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1. Uvod a cil prace

Inhibitory AChE jsou v soucasnosti uzivany jako pesticidy (parathion, malathion),
jako 1éc¢iva Alzheimerovy choroby (donepezil, rivastigmin, galantamin), k 1é¢bé
myastenia gravis (neostigmin, pyridostigmin), k premedikaci pfed otravou
nervoveé paralytickymi latkami (SAD-128) ¢i v oftalmologii (fysostigmin).
Syntéza téchto latek je stale aktudlni na mnoha svétovych pracovistich.
Cilem mé prace bylo jednoduchou obménou struktury pyrazinu, acetylpyrazinu
a diazachalkonu pfipravit nové ucinné inhibitory AChE. Pro porovnani jsem
ptipravil analogické struktury odvozené od pyridinu. Dal§im cilem mé prace bylo
otestovat inhibi¢ni schopnost nové syntetizovanych inhibitori AChE uZitim

standardni in vitro metody.



2. Teoreticka ¢ast

2.1 Cholinesterasy

Historie objevu cholinesteras zacina na poc¢atku 20. stoleti, kdy pozd¢&jsi nositel
Nobelovy ceny H. Hallet v r. 1914 objevil, ze krev je schopna hydrolyzovat
cholinové estery. Ve 30. letech 20. stoleti E. Stedman provedl c¢astecnou
purifikaci tohoto enzymu z konské plazmy a nazval jej cholinesterasa. Pozdéji,
zejména po druhé svétové valce, byla prokazana existence celé fady cholinesteras
a dalSich esteras; objevily se prace o jejich katalytickych vlastnostech, aktivnich
mistech, inhibi¢nim u¢inku nékterych latek a o klinickém vyznamu aktivity
cholinesteras v krvi, v dalSich télnich tekutinach a organech. V poslednich letech
se vyzkum této skupiny enzymi dostiva z oblasti teoretického zkoumani do
stadia praktické aplikace. Byly objeveny jiné diagnostické a terapeutické
vyznamy nez ovlivnéni aktivity esteras po ucinku inhibitord. Ukazuje se vétsi
komplexnost u¢inku téchto enzymul a oteviraji se nové moznosti zkoumani
vlastnosti a vyznamu jejich molekularnich forem. Cholinesterasa (ChE) je obecny
termin pouzivany pro rodinu ptirodnich enzymil, které patii do esterasové rodiny
ve vyssich eukaryotech. V lidském téle existuji 2 typy ChE s riznymi variacemi
ajmény. Jeden typ ChE je acetylcholinesterasa (AChE, EC 3.1.1.7). Enzym se
nachazi v erytrocytech, nervovych zakonc€enich, v plicich, slezin€ a vSech ¢astech
mozku. Je vazan membranovym glykoproteinem a existuje v nékolika
molekularnich formach. Druhy typ ChE je butyrylcholinesterasa (BuChg, EC
3.1.1.8). Existuje v plazmé a ma vice nez 11 izoenzymatickych variant. BuChE se
také nachazi v jatrech, hladké svaloving, stfevech, pankreatu, srdci a bilé hmoté

mozku®.

2.1.1 Butyrylcholinesterasa

BUuChE je hydrolyticky enzym patfici do rodiny karboxylesteras typu B. Je to
homotetramer tvofeny dvéma dimery, podjednotky jsou spojeny disulfidickymi
mustky a nekovalentnimi hydrofobnimi interakcemi. Kazda podjednotka obsahuje
574 aminokyselin a devét sacharidovych fetézcl. Relativni molekulova hmotnost

enzymu je 348 000. Aktivni centrum, které se nachazi na kazdé ze Ctyr



identickych podjednotek, obsahuje aminokyselinu serin®. Synonyma pro

butyrylcholinesterasu jsou napt. pseudocholinesterasa, nespecificka cholinesterasa

¢i pouze jen cholinesterasa.

BUChE je sekre¢ni enzym produkovany jaternimi bufikami do krve. V plazmé
katalyzuje hydrolytické Stépeni esterti cholinu a nékterych dal§ich substrati.
Ptirozeny specificky substrat tohoto enzymu vSak neni znadm, stejné tak jeho
funkce v krvi. Ma §irsi substratovou specifitu nez jemu ptibuzna AChE - enzym
podilejici se na odbourdvani acetylcholinu v nervovych synapsich, ktery se
v plazmé nevyskytuje. BUChE se lis$i od AChE ve specifit¢ k nékterym
substratim. Stépi napiiklad benzoylcholin, ale nehydrolyzuje acetyl-beta-
methylcholin; u acetylcholinesterasy je to naopak. BUChE je obsazena ve vétSing

bunck, kromé erytrocytt.

Existuje nékolik genetickych variant BuChE. Negkteré znich vykazuji nizsi
aktivitu, coz se miZe patologicky projevit aZ po podani uréitych 1éki®. Syntéza
BUuChE a stim i jeji aktivita v plazmé klesa v ptipadé posSkozeni jaterniho
parenchymu nebo pfi nedostatku proteint Vv dieté. Nevratné je enzym inhibovan
organofosforovymi inhibitory (OFI) pouzivanymi jako pesticidy v zem&délstvi.
Jelikoz je pti otravé OFI inhibovana i AChE na synapsich, vypovida sniZzena
aktivita BUChE také o mife inhibice tohoto druhého enzymu, ktery je nezbytny pti

ptfenosu nervového vzruchu.

2.1.2 Acetylcholinesterasa
AChE je enzym, patfici do skupiny serinovych esteras, ktery §té€pi neurotransmiter
acetylcholin uvoliiovany z nervovych zakonceni do synapsi pii pienosu

nervového vzruchu.
® 0]
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AChE je soucasti neuronalni membrany a spolu
s cholinergnim receptorem tvoii systém ovladajici jeji propustnost pro malé ionty.
Je slozena ze Ctyf proteinovych subjednotek, z nichz dvé a dvé jsou stejné
a oznacuji se a a B. V roztoku tvoifi AChE kompaktni supramolekularni systém

s globularni strukturou®.

Aktivni misto enzymu je tvofeno hydroxylovou skupinou serinu. V jeho blizkosti
se nachazeji jest¢ aminokyseliny histidin a glutamova kyselina. Aktivni misto je
umisténo v hluboké a Uzké prohlubni, na jejimz povrchu se nachazi vétsi
mnozstvi aromatickych zbytkli. Podle nejnovéjsi teorie prave tento elektronoveé
bohaty systém prostfednictvim kation-n interakce zajiStuje vazbu kvarterniho
dusikového atomu substratu k aktivnimu mistu enzymu®. Pavodni teorie
predpokladala vazbu kvarterniho dusikového atomu substratu k tzv. anionickému
mistu, tvofené¢ho karboxylovou funkeci glutamové kyselinyG. K hydrolyze
acetylcholinu u¢inkem AChE dochazi tak, ze se molekula substratu piiblizi
k aktivnimu centru enzymu. Molekula acetylcholinu je orientovana acetylovou
skupinou k hydroxylové skupiné serinu (schéma 1). Pfi hydrolyze dochézi
k ptfenosu acetylu na hydroxylovou skupinu serinu. Diisledkem acetylace enzymu
je tada konformacnich zmén v molekule AChE. Acetylovany enzym je nestaly
a v pfitomnosti vody rychle deacetyluje, ¢imZ se obnovuje jeho nukleofilni

hydroxylova skupina serinu’.
Schéma 1: Orientace acetylcholinu v aktivnim misté¢ AChE

acetylcholin
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Rychlost hydrolyzy je vysoka. Jedna molekula enzymu hydrolyzuje fadové 10° —
10° molekul acetylcholinu za minutu. Kinetika hydrolyzy jevi odchylky od

kinetiky Michaelise a Mentenové ve smyslu inhibice nadbytkem substratu.



Zavislost rychlosti enzymové hydrolyzy acetylcholinu na jeho koncentraci
vykazuje maximum v rozmezi 2.5 - 3.0.10° mol.I?, i kdyZ toto substratové
optimum pon¢kud zavisi na pH, obsahu soli v reakénim médiu a na zdroji
pouzitého enzymus.

AChE obsahuje krom¢ aktivniho mista i jina vazebna mista, tzv. allostericka, kam
se mohou véazat i dalsi ligandy. Ty nemusi mit strukturu podobnou nativnimu
substratu a k vyvolani vyrazné zmény enzymové aktivity staci i velmi malé
koncentrace téchto latek. Pfitomnost téchto allosterickych mist byla v ptipadé¢

AChE prokézana kinetickymi studiemi 1 pomoci monoklondlnich protilétekg.



