZity bez pire¢i$téni. Priibéh reakci
byl sledovan pomoci silikagelovych TLC desticek (Merck Silica gel 60 F24s5)
a celulosovych TLC desti¢ek (Merck Cellulose F) (Sigma-Aldrich, Ceska republika).
Pro silikagelové desti¢ky byla jako mobilni faze pouzita smés CH2Cl2/MeOH/NHs3
vpoméru 9/1/2% a pro celulosové desticky byla jako mobilni faze pouzita smés
n-BuOH/H20/AcOH v poméru 5/2/1. Detekce byla provadéna pod UV lampou
(CAMAG, VWR International, Ceska republika) p¥i vinové délce 254 nm. Teploty tani
byly stanoveny na bodotavku Biichi B-545 (Donau Lab, Ceska republika) bez korekce.

Pro kaZdou slouceninu byla namérena 'H NMR a 13C NMR spektra. 1H a 13C NMR
spektra pripravenych sloucenin byla mérena pfi laboratorni teploté
v deuterovaném dimethylsulfoxidu (DMSO-ds) na FT NMR spektrometru Varian
S500 (499,87 MHz pro 1H a 125,71 MHz pro 13C) (Varian Comp. Palo Alto, USA) aFT
NMR spektrometru Avance NEO 500 MHz (499,87 MHz pro 'H a 125,71 MHz pro **C)
(Bruker, Némecko). Chemické posuny (8) jsou v obou typech spekter uvadény
v jednotkach ppm. V IH spektrech jsou vztazeny k centralnimu piku DMSO-ds (6 =
2,50 ppm) a v 13C spektrech jsou vztazeny k centralnimu piku DMSO-ds (6 = 39,43
ppm). Interakéni konstanty (/) jsou uvadény v jednotkdch Hz. Spinova multiplicita

je charakterizovana znaky s (singlet), d (dublet), t (triplet) nebo m (multiplet).

Hmotnostni spektra byla méfena pomoci ioniza¢ni metody elektrosprejové
ionizace (ESI/MS) a naslednou selekci iontu pres trojity kvadrupdl na pristroji
Agilent 6470. Spektra byla vyhodnocena programem MassHunter Qualitative
Analysis B.07.00 (Agilent Tehnologies, Santa Clara, USA).
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5.1. Postup pripravy monokvarternich soli

5.1.1. Priprava 1-(3-brompropyl)-2-
((hydroxyimino)methyl)pyridinium bromidu, 50.

Pii pripravé vychozi latky 50 byl nejdrive rozpustén 2-pyridinaldoxim (42)
(20,00 g, 163,77 mmol, 1 ekv) v 160 ml acetonu v inertni atmosféfe dusiku
za laboratorni teploty. Nasledné byl pfidam 1,3-dibrompropan (45) (84 ml, 818,87
mmol, 5 ekv). Reak¢ni smés byla refluxovana po dobu 72 hod. Pribéh reakce byl
kontrolovan zkouskou na TLC destickach se silikagelovou a celulosovou stacionarni
fazi. V dalSim kroku byla provedena precipitace pridanim smési CH3CN a acetonu
v poméru 1:5. Smés byla precipitovana za refluxu po dobu 30 min. V poslednim
kroku byla provedena filtrace za snizeného tlaku, produkt zlistava jako precipitat

a byl promyt horkym acetonem.
1-(3-brompropyl)-2-((hydroxyimino)methyl)pyridinium bromid, 50.

Br© Ziskana sloufenina 50 byla izolovana jako svétla tuha

| AN
— I\GI_)\/\/BF latka.
HON? CoH12Br2N20

50

M = 324,02 g.mol-!
Vytéznost: 1,115 g (2%)
Te: 162,8-164,0°C

Cistota (DAD254nm): 98,6%

1H NMR (500MHz, DMSO-ds) § 13,16 (s; 1H; NOH), 9,05 (d, J = 5,3 Hz; 1H; ArH),
8,79 (s; 1H; CH), 8,58-8,55 (m; 1H; ArH), 8,41 (d; J = 6,9 Hz; 1H; ArH), 8,13-8,10 (m;
1H; ArH), 4,85-4,82 (m; 2H; CHz), 3,64 (t; ] = 6,6 Hz; 2H; CHz), 2,43-2,37 (m; 2H; CHz)
ppm.

