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Abstrakt

Univerzita Karlova v Praze

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmaceutické chemie a kontroly léciv

Student: Michaela JaroSova

Skolitel: doc. RNDr. Veronika Opletalova, Ph.D.

Konzultant: PharmDr. Jan Korabecny, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Studium a biologické hodnoceni novych

takrin-tryptofanovych derivatt

Alzheimerova nemoc (AD) je chronické neurodegenerativhi onemocnéni
s charakteristickymi histopatologickymi zménami mozku. Je nejcastéjsi pric¢inou
demence. V soucasnosti Zije jen v Evropé asi 7.4 milion0 lidi postizenych touto
chorobou. V souvislosti se starnutim populace lze v nasledujicich letech ocekavat jejich
narlst. Za poskozenim nervové tkané stoji agregovany B-amyloid (AB), ktery narusuje
neurony tvorbou gliového lemu s naslednymi zanétlivymi procesy. Hyperfosforylovany
T-protein puUsobi intraceluldrni poskozeni neuronli formovanim tzv. neurofibrillary

tangles (klubek). To vede k makroskopicky patrné atrofii mozku a ubytku neuronu.

Soucasna farmakoterapie AD je zaloZena na ovlivnéni centralniho cholinergniho
systému. Za timto ucelem se vyuZivaji inhibitory acetylcholinesterasy (AChEls) —
rivastigmin, donepezil a galantamin. Pro terapii stfedné tézkych az tézkych stadii AD byl
schvdlen antagonista N-methyl-D-aspartatovych receptord (NMDA) — memantin. Tato

IéCiva sice zmirAuji projevy nemoci, ale nezabranuiji jeji progresi.

Cilem predkladané diplomové prace bylo pfipravit nové hybridni slouceniny, které
budou schopné soucasné ovliviiovat vice patologickych procesi onemocnéni najednou.
Za timto ucelem byly vyvinuty takrin-tryptofanové derivaty. Jedna se o novou fadu
heterodimerd, které predstavuji novy, v poslednich letech intenzivné zkoumany, pfistup

k |écbé AD v podobé tzv. multipotentnich [éciv (MTDLs).



Abstract
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Alzheimer’s disease (AD) is a chronic neurodegenerative disease with characteristic
histopathological changes in the brain. It is the most common cause of dementia. There
is about 7.4 million people affected by AD in Europe today. In connection with aging of
the population a significant increase of patients affected by the disease can be expected

in the coming years.

The cause of neural tissue damage is aggregated amyloid 8 (AB), which disrupts neurons
by creating glial hem with consequent inflammatory processes. Hyperphosphorylated
T-protein causes neuronal damage intracellularly by forming so-called neurofibrillary

tangles. This leads to macroscopically visible brain atrophy and loss of neurons.

Current AD pharmacotherapy is based on influencing the cholinergic system.
Acetylcholinesterase inhibitors (AChEls) - rivastigmine, donepezil and galanthamine are
used for this purpose. Memantine, antagonist of N-methyl-D-aspartate receptors
(NMDA) has been approved for the treatment of moderate to severe stages of AD. These

drugs alleviate the symptoms of the disease but do not prevent its progression.

The aim of this thesis was to prepare compounds that are able to simultaneously affect
multiple pathological processes of the disease. For this purpose derivatives of tacrine-
tryptophan have been developed. This is a new series of heterodimers that represent
new, in recent years intensively researched, approach to the treatment of AD in

the form of so-called multi-target-directed ligands (MTDLs).
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1 UvOoD

Alzheimerova nemoc (AD) je povaZovana za nejcastéjsi pricinu demence. Pfedstavuje asi
60 % viech demenci.! Jednd se o nelééitelné progresivni neurodegenerativni
onemocnéni centralniho nervového systému (CNS). Projevuje se postupné zhorsujicimi
se poruchami paméti a vS§tépovani, intelektu, orientace, ztratou schopnosti abstraktniho
mysleni, emotivity a udrZeni pozornosti. Lidé s touto nemoci pozbyvaji sobéstacnosti
a pokrocila stadia vedou ke smrti pacientl. Nemoc se vyznacuje charakteristickymi
cerebralnimi lézemi — extracelularnimi senilnimi plaky, které se skladaji z f-amyloidu
(AB) a intraceluldrnimi neurofibrilarnimi klubky.? Zejména v hipokampu dochazi

k odumiradni neurona.

Plvod choroby neni dosud zcela objasnén. Hypotéz o vzniku onemocnéni je celd fada.
Nejznaméjsi z nich jsou cholinergni, amyloidni a glutamdtergni hypotéza, teorie
oxidaéniho poskozeni a teorie hyperfosforylovaného proteinu t.3 Hleddni efektivni [é¢by

Ci prevence komplikuje fakt, Ze AD je nemoc multifaktoridlniho ptvodu.

V soucasnosti dostupna farmakoterapie AD je symptomatickd. U¢innost je prokazana pfi
|é¢bé donepezilem, rivastigminem, galantaminem a memantinem. Prvni tfi jmenovana
|éCiva pusobi jako centrdlni cholinergika, inhibuji enzymy odbouravajici acetylcholin
(ACh). Jednd se o inhibitory acetyl- a butyrylcholinesterasy (AChEIls a BChEIs).* PouZivaji
se pro zpomaleni ztraty paméti, ale nedokazi zabranit neurodegeneraci. Obdobné
ucinny je také memantin — antagonista N-methyl-D-aspartatovych receptorti (NMDA),
ktery se pouZivd ve stfedné téikych a téZzkych stadiich AD.> Zminéna lé¢iva tedy
predstavuji pro pacienty nekomplexni a prechodné feSeni. Kandidaty pro novou
farmakoterapii jsou, mimo jiné, molekuly navriené tak, aby ucéinné kombinovaly
neuroprotektivni Ucinek s pozitivnim ovlivnénim patobiochemickych procest. Od téchto
multipotentnich molekul se ocekava nejen vyssi symptomatologicka aktivita, ale také

mozZnost efektivné zamezit rozvoji nemoci na molekularni Grovni.®
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2 TEORETICKA CAST
2.1 Pocatky vyzkumu

Objev AD je pripisovan lékafi némeckého plvodu, A. Alzheimerovi. S pfipadem Augusty
Deter se poprvé setkal 25. listopadu 1901 v ordinaci méstského sanatoria pro dusevné
choré a epileptiky ve Frankfurtu nad Mohanem. Tato jednapadesatiletd pacientka,
navzdory svému pomérné mladému véku, plsobila dezorientované, zmatené, naladové
a na jednoduché otdzky odpovidala slovy, ktera neméla k polozenym dotazlim Zadny

vztah.

A. Deter zemrela v dubnu roku 1906. Alzheimer v této dobé jiz plsobil na Kralovské
psychiatrické klinice v Mnichové, kterd byla tehdy véhlasnym pracovistém kapacit
némecké psychiatrie. Pustil se do studia Iékarskych spist a zkoumdani mozku zemrelé. Ze
zaznamuU bylo patrné, Ze dusevni stav pani Deter se v poslednich letech rapidné
zhorSoval. Posmrtnym mikroskopickym vysetfenim mozkové tkané byly, kromé atrofie
mozkové klry charakteristické pro starSi pacienty, nalezeny dalsi abnormality.
Bilkovinné usazeniny — do té doby nezndmé amyloidni plaky a neurofibrilarni klubka,

ktera zpUsobuji zmény v cytoskeletu nervovych bunék.

Na zacatku listopadu 1906 Alzheimer prezentoval pribéh zemrelé A. Deter a ndlezy

spojené s jeji chorobou pred neurology a psychiatry na sympoziu v Tibingenu.

Nasledujiciho roku doslo k publikaci jeho ¢lanku, ve kterém upozoriuje na formu senilni
demence u osoby prekvapivé nizkého véku. Predpoklad3, Ze jde o typ demence, ktery se
muZe vyskytovat u mladsich lidi. Upadek kognitivnich funkci u osob mladsich 65 let je
tedy opravnéné oznacovan jako presenilni demence Alzheimerova typu. V soucasné
dobé se vsaki senilni demence nazyva AD. Obé formy jsou si jak strukturalné, tak klinicky
blizké. Kromé odliSného véku nemocnych se vSak c¢asnd forma demence objevuje

pfedevsim familidrné, naproti tomu se pozdni forma vyskytuje bez zjevné pficiny.’

2.2 Symptomy

Nastup AD byva velmi nenapadny a pozvolny. Lehké stadium se vyznacuje poruchami
paméti a zejména casovou i prostorovou zmatenosti. Pacienti se zacinaji ztracet

na mistech, kterd dfive dobte poznavali. Postupné dochazi k omezeni ve vykonu béznych
12



dennich aktivit. Ztraci se profesni znalosti a dovednosti i schopnost logického uvazovani.
Pfestavaji se starat o domacnost i o sebe. Ve stfednim stadiu dochazi ke stupriovani
poruch paméti. Pacienti nejsou schopni si zapamatovat jednoduchou informaci, na
stejnou véc se ptaji nékolikrat po sobé v kratkém casovém odstupu, vytraci se plynulost
feci, nemocni hledaji slova a nevybavuiji si jejich vyznam. Prestdvaji pozndvat své blizké.
Casto jsou dezorientovani a vidy odkazani na pomoc druhych. Obvykle se pfidruzuji
afektivni poruchy, poruchy spanku a vnimani cirkadiannich rytm0. Pfi tézkém stadiu
dochazi ke stupniovani jmenovanych probléma. Vyskytnout se mohou halucinace, Gzkost

a deprese. Cely pfibéh konéi po rtizné dlouhé dobé smrti.®°

2.3 Diagnostika

Vcasna diagnostika AD je velmi dulezita. Pokud je nemoc Ié€ena jiZ v jejim pocatku, je
mozné prodlouzit dobu trvani jejich lehcich stadii a naopak odlozit nastup stadii tézsich.
To ma veliky vliv na kvalitu pacientova Zivota a jeho progndzu v nékolika nejblizSich

letech.10

AD se projevuje charakteristickym pliZivym rozvojem priznaka. Jejich rozliseni od
pfiznakd normalniho starnuti nemusi byt zpocatku zfejmé. Prvnimi zndmkami nastupu
preklinického stadia nemoci byvaji typicky poruchy recentni epizodické paméti. Délka
trvani tohoto stadia neni jasnd, zdroje vétsinou uvadéji trvani nejméné nékolika let.!!
Klinickd kritéria pro diagndézu AD zahrnuji pomaly nastup a postupné zhorSovani se

paméti a jinych kognitivnich funkci.?

Diagnostika kognitivnich poruch neni snadnd. VétSinou vse zacdina navstévou

praktického Iékare, ktery stanovi anamnézu a provede radu neurologickych testU.

V roce 2011 byla vydana nova diagnosticka kritéria AD pro demenci pti AD i pro jeji ¢asna
stadia. Maji nalézt wvyuZziti jak v klinické praxi, tak i ve wvyzkumu. Vychazeji
z diagnostickych kritérii NINCDS-ADRA (National Institute of Neurological and
Communicative Disorders — Alzheimer’s Disease and Related Dementias Association),
které vypracoval Mc. Kahn a spol. uz vroce 1984. Funguji na zakladé hodnoceni
kognitivnich funkci. Pro pokrok ve studiu i klinické praxi AD byla tato kritéria doplnéna

0 nova, vypracovana védeckou skupinou prof. Dubiose roku 2007.13 Tato nova kritéria
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jsou zaloZzend na zkoumani proteinového tripletu a nékterych dalSich, modernich

metodach.

2.4 Prevalence

Dle Svétové zpravy Alzheimer 2015 vydané Alzheimer’s Disease International (ADI) trpi
demenci 7.4 miliont Evropan(. Na prednich mistech, s poCty postizenych presahujicich
milion obyvatel, stoji Némecko, Francie a Italie. V Ceské republice Zije v sou¢asné dobé

asi 150 tisic nemocnych.

Celosvétovy vyskyt AD se dohaduje témér na 50 milionl lidi. Podle odhadl ADI se
prevalence demence v jednotlivych regionech u lidi starSich 60 let nachazi v rozmezi od
4.6 % v zemich stfedni Evropy, do 8.7 % v Severni Americe a v zemich Stfedniho vychodu.

V ostatnich oblastech se pohybuje mezi 5.6 % a 7.6 %.*

Vzhledem k demografickému vyvoji, ktery je dan rostouci prlimérnou délkou Zivota
a vyssSim podilem starych lidi v populaci, je pfedpokladan globalni narlst poctu osob
postizenych demenci. Alzheimerova choroba pfitom tvofi na celkovém poctu demenci

asi sedmdesatiprocentni podil.>

Incidence demence exponencidlné roste se zvysujicim se vékem. Kazdych 6.3 roku véku
se zdvojndsobuje. U lidi ve véku 60-64 let pripada kazdy rok na 1000 osob 3.9 novych

pFipadud. U osob starsich 90 let je to na 1000 osob 104.8 pfipadt roéné. 4

Na vaznost problematiky narUstajiciho vyskytu demence upozornuje napfiklad Svétova
zdravotnickd organizace (WHO), ktera ve spolupraci s ADI vydala v roce 2012 zpravu,
kterd nese ndzev ,Demence, priorita pro systém zdravotnictvi (,Dementia: A public
health priority”). V ni se podrobné zabyva socioekonomickou strankou onemocnéni
v globalnim kontextu. Ma prispét k tomu, aby zdravotni a socidlni systémy jednotlivych
zemi byly pfipraveny na o¢ekdvany rychly narUst prevalence AD a na zdravotni, socialni
i ekonomické dopady této nemoci. WHO doporucuje zamérfit na demenci zdravotni

politiku i vyzkum.

14



2.5 Rizikové faktory

AD je komplexni multifaktorialni onemocnéni. Na jejim vzniku a ndsledné progresi se
podileji riznou mirou ovlivnitelné i neovlivnitelné rizikové faktory. Dominujici roli hraje
podle soucasnych poznatkd vék. Nastup AD pred Sedesatym patym rokem Zivota (EOAD
— Early-onset AD) se vyskytuje v 1-5 %. Z 95 % se tedy AD vyskytuje po prekroceni této
vékové hranice (LOAD — Late-onset AD). EOAD je spojena vétSinou s velmi rychlou
progresi a dédi¢nou mutaci v genech kédujicich prekurzor amyloidniho proteinu (APP),
apolipoproteinu E (APOE€4) a presenilinu 1 a 2 (PSEN1, PSEN2).1® Rozvoj demence a AD
jde stejné jako rozvoj mnoha dalSich vainych chorob ruku v ruce s Zivotnim stylem a
prostiedim. Rizikovymi faktory jsou napfiklad koufeni,}” obezita,’®* hypertenze,®®
diabetes II. typu?® i dlouhotrvajici stres.?! Nebezpedi predstavuji rovnéz neurokranialni

traumatickd poranéni.?>23

2.6 Protektivni faktory

AD se stejné jako rfadé dalSich chorob da do urcité miry predchazet dlouhodobym
dodrZovanim zdravého Zivotniho stylu. V oblasti vyZivy se doporucuje predevsim
konzumace stravy bohaté na antioxidanty a polynenasycené mastné kyseliny. Profit byl
prokazan zejména ze zvyseného prisunu vitaminU E a C. Pro své cenné obsahové latky je
vhodny i nizky pravidelny pfijem ¢erveného vina.?* Dalsi doporuceni se tykaji fyzické
aktivity. Pfi aerobni ¢innosti dochazi k vy$sSimu prokrveni mozku, okysli¢eni a aktivaci
rastovych faktor(.?> Krom toho, bylo studiemi na hlodavcich prokazano, Ze fyzickou
aktivitou dochdazi ke zpomaleni agregace AB.?* Pro sniZeni rizika Ubytku kognitivnich

funkci se ukazuje jako vhodné trénovéani paméti, uéeni, éteni a hrani her.?

2.7 Patofyziologie

V dusledku navazujicich patobiochemickych procest dochazi k patologickym zméndm
mozkové tkané, které se manifestuji v klinickém stadiu AD zejména jako amyloidni plaky,
neurofibrildrni klubka a ubytek neurond.?® DuleZitou roli vtéchto zménach hraje
oxidativni stres souvisejici s tvorbou reaktivnich kyslikovych forem (ROS), abnormalitami
ve funkcich mitochondrii a disbalanci redoxné aktivnich prvk(.2”-282° Dal$i roli hraje

genetika, zanét, imunita, porucha apoptdzy, disbalance vépenatych iont(
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a excitotoxicita, $patnd funkce sekretas a monoaminooxidas, ApoE €4 a dal3i.®
Patogeneze AD je komplikovana. Podle moZnych pfic¢in vzniku onemocnéni ji lze
prehledné popsat celou fadou hypotéz, které byly vytvoreny rozsahlymi védeckymi

vyzkumy.

2.7.1 Amyloidni kaskada v patogenezi AD

Neuritické plaky agregovaného AR jsou charakteristickym histopatologickym znakem
AD. AB vznikd z amyloidové prekurzorového proteinu (APP). Specificka fyziologicka role
APP neni dosud zcela objasnéna. Predpoklada se, Ze pfispiva ke spravné neuronalni
funkci a mozkovému vyvoiji. Za fyziologickych podminek je APP Stépen a-sekretasou na
solubilni protein oznacovany jako sAPPa. Proteolytickym Stépenim APP (- (BACE1)
a nasledné y-sekretasou vznikaji nerozpustné fragmenty o délce 36—43 aminokyselin.
Nejvice zastoupeny jsou ABao a ABaz o délkach 40 a 42 aminokyselin. Pravé ABaz je hlavni

komponentou senilnich plakd (Obr. 1).3°

ﬁon-amyloid pathway \ . N ;
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PIIPPPP PP DDP

‘::i IR R

QIO |90 D
secretase

wcn cs3 APP €99 AICD

aruu

—

Obr. 1. Proteolytické $tépeni APP neamyloidni a amyloidni cestou.