Pochody cholinergni transmise

Schéma 2: Pochody cholinergni transmise
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ACh je v cytoplasmé nervového zakonceni syntetizovan z cholinu + acetyl-CoA
(AcCoA) enzymem cholinacetyltransferasou (ChAT). Cholin je aktivné pfijiman
do nervového zakonceni (1) — hemicholin vstup blokuje. Acetyl-CoA vznika
vV mitochondriich. Vznikly ACh je transportovan specifickymi transportnimi
proteiny do vezikul (2) kde je skladovan spolu s kotransmitery, pouze mala ¢ast
cytoplazmatického ACh zlstdvd voln€é v cytoplazmé a miZze 2z nervového
zakonceni difundovat (3) — ,,nekvantalni* uvoliiovani ACh. Kdyz ak¢ni potencial
(AP) doséhne nervového zakon&eni, dochazi ke vstupu Ca®* do nervového

zakonCeni napétoveé fizenymi kalciovymi kanaly (4). Ca?* umozni splynuti
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membrany vezikul s membranou nervového zakonceni (5) a vyliti obsahu ur¢itého
po¢tu — kvanta vezikul do synaptické $térbiny —, kvantalni vylev (6) (tento
proces blokuje napt. botulotoxin). ACh V synaptické Stérbin¢ plsobi na
postsynaptické receptory (7), kde vyvolava parasympatomimetické G¢inky, a na
presynaptické ,,autoreceptory” (8) — jejich ovlivnénim moduluje mnoZstvi
uvolnovaného ACh akénim potencialem. Na receptory je molekula ACh navéazana
velmi kratce (cca 2 ms) — po uvolnéni je ACh okamzit¢ hydrolyzovan
acetylcholinesterasou (AChE — hydrolyzuje i volny cytoplazmaticky ACh) na

cholin + kyselinu octovou (9)*.
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2.2 Inhibitory acetylcholinesterasy

Inhibice enzymu

AChE muze byt inhibovana celou fadou latek. Je-li jejich inhibi¢ni ¢inek zalozen
na nevazebnych interakcich, jedna se o reverzibilni proces (napi. v pripadé
kvarternich amoniovych soli véetné reaktivatorti). Nékteré typy slou¢enin vSak
reaguji S hydroxylovou skupinou serinu za vzniku kovalentni vazby. Je-li vznikly
komplex stabilni, jednd se v podstaté o ireverzibilni inhibici. Inhibici AChE se
zvySuje koncentrace ACh na vSech mistech, kde ACh pisobi jako mediator (tj.
perifernich efektorech /M receptory/, ve vegetativnich gangliich /Ny receptory/
a nervo-svalovém spojeni /Ny receptory/ ). Proto se inhibitory AChE tadi mezi
nepiimo pusobici parasympatomimetika (cholinomimetika). Princip pusobeni
vSech inhibitort AChE je podobny. Rozdily mezi pisobenim jednotlivych
inhibitord zavisi na charakteru reakce s AChE (zavislost na chemické struktuie

latky), tj. rychlosti uvoliovani (deacylace) enzymu.

Inhibitory miizeme délit zriznych pohledli napf. reverzibilni/ireverzibilni,

reaktivni/nereaktivni nebo podle chemické struktury.

Inhibitory AChE Reaktivni  Acylujici inhibitory
Karbamaty
Organofosfaty a organofosfonaty
Nereaktivni Nekvarterni latky

Kvarterni latky

2.2.1 Reaktivni inhibitory

Acylujici inhibitory
Acylujici inhibitory reaguji s AChE podobné jako ACh. Blokada enzymu je
kratkodobd a plné reverzibilni. Tyto latky obsahuji ve své struktufe skupinu

kyseliny octové. Zbytek této kyseliny se navaze na serinovy hydroxyl
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esteratického centra. Tak vznikne acetylovana AChE, ktera je reaktivovana

hydrolytickym odstépenim kyseliny octové.

Karbamaty

Jedna se o reverzibilni inhibitory. Ve své molekule obsahuji skupinu karbamové
kyseliny. Primarni kontakt nastava vzdy mezi kationickym dusikem a tak zvanym
anionickym centrem enzymu. V pribéhu hydrolytické reakce se kysela skupina
esteru kovalentné vaze na esterasu. Esterasa se pii hydrolyze ACh acetyluje.
Stejnym mechanizmem pii hydrolyze karbamatu ptijima karbamoylovou skupinu.
Teprve po ztraté navazané kyselé skupiny je esterasa opét schopna dalsi funkce.
Potfebny interval je po navazani karbamové skupiny podstatné del§i (minuty az
hodiny) nez po acetylaci (milisekundy). Karbamatové inhibitory s tercidrnim
dusikem se dobie vstiebavaji, pronikaji hemato-encefalitickou bariérou a maji
periferni 1 centralni ucinky. Slouceniny typu kvarternich bazi plisobi predevsim
periferné. Navic maji pfimé U¢inky na nikotinové receptory, predevSim na
nervosvalovou ploténku a jsou proto vyhodné pro 1é¢bu myastenia gravis. Mezi
zastupce se fadi fysostigmin, neostigmin, pyridostigmin ¢i @ distigmin.
Fysostigmin je alkaloid ze semen kalabarového bobu. Siln¢ inhibuje srde¢ni
funkce a stimuluje stieva, proto nema centralni vyuziti. Synteticky analog
fysostigminu neostigmin ma vyuziti v 1é¢bé myastenia gravis stejné jako
pyridostigmin, ktery ma pomalej$i nastup Gcinku, ale trva déle. Myastenia gravis
je choroba zpisobend poruchou neuromuskuldrniho pfenosu na nervosvalové
ploténce. Je charakterizovana insuficienci nervosvalového procesu Jde
0 autoimunni onemocnéni, kdy u vétSiny postizenych je zvySend hladina
protilatek proti acetylcholinovému receptoru. Rozvoj onemocnéni az do
myasthenické krize ohrozuje pacienta respiracni nedostateCnosti a fadou
naslednych Zivot ohrozujicich komplikaci. Odstranénim protilatek z krve
nemocnych pouzitim plazmaferézy se na néjaky Cas pacientiv stav zlepsi. Nekdy
chorobu zlepsi také chirurgické odstranéni thymu. Stav zlepsi 1 snizeni hydrolyzy
uvolnéného AChE. Soucasnou aplikaci parasympatolytika se daji oslabit rusivé

parasympatomimetické projevy™’.
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Organofosfaty a organofosfonaty

Jedna se o vysoce toxické latky, které se pouzivaji jako nervove paralytické latky
(sarin, soman aj.) nebo insekticida (parathion, malathion aj.). Tyto typy inhibitort
se vazou k enzymu kovalentni chemickou vazbou (Schéma 3). Organofosforové
slouceniny ze skupiny alkylfosfata, alkylfosfonatt, pyrofosfati a vétSiny jejich
thioanalog patfi mezi nejvyznamnéjsi predstavitele ireverzibilnich inhibitord

acetylcholinesterasy.

Schéma 3: Vazba organofosfatii na AChE

ﬁ /CH3 ﬁ /CHS
enzym—QOH + F—P—O—CH ——» enzym—O—P—O—CH

| “CH ! “CH

CH3 3 CHs 3
Serinovy hydroxyl Sarin Sarinem inhibovany
aktivniho mista enzym

Sir§i  paleta  organofosforovych  slou¢enin  byla  pfipravena  ve
20. stoleti. Jejich struktura a toxické vlastnosti musely byt znamy nékdy kolem
roku 1930, protoze v Anglii a v Némecku probihalo intenzivni studium téchto
latek v souvislosti s jejich moznym véleénym vyuzitim. Tak byl napt. v Anglii
pfipraven diisopropylfluorfosfat (DFP) a v Némecku bis(dimethylamido)-

fluorfosfat (dimefox)'?. Mezi nejtoxictéjsi pak patii sarin, soman a latka vx*®,

Organofosforové slouceniny reaguji s hydroxylovou skupinou serinu
v aktivnim misté enzymu za vzniku esterové vazby. Vazba mezi enzymem a OFI

je odolna vici pasobeni vody, aktivni misto je potom trvale a téméf ireverzibilné
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zablokovano a enzym nemuze plnit svoji fyziologickou tulohu. K uvolnéni
serinového hydroxylu v aktivnim misté je nutné pouzit cinidel, kterd jsou
siln€j$imi nukleofily nez voda. Tyto slouCeniny je nutné aplikovat co nejdiive,
aby nedoslo ke starnuti enzymu. Jako starnuti inhibovaného enzymu oznacujeme
pfeménu reaktivovatelné formy enzymu na nereaktivovatelnou. Je to proces, pfi
kterém fosforylovany nebo fosfonylovany enzym ztraci schopnost byt reaktivovan

i¢inkem nukleofilnich &inidel**

. Podstatou starnuti je postupna hydrolyza OFI za
vzniku odpovidajiciho alkoholu a komplexu enzym-volna kyselina fosfore¢na
nebo fosfonova (Scéema 4). Determinujicim faktorem rychlosti starnuti
fosforylovaného nebo fosfonylovaného enzymu je samotnd povaha
odstépovaného alkylu — rychleji probiha dealkylace u vétvenych alkylt (napf.
u somanu). Polocasy starnuti se za fyziologickych teplot pohybuji v rozmezi od

nékolika minut az po desitky hodin (napf. komplex AChE-soman pro AChE

lidského svalu je ty, = 2,6 min. a pro AChE svalu potkana je ty, ~ 30 minut)™.