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 147,0; 146,1; 145,3; 141,3; 127,5; 125,9; 56,6;
32,8; 30,0 ppm.

MS (ESI*): [M]*: vypocitana hodnota pro CoH12BrN20* (m/z): 243,0, experimentalni
hodnota: 243,0.
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5.1.2. Priprava 1-(2-(2-bromethoxy)ethyl)-2-
((hydroxyimino)methyl)pyridinium bromidu, 53.

Pti pripraveé vychozi latky 53 byl nejdrive rozpustén 2-pyridinaldoxim (42) (4,85
g, 39,72 mmol, 1 ekv) v 250 ml CH3CN v inertni atmosfére dusiku za laboratorni
teploty. Nasledné byl pridam bis(2-bromethyl)ether (49) (25 ml, 198,52 mmol, 5
ekv). Reak¢ni smés byla refluxovdna po dobu 168 hod. Pribéh reakce byl
kontrolovan zkouSkou na TLC destickach se silikagelovou a celulosovou stacionarni
fazi. V dalSim kroku byl odparen CH3CN a byla provedena precipitace pridanim
smési CH3CN a acetonu v poméru 1:10. Smés byla precipitovana za refluxu po dobu
30 min. V poslednim kroku byla provedena filtrace za sniZeného tlaku, produkt

zUstava jako precipitat a byl promyt horkym acetonem.

1-(2-(2-bromethoxy)ethyl)-2-((hydroxyimino)methyl)pyridinium bromid,
53.

N B r® Ziskana sloucenina 53 byla izolovana jako Seda tuha latka.
/@N ~ /\/Br
o) C10H14Br2N202

HON” 53
M = 354,04 g.mol-1

Vytéznost: 1,685 g (12%)
Tw: 162,5-164,5°C

Cistota (DADzs4nm): 88,6%
1H NMR (500 MHz, DMSO-ds): 6 13,06 (s; 1H; NOH), 9,01 (d; J = 6,2 Hz; 1H; ArH),
8,81 (s; 1H; CH), 8,59-8,56 (m; 1H; ArH), 8,42 (d; J = 8,2 Hz; 1H; ArH), 8,14-8,11 (m;
1H; ArH), 5,00 (t; /= 4,8 Hz; 2H; CH2), 3,91-3,89 (m; 2H; CHz), 3,72-3,70 (m; 2H; CH2),
3,50-3,47 (m; 2H; CH2) ppm.

13C NMR (126 MHz, DMSO-d¢): 6 147,5; 146,5; 145,3; 141,8; 127,0; 125,4; 70,0;
68,1; 57,2; 32,0 ppm.

MS (ESI*): [M]*: vypocitana hodnota pro CioH14BrN202* (m/z): 273,0;

experimentalni hodnota: 273,2.
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5.2. Priprava biskvarternich soli

5.2.1. Priprava 3,4-dikarbamoyl-1-(3-(2-
((hydroxyimino)methyl)pyridinium-1-
yl)propyl)pyridinium dibromidu, 36

Pro pripravu produktu 36 byla nejdrive rozpusténa vychozi latka 50 (300 mg,
0,93 mmol, 1ekv) v 6 ml DMF pod inertni atmosférou dusiku za laboratorni teploty.
Po rozpusténi byl pridan 3,4-pyridindikarboxamid (44) (307 mg, 1,86 mmo], 2 ekv).
Smés byla zahrivana pii 65°C po dobu 24 hod. Pribéh reakce byl kontrolovan
zkouskou na TLC destickach se silikagelovou a celulosovou stacionarni fazi. Po 24
hod byla provedena precipitace v acetonu za laboratorni teploty po dobu 1 hod.

Smeés byla filtrovana za snizeného tlaku a promyta acetonem.

3,4-dikarbamoyl-1-(3-(2-((hydroxyimino)methyl)pyridinium-1-
yl)propyl)pyridinium dibromid, 36.

