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2. ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmaceutické chemie a kontroly léciv

Student: Lucie Svobodova
Skolitel: PharmDr. Marta Kucerova, Ph.D.
Konzultant: Mgr. Eugenie Nepovimova

Nazev diplomové prace: Takrin-benzothiazolové derivaty v |é¢bé Alzheimerovy choroby

Alzheimerova choroba (AD) je progresivni neurodegenerativni onemocnéni koncici
smrti. Projevy AD nesou Casto neuropsychiatricky charakter, jako je napt. ztrdta paméti,
porucha orientace v prostoru, ztrata kognitivnich funkci aj. Etiologie onemocnéni ma
multifaktoridlni charakter a neni doposud dobfe zndma. Mezi hlavni histopatologické
rysy patti: pritomnost extracelularnich amyloidnich plaku, vyskyt intraceluldrni agregatu
hyperfosforylovaného tau proteinu a smrt neuronu, a to zejména cholinergnich. Rovnéz
oxidacni stres, ktery hraje v procesu starnuti dllezitou roli, pfispiva k patofyziologii
onemocnéni. Vzhledem k tomu, Ze ke vzniku AD pfispivd mnoho faktor(, nejnové;jsim
trendem ve vyvoji léCiv proti AD je ovlivnéni co nejvice patologickych procest v mozku.
Takova léciva jsou oznacovana jako Multi-Target-Directed Ligands (MTDLs). V rdmci této
studie bychom chtéli predstavit takrin-benzothiazolové hybridy kombinujici takrin
s aminobenzothiazolovym fragmentem. K propojeni téchto dvou farmakofori byly
pouzity uhlikaté retézce o rdznych délkach. Takrin byl prvnim Iékem schvalenym FDA
k terapii AD. Mechanismus jeho Ucinku je zaloZen na inhibici cholinesteras s naslednym
zvySenim hladiny acetylcholinu v synaptickych Stérbindch. Benzothiazol by diky své
planarni strukture mohl branit protein-protein interakcim a tim padem vykazovat
antiamyloidni ucinek. Kromé toho, benzothiazolovy fragment predstavuje zakladni
skelet inhibitorl beta-amyloid vazajici alkohol-dehydrogenasy (ABAD). ABAD je
mitochondridlni enzym, ktery pfispivd k oxidaénimu stresu v progresi AD. Z tohoto
dlvodu by mohla jeho inhibice zabranit produkci reaktivnich forem kysliku (ROS)

a fungovat neuroprotektivné. Na zakladé vysSe uvedenych skutecnosti by se mohly
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struktury nesouci takrin a benzothiazolovou farmakofor stat slibnymi IéCivy v terapii AD.
Nicméné pouze in vitro a in vivo stanoveni jejich biologické aktivity odhali skutec¢nou
hodnotu téchto latek v terapii Alzheimerovy choroby. Tato prace zahrnuje syntézu latek
a jejich in vitro hodnoceni na cholinesterasach. Slouceniny vykazaly inhibice
acetylcholinesterasy a butyrylcholinesterasy v mikromoldrnich az nanomolarnich

koncentracich.



ABSTRACT

Charles University in Prague
Faculty of Pharmacy in Hradec Kréalové

Department of Pharmaceutical Chemistry and Pharmaceutical Analysis

Student: Lucie Svobodova
Supervisor: PharmDr. Marta Kucerova, Ph.D.
Consultant: Mgr. Eugenie Nepovimova

Title of Diploma Thesis: Tacrine-Benzothiazole Derivatives in Alzheimer’s Disease

Therapy

Alzheimer’s disease (AD) is a progressive fatal neurodegenerative disorder and the most
common type of dementia. It is manifested by a variety of neuropsychiatric symptoms
such as memory loss, visuospatial deficits etc. Ethiology of the disease has
a multifactorial character and is not well known. Among the major pathological features
belong: presence of extracellular amyloid plaques, intracellular aggregates
of hyperphosphorylated tau protein and neuronal loss, especially loss of cholinergic
neurons. Also the oxidative stress of the neuronal cells contributes
to the pathophysiology of the disease. As AD is influenced by multiple factors, the main
strategy in treatment is hitting multiple targets in the brain as well. Such drugs are
denoted as multi-target-directed ligands (MTDLs) and they affect different molecular
abnormalities of AD. Within this work, we would like to bring out new
tacrine - benzothiazole hybrids combining tacrine with the amino benzothiazole moiety.
Linkers of different lenghts were used to connect these two scaffolds. Tacrine was
the first drug approved for AD treatment by FDA. Its mechanism of action is based
on inhibition of cholinesterases and thereby increasing the level of synaptic
acetylcholine. On the other hand, benzothiazole, as a planar molecule, could prevent
the protein-protein interactions and thus it could exhibit potential anti-amyloid effect.
Moreover, benzothiazole moiety represents a core scaffold of inhibitors of amyloid-
binding alcohol dehydrogenase (ABAD). ABAD is a mitochondrial enzyme that

contributes to oxidative stress in AD progression. Therefore, its inhibition could avoid
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ROS production and act neuroprotectively. Based on the above-mentioned facts,
molecules bearing tacrine and benzothiazole skeleton could become promising drug
candidates in AD therapy. Nevertheless, just in vitro and in vivo evaluation of biological
activity will reveal their real value in the field of Alzheimer’s disease. This work includes
synthesis of new compounds and their in vitro evaluation of acetylcholinesterase and
butyrylcholinesterase inhibition. They exerted bio-activity in micromolar and nanomolar

concentration.



3. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

7-MEOTA 7-methoxytakrin
ABAD AB vazajici alkoholdehydrogenasa
A8 Beta-amyloidni protein

Acetyl-CoA  Acetylkoenzym A

AD Alzheimerova choroba

ACh Acetylcholin

AChE Acetylcholinesterasa

ALT Alaninaminotransferasa

APP Prekurzor amyloidniho proteinu
BuChE Butyrylcholinesterasa

CAS Katalytické aktivni misto

DTNB 5,5'-Dithio-bis-(2-nitrobenzoova kyselina)
FDA Food and Drug Administration
ChAT Cholin-acetyltransferasa

MTDLs Multi-Target-Directed Ligands
NMDA N-methyl-D-glutamat

PAS Periferni anionické misto

PSE: Presenilin 1

PSE: Presenilin 2

ROS Reaktivni formy kysliku



TMS

Tetramethylsilan
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4. TEORETICKA CAST

4.1.ALZHEIMEROVA CHOROBA

Alzheimerova choroba (AD) je multifaktoridlni, neurodegenerativni a progresivni
onemocnéni, které v soucasné dobé nelze efektivné Ié¢it. Nemoc zacdind ¢asto pozvolna
bez vyraznych symptom, které by prvotné AD odliSily od jinych typl demenci. (1)
Zakladnim a prvnim pfiznakem je zhorSenda pamét, pozdéji se objevuji poruchy
kognitivnich funkci, prostorova a c¢asovd desorientace a az Uplnd ztrata paméti.
Z histopatologického hlediska se nemoc projevuje jak mikroskopicky, tak
i makroskopicky. Dosavadni dostupnd terapie je pouze paliativni a nefesi pficinu

a progresi nemoci. (2)

Globalni starnuti populace je jednim z velkych problém( 21. stoleti, s hlubokymi
ekonomickymi, politickymi a socidlnimi dlsledky pro lidstvo. AD je jednim z nejéasté;jsSich
typd demence, podil mezi ostatnimi typy je mezi 60—-80 %. (3) Pocet pacientl s AD
se kazdym rokem exponencialné zvysuje, vzhledem ke stoupajici délce a kvalité Zivota
populace. Odhady fikaji, Ze na celém svété Zije az 44 milion( populace s timto typem
demence. (4) Prevalence AD se zvysSuje s vékem, jiz od osmdesatého véku Zivota je kolem
14,5 % u muzl a 16,4 % u Zen. (5) Vyssi prevalence v Zenské ¢asti populace je zpUsobena

tim, Ze Zeny se obecné dozivaji vyssiho véku nez muzi.

