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Abstrakt
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Nazev diplomové prace: Syntéza a hodnoceni dualné pusobicich
potencidlnich lé¢iv neurodegenerativnich chorob

Alzheimerova (AD) a Parkinsonova choroba (PD) jsou neurodegenerativni
onemocnéni, postihujici zejména populaci vyssiho v€ku. Incidence téchto onemocnéni stale
roste po celém svété a ani jedna z téchto nemoci nema v soucasné dob¢ 1écbu, ktera by byla

schopna pacienty trvale vylécit.

Dosavadni 1éciva cili pfevazné na zpomaleni progrese téchto onemocnéni. Cilem je
u téchto neurodegenerativnich onemocnéni zlepsit dostupnost 1é¢by, zamezit progresi nebo

uplné vylécit pacienty trpici AD a PD.

Timto smérem se 1 vyviji nova potenciondlni léCiva, ktera by mohla vykazovat
uspokojivy ucinek v inhibici cholinesteraz. Acetylcholinesteraza (ACh)
a butyrylcholinesterdza (BuChE) hraji totiz vyznamnou roli v patogenezi téchto onemocnéni.
Zejména u AD dochazi k poklesu acetylcholinu coby neuromediatoru zajist'ujiciho

homeostazu a spravny chod centralni nervové soustavy (CNS).

V 1écbé AD se pouZzivaji inhibitory (AChE), které zvySuji hladinu acetylcholinu (ACh)
v mozku. Mezi vyuzivané zastupce patfi, rivastigmin, galanthamin
a donepezil. Dalsi skupinou 1é€iv, které pomahaji v 1é€bé AD, jsou inhibitory N-methyl-D-
aspartat (NMDA) receptorii. Ty ovliviiyji hladinu glutamatu v mozku a poméhaji tak zpomalit
ptiznaky AD.

U lécby PD se vyuzivaji 1é¢iva zvySujici hladinu dopaminu. Ten hraje dilezitou roli
v regulaci pohybu téla a spravné koordinaci pohybt. I proto cili 1éba PD na doplnéni
dopaminu do mozku. Prvnim lé¢ivem vyuzivanym v 1é&€bé PD je levodopa. Levodopa je

prekurzorem dopaminu. Ke zlepSeni ptfechodu levodopy do CNS se vyuZzivaji inhibitory



periferni DOPA dekarboxylasy (benserazid, karbidopa)
a inhibitory katechol-O-methyltransferasy. (COMT) entakapon a tolkapon. DalSimi
vyuzivanymi 1é¢ivy jsou agonisté dopaminu (pramipexol, ropinirol) a inhibitory MAO-B

(rasagilin, selegilin).

Jak jiz bylo zminéno, v dnesni dobé se vyvoj nové 1écby snazi ubirat smérem k multi-
target-directed ligands (MTDLs) 1éciviim. Ta maji za kol fungovat jako hybridni molekuly
a eliminovat co nejvice priznaki choroby. Pfedpoklada se, ze oxidacni stres, nedostatek ACh
a nadmérna degradace katecholaminii (pfi nichz vznikaji Skodlivé aldehydy a peroxidy

vodiku) maji za pticinu rozvoj AD.

Na zékladé téchto poznatkli byly v této praci piipraveny série sloucenin, které
vychazely ze tfi sloucenin pouzivanych v terapii neuropsychiatrickych onemocnéni. Prvnim
byl isoniazid (slouenina pouzivand pievazné k terapii tuberkuldzy), resp. jeho derivat
iproniazid, fenelzin (IéCivo pouzivané v USA uterapii deprese) a S-methylisoxazol-3-
karbohydrazid jako soucést 1é¢iva isokarboxazidu. VSechny tyto vychozi slouceniny maji
schopnost inhibice monoaminooxidasy (MAO), i proto byly dale modifikovany za ucelem
ziskani novych a lepSich duélnich inhibitord AChE, BuChE ¢i monoaminooxiddz (IMAO-A
a IMAO-B).

V této praci se podarilo nasyntetizovat celkem 15 sloucenin. Ve vétsiné ptipada
se jednalo o reakci hydrazinu s karbonylovymi slouCeninami za vzniku hydrazida
a hydrazonli v prostfedi methanolu jako rozpoustédla. Tyto slouceniny byly poslany na

biologické hodnoceni in vitro inhibice cholinesteraz.

Vyhodnoceni  G€innosti  probéhlo na  zadkladé hodnoty ICso.  Neékteré
ze sloucenin vykazovaly velmi dobrou inhibici AChE. Nejlepsi afinitu k AChE mély
slouCeniny pfipravené z 3-nitroderivatii, nasledované slouc¢eninami 4-nitroderivatii. Rozsah
ICso se pohyboval od 16,49 uM (nejlepsi aktivita) az po 159,57 uM (nejhorsi aktivita). Pro

porovnani, standard rivastigminu ma ICso = 56,10 uM.

Slouc¢eniny v inhibici BuChE nevykazovaly dobrou aktivitu v porovnani se standardy.
Nejlepsi slouc¢enina méla ICso = 53,03 uM. Standard rivastigminu ma inhibici BuChE ICso =
38,40 uM. Rozsah ICso se pohyboval od 53,03 uM az po hodnoty 407,49 uM.



Kli¢ova slova: acetylcholin, acetylcholinesteraza,  Alzheimerova  choroba,

butyrylcholinesterdza, fenelzin, inhibitory monoaminooxiddz, inhibitory cholinesteraz,
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Alzheimer's disease (AD) and Parkinson's disease (PD) are neurodegenerative diseases
that mainly affect the elderly population. The incidence of these diseases is still increasing

worldwide, and currently, there is no cure that can permanently treat patients.

Current medications mainly aim to slow the progression of these diseases. The goal is
to improve the accessibility of treatment, prevent progression, or completely cure patients

suffering from AD and PD.

New potential drugs are also developing in this direction, which could exhibit a
satisfactory effect in inhibiting cholinesterases. Acetylcholinesterase (ACh) and
butyrylcholinesterase (BuChE) play a significant role in the pathogenesis of these diseases.
Particularly in Alzheimer's disease (AD), there is a decrease in acetylcholine as a
neurotransmitter that ensures the homeostasis and proper functioning of the central nervous

system (CNS).

In AD treatment, acetylcholinesterase inhibitors (AChEIs) such as rivastigmine,
galantamine, and donepezil are used to increase acetylcholine levels in the brain. Another
group of drugs that helps in the treatment of AD are N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptor
inhibitors, which affect the level of glutamate in the brain and help slow down the

development of AD.

In PD treatment, drugs that increase dopamine levels are used. Dopamine plays
an important role in regulating body movement and proper coordination of movements.

Therefore, PD treatment aims to replenish dopamine in the brain. The first drug used in PD



treatment is levodopa, a dopamine precursor. Peripheral DOPA decarboxylase inhibitors
(benserazide, carbidopa), and catechol-O-methyltransferase inhibitors (COMT) entacapone
and tolcapone are used to improve the transition of levodopa into the central nervous system
(CNS). Other drugs used include dopamine agonists (pramipexole, ropinirole) and MAO-B

inhibitors (rasagiline, selegiline).

As mentioned, the development of new treatment aims to move towards multi-target-
directed ligands (MTDLs) drugs, which function as hybrid molecules and eliminate as many
disease symptoms as possible. It is believed that oxidative stress, lack of ACh, and excessive
degradation of catecholamines (which produce harmful aldehydes and hydrogen peroxides)

are the causes of AD.

Based on these findings, a series of compounds were prepared in this study, which
were based on three compounds used in the therapy of neuropsychiatric diseases. The first
was isoniazid (a compound mainly used to treat tuberculosis) or its derivative iproniazid,
phenelzine (a drug used in the US for depression therapy), and 5-methylisoxazole-3-
carbohydrazide as part of the isocarboxazid drug. All of these starting compounds have the

ability to inhibit monoamine oxidase (MAQ), which is why they were further modified.

In this work, a total of 15 compounds were successfully synthesized. In most cases,
hydrazine reacted with carbonyl compounds to form hydrazides and hydrazones in methanol
as a solvent. These compounds were sent for in vitro biological evaluation of cholinesterase
inhibition.

The efficacy evaluation was based on the ICso value. Some of the compounds showed
very good inhibition of AChE. The compounds prepared from 3-nitro derivatives had the best
affinity for AChE, followed by compounds prepared from 4-nitro derivatives. The range of
ICso values ranged from 16.49 puM (best activity) to 159.57 uM (worst activity). For
comparison, the standard rivastigmine has an IC50 of 56.10 uM.

The compounds did not show good activity in BuChE inhibition compared to
standards. The best compound had an IC50 of 53.03 uM. The standard rivastigmine has a
BuChE inhibition IC50 of 38.40 uM. The range of IC50 values ranged from 53.03 uM to
407.49 uM.
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1 Uvod

Alzheimerova choroba (AD) je onemocnéni postihujici primarn€ centralni nervovy
systém. Projevuje se ubytkem neurond a dulezitého neuromedidtoru acetylcholinu (ACh),
zodpovédného za pfenos vzruchu mezi buitkami. Timto pfenosem ACh ovliviiuje zékladni
funkce, jako je pamét’, uceni a dalsi kognitivni funkce. Toto onemocnéni patii mezi nejcastéjsi

pric¢iny demence u starSich osob a zasahuje tak do kazdodenniho zivota pacienti i jejich rodin.

Parkinsonova nemoc (PD) je neurodegenerativni onemocnéni, které postihuje centralni
nervovy systém a projevuje se riznymi motorickymi a neuropsychiatrickymi ptiznaky. PD je
zpusobena Ubytkem dopaminergnich neuronll v substantia nigra. DalSim dilezitym faktorem

v rozvoji PD je zhorSeny energeticky metabolismus v mozku.

Doposud neexistuje 1é€ba, kterd by zamezila progresi téchto onemocnéni. Soucasné
1écebné postupy se zamétuji predevSim na zpomaleni progrese onemocnéni a zmirnéni

ptiznaku.

Mezi zékladni 1é¢iva vyuzivajici se u terapie AD patii inhibitory acetylcholinesterazy
(AChE), které svym mechanismem Uc¢inku zvySuji hladinu ACh v synapsi neurontl, a tim
zlepsuji prenos informaci mezi buitkami. Déle jsou k dispozici 1é€iva, kterd ovliviiuji hladinu
glutamatu v mozku, kdy jeho pftilisSna aktivita vede k poskozeni mozku. Pii 1é€bé PD se
nejcastéji pouzivaji 1éky, které zvysuji hladinu dopaminu v mozku a tim zlepSuji motoriku.

Tyto 1éky mohou byt podavany samostatné nebo v kombinaci s dal§imi 1éky.

Nadéjna 1é¢iva, kterd by mohla pomoci v zpomaleni progrese AD jsou multi-target
directed ligands (MTDL). Jedna se o 1éCiva, kterd interaguji s vice nez jednim bunécnym
cilem a vykazuji tak lepsi terapeutické ucinky. JelikoZ se zaméfuji na vice cilli zaroven
pfinaseji tak vyssi ucinnost a nizs$i neZadouci Uc€inky.

Je dilezité zdlraznit, Ze dosaZeni uspéchu v této oblasti by mohlo mit vyznamny
dopad na kvalitu zivota lidi trpicich AD, PD a na celkové zdravi populace. Zatimco
terapeutické moznosti jsou stale omezené, nové latky vyvinuté v této praci by mohly piinést

novy nadéjny piistup v 1é€bé téchto slozitych nemoci.
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2 Teoreticka cast

2.1 Acetylcholin a jeho tloha v téle

Acetylcholin (ACh) je ester kyseliny octové a cholinu (obr. 1). Je velmi dilezitym
neuromediatorem' v perifernim nervovém systému véetné motorickych nervil, v autonomni

nervove soustave a také v centralni nervové soustaveé (CNS). [1]

Nervovy systém muzeme anatomicky rozdé€lit na centralni nervovy systém (CNS)
a periferni nervovy systém (somaticky a vegetativni nervovy systém). Vegetativni nervovy

systém rozdélujeme na dva celky: sympatikus a parasympatikus. [2]

Ukolem ACh je zprostiedkovéavat prenos vzruchu (excitace) z buiiky na buitku a tim
predavat informace do vsSech casti t¢la. Vegetativni nervovy systém je ¢ast nervového
systému, kterd nepodléha ptimé volni kontrole, proto se také jinak nazyva autonomni nervovy
systém (ANS), ten ovliviiuje podvédomé funkce. [2] Mezi né patii pamét’, dychani, traveni,
kontrola srde¢niho tepu, krevniho tlaku, a mnoha dalsich. [3]

V CNS je ACh dllezitou soucasti regulace uvoliiovani jinych aktivacnich i inhibi¢nich

neuromedidtori, jako je glutamat’, glycin’® nebo dopamin*

. I proto miZze vypadek
cholinergnich drah a jader v pfednich lalocich mozku zpiisobit rozpad osobnosti, ztratu
kognitivnich funkci a tim vést k rozvoji neurodegenerativnich onemocnéni — Alzheimerové

chorobé nebo se podilet na rozvoji demence u Parkinsonovy choroby (PD). [4]

ACh coby neuromediator mé ale 1 negativni dopady na organismus, zejména pfii
vystupfiované transmisi. Jako lokalni hormon miZe byt velmi nebezpecny u karcinomu
tlustého stfeva, u kterého dochéazi k expresi muskarinovych receptorii typu M3R. Tyto
receptory jsou startéry k rychlejsi proliferaci bunék, coz mize spustit rychlejsi déleni
rakovinotvornych buné¢k. [4] K dal§im negativnim dopadiim ACh muze vést jeho nadmérny
vyskyt v synaptické $térbiné. Ten mlize byt zpisobeny inhibici acetylcholinesterazy (AChE;
ta zpusobuje rozklad ACh po neurotransmisi), masivnim uvolnénim z presynaptického
neuronu, pfipadné analogické UCinky mohou byt vyvolany aktivaci ACh receptorti

slouceninami stejného Uc¢inku jako ma acetylcholin (parasympatomimetika). Pro G€¢inek ACh

! Neuromediator (neurotransmiter) je molekula, kterd umoZiiuje pfenos signélu z buriky do buriky.

2 Glutamat je neesencialni aminokyselina, plsobici jako excitaéni neurotransmiter v mozku.

3 Glycin je neesenciélni aminokyselina, pGsobici jako inhibiéni neurotransmiter v CNS.

4 Dopamin je sloudenina ze skupiny katecholamin(. Jedna se o velmi dlleZity neurotransmiter, ktery pdsobi
na péti zakladnich dopaminovych receptorech (D1-D5).
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je dulezitd kvarterni amoniova a esterova skupina, Modifikaci esterové skupiny je mozno
dosdhnout snizeni citlivosti molekuly k hydrolyze pomoci AChE a tim i modifikace afinity

k M-receptortim a N-receptorim. [5]

)OJ\ |
N*_

HyC™ J07 >

Acetylcholin (ACh)

Obrazek 1 - struktura ACh

2.1.1 Mechanismus ucinku acetylcholinu a jeho syntéza

ACh pisobi vtéle jak v parasympatiku, tak 1 v sympatiku. ACh se mimo
postgangliovych synapsi parasympatiku, kde stimuluje muskarinové receptory, uvoliuje také
v gangliich parasympatiku, sympatiku a na neuromuskularni ploténce. U¢inkuje na dvou

typech receptorl pojmenovanych podle pfirodnich latek, které jsou jejich agonisty. [4]

Prvnim znich je muskarinovy receptor (aktivovany alkaloidem muskarinem
z muchomrek), zprostiedkovava predevsim funkce parasympatiku, tj. podpora sekrece Zlaz,
kontrola srde¢niho tepu aj. Druhym je nikotinovy receptor (aktivovany nikotinem)
zodpovédny mimo jiné za pienos vzruchu mezi motorickym vldknem a svalovym vldknem

(neboli ptenos vzruchu nervosvalovou ploténkou). [4]

Nikotinové receptory se vyskytuji na pregangliovych synapsich. Bez tohoto vzruchu
se nepfenese impulz z nervu na sval. [4] Dalsi vyskyt nikotinovych receptorti je v sekre¢nich
vlaknech dfen¢ nadledvin a v CNS. Tyto receptory se dale d¢li na jednotlivé podtypy o téch
bude pojednavéno v kapitole 2.1.3.

Acetylcholin je syntetizovan cholinacetyltransferazou (ChAT) z acetyl-CoA a cholinu
v presynaptické €asti neuronu (obr. 2). Vznikly ACh je vypusStén z nervovych zakonceni
do synaptické Stérbiny, kde nasedd agonisticky na jeho specifické receptory (nikotinoveé
a muskarinové) a vznikd bunécna reakce. Po excitaci neuroni je ACh velmi rychle rozkladan
AChE na cholin a acetat (obr. 2). Vznikly cholin je zpétné vychytavan do presynaptického

neuronu a je z n¢j resyntetizovan acetylcholin. [1]
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0 transferdza (ChAT) 0 esteraza (AChE)
+ HO ONY | . acetat
o™ “5oA SOV N 4
HS-CoA 8
acetyl-Coa cholin acetylcholin cholin

Obrazek 2 - syntéza acetylcholinu a jeho rozklad pomoci AChE

2.1.2 Parasympatikus

Parasympatikus je systém, ktery prevlada v klidnych podminkdch neboli
pti ,,odpocinku a traveni®. Zatimco sympatikus ma za ukol fidit reakci ,,boj, nebo utek®.
Hlavnim poslanim parasympatiku je Setfit energii pro regulaci télesnych funkci (moceni,

traveni aj.) [6]

Hlavnim neuromediatorem na nervové synapsi pregangliové i postgangliové trovni je

jiz zminovany ACh.