ZB@ 0O Ziskana sloucenina 36 byla izolovana jako Seda
;
N = | NH, tuha latka.
NN NH
_ ® ® o C16H19Br2Ns03
HON
36 M = 489,16 g.mol-!

Vytéznost: 119 mg (26%)
T 215,2-217,0°C
Cistota (DADz54nm): 98,2%

1H NMR (500MHz, DMSO-ds) 6 13,20 (s; 1H; NOH), 9,41 (s; 1H; ArH), 9,31 (d; J =
6,3 Hz; 1H; ArH), 9,18 (d; / = 5,7 Hz; 1H; ArH), 8,86 (s; 1H; CH), 8,61-8,58 (m; 1H;
ArH), 8,46 (d; ] = 8,2 Hz; 1H; ArH), 8,36 (s; 1H; NH), 8,32 (s; 1H; NH), ), 8,23 (d; J =
6,2 Hz; 1H; ArH), 8,17-8,14 (m; 1H; ArH), 8,11 (s; 1H; NH), 8,10 (s; 1H; NH), 4,92 (t;
J=7,5Hz; 2H; CH2), 4,87-4,84 (m; 2H; CH2), 2,67-2,61 (m; 2H; CH2) ppm.

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 165,4; 163,7; 150,6; 147,2; 146,3; 145,8; 145,4;
144,5; 141,3; 134,1; 127,4; 126,1; 125,7; 57,5; 54,5; 31,0 ppm.
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MS (ESI¥): [M]?*: vypocitana hodnota pro CicH19Ns032* (m/2z): 164,6;

experimentalni hodnota: 164,5.

5.2.2. Priprava 3,4-dikarbamoyl-1-(5-(2-
((hydroxyimino)methyl)pyridinium-1-
yl)pentyl)pyridinium dibromidu, 37.

Vychozi monokvarterni sil 51 (500 mg, 1,42 mmol, 1 ekv) byla rozpusténa v 10
ml DMF pod inertni atmosférou dusiku za laboratorni teploty. Po rozpusténi byl
pridan 3,4-pyridindikarboxamid (44) (469 mg, 2,84 mmol, 2 ekv). Smés byla
zahrivana pii 65°C po dobu 24 hod. Priibéh reakce byl kontrolovan zkouskou na TLC
destickach se silikagelovou a celulosovou stacionarni fazi. Po 24 hod byla provedena
precipitace v acetonu za laboratorni teploty po dobu 1 hod. Smés byla filtrovana
za snizeného tlaku v acetonu za laboratorni teploty. Po precipitaci byla latka stale
CasteCné znecisténa monokvarterni soli, a proto byl proveden reflux v CH3CN

po dobu 30 min a nasledna filtrace v horkém CH3CN.

3,4-dikarbamoyl-1-(5-(2-((hydroxyimino)methyl)pyridinium-1-
yl)pentyl)pyridinium dibromid, 37.

Q Ziskana sloucenina 37 byla izolovana jako
©
N o [0 NH2  seda tuha latka.
N~~~ Nx NH,
® ®
HONZ o) C18H23Br2Ns0s3
37 M =517,22 gmol!

Vytéznost: 104 mg (14%)
Tt: 200,5-202,5°C
Cistota (DADzs4nm): 99,9%

1H NMR (500MHz, DMSO-ds) 6 13,14 (s; 1H; NOH), 9,41 (s; 1H; ArH), 9,32 (d; J =5,7
Hz; 1H; ArH), 9,18 (d; J = 5,5 Hz; 1H; ArH), 8,81 (s; 1H; CH), 8,60-8,54 (m; 1H; ArH),
8,41 (d; /= 8,0 Hz; 1H; ArH), 8,37-8,32 (m; 2H, 2 x NH); 8,20 (d; / = 6,0 Hz; 1H; ArH),
8,14-8,08 (m; 3H; 2 x NH + ArH), 4,79 (t; ] = 6,9 Hz; 2H; CHz2), 4,68 (t; ] = 6,6 Hz; 2H;
CHz2), 2,07-2,03 (m; 2H; CHz2), 1,92-1,83 (m; 2H; CH2), 1,45-1,36 (m; 2H; CH2) ppm.
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13C NMR (126 MHzDMSO-ds) 6 165,4; 163,6; 150,4; 146,7; 146,1; 145,9; 145,2;
144,3; 141,3; 134,1; 127,4; 126,0; 125,8; 60,3; 57,3; 29,7; 29,5; 21,8 ppm.