4.1.1.Rizikové faktory

Na rozvoj a intenzitu AD ma vliv nékolik rizikovych faktor. Mezi hlavni patfi vyssi vék,
pohlavi, vyskyt demence v rodinné anamnéze a genetické predispozice. (6) Ke vzniku AD
mohou pfispét rovnéz i jind onemocnéni, napf. diabetus mellitus (7),
hypercholesterolemie (8) a jiné kardiovaskularni choroby. (9) Ovlivnitelnymi rizikovymi

faktory jsou zdravy Zivotni styl, vyssi mentdlni aktivita, koufeni a obezita. Vyssi riziko
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vzniku AD je také u osob, které v minulosti prodélaly traumatické poranéni hlavy (10)

a/nebo u pacient( trpicich depresivnimi stavy. (11)

Vliv na rozvoj Alzheimerovy choroby maji také genetické predispozice, a to predevsim
mutace na chromozomech 1, 14, 19 a 21. Na chromozomu ¢islo 21 je umistén gen
pro kédovani amyloidniho prekurzorového proteinu (APP), jehoz mutace byva zjisténa
u vétSiny pacientll stzv. presenilni formou AD. Dochdzi kmutacim také
na chromosomech ¢&islo 14, kdy dojde ke zméné genu pro presenilin 1 (PSE1)

a na chromosomech cislo 1, kde dochdzi k mutaci genu pro presenilin 2 (PSE>). (12)

4.1.2.Klinické projevy

Problémy s kratkodobou pameti, Spatny dsudek,
zapominani mist, osob ztrata empatie,
\ apatie
PAMET CHOVANI
N\
ORIENTACE
V PROSTORU JAZUS
Problémy s nalezenim Problémy s mluvenim,
predmetu, potize s odhadem porozumenim, problém rozpoznat objekt

vzdalenosti

Obrdzek 1, Klinické projevy AD

Klinické symptomy AD se neprojevuji ndhle, ale pfichazi postupné a jsou velice
nespecifické. Zpocatku se objevuji drobné vypadky paméti, které vsak nijak nenarusuji
vykonavani béznych dennich aktivit. Pozdéji se projevuje typicky pfiznak, kdy pacient
odklada véci na neznama mista a nenachazi je. Dale se objevuji vétsi a vétsi vypadky
paméti, problémy s orientaci v prostoru a také potize s planovanim dennich aktivit.
Kratkodoba pamét selhava a postupem casu nastava problém i u dlouhodobé paméti.
Dochazi také kporucham vnimani vizudlnich jev(, k neschopnosti orientovat

se v Casovém prostoru, ztraté socidlni komunikace a poruse mezilidskych interakeci.
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Nakonec vsechny tyto symptomy vedou ke zméné osobnosti ¢lovéka, k neschopnosti

samostatného Zivota a az k uplné demenci. (13)

4.1.3.Patofyziologie

V pribéhu onemocnéni dochazi k ireverzibilnim makroskopickym i mikroskopickym
zménam na mozku, zejména pak na tempordlnich lalocich, amygdale a hippocampu. (14)
Tyto zmény pak maji za nasledek klinické projevy AD, jako ztrata paméti, kognitivnich

funkci a neschopnost orientace v prostoru.

Mikroskopicky se zmény projevuji nékolika rdznymi zplsoby, které jsou popsany

v kapitolach 4.2, 4.3 a 4.4.

4.2.CHOLINERGNI TEORIE

Na zacatku sedmdesatych let dvacatého stoleti zapocal vyzkum mozkové tkané pacient(
trpicich AD s nadéji, Ze neurochemicky proces, ktery nemoc zpulsobuje, bude presné
identifikovan, aby se mohlo pfijit s jasnou a racionalni terapii. Cholinergni teorie AD
uvadi, Ze neurony zodpovédné za cholinergni transmisi v prfedni ¢asti mozku vyrazné
ubyvaji v prabéhu AD. Tento uUbytek lze detekovat histopatologicky snizujicim se
mnozstvim neuront a také neurochemicky, kdy dochazi k ubytku marker( pro syntézu
acetylcholinu (ACh). (15) Pozdéji byl také identifikovan uUbytek enzymu, ktery je
zodpovédny za syntézu ACh. Tento enzym se nazyva cholin-acetyltransferasa (ChAT)
a podili se na reakci, pfi které vznikd z cholinu a acetylkoenzymu A (Acetyl-CoA)
acetylcholin. (16) Ddle psychofarmakologické studie na humannich i animalnich
modelech shodné ukazaly, Zze systémova blokace cholinergnich receptorl zplsobuje
poruchy pozornosti, ueni a defekty v paméti. (17) Z cholinergni teorie se odviji dnesni

farmakoterapie AD.
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4.2.1.Acetylcholin

o]

>;
N/ °
/
Obrdzek 2, Acetylcholin
Acetylcholin je neurotransmiter, ktery prfenasi nervové vzruchy jak ve vegetativnim
nervovém systému, v centralnim nervovém systému a také na nervosvalové ploténce.
Syntéza acetylcholinu probiha v cytoplazmé jednotlivych neuron(, které aktivné
vychytavaji cholin a za ucasti enzymu ChAT a Acetyl-CoA z néj vznika acetylcholin. (18)
Ten pak je skladovan ve vysoké koncentraci ve vezikulach. K uvoliiovdni acetylcholinu
dochazi pfi nervové stimulaci, kdy nastane zvyseni koncentrace vdpenatych iontd
a zména akéniho potencidlu. Ndsledné dojde ke zméné akéniho potencidlu, vezikuly
s acetylcholinem se uvolni a dojde kjejich splynuti s presynaptickou membranou.
Acetylcholin tedy pronikne do synaptické Stérbiny. Zde se vaze na postsynapticky

receptor. (19)

RozliSujeme dva druhy receptorll, na které se mlzZe acetylcholin vazat. Prvnim typem
jsou muskarinové cholinergni receptory, které maji rdznou stavbu a lze je rozlisit
na nékolik podtypl M1, M2 a Ms. Celkem jich existuje pét, avSak ne u vSech je jejich
funkce objasnéna. V mozku se vyskytuji vSechny tfi podtypy a ucastni se procesl
jako ukladani do paméti, uéeni nebo vnimani bolesti. Druhym typem receptord(, na které
se acetylcholin vdze, jsou nikotinové receptory, které Ize najit na nervosvalové ploténce

a v gangliovych synapsich. (20)

Degradace acetylcholinu probiha velmi rychle za pfitomnosti enzyma cholinesteras.
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4.2.2.Cholinesterasy

Charakteristika

| Q | 0
A AChE/BuChE +
N —_———— N +
acetylcholin cholin kyselina
octova

Obrdzek 3, Odbourdvdni acetylcholinu
Cholinesterasy Stépi acetylcholin na cholin a acetat v synaptické stérbiné a tim ukoncuji
nervovy vzruch. Pokud dojde kinhibici téchto dvou esteras zvy$i se koncentrace
acetylcholinu na muskarinovych a nikotinovych receptorech. Na odbourdvani
acetylcholinu se podili acetylcholinesterasa (AChE, E.C. 3.1.1.7) a butyrylcholinesterasa
(BuChE, E.C. 3.1.1.8). AChE lIze najit fyziologicky hlavné v mozku, v ¢ervenych krvinkach,
v neuromuskularnich ploténkach a jinych neurdlnich synapsich. BUChE vznika v jatrech
a fyziologicky se vyskytuje hlavné na periferii v krevni plazmé. (21) AChE se z velké ¢asti
podili na odbourdvani acetylcholinu v nervové soustavé, Ize ji najit i v neuronalnich

placich. Jeji aktivita béhem rozvoje onemocnéni klesa.
Struktura

Struktura obou cholinesteras se velice podoba; oba enzymy maiji aktivni misto situované
v hydrofobni kavité. Zde dochazi k degradaci ACh, AChE je mnohem selektivnéjsi k ACh
nez BuChE, tento rozdil je objasnén odliSnou sekvenci aminokyselin v aktivnim misté
obou enzymu. BuChE na rozdil od AChE je rovnéz schopna degradovat neuroaktivni

peptidy. (22)

AChE existuje ve trech rdznych globularnich formach, které obsahuji jednu, dvé
nebo Ctyri katalytické podjednotky (Gi monomer, G2 dimer a G4 tetramer). V mozku

se vyskytuji hlavné G1 a Gaformy. (21)

Aktivni misto AChE (CAS) se sklada z esterové ¢asti a nékolika mensich podjednotek.
Esterovd ¢ast ma sekvenci aminokyselin Ser-His-Glu. Zde probihd hydrolyza esterové
vazby ACh. Tato sekvence je typicka pro vSechny cholinesterasy a nazyva se katalyticka
tridda. Katalytickd tridda napomdahd drzeni ACh v aktivnim misté, aby bylo dosazeno

optimalni pozice pro hydrolyzu. Dalsi podjednotky tvofi acylova kapsa, oxanionové misto
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a anionicka podjednotka. (23) Kvartérni dusik na ACh se vaze do anionického mista a je
zodpovédny za spravnou orientaci ACh v enzymu. Oxanionové misto interaguje s atomy
kysliku v ACh. Dllezité pro katalyzu je také periferni anionické misto (PAS), které se
nachazi na povrchu enzymu a je dualezité pro vstup substratu do enzymu. Sklada se
z aminokyselin Tyr70, Tyr121 a Trp279. Kvartérni dusik acetylcholinu se se vdze do PAS.
Na toto misto se mohou vazat vsak i jiné substraty nez ACh, jako |éciva a toxiny. Bylo
také vypozorovano, ze A8 interaguje prdvé s timto mistem. Tato interakce napomaha
tvorbé toxickych A8 oligomer( a nasledné i vétSich agregdt(i. Proto blokace PAS je jeden

z moznych budoucich pfistupl v terapii AD. (24)

