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ABSTRAKT 

Univerzita Karlova, Farmaceutická fakulta v Hradci Králové 

Katedra: Organická a bioorganická chemie  

Školitel: Doc. PharmDr. Jaroslav Roh, Ph.D. 

Konzultant: Ing. Barbora Svobodová, Ph.D. 

Student: Zuzana Moravcová 

Název práce: Syntéza nových derivátů 7-aryl takrinů jako potenciálních 

multipotentních terapeutik pro léčbu Alzheimerovy nemoci 

 Alzheimerova choroba (AD, z angl. Alzheimer’s disease) je progresivní 

degenerativní onemocnění mozku, při kterém dochází k úbytku mozkových buněk 

a ke ztrátě jejich funkcí. Složitost patofyziologie AD je hlavním limitujícím faktorem 

ve vývoji nových terapeutických sloučenin. Současná léčba pouze zmírňuje symptomy 

onemocnění, aniž by řešila základní příčiny vzniku této nemoci. Takrin byl první 

sloučeninou zavedenou v terapii AD. Studie prokázaly jeho inhibiční účinek 

vůči cholinesterázám (ChE) i antagonismus na NMDA receptorech (NMDAR). Závažná 

hepatotoxicita takrinu byla ovšem důvodem ke stažení látky z trhu. I proto je v dnešní 

době věnována pozornost vývoji nových derivátů ve snaze nalézt molekuly s nižší 

toxicitou, ale zachovaným duálním účinkem. Od této skutečnosti se odvíjí i předložená 

diplomová práce, která se zabývá návrhem a syntézou nové řady takrinových derivátů 

substituovaných v poloze sedm různými heteroaromáty. Série 16 sloučenin 

byla připravena dvou krokovou syntézou, která zahrnovala Friedländerovu kondenzaci 

a Suzukiho coupling. Následně u všech výsledných produktů byla stanovena inhibiční 

aktivita vůči cholinesterázám, antiproliferativní vlastnosti a predikce prostupu 

hematoencefalickou bariérou (HEB). Jako nejlepší deriváty byly vybrány sloučeniny 

5a, 5e, 5i a 5m, u kterých byla navíc stanovena relativní inhibice na NMDAR. 

Klíčová slova: Alzheimerova choroba, takrin, 7-heteroaryltakrin, cholinesterázy, 

N-methyl-D-aspartátové receptory 
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Title of Thesis: Synthesis of novel derivates of 7-aryl tacrines as potential multipotent 

therapeutics against Alzheimer´s disease 

Alzheimer’s disease (AD) is the most prevalent form of dementia, characterized 

by multifactorial and progressive neurodegeneration. The complexity of AD 

pathophysiology is the main limiting factor for the difficulty of developing new 

therapeutic compounds. Current treatment merely alleviate symptoms without 

addressing the underlying causes of the disease. Tacrine was the first used 

and promising molecule in the therapy of AD due to its multifaceted mechanism 

of action. Studies demonstrated its inhibitory effect on cholinesterases (ChE) as well as 

its antagonism at NMDA receptors (NMDAR). However, severe hepatotoxicity led to the 

withdrawal of tacrine from the market. Consequently, there is ongoing research into 

tacrine derivatives to find molecules with lower toxicity but retained dual action. This 

thesis presents a new series of tacrine derivatives substituted at position seven with 

various heteroaromatic groups. A series of 16 compounds was synthesized through 

a two-step process involving Friedländer condensation and Suzuki coupling. Inhibitory 

activity against cholinesterases, cytotoxicity, and predicted blood-brain barrier (BBB) 

permeability were evaluated for all resultant products. The most promising derivatives 

were compounds 5a, 5e, 5i, and 5m, which also showed relative inhibition at NMDAR.  
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SEZNAM ZKRATEK 

7-FEOTA  7-fenoxytakrin 

7-MEOTA  7-methoxytakrin 

7-OH-THA  7-hydroxytakrin 

AD   Alzheimerova choroba 

ADME   adsorpce, distribuce, metabolismus, exkrece 

ACh   acetylcholin 

AChE   acetylcholinesteráza 

AMPA   α-amino-5-hydroxy-3-methyl-4-isoxazolové kyselina  

APP   amyloidový prekurzorový protein 

ATP   adenosintrifosfát 

Aβ   amyloid β 

BChE   butyrylcholinesteráza 

bs   široký singlet 

CAS   katalytické aktivní místo 

CNS   centrální nervová soustava 

d   dublet 

dd   dublet dubletu 

DMSO-d6  deuterovaný dimethylsulfoxid 

EMA   European Medicines Agency 

FDA   Food and drug Administration 

HEB   hematoencefalická bariéra 



HRMS hmotnostní spektrometrie s vysokým rozlišením (z angl. high 

resolution mass spektrometry) 

ChE   cholinesterázy 

iAChE   inhibitory acetylcholinesterázy 

IC50   poloviční maximální inhibiční koncentrace 

IgG1   imunoglobulin gama 1 

iChE   inhibitory cholinesteráz 

J   interakční konstanta 

LC-MS kapalinová chromatografie s hmotnostní spektrometrií (z angl. 

liquid chromatography–mass spectrometry) 

LC-UV kapalinová chromatografie s ultrafialovou detekcí (z angl. liquid 

chromatography-ultraviolet) 

m   multiplet 

mAb   monoklonální protilátka 

MAP   proteiny asociované s mikrotubuly 

MTT   (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyl-tetraziolium bromid 

NFT   neurofibrilární klubka (z angl. neurofibrillary tangles) 

NMDA   N-methyl-D-aspartát 

NMDAR  N-methyl-D-aspartátové receptory 

NMR   nukleární magnetická rezonance 

NPL   nervově paralytické látky 

OFI   organofosfátové inhibitory 

p   pentet 



PAMPA  permeační test je založený na pasivní difuzi látky skrze uměle 

připravenou membránu usazenou na porézním filtr (z angl. 

parallel artificial membrane-permeability assay) 

PAS   periferní anionické místo 

PN   Parkinsonova nemoc 

ppm   parts per milion  

q   kvartet 

RI   relativní inhibice 

sAPP-α   rozpustný amyloidní protein α 

SEM   střední chyba průměru (z angl. standard error of the mean) 

t   triplet 

THA   takrin 

TLC chromatografie na tenké vrstvě (z angl. thin layer 

chromatography) 

δ   chemický posun 
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1 ÚVOD 

Tato diplomová práce se zabývá vývojem nových derivátů takrinu jako potenciálních 

terapeutik v léčbě AD. Teoretická část je věnována obecným informacím o této nemoci 

jako jsou rizikové faktory, symptomy, prevalence apod. Dále tato část pojednává 

o jednotlivých hypotézách vzniku AD a současných možnostech léčby tohoto 

onemocnění spolu s nejnovějšími poznatky v oblasti medikace. Experimentální část tvoří 

několik kapitol, počínaje návrhem a in silico predikcí fyzikálně-chemických vlastností 

nových derivátů, přes samotnou syntézu až po podrobnou charakterizaci látek a jejich 

biologické testování in vitro. 
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2 TEORETICKÁ ČÁST 

2.1  Alzheimerova nemoc 

AD, pojmenována po německém psychiatrovi Aloisi Alzheimerovi, 

patří mezi nejčastější typ demence a definuje se jako pomalu progredující 

neurodegenerativní onemocnění. Jedná se o multifaktoriální chorobu spojenou 

s několika rizikovými faktory jako např. vzrůstající věk, genetická predispozice, 

úraz hlavy, cévní onemocnění, infekce a nezdravý životní styl [1]. 

Vyznačuje se zhoršením paměťových funkcí, jako je myšlení, zapamatování si, mluvení 

i změnou osobnosti. Tyto symptomy nakonec vedou až k úplné ztrátě schopnosti 

vykonávat nejjednodušší denní úkony [2].  

AD můžeme dělit do čtyř stádií. První stádium označované jako preklinické 

neboli presymptomatické trvá několik let. Během tohoto období dochází 

k morfologickým změnám v mozkové kůře a v hipokampu, ale bez funkčního poškození 

těchto struktur. Dále rané stádium, kdy lze u pacientů pozorovat ztrátu koncentrace, 

orientace v čase i prostoru či rozvoj deprese [3]. Ve třetím středně pokročilém stádiu 

pacient začíná mít problémy např. s rozpoznáním rodiny či blízkých osob [4]. Poslední 

pozdní stádium se vyznačuje funkčním i kognitivním poškozením všech mozkových 

struktur [1]. 

Dle současných dat se odhaduje, že téměř 50 milionů lidí po celém světě trpí 

demencí, včetně AD a předpoklad prevalence do roku 2050 je více než dvojnásobný [5–

7]. U žen se demence vyskytuje zhruba dvakrát častěji než u mužů a většinou končí 

letálně po 3-10 letech od diagnózy. Kritickou hranicí pro výskyt AD je věk 65 let, 

poté se šance na rozvoj tohoto onemocnění rapidně zvyšuje [8].  

I přes významný problém veřejného zdraví, který AD představuje, byly do dnešního 

dne schváleny pouze dvě skupiny možné medikace. Ovšem žádná z nich neléčí příčinu 

tohoto onemocnění, ale pouze tlumí její příznaky [9]. První skupinou 

pro symptomatickou léčbu jsou inhibitory cholinesteráz (iChE), kam řadíme donepezil, 

rivastigmin a galantamin. Memantin je zástupcem druhé skupiny a má antagonistický 

účinek na glutamátových NMDAR [10]. Dále byla zkoumána řada léčiv, např. extrakty 

z Ginkgo biloba, estrogeny, statiny, vitamin E a nesteroidní antiflogistika, 
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u kterých ovšem nebyl prokázán dostatečně pozitivní vliv v terapii AD [11–14]. 

Z vědeckého hlediska existuje několik hypotéz vzniku tohoto onemocnění. Mezi zásadní 

patofyziologické nálezy v mozku patří dysbalance některých neurotransmiterů, 

akumulace amyloidu β, hyperfosforylace tau proteinu nebo oxidativní poškození 

nervových buněk či zánětlivé procesy [5, 15]. 

