UNIVERZITA KARLOVA
FARMACEUTICKA FAKULTA V HRADCI KRALOVE

KATEDRA ORGANICKE A BIOORGANICKE CHEMIE

DIPLOMOVA PRACE

SYNTEZA NOVYCH DERIVATU 7-ARYL TAKRINU
JAKO POTENCIALNICH MULTIPOTENTNICH
TERAPEUTIK PRO LECBU ALZHEIMEROVY NEMOCI

Zuzana Moravcova
Vedouci diplomové prace: Doc. PharmDr. Jaroslav Roh, Ph.D.
Konzultant: Ing. Barbora Svobodova, Ph.D.

HRADEC KRALOVE, 2024



PROHLASENI

»Prohlasuji, Ze tato prace je mym puvodnim autorskych dilem. Veskera literatura a dalsi
zdroje, z nichZ jsem pfi zpracovani Cerpala, jsou uvedeny v seznamu pouZité literatury

a v praci jsou radné citovany. Prace nebyla pouZita k ziskani jiného nebo stejného titulu.”

V Hradci Kralové 2024 Zuzana Moravcova



PODEKOVANI

Rada bych touto cestou podékovala vSem, co se na této praci podileli. V prvni fadé Ing.
Barbore Svobodové, Ph.D., které vdécim za jeji skvélé vedeni, podporu, cenné rady,
veskery Cas, a to nejen pfi psani této prace, ale i pfi syntéze latek v laboratofi.
Dale doc. PharmDr. Jaroslavu Rohovi, Ph.D. za odborné i formalni ptipominky a vedeni.
V neposlednifadé dékuji doc. PharmDr. Janu Kordbecnému, Ph.D., celému tymu katedry

toxikologie a vojenské farmacie, rodiné a mym nejblizsSim.



ABSTRAKT
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Nazev prace: Syntéza novych derivati 7-aryl takrini jako potencialnich

multipotentnich terapeutik pro Iécbu Alzheimerovy nemoci

Alzheimerova choroba (AD, z angl. Alzheimer’'s disease) je progresivni
degenerativni onemocnéni mozku, pfi kterém dochdzi k ubytku mozkovych bunék
a ke ztraté jejich funkci. SloZitost patofyziologie AD je hlavnim limitujicim faktorem
ve vyvoji novych terapeutickych sloucenin. Soucasna lécba pouze zmirfiuje symptomy
onemocnéni, aniz by fesSila zakladni pfi¢iny vzniku této nemoci. Takrin byl prvni
slou¢eninou zavedenou v terapii AD. Studie prokazaly jeho inhibi¢ni ucinek
vUci cholinesterdazam (ChE) i antagonismus na NMDA receptorech (NMDAR). Zavazna
hepatotoxicita takrinu byla ovSem dlvodem ke stazeni latky z trhu. | proto je v dnesni
dobé vénovana pozornost vyvoji novych derivatll ve snaze nalézt molekuly s nizsi
toxicitou, ale zachovanym dualnim uc¢inkem. Od této skutecénosti se odviji i predlozena
diplomova prace, ktera se zabyva navrhem a syntézou nové fady takrinovych derivatt
substituovanych v poloze sedm rGznymi heteroaromaty. Série 16 sloucenin
byla pfipravena dvou krokovou syntézou, ktera zahrnovala Friedlanderovu kondenzaci
a Suzukiho coupling. Nasledné u vsSech vyslednych produktl byla stanovena inhibiéni
aktivita vac¢i cholinesterdzam, antiproliferativni vlastnosti a predikce prostupu
hematoencefalickou bariérou (HEB). Jako nejlepsi derivaty byly vybrany slouceniny

53, 5e, 5i a 5m, u kterych byla navic stanovena relativni inhibice na NMDAR.

Klicova slova: Alzheimerova choroba, takrin, 7-heteroaryltakrin, cholinesterdzy,

N-methyl-D-aspartatové 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 Friedldander 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.

Keywords: Alzheimer’s disease, tacrine, 7-heteroaryltacrine, cholinesterases, N-

methyl-D-aspartate receptor
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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 acetylcholinesteraza

AMPA a-amino-5-hydroxy-3-methyl-4-isoxazolové kyselina
APP amyloidovy prekurzorovy protein

ATP adenosintrifosfat

AB amyloid B

BChE butyrylcholinesteraza

bs Siroky singlet

CAS katalytické aktivni misto

CNS centralni nervova soustava

d dublet

dd dublet dubletu

DMSO-d6 deuterovany dimethylsulfoxid

EMA European Medicines Agency

FDA Food and drug Administration

HEB hematoencefalickd bariéra
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LC-UV

mAb

MAP

MTT

NFT
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NMDAR

NMR

NPL
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resolution mass spektrometry)

cholinesterdazy

inhibitory acetylcholinesterazy

polovi¢ni maximalni inhibi¢ni koncentrace

imunoglobulin gama 1

inhibitory cholinesteraz

interakéni konstanta

kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii (z angl.

liquid chromatography—mass spectrometry)

kapalinova chromatografie s ultrafialovou detekci (z angl. liquid

chromatography-ultraviolet)

multiplet

monoklonalni protilatka

proteiny asociované s mikrotubuly

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

neurofibrilarni klubka (z angl. neurofibrillary tangles)

N-methyl-D-aspartat

N-methyl-D-aspartatové receptory

nuklearni magneticka rezonance

nervové paralytické latky

organofosfatové inhibitory

pentet



PAMPA

PAS

PN

ppm

RI

SAPP-a

SEM

THA

TLC

permeacni test je zaloZeny na pasivni difuzi latky skrze uméle
pfipravenou membranu usazenou na poréznim filtr (z angl.

parallel artificial membrane-permeability assay)
periferni anionické misto

Parkinsonova nemoc

parts per milion

kvartet

relativni inhibice

rozpustny amyloidni protein a

stfedni chyba prliméru (z angl. standard error of the mean)
triplet
takrin

chromatografie na tenké vrstvé (z angl. thin layer

chromatography)

chemicky posun
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1 UvoD

Tato diplomova prace se zabyva vyvojem novych derivatu takrinu jako potencidlnich
terapeutik v 1é¢bé AD. Teoreticka ¢ast je vénovana obecnym informacim o této nemoci
jako jsou rizikové faktory, symptomy, prevalence apod. Dale tato ¢ast pojednava
o jednotlivych hypotézach vzniku AD a soucdasnych moZnostech |écby tohoto
onemocnéni spolu s nejnovéjsimi poznatky v oblasti medikace. Experimentalni ¢ast tvofi
nékolik kapitol, pocinaje ndvrhem a in silico predikci fyzikalné-chemickych vlastnosti
novych derivatd, pfes samotnou syntézu aZz po podrobnou charakterizaci latek a jejich

biologické testovani in vitro.
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2 TEORETICKA CAST
2.1 Alzheimerova nemoc

AD, pojmenovana po némeckém  psychiatrovi Aloisi  Alzheimerovi,
patfi mezi nejcastéjsi typ demence a definuje se jako pomalu progredujici
neurodegenerativni onemocnéni. Jednd se o multifaktoridlni chorobu spojenou
s nékolika rizikovymi faktory jako napf. vzristajici vék, genetickd predispozice,
Uraz hlavy, cévni onemocnéni, infekce a nezdravy Zivotni styl [1].
Vyznacuje se zhorsenim pamétovych funkci, jako je mysleni, zapamatovani si, mluveni
i zménou osobnosti. Tyto symptomy nakonec vedou aZ k uplné ztraté schopnosti

vykondvat nejjednodussi denni ukony [2].

AD mlzZeme délit do C¢tyf stadii. Prvni stddium oznaCované jako preklinické
neboli presymptomatické trvd nékolik let. Béhem tohoto obdobi dochazi
k morfologickym zméndm v mozkové klife a v hipokampu, ale bez funkéniho poskozeni
téchto struktur. Dale rané stddium, kdy Ize u pacientll pozorovat ztratu koncentrace,
orientace v Case i prostoru ¢i rozvoj deprese [3]. Ve tfetim stfedné pokrocilém stadiu
pacient za¢ina mit problémy napf. s rozpoznanim rodiny ¢i blizkych osob [4]. Posledni
pozdni stadium se vyznacuje funkénim i kognitivnim posSkozenim vSech mozkovych

struktur [1].