Samotna katalyza probihd tak, Zze v CAS vznikd vysoce reaktivni intermediat
mezi acetylcholinem a serinem. Hydroxylova skupina serinu se navdze na ¢ast substratu
za vzniku acylderivatu enzymu a cholinu. Dale reaguje acylovany intermediat s mensi
molekulou vody v pfitomnosti His440 za vzniku uvolnéné kyseliny octové a volného

enzymu, ktery ma obnovenou opét enzymatickou funkci. (25)

Key
. = Acetylcholinesterase
— = Aromatic amino acid residues

- = Peripheral Anionic Site

(Tyr70, Tyr121, and Trp 279)

= Catalytic Anionic Site (trps4 and Phe33o)

- = Catalytic Triad (ser200, Glu327, and His440)

— = Negative Surface
+ = Positive Surface

Obrdzek 4, Aktivni misto AChE, prevzato z citace 25
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4.3.AMYLOIDNI TEORIE

Tato teorie vznikla na zacatku devadesatych let minulého stoleti. (26) Amyloidni teorie
vysvétluje vznik AD prFitomnosti extracelularnich neuritickych plak(, které jsou tvoreny
B-amyloidnim proteinem (A8). Tento protein se skldadd ze 40 nebo 42 aminokyselin.
AB4; se vyskytuje mnohem castéji, vzhledem k tomu, Ze ma vétsi tendenci agregovat
a tvofit tak oligomery a nasledné neuritické plaky nez ABa4o. (14) A8 vznika z APP. Ne vidy
vSak z prekurzoru vznikne AB, jsou totiz dvé cesty zpracovavani APP (Obrazek 5). Jedna
z nich je neamyloidogenni, kdy nedochazi k vzniku AB. V tomto pfipadé, se APP Stépi
enzymem a-sekretasou a poté y-sekretasou, nasledkem cehoZz vznikaji fragmenty
tohoto prekurzoru. Druha cesta se nazyvd amyloidogenni. Ta jiz vede ke vzniku A8. APP
je Stépeno B-sekretasou a nasledné y-sekretasou, v dlsledku cehoz vznika AB. (27)
Diky své struktufe se vzniklé proteiny mohou mezi sebou ndahodné shlukovat,

¢imz dochazi k tvorbé oligomer( a ndsledné extracelularnich neuritickych plaka.

Non-amyloidogenic Amyloidogenic

sAPPoL = -

SAPPR
Presenilin 1or 2
1 Nicastrin
\ ADAMY, PEN2 /
=10 or 17 BACEI APH /[ /AB

— [R— —_— &y
- /

QOOTTPROOOY 10 o 7?9?(‘&’)°K)OO()5X)I%OCO

COOIPOOCOSRHO Offl o:orcl'ro:oﬂoo:o
99

83 APP AP AICD

Nature Reviews | Neuroscience

Obrdzek 5, Tvorba AB z APP amyloidni a neamyloidni cestou, pfevzat z citace 27

Extracelularni plaky tvofené A8 pak interaguji senzymem AB vazajici
alkoholdehydrogenasou (ABAD). ABAD je mitochondridlni enzym, ktery katalyzuje
redoxni reakce alkoholovych skupin na mnoha substratech, napriklad na steroidech,
rozvétvenych mastnych kyselinach apod. Jeho lokalizace je hlavné v mitochondriich,
ale mlze také prochazet do plazmatické membrany, kde se uskutecnuje jeho kontakt
sAB. (28) Tento déj vede ktomu, Ze ABAD zprostfedkovava intraneuralni

mitochondridlni toxicitu A8. Dochazi k vzniku cytotoxickych aldehydd v mitochondriich.
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Vysledky nékolika neddvnych studii ukazaly, ze ABAD mUze také prispivat k rozvoji AD
redukovanim neuroprotektivnich hladin estrogen pomoci jeho redoxniho potencialu,
ktery v3ak je po navdzani A8 blokovan. (29) Inhibitory ABAD pak mohou byt hodnotnymi

potencidlnimi |éCivy v terapii AD.

4.4 TAU PROTEIN

Dalsi zménou na Urovni nervovych bunék u pacientd s AD je pfitomnost
hyperfosforylovaného proteinu tau. Za fyziologickych podminek se tento protein
vyskytuje v axonech neuronli a zvySuje tim stabilitu  mikrotubuld.
Pti jeho hyperfosforylaci dochazi k preruseni vazby na mikrotubuly, které se z tohoto
dlivodu za¢nou rozpadat, a tau protein za¢ne agregovat a vytvaret tak neurofibrilarni

klubka. (30)

Nékteré studie naznacuji, Ze patologie tau proteinu je velice pfibuznd vlastnostem
priond, jelikoz aplikace vzorku, ktery obsahuje patologicky tau protein (ziskany z mozku
pacienta s AD nebo z mozku mysi s tautopatii) do zdravého hostitele vede k rozvoji

patologickych jevl spojenych s tau proteinem. (31)

4.5.TerAPIE AD

4.5.1.Inhibitory cholinesteras

Existuji tfi zakladni typy inhibice cholinesteras. Pfi ireverzibilni inhibici dochazi
k vytvoreni komplexu inhibitoru s molekulou cholinesterasy. Do této skupiny inhibitort
lze zaradit organofosfaty, které se vsak vterapii AD nevyuZivaji, jejich pouZiti
je limitované a byvaji zneuzivany jako chemické zbrané. (32) Pfi reverzibilni inhibici
dochazi k blokovani cholinesterasy pouze po dobu pfitomnosti aktivni latky, po disociaci
inhibitoru se funkce enzymu obnovuje. Mezi reverzibilni inhibitory Ize zaradit, naptiklad,
takrin, donepezil a galantamin. (33) Posledni skupinu tvofi tzv. pseudoreverzibilni
inhibitory cholinesteras, které vytvari s enzymem stabilni komplex az po dobu nékolika

hodin. Do této skupiny fadime rivastigmin a jiné karbamatové derivaty. (34) Bohuzel
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inhibice cholinesteras s sebou nese také Sirokou $kdlu nezadoucich ucinkdl, jelikoz
dochazi ke zvyseni cholinergni aktivity v perifernich tkanich. (35)

e Takrin
NH,

X

=

N

Obrdzek 6, Takrin
Takrin (9-amino-1,2,3,4 tetrahydroakridin) byl vyvinut jako prvni Ié¢ivo pro terapii AD.
Vaze se do aktivniho mista cholinesteras, ¢imz zpUsobuje jejich inhibici. Pti dalSich
vyzkumech a klinickych zkouskach vsak bylo zjiSténo, Ze ne u vSech pacientu se podafilo

docilit cileného terapeutického ucinku, néktefi na |é¢bu viibec nereagovali. (36)

Dalsi velkou nevyhodou takrinu je jeho hepatotoxicita, ktera brani SirSimu klinickému
a praktickému pouziti. Hepatotoxicita se projevuje zvySenim hladin enzymu
alaninaminotransferasy (ALT). Pfi testovani 2446 pacient( se objevila zvySena hladina
ALT nad nejvyssi povolenou normu u 1203 z nich. Trojndsobku nejvyssi povolené normy

dosahly hodnoty ALT u 621 pacient( (37).
e Donepezil

H,C
HsCo

N

O

Donepezil je derivat piperidinu se systematickym nazvem 2[(1-benzylpiperidin-4-

Obrazek 7, Donepezil

yl)methyl]-5,6-dimethoxy-2,3-dihydroinden-1-on. Diky pfitomnosti dvou rovin
ve strukture, je diametralné selektivnéjsi v inhibicnich vlastnostech k AChE nez k BuChE.
(38) Terapeuticky uéinek ma na mirné az stfedni formy AD; zejména na zlepSeni
kognitivnich funkci. Jeho nezadouci uc¢inky nejsou tak zavazné jako u takrinu, avsak mlze
se objevit nauzea a gastroinstestinalni obtize. (39) LéCivé pripravky s donepezilem jsou

v Ceské republice registrovany.
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* Rivastigmin