Schéma 4: Starnuti inhibovaného enzymu

0
I CHs 10 I -CHs
enzym—Q— T)_ O—CI:I —~c—» enzym—0— ||D—OH + HO—C\H
CHy  CHs CHy CHa
fosfonylovany enzym zestarly enzym

V intoxikovaném organismu se neodbourany ACh hromadi na vSech mistech, kde
za fyziologickych podminek probiha jeho syntéza a uvoliovani
z intraceluldrnich depot. Trvalé¢ drazdéni receptorti se pak projevi rozvojem
toxickych ptiznakt jako je midza, zvySena sekrece zlaz s vngjsi sekreci,
bronchospasmus, kiece a ochrnuti dychaciho svalstva. Témto klinickym
pfiznakim intoxikace NPL v dasledku nadmérného drazdéni cholinergnich
receptorit se také tik4a akutni cholinergni krize. Ke smrti dochdzi v disledku

zastavy dychani a selhani kardiovaskularniho systému.
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Terapie otrav

Zakladem 1écby je specificka antidotni terapie Casné faze akutni otravy,
k niz se pouzivaji dvé skupiny antidot:
a) anticholinergika — blokuji 0¢inek nahromadéného acetylcholinu na
postgangliovych zakoncenich parasympatiku, motorickych zakoncenich piicné
pruhovaného svalstva, v gangliich a synapsich centrdlni nervové soustavy

(funk¢ni antidota) — napf. atropin, benaktyzin, skopolamin.

b) reaktivatory acetylcholinesterasy — defosforyluji, resp. defosfonyluji
inhibovany enzym, a tim obnovuji jeho fyziologickou funkci v organismu

(kauzalni antidota) — napf. pralidoxim, trimedoxim, HI-6°.

CH3\ CH3\
chy’ CH_O\P//O CH3\C/CH_O\P//O
/N CHy \ N
cHyF CHy cuf F
sarin soman
CH;
CH;—CH,—0_ 0 L CH;
/P\ /CH
CH3 S—CHz_CHz—N\CH/CH3
\
CH;
VX
CHyCH,0 O Fe
—P P
CHTN ~ ~
o o)
tabun cyklosarin
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2.2.2 Nereaktivni inhibitory

Jednd se o latky, které inhibuji AChE na zadklad¢ nevazebnych interakci, které
nevedou k vytvoreni kovalentni vazby mezi inhibitorem a serinovym hydroxylem
v aktivnim esteratickém centru enzymu. Inhibici mohou zpusobit interakci

S a-anionickym mistem nebo s allosterickymi misty na 3 fetézci.

Nekvarterni

Jednad se o latky riznych struktur, jejichz vyznam spocivd zejména v 1éCbé
Alzheimerovy choroby. Alzheimerova choroba (AD), neurodegenerativni porucha
stafi, dési stale vice lidi na celém svété. Etiologie choroby zustava nejasna, je
viak znamo, Ze se na ni podileji jak genetické, tak negenetické faktory™
a poznatky o chorob& pokrogily natolik, Ze jeji terapie zadini byt realna™.
Choroba je provazena tadou patologickych neurochemickych zmén, spojenych
jak s ukladanim patologickych bilkovin, tak s poruchami nervového pienosu.
Nejvyznamnéjs$i zmény vSak byly nalezeny v centralnim cholinergnim systémulg.
V mozku lidi s AD je vyznamnym zplGsobem snizena aktivita
cholinacetyltransferasy (ChAT), enzymu syntetizujiciho z acetyl-CoA a cholinu
acetylcholin®. Deficit mozkového ACh je spojen s poruchami kognitivnich
funkci, které piedstavuji hlavni symptom AD?. Deficit ACh je doprovéazen
postupnou degeneraci cholinergnich neuronti v riznych ¢astech mozku, zejména
vSak v oblasti Meynertova jadra (nucleus basalis Meynerti)zz. Soucasna
farmakoterapie AD je proto zaméfena na zlepSeni cholinergnich funkci. Moznosti,
jak cholinergni systém ovlivnit, je vice, ale klinického uplatnéni zatim dosahlo jen
podavani inhibitort AChE. Smér orientovany na pouzivani inhibitord AChE
pfinesl jiz prvé klinické vysledky a dale se pracuje na jeho vylepSeni. V roce 1993
bylo ve Spojenych statech schvaleno pouziti takrinu. Ten sice zdaleka nesplinil
vSechna ocekavani (je hepatotoxicky a lze jej pouzit jen u nékterych pacientit),
pfesto bylo jeho zavedeni do klinické praxe pfivitdno jak gerontology, tak
pacienty, nebot’ pro ¢ast z nich ptredstavoval vyznamné zlepSeni kvality Zivota®,
Dal8imi 1é¢ivy ze skupiny inhibitori AChE jsou donepezil a rivastigmin. Obé
1é¢iva maji lepsi terapeutické ucinky s menSim vyskytem nezadoucich reakci?”,

Dalsi typy inhibitort AChE, vhodnych pro lé&eni AD, jsou stale zkouseny™.
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Zajimavou latkou ze skupiny inhibitorit AChE je huperzin A, alkaloid izolovany
z ¢inského mechu Huperzia serrata. Huperzin A pronika ptes hematoencefalickou

bariéru, je centraln¢ u¢innym parasympatomimetikem.

(0]

_CH H,C. _CH

N\/© "G 3 3 i 3

O _N__O
H3C CH3 CH3
H,C-O 0
donepezil rivastigmin

Kvarterni latky

Jedna se o latky, které se jako faleSné substraty mohou reverzibilné navazat na
aktivni centrum esteras a snizit tak jejich aktivitu. Pisobi pfedevSim periferné
(edrofonium se pouziva napf. k diagnéze myastenia gravis). Vyznamné vyuziti je
v premedikaci pii otravé jinymi inhibitory AChE a to zejména NPL a pesticidy.
Nejznaméejsi latkou  je SAD-128 (1,1'-oxybis(methylen)bis(4-terc-
butylpyridinium)-dichlorid)®. Mechanismus u¢inku je zaloZen na kompetitivni
inhibici AChE, coZz zptsobi, Ze NPL nemutze vstoupit do kavity enzymu
a inhibice je nemozna. Ackoli kvarterni latky neprostupuji ve velké koncentraci
skrz hemato-encefalitickou bariéru, existuje mnoho praci, kde se pojednava

o jejich vyuziti pro 1é€bu AD?

SAD 128
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3. Metodicka ¢ast

3.1 Chemikalie
Chemikalie pouzité v této praci byly zakoupeny od firmy Aldrich a Merck
v kvalit¢ “Cisty”. Vychozi chalkony, jejichz syntéza neni popséna v této praci,

byly ziskany od Dr. Veroniky Opletalové (FaF, Univerzita Karlova).

3.2 Teploty tani
Teploty tani byly méteny na bloku Boetius. Jejich hodnoty nebyly korigovany.

3.3 Tenkovrstva chromatografie

Tenkovrstva chromatografie (TLC) byla provadéna na deskach DC-Alufolien
Cellulose F. Chromatogramy byly vyvijeny vzestupnym zplsobem
v chromatografickych komorach nasycenych parami mobilni faze, nejdiive dvé
hodiny po naliti elu¢ni soustavy. SloZeni mobilni faze — butanol : kyselina octova
:voda—5:1:2. Kdetekei kvarternich latek bylo pouzito Dragendorfovo ¢inidlo.
TLC slouzilo k monitorovani pribéhu reakce, ovéfeni Cistoty noveé

syntetizovanych latek a ke stanoveni reten¢niho faktoru (Rf).

3.4 Krystalizace

Odstranovani necistot Z monokvarterniho produktu bylo provadéno rekrystalizaci
z butanolu.

Biskvarterni produkt byl znei$tén zejména monokvarternim meziproduktem.

K jeho odstranéni bylo pouZito odkrystalizovéani z acetonitrilu.

3.5 Nuklearni magneticka rezonance

Spektra 'H NMR byla mé&fena na piistroji Varian Gemini 300 (pracovni frekvence
300.08 MHz). Hodnoty chemickych posunli jsou uvedeny v jednotkach ppm
a jsou vztazeny dimethylsulfoxidu. Hodnoty interak¢nich konstant J jsou uvedeny
v Hz. Spektra byla zpracovana programem Mestrec (Mestrelab Research, verze
4.8.6.0).