2.2  Cholinergní hypotéza 

2.2.1 Cholinesterázy 

Cholinesterázy (ChE) představují souhrnné označení pro skupinu enzymů, 

jejichž primární biologickou funkcí je terminace přenosu vzruchu v cholinergních 

synapsích. Tento děj se uskutečňuje v synaptické štěrbině, kde dochází ke katalytické 

hydrolýze neuromediátoru acetylcholinu (ACh) zpět na cholin a kyselinu octovou 

(obrázek 1) [14, 16]. Cholinergní synapse jsou rozšířené v celé centrální nervové 

soustavě (CNS) člověka, avšak nejvyššího zastoupení dosahují v thalamu, striatu, 

limbickém systému a neokortexu. Tento fakt poukazuje na důležitost ACh v procesu 

učení, paměti a pozornosti. V lidském těle se objevují dva typy těchto enzymů, 

a  to acetylcholinesteráza (AChE, EC 3.1.1.7) a butyrylcholinesteráza (BChE, EC 3.1.1.8) 

[17]. 

 

 

 

2.2.2 Acetylcholinesteráza 

AChE je též známá jako pravá nebo specifická esteráza, která se nachází 

především v erytrocytech, nervových zakončeních, plicích a slezině. 

Jedná se o membránově vázaný glykoprotein, jehož základní molekula je monomerní 

s úzkou kavitou hlubokou 20 Å [14, 16]. Na dně této kavity se nachází katalytické aktivní 

místo (CAS, z angl. catalytic active site) složené z esteratického místa, aniontového místa 

a acylové kapsy (obrázek 2). Esteratické místo s katalytickou triádou (Ser203, His447 

a Glu334, číslování odpovídá lidské AChE) slouží k hydrolýze esterových vazeb. 

Obrázek 1 Katalytická hydrolýza ACh  
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Aniontové místo zajišťuje interakci s ACh a jeho správnou orientaci a acylová kapsa 

poskytuje substrátovou specifitu enzymu [18, 19]. Na periferii je lokalizováno anionické 

místo (PAS, z angl. peripheral anionic site) , které váže převážně aromatická rezidua [20]. 

 

2.2.3 Butyrylcholinesteráza 

BChE známá i jako nespecifická či pseudocholinesteráza se od  AChE  liší přibližně 

stokrát nižší afinitou k ACh a schopností hydrolyzovat široké spektrum esterů, 

ať už fyziologického nebo xenobiotického původu [21, 22]. Za fyziologických podmínek 

je BChE odpovědná za 20 % celkové cholinesterázové aktivity. V pozdějších stádiích AD 

se její aktivita zvyšuje na 40-90 % v určitých oblastech mozku a přebírá tak hlavní roli 

při hydrolýze ACh. I proto se v současné době dostává do popředí vývoj vysoce 

selektivních inhibitorů BChE [23, 24]. 

 Vlastnosti BChE můžeme také využít k profylaxi otrav nervově paralytickými 

látkami (NPL) nebo k léčbě intoxikace organofosfátovými inhibitory (OFI) 

jako tzv. bioscavengery. Vzhledem k distribuci tohoto enzymu v různých tkáních 

lidského těla, zejména v játrech, hraje BChE klíčovou roli i jako diagnostický marker 

v mnoha onemocnění. Plazmatické hladiny tohoto enzymu se mohou měnit v důsledku 

Obrázek 2 Grafické zobrazení kavity enzymu AChE 
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jaterních a renálních dysfunkcí, malnutrice, dyslipidémie, diabetu I. i II. typu, AD, 

Parkinsonovy nemoci (PN) atd. [25]. 

 Cholinergní hypotéza byla poprvé popsána před více než 20 lety. Tato hypotéza 

vznikla na základě post mortem biochemických a histopatologických vyšetření z tkání 

odebraných pacientům s AD, které poukázaly na sníženou cholinergní aktivitu  [26]. 

Pro potvrzení hypotézy byla provedena behaviorální studie na zvířatech. Tato studie 

probíhala podle čtyř léčebných protokolů společně s kontrolní skupinu pro správnou 

interpretaci výsledků. Před zahájením behaviorálního testu byl zvířatům 

intramuskulárně podán buď skopolamin nebo fyzostigmin, popřípadě jejich kombinace. 

Skopolamin jakožto anticholinergikum (parasympatolytikum) již v malých dávkách 

vyvolal symptomy podobné těm, které se vyskytují u pacientů trpících AD. Naopak 

fyzostigmin ze skupiny parasympatomimetik byl schopen obnovit porušené kognitivní 

funkce sledovaných zvířat. Proto jsou dodnes nepřímá parasympatomimetika hlavní 

používanou skupinou léčiv v AD [15, 27]. 

2.3  Glutamátergní hypotéza 

2.3.1 NMDA receptory 

Glutamátové receptory můžeme dělit na ionotropní a metabotropní. Skupina 

ionotropních receptorů zahrnuje N-methyl-D-aspartátové (NMDA) receptory, receptory 

α-amino-5-hydroxy-3-methyl-4-isoxazolové kyseliny (AMPA) a receptory kainátového 

typu. Výše uvedené receptory se vyskytují převážně postsynapticky a zprostředkovávají 

rychlou neurotransmisi. Na druhé straně metabotropní receptory spřažené s G-

proteinem lze nalézt v různých kompartmentech mozku [28]. 

Strukturně jsou NMDAR heterotetramery, které mají stejnou membránovou 

topologii, ale liší se skladbou podjednotek. Většina NMDAR (obrázek 3) je tvořena 

dvěma podjednotkami GluN1 v kombinaci s podjednotkami GluN2A-D. Pro aktivaci 

těchto receptorů je nutné současné navázaní agonistů, a to glutamátu na GluN2 

podjednotku a glycinu na GluN1 podjednotku. Minoritní část NMDAR je poté složena 

z podjednotek GluN1 a GluN3A-B nesoucí vazebné místo pouze pro glycin [29]. 
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Obrázek 3 Struktura NMDAR, převzato a upraveno z [30] 

 

Při klidovém membránovém potenciálu je iontový kanál blokován hořečnatými 

kationty, a tedy nepropustný pro kationty vápenaté. Následnou depolarizací membrány 

dochází k odplavení hořečnatých kationtů a intracelulárnímu influxu vápenatých 

kationtů, čímž dojde k přenosu signálu [31]. 

Glutamát je hlavním excitačním neurotransmiterem v hipokampu a kortikální 

oblasti podílející se na synaptické plasticitě, tedy především na rozvoji schopnosti učení 

a paměti [32]. Glutamátergní hypotéza je spojena s narušením signalizace přes NMDAR 

v důsledku nadměrné stimulace receptoru zvýšenou hladinou glutamátu [33]. 

Zda aktivace receptorů povede k neuroprotektivnímu účinku nebo k patologickému 

stavu zvanému excitotoxicita závisí na lokalizaci NMDAR. Stimulace synaptických 

NMDAR vede k neuroprotekci, kdežto stimulace extrasynaptických receptorů způsobí 

poškození či smrt nervových buněk [34, 35]. 

Tato hypotéza se netýká pouze AD, ale i ostatních neurodegenerativních 

onemocnění jako např. PN, Huntigtonovy choroby či roztroušené sklerózy  [36]. 
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2.4  Amyloidní hypotéza 

Amyloid β (Aβ) je peptid o délce 36 až 43 aminokyselin a vzniká postupným štěpením 

amyloidového prekurzorového proteinu (APP) [37]. APP je transmembránový protein 

syntetizovaný v endoplazmatickém retikulu a poté uchovávaný v trans-Golgiho síti [38].  

APP je enzymaticky štěpen dvěma rozdílnými cestami. Za fyziologických podmínek 

je tento peptid rozkládán α-sekretázou za vzniku rozpustného amyloidního proteinu α 

(sAPP-α), který se podílí na plasticitě neuronů. O této cestě hovoříme 

jako o tzv. neamyloidogenní. Naopak za patofyziologických podmínek dochází 

k amyloidogenní cestě, kdy je APP zpočátku štěpen β-sekretázou za vzniku solubilního 

proteinu sAPP-β. [39]. Druhým krokem této cesty je přeměna zbylého koncového 

fragmentu APP pomocí γ-sekretázy na různě dlouhé monomery Aβ, nejčastěji na dva 

hlavní - Aβ40 a Aβ42 [40]. Následně dochází ke shlukování monomerů přes dimery 

do rozpustných toxických oligomerů až k nerozpustným fibrilárním shlukům [37] 

(obrázek 4). U zdravých jedinců je Aβ ihned degradován, zatímco u starších či u pacientů 

trpících AD je schopnost metabolizace tohoto peptidu snížená a vzniklá nerovnováha 

mezi produkcí a eliminací vede k akumulaci Aβ  a tvorbě senilních plaků [41].  

 

Obrázek 4 Názorné zobrazení štěpení APP, převzato z [42] 
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2.5  Další hypotézy 

2.5.1 Hypotéza hyperfosforylovaného tau proteinu 

Tau (τ) protein je typ fosfoproteinu, který se nachází převážně v neuronech, 

konkrétně je lokalizován na axonech. Řadí se mezi tzv. proteiny asociované 

s mikrotubuly (MAP), jejichž úkolem je formování tubulinu do mikrotubulů a stabilizace 

jejich struktury. Lidský τ protein je kódovaný 17. chromozomem a vyskytuje se v šesti 

isoformách [43]. 

Nejčastěji zmiňovanou post translační modifikací ve spojení s τ proteinem 

je fosforylace. Vzhledem k vysokému počtu potenciálních fosforylačních míst, 

které τ protein obsahuje, je zřejmé, že případná hyperfosforylace bude mít rapidní 

dopad na jeho fyziologické funkce [44]. K tomuto jevu dochází za patologických 

podmínek, jako je právě AD a jeho důsledkem je snížení afinity τ proteinu 

k mikrotubulům, což způsobuje destabilizaci cytoskeletu v neuronech (obrázek 5). 

Hyperfosforylovaný τ protein vytváří nerozpustné agregáty ve formě neurofibrilárních 

klubek (NFT, z angl. neurofibrillary tangles) [45]. NFT zodpovídají za kognitivní dysfunkce 

a jejich počet koreluje se závažností demence [46]. 

 

Obrázek 5 A) vazba τ proteinu na mikrotubuly za fyziologických podmínek 
B) hyperfosforylace za patologických podmínek 

spodní část – tvorba NFT, převzato z [47] 
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2.5.2 Mitochondriální hypotéza 

Neurony jsou závislé na přítomnosti mitochondrií, zejména v synapsích, 

kde tyto organely produkují adenosintrifosfát (ATP) a regulují koncentraci vápenatých 

kationtů. Oba dva zmíněné procesy jsou důležité pro přenos nervových vzruchů [48]. 

Mitochondrie jsou obvykle syntetizovány v těle neuronu a poté transportovány do jiné 

oblasti neuronu, kde jsou potřeba. Tento transport je zprostředkován pomocí 

mikrotubulů a mnoha dalších proteinů či enzymů [49].  