Prevzato z citace 27

vrve

a/nebo PSEN1 a PSEN2. Presenilin je soucasti y-sekretasy. Jeho mutaci dochazi ke zméné

v poméru ABao/ABaz2 ve prospéch ABasz.3!
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2.7.2 Neurofibrilarni klubka

Kromé extraceluldrni depozice senilnich plaki, dochazi kintraneurondlnim
patologickym zménam v podobé takzvanych neurofibrilarnich klubek (NFTs -
Neurofibrillary Tangles). Ty se skladaji z helikalnich zdvojenych (PHFs — Paired Helical
Filaments) a pfimych vldken (SFs - Straight Filaments). Hlavni komponentou PHFs je
T-protein.3® Ten se za fyziologickych podminek podili na stabilizaci mikrotubuld
vaxonech a plni dualeZitou funkci vaxondlnim transportu.3?33 Za patologickych
podminek dochdazi k hyperfosforylaci t-proteinu, ktery tak nemaze plnit svou roli.3%3* Ve
zdravém mozku je t-protein fosforylovan na dvou aZ tfech reziduich aminokyselin,
nejcastéji threoninu, tyrosinu a serinu. Pfi AD diky narusené rovnovdze mezi kinasami
(zejm. glykogen-synthasa 3 — GSK3) a fosfatasami dochazi k fosforylaci az
na trojndsobném pocétu aminokyselin.3> Hyperfosforylovany t-protein se neasociuje
s tubulinem a zpUsobuje rozpad mikrotubularnich struktur neuron@. Mikrotubuly pfitom
hraji zasadni roli pfi udrZzovani strukturdini i fyziologické integrity neurond.
Cytoskeletalni dysfunkce se odrdzi jak na architektute buriky, tak na jeji funkénosti.
Dochazi ke zménam tvaru neuronl, zanikim dendritickych vybézk a nadmérné
akumulaci cytoskeletalnich proteint ve formé NFTs. Vlivem anatomickych odchylek

postizenych neuron( se sniZuje aZ ztraci synapticka vodivost a plasticita.3®

2.7.3 Cholinergni hypotéza

Ztrata cholinergni transmise v centralnim nervovém systému vyrazné pfispiva
k poruchdm kognitivnich funkci, které jsou spojovany s AD.3” Pomérné zdhy po popsani
pripadu A. Deter, v poloviné sedmdesatych let 20. stoleti, pfichazeji védci s vysvétlenim
biochemické pficiny AD. Pacienti s AD maji postizeny vSechny oblasti cholinergniho
systému. Shleddvame u nich deficit cholinacetyltransferasy (ChAT), ktera je zodpovédna
za syntézu ACh i acetylcholinesterasy (AChE), kterd ACh odbourava. Ddle snizené
uvolfiovani ACh32 a patologické zmény v nukleus basalis Meynerti. Snizeni aktivity ChAT

a syntézy ACh ostfe koreluje se stupném rozvoje kognitivnich poruch p¥i AD.3°

2.7.3.1 Acetylcholin
ACh m3d zdsadni Ulohu v neurotransmisi v perifernim i centrdlnim nervovém systému. Je

syntetizovan v cytoplazmé cholinacetyltransferasou (ChAT) z cholinu a acetyl-koenzymu
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A (acetyl-CoA). Odtud je vezikuldrnim acetylcholinovym prenase¢em (VAChT)
transportovan do vackl nervovych synapsi. V ndvaznosti na depolarizaci dochazi
k exocytéze ACh z vezikulll a jeho vstupu do synaptické stérbiny, kde se mlze vazat na
muskarinové a nikotinové receptory. Ach v synaptické Stérbiné je rychle hydrolyzovan
AChE na acetat a cholin, ktery je cholinovym prenase¢em vychytavan zpét do
presynaptickych zakonéeni (Schéma 1).%° ACh hraje mimofadnou uUlohu v centralnim
nervovém systému, kde reguluje hladiny ostatnich neurotransmiterli, jako jsou
glutamat, dopamin nebo glycin, zejména v asociacnich korovych oblastech frontdlniho
laloku. To je dalsi z divodd, pro¢ vypadek cholinergnich jader a drah vede k rozpadu

osobnosti a ztraté kognitivnich funkci.**

| - | -
N M ACREBUCKE "+ CH4COOH
o H,0 OH

Schéma 1. Enzymovd hydrolyza ACh na cholin a kyselinu octovou

2.7.3.2 Cholinesterasy

Cholinesterasy jsou enzymy typu a/B hydrolaz. Katalyzuji rozklad ACh na cholin a acetat,
maji dilezitou ulohu pfi ukoncovani cholinergni neurotransmise a podileji se na
detoxikacnich mechanismech. RozliSujeme dva zakladni typy cholinesteras (ChE), které
odpovidaji dvéma rlznym genlm. Jsou to acetylcholinesterasa (AChE, EC. 3.1.1.7)
a butyrylcholinesterase (BChE, EC. 3.1.1.8), ktera je zndma také jako nespecifickd
cholinesterasa nebo pseudocholinesterasa. Tyto dva enzymy se lisi pfedevsim substraty.
AChE hydrolyzuje ACh rychleji nez jiné cholinové derivaty a butyrylcholin (BCh)
nerozklada témér vibec. Katalyzuje odbourani az deseti tisic molekul ACh za sekundu.*?
Oproti tomu BChE neni substratové specifickd a rozkldda ACh i BCh viceméné stejnou
rychlosti. Oba typy ChE se mezi sebou daji rozliSit také na zakladé rozdila v afinité
a reaktivité s jejich selektivnimi inhibitory.*® Vyskyt AChE je vazan na krevni buriky
a neurony véetné axonu. Strukturalni a kinetické rozdilnosti mezi zminénymi enzymy
naznacuji, Ze AChE je hlavnim ACh stépicim enzymem, zatimco biologickou funkci BChE

je detoxikace a ma spise podptlirnou tlohu.3®

Na povrchu AChE, ve vzdalenosti priblizné 20 A od aktivniho mista, le#i periferni
aniontové misto (PAS). Tvofi ho pét aromatickych aminokyselin — Tyr72, Asp74, Tyr124,
18



Trp286 a Tyr341 (Cislovani odpovida lidské AChE). Vaze ACh a ovliviiuje alosterickou
modulaci enzymu. Byva cilem specifickych inhibitord AChE. PAS navic pini i jiné,
necholinergni funkce. Mimo jiné ma vliv na rozvoj amyloiddzy pfi AD. Katalytické, neboli
acyla¢ni misto (CAS) AChE se nachdzi na dné dlouhé uzké dutiny. V této dutiné se nachazi
celd fada mensich podjednotek dualezitych pro katalyticky proces. Anionicka
podjednotka (Trp86, Tyrl33, Tyr337, Phe338) vaie kvartérni trimethylamoniovou
cholinovou c¢ast substratu a tim stabilizuje prostfednictvim kation-m-interakci pozici
esteru v acylacnim misté. Acylova kapsa (Phe295, Phe297) zodpovida za substratovou
specifitu enzymu. Donorem vodikovych vazeb, které zprostifedkovdvaji stabilizaci
tetrahedrdlniho usporddni substrdtu je oxyaniontovd komora. V esteratickém
(acylacnim) misté dochazi k rozStépeni esterové vazby molekuly ACh. To je tvoreno

tzv. katalytickou triddou Ser203, His447, Glu334.44%5

ChEs se vyskytuji v mnoha molekuldrnich formach, které jsou dany jejich kvartérni
strukturou. VétSinu celkové AChE v centrdlni nervové soustavé predstavuje amfifilni
tetramerni G4 forma, kterd je P-podjednotkou spojena sbunécnou membranou.
Monomerni (G1) a dimerni (G2) AChE se vyskytuji spiSe minoritné. Pfi AD je popsdan

selektivni Ubytek tetramerni AChE v nékterych ¢astech mozku.434647

2.7.4 Glutamatergni hypotéza

Vzestup excitatniho neuromedidtoru glutamatu vede k excitotoxickému pUlsobeni
na NMDA receptory. Ty funguji jako ligandem ovladané kanaly a stejné jako napétové
fizené vapnikové kanaly zprostfedkovdvaji vstup vapenatych iontd do cytosolu.
V pfipadé excitotoxického pulsobeni glutamatu dochazi k disbalanci téchto iontl
v mozku. Intraceluldrni homeostaza vépniku je pfitom nezbytna pro jeho funkci, preziti

neuron( a je zakladem synaptického prenosu.®4

2.8 Farmakoterapie AD

Pres veskeré usili vénované vyzkumu farmakoterapeutickych cil a hledani novych Iéciv
pro lécbu demence je soucasna farmakoterapie AD omezena na AChEl a antagonistu
NMDA — memantin. Pfedmétem zkoumani stadle z(stdvaji AR a B-sekretasa jako

potencidlni cile terapie, pozornost se zaméfuje také na vliv antioxidantl
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nardzeji na slozitost a komplexnost patogeneze nemoci a bohuZel dosud nepfinaseji

dostateéné uspokojivé vysledky.>°

2.8.1 Inhibitory acetylcholinesterasy

AChEls pozitivné ovliviuji symptomatologickou stranku AD. Snizuji kognitivni deficit
a zlep3uji projevy onemocnéni. Pro sou¢asnou lékafskou praxi v CR jsou registrovdna tFi
|éCiva této skupiny. Jednd se o donepezil, galantamin a rivastigmin. Takrin, ktery rovnéz
inhibuje AChE, byl pro svou hepatotoxicitu a nezadouci ucinky v oblasti

gastrointestinalniho traktu stazen z uzivani (Tab. 1).

Tab. 1. Terapeuticky vyuZivané AChEI

Takrin Donepezil Galantamin Rivastigmin
@]
NH, H3CO
A m,q Q H |
H3CO a
_ ! /\NJJ\O N“‘\
N Q D |
Nespecificky, Specificky, Kompetitivni Pseudoirreverzibilni
nekompetitivni, nekompetitivni, rychle | AChEl, zesiluje | inhibitor AChE
BuChE preferencni | reverzibilni AChEIL. ucinek ACh | i BuChE.
inhibitor na nikotinovych
cholinesteras. receptorech.
2.8.1.1 Takrin

9-amino-1,2,3,4-tetrahydroakridin

Takrin patfi mezi nejstarsi schvalené AChEIl v |écbé AD. Drive byl zndmy jako Iék Cognex.
Dnes se k [é€bé jiz nepouziva. Vykazuje vyborné farmakokinetické vlastnosti — prochazi
hematoencefalickou bariérou a inhibice AChE, kde se vaZe do katalytického mista, je
schopen v submikromoldrni koncentraci.? Jeho analogy jsou pfedmétem celé Fady
vyzkum(. Soucasné pripravované derivaty lze rozdélit do tfi zdkladnich skupin —
monotakriny s modifikovanym zakladnim tricyklickym skeletem, takrinové homodimery
a takrinové heterodimery. Posledni dvé skupiny vychazeji z poznatkl o dudlni inhibici

AChE .*!
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2.8.1.2 Donepezil
(RS)-2-[(1-benzyl-4-piperidyl)methyl]-5,6-dimethoxy-2,3-dihydro-
inden-1-on

Donepezil je stejné jako takrin nekompetitivnim inhibitorem. Je nejpouZivanéjsim
|é¢ivem ze skupiny AChEls v 1é¢bé AD. PouZiva se v zahajovaci ddvce 5 mg/den a max.
denni ddvce 10 mg/den. Jedna se o vysoce AChE-selektivni piperidinovy derivat
s dobrym farmakokinetickym profilem. Reverzibilné obsazuje katalytické misto,
do kterého se vaie N-benzylaminovou casti molekuly a alosterickou modulaci brani
deacetylaci ACh. Dihydroindenonova ¢dast interaguje s PAS a jeji obménou za jiné
heterocyklické celky byla pfipravena celd fada dudlnich AChEI.>> Zpomaluje progresi
onemocnéni a prindsi zlepseni kognitivnich funkci. ZvySuje cholinergni neurotransmisi,
poskytuje ochranu pred glutamdtem indukovanou excitotoxicitou, iniciuje
neamyloidogenni zpracovani APP a nepfimymi ucinky na cévni funkce zvySuje prokrveni
mozku.>® Vyhodou jeho pouZiti je dlouhy poloéas U¢inku, dobré biologickd dostupnost

s minimalnimi nezadoucimi ucinky.

2.8.1.3 Galantamin

(4aS,6R,8aS5)-5,6,9,10,11,12-hexahydro-3-mezhoxy-11-methyl-4aH-
[1]benzofuro[3a,3,2-ef][2]benzazepin-6-ol

V ptipadé galantaminu se jedna o kompetitivni AChEI. Alkaloid, ptUvodné izolovany
zrostliny Galanthus woronovii, byl zaveden pro |écbu AD v teprve roce 2001. Je
charakteristicky svou tetracyklickou strukturou, kterou tvofi benzofurobenzazepinovy
skelet.>* Kromé inhibice cholinesteras pfispiva k potenciaci cholinergni neurotransmise
alosterickou modulaci nikotinovych receptor(.* U galantaminu byl popsan také
antiapoptoticky Uc¢inek ochrafujici buriky pfed smrti zplsobenou AR.>> Lééivo se
vyznacuje velmi dobrou biologickou dostupnosti po peroralnim podani. Nezadoucimi
ucinky jsou zejména gastrointestindlni potize (nauzea, zvraceni, brisni kfece, dyspepsie,
prajem) zplUsobené ucinky na periferni nervovy systém. Lze jim vétSinou predchazet
pomalym zvySovanim davek |éCiva. Vhodna pocatecni denni davka je 8 mg/den. Ta se po
¢tyrech tydnech uzivani obvykle zvySuje na 16mg/den. K dispozici jsou i peroralni tablety

s ddvkou 24mg/den. Obvykle je vyuZivan pfi mirném az stfedné tézkém stadiu AD.>®
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2.8.1.4 Rivastigmin
(5)-3-[1-(dimethylamino)ethyl]fenyl-N-ethyl-N-methylkarbamat

Rivastigmin je neselektivni pseudoireverzibilni inhibitor AChE i BChE. Z chemického
hlediska se jedna o karbamat.>* Rivastigmin je dostupny ve &tyfech lIékovych formach —
tobolky, tablety dispergovatelné v Ustech, roztok a transdermalni naplasti. Pro lepsi
snasenlivost a sniZzeni nezadoucich Ucinkd spojenych s gastrointestinalnim traktem se pfi
terapii rivastigminem titruje jeho konec¢na davka velmi opatrné, Ctyrstupriové.
Biologickda dostupnost rivastigminu je velmi dobra, rychle a kompletné se vstrebava.
Obvykle se davkuje dvakrat denné po 6 mg spole¢né s jidlem.>” UZiva se pfi mirnych,

az sttedné pokrocilych stadiich AD.

2.8.2 Memantin - antagonista NMDA receptoru

NH,

Obr. 2. Struktura memantinu

Memantin (3,5-dimethyltricyklo[3.3.1.1]dekan-1-amin) je jedinym, pfi AD terapeuticky
vyznamnym, zastupce antagonistll NMDA receptoru. Jeho chemicka struktura vychazi
z amantadinu. Inhibuje indukci apoptdzy a excitotoxické poskozeni nervovych bunék,
tim, Ze brani vstupu vapenatych iontl do bunék. Pri zvysené hladiné glutamatu, ktery je
v nadmérné koncentraci pritomen v CNS pti AD, brani aktivaci NMDA receptoru svou
vazbou uvnitf kanalu tohoto receptoru.>* SniZzuje agregaci AB a vznik neurofibrildrnich
tangles. Memantin se vyznacuje vysokou biologickou dostupnosti. Kompletné se
vstfebava ze zaZivaciho traktu. Hematoencefalickou bariérou prochdazi velmi dobfe,
vétSinou do 30 min po podani Iéku. Obvyklé ddvkovani memantinu je jednou denné,
ve stejnou dobu, nezavisle na ptijmu potravy. Pro snizeni nezadoucich ucink(, kterymi
jsou nejCastéji nespavost, netecnost, Casté usindni v kratkych ¢asovych periodach,
hypertenze a zdvraté, je vhodna pomala titrace ddvek. Davka se zvySuje od 5mg v prvnim
tydnu, pres 10 mg ve druhém, na 20 mg v jedné denni davce v tydnu tfetim. Memantin
je indikovan pfi stfedné tézkych a tézkych stadii AD.>>’

22



2.8.3 Dalsi léciva

Mezi dalsi |éCiva podporujici terapii AD patfi nootropika, ktera zlepsSuji mozkovou ¢innost
a metabolismus nervovych bunék, a ostatni lécCiva, ktera mirni projevy nemoci

—antidepresiva, neuroleptika, anxiolytika a hypnotika.