MS (ESI¥): [M]?*: vypocitana hodnota pro CisH23Ns032* (m/2z): 178,6;

experimentalni hodnota: 178,7.

5.2.3. Priprava 3,4-dikarbamoyl-1-(6-(2-
((hydroxyimino)methyl)pyridinium-1-
yl)hexyl)pyridinium dibromidu, 38.

Vychozi monokvarterni stl 52 (500 mg, 1,37 mmol, 1 ekv) byla rozpusténa v 10
ml DMF pod inertni atmosférou dusiku za laboratorni teploty. Po rozpusténi byl
pridan 3,4-pyridindikarboxamid (44) (453 mg, 2,74 mmol, 2 ekv). Smés byla
zahtivana pii 65°C po dobu 24 hod. Priibéh reakce byl kontrolovan zkouskou na TLC
destickach se silikagelovou a celulosovou stacionarni fazi. Po 24 hod byla provedena
precipitace v acetonu za laboratorni teploty po dobu 1 hod. Smés byla filtrovana
za sniZzeného tlaku v acetonu za laboratorni teploty. Po precipitaci byla latka stale
CasteCné zneciSténa monokvarterni soli, a proto byl proveden reflux v CH3CN

po dobu 30 min a nasledna filtrace za sniZeného tlaku v horkém CH3CN.

3,4-dikarbamoyl-1-(6-(2-((hydroxyimino)methyl)pyridinium-1-
yl)hexyl)pyridinium dibromid, 38.

N e o Ziskana sloucenina 38 byla izolovana jako
® ) < 1 .
_ N\/\/\/\N _ NH, hnédy olej.
NH
HON” = 2 C19H25BrzNs0s3
38 o)

M = 531,25 g.mol-!
Vytéznost: 88 mg (12%)
Cistota (DAD254nm): 99,0%

1H NMR (500MHz, DMSO-ds) 6 13,12 (s; 1H; NOH), 9,40 (s; 1H; ArH), 9,31 (d; J =
6,2 Hz; 1H; ArH), 9,16 (d; J = 6,1 Hz; 1H; ArH), 8,80 (s; 1H; CH), 8,58-8,54 (m; 1H;
ArH), 8,40 (d; /= 7,8 Hz; 1H; ArH), 8,37-8,31 (m; 2H; 2 x NH), 8,18 (d; / = 6,2 Hz; 1H;
ArH), 8,12-8,04 (m; 3H; 2 x NH + ArH), 4,78 (t; ] = 7,5 Hz; 2H; CHz2), 4,67 (t; ] = 7,4
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Hz; 2H; CH2), 2,01-1,93 (m; 2H; CHz2), 1,85-1,77 (m; 2H; CHz2), 1,44-1,31 (m; 4H; 2 x
CH2) ppm.

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 165,4; 163,7; 150,4; 146,7; 146,0; 145,9; 145,1;
144,3; 141,4; 134,1; 127,4; 125,9; 125,8; 60,5; 57,6; 30,1; 30,0; 24,7; 24,6 ppm.

MS (ESI*): [M]%*: vypocitand hodnota pro Ci9H2sNsOs32* (m/2z): 185,6;

experimentalni hodnota: 185,6.

5.2.4. Priprava 3,4-dikarbamoyl-1-(2-(2-(2-
((hydroxyimino)methyl)pyridinium-1-
yl)ethoxy)ethyl)pyridinium dibromidu, 39.

