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ABSTRAKT

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra: Katedra organické a bioorganické chemie

Skolitel: Ing. Galina Karabanovich, Ph.D.

Konzultant: Ing. Barbora Svobodova, Ph.D.

Poslucha¢: Daniela ToSnerova

Nézev diplomové prace: Syntéza novych derivati chinazolinu jako potencidlnich

multipotentnich terapeutik pro 1é¢bu Alzheimerovy nemoci

Alzheimerova choroba (AD, zangl. Alzheimer’s disease) je zavazné
neurologické onemocnéni. Soucasnd 1écba pouze docasné oddaluje progresi tohoto
onemocnéni. Hlavnim limitujicim faktorem pro vyvoj novych terapeutickych
sloucenin je ptfitomnost vice patologii soucasn¢. Jako alternativni moznost 1écby AD
se jevi nova skupina potencialnich 1é¢iv nazyvana multipotentni slou¢eniny (MTDL,
z angl. multi-target directed ligands). Do dnesniho dne byly publikovany desitky studii
na tétma MTDL. V rdmci experimentalni Casti této diplomové prace byla navrzena
série malych molekul zalozenych na chinazolinovém skeletu se zadmérem ovlivnit
aktivitu acetylcholinesterazy, butyrylcholinesterazy, monoaminooxidizy A a B
(MAO-A/MAO-B) a podjednotky GluN1/GluN2B N-methyl-D-aspartatového
receptoru (NMDAR). Nasledné bylo syntetizovano a biologicky vyhodnoceno 24
novych chinazolinovych derivata potencidln¢ vyuzitelnych k terapii AD. Jako nejlepsi
derivat se ukazala sloucenina II-6h ((5E)-8-chlor-N-cyklohexyl-3-methyl-1-
methyliden-1H,2H,3H,5H-imidazo[ 1,2-a]chinazolin-5-imin) s inhibi¢nim ucinkem
vici MAO-B, s antagonistickym uG¢inkem vici NMDAR, piijatelnym
antiproliferativnim u¢inkem a potencialem pronikat pies HEB. Prace tak pfispiva k
rozvoji MTDL, nového sméru ve vyvoji 1é¢iv pro AD, ktery se snazi ovlivnit vice

patologickych aspektii soucasné.

Kli¢ova slova: chinazoliny, Alzheimerova nemoc, cholinesterazy,

monoaminooxiddzy, N-methyl-D-aspartatové receptory
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ABSTRACT

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of: Organic and Bioorganic Chemistry

Mentor: Ing. Galina Karabanovich, Ph.D.

Consultant: Ing. Barbora Svobodova, Ph.D.

Student: Daniela ToSnerova

Title of Thesis: Synthesis of novel quinazoline derivatives as a potential

multipotent therapeutics against Alzheimer’s disease

Alzheimer's disease (AD) is a severe neurologic disorder. Current treatments
only temporarily delay the progression of disease. The main limiting factor for
developing of new therapeutic compounds is the simultaneous presence of multiple
pathologies. Thus, a new group of potential drugs called multi-target directed ligands
(MTDLs) emerged as an alternative option to combat AD. To this date, dozens of
MTDLs have been published. As part of the experimetnal section of this thesis, a series
of small molecules based on quinazoline scaffold was rationally designed with the
intention to influence the activity of acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase,
monoamine oxidase A and B (MAO-A/MAO-B), and the GluN1/GluN2B subunit of
N-methyl-D-aspartate receptor (NMDAR). Subsequently twenty-four new
quinazoline derivatives were synthesized, and biologically evaluated. The overall
results highlighted compound II-6h ((5E)-8-chlor-N-cyklohexyl-3-methyl-1-
methyliden-1H,2H,3H,5H-imidazo[ 1,2-a]chinazolin-5-imin) as the best derivative
with an inhibitory effect on MAO-B, antagonism action to NMDAR, an acceptable
antiproliferative effect, and potential to penetrate the BBB. This work thus contributes
to the development of MTDL, a new direction in drug development for AD, which

aims to influence multiple pathological aspects simultaneously.