Obrdzek 8, Rivastigmin
Rivastigmin je pseudo-reverzibilni inhibitor cholinesteras a chemicky se jedna o [3-[(1S)-
1-(dimethylamino)ethyllfenyl]-N-ethyl-N-methylkarbamat. (40) Ma inhibi¢ni vlastnosti
na oba dva typy cholinesteras, na AChE a BuChE. Pouziva se v terapii lehkych a stfednich
forem AD. Jeho nezadouci U¢inky jsou podobné jako u ostatnich inhibitor( cholinesteras,

hlavné tedy gastrointestinalni obtize. (41)

e Galantamin

Obrdzek 9, Galantamin

Galantamin, chemicky (4aS$,6R,8aS)-3-methoxy-11-methyl-5,6,9,10,11,12-hexahydro-
4aH-[1]-benzofuro-[3a,3,2-ef][2]benzazepin-6-0l se pouziva v terapii lehkych
a strednych forem AD. Je to pfirodni alkaloid, ziskdvany z rostlin ¢eledi Amaryllidaceae.
Nebyl vsak izolovan primarné k terapii AD, primdrné se pouzival v terapii myasthenia
gravis a dalSich poruch centralniho nervového systému. Inhibuje oba typy cholinesteras,
je vSsak mnohem selektivnéjsi k AChE. (42) Davka galantaminu se béhem terapie

postupné zvysuje, ¢imz se také zvysuje riziko vzniku nezadoucich ucinka.
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4.5.2.Memantin
NH

""CH,
CH

3
Obrdzek 10, Memantin

Memantin, chemicky 1-amino-3,5-dimethyladamantan je schvdleny v Evropé a USA
k terapii stfedné tézkych aZz tézkych forem AD. Jedna se o antagonistu N-methyl-D-
aspartatovych (NMDA) receptord. Zvysena chronicka aktivace NMDA receptoru
u pacientll s Alzheimerovou chorobou vede k poskozeni anasledné smrti
neuront v dusledku hyperinfuze vapenatych iontd skrz NMDA receptory. (43)
Memantin ma schopnost rychle zablokovat tento chronicky proces a tim snizit influx

Ca’* iontd. (44)

4.5.3.Multi-Target Directed Ligands

Obrdzek 11, Multi-Target Directed Ligands

AD je onemocnéni multifaktorialni a jeho podstata neni momentalné poradné znama.
Dosud registrovana lééiva se Casto uzivaji ve vysokych davkach a ve vzajemnych
kombinacich, coz ma za nasledek vétsi pravdépodobnost vzniku nezadoucich ucinku.
Nyni se terapeuticky trend pfiklani k moznostem lécby, ktera by cilila na nékolik faktor(
a symptomu nemoci zaroven. Takovymto IéCiviim se fika Multi-Target Directed Ligands

(MTDLs). Struktura léciva se obvykle sklada ze dvou farmakoford, které jsou rdznymi
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zpUsoby spojeny ksobé. Kazda cast takového I|éCiva pak by méla interagovat
se specifickym aktivnim mistem cileného proteinu a vytvafet tak vicero
farmakologickych odpovédi. Spojenim dvou molekul ma vyhodu také v tom, Ze se snizuje
riziko farmakokinetickych a farmakodynamickych interakci a také riziko interakci
s ostatnimi léCivy v organismu. DalS$i nespornou vyhodou MTDLs je zjednoduseni terapie

a zvySeni compliance pacienta. (45)
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5. PRAKTICKA CAST

5.1.CIL PRACE

Cilem prace bylo pfipravit sérii 21 konjugatu, které v sobé kombinuji dvé molekuly,
a to takrin a benzothiazol. Tyto substruktury byly spojovany rtzné dlouhymi uhlikovymi
fetézci. Molekuly byly navrieny dle strategie MTDLs; jednak aby inhibovaly AChE

i BUChE, a zaroven aby vykazovaly inhibi¢ni G¢inek na A8 a ABAD.

5.2.DESIGN

Pro design molekuly jsme zvolili spojeni dvou farmakofor(, které by potencidlné mohly

mit pozitivni vliv v terapii AD, a to takrinu a benzathiazolu.

Takrin je reverzibilni inhibitor cholinesteras a byl prvnim Ié¢ivem zavedenym na trh
v terapii AD. Ovsem navzdory jeho zdvainym nezadoucim ucinkim se jiz nepouziva

(viz kapitola 4.5.1).

/
N

Obradzek 12, Takrin
Pro syntézu jsme poufzili rizné derivaty takrinu. 7-Methoxytakrin (7-MEQOTA) byl objeven
v Ceské republice jako méné toxicky derivat takrinu pro terapii AD. (46) 6-Chlortakrin ma

také vysoky inhibi¢ni potencial vici acetylcholinesterasam. (47)

Benzothiazoly jsou planarni heterocykly, jejichz rGzné derivaty se pouzivaji jako léciva
v centralnim nervovém systému. (48) Jejich vlastnosti jsou hlavné antikonvulzivni,
neuroprotektivni a také bylo experimentdlné prokazano, Ze derivaty benzothiazolu
se vazou na amyloidni struktury v mozku a tim zabranuji protein-protein interakcim. (49)
Dalsi dulezitou vlastnosti benzothiazoll je schopnost inhibice mitochodridlniho enzymu

ABAD. DUsledkem této inhibice dochazi ke sniZovani oxidacniho stresu a s tim spojené
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neuroprotekce. (50) VsSechny tyto vlastnosti by mohly mit zajimavy pozitivni efekt

S
I
N

Obrdzek 13, 2-aminobenzothiazol

v terapii AD.

Obradzek 14, 3D Struktura 2-aminobenzothiazolu

5.3. OBECNE UDAJE O SYNTEZE

Veskeré chemikdlie, které byly pouzity pro syntézu, byly dodany firmou
Sigma-Aldrich (Ceska republika). Reakce byly monitorovany pomoci tenkovrstvé
chromatografie (TLC) na hlinikovych desti¢kach potazenych silikagelem 60 F254 (Merck,
Ceska republika). Sloupcova chromatografie se provadéla na silikagelu 0.063 —0.200 mm
s porozitou 60 (Merck, Ceska republika).

Vsechny derivaty byly charakterizovany teplotou tani a NMR spektry. K méreni teplot
tani byl pouzit bodotavek PHMK 05 (VEB Kombinat Nagema, Radebeul, Némecko)
bez korekce. *H NMR a 3C NMR spektra byla méfena na spektrometru Varian S500 (pfi
frekvenci 500 MHz pro *H NMR spektra a 126 MHz pro *3C NMR spektra; Varian Comp.
Palo Alto, USA) nebo na spektrometru Varian Mercury VX BB 300 (pfi frekvenci 300 MHz
pro 'H NMR spektra a 75 MHz pro *3C NMR spektra; Varian Comp. Palo Alto, USA).
Chemické posuny & jsou udavany vppm a vztazeny kpouzitému referenénimu

standardu tetramethylsilanu (TMS).
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5.4.SYNTEzZA

N~ S
NS NH, 1 " H
R S pPEA R N
N + @[ > HCI
/ o Pz
- - N DMF, 110°C, 2h o N

5.4.1.0becny postup

2-Chlorbenzothiazol (1 ekvivalent) byl umistén do bariky opatfené michadlem a septem.
Dale byl do barnky pfidan dimethylformamid (DMF) (5 ml) a smés byla michana
v argonové atmosfére. Poté byl do roztoku pfidan N,N-diisopropylethylamin (DIPEA) (2
ekvivalenty). Nakonec byl do reakéni smési pridan prislusny diamin (1 ekvivalent), ktery
byl pred tim rozpustén v minimalnim mnozstvi DMF. Finalni smés byla zahtivand
pfi 110°C pod zpétnym chladicem po dobu dvou hodin. Vyslednda reakéni smés byla
ochlazena na pokojovou teplotu a byla extrahovdna nejdfive dichlormethanem (CHxCl»)
(3 x 100 ml) a poté vodou (1 x 100 ml). Sesbirané organické vrstvy byly suseny pomoci
Na,S0a, zfiltrovany a odpafeny. Surovy produkt byl ¢istén sloupcovou chromatografii
na silikagelu za pouZiti mobilni faze ethyl-acetat : methanol : 26% vodny roztok
amoniaku (60:1:1,2). Ziskana Cista baze byla rozpusténa v methanolu a sycena plynnym
chlorovodikem. Odparek byl prelit acetonitrilem za vzniku patfiéného hydrochloridu

ve formé pevné latky.
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° (1) N?-(benzo[d]thiazol-2-yl)-N!-(7-methoxy-1,2,3,4-tetrahydroakridin-
9-yl)ethan-1,2-diamin hydrochlorid

H
N._S
D
N
HN
/o AN
_ HCI
N

Zluty prasek
Vytések: 38 %

Teplota tani: 186,4 —195,6°C

'H NMR (500 MHz, Methanol-ds) 6 7,73 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,68 (d, J = 2,6 Hz, 1H), 7,62
(d, J=9,2 Hz, 1H), 7,51 — 7,44 (m, 2H), 7,37 — 7,32 (m, 2H), 4,31 (t, J = 5,7 Hz, 2H), 4,00
(t, J=5,7 Hz, 2H), 3,96 (s, 3H), 3,05 (t, / = 6,3 Hz, 2H), 2,86 (t, / = 6,2 Hz, 2H), 2,00 — 1,89
(m, 4H),