Pokud podédme slouceninu, kterd stimuluje nikotinové receptory bude ucinek zaviset
na prevladajici inervaci daného organu. Napft. cévy jsou vice inervovany pomoci sympatiku,
proto stimulace nikotinovych receptorti bude mit za nasledek zvySeni pfenosu vzruchu
postganliovym neuronem sympatiku a naslednou aktivaci sympatickych receptorti (o)
na prislusné efektorové butnice. To bude mit za nasledek kontrakci stén cév. Dojde tedy ke

zvyseni krevniho tlaku (TK). [7]

Naopak v srdci a v gastrointestindlnim traktu (GIT) pfevlada tonus parasympatiku,
proto stimulace nikotinovych receptori ganglii bude mit za nasledek zvySeny pfenos vzruchu
postgangliovym neuronem parasympatiku a naslednou aktivaci muskarinovych receptort.

Dojde tedy ke zvySené motilité GIT. [7]

Aktivaci nikotinovych receptori na neuromuskulérni ploténce pomoci farmak dochézi
ke spasmu pficné pruhovaného svalstva, coz mize pii otravé latek pisobicich

na neuromuskulérni ploténce zptisobit smrt vlivem spasmu bronchii (udusenim). [7]
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Obrazek 3 - popis neuromediatorii v autonomnim a somatickém nervovéem systemu [5]

2.1.3 Receptory parasympatiku

Muskarinové receptory se rozdeluji do 5 zakladnich skupin s oznacenim Mi-Ms. M,
receptory se nachazi v CNS, perifernich neuronech a parietalnich bunkach zaludku, ptisobi

re¢
1

excitaéné. M» receptory jsou ,,srde¢ni®, nachazi se zejména v srdci a ovliviiyji i nervus vagus.
Jejich vyskyt je 1 presynapticky na nervovych zakoncenich, plisobi inhibicn€. M3 jsou
receptory zlazovymi, ovliviiuji hladké svalstvo — GIT, oka, priduSek a exokrinnich Zlaz,
pusobi excitatné. Ms se nachazi v CNS (kortex, striatum), ptisobi inhibi¢né. M5 receptory jsou
také ptitomny v CNS (substantia nigra) a ovliviiuji i corpus ciliare (zptisobuji akomodaci oka

na blizko). [7]

Muskarinové receptory se déale rozdéluji podle ucinku druhého posla. To znamena, ze
pokud ACh coby neuromediator agonisticky ,,nasedne* na muskarinovy receptor typu M-Ms,
dalsi zplisobena kaskada zilezi na U¢inku druhého posla. U muskarinovych receptor
rozd€lujeme tfi typy druhych poslii: spfazené s G-proteiny, plsobici ptes inositol-fosfatovy

systém a pusobici na adenylatcyklaze. [5]
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Do prvniho typu (spfazené s G-proteiny) se fadi receptory Mi, M3 a Ms. Dochdazi pfi
nich ke zvySovani inositoltrifosfatu (IP3) a diacylglycerolu (DAG) a k ptfedani signalu
do bunky. M a M4 receptory plsobi pfes inositol-fosfatovy systém (snizenim cAMP). [5]

2.2 Cholinomimetika (parasympatomimetika)

Cholinomimetika jsou skupinou 1éCiv napodobujici Uc¢inky jako pii podrazdéni
parasympatiku. Plsobi podobné na receptorech jako ACh vcetné nezadoucich ucinkd.
Predavkovani cholinomimetiky vede ke specifickym nezadoucim u¢inkim — nadmérnému
slinéni (stimulace exokrinnich z1az), zvraceni, samovolnému uniku mo¢i (relaxace svérace
méchyte), midze (kontrakce musculus ciliaris), hypotenzi a bronchokonstrikei nasledované

respiraénim selhdnim. Ve vysokych davkach i k bradykardii. [8]

2.2.1 Prima parasympatomimetika

Plsobi podobné jako ACh. ACh se vSak v klinické praxi nevyuZiva, protoZe jeho
degradace po podani nitroziln¢ je pomoci AChE okamzitd. Proto se vyuZivaji spiSe syntetické
estery cholinu a alkaloidy. Ty jsou odolnéjsi proti AChE. Od ACh se tato 1é€iva lisi kinetikou
(odolnost proti AChE) i1 farmakodynamickymi vlastnostmi (afinita k M- a N- receptortim). [7]

Z esterti cholinu se vyuziva predev§im karbachol (obr. 4). V praxi se vyuZziva hlavné
k navozeni midzy pii operacich oka. U¢inkuje agonisticky na N-receptorech a M-receptorech
a dokonce vykazuje schopnost slab&é blokovat AChE. Dalsi latkou je alkaloid pilokarpin.
Snizuje nitroo¢ni tlak odtokem komorové tekutiny. VyuZivan je pfi 1écbé glaukomu. Dal§im
zajimavym léCivem je metacholin (obr. 5). Ten se vyuZzivd k posouzeni hyperreaktivity

dychacich cest v klinické diagnoze astmatu. [9]

Vareniklin je latka pouzivana pii 1é€bé odvykdani kouteni. Ma vysokou afinitu
k nikotinovym receptoriim, plisobi jako parcialni agonista (tzn. ze neni schopny vyvolat
maximalni efekt po vazbé na receptor). Pii této vazbé dojde kulevé od symptomu
zpusobenych vysazenim nikotinu (agonisticka aktivita) a zaroven zabranuje navazani nikotinu
na nikotinové receptory (antagonistickd aktivita), ¢imz redukuje ptijemné pocity souvisejici

s koufenim. [7]
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Intoxikace parasympatomimetiky je vysledkem cholinergniho nadbytku. V ptipadé
pfedavkovani parasympatomimetiky se podava atropin. [9] Pokud budeme zplisobovat
nadmérnou stimulaci M-receptorii, dojde k zvySené excitaci v CNS, k prijmu (hypersekrece
v GIT), mioze, bradykardii a hypotenzi (vasodilatace). Excitace N-receptori vede
ke svalovym zaSkubim ke kie¢im a k zvySeni krevniho tlaku (stimulace N-receptort

v nadledvinach). [7]

9 |
J Vi
H,N™ Y07 "~ ¢r

Obrazek 4 - struktura karbacholu

cr

Obrazek 5 - struktura metacholinu

2.2.2 Neprima parasympatomimetika (inhibitory acetylcholinesterazy)

Nepiima parasympatomimetika a jejich mechanismus U¢inku je odliSny od uUc¢inku
pfimych parasympatomimetik. Dochdzi k navazani farmak na AChE, ¢imZ znemoZiuji jeji
spravnou funkci. [7]

Jsou dilezitou tfidou cholinomimetik. Kromé jejich terapeutického ucinku jsou
Inhibitory AChE se klasifikuji dle jejich chemické struktury a dle jejich interakce s enzymem.
[10]

RozliSujeme chemicky tii hlavni skupiny inhibitori AChE. Karbamaty, mezi jejich
zastupce patii fyzostigmin, neostigmin, pyridostigmin. Kvarterni aminy, k nimz patii
zastupci edrofonium, ambenonium a demekarium. A posledni skupinou jsou organofosfaty.
Knim se tadi isofluorofat, echothiofdt a v neposledni fad¢ také bojové chemické latky
jako soman. Dalsi rozdéleni je dle inhibice enzymu AChE, kdy je klasifikujeme dle zptsobu,

kterym inhibuji AChE, na reverzibilni a ireverzibilni. [10]
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2.2.3 Reverzibilni a ireverzibilni inhibitory

Reverzibilni inhibitory vytvaii komplex s enzymem, stejné jako ho vytvaii ACh.
Tyto slouceniny kompetuji s ACh o navazani na aktivni misto enzymu AChE. Chemicka
struktura klasickych inhibitord (karbamatl), jako je fyzostigmin a neostigmin, je podobna
acetylcholinu. Od ACh se li$i pouze tak, Ze po vazb€ na enzym neni vznikly adukt tak rychle
hydrolyzovan, jako je tomu u ACh. Proto vazba na enzym pietrvava déle nez u ACh, je ale
reverzibilni. Edrofonium (obr. 8) (kvarterni amin) se fadi také mezi reverzibilni inhibitory,

nicméné nema schopnost se kovalentné navazat na enzym. [10]

| |

~n

°N O\n/N\
0

CH30S05

Obrazek 6 - struktura neostigminu (jako methylsulfat)

Obrazek 7 - struktura fyzostigminu

CoHs. |,
N \©/OH

cr
Obrazek § - struktura edrofonia

Mezi nejpouzivangjsi reverzibilni parasympatomimetika patfi neostigmin (obr. 6),
fyzostigmin (obr. 7) a pyridostygmin. Jsou vyuZzivany hlavné u myasthenia gravis
(autoimunitni onemocnéni spocivajici v destrukci nikotinovych receptorti), u retence moci
¢i atonii (ztrata svalového napéti) v GIT. Fyzostigmin se vyuzivd predevSim pii otrave
anticholinergné puasobicimi latkami, TCA (tricyklickd antidepresiva), neuroleptiky,

spasmolytiky a antiparkinsoniky. [7]

Stranka 22z 79



Ireverzibilni inhibitory (organofosfaty) jiz svoje uplatnéni ve farmacii nemaji.
V minulosti se vyuzivaly k1é¢bé svrabu (malathion), glaukomu (paraoxon) ¢i parazitoz
(metrifonat). Dnes se pouzivaji jako insekticidy, ale svilj vyznam maji také v oblasti bojovych
latek, napft. sarin, soman, tabun. Chemické vzorce organofosfatl jsou na obr. 9. [7] Ne vzdy
se jedna o organofosfaty z chemického hlediska. Miize se jednat o syntetické amidy, estery

nebo thiolové derivaty kyseliny fosforecné nebo fosfonové. [11]

Mechanismus uc¢inku organofosfati je takovy, Ze vytvaii kovalentni vazbu
s hydroxylovou skupinou serinu na enzymu AChE. Na rozdil od rychlé hydrolyzy
acetylcholinového komplexu a o néco pomalejsi hydrolyzy karbamatovych komplexti reaguji
organofosfatové komplexy velmi pomalou hydrolyzou, coz vede vétSinou k ireverzibilni
inhibici enzymu. I pfes to, Ze se tato aktivita nazyva nevratnd, je mozné obnovit vitalni funkce
enzymu, a to pomoci latek nazyvajicich se reaktivatory, chemicky typicky oximy. Nejvice
znamym je zastupce pralidoxim. [10]

Ani oximy nejsou vzdy ucinné, protoze fosforylované enzymy mohou podléhat
zménam, bchem kterého organofosfat ztraci alkylovou skupinu a vytvaii stabilngjsi,
nevratnou vazbu s enzymem. To se déje napiiklad u bojovych plynt jako je sarin, soman nebo

tabun (obr. 11). Jsou povazovany za nejvice toxické organofosfity, proto otrava témito

slouceninami konc¢i prevazné smrti. [10]

9
R'IO_FI)_ORZ
X

Obrazek 9 — struktura organofosfatii (X = halogen, kyanid, ester)

Obrazek 10 - struktura oximu (pralidoxim)
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sarin tabun soman
Obrazek 11 - struktura bojovych plynii
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2.3 Cholinolytika (parasympatolytika)

Parasympatolytika jsou latky, které maji antagonisticky ucinek oproti
parasympatomimetickému nervovému systému skrze anticholinergni aktivitu. Brani ptisobeni
ACh jako neurotransmiteru na muskarinovych receptorech. Antagonisté muskarinovych
receptort  kompletné  blokuji  navazani ACh na  muskarinovy  receptor

a maji zanedbatelny vliv na nikotinové receptory. [8]

Nezadouci ucinky (v nékterych ptipadech i zddouci Uc¢inky) parasympatolytik jsou
opacné v porovnani s parasympatomimetiky. Jedna se o bronchodilataci, sedaci, agitovanost,
depresi (G¢inek na CNS), sniZenou produkci slin, mydridzu (rozsifeni zornic), snizenou
produkci potnich Zlaz (zamezeni poceni) a retenci moci (vlivem kontrakce svérace uretry).

[12]

Nikotinové receptory ovliviiuji periferni myorelaxancia. Parasympatolytika
rozd€lujeme na parasympatolytika s tercidlnim dusikem a parasympatolytika s kvarternim

dusikem. [7]

2.3.1 Parasympatolytika s tercialnim dusikem

Mezi parasympatolytika s tercialnim dusikem fadime atropin, skopolamin
a léciva pouzivand u syndromu hyperaktivniho méchyfe — oxybutynin, tolterodin,

darifenacin, solifenacin, fesoteridin. [7]

Atropin (obr. 12) je alkaloid nachazejici se v n€kolika rostlindch, mezi nez patii napf.
Atropa belladonna (rulik zlomocny) a Datura stramonium (durman obecny). Rulik
se vyuzival jiz v antice jako dilatator zorni¢ek pro Zeny, zvySoval tak jejich atraktivitu.
Durman je dekorativni, ale velice jedovata rostlina. Pivodem pochazi z Asie, kde byla

vyuzivana jako napli dymek ke koufeni a 1écbé astmatu. [8]

I proto atropin, stejné¢ jako tropikamid (derivat kyseliny tropové), nachazi svoje
hlavni vyuziti v oénim 1ékafstvi k navozeni mydriazy a cykloplegie’ pied oénim vysSetienim.

[7]

5 Cykloplegie je kratkodobé ochrnuti svall Fasnatého téliska. Projevuje se roz$ifenou zornici.
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Uginky atropinu jsou také vyuZivany v premedikaci pied celkovou anestezii. Jeho
ucinkem se snizuje sekrece slin (antisalivaéni tc¢inek) a hlenu v oblasti hornich a dolnich
dychacich cest. Dalsi vyuziti atropinu je pii akutnim selhani myokardu a bradykardii vzniklou

zvySenym tonem vagu. [13]

Sinoatrialni uzel je citlivy na inhibici muskarinovych receptort, protoze siné jsou siln¢
inervovany parasympatomimetickymi vldkny nervus vagus. Reakce zacCina bradykardii
(stimulace nervus vagus v miSe) a poté dochazi k tachykardii ze zaCinajici blokaci vagu

na srdce (antimuskarinovy ucinek) bez snizeni TK. [7]

N

Obrazek 12 - struktura atropinu (tercialni amin)

Pii 1écbé OAB (syndrom hyperaktivniho méchyfe) se vyuzivaji tercidlni a kvartérni
aminy. Tercidlni aminy maji vys$i lipofilitu a nejsou nabité, takZe maji lepSi prichod

hematoencefalitickou bariérou (HEB). [14]

Darifenacin je selektivni k M3 receptoru, coz je jeden zhlavnich receptort
pro kontrakci destrusoru. Tim sniZuje nezadouci ucinky zpiisobené antagonismem dalSich
subtypti muskarinovych receptori. Fesoterodin je neselektivni antagonista muskarinovych

receptord. [14]

DalSimi zajimavymi latkami tercidlni struktury cholinolytik jsou benzatropin
(synteticka sloucenina obsahujici tropinovou bdzi a cast benzohydrylu difenylhydraminu),
procyklidin a biperiden uZzivané k 1¢cbé PD (obr. 13). Podanim téchto sloucenin dochazi
k vyrovnani cholinergniho a dopaminového systému u PD. Tyto tfi slouceniny jsou také
ucinné v lécbeé extrapyramidovych neZzadoucich Uc€inkli antidopaminergnich 1éc€iv.

Extrapyramidové t¢inky zpisobuje napiiklad metoklopramid. [7]
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Obrazek 13 — struktura biperidenu (vlevo) a benzatropinu (vpravo)

2.3.2 Parasympatolytika s kvarternim dusikem

Kvarterni aminy se vyuzivaji pievdzné v lé€bé astmatu a u chronické obstrukéni
plicni nemoci CHOPN. Mezi zastupce patii ipratropium, tiotropium, glykopyronium

a aklidinium. Diky kladn¢ nabitému dusiku se nedostavaji do CNS. [7]

Dale se rozdéluji dle doby ucinku slouc¢enin na SAMA (short-acting-muscarinic-
antagonist) a LAMA (long-acting-muscarinic-antagonist), tedy na kratkodobé ucinkujici
a dlouhodob¢ uc¢inkujici muskarinové antagonisty. Mezi SAMA patii ipratropium. To ma ve
srovnani s B2-mimetiky niz$i bronchodilata¢ni €inek a vyuziva se jak u astma bronchiale, tak

pievazné u CHOPN. [7]

Tiotropium jako zastupce LAMA je pfevazné indikovano u CHOPN (ale i u asthma
bronchiale). M4 delsi biologicky polocas, a tedy i del$i pisobeni na M3 receptorech, brani

tedy bronchokonstricknimu u¢inku ACh na receptorech. [7]

Ipratropium Tiotropium

Obrazek 14 - struktura antagonisti muskarinovych receptoru

2.4 Inhibitory monoaminooxidasy (IMAQO)
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Monoaminoxidiazy (MAQ) jsou mitochondridlni enzymy katalyzujici oxidativni
deaminaci né¢kolika biogennich aminti (katecholaminl). Podili se na jejich inaktivaci
a hraji zasadni roli v homeostaze n€kolika neurotransmiterti a tim i na homeostdzi celého

organismu. [16]

Katecholaminy jsou slouc¢eniny fungujici jako neurotransmitery a hormony v rtiznych
fyziologickych procesech. Mezi endogenni katecholaminy patii adrenalin, noradrenalin,
dopamin a serotonin. Tyto molekuly hraji klicovou roli pfi pienosu signalu z bunky
na bunku v sympatiku a vftadé¢ mozkovych drah. Pokud tedy dojde k odchyleni
od rovnovéhy, a to nadbytkem nebo nedostatkem katecholaminii v organismu, dochazi

k rozvoji nékolika raznych psychiatrickych a dalsich zdravotnich problémi. [17]

2.4.1 Molekularni degradace katecholaminii

Dopamin je produkovéan nékolika typy bunck, dopaminergnimi neurony, v uréitych
castech mozku, jako je substantia nigra, ventrdlni tegmentalni oblasti a v hypothalamu.
Prekurzorem dopaminu je L-tyrosin. Dopamin mutze byt prekurzorem adrenalinu
a noradrenalinu, kdy je nasledné¢ pireménén dopamin [-hydroxylasou, kterd zavadi

hydroxylovou skupinu na ethylaminovy skelet do polohy 2. [18]

Adrenalin a noradrenalin se syntetizuji hlavn¢ v dfeni nadledvin a sympatickych
neuronech. V sympatickych neuronech jsou produkovany v zasobnich vezikulach a jsou

uvolnény pii neurondlni aktivité. [17]

Béhem skladovani mohou vSak katecholaminy samovolné uniknout do neuronalni
cytoplasmy a podléhat deaminaci jiz v intracelularnim prostiedi pomoci MAO. Jelikoz
v intracelularnim prostfedi neni pfitomna COMT (katechol-O-methyl-transferaza), dochéazi
k pfeméné na VMA (vanilylmandlovou kyselinu) az v extracelularnim prostoru (v synapsi).