19



3.6 Elementarni analyza

Elementarni analyzy (C, H, N) byly provedeny na pfistroji Perkin-Elmer 2400.
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4. Experimentalni ¢ast

4.1 Syntézy

Pti ptipravé sloucenin byly pouzity postupy bézné pouzivané v organické syntéze.
V piipadé znamych latek se jednalo o reprodukei jiz popsanych postupii®®, u latek
novych bylo postupovano per analogiam. Latky byly charakterizovany obvyklym
zpusobem, tj. teplotou tani, 'H NMR spektry a elementarni analyzou (jen nové

syntetizované latky).

Monokvarterni latky byly pfipraveny reakci pyridinu a pyrazinu ¢i jejich

derivati s methyljodidem (Schéma 5).

Schéma 5: Priprava monokvarternich latek
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Biskvarterni latky byly pfipraveny reakci pyridinu a pyrazinu ¢i jejich derivata

s patficnymi dihalogenalkyly (Schéma 6).

Schéma 6: Priprava biskvarternich latek
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4-OH ; 3-OCHgs, 4-OH ; 4-N(CHs)2

Jednotlivé reakce probihaly za podminek uvedenych dale. Jejich pribéh byl
monitorovan pomoci TLC kazdou hodinu. Pro kontrolu €istoty bylo u ziskanych
produktt uzito TLC (3.3). Piipadné necistoty byly odstranény rekrystalizaci (3.4).
Nasledné byl zméfen teplota tani (3.2) a v ptipad€ rozptylu do 3 °C byl produkt
odeslan na NMR (3.6) a elementarni analyzu (3.7). V ptipad¢ rozptylu nad 3 °C
byl produkt opét rekrystalizovan (3.4).

22



Methylmagnesiumjodid

CHsl + Mg > CHsMgl

K 7.30 g hotc¢ikovych hoblin (0.3 mol) v 200 ml etheru bylo ptfikapano 42.6 g
methyljodidu (0.3 mol). Methylmagnesiumjodid byl pouzit pii syntéze

acetylpyrazinu.

Acetylpyrazin

N ether N
@—:N +  CHgMgl - [ b
-10 az+10°C =

K 49.90 g (0.3 mol) methylmagnesiumjodidu ve 200 ml absolutniho etheru byl za
stdlého michani a pfi teplot¢ — 10 az + 10 °C piikapan roztok 13.45 g
pyrazin-2-karbonitrilu (0.128 mol) v 50 ml absolutniho etheru. Pfi uvedené
teploté byla smés michana 1 hodinu, a potom rozlozena opatrnym vylitim na led,
pfiCemZ teplota nepfestoupila 15 °C. Vylou€end srazenina byla castecné
rozpusténa pridanim 50 ml kyseliny chlorovodikové ziedéné objemové 1:1 a smés
byla kontinualné extrahovéana etherem. Etherovy extrakt byl vysusen bezvodym
siranem sodnym a ether byl oddestilovan. Produkt byl ptecistén destilaci za

sniZzeného tlaku. Bylo ziskdno 9.92 g (64 %) oranzovych krystali.

(E)-3-(4-hydroxyfenyl)-1-(pyrazin-2-yl)prop-2-en-1-on

O
N\ O\\ < > pyridin , diethylamin N\ =
[ = * OH 86-120 °C > [ =
N N OH

2.44 g (0.02 mol) acetylpyrazinu a 2.44 g (0.02 mol) 4-hydroxybenzaldehydu

bylo rozpusténo v 8.8 ml pyridinu. K reakéni smési bylo ptfidano 2.00 ml
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(0.02 mol) diethylaminu a smés byla zahiivana 2 hodiny v glycerinové lazni pfi
teplot¢ 80 — 120 °C. Po zchladnuti byla smés nalita do 400 ml ledové vody
okyselené kyselinou octovou na pH 3 a nasledné pifes noc ponechana v lednici.
Vyloucend srazenina byla odsata. Smeés byla piekrystalovana z bezvodého

ethanolu®. Bylo ziskano 1.9 g (42 %) o t. t. 188 - 190 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) § 10.22 (s, 1H), 9.21 (s, 1H), 8.90 (d, J = 2.49
Hz, 1H), 8.85 —8.81 (m, 1H), 7.91 (d, J = 0.73 Hz, 1H), 7.85 (s, 1H), 7.69 (d, J =
8.50 Hz, 2H), 6.84 (d, J = 8.51 Hz, 2H).

(E)-3-(4-hydroxyfenyl)-1-(pyridin-3-yl)prop-2-en-1-on
o] 0

O) T, ,
X hvl N
| . \\_QOH pyridin , diethylamin _ | )
N OH

5.00 g (0.041 mol) 4-hydroxybenzaldehydu bylo rozpusténo v 10 ml pyridinu. Ke
smési bylo pridano 4.96 g (0.041 mol) 3-acetylpyridinu a 3.00 g (0.041 mol)

\

diethylaminu. Smés byla ponechana v uzaviené batice pii laboratorni teploté po
dobu 48 hodin. Po uplynuti reakéni doby byly za sniZzeného tlaku oddestilovany
prchavé slozky. Olejovita latka, ktera ztstala po odpateni, byla rozetiena s vodou
a vzniklé krystaly odfiltrovany a ptekrystalizovany z ethanolu™®. Bylo ziskano
3.18 g (57 %) Cerveno-oranzovych krystalt o t. t. 208 - 209 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & 10.16 (s, 1H), 9.29 (t, J = 1.15, 1.07 Hz, 1H),
8.80 (d, J = 4.72 Hz, 1H), 8.42 (d, J = 7.93 Hz, 1H), 7.58 (dd, J = 7.95, 4.84 Hz,
1H), 8.80 (d, J = 4.72 Hz, 1H), 7.76 (d, J = 8.45 Hz, 2H), 7.73 (s, 2H), 6.84 (d, J
= 8.39 Hz, 2H).
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4.1.1. Kvarternizace pyridinu a jeho derivata

1-methylpyridinium-jodid (K001)

2.00 ml (0.025 mol) pyridinu bylo ptidano do 20 ml acetonu. Poté bylo pfidano
k reak¢ni smési 1.5 ml (0.024 mol) methyljodidu a smés byla nechana za stalého
michani pod refluxem. Thned po pfidani alkyla¢niho ¢inidla se zacaly vyluCovat
zluté krystaly. Reakce byla ukoncena po 7 hodinach. Vzniklé krystaly byly
odfiltrovany a promyty etherem. Bylo ziskano 4.2 g (75 %) Zlutych krystalu, které
po promyti etherem zb¢laly. Pfitomné nécistoty byly odstranény rekrystalizaci
Z butanolu a bylo ziskano 3.7 g (66 %) bilych krystali o t. t. 116 — 117 °C. TLC
Rf = 0.39.

Elementarni analyza %C %H %N
vypocteno 32.60 3.65 6.34
nalezeno 32.55 3,90 6.13

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 5 8.99 (d, J = 6.10 Hz, 2H), 8.57 (t, J = 7.82,
7.82 Hz, 1H), 8.13 (t, J = 6.96, 6.96 Hz, 2H), 4.35 (s, 3H).

1,1'-methylendipyridinium-dibromid (K210)

2.00 ml (0.025 mol) pyridinu bylo pfidano do 25 ml acetonitrilu. Poté byly
k reakéni smési piidany 2.00 ml (0.029 mol) dibrommethanu a smés byla nechana
za stalého michani pod refluxem. Reakce byla ukoncena po 10 hodinach. Vzniklé
krystaly byly odfiltrovany a promyty etherem. Bylo ziskdno 1.87 g (45 %) bilych
krystalt. Po odkrystalovani monokvarterniho meziproduktu bylo ziskano 1.44 g
(34 %) biskvarterniho produktu o t. t. 270 — 272 °C. TLC Rf =0.15.

Elementarni analyza %C %H %N
vypocteno 39.79 3.64 8.44
nalezeno 38.01 4.22 7.98
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'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 9.64 (d, J = 5.58 Hz, 4H), 8.40 — 8.27 (m, 2H),
8.80 (t, J = 7.82, 7.82 Hz, 2H), 7.45 (s, 2H).

1,1'-(ethan-1,2-diyl)dipyridinium-dibromid (K211)

2.00 ml (0.025 mol) pyridinu bylo pfidano do 25 ml acetonitrilu. Poté byly
k reakéni smési piidany 2.00 ml (0.023 mol) 1,2-dibromethanu a smés byla
nechana za stalého michani pod refluxem. Reakce byla ukonéena po 15 hodinach.
Vznikl¢ krystaly byly odfiltrovany a promyty etherem. Bylo ziskano 2.16 g
(46 %) bilych krystalt. Po odkrystalovani monokvarterniho meziproduktu bylo
ziskano 1.66 g (38 %) biskvarterniho produktu o t. t. 302 — 303 °C. TLC
Rf =0.18.