13C NMR (126 MHz, DMSO-dg) 6 167,01, 163,15, 156,84, 155,33, 150,34, 132,48, 126,79,
124,05, 123,22, 122,31, 120,84, 118,06, 112,37, 103,43, 56,36, 45,55, 28,04, 25,43,
24,81, 21,89, 20,28.
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° (2) N3-(benzo[d]thiazol-2-yl)-N*-(7-methoxy-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-

yl)propan-1,3-diamin-hydrochlorid

N
)
HN/\/\H*S

A

.HCI

7

N

Svétle Zluty prasek
Vytézek: 25%

Teplota tani: 154,3 - 160,1°C

1H NMR (500 MHz, Methanol-da) 6 7,77 (d, J = 8,1 Hz, 1H), 7,68 (d, J = 2,6 Hz, 1H), 7,62
(d,J=9,2 Hz, 1H), 7,54 — 7,47 (m, 2H), 7,43 (dd, J = 9,2, 2,5 Hz, 1H), 7,40 — 7,35 (m, 1H),
4,16 (t, J = 6,7 Hz, 2H), 3,97 (s, 3H), 3,73 (t, J = 6,7 Hz, 2H), 2,99 — 2,94 (m, 2H), 2,86 —
2,81 (m, 2H), 2,31 (p, J = 6,7 Hz, 2H), 1,98 — 1,88 (m, 4H),

13C NMR (126 MHz, Methanol-ds) & 158,81, 157,05, 151,12, 139,27, 134,14, 129,20,
126,35, 125,45, 124,43, 123,86, 121,71, 118,82, 115,21, 113,33, 104,67, 56,86, 45,67,
30,41, 29,25, 26,17, 23,17, 21,75.
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o (3) N*(benzo[d]thiazol-2-yl)-N1-(7-methoxy-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-

yl)butan-1,4-diamin hydrochlorid

Zluty prasek
Vytézek: 16 %

Teplota tani: 173,9-176,6 °C

'H NMR (500 MHz, Methanol-ds) & 7,79 (d, J = 7,9 Hz, 1H), 7,70 — 7,63 (m, 2H), 7,58 —
7,48 (m, 2H), 7,45 — 7,35 (m, 2H), 4,02 (t, J = 6,5 Hz, 2H), 3,96 (s, 3H), 3,70 — 3,61 (m, 2H),
3,00 (t, J = 5,4 Hz, 2H), 2,79 (t, J = 5,3 Hz, 2H), 2,04 — 1,85 (m, 8H).

13C NMR (126 MHz, Methanol-d4) 6 158,74, 157,04, 151,00, 139,40, 134,19, 129,18,
126,29, 125,40, 124,43, 123,92, 121,71, 118,90, 115,20, 113,25, 104,61, 56,77, 47,78,
29,30, 28,99, 26,31, 26,02, 23,18, 21,79.
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. (4) N°-(benzo[d]thiazol-2-yl)-N!-(7-methoxy-1,2,3,4-tetrahydroakridin-

9-yl)pentan-1,5-diamin-hydrochlorid

Y

N S
3 H

- AN
HCl

—

N

Nazloutly prasek
Vytézek: 21%

Teplota tani: 176,4-180,9°C

1H NMR (500 MHz, Methanol-da) 6 7,79 (dd, J = 8,0, 1,1 Hz, 1H), 7,73 - 7,68 (m, 2H), 7,60
—7,56 (m, 1H), 7,55 — 7,47 (m, 2H), 7,42 — 7,37 (m, 1H), 4,02 — 3,95 (m, 5H), 3,61 (t, J =
7,1 Hz, 2H), 3,04 — 2,99 (m, 2H), 2,82 — 2,76 (m, 2H), 1,98 — 1,91 (m, 6H), 1,90 — 1,82 (m,
2H), 1,67 — 1,57 (m, 2H).

13C NMR (126 MHz, Methanol-ds) & 158,79, 157,27, 150,95, 139,55, 134,49, 129,26,
126,33, 125,33, 124,40, 123,86, 121,78, 118,83, 115,28, 113,12, 105,32, 56,75, 48,43,
31,43, 29,30, 28,91, 25,65, 24,87, 23,16, 21,84.

29



° (5) Né-(benzo[d]thiazol-2-yl)-N!-(7-methoxy-1,2,3,4-tetrahydroakridin-

9-yl)hexan-1,6-diamin-hydrochlorid

Nazloutly prasek
Vytézek: 27 %

Teplota tani: 149,7 — 154,6°C

1H NMR (500 MHz, Methanol-ds) 6 7,81 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,73 (d, J = 9,3 Hz, 1H), 7,69
(d,J = 2,6 Hz, 1H), 7,58 (dd, J = 8,1, 1,1 Hz, 1H), 7,55 — 7,49 (m, 2H), 7,41 — 7,36 (m, 1H),
3,99 — 3,94 (m, 5H), 3,58 (t, J = 7,0 Hz, 2H), 3,04 — 2,99 (m, 2H), 2,77 (t, J = 5,8 Hz, 2H),
1,95 (p, J = 3,1 Hz, 4H), 1,92 — 1,85 (m, 2H), 1,85 — 1,78 (m, 2H), 1,61 — 1,50 (m, 4H).

13C NMR (126 MHz, Methanol-d4) 6 158,65, 157,20, 150,74, 139,48, 134,48, 129,23,
126,29, 125,40, 123,92, 121,75, 118,69, 115,15, 112,92, 105,02, 56,62, 48,52, 31,81,
29,25, 29,14, 27,42, 27,33, 25,66, 23,17, 21,86.
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o (6) N7-(benzo[d]thiazol-2-yl)-N-(7-methoxy-1,2,3,4-tetrahydroakridin-

9-yl)heptan-1,7-diamin-hydrochlorid

Zluté krystaly
vytssek:  33%

Teplota tani: 121,6 —128,1°C

1H NMR (500 MHz, Methanol-da) 6 7,77 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,72 (d, J = 9,2 Hz, 1H), 7,61
(d, J = 2,6 Hz, 1H), 7,56 (d, J = 8,1 Hz, 1H), 7,51 — 7,44 (m, 1H), 7,42 (dd, J = 9,2, 2,5 Hz,
1H), 7,37 — 7,31 (m, 1H), 3,95 (s, 3H), 3,94 — 3,86 (m, 2H), 3,58 (t, J = 7,1 Hz, 2H), 3,05 —
2,95 (m, 2H), 2,73 (t,J = 5,7 Hz, 2H), 1,96 — 1,89 (m, 4H), 1,89 — 1,82 (m, 2H), 1,82 — 1,74
(m, 2H), 1,56 — 1,43 (m, 6H).

13C NMR (126 MHz, Methanol-ds) & 158,40, 156,86, 150,51, 139,30, 134,26, 129,05,
126,14, 125,25, 124,34, 123,84, 121,70, 118,45, 115,11, 112,67, 104,82, 56,73, 48,46,
31,88, 29,78, 29,22, 29,11, 27,54, 25,66, 23,13, 21,80.
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° (7) N3-(benzo[d]thiazol-2-yl)-N-(7-methoxy-1,2,3,4-tetrahydroakridin-

9-yl)oktan-1,8-diamin-hydrochlorid

NS
/O AN
P Hal
N
Zluty prasek
Vytézek: 15 %
Teplota tani: 142,8 - 151,4°C

1H NMR (500 MHz, Methanol-da) 6 7,78 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 7,74 (d, J = 9,2 Hz, 1H), 7,65
(d, J = 2,5 Hz, 1H), 7,59 — 7,55 (m, 1H), 7,52 — 7,45 (m, 2H), 7,37 — 7,32 (m, 1H), 3,96 (s,
3H), 3,95 — 3,89 (m, 2H), 3,57 (t, J = 7,1 Hz, 2H), 3,05 — 2,98 (m, 2H), 2,79 — 2,71 (m, 2H),
1,99 — 1,90 (m, 4H), 1,88 — 1,81 (m, 2H), 1,78 (p, J = 7,3 Hz, 2H), 1,53 — 1,38 (m, 8H).

13C NMR (126 MHz, Methanol-ds) & 169,18, 158,50, 157,04, 150,57, 139,82, 134,39,
129,05, 126,07, 125,33, 124,59, 123,81, 121,73, 118,54, 115,24, 112,76, 104,93, 56,65,
47,54, 40,40, 31,95, 30,15, 30,07, 29,22, 27,66, 27,63, 25,62, 23,14, 21,84.
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° (8) N?-(benzo[d]thiazol-2-yl)-N'-(1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-yl)ethan-

1,2-diamin-hydrochlorid

Hnédy prasek
Vytézek: 6 %

Teplota tani: 148,3 —156,0°C

1H NMR (500 MHz, Methanol-ds) & 8,44 — 8,41 (m, 1H), 7,80 — 7,72 (m, 3H), 7,58 — 7,54
(m, 1H), 7,54 — 7,46 (m, 2H), 7,38 — 7,33 (m, 1H), 4,38 (t, J = 5,8 Hz, 2H), 4,04 (t, J = 5,8
Hz, 2H), 3,07 — 3,00 (m, 2H), 2,83 — 2,77 (m, 2H), 1,98 — 1,90 (m, 4H).