Dle některých studií bylo zjištěno, že nadměrná exprese τ proteinu inhibuje axonální 

transport mitochondrií [50, 51]. S poškozením těchto organel souvisí deplece ATP, 

nadměrná tvorba volných radikálů i synaptická dysfunkce [52]. Při narušení rovnováhy 

volných kyslíkových i dusíkových radikálů dochází k oxidativnímu stresu a jsou zasaženy 

nejrůznější části biomolekul včetně proteinů, lipidů, sacharidů a nukleových kyselin 

v mozku i na periferii [53]. Oxidativní stres také úzce souvisí s Aβ, protože jeho nadměrná 

produkce generuje další volné radikály [54]. Zatím není známo, zda je mitochondriální 

dysfunkce následkem nebo příčinou AD [49]. 
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2.6  Farmakologická léčba AD 

Prvním krokem pro optimální léčbu AD je správná, včasná a úplná diagnóza. Je nutné, 

aby farmakoterapie byla součástí komplexní terapie, která se skládá z reedukace, 

rehabilitace kognitivních funkcí, z péče o dobrý tělesný stav, ze spolupráce s rodinou 

pacienta a dalších nefarmakologických opatřeních [55]. 

Jak již bylo zmíněno v první kapitole (2.1. Alzheimerova nemoc), současná terapie 

užívaná v klinické praxi je pouze symptomatická a  může být doplněna o léčiva jako jsou 

antidepresiva či antipsychotika u pacientů s behaviorálními potížemi [56]. 

2.6.1 Inhibitory AChE 

Podáním inhibitorů AChE (iAChE) dojde ke zpomalení degradace ACh 

v synaptické štěrbině, čímž lze dosáhnout vyšších hladin a dostupnosti ACh v mozku. 

Tento mechanismus účinku napomáhá cholinergnímu přenosu a tím zlepšuje kognitivní 

funkce i fyzický stav pacienta [57, 58]. Nežádoucí účinky, nejčastěji gastrointestinální 

problémy jako nauzea, zvracení či průjem, se vyskytují zejména při zvyšování dávek léků. 

Méně často může docházet k insomnii, svalovým křečím, bradykardii a únavě [59]. 

Donepezil, galantamin a rivastigmin jsou zástupci iAChE, které schválily regulační orgány 

jako Food and Drug Administration (FDA), European Medicines Agency (EMA) pro léčbu 

lehké až středně těžké demence (obrázek 6) [6]. 

Donepezil je reverzibilní inhibitor, který je několikanásobně selektivnější k AChE 

než k BChE (AChE IC50 = 0,014 µM, BChE IC50 = 5,38 µM) [60]. Ve své struktuře obsahuje 

N-benzylpiperidin a indanonovou skupinu [61]. Z hlediska farmakokinetiky se donepezil 

po perorálním podání snadno vstřebává, ve velké míře se váže na bílkoviny 

a je metabolizován převážně izoenzymy CYP 2D6, 3A4 [62]. Relativně dlouhý poločas 

umožňuje dávkování pouze jednou denně, což je výhodou oproti galantaminu 

a rivastigminu, které je nutné podávat dvakrát denně [63]. 

Galantamin je přírodní fenanthrenový alkaloid původně izolovaný z rostlin čeledi 

Amaryllidaceae s duálním mechanismem působení [64]. Jedním z účinků je reverzibilní 

kompetitivní inhibice AChE (AChE IC50 = 4 µM), dále alostericky moduluje nikotinové 

receptory, čímž potencuje cholinergní aktivitu na synapsi [65].  
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Rivastigmin je nekompetitivní pseudoireverzibilní inhibitor karbamátového typu, 

který inhibuje jak AChE tak i BChE (AChE IC50 = 501 µM, BChE IC50 = 19,95 µM)[62]. Studie 

poukazují na vhodné užití rivastigminu i u demence spojené s PN či Lewyho tělísky 

[66, 67]. Rivastigmin je na trhu dostupný ve více lékových formách, a to pro perorální 

podání jako tobolky či roztok nebo pro transdermální aplikaci ve formě náplasti. Náplast 

obsahující dávku 9,5 mg léčiva vykazuje stejné klinické účinky jako maximální 

doporučená denní dávka rivastigminu (12 mg) pro perorální podání. Navíc nezpůsobuje 

gastrointestinální nežádoucí účinky [18]. 

 

Obrázek 6 Struktury iAChE 

Takrin (THA, z chem. názvu 9-amino-1,2,3,4-tetrahydroakridin) se v roce 1993 

stal prvním schváleným iChE pro léčbu AD [68]. Nejen že inhibuje AChE i BChE 

v mikromolárních koncentracích (AChE IC50 = 0,32 µM, BChE IC50 = 0,22 µM), 

je i antagonistou NMDAR, snižuje produkci APP, hyperfosforylovaného τ proteinu 

a oxidativní stres [26, 85]. Nicméně pro jeho hepatotoxicitu i gastrotoxicitu 

byl definitivně stažen z trhu roku 2013 [69]. I přesto tato molekula položila základ 

pro syntézu nových derivátů THA. V rámci intenzivního výzkumu se usiluje o přípravu 

THA derivátů s nižší toxicitou a cílící na více patofyziologických procesů AD najednou 

(bližší pojednání o THA a jeho derivátech je uvedeno v kapitole 3). 
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2.6.2 Antagonisté NMDAR 

Memantin, odvozený od antivirotika amantadinu (obrázek 7), je jediným 

zástupcem této skupiny využívaným v terapii AD. Je tvořen třemi cyklohexanovými 

kruhy, na jejichž společném uhlíku je vázaná aminová skupina, která za fyziologických 

podmínek nese kladný náboj. Díky náboji se memantin váže přímo nebo do blízkosti 

iontového kanálu spojeného s NMDAR. Tímto mechanismem snižuje nadměrný influx 

vápenatých kationtů, který nastává při trvalé aktivaci NMDAR zvýšenou hladinou 

glutamátu (kapitola 2.3. Glutamátergní hypotéza) [70, 71]. Ve své struktuře 

má memantin na rozdíl od amantadinu dvě methylové postranní skupiny, 

které prodlužují dobu setrvání v iontovém kanálu NMDAR [70]. V preklinických studiích 

léčba memantinem dokonce vedla ke snížení hladin Aβ a neurozánětlivých biomarkerů, 

např. aktivované mikroglie a astrocyty, které vedou k produkci cytokinů a kyslíkových 

radikálů [72, 73]. Memantin je schválený pro léčbu středně těžké až těžké demence 

a je možné ho užívat jak v monoterapii tak i v kombinaci s iAChE. FDA schválila fixní 

kombinaci memantinu s donepezilem pod obchodním názvem Namzaric [74, 75]. 

 

 

 

 

 

Obrázek 7 Struktura memantinu a jeho prekurzoru 

 

2.6.3 Monoklonální protilátky 

Popsání amyloidní hypotézy dalo základ vývoji monoklonálních protilátek (mAb, 

z angl. monoclonal antibody). V preklinických studiích tyto látky prokázaly, že redukují 

hladiny Aβ v mozku myší, ale výsledky klinických studií již tak úspěšné nebyly. 

Tato skutečnost může být zapříčiněna krátkou dobou pozorování, nesprávnou volbou 

subjektů či použitím nevhodné dávky. Proto byly na americký trh uvedeny pouze tři mAb 
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s infuzní cestou podání. I tak se ale mAb považují za zásadní pokrok v možnosti terapie 

AD [76–79].  

Aducanumab je lidská mAb imunoglobulinu gama 1 (IgG1) používaná k léčbě 

pacientů s mírnou kognitivní poruchou či mírným stádiem demence, která působí 

na rozpustné i nerozpustné agregáty Aβ [80]. Získal urychlené schválení v roce 2021, 

ovšem v lednu tohoto roku jeho výrobce uvedl, že ukončuje produkci i probíhající 

klinické studie, ne z důvodu bezpečnosti či účinnosti látky, ale z důvodu změny finanční 

strategie firmy a zaměření se na druhou mAb lecanemab [81]. 

Lecanemab je humanizovaný IgG1, který byl schválený v roce 2023 a s výše 

uvedenou látkou má velmi podobný účinek i indikaci [82]. 

Nejnověji schválenou mAb je donanemab, který vstoupil na trh v červenci 2024 

k léčbě mírných kognitivních poruch či raných stádií demence. Téměř u poloviny 

pacientů léčených donanemabem po dobu jednoho roku nebyla pozorována klinická 

progrese [83]. 

2.6.4 Oligomanát sodný 

Oligomanát sodný (obrázek 8), známý též pod zkratkou GV-971, je oligosacharid 

izolovaný z mořských řas. Byl schválen na konci roku 2019 v Číně pro léčbu mírné 

až středně těžké AD [84]. GV-971 funguje na zcela odlišném principu, který není dosud 

plně objasněn, ale předpokládá se, že cílí na střevní mikroflóru a tím tlumí periferně 

vyvolaný zánět [85]. Aby mohla být látka schválena v Evropské unii, musí podstoupit 

další studie pro potvrzení pozitivního vlivu v terapii AD [86]. 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 8 Struktura GV-971 
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3 NÁVRH NOVÝCH SLOUČENIN 7-HETEROARYLTAKRINU 

Molekula THA položila základ pro syntézu dalších derivátů, které by rozšířily 

potenciál této sloučeniny. Podle modifikace parentní struktury můžeme syntetizované 

deriváty rozdělit do tří skupin – homodimery, heterodimery a monotakrinové deriváty 

[87]. 

Homodimery jsou symetrické molekuly vytvořené ze dvou jednotek THA spojené 

různě dlouhým uhlíkovým řetězcem. Bis(7)-THA (obrázek 9) splňoval předpoklad 

pro inhibici AChE (AChE IC50 = 0,81 nM, BChE IC50 = 5,66 nM). Navíc také vykazoval 

modulační aktivitu k řadě dalších receptorů, jako např. NMDAR, serotoninové 

či receptory pro kyselinu gama-aminomáselnou [14, 15]. Ovšem jeho perorální 

dostupnost i rozpustnost ve vodě byly velmi nízké a míra hepatální transformace vysoká. 

I přes nedostatky se bis(7)-THA stal průlomovou sloučeninou pro vývoj multipotentních 

sloučenin, které by cílily na více patologických mechanismů zároveň [88]. 