Elementérni analyza %C %H %N
vypocteno 41.65 4.08 8.09
nalezeno 41.55 4.22 8.00

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & 9.12 (d, J = 5.78 Hz, 4H), 8.68 (t, J = 7.82,
7.82 Hz, 2H), 8.21 (t, J = 6.74, 6.74 Hz, 4H), 5.32 (s, 4H).

1,1'-(propan-1,3-diyl)dipyridinium-dibromid (K212)

2.00 ml (0.025 mol) pyridinu bylo pfidano do 25 ml acetonitrilu. Poté byly
k reakéni smé&si ptidany 2.00 ml (0.02 mol) 1,3-dibrompropanu a smés byla
nechana za stalého michani pod refluxem. Reakce byla ukonéena po 20 hodinach.
Vzniklé krystaly byly odfiltrovany a promyty etherem. Bylo ziskdano 3.73 g
(82 %) bilych krystald. Po odkrystalovani meziproduktu bylo ziskano 3.23 g
(71 %) biskvarterniho produktu o t.t. 245 — 247 °C. TLC Rf =0.2.

Elementarni analyza %C %H %N
vypocteno 43.36 4.48 7.78
nalezeno 43.37 4.67 7.80
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'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & 8.98 (d, J = 5.64 Hz, 4H), 8.46 (t, J = 7.81,
7.81 Hz, 2H), 8.02 (dd, J = 7.69, 6.70 Hz, 4H), 4.58 (t, J = 7.40, 7.40 Hz, 4H)
2.49 (g, 2H).

1,1'-(butan-1,4-diyl)dipyridinium-dibromid (K213)

2.00 ml (0.025 mol) pyridinu bylo pfidano do 25 ml acetonitrilu. Poté byly
k reakéni smési ptidany 2.00 ml (0.017 mol) 1,4-dibrombutanu a smés byla
nechana za stalého michani pod refluxem. Reakce byla ukoncena po 30 hodinach.
Vznikl¢ krystaly byly odfiltrovany a promyty etherem. Bylo ziskano 3.65 g
(77 %) bilych krystali. Po odkrystalovani monokvarterniho meziproduktu bylo
ziskéano 3.04 g (64 %) biskvarterniho produktu o t. t. 244 — 246 °C. TLC Rf =
0.21.

Elementarni analyza %C %H %N
vypocteno 44.95 4.85 7.49
nalezeno 42.56 5.15 7.14

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & 9.16 (d, J = 5.54 Hz, 4H), 8.62 (t, J = 7.81,
7.81 Hz, 2H 8.17 (dd, J = 7.68, 6.74 Hz, 4H) 4.71 (t, J = 5.71, 5.71 Hz, 4H), 1.96
(g, 4H).

1,1'-(pentan-1,5-diyl)dipyridinium-dibromid (K214)

2.00 ml (0.025 mol) pyridinu bylo pfidano do 25 ml acetonitrilu. Poté byly
k reakéni smési ptidany 2.00 ml (0.015 mol) 1,5-dibrompentanu a smés byla
nechana  za stalého michani pod refluxem. Reakce byla ukoncena po
8 hodinach.Vzniklé krystaly byly odfiltrovany a promyty etherem. Bylo ziskano
1.84 g (38 %) bilych krystalii. Po odkrystalovani meziproduktu bylo ziskano
0.84 g (17 %) biskvarterniho produktu o t. t. 197.5 - 199 °C. TLC Rf = 0.28.

Elementarni analyza %C %H %N

27



vypocteno 46.42 5.19 7.22
nalezeno 46.13 5.42 7.05

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 8 9.17 (d, J = 5.72 Hz, 4H), 8.62 (t, J = 7.76, 7.76
Hz, 2H), 8.26 — 8.12 (m, 4H), 4.64 (t, J = 7.39, 7.39 Hz, 4H), 2.06 — 1.90 (m, 4H),
1.29 (m, 2H).

1,1'-(hexan-1,6-diyl)dipyridinium-dibromid (K215)

2.00 ml (0.025 mol) pyridinu bylo pfidano do 25 ml acetonitrilu. Poté byly
Kk reak¢ni smési piidany 2 ml (0.013 mol) 1,6-dibromhexanu a smés byla nechana
za stalého michani pod refluxem. Reakce byla ukonéena po 10 hodinach. Vzniklé
krystaly byly odfiltrovany a promyty etherem. Bylo ziskano 3.25 g (64 %) bilych
krystal. Po odkrystalovani meziproduktu bylo ziskano 2.73 g (54 %)
biskvarterniho produktu o t. t. 243 — 246 °C. TLC Rf=0.29.

Elementérni analyza %C %H %N
vypocteno 47.78 551 6.97
nalezeno 47.29 571 6.83

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & 9.18 (s, 4H), 8.61 (t, J = 6.84, 6.84 Hz, 2H),
8.17 (t, J = 6.18, 6.18 Hz, 4H), 4.63 (t, J = 6.48, 6.48 Hz, 4H), 1.91 (s, 4H), 1.31
(s, 4H).

3-acetyl-1-methylpyridinium-jodid (K216)

1.00 g (8.25 mmol) 3-acetylpyridinu bylo pfidano do 20 ml acetonu. Poté bylo
k reakéni smési ptidano 1.5 ml (0.024 mol) methyljodidu a smés byla nechana za
stalého michani pod refluxem. Po nékolika minutach zacaly vypadavat krystaly.
Reakce byla ukoncena po 2 hodinach, krystaly odfiltrovany a promyty etherem.
Bylo ziskano 1.37 g (63 %) zlutych krystalt o t.t. 161 — 163 °C. TLC Rf = 0.43.
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Elementarni analyza %C %H %N
vypocteno 36.52 3.83 5.32
nalezeno 36.28 4.03 5.24

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 9.54 (s, 1H), 9.15 (d, J = 5.87 Hz, 1H), 8.97
(dd, J = 8.09, 1.34 Hz, 1H), 8.27 (dd, J = 8.02, 6.15 Hz, 1H), 4.43 (s, 1H), 2.72
(s, 1H).

1,1'-methylenbis(3-acetylpyridinium)-dibromid (K217)

2.00 ml 3-acetylpyridinu (0.017 mol) bylo piidano do 40 ml acetonitrilu. Poté
byly k reakéni smési pfidany 2.00 ml (0.029 mol) dibrommethanu a smés byla
nechana za stalého michani pod refluxem. Reakce byla ukoncena po 35 hodinach.
Produkt byl v roztoku detekovan pomoci TLC, avSak krystaly se z roztoku
nevyloucily. Proto byla reakéni smés ¢astecné oddestilovana (na polovicni objem)
a ke smési byl ptidan ether. Vypadlé krystaly byly zfiltrovany a vysuSeny. Bylo
ziskano 0.15g (4 %) krystaltio t. t. 176 — 177 °C. TLC Rf = 0.35.

IH NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 9.81 (s, 2H), 9.31 (s, 2H) 9.12 (s, 2H), 8.36 (s,
2H), 5.80 (s, 2H).

1,1'-(ethan-1,2-diyl)bis(3-acetylpyridinium)-dibromid (K218)

2.00 ml 3-acetylpyridinu (0.017 mol) bylo pfidano do 40 ml acetonitrilu. Poté
byly k reakéni smési piidany 2.00 ml (0.023 mol) dibromethanu a smés byla
nechana za stalého michani pod refluxem. Reakce byla ukonéena po 35 hodinach.
Vzniklé krystaly byly odfiltrovany a promyty etherem. Bylo ziskano 0.98 g
(28 %) svétle hnédych krystald. Po odkrystalovani monokvarterniho
meziproduktu bylo ziskano 0.13 g (4 %) cisté latky o t. t. 286 — 287 °C. TLC Rf =
0.18.

Elementarni analyza %C %H %N

vypocteno 44.68 4.22 6.51
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nalezeno 43.96 4.43 6.40

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) § 9.77 (s, 2H), 9.25 (s, 2H) 9.10 (s, 2H), 8.36 (s,
2H), 5.80 (s, 4H).

1,1'-(propan-1,3-diyl)bis(3-acetylpyridinium)-dibromid (K219)

2.00 ml 3-acetylpyridinu (0.017 mol) piidano do 40 ml acetonitrilu. Poté byly
k reakéni smési ptidany 2.00 ml (0.02 mol) 1,3-dibrompropanu a smés byla
nechana za stalého michani pod refluxem. Reakce byla ukoncena po 35 hodinach.
Vzniklé krystaly byly odfiltrovany a promyty etherem. Bylo ziskano 2.52 ¢
(69 %) bilych krystald. Po odkrystalovani monokvarterniho meziproduktu bylo
ziskano 0.72 g (19 %) cisté latky o t.t. 196 — 198 °C. TLC Rf =0.33.