13C NMR (126 MHz, Methanol-d4) 6 158,43, 153,00, 140,23, 139,29, 134,11, 129,11,
126,95, 126,20, 125,75, 125,00, 123,75, 120,20, 117,62, 115,61, 114,32, 47,05, 29,42,
25,81, 22,93, 21,65.
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° (9) N3-(benzo[d]thiazol-2-yl)-N*-(1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-yl)propan-

1,3-diamin-hydrochlorid

N
)
HN/\/\H/I\S

N

.HCI

—

N
Zluty prasek

Vytézek: 22,8 %

Teplota tani: 155,9 - 162,8°C

IH NMR (500 MHz, Methanol-d4) 6 8,43 (d, J = 8,6 Hz, 1H), 7,83 — 7,74 (m, 2H), 7,69 (dd,
J=8,5,1,1 Hz, 1H), 7,61 — 7,55 (m, 1H), 7,55 — 7,47 (m, 2H), 7,43 — 7,33 (m, 1H), 4,20 (t,
J = 6,8 Hz, 2H), 3,75 (t, J = 6,7 Hz, 2H), 3,03 — 2,93 (m, 2H), 2,82 — 2,73 (m, 2H), 2,38 —
2,28 (m, 2H), 2,00 — 1,90 (m, 4H).

13C NMR (126 MHz, Methanol-d4) 6 157,90, 152,01, 139,47, 139,37, 134,03, 129,18,
126,59, 126,33, 124,46, 123,86, 120,04, 116,97, 115,24, 113,28, 46,21, 30,08, 29,31,
25,29, 22,94, 21,72.
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o (10) N%-(benzo[d]thiazol-2-yl)-N*-(1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-yl)butan-

1,4-diamin-hydrochlorid

HN/M/\N ’\f@

S

2 H
X
HCI
—
N

Hnédy prasek
Vytézek: 36 %

Teplota tani: 146,6 — 150,9°C

1H NMR (500 MHz, Methanol-ds) & 8,42 (d, J = 8,7 Hz, 1H), 7,82 — 7,72 (m, 3H), 7,57 (t, J
=7,7 Hz, 2H), 7,54 — 7,47 (m, 1H), 7,37 (t, J = 7,8 Hz, 1H), 4,06 (t, J = 7,0 Hz, 2H), 3,67 (t,
J=6,9 Hz, 2H), 3,04 — 2,96 (m, 2H), 2,78 — 2,69 (m, 2H), 2,07 — 1,99 (m, 2H), 1,98 — 1,89
(m, 6H).

13C NMR (126 MHz, Methanol-ds) & 157,84, 151,88, 139,50, 139,31, 134,00, 129,16,
126,52, 126,35, 126,28, 123,90, 120,05, 117,09, 115,20, 113,08, 48,36, 29,33, 28,63,
26,31, 25,17, 22,96, 21,75.
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o (11)  N°-(benzo[d]thiazol-2-yl)-N*-(1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-
yl)pentan-1,5-diamin-hydrochlorid

HN/\M\ ,7/@

Svétle Zluty prasek
Vytézek: 38%

Teplota tani: 222,9-231,6°C

IH NMR (500 MHz, Methanol-d4) 6 8,42 (d, J = 8,6 Hz, 1H), 7,81 (ddd, J = 8,0, 5,9, 4,7 Hz,
2H), 7,75 (dd, J = 8,5, 1,2 Hz, 1H), 7,58 (ddd, J = 8,4, 7,0, 1,3 Hz, 2H), 7,54 — 7,49 (m, 1H),
7,41 — 7,35 (m, 1H), 4,02 (t, J = 7,2 Hz, 2H), 3,67 — 3,58 (m, 2H), 3,01 (t, J = 5,8 Hz, 2H),
2,73 (t, J = 5,7 Hz, 2H), 2,01 — 1,90 (m, 6H), 1,87 (p, J = 7,1 Hz, 2H), 1,67 — 1,58 (m, 2H).

13C NMR (126 MHz, Methanol-ds) 6 157,84, 151,68, 139,62, 139,29, 134,01, 129,18,
126,44, 126,40, 126,28, 123,91, 120,06, 116,99, 115,13, 112,89, 48,73, 30,98, 29,31,
28,81, 25,04, 24,79, 22,98, 21,79.
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° (12) Nb-(benzo[d]thiazol-2-yl)-N-(1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-yl)hexan-
1,6-diamin-hydrochlorid

RN '\f@

S

4 H
X
HCl
—
N

Sedy prasek
vytssek:  20%

Teplota tani: 140,0 —143,2°C

IH NMR (500 MHz, Methanol-ds) & 8,39 (d, J = 8,7 Hz, 1H), 7,85 — 7,73 (m, 3H), 7,61 —
7,53 (m, 2H), 7,49 (t, J = 7,9 Hz, 1H), 7,36 (t, J = 7,8 Hz, 1H), 4,04 — 3,93 (m, 2H), 3,59 (¢,
J=7,2Hz, 2H), 3,01 (t, J = 5,9 Hz, 2H), 2,71 (t, J = 5,8 Hz, 2H), 2,01 — 1,86 (m, 6H), 1,86 —
1,76 (m, 2H), 1,63 — 1,49 (m, 4H).

13C NMR (126 MHz, Methanol-ds) & 157,78, 151,59, 139,59, 139,28, 133,97, 129,12,
126,44, 126,33, 126,21, 123,88, 120,05, 116,94, 115,12, 112,77, 48,91, 31,33, 29,30,
29,09, 27,30, 27,21, 24,97, 22,96, 21,78.
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o (13)  N7-(benzo[d]thiazol-2-yl)-N*-(1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-

yl)heptan-1,7-diamin-hydrochlorid

N
HN/\M;\H*S
200
HCl
~
N

Hnédy prasek
Vytézek: 19 %

Teplota tani: 132,3-136,8°C

1H NMR (300 MHz, Methanol-ds) & 8,38 (d, J = 8,6 Hz, 1H), 7,86 — 7,74 (m, 3H), 7,61 —
7,53 (m, 2H), 7,49 (td, J = 8,2, 7,6, 1,2 Hz, 1H), 7,35 (ddd, J = 8,1, 7,5, 1,3 Hz, 1H), 4,03 —
3,90 (m, 2H), 3,57 (t, J = 7,0 Hz, 2H), 3,02 (t, J = 5,6 Hz, 2H), 2,69 (t, J = 5,5 Hz, 2H), 2,01
—1,91 (m, 6H), 1,91 — 1,82 (m, 2H), 1,82 — 1,72 (m, 2H), 1,58 — 1,41 (m, 4H).

13C NMR (75 MHz, Methanol-ds) & 157,83, 151,57, 139,66, 139,61, 134,01, 129,11,
126,50, 126,30, 126,15, 124,50, 123,87, 120,07, 116,95, 115,19, 112,76, 31,41, 29,77,
29,29, 29,15, 27,58, 27,53, 24,95, 22,97, 21,82.
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° (14) N2-(benzo[d]thiazol-2-yl)-N'-(1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-

yl)propan-1,3-diamin-hydrochlorid

N
HN/\M;\”/}\S
200
HCI
~
N

Hnédy prasek
Vytézek: 14 %

Teplota tani: 58,0—-67,4°C

1" NMR (500 MHz, Methanol-d4) & 8,39 (d, J = 8,7 Hz, 1H), 7,88 — 7,72 (m, 3H), 7,62 —
7,53 (m, 2H), 7,48 (t,J = 7,7 Hz, 1H), 7,33 (t, J = 7,6 Hz, 1H), 3,95 (t, J = 7,2 Hz, 2H), 3,56
(t,J=7,1Hz, 2H), 3,03 (t, J = 5,6 Hz, 2H), 2,70 (t, J = 5,5 Hz, 2H), 2,04 — 1,90 (m, 4H), 1,90
—1,81 (m, 2H), 1,81 - 1,72 (m, 2H), 1,54 — 1,38 (m, 8H).