 

 

 

Obrázek 9 Homodimer bis(7)-THA 

 

Heterodimery patří mezi nejširší skupinu derivátů THA. Ve své struktuře spojují 

dvě molekuly s odlišným farmakologickým profilem. Výhodou těchto sloučenin je široké 

spektrum účinku s antioxidačními, protizánětlivými či Aβ-antiagregačními vlastnostmi. 

Mezi zástupce této skupiny patří např. deriváty takrin-donepezil, takrin-huperzin 

nebo takrin-ferulové kyseliny atd. (obrázek 10) [89]. 
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Obrázek 10 Struktura heterodimerů, n = odlišná délka spojovacího řetězce 

U monotakrinových derivátů je základní skelet nejčastěji modifikován 

v polohách šest, sedm a devět (obrázek 11). Studie zabývající se různou substitucí 

v těchto pozicích a následným porovnáním inhibiční aktivity vůči AChE, ukázala 

že nejvyšší afinitu vykazují deriváty, které v poloze šest mají chlor, methylovou 

nebo nitro skupinu. Naopak zavedení chloru do obou poloh šest, sedm nebo objemného 

substituentu do polohy devět snižuje inhibici AChE [90]. Jako příklad lze uvést 

takrindihydropyridinovou sérii, 7-methoxytakrin (AChE IC50 = 10 µM, BChE IC50 = 17,6 

µM), dále 7-fenoxytakrin (AChE IC50 = 2,4 µM, BChE IC50 = 4,9 µM), 6-chlorotakrin (AChE 

IC50 = 0,017 µM, BChE IC50 = 1,7 µM) či hupriny [87]. 

 

 

 

 

 

Obrázek 11 Struktury monotakrinových derivátů 
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 Monotakrinové deriváty, především 7-methoxytakrin (7-MEOTA) a 7-

fenoxytakrin (7-FEOTA), společně s nejnovějšími poznatky o metabolizaci THA posloužily 

této práci jako předloha pro návrh nových sloučenin (obrázek 12). 

7-MEOTA byl vyvinut v České republice v 70. a 80. letech 20. století s prokázaným 

selektivním účinkem na podjednotku GluN2A NMDAR (GluN1/GluN2A IC50 = 5 µM, 

GluN1/GluN2B IC50 = 7,24 µM) i vyváženou inhibicí ChE [14, 33]. Také při stanovení 

excitotoxicity in vivo vykazoval výraznější neuroprotekci než memantin a THA [29, 91]. 

Na základě předchozích studií derivátů THA byl nově navržen, syntetizován a následně 

in vitro a in vivo charakterizován 7-FEOTA.  Tato sloučenina se vyznačuje vybalancovanou 

inhibicí obou ChE (AChE IC50 = 2,4 µM, BChE IC50 = 4,9 µM) a NMDAR (GluN1/GluN2B IC50 

= 1,7 µM). 7-FEOTA disponuje specifickým mechanismem účinku na NMDAR, 

kde interaguje s ifenprodilovým vazebným místem a preferenčně inhibuje podjednotku 

GluN2B NMDAR [92]. Přímé ovlivnění této podjednotky je žádoucí vzhledem k významné 

roli této subpopulace NMDAR zejména při excitotoxicitě. Z farmakokinetických dat 

bylo dále prokázáno, že 7-FEOTA je schopen prostupu skrz HEB. Následná behaviorální 

studie neodhalila žádné vedlejší účinky typické pro antagonisty NMDAR (závratě, 

zvracení, zmatenost, bolesti hlavy, synkopy, hypertenze, únava, somnolence) [93]. 

Obrázek 12 Design nových sloučenin 7-heteroaryltakrinu 



27 
 

Významný pokrok v metabolizaci THA a jeho derivátů objasnila studie in vitro, 

která též přispěla k návrhu nových sloučenin této práce. V biotransformaci THA hraje 

významnou roli podjednotka cytochromu P450 1A2. V první fázi metabolizace je THA 

hydroxylován na mono a dihydroxylované deriváty. Hlavními metabolity jsou 1-

hydroxytakrin a 7-hydroxytakrin (7-OH-THA). 7-OH-THA je prekurzorem pro vysoce 

reaktivní sloučeninu chinon methid, která je zodpovědná za hepatotoxicitu THA. V druhé 

fázi dochází ke konjugaci 7-OH-THA s kyselinou glukuronovou a následnému vyloučení 

metabolitu močí [94–96]. Z výsledků studie dále vyplývá, že 7-MEOTA se metabolizuje 

na 7-OH-THA a to dokonce ve větší míře (39%) než samotný THA (30%) (obrázek 13). 

Naopak u 7-FEOTA je tato metabolizace zanedbatelná (1%) [94]. Společně s unikátním 

mechanismem účinku a dobrým bezpečnostním profilem se tak 7-FEOTA stal výchozí 

molekulou pro vývoj nových takrinových derivátů [97, 98]. 

 

Obrázek 13 Procentuální zastoupení jednotlivých metabolitů u THA, 7- MEOTY a 7-

FEOTY. 7-OH-THA představuje červenou část grafu, převzato z [94] 
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4 CÍL PRÁCE 

Cílem diplomové práce byla syntéza nových derivátů 7-heteroaryltakrinu 

jako potenciálních léčiv v terapii AD s předpokladem pro inhibiční aktivitu vůči ChE 

a NMDAR. Nejprve byly pomocí in silico predikovány vlastnosti navržených sloučenin. 

Hlavní pozornost byla věnována ADME (absorpci, distribuci, metabolismus, exkreci) 

a fyzikálně-chemickým vlastnostem. Vlastní práce zahrnovala chemickou syntézu 

a optimalizaci reakčních podmínek s cílem navýšit výtěžek reakcí. Připravené sloučeniny 

byly charakterizovány pomocí uhlíkového a vodíkového NMR (nukleární magnetická 

rezonance) spektra, HRMS (hmotnostní spektrometrie s vysokým rozlišením, z angl. high 

resolution mass spectrometry), LC-MS (kapalinová chromatografie s hmotnostní 

spektrometrií, z angl. liquid chromatography in tandem with mass spectrometry) 

a bodem tání. Dále byl vyhodnocen vztah mezi strukturou a účinkem připravených 

derivátů s ohledem na získané výsledky z biologického testování, které bylo prováděno 

kolegy z Katedry toxikologie a vojenské farmacie (VLF UO) a Centra biomedicínského 

výzkumu (FNHK). 
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5 VÝSLEDKY A DISKUZE 

5.1  In silico predikce farmakokinetických a fyzikálně-chemických 

vlastností 

Jelikož perorální a CNS dostupnost patří mezi zásadní ukazatele při návrhu nových 

léčiv k terapii AD, byly tyto parametry posuzovány před samotnou syntézou látek. 

U nově připravených sloučenin (5a-5s) byly in silico predikovány ADME vlastnosti 

(absorpce, distribuce, metabolismus, exkrece) na základě strukturní nebo fyzikálně-

chemické analogie. Predikce byla provedena pomocí webové stránky SwissADME 

za použití THA a 7-FEOTA jako referenčních látek [96, 99, 100]. K predikci 

gastrointestinální absorpce a prostupu přes HEB byla použita metoda BOILED-Egg 

(z angl. brain or intestinal estimated permeation method). Tato metoda představuje 

prediktivní model, který funguje na základě výpočtů lipofility a polarity molekul [101]. 

Všechny sloučeniny kromě látek 5g, 5l, 5n a 5q se nacházejí ve žluté části 

dvojrozměrného grafu (obrázek 14). Tato oblast předpovídá, že u nově navržených 

derivátů lze očekávat dobrou vstřebatelnost v gastrointestinálním traktu i prostup 

skrz HEB. Dále bylo vypočítáno tzv. HEB skóre (tabulka 1), které zahrnuje pět fyzikálně-

chemických parametrů (počet aromatických kruhů, těžkých atomů, molekulovou 

hmotnost, donory a akceptory vodíkových vazeb, polární povrch molekuly a pKa). 

U molekul vykazující HEB skóre v rozmezí 4-6 lze předvídat jejich prostup do CNS [102].  

Všechny sloučeniny kromě 5c a 5n jejichž hodnota je < 4 by měly prostupovat do mozku. 

U nově navržených molekul byla stanovena dobrá rozpustnost ve vodě vyjádřená 

pomocí cLogS  ≥ -3 [91]. V neposlední řadě byl aplikován screening k vyloučení tzv. PAINS 

(angl. pan-assay interference compounds) s negativním výsledkem pro navržené 

deriváty. PAINS jsou nespecificky interagující sloučeniny s celou řadou možných 

nežádoucích účinků. Včasné odhalení takovýchto molekul je klíčové v raných fázích 

vývoje léčiv [103]. Všechny deriváty s výjimkou 5c, 5g, 5l, 5n a 5q jednoznačně vykazují 

přijatelný farmakokinetický profil a jsou tedy vhodnými kandidáty pro syntézu 

i biologické testování. 
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Obrázek 14 Prediktivní model „Boiled egg“ u vybraných sloučenin 5f a 5g. Žlutá část 
značí pravděpodobnost prostupu skrz HEB, bílá oblast predikuje absorpci 

v gastrointestinálním traktu 

 

Tabulka 1 In silico predikce sloučenin 5a-5s s THA a 7-FEOTA jako referenčními látkami. 
a GIA = gastrointestinální absorpce; b HEB = prostup hematoencefalickou bariérou c ref. 

[102]; d ref. [104]; e Bio. Skóre = biologická dostupnost [105]; f cLogS (SILICOS-IT) = 
rozpustnost ve vodě; g PAINS = interferenční sloučeniny Pan-assay 

Sloučenina GIAa HEBb 
HEB 

skórec 
Lipinskid 

Bio. 

Skóree 
cLogSf PAINSg 

5a Vysoká Ano 4,94 Ano 0,55 -4,81 0 

5b Vysoká Ano 4,79 Ano 0,55 -4,37 0 

5c Vysoká Ano 3,64 Ano 0,55 -5,60 0 

5d Vysoká Ano 4,93 Ano 0,55 -5,17 0 

5e Vysoká Ano 4,74 Ano 0,55 -4,41 0 

5f Vysoká Ano 5,37 Ano 0,55 -3,96 0 

5g Vysoká Ne 4,08 Ano 0,55 -4,25 0 

5h Vysoká Ano 4,95 Ano 0,55 -4,81 0 

5i Vysoká Ano 4,94 Ano 0,55 -5,15 0 

5j Vysoká Ano 4,49 Ano 0,55 -5,30 0 

5k Vysoká Ano 4,49 Ano 0,55 -5,32 0 

5l Vysoká Ne 4,44 Ano 0,55 -6,12 0 

5m Vysoká Ano 4,47 Ano 0,55 -5,62 0 
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5n Vysoká Ne 3,88 Ano 0,55 -5,80 0 

5o Vysoká Ano 4,74 Ano 0,55 -5,69 0 

5p Vysoká Ano 4,85 Ano 0,55 -6,45 0 

5q Vysoká Ne 4,44 Ano 0,55 -4,75 0 

5r Vysoká Ano 5,19 Ano 0,55 -5,17 0 

5s Vysoká Ano 5,22 Ano 0,55 -4,76 0 

THA Vysoká Ano 5,38 Ano 0,55 -4,46 0 

7-FEOTA Vysoká Ano 4,61 Ano 0,55 -2,80 0 

 

5.2 Chemická syntéza 7-heteroaryltakrinových derivátů 

Všechny nově navržené deriváty byly syntetizovány dvou krokovou syntézou 

dle uvedeného schématu (obrázek 15). 