[17]
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2.4.2 Degradace katecholaminii (oxidativni deaminace)

Oxidativni deaminace je proces, pii kterém se katecholaminy degraduji na HMA
(homovanilovou kyselinu) a VMA. Ty jiz nevykazuji funkci neurotransmiterti. Dopamin se

pfeménuje na HMA, adrenalin a noradrenalin se pfeménuji na VMA. [17]

Mechanismus ucinku oxidativni deaminace je popsan na obr. 16. V prvnim kroku
dochazi k deaminaci katecholamini na aldehyd pomoci MAO. V druhém kroku je
zprostiedkovana tvorba alkoholu nebo kyseliny, a to pomoci AD (aldehyddehydrogendzou)
a AR (aldehydreduktdzou) na DOPAC (kyselina) a DPHG (glykol). Dalsim krokem je
O-methylace pomoci COMT a pieména na HMA a VMA

jako kone¢nych produkti deaminace. [17]

Pfi deaminaci se uvoliluje peroxid vodiku, ktery hraje roli ve tvorbé hydroxylovych
radikali. Inhibice tvorby téchto radikali je wuZitetna u onemocnéni spojenych

nebo zpusobenych oxida¢nim stresem. [16]
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Obrazek 16 - degradace endogennich katecholaminu

2.43 Typy MAO aIMAO

MAO rozdélujeme na na dva podtypy: MAO-A se exprimuje piednostné v CNS,
nasledovano GIT, a dokonce miizeme najit zvySenou hladinu i v srdci. Blokace MAO-A je
uziteCna v 1é¢be deprese a uzkostnych poruch, protoze jeji inhibitory zvySuji koncentraci
serotoninu, dopaminu i noradrenalinu v organismu. MAO-B se exprimuje v ledvinach,
granulocytech, lymfocytech a krevnich destickach, dale v CNS, plicich, slezin¢ a jatrech.
Inhibice MAO-B je prospésna pii 1écbé neurodegenerativnich poruch, protoze se pii jeji
inhibici sniZzuje degradace dopaminu a zlepSuji se motorické funkce u pacientl

s Parkinsonovou chorobou. [16]

Zastupci IMAQO se rozliSuji dle uU¢inku inhibice bud’ na selektivni IMAO-A,
selektivni IMAO-B, nebo neselektivni MAO inhibitory, které inhibuji jak MAO-A, tak
MAO-B. [19]

Neselektivni IMAO se rozd€luji na hydraziny a non-hydraziny. Mezi zastupce
a nejpouzivanéjsi neselektivni IMAO hydrazinového typu patii fenelzin, hydralazin,
iproniazid, isoniazid, isokarboxazid, feniprazin, benmoxin a safrazin. Mezi non-hydraziny

se fadi karoxazon, tranylcypromin, linezolid a furazolidon. [19]

Fenelzin, iproniazid a isokarboxazid (obr. 17) byly prvnimi vyuzivanymi latkami ze

skupiny hydrazinti. Tyto molekuly zpasobuji ireverzibilni inhibici kovalentni vazbou
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s flavinovym koenzymem v obou izoforméach. Maji tedy silné nezddouci ucinky a nejsou tak

vhodné k terapii depresi (inhibice MAO-A). [20]

H
(@) N\N/\ _
H H H Y
N\NH o N N
©/\/ ? | = H (@]
N

Fenelzin Iproniazid Isokarboxazid

Obrazek 17 - struktura neselektivnich hydrazinovych inhibitoric MAO

Potencial pro inhibici MAO enzyml pomoci hydrazinii vychézi z jejich podobné
chemické struktury, jako maji MAO substraty (adrenalin, noradrenalin, serotonin). Tyto
inhibitory hraji zéasadni roli v orientaci a tvorbé komplexu s aktivnim mistem enzymu.

Hydrazony jsou analoga hydrazini obsahujici skupinu -NH-N=CH-. [20]

Pravé dvojna vazba C=N a terminalni dusik hraji dilezitou roli v jejich fyzikéalnich
i chemickych vlastnostech. C-atom v hydrazonu ma jak elektrofilni, tak nukleofilni vlastnosti.
Oba dusiky hydrazinové skupiny maji nukleofilni charakter, ale aminovy dusik je vice

reaktivnéjsi. Proto jsou hydrazony obecné povazovany za potencialni inhibitory MAO. [20]

Fenelzin (PLZ) patii mezi nejznamési a  nejvyuzivangsi  léciva
s neselektivni inhibiéni aktivitou na MAO. Vyuziva se jako antidepresivum s anxiolytickymi
ucinky. Tato multifunkéni slouc¢enina ma mnoho farmakologickych i neurochemickych efektt,
a to jako matef'ska molekula, tak také jeji metabolit B-fenylethylidenhydrazin (PEH). Zaroven
ob¢ slouceniny ovliviiuji koncentraci y-aminomdselné kyseliny (GABA) v mozku a inhibuji

primarni aminooxidasu®. [22]

PLZ je metabolizovan okamzité, pii ¢emzZ vznikaji metabolity jako je PEH,
fenyloctova kyselina a B-fenylethylamin. Inhibici MAO zvySuji PLZ a PEH koncentraci

serotoninu (5-HT), adrenalinu, noradrenalinu a dopaminu. [22]

8 Primérni aminooxidaza (PrAO) je transmembranovy glykoprotein obsahujici méd, podilejici se na patologii AD
21. Shanahan, P., et al., Theobromine and related methylxanthines as inhibitors of Primary Amine Oxidase.
J Food Biochem, 2019. 43(2): p. e12697.
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Nicméné inhibice MAO vede k neuroprotektivnim t¢inkim PLZ, protoze katalyticky
cyklus oxidativni deaminace vede ke vzniku NH3 (v pfipadé primarnich amint), H>O>
a aldehydl (z imind). Tyto latky jsou potencidln¢ neurotoxické, podobné jako produkty
deaminace (DOPAL, DOPEGAL), a mohou hrat diilezitou roli v rozvoji ADa Parkinsonovy
choroby. [22]

Zatimco PEH ma nizsi aktivitu v inhibici MAO, ma vyssi aktivitu v inhibici GABA-
transaminazy (GABA-T). GABAergni l€ky snizuji ztratu neuronalnich bunék u cévni
mozkové piihody, a to snizenim neurotoxického efektu glutamatu. PLZ tedy muze hrat

vyznamnou roli i v ochrané pred nésledky cévni mozkové piihody, roztrousenou sklerdzou

a mrtvici. [22]

Mezi non-hydraziny se fadi tranylcypromin (obr. 18). Byl to prvni syntetizovany
a distribuovany nehydrazinovy MAO inhibitor. Strukturné se podobd amfetaminu. Zatimco
u hydrazinovych derivatl trva obnova aktivity MAO n¢kolik tydnt, u tranylcyprominu je to

krat§i doba. To je zplsobeno jeho slabsi vazbou senzymem MAO, 1 kdyZ se jedna

.

Tranylcypromin

o ireverzibilni inhibici. [19]

NH,

Obrazek 18 - struktura tranylcyprominu

Selektivni inhibitory MAO-A se rozdé€luji na ireverzibilni — klorgylin a reverzibilni
(reversibile inhibitors monoaminoxidase — RIMA), kam se fadi moklobemid

a brofaromin. [23]

Ireverzibilni inhibitory MAO-A zvySuji svoji inhibici koncentraci vSech
katecholamintl, coZ vede ke vzniku hypertenzni krize ¢i srde¢ni arytmie. I proto se v dnesni

dobg jiz nevyuzivaji. Jako jediny je v CR registrovan moklobemid. [7]

TaktéZ diky ireverzibilni inhibici dochazelo pii uzivani IMAO-A k ,,syrovému efektu®.
Jedna se o hypertenzni krizi zplisobenou vzajemnou interakci tyraminu (metabolit tyrosinu, je
metabolizovan MAO) a katecholaminti. I proto byly IMAO-A nahrazeny slouceninami

pusobicimi selektivnéji na serotonin. [24]
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Moklobemid (obr. 19) je Siroce vyuzivan v terapii depresivnich poruch a méné
vyuzivan v 1é¢be anxiety. Je stejné ucinny pii 1é¢be akutni deprese jako tricyklickd (a néktera

heterocyklickd) antidepresiva nebo selective serotonin reuptake inhibitors. [25]

Cl
Moklobemid

Obrazek 19 - struktura moklobemidu

Mezi selektivni inhibitory MAO-B se fadi selegilin a rasagilin, o kterych je pojednano
v kapitole 2.6, 1é¢ba PD.

2.5 Alzheimerova choroba
2.5.1 Uvod a vznik Alzheimerovy choroby

Alzheimerova choroba (AD) je onemocnéni spojené s degeneraci mozkovych bunck
a je hlavni pfi¢inou demence. Ta se projevuje poklesem kognitivnich schopnosti, postupnym
rozpadem osobnosti, ztratou samostatnosti, paméti a schopnosti uceni. AD je povaZovano
za multifaktoridlni onemocnéni v€etné fady rizikovych faktorli, coz je napf. zvySujici se vek,
genetické predispozice, poranéni hlavy, infekce a cévni onemocnéni. Ke vzniku AD byly

navrzeny dvé nejcastéji uvaZzované hypotézy — cholinergni a amyloidni. [26]
Cholinergni hypotéza

Dle cholinergni hypotézy vznikd AD postupnym snizovanim syntézy ACh v mozku.

[27]

Vzhledem k tomu, Ze ACh hraje velmi dtleZitou roli v kognitivnich funkcich, byla
pojmenovana tato teorie cholinergni. V CNS se ACh podili na fadé fyziologickych procest, t;.
ovliviiuje pamét’, pozornost, uceni a dalsi. Vyznamnou roli v tomto ptipad¢ hraje 1 f-amyloid.

Ten ovliviluje cholinergni neurotransmisi a zapfiCinuje snizovani reuptake cholinu
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a uvoliovani ACh. Dal§im faktorem ovliviiujici progresi AD je sniZovani muskarinovych

a nikotinovych receptorii v presynapsi. [26]

I proto je potencialni strategie 1éCby AD zalozena na této teorii zaméfena na zvySovani

ACh v synapsi, a to pomoci inhibice AChE, ktera koncentraci ACh v synapsi snizuje. [27]
Amyloidni hypotéza

Pti této hypotéze dochdzi k ukladani oligomerniho nebo fibrilarniho B-amyloidniho
peptidu (AP) do neuront. Ztéch se postupné¢ vyvinou senilni plaky, coz zpusobuje
neurotoxicitu a indukci tau proteinu. To vede ke smrti neuronovych bunék a neurodegeneraci.

[28]

U zdravého jedince je amyloidni peptid (AP) vytvofen z APP (prekurzor amyloidniho
proteinu) pomoci B a y-sekretdzy a uvolnén mimo buiiku, kde dochazi k jeho okamzité
degradaci. OvSem u starSich jedinct za patologickych podminek miiZze dochéazet k snizeni
metabolické schopnosti odstranit AP. AP se tak mize kumulovat v misté neuronu a vznika

senilni plak. [28]

Na zékladé téchto hypotéz byly syntetizovany inhibitory takrinu a derivaty donepezilu,
které funguji jako inhibitory AChE a zaroven brani ukladani B-amyloidu. [27]

Tau hypotéza

Dalsim dualezitym aspektem pii rozvoji AD je taupatie, oznaCovana jako 1t hypotéza.
Podle tau-hypotézy dochazi k hyperfosforylaci t-proteinu a k jeho ukladani v intraceluldrnim

prostoru bunék. [27]

Jelikoz je hyperfosforylovany protein nerozpustny, znemoziuje tento komplex
axonalni pfenos a prenos zivin, které jsou potiebné pro funkci mozkovych bun¢k, coz

zapricinuje jejich smrt. [29]

2.5.2 Lécba Alzheimerovy choroby

Protoze je AD multifaktoridlni onemocnéni, snazi se védci zaméfit na vyvoj sloucenin,
které funguji jako ,,multi-targeting* slouceniny. Ty mohou inhibovat né¢kolik patogenetickych
cest vedoucich ke vzniku AD, vcetné AP agregace, agregace fosforylovaného t-proteinu,

oxidac¢niho stresu a snizené hladiny ACh. [27]
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V dnesni dobé bohuzel neexistuje zadné 1écivo, které by bylo schopné pacienta s AD
vylécit. Existuji pouze 1éciva, kterd vedou ke klinickému zlepSeni symptomti a nanejvyse
zpomaluji progresi AD. Mezi skupiny 1€cCiv zabranujici progresi AD se fadi inhibitory
acetylcholinesterazy, antagonisté NMDA’ receptorti — memantin a dalsi potencialné slibné
molekuly. V neddvné dob¢ schvaleny adukanumab je monoklonalni protilatka zaméiujici

se na AP agregaci. [30]

2.5.3 Inhibitory acetylcholinesterazy

Jako prvni skupinou vyuzivanou a vyvinutou v boji proti AD je skupina inhibitorQ
acetylcholinesterazy. Funguji na principu inhibice AChE a nékteré také BuChE®. Jedinym
schvalenym lé¢ivem, inhibujicim jak AChE tak 1 BuChE, je karbamat rivastigmin. DalSimi

zastupci jsou donepezil, galantamin a takrin (jiZ nepouzivany). [30]

Takrin (obr. 20) byl vyuzivan a schvalen FDA na 1écbu AD. Mimo jiné zpomaluje
degradaci cholinergnich neuroni v cerebrdlnim kortexu a hippokampu. Je efektivnim
inhibitorem obou cholinesterdz. Nicméné 1 kdyZz ma pozitivni terapeuticky efekt, zvySuje
hladinu ALT (alanin-aminotransferaza). V jatrech indukuje smrt bun¢k a oxidac¢ni stres. Ve
zvraceni hepatotoxicity muze figurovat u¢inny flavonoid z Glycyrrhizae radix — liquiritigenin.

[31]

NH,

Obrazek 20 - struktura takrinu

Donepezil (obr. 21) je urcen k 1écbé stiedni aZ pokrocilé AD. Toto 1é€¢ivo ma podobné
jako takrin nezddouci uCinky, které se zvetSuji s podanou davkou. Pii vySSich davkéach
nastupuji problémy s dychanim, bradykardie a slabost svali. Mimo inhibici AChE vykazuje

donepezil dalsi pozitivni G¢inky, diky kterym zpomaluje progresi AD. Neucinkuje pouze

7 NMDA receptory — N-methyl-D-aspartat jsou receptory, které vazi glutamat, ¢imZ vpousti vapnik do nervovych
bunék

8 BUChE — butyrylcholinesteraza je druh esterazy vyskytujici se pfedevsim v krevni plazmé a je tvofena v jatrech.
Hydrolyzuje rdizné derivaty cholinu.
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na urovni neurotransmiterd, ale také na molekularni a bunééné urovni. Redukuje expresi

zanétlivych cytokint a efekty zptisobené oxida¢nim stresem. [27]

: e

Obrazek 21 - struktura donepezilu

Galantamin (obr. 22) je terciarni alkaloid wvyskytujici se v rostlinach celedi
Amaryllidaceae. Byl vyuzivan k 1é€bé demence, sclerosis multiplex, myasthenia gravis nebo
n&kterych myopatii. V nedavné dob& byl vyuzivan jako oneirogen’ a induktor pro lucidni
snéni. Galantamin prodluzuje trvani REM spanku (snovy spanek), ¢imz zvysSuje vybavovani

si snl po probuzeni. Davkovani pro tento u¢inek se pohybuje v rozmezi 4-12 mg. [32]

Vykazuje také schopnost navazat se na nikotinové cholinergni receptory (nAChR),
¢imz podporuje a zlepsuje kognitivni funkce, kdezto antagonisté nAChR zhorsuji kognitivni
funkce. [32] Postupné zvySovani davkovani galantaminu mutze zvysit toleranci vi¢i tomuto

1€ku, podobné jako je tomu u rivastigminu. [27]

Obrazek 22 - struktura galantaminu

Rivastigmin (obr. 23) je vyuzivan v 1écbé AD a v nékterych ptipadech i1 v 1écbé
demence u PD. U 1écby pacientt s PD vykazuje zlepSeni v chlizi a jeji stabilit¢. Napomaha tak

snizit riziko padi. Ma pozitivni vlivy také u pacientl s roztrousenou sklerdézou. [33] ZvySené

9 Oneirogen — oneiros = sen a gen= tvofit, latka vyuZivana k vytvofeni ¢ prohloubeni snovych stav(
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davky rivastigminu vedou k postupné toleranci, ale téZ k nezddoucim ucinkiim, zahrnujicim

nepravidelné dychani, bolest na hrudniku ¢i nepravidelny srde¢ni rytmus. [27]

Obrazek 23 - struktura rivastigminu

2.5.4 DalSiléciva vyuzivané v 1é¢bé Alzheimerovy choroby

Jelikoz je AD velmi Casto diagnostikovana u pacientli s vys$im vékem a ¢im dal vice
se dostava toto onemocnéni do poptedi, je nutné pokracovat ve vyvoji novych potencidlnich
l1é¢iv, kterd jsou schopna alespoit zpomalit progresi AD. Tyto skupiny léCiv jsou

monoklonalni protilatky, nova generace inhibitori AChE anebo ladostigil.