Keywords: quinazolines,  Alzheimer’s  disease,  cholinesterases,

monoaminooxidases, N-methyl-D-aspartate receptors
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1 UvVOD

Ptedkladand diplomova prace se zamétuje na vyvoj nové skupiny potencidlnich
léciv  urcenych k terapii Alzheimerovy choroby se zaméfenim na inhibici
acetylcholinesterazy, butyrylcholinesterazy, podjednotky GluN1/GluN2B N-methyl-
D-aspartatového receptoru, monoaminooxidazy A a monoaminooxidazy B. VSechny
tyto biologické cile byly voleny s ohledem faktu, Ze jejich naruSeni probiha soucasné
v pokrocilém stadiu Alzheimerovy choroby, a mohou tedy 1épe adresovat potieby
symptomatické 1écby [1-3]. Prvni c¢ast je veénovana obecnym poznatkim o
Alzheimeroveé nemoci, rizikovych faktorech, patofyziologii a sou¢asnych moznostech
1é€by tohoto onemocnéni. V druhé ¢asti je popsan navrh syntézy a in silico predikce
fyzikélné-chemickych vlastnosti, biologické dostupnosti a prostupu pies
hematoencefalickou bariéru novych chinazolinovych derivati. Nasledné je uvedena

vlastni chemicka syntéza a in vitro biologické testovani.
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2  TEORETICKA CAST
2.1 ALZHEIMEROVA CHOROBA

Alzheimerova choroba (AD, zangl. Alzheimer’s disease) patfi mezi
neurodegenerativni progresivni onemocnéni, které se postupné projevuje kognitivnim
deficitem, zhorSenim paméti a behaviordlnimi dysfunkcemi. Jedna se o nejcastéjsi

pti¢inu vzniku demence. [4]

2.1.1 Historie

Prvni zminka o AD se objevila na setkani némeckych psychiatri v Tiibingenu
3. listopadu 1906, kde némecky Iékai Alois (Aloysius) Alzheimer popisoval stav své
pacientky, kterd trpé€la ,,podivhym onemocnénim mozkové kiry*“. AvSak u ostatnich
kolegii néasledny AlzheimerGv popis nevzbudil vétsi pozornost, nebot” stav, o némz
hovotil, byl tehdy Casto povazovan za projev staiecké slabosti. Teprve v roce 1910
profesor Emil Kraepelin ve své knize Psychiatrie pro lékare a studenty podnécoval k
vyuziti Alzheimerova objevu jako modelového piipadu a zavedl pro tuto nemoc
pojmenovani morbus Alzheimer — Alzheimerova choroba. [5]

Alzheimer nebyl jediny, kdo se timto onemocnénim zabyval. Ve stejné dob¢
zkoumal tuto chorobu také némecky zid Oskar Fischer, ktery pusobil na némecké
1ékarské fakulté Univerzity Karlovy v Praze [5]. Fischerova prace se s Alzheimerovou
shodovala v popisu hlavnich ptiznakli AD, avSak oproti Alzheimerovy vychazela
z pozorovani vétSiho poctu pacient. Zatimco Alzheimer vychazel ze vzorku jediné
pacientky, Fischer publikoval 12 pozitivnich nalezl. Jeho objev ale upadl v zapomnéni
kvili vyhrocenym narodnostnim sportim, antisemitismu i zminéné konkurenci mezi
neuropatology. AZ v souvislosti se stym vyro¢im popsani Alzheimerovy nemoci byl

jeho védecky odkaz znovu objeven [6].

2.1.2 Prevalence a incidence
Na pocatku 20. stoleti byla AD vnimana jako vzacna patologie. V soucasnosti
timto onemocnénim trpi 2,5 % celkové populace v Evropé a stava se tak 4. nejcastéjsi

ptic¢inou umrti [5]. V Ceské republice v roce 2022 bylo evidovano 165 000 piipadii
[7].
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Z epidemiologickych dat 1ze vycist, ze prevalence AD vykazuje exponencialni
rust odpovidajici ptiblizné dvojnasobku kazdych pét let. Vzhledem k tomuto trendu je
mozné piedpokladat, ze v pribéhu druhé poloviny tohoto stoleti nastane vyrazny
nartst celosvétového poctu jedinct trpicich timto onemocnénim, presnéji z S0 milionti

na priblizné 152 miliont. [8, 9]

2.1.3 Symptomy

AD lze klasifikovat dle symptoma do ¢tyt klinickych fazi. Prvni je tzv.
preklinicka ¢i presymptomaticka faze, kterd muize trvat nékolik let. V této fazi
nemoci nejsou pozorovany zadné zjevné klinické pfiznaky a pacienti jsou schopni plné
vykonavat své bé€zné denni aktivity [10—12]. V druhé rané fazi AD se zalinaji
projevovat prvni zndmky onemocnéni, které negativné zasahuji pacientim do bézného
zivota. Objevuje se porucha koncentrace a paméti, dezorientace v prostoru a ¢ase nebo
vykyvy nélad a rozvoj deprese [12, 13]. Ve teti stiedné pokrocilé fazi onemocnéni
zasahuje do oblasti mozkov¢ kiiry. Toto stadium je charakterizovano zvySenou ztratou
paméti, ktera je doprovazena obtizemi srozpozndvanim clenti rodiny a pratel.
Postizeny ma v této fazi problémy se ctenim, psanim a mluvenim [12]. Ve
ctvrtém pozdnim stadiu AD dochdzi k rozsahlému poskozeni vSech mozkovych
struktur s vyznamnou akumulaci neuritickych plaki a neurofibrilarnich klubek. Tento
stav ma za nasledek progresivni funk¢ni a kognitivni poruchy. Jedinec neni schopen
sam zvladat ukoly bézného Zivota a je tak zcela odkazan na pomoc druhych. Vzhledem

k vaznosti onemocnéni jsou pacienti v této fazi AD ¢asto upoutani na luzko [10, 14].