Dle soucasnych dat se odhaduje, Ze témér 50 milionu lidi po celém svété trpi
demenci, v€etné AD a predpoklad prevalence do roku 2050 je vice nez dvojndsobny [5—
7]. U Zen se demence vyskytuje zhruba dvakrat castéji nez u muzd a vétsSinou konci
letdlné po 3-10 letech od diagndzy. Kritickou hranici pro vyskyt AD je vék 65 let,

poté se Sance na rozvoj tohoto onemocnéni rapidné zvysuje [8].

| pfes vyznamny problém verejného zdravi, ktery AD predstavuje, byly do dnesniho
dne schvaleny pouze dvé skupiny mozné medikace. Ovsem zadnd z nich nelédi pficinu
tohoto onemocnéni, ale pouze tlumi jeji pfiznaky [9]. Prvni skupinou
pro symptomatickou lécbu jsou inhibitory cholinesteraz (iChE), kam radime donepezil,
rivastigmin a galantamin. Memantin je zdstupcem druhé skupiny a ma antagonisticky
ucinek na glutamatovych NMDAR [10]. Déle byla zkoumana fada léciv, napt. extrakty

z Ginkgo biloba, estrogeny, statiny, vitamin E a nesteroidni antiflogistika,

12



u kterych oviem nebyl prokdzan dostateéné pozitivni vliv v terapii AD [11-14].
Z védeckého hlediska existuje nékolik hypotéz vzniku tohoto onemocnéni. Mezi zasadni
patofyziologické ndlezy v mozku patfi dysbalance nékterych neurotransmiterd,
akumulace amyloidu B, hyperfosforylace tau proteinu nebo oxidativni poskozeni

nervovych bunék ¢i zanétlivé procesy [5, 15].

2.2 Cholinergni hypotéza
2.2.1 Cholinesterazy

Cholinesterazy (ChE) predstavuji souhrnné oznaceni pro skupinu enzymd,
jejichz primarni biologickou funkci je terminace pfenosu vzruchu v cholinergnich
synapsich. Tento déj se uskute¢riuje v synaptické Stérbiné, kde dochazi ke katalytické
hydrolyze neuromedidtoru acetylcholinu (ACh) zpét na cholin a kyselinu octovou
(obrazek 1) [14, 16]. Cholinergni synapse jsou rozsifené v celé centrdlni nervové
soustavé (CNS) clovéka, avsak nejvy$siho zastoupeni dosahuji v thalamu, striatu,
limbickém systému a neokortexu. Tento fakt poukazuje na dllezitost ACh v procesu
uceni, paméti a pozornosti. V lidském téle se objevuji dva typy téchto enzymd,
a to acetylcholinesterdza (AChE, EC 3.1.1.7) a butyrylcholinesteraza (BChE, EC 3.1.1.8)
[17].

SN0 0 AChE+H,Q ~ .~ _OH
- \f -CH3COOH |

acetylcholin cholin

Obrazek 1 Katalytickd hydrolyza ACh
2.2.2 Acetylcholinesteraza

AChE je téZ zndmad jako prava nebo specifickd esteraza, kterd se nachazi
predevsim v erytrocytech, nervovych  zakonéenich, plicich a  sleziné.
Jednd se o membranové vazany glykoprotein, jehoz zakladni molekula je monomerni
s Uzkou kavitou hlubokou 20 A [14, 16]. Na dné této kavity se nachdzi katalytické aktivni
misto (CAS, z angl. catalytic active site) sloZzené z esteratického mista, aniontového mista
a acylové kapsy (obrazek 2). Esteratické misto s katalytickou triddou (Ser203, His447
a Glu334, cislovani odpovida lidské AChE) slouzi k hydrolyze esterovych vazeb.

13



Aniontové misto zajistuje interakci s ACh a jeho spravnou orientaci a acylova kapsa
poskytuje substratovou specifitu enzymu [18, 19]. Na periferii je lokalizovdno anionické

misto (PAS, z angl. peripheral anionic site) , které vaze prevazné aromaticka rezidua [20].

20A

0]SILU SAOJUOIUE

esteratické misto
katalyticka triada

Obrazek 2 Grafické zobrazeni kavity enzymu AChE

2.2.3 Butyrylcholinesteraza

.....

stokrat nizsi afinitou k ACh a schopnosti hydrolyzovat Siroké spektrum esterd,
at uz fyziologického nebo xenobiotického plvodu [21, 22]. Za fyziologickych podminek
je BChE odpovédna za 20 % celkové cholinesterazové aktivity. V pozdéjsich stadiich AD
se jeji aktivita zvySuje na 40-90 % v urcitych oblastech mozku a prebira tak hlavni roli
pfi hydrolyze ACh. | proto se vsoucasné dobé dostdvda do popredi vyvoj vysoce

selektivnich inhibitor( BChE [23, 24].

Vlastnosti BChE mlzZeme také vyuzit k profylaxi otrav nervové paralytickymi
latkami  (NPL) nebo klécbé intoxikace organofosfatovymi inhibitory (OFI)
jako tzv. bioscavengery. Vzhledem kdistribuci tohoto enzymu v rlznych tkanich
lidského téla, zejména v jatrech, hraje BChE klicovou roli i jako diagnosticky marker

v mnoha onemocnéni. Plazmatické hladiny tohoto enzymu se mohou ménit v disledku
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jaternich a rendlnich dysfunkci, malnutrice, dyslipidémie, diabetu I. i Il. typu, AD,

Parkinsonovy nemoci (PN) atd. [25].

Cholinergni hypotéza byla poprvé popsana pred vice nez 20 lety. Tato hypotéza
vznikla na zdkladé post mortem biochemickych a histopatologickych vySetfeni z tkani
odebranych pacientim s AD, které poukdazaly na snizenou cholinergni aktivitu [26].
Pro potvrzeni hypotézy byla provedena behavioralni studie na zvifatech. Tato studie
probihala podle Ctyr lé¢ebnych protokoll spole¢né s kontrolni skupinu pro spravnou
interpretaci vysledkd. Pred zahdjenim behaviordlniho testu byl zvifatim
intramuskularné podan bud’ skopolamin nebo fyzostigmin, popripadé jejich kombinace.
Skopolamin jakoZzto anticholinergikum (parasympatolytikum) jiz v malych ddvkach
vyvolal symptomy podobné tém, které se vyskytuji u pacientl trpicich AD. Naopak
fyzostigmin ze skupiny parasympatomimetik byl schopen obnovit porusené kognitivni
funkce sledovanych zvirat. Proto jsou dodnes nepfimd parasympatomimetika hlavni

pouzivanou skupinou léciv v AD [15, 27].

2.3 Glutamatergni hypotéza
2.3.1 NMDA receptory

Glutamatové receptory mizieme délit na ionotropni a metabotropni. Skupina
ionotropnich receptord zahrnuje N-methyl-p-aspartatové (NMDA) receptory, receptory
a-amino-5-hydroxy-3-methyl-4-isoxazolové kyseliny (AMPA) a receptory kainatového
typu. VySe uvedené receptory se vyskytuji prevdziné postsynapticky a zprostifedkovavaji
rychlou neurotransmisi. Na druhé strané metabotropni receptory spraziené s G-

proteinem lze nalézt v rGznych kompartmentech mozku [28].

Strukturné jsou NMDAR heterotetramery, které maji stejnou membranovou
topologii, ale liSi se skladbou podjednotek. VétSina NMDAR (obrazek 3) je tvorena
dvéma podjednotkami GIuN1 v kombinaci s podjednotkami GIuN2A-D. Pro aktivaci
téchto receptorli je nutné soucasné navazani agonistl, a to glutamatu na GIuN2
podjednotku a glycinu na GIuN1 podjednotku. Minoritni ¢ast NMDAR je poté sloZena

z podjednotek GluN1 a GIuN3A-B nesouci vazebné misto pouze pro glycin [29].
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GluN1/GluN2

glycine
D-serine

Obradzek 3 Struktura NMDAR, prevzato a upraveno z [30]

Pti klidovém membranovém potencidlu je iontovy kanal blokovan hofrec¢natymi
kationty, a tedy nepropustny pro kationty vapenaté. Naslednou depolarizaci membrany
dochazi k odplaveni hotrecnatych kationtd a intracelularnimu influxu vapenatych

kationt(, ¢imzZ dojde k prenosu signalu [31].

Glutamat je hlavnim excitatnim neurotransmiterem v hipokampu a kortikalni
oblasti podilejici se na synaptické plasticité, tedy predevsim na rozvoji schopnosti uceni
a paméti [32]. Glutamatergni hypotéza je spojena s narusenim signalizace pfes NMDAR
v dUsledku nadmérné stimulace receptoru zvySenou hladinou glutamatu [33].
Zda aktivace receptord povede k neuroprotektivnimu ucinku nebo k patologickému
stavu zvanému excitotoxicita zavisi na lokalizaci NMDAR. Stimulace synaptickych
NMDAR vede k neuroprotekci, kdezto stimulace extrasynaptickych receptor(i zpUsobi

poskozeni ¢i smrt nervovych bunék [34, 35].