Obrázek 15 Schéma chemické syntézy derivátů 5a-5s. Reakční podmínky: i) ZnCl2 (2 
eq.); cyklohexanon (5 ml); MW; 5 min; 160 °C. ii) Na2CO3 (2 eq.); 

bis(trifenylfosfin)palladium(II) chlorid (0,1 eq.); THF/H2O (4:1); 24 h; 75 °C. 

 

5.2.1 Příprava meziproduktu 3 

První krok syntézy zahrnoval Friedländerovu kondenzaci 2-amino-5-

brombenzonitrilu 1 v přítomnosti cyklohexanonu 2 a Lewisovy kyseliny. Do mikrovlnné 

zkumavky byly vloženy komerčně dostupné výchozí látky 1 (1,0 ekv.) a 2 (5 ml). K reakční 

směsi byla dále přidána Lewisova kyselina v podobě chloridu zinečnatého (ZnCl2) (2,0 
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ekv.). Reakce probíhala za mikrovlnných podmínek (100 W, 300 PSI, 160 °C) po dobu 

5 minut. Konec reakce byl monitorován pomocí tenkovrstvé chromatografie (TLC; z angl. 

thin layer chromathography). Po dokončení reakce byla reakční směs třikrát 

extrahována mezi 2M roztok hydroxidu sodného (NaOH) a dichlormethan (DCM; 3 × 100 

ml). Organické fáze byly po vytřepání spojeny a vysušeny pomocí bezvodého síranu 

sodného (Na2SO4). Reakční směs byla přefiltrována. Surový meziprodukt 3 byl přečištěn 

pomocí flash chromatografie s mobilní fází DCM : methanol (MeOH) : 25% vodný 

amoniak (NH3) v poměru 20 : 1 : 0,1. Získaný meziprodukt 3 byl získán ve formě volné 

baze ve výtěžku 92%.  

5.2.2 Příprava produktů 5a-5s 

V druhém kroku byl použit Suzukiho coupling neboli palladiem katalyzovaná reakce 

mezi substituovanými boronovými kyselinami 4a-4s a 7-bromtakrinem 3. Do 100 ml 

baňky byl navážen meziprodukt 3 (1,0 ekv.), příslušná boronová kyselina 4a-4s, uhličitan 

sodný (Na2CO3; 2,0 ekv.) a bis(trifenylfosfin)palladium(II) chlorid (0,1 ekv.). 

Poté byl přidán tetrahydrofuran a voda v poměru 4 : 1. Reakční směs byla míchána 

pod argonovou atmosférou při 75°C po dobu 24 hodin. Po skončení reakce, která byla 

monitorována pomocí TLC, byla reakční směs zchlazena na laboratorní teplotu. U látek 

5c, 5g a 5l byla i po uplynutí reakční doby pozorována přítomnost meziprodukt 3, 

a proto bylo do těchto reakčních směsí přidáno další množství katalyzátoru (0,1 ekv.) 

a prodloužen čas reakce (48 hodin). Reakce derivátů 5r a 5s podle TLC nevykazovala 

žádnou změnu ani po navýšení množství katalyzátoru či doby reakce. Pravděpodobně 

z důvodu substituce THA alicyklickými uhlovodíky, které měli nedostatečnou objemnost 

a nenasycenost kruhů. Následně byla provedena extrakce za použití 2M NaOH 

a ethylacetátu (EA; 3x 100 ml). Organické fáze byly po vytřepání spojeny a vysušeny 

bezvodým Na2SO4. Reakční směs byla zfiltrována. Vzniklé substituované deriváty 5a-5q 

byly přečistěny pomocí flash chromatografie. Jako mobilní fáze byla použita kombinace 

DCM : MeOH : 25% NH3 v poměru 9 : 1 : 0,1, ve které vykazovala reakční směs dobré 

separační vlastnosti produktu od dalších nečistot. Následně byly všechny výsledné 

produkty rozpuštěny v MeOH. K tomuto roztoku bylo za chlazení přidáno 5 kapek 

kyseliny chlorovodíkové. Reakční směs byla míchána při laboratorní teplotě po dobu 

30 minut. Po uplynutí reakční doby bylo rozpouštědlo odpařeno a následně 
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byla 3x provedena na vakuové odparce azeotropická destilace s absolutním ethanolem. 

U vzniklých derivátů ve formě hydrochloridových solí byla opět změřena čistota 

s požadavkem na hodnotu ≥ 95%. U sloučenin 5b, 5f, 5g, 5n a 5q byla zjištěna nestabilita 

v kyselém prostředí, jelikož čistota uvedených látek klesla na 30-70% (příslušné 

substituenty těchto látek vyznačeny v tabulce růžově). Jejich rozkladné produkty ovšem 

nebyly analyzovány. Proto byly tyto deriváty připraveny znovu a ponechány ve formě 

volných bazí (tabulka 2). Sloučenina 5q byla nakonec z testování vyřazena úplně kvůli 

nestabilitě jak ve formě soli tak i baze. Z navržených 19 molekul bylo 16 finálních 

derivátů ve výtěžcích 12 – 70 % charakterizováno pomocí dostupných analytických 

metod (viz kapitola 7.1).  

Tabulka 2 Souhrnný přehled finálních derivátů a jejich forem 

5a 

 

5h 

 

5o 

 

5b 
 

5i 

 

5p 

 

5c 

 

5j 

 

5q 

 

5d 

 

5k 

 

5r 

 

5e 

 

5l 

 

5s 

 

5f 

 

5m 

 

  

5g 

 

5n 
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5.3 Biologické testování 

5.3.1 Stanovení inhibiční aktivity enzymů AChE a BChE in vitro 

U všech nově syntetizovaných 7-heteroaryltakrinových derivátů 5a-5p byla 

testována inhibiční aktivita vůči lidské AChE a BChE. Poměrně dobrých výsledků dosáhly 

sloučeniny 5c, 5l, 5m a 5n jejichž hodnoty IC50 (polovina maximální inhibiční 

koncentrace) pro AChE i BChE byly téměř shodné s inhibiční aktivitou THA (tabulka 3). 

V porovnání s 7-FEOTOU byly tyto deriváty dokonce o jeden řád účinnější. Nejlepší 

hodnotu IC50 pro AChE vykazovala látka 5i substituovaná v poloze sedm parentní 

sloučeniny 5-methylfuran-2-ylovým cyklem a pro BChE látka 5m substituovaná 4-

methylthiofen-2-ylem. Zvolená metodika měření je popsána v literatuře  [106–108]. 

Tabulka 3 Výsledky měření inhibiční aktivity sloučenin 5a-5p vůči lidské AChE a BChE 

Sloučenina hAChE IC50 ± SEM (µM) hBChE IC50 ± SEM (µM) 

5a 1,179 ± 0,097 1,857 ± 0,748 

5b 0,677 ± 0,032 0,614 ± 0,023 

5c 0,287 ± 0,016 0,343 ± 0,023 

5d 0,900 ± 0,033 0,857 ± 0,063 

5e 0,985 ± 0,036 0,857 ± 0,063 

5f 0,603 ± 0,034 1,956 ± 0,106 

5g 0,914 ± 0,070 2,475 ± 0,173 

5h 1,646 ± 0,136 1,171 ± 0,074 

5i 0,160 ± 0,009 0,563 ± 0,020 

5j 0,444 ± 0,015 0,205 ± 0,003 

5k 0,948 ± 0,065 0,521 ± 0,014 

5l 0,370 ± 0,013 0,207 ± 0,003 

5m 0,334 ± 0,008 0,165 ± 0,004 

5n 0,359 ± 0,019 0,577 ± 0,018 

5o 0,948 ± 0,026 0,487 ± 0,003 

5p 0,625 ± 0,050 0,653 ± 0,040 

THA 0,320 ± 0,010 0,220 ± 0,010 

7-FEOTA 2,400 ± 1,800 4,900 ± 3,300  
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5.3.2 Predikce prostupnosti HEB 

U nově připravených derivátů byla predikována průchodnost přes HEB za použití 

metody PAMPA (z angl. The parallel artificial membrane permeability assay) 

přes umělou semipermeabilní membránu. Výsledné hodnoty jsou uvedeny v tabulce 4, 

kde ve spodní části jsou zobrazeny standardy, jejichž prostupnost je experimentálně 

známá za podmínek in vivo [109–112]. Většina látek disponuje vysokou 

pravděpodobností prostupu pasivní difúzí přes HEB, nejlépe však deriváty substituované 

v poloze sedm THA skeletu 1‐benzothiofen‐2‐ylem (5n) a 3‐(2‐methylpropoxy)fenylem 

(5p). Výjimku tvoří látky 5h, 5i a 5m, u kterých nelze prostupnost s jistotou predikovat. 

Společným rysem těchto derivátů je modifikace molekuly THA pětičlenným 

heteroaromatickým kruhem, 5h a 5i obsahují ve své struktuře furanové jádro a látka 5m 

thiofenovou skupinu. 