2.1.4 Diagnéza

Vroce 1984 pracovni skupina z United States National Institute for
Communicative Disorders and Stroke—the Alzheimer s Disease and Related Disorders
Association vydala diagnosticky a statisticky manual dusevnich poruch, ve kterém
stanovila kritéria pro rozpoznani AD. Diagnostikou lze ur¢it bud’ tzv. pravdépodobny
stav nemoci, nebo patologicky stav s pln€ manifestovanou patologii AD. Kritéria pro
pravdépodobnou AD zahrnuji vyskyt demence potvrzené neuropsychologickymi
testy, deficit alesponl ve dvou kognitivnich oblastech, ztratu paméti a s tim souvisejici

zhorSené vykonavani kazdodennich aktivit. Stav pravdépodobné AD je dale
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doprovazen naptiklad postupnym zhorSovanim specifickych kognitivnich funkci, a to
poruchou mluvy (afazie), poruchou motoriky (apraxie) nebo ztrdtou vnimani
(agnozie). Zminéné symptomy se vyskytuji s riiznou variabilitou ve véku od 40 let do
90 let. Diagndéza pro patologicky stav AD obvykle vyzaduje histopatologické

potvrzeni ziskané z biopsie, nebo se provadi post mortem. [15]
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2.2 RIZIKOVE FAKTORY PRO VZNIK AD
2.2.1 Vék

Vék predstavuje jeden ze zakladnich rizikovych faktori souvisejicich s
neurodegenerativnimi onemocnénimi, jako je pravé AD nebo Parkinsonova choroba
(PD, z angl. Parkinson’s disease) [16]. Na zadklad¢ epidemiologickych studii bylo
zjisténo, Ze stoupajici ve€k koresponduje s nartstem incidence AD [17-20]. Nemoc
postihuje mladé jedince vzacné, vétSina pripadi zac¢ind az po 65. roku Zivota. AD se
muze na zaklad¢ veku délit na dva podtypy, kdy onemocnéni propuklo, a to na AD

s Casny nastupem, ktera zaujima pouze 10 % ptipadii, a AD s pozdnim nastupem [21].

2.2.2 Apolipoprotein E4

Apolipoprotein (ApoE) je glykoprotein, jehoZz exprese probihd zejména
v jatrech a mozku. V lidském organismu jej produkuji astrocyty a mikroglie. ApoE
zprosttedkovava vazbu lipoproteini nebo lipidi v plasmé nebo intersticidlnich
tekutinach ke specifickym bunéénym receptoriim. Podili se napf. na endocytoze
cholesterolu. ApoE je rovnéz nezbytny pro produkci myelinu a normalni funkci
mozku [22]. Gen pro ApoE existuje ve tfech polymorfnich variantach — &2, €3 a &4.
Nejvice zastoupenou formou v populaci je varianta €3 (77,9 %), nasledovana &4
(13,7 %) a €2 (8,4 %). ApoE &4 ptispiva ve zvySené mife k ukladani AP do senilnich
plakt. Pritomnost této alely vede k hyperlipidemii a hypercholesterolemii [23].

2.2.3 Genetika
Genetické faktory se podili na vzniku aZ 70 % piipadii AD. Nejcastéji se jedna
o mutace v genech, jako je amyloidovy prekurzorovy protein (APP), presenilin-1,

presenilin-2 a ApoE. [24, 25]

2.2.4 DalSi rizikové faktory

Mezi dalsi faktory, které mohou mit vliv na rozvoj ¢i progresi AD patii pohlavi
jedince, kde byla zjisténa vyS$i prevalence u Zen, dale zranéni hlavy, ptredchozi
psychiatrickd onemocnéni, narusend Zivotosprava (uzivani tabdkovych vyrobki),
podvyziva u osob, které prosly extrémnim hladovénim, nebo vliv negativnich faktorti
zivotniho prostiedi, jako je napt. expozice t¢zkymi kovy. [26]
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2.3 PATOFYZIOLOGIE AD

I pfesto, ze je pfiina vzniku AD nezndmd, lze v kontextu této patologie
pozorovat biochemické a morfologické zmény, které mohou vést k piesnéjsi
charakterizaci tohoto onemocnéni. Mezi procesy ovliviiyjici vznik AD patii
shlukovani amyloidu B (AP) do toxickych oligomeri a nasledné amyloidnich plaki a
hyperfosforylace tau proteinu zapficinujici destabilizaci mikrotubulli v neuronech.