Tato hypotéza se netykda pouze AD, ale i ostatnich neurodegenerativnich

onemocnéni jako napf. PN, Huntigtonovy choroby i roztrousené sklerézy [36].
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2.4 Amyloidni hypotéza

Amyloid B (AB) je peptid o délce 36 az 43 aminokyselin a vznikd postupnym stépenim
amyloidového prekurzorového proteinu (APP) [37]. APP je transmembranovy protein
syntetizovany v endoplazmatickém retikulu a poté uchovdvany v trans-Golgiho siti [38].
APP je enzymaticky Stépen dvéma rozdilnymi cestami. Za fyziologickych podminek
je tento peptid rozklddan a-sekretdzou za vzniku rozpustného amyloidniho proteinu a
(sAPP-a), ktery se podili na plasticité neuronli. O této cesté hovofime
jako o tzv. neamyloidogenni. Naopak za patofyziologickych podminek dochazi
k amyloidogenni cesté, kdy je APP zpocatku Stépen B-sekretazou za vzniku solubilniho
proteinu sAPP-B. [39]. Druhym krokem této cesty je pfeména zbylého koncového
fragmentu APP pomoci y-sekretazy na rlizné dlouhé monomery AB, nejcastéji na dva
hlavni - AB40 a AB42 [40]. Nasledné dochazi ke shlukovani monomer( pres dimery
do rozpustnych toxickych oligomerld az k nerozpustnym fibrilarnim shlukim [37]
(obrazek 4). U zdravych jedincl je AB ihned degradovan, zatimco u starsich ¢i u pacientt
trpicich AD je schopnost metabolizace tohoto peptidu sniZzena a vznikla nerovnovaha

mezi produkci a eliminaci vede k akumulaci AR a tvorbé senilnich plaka [41].
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Obrazek 4 Ndazorné zobrazeni stépeni APP, prevzato z [42]
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2.5 Dalsi hypotézy
2.5.1 Hypotéza hyperfosforylovaného tau proteinu

Tau (t) protein je typ fosfoproteinu, ktery se nachazi prevdiné v neuronech,
konkrétné je lokalizovdn na axonech. Radi se mezi tzv. proteiny asociované
s mikrotubuly (MAP), jejichZ ukolem je formovani tubulinu do mikrotubul( a stabilizace
jejich struktury. Lidsky t protein je kédovany 17. chromozomem a vyskytuje se v Sesti

isoformach [43].

Nejcastéji zminovanou post translacni modifikaci ve spojeni s T proteinem
je fosforylace. Vzhledem kvysokému poctu potencidlnich fosforylacnich mist,
které T protein obsahuje, je zfejmé, Ze pripadnd hyperfosforylace bude mit rapidni
dopad najeho fyziologické funkce [44]. Ktomuto jevu dochdazi za patologickych
podminek, jako je pravé AD a jeho dusledkem je snizeni afinity T proteinu
k mikrotubulim, coz zplsobuje destabilizaci cytoskeletu v neuronech (obrazek 5).
Hyperfosforylovany t protein vytvari nerozpustné agregaty ve formé neurofibrildrnich
klubek (NFT, z angl. neurofibrillary tangles) [45]. NFT zodpovidaji za kognitivni dysfunkce

a jejich pocet koreluje se zavaznosti demence [46].
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Obrdzek 5 A) vazba t proteinu na mikrotubuly za fyziologickych podminek
B) hyperfosforylace za patologickych podminek
spodni ¢dast —tvorba NFT, pfevzato z [47]
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2.5.2 Mitochondrialni hypotéza

Neurony jsou zavislé na pfitomnosti mitochondrii, zejména v synapsich,
kde tyto organely produkuji adenosintrifosfat (ATP) a reguluji koncentraci vapenatych
kationt(l. Oba dva zminéné procesy jsou dulezité pro pfenos nervovych vzruchd [48].
Mitochondrie jsou obvykle syntetizovany v téle neuronu a poté transportovany do jiné
oblasti neuronu, kde jsou potfeba. Tento transport je zprostfedkovdn pomoci

mikrotubult a mnoha dalSich proteint ¢i enzym( [49].

Dle nékterych studii bylo zjisténo, Ze nadmérna exprese t proteinu inhibuje axonalni
transport mitochondrii [50, 51]. S poskozenim téchto organel souvisi deplece ATP,
nadmérnd tvorba volnych radikal(i i synapticka dysfunkce [52]. Pfi naruseni rovnovahy
volnych kyslikovych i dusikovych radikalt dochazi k oxidativnimu stresu a jsou zasazeny
nejriznéjsi ¢asti biomolekul véetné proteind, lipid, sacharidd a nukleovych kyselin
v mozku i na periferii [53]. Oxidativni stres také Uzce souvisi s AB, protoze jeho nadmérna
produkce generuje dalsi volné radikdly [54]. Zatim neni znamo, zda je mitochondrialni

dysfunkce nasledkem nebo ptic¢inou AD [49].
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2.6 Farmakologicka lé¢ba AD

Prvnim krokem pro optimalnilé¢bu AD je sprdvna, v€asna a Uplnda diagndza. Je nutné,
aby farmakoterapie byla soucdsti komplexni terapie, kterd se skldada z reedukace,
rehabilitace kognitivnich funkci, z péce o dobry télesny stav, ze spoluprace s rodinou

pacienta a dalSich nefarmakologickych opatfenich [55].

Jak jiz bylo zminéno v prvni kapitole (2.1. Alzheimerova nemoc), sou€asna terapie
uzivand v klinické praxi je pouze symptomaticka a m(ize byt doplnéna o léciva jako jsou

antidepresiva ¢i antipsychotika u pacientd s behavioralnimi potizemi [56].
2.6.1 Inhibitory AChE

Podanim inhibitord AChE (iAChE) dojde ke zpomaleni degradace ACh
v synaptické stérbiné, ¢imz lze dosahnout vysSich hladin a dostupnosti ACh v mozku.
Tento mechanismus Ucinku napomaha cholinergnimu pfenosu a tim zlepsuje kognitivni
funkce i fyzicky stav pacienta [57, 58]. NeZadouci ucinky, nej¢astéji gastrointestindlni
problémy jako nauzea, zvraceni ¢i prljem, se vyskytuji zejména pfi zvySovani davek Iéku.
Méné casto muize dochazet k insomnii, svalovym krecim, bradykardii a unavé [59].
Donepezil, galantamin a rivastigmin jsou zastupci iAChE, které schvalily regula¢ni organy
jako Food and Drug Administration (FDA), European Medicines Agency (EMA) pro IéCbu

lehké aZ stfedné tézké demence (obrazek 6) [6].

Donepezil je reverzibilni inhibitor, ktery je nékolikanasobné selektivné;jsi k AChE
nez k BChE (AChE ICso= 0,014 uM, BChE ICso= 5,38 uM) [60]. Ve své strukture obsahuje
N-benzylpiperidin a indanonovou skupinu [61]. Z hlediska farmakokinetiky se donepezil
po peroralnim podani snadno vstfebdvd, ve velké mife se vazie na bilkoviny
a je metabolizovan prevainé izoenzymy CYP 2D6, 3A4 [62]. Relativné dlouhy polocas
umozniuje davkovani pouze jednou denné, coz je vyhodou oproti galantaminu

a rivastigminu, které je nutné podavat dvakrat denné [63].

Galantamin je pfirodni fenanthrenovy alkaloid plivodné izolovany z rostlin ¢eledi
Amaryllidaceae s dualnim mechanismem plsobeni [64]. Jednim z GcinkU je reverzibilni
kompetitivni inhibice AChE (AChE ICso = 4 uM), dale alostericky moduluje nikotinové

receptory, ¢imzZ potencuje cholinergni aktivitu na synapsi [65].
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Rivastigmin je nekompetitivni pseudoireverzibilniinhibitor karbamatového typu,
ktery inhibuje jak AChE tak i BChE (AChE ICso=501 uM, BChE IC50= 19,95 uM)[62]. Studie
poukazuji na vhodné uziti rivastigminu i u demence spojené s PN ¢i Lewyho télisky
[66, 67]. Rivastigmin je na trhu dostupny ve vice lékovych formach, a to pro peroraini
podani jako tobolky ¢i roztok nebo pro transdermalni aplikaci ve formé naplasti. Naplast
obsahujici davku 9,5 mg léCiva vykazuje stejné klinické ucinky jako maximalni
doporucena denni davka rivastigminu (12 mg) pro peroralni podani. Navic nezplsobuje

gastrointestindlni nezadouci Uc¢inky [18].