Monoklonalni protilatky pouzivané na 1écbu AD se rozdé€luji podle jejich ucinku.

Piisobi na A agregaci (zpomaluji ji) anebo pies tau protein, kde je vyvoj protilatek pomale;jsi.

Prvni skupina piisobici na agregaci p-amyloidu je na velmi dobré cestd. Radi se sem
Jjiz zminovany adukanumab (schvéileny FDA). Adukanumab se vadZze na shluklé Ap.
Lekanemab, ktery ma mechanismus uc¢inku rozdilny od adukanumabu, nebot’ se pfednostné
vaze na rozpustné agregované AP oligomery, které nasledné eliminuje. Donanemab

a gantenerumab jsou v klinickych studiich zkoumény pro 1é¢bu ranného stadia AD. [34]

U druhé¢ skupiny ptisobici pfes tau protein se do 2. faze klinického testovani dostaly

monoklonalni protilatky — semorinemab a bepranemab. [34]

Fenserin, tolserin a eserolin (opioidni agonista) jsou molekuly patfici mezi nové
inhibitory AChE. Fenserin je inhibitor pouze u AChE, navic mé je$t€ schopnost sniZovat
produkci APP. AvSak vSichni tito zadstupci nevykazali tak zajimavé ucinky, aby se dostaly

do klinického vyuziti. [27]

Ladostigil (obr. 24) je novy typ dualistického léCiva, kombinujici inhibici AChE,
BuChE a irreverzibilni inhibici MAO-B. Ukézalo se, Ze méa neuroprotektivni, antioxidacni

a také antidepresivni ucinky, proto jej lze oznacit za MTDL. Chemicka struktura ladostigilu
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je vlastné hybridem dvou jiz vyuzivanych 1éCiv v terapii AD a PD, a to z karbamatové

Casti rivastigminu a propargylaminové ¢asti rasagilinu. [35]

Rivastigmin Rasagilin

Obrazek 24 - struktura ladostigilu jakozto hybridniho léciva

2.6 Parkinsonova choroba

2.6.1 Uvod a patogeneze Parkinsonovy choroby

oA

Parkinsonova choroba (PD) je nejrozSifenéjSi neurodegenerativni pohybové
onemocnéni. Je zpisobena Ubytkem dopaminergnich neurond v substantia nigra, pars
compacta (SNpc) a nefyziologickym hromadénim a-synukleinu'®, ktery se nachazi v Lewyho
téliskach!! v CNS. Pfi prvnotni diagnéze pacientd trpicich PD jsou jiz dopaminergni neurony

v SNpc zni¢eny a degenerace neuroni se jiz rozsitila do dalSich ¢asti CNS. [36]

Dal8im klicovym rysem, ktery zptsobuje PD, je zhorSeny energeticky metabolismus
v mozku. To je podpofeno né€kolika fakty. Starnuti zhorSuje metabolismus glukézy v mozku
a je hlavnim rizikovym faktorem PD. Predispozici k PD jsou 1 mutace, které¢ zhorSuji

mitochondridlni funkce, a tim naruSuji bioenergetické hladiny v mozku. [37]

Incidence pacientti trpicich PD je umérnd vysSimu véku. Pouze 10% piipadli ma

genetickou pfi¢inu a tito pacienti trpi PD jiz v mladém véku. Vinikem v rozvoji PD muzZe byt

10 Alfa-synuklein — protein vytvérejici pfi nerozpustnosti Lewyho téliska
11 Lewyho téliska — jsou drobné Utvary tvofené shluky bilkovin, které je moZné naleznout uvnitf neurond
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také nadmérné pouzivani pesticidi a herbicidii nebo lokalita v blizkosti primyslovych

zavodu. [38]

PD je onemocnéni, které nastupuje skryté, ale progreduje s kazdym piibyvajicim
dnem. Je nemozné jeho postup zastavit a tak se v dnesni dob¢€ snazime tento postup zpomalit.
[39]

Jedna =z hlavnich skupin 1é¢iv vyvijenych a slibnych v klinickém testovani
se zaméfuje pravé na hromadéni a-synukleinu a jeho produkci. [39] Jak Ize vidét na obr. 25,
cest modifikace PD je vice. VétSinou se inhibuje syntéza a-synukleinu pomoci techniky
interference RNA nebo omezenim agregace a-synukleinu, a to pfes lysozom-autofagovy

systém, mitochondrialni funkce ¢i neurozanét. [40]

Nilatinit
GCase processing (e.g. ambroxol)
GCase substrate reduchnn

clearance through lysosome-
autophagy system

a-syn
synthesis aggregatlon

downstream processes
RMA interference e.g. mitochondrial dysfunction,
ASO apoptosis, neuroinflammation

B-agonists

Immunotherapies

|

cell-cell propagatio

Exenatide
Tarazosin
uDCa

Inosing
N-acetylcysteine

Glutathione cell membrane

Obrazek 25 - moznosti modifikace patogeneze PD [40]

Dopamin jakoZto jeden z neurostransmiteri hraje zdsadni roli v PN, protoze se tvofi
v SNpc, kde dochazi pti PD k degeneraci neuronti. To mé za nésledek nedostatek dopaminu
dilezitého pro neurotransmisi v corpus striatum. Tato biochemicka nerovnovéha se projevuje

poruchou koordinace a pohybu. [41]

Hlavnimi motorickymi pfiznaky parkinsonismu jsou, tFes, zpomaleni pohybl
(bradykineze), hypokineze, ztizeny start pohybu (akineze), svalova ztuhlost (rigidita)

a poruchy stoje a chiize (posturadlni nestabilita). [36]
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I ptesto, ze je PD definovana ptevazné jako nemoc postihujici motoriku, nemotorické
symptomy hraji dilezitou roli v klinickém obraze. Zac¢inaji od zhorSené vykonnosti, zacpy
az po poruchy spanku, lhostejnost, depresivni nalady, podrazenost, poruchy ¢ichu a chuti,

halucinace a muze dojit 1 k rozvoji psychozy. [36]

2.6.2 Lécba Parkinsonovy choroby

V soucasné¢ dobé neexistuje 1écba, kterd by modifikovala PD, i1 proto je 1é¢ba PD
symtomatickd a zaméiuje se hlavné na zpomaleni progrese v degeneraci dopaminergnich drah

a hlavnim cilem je ,,doplnéni* dopaminu v chybé¢jicich ¢astech CNS. [36]

Levodopa (obr. 26) je zlatym standardem v I1écbé PD a také nejefektivnéjSim
pro eliminaci motorickych symptomt. Prochazi HEB a pfeménuje se na dopamin

ve zbyvajicich dopaminergnich neuronech v SNpc. [36]

Jelikoz se MAO-B nachazi i mimo CNS, je cast levodopy metabolizovana
jiz v perifernich ¢astech organismu, kde zptisobuje hypotenzi a nevolnost. Témto vedlej$im
ucinktim se da predejit podanim perifernich inhibitort DOPA dekarboxylazy (karbidopa nebo
benserazid). Ty zabrani metabolizaci levodopy a neprostupuji skrz HEB. [36]

Dalsimi moznostmi, jak se levodopa pii administraci do organismu vyhne
metabolizaci, je jinou cestou aplikace nez oralné, respektive pouze skrze GIT. Existuji
ptipravky kombinace karbidopa-levodopa gel nebo moZnost podani skrze pumpu piimo

do duodena. [36]

Dlouhodobé 1é¢ba levodopou vsak bohuzel zptisobuje nevyhnutelné extrapyramidové
vedlejsi ucinky, které se objevuji po nékolika letech 1é¢by. Proto jsou u dlouhodobé 1écby
mladsich pacienti doporucovany agonisté dopaminu. [42]

0]

HO
OH

NH
HO 2

Obrazek 26 - struktura levodopy

Agonisté dopaminu se vazi na postsynaptické dopaminové receptory Di-D3 ve striatu.

Nejsou tak efektivni ve zvraceni motorickych symptomi jako levodopa. [36] Zahrnuji
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namelové alkaloidy a neergotové alkaloidy. Star$i namelové alkaloidy jako jsou bromokriptin,
pergolid a lisurid se v dnesni dob¢ jiz nevyuzivaji kviili riziku rozvoje fibrozy chlopni a plic.
[42]

Novéjsi neergotové slouceniny — pramipexol, ropirinol, rotigotin, apomorfin a piribedil
jsou vyuzivany v 1é€bé PD. Transdermdlni rotigotin je vyuzivan u pacientl, ktefi nemaji
adherenci k 1écbé. Apomorfin podavany parenteralné je vyhrazen pro pacienty, u kterych

se objevuje episoda ,,0ff*, tedy ze jsou rezistentni na jinou lécbu. [42]

Agonisté dopaminu se vyuzivaji i pii 1écbé vedlejSich ucinkl antipsychotickych latek,

hyperprolaktinemii a jsou prvni volbou pfi dal§i motorické poruse, a to syndromu neklidnych

nohou. [42]
\LN f H
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o Pramipexol
N
H
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Obrazek 27 - struktura agonistii dopaminu

Inhibitory MAO-B jsou dalsi skupinou léciv vyuzZivanych u PD, jelikoZ zvySuji
hladinu dopaminu v mozku. Radi se sem ireverzibilni inhibitory MAO-B — rasagilin
a selegilin a reverzibilni inhibitor safinamid, ktery ma vlastnost inhibovat i uvoliiovani
glutamatu. Rasagilin a selegilin vykazuji neuroprotektivni uinky, coz souvisi s jejich

propargylaminovou strukturou. [43]

IMAO-B dokonce dle studii in vitro maji pozitivni ucinek na a-synuklein, podporuji

tvorbu rozpustnych shluki a diky tomu by mohly mit modifikujici u€inky na prabéh PD. [43]

Podavani selegilinu mize oddalit progresi onemocnéni u pacinetl s casnou PD, a tim
1 oddalit potiebu levodopy. Selegilin se metabolizuje na amfetaminové derivaty, proto ho diky
stimulaénim U¢inkiim lze vyuzit u nadmérné spavosti. Je doporuovano ho uzivat rano

¢1 odpoledne. Rasagilin naopak mtize zlepsit kvalitu spanku. [43]
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Obrazek 28 - struktura IMAO-B

Inhibitory COMT jsou IécCiva prodluzujici biologicky polocas levodopy.
V ptitomnosti inhibitoru dekarboxyldzy je metabolismus levodopy zprostfedkovan skrz
COMT. Inhibice téchto enzymi se pouziva ke zmirnéni motorickych fluktuaci. Mezi zastupce

se fadi tolkapon (nezadouci U¢inek je fatalni selhdni jater), entakapon a opikapon. [43]

2.6.3 DalSi slouceniny v 1é¢bé Parkinsonovy choroby

V 1écbé PD se vyuzivaji také anticholinergni 1é¢iva jako je biperiden, benzatropin
a procyklidin. ZlepSuji motorické symptomy, ale snizuji kognitivni funkce. Amantadin,
NMDA antagonista glutamatovych receptor s anticholinergni aktivitou, snizuje motorické

symptomy a komplikace pti PD. [7]

Vyjma inhibitort MAO-B, vétSina z uvedenych slouc¢enin pouze napomaha k obnoveni
dopaminergniho tonusu ve striatu. Do popiedi vyzkumu se dostavaji slouceniny, které mayji

schopnost modifikovat a zabranit postupu PD.

ey ee

(uzivané v terapii obstrukce dychacich cest), nilotinib ¢i terazosin, ambroxol. B-agonisté
snizuji transkipci o-synukleinu prostfednictvim acetylace promotord a zesilovact genu

SNCA. SNCA je gen, na zaklad¢ kterého vznika prave a-synuklein. [40]

Nilotinib je inhibitor tyrosinkinazy pouZivany pii lécbé leukémie. Mechanismus
ucinku nilotinibu spociva ve zvysSené podpote autofagické aktivity, coz snizuje akumulaci

agregatl a-synukleinu. [40]

Terazosin aj-adrenergni antagonista je vyuzivan v indikaci BHP (benigni hyperplazie

prostaty) a hypertenze. Bylo prokazéno, Ze se terazosin vaze na fosfoglycerat kindzu 1
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(PGK1)'? a stimuluje jeji aktivitu. To znamen4, Ze zvys$uje glykolyzu a hladinu ATP v mozku

a vykazuje tak neuroprotektivni ucinky. [37]

Dalsim lécivem piinaSejicim pozitivni vysledky v modifikaci PD je dle studie kyselina
ursodeoxycholova (UCDA), léCivo biliarni cirhézy. Obnovuje mitochondridlni funkce

podobné¢ jako N-acetylcystein ¢i glutathion. [37]

12 Fosfoglycerdt kindza 1 (PGK1) — je enzym, ktery katalizuje reverzibilni pfenos fosfatové skupiny z 1,3-
bisfosfoglyceratu na 3-fosfoglycerat. Vznika pfi tom ATP a tento proces je zahrnut v glykolyze.
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3 Cil prace

Cilem této diplomové prace je syntéza novych potenciondlnich dudlné plisobicich
1é¢iv, inhibujicich AChE, BuChE a MAO. Tyto nov¢ slouceniny by se mohly vyuZit v terapii
AD ¢i PD nebo dal$ich neurodegenerativnich poruch CNS (jako je deprese komorbidni u AD
a PD, jinych demenci aj.).

Chemicky se vychazi ze tii zékladnich reaktantli, které vykazuji jiz ucinky
v klinické praxi a jejich derivaty by mohly byt potenciondlné vyuzitelné. Jedna se o molekuly

isoniazidu, fenelzinu a isokarboxazidu.

Tyto zékladni reaktanty budou reagovat s karbonylovymi slouceninami za vzniku
hydrazidl a hydrazont, konkrétné 3- a 4-nitrobenzaldehyd, fenylacetaldehyd, 5-methoxy-/H-
indol-3-karbaldehyd,  2-(chlorkarbonyl)fenyl-acetat,  3,5-dibrom-2-hydroxybenzaldehyd,
acetofenon, 3-brom-5-chlor-2-hydroxybenzaldehyd. Takto =ziskané slouceniny budou
charakterizovany fyzikalng-chemickymi metodami (teplota tani, 'H a '*C NMR

spektroskopie, IC spektroskopie a TLC analyzy).

Tyto nové vzniklé molekuly budou porovnany v ICso (polovina maximalni inhibi¢ni
koncentrace) inhibici bud’ AChE, BuChE nebo inhibici obou dvou enzymi a zhodnoceny se
standardy pouzivanymi v terapii AD. Nésledné¢ budou vyhodnoceny vztahy mezi chemickou

strukturou a biologickou aktivitou.
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4 Experimentalni Cast

4.1 Obecna metodika — syntéza

VSechny chemikalie, které byly pouzity pro syntézu, byly dodany firmou Sigma-
Aldrich (Merck KGaA, Darmstadt, Némecko). Sloupcova chromatografie se uskutec¢iiovala na
silikagelu 0,063—0,200 mm (Merck KGaA, Darmstadt, Némecko). VSechny provedené reakce
byly monitorovany pomoci tenkovrstvé chromatografie (TLC) v mobilnich fazich
DCM:MeOH 97:3 V/V a DCM:MeOH 93:7 na hlinikovych deskach potazenych silikagelem
60 (Macherey Nagel, Oensingen, Svycarsko) vizualizovany UV zafenim F254 (CAMAG UV
Lamp 4).

Strukturni analyza byla provedena pomoci 'H a 3*C NMR spektroskopie. NMR spektra
(500 MHz nebo 600 MHz pro 'H a 126 nebo 151 MHz pro *C) byla potizena v DMSO-Ds pti
laboratorni teploté nebo pii teploté¢ 60 °C (DM-4 a DM-6) na piistrojich Varian VNMR S500
(Varian Comp., Palo Alto, CA, USA) a JEOL JNMECZ 600R (JEOL, Akishima, Tokyo,
Japonsko) — doc. PharmDrr. Jifi Kunes, CSc.

Hodnoty chemickych posunt (d) jsou vyjadieny v jednotkach ppm a spektra jsou
vnitin€ kalibrovdna na rezidudlni signal aprotického rozpoustédla vici tetramethylsilanu
(DMSO-Ds: 2,50 pro 'H, 39,70 pro '*C). Hodnoty interaké&nich konstant (J) jsou vyjadieny v
Hz. Pro vyhodnoceni NMR spekter byl pouZzit program MestReNova 14.2.3 (Mestrelab
Research, Santiago de Compostela, Spané&lsko). Méfeni jednotlivych teplot tani probihalo v
oteviené sklenéné kapildfe za pouziti pfistroje Biichi B-545 (BUCHI Labortechnik AG,

Flawil, Svycarsko), ziskané hodnoty jsou vyjadieny jako interval a nebyly upravovany.