Tabulka 4 Výsledky stanovení prostupu přes HEB u derivátů 5a-5p 

Sloučenina 
Pe ± SEM  

(×10-6 cm s-1)  

Prostupnost 

přes HEB  

5a 5,62 ± 1,43 + 

5b 9,96 ± 1,31 + 

5c 8,75 ± 0,15 + 

5d 5,00 ± 1,42 + 

5e 7,20 ± 0,64 + 

5f 7,98 ± 0,96 + 

5g 8,81 ± 1,14 + 

5h 3,45 ± 0,32 +/- 

5i 3,09 ± 0,13 +/- 

5j  6,42 ± 1,54 + 

5k 5,31 ± 1,35 + 

5l 6,99 ± 1,81 + 

5m 3,99 ± 2,05 +/- 

5n 19,8 ± 3,56 + 

5o 4,50 ± 0,72 + 
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5p 16,2 ± 1,88 + 

THA 5,90 ± 0,67  + 

Donepezil 21,9 ± 2,06  + 

Rivastigmin 18,7 ± 2,03  + 

Ibuprofen 18,0 ± 4,32  + 

Chlorothiazid 1,14 ± 0,54  - 

Furosemid 0,19 ± 0,07  - 

Ranitidin 0,04 ± 0,02  - 

Sulfasalazin 0,09 ± 0,05  - 

 
+ (predikovaná vysoká prostupnost): Pe (×10-6 cm s-1) > 4,0 
- (predikovaná nízká prostupnost): Pe (×10-6 cm s-1) < 2,0 

+/- (predikovaná prostupnost nejistá): Pe (×10-6 cm s-1) od 2 do 4 
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5.3.3 Antiproliferativní vlastnosti in vitro 

Cytotoxický profil byl u finálních produktů 5a-5p stanoven na lidské buněčné linii 

HepG2 pomocí MTT (z chemického názvu 3- (4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyl-

tetraziolium bromid) testu. Cytotoxicita byla vyjádřena jako hodnota IC50, která byla 

vypočítána nelineární regresí v počítačovém programu GraphPadPrism [113]. Hodnoty 

IC50 nasyntetizovaných látek se pohybovaly v rozmezí 2,71 – 26,54 µM. Jako nejméně 

toxické deriváty se jevily sloučeniny substituované pyridinem a pyrimidinem v poloze 

sedm takrinového skeletu, tedy 5a a 5e (tabulka 5). Nicméně v porovnání s referenční 

sloučeninou THA vykazují všechny připravené sloučeniny vyšší toxicitu. 

Tabulka 5 Antiproliferativní aktivita derivátů 5a-5p 

Sloučenina IC50 ± SEM (µM)a  

5a 15,19 ± 0,64 

5b 7,41 ± 0,36 

5e 26,54 ± 0,41 

5h 7,83 ± 0,49 

5j 7,40 ± 0,24 

THA 168,5 ± 3,6 

a Data byla získána z alespoň ze čtyř nezávislých měření provedených v triplikátech. 
Hodnota IC50 vyjádřena jako průměr ± SEM 

 

5.3.4 Stanovení relativní inhibiční aktivity NMDAR in vitro 

Na základě stanovení inhibiční aktivity vůči ChE, predikce prostupnosti HEB 

a antiproliferativních vlastností, byly vyselektovány čtyři nejlepší deriváty 5a, 5e, 5i a 5m 

(tabulka 6), u kterých byl zkoumán antagonistický účinek vůči NMDAR konkrétně 

na lidské podjednotce GluN1-1a/GluN2B. Testování probíhalo při koncentraci 10 µM 

uvedených sloučenin v přítomnosti agonisty glutamátu (1mM) a koagonisty glycinu (100 

µM). Jako referenční látky byly použity memantin a 7-MEOTA. Aktivita na NMDAR 

je vyjádřena jako relativní inhibice (RI), tedy jako procentuální míra, jakou daná 

sloučenina inhibuje receptor. Všechny měřené látky vykazovaly větší míru inhibiční 

aktivity NMDAR než 7-MEOTA, ale zároveň menší aktivitu než memantin. Nejlépe ovšem 
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NMDAR inhibovaly deriváty 5i, 5m a to z více než 80 %. Metodika, jakou byla data 

měřena, je popsána v literatuře [114–116]. 

Tabulka 6 Výsledky relativní inhibice (RI %) na NMDAR 

Sloučenina (10 µM) RI, % ± SEMa (n = 8-10) 

5a 60,14 ± 1,73  

5e 61,22 ± 3,10 

5i 85,18 ± 1,94 

5m 87,11 ± 2,23 

Memantin 94,63 ± 1,07 

7-MEOTA 59,98 ± 2,04 

Podjednotka GluN1/GluN2B, -60 mV, 100% = plná inhibice; a střední chyba průměru, n = 
počet měření 
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6 ZÁVĚR 

AD je progresivní neurodegenerativní onemocnění, které je hlavní příčinou demence 

u starších jedinců. Navzdory intenzivnímu výzkumu stále neexistuje dostatečně efektivní 

léčba, která by byla schopna zastavit nebo významně zpomalit progresi tohoto 

onemocnění. Jedním z možných přístupů v terapii AD je využití molekuly THA, která byla 

prvním schváleným iChE. I když byl THA stažen z trhu kvůli závažným nežádoucím 

účinkům, jeho struktura a mechanismus účinku položily základ pro vývoj nových derivátů 

s lepším bezpečnostním profilem a účinností.  

Cílem předložené diplomové práce byla syntéza nových takrinových derivátů 

jako potenciálních terapeutik v léčbě AD. Předlohou pro nově navržené molekuly 

se stala molekula 7-FEOTA, zejména díky vyvážené inhibici ChE i NMDAR a absenci 

toxických projevů. Celkem bylo připraveno 16 derivátů s modifikací THA v poloze sedm. 

Nově navržené sloučeniny kromě 5g, 5l a 5n se in silico vyznačovaly vysokou perorální 

biologickou dostupností, optimální absorpcí a distribucí přes HEB a nespadaly 

do kategorie PAINS. Dvou krokovou syntézou byla připravena série nových 7-heteroaryl 

takrinových derivátů s výtěžností 12–70 %. Výsledné produkty byly následně převedeny 

na hydrochloridové soli. Sloučeniny 5b, 5f, 5g, 5n byly ponechány ve formě bazí 

z důvodu nestability látek v kyselém prostředí. Deriváty byly charakterizovány pomocí 

uhlíkového a vodíkového NMR spektra, HRMS s požadovanou čistotou minimálně 95 %, 

LC-MS a bodu tání. Následně byly všechny sloučeniny testovány in vitro na inhibiční 

aktivitu vůči lidské AChE a BChE, kde se jako nejúčinnější deriváty jevily 5i a 5m. 

Dle predikce přestupu HEB všechny látky mohou v určité míře do mozku prostupovat, 

s výjimkou 5h, 5i, 5m, u kterých je predikce nejasná. U sloučenin také byla stanovena 

míra antiproliferativního účinku na HepG2 buňkách. Nejnižší cytotoxicitu vykazovaly 

deriváty 5a a 5e, avšak v porovnání s THA jsou stále více cytotoxické. Nakonec byly 

vyselektovány čtyři nejúčinnější deriváty, a to 5a, 5e, 5i a 5m, u kterých byla změřena 

relativní inhibice vůči NMDAR. Při koncentraci 10 µM nejlépe tento receptor inhibovala 

látka 5i a 5m. Dále budou vybrané deriváty testovány na mikrosomální stabilitu 

k ověření, do jaké míry dochází k tvorbě 7-OH-THA jakožto prekurzoru chinon methidu. 

U nejlepší sloučeniny v rámci série bude také stanoven farmakokinetický profil in vivo. 
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Závěrem lze říct, že vývoj nových léčiv proti AD je komplexní a dlouhodobý proces, 

který vyžaduje multidisciplinární přístup a neustálou inovaci. Výsledky této práce 

přispívají k dalšímu vývoji potenciálních léčiv proti tomuto onemocnění a otevírají nové 

směry pro budoucí výzkum s cílem minimalizovat toxicitu a maximalizovat terapeutický 

potenciál vzniklých sloučenin. 
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7 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

Použitá chemická rozpouštědla a činidla byla pořízena od firmy Sigma-Aldrich (Praha, 

Česká republika) nebo FluoroChem (Hadfield, Velká Británie) v nejvyšší dostupné čistotě 

bez dalšího čištění. Průběh reakcí jsme sledovali pomocí TLC metody na silikagelových 

deskách (60 F254, Merck, Praha, Česká republika) a vizualizace skvrn probíhala pomocí 

ultrafialového světa (254 nm). Pomocí kolon naplněných silikagelem (silikagel 100; 

0,063-0,200 mm; 70-230 mesh ASTM, Fluka, Praha, Česká republika) a PuriFlash GEN5 

kolon, 5,250 (Interchim, Montluçon, Francie) (silikagel 100, 60 Å, 230–400 mesh ASTM, 

Sigma-Aldrich, Praha, Česká republika) jsme čistili finální produkty do požadované 

čistoty. NMR spektra byla zaznamenána v deuterovaném methanolu, deuterovaném 

chloroformu a deuterovaném dimethylsulfoxidu (DMSO-d6) na spektrometru Bruker 

Avance NEO 500 MHz (499,87 MHz pro 1H NMR a 125,71 MHz pro 13C NMR). Chemické 

posuny (δ) jsou uvedeny v částech na miliony (ppm) a multiplicita spinů je uvedena 

jako široký singlet (bs), dublet (d), dublet dubletu (dd), triplet (t), kvartet (q), pentet (p) 

nebo multiplet (m). Interakční konstanty (J) jsou uvedeny v jednotkách Hz. 

Syntetizované sloučeniny byly analyzovány pomocí LC-MS systému sestávajícího z ultra 

vysoce účinné kapalinové chromatografie, Dionex Ultimate 3000 RS spojeného s Q 

Exactive Plus hmotnostním spektrometrem pro získání hmotnostních spekter s vysokým 

rozlišením (Thermo Fisher Scientific, Brémy, Německo). Nakonec byly změřeny teploty 

tání pomocí automatického zapisovače teploty tání M-565 (Buchi, Švýcarsko). 

7.1 Charakterizace meziproduktu 3 a produktů 5a-5p 

7-(bromo)-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-amin (3) 

Výtěžek: 92 %. Bílý krystalický prášek; bod tání: ˃ 255 °C. 1H NMR (500 MHz, Methanol-

d4): δ 8,27 (t, J = 1,4 Hz, 1H); 7,61 (d, J = 1,6 Hz, 2H); 2,90 (t, J = 6,1 Hz, 2H); 2,60 (t, J = 

6,2 Hz, 2H); 1,97 – 1,87 (m, 4H) ppm. 13C NMR (126 MHz, Methanol-d4): δ 158,00; 148,63; 

144,31; 131,55; 128,13; 123,80; 118,21; 116,29; 110,02; 32,71; 23,29; 22,36; 22,33 ppm; 

HRMS (ESI+): [M+H]+: vypočítáno pro C13H14BrN2
+ (m/z): 277,0335; nalezeno 277,0334. 