Snahy o nalezeni ucinnych latek v terapii AD se upinaji k molekuldm potencidlné
schopnym |écby zanétlivych zmén centralni nervové soustavy, eliminace tvorby
amyloidnich plak{ a zabrafujici hyperfosforylaci t-proteinu.>” V sou¢asné dobé probihaji
také klinické testy napfiklad na inhibitoru y-sekretasy LY450139, modulatoru

presenilinu, antagonistovi PPARYy rosiglitazonu a mnoha dalsich.>®

2.9 Multipotentni léc¢iva (MTDLs)

Soucasné pouzivana konvencni léCiva AD nabizeji pouze omezené moznosti terapie. Pro
pacienty predstavuji pouze prechodné reseni, nikoli vyléceni nebo zastaveni progrese
onemocnéni. MTDLs jsou predstaviteli nové |éCebné strategie AD, ktefi zahrnuji
molekuly navrzené tak, aby ovliviiovaly hned nékolik patologickych procesti onemocnéni
najednou. Jednd se o bi- nebo polyfunkéni slouceniny, které jsou Gc¢innym nastrojem
vterapii nejen AD, ale i dalSich multifaktoridlnich onemocnéni, jako je
napfr. Parkinsonova choroba. NavrZené molekuly by mély ué¢inné kombinovat dvé nebo
vice vlastnosti — zpravidla inhibuji cholinesterasy, aktivuji nebo inhibuji jednotlivé
ucinek, podporuji produkci oxidu dusného, inhibuji indukci apoptdzy, pUlsobi
neuroprotektivné, aktivuji mitochondridlné-zavislé geny a proteiny zajistujici preziti
bunék,>® inhibuji produkci patologického AB a plsobi antioxidaéné.>® Design MTDLs je
zalozen na spojeni vice farmakoforl s riznymi farmakologickymi ucinky a to bud
prostfednictvim linkeru, nebo tzv. conjunctive approach (Schéma 2).%° Vysledkem je

vznik hybridni struktury schopné interagovat s nékolika biologickymi cili najednou.®!
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Schéma 2. Zndzornéni ,,conjunctive approach” MTDLs na pfikladu ladostigilu. Design této molekuly spociva

v &dsteéném pfekryvu molekuly rivastigminu a rasagilinu — AChEI a selektivniho IMAO-B.%°

2.9.1 Takrin-melatoninové derivaty

Fernandéz-Bachiller a kol. publikovali v r. 2009 vysledky svého vyzkumu, ktery byl
vénovan takrin-melatoninovym derivatim. Takrinovy skelet byl spojen uhlovodikovym
fetézcem s amidovou vazbou k melatoninu za vzniku dualniho inhibitoru AChE (Schéma
3). Molekulové modelovaci studie prokazaly vazbu takrinové casti do CAS, zatimco
melatoninova ¢ast interaguje s PAS. Zhlediska inhibice vykazovala nejaktivné;si
molekula in vitro 43 000x vyssi inhibi¢ni aktivitu nez samotny takrin a pfiblizné 1000x
vys$Si selektivitu k AChE nez k BChE. U téchto hybridnich struktur byl prokdzan také

vysoky antioxidaéni a neuroprotektivni potencial.>®
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Schéma 3. Vychozi a vysledné struktury multipotentnich takrin-melatoninovych derivatu

2.9.2 Naftochinon-tryptofanové derivaty

Vlivem naftochinon-tryptofanovych derivatl (Schéma 4) na agregaci AB se zabyval
Scherzer-Attali a kol. Testovana byla schopnost inhibovat amyloidogenni proteiny
zahrnujici a-synuklein, lysozym, kalcitonin a insulin. Tryptofan, biologicky prekurzor
melatoninu, zabranfuje formaci amyloidnich plakG. Chinony jsou znamé svymi
protinddorovymi, antivirovymi a antibakteridlnimi vlastnostmi.®* U téchto hybridnich
molekul bylo in vitro prokazano, Ze inhibuji agregaci nékolika amyloidogennich
protein(.®> Nejnovéjsi zvefejnéné vysledky studii stejnych molekul navic hovofi
o schopnosti inhibovat hyperfosforylaci t-proteinu a soucasné tim sniZovat

neurotoxicitu.®3
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Schéma 4. Viychozi a vysledné struktury naftochinon-tryptofanovych konjugata.

2.9.3 Takrin-naftochinonové derivaty

Syntézou a testovanim takrin-naftochinonovych derivatd (Schéma 5) se zabyval ¢esko-
italsky tym védcu. Podafilo se jim vyvinout nékolik Uspésnych sloucenin, které in vitro
vykazuji vyborné inhibi¢ni vlastnosti vic¢i AChE a efektivné zabranuji agregaci AP.
Molekuly navic vykazuji ucinky proti ROS, pouze nizkou neurotoxicitu a snadno

prostupuji hematoencefalickou bariérou.5

R
3
n |\
X N
Y (@)
1: R=H-; R'= H-
2: R =H-; R’=CI-
3: R=H3CO-; R'= H-
X =H-; ClI-
Y = H-: HO-

Schéma 5. Vyslednd obecnd struktura takrin-naftochinonovych derivdti

26



2.9.4 Takrin-troloxové derivaty

Trolox je ve vodé rozpustnd molekula s antioxidaénim potencidlem odvozena
od tokoferolu — vitaminu E. Jeho spojenim s AChEl, takrinem vznikly derivaty, které
vykazuji ve srovndni s takrinem vyssi inhibi¢ni Ucinnost, navic jsou schopné sniZovat
hladinu volnych kyslikovych radikalGd (Schéma 6). Jejich dalsi vyhodou je minimalni
hepatotoxicita a schopnost prostupu HEB. Modelovaci studie a kinetické analyzy
prokazaly vazbu téchto molekul do PAS i CAS. Nékteré molekuly této skupiny derivat(

jsou v souvislosti s Alzheimerovou nemoci pfedmétem dalsiho vyzkumu.5>
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, R X OH 5
- COOH
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IR N 0 :
5 1:R=H-; R'= H- trolox :
| 2:R=H3CO-; R'=H- |
! 3:R=H;R=CI- i

______________________________________________________________

Schéma 6. VVychozi a obecnd vysledna struktura takrin-troloxovych konjugdti

2.9.5 7-MEOTA-donepezilové derivaty

7-MEOTA-donepezilové derivaty jsou dalSimi predstaviteli multipotentnich molekul.
7-methoxytakrin je terapeuticky dosud nepouzivanym, netoxickym derivatem takrinu.
Jeho spojenim s donepezilem byly pfipraveny molekuly, které wvykazuji inhibiéni
potencial v mikro- az submikromoldrnich hodnotach (Schéma 7). Molekulové
modelovaci studie ukazuji, Ze derivaty interaguji souéasné s aktivnim i perifernim

mistem ChE.%6
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H,CO

____________________________

7-MEOTA donepezil

Schéma 7. Vychozi a vyslednd obecnd struktura 7-MEOTA-donepezilovych derivati
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Syntéza

3.1.1 Schéma syntézy a obecna synteticka ¢ast

Syntéza novych takrin-tryptofanovych hybrid( (48—-68) je zobrazena na Schématu 8.

V prvni fazi byly cyklokondenzacni reakci pfipraveny vychozi takrinové skelety (2—4).

Pfiprava 7-methoxy-1,2,3,4,9,10-hexahydroakridin-9-on (1)

OCH3 0] o) O
é)‘\o/\ i) toluen, p-TSA, 140 °C Hscom
" ii) difenylether, 240 °C' N l
NH, H

1

Smés 4-methoxyanilinu (162.40 mmol) a ethyl-2-oxocyklohexan-1-karboxylatu (178.66
mmol) byla rozpusténa v 500 ml toluenu spolu s katalytickym mnoZstvim monohydratu
p-toluensulfonové kyseliny (p-TSA). Reakéni smés byla zahtivdna pfi 140 °C po dobu
8 hodin s pouzitim Dean-Starkovy aparatury, ktera slouzila pro odstranéni vody z reakce.
Po 8 hodinach byl toluen vakuové oddestilovan a do banky byl pfidan difenylether
(130 ml). Reakéni smeés byla opét opatfena Dean-Starkovou aparaturou (pro
odstranovani ethanolu) a zahfivana pfi 240 °C po dobu 2 hodin. Nasledné byla tato smés
ochlazena na laboratorni teplotu a bylo do ni pfidano 200 ml hexanu. Vznikly krystalicky
produkt mél nazloutlou barvu a vytézek byl 81 %. Spektralni udaje byly v souladu

s literaturou.%8
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Priprava 9-chlor-7-methoxy-1,2,3,4-tetrahydroakridinu (2)

O Cl
H;CO H3CO
=
H N
2

1

Fosforylchlorid (44.80 mmol) byl za chlazeni pfidan k 7-methoxy-1,2,3,4,9,10-
hexahydroakridin-9-onu (1; 8,72 mmol) a smés byla zahtivdna pod zpétnym chladicem
pfi 130 °C po dobu 2 hodin. Nasledné byla reakéni smés ochlazena a fosforylchlorid
oddestilovan za snizeného tlaku. Smés byla ddle smichand sledovou tristi (500 g),
chloroformem (100 ml) a 25% roztokem amoniaku (100 ml). Organickd faze byla
vytfepana 100 ml vody a vysuSena CaCl,. Po odfiltrovani bylo rozpoustédlo
oddestilovano za snizeného tlaku a produkt byl precistén pomoci sloupcové
chromatografie pouzitim silikagelu upraveného triethylaminem. Jako mobilni faze byla
zvolena smés CHCl;:EtOAc v poméru 9:1. Produktem byly Zluté krystaly s 85%

vytéZnosti. Spektrélni ddaje byly v souladu s literaturou.®

Priprava 9-chlor-1,2,3,4-tetrahydroakridinu (3)

0] Cl
@NHz é i) POCI3, 130 °C _ m
+
—
COOH N
3

Ke kyseliné anthranilové (53.90 mmol) byl za chlazeni pfidan cyklohexanon (51.70 mmol)
a fosforylchlorid (322.44 mmol) a reakéni smés byla zahfivana pod zpétnym chladi¢cem
pfi teploté 130 °C po dobu 2 hodin. Nasledné byla reakéni smés ochlazena
a fosforylchlorid oddestilovan za snizeného tlaku. Smés byla ddle smichana s ledovou
tristi (200 g), chloroformem (50 ml) a 25% roztokem amoniaku (50 ml). Organicka faze
byla vytfepdna 50 ml vody a vysusSena CaCl,. Po odfiltrovani bylo rozpoustédlo
oddestilovano za sniZzeného tlaku. Produkt byl c¢istén sloupcovou gradientovou

chromatografii pouzitim mobilni faze: 100 % petroletheru az 15 % EtOAc v petroletheru.
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Silikagel byl upraven triethylaminem. Zlutohnédy prasek byl ziskan se 74% vyt&Znosti.

Spektralni udaje byly v souladu s literaturou.®’

Pfiprava 6,9-dichlor-1,2,3,4-tetrahydroakridinu (4)

O Cl

cl NH
2 . i) POCl3, 130 °C N
—
COOH cl N
4

Ke kyseliné 4-chloranthranilové (50.00 mmol) byl za chlazeni pfidan cyklohexanon

(50.00 mmol) a fosforylchlorid (322.44 mmol) a reakéni smés byla zahfivana pod
zpétnym chladi¢em pfi teploté 130 °C po dobu 2 hodin. Nasledné byla reakéni smés
ochlazena a fosforylchlorid oddestilovan za snizeného tlaku. Smés byla dale smichana
s ledovou tristi (200 g), chloroformem (50 ml) a 25% roztokem amoniaku (50 ml).
Organickd faze byla vytfepana s 50 ml vody a vysuSena CaCl,. Po odfiltrovani bylo
rozpoustédlo oddestilovdno za snizeného tlaku. Produkt byl Ccistén sloupcovou
gradientovou chromatografii pouzitim mobilni faze: 100 % petroletheru az 5 % EtOAc
v petroletheru. Silikagel byl upraven triethylaminem. Zlutohnédy prasek byl ziskan se

70% vytéZnosti. Spektralni ddaje byly v souladu s literaturou.®’

K takrinovym meziproduktlim byly prostifednictvim nukleofilni substituce pfipojeny
koncové a,w-diaminoalkany v délce 2—-8 C (5-25). Fenol (35.91 mmol) a pfislusny
takrinovy derivat (2—4; 3.96 mmol) byly michany v barice pfi teploté 85—-90 °C dokud se
nevytvofila homogenni smés. Nasledné byl pfidan pfislusny a,w-alkyldiamin (7.93
mmol) a teplota byla zvySena na 125-130 °C. Smés byla zahfivana pod zpétnym
chladicem po dobu 2—-4 hodin. Pribéh reakce byl kontrolovan pomoci TLC. Poté byla
reakéni smés ochlazena na laboratorni teplotu a rozpusténa v chloroformu.
Po nasledném vytiepani 20% hydroxidem sodnym, nasycenym vodnym roztokem
chloridu sodného a vodou byla organicka faze vysusena s bezvodym siranem sodnym.
Po odfiltrovani susidla bylo rozpoustédlo odpafeno za snizeného tlaku a produkt byl

vyCiStén  sloupcovou gradientovou chromatografii pouZitim mobilni faze
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EtOAC:MeOH:EtsN v poméru 8:1:0,2 az 6:2:0,2. HnédoZluté produkty (5-25) byly ziskany

s vytézky 80—90 %. Spektralni idaje byly v souladu s literaturou.®”:6?

Dalsim krokem syntézy bylo ochranéni aminoskupiny L-tryptofanu reakci s di-terc-butyl-
dikarbonatem (Boc;0) za pfitomnosti triethylaminu (EtsN) v methanolu. Reakéni smés,
kterou tvofil L-tryptofan (4.89 mmol), triethylamin (9.79 mmol) a di-terc-butyl-
dikarbonat (Boc,0O; 6.36 mmol), byla za laboratorni teploty michdana v methanolu
v dusikové atmosfére po dobu 24 hodin. Po odpafeni methanolu za snizeného tlaku byla
jako vysledny produkt izolovana kyselina 2-[(terc-butoxykarbonyl)amino]-3-(1H-indol-3-

yl)propanova (26). Vytézek Cinil 87 %.

Spojeni slouceniny 26 sintermedidty 5-25 probéhlo v prostfedi suchého N,N-
dimethylformamidua EtsN za katalyzy (benzotriazol-1-yloxy)tris(dimethylamino)-
fosfonium-hexafluorfosfatem pfi laboratorni teploté. Takto vznikly struktury 27-47.
V posledni fazi syntézy byla provedena N-deprotekce a pfevedeni sloucenin
na dihydrochloridy ptisobenim vodného roztoku kyseliny chlorovodikové v methanolu

(48-68).
Viychozi latky pouZité k syntéze byly komeréné dodany firmou Sigma-Aldrich (Praha, CR).
Experimenty probihaly v ochranné atmosfére dusiku (Schéma 8).

TLC byla provadéna na hlinikovych deskach pokrytych silikagelem 60 F254 (Merck,
Praha, CR).

Sloupcova chromatografie probihala za atmosférického tlaku na silikagelu 100 (velikost

¢astic 0.063-0.200 mm, 70-230 mesh ASTM, Fluka, Praha, CR).

Hmotnostni spektrometrie byla provedena za vyuziti analytického systému Dionex
Ultimate 3000 LC-MS spojeny se spektrometrem Orbitrap Q Exactive Plus (Thermo
Fisher Scientific, Brémy, Némecko). Systém LC-MS se sklada z bindrniho ¢erpadla HHG-
3400RS, ktery je spojeno svakuovym degaserem. Dale se sklada zvyhrivaného
sloupcového kompartmentu TCC-3000, autosampleru WTS-3000 a ultrafialového
detektoru VWD-3000. Kvadrupolovy hmotnostni spektrometr byl vybaveny elektron-

sprejovym ioniza¢nim zdrojem a data byla zaznamenavana v pozitivnim médu
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s nasledujicimi parametry: sprejové napéti bylo 3,2 kV, kapilarni teplota byla 350 °C,

teplota plynu byla 300 °C.

'H-NMR a 13C-NMR spektra byla zméfena pomoci Varian S500 spektrometru (500 a 126
MHz) nebo Varian Mercury-Vx BB 300 (300 a 75 MHz) v D,0O, methanolu-ds nebo
hexadeuteriodimethylsulfoxidu (DMSO-ds; 2.50 ppm (D), 39.7 ppm (C) s pouZitim
tetramethylsilanu (TMS) jako interniho standardu. Multiplicity spind jsou oznaceny jako
s (singlet), d (dublet), t (triplet) nebo m (multiplet). Chemické posuny jsou uddvané
v ppm (parts per milion, 8) vzhledem k TMS. Ptifazeni chemickych posunl vychazi ze

standardnich NMR experiment( (*H, 13C, 1H-H COSY, H-13C HSQC, HMBC, DEPT).
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Schéma 8. Schéma syntézy takrin-tryptofanovych derivdti  (48—68) (i) toluen/p-TSA/140°C
(ii) difenylether/240°C (i) POCl3/130°C (iv) fenol/125-130°C (v) EtsN/Boc.0/MeOH/dusikovd
atmosféra/RT (vi) EtsN/BOP/DMF/RT (vii) HCl/MeOH /RT
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3.1.2 Syntéza terc-butyl-[3-(1H-indol-3-yl)-1-({[(1,2,3,4-te-
trahydroakridin-9-yl)amino]alkyl}amino)-1-oxopropan-2-yl]-
karbamatovych derivatt (27-47)

Kyselina 2-[(terc-butoxykarbonyl)amino}-3-(1H-indol-3-yl)propanova (1,59 mmol) byla
rozpusténa v suchém N,N-dimethylformamidu (10 ml) a k ni byl pfidan triethylamin
(4.14 mmol). Smés byla michana pti laboratorni teploté v atmosfére dusiku. Po
30 minutach byl do reakéni smési pridan (benzotriazol-1-
yloxy)tris(dimethylamino)fosfonium-hexafluorfosfat (BOP; 2.06 mmol). Po uplynuti
jedné hodiny byl do smési pfidan meziprodukt (5-25) (1.59 mmol). Po nasledujicich 48
hodin probihalo michani reakéni smési za laboratorni teploty v dusikové atmosfére.
Reakéni smés byla nasledné extrahovdna ve smési ethylacetat:voda (1:1). Surovy
produkt byl dosucha odparen a precistén sloupcovou chromatografii. Mobilni faze byla

sloZena z chloroformu a methanolu v poméru 50:1. VytéZzek sloucenin byl 15.0 — 91.0%.

3.1.3 Obecny postup pro syntézu takrin-tryptofanovych derivatd
(48-68)

Meziprodukty (27-47) (2.46 mmol) byly rozpustény v methanolu (20 ml). K roztoku byla
pridana 35% kyselina chlorovodikova (20 ml). Reakéni smés byla michdna pfi laboratorni
teploté po dobu 24 hodin. Takto byly pfipraveny konjugaty takrinu tryptofanu ve formé
dihydrochloridovych soli (48-68). Vytézky se pohybovaly od 38.1 do 98.5%.

35



terc-butyl-[3-(1H-indol-3-yl)-1-({2-[(1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-yl)amino]ethyl}

amino)-1-oxopropan-2-yllkarbamat (27)

Vytézek: 27.6 %
Teplota tani: -
Vzhled: Zluty olej

H NMR (500 MHz, Methanol-da) & 8.04 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.73 (m, 1H), 7.57 (m, 1H),
7.52 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.37 (m, 1H), 7.24 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.05 (s, 1H), 6.95 (m, 2H),
4.28 (m, 1H), 3.51 (m, 2H), 3.30 (m, 2H), 2.93 (t, J = 6.1 Hz, 2H), 2.62 (t, J = 6.2 Hz, 2H),
1.87 (m, 4H), 1.34 (s, 9H), 1.17 (m, 2H).