Elementarni analyza byla provedena ptistrojem Vario MICRO Cube Element Analyzer
na Katedfe farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy (Elementar Analysensysteme,

Hanau, Némecko).

Vsechny chemické struktury, reaktanty a reakéni schémata byly nakresleny

v programu ChemDraw Professional 22.0.0 32-bit (PerkinElmer Inc., MA, USA).
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4.2

4.2.

Chemicka c¢ast

1 Syntéza hydrazidi a hydrazoni

Syntéza (E)-N'-(2-fenylethyliden)isonikotinohydrazidu [DM-1] [44]

N

® i

-0 MeOH
onneh N
Ay N 65 °C, 5 h, poté RT H _N

H

2,5 mmol isoniazidu (343 mg) bylo rozpusténo v 15 ml horkého MeOH a za stilého
michani bylo pfiddno vjednom podilu 1,1 ekvivalentu (2,75 mmol, 366 mg)
fenylacetaldehydu. Reakéni smés byla za stalého michani pfivedena k varu a takto
zahfivana po dobu 5 hodin. Nésledné byla ponechdna zchladnout na RT a pifes noc
za laboratorni teploty michdna. Reakcéni smés byla zfiltrovana, pevnd faze promyta na
filtru vodou a diethyletherem (DEE). Pevny podil byl rozpustén v ethyl-acetatu (EtOAc)
a nasledné byl tento roztok extrahovan 20 ml solanky. Organicka faze byla vysuSena
pomoci siranu sodného, suSidlo bylo odfiltrovano a rozpoustédlo bylo odpateno
na vakuové odparce. Vznikla olejovita kapalina, ktera byla purifikovana pomoci
sloupcové chromatografie na silikagelu (mobilni faze DCM:MeOH 99:1 az 98:2 V/V).
Frakce ze sloupcové chromatografie byly spojeny a zbaveny mobilni faze odpafenim
pomoci vakuové odparky. Nasledovala triturace s 7 ml DEE a do vzniku opalescence
pfikapavan EtOAc. Produkt ponechan krystalizovat pfi -20 °C po dobu jedné hodiny.
Nasledné byl zfiltrovan a vysuSen. VytéZzek reakce byl 49%.

Sumarni vzorec: C14H13N30
Relativni molekulova hmotnost: 239,11
Popis: bilé krystaly

Teplota tani: 140-142 °C
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TH NMR (600 MHz, DMSO-D¢) & 11.68 (s, 1H, CONH), 8.72 — 8.70 (m, 2H, H2, H6),
7.82 (t, J = 5.9 Hz, 1H, CH=N), 7.73 — 7.71 (m, 2H, H3, H5), 7.34 — 7.15 (m, 5H, H2",
H3', H4", H5", H6), 3.61 (d, J = 5.9 Hz, 2H, CH).

13C NMR (151 MHz, DMSO-Ds) & 161.94, 152.62, 150.82, 141.09, 137.19, 129.43,
129.26, 127.23, 122.00, 38.89.

IR: 3204, 3064, 1651, 1622, 1548, 1365, 1301, 1045, 842, 752, 738, 696, 677, 661 cm’!

EA: vypocteno: C, 70.28; H, 5.48; N, 17.56, nalezeno: C, 70.11; H, 5.69; N, 17.50.
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Syntéza (E)-1-(4-nitrobenzyliden)-2-fenethylhydrazinu [DM-2]

NO,

NHNH, _CH3COONa /\©\
(j H,S0, MeOH, 2,25 h RT [j
NS

0]

1 mmol fenelzin-sulfatu (234 mg) byl rozpustén v 8 ml MeOH a za stalého michani bylo
piidano 2,2 mmol (180 mg) octanu sodného a poté v jednom podilu 1,1 ekvivalentu
(166 mg) 4-nitrobenzaldehydu. Reakéni smés byla ponechana reagovat 2 hodiny za RT
a stalého michani. Po 2 hodinach zacala vznikat bil4d opalescence na dné barky, nasledné
za 15 min vznikly bilé krystaly. Pevny podil byl ihned odfiltrovan za sniZzeného tlaku
a nasledné rozpustén v MeOH. Rozpoustédlo bylo odpatfeno na rota¢ni vakuové odparce

za vzniku bilych krystald. Vytézek reakce 38 %.
Sumarni vzorec: C1sH15sN302

Relativni molekulova hmotnost: 269,30

Popis: bilé krystaly

Teplota tani: 90-92 °C

TH NMR (600 MHz, DMSO-Ds) & 8.17 (t, J = 4.5 Hz, 1H, CH=N), 8.13 — 8.10 (m, 2H,
H3', H5), 7.66 — 7.62 (m, 2H, H2", H6"), 7.55 (s, 1H, NH), 7.29 — 7.23 (m, 4H, H2, H3,
H5, H6), 7.19 — 7.15 (m, 1H, H4), 3.40 (td, J = 7.5, 4.6 Hz, 2H, CH:N), 2.85 (t, J = 7.6
Hz, 2H, Ph-CH)).

13C NMR (151 MHz, DMSO-D¢) & 145.75, 144.52, 140.05, 129.75, 129.27, 128.87,
126.64, 125.56, 124.55, 49.58, 34.45.

IR: 3298, 2927, 2330, 1570, 1510, 1331, 1156, 1131, 1106, 897, 845, 748, 699, 695, 675,
665, 657, 646, 640, 629, 624, 609 cm’!

EA: vypocteno: C, 66.90; H, 5.61; N, 15.60, nalezeno: C, 66.94; H, 5.69; N, 15.52.
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Syntéza (E)-1-fenethyl-2-(2-fenylethyliden)hydrazinu [DM-3]

©/\/NHNH2 . ©Mo MeOH, CH;COONa § A/@
°N
50, ©/\/

65°C 4 h, poté RT 12 h

1 mmol fenelzin-sulfatu (234 mg) byl rozpustén v 8 ml MeOH a za stalého michani bylo
pfidéno 2,2 mmol octanu sodného (180 mg) a poté v jednom podilu 1,1 ekvivalentu
(132 mg) fenylacetaldehydu. Reakéni smés byla pfivedena k varu pod zpétnym chladicem.
Reakéni smés byla ponechana probihat 4 hodiny. Po 4 hodinach byla teplota adjustovana
na RT a reakce byla ponechéna reagovat nasledujicich 12 hodin. Dalsi den byly vzniklé
krystaly odfiltrovany za snizeného tlaku, precipitat promyt vodou a MeOH. Vytézek
reakce byl 22 %.

Sumarni vzorec: CisH1sN2

Relativni molekulova hmotnost: 238,33
Popis: Zluté krystaly

Vytézek: 22 %

Teplota tani: >300 °C

TH NMR (600 MHz, DMSO-Ds) § 7.72 (t, J = 5.8 Hz, 1H, CH=N), 7.55 (s, 1H, NH), 7.34
~7.14 (m, 10H, H2, H3, H4, H5, H6, H2", H3’, H4", H5’, H6"), 3.56 (d, J = 5.8 Hz, 2H,
=C-CH»-Ph), 3.29 (t, J= 7.5 Hz, 2H, CHuN), 2.65 (t, J = 7.5 Hz, 2H, Ph-CH>).

13C NMR (151 MHz, DMSO-D¢) & 150.38, 149.31, 141.61, 129.57, 128.75, 128.11,
126.74, 123.39, 121.47, 50.02, 38.97, 34.35

IR: nebylo zméfeno z dlivodu nedostatku produktu.

EA: vypocteno: C, 80.63; H, 7.61; N, 11.75, nalezeno: C, 80.56; H, 7.52; N, 11.77.
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Syntéza (E)-1-(3-nitrobenzyliden)-2-fenethylhydrazinu [DM-4]
NO
©/VNHNH2 . CH3COONa
H,S0, - MeOH, 65 °C 8 h ©/\/ /\©
@)

1 mmol fenelzin-sulfatu (234 mg) byl rozpustén v 8 ml MeOH a za stalého michani
piidano 2,2 mmol octanu sodného (180 mg) a poté v jednom podilu 1,1 ekvivalentu (166
mg) 3-nitrobenzaldehydu. Reakéni smés byla pfivedena k varu pod zpétnym chladicem
a michana na magnetické michacce po dobu 8 hodin. Reakéni smés byla zfiltrovana
a precipitat byl promyt tetrahydrofuranem (THF). Z filtratu bylo odpaieno rozpoustédlo
na vakuové odparce za vzniku nazloutlych krystald. Tyto krystaly byly nasledné
rekrystalizovany z 5 ml EtOAc a ponechény v ledni¢ce (4 °C) po dobu 2 hodin, nésledné
byl pevna podil odfiltrovan a vysusen. Vytézek reakce byl 65 %.

Sumarni vzorec: CisH15sN302

Relativni molekulova hmotnost: 269,30

Popis: bilé krystaly

Teplota tani: >300 °C

EA vypocteno: C, 66.90; H, 5.61; N, 15.60, nalezeno: C, 66.83; H, 5.60; N, 15.54.

TH NMR (500 MHz, DMSO-Ds, 60 °C) § 8.54 (t, J = 2.0 Hz, 1H, H2"), 8.22 — 8.18 (m,
2H, CH=N, H4"), 8.10 (d, /= 7.8 Hz, 1H, H6"), 7.97 (t, J = 8.0 Hz, 1H, H5"), 7.75 — 7.72
(1H, m, NH), 7.35 — 7.31 (m, 4H, H2, H3, H5, H6), 7.28 — 7.25 (m, 1H, H4), 3.49 (t, J =
7.3 Hz, 2H, CHL,N), 2.72 (t, J = 7.4 Hz, 2H, Ph-CH,).

13C NMR (126 MHz, DMSO-D¢) & 148.81, 138.58, 135.19, 134.07, 130.16, 129.47,
129.07, 128.81, 126.88, 123.60, 52.60, 32.59.

IR: 1607, 1533, 1356, 1102, 1010, 857, 774, 747, 715, 704, 681, 641, 637, 610 cm’!

EA: vypocteno: C, 66.90; H, 5.61; N, 15.60, nalezeno: C, 66.83; H, 5.60; N, 15.54
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Syntéza 2-(2-fenethylhydrazin-1-karbonyl)fenyl-acetatu [DM-6]

NHNH, DCM, Et3
Ej/V " OCOCH;
H,SO4 1hRT
C o) H COCO

3

1 mmol fenelzin-sulfatu (234 mg) byl rozpustén v 15 ml dichlormethanu (DCM) a za
stalého michani pifi RT bylo pifidano postupné¢ 0,46 ml EtsN. Nasledovalo pomalé
piidavani 1,1 ekvivalentu (218 mg) chloridu kyseliny acetylsalicylové. Reakce byla
ponechéna reagovat 1 hodinu na magnetické michacce. Na dné banky vznikla bila
srazenina. Reak¢ni smés byla extrahovana pomoci 0,1 M HCI 50 ml, 50 ml nasycené¢ho
roztoku hydrogenuhli¢itanu sodného a 50 ml nasycené¢ho roztoku NaCl. Organicka faze
byla vysuSena pomoci siranu sodného, zfiltrovana a pevny podil byl promyt EtOAc.
Z filtratu bylo odpateno rozpoustédlo na vakuové odparce za vzniku bilych krystali.

Produkt byl rekrystalizovan z EtOAc. Vytéznost reakce byla 55 %.
Sumarni vzorec: C17H1sN203

Relativni molekulova hmotnost: 298,34

Popis: bil¢é krystaly

Teplota tani: 169-170 °C

TH NMR (500 MHz, DMSO-Ds, 60 °C) § 10.18 (s, 1H, CONH), 7.31 — 6.70 (m, 9H, H3,
H4, H5, H6, H2’, H3', H4", H5’, H6"), 2.86 — 2.79 (m, 4H, CH,CHa), 2.59 (s, 3H, CHs).

13C NMR (126 MHz, DMSO-D¢s) & 168.81, 154.70, 153.77, 130.85, 129.00, 128.89,
128.86, 128.17, 126.66, 123.52, 118.70, 115.94, 53.21, 33.09, 20.90.

IR: 3229, 3029, 1673, 1633, 1605, 1521, 1498, 1462, 1417, 1370, 1302, 1268, 1231,
1196, 1156, 1034, 1011, 844, 754, 729, 698, 670, 623, 604 cm’!

EA: vypocteno: C, 68.44; H, 6.08; N, 9.39, nalezeno: C, 68.49; H, 6.00; N, 9.44.
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Syntéza (E)-N'-[(5-methoxy-/ H-indol-3-yl)methylen]isonikotinohydrazidu [DM-7]

H
N
H
S § |
| MeOH
= + : @) ,\}
_NH | 65 °C 1 h, poté RT 12 h HN OCH,
07 N~ 2 o —
H OCH,4

N/

2,5 mmol (340 mg) isoniazidu bylo odvazeno a rozpusténo v 15 ml MeOH. Sm¢és byla
michéna na magnetické michacce, teplota adjustovana na bod varu MeOH (65 °C) pod
zpétnym chladi¢em. Nasledoval ptidavek 2,7 mmol (470 mg) 5-methoxy-1H-indol-3-
karbaldehydu. Reakéni smés ponechana reagovat 1 hodinu pfi teploté 65 °C. Nasledovalo
snizeni teploty na RT a reakéni smés byla ponechéna reagovat dalSich 12 hodin. Po 12
hodinach vznikla bila srazenina. Tato srazenina byla promyta MeOH na nuci a vysuSena.

Vytézek byl 88 %.

Sumarni vzorec: C16H14N4O2

Relativni molekulova hmotnost: 294,31

Popis: bil¢é krystaly

Teplota tani: 252-253 °C (lit. 174-175 °C [45])

EA vypocteno: C, 65.30; H, 4.79; N, 19.04, nalezeno: C, 65.31; H, 4.72; N, 19.08.

TH NMR (500 MHz, DMSO-D¢) § 11.73 (s, 1H, indol NH), 11.52 (s, |H, CONH), 8.78 —
8.76 (m, 2H, H2, H6), 8.61 (s, 1H, CH=N), 7.85 — 7.81 (m, 4H, H3, H5, H2', H4"), 7.35
(d, J = 8.8 Hz, 1H, H7"), 6.86 (dd, J = 8.8, 2.6 Hz, 1H, H6), 3.79 (s, 3H, OCHs)

(majoritni trans-isomer; pomér trans-cis isomert 7:2)

13C NMR (126 MHz, DMSO-Dg) & 160.96, 154.73, 150.45, 146.49, 141.31, 132.24,
131.45, 125.16, 121.68, 112.71, 112.53, 111.45, 104.36, 55.51.

IR: 3197, 3084, 2941, 2798, 1632, 1608, 1585, 1447, 1464, 1446, 1414, 1405, 1348,
1292, 1267, 1216, 1133, 1077, 1018, 1002, 846, 811, 797, 756, 724, 658, 639, 624 cm™!

EA: vypocteno: C, 65.30; H, 4.79; N, 19.04, nalezeno: C, 65.31; H, 4.72; N, 19.08
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Syntéza 5-methylisoxazol-3-karbohydrazidu [DM-9]

N-© H,S0, N-©. NH,NH, N-©
)l\/)7 g M M

HOOC MeOH, 65°C 24 h MeOOC MeOH, RT 12 h H,NHNOC

1

Do baiiky bylo odvdzeno 17 mmol (2,6 g) 5-methylisoxazol-3-karboxylové kyseliny.
Nasledovalo ptikapani 10 ml ptipraveného 1 % roztoku kyseliny sirové v MeOH. Reakéni
smés byla ponechéna reagovat jeden den pod zpétnym chladicem pfti teploté 65 °C.
Reak¢éni smés byla adjustovana na bazické pH (9) 63 mg NaxCO3
a extrahovana pomoci 50 ml EtoAc. Organicka fdze byla odpafena na vakuové odparce,
ziskali jsme 2,4 g methylesteru. Methylester byl prokdzan pomoci NMR spektroskopie
(spektra byla v souladu s literaturou) [46] a cely vytézek byl vyuzit k ptipravé hydrazidu
v nasledujicim kroku. K methylesteru, bylo pfidano 0,9 ml hydrazinu monohydratu.
Reakéni smés byla ponechana reagovat za stalého michéni za RT pfes noc. Na dné banky
se utvorila bild srazenina. Ta byla zfiltrovana na nu¢i a promyta MeOH. Produkt se
nachazel ve filtratu. Filtrat byl odpafen na vakuové odparce do sucha a v bance po

odpafenti filtratu vznikly bilé krystaly. Celkovy vytézek reakce byl 67 %.
Sumarni vzorec: CsH7N302

Relativni molekulova hmotnost: 141,13

Popis: bil¢é krystaly

Teplota tani: 142-143 °C (lit. 139-140 °C [47])

TH NMR (600 MHz, DMSO-Ds) § 12.00 (s, 1H, indol NH), 8.56 (s, 1H, CH=N), 7.85 —
7.81 (m, 2H, H2’, H4"), 7.37 (d, J = 8.8 Hz, 1H, H7"), 7.24 — 7.11 (m, 5H, H2, H3, H4,
H5, H6), 6.85 (dd, J = 8.7, 2.6 Hz, 1H, H6"), 3.75 (s, 3H, OCHs), 3.30 (t, J = 7.5 Hz, 2H,
CH:N), 2.68 (t, J = 7.5 Hz, 2H, Ph-CH,).