Dale dochazi ke vzniku neurozanétu a naruseni neurostrasmiterovych systéma. [27]

2.3.1 Senilni plaky

Senilni (neuritické) plaky jsou extracelularni depozita beta-amyloidniho
proteinu (AP), kterd se vyskytuji v mozkové kiife pacientd s AD. AP vznika
z amyloidového prekurzorového proteinu (APP) (obrazek 1), ktery je syntetizovan
v endoplasmatickém retikulu. APP se §tépi za fyziologickych podminek enzymem
a-sekretazou (EC 3.4.24.81) na rozpustny amyloidni protein-a (sAPP-a) a
membranoveé vazany fragment o-C terminalni fragment (C83) [28]. sAPPa se podili
na proliferaci, neuroprotekci, synaptické plasticité, tvorbé paméti, neurogenezi a
neuritogenezi [29]. Fragment C83 se nasledné stépi y-sekretazou (EC 3.4.23) za vzniku
peptidu p3 a amyloidni intracelularni domény (AICD). Tato cesta se oznacuje jako
neamyloidni. Za patologickych podminek je APP rozstépen nejprve B-sekretazou
(BACE-1, z angl. beta-site APP cleaving enzyme 1, enzym Stépici beta-misto APP 1;
EC 3.4.23.46) na solubilni amyloidni protein-B (sAPP-B) a membranové vazany B-C
terminalni fragment (C99), ktery je nésledn¢ Sté€pen y-sekretdzou na kratké peptidy o
délce 38-43 aminokyselin a AICD. Mezi nej¢astéj$i monomery patii ty o délce 40 nebo
42 aminokyselin (APi-40 a APi-42), které nasledné koaguluji a polymeruji v AB [30,
31]. Rozpustné oligomery APi42 zplUsobuji nejvysSi neurotoxicitu, zatimco
nerozpustné fibrilarni formy Afi.42, které tvoii vétSinu senilnich plakili, jsou méné
toxické. Naproti tomu oligomerni 1 fibrilarni forma APi.40 nezplsobuje poskozeni
neuronalnich bungk, avSak kromé mozkové kiiry se ABi-40 nachazi také v cévach, kde

je zodpovédny za pozd€jsi rozvoj cerebralni amyloidové angiopatie [32, 33].
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Obrazek 1 Neamyloidni cesta Stéepeni APP (vlevo): APP je Stépen nejprve enzymem
a-sekretdzou a ndsledné enzymem y-sekretazou za vzmiku fragmentii sAPPo, p3 a
AICD. Amyloidni cesta (vpravo): APP je enzymaticky rozkladan pomoci BACE-1 a
y-sekretazy na sAPPpP, AICD a monomer Af. Nasledné se monomery shlukuji do
oligomeru a polymeruji za vzniku p-amyloidniho plaku. [28]

2.3.2 Neurofibrilarni klubka

Neurofibrilarni klubka (NFT, z angl. neurofibrillary tangles) jsou intracelularni
shluky hyperfosforylovaného tau proteinu (obrazek 2), které jsou pfitomny u pacientt
nejen s AD, ale 1 napt. s PD, Downovym syndromem nebo s amyotrofickou laterdlni
sklerozou (ALS). Nefosforylovany, piipadné ¢astecné fosforylovany tau protein se
podili na shlukovani mikrotubulG a stabilizaci neurofilament v neuronech. Za
patologickych podminek dochazi k odstépovani aminokyselin z N-konce a
C-konce tau proteinu a hyperfosforylaci zbytku peptidového ftetézce [34]. Po
fosforylaci se tau monomery shlukuji v oligomery, které pak agreguji do struktury beta
skladaného listu s naslednym vytvofenim NFT. Mezi enzymy ovliviiyjici fosforylaci

tau proteinu patii napf. glykogen-syntdza kindza 3 (EC 2.7.11.1), ktera fidi
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fosforylaci zbytkli aminokyselin serinu a threoninu, déale ji ovliviluji
cyklin-dependentni kinaza 5 (EC 2.7.11.22), AMP-aktivovand protein kindza (EC
2.7.11.3) a protein kindza A (2.7.11.11). Tau je ve vod¢ rozpustny protein, avsak jeho
agregaty, které jsou pric¢inou naruseni struktury a funkce neuronu, jsou nerozpustné
[35]. Nekteré studie naznacuji existenci interakci mezi AP a tau proteinem. Nicméné
pfima korelace hladin a specificky vztah mezi AP a inkluzemi tau proteinu v mozku

postizeném AD zlstavaji nejasnymi [36-38].