o
o
o
9 |
A~ N
I
donepezil galantamin rivastigmin

Obrazek 6 Struktury iAChE

Takrin (THA, z chem. nazvu 9-amino-1,2,3,4-tetrahydroakridin) se v roce 1993
stal prvnim schvdlenym iChE pro lécbu AD [68]. Nejen Ze inhibuje AChE i BChE
v mikromoldrnich koncentracich (AChE ICso = 0,32 uM, BChE ICso = 0,22 uM),
je i antagonistou NMDAR, sniZuje produkci APP, hyperfosforylovaného t proteinu
a oxidativni stres [26, 85]. Nicméné pro jeho hepatotoxicitu i gastrotoxicitu
byl definitivné stazen z trhu roku 2013 [69]. | pfesto tato molekula polozila zéklad
pro syntézu novych derivatd THA. V ramci intenzivniho vyzkumu se usiluje o pfipravu
THA derivatQ s nizsi toxicitou a cilici na vice patofyziologickych procesti AD najednou

(blizsi pojednani o THA a jeho derivatech je uvedeno v kapitole 3).
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2.6.2 Antagonisté NMDAR

Memantin, odvozeny od antivirotika amantadinu (obrazek 7), je jedinym
zastupcem této skupiny vyuzivanym v terapii AD. Je tvorfen tfemi cyklohexanovymi
kruhy, na jejichZ spolecném uhliku je vazand aminova skupina, ktera za fyziologickych
podminek nese kladny naboj. Diky naboji se memantin vaze pfimo nebo do blizkosti
iontového kandlu spojeného s NMDAR. Timto mechanismem snizuje nadmérny influx
vapenatych kationtd, ktery nastdvd pfi trvalé aktivaci NMDAR zvySenou hladinou
glutamatu (kapitola 2.3. Glutamdatergni hypotéza) [70, 71]. Ve své strukture
ma memantin na rozdil odamantadinu dvé methylové postranni skupiny,
které prodluzuji dobu setrvani viontovém kanalu NMDAR [70]. V preklinickych studiich
[é¢ba memantinem dokonce vedla ke snizeni hladin AB a neurozanétlivych biomarkeru,
napr. aktivované mikroglie a astrocyty, které vedou k produkci cytokint a kyslikovych
radikdld [72, 73]. Memantin je schvaleny pro lécbu stfedné tézké az tézké demence
a je mozné ho uzivat jak v monoterapii tak i v kombinaci siAChE. FDA schvdlila fixni

kombinaci memantinu s donepezilem pod obchodnim nazvem Namzaric [74, 75].

NH, NH,

amantadin memantin

Obrazek 7 Struktura memantinu a jeho prekurzoru

2.6.3 Monoklonalni protilatky

Popsani amyloidni hypotézy dalo zdklad vyvoji monoklonalnich protilatek (mAb,

z angl. monoclonal antibody). V preklinickych studiich tyto latky prokazaly, Ze redukuji

e

vrve

subjektl ¢i pouzitim nevhodné davky. Proto byly na americky trh uvedeny pouze tfi mAb

22



s infuzni cestou podani. | tak se ale mAb povazuji za zasadni pokrok v mozZnosti terapie

AD [76-79].

Aducanumab je lidskd mAb imunoglobulinu gama 1 (IgG1) pouZivana k lécbé
pacientd s mirnou kognitivni poruchou ¢i mirnym stadiem demence, kterd pUlsobi
na rozpustné i nerozpustné agregaty AB [80]. Ziskal urychlené schvéleni v roce 2021,
ovsem v lednu tohoto roku jeho vyrobce uvedl, Ze ukoncuje produkci i probihajici
klinické studie, ne z dlivodu bezpecnosti ¢i Ucinnosti latky, ale z diivodu zmény finanéni

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

Lecanemab je humanizovany 1gG1, ktery byl schvaleny vroce 2023 a s vyse

uvedenou latkou md velmi podobny Gcinek i indikaci [82].

Nejnovéji schvalenou mAb je donanemab, ktery vstoupil na trh v ¢ervenci 2024
k |é€bé mirnych kognitivnich poruch ¢&i ranych stadii demence. Témér u poloviny
pacientl |é¢enych donanemabem po dobu jednoho roku nebyla pozorovana klinicka

progrese [83].
2.6.4 Oligomanat sodny

Oligomanat sodny (obrazek 8), znamy téz pod zkratkou GV-971, je oligosacharid
izolovany z morskych fas. Byl schvédlen na konci roku 2019 v Ciné pro lé¢bu mirné
aZz stredné tézké AD [84]. GV-971 funguje na zcela odliSném principu, ktery neni dosud
plné objasnén, ale predpoklada se, Ze cili na stfevni mikrofléru a tim tlumi periferné
vyvolany zanét [85]. Aby mohla byt latka schvdlena v Evropské unii, musi podstoupit

dalsi studie pro potvrzeni pozitivniho vlivu v terapii AD [86].
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oligomanat sodny = GV 971
n=1,m=0,1,2;, m=0,1

Obrdazek 8 Struktura GV-971
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3 NAVRH NOVYCH SLOUCENIN 7-HETEROARYLTAKRINU

Molekula THA poloZila zaklad pro syntézu dalSich derivatd, které by rozsitily
potencial této slouceniny. Podle modifikace parentni struktury midzeme syntetizované
derivaty rozdélit do tfi skupin — homodimery, heterodimery a monotakrinové derivaty

[87].

Homodimery jsou symetrické molekuly vytvorené ze dvou jednotek THA spojené
razné dlouhym uhlikovym fetézcem. Bis(7)-THA (obrazek 9) splfioval predpoklad
pro inhibici AChE (AChE ICso = 0,81 nM, BChE ICso = 5,66 nM). Navic také vykazoval
modulaéni aktivitu k rfadé dalSich receptord, jako napf. NMDAR, serotoninové
Ci receptory pro kyselinu gama-aminomadselnou [14, 15]. OvSem jeho peroralni
dostupnost i rozpustnost ve vodé byly velmi nizké a mira hepatalni transformace vysoka.
| pfes nedostatky se bis(7)-THA stal prilomovou slouceninou pro vyvoj multipotentnich

sloucenin, které by cilily na vice patologickych mechanism( zaroven [88].
HN/\/\/\/\NH
Cfﬁ@ @fﬁ@
| ~ ~
N N
Obrazek 9 Homodimer bis(7)-THA

vvvvv

.....

Mezi zastupce této skupiny patfi napt. derivaty takrin-donepezil, takrin-huperzin

nebo takrin-ferulové kyseliny atd. (obrazek 10) [89].
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Obrdzek 10 Struktura heterodimeru, n = odlisna délka spojovaciho retézce

U monotakrinovych derivatd je zakladni skelet nejcastéji modifikovan
v polohach Sest, sedm a devét (obrazek 11). Studie zabyvajici se rliznou substituci
v téchto pozicich a ndslednym porovnanim inhibicni aktivity vic¢i AChE, ukdzala
Ze nejvyssi afinitu vykazuji derivaty, které v poloze Sest maji chlor, methylovou
nebo nitro skupinu. Naopak zavedeni chloru do obou poloh Sest, sedm nebo objemného
substituentu do polohy devét snizuje inhibici AChE [90]. Jako priklad lze uvést
takrindihydropyridinovou sérii, 7-methoxytakrin (AChE 1Cso = 10 uM, BChE 1Cs0=17,6
uM), dale 7-fenoxytakrin (AChE ICso = 2,4 uM, BChE ICsp = 4,9 uM), 6-chlorotakrin (AChE
ICs0=0,017 uM, BChE ICs0 = 1,7 uM) Ci hupriny [87].

NH, R NH,
jsosllYe
/ —

Cl N N

X = H; CH3; OCHj3; F; NO, R =CoHs; CHy

takrindihydropyridiny 6-chlorotakrin hupriny

Obrazek 11 Struktury monotakrinovych derivati
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Monotakrinové derivaty, predevsim 7-methoxytakrin (7-MEOTA) a 7-
fenoxytakrin (7-FEOTA), spolecné s nejnovéjSimi poznatky o metabolizaci THA poslouzily

této praci jako predloha pro navrh novych sloucenin (obrazek 12).