Vychozi monokvarterni stl 53 (500 mg, 1,41 mmol, 1 ekv) byla rozpusténa v 10
ml DMF pod inertni atmosférou dusiku za laboratorni teploty. Po rozpusténi byl
pridan 3,4-pyridindikarboxamid (44) (467 mg, 2,82 mmol, 2 ekv). Smés byla
zahrivana pii 65°C po dobu 24 hod. Priibéh reakce byl kontrolovan zkouskou na TLC
destickach se silikagelovou a celulosovou stacionarni fazi. Po 24 hod byla provedena
precipitace v acetonu za laboratorni teploty po dobu 1 hod. Smés byla filtrovana
za sniZzeného tlaku v acetonu za laboratorni teploty. Po precipitaci byla latka stale
Castetné zneciSténa monokvarterni soli, a proto byl proveden reflux v CH3CN

po dobu 30 min a nasledna filtrace za sniZeného tlaku v horkém CH3CN.

3,4-dikarbamoyl-1-(2-(2-(2-((hydroxyimino)methyl)pyridinium-1-
yl)ethoxy)ethyl)pyridinium dibromid, 39.

o} Ziskana sloucenina 39 byla izolovana jako
S)
B 2Br = NH, tuha latka.
O
® ® C17H21Br2Ns04
X (0]
NOH

M =519,19 g.mol!

39
Vytéznost: 134 mg (18%)
Tw: 214,7-216,7°C

Cistota (DADz254nm): 99,8%
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1H NMR (500MHz, DMSO-ds) 6 13,11 (s; 1H; NOH), 9,27 (s; 1H; ArH), 9,09-9,06 (m;
1H; ArH), 8,91-8,86 (m; 1H; ArH), 8,76 (s; 1H; CH), 8,55-8,49 (m; 1H; ArH), 8,41-8,34
(m; 2H; 2 x NH), 8,31-8,27 (m; 1H; ArH), 8,17-8,06 (m; 4H; 2 x NH + 2 x ArH), 5,00-
4,92 (m; 2H; CH2), 4,86-4,78 (m; 2H; CH2), 4,02-3,94 (m; 2H; CH2), 3,91-3,84 (m; 2H;
CH2) ppm.

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 165,4; 163,5; 150,6; 147,0; 146,6; 146,4; 145,4;
144,4; 141,7; 133,8; 126,8; 125,6; 125,5; 68,1; 60,2; 57,2 ppm.

MS (ESI*): [M]2*: vypocitana hodnota pro Ci7H21Ns042+ (m/2z): 179,6;

experimentalni hodnota: 179,7.

5.2.5. Priprava 3,4-dikarbamoyl-1-(2-(2-(4-
((hydroxyimino)methyl)pyridinium-1-
yl)ethoxy)ethyl)pyridinium dibromidu, 40.

Vychozi monokvarterni siil 54 (300 mg, 0,85 mmol, 1 ekv) byla rozpusténa v 6 ml
DMF pod inertni atmosférou dusiku za laboratorni teploty. Po rozpusténi byl ptidan
3,4-pyridindikarboxamid (44) (280 mg, 1,70 mmol, 2 ekv). Smés byla zahtivana pri
65°C po dobu 24 hod. Priibéh reakce byl kontrolovan zkouskou na TLC destickach
se silikagelovou a celulosovou stacionarni fazi. Po 24 hod byla provedena
precipitace v acetonu za laboratorni teploty po dobu 1 hod. Smés byla filtrovana
za sniZeného tlaku v acetonu pfi laboratorni teploty. Po precipitaci byla latka stale
castecné znecliSténa monokvarterni soli, a proto byl proveden reflux v CH3CN

po dobu 30 min a nasledna filtrace za sniZeného tlaku v horkém CH3CN.

3,4-dikarbamoyl-1-(2-(2-(4-((hydroxyimino)methyl)pyridinium-1-
yl)ethoxy)ethyl)pyridinium dibromid, 40.