LC-UV čistota 99%. 
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7‐(pyridin‐4‐yl)‐1,2,3,4‐tetrahydroakridin‐9‐amin hydrochlorid (5a)  

Výtěžek: 70 %. žlutý krystalický prášek; bod tání: 196,0 – 197,0 °C. 1H NMR (500 MHz, 

DMSO-d6): δ 1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ 14,14 (s, 1H); 9,48 (bs, 1H); 9,35 (d, J = 2,0 

Hz, 1H); 9,02 – 8,98 (m, 2H); 8,53 (d, J = 6,0 Hz, 2H); 8,50 (dd, J = 9,0; 1,9 Hz, 1H); 8,37 

(bs, 1H); 8,10 (d, J = 8,9 Hz, 1H); 3,02 (t, 2H); 2,58 (t, 2H); 1,93 – 1,82 (m, 4H). 13C NMR 

(126 MHz, DMSO-d6): δ 156,40; 152,68; 144,62; 138,73; 131,80; 131,73; 124,47; 123,72; 

120,73; 115,46; 110,57; 104,77; 99,53; 76,25; 28,31; 23,09; 21,42; 20,91 ppm; HRMS 

(ESI+): [M+H]+: vypočítáno pro C18H18N3
+ (m/z): 276,1496; nalezeno 276,1488. LC-UV 

čistota 97%. 

7‐(2‐methoxypyridin‐4‐yl)‐1,2,3,4‐tetrahydroakridin‐9‐amin (5b)  

Výtěžek: 41 %. Bílý krystalický prášek; bod tání: 182,5 – 183,7 °C. 1H NMR (500 MHz, 

DMSO-d6): δ 8,60 (dd, J = 2,6; 0,7 Hz, 1H); 8,40 (d, J = 2,1 Hz, 1H); 8,12 (dd, J = 8,6; 2,6 

Hz, 1H); 7,77 (dd, J = 8,7; 2,0 Hz, 1H); 7,63 (d, J = 8,7 Hz, 1H); 6,88 (d, J = 8,5 Hz, 1H); 3,85 

(s, 3H); 2,77 (t, J = 6,1 Hz, 2H); 2,51 (t, J = 6,2 Hz, 2H); 1,81 – 1,69 (m, 4H) ppm. 13C NMR 

(126 MHz, DMSO-d6): δ 163,32; 157,97; 148,83; 146,07; 145,20; 138,00; 131,45; 129,69; 

129,08; 126,74; 119,47; 117,67; 110,94; 109,74; 53,72; 34,00; 24,18; 23,10; 22,99 ppm; 

HRMS (ESI+): [M+H]+: vypočítáno pro C19H19N3O+ (m/z): 306,1601; nalezeno 306,1593. 

LC-UV čistota 99%. 

7‐(6‐chloropyridin‐3‐yl)‐1,2,3,4‐tetrahydroakridin‐9‐amin hydrochlorid (5c)  

Výtěžek: 32 %. Žlutý krystalický prášek; bod tání: 181,5 – 182,0 °C. 1H NMR (500 MHz, 

DMSO-d6): δ 13,98 (s, 1H); 9,14 (bs, 1H); 8,97 (dd, J = 6,0; 2,3 Hz, 2H); 8,40 (dd, J = 8,4; 

2,7 Hz, 1H); 8,29 (dd, J = 8,9; 1,9 Hz, 1H); 8,20 (bs, 1H); 8,01 (d, J = 8,8 Hz, 1H); 7,71 (d, J 

= 8,4 Hz, 1H); 3,00 (t, 2H); 2,57 (t, J = 5,9 Hz, 2H); 1,91 – 1,81 (m, 5H) ppm. 13C NMR (126 

MHz, DMSO-d6): δ 155,96; 151,98; 150,32; 148,54; 138,33; 137,27; 133,74; 132,91; 

131,62; 124,94; 121,88; 120,41; 115,51; 110,02; 28,24; 23,07; 21,46; 20,96 ppm; HRMS 

(ESI+): [M+H]+: vypočítáno pro C18H17ClN3
+ (m/z): 310,1106; nalezeno 310,1097. LC-UV 

čistota 95%. 

7‐(6‐fluoropyridin‐3‐yl)‐1,2,3,4‐tetrahydroakridin‐9‐amin hydrochlorid (5d)  

Výtěžek: 49 %. Žlutá krystalická látka; bod tání: 152,0 – 153,5 °C. 1H NMR (500 MHz, 

DMSO-d6): δ 14,09 (s, 1H); 9,14 (bs, 1H); 8,93 (t, J = 2,0 Hz, 1H); 8,78 (d, J = 2,7 Hz, 1H); 
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8,53 (ddd, J = 8,7; 7,8; 2,7 Hz, 1H); 8,24 (dd, J = 8,9; 1,8 Hz, 1H); 8,17 (bs, 1H); 8,01 (d, J 

= 8,8 Hz, 1H); 7,37 (dd, J = 8,6; 2,8 Hz, 1H); 3,01 (t, J = 6,1 Hz, 2H); 2,54 (t, 2H); 1,91 – 

1,81 (m, 4H) ppm. 13C NMR (126 MHz, DMSO): δ 163.31 (d, J = 236.8 Hz), 155.87, 151.80, 

146.29 (d, J = 15.4 Hz), 140.99 (d, J = 8.0 Hz), 137.07, 133.06, 132.91 (d, J = 4.4 Hz), 

131.54, 121.62, 120.30, 115.47, 110.24 (d, J = 37.7 Hz), 109.86, 28.20, 23.06, 21.47, 

20.95 ppm; HRMS (ESI+): [M+H]+: vypočítáno pro C18H17FN3
+ (m/z): 294,1402; nalezeno 

294,1402. LC-UV čistota 97%. 

7‐(pyrimidin‐5‐yl)‐1,2,3,4‐tetrahydroakridin‐9‐amin hydrochlorid (5e) 

Výtěžek: 28 %. White crystalline powder; melting point: 214,0 – 214,8 °C. 1H NMR (500 

MHz, DMSO-d6): δ 14,15 (bs, 1H); 9,39 (s, 2H); 9,24 (s, 1H); 9,06 (d, J = 2,0 Hz, 1H); 8,33 

(dd, J = 8,8; 1,9 Hz, 1H); 8,04 (d, J = 8,8 Hz, 1H); 3,00 (t, J = 5,6 Hz, 2H); 2,54 (t, J = 5,8 Hz, 

2H); 1,90 – 1,81 (m, 4H) ppm. 13C NMR (126 MHz, DMSO-d6): δ 158,00; 155,91; 155,39; 

152,06; 137,46; 132,08; 131,28; 130,96; 122,17; 120,47; 115,50; 110,03; 56,48; 28,22; 

23,06; 21,45; 20,93 ppm; HRMS (ESI+): [M+H]+: vypočítáno pro C17H17N4
+ (m/z): 

277,1448; nalezeno 277,1440. LC-UV čistota 95%. 

7‐(2‐methoxypyrimidin‐5‐yl)‐1,2,3,4‐tetrahydroakridin‐9‐amin (5f)  

Výtěžek: 24 %. Žlutý krystalický prášek; bod tání: 263,0 – 265,0 °C. 1H NMR (500 MHz, 

Methanol-d4): δ 8,95 (s, 2H); 8,33 – 8,29 (m, 1H); 7,84 – 7,79 (m, 2H); 4,07 (s, 3H); 2,93 

(t, J = 6,1 Hz, 2H); 2,63 (t, J = 6,3 Hz, 2H); 1,98 – 1,87 (m, 4H) ppm. 13C NMR (126 MHz, 

Methanol-d4): δ 164,57; 158,09; 157,19; 149,63; 145,41; 128,84; 128,13; 127,45; 126,57; 

118,97; 117,18; 109,83; 54,25; 48,45; 32,79; 23,34; 22,45; 22,41 ppm; HRMS (ESI+): 

[M+H]+: vypočítáno pro C18H19N4O+ (m/z): 307,1554; nalezeno 307,1548. LC-UV čistota 

95%. 

7‐(2,4‐dimethoxypyrimidin‐5‐yl)‐1,2,3,4‐tetrahydroakridin‐9‐amin (5g)  

Výtěžek: 28 %. Hnědý krystalický prášek; bod tání: 90,1 – 91,3 °C. 1H NMR (500 MHz, 

DMSO-d6): δ 8.48 (s, 1H), 8.27 (d, J = 1.9 Hz, 1H), 7.70 – 7.62 (m, 2H), 3.97 (s, 3H), 3.96 

(s, 3H), 2.84 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 2.56 (t, J = 6.1 Hz, 2H), 1.88 – 1.74 (m, 4H) ppm. 13C NMR 

(126 MHz, DMSO-d6): δ 168,16; 164,45; 158,47; 158,13; 148,71; 146,06; 129,33; 128,08; 

127,77; 122,16; 117,37; 116,17; 109,66; 55,05; 54,49; 34,03; 24,15; 23,10; 23,00 ppm; 
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HRMS (ESI+): [M+H]+: vypočítáno pro C19H21N4O2
+ (m/z): 337,1660; nalezeno 337,1650. 

LC-UV čistota 99%. 

7‐(furan‐3‐yl)‐1,2,3,4‐tetrahydroakridin‐9‐amin hydrochlorid (5h)  

Výtěžek: 30 %. Žlutý krystalický prášek; bod tání: 130,0 – 132,0 °C. 1H NMR (500 MHz, 

DMSO-d6): δ 1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ 13,82 (bs, 1H); 8,81 (d, J = 1,8 Hz, 1H); 8,40 

(dd, J = 1,5; 0,9 Hz, 1H); 8,14 (dd, J = 8,8; 1,8 Hz, 1H); 7,89 (d, J = 8,8 Hz, 1H); 7,83 (t, J = 

1,7 Hz, 1H); 7,25 (dd, J = 1,9; 0,9 Hz, 1H); 2,98 (t, 2H); 2,55 (t, J = 6,1 Hz, 2H); 1,89 – 1,79 

(m, 5H) ppm. 13C NMR (126 MHz, DMSO-d6): δ 155,65; 151,26; 145,19; 140,88; 136,40; 

131,04; 129,83; 125,45; 119,97; 119,60; 109,71; 109,19; 56,48; 23,08; 21,51; 21,00; 

19,03 ppm; HRMS (ESI+): [M+H]+: vypočítáno pro C17H17N2O+ (m/z): 265,1336; nalezeno 

265,1328. LC-UV čistota 97%. 