gl *—__ neurofibrilarni

A klubka
£ @
f senilni plaky
N, »
)
e rN o e
\/ﬂ i
zdravy neuron neuron s neurofibrilarnimi

klubky a senilnimi plaky

Obrazek 2 Znazornéni zdravého neuronu (vlevo) a neuronu s neurofibrilarnimi klubky

a senilnimi plaky (vpravo).

2.3.3 Neurozanét

Zanét nervové tkané je casnym rysem AD. Zustava vSak nejasné, zda zanét
iniciuje, nebo urychluje progresi onemocnéni [39]. Zdkladni mechanismy, které se
podileji na vzniku neurozanétu, zahrnuji aktivaci gliovych bunék, uvolnéni
prozanétlivych mediatori nebo aktivaci sloZzek komplementu. Jednim z moznych
faktori mize byt tvorba a ukladani AP. Dle nékterych studii jsou AP rozpoznavany
receptory nespecifické imunity, napt. toll-like receptory [40, 41]. Aktivaci téchto
receptori jsou spustény signalni drdhy v bunkdch nespecifické imunity (napt. v
monocytech, eozinofilech, bazofilech, NK buiikdch) a v T buiikdch, coz vede k
produkci prozanétlivych cytokint, aktivaci T bunck a k naslednému rozvoji zanétu

[42].
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2.3.4 Ocxidativni stres

Deregulovany redoxni systém je jednim z prvotnich nalezii AD. Oxidativni
stres (OS) nastava v disledku nerovnovahy mezi tvorbou a eliminaci volnych radikali.
Tato dysbalance vede k aktivaci riznych bunécnych signalnich drah, které jsou
spojovany s nejriiznéj§imi patologickymi stavy, véetné¢ neurodegenerativnich procesu,
diabetes mellitus, kardiovaskularnich chorob a procesii starnuti [43-45]. Volné
radikaly jsou molekuly s alesponi jednim neparovym elektronem a projevuji vysokou
reaktivitu. Nejvyznamnéj$i a nej€astéjsi skupinou radikala vznikajicich v lidském
organizmu jsou radikaly odvozené od kysliku (ROS, z angl. reactive oxygen species)
a radikdly odvozené od dusiku (RNS, reactive nitrogen species). Mezi ROS a RNS se
fadi napt. superoxidovy radikal, peroxid vodiku, hydroxylové radikaly, peroxylové
radikaly, oxid dusnaty nebo peroxynitrit [46].

Zdroje ROS/RNS mohou byt endogenni a exogenni. K endogenni produkci
dochazi nejcastéji v mitochondriich pisobenim cytochromu P450, lipoxygenazy nebo
NADPH-oxidazy. Mezi exogenni zdroje patii ultrafialové €i ionizujici zareni, néktera
1é¢iva (napt. cyklosporin, bleomycin, gentamycin), alkohol nebo zplodiny, které
vznikaji pfi uzivani tabakovych vyrobkl [46, 47]. Za fyziologickych podminek se
ROS a RNS podili na udrZeni redoxni homeostazy v tkanich a eliminaci mikrobialnich
patogenti. Pti naruSeni jejich rovnovahy dochézi k oxidativnim zménam v bunikach a
modifikuji se tak sacharidy, lipidy, proteiny a nukleové kyseliny. V zavislosti na typu
sacharidii, DNA nebo peroxidaci lipida. OS také tuzce koresponduje s agregaci a

ukladanim AP, pfi¢emz poskozené struktury vlivem AP generuji ROS a RNS [43, 46].

2.3.5 Cholinergni systém
2.3.5.1 Cholinesterazy

Cholinesterazy (ChE) ptedstavuji diileZitou skupinu serinovych hydrolaz, které
katalyzuji hydrolyzu estert cholinu. U obratlovcl se vyskytuji dvé formy ChE
kédované dvéma odliSnymi geny. Prvnim typem je acetylcholinesterdza (AChE, EC
3.1.1.7) znama také jako prava, specifickd ChE nebo ChE typu 1. Druhym enzymem
je  butyrylcholinesteraza (BChE, EC 3.1.1.8) oznaCovana téz jako
pseudocholinesteraza, nespecificka ChE nebo ChE typu 2. [48§]
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2.3.5.1.1 Acetylcholinesterdaza

AChE (obrazek 3) se vyskytuje v plicich, ledvindch a hematopoetickém
systému, ale zejména v centralni nervové soustavé (CNS) na presynaptickych
nervovych zakonCenich [48]. Jeji hlavni funkci je hydrolyza neurotransmiteru

acetylcholinu (ACh) (obrazek 4) na cholinergnich synapsich [49].