Elementarni analyza %C %H %N
vypocteno 45.97 4,54 6.31
nalezeno 4457 4.89 6.02

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & 9.71 (s, 2H), 9.36 (d, J = 6.10 Hz, 2H), 9.05 (d,
J=8.16 Hz, 2H), 8.35 (dd, J = 8.00, 6.19 Hz, 2H), 4.89 (t, J = 7.24, 7.24 Hz, 4H),
3.51 (s, 4H).

1,1'-(butan-1,4-diyl)bis(3-acetylpyridinium)-dibromid (K220)

2.00 ml 3-acetylpyridinu (0.017 mol) bylo piidano do 40 ml acetonitrilu. Poté
byly k reakéni smési ptidany 2.00 ml (0.017 mol) 1,4-dibrombutanu a smés byla
nechana za stalého michani pod refluxem. Reakce byla ukoncena po 35 hodinach.
Vzniklé krystaly byly odfiltrovany a promyty etherem. Bylo ziskano 1.53 g
(40 %) svétle hnédych krystald. Po odkrystalovani monokvarterniho
meziproduktu bylo ziskano 0,82 g (21 %) Cisté latky o t. t. 237 — 238 °C. TLC Rf
=0.33.

30



'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & 9.64 (s, 2H), 9.28 (d, J = 5.95 Hz, 2H), 9.02 (d,
J=8.12 Hz, 2H), 8.32 (dd, J = 8.01, 6.15 Hz, 2H), 4.77 (t, J = 5.59, 5.59 Hz, 4H),
2.74 (s, 4H).

1,1'-(pentan-1,5-diyl)bis(3-acetylpyridinium)-dibromid (K221)

2.00 ml 3-acetylpyridinu (0.017 mol) bylo piidano do 40 ml acetonitrilu. Poté
byly k reakéni smési ptidany 2.00 ml (0.015 mol) 1,5-dibrompentanu a smés byla
nechana za stalého michani pod refluxem. Reakce byla ukoncena po 35 hodinach.
Vzniklé krystaly byly odfiltrovany a promyty etherem. Bylo ziskano 2.5 g (64 %)
bilych krystald. Po odkrystalovani monokvarterniho meziproduktu bylo ziskano

0.43 g (11 %) &isté latky o t. t. 193 °C. TLC Rf = 0.20.

Elementérni analyza %C %H %N
vypocteno 48.33 5.12 5.93
nalezeno 47.64 5.32 5.82

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & 9.74 (s, 2H), 9.41 (d, J = 6.07 Hz, 2H), 9.00
(dd, J = 8.11, 1.14 Hz, 2H), 8.32 (dd, J = 5.05, 2.95 Hz, 2H), 4.83-4.73 (m, 4H),
1.98 (s, 4H),1.41 (s, 2H).

1,1'-(hexan-1,6-diyl)bis(3-acetylpyridinium)-dibromid (K222)

2.00 ml 3-acetylpyridinu (0.017 mol) bylo pfidano do 40 ml acetonitrilu. Poté
byly k reak¢ni smési pfidany 2 ml (0.013 mol) 1,6-dibromhexanu a smés byla
nechana za stalého michani pod refluxem. Reakce byla ukonéena po 35 hodinach.
Vzniklé krystaly byly odfiltrovany a promyty etherem. Bylo ziskdno 2.36 g
(59 %) svétle hnédych krystalt. Po odkrystalovani meziproduktu bylo ziskano
0.13 g (3 %) cisté latky o t. t. 173 — 173 °C. TLC Rf=0.23.

Elementarni analyza %C %H %N
vypocteno 49.40 5.39 5.76
nalezeno 48.60 5.59 5.70
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'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 5 9.69 (s, 2H), 9.35 (d, J = 5.86 Hz, 2H), 8.9 (d,
J =7.95 Hz, 2H), 8.35 — 8.25 (M, 2H), 4.74 (t, J = 7.31, 7.31 Hz, 4H), 1.96 (s,
4H),1.36 (s, 4H).

(E)-3-[3-(4-hydroxyfenyl)akryloyl]-1-methylpyrazin-1-ium-jodid (K223)

400 mg (1.78 mmol) (E)-3-(4-hydroxyfenyl)-1-(pyridin-3-yl)prop-2-en-1-onu
bylo rozpusténo v 20 ml acetonu. Poté bylo k reakéni smési piidano 1.5 ml (0.024
mol) methyljodidu a smés byla nechéana za stalého michani pod refluxem. Reakce
byla ukoncéena po 7 hodinéch, krystaly byly odfiltrovany a promyty etherem. Bylo
ziskano 0.57 g (87 %) zlutych krystalti o t. t. 250 — 252 °C. TLC Rf = 0.54.

Elementarni analyza %C %H %N
vypocteno 49.07 3.84 3.81
nalezeno 48.34 4.09 3.78

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg)(: § 10.33 (s, 1H), 9.67 (s, 1H), 9.18 (s, 1H), 9.14
(d, J = 9.38 Hz, 2H), 8.29 (t, J = 7.09, 7.09 Hz, 1H), 4.44 (s, 3H), 7.83 (d, J =
7.99 Hz, 2H), 7.79 (dd, J = 3.57, 1.15 Hz, 2H), 6.91 — 6.85 (m, 1H), 4.44 (s, 3H).

Biskvarterni derivaty azachalkonu se nepodatilo pfipravit za podminek

uvedenych v tabulce (tabulka 1). Dle TLC byla ptitomna jen vychozi latka.

Tabulka 1: Podminky reakce

Cislo reakce | Rozpoustédlo Teplota Cas (h)
1 Acetonitril laboratorni teplota 240
2 Dimethylformamid laboratorni teplota 240
3 Acetonitril reflux 120
4 Dimethylformamid 80 °C 120
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4.1.2. Kvarternizace pyrazinu a jeho derivati

1-methylpyrazin-1-ium-jodid (K015)

2.00 g (0.025 mol) pyrazinu bylo rozpusténo v 25 ml acetonu. Poté bylo ptidano
k reakéni smési 1.5 ml (0.024 mol) methyljodidu a smés byla nechana za stalého
michani a pod refluxem. Po nékolika minutach zacaly vznikat prvni krystaly.

Reakce byla ukoncena po 7 hodinach, krystaly odfiltrovany a promyty 50 ml
etheru. Bylo ziskano 3.17 g (57 %) zlutych krystalti o t. t. 142 °C. TLC Rf = 0.27.

Elementérni analyza %C %H %N
vypocteno 27.05 3.18 12.62
nalezeno 26.98 3.45 12.48

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & 9.51 (td, J = 5.07, 2.65, 2.65 Hz, 2H), 9.16 (d, J
= 3.65 Hz, 2H), 4.39 (s, 3H).

1,1'-methylendipyrazin-1-ium-dibromid (K224)

2.00 g (0.025 mol) pyrazinu bylo rozpusténo ve 30 ml dimethylformamidu. Poté
byly k reakéni smési ptidany 2.00 ml (0.029 mol) dibrommethanu a smés byla
nechana za stidlého michani pii teplot¢ 80 °C. Reakce byla ukoncena po
7 hodinach, smés byla ¢astecné oddestilovana (na poloviéni objem) a ke smési byl
ptidan ether. Vzniklé krystaly byly odfiltrovany a vysuseny. Bylo ziskano 0.07 g
(2 %) hnédych krystali. TLC Rf = 0. 06.

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 9.64 (s, 4H), 9.32 (d, J = 4.54 Hz, 4H), 5.54 (s,
4H).

1,1'-(ethan-1,2-diyl)dipyrazin-1-ium-dibromid (K225)

2.00 g (0.025 mol) pyrazinu bylo rozpusténo ve 30 ml dimethylformamidu. Poté
byly k reak¢ni smési ptidany 2.00 ml (0.023 mol) 1,2-dibromethanu a smés byla
nechana za stalého michani pii teplot¢ 80 °C. Po 20 hodinach byla reakce

ukoncena. Vypadlé krystaly byly odfiltrovany a promyty etherem. Bylo ziskéno
0.10 g (2 %) Cernych krystalti. TLC Rf = 0.04.

33



Elementérni analyza %C %H %N
vypocteno 34.51 3.48 16.10
nalezeno 35.90 4.65 13.12

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 9.63 (s, 4H), 9.29 (d, J = 4.54 Hz, 4H), 5.35 (s,
4H).