takrin

AChE/BChE inhibitor
slaby NMDAR antagonista NH,
hepatotoxicita |

NH, o
HO._ NENP N
NH; e \ = CYP 450 1A2 &
A
N

7-hydroxytakrin chinon methid
Novak et. al.2023

7-MEOTA amaso Pepatop
vyrovnané inhibice ChE O*fc,}‘
mirny antagonismus na NMDAR 225 novy design sloucéenin

hepatotoxicita

NH,

( NH; NH> \ o ~
o o
| (:(JTO R m optimalizace struktury O N/
—
N7 NZ U, Hel

7-heteroaryltakrinové derivaty
n=123 R = rlizné heteroarylové skupiny

7-fenoxytakrin derivaty 7-fenoxytakrinu
Kaniakova et. al. 2021 Misiachna, Svobodovaet. al. 2024

vyrovnana inhibice ChE a antagonismus na NMDAR
selektivni pro GluN1/GluN2B

Obrazek 12 Design novych sloucenin 7-heteroaryltakrinu

7-MEOTA byl vyvinut v Ceské republice v 70. a 80. letech 20. stoleti s prokdzanym
selektivnim Ucéinkem na podjednotku GIuN2A NMDAR (GluN1/GIuN2A ICsp = 5 uM,
GIuN1/GIuN2B ICso = 7,24 uM) i vyvazenou inhibici ChE [14, 33]. Také pfi stanoveni
excitotoxicity in vivo vykazoval vyraznéjsi neuroprotekci nez memantin a THA [29, 91].
Na zakladé predchozich studii derivatl THA byl nové navrZen, syntetizovdn a nasledné
in vitro a in vivo charakterizovan 7-FEOTA. Tato sloucenina se vyznacuje vybalancovanou
inhibici obou ChE (AChE ICso = 2,4 uM, BChE I1Cs0 = 4,9 uM) a NMDAR (GluN1/GIuN2B ICso
= 1,7 uM). 7-FEOTA disponuje specifickym mechanismem uc¢inku na NMDAR,
kde interaguje s ifenprodilovym vazebnym mistem a preferenc¢né inhibuje podjednotku
GluN2B NMDAR [92]. Pfimé ovlivnéni této podjednotky je Zaddouci vzhledem k vyznamné
roli této subpopulace NMDAR zejména pfi excitotoxicité. Z farmakokinetickych dat
bylo dale prokazano, Zze 7-FEOTA je schopen prostupu skrz HEB. Nasledna behavioralni
studie neodhalila zadné vedlejsi ucinky typické pro antagonisty NMDAR (zdvraté,

zvraceni, zmatenost, bolesti hlavy, synkopy, hypertenze, tinava, somnolence) [93].
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Vyznamny pokrok v metabolizaci THA a jeho derivatl objasnila studie in vitro,
ktera téz prispéla k ndvrhu novych sloucenin této prace. V biotransformaci THA hraje
vyznamnou roli podjednotka cytochromu P450 1A2. V prvni fazi metabolizace je THA
hydroxylovdn na mono a dihydroxylované derivaty. Hlavnimi metabolity jsou 1-
hydroxytakrin a 7-hydroxytakrin (7-OH-THA). 7-OH-THA je prekurzorem pro vysoce
reaktivni slou€eninu chinon methid, ktera je zodpovédnd za hepatotoxicitu THA. V druhé
fazi dochazi ke konjugaci 7-OH-THA s kyselinou glukuronovou a naslednému vylouceni
metabolitu moci [94-96]. Z vysledkd studie dale vyplyva, Ze 7-MEOTA se metabolizuje
na 7-OH-THA a to dokonce ve vétsi mife (39%) nez samotny THA (30%) (obrazek 13).
Naopak u 7-FEOTA je tato metabolizace zanedbatelnd (1%) [94]. Spolecné s unikatnim
mechanismem Ucinku a dobrym bezpecénostnim profilem se tak 7-FEOTA stal vychozi

molekulou pro vyvoj novych takrinovych derivata [97, 98].

Metabolity takrinu Metabolity 7-MEOTA

W 1-0H-takrin W 4-OH-takrin B 5-OH-takrin B 1-0H-7-MEOTA B 4-OH-7-MEOTA
Wdi-OH-takriny ~ W7-OH-takrin W 3-OH-takrin = di-OH-takriny ®7-0H-takrin
o 3-0H-7-MEOTA u 2-0H-7-MEOTA

W 2-OH-takrin o di-OH-7-MEOTA

Metabolity 7-FEOTA

m1-OH-7-FEOTA W Ar-OH-7-FEQTA
W di-OH-7-FEQTA W 7-OH-takrin

W 4-0H-7-FEOTA B 3-0H-7-FEOTA
m 2-0H-7-FEOTA

Obradzek 13 Procentudini zastoupeni jednotlivych metabolitii u THA, 7- MEOTY a 7-

FEOTY. 7-OH-THA predstavuje ¢ervenou cdst grafu, prevzato z [94]



4 CILPRACE

Cilem diplomové prace byla syntéza novych derivatd 7-heteroaryltakrinu
jako potencidlnich IéCiv v terapii AD s predpokladem pro inhibi¢ni aktivitu vicéi ChE
a NMDAR. Nejprve byly pomoci in silico predikovany vlastnosti navrzenych sloucenin.
Hlavni pozornost byla vénovana ADME (absorpci, distribuci, metabolismus, exkreci)
a fyzikalné-chemickym vlastnostem. Vlastni prace zahrnovala chemickou syntézu
a optimalizaci reakénich podminek s cilem navysit vytéZzek reakci. Pfipravené slouceniny
byly charakterizovany pomoci uhlikového a vodikového NMR (nuklearni magneticka
rezonance) spektra, HRMS (hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim, z angl. high
resolution mass spectrometry), LC-MS (kapalinova chromatografie s hmotnostni
spektrometrii, z angl. liquid chromatography in tandem with mass spectrometry)
a bodem tani. Ddle byl vyhodnocen vztah mezi strukturou a ucinkem pfipravenych
derivat(i s ohledem na ziskané vysledky z biologického testovani, které bylo provddéno
kolegy z Katedry toxikologie a vojenské farmacie (VLF UO) a Centra biomedicinského

vyzkumu (FNHK).

28



5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 In silico predikce farmakokinetickych a fyzikalné-chemickych

vlastnosti

JelikoZ perordlni a CNS dostupnost patfi mezi zasadni ukazatele pfi ndvrhu novych
Ié¢iv k terapii AD, byly tyto parametry posuzovany pred samotnou syntézou latek.
U nové pfipravenych sloucenin (5a-5s) byly in silico predikovdany ADME vlastnosti
(absorpce, distribuce, metabolismus, exkrece) na zakladé strukturni nebo fyzikalné-
chemické analogie. Predikce byla provedena pomoci webové stranky SwissADME
za pouziti THA a 7-FEOTA jako referenénich latek [96, 99, 100]. K predikci
gastrointestinalni absorpce a prostupu pres HEB byla pouZita metoda BOILED-Egg
(z angl. brain or intestinal estimated permeation method). Tato metoda pfedstavuje
prediktivni model, ktery funguje na zékladé vypocta lipofility a polarity molekul [101].
Vsechny slouceniny kromé latek 5g, 51, 5n a 5q se nachazeji ve Zzluté C(asti
dvojrozmérného grafu (obrazek 14). Tato oblast predpovidd, Ze u nové navrZenych
derivati Ize ocekdvat dobrou vstfebatelnost v gastrointestinalnim traktu i prostup
skrz HEB. Dale bylo vypocitano tzv. HEB skore (tabulka 1), které zahrnuje pét fyzikalné-
chemickych parametr(i (pocet aromatickych kruh(, tézkych atomi, molekulovou
hmotnost, donory a akceptory vodikovych vazeb, poldrni povrch molekuly a pKa).
U molekul vykazujici HEB skore v rozmezi 4-6 Ize predvidat jejich prostup do CNS [102].
Vsechny slouceniny kromé 5c¢ a 5n jejichz hodnota je < 4 by mély prostupovat do mozku.
U nové navrzenych molekul byla stanovena dobra rozpustnost ve vodé vyjadrena
pomoci cLogS >-3[91]. V neposledni fadé byl aplikovan screening k vylouceni tzv. PAINS
(angl. pan-assay interference compounds) s negativnim vysledkem pro navriené
derivaty. PAINS jsou nespecificky interagujici slouéeniny s celou fadou moznych
nezadoucich ucinkl. Vcéasné odhaleni takovychto molekul je klicové v ranych fazich
vyvoje |éCiv [103]. VSechny derivaty s vyjimkou 5¢c, 5g, 51, 5n a 5q jednoznacéné vykazuji
prijatelny farmakokineticky profil a jsou tedy vhodnymi kandidaty pro syntézu

i biologické testovani.
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5f | Se

Obrdzek 14 Prediktivni model ,, Boiled eqg” u vybranych sloucenin 5f a 5g. Zlutd ¢dst
znaci pravdépodobnost prostupu skrz HEB, bild oblast predikuje absorpci
v gastrointestindlnim traktu

Tabulka 1 In silico predikce sloucenin 5a-5s s THA a 7-FEOTA jako referencnimi latkami.
@ GIA = gastrointestindIni absorpce; * HEB = prostup hematoencefalickou bariérou © ref.
[102]; 9 ref. [104]; € Bio. Skdre = biologickd dostupnost [105]; fcLog$ (SILICOS-IT) =
rozpustnost ve vodé; 9 PAINS = interferencni slouceniny Pan-assay