Obrazek 3 Znazornéni aktivniho mista AChE (rizovda barva) s navazanym ACh

(molekula uvniti aktivniho mista). Prevzato z literatury [50].

\N+/\/O O AChE +H,0 \N+/\/0H
“ \f -CH;COOH 7

acetylcholin cholin

Obrazek 4 Hydrolyza ACh za katalytického pusobeni enzymu AChE.

2.3.5.1.2 Butyrylcholinesterdza

BChE (obrazek 5), téZ znama jako sérova ChE, je enzym primarné pfitomny
v krevni plasmé, ale také v jatrech, hladké svaloving€, stfevech, slinivce bfisni,
neuronech nebo gliich. BChE hydrolyzuje rizné druhy estert cholinu, avSak oproti
AChE vykazuje vys$si afinitu napt. k butyrylcholinu nebo propionylcholinu. Tento

enzym je schopen metabolizovat i necholinové estery, jako jsou lokélni anestetika
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(prokain, bupivakain, suxamethonium, kokain). V organismu se BChE podili napf.
na metabolismu lipoproteind, udrzovani myelinu, bunééné adhezi a neurogenezi [51].
Enzym se mize vyuzit v profylaxi otrav nervové paralytickymi latkami (NPL) nebo

k 1é¢bé intoxikace organofosforovymi inhibitory jako tzv. bioscavengery [51, 52].

Obrazek 5 3D struktura lidské BChE (PDB ID: 4BDS) [53]. Prevzato z literatury [54].

V kontextu patofyziologie AD bylo prokazano, ze v pokrocilych fazich tohoto
onemocnéni dochdzi k vyznamnému sniZeni aktivity enzymu AChE na pouhych
55-67 % fyziologickych hodnot, zatimco aktivita BChE stoupa. V pribéhu nemoci
BChE pftebira roli enzymu AChE [55, 56]. Dle n¢kterych studii BChE muze téz
prispivat k agregaci AP [57-59]. Jak AChE, tak i BChE se hromadi v amyloidnich
placich a jsou ptitomny v NFT. Pfidani BChE k AP v tkanovych kulturach zvySuje
toxicitu AP, coz naznacuje mozné terapeutické vyuziti inhibitorit BChE v 1é¢bé AD

[55, 56].

2.3.5.2 Cholinergni neurotransmise

Cholinergni transmise ma nejvEétsi zastoupeni v talamu, striatu, limbickém
systému a mozkov¢ kife. Hraje dileZitou roli v procesech spojenych s pamatovanim,
ucenim a pozornosti [60]. U¢inek ACh je zprostiedkovan dvéma typy cholinergnich

receptorll, muskarinovymi a nikotinovymi. Muskarinové receptory jsou sptazené
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s G-proteinem. M1 muskarinovy receptor se vyskytuje postsynapticky v mozkové
kife nebo hipokampu, zatimco M2 muskarinovy receptor se nachazi v cholinergnich
presynaptickych zakonéenich neuronti [61, 62]. Samotny proces cholinergni
neurotransmise (obrazek 6) zacind uvolnénim ACh do synaptické stérbiny. ACh se
zde navédze na receptor M1 a tim dochazi k pfenosu signalu z jednoho neuronu na
druhy. Receptorem uvolnény ACh v synapsi je rozkladan ¢innosti AChE. Rozkladné
produkty (cholin a acetat) jsou zpétné€ vychytavany do neuronu pro resyntézu ACh za
ucasti acetylkoenzymu A (Ac-CoA) a cholinacetyltransferazy (ChAT; EC 2.3.1.6.)
(obrazek 7) [60].

Ac-CoA +
cholin <
1 ChAT
v
ACh
N
A, P
t ]

Y  AChE cholin +

| AC > acetat

. R

Obrazek 6 Zndzorneni fyziologické cholinergni neurotransmise. Neurotransmiter
acetylcholin (ACh) se po uvolnéni do synaptické Sterbiny vaze na nikotinové (N) a
muskarinové (M;, M) receptory. Nasledné je receptorem uvolnény ACh v synapsi
enzymaticky rozloZzen na cholin a acetat. Cholin je zpétné vychytavin do
presynaptického neuronu pro resyntézu ACh za vyuZiti acetylkoenzymu A (Ac-CoA) a
pusobeni cholinacetyltransferazy (ChAT). [60]
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Obrazek 7 Syntéza ACh z cholinu a Ac-CoA za puisobeni ChAT. [54]