13C NMR (126 MHz, Methanol-ds) & 176.35, 175.80, 157.82, 157.52, 153.59, 137.95,
130.41, 128.75, 126.57,125.07, 124.72, 124.54, 122.37, 120.45, 119.75, 119.33, 116.33,
112.21, 110.83, 80.67, 57.20, 49.51, 41.16, 33.35, 29.20, 28.62, 25.85, 23.87, 23.33,
22.06, 20.85

Mol. hm.: 527.3

ESI-MS: m/z 528.3 [M+H]"* (vypocteno pro [C31H3gNsOs3]* 528.3)
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terc-butyl-[3-(1H-indol-3-yl)-1-({3-[(1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-yl)Jamino]propyl}

amino)-1-oxopropan-2-yllkarbamat (28)

o
HN "N NNH
H
N AN
Boc
=
N

Vytézek: 23.0 %
Teplota tdni: 88.3 —92.7°C
Vzhled: Zluty prasek

1H NMR (500 MHz, Methanol-da) & 8.05 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.74 (m, 1H), 7.54 (m, 2H),
7.36 (m, 1H), 7.26 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.06 (s, 1H), 6.98 (m, 2H), 4.28 (m, 1H), 3.16 (m,
2H), 2.95 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 2.69 (t, J = 5.9 Hz, 2H), 1.92 (m, 4H), 1.88 (m, 2H), 1.60 (m,
2H), 1.34 (s, 9H), 1.18 (m, 2H).

13C NMR (126 MHz, Methanol-ds) 6 175.18, 172.95, 158.45, 157.52, 153.39, 147.02,
137.97,130.11, 128.77,127.18, 125.02, 124.55, 122.38, 120.96, 119.74, 119.41, 116.74,
112.22, 110.96, 80.62, 61.51, 57.28, 46.10, 37.52, 33.71, 31.62, 28.61, 26.12, 23.97,
23.49, 22.06, 20.85

Mol. hm.: 541.3

ESI-MS: m/z 542.3 [M+H]* (vypocteno pro: [C32HaoNsO3]* 542.3)
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terc-butyl-[3-(1H-indol-3-yl)-1-({4-[(1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-yl)amino]butyl}

amino)-1-oxopropan-2-yllkarbamat (29)

Vytézek: 42.0 %
Teplota tani: -
Vzhled: Zluty olej

1H NMR (500 MHz, Methanol-da) 6 8.02 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.74 (dd, J = 8.5, 1.2 Hz, 1H),
7.52 (m, 2H), 7.33 (m, 1H), 7.26 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.05 (s, 1H), 6.98 (m, 2H), 4.26 (m,
1H), 3.38 (m, 2H), 3.14 (m, 2H), 2.94 (t, J = 6.1 Hz, 2H), 2.67 (t, J = 5.8 Hz, 2H), 1.86 (m,
4H), 1.33 (m, 13H), 1.18 (s, 2H).

13C NMR (126 MHz, Methanol-ds) & 174.65, 172.94, 159.10, 157.46, 153.03, 147.90,
137.98, 129.70, 128.82, 127.94, 124.73, 124.37,122.37, 121.27, 119.74, 119.46, 116.80,
112.20, 110.98, 80.58, 61.51, 57.18, 39.95, 34.17, 29.39, 28.63, 28.32, 27.54, 26.10,
24.07, 23.66, 22.06, 20.85

Mol. hm.: 555.3

ESI-MS: m/z 556.3 [M+H]* (vypocteno pro [C33Ha2NsOs3]* 556.3)
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terc-butyl-[3-(1H-indol-3-yl)-1-({5-[(1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-yl)amino]pentyl}

amino)-1-oxopropan-2-yllkarbamat (30)

0]
/\/\/\
HN N ~ NH
NH
A Boc”
~
N

Vytézek: 25.0 %
Teplota tani: 73.3 - 76.8°C
Vzhled: Zluty prasek

'H NMR (300 MHz, Methanol-das) & 8.04 (m, 1H), 7.75 (m, 1H), 7.52 (m, 2H), 7.33 (m, 1H),
7.24 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 6.97 (m, 3H), 4.25 (m, 1H), 3.39 (m, 2H), 3.11 (m, 2H), 2.94 (m,
4H), 2.69 (m, 2H), 1.95 (m, 2H), 1.87 (m, 6H), 1.50 (m, 2H), 1.34 (s, 9H).

13C NMR (75 MHz, Methanol-ds) & 174.58, 172.92, 159.07, 157.44, 153.17, 147.91,
137.96, 129.71, 128.79, 127.93, 124.70, 124.42, 122.35, 121.30, 119.71, 119.42, 116.78,
112.18, 110.96, 80.55, 61.50, 57.14, 40.14, 34.16, 31.91, 29.83, 29.42, 28.63, 26.09,
25.01, 24.07, 23.68, 22.06, 20.85

Mol. hm.: 569.3

ESI-MS: m/z 570.3 [M+H]* (vypocteno pro [C3sHaaNsOs3]* 570.3)

39



terc-butyl-[3-(1H-indol-3-yl)-1-({6-[(1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-yl)amino]hexyl}

amino)-1-oxopropan-2-yllkarbamat (31)

Vytézek: 25.3 %
Teplota tani: -
Vzhled: hnédy olej

'H NMR (500 MHz, Methanol-da) & 8.08 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.75 (m, 1H), 7.54 (m, 2H),
7.35 (m, 1H), 7.28 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.00 (m, 3H), 4.26 (m, 1H), 3.51 (t, J = 7.2 Hz, 2H),
3.10 (m, 2H), 2.96 (m, 2H), 2.72 (m, 2H), 1.89 (m, 4H), 1.60 (m, 2H), 1.36 (s, 9H), 1.27 (m,
10H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 171.61, 170.49, 156.68, 155.25, 151.29, 136.19, 128.71,
127.52,127.09, 123.71, 123.62, 123.50, 120.93, 119.74, 118.62, 118.26, 115.32, 111.37,
110.41, 78.06, 59.92, 55.35, 48.03, 38.56, 32.87, 30.67, 29.10, 28.29, 26.21, 26.16, 25.07,
22.67,22.32,20.92

Mol. hm.: 583.4

ESI-MS: m/z 584.4 [M+H]"* (vypocteno pro [C3sHagNsOs3]* 584.4)
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terc-butyl-[3-(1H-indol-3-yl)-1-({7-[(1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-yl)amino]heptyl}

amino)-1-oxopropan-2-yllkarbamat (32)

(0]
/\/\/\/\
HN N " NH
N /NH
Boc
~
N

Vytézek: 52.0 %
Teplota tani: -
Vzhled: hnédy olej

14 NMR (500 MHz, Methanol-da) & 8.08 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.75 (m, 1H), 7.54 (m, 2H),
7.35 (m, 1H), 7.28 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.00 (m, 3H), 4.26 (m, 1H), 3.51 (t, J = 7.2 Hz, 2H),
3.10 (m, 2H), 2.96 (m, 2H), 2.72 (m, 2H), 1.89 (m, 4H), 1.60 (m, 2H), 1.36 (s, 9H), 1.27 (m,
10H).

13C NMR (126 MHz, Methanol-ds) & 174.55, 172.96, 158.90, 15748, 153.40, 147.71,
138.01, 129.85, 128.82, 127.74, 124.73, 124.47, 122.36, 121.20, 119.73, 119.42, 116.66,
112.21, 111.00, 80.59, 61.52, 57.13, 40.27, 34.05, 33.06, 32.22, 30.74, 29.97, 29.46,
28.64, 27.80, 27.59, 26.10, 24.07, 23.66, 20.85

Mol. hm.: 597.4

ESI-MS: m/z 598.4 [M+H]"* (vypocteno pro [C3sHagNsO3]* 598.4)
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terc-butyl-[3-(1H-indol-3-yl)-1-({8-[(1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-yl)amino]oktyl}

amino)-1-oxopropan-2-yllkarbamat (33)

Vytézek: 82.6 %
Teplota tani: -
Vzhled: Zluty olej

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 10.78 (s, 1H), 8.33 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 7.78 (m, 2H), 7.53
(m, 2H), 7.43 (d, J = 7.1 Hz, 1H), 7.29 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.09 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 6.98 (m,
1H), 6.68 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 4.12 (m, 1H), 3.77 (m, 2H), 3.03 (m, 2H), 2.95 (m, 2H), 2.64
(m, 2H), 2.52 (m, 6H), 1.82 (m, 6H), 1.69 (m, 2H), 1.29 (s, 9H), 1.17 (m, 4H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-dg) 6 171.85, 155.26, 151.50, 139.03, 136.19, 132.37, 127.51,
125.00, 124.25, 123.71, 120.92, 120.31, 118.60, 118.24, 116.18, 111.99, 111.87, 111.38,
110.41, 78.06, 55.36,47.56,45.92, 38.63, 36.64, 36.61, 30.05, 29.11, 28.75, 28.72, 28.30,
28.09, 26.29, 26.20, 24.16, 21.73, 20.73

Mol. hm.: 611.4

ESI-MS: m/z 612.4 [M+H]* (vypocteno pro [C37HsoNsO3]* 612.4)
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terc-butyl-[1-({2-[(6-chlor-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-yl)amino]ethyl}amino)-
3-(1H-indol-3-yl)-1-oxopropan-2-yl]Jkarbamat (34)

Boc
1 NH
H NH ,
HNT >
XN O
—
Cl N

Vytézek: 90.5 %
Teplota tani: -
Vzhled: Zluty olej

'H NMR (500 MHz, Methanol-da) & 8.13 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 7.66 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 7.47
(dt,J=7.7, 1.1 Hz, 1H), 7.39 (dd, J = 9.2, 2.2 Hz, 1H), 7.15 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.07 (s, 1H),
6.84 (m, 2H), 4.29 (t, J = 6.9 Hz, 1H), 3.68 (m, 2H), 3.45 (m, 2H), 2.88 (m, 2H), 2.46 (s, 2H),
1.93 (s, 9H), 1.35 (s, 6H).

13C NMR (126 MHz, Methanol-ds) & 176.36, 172.99, 157.20, 155.73, 143.20, 138.22,
137.76,128.71, 127.99, 125.99, 124.56, 122.25, 121.79, 119.67, 119.17, 116.84, 114.67,
112.11, 110.60, 80.73, 61.52, 57.09, 40.62, 31.12, 29.02, 28.61, 25.02, 23.19, 22.34,
22.06, 20.85

Mol. hm.: 561.3

ESI-MS: m/z 562.3 [M+H]* (vypocteno pro [C31H37CINs03]*562.3)
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terc-butyl-[1-({3-[(6-chlor-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-yl)amino]propyl}amino)-
3-(1H-indol-3-yl)-1-oxopropan-2-yl]Jkarbamat (35)

0
HNT "N SN
H
N NH
Boc
—
cl N

Vytézek: 82.6 %
Teplota tani: -
Vzhled: Zluty olej

1H NMR (300 MHz, Methanol-da) & 8.04 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 7.68 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 7.53
(m, 1H), 7.32 (dd, J = 9.1, 2.2 Hz, 1H), 7.24 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 7.06 (s, 1H), 6.97 (m, 2H),
4.26 (t,J= 7.0 Hz, 1H), 3.37 (m, 1H), 3.16 (m, 2H), 2.92 (m, 2H), 2.66 (m, 2H), 1.92 (s, 9H),
1.88 (m, 3H), 1.34 (m, 6H).

13C NMR (75 MHz, Methanol-ds) & 175.32, 172.96, 157.53, 154.11, 146.30, 137.95,
136.49, 128.74, 126.82, 125.56, 124.82, 124.57, 122.36, 119.73, 119.38, 118.55, 116.23,
112.21, 110.92, 80.62, 61.52, 57.32, 46.01, 37.35, 33.10, 31.49, 29.23, 28.60, 25.78,
23.69, 23.11, 22.06

Mol. hm.: 575.3

ESI-MS: m/z 576.3 [M+H]* (vypocteno pro [C32H39CIN503]*576.3)

44



terc-butyl-[1-({4-[(6-chlor-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-yl)amino]butyl}amino)-
3-(1H-indol-3-yl)-1-oxopropan-2-yl]Jkarbamat (36)

Cl N

Vytézek: 91.0 %
Teplota tani: -
Vzhled: hnédy olej

'H NMR (500 MHz, Methanol-da) & 8.13 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 7.66 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 7.47
(dt,J=7.7, 1.1 Hz, 1H), 7.39 (dd, J = 9.2, 2.2 Hz, 1H), 7.15 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.07 (s, 1H),
6.84 (m, 2H), 4.29 (t, J = 6.9 Hz, 1H), 3.68 (m, 2H), 3.45 (m, 2H), 2.88 (M, 2H), 2.46 (s, 2H),
1.93 (s, 9H), 1.35 (s, 6H).

13C NMR (126 MHz, Methanol-ds) & 171.98, 170.49, 157.15, 155.28, 151.59, 136.19,
133.52,127.51, 126.02, 125.13, 123.93, 123.75, 120.94, 118.63, 118.25, 117.86, 115.23,
111.38, 110.41, 78.07, 59.92, 55.37, 47.66, 38.33, 32.61, 28.29, 28.10, 27.87, 24.94,
22.68, 22.51, 22.04, 20.93

Mol. hm.: 589.3

ESI-MS: m/z 590.3 [M+H]* (vypocteno pro [C33Ha1CIN503]*590.3)
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terc-butyl-[1-({5-[(6-chlor-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-yl)amino]pentyl}amino)-
3-(1H-indol-3-yl)-1-oxopropan-2-yl]Jkarbamat (37)

Cl N

Vytézek: 45.7 %
Teplota tani: -
Vzhled: Zluty olej

14 NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 10.76 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 8.20 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 7.79 (t,
J=5.7 Hz, 1H), 7.71 (dd, J = 2.3, 0.9 Hz, 1H), 7.53 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 7.40 (m, 1H), 7.29
(d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.09 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 6.97 (m, 2H), 6.67 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 4.11 (m,
1H), 3.50 (m, 2H), 3.01 (m, 3H), 2.87 (m, 3H), 2.65 (m, 2H), 1.78 (m, 4H), 1.75 (m, 2H),
1.58 (m, 2H), 1.34 (m, 2H), 1.28 (s, 9H).

13CNMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 171.92, 171.63, 155.28, 152.36, 136.20, 134.19, 127.51,
126.37,124.18,124.02,123.93, 123.75, 120.94, 118.62, 118.26, 117.24, 114.68, 111.39,
110.40, 78.08, 59.93, 55.38, 47.98, 38.50, 30.13, 28.85, 28.30, 28.09, 24.74, 23.65, 22.68,
22.32,21.77,20.93

Mol. hm.: 603.3

ESI-MS: m/z 604.3 [M+H]* (vypocteno pro [C3aHa3CINsO03]*604.3)
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terc-butyl-[1-({6-[(6-chlor-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-yl)amino]hexyl}amino)-
3-(1H-indol-3-yl)-1-oxopropan-2-yl]Jkarbamat (38)

Cl N

Vytézek: 41.0 %
Teplota tani: 77.5 - 81.9°C
Vzhled: Zluty prasek

'H NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 8.72 (m, 1H), 7.87 (m, 2H), 7.63 (d, J = 7.6 Hz, 1H),
7.26 (m, 1H), 7.11 (m, 2H), 7.01 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 4.38 (m, 1H), 3.44 (t, J = 7.2 Hz, 2H),
3.07 (m, 6H), 2.65 (m, 3H), 1.89 (m, 5H), 1.55 (m, 2H), 1.41 (s, 9H), 1.21 (m, 4H).

13C NMR (75 MHz, Chloroform-d) 6 171.57, 158.81, 155.41, 151.11, 147.32, 136.21,
134.30, 127.33, 126.65, 124.73, 124.28, 123.16, 122.07, 119.54, 118.81, 11797, 115.38,
111.19, 110.50, 80.01, 55.28, 49.23, 39.11, 33.47, 31.41, 29.05, 28.53, 28.25, 26.31,
26.21,24.42,22.74, 2241

Mol. hm.: 617.3

ESI-MS: m/z 618.3 [M+H]* (vypocteno pro [C3sHasCINsO03]*618.3)
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terc-butyl-[1-({7-[(6-chlor-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-yl)Jamino]heptyl}amino)-
3-(1H-indol-3-yl)-1-oxopropan-2-yl]Jkarbamat (39)

Cl

Vytézek: 73.6 %
Teplota tani: -
Vzhled: Zluty olej

1H NMR (500 MHz, Methanol-da) & 8.08 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 7.69 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 7.53
(d,J=7.9 Hz, 1H), 7.31 (dd, J = 9.2, 2.2 Hz, 1H), 7.27 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 6.99 (m, 3H), 4.26
(m, 1H), 3.56 (m, 2H), 3.30 (m, 2H), 3.12 (m, 2H), 2.93 (m, 3H), 2.65 (m, 2H), 1.87 (m,
4H), 1.62 (m, 2H), 1.35 (s, 9H), 1.27 (m, 5H), 1.11 (m, 2H).

13C NMR (126 MHz, Methanol-ds) & 174.57, 158.82, 157.46, 154.03, 147.18, 137.98,
136.22,128.78, 126.90, 125.31, 125.24, 124.50, 122.33, 119.70, 119.38, 118.71, 116.06,
112.20, 110.97, 80.59, 61.52, 57.13, 40.23, 33.40, 32.02, 29.95, 29.89, 29.44, 28.63,
27.71, 27.53, 25.70, 23.74, 23.23, 22.05, 2085

Mol. hm.: 631.3

ESI-MS: m/z 631.3 [M+H]* (vypocteno pro [C3sHa7CIN503]*631.3)
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terc-butyl-[1-({8-[(6-chlor-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-yl)amino]oktyl}amino)-
3-(1H-indol-3-yl)-1-oxopropan-2-yl]karbamat (40)

Cl N

Vytézek: 42.6 %
Teplota tani: -
Vzhled: hnédy olej

14 NMR (500 MHz, Methanol-da) & 8.14 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 7.69 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 7.53
(d,J=7.9 Hz, 1H), 7.35 (dd, J = 9.1, 2.2 Hz, 1H), 7.27 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.00 (m, 3H), 4.26
(m, 1H), 3.63 (m, 2H), 3.13 (m, 2H), 2.93 (m, 2H), 2.66 (m, 2H), 1.93 (m, 10H), 1.89 (m,
4H), 1.67 (m, 2H), 1.35 (s, 9H), 1.10 (m, 2H).