13C NMR (151 MHz, DMSO-Ds) & 154.64, 144.20, 141.54, 132.70, 132.16, 129.41,
129.06, 125.57, 122.77, 112.79, 112.50, 111.36, 104.41, 55.62, 53.47, 21.10.

IR: 3310 (N-H), 3239 (N-H), 1661 (C=0), 1650, 1609, 1592, 1554, 1458, 1431, 1325,
1284, 1235, 1159, 1098, 1004, 956, 918, 860, 850, 812, 715, 631, 618 cm™!

EA: vypocteno: C, 42.55; H, 5.00; N, 29.77, nalezeno: C, 42.59; H, 4.96; N, 29.85.
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Syntéza (E)-5-methyl-N'-(3-nitrobenzyliden)isoxazol-3-karbohydrazidu [DM-10]

NO, H O
N-O MeOH ~ N s O
M * N N
HoNHNOC - 65°C 3h, RT 12 h o
0
1 NO;

Do 50 ml banky bylo odvazeno 1 mmol (141 mg) hydrazidu (1), ktery byl poté rozpustén
v 20 ml MeOH. Nasledovalo pfidani 1 mmol 3-nitrobenzaldehydu (151 mg) a reakéni
smes byla privedena k varu pod zpétnym chladicem po dobu 3 hodin. Reak¢ni smés jsme
ponechali reagovat za RT 12 hodin. Dalsi den jsme provedli filtraci roztoku MeOH.
Z filtrace provedené na nuci jsme ziskali 113 mg frakce A a ndsledovanou filtraci filtratu
dal§ich 65 mg frakce B. Ob¢ frakce byly provéfeny pomoci TLC analyzy, ktera
prokazovala vyskyt necistot. Byla uskuteénéna sloupcovd chromatografie s pouZzitim
mobilni faze DCM:MeOH v gradientu 97:3 V/V (1 litr) a 93:7 V/V (1 litr). Ziskané frakce
s o¢ekavanym produktem byly zbaveny rozpoustédla jeho odpatfenim, kde jsme nasledné

izolovali nazloutlé krystaly. VytéZek reakce byl 47 %.
Sumarni vzorec: C12H10N4O4

Relativni molekulova hmotnost: 274,24

Popis: nazloutlé krystaly

Teplota tani: 195-196 °C

TH NMR (500 MHz, DMSO-De) § 12.41 (s, 1H, NH), 8.58 (s, |H, CH=N), 8.48 (t, /= 2.0
Hz, 1H, H2), 8.24 (dd, J= 8.2, 2.4 Hz, 1H, H4), 8.10 (d, /= 7.8 Hz, 1H, H6), 7.72 (t, J =
7.9 Hz, 1H, H5), 6.67 (s, 1H, -CH=), 2.47 (s, 3H, CHs).

13C NMR (126 MHz, DMSO-Ds) & 172.14, 158.58, 156.13, 148.78, 147.68, 136.37,
134.09, 131.08, 125.14, 121.70, 102.32, 12.39.

IR: 3209, 3082, 1674, 1551, 1532, 1456, 1353, 1268, 1227, 1201, 1068, 953, 871, 866,
825, 816, 740, 736, 688, 673, 614 cm™!

EA: vypocteno: C, 52.56; H, 3.68; N, 20.43, nalezeno: C, 52.50; H, 3.70; N, 20.49.
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Syntéza (E)-5-methyl-N'-(4-nitrobenzyliden)isoxazol-3-karbohydrazidu [DM-11]

NO,
N-©. MeOH H [ %
| + \N/N SN
H,NHNOC 65 °C 4 h, poté RT 48 h g I
CHO O,N

Bylo odvazeno 2 mmol (282 mg) hydrazidu (1), ktery byl vnesen do banky. Hydrazid (1)
byl rozpustén v 20 ml MeOH a nasledné piidany 2 mmol (302 mg) 4-nitrobenzaldehydu.
Obsah banky byl pfiveden pod zpétnym chladicem k teploté varu rozpoustédla (65 °C).
Reakéni smés byla promichavana po dobu 4 hodin. Po vyhodnoceni TLC analyzy byla
smes ponechana reagovat dalSich 48 hodin. Konverze byla uspésna a reakce byla
pferusena a zfiltrovana 5 ml studeného MeOH. Zbytkové rozpoustédlo z filtratu bylo

odpateno na vakuové odparce. Reakce poskytla vytézek 38 %.
Sumarni vzorec: CsH7N3O2

Relativni molekulova hmotnost: 141,13

Popis: oranzové krystaly

Teplota tani: 241-243 °C (lit. 235-237 °C [47])

'H NMR (500 MHz, DMSO-Dy) & 12.45 (s, 1H, NH), 8.56 (s, 1H, CH=N), 8.27-8.24 (m,
2H, H3, H5), 7.95-7.92 (d, J = 7.8 Hz, 1H, H6), 7.72 (t, T = 7.9 Hz, 1H, HS), 6.67 (d, J =
1.0 Hz, 1H, -CH=), 2.47 (d, J = 1.0 Hz, 3H, CH3).

13C NMR (126 MHz, DMSO-Dy) & 172.19, 158.54, 156.16, 148.63, 147.59, 140.76,
128.80, 124.62, 102.33, 12.38.

IR: 3239, 3029, 1674, 1638, 1597, 1543, 1514, 1456, 1342, 1313, 1268, 1232, 1204,
1071, 1010, 947, 897, 856, 826, 812, 771, 749, 696, 674, 633, 623 cm’!

EA vypocteno: C, 42.55; H, 5.00; N, 29.77, nalezeno: C, 42.50; H, 5.02; N, 29.74.

Stranka 54 z 79



Syntéza N'-(2-fenylethyliden)-5-methyl- isoxazol-3-karbohydrazidu [DM-12]

N-© —0 MeOH, DEE, EtOAc N
)|\/>7 * @J 7 NS
H,NHNOC 65 °C 2 h, -20 °C H

1

1 mmol (120 mg) fenylacetaldehydu byl navazen do 50 ml destilacni banky a rozpustén
v horkém MeOH (15 ml). Nasledn¢ byl piidan 1 mmol (141 mg) hydrazidu (1). Po dvou
hodinach vykazovala reakce pouze castecnou konverzi na surovy produkt dle analyzy
TLC. Proto bylo do reakéni smési pfidano 5 ml DEE a EtOAc po kapkach do vzniku
srazeniny. Nasledovalo ochlazeni reakéni smési na -20 °C. Po 1 hodin€ vznikl bily
precipitat, ktery byl odfiltrovan pomoci MeOH a susen vzduchem. Vytézek reakce byl 65
%.

Sumarni vzorec: C13H13N302

Relativni molekulova hmotnost: 243,27

Popis: bilé krystaly

Teplota tani: 147-148 °C (lit. 157-158 °C [48])

H NMR (600 MHz, DMSO-Dg) & 11.82 (s, 1H, NH), 7.85 (t, J = 5.9 Hz, 1H, CH=N),
7.33 —7.29 (m, 2H, H3, H5), 7.25 — 7.20 (m, 3H, H2, H4, H6), 6.57 (d, J= 1.1 Hz, 1H, -
CH=), 3.58 (d, J = 5.8 Hz, 2H, CHa), 2.44 (d, J = 1.0 Hz, 3H, CH3).

13C NMR (151 MHz, DMSO-Ds) & 171.87, 158.75, 155.69, 152.92, 137.13, 129.40,
129.25, 127.22, 102.20, 38.86, 12.36.

IR: 3194, 3082, 1666, 1602, 1554, 1454, 1356, 1237, 1222, 912, 845, 738, 698 cm™!

EA: vypocteno: C, 64.19; H, 5.39; N, 17.27, nalezeno: C, 64.22; H, 5.42; N, 17.21.
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Syntéza (E)-N'-(3,5-dibromo-2-hydroxybenzyliden)-5-methylisoxazol-3-karbohydrazidu
[DM-13]

OHC Br H
N-O MeOH Br N s O
o . O
H,NHNOC By 65 °C 3 h, poté 1 h RT OH
1 Br

1 mmol (141 mg) hydrazidu (1) byl rozpustén v 10 ml MeOH a poté bylo pfidan 1 mmol
(280 mg) 3,5-dibrom-2-hydroxybenzaldehydu. Zpracovani reakce probihalo podobné jako

u reakce DM-11, liSily se pouze reak¢ni ¢asy. VytéZzek reakce 30 %.
Sumarni vzorec: C12H9Br:N3O3

Relativni molekulova hmotnost: 405,05

Popis: svétle zluté krystaly

Teplota tani: 147-148 °C

TH NMR (600 MHz, DMSO-Ds) & 12.88 (s, 1H, OH), 12.35 (s, 1H, NH), 8.57 (s, 1H,
CH=N), 7.80 (d, J = 2.4 Hz, 1H, H4), 7.74 (d, J = 2.4 Hz, 1H, H6), 6.67 (d, J= 1.1 Hz,
1H), 2.47 (d, J= 0.9 Hz, 3H).

13C NMR (151 MHz, DMSO-Ds) & 172.34, 158.07, 155.95, 154.22, 149.37, 136.49,
132.76, 121.45, 111.92, 111.08, 102.35, 12.40.

IR: 3189, 3140, 3073, 1676, 1599, 1545, 1456, 1446, 1424, 1342, 1286, 1256, 1226,
1206, 1170, 1134, 1003, 965, 941, 925, 867, 832, 790, 771, 739, 700, 688, 612 cm’!

EA: vypocteno: C, 35.76; H, 2.25; N, 10.43, nalezeno: C, 35.79; H, 2.27; N, 10.46
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Syntéza (E)-N'-(3-brom-5-chlor-2-hydroxybenzyliden)-5-methylisoxazol-3-
karbohydrazidu [DM-14]

OHC Cl H [ o
-0 MeOH Cl x _N ~. 7
N N > N N
M HO 65°C 2 h, poté 1 h RT o
OH
Br

Br

Do 100 ml destilaéni banky byl odvazen 1 mmol (141 mg) hydrazidu (1). Ten byl
rozpustén v 10 ml MeOH. Po rozpusténi byl pfidan 1 mmol (235 mg) 5-chlor-3-brom-2-
hydroxybenzaldehydu. Nasledoval stejny postup jako u reakce DM-11, liSily se pouze
reakeni Casy. Vytézek reakce byl 42 %.

Sumarni vzorec: Ci2HoBrCIN3;O3
Relativni molekulova hmotnost: 360,59
Popis: bilé krystaly

Teplota tani: 249-250 °C

H NMR (600 MHz, DMSO-Ds) & 12.88 (s, 1H, OH), 12.32 (s, 1H, NH), 8.58 (s, 1H,
CH=N), 7.71 (d, J = 2.6 Hz, 1H, H6), 7.62 (d, J = 2.6 Hz, 1H, H4), 6.67 (d, J = 1.1 Hz,
1H), 2.47 (d, J= 1.1 Hz, 3H).

13C NMR (151 MHz, DMSO-Ds) & 172.35, 158.07, 155.95, 153.83, 149.45, 133.94,
129.91, 123.97, 120.85, 111.55, 102.35, 12.39.

IR: 3195, 3139, 3074, 1677, 1598, 1543, 1457, 1446, 1431, 1258, 1237, 1265, 1219,
1205, 1171, 1132, 1003, 964, 950, 924, 868, 832 788, 771, 739, 724, 698, 673, 610 cm’!

EA vypocteno: C, 40.20; H, 2.53; N, 11.72, nalezeno: C, 40.40; H, 2.42; N, 11.89.
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Syntéza (E)- N'-(1-fenylethyliden)-5-methyl-isoxazol-3-karbohydrazidu [DM-15]
@)
N /o

\
|/ + 65 °C 3 h, poté RT 12 h N=
H,NHNOC NH

MeOH, CH;COONa o,

I mmol (141 mg) hydrazidu (1) byl odvazen do 100 ml destilacni banky a rozpustén
v 20 ml MeOH. Nasledné byl pfidan 1 mmol (0,116 ml) acetofenonu a reakéni smés byla
piivedena k bodu varu. Reakéni smés byla ponechana reagovat 3 hodiny. Dle TLC
probihala konverze na vysledny produkt velmi pomalu. Do reakéni smési bylo pfidano 10
mg octanu sodného a smés ponechdna reagovat pies noc za RT. Reakce byla zastavena
a banka byla ochlazena na -20 °C v mrazicim boxu, kde vznikly bilé krystaly. Ty byly
zfiltrovany pomoci nuce a promyty 15 ml MeOH. VytéZek reakce ¢inil 52 %.

Sumarni vzorec: C13H13N30;

Relativni molekulova hmotnost: 243,27

Popis: bilé krystaly

Teplota tani: 157-159 °C (lit. 154-155 °C [47])

TH NMR (600 MHz, DMSO-D¢) 6 10.91 (s, 1H, NH), 7.83 — 7.80 (m, 2H, H2, H6), 7.43 —
7.40 (m, 3H, H3, H4, HS), 6.63 (s, 1H, -CH=), 2.46 (s, 3H, isoxazol CH3), 2.32 (s, 3H,
CHs3).

13C NMR (151 MHz, DMSO-Ds) & 171.73, 158.91, 157.90, 156.29, 138.19, 130.40,
128.96, 127.13, 102.23, 15.17, 12.37.

IR: 3189, 3133, 3056, 2932, 1682, 1661, 1602, 1549, 1491, 1462, 1446, 1417, 1315,
1303, 1275, 1214, 1006, 1054, 1014, 970, 901, 870, 815, 757, 748, 687, 659, 645, 640,
625 cm’!

EA: vypocteno: C, 64.19; H, 5.39; N, 17.27, nalezeno: C, 64.15; H, 5.36; N, 17.29.
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Syntéza N'-(1-fenylethyl)-5-methylisoxazol-3-karbohydrazidu [DM-16]

oy NaBH5CN O
LY - LY,
N/H N, atm, bezv. MeOH, 32 h RT N/H
(0] (0]

Postup reakce byl stejny jako u reakce DM-15. Meziprodukt reakce byl smichén s 0,53
mmol (41 mg) NaBH3CN pod N> atmosférou. Reak¢ni smés ponechdna reagovat za RT
pfes noc, beze zmény. Dalsi den bylo pfidano dalSich 41 mg NaBH3CN. Po 1 hodiné
se provedla TLC analyza. V mezidobi zacala uvnitf baiky vznikat olejovitd kapalina.
Nasledovala filtrace reakéni smési na nuc¢i 10 ml MeOH. Filtrat byl zbaven zbytkového

rozpoustédla pomoci vakuové odparky. Vytézek reakce byl 29 %.
Sumarni vzorec: C13H15sN30;

Relativni molekulova hmotnost: 245,28

Popis: nazloutla olejovitd kapalina

Teplota tani: -

TH NMR (600 MHz, DMSO-D¢) & 10.12 (s, 1H, CONH), 7.29 — 7.25 (m, 2H, H3, H5),
7.23 — 7.20 (m, 1H, H4), 7.16 — 7.13 (m, 2H, H2, H6), 6.61 (s, 1H, -CH=), 4.78 (s, 1H,
NH), 3.84 (q, J = 7.1 Hz, 1H, CH), 2.46 (s, 3H, isoxazol CHz), 1.72 (d, J = 7.0 Hz, 3H,
CH-CH3).

13C NMR (151 MHz, DMSO-Ds) & 171.82, 157.01, 142.58, 129.78, 129.08, 128.94,
128.01, 126.56, 63.03, 23.63, 21.41.

IR: 2972, 2929, 2384, 2183, 1619, 1521, 1453, 1421, 1376, 1308, 1195, 1125, 1082,
1007, 964, 940, 833, 761, 701, 640, 656, 606 cm™*

EA: vypocteno: C, 63.66; H, 6.16; N, 17.13, nalezeno: C, 63.63; H, 6.22; N, 17.10.

Stranka 59 z 79



Syntéza N'-fenethyl-5-methylisoxazol-3-karbohydrazidu [DM-17]

NaBH;CN H
N N
\{/\”)J\H X \(\”)J\N,
N N, atm, bezv. MeOH, 5 h RT H

85 mg DM-12 bylo navazeno do destilatni banky a rozpusténo v 15 ml bezvodého
MeOH. Bylo ptfidano 40 mg NaBH3CN. Reakce probihala pod atmosférou N a byla
ponechana reagovat za stdlého michani 15 hodin. Zbytkové rozpoustédlo bylo odpateno
za vzniku lehce oranzové olejovité kapaliny Do obsahu baiiky bylo pfidano 15 ml MeOH
a vznikla smés byla zfiltrovdna na nuci. Filtrat byl zbaven rozpoustédla za vzniku

oranzové olejovité kapaliny. Zisk reakce byl 18 %
Sumarni vzorec: C13H1sN30;

Relativni molekulova hmotnost: 245,28

Popis: oranzova olejovitd kapalina

Teplota tani: -

TH NMR (600 MHz, ACETON-Ds) § 9.32 (s, 1H, CONH), 7.27 — 7.19 (m, 5H, H2, H3,
H4, H5, H6), 6.4 (s, 1H, -CH=), 3.15 (t, J = 7.5 Hz, 2H, CHuN), 2.82 (t, J = 7.5 Hz, 2H,
Ph-CHa), 2.44 (s, 3H, CH:).

13C NMR (151 MHz, ACETON-Ds) & 171.24, 158.28, 140.30, 140.03, 128.77, 128.37,
126.04, 101.14, 53.01, 34.38, 11.24.

IR: 3027, 2929, 1661, 1596, 1533, 1496, 1454, 1361, 1273, 1130, 1031, 1002, 917, 849,
810, 748, 700, 640, 618 cm!