Nikotinové receptory (N receptory) jsou ligandem fizené kationtové kanaly
umistény presynapticky i1 postsynapticky. DéEli se na dva podtypy podle sily vazby
s nikotinovym agonistou. N receptory s vysokou afinitou vazou ACh, nikotin a cytisin,
N receptory s nizkou afinitou slouZi pro vazbu s abungarotoxinem. [63]

Dle dostupnych dat dochézi u tézkych forem AD k vyznamnému oslabeni
vazby MI receptoru na G-protein. U M2 receptoru zlstdva vazba na G-protein
zachovéna, avSak pocet receptort vyrazné klesa [61, 62, 64]. V ptipadé N receptort
dochazi k poklesu exprese a schopnosti vdzat agonistu. Disledkem toho se rozviji

neurodegenerace a zhorSuji se kognitivni funkce [63, 65].

2.3.5.3 Inhibitory AChE

Inhibitory AChE (IAChE) patii do skupiny neptimych cholinomimetik. Jedna
se o ruznorodou skupinu sloucenin, které brani rozkladu neurotransmiteru ACh
prostiednictvim inhibice AChE v synaptickych Stérbinach, ¢imz zvySuji jeho
dostupnost v mozku. ZvySeni hladin ACh stimuluje kognitivni funkce, ¢ehoz je
vyuzivano pii 1é¢bé AD. Blizsi pojednani o IAChE zavedenych do klinické praxe je
uvedeno v kapitole 2.4.1. IAChE Ize rozd¢lit dle mechanismu plisobeni na reverzibilni,
pseudo-ireverzibilni a ireverzibilni. [66]

Reverzibilni inhibitory vytvareji nekovalentni interakce v aktivnim misté
enzymu. Mezi zéstupce reverzibilnich inhibitorG patfi napf. donepezil, galantamin
nebo dfive pouzivany takrin (THA, 9-amino-1,2,3,4-tetrahydroakridin) (obrazek 8).
Pti inhibici pseudo-ireverzibilni dochazi ke kovalentni interakci enzymu a inhibitoru.
Pfi tomto jevu je v aktivnim misté¢ enzymu esterifikovana postranni hydroxylova
skupina serinového zbytku. Vznikld karbamoylova vazba na serin je vSak cCasem
hydrolyzovana a aktivni misto enzymu se stdva znovu piistupnym. Do této skupiny
inhibitori se fadi zejména karbamaty jako napf. fyzostigmin nebo rivastigmin

(obrazek 8). [66, 67]
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Obrazek 8 Vybrané struktury reverzibilnich a pseudo-ireverzibilnich IAChE.

Ireverzibilni inhibitory se t¢Z vaZzou do aktivniho mista AChE kovalentné.
Avsak pti tomto dé€ji dochazi ke vzniku velmi stabilniho komplexu enzym-inhibitor.
Obnoveni aktivity AChE lze docilit vyuzitim reaktivatorit AChE (vyrazné nukleofilni
slouceniny, v praxi pouzivané¢ oximové reaktivatory) nebo syntézou enzymu de novo
[66, 67]. Do této souhrnné¢ oznacované skupiny organofosfati se fadi NPL (sarin,
tabun, soman) a organofosforové pesticidy (malathion, dichlorvos) (obrazek 9) [51,

68, 69].
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Obrazek 9 Vybrané struktury ireverzibilnich IAChE.
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2.3.6 Glutamatergni systém
Glutamatergni systém je hlavni excitacni systém, ktery zahrnuje interakci s

glutamatovymi receptory. Mezi tyto receptory patfi ionotropni glutamatové receptory
(iGluR) sptazené s iontovym kandlem a metabotropni glutamatové receptory (mGluR)
sprazené¢ s G-proteinem. iGluR, které lze klasifikovat do tfi skupin, nesou
pojmenovani dle nejspecifictéjSiho agonisty. Jedna se o receptory AMPA (AMPAR,
zkratka AMPA je odvozena od syntetického agonisty tohoto receptoru, tedy a-amino-
3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionova kyselina), kainatové receptory a
N-methyl-D-aspartatové receptory (NMDAR) [70]. Naproti tomu existuje 8 typt
mGluR, které se ucastni modulace neurondlni excitability, synaptického pienosu a

plasticity v CNS [71].