13C NMR (126 MHz, Methanol-ds) 6174.58, 17298, 157.66, 154.69, 146.01, 137.98,
136.89, 128.78, 127.21, 125.50, 124.50, 124.23, 122.33, 119.70, 119.37, 118.17, 115.64,
112.21, 110.98, 80.58, 61.52, 57.14, 40.28, 32.69, 31.91, 30.14, 30.09, 29.43, 28.63,
28.32, 27.70, 27.55, 25.53, 23.59, 22.98, 22.06, 20.85

Mol. hm.: 645.3

ESI-MS: m/z 646.3 [M+H]* (vypocteno pro [C37HasCIN503]*646.3)
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terc-butyl-[3-(1H-indol-3-yl)-[1-({2-[(7-methoxy-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-
yl)amino]ethyl}amino)-1-oxopropan-2-yllkarbamat (41)

. HN,Boc/ NH
N
HN™ >
0 N o
—
N

Vytézek: 44.2 %
Teplota tani: -
Vzhled: Zluty olej

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 10.77 (m, 1H), 8.08 (t, J = 5.7 Hz, 1H), 7.64 (d, J = 9.1 Hz,
1H), 7.53 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 7.40 (d, J = 2.7 Hz, 1H), 7.29 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.22 (dd, J =
9.1, 2.7 Hz, 1H), 7.09 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 6.98 (m, 2H), 6.73 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 4.13 (m,
1H), 3.88 (s, 3H), 3.29 (m, 2H), 2.98 (m, 1H), 2.87 (m, 3H), 2.71 (m, 2H), 2.49 (m, 2H),
1.98 (m, 2H), 1.80 (m, 2H), 1.28 (s, 9H).

13CNMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 172.82, 170.52, 155.75, 155.34, 155.17, 149.94, 136.20,
129.10, 127.49, 123.75, 120.97, 120.88, 120.55, 118.60, 118.29, 116.73, 111.40, 110.33,
101.83,78.16,59.94, 55.62, 55.41, 47.50, 32.89, 29.17, 28.29, 27.95, 25.23, 22.88, 22.49,
20.94

Mol. hm.: 557.3

ESI-MS: m/z 558.3 [M+H]* (vypocteno pro [C32HaoNs04]*558.3)
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terc-butyl-[3-(1H-indol-3-yl)-[1-({3-[(7-methoxy-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-
yl)amino]propyl}amino)-1-oxopropan-2-yl]lkarbamat (42)

o)
HN™ "N N\H
H
0 N HN
Boc
~
N

Vytézek: 15.0 %
Teplota tdni: 83.3 - 87.6°C
Vzhled: Zluty prasek

'H NMR (500 MHz, Methanol-da) & 7.66 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 7.53 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 7.47
(m, 1H), 7.30 (m, 1H), 7.26 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.07 (s, 1H), 6.98 (m, 2H), 4.27 (m, 1H),
3.90 (s, 3H), 3.42 (m, 2H), 3.30 (m, 3H), 3.19 (m, 3H), 2.95 (m, 2H), 2.73 (m, 2H), 1.89 (m,
2H), 1.67 (m, 2H), 1.34 (s, 9H).

13C NMR (126 MHz, Methanol-ds) 6 176.36, 175.37, 158.12, 157.55, 154.47, 154.05,
137.97,128.76, 126.34, 124.55, 123.41, 122.38, 121.08, 119.73, 119.37, 112.23, 111.38,
110.96, 103.27, 80.64, 61.53, 57.33, 56.35, 45.44, 37.36, 31.75, 29.20, 28.61, 26.22,
23.76, 22.11, 22.07, 20.86

Mol. hm.: 571.3

ESI-MS: m/z 572.3 [M+H]* (vypocteno pro [C33Ha2Ns04]7572.3)
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terc-butyl-[3-(1H-indol-3-yl)-[1-({4-[(7-methoxy-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-
yl)amino]butyl}amino)-1-oxopropan-2-yl]lkarbamat (43)

Vytézek: 79.4 %
Teplota tani: -
Vzhled: hnédy olej

1H NMR (500 MHz, Methanol-da) & 7.66 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 7.53 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 7.34
(d,J=2.7 Hz, 1H), 7.27 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.23 (dd, J = 9.2, 2.7 Hz, 1H), 7.05 (s, 1H), 7.02
(m, 1H), 6.96 (m, 1H), 4.25 (t, J = 7.1 Hz, 1H), 3.88 (s, 3H), 3.38 (m, 2H), 3.13 (m, 2H), 3.00
(m, 2H), 2.92 (t, J = 6.1 Hz, 2H), 2.70 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 1.93 (s, 9H), 1.87 (m, 4H), 1.45 (m,
2H), 1.18 (m, 2H).

13C NMR (126 MHz, Methanol-ds) & 176.34, 174.69, 172.96, 157.68, 156.20, 152.70,
142.54,137.97, 128.69, 124.55, 123.26, 121.30, 119.57, 117.66, 112.19, 110.98, 102.99,
80.59, 61.51, 57.18, 56.13, 48.48, 39.97, 33.40, 29.37, 28.62, 27.63, 26.17, 24.00, 23.53,
22.06, 20.85

Mol. hm.: 585.3

ESI-MS: m/z 586.3 [M+H]* (vypocteno pro [C3aHaaNs04]*586.3)
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terc-butyl-[3-(1H-indol-3-yl)-[1-({5-[(7-methoxy-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-
yl)Jamino]pentyl}amino)-1-oxopropan-2-yllkarbamat (44)

(0]
/\/\/\
HN N NH
0 _NH
- X Boc

Vytézek: 28.8 %
Teplota tani: 72.7 - 75.4°C
Vzhled: Zluty prasek

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 10.77 (m, 1H), 7.83 (t, J = 5.7 Hz, 1H), 7.63 (d, J = 9.1 Hz,
1H), 7.55 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 7.40 (d, J = 2.7 Hz, 1H), 7.30 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.18 (dd, J =
9.1, 2.7 Hz, 1H), 6.99 (m, 2H), 6.66 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 4.12 (m, 1H), 3.85 (s, 3H), 3.00 (m,
2H), 2.86 (t, J = 6.4 Hz, 3H), 2.71 (t, J = 6.2 Hz, 2H), 2.50 (m, 3H), 1.80 (m, 2H), 1.75 (m,
4H), 1.49 (m, 2H), 1.40 (m, 2H), 1.28 (s, 9H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 171.68, 170.53, 155.74, 155.60, 149.61, 142.76, 136.21,
129.93, 127.54, 123.75,121.39, 120.96, 120.10, 118.67, 118.28, 117.22, 111.40, 110.44,
101.72,78.10, 59.95, 55.58, 55.36, 47.44, 38.35, 33.37, 28.31, 28.14, 26.76, 25.46, 23.00,
22.71,22.69, 22.28, 20.95

Mol. hm.: 599.4

ESI-MS: m/z 600.4 [M+H]* (vypocteno pro [C3sHasNsO4]7600.4)
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terc-butyl-[3-(1H-indol-3-yl)-[1-({6-[(7-methoxy-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-

yl)Jamino]hexyl}amino)-1-oxopropan-2-yllkarbamat (45)

Vytézek: 73.9 %
Teplota tani: -
Vzhled: Zluty olej

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 10.79 (m, 1H), 7.78 (t, J = 5.7 Hz, 1H), 7.63 (d, J = 9.1 Hz,
1H), 7.55 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 7.41 (d, J = 2.8 Hz, 1H), 7.30 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.18 (dd, J =
9.1, 2.7 Hz, 1H), 7.10 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 6.98 (m, 2H), 6.69 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 4.12 (m,
1H), 3.85 (s, 3H), 3.31 (m, 6H), 3.01 (m, 3H), 2.87 (m, 3H), 2.71 (m, 2H), 2.49 (m, 2H),
1.78 (m, 6H), 1.28 (s, 9H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 171.87, 155.76, 155.56, 149.61, 142.86, 136.19, 130.02,
127.52,126.11, 124.37,123.73,121.47,120.94, 118.64, 117.27, 111.38, 110.42, 101.68,
78.05, 59.93, 55.53, 47.70, 38.57, 33.42, 32.46, 30.81, 30.78, 29.18, 28.29, 26.36, 25.50,
25.11, 23.00, 22.75, 20.93

Mol. hm.: 614.4

ESI-MS: m/z 615.4 [M+H]* (vypocteno pro [C3sHagNs04]7615.4)
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terc-butyl-[3-(1H-indol-3-yl)-[1-({7-[(7-methoxy-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-
yl)Jamino]heptyl}amino)-1-oxopropan-2-yllkarbamat (46)

0]
/\/\/\/\
HN N ~" NH
0 _NH
- N Boc

Vytézek: 85.9 %
Teplota tani: -
Vzhled: Zluty olej

'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) 6 10.79 (s, 1H), 7.77 (t, J = 5.7 Hz, 1H), 7.63 (dd, J= 9.1, 1.6
Hz, 1H), 7.56 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 7.41 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 7.30 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.18 (m,
1H), 7.10 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 6.99 (m, 2H), 6.68 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 4.13 (m, 1H), 3.85 (s,
3H), 3.31 (m, 8H), 3.00 (m, 4H), 2.87 (m, 2H), 2.71 (m, 2H), 2.49 (m, 2H), 1.79 (m, 6H),
1.29 (s, 9H)

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 171.83, 170.50, 155.70, 149.69, 142.77, 136.19, 129.94,
127.53,123.72,121.40,121.37,120.93, 120.06, 118.64, 118.26, 117.19, 111.38, 110.42,
101.73,78.05, 59.93, 55.53, 55.34,47.73, 38.62, 33.37, 30.81, 29.07, 28.76, 28.30, 28.10,
26.57,26.42,25.46, 22.98, 22.73, 20.94

Mol. hm.: 627.4

ESI-MS: m/z 628.4 [M+H]* (vypocteno pro [C37HsoNs04]7628.4)
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terc-butyl-[3-(1H-indol-3-yl)-[1-({8-[(7-methoxy-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-
yl)amino]oktyl}amino)-1-oxopropan-2-yl]karbamat (47)

.Boc
H%
HN. O N
o N o)
T
N
Vytézek: 40.0 %

Teplota tani: -
Vzhled: hnédy olej

4 NMR (500 MHz, Methanol-da) & 7.65 (dd, J = 9.2, 1.1 Hz, 1H), 7.60 (d, J = 2.5 Hz, 1H),
7.52(d, J = 7.9 Hz, 1H), 7.48 (m, 1H), 7.28 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.04 (s, 1H), 7.01 (d, J = 7.7
Hz, 1H), 6.94 (t, J = 7.5 Hz, 1H), 4.25 (m, 1H), 3.93 (s, 3H), 3.87 (m, 2H), 3.14 (m, 2H), 2.98
(m, 2H), 2.68 (m, 2H), 1.93 (s, 16H), 1.78 (m, 2H), 1.35 (s, 9H).

13C NMR (126 MHz, Methanol-ds) & 176.37, 174.61, 158.47, 157.15, 150.50, 137.94,
134.50, 128.72,125.38, 124.51, 122.31, 121.70, 119.68, 119.32, 118.51, 112.87, 112.22,
110.94, 104.96, 80.62, 57.16, 56.47, 49.28, 48.74, 40.80, 40.26, 31.80, 30.06, 30.00,
29.39, 29.14, 28.60, 27.55, 27.23, 25.28, 23.04, 22.06, 21.79

Mol. hm.: 641.4

ESI-MS: m/z 642.4 [M+H]* (vypocteno pro [CssHs2NsO4]7642.4)
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2-amino-3-(1H-indol-3-yl)-N-{2-[(1,2,3,4-tetrahydroacridin-9-yl)Jamino]ethyl}

propanamid-dihydrochlorid (48)

Vytézek: 86.7 %
Teplota tdni: 192.4 — 195.3°C
Vzhled: Zluty prasek

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 14.25 (s, 1H), 11.06 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 9.36 (t, J = 5.6 Hz,
1H), 8.44 (d, J = 9.2 Hz, 2H), 8.02 (dd, J = 8.6, 1.2 Hz, 1H), 7.83 (m, 2H), 7.55 (m, 2H), 7.23
(m, 2H), 6.90 (m, 2H), 4.26 (m, 2H), 3.99 (m, 1H), 3.85 (m, 2H), 3.13 (m, 2H), 2.98 (m,
2H), 2.59 (m, 2H), 1.78 (m, 4H).

13C NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 169.65, 155.74, 150.68, 138.05, 136.28, 132.65, 127.22,
125.42,125.20,124.92,121.12, 119.26, 118.60, 118.46, 115.64, 111.48, 111.42, 107.05,
56.19, 53.04, 46.96, 34.17, 28.07, 27.14, 24.09, 21.66

Mol. hm.: 427.2

ESI-MS: m/z 428.2 [M+H]"* (vypocteno pro [CasH30Ns0]*428.2)
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2-amino-3-(1H-indol-3-yl)-N-{3-[(1,2,3,4-tetrahydroacridin-9-yl)amino]propyl}
propanamid-dihydrochlorid (49)

0
/\/\
HN N “ K
§ NH,
—
N .2 HCI

Vytézek: 92.1 %
Teplota tani: 148.8 — 152.0°C
Vzhled: Zluty prasek

'H NMR (500 MHz, Methanol-ds) & 8.28 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 7.81 (d, J = 4.0 Hz, 2H), 7.54
(m, 2H), 7.23 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.10 (s, 1H), 6.94 (m, 2H), 4.28 (m, 1H), 3.18 (m, 2H),
3.02 (m, 2H), 2.68 (m, 2H), 1.94 (m, 8H), 1.80 (m, 2H).

13C NMR (126 MHz, Methanol-ds) & 175.48, 157.91, 151.69, 139.64, 137.92, 133.98,
128.76, 126.44, 126.36, 124.68, 122.30, 120.12, 119.69, 119.40, 117.05, 112.95, 112.26,
110.85,57.42,45.69, 37.07, 31.27, 29.36, 28.64, 25.02, 23.01, 21.83

Mol. hm.: 441.3

ESI-MS: m/z 442.3 [M+H]* (vypocteno pro [C27H32Ns0]7442.3)
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2-amino-3-(1H-indol-3-yl)-N-{4-[(1,2,3,4-tetrahydroacridin-9-yl)amino]butyl}

propanamid-dihydrochlorid (50)

s
N

Vytézek: 52.6 %
Teplota tdni: 76.3 —82.0°C
Vzhled: Zluty prasek

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 10.78 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 8.10 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 7.83 (t,
J=5.7 Hz, 1H), 7.69 (dd, J = 8.3, 1.2 Hz, 1H), 7.55 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 7.50 (ddd, J = 8.2,
6.7, 1.2 Hz, 1H), 7.32 (m, 2H), 7.10 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 6.99 (m, 2H), 6.67 (d, J = 8.3 Hz,
1H), 4.12 (m, 1H), 3.02 (m, 2H), 2.88 (m, 2H), 2.70 (m, 2H), 1.79 (m, 4H), 1.50 (m, 2H),
1.38 (m, 2H), 1.29 (m, 4H).

13CNMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 171.92, 157.91, 155.26, 150.51, 146.89, 136.19, 128.25,
127.52,123.74,123.40, 123.23, 120.93, 120.31, 118.65, 118.25, 115.87,111.37, 110.42,
78.05, 55.34, 47.83, 38.43, 33.57, 28.30, 26.64, 25.22, 22.90, 22.57

Mol. hm.: 455.3

ESI-MS: m/z 456.3 [M+H]* (vypocteno pro [C2sH3aNs0]*456.3)
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2-amino-3-(1H-indol-3-yl)-N-{5-[(1,2,3,4-tetrahydroacridin-9-yl)amino]pentyl}
propanamid-dihydrochlorid (51)

O
/\/\/\
HN N N\H
N NH»>
=
N

.2 HCI

VytéZek: 83.0 %
Teplota tani: 118.5-121.1°C
Vzhled: hnédy prasek

'H NMR (300 MHz, D20) & (ppm) 7.73 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.60 (m, 1H), 7.27 (m, 2H), 7.14
(m, 1H), 7.04 (m, 2H), 6.69 (m, 2H), 4.08 (m, 1H), 3.65 (m, 2H), 3.37 (m, 2H), 3.03 (m,
2H), 2.44 (m, 2H), 2.22 (m, 4H), 1.65 (m, 4H), 1.41 (m, 2H), 0.95 (m, 2H).

13C NMR (75 MHz, D,0O) & 168.82, 154.52, 148.87, 136.93, 135.46, 132.25, 126.23,
124.58,124.51, 124.38,121.14, 118.60, 118.18, 117.53, 114.21, 111.05, 110.34, 105.77,
57.28,53.42, 46.97, 39.06, 30.10, 29.26, 27.11, 26.77, 22.93, 20.92, 19.80

Mol. hm.: 469.3

ESI-MS: m/z 470.3 [M+H]* (vypocteno pro [Ca9H3sNs0]*470.3)
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2-amino-3-(1H-indol-3-yl)-N-{6-[(1,2,3,4-tetrahydroacridin-9-yl)Jamino]hexyl}
propanamid-dihydrochlorid (52)

NH
H%
/\/\/\/N
HN
200

2 HCI

\

Vytézek: 62.7 %
Teplota tani: -
Vzhled: hnédy olej

1H NMR (300 MHz, Methanol-ds) & 8.36 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 7.80 (m, 2H), 7.58 (m, 2H),
7.32 (m, 1H), 7.19 (s, 1H), 7.00 (m, 2H), 4.09 (m, 1H), 3.90 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 3.30 (m, 2H),
2.99 (m, 2H), 2.68 (m, 2H), 2.16 (m, 4H), 1.93 (m, 4H), 1.76 (m, 2H), 1.31 (m, 4H).