13C NMR (126 MHz, Methanol-d4) & 169,23, 157,88, 151,59, 140,74, 139,68, 134,02,
128,92, 126,48, 126,29, 125,85, 125,02, 123,69, 120,08, 116,97, 115,49, 112,77, 49,10,
47,40, 31,48, 30,10, 30,06, 29,30, 27,64, 27,60, 24,93, 22,97, 21,82.
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° (15) N?-(benzo[d]thiazol-2-yl)-N*-(6-chlor-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-

yl)ethan-1,2-diamin-hydrochlorid

H
HN/\/N\(/N
@\I) =0
—
Cl N HCI

Svétle Zluty prasek
Vytézek: 31%

Teplota tani: 180,1-189,7°C

1H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 10,50 (bs, 1H), 8,48 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 8,10 (bs, 1H), 7,99
(s, 1H), 7,78 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 7,46 (t, J = 9,9 Hz, 2H), 7,36 (t, J = 7,2 Hz, 1H), 7,20 (t, J =
7,2 Hz, 1H), 4,27 — 4,11 (m, 2H), 4,03 — 3,87 (m, 2H), 2,96 (t, J = 5,7 Hz, 2H), 2,66 (t, J =
5,8 Hz, 2H), 1,85 — 1,65 (m, 4H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-dg) 6 167,22, 156,18, 151,87, 138,43, 137,03, 127,42, 126,97,
125,46, 123,55, 122,53, 117,94, 115,37, 114,70, 112,72, 46,33, 45,07, 28,14, 24,60,
21,51, 20,18.
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° (16) N3-(benzo[d]thiazol-2-yl)-N*-(6-chlor-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-

yl)propan-1,3-diamin-hydrochlorid

N
=)
HN/\/\”)\S

N

.HCI

=

Cl N

Hnédy prasek
Vytézek: 30%

Teplota tani: 214,3-221,0°C

1H NMR (500 MHz, Methanol-d4) & 8,40 (d, J = 9,0 Hz, 1H), 7,73 (d, J = 7,9 Hz, 1H), 7,67
—7,61 (m, 1H), 7,55 — 7,42 (m, 3H), 7,37 — 7,28 (m, 1H), 4,18 (t, J = 5,5 Hz, 2H), 3,84 —
3,63 (m, 2H), 3,06 — 2,86 (m, 2H), 2,82 — 2,65 (m, 2H), 2,43 — 2,22 (m, 2H), 2,06 — 1,81
(m, 4H).

13C NMR (126 MHz, Methanol-d4) & 169,17, 157,67, 152,34, 140,71, 140,10, 139,85,
128,91, 128,64, 126,92, 125,94, 125,13, 123,63, 118,97, 115,58, 115,25, 113,70, 46,39,
44,70, 30,10, 29,34, 25,14, 22,81, 21,63.
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o (17) N?*-(benzo[d]thiazol-2-yl)-N!-(6-chlor-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-
yl)butan-1,4-diamin-hydrochlorid

Cl

Zluty prasek
vytssek:  30%

Teplota tani: 190,8 —200,5°C

1H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 8,45 (dd, J = 9,2, 2,4 Hz, 1H), 8,01 (d, J = 2,3 Hz, 1H), 7,85
(d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,63 (d, J = 8,1 Hz, 1H), 7,53 — 7,46 (m, 1H), 7,41 (t, J = 7,7 Hz, 1H),
7,26 (t, J = 7,7 Hz, 1H), 3,95 — 3,84 (m, 2H), 3,72 — 3,60 (m, 2H), 2,96 (t, J = 5,7 Hz, 2H),
2,64 (t,J = 5,6 Hz, 2H), 1,89 (p, J = 7,0 Hz, 2H), 1,82 — 1,69 (m, 6H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-dg) & 166,84, 155,77, 151,48, 138,93, 137,29, 128,06, 127,63,
125,70, 124,52, 124,41, 123,32, 118,21, 114,69, 114,49, 112,11, 47,00, 45,56, 28,35,
27,22,25,41, 24,49, 21,77, 20,55.
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o (18) N°-(benzo[d]thiazol-2-yl)-N-(6-chlor-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-
yl)pentan-1,5-diamin-hydrochlorid

Cl

Svétle Zluty prasek
Vytézek: 31%

Teplota tani: 207,5-217,1°C

1H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 8,42 (d, J = 9,3 Hz, 1H), 8,03 (d, J = 2,1 Hz, 1H), 7,96 (bs,
1H), 7,84 (d, J = 7,9 Hz, 1H), 7,59 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,54 (dd, J = 9,2, 2,1 Hz, 1H), 7,39 {t,
J=7,5Hz, 1H), 7,24 (t, J = 7,6 Hz, 1H), 3,90 — 3,79 (m, 2H), 3,64 — 3,52 (m, 2H), 2,97 (t, J
= 5,9 Hz, 2H), 2,63 (t, J = 5,8 Hz, 2H), 1,87 — 1,73 (m, 6H), 1,69 (p, J = 7,1 Hz, 2H), 1,48 (p,
J=17,2 Hz, 2H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-dg) & 166,86, 155,75, 151,35, 139,04, 137,33, 128,09, 127,47,
125,65, 124,20, 123,12, 118,27, 115,01, 114,43, 112,00, 47,32, 45,68, 29,53, 28,35,
27,89, 24,38, 23,54, 21,77, 20,59.
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° (19) N6-(benzo[d]thiazol-2-yl)-N*-(6-chlor-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-
yl)hexan-1,3-diamin-hydrochlorid

.HCI
Cl

Hnédy prasek
Vytézek: 23 %

Teplota tani: 224,8 —234,0°C

IH NMR (500 MHz, Methanol-d4) & 8,40 (d, J = 9,3 Hz, 1H), 7,81 — 7,75 (m, 2H), 7,60 —
7,52 (m, 2H), 7,52 — 7,46 (m, 1H), 7,39 — 7,32 (m, 1H), 4,03 — 3,91 (m, 2H), 3,59 (t, J = 7,0
Hz, 2H), 3,01 (t, J = 5,8 Hz, 2H), 2,69 (t, J = 5,7 Hz, 2H), 2,00 — 1,93 (m, 4H), 1,93 — 1,87
(m, 2H), 1,86 — 1,79 (m, 2H), 1,62 — 1,50 (m, 4H).

13C NMR (126 MHz, Methanol-d4) & 169,25, 157,67, 152,06, 140,39, 139,97, 129,06,
128,77, 126,77, 126,06, 124,67, 123,80, 119,09, 115,36, 115,30, 113,31, 47,42, 31,17,
29,32, 29,14, 27,32, 27,23, 24,82, 22,85, 21,72.
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o (20) N’-(benzo[d]thiazol-2-yl)-N-(6-chlor-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-
yl)heptan-1,3-diamin-hydrochlorid

Cl

Hnédé krystaly
Vytézek: 26 %

Teplota tani: 65,2 —74,9°C

1H NMR (500 MHz, Methanol-dz) & 8,40 (d, J = 9,3 Hz, 1H), 7,84 — 7,76 (m, 2H), 7,60 —
7,53 (m, 2H), 7,53 — 7,48 (m, 1H), 7,40 — 7,34 (m, 1H), 4,00 — 3,93 (m, 2H), 3,59 (t, J = 7,0
Hz, 2H), 3,01 (t, J = 5,7 Hz, 2H), 2,69 (t, J = 5,6 Hz, 2H), 2,01 — 1,91 (m, 4H), 1,91 — 1,84
(m, 2H), 1,80 (p, J = 7,1 Hz, 2H), 1,59 — 1,43 (m, 6H).

13C NMR (126 MHz, Methanol-d4) 6 157,70, 152,05, 140,42, 139,99, 139,49, 129,16,
128,76, 126,74, 126,21, 124,42, 123,88, 119,09, 115,37, 115,14, 113,29, 49,13, 31,26,
29,77, 29,32, 29,14, 27,58, 27,53, 24,80, 22,85, 21,73.
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° (21) NA3-(benzo[d]thiazol-2-yl)-N*-(6-chlor-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-
yl)oktan-1,8-diamin-hydrochlorid

cl
Zluté krystaly
vytssek:  11%

Teplota tani: 156,7 —174,1°C

1H NMR (500 MHz, Methanol-ds) & 8,39 (d, J = 9,3 Hz, 1H), 7,82 — 7,76 (m, 2H), 7,59 —
7,53 (m, 2H), 7,53 — 7,47 (m, 1H), 7,36 (td, J = 7,8, 0,8 Hz, 1H), 3,99 — 3,91 (m, 2H), 3,57
(t,J=7,3 Hz, 2H), 3,01 (t, J = 5,8 Hz, 2H), 2,68 (t, J = 5,7 Hz, 2H), 2,01 — 1,91 (m, 4H), 1,86
(p, J = 7,4 Hz, 2H), 1,79 (p, J = 7,3 Hz, 2H), 1,54 — 1,40 (m, 8H).