1,1'-(propan-1,3-diyl)dipyrazin-1-ium-dibromid (K226)

2.00 g (0.025 mol) pyrazinu bylo rozpusténo ve 30 ml dimethylformamidu. Poté
byly k reakéni smési pridany 2.00 ml (0.02 mol) 1,3-dibrompropanu a smés byla
nechdna za stdlého michani pii teplot¢ 80 °C. Reakce byla ukoncena po 30
hodinach. Vypadlé krystaly byly odfiltrovany a promyty etherem. Bylo ziskdno

3.1 g (69 %) cernych krystalu. Po odkrystalovani meziproduktu bylo ziskano
1.9 g (42 %) biskvarterniho produktu, ktery pii 197 °C zuhelnatél. TLC Rf = 0.04.

Elementarni analyza %C %H %N
vypocteno 36.49 3.90 15.47
nalezeno 36.17 4.34 14.24

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & 9.60 (s, 4H), 9.34 (d, J = 4.43 Hz, 4H), 4.83 (t,
J=17.10, 7.10 Hz, 4H), 2.74 (g, 2H).

1,1'-(butan-1,4-diyl)dipyrazin-1-ium-dibromid (K227)

2.00 g (0.025 mol) pyrazinu bylo rozpusténo ve 30 ml dimethylformamidu. Poté
byly k reakéni smési ptidany 2.00 ml (0.017 mol) 1,3-dibrombutanu a smés byla
nechana za stalého michani pifi teplot¢ 80 °C. Reakce byla ukoncena po
30 hodinach. Vypadlé krystaly byly odfiltrovany a promyty etherem. Bylo
ziskano 4,11 g (87 %) Cernych krystalii. Po odkrystalovani meziproduktu bylo
ziskano 2,58 g (55 %) biskvarterniho produktu, ktery pti 210 — 212 °C zuhelnatél.
TLC Rf =0.06.
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Elementarni analyza %C %H %N
vypocteno 38.32 4.29 14.90
nalezeno 37.41 451 14.37

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) 5 9.57 (d, J = 2.51 Hz, 4H), 9.27 (d, J = 3.95 Hz,
4H), 4.73 (t, J = 5.51, 5.51 Hz, 4H), 2.03 (s, 4H).

1,1'-(pentan-1,5-diyl)dipyrazin-1-ium-dibromid (K228)

2.00 g (0.025 mol) pyrazinu bylo rozpusténo ve 30 ml dimethylformamidu. Poté
byly k reakéni smési ptidany 2.00 ml (0.015 mol) 1,5-dibrompentanu a smés byla
nechdna za stalého michani pii teplot¢ 80 °C. Reakce byla ukoncena po
37 hodinach. Vypadlé krystaly byly odfiltrovany a promyty etherem. Bylo
ziskano 4,28 g (88 %) Cernych krystall. Po odkrystalovani meziproduktu bylo
ziskano 3.35 g (69 %) biskvarterniho produktu. TLC Rf = 0.06.

Elementérni analyza %C %H %N
vypocteno 40.02 4.65 14.36
nalezeno 40.21 5.23 11.43

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) 5 9.56 (d, J = 4.19 Hz, 4H), 9.32 (d, J = 4.54 Hz,
4H), 4.69 (t, J = 7.43, 7.43 Hz, 4H), 2.08 — 1.95 (m, 4H) 1.37 (m, 2H).

1,1'-(hexan-1,6-diyl)dipyrazin-1-ium-dibromid (K229)

2.00 g (0.025 mol) pyrazinu bylo rozpusténo ve 30 ml dimethylformamidu. Poté
byly k reakéni smési ptidany 3.00 ml (0.02 mol) 1,3-dibromhexanu a smés byla
nechana za stalého michani pfi teplot¢ 80 °C. Reakce byla ukoncena po
30 hodinach. Vypadlé krystaly byly odfiltrovany a promyty etherem. Bylo
ziskano 0.71 g (14 %) hnédych krystald. Po odkrystalovani monokvarterniho
meziproduktu bylo ziskano 0.44 g (9 %) biskvarterniho produktu. TLC Rf = 0.14.
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Elementarni analyza %C %H %N
41.61 4.99 13.86
38.82 5.2 12.05

vypocteno

nalezeno

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) 5 9.55 (d, J = 3.20 Hz, 4H), 9.36 (d, J = 3.52 Hz,
4H), 4.71 (t, J = 7.48, 7.48 Hz, 4H), 1.97 (q, 4H) 1.37 (q, 4H).

3-acetyl-1-methylpyrazin-1-ium-jodid (K050)

0.84 g (6.87 mmol) acetylpyrazinu bylo rozpusténo ve 100 ml acetonitrilu. Poté
byly k reakéni smési pfidany 3.00 ml methyljodidu (0.048 mol) a smés byla
nechdna za stalého michani pti laboratorni teploté 120 hodin. Poté bylo pfidano
50 ml etheru a vyloucené krystaly odfiltrovany. Bylo ziskano 0.24 g (13 %)
hnédych krystalii. TLC Rf = 0.40.

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) § 9.63 (s, 1H), 9.61 (d, J = 0.88 Hz, 1H), 9.33 (d,
J=3.22 Hz, 1H), 4.48 (s, 3H).

Biskvarterni acetylpyraziny se nepodafilo pfipravit za podminek

uvedenych v tabulce. Dle TLC byla ptitomna jen vychozi latka.

Tabulka 2: Podminky reakce

Reakce Cislo Rozpoustédlo Teplota Cas (h)
1 Acetonitril laboratorni teplota 240
2 Ethanol laboratorni teplota 240
3 Dimethylformamid laboratorni teplota 240
4 Dimethylsulfoxid laboratorni teplota 240
5 Acetonitril reflux 150
6 Ethanol reflux 150
7 Dimethylformamid 80 °C 150
8 Dimethylsulfoxid 80 °C 150
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(E)-3-[3-(4-hydroxyfenyl)akryloyl]-1-methylpyrazin-1-ium-jodid (K230)

0.50 g (E)-3-(4-hydroxyfenyl)-1-(pyrazin-2-yl)prop-2-en-1-onu (2.21 mmol) bylo
rozpusténo v 20 ml acetonu. Poté bylo k reakéni smési ptidano 1.5 ml (0.024 mol)
methyljodidu a smés byla nechana za stalého michani pod refluxem. Reakce byla
ukonéena po 10 hodinach. Vypadlé krystaly byly odfiltrovany a promyty etherem.
Bylo ziskano 0.15 g (18 %) Cernych krystali. Dle NMR byly piitomny necistoty.
Po rekrystalizaci produktu bylo ziskano 0.23 g (28 %) oranzovych krystali
ot.t.205-207 °C. TLC Rf=0.54.

Elementarni analyza %C %H %N
vypocteno 45.67 3.56 7.61
nalezeno 44.97 3.75 7.49

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 10.39 (s, 1H), 9.74 (s, 1H), ), 9.63 (d, J = 3.31
Hz, 1H), 9.34 (d, J = 3.48 Hz, 1H) 7.98 (s, 1H), 7.92 (s, 1H), 7.77 (d, J = 8.69
Hz, 2H), 6.87 (d, J = 8.68 Hz, 2H) 4.50 (s, 3H).

(E)-3-[3-(4-hydroxy-3-methoxyfenyl)akryloyl]-1-methylpyrazin-1-ium-jodid
(K232)

200 mg (E)-3-(4-hydroxy-3-methoxyfenyl)-1-(pyrazin-2-yl)prop-2-en-1-onu
(0.78 mmol) bylo rozpusténo v 20 ml acetonu. Poté byly k reakéni smési pridany
0.2 ml (0.03 mol) methyljodidu a smés byla nechana za stalého michani pod
refluxem. Reakce byla ukoncena po 4 hodinach. Vypadlé krystaly byly
odfiltrovany a promyty etherem. Bylo ziskano 0.036 g (12 %) oranzovych
krystali o t. t. 169 — 171 °C. TLC Rf=0.47.

Elementarni analyza %C %H %N
vypocteno 45.24 3.80 7.04
nalezeno 43.22 4.10 6.76

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & 10.05 (s, 1H), 9.74 (s, 1H), 9.63 (d, J = 3.56
Hz, 1H), 9.32 (d, J = 3.41 Hz, 1H), 7.97 (d, J = 7.85 Hz, 2H), 7.47 (d, J = 1.74

37



Hz, 1H), 7.37 (dd, J = 8.18, 2.07 Hz, 1H), 6.88 (d, J = 8.17 Hz, 1H), 4.50 (s, 3H),
3.86 (s, 3H).