EA: vypocteno: C, 63.66; H, 6.16; N, 17.13, nalezeno: C, 63.81; H, 6.02; N, 17.10.
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4.3 Biologicka aktivita

4.3.1 Stanoveni inhibi¢ni aktivity u cholinesteraz

Nejpouzivanéj§i metodou pro stanoveni inhibi¢ni aktivity cholinesterdz je
spektrofotometricka Ellmanova metoda. Ta je zaloZzena na kvantifikaci obsahu -SH nebo -S-S-

skupin.

Principialné¢ se jedna o rychlost vzniku thiocholinu, ktery vznikd jako produkt
hydrolyzy acetylthiocholinu a butyrylthiocholinu cholinesterazou ve vodném prostiedi. Ten
reaguje s Ellmanovym cinidlem (5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina) za vzniku zlutého

produktu 5-thio-2-nitrobenzoatu, detekovatelného pti vinové délce 412 nm. (obr. 29) [49]

| (0] AChE [
% — - +  CHaCOOH
)J\ /NJr\/\SH 3

NO, |
v HS NO
HoOC S. /©: HOOC S. N 2
,L\//\ ¥ s COOH — > :©/ TN,
d SH COOH

02N 02N

Obrazek 29 - Reakcni schéma Ellmanovy reakce

4.3.2 Vysledky stanoveni inhibi¢ni aktivity AChE a BuChE

Po syntéze vSech novych slou¢enin DM-1 az DM-17 byly tyto slouceniny podrobeny
Ellmanové metod¢. Tato metoda byla provedena na Univerzité Pardubice. Konkrétné
na Fakulté chemicko-technologické, katedra biochemickych a biologickych véd Mgr. Sarkou
Stépankovou, Ph.D.

Vysledky inhibi¢ni aktivity ICso pro AChE a BuChE Ize vidét pro vSechny
syntetizované slouceniny v Tab.1. Inhibi¢ni aktivita se méfila proti standardim pouZivanym

v 1é€bé AD (galanthamin, rivastigmin, takrin a donepezil). Z tabulky se da odvodit, Ze ¢im

vvvvvv

v potencionalni lécbé AD ¢i PD.
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Oznaceni
slouceniny
DM-1
DM-2
DM-3
DM-4
DM-6
DM-7
DM-9
DM-10
DM-11
DM-12
DM-13
DM-14
DM-15
DM-16
DM-17
Rivastigmin
Galantamin
Takrin
Donepezil

Nejvyssi schopnost inhibice AChE vykazuji latky DM-4, DM-10, DM-11, DM-12. Dalsi

slouceniny, které se pohybuji v fadech podobnych jako u rivastigminu, jsou molekuly DM-2,

ICso (M)
AChE
79,18+0,73
60,39+3,03
102,97+5,65
16,49+0,78
159,57+3,84
47,60+2,12
109,55+8,82
21,78+0,53
44,14+1,15
42.68+0,12
52,83+1,53
58,31+£2,27
55,10+2,63
50,83+0,24
54,63+1,57
56,10+1,41
1,54+0,02

0,038+0,002
0,015+0,0001

ICs0 (M)
BuChE
181,86+0,72
53,03+1,47
107,48+5,43
160,38+5,51
218,38+2,44
255,82+5,83
148,21+2,63
148,22+0,99
230,24+9,30
253,4249,55
191,90+9,48
407,49+9,41
156,93+1,79
390,15+13,35
105,13+4,48
38,40+1,97
2,77£0,15

0,004+0,00006

0,0314+0,001

DM-7, DM-13, DM-14, DM-15, DM-16, DM-17.

Nejvyssi schopnost inhbice BuChE vykazuje molekula s ozna¢enim DM-2. Ta se s ICso
nejvice priblizuje hodnot€ inhibi¢ni aktivity rivastigminu. Ostatni molekuly maji velmi slabou

afinitu k BuChE oproti standardim.

Dal§$im faktorem, ktery byl urCovan pro nové syntetizované slouCeniny, je index

selektivity (SI), podle kterého je mozno ur€it, zda je danéd slouCenina selektivni inhibitor

AChE nebo BuChE.

e Pokud vychazi SI > 10 je sloucenina selektivni pro inhibici BuChE

e Pokud vychdzi SI < 0,1 je sloucenina selektivni pro inhibici AChE

ICso ACRE

~ ICso BuChE
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SI

0,44
1,14
0,96
0,10
0,73
0,19
0,74
0,15
0,19
0,17
0,28
0,14
0,35
0,13
0,52
1,46
0,56
9,50
0,48

Tabulka I - inhibice AChE a BuChE s indexem selektivity



Dle Tab. 1 se nejedna ani vjednom pfipadé¢ o uplnou selektivitu ani k jedné
cholinesteraze. Pouze DM-4 vykazuje selektivitu k AChE. Naproti tomu DM-2 a DM-3
maji téméf srovnatelnou selektivitu k obéma esterazam, jinak je citlivéjSim enzymem

AChE.

5 Diskuze

5.1 Chemicka cast

Jak jiz bylo zminéno v pfedchozich kapitolach, k navrhu série slou€enin slouzily jako
vychozi slou€eniny isoniazid, fenelzin a isokarboxazid. Tyto slouceniny reagovaly
s karbonyly za vzniku hydrazonti a hydrazint. Témito syntézami bylo pfipraveno dohromady

15 prekurzort a finalnich latek (DM-1 az DM-17).

Pti syntéze témét vSech slouCenin se nastavovaly podobné reakéni podminky
a vyuzivaly se opakujici postupy. MeOH se ukdazal jako nejlepsi zvolené rozpoustédlo pro
tento typ reakci. MeOH se vyuZil u kazdé z reakci a vykazoval nejlepsi vlastnosti v porovnani

napiiklad s THF (bylo pouzito ve dvou reakcich DM-7 a DM-8 — neuspésn¢).

Metodika ptipravy zkouSenych sloucenin byla nasledujici: reaktanty byly rozpuStény
v MeOH a reakéni smés byla zahfivana za varu rozpoustédla (65 °C) pod zpétnym chladicem.
Konverze na produkt probihala u kazdé slouceniny jinak, a to jak pies reakéni Cas tak i pres

nasledujici zpracovani reakce. Ve vétsin€ ptipada se jednalo o reakci hydrazinu s karbonylem,

mn R ]
X N X N R
e} H,oN N~
©€) 24> + H,0

Obrazek 30 - reakce aldehydu a hydrazinu za vzniku hydrazonu a vody

jak pojednava obr. 30.

Nekteré slouceniny (DM-5 a DM-8) se i pifes fadu pokusti nepodatilo izolovat
v pfijatelné Cistot¢ a v piijatelném mnozstvi na biologické testovani. Jednalo se o reakci

fenelzinu s 2-hydroxybenzaldehydem. Tato reakce byla oznafena v syntetizované sérii
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pod kodem DM-5 a byla piipravovana analogicky k reakci DM-3. Pfi prvnim pokusu syntézy
DM-5 byly reaktanty uvedeny do vodného prostfedi s NaOH. V dal§im pokusu se pouzilo
prostfedi MeOH a octanu sodného. Ve tfetim pokusu byl pouzit anhydrid kyseliny octové
v prosttedi pyridinu k chranéni hydroxylové skupiny, nasledované vlastni kondenzaci
s aminovou skupinou. I pfes zménu reakcniho prostiedi a chranéni hydroxylové skupiny

se vysledny produkt nepodafilo izolovat.

OH

ShLA®

Obrazek 31 - struktura DM-5

Dal$im netspéSnym pokusem o syntézu byla reakce DM-8 — reakce fenelzinu
s 5-methoxy-1H-indol-3-karbaldehydem. Dle chronologické analyzy TLC (provadéné u kazdé
reakce po 10, 15, 20 a 30 minutdch) v mobilni fazi DCM:MeOH 97:3 V/V, dochazelo
z nevysvétlitelného divodu ke konverzi produktu na slouceninu s vyssim R; DM-8 se
nepodafrilo izolovat vlivem konverze slouceniny na jiny produkt. Slouc¢eninu s vy$sim Ry se

také nepodaftilo izolovat a identifikovat.

-0

Obrazek 32 - struktura DM-8

V celé sérii se pfipravily dvé slou€eniny, které vznikly redukci dvojné vazby. Jednalo
se 0 molekulu DM-17, syntetizovanou z nenasycen¢ho derivatu DM-12, pomoci redukéniho
¢inidla NaBH3CN a inertni atmosféry, a DM-16 pfipravovanou pod inertni atmosférou
N2 z DM-15. U reakce DM-16 se muselo ptidat dvojnasobné mnozstvi redukcniho ¢inidla,

protoZze nedochdzelo k dostate¢né konverzi na produkt.

U DM-15 se rychlost ptemény na produkt zlepSila po ptidani malého mnozstvi octanu
sodného  kreakéni  smési. Pii  jeho  nepfitomnosti  probihala  pfeména

na produkt velmi pomalu a neochotné.
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Reakce s oznacenim DM-6 probihala za jinych podminek nez ostatni reakce. Probihala
v prostiedi DCM a Et3N jako reakéni ¢inidlo. Jednalo se o piipravu 2-(2-fenethylhydrazin-1-
karbonyl)fenyl-acetatu.

Vytézky reakei nekorelovaly se strukturou slouceniny nebo reaktantli. Nizké vytézky
byly u reakci: DM-3, DM-11, DM-13, DM-14, DM-16 a DM-17. Diivodem nizkych vytézka
u reakci DM-11, DM-13 a DM-14 byl =zvoleny postup  pfipravy
a opakovana purifikace produktu. U reakci DM-16 a DM-17 vznikly ztraty z davodu
nedokonalé konverze reaktanti na produkt. Naopak nejvétsi vytézek vykazovala reakce
DM-7 a to vlivem rychlé konverze na produkt bez nutnosti dalSich krokii a purifikace
produktu. U reakce DM-7 s vytézkem 88 % dle '"H NMR spektroskopie vyslo, Ze produktem

je smes trans a cis izomertl v poméru 7:2.

5.2 Biologie

5.2.1 Inhibice a ICso

Inhibice enzymi je proces, pii kterém se snizi aktivita enzymu po navazani urcitého
ligandu. Tim dochézi k nespravnému ¢i omezenému fungovani enzymu a tedy i1 zablokovani

enzymatické reakce.

Slouceniny, které takto ucinkuji na enzymech, se nazyvaji enzymatické inhibitory
¢1 negativni efektory. Inhibice mize byt pfirozend nebo nepfirozend. U pfirozené inhibice
dochazi pomoci inhibitoru, ktery je organismu vlastni slouceninou, k regulaci bunécnych

procestl a u nepfirozené jako inhibitory figuruji jedy a nechténé zplodiny metabolismu. [49]

Inhibici mizeme rozdélit na ireverzibilni a reverzibilni. Reverzibilni se dale d¢li
na kompetitivni (inhibitor soutézi s molekulou substratu o aktivni misto enzymu),
akompetitivni (inhibitor se vaze pouze na komplex enzym-substrat) [S0] a nekompetitivni
(inhibitor se vaze mimo vazebné misto uréené pro substrat). Pii nekompetitivni inhibici se
vazi inhibitory do alosterického mista a tim se snizuje rychlost pfemény substratu na produkt.

Inhibitor pfi této inhibici snizuje mezni rychlost (Vmax), ale Michaelisova konstanta' zlistava

13 Michaelisova konstanta je takova koncentrace substratu pfi niz je rychlost enzymové reakce (v) rovna
poloviné maximalni rychlosti (Vmax)
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stejnd. Specialnim typem nekompetitivni inhibice je inhibice smiSena, pti které¢ dochazi ke

zméné¢ Michaelisovy konstanty i mezni rychlosti. [51]

Z chemického hledika miize byt inhibitorem témét cokoliv. At uz se jedna o ionty
kovi,, nizkomolekularni anorganické latky, ale jako inhibitory se muzou chovat

1 vysokomolekularni organické latky. [49]

Uginnost inhibitortt se posuzuje dle hodnoty ICso. ICso je kvantitativni mirou, ktera
udava kolik inhibi¢ni slouc¢eniny je potieba k in vitro inhibici daného biologického procesu
(napt. inhibice enzymu) o 50 %, tj. takova koncentrace inhibitoru, kterd snizi ucinnost

enzymu o 50 %. Nejcastéji je udavana v molarni koncentraci mol/l. ([52] [49])

Vsechny pripravené slou¢eniny DM-1 az DM-17 byly podrobeny in vitro screeningu.
Bylo nasyntetizovano celkem 15 sloucenin, u kterych byla stanovena jejich schopnost

inhibovat AChE a BuChE pomoci Ellmanovy metody.

5.2.2 Inhibice AChE

Nejlepsi schopnost pro inhibici AChE s ICso = 16,49 uM vykazuje slou¢enina DM-4.
Jedna se o slou€eninu (E)-1-(3-nitrobenzyliden)-2-fenethylhydrazin. Druhou velmi aktivni
molekulou v inhibici AChE je DM-10 s ICso = 21,78 uM. Jedna se o slouc¢eninu (E)-5-methyl-
N'-(3-nitrobenzyliden)isoxazol-3-karbohydrazid. Lze tedy odvodit, Ze nejlepsi vysledky

v inhibici AChE vykazuji 3-nitrobenzylidenové derivaty.

Dalsi molekuly, které maji afinitu v inhibici AChE, jsou DM-12, DM-11 a DM-7.
DM-7 sinhibi¢ni aktivitou ICso = 47,60 pM je (E)-N'-[(5-methoxy-/H-indol-3-
yl)methylen]isonikotinohydrazid a =z Tab. 1 je patrné, ze indolovy derivat
je aktivnéj§i neZ hydrazon odvozeny od fenylacetaldehydu (DM-1, odvozeny téz

od isoniazidu).

DM-11 s ICso = 44,14 uM vykazuje Ctvrtou nejvyssi schopnost inhibice AChE. Jedna
se 0 4-nitroderivat. Ze namétenych hodnot tedy vyplyva, Ze 4-nitroderivaty jsou u inhibice

AChE horsimi inhibitory neZ 3-nitroderivaty.

Pro sérii slouCenin pfipravovanych zvychozi latky 5-methylisoxazol-3-
karbohydrazidu DM-9 az DM-15 je typické, Ze jakykoliv derivat odvozeny od vychozi

slouc¢eniny DM-9 (ICso = 109,55 uM) je ucinnéjSim inhibitorem nez mateiska (vychozi)
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slou¢enina. DM-12 s inhibi¢ni koncentraci ICso = 42,68 uM vykazuje 3. nejlepsi schopnost

inhibice AChE. Jedna se o derivat fenylacetaldehydu.

Fenylacetaldehyd reagoval se vSemi vychozimi latkami (konkrétné se jednd o
produkty DM-1, DM-3 a DM-12) se ukdzal jako nejvhodné&jsi substituent pro 5-
methylisoxazol-3-karbohydrazid.

U série pripravované z fenelzinu se jako nejhorsi substituent prokézal chlorid kyseliny

acetylsalicylové (DM-6), a to jak v inhibici AChE, tak i BuChE.

DM-13 (ICso = 52,83 uM) a DM-14 (ICso = 58,31 uM) piipravované z reaktanti

salicylaldehydt nevykazuji po substituci bromu za chlor vyrazné zmény v inhibici.

Ani redukce dvojné vazby u produkti DM-16 a DM-17 nepfinesla vyrazné¢ posuny
inhibicni aktivity. Nasycenost vazby tedy nekoreluje s inhibi¢ni aktivitou u AChE.

Slouceniny byly porovnavany s inhibi¢nimi koncentracemi 1é¢iv
pouzivanych u AD. Témi jsou rivastigmin, donepezil, galanthamin a takrin (jiz nevyuZzivan).
Jak je uvedeno v Tab. 1, slou¢eniny DM-4, DM-7, DM-10, DM-11 a DM-12 vykazuji lepsi

inhibici nez rivastigmin, ale niz$i inhibici nez galanthamin a donepezil.

V opaéném spektru stoji sloucenina s oznacenim DM-6. Ta vykazuje nejhorsi inhibici
AChE z celé série. DM-6 je molekula pfipravena z derivatu kyseliny acetylsalicylové s ICso =
159,57 uM. Druhou nejslabsi afinitu k AChE vykazuje sloucenina DM-9 s ICso = 109,55 uM.
A tfeti nejhorsi je slouc¢enina DM-3 s ICso = 102,97 uM.

5.2.3 Inhibice BuChE

Dle Tab. 1 schopnost inhibice BuChE u celé¢ série nasyntetizovanych sloucenin
nevykazuje dobrou aktivitu vic¢i BuChE. Pouze jedna sloucenina ma inhibi¢ni schopnost,
ktera se alesponi Castecné pfibliZzuje standardu rivastigminu. Jednd se o slouceninu DM-2, u

které je ICso= 53,03 pM.

U sloucenin DM-13 a DM-14, coz jsou molekuly, které se li§i substituci bromu
za chlor, se inhibice po substituci chlorem snizila vice nez dvojnasobné (156,93 uM a 407,49

uM).

Stranka 67 z 79



Rozdil mezi 3-nitroderivaty a 4-nitroderivaty u inhibice AChE je prokazatelny
ve prospéch 3-nitroderivati. U inhibice BuChE nelze jednozna¢né prokazat, které nitro

derivaty jsou lepSimi inhibitory.