13C NMR (75 MHz, Methanol-ds) & 169.86, 157.77, 151.51, 139.63, 138.02, 133.97,
128.37,126.48, 126.30, 125.53, 122.64, 120.09, 120.06, 119.27, 116.94, 112.71, 112.47,
108.08, 58.30, 55.18, 40.40, 31.33, 29.69, 27.28, 27.23, 24.97, 22.95, 21.80, 20.82, 20.79

Mol. hm.: 483.3

ESI-MS: m/z 484.3 [M+H]* (vypocteno pro [C3oH3sNs0]*484.3)
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2-amino-3-(1H-indol-3-yl)-N-{7-[(1,2,3,4-tetrahydroacridin-9-yl)amino]heptyl}
propanamid-dihydrochlorid (53)

0]
NN
HN N ~"NH
N HoN
—~ 2 HCI
N

Vytézek: 38.1 %
Teplota tani: 148.7 — 150.8°C
Vzhled: bilo-Zluty prasek

'H NMR (500 MHz, D20) & 7.78 (m, 1H), 7.55 (m, 1H), 7.24 (m, 2H), 7.11 (m, 2H), 6.94
(m, 1H), 6.76 (m, 2H), 3.96 (m, 1H), 3.50 (m, 2H), 2.95 (m, 2H), 2.49 (m, 2H), 2.11 (m,
2H), 1.63 (m, 4H), 1.55 (m, 2H), 1.19 (m, 2H), 1.08 (m, 8H).

13C NMR (126 MHz, D,0) & 169.03, 157.77, 155.03, 149.12, 137.35, 135.75, 132.42,
126.25,124.69, 124.54,121.57,118.93, 118.48, 117.55, 114.48, 111.41, 110.68, 105.89,
57.40, 53.55, 47.31, 39.30, 29.45, 27.56, 27.45, 27.04, 25.43, 25.40, 22.79, 21.11, 20.04

Mol. hm.: 497.3

ESI-MS: m/z 498.3 [M+H]* (vypocteno pro [C31HaoNs0]*498.3)
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2-amino-3-(1H-indol-3-yl)-N-{8-[(1,2,3,4-tetrahydroacridin-9-yl)amino]oktyl}

propanamid-dihydrochlorid (54)

Vytézek: 83.3 %
Teplota tani: -
Vzhled: Zluty olej

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 14.20 (s, 1H), 11.09 (s, 1H), 8.43 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 8.03
(d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.83 (m, 1H), 7.58 (m, 2H), 7.32 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.21 (s, 1H), 6.99
(m, 2H), 3.94 (m, 1H), 3.83 (m, 2H), 3.17 (m, 2H), 3.02 (m, 2H), 2.66 (m, 2H), 1.81 (m,
4H), 1.70 (m, 2H), 1.20 (m, 10H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 168.23, 155.80, 150.76, 138.06, 136.35, 132.69, 127.33,
125.25,125.17,124.86, 121.14, 119.30, 118.69, 118.47, 115.73, 111.54, 111.21, 107.26,
53.06, 52.57, 47.30, 36.65, 34.22, 29.99, 28.78, 28.72, 28.67, 28.07, 27.42, 26.36, 24.25,
21.67

Mol. hm.: 511.3

ESI-MS: m/z 512.3 [M+H]* (vypocteno pro [C32Ha2Ns0]*512.3)
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2-amino-N-{2-[(6-chlor-1,2,3,4-tetrahydroacridin-9-yl)Jamino]ethyl}-3-(1H-indol-3-yl)
propanamid-dihydrochlorid (55)

Cl N

Vytézek: 56.2 %
Teplota tani: 65.1 — 68.5°C
Vzhled: Zluty prasek

'H NMR (300 MHz, D20) & 7.63 (d, J = 9.4 Hz, 1H), 7.35 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 7.14 (m, 3H),
6.72 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 6.26 (m, 1H), 3.51 (m, 2H), 3.29 (m, 2H), 2.67 (dt, J = 7.9, 4.1 Hz,
2H), 2.01 (m, 6H), 1.67 (m, 2H).

13C NMR (75 MHz, D;0) & 171.34, 154.92, 150.15, 138.59, 138.43, 135.68, 127.25,
126.83, 125.54, 121.66, 119.30, 117.90, 117.77, 113.93, 111.98, 111.28, 105.97, 53.73,
39.50, 30.83, 30.20, 28.23, 26.55, 23.06, 21.77

Mol. hm.: 461.2

ESI-MS: m/z 462.2 [M+H]* (vypocteno pro [CasH29CINsO]* 462.2)
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2-amino-N-{3-[(6-chlor-1,2,3,4-tetrahydroacridin-9-yl)Jamino]propyl}-3-(1H-indol-3-yl)
propanamid-dihydrochlorid (56)

o
HN™ "N N\
H
N NH,
2 HCl
—
ol N

Vytézek: 53.0 %
Teplota tdni: 82.2 — 85.3°C
Vzhled: Zluto-hnédy prasek

'H NMR (500 MHz, D20) & 7.56 (d, J = 9.3 Hz, 1H), 7.32 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 7.18 (m, 3H),
6.83 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 6.62 (m, 2H), 4.13 (m, 1H), 3.17 (m, 2H), 3.11 (m, 2H), 2.74 (m,
2H), 2.22 (m, 4H), 1.81 (m, 4H), 1.41 (m, 2H).

13C NMR (126 MHz, D,0) & 169.05, 154.72, 149.89, 137.89, 135.32, 126.42, 124.95,
124.50, 124.46, 121.18, 121.06, 118.62, 117.57,117.30, 112.87, 111.51, 110.91, 106.10,
53.90, 44.63, 36.37, 30.23, 28.68, 27.66, 26.53, 22.85, 21.02

Mol. hm.: 475.2

ESI-MS: m/z 476.2 [M+H]* (vypocteno pro [C27H31CINsO]* 476.2)
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2-amino-N-{4-[(6-chlor-1,2,3,4-tetrahydroacridin-9-yl)amino]butyl}-3-(1H-indol-3-yl)
propanamid-dihydrochlorid (57)

Cl N

Vytézek: 82.8 %
Teplota tani: 88.5 - 91.7°C
Vzhled: hnédy prasek

4 NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 11.09 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 8.75 (t, J = 5.6 Hz, 1H), 8.44 (d,
J=9.3 Hz, 1H), 8.30 (d, J = 5.5 Hz, 3H), 8.11 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 8.01 (s, 1H), 7.63 (d, J =
7.9 Hz, 1H), 7.56 (dd, J = 9.3, 2.2 Hz, 1H), 7.30 (m, 1H), 7.21 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 7.01 (dd,
J=8.2,6.9 Hz, 1H), 6.93 (m, 1H), 3.94 (m, 1H), 3.77 (m, 2H), 3.12 (m, 3H), 3.00 (m, 1H),
2.98 (m, 2H), 2.49 (m, 2H), 1.79 (m, 4H), 1.62 (m, 2H), 1.37 (m, 2H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 168.38, 155.55, 151.21, 138.80, 137.09, 136.33, 127.84,
127.26,125.38, 124.87,121.13, 118.69, 118.46, 118.03, 114.30, 111.70, 111.50, 107.23,
53.06, 46.89, 38.32, 34.19, 28.07, 27.43, 25.88, 24.21, 22.67, 21.54

Mol. hm.: 489.2

ESI-MS: m/z 490.2 [M+H]* (vypocteno pro [CasH33CINsO]* 490.2)
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2-amino-N-{5-[(6-chlor-1,2,3,4-tetrahydroacridin-9-yl)Jamino]pentyl}-3-(1H-indol-3-yl)
propanamid-dihydrochlorid (58)

o)
NN
HN N N\H
NH,
N 2 HCl
~
cl N

Vytézek: 73.9 %
Teplota tani: 83.4 — 87.8°C
Vzhled: hnédy prasek

14 NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 11.12 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 8.69 (t, J = 5.6 Hz, 1H), 8.45 (d,
J=9.3 Hz, 1H), 8.31 (d, J = 5.5 Hz, 3H), 8.12 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 8.05 (s, 1H), 7.63 (d, J =
7.9 Hz, 1H), 7.56 (dd, J = 9.2, 2.2 Hz, 1H), 7.44 (m, 1H), 7.30 (m, 2H), 7.20 (d, J = 2.4 Hz,
1H), 6.97 (m, 2H), 3.94 (m, 1H), 3.78 (m, 2H), 3.13 (m, 3H), 2.98 (m, 3H), 2.63 (m, 2H),
1.78 (m, 4H), 1.67 (m, 2H), 1.33 (m, 2H), 1.22 (m, 2H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 168.31, 155.53, 151.40, 138.86, 137.10, 136.36, 127.89,
127.30, 125.39, 124.87,121.15, 118.73, 118.49, 118.05, 114.27, 111.67, 111.55, 107.26,
56.21, 53.06, 47.26, 34.21, 29.54, 28.36, 28.07, 27.46, 23.54, 21.54, 20.35

Mol. hm.: 503.3

ESI-MS: m/z 504.3 [M+H]* (vypocteno pro [Ca9H35CINsO]* 504.3)
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2-amino-N-{6-[(6-chlor-1,2,3,4-tetrahydroacridin-9-yl)amino]hexyl}-3-(1H-indol-3-yl)
propanamid-dihydrochlorid (59)

Cl N .2 HCI

Vytézek: 75.0 %
Teplota tani: 141.1 — 143.5°C
Vzhled: Sedy prasek

14 NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 11.12 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 8.65 (t, J = 5.6 Hz, 1H), 8.46 (d,
J=9.2 Hz, 1H), 8.32 (d, J = 5.5 Hz, 3H), 8.15 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 7.62 (d, J = 7.9 Hz, 1H),
7.55 (dd, J = 9.2, 2.2 Hz, 1H), 7.20 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 6.97 (m, 2H), 3.95 (m, 1H), 3.80 (m,
2H), 3.17 (t, J = 6.3 Hz, 2H), 2.99 (m, 4H), 2.63 (m, 2H), 1.79 (m, 4H), 1.66 (m, 2H), 1.22
(m, 6H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 168.23, 155.49, 151.17, 138.82, 137.04, 136.32, 127.80,
127.29,125.33, 124.79, 121.09, 118.68, 118.43, 118.02, 114.29, 111.62, 111.50, 107.24,
56.16, 53.03, 47.16, 29.78, 28.63, 28.05, 27.38, 25.97, 25.87, 24.20, 22.66, 21.53, 20.34

Mol. hm.: 517.3

ESI-MS: m/z 518.3 [M+H]* (vypocteno pro [C3oH37CINsO]* 518.3)
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2-amino-N-{7-[(6-chlor-1,2,3,4-tetrahydroacridin-9-yl)amino]heptyl}-3-(1H-indol-3-yl)
propanamid-dihydrochlorid (60)

0
/\/\/\/\
HN N “NNH
N HoN
~ 2 HCI
cl N

Vytézek: 84.0 %
Teplota tani: 121.8 - 125.9°C
Vzhled: hnédy prasek

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 10.82 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 8.39 (d, J = 9.3 Hz, 1H), 8.01 (d,
J=2.2 Hz, 1H), 7.89 (s, 1H), 7.82 (t, J = 5.7 Hz, 1H), 7.55 (m, 2H), 7.29 (d, J = 8.1 Hz, 1H),
7.08 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 6.97 (m, 2H), 6.68 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 4.12 (m, 1H), 3,81 (m, 2H),
3.67 (m, 2H), 3.00 (m, 4H), 2.60 (m, 2H), 1.79 (m, 4H), 1.70 (m, 2H), 1.28 (s, 8H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-dg) 6 171.87, 155.58, 155.25, 151.10, 138.80, 137.18, 136.17,
127.74, 125.34, 123.70, 120.88, 118.58, 118.20, 114.20, 111.66, 111.37, 110.36, 78.04,
55.39, 48.75, 47.43, 29.81, 29.02, 28.44, 26.24, 26.17, 23.97, 22.66, 21.46, 20.34

Mol. hm.: 531.3

ESI-MS: m/z 532.3 [M+H]* (vypocteno pro [C31H39CINsO]* 532.3)
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2-amino-N-{8-[(6-chlor-1,2,3,4-tetrahydroacridin-9-yl)amino]oktyl}-3-(1H-indol-3-yl)
propanamid-dihydrochlorid (61)

Cl N

Vytézek: 76.0 %
Teplota téni: 151.9 — 154.3°C
Vzhled: hnédy prasek

'H NMR (500 MHz, Methanol-da) & 8.36 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 7.82 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 7.59
(d, J = 7.9 Hz, 1H), 7.51 (m, 2H), 7.32 (m, 1H), 7.01 (m, 2H), 4.08 (t, J = 7.3 Hz, 1H), 3.91
(t, J = 7.3 Hz, 2H), 3.18 (m, 2H), 2.99 (m, 3H), 2.66 (m, 3H), 1.93 (m, 4H), 1.81 (m, 2H),
1.40 (m, 2H), 1.27 (m, 6H), 1.14 (m, 2H).

13C NMR (126 MHz, Methanol-ds) 6 168.28, 155.62, 151.21, 138.89, 137.15, 136.39,
127.84,127.34,125.38, 124.89, 121.20, 118.72, 118.51, 118.10, 114.34, 111.71, 111.57,
107.28,67.19,53.10,47.41, 34.36, 31.52, 29.88, 28.76, 28.11, 27.48, 27.06, 24.17, 22.46,
21.57,20.40

Mol. hm.: 545.3

ESI-MS: m/z 546.3 [M+H]* (vypocteno pro [C32Ha1CINsO]* 546.3)

70



2-amino-3-(1H-indol-3-yl)-N-{2-[(7-methoxy-1,2,3,4-tetrahydroacridin-9-yl)amino]
ethyl}propanamid-dihydrochlorid (62)

Vytézek: 98.5 %
Teplota tdni: 97.1 —99.2°C
Vzhled: Zluty prasek

1H NMR (500 MHz, DMSO-dg) 6 11.05 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 9.29 (t, J = 5.6 Hz, 1H), 8.38 (d,
J=5.5Hz, 3H), 7.96 (d, = 9.2 Hz, 1H), 7.82 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 7.62 (d, J = 7.9 Hz, 1H),
7.49 (dd, J=9.2, 2.4 Hz, 1H), 7.28 (d, /= 8.2 Hz, 1H), 7.20 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 6.94 (m, 2H),
3.93 (s, 3H), 3.37 (m, 2H), 3.11 (m, 2H), 2.99 (m, 2H), 2.71 (m, 2H), 2.49 (m, 2H), 1.77 (m,
5H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 169.39, 156.85, 154.96, 150.05, 136.33, 132.63, 127.22,
124.91, 124.18, 121.16, 118.63, 118.47, 117.77, 111.51, 111.30, 107.09, 103.74, 56.53,
53.07,45.97, 34.20, 28.08, 27.17, 25.10, 21.98, 20.41, 18.76

Mol. hm.: 457.3

ESI-MS: m/z 458.3 [M+H]"* (vypocteno pro [Ca7H32Ns02]* 458.3)
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2-amino-3-(1H-indol-3-yl)-N-{3-[(7-methoxy-1,2,3,4-tetrahydroacridin-9-yl)Jamino]
propyl}propanamid-dihydrochlorid (63)

o
H
_O N NH,
=
N .2 HCl

Vytézek: 61.0 %
Teplota tani: 97.2 — 101.4°C
Vzhled: Sedy prasek

1H NMR (500 MHz, DMSO-de) & 11.08 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 9.06 (m, 1H), 8.35 (d, J = 5.2 Hz,
3H), 7.98 (d, J = 9.2 Hz, 2H), 7.84 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 7.66 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 7.49 (dd, J =
9.2, 2.4 Hz, 1H), 7.31 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.23 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 6.97 (m, 2H), 3.93 (m,
4H), 3.76 (m, 2H), 3.15 (m, 4H), 3.00 (m, 2H), 2.71 (m, 2H), 1.75 (m, 6H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 168.87, 157.11, 155.12, 150.21, 136.62, 132.87, 127.53,
125.19, 124.36,121.42,121.25, 119.01, 118.74, 117.95, 111.78, 111.50, 107.50, 103.88,
56.76, 43.77, 36.05, 30.40, 28.32, 27.61, 25.33, 23.06, 22.21, 20.70

Mol. hm.: 471.3

ESI-MS: m/z 472.3 [M+H]"* (vypocteno pro [CasH3aNsO2]* 472.3)
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2-amino-3-(1H-indol-3-yl)-N-{4-[(7-methoxy-1,2,3,4-tetrahydroacridin-9-yl)Jamino]
butyl}propanamid-dihydrochlorid (64)

Vytézek: 61.0 %
Teplota tdni: 98.5°C
Vzhled: Sedy olej

'H NMR (500 MHz, Methanol-da) & 7.75 (dd, J = 9.2, 1.7 Hz, 1H), 7.65 (t, J = 2.2 Hz, 1H),
7.60 (dt, J= 7.3, 1.2 Hz, 1H), 7.49 (dt, J = 4.7, 2.0 Hz, 2H), 7.21 (d, J = 1.8 Hz, 1H), 7.00 (m,
2H), 4.08 (m, 1H), 3.95 (s, 3H), 3.81 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 3.20 (m, 2H), 2.99 (m, 2H), 2.73
(m, 2H), 1.92 (m, 6H), 1.61 (m, 2H), 1.40 (m, 2H).