Slouéenina  GIA* HEB® HE Lipinski¢ - cLogS" PAINSE
skore® Skore®
5a Vysokd Ano 4,94 Ano 0,55 -4,81 0
5b Vysokd Ano 4,79 Ano 0,55 -4,37 0
5c Vysokda Ano 3,64 Ano 0,55 -5,60 0
5d Vysokd Ano 4,93 Ano 0,55 -5,17 0
5e Vysokd Ano 4,74 Ano 0,55 -4,41 0
5f Vysokd Ano 5,37 Ano 0,55 -3,96 0
5g Vysoka Ne 4,08 Ano 0,55 -4,25 0
5h Vysokd Ano 4,95 Ano 0,55 -4,81 0
5i Vysokd Ano 4,94 Ano 0,55 -5,15 0
5j Vysokda Ano 4,49 Ano 0,55 -5,30 0
5k Vysokd Ano 4,49 Ano 0,55 -5,32 0
51 Vysoka Ne 4,44 Ano 0,55 -6,12 0
5m Vysokd Ano 4,47 Ano 0,55 -5,62 0
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5n Vysokda Ne 3,88 Ano 0,55 -5,80 0

50 Vysokda Ano 4,74 Ano 0,55 -5,69 0

5p Vysokd Ano 4,85 Ano 0,55 -6,45 0

5q Vysoka Ne 4,44 Ano 0,55 -4,75 0

5r Vysokd Ano 5,19 Ano 0,55 -5,17 0

5s Vysokda Ano 5,22 Ano 0,55 -4,76 0
THA Vysokda Ano 5,38 Ano 0,55 -4,46 0
7-FEOTA  Vysoka Ano 4,61 Ano 0,55 -2,80 0

5.2 Chemicka syntéza 7-heteroaryltakrinovych derivatd

Vsechny nové navriené derivaty byly syntetizovany dvou krokovou syntézou

dle uvedeného schématu (obrazek 15).

o NH, NH,
Br CN . Br. R
+ - + R-B - =
s \ —
NH, N OH N
1 2 3

4a-s 5a-s

R:
a b c d e f g h i j k | m n o p q r s
|
&&\|\%%O%///o///ss\s\ ST /é/é/sé6
N S ON/N/NVNN\?N NYNO = S —le = ~N o =
o  F 0L O ! H/ 4

Obrazek 15 Schéma chemické syntézy derivati 5a-5s. Reakcni podminky: i) ZnCl, (2
eq.); cyklohexanon (5 ml); MW; 5 min; 160 °C. ii) Na2COs (2 eq.);
bis(trifenylfosfin)palladium(ll) chlorid (0,1 eq.); THF/H,0 (4:1); 24 h; 75 °C.

5.2.1 Pfiprava meziproduktu 3

Prvni krok syntézy zahrnoval Friedlanderovu kondenzaci 2-amino-5-
brombenzonitrilu 1 v pfitomnosti cyklohexanonu 2 a Lewisovy kyseliny. Do mikrovinné
zkumavky byly vlozeny komeréné dostupné vychozi latky 1 (1,0 ekv.) a 2 (5 ml). K reakéni

smési byla dale pfiddna Lewisova kyselina v podobé chloridu zine¢natého (ZnCl;) (2,0
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ekv.). Reakce probihala za mikrovinnych podminek (100 W, 300 PSI, 160 °C) po dobu
5 minut. Konec reakce byl monitorovan pomoci tenkovrstvé chromatografie (TLC; z angl.
thin layer chromathography). Po dokonceni reakce byla reakéni smés trikrat
extrahovana mezi 2M roztok hydroxidu sodného (NaOH) a dichlormethan (DCM; 3 x 100
ml). Organické faze byly po vytfepani spojeny a vysuseny pomoci bezvodého siranu
sodného (Na2S0a4). Reakéni smés byla prefiltrovana. Surovy meziprodukt 3 byl precistén
pomoci flash chromatografie s mobilni fazi DCM : methanol (MeOH) : 25% vodny
amoniak (NHs3) v poméru 20 : 1 : 0,1. Ziskany meziprodukt 3 byl ziskan ve formé volné

baze ve vytézku 92%.
5.2.2 Priprava produktl 5a-5s

V druhém kroku byl pouzit Suzukiho coupling neboli palladiem katalyzovana reakce
mezi substituovanymi boronovymi kyselinami 4a-4s a 7-bromtakrinem 3. Do 100 ml
banky byl navdzen meziprodukt 3 (1,0 ekv.), pfislusna boronova kyselina 4a-4s, uhlicitan
sodny (NaxCOs; 2,0 ekv.) a bis(trifenylfosfin)palladium(ll) chlorid (0,1 ekv.).
Poté byl pridan tetrahydrofuran a voda v poméru 4 : 1. Reakéni smés byla michana
pod argonovou atmosférou pfi 75°C po dobu 24 hodin. Po skonceni reakce, ktera byla
monitorovana pomoci TLC, byla reakéni smés zchlazena na laboratorni teplotu. U latek
5¢, 5g a 51 byla i po uplynuti reakéni doby pozorovdna pfitomnost meziprodukt 3,
a proto bylo do téchto reakénich smési priddano dalsi mnozZstvi katalyzatoru (0,1 ekv.)
a prodlouZen cas reakce (48 hodin). Reakce derivatQ 5r a 5s podle TLC nevykazovala
Zzadnou zménu ani po navysSeni mnozstvi katalyzatoru ¢i doby reakce. Pravdépodobné
z dlvodu substituce THA alicyklickymi uhlovodiky, které méli nedostatecnou objemnost
a nenasycenost kruh(i. Ndasledné byla provedena extrakce za pouziti 2M NaOH
a ethylacetatu (EA; 3x 100 ml). Organické faze byly po vytfepani spojeny a vysuseny
bezvodym Na;S04. Reakéni smés byla zfiltrovana. Vzniklé substituované derivaty 5a-5q
byly pfecistény pomoci flash chromatografie. Jako mobilni faze byla pouZzita kombinace
DCM : MeOH : 25% NH3z v poméru 9 : 1 : 0,1, ve které vykazovala reakéni smés dobré
separacni vlastnosti produktu od dalSich necistot. Nasledné byly vSechny vysledné
produkty rozpustény v MeOH. K tomuto roztoku bylo za chlazeni priddno 5 kapek
kyseliny chlorovodikové. Reakéni smés byla michana pfi laboratorni teploté po dobu

30 minut. Po uplynuti reakéni doby bylo rozpoustédlo odpafeno a nasledné
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byla 3x provedena na vakuové odparce azeotropickd destilace s absolutnim ethanolem.

U vzniklych derivati ve formé hydrochloridovych soli byla opét zméfena Cistota

s pozadavkem na hodnotu = 95%. U sloucenin 5b, 5f, 5g, 5n a 5q byla zjiSténa nestabilita

v kyselém prostredi, jelikoZ cistota uvedenych latek klesla na 30-70% (pfislusné

substituenty téchto latek vyznaceny v tabulce rdzové). Jejich rozkladné produkty ovsem

nebyly analyzovany. Proto byly tyto derivaty pfipraveny znovu a ponechany ve formé

volnych bazi (tabulka 2). Sloucenina 5q byla nakonec z testovani vyrazena uplné kvili

nestabilité jak ve formé soli tak i baze. Z navrzenych 19 molekul bylo 16 finalnich

derivatl ve vytéZcich 12 — 70 % charakterizovdno pomoci dostupnych analytickych

metod (viz kapitola 7.1).

Tabulka 2 Souhrnny prehled findlnich derivati a jejich forem
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5.3 Biologické testovani

5.3.1 Stanoveni inhibi¢ni aktivity enzym( AChE a BChE in vitro

U vsech nové syntetizovanych 7-heteroaryltakrinovych derivatl 5a-5p byla
testovana inhibic¢ni aktivita vici lidské AChE a BChE. Pomérné dobrych vysledkd dosahly
slouceniny 5¢, 51, 5m a 5n jejichi hodnoty ICso (polovina maximalni inhibi¢ni
koncentrace) pro AChE i BChE byly témér shodné s inhibi¢ni aktivitou THA (tabulka 3).
V porovnani s 7-FEOTOU byly tyto derivaty dokonce o jeden fad ucinnéjsi. Nejlepsi
hodnotu ICso pro AChE vykazovala latka 5i substituovand v poloze sedm parentni
slouceniny 5-methylfuran-2-ylovym cyklem a pro BChE ldtka 5m substituovand 4-

methylthiofen-2-ylem. Zvolena metodika méfeni je popsana v literature [106—108].