7‐(5‐methylfuran‐2‐yl)‐1,2,3,4‐tetrahydroakridin‐9‐amin hydrochlorid (5i)  

Výtěžek: 39 %. Žlutý krystalický prášek; bod tání: 214,0 – 215,7 °C. 1H NMR (500 MHz, 

DMSO-d6): δ 14,01 (bs, 1H); 8,77 (d, J = 1,8 Hz, 1H); 8,10 (dd, J = 8,9; 1,7 Hz, 1H); 7,94 (d, 

J = 8,8 Hz, 1H); 7,09 (d, J = 3,2 Hz, 1H); 6,28 (dd, J = 3,3; 1,2 Hz, 1H); 2,97 (t, J = 5,8 Hz, 

2H); 2,54 (t, J = 5,8 Hz, 2H); 2,39 (d, J = 1,1 Hz, 3H); 1,88 – 1,77 (m, 4H) ppm. 13C NMR 

(126 MHz, DMSO-d6): δ 155,57; 153,13; 151,19; 150,85; 136,30; 128,55; 128,23; 120,16; 

116,91; 115,62; 109,73; 109,17; 109,13; 28,15; 23,08; 21,52; 20,98; 19,03; 14,05 ppm; 

HRMS (ESI+): [M+H]+: vypočítáno pro C18H19N2O+ (m/z): 279,1492; nalezeno 279,1484. 

LC-UV čistota 99%. 

7‐(thiofen‐3‐yl)‐1,2,3,4‐tetrahydroakridin‐9‐amin hydrochlorid (5j)  

Výtěžek: 44 %. Žlutý krystalický prášek; bod tání: 125,0 – 127,0 °C. 1H NMR (500 MHz, 

DMSO-d6): δ 13,91 (bs, 1H); 8,91 (d, J = 1,9 Hz, 1H); 8,26 (dd, J = 8,8; 1,8 Hz, 1H); 8,17 

(dd, J = 2,9; 1,3 Hz, 1H); 7,93 (d, J = 8,8 Hz, 1H); 7,87 (dd, J = 5,1; 1,4 Hz, 1H); 7,73 (dd, J 

= 5,0; 2,9 Hz, 1H); 2,97 (t, J = 5,8 Hz, 2H); 2,55 (t, J = 5,9 Hz, 2H); 1,88 – 1,79 (m, 4H) ppm. 

13C NMR (126 MHz, DMSO-d6): δ 155,79; 151,30; 140,46; 136,49; 132,67; 131,51; 

127,97; 126,86; 122,84; 120,16; 120,03; 115,59; 109,67; 28,17; 23,08; 21,52; 20,99 ppm; 

HRMS (ESI+): [M+H]+: vypočítáno pro C17H17N2S+ (m/z): 281,1107; nalezeno 281,1099. 

LC-UV čistota 99%. 
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7‐(thiofen‐2‐yl)‐1,2,3,4‐tetrahydroakridin‐9‐amin hydrochlorid (5k) 

Výtěžek: 19 %. Světle hnědý krystalický prášek; bod tání: 180,0 – 182,0 °C. 1H NMR (500 

MHz, DMSO-d6): δ 13,85 (bs, 1H); 8,81 (d, J = 2,0 Hz, 1H); 8,14 (dd, J = 8,8; 1,9 Hz, 1H); 

7,93 (d, J = 8,8 Hz, 1H); 7,79 (dd, J = 3,6; 1,2 Hz, 1H); 7,67 (dd, J = 5,0; 1,2 Hz, 1H); 7,22 

(dd, J = 5,1; 3,6 Hz, 1H); 2,98 (t, J = 5,8 Hz, 2H); 2,56 (t, J = 5,9 Hz, 2H); 1,90 – 1,81 (m, 

4H) ppm. 13C NMR (126 MHz, DMSO-d6): δ 155,71; 151,48; 142,34; 136,66; 131,63; 

131,10; 129,20; 127,43; 125,73; 120,43; 119,30; 115,64; 109,94; 28,20; 23,11; 21,50; 

20,98 ppm; HRMS (ESI+): [M+H]+: vypočítáno pro C17H17N2S+ (m/z): 281,1107; nalezeno 

281,1100. LC-UV čistota 99%. 

7‐(5‐chlorothiofen‐2‐yl)‐1,2,3,4‐tetrahydroakridin‐9‐amin hydrochlorid (5l)  

Výtěžek: 12 %. Světle hnědý krystalický prášek; bod tání: ˃ 285 °C. 1H NMR (500 MHz, 

DMSO-d6): δ 13,92 (bs, 1H); 8,75 (d, J = 2,0 Hz, 1H); 8,07 (dd, J = 8,8; 1,9 Hz, 1H); 7,92 (d, 

J = 8,9 Hz, 1H); 7,66 (d, J = 4,0 Hz, 1H); 7,24 (d, J = 4,0 Hz, 1H); 2,97 (t, J = 5,8 Hz, 2H); 

2,54 (t, J = 5,9 Hz, 2H); 1,89 – 1,80 (m, 4H) ppm. 13C NMR (126 MHz, DMSO-d6): δ 155,68; 

151,60; 141,33; 136,86; 130,48; 130,43; 128,95; 128,91; 125,43; 120,50; 119,42; 115,55; 

110,04; 28,19; 23,10; 21,47; 20,95 ppm; HRMS (ESI+): [M+H]+: vypočítáno pro 

C17H16ClN2S+ (m/z): 315,0718; nalezeno 315,0708. LC-UV čistota 95%. 

7‐(4‐methylthiofen‐2‐yl)‐1,2,3,4‐tetrahydroakridin‐9‐amin hydrochlorid (5m) 

Výtěžek: 31 %. Hnědý krystalický prášek; bod tání: 156,0 – 158,0 °C. 1H NMR (500 MHz, 

DMSO-d6): δ 13,95 (bs, 1H); 8,75 (d, J = 2,0 Hz, 1H); 8,07 (dd, J = 8,8; 1,9 Hz, 1H); 7,93 (d, 

J = 8,8 Hz, 1H); 7,62 (d, J = 1,5 Hz, 1H); 7,23 (t, J = 1,3 Hz, 1H); 2,97 (t, J = 5,9 Hz, 2H); 2,55 

(t, J = 5,9 Hz, 2H); 2,27 (d, J = 1,2 Hz, 3H); 1,89 – 1,80 (m, 4H). 13C NMR (126 MHz, DMSO-

d6): δ 155,63; 151,40; 141,94; 139,08; 136,59; 131,70; 130,77; 127,79; 122,52; 120,37; 

118,95; 115,61; 109,86; 28,18; 23,10; 21,50; 20,98; 16,03 ppm; HRMS (ESI+): [M+H]+: 

vypočítáno pro C18H19N2S+ (m/z): 295,1264; nalezeno 295,1256. LC-UV čistota 98%. 

7‐(1‐benzothiofen‐2‐yl)‐1,2,3,4‐tetrahydroakridin‐9‐amin (5n)  

Výtěžek: 32 %. Světle hnědý krystalický prášek; bod tání: 233,0 – 235,0 °C. 1H NMR (500 

MHz, DMSO-d6): δ 8,60 (d, J = 2,1 Hz, 1H); 8,00 – 7,94 (m, 2H); 7,89 – 7,83 (m, 2H); 7,70 

(d, J = 8,7 Hz, 1H); 7,43 – 7,31 (m, 2H); 2,84 (t, J = 6,0 Hz, 2H); 2,58 (t, J = 6,2 Hz, 2H); 1,88 

– 1,78 (m, 4H) ppm. 13C NMR (126 MHz, DMSO-d6): δ 158,55; 148,90; 146,80; 144,44; 
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141,06; 139,14; 129,38; 128,22; 126,56; 125,27; 124,89; 123,95; 122,89; 120,09; 119,84; 

117,58; 110,13; 34,10; 24,20; 23,07; 22,96 ppm; HRMS (ESI+): [M+H]+: vypočítáno pro 

C21H19N2S+ (m/z): 331,1264; nalezeno 331,1255. LC-UV čistota 98%. 

7‐[3‐(dimethylamino)fenyl]‐1,2,3,4‐tetrahydroakridin‐9‐amin hydrochlorid (5o)  

Výtěžek: 48 %. Hnědý krystalický prášek; bod tání: 114,0 - 116,0 °C. 1H NMR (500 MHz, 

DMSO-d6): δ 8,40 (d, J = 2,0 Hz, 1H); 7,83 (dd, J = 8,7; 2,0 Hz, 1H); 7,69 (d, J = 8,8 Hz, 1H); 

7,28 (t, J = 8,1 Hz, 1H); 7,12 – 7,05 (m, 2H); 6,73 (dd, J = 8,2; 2,4 Hz, 1H); 2,98 (s, 6H); 

2,84 (t, J = 6,0 Hz, 2H); 2,57 (t, J = 6,2 Hz, 2H); 1,87 – 1,78 (m, 4H) ppm. 13C NMR (126 

MHz, DMSO-d6): δ 157,56; 151,41; 149,11; 145,84; 141,27; 135,86; 129,79; 128,44; 

127,78; 119,83; 117,49; 115,67; 111,91; 111,42; 109,60; 40,80; 33,81; 24,16; 23,05; 

22,97 ppm; HRMS (ESI+): [M+H]+: vypočítáno pro C21H24N3
+ (m/z): 318,1965; nalezeno 

318,1957. LC-UV čistota 97%. 

7‐[3‐(2‐methylpropoxy)fenyl]‐1,2,3,4‐tetrahydroakridin‐9‐amin hydrochlorid (5p)  

Výtěžek: 17 %. Bílý krystalický prášek; bod tání: 79,1 – 81,5 °C. 1H NMR (500 MHz, 

DMSO-d6): δ 13.96 (bs, 1H), 8.82 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 8.23 (dd, J = 8.9, 1.9 Hz, 1H), 7.99 

(d, J = 8.8 Hz, 1H), 7.46 – 7.42 (m, 3H), 7.02 – 6.99 (m, 1H), 3.87 (d, J = 6.5 Hz, 2H), 3.00 

(t, 2H), 2.56 (t, 2H), 2.12 – 2.00 (m, 1H), 1.92 – 1.79 (m, 4H), 1.03 (s, 3H), 1.02 (s, 3H) 

ppm. 13C NMR (126 MHz, DMSO-d6): δ 159,93; 155,96; 151,57; 140,22; 137,39; 136,91; 

132,15; 130,62, 121,08; 120,09; 119,72; 115,52; 114,46; 113,79; 109,73; 74,38; 56,48; 

28,30; 23,12; 21,52; 20,99; 19,61; 19,03 ppm; HRMS (ESI+): [M+H]+: vypočítáno pro 

C23H27N2O+ (m/z): 347,2118; nalezeno 347,2109. LC-UV čistota 98%. 
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