Ziskana sloucenina 40 byla izolovana

o o} jako Seda tuha latka.
2Br
’
HON ~ | ~ | NH2  C17H21Br2Ns04
NN B NH,
O M =519,19 g.mol!
40

VytéZnost: 83 mg (19%)
Tt: 155,0-157,0°C
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Cistota (DAD254nm): 98,0%

1H NMR (500MHz, DMSO-ds) § 12,83 (s; 1H; NOH), 9,33 (s; 1H; ArH), 9,15 (d; J =
5,9 Hz; 1H; ArH), 8,96 (d; ] = 6,4 Hz; 2H; 2 x ArH), 8,42-8,39 (m; 2H; NH + CH), 8,33
(s; 1H, NH), 8,19 (d; ] = 6,4 Hz; 2H; 2 x ArH), 8,16-8,13 (m; 2H; NH + ArH), 8,09 (s;
1H, NH), 4,89-4,83 (m; 2H; CHz), 4,80-4,73 (m; 2H; CHz), 4,01-3,96 (m; 2H; CHz),
3,94-3,89 (m; 2H; CHz) ppm.

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 165,4; 163,6; 150,6; 148,5; 146,8; 145,2; 145,0;
144,5; 133,8; 125,6; 123,7; 68,5; 68,0; 60,3; 59,6 ppm.

MS (ESI*): [M]%*: vypocitand hodnota pro Ci7H21Ns042* (m/2z): 179,6;

experimentalni hodnota: 179,6.

5.2.6. Priprava 3,4-dikarbamoyl-1-((E)-4-(3-hydroxy-4-
((hydroxyimino)methyl)pyridinium-1-yl)but-2-en-1-
yl)pyridinium dibromid, 41.

Vychozi monokvarterni siil 55 (275 mg, 0,73 mmol, 1 ekv) byla rozpusténa v 5 ml
DMF pod inertni atmosférou dusiku za laboratorni teploty. Po rozpusténi byl ptidan
3-hydroxy-4-pyridinaldoxim (57) (200 mg, 1,45 mmol, 2 ekv). Smés byla zahtivana
pfi 65°C po dobu 24 hod. Priibéh reakce byl kontrolovan zkouSkou na TLC
destickach se silikagelovou a celulosovou stacionarni fazi. Po 24 hod byla provedena
precipitace v acetonu za laboratorni teploty po dobu 1 hod. Smés byla filtrovana
za sniZzeného tlaku v acetonu za laboratorni teploty. Po precipitaci byla latka stale
CasteCné zneciSténa monokvarterni soli, a proto byl proveden reflux v CH3CN

po dobu 30 min a nasledna filtrace za sniZeného tlaku v horkém CH3CN.
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3,4-dikarbamoyl-1-((E)-4-(3-hydroxy-4-((hydroxyimino)methyl)pyridinium-
1-yl)but-2-en-1-yl)pyridinium dibromid, 41.

Ziskana sloucenina 41 byla izolovana jako

(@]
Q v 1 Y12
2Br - NH, Seda tuha latka.
HO D___~__N NH
SN TN 2 C17H19Br2NsO4
= (o]

I = -1
NOH 41 M =517,18 g.mol

VytéZnost: 283 mg (75%)
Tw: 187,6-189,5°C
Cistota (DADzs4nm): 99,3%

1H NMR (500MHz, DMSO-ds) 6 13,17 (s; 1H; NOH), 9,57 (d; J = 4,6 Hz; 1H; ArH),
9,38 (s; 1H; ArH), 9,27 (d; ] = 6,3 Hz; 1H; ArH), 8,98 (d; J = 6,1 Hz; 1H; ArH), 8,43-
8,36 (m; 5H; 2 x NH + ArH + CH), 8,22 (d; / = 6,2 Hz; 1H; ArH), 8,12 (s; 1H; NH), 8,09
(s; 1H; NH), 6,31-6,27 (m; 2H; 2 x CH); 5,44-5,40 (m; 2H; CH2), 5,38-5,36 (m; 2H;
CH2) ppm.

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 165,4; 163,6; 150,8; 146,2; 144,5; 141,6; 139,9;
136,9; 136,0; 134,0; 130,2; 129,8; 126,1; 124,5; 124,4; 60,9; 60,7 ppm.