Tabulka 3 Vysledky méreni inhibicni aktivity slouc¢enin 5a-5p vici lidské AChE a BChE

Sloucenina hAChE ICso £ SEM (uM) hBChE ICso £ SEM (LM)

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
51 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
50 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 nové pripravenych derivatd byla predikovana prichodnost pres HEB za pouZiti
metody PAMPA (z angl. The parallel artificial membrane permeability assay)
pres umélou semipermeabilni membranu. Vysledné hodnoty jsou uvedeny v tabulce 4,
kde ve spodni ¢asti jsou zobrazeny standardy, jejichZ prostupnost je experimentdalné
znama za podminek in vivo [109-112]. VétSina Ilatek disponuje vysokou
pravdépodobnosti prostupu pasivni difuzi pfes HEB, nejlépe vSak derivaty substituované
v poloze sedm THA skeletu 1-benzothiofen-2-ylem (5n) a 3-(2-methylpropoxy)fenylem
(5p). Vyjimku tvofi latky 5h, 5i a 5m, u kterych nelze prostupnost s jistotou predikovat.
Spole¢nym rysem téchto derivatl je modifikace molekuly THA péti¢lennym
heteroaromatickym kruhem, 5h a 5i obsahuiji ve své strukture furanové jadro a latka 5m

thiofenovou skupinu.

Tabulka 4 Vysledky stanoveni prostupu pres HEB u derivdti 5a-5p

Slouéenina Pe £ SEM Prostupnost
(x10°6 cm s!) pres HEB
5a 5,62 +1,43
5b 9,96 + 1,31
5¢ 8,75+ 0,15
5d 5,00 + 1,42
Se 7,20 + 0,64
5f 7,98 £ 0,96
58 8,81+ 1,14
5h 3,45+0,32
5i 3,09+0,13
5j 6,42 + 1,54
5k 5,31+1,35
51 6,99 + 1,81
5m 3,99 + 2,05
5n 19,8 + 3,56
50 4,50+ 0,72
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5p 16,2 + 1,38

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

+ (predikovand vysokd prostupnost): Pe (x10° cm s?) > 4,0
- (predikovand nizkd prostupnost): Pe (x10° cm s) < 2,0
+/- (predikovand prostupnost nejistd): Pe (x10° cm s) od 2 do 4
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5.3.3 Antiproliferativni vlastnosti in vitro

Cytotoxicky profil byl u findlnich produktd 5a-5p stanoven na lidské bunécné linii
HepG2 pomoci MTT (z chemického nazvu 3- (4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyl-
tetraziolium bromid) testu. Cytotoxicita byla vyjadfena jako hodnota ICso, kterd byla
vypocitana nelinedrni regresi v pocitatovém programu GraphPadPrism [113]. Hodnoty
ICso nasyntetizovanych latek se pohybovaly v rozmezi 2,71 — 26,54 uM. Jako nejméné
toxické derivaty se jevily slouceniny substituované pyridinem a pyrimidinem v poloze
sedm takrinového skeletu, tedy 5a a 5e (tabulka 5). Nicméné v porovndni s referen¢ni

slouc¢eninou THA vykazuji vSechny pfipravené slouceniny vyssi toxicitu.

Tabulka 5 Antiproliferativni aktivita derivati 5a-5p

Sloucenina ICso £ SEM (uM)?
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

9 Data byla ziskdna z alespon ze CtyrF nezavislych méreni provedenych v triplikatech.
Hodnota ICso vyjadrena jako priumér + SEM

5.3.4 Stanoveni relativni inhibi¢ni aktivity NMDAR in vitro

Na zdkladé stanoveni inhibi¢ni aktivity vic¢i ChE, predikce prostupnosti HEB
a antiproliferativnich vlastnosti, byly vyselektovany ¢tyfi nejlepsi derivaty 5a, 5e, 5i a 5m
(tabulka 6), u kterych byl zkoumdan antagonisticky uGcinek vié¢i NMDAR konkrétné
na lidské podjednotce GluN1-1a/GIuN2B. Testovani probihalo pfi koncentraci 10 pM
uvedenych sloucenin v pfitomnosti agonisty glutamatu (1ImM) a koagonisty glycinu (100
uM). Jako referencni latky byly pouzity memantin a 7-MEOTA. Aktivita na NMDAR
je vyjadiena jako relativni inhibice (RIl), tedy jako procentudlni mira, jakou dana
sloucenina inhibuje receptor. VSechny mérené latky vykazovaly vétsSi miru inhibi¢ni

aktivity NMDAR nez 7-MEQOTA, ale zaroven mensi aktivitu nez memantin. Nejlépe ovsem
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NMDAR inhibovaly derivaty 5i, 5m a to z vice nez 80 %. Metodika, jakou byla data

mérena, je popsdna v literature [114-116].

Tabulka 6 Vysledky relativni inhibice (Rl %) na NMDAR

Sloucenina (10 puM) RI, % + SEM? (n = 8-10)

5a 60,14 +1,73
S5e 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 GIuN1/GIluN2B, -60 mV, 100% = pInd inhibice; ° stfedni chyba priméru, n =
pocet méreni
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6 ZAVER

vrve

u starsich jedincl. Navzdory intenzivnimu vyzkumu stale neexistuje dostatecné efektivni
|[é¢ba, kterd by byla schopna zastavit nebo vyznamné zpomalit progresi tohoto
onemocnéni. Jednim z moZnych pfistup( v terapii AD je vyuZiti molekuly THA, kterd byla
prvnim schvdlenym iChE. | kdyZz byl THA stazen z trhu kvali zdvaznym nezadoucim
ucinkdm, jeho struktura a mechanismus ucinku poloZzily zaklad pro vyvoj novych derivatu

s lepsSim bezpecnostnim profilem a Gcinnosti.

Cilem predlozené diplomové prace byla syntéza novych takrinovych derivat(
jako potencidlnich terapeutik vI|écbé AD. Predlohou pro nové navriené molekuly
se stala molekula 7-FEOTA, zejména diky vyvaZzené inhibici ChE i NMDAR a absenci
toxickych projevil. Celkem bylo pripraveno 16 derivatl s modifikaci THA v poloze sedm.
Nové navrzené slouceniny kromé 5g, 51 a 5n se in silico vyznacovaly vysokou peroralni
biologickou dostupnosti, optimalni absorpci a distribuci pres HEB a nespadaly
do kategorie PAINS. Dvou krokovou syntézou byla pfipravena série novych 7-heteroaryl
takrinovych derivat( s vytéznosti 12—70 %. Vysledné produkty byly nasledné prevedeny
na hydrochloridové soli. Slouceniny 5b, 5f, 5g, 5n byly ponechany ve formé bazi
z dlvodu nestability latek v kyselém prostredi. Derivaty byly charakterizovany pomoci
uhlikového a vodikového NMR spektra, HRMS s pozadovanou Cistotou minimalné 95 %,
LC-MS a bodu tani. Nasledné byly vSechny slouceniny testovany in vitro na inhibi¢ni
aktivitu vaci lidské AChE a BChE, kde se jako nejucinnéjsi derivaty jevily 5i a 5m.
Dle predikce prestupu HEB vSechny latky mohou v uréité mife do mozku prostupovat,
s vyjimkou 5h, 5i, 5m, u kterych je predikce nejasnd. U sloucenin také byla stanovena
derivaty 5a a 5e, avSak v porovnani s THA jsou stdle vice cytotoxické. Nakonec byly
vyselektovany Ctyfi nejucinnéjsi derivaty, a to 5a, 5e, 5i a 5m, u kterych byla zmérena
relativni inhibice vi¢i NMDAR. Pfi koncentraci 10 uM nejlépe tento receptor inhibovala
l[atka 5i a 5m. Ddle budou vybrané derivaty testovany na mikrosomalni stabilitu
k ovéreni, do jaké miry dochdzi k tvorbé 7-OH-THA jakozto prekurzoru chinon methidu.

U nejlepsi slouceniny v ramci série bude také stanoven farmakokineticky profil in vivo.
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Zavérem lze Fict, Ze vyvoj novych |éciv proti AD je komplexni a dlouhodoby proces,
ktery vyZzaduje multidisciplindrni pfistup a neustalou inovaci. Vysledky této prdce
prispivaji k dalsimu vyvoji potencialnich |éCiv proti tomuto onemocnéni a oteviraji nové
sméry pro budouci vyzkum s cilem minimalizovat toxicitu a maximalizovat terapeuticky

potencial vzniklych sloucenin.