Nasycenost vazeb v molekule nekoreluje s inhibi¢ni aktivitou jak u AChE, tak
u BuChE. Porovnavanymi slou¢eninami byly DM-12 (dvojnéa vazba) s DM-17 (jednoducha
vazba) a DM-15 (dvojna vazba) s DM-16 (jednoducha vazba).
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6 Zavér

V této diplomové praci se podafilo nasyntetizovat 15 sloucenin. Ty byly testovany
na schopnost inhibice AChE a BuChE, vyjadiené pomoci ICso v jednotkach uM. Vyhodnoceni
inhibice prob¢hlo na zéklad¢ ziskanych dat zmétfenych Ellmanovou metodou. Nékteré ze
slouc¢enin (konkrétn¢ DM-4, DM-10, DM-11, DM-12) se prokazaly stejn¢, dokonce Iépe

uc¢inné v inhibici AChE nez rivastigmin.
Z této diplomové prace bylo na zéklad¢ ziskanych informaci a dat vyhodnoceno:

1. Nejlepsi biologickou aktivitu vykazovaly slouceniny, které byly
pfipraveny z 3-nitroderivatii. Konkrétné¢ se jednalo o slou¢eninu DM-4 (E)-1-(3-
nitrobenzyliden)-2-fenethylhydrazin. 1 proto by mohly slou€eniny pfipravované
z 3-nitroderivati hrat vyznamnou roli v dalSich syntézach a hodnocenich v inhibici

AChE.

2. Velmi dobré vysledky v inhibici AChE vykazovaly taktéz derivaty
pripravené z 4-nitroderivati (DM-2 a DM-11).

3. 3-nitroderivaty mély lepsi vysledky v inhibici AChE nez
4-nitroderivaty. U BuChE se neda jednoznacné prokazat, ktery z nitro derivatl ma

lepsi inhibi¢ni aktivitu.

4. Nasycenost vazeb neméla vyznamny vliv na aktivitu v inhibici u obou
enzymu. TudiZ se nejednd o korelaci mezi nasycenosti a nenasycenosti vazeb a jejich

rozdilném U¢inku v inhibici cholinesteraz.

5. Substituce chlorem vykazovala zhorSeni inhibi¢ni aktivity u inhibice
BuChE aZ dvojnasobné. U inhibice AChE vykazovala nepatrny rozdil ve prospéch
bromu. Tudiz substituce chlorem neni vyhodnd v inhibici ani pro jednu z forem

enzymu.

6. Pouze jedna sloucenina ze série méla podobnou schopnost inhibovat
BuChE jako rivastigmin. Jednalo se o slouceninu s oznatenim DM-2. DM-2 taktéz
vykazovala stejnou efektivitu v inhibici obou enzymi, podle hodnoty SI. Nejvice

selektivni k AChE byla slou¢enina DM-4.

7. Fenylacetaldehyd reagoval se vSemi vychozimi slouceninami

(isoniazid, fenelzin a 5-methylisoxazol-Skarbohydrazid) se dle inhibi¢ni aktivity ICso
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pro AChE ukazal jako nejvhodnéjsi substituent pro S-methylisoxazol-3-
karbohydrazid. U BuChE byl nejvhodnéj$im substituentem pro fenelzin.

8. U série pripravované z fenelzinu se jako nejhorsi substituent prokazal
DM-6, a to jak pro inhibici AChE, tak i BuChE. Jedna se o slouceninu 2-(2-
fenethylhydrazin-1-karbonyl)fenyl-acetat.

Slouceniny s nejlepSimi vysledky budou dale poslany na testovani dalSich cili

ovliviiujicich 1écbu AD a PD, a to napt. schopnost inhibice MAO-A a MAO-B.

Stranka 70 z 79



7 Pouzita literatura

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Akaike, A. Nicotinic Acetylcholine Receptor Signaling in Neuroprotection. 2018; Chapter
1:[Available from: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK543551/ doi: 10.1007/978-981-
10-8488-1_1.

Hampl Franti$ek, S.R., Jaroslav Pale¢ek, Farmakochemie 2. 2007, Praha: Vydavatelstvi VSCHT.

Tiwari, P., et al., Basic and modern concepts on cholinergic receptor: A review. Asian Pac J Trop
Dis, 2013. 3(5): p. 413-20.

Vyskotil, F., Acetylcholin hodny a zly. Casopis Vesmir, 2009. 88(3): p. 153.

Ceckova, M., Léciva ovlivriujici cholinergni systém. 2020, Farmaceutickd fakulta, Univerzita
Karlova.

Tindle, J. and P. Tadi. Neuroanatomy, Parasympathetic Nervous System. 2023; Available from:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31985934.

Sliva Jiti, Farmakologie v kostce. 2021, Praha: Triton.

Mets, B. and |. Redai, Parasympathomimetic and parasympatholytic drugs. Anesthetic
Pharmacology, 2011: p. 666-6675.

Patel, N.M. and N. Dewaswala. Parasympathomimetic Medications. StatPearls 2023; Available
from: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/32119421.

Vardanyan, R.S. and V.J. Hruby, 13 - Cholinomimetics, in Synthesis of Essential Drugs, R.S.
Vardanyan and V.J. Hruby, Editors. 2006, Elsevier: Amsterdam. p. 179-193.

Mdeni, N.L., et al., Analytical Evaluation of Carbamate and Organophosphate Pesticides in
Human and Environmental Matrices: A Review. Molecules, 2022. 27(3): p. 618.

Sullivan, S.D., Rasouliyan, L., Russo, P. A., Kamath, T., & Chipps, B. E. , Extent, patterns, and
burden of uncontrolled disease in severe or difficult-to-treat asthma. Allergy, 2007. 62(2): p.
126-33.

Vojtisek, P., Premedikace u déti. Pediatr. praxi, 2015. 16(6): p. 375-378.

Kreydin, E.I., C.M. Gomes, and F. Cruz, Current pharmacotherapy of overactive bladder. Int
Braz J Urol, 2021. 47(6): p. 1091-1107.

Anzueto, A. and M. Miravitlles, Tiotropium in chronic obstructive pulmonary disease - a
review of clinical development. Respir Res, 2020. 21(1): p. 199.

Buda, O,, et al., Altered states, alkaloids, and catatonia: Monoaminoxidase inhibitors and
their role in the history of psychopharmacology. Front Pharmacol, 2022. 13: p. 1053534.

Kamal, S. and S.L. Lappin. Biochemistry, Catecholamine Degradation. StatPearls 2023;
Available from: https://www.nchi.nlm.nih.gov/books/NBK545235/.

Stranka 71z 79


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK543551/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31985934
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/32119421
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK545235/

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

Judrez Olguin, H., et al., The Role of Dopamine and Its Dysfunction as a Consequence of
Oxidative Stress. Oxid Med Cell Longev, 2016. 2016: p. 9730467.

Yanez, M., et al., History and therapeutic use of MAO-A inhibitors: a historical perspective of
mao-a inhibitors as antidepressant drug. Curr Top Med Chem, 2012. 12(20): p. 2275-82.

Can, N., et al., Synthesis of New Hydrazone Derivatives for MAO Enzymes Inhibitory Activity.
Molecules, 2017. 22(8): p. 1381.

Shanahan, P,, et al., Theobromine and related methylxanthines as inhibitors of Primary Amine
Oxidase. ) Food Biochem, 2019. 43(2): p. €12697.

Matveychuk, D., et al., Overview of the Neuroprotective Effects of the MAO-Inhibiting
Antidepressant Phenelzine. Cell Mol Neurobiol, 2022. 42(1): p. 225-242.

Youdim, M.B. and M. Weinstock, Therapeutic applications of selective and non-selective
inhibitors of monoamine oxidase A and B that do not cause significant tyramine potentiation.
Neurotoxicology, 2004. 25(1-2): p. 243-50.

Fowler, J.S., et al., Reversible inhibitors of monoamine oxidase-A (RIMAs): robust, reversible
inhibition of human brain MAO-A by CX157. Neuropsychopharmacology, 2010. 35(3): p. 623-
31.

Bonnet, U., Moclobemide: therapeutic use and clinical studies. CNS Drug Rev, 2003. 9(1): p.
97-140.

Breijyeh, Z. and R. Karaman, Comprehensive Review on Alzheimer's Disease: Causes and
Treatment. Molecules, 2020. 25(24): p. 5789.

Sharma, K., Cholinesterase inhibitors as Alzheimer's therapeutics (Review). Mol Med Rep,
2019. 20(2): p. 1479-1487.

Kametani, F. and M. Hasegawa, Reconsideration of Amyloid Hypothesis and Tau Hypothesis in
Alzheimer's Disease. Front Neurosci, 2018. 12: p. 25.

Mohandas, E., V. Rajmohan, and B. Raghunath, Neurobiology of Alzheimer's disease. Indian J
Psychiatry, 2009. 51(1): p. 55-61.

Kratky, M., et al., Novel propargylamine-based inhibitors of cholinesterases and monoamine
oxidases: Synthesis, biological evaluation and docking study. Bioorg Chem, 2021. 116: p.
105301.

Park, S.M., et al., Tacrine, an oral acetylcholinesterase inhibitor, induced hepatic oxidative
damage, which was blocked by liquiritigenin through GSK3-beta inhibition. Biol Pharm Bull,
2015. 38(2): p. 184-92.

Kalola, U.K. and H. Nguyen. Galantamine. StatPearls 2023; Available from:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/34662060.

Patel, P.H. and V. Gupta. Rivastigmine. StatPearls 2023; Available from:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK557438/.

Stranka 72z 79


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/34662060
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK557438/

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

Kleinova L.. et al., Nové farmakologické moZnosti v Iécbé Alzheimerovy nemoci. Cesk Slov
Neurol N, 2022. 85(6): p. 462-469.

Jii Patocka, K.K., Ladostigil - dalsi snaha o dualistické kognitivum. Psychiatrie, 2013. 17(2): p.
71-73.

Balestrino, R. and A.H.V. Schapira, Parkinson disease. European Journal of Neurology, 2020.
27(1): p. 27-42.

Schultz, J.L., et al., A pilot to assess target engagement of terazosin in Parkinson's disease.
Parkinsonism Relat Disord, 2022. 94: p. 79-83.

Zafar, S. and S.S. Yaddanapudi. Parkinson Disease. StatPearls 2023; Available from:
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29261972/.

Bloem, B.R., M.S. Okun, and C. Klein, Parkinson's disease. Lancet, 2021. 397(10291): p. 2284-
2303.

Stoker, T.B. and R.A. Barker, Recent developments in the treatment of Parkinson's Disease.
F1000Res, 2020. 9: p. 862.

Triarhou, L.C. Dopamine and Parkinson's Disease. [In: Madame Curie Bioscience Database]
2000-2013; Available from: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK6271/.

Choi, J. and K.A. Horner. Dopamine Agonists. StatPearls 2023; Available from:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK551686/.

Tan, Y., P. Jenner, and S.D. Chen, Monoamine Oxidase-B Inhibitors for the Treatment of
Parkinson's Disease: Past, Present, and Future. ) Parkinsons Dis, 2022. 12(2): p. 477-493.

Acuia, A.A., Vania; Demarqui, Fernanda Manaia; Jara, Danilo H.; Klahn, A. Hugo; Lemus, Luis;
Mallea, Mario; Pavan, Fernando Rogério; Toro, Patricia M.[Journal of Organometallic
Chemistry, 2022. 964(122299).

Mudzhoyan, e.a., Armyanskii Khimicheskii Zhurnal, 1966. 19: p. 538,539-541.

Pasunooti, K.K.B., Biplab; Yap, Terence; Jiang, Yaojia; Liu, Chuan, Auxiliary-Directed Pd-
Catalyzed y-C(sp3)—H Bond Activation of a-Aminobutanoic Acid Derivatives. Organic Letters,
2015. 17(24).

Hui, X.-P.C., Chang-Hu; Zhang, Zi-Yi; Wang, Qin; Zhang, Qi Synthesis and antibacterial activities
of 1,3,4-oxadiazole derivatives containing 5-methylisoxazole moiety. Indian Journal of
Chemistry - Section B Organic and Medicinal Chemistry, 2002. 41(10): p. 2176 - 2179.

LEE, G.W., Monoamine oxidase inhibitors. I. 1-Alkyl and 1-aralkyl-2-(picolinoyl and 5-methyl-3-
isoxazolyl-carbonyl)hydrazines. 1960. 2: p. 133-145.

Stépéankova, S., Inhibice enzymd, 2023, UPCE: Fakulta chemicko-technologicka.
Marnaskova D. Inhibitory enzym(. 2018; Available from: https://medicinman.cz/?p=Ileky-

latky%2Fenzymy%2Finhibitory-enzymu&fbclid=IwAR0O-IggGfMILmMXKxICm4gfRvr57ge-
N6lQv75TVFWhEhmVehorXLUYrizQ8.

Stranka 73z 79


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29261972/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK6271/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK551686/
https://medicinman.cz/?p=leky-latky%2Fenzymy%2Finhibitory-enzymu&fbclid=IwAR0-lqgGfM9LmXKxlCm4gfRvr57qe-N6lQv75TVFWhEhmVehorXLUYrizQ8
https://medicinman.cz/?p=leky-latky%2Fenzymy%2Finhibitory-enzymu&fbclid=IwAR0-lqgGfM9LmXKxlCm4gfRvr57qe-N6lQv75TVFWhEhmVehorXLUYrizQ8
https://medicinman.cz/?p=leky-latky%2Fenzymy%2Finhibitory-enzymu&fbclid=IwAR0-lqgGfM9LmXKxlCm4gfRvr57qe-N6lQv75TVFWhEhmVehorXLUYrizQ8

51.

52.

53.

54,

55.

56.

57.

58.

59.

Vodrazka, Z., Enzymologie. Vol. 3. 1998, Praha: Vydavatelstvi VSCHT. 171.

RM, H., IC50 versus EC50, PK-PD relationships for anti-retroviral drugs. 2017: Amsterdam:
Slotervaart Hospital.

Abrams, P., et al., Muscarinic receptors: their distribution and function in body systems, and
the implications for treating overactive bladder. Br J Pharmacol, 2006. 148(5): p. 565-78.

Fox, S.H., et al., The Movement Disorder Society Evidence-Based Medicine Review Update:
Treatments for the motor symptoms of Parkinson's disease. Mov Disord, 2011. 26 Suppl 3: p.
S2-41.

Hampl Franti$ek, J.P., Farmakochemie. 2002, Praha: Vlydavatelstvi VSCHT.
Chahine, R., et al., Norepinephrine and dihydroxyphenylglycol effluxes from sympathetic
nerve endings during hypoxia and reoxygenation in the isolated rat heart. Can J Physiol

Pharmacol, 1994. 72(6): p. 595-601.

LC, T., Dopamine and Parkinson's Disease. In: Madame Curie Bioscience Database [Internet].
2000-2013, Austin (TX): Landes Bioscience.

McCorry, L.K., Physiology of the autonomic nervous system. Am J Pharm Educ, 2007. 71(4): p.
78.

Seppi, K., et al., The Movement Disorder Society Evidence-Based Medicine Review Update:
Treatments for the non-motor symptoms of Parkinson's disease. Mov Disord, 2011. 26 Suppl
3(0 3): p. S42-80.

Stranka 74 z 79



AP
ACh
AChE
AD

AD
ALT
ANS
AP

APP
AR
ATP
BHP
BuChE
cAMP
ChAT
CHOPN
CNS
COMT
DAG
DCM
DEE
DOPA
DOPAC
DOPAL
DOPEGAL
EtOAc
FDA
GABA
GABA-T
GIT
HEB
HMA

8 Seznam zkratek

B-amyloidni peptid
acetylcholin
acetylcholinesteraza
Alzheimerova choroba
aldehyddehydrogenaza
alanin-aminotransferaza
autonomni nervovy systém
amyloidni peptid

prekurzor amyloidniho peptidu
aldehydreduktaza
adenosin-trifosfat

benigni hyperplazie prostaty
butyrylcholinesteraza
cyklicky adenosinmonofosfat
cholinacetyltransferaza

chronicka obstruk¢ni plicni nemoc

centrdlni nervova soustava, centralni nervovy systém

katechol-O-methyltransferaza
diacylglycerol

dichlormethan

diethylether
3.,4-dihydrofenylalanin
3,4-dihydroxyfenyloctova kyselina
3,4-dihydrofenylacetaldehyd
3,4-dihydrofenylglykolaldehyd
ethyl-acetat

Utad pro kontrolu potravin a 1&&iv
kyselina y-aminomaselna
GABA-transaminaza
gastrointestinalni trakt
hematoencefalickd bariéra

homovanilova kyselina
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ICso polovina maximalni inhibi¢ni koncentrace

IMAO inhibitory monoaminooxidéaz

IMAO-A selektivni inhibitory monoaminooxidazy A
IMAO-B selektivni inhibitory monoaminooxidazy B
IP; inositol-trifostat

LAMA long-acting-muscarinic-antagonist

MAO monoaminooxidaza

MTDLs multi-targed-directed ligands

nAChR nikotinové cholinergni receptory

NMDA N-methyl-D-aspartat

OAB syndrom hyperaktivniho méchyie

PD Parkinsonova choroba

PEH B-fenylethylidenhydrazin

PGK1 fosfoglycerat kinaza 1

PLZ fenelzin

REM rapid eye movement

RIMA reversibilni inhibitory monoaminooxidasy
RNA ribonukleova kyselina

Ry reten¢ni faktor

RT pokojova teplota

SAMA short-acting-muscarinic-antagonist

SI index selektivity

SNCA a-synuklein

SNpc substantia nigra, pars compacta

SSRI selektivni inhibitory zpétného vychytavani serotoninu
TCA tricyklicka antidepresiva

THF tetrahydrofuran

TK tlak krve

TLC tenkovrstva chromatografie

UCDA ursodeoxycholova kyselina

VMA vanilylmandlova kyselina

Vimax mezni rychlost
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