13C NMR (126 MHz, Methanol-ds) & 170.01, 158.64, 157.04, 150.75, 138.06, 134.40,
128.41, 125.63, 125.40, 122.67, 121.79, 120.09, 119.34, 118.73, 112.90, 112.46, 108.12,
104.95, 56.78, 55.25, 48.06, 40.01, 29.26, 29.10, 28.81, 27.14, 25.77, 23.18, 21.84

Mol. hm.: 485.3

ESI-MS: m/z 486.3 [M+H]* (vypocteno pro [CasH3sNs02]* 486.3)
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2-amino-3-(1H-indol-3-yl)-N-{5-[(7-methoxy-1,2,3,4-tetrahydroacridin-9-yl)Jamino]
pentyl}propanamid-dihydrochlorid (65)

0
/\/\/\
HN N " NH
/OC@Q
~
N

. 2 HCI

Vytézek: 73.0 %
Teplota téni: 155.0 — 157.7°C
Vzhled: Sedy prasek

H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 11.13 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 8.75 (t, J = 5.6 Hz, 1H), 8.32 (d,
J=5.5Hz, 3H), 7.97 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 7.84 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 7.64 (d, J = 7.9 Hz, 1H),
7.51 (s, 2H), 7.30 (d, J = 2.7 Hz, 3H), 7.20 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 6.97 (m, 2H), 3.92 (s, 3H),
3.75 (m, 2H), 3.10 (m, 3H), 2.99 (m, 3H), 2.70 (m, 2H), 2.49 (m, 3H), 1.78 (m, 4H), 1.60
(m, 2H), 1.35 (m, 2H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 169.39, 156.85, 154.96, 150.05, 136.33, 132.63, 127.22,
124.91, 124.18, 121.16, 118.63, 118.47, 117.77, 111.51, 111.30, 107.09, 103.74, 56.53,
56.21, 53.07, 45.97, 40.20, 39.20, 34.20, 28.08, 27.17, 25.10, 21.98, 20.41, 18.76

Mol. hm.: 499.3

ESI-MS: m/z 500.3 [M+H]* (vypocteno pro [C3oH3sNs02]* 500.3)
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2-amino-3-(1H-indol-3-yl)-N-{6-[(7-methoxy-1,2,3,4-tetrahydroacridin-9-yl)amino]
hexyl}propanamid-dihydrochlorid (66)

0]
~
—
N

Vytézek: 98.5 %
Teplota tdni: 132.4 — 135.6°C
Vzhled: hnédy prasek

IH NMR (500 MHz, Methanol-ds) & 7.73 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 7.64 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 7.59
(d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.47 (dd, J = 9.1, 2.3 Hz, 1H), 7.32 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.19 (s, 1H), 7.01
(m, 2H), 4.07 (t,J = 7.3 Hz, 1H), 3.95 (s, 3H), 3.87 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 3.30 (m, 2H), 3.18 (m,
2H), 2.99 (m, 2H), 2.73 (m, 2H), 1.91 (m, 4H), 1.74 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 1.31 (m, 4H), 1.17
(m, 2H).

13C NMR (126 MHz, Methanol-ds) & 169.87, 158.54, 157.06, 150.60, 138.05, 134.41,
128.36, 125.51, 122.67, 121.76, 120.08, 119.23, 118.60, 112.78, 112.48, 108.09, 104.93,
56.68, 55.20, 53.83, 40.44, 31.81, 29.73, 29.23, 28.82, 27.38, 27.31, 25.67, 23.15, 21.85,
21.66

Mol. hm.: 513.3

ESI-MS: m/z 514.3 [M+H]* (vypocteno pro [C31HaoNsO2]* 514.3)
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2-amino-3-(1H-indol-3-yl)-N-{7-[(7-methoxy-1,2,3,4-tetrahydroacridin-9-yl)Jamino]
heptyl}propanamid-dihydrochlorid (67)

o)
NN
HN N ~" NH
e N H,N
P 2 HC

VytéZek: 85.0 %
Teplota tani: 125.1 — 128.9°C
Vzhled: Zluty prasek

14 NMR (500 MHz, DMSO-de) & 11.11 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 8.61 (s, 1H), 8.30 (d, J = 5.3 Hz,
3H), 7.98 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 7.81 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 7.63 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 7.50 (dd, J =
9.2, 2.5 Hz, 1H), 7.33 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.20 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 6.99 (m, 2H), 3.92 (s, 3H),
3.78 (m, 2H), 3.18 (m, 2H), 3.01 (m, 3H), 2.69 (m, 3H), 1.78 (m, 5H), 1.67 (m, 2H), 1.22
(m, 6H), 1.12 (m, 2H).

13CNMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 168.24, 156.66, 154.92, 149.78, 136.35, 132.74, 127.31,
124.85,123.95, 121.14, 120.98, 118.70, 118.46, 117.46, 111.54, 110.97, 107.25, 103.90,
56.31, 53.05, 46.63, 38.84, 30.50, 28.69, 28.47, 28.01, 27.43, 26.32, 26.17, 24.95, 21.92,
20.47

Mol. hm.: 527.3

ESI-MS: m/z 528.3 [M+H]"* (vypocteno pro [C32Ha2Ns02]* 528.3)
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2-amino-3-(1H-indol-3-yl)-N-{8-[(7-methoxy-1,2,3,4-tetrahydroacridin-9-yl)amino]
oktyl}propanamid-dihydrochlorid (68)

Vytézek: 79.2 %
Teplota tdni: 163.5 — 166.2°C
Vzhled: Zluty prasek

'H NMR (500 MHz, Methanol-da) & 7.75 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 7.65 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 7.60
(d, J = 7.9 Hz, 1H), 7.49 (m, 1H), 7.33 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.19 (s, 1H), 7.03 (m, 2H), 4.06
(t,J = 7.5 Hz, 1H), 3.95 (s, 3H), 3.89 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 3.18 (m, 2H), 3.00 (m, 4H), 2.73 (m,
2H), 1.92 (m, 4H), 1.79 (m, 2H), 1.39 (m, 2H), 1.25 (m, 8H).

13C NMR (126 MHz, Methanol-ds) & 169.85, 158.55, 157.14, 150.61, 138.08, 134.47,
128.37,125.52,125.37,122.71,121.79, 120.14, 119.21, 118.61, 112.83, 112.51, 108.10,
104.98, 58.31, 56.64, 55.23, 40.62, 31.94, 30.14, 30.11, 29.82, 29.24, 28.84, 27.67, 25.62,
23.15, 21.87, 21.35

Mol. hm.: 541.4

ESI-MS: m/z 542.4 [M+H]"* (vypocteno pro [C33HasNsO2]* 542.4)
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3.2 Biologické testovani

3.2.1 Princip a postup méreni

Tti série novych pfipravenych hybridnich slouéenin takrinu a L-tryptofanu byly zkoumany
pro svij inhibi¢ni potencidl vic¢i hAChE a hBChE. Aktivita byla stanovena Ellmanovou
metodou na modelu lidské rekombinantni AChE a BChE z lidské plazmy. Princip této
metody spociva v hydrolyze acetylcholinu/butyrylcholinu cholinesterasami za vzniku
thiocholinu a pfislusné kyseliny. Thiocholin nasledné reaguje se 5,5'-dithiobis-2-
nitrobenzoovou kyselinou (DTNB) a dochazi kuvolnéni spektrofotometricky
detekovatelného, Zluté zbarveného chromoforu, 5-thio-2-nitrobenzenového anionu.”®
Vysledky méreni byly porovnany s inhibi¢nimi parametry referencnich sloucenin —

L-tryptofanem, THA, 6-CI-THA a 7-MEOTA.

Pro méreni cholinesterasové aktivity byl pouzit multikanalovy spektrofotometr Sunrise
(Tecan, Salzburg, Rakousko) a 96 jamkové fotometrické mikrodesticky vyrobené
z tvrzeného polystyrenu (Nunc Rockilde, Dansko). Cholinesterasy byly suspendovany ve
fosfatovém pufru (pH 7,4) na konec¢nou aktivitu 0,002 U/ pl. Tento roztok cholinesterasy
(5 ul), roztok 0.4 mg/ml DTNB (40 pl), 1 mM acetylthiocholin-chloridu ve fosfatovém
pufru (20 pl) byl smichan v jamce s pfisluSnym mnozstvim inhibitoru (1 mM-0.1 nM;
5 ul). Absorbance byla méfena pti 412 nm po 5 minutové inkubaci a automatickém
trepani mikrodesticky. Z namérenych dat byla vypocitana procentudlni inhibice () dle
nasledujiciho vzorce:

AA

AR,
AA; zména absorbance vyvolana ChE vystavenou pusobeni inhibitoru

AAo  zména absorbance vyvolana ChE, kde misto inhibitoru byl pouzit fosfatovy pufr

Hodnoty ICso byly stanoveny za pouziti programu Prism GrapPad 6. (La Jolla, CA, USA).

Vsechny vysledky jsou vyjadreny jako prlimér ze tti nezavislych méreni.
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3.2.2 Vysledky méren

Tab. 2. Vysledky méreni ICso

s

ICso(nM) £ | 1Cso (NM)  SEM
Slou¢enina | n Rl R? SI®
SEM hAChE @ hBChE @

THA - H H 319.5+13.3 217.5+8.8 0.68
48 2 H H 734.8+32.1 56.28 £ 2.07 0.08

49 3 H H 582.4+32.8 40.05 + 0.96 0.07

50 4 H H 1298 + 93 123.4+24 0.10

51 5 H H 316.9+15.5 23.21 £ 0.69 0.07

52 6 H H 122.6+3.8 3.94+0.11 0.03

53 7 H H 1159+3.5 2494 +1.04 0.22

54 8 H H 76.15+1.10 64.15+1.69 0.84

6-CI-THA - H cl 17.60 + 0.55 1772 +97 100.68

55 2 H cl 161.6%+ 8.23 337.9+16.9 2.09

56 3 H cl 69.751+4.45 138.6+6.2 1.99

57 4 H cl 61.67 +£2.20 120.5+3.9 1.95

58 5 H cl 75.70+1.79 73.74+£1.02 0.97

59 6 H cl 11.28 £ 0.43 36.06 + 0.59 3.20

60 7 H cl 19.00 + 0.45 52.37+1.09 2.76

61 8 H cl 49.87 +1.25 1442 +2.8 2.89
7-MEOTA - OCHs H 10000 + 974 17560 = 795 1.76
62 2 OCH3 H 5701 £ 367 481.3+15.0 0.08

63 3 OCHs H 1268 + 53 1781 + 68 1.40

64 4 OCHs H 12400 + 769 515.6+£22.5 0.04

65 5 OCHs H 616.3 + 20.5 187.5+6.7 0.30

66 6 OCHs H 939.1+61.1 55.27 +1.18 0.06

67 7 OCHs H 980.5 + 46.8 78.14 £ 2.66 0.08

68 8 OCHs H 1329+ 76 130.6+3.9 0.10

L-Tryptofan | - - - n.a.c n.a.c -

?Uvedené vysledky jsou primérnou hodnotou alespon tfi experiment(. ? Index selektivity (SI) pro hAChE

vyjadfuje pomér hBChE ICso/hAChE ICso. “n.a. = Latka v testovaném koncentracnim rozmezi neinhibuje.
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4 DISKUZE

Namérené hodnoty ICso byly porovnany se tfremi referencnimi standardy — THA,
6-CI-THA a 7-MEOTA (Tab. 2). THA je selektivnéjsi k hBChE, zatim co 6-CI-THA a 7-MEOTA
jsou preferenénimi hAChE inhibitory. Ze standard( vykazuje nejvyssi inhibi¢ni potencial

v0& hAChE 6-CI-THA (ICso = 17.60 nM).

Celkem bylo testovano 21 nové pripravenych takrin-tryptofanovych konjugatd.
Pfipravené takrin-tryptofanové derivaty maji rozdilnou délku spojovaciho fetézce. Tento
faktor se ukazal duleZitym pfi inhibici obou cholinesteras. Derivaty s vysSim poctem
methylenovych skupin ve spojovacim rfetézci vykazuji lepsi inhibi¢ni aktivitu viaci hAChE

i hBChE. Optimalni délka spojovaciho retézce je 5-8 atom( uhliku.

Vsechny nové heterodimery uGcinné inhibuji hAChE i hBChE s ICso v mikro-
az nanomoldrnich hodnotadch. Nové derivaty vykazuji v porovnani se standardy,
7-MEQOTA a 6-chlortakrin, vyssi hBChE-inhibi¢ni Uc¢innost. NejlepSimi inhibitory hBChE
z kazdé série novych konjugatl jsou heterodimery 52, 59 a 66. Sloucenina 52 navic jako
jedind z pfipravené série vykazuje inhibi¢ni aktivitu va¢i hBChE v nanomolarni
koncentraci hodnoty ICso (ICso = 3.94 nM). Oproti svému referenénimu standardu, THA,

je 55x silngjsim inhibitorem hBChE.

V porovnani se 7-MEOTA jsou témér vSechny nové derivaty ze série 7-MEOTA-
tryptofanovych derivata ucinnéjsimi inhibitory hAChE. S vyjimkou slouceniny 64, se ICso

pro hAChE pohybuji v mikro- az submikromoldrnich hodnotach.

Vétsina konjugdtl s THA (48-54) jsou lepSimi inhibitory hAChE nez THA samotny.
NejucinnéjsSim AChEl z této skupiny je heterodimer 54 (ICso = 76.15 nM). Oproti
standardu THA je 4.2x silnéjSim inhibitorem AChE. Nejlepsi inhibi¢ni potencial vic¢i BChE
z této série vykazuje jiz vySe zminény konjugat 52. Ale i ostatni derivaty ze série inhibuji

hBChE ucinnéji nez standard THA.

Vsechny konjugaty 6-CI-THA (55-61) jsou ucinnéjsimi inhibitory hBChE, neZ standard
6-CI-THA. Nejlepsi inhibi¢ni vlastnosti v{i¢i hBChE z této skupiny md heterodimer 59 (ICso
= 36.06 nM). Oproti standardu 6-CI-THA je 49.2x silnéjSim BChEI. Navic m3, jako jediny
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konjugat této série, vyssi inhibi¢ni aktivitu také vaci hAChE, je 1.5x Gc¢innéjsi nez
referencni standard 6-CI-THA.

Ze série 7-methoxytakrinovych hybrid( je nejlepSim inhibitorem hAChE sloucenina 65
(ICso = 616.3 nM). Vc¢i hAChE vykazuje 16x vyssi aktivitu nez standard 7-MEOTA.
Vinhibici hBChE se jako nejlepsi z této série ukdazal heterodimer 66. Jeho ucinnost
je 317.7x vyssi nez pro samotny 7-MEOTA. Konjugat 60 je v inhibici hAChE pfiblizné
stejné ucinny.

Vétsina novych takrin-tryptofanovych derivatd se chova selektivnéji vic¢i hBChE

(SI'<1.0). Konjugaty 6-chlortakrinu vykazuji vyssi preferenci pro hAChE.

L-tryptofan nemad v testovaném koncentraénim rozmezi inhibi¢ni aktivitu.

81



5 ZAVER

Vramci diplomové prace bylo pfipraveno 21 zcela novych takrin-tryptofanovych
derivatl ve trech sériich liSici se v takrinové ¢asti a délkou spojovaciho fetézce mezi
pfislusnym takrinem a L-tryptofanem. S vyuZitim Ellmanovy metody byly in vitro
stanoveny inhibi¢ni aktivity novych heterodimert vGc¢i hAChE i hBChE a ty byly
porovnany se standardy L-tryptofanem, takrinem, 6-chlortakrinem
a 7-methoxytakrinem. VSechny nové heterodimery ucinné inhibuji hAChE i hBChE
s hodnotami 1Cso v mikro- az nanomolarnich hodnotach. Nejvyssi Gcinnost vici AChE
vykdzal heterodimer 59. Pravé derivaty 6-chlortakrinu vykazuji oproti dalsim sériim
selektivnéjsi chovani v(ic¢i hAChE. Nejvice ucinnymi BChEl jsou konjugaty takrinu

a tryptofanu — 52, 51 a 53.

82



6 SEZNAM CITOVANYCH ZDROJU
(1) Pidrman, V. Demence, 1.vyd.; Grada Publishing: Praha, 2007, 192 s.

(2) Wong, C. W.; Quaranta, V.; Glenner, G. G. Neuritic Plaques and Cerebrovascular
Amyloid in Alzheimer Disease Are Antigenically Related. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A.
1985, 82 (24), 8729-8732.

(3) Lau, L.-F.; Brodney, M. A. Therapeutic Approaches for the Treatment of
Alzheimer’s Disease: An Overview. In Alzheimer’s Disease; Lau, L.-F., Brodney, M. A,

Eds.; Topics in Medicinal Chemistry; Springer: Berlin Heidelberg, 2007; pp 1-24.

(4) Wilkinson, D. G.; Francis, P. T.; Schwam, E.; Payne-Parrish, J. Cholinesterase
Inhibitors Used in the Treatment of Alzheimer’s Disease: The Relationship between

Pharmacological Effects and Clinical Efficacy. Drugs Aging 2004, 21 (7), 453-478.

(5) Robinson, D. M.; Keating, G. M. Memantine: A Review of Its Use in Alzheimer’s

Disease. Drugs 2006, 66 (11), 1515-1534.

(6) Tumiatti, V.; Minarini, A.; Bolognesi, M. L.; Milelli, A.; Rosini, M.; Melchiorre, C.
Tacrine Derivatives and Alzheimer’s Disease. Curr. Med. Chem. 2010, 17 (17), 1825-
1838.

(7) Hippius, H.; Neundorfer, G. The Discovery of Alzheimer’s Disease. Dialogues Clin.

Neurosci. 2003, 5 (1), 101-108.

(8) E. Mintzer, J.; F. Mirski, D.; S. Hoernig, K. Behavioral and Psychological Signs and
Symptoms of Dementia: A Practicing Psychiatrist’s Viewpoint. Dialogues Clin. Neurosci.

2000, 2 (2), 139-155.

(9) Kalvach, Z.; Zzadak. Z.; Jirdk, R., Zavazalova. H.; Sucharda, P. a kol. Geriatrie

a gerontologie, 1.vyd.; Grada Publishing. Praha, 2004, 864 s.

(10) Jirdk, R. Stard a nova diagnostickda kritéria pro Alzheimerovu chorobu
v podminkach CR. Neurol. praxi [online] 2011, 72 (2), 135-137. Dostupné z:
http://www.neurologiepropraxi.cz/artkey/neu-201102-

0014 Stara_a_nova_diagnosticka_kriteria_pro_Alzheimerovu_chorobu_v_podminkac

83



h_CR.php?back=%2Fsearch.php%3Fquery%3DDiagnostick%E1%20s%EDIa%20klinick%F
Dch%20testov%20a%20statickej%20posturografie%20v%20predikci%20p%E1dov%20u
%20pacientov%20s%20Parkinsonovou%20chorobou%26sfrom%3D0%26spage%3D30
(cit. 2016-03-10).

(11) Newton, M. Communication and Cognition in Normal Aging and Dementia.