(E)-3-{3-[4-(dimethylamino)fenyl]akryloyl}-1-methylpyrazin-1-ium-jodid
(K231)

90 mg (0.35 mmol) (E)-3-[4-(dimethylamino)fenyl]-1-(pyrazin-2-yl)prop-2-en-1-
onu bylo rozpusténo v 20 ml acetonu. Poté byly k reakéni smési ptidany 0.2 ml
(0.03 mol) methyljodidu a smés byla nechana za stalého michani pod refluxem.
Reakce byla ukoncena po 10 hodindch. Vypadlé krystaly byly odfiltrovany
a promyty etherem. Bylo ziskdno 0.06 g (43 %) hnédych krystali. Dle NMR byly
ptitomny necistoty. Po rekrystalizaci produktu bylo ziskano 0.02 g latky (14 %)
ot.t. 169 — 171 °C. Rf =0.47 a 0.54. Dle TLC i NMR jsou ptitomny 2 kvarterni
produkty, které se nepodatilo odd¢lit.

Elementarni analyza %C %H %N
vypocteno 48.62 4.59 10.63
nalezeno 46.10 4.81 9.91

Biskvarterni derivaty diazachalkoni se nepodafilo ptipravit za podminek

uvedenych v tabulce. Dle TLC byla pfitomna jen vychozi latka.

Tabulka 3: Podminky reakce

Cislo reakce | Rozpoustédlo Teplota Cas (h)
1 Acetonitril laboratorni teplota 240
2 Dimethylformamid laboratorni teplota 240
3 Acetonitril reflux 120
4 Dimethylformamid 80 °C 120
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4.2 Biochemicka ¢ast
4.2.1 Princip stanoveni afinity inhibitori k AChE

Afinita syntetizovanych latek k enzymu (AChE) byla testovana standardnim
in vitro pokusem®. Byl sledovéan vliv koncentrace testované latky v reakénim
médiu na aktivitu AChE. Afinita heteroareniovych soli k AChE je reprezentovana
disocia¢ni konstantou komplexu enzym-inhibitor komplexu (Kps). Vyssi hodnota
Kpis odpovidé ubytku afinity heteroareniovych soli k enzymu.

Enzym AChE S§tépi ptidany substrat — acetylcholin-jodid (AChl) za vzniku
cholinu (Ch) a kyseliny octové (AA) (Schéma?).

Scheéma 7: Stépeni substratu enzymem

CH O CH
@7 3 M AChE @73
HiC—N—CH,CH, —O—=C—CHy —— — > HC=N—CH,CH, —OH * CHCOOH
|
CHj [S) CHs3 [©)
| |
AChI Ch AA

Pomoci titratoru je udrzovano pH reak¢ni smési na hodnoté 8 dotitrovavanim
uvolnéné kyseliny octové roztokem NaOH. Spotfeba NaOH je umérna mnozstvi
kyseliny octové, kterd vznikla rozkladem AChI enzymem (AChE). Pii reakci
AChE s inhibitorem se snizuje aktivita enzymu. Je-li aktivita AChE sniZena, snizi

se i mnozstvi kyseliny octové vzniklé pii rozkladu AChI a tim i spotieba roztoku
NaOH.
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4.2.2 Experimentalni stanoveni afinity inhibitori k AChE
Chemikalie

Enzym: Jako zdroj enzymu byl pouzit 10% (w/v) homogenat mozku bilého
laboratorniho potkana (kmen Wistar). Uspana zvifata byla usmrcena vykrvenim
z karotidy a mozek byl vyjmut a oplachnut studenym fyziologickym roztokem.
Homogenizace byla provedena v destilované vodé pomoci Ultra-turrax
homogenizéru pti 20000 ot./min. po dobu 1 min. 2 ml tohoto homogenatu byly
vlozeny do zkumavek a byly uchovany pfi -35 °C. Rozmrazeny byly az tésné pred

pouzitim.

Roztoky: Byl ptipraven 0.01 M roztok NaOH na titraci kyseliny octové, 0.02 M
roztok acetylcholin-jodidu (AChl) a 3 M roztok NaCl.

Viastni postup méreni

K 0.200 ml roztoku heteroareniovych soli o dané koncentraci (od 107 do 10™
mol/dm®) bylo ptidano 19.8 ml vody, 2.5 ml roztoku chloridu sodného a
0.5 ml homogenatu potkaniho mozku. Potom byly ptidany 2.00 ml roztoku
substratu — acetylcholin-jodidu. Enzymova aktivita byla zjist€éna pomoci
automatického titratoru RTS 822 (Radiometer Copenhagen) sloZzeného z pH

metru, automatického titratoru a zapisovace.

Vypocty

Aktivity intaktniho (ag) a kvarterni latkou inhibovaného (a;) enzymu byly
odecteny ze zavislosti spotieby roztoku hydroxidu sodného na ¢ase, ktera je pfimo
umérna titrované kyseliné octové uvolnéné hydrolyzou acetylcholinu.

Z naméfenych hodnot aktivit bylo vypocitano procento inhibice AChE podle
vzorce:

Xx=ala (%) vzorec 1
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Disocia¢ni konstanta (Kpjs) byla ziskana nelinedrni regresi ze zavislosti
enzymové aktivity na koncentraci heteroareniovych soli. Pro vypocet byl pouzit

program GraphPad Prism (verze 3.02 pro Windows; vyrobce GraphPad Software,
San Diego, CA, USA).
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5. Vysledky a diskuse

VSechny testované heteroareniové soli byly shledany reverzibilnimi inhibitory

acetylcholinesterasy. Jejich disocia¢ni konstanty reprezentuji jejich afinity

k enzymu. Ve vSech ptipadech byly ziskany sigmoidal dose-response kiivky.

Disocia¢ni konstanty (Kpis) vSech testovanych heteroareniovych inhibitortt jsou

udany v tabulce 4. Byly testovany i vychozi nekvarterni latky, které nemcély

inhibi¢ni schopnosti s vyjimkou acetylpyridinu a acetylpyrazinu.

Tabulka 4: Disocia¢ni konstanty

latka KDIS [HM] latka KD|3 [MM]
pyridin neinhiboval | pyrazin neinhiboval
K001 487.5 | K015 1138.0
K210 7421.0 | K224 nemeéfeno
K211 7463.0 | K225 11.6
K212 7062.0 | K226 79.7
K213 11770.0 | K227 110.5
K214 1738.0 | K228 37.6
K215 213.3 | K229 4.4
acetylpyridin 5725.0 | acetylpyrazin 1875.0
K216 1130.0 | K050 24.9
K217 41.3
K218 1130.0
K219 433.0
K220 887.2
K221 135.0 | diazachalkon neinhiboval
K222 23.4 | K230 694.1
azachalkon neinhiboval | K231 0.5
K223 126.6 | K232 675.1
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Graf ¢. 1: Zavislost aktivity AChE na koncentraci inhibitoru
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Na zakladé ziskanych hodnot byla sledovéna zavislost inhibi¢nich schopnosti na
struktufe. U monokvarternich latek miizeme porovnavat inhibi¢ni u¢inek v fadé —
pyridin, acetylpyridin a azachalkon a v sérii pyrazin, acetylpyrazin
a diazachalkon (graf ¢. 2), dale mizeme porovnavat jednotlivé analogické
derivaty pyridin — pyrazin, acetylpyridin — acetylpyrazin a azachalkon -
diazachalkon (graf ¢. 1 a ¢ 2). U biskvarternich struktur mizeme sledovat
zavislost disocia¢ni konstanty na délce spojovaciho fetézce a dale porovnat mezi

sebou jednotlivé derivaty (graf ¢. 3).
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Graf ¢. 2: Zavislost disociacni konstanty na charakteru derivatu.
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Graf ¢. 3: Zavislost disociacni konstanty na délce spojovaciho fetézce.
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U monokvarternich latek nebyla Zadna zavislost zjisténa. Urcita zavislost na délce
spojovaciho fetézce se vyskytuje u pyrazind, kde nejmensi inhibi¢ni schopnosti
maji derivaty s 3 a 4 uhlikatym fetézcem. Se zkracujicim se i prodluzujicim se
fetézcem pak jejich inhibi¢ni schopnosti rostou. Tuto zavislost ovSem nelze
prokazat u pyridinu, ani u acetylpyridinu. Biskvarterni acetylpyrazin se bohuzel
pfipravit nepodafilo. Mizeme téz fici, ze od 4 uhlikatého spojovaciho fetézce se
s rastem spojovaciho fetézce zvySuji 1 inhibi¢ni schopnosti. Nejucingj$im
inhibitorem  ze  syntetizovanych  latek je  kvarterni  diazachalkon
s dimethylaminoskupinu na fenylu, dle NMR i TLC se jedna o smés, kterou se
nepodatilo rozdélit. V budoucnu by stilo za to, zjistit, kterd z latek pfitomna

v této smési je siln€jsi inhibitor.
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Tabulka ¢. 5: Struktury syntetizovanych latek

latka struktura latka struktura
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