40



7 EXPERIMENTALNI CAST

PouZzita chemicka rozpoustédla a ¢inidla byla pofizena od firmy Sigma-Aldrich (Praha,
Ceska republika) nebo FluoroChem (Hadfield, Velka Britanie) v nejvy3si dostupné Cistoté
bez dalsiho Cisténi. Prlbéh reakci jsme sledovali pomoci TLC metody na silikagelovych
deskach (60 F254, Merck, Praha, Ceska republika) a vizualizace skvrn probihala pomoci
ultrafialového svéta (254 nm). Pomoci kolon naplnénych silikagelem (silikagel 100;
0,063-0,200 mm; 70-230 mesh ASTM, Fluka, Praha, Ceskd republika) a PuriFlash GEN5
kolon, 5,250 (Interchim, Montlucon, Francie) (silikagel 100, 60 A, 230-400 mesh ASTM,
Sigma-Aldrich, Praha, Ceskd republika) jsme ¢istili finalni produkty do poZadované
Cistoty. NMR spektra byla zaznamendna v deuterovaném methanolu, deuterovaném
chloroformu a deuterovaném dimethylsulfoxidu (DMSO-d6) na spektrometru Bruker
Avance NEO 500 MHz (499,87 MHz pro *H NMR a 125,71 MHz pro 13C NMR). Chemické
posuny (&) jsou uvedeny v ¢astech na miliony (ppm) a multiplicita spin( je uvedena
jako Siroky singlet (bs), dublet (d), dublet dubletu (dd), triplet (t), kvartet (q), pentet (p)
nebo multiplet (m). Interakéni konstanty (J) jsou uvedeny v jednotkdch Hz.
Syntetizované slouceniny byly analyzovany pomoci LC-MS systému sestavajiciho z ultra
vysoce Ucinné kapalinové chromatografie, Dionex Ultimate 3000 RS spojeného s Q
Exactive Plus hmotnostnim spektrometrem pro ziskani hmotnostnich spekter s vysokym
rozliSenim (Thermo Fisher Scientific, Brémy, Némecko). Nakonec byly zméreny teploty

tani pomoci automatického zapisovace teploty tani M-565 (Buchi, Svycarsko).
7.1 Charakterizace meziproduktu 3 a produktd 5a-5p
7-(bromo)-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-amin (3)

VytéZek: 92 %. Bily krystalicky prasek; bod tani: > 255 °C. *H NMR (500 MHz, Methanol-
ds): 6 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-d.): 6 158,00; 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]*: vypocitano pro CizH14BrN2* (m/z): 277,0335; nalezeno 277,0334.
LC-UV Cistota 99%.
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7-(pyridin-4-yl)-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-amin hydrochlorid (5a)

Vytézek: 70 %. zluty krystalicky prasek; bod tani: 196,0 — 197,0 °C. *H NMR (500 MHz,
DMSO-ds): § *H NMR (500 MHz, DMSO-de) 6 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-ds): 6 156,40; 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]*: vypocitano pro CigHisN3* (m/z): 276,1496; nalezeno 276,1488. LC-UV

Cistota 97%.

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

Vytézek: 41 %. Bily krystalicky prasek; bod téni: 182,5 — 183,7 °C. 'H NMR (500 MHz,
DMSO-ds): & 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. 3C NMR
(126 MHz, DMSO-ds): 6 163,32; 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]*: vypocitano pro CigH1sN3O* (m/z): 306,1601; nalezeno 306,1593.
LC-UV distota 99%.

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

Vytézek: 32 %. Zluty krystalicky prasek; bod tani: 181,5 — 182,0 °C. *H NMR (500 MHz,
DMSO-de): & 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-dg): 6 155,96; 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]*: vypocitano pro CigH17CINs* (m/z): 310,1106; nalezeno 310,1097. LC-UV

Cistota 95%.

7-(6-fluoropyridin-3-yl)-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-amin hydrochlorid (5d)
Vytézek: 49 %. Zlutd krystalickd latka; bod tani: 152,0 — 153,5 °C. *H NMR (500 MHz,
DMSO-ds): & 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. 133C NMR (126 MHz, DMSO): 6 163.31 (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 H2),
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]*: vypocitano pro CigH17FN3* (m/z): 294,1402; nalezeno
294,1402. LC-UV Cistota 97%.

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

VytéZek: 28 %. White crystalline powder; melting point: 214,0 — 214,8 °C. *H NMR (500
MHz, DMSO-de): 6 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, /= 5,8 Hz,
2H); 1,90 — 1,81 (m, 4H) ppm. 3C NMR (126 MHz, DMSO-ds): 6 158,00; 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]*: vypocitano pro CizHi7Ns* (m/z):
277,1448; nalezeno 277,1440. LC-UV Cistota 95%.

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

Vytézek: 24 %. Zluty krystalicky prasek; bod tani: 263,0 — 265,0 °C. *H NMR (500 MHz,
Methanol-ds): 6 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-ds): 6 164,57; 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]*: vypocitano pro CigH19N4O* (m/z): 307,1554; nalezeno 307,1548. LC-UV C(istota
95%.

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

Vytézek: 28 %. Hnédy krystalicky prasek; bod tani: 90,1 — 91,3 °C. *H NMR (500 MHz,
DMSO-ds): 6 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. 3C NMR
(126 MHz, DMSO-ds): 6 168,16; 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]*: vypocitano pro CisH21N4O2* (m/z): 337,1660; nalezeno 337,1650.
LC-UV Cistota 99%.

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

Vytézek: 30 %. Zluty krystalicky prasek; bod tani: 130,0 — 132,0 °C. *H NMR (500 MHz,
DMSO-ds): 6 *H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 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. 3C NMR (126 MHz, DMSO-de): 6 155,65; 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]*: vypocitano pro C17H17N,0* (m/z): 265,1336; nalezeno
265,1328. LC-UV Cistota 97%.

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

Vytézek: 39 %. Zluty krystalicky prasek; bod tani: 214,0 — 215,7 °C. *H NMR (500 MHz,
DMSO-ds): & 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-ds): 6 155,57; 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]*: vypocitano pro CigH1sN20* (m/z): 279,1492; nalezeno 279,1484.
LC-UV distota 99%.

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

Vytézek: 44 %. Zluty krystalicky prasek; bod tani: 125,0 — 127,0 °C. *H NMR (500 MHz,
DMSO-ds): 6 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-ds): 6 155,79; 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]*: vypocitano pro Ci7H17N2S* (m/z): 281,1107; nalezeno 281,1099.
LC-UV Cistota 99%.
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7-(thiofen-2-yl)-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-amin hydrochlorid (5k)

VytéZzek: 19 %. Svétle hnédy krystalicky prasek; bod tani: 180,0 — 182,0 °C. *H NMR (500
MHz, DMSO-ds): 6 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. 3C NMR (126 MHz, DMSO-de): 6 155,71; 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]*: vypocitano pro Ci7H17N,S* (m/z): 281,1107; nalezeno
281,1100. LC-UV Ccistota 99%.

7-(5-chlorothiofen-2-yl)-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-amin hydrochlorid (5I)

VytéZek: 12 %. Svétle hnédy krystalicky prasek; bod tani: > 285 °C. *H NMR (500 MHz,
DMSO-de): 6 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. 3C NMR (126 MHz, DMSO-ds): 6 155,68;
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]*: vypocitdno pro
C17H16CIN2S* (m/z): 315,0718; nalezeno 315,0708. LC-UV Cistota 95%.

7-(4-methylthiofen-2-yl)-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-amin hydrochlorid (5m)
VytéZek: 31 %. Hnédy krystalicky prasek; bod tani: 156,0 — 158,0 °C. *H NMR (500 MHz,
DMSO-de): 6 13,95 (bs, 1H); 8,75 (d, /= 2,0 Hz, 1H); 8,07 (dd, J = 8,8; 1,9 Hz, 1H); 7,93 (d,
J=8,8Hz, 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-
ds): 6 155,63; 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]*:
vypocitano pro CigH19N2S* (m/z): 295,1264; nalezeno 295,1256. LC-UV Cistota 98%.

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

Vytézek: 32 %. Svétle hnédy krystalicky prasek; bod tani: 233,0 — 235,0 °C. 'H NMR (500
MHz, DMSO-de): & 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-ds): 6 158,55; 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]*: vypocitano pro
C21H19N2S* (m/z): 331,1264; nalezeno 331,1255. LC-UV Cistota 98%.

7-[3-(dimethylamino)fenyl]-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-amin hydrochlorid (50)
VytéZek: 48 %. Hnédy krystalicky prasek; bod tani: 114,0 - 116,0 °C. *H NMR (500 MHz,
DMSO-ds): 6 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. 3C NMR (126
MHz, DMSO-dg): 6 157,56; 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]*: vypocitano pro C1H24Ns* (m/z): 318,1965; nalezeno
318,1957. LC-UV Cistota 97%.

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

Vytézek: 17 %. Bily krystalicky prasek; bod tani: 79,1 — 81,5 °C. *H NMR (500 MHz,
DMSO-ds): 6 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. 3C NMR (126 MHz, DMSO-de): 6 159,93; 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]*: vypocitano pro
Ca3H27N20* (m/z): 347,2118; nalezeno 347,2109. LC-UV Cistota 98%.
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