13C NMR (126 MHz, Methanol-ds) 6 157,71, 152,04, 140,43, 139,99, 139,89, 129,09,
128,76, 126,72, 126,10, 124,61, 123,83, 119,10, 115,37, 115,24, 113,28, 31,33, 30,12,
30,07, 29,32, 29,24, 27,65, 27,62, 24,78, 22,85, 21,74.
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5.5.BIOLOGICKE TESTOVANI

Inhibice novych takrin-benzothiazolovych derivati byla stanovena in vitro
spektrofotometrickou metodou dle Ellmana na lidské rekombinantni AChE a lidské
plazmatické BuChE. Princip metody (Obrazek 15) je zaloZzen na hydrolyze
acetylthiocholinu/butyrylthiocholinu cholinesterasami za vzniku thiocholinu a ptislusné
kyseliny. Thiocholin pak reaguje s 5,5-dithio-bis-(2-nitrobenzoovou kyselinou) (DTNB)
a dochazi k uvolnéni zluté zbarveného chromoforu, 5-thio-2-nitrobenzenového aniontu,

ktery je spektrofotometricky detekovan. (51)

)

| AChE/BUChE |
AN +
/N‘L\/\S)K HO> /N\/\S- + CH;COOH
2
acetylthiocholin thiocholin
NO,
N ~g Kj/ S CoOO" —
O2N DTNB

5-thio-2nitrobenzoovy anion

Obrdzek 15, Chemicky zndzornénd metoda dle Ellmana

Pro méreni cholinesterasové aktivity byl pouzit multikandlovy spektrofotometr
Multi — mode microplate reader Synergy 2 (Vermont, USA). Jako kyvety byly pouzity
desticky s 96 jamkami z tvrzeného polystyrenu (ThermoFisher Scientific, USA). Celé
stanoveni bylo provedeno za pouziti 0,1 M pufru KH;POs4/H3HPOs — pH 7,4.
Cholinesterasy byly nafedény timto pufrem na aktivitu 2,0 U/ml. K tomuto enzymovému
roztoku (10 ul) byl pfidan Cerstvé pripraveny roztok, ktery se skladal z 0,01 M DTNB (20
ul), 0,01 M acetylthiocholin-chloridu (20 pl) nebo butyrylthiocholin-jodidu, 0,1 M
fosfatového pufru — pH 7,4 (40 ul) a pfislusného inhibitoru (10 pl). Absorbance byla

mérena pfi vinové délce 412 nm pfi teploté 37°C po 5 minutové inkubaci
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za automatického protrepavani kyvety. Pro kaZdou slouceninu byla provedena tfi
nezavisla méreni a pro vyhodnoceni statistickych Udaju byl poZit software GraphPad

Prism 5 (San Diego, USA).
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5.5.1.Tabulka namérenych hodnot

Tabulka 1, Vysledky biologického hodnoceni

délka Cao (M)
sloucenina fetézce R? R? AChE BuChE Sl

1 2 -O-CH3 H 34,660 *+ 4,330 1,340 + 0,055 0,039

2 3 -O-CH3 H 10,360 + 0,929 0,196 + 0,006 0,019

3 4 -O-CH3 H 12,190+ 0,783 0,462 + 0,013 0,04

4 5 -O-CH3 H 3,918 £ 0,324 1,595+ 0,023 0,407

5 6 -O-CH3 H 1,265 + 0,226 0,417 £ 0,020 0,329

6 7 -O-CH3 H 33,630+ 17,090 4,188 + 0,084 0,125

7 8 -O-CH3 H 2,823 10,361 1,608 + 0,060 0,57

8 2 H H 0,671 +0,033 0,064 + 0,001 0,095

9 3 H H 1,727 £ 0,076 0,008 + 0,001 0,005

10 4 H H 0,525+ 0,022 0,024 + 0,002 0,046

11 5 H H 0,854 + 0,037 0,011 + 0,001 0,013

12 6 H H 0,136 + 0,006 0,020 + 0,001 0,147

13 7 H H 0,089 + 0,002 0,043 + 0,002 0,483

14 8 H H 0,068 + 0,002 0,483 £ 0,010 7,103
15 2 H cl 0,004 £ 0,001 0,799 £ 0,037 199,75

16 3 H cl 0,055 + 0,002 0,041 + 0,003 0,745
17 4 H Cl 0,014 + 0,001 0,382+0,016 27,286

18 5 H Cl 0,018 + 0,001 0,049 + 0,001 2,722
19 6 H cl 0,009 £ 0,001 0,259+ 0,011 28,778
20 7 H Cl 0,016 £ 0,001 0,270+ 0,010 16,875
21 8 H cl 0,018 £ 0,001 1,325+ 0,041 | 73,611

2-Aminobenzothiazol 167,100 + 46,120 >1000

7-MEOTA 10,000 £ 0,975 17,56 £ 0,795 1,756
Takrin 0,320+0,014 0,088 + 0,001 0,275
6-Chlortakrin 0,0176 £ 0,001 1,727 £ 0,098 98,125
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6. DISKUSE

Cilem diplomové prace bylo pfipravit 21 derivatd. Nové struktury byly navrieny na
zakladé predpokladu, Ze spojenim takrinu a benzothiazolu a navazanim rlznych
substituentl na aromaticky kruh takrinu, vzniknou nové derivaty, které budou mit
multipotentni aktivitu, a jednou z jejich vlastnosti bude inhibi¢ni aktivita na AChE i

BuChE.

Derivaty substituované atomem chloru v poloze 6 (15-21) vykazovaly nejvyssi inhibi¢ni
aktivitu vici AChE (ICsp 0,004 — 0,055 uM). Nejpotentnéjsi slouceninou vici AChE byl
derivat s dvojuhlikatym spojovacim retézcem (15, ICso 4 nM). Tato fada chlorderivata
inhibovala i butyrylcholinesterasu s hodnotami 1Cso 0,041-1,325 uM. Sloucéeniny
v porovnani s ostatnimi. U derivatu nejaktivnéjsiho vici AChE (15) byl zaroven zjistén

nejvyssi index selektivity (SI 199,75).

V fadé nesubstituovanych derivatl (8—14) byla zjisSténa vyraznéjsi inhibice BUChE (ICso
0,008-0,483 uM) nez AChE, s vyjimkou latky 14 (vici AChE ICsp 0,068 uM, zatimco vici
BuChE I1Cs0 0,483 uM). Nejaktivnéjsi molekulou na BuChE byl derivat 9 s dvojuhlikatym
spojovacim retézcem (ICso 8 nM), ktery inhiboval AChE v podstatné vyssi koncentraci

(ICs0 1,727 uM).

Nejméné aktivni fadou byly derivaty s methoxyskupinou v poloze 7 (1-7). AChE
inhibovaly v rozmezi 1Cso 1,256 — 34,660 uM, BUChE v rozmezi 1Cso 0,196 — 4,188 uM.
V této fadé inhiboval AChE nejvice derivat 5 (ICs0 1,265 M) a BuChE derivat 2 (1Cs0 0,196

uM). Obecné byla tato série také selektivnéjsi viici BuChk.

Témér vSechny pripravené konjugaty vykazovaly lepsi inhibi¢ni aktivitu nez standard
7- MEOTA. Nékteré chlorderivaty (15, 17, 19, 20) vykazovaly dokonce lepsi inhibi¢ni

aktivitu nez standard 6-chlortakrin.

Co se tyce délky spojovaciho tetézce, jako nejvyhodnéjSi se jevilo spojovat oba

farmakofory uhlikatym fetézcem o délce dvou az tfi uhlikd.
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7. ZAVER

V ramci diplomové prace bylo pfipraveno 21 novych derivatd kombinujicich takrin
a benzothiazol. Ke stanoveni inhibi¢nich aktivit vi¢i AChE a BuChE bylo provedeno
in vitro testovani téchto derivatd Ellmanovou metodou a vysledky byly porovnany
s takrinem, 7-MEOTA a 6-chlortakrinem. Veskeré hodnoty ICso pfipravenych konjugata
se pohybovaly v mikromoldrnich az nanomoldarnich oblastech. Z vysledk( biologického
hodnoceni nelze vyvodit pfesnéjsi zavéry o vztahu inhibi¢ni aktivity a délky spojovaciho
fetézce. Chlorsubstituce na akridinu v poloze 6 méla pozitivni vliv na inhibice AChE,
zatimco slouceniny s nesubstituovanym tetrahydroakridinem puUsobily nejlépe na
BuChE. Substituce akridinu methoxyskupinou v poloze 7 se neosvédcila. Nejaktivnéjsi
derivaty s vyssi selektivitou k AChE (2, 9 a 15) mély v molekule dvoj- aZz tfiuhlikaty
spojovaci fetézec. NejlepSim derivatem se jevil chlorderivat €. 15, jelikoz byl nejaktivné;jsi
ze vSech ostatnich derivat(i oproti AChE (ICso 0,004 uM) a zdrovenn mél nejvyssi index
selektivity (S1=199,75). Tato a dalsi latky budou podrobeny dalSimu in vitro testovani na

vybranych cilovych proteinech k ovéreni jejich multipotentniho profilu.
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