MS (ESI*): [M]2*: vypocitana hodnota pro Ci7H19Ns042+ (m/2z): 178,6;

experimentalni hodnota: 178,7.
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6.Zaver

Teoreticka ¢ast diplomové prace se zabyva studiem poznatkl o otravach NPL
a terapii téchto otrav, ke kterym se vyuzivaji reaktivatory inhibovanych ChE. Dale
jsou v ni rozebrany zakladni poznatky o funkci CNS, véetné studia ACh, jeho syntézy
a degradace ChE. Je zde zahrnuté rozliSeni a popis enzymii AChE a BuChE. Nasledné
jsou zde popsany OP a roztridény dle jejich historického déleni do dvou skupin
na G-latky a V-latky. V neposledni radé se teoreticka ¢ast prace zabyvala rozdélenim

a strukturami dnesnich komerc¢né pouzivanych reaktivatord.

Dale byla vysvétlena tskali komercné pouzivanych reaktivatort, a to jejich
neuniverzalnost a nizka propustnost pres HEB. V kapitolach design a cile prace byla
popsana struktura nové pripravenych molekul 36-41, které jsou strukturnimi
analogy jiz pripravenych ,K“ reaktivatori inspirovanych strukturou asoximu (HI-6,
25). Mezi nové pripravenymi molekulami je i derivat 41 shydroxyskupinou
substituovanou na jadie nesoucim oximovou skupinu. Tento derivat byl pfipraven
za Ucelem studia vlivu funkcnich skupin na tvorbu oximatového aniontu. Vznik
oximatového aniontu ma primy vliv na reaktiva¢ni schopnosti nové ptripravovanych
derivatli. V pripadé derivatu 41 miize komplex OP-ChE nukleofilné atakovat

i hydroxyskupina [9, 57].

Hlavnim cilem této diplomové prace byla teda priprava Sesti novych
potencidlnich reaktivatori 36-41, které strukturné dopliuji reaktivatory ze
skupiny ,K“ reaktivatort (K054 (31), K459 (32), K362 (33), K268 (34)). Tyto latky

budou testovany in vitro na jejich schopnost reaktivace ChE inhibovanych OP.

Nové pripravené potencidlni reaktivatory 36-41 jsou svoji strukturou
biskvarterni amoniové soli. Jejich skelet se sklada ze dvou pyridiniovych jader, kdy
jedno nese oximovou skupinu a druhé jadro nese dvé amidické skupiny. Derivat 41
je na jadre s oximovou skupinou v poloze C4 navic substituovan hydroxyskupinou
v poloze C3.Jednotlivé derivaty se odliSuji délkou a nasycenosti spojovaciho retézce.

V pripadé derivati 39 a 40 byl zvolen etherovy retézec.

Prvni cil této prace byla priprava dvou monokvarternich amoniovych soli 50
a 53, tento cil byl aspésné splnén. Monokvarterni soli byly ziskany ve vytézku 12%
pro derivat 53 a 2% pro derivat 50. Syntéza ostatnich derivatli monokvarternich
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soli 51 [58], 52 [58], 54 [59] a 55 [60] byla v minulosti jiZ publikovana. Druhym
cilem byla syntéza Sesti potencidlnich reaktivatorti 36-41, ktera také probéhla
uspésné. Vdiplomové praci byly rozebrany mechanismy jednotlivych reakci.
Vytézky pripravenych biskvarternich soli 36-40 se pohybovali v rozmezi 12-26%
v zavislosti na délce retézce a pritomnosti heteroatomu v fetézci. Vyjimkou byl
derivat 41, ktery byl ziskan ve vytézku 75%. Vyssi vytéZnost mize byt zplisobena
nenasycenosti alkylového retézce. Pri vytéZznosti ma dulezitou roli schopnost
precipitace biskvarternich amoniovych soli v pouzitych rozpoustédlech, ta miize

vést ke ztratam.

Struktury vsSech latek byly ovéreny MS a NMR analyzou a u pevnych latek byly
stanoveny jejich teploty tani. Pripravené finalni produkty 36-41 budou testovany

in vitro na jejich schopnost reaktivovat OP inhibovanou AChE a hlavné BuChE.
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