J. Gerontol. 1987, 42 (5), 571-572.

(12)  McKhann, G.; Drachman, D.; Folstein, M.; Katzman, R.; Price, D.; Stadlan, E. M.
Clinical Diagnosis of Alzheimer’s Disease: Report of the NINCDS-ADRDA Work Group
under the Auspices of Department of Health and Human Services Task Force on

Alzheimer’s Disease. Neurology 1984, 34 (7), 939-944.

(13) Vyhndlek: M:; Laczo, J.; Nikolai, T.; Sheardova, K.; Hort, J. Neurol. praxi
[online] 2012, 73(6), 325-329.

Dostupné z: http://www.neurologiepropraxi.cz/artkey/neu-201206-
0009_Casna_diagnostika_Alzheimerovy_nemoci_ve_svetle_novych_diagnostickych_kri

terii.php (cit. 2016-03-10).

(14) World Alzheimer Report 2015: The Global Impact of Dementia. Alzheimer’s
Disease International [online]. Dostupné z: http://www.alz.co.uk/research/world-

report-2015 (cit. 2016-03-04).

(15) Ballard, C.; Gauthier, S.; Corbett, A.; Brayne, C.; Aarsland, D.; Jones, E.
Alzheimer’s Disease. Lancet Lond. Engl. 2011, 377 (9770), 1019-1031.

(16) Reitz, C.; Mayeux, R. Alzheimer Disease: Epidemiology, Diagnostic Criteria, Risk
Factors and Biomarkers. Biochem. Pharmacol. 2014, 88 (4), 640—651.

(17) Merchant, C.; Tang, M. X,; Albert, S.; Manly, J.; Stern, Y.; Mayeux, R. The Influence
of Smoking on the Risk of Alzheimer’s Disease. Neurology 1999, 52 (7), 1408—-1412.

(18)  Whitmer, R. A.; Gustafson, D. R.; Barrett-Connor, E.; Haan, M. N.; Gunderson, E.
P.; Yaffe, K. Central Obesity and Increased Risk of Dementia More than Three Decades

Later. Neurology 2008, 71 (14), 1057-1064.

84



(19) Posner, H. B.; Tang, M.-X.; Luchsinger, J.; Lantigua, R.; Stern, Y.; Mayeux, R. The
Relationship of Hypertension in the Elderly to AD, Vascular Dementia, and Cognitive

Function. Neurology 2002, 58 (8), 1175-1181.

(20)  Luchsinger, J. A. Adiposity, Hyperinsulinemia, Diabetes and Alzheimer’s Disease:

An Epidemiological Perspective. Eur. J. Pharmacol. 2008, 585 (1), 119-129.

(21) Aleisa, A. M.; Alzoubi, K. H.; Gerges, N. Z.; Alkadhi, K. A. Chronic Psychosocial
Stress-Induced Impairment of Hippocampal LTP: Possible Role of BDNF. Neurobiol. Dis.
2006, 22 (3), 453-462.

(22)  Plassman, B. L.; Havlik, R. J.; Steffens, D. C.; Helms, M. J.; Newman, T. N.;
Drosdick, D.; Phillips, C.; Gau, B. A.; Welsh-Bohmer, K. A.; Burke, J. R.; Guralnik, J. M.;
Breitner, J. C. Documented Head Injury in Early Adulthood and Risk of Alzheimer’s

Disease and Other Dementias. Neurology 2000, 55 (8), 1158-1166.

(23) Mayeux, R.; Stern, Y. Epidemiology of Alzheimer Disease. Cold Spring Harb.
Perspect. Med. 2012, 2 (8).

(24) Engelhart, M. J.; Geerlings, M. |.; Ruitenberg, A.; van Swieten, J. C.; Hofman, A.;
Witteman, J. C. M.; Breteler, M. M. B. Dietary Intake of Antioxidants and Risk of
Alzheimer Disease. JAMA 2002, 287 (24), 3223—-3229.

(25) Abbott, R. D.; White, L. R.; Ross, G. W.; Masaki, K. H.; Curb, J. D.; Petrovitch, H.
Walking and Dementia in Physically Capable Elderly Men. JAMA 2004, 292 (12), 1447—-
1453.

(26) Swerdlow, R. H. Pathogenesis of Alzheimer’s Disease. Clin. Interv. Aging 2007, 2
(3), 347-359.

(27)  Yan, M. H.; Wang, X.; Zhu, X. Mitochondrial Defects and Oxidative Stress in
Alzheimer Disease and Parkinson Disease. Free Radic. Biol. Med. 2013, 62, 90-101.

(28) Babusikova, E.; Evinova, A.; Hatok, J.; Dobrota, D.; Jurecekov, J. Oxidative
Changes and Possible Effects of Polymorphism of Antioxidant Enzymes in
Neurodegenerative Disease. In Neurodegenerative Diseases; Kishore, U., Ed.; InTech:

Rijeka, HRV, 2013, s. 421-455.
85



(29) Kim, G. H.; Kim, J. E.; Rhie, S. J.; Yoon, S. The Role of Oxidative Stress in
Neurodegenerative Diseases. Exp. Neurobiol. 2015, 24 (4), 325-340.

(30) Koudelkova, M. Praktické zkuSenosti s laboratorni diagnostikou Alzheimerovy
nemoci pomoci tau proteinu, fosfo-tau proteinu a beta amyloidu v likvoru. Neurol. prax
[online] 2009, 10 (5), 271-274.

Dostupné z: http://www.neurologiepropraxi.cz/pdfs/neu/2009/05/05.pdf (cit. 2016-03-
04)

(31) Citron, M.; Westaway, D.; Xia, W.; Carlson, G.; Diehl, T.; Levesque, G.; Johnson-
Wood, K.; Lee, M.; Seubert, P.; Davis, A.; Kholodenko, D.; Motter, R.; Sherrington, R.;
Perry, B.; Yao, H.; Strome, R.; Lieberburg, I.; Rommens, J.; Kim, S.; Schenk, D.; Fraser, P.;
St George Hyslop, P.; Selkoe, D. J. Mutant Presenilins of Alzheimer’s Disease Increase
Production of 42-Residue Amyloid Beta-Protein in Both Transfected Cells and Transgenic

Mice. Nat. Med. 1997, 3 (1), 67-72.

(32) Gong, C.-X,; Liu, F.; Grundke-Igbal, 1.; Igbal, K. Post-Translational Modifications of
Tau Protein in Alzheimer’s Disease. J. Neural Transm. (Vienna) 2005, 112 (6), 813-838.

(33) Wolfe, M. S. The Role of Tau in Neurodegenerative Diseases and Its Potential as
a Therapeutic Target. Scientifica [online] 2012, 2012 (4), Article ID 796024. Dostupné z:
http://www.hindawi.com/journals/scientifica/2012/796024/ (cit. 2016-03-04).

(34) Armstrong, R. A. Plaques and Tangles and the Pathogenesis of Alzheimer’s
Disease. Folia Neuropathol. Assoc. Pol. Neuropathol. Med. Res. Cent. Pol. Acad. Sci. 2006,
44 (1), 1-11.

(35) Medeiros, R.; Baglietto-Vargas, D.; LaFerla, F. M. The Role of Tau in Alzheimer’s
Disease and Related Disorders. CNS Neurosci. Ther. 2011, 17 (5), 514-524.

(36) Li, B.; Chohan, M. O.; Grundke-Igbal, I.; Igbal, K. Disruption of Microtubule
Network by Alzheimer Abnormally Hyperphosphorylated Tau. Acta Neuropathol. (Berl.)
2007, 113 (5), 501-511.

(37) Bartus, R. T.; Dean, R. L.; Beer, B.; Lippa, A. S. The Cholinergic Hypothesis of
Geriatric Memory Dysfunction. Science 1982, 217 (4558), 408-414.

86



(38) Brunovsky, M. Neurol. praxi [online] 2007, 8 (2) 112-117. Dostupné z:

http://www.neurologiepropraxi.cz/artkey/neu-200702-0012.php (cit. 2016-03-04).

(39) Dumas, J. A,; Newhouse, P. A. The Cholinergic Hypothesis of Cognitive Aging
Revisited Again: Cholinergic Functional Compensation. Pharmacol. Biochem. Behav.

2011, 99 (2), 254-261.

(40) Ferreira-Vieira, T. H.; Guimaraes, |I. M.; Silva, F. R.; Ribeiro, F. M. Alzheimer’s
Disease: Targeting the Cholinergic System. Curr. Neuropharmacol. 2016, 14 (1), 101—
115.

(41) Vyskocil, F. Acetylcholin hodny a zly. Vesmir [online] 2009, 88 (3), 153—-154.

Dostupné z: http://casopis.vesmir.cz/clanek/acetylcholin-hodny-a-zly (cit. 2016-03-04).

(42) Acetylcholinesterase: A gorge-ous enzyme. Protein Data Bankin Europe [online].

Dostupné z: http://www.ebi.ac.uk/pdbe/quips?story=AChE (cit. 2016-03-04).

(43) Massoulié, J.; Pezzementi, L.; Bon, S.; Krejci, E.; Vallette, F. M. Molecular and

Cellular Biology of Cholinesterases. Prog. Neurobiol. 1993, 41 (1), 31-91.

(44) Johnson, G.; Moore, S. W. The Peripheral Anionic Site of Acetylcholinesterase:
Structure, Functions and Potential Role in Rational Drug Design. Curr. Pharm. Des. 2006,

12 (2), 217-225.

(45) Silman, I.; Sussman, J. L. Acetylcholinesterase: How Is Structure Related to

Function? Chem. Biol. Interact. 2008, 175 (1-3), 3—-10.

(46)  Younkin, L. H.; Lockett, G.; Usiak, M.; Younkin, S. G.; Roessmann, U. Molecular
Forms of Acetylcholinesterase in Alzheimer’s Disease. J. Neuropathol. Exp. Neurol. 1986,

45 (3), 377.

(47) Fernandez, H. L., Moreno, R. D.; Inestrosa, N. C. Tetrameric (G4)
Acetylcholinesterase:  Structure, Localization, and Physiological Regulation.

J. Neurochem. 1996, 66 (4), 1335-1346.

(48) An,Y.;Zhang, C.; He, S.; Yao, C.; Zhang, L.; Zhang, Q. Main hypotheses, concepts
and theories in the study of Alzheimer’s disease. Life Sci. J. [online] 2008, 5 (4), 1-5.

87



Dostupné z: http://www.lifesciencesite.com/Isj/life0504/01_1sj0504_1_5_main.pdf (cit.
2016-03-04).

(49) Chakroborty, S.; Stutzmann, G. E. Early Calcium Dysregulation in Alzheimer’s
Disease: Setting the Stage for Synaptic Dysfunction. Sci. China Life Sci. 2011, 54 (8), 752—
762.

(50) Geldenhuys, W. J.; Darvesh, A. S. Pharmacotherapy of Alzheimer’s Disease:
Current and Future Trends. Expert Rev. Neurother. 2015, 15 (1), 3-5.

(51) Kordbecny, J.; Spilovska, K.; Benek, O.; Musilek, K.; Soukup, O.; Kuéa, K. Takrin

a jeho derivaty v terapii Alzheimerovy choroby. Ces. Slov. Farm. 2012, 61 (5), 210-221.

(52) Szataj, N.; Bajda, M.; Dudek, K.; Brus, B.; Gobec, S.; Malawska, B. Multiple Ligands
Targeting Cholinesterases and B-Amyloid: Synthesis, Biological Evaluation of
Heterodimeric Compounds with Benzylamine Pharmacophore. Arch. Pharm.

(Weinheim) 2015, 348 (8), 556-563.

(53) Cacabelos, R. Donepezil in Alzheimer’s Disease: From Conventional Trials to

Pharmacogenetics. Neuropsychiatr. Dis. Treat. 2007, 3 (3), 303—333.

(54) Dolezal, M.; Kucerova, M.; Miletin, M.; Musilek, M.; Opletalova, V.; Zimcik. P.
Farmaceutickd chemie IéCiv pusobicich na centrdlni nervovy systém, 1. vyd. Karolinum:

Praha 2013, 188 s.

(55) Arias, E.; Alés, E.; Gabilan, N. H.; Cano-Abad, M. F.; Villarroya, M.; Garcia, A. G.;
Lépez, M. G. Galantamine Prevents Apoptosis Induced by Beta-Amyloid and
Thapsigargin: Involvement of Nicotinic Acetylcholine Receptors. Neuropharmacology

2004, 46 (1), 103-114.

(56) Cibickova, L.; Palicka, V. Galantamin v terapii Alzheimerovy demence. Ces. Ger.

Rev. [online] 2005, 3 (2), 29-34. Dostupné z: http://www.prolekare.cz/pdf?ida=gr_05_02_05.pdf
(cit. 2016-03-04).

(57) Drtinova, L.; Pohanka, M. Alzheimerova demence: aspekty soucasné

farmakologické l1é¢by. Ces. Slov. Farm. [online] 2011, 60 (5), 219-228. Dostupné z:

88



http://www.prolekare.cz/ceska-slovenska-farmacie-clanek/alzheimerova-demence-

aspekty-soucasne-farmakologicke-lecby-36422 (cit. 2016-03-04).

(58) Fernandez-Bachiller, M. I.; Pérez, C.; Campillo, N. E.; Pdez, J. A.; Gonzalez-Muioz,
G. C.; Usan, P.; Garcia-Palomero, E.; Lopez, M. G.; Villarroya, M.; Garcia, A. G.; Martinez,
A.; Rodriguez-Franco, M. I. Tacrine-Melatonin Hybrids as Multifunctional Agents for
Alzheimer’s Disease, with Cholinergic, Antioxidant, and Neuroprotective Properties.

ChemMedChem 2009, 4 (5), 828-841.

(59) Youdim, M. B. H.; Buccafusco, J. J. Multi-Functional Drugs for Various CNS Targets
in the Treatment of Neurodegenerative Disorders. Trends Pharmacol. Sci. 2005, 26 (1),

27-35.

(60) Weinreb, O.; Amit, T.; Bar-Am, O.; Youdim, M. B. H. A Novel Anti-Alzheimer’s
Disease Drug, Ladostigil Neuroprotective, Multimodal Brain-Selective Monoamine

Oxidase and Cholinesterase Inhibitor. Int. Rev. Neurobiol. 2011, 100, 191-215.

(61) Ledn, R.; Garcia, A. G.; Marco-Contelles, J. Recent Advances in the Multitarget-
Directed Ligands Approach for the Treatment of Alzheimer’s Disease. Med. Res. Rev.

2013, 33 (1), 139-189.

(62) Scherzer-Attali, R.; Shaltiel-Karyo, R.; Adalist, Y. H.; Segal, D.; Gazit, E. Generic
Inhibition of Amyloidogenic Proteins by Two Naphthoquinone-Tryptophan Hybrid
Molecules. Proteins 2012, 80 (8), 1962—-1973.

(63) Frenkel-Pinter, M.; Tal, S.; Scherzer-Attali, R.; Abu-Hussien, M.; Alyagor, |.;
Eisenbaum, T.; Gazit, E.; Segal, D. Naphthoquinone-Tryptophan Hybrid Inhibits
Aggregation of the Tau-Derived Peptide PHF6 and Reduces Neurotoxicity. J. Alzheimers
Dis. 2016, 51 (1), 165-178.

(64) Nepovimova, E.; Uliassi, E.; Korabecny, J.; Pefia-Altamira, L. E.; Samez, S.;
Pesaresi, A.; Garcia, G. E.; Bartolini, M.; Andrisano, V.; Bergamini, C.; Fato, R.; Lamba, D.;
Roberti, M.; Kuca, K.; Monti, B.; Bolognesi, M. L. Multitarget Drug Design Strategy:
Quinone-Tacrine Hybrids Designed to Block Amyloid-B Aggregation and to Exert
Anticholinesterase and Antioxidant Effects. J. Med. Chem. 2014, 57 (20), 8576—-8589.

89



(65) Nepovimova, E.; Korabecny, J.; Dolezal, R.; Babkova, K.; Ondrejicek, A.; Jun, D.;
Sepsova, V.; Horova, A.; Hrabinova, M.; Soukup, O.; Bukum, N.; Jost, P.; Muckova, L.;
Kassa, J.; Malinak, D.; Andrs, M.; Kuca, K. Tacrine-Trolox Hybrids: A Novel Class of
Centrally  Active, Nonhepatotoxic  Multi-Target-Directed Ligands  Exerting
Anticholinesterase and Antioxidant Activities with Low In Vivo Toxicity. J. Med. Chem.

2015, 58 (22), 8985-9003.

(66) Misik, J.; Korabecny, J.; Nepovimova, E.; Cabelova, P.; Kassa, J. The Effects of
Novel 7-MEQOTA-Donepezil like Hybrids and N-Alkylated Tacrine Analogues in the
Treatment of Quinuclidinyl Benzilate-Induced Behavioural Deficits in Rats Performing
the Multiple T-Maze Test. Biomed. Pap. Med. Fac. Univ. Palacky Olomouc Czechoslov.
2015, 159 (4), 547-553.

(67) Bornstein, J. J.; Eckroat, T. J.; Houghton, J. L.; Jones, C. K.; Green, K. D.; Garneau-
Tsodikova, S. Tacrine-Mefenamic Acid Hybrids for Inhibition of Acetylcholinesterase.

MedChemComm 2011, 2 (5), 406—412.

(68) Del Giudice, M. R.; Borioni, A.; Mustazza, C.; Gatta, F.; Meneguz, A.; Volpe, M. T.
Synthesis and Cholinesterase Inhibitory Activity of 6-, 7-Methoxy-(and Hydroxy-) Tacrine
Derivatives. Farmaco 1996, 51(11), 693-698.

(69) Spilovska, K.; Korabecny, J.; Kral, J.; Horova, A.; Musilek, K.; Soukup, O.; Drtinova,
L.; Gazova, Z.; Siposova, K.; Kuca, K. 7-Methoxytacrine-Adamantylamine Heterodimers
as Cholinesterase Inhibitors in Alzheimer’s Disease Treatment — Synthesis, Biological

Evaluation and Molecular Modeling Studies. Molecules 2013, 18 (2), 2397—-2418.

(70)  Ellman, G. L.; Courtney, K. D.; Andres, V.; Feather-Stone, R. M. A New and Rapid
Colorimetric Determination of Acetylcholinesterase Activity. Biochem. Pharmacol. 1961,

7, 88-95.

90