2.3.6.1 N-methyl-D-aspartatové receptory

NMDAR jsou glutamétem aktivované iontové kanaly, které jsou klicové pro
procesy uceni a paméti. Jejich narusend funkce vede k zdvaznym neurologickym,
neurovyvojovym a psychiatrickym chorobam, jakymi jsou napt. schizofrenie, poruchy
autistického spektra, epilepsie ¢i PD a AD. Pro G¢inny vyvoj novych 1é¢iv zaméfenych
na cilenou modulaci NMDAR je nezbytné porozumét jejich strukture. [70]

Receptor je slozen ze dvou podjednotek GluN1 a dvou podjednotek bud’
GluN2 (GluN2A — D) nebo GluN3 (GluN3A, GluN3B). Aktivace receptoru vyzaduje
obsazeni minimaln¢ dvou glycinovych a dvou glutamatovych mist. Vazebné misto pro
koagonistu glycin se nachazi na podjednotkach GluN1 a GluN3, zatimco vazebné
misto pro agonistu glutamat se vyskytuje na podjednotce GluN2. [72, 73]

V kontextu s neurodegenerativnimi procesy, které se vyskytuji u pacientii s PD,
AD nebo Huntingtonovou chorobou, je spojovana nadmérna aktivace podjednotky
GluN1/GluN2B NMDAR. Tato podjednotka m4 tzv. ifenprodilové vazebné misto na
rozhrani amino-termalni domény mezi podjednotkou GIuN1 a GluN2B NMDAR a
spojuje subdoménu GluN2B R1 se subdoménou GIuN2B R2 [54, 72, 73]. Selektivni
modulatory NMDAR, které cili na podjednotku GluN1/GluN2B, proto pfedstavuji

slibnou moznost pro dalsi vyzkum a potencialni 1é€bu téchto onemocnéni [72].
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2.3.6.2 Glutamatergni neurotransmise a excitotoxicita

Glutamatergni  neurotransmise  (obrazek 10) je proces fizeny
neurotransmiterem glutamatem stimulujicim glutamatové receptory. Po navéazani
agonisty a koagonisty na receptor dochazi k depolarizaci membrany, uvolnéni Mg?* a
aktivaci NMDAR vstupem Ca*" do buiiky. [74, 75]

Pii nadmérné nebo prodlouzené aktivité extrasynaptickych NMDAR dochazi
k trvalému influxu Ca** do neurondi. To mé4 za néasledek dysfunkci mitochondrii,
nadprodukci ROS, neurondlni dysfunkci a apoptdzu bunék. Tento jev je oznacovany
jako excitotoxicita. Naproti tomu aktivace synaptickych NMDAR puisobi pievazné
neuroprotektivnim u¢inkem [74, 76]. Jednou z pri¢in nadmérné aktivace receptorti jsou
oligomery AP, které snizuji zpétné vychytavani glutamatu a dochazi tim k patologicky

zvySenym hladinam tohoto neurotransmiteru [77].
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Obrazek 10 Znazorneéni glutamatergni neurotransmise a excitotoxicity.
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2.3.6.3 Antagonisté NMDAR

Antagonist¢ NMDAR (obrazek 11) se mohou vyuzit jako léciva pii
onemocnénich CNS souvisejicich s excitotoxicitou vyvolanou glutamatem. Mezi
nejznaméjsi antagonisty NMDAR pouzivajici se pfi 1écbé AD patii memantin [78].
Blizsi pojednani o této sloucening je uvedeno v kapitole 2.4.2.1.

Dalsim znamym antagonistou NMDAR je fencyklidin, ktery se pouzival jako
silné analgetikum a anestetikum. Jeho podavani je spojeno s vyskytem nezadoucich
ucinka (t€zké kognitivni a smyslové poruchy, agitovanost a agresivni a bizarni
chovani), kvili kterym se pfestal fencyklidin jako lécivo pouzivat. [79]

Dizocilpin (MK-801) je vysokoafinitnim antagonistou NMDAR, ktery byl
plvodné testovan jako antikonvulzivum s potencidlnimi anxiolytickymi u€inky a také
jako neuroprotektivum v modelu mozkové ischemie. AvSak kviili svym nezddoucim
ucinklim nebyl nikdy zaveden do praxe. Hlavnim neZadoucim uc¢inkem po jeho podani
je hyperlokomoce. Ta se ovSem stala cennou vlastnosti pro farmakologicky model
schizofrenie, kde navozuje pozitivni a kognitivni symptomy nemoci. Spravnym
davkovanim MK-801 a jeho derivati dochazi ke zlepseni kognitivnich funkci, které se
testuji k potencialnimu vyuziti pii 1€cbé AD. [80—82]

Ketamin se pouziva zejména pro anestezii, analgezii, sedaci a [éCbu syndromt
chronické bolesti. Diky jeho jedine¢nym farmakodynamickym vlastnostem se zacal
uplatiovat 1 v 1écb¢ deprese [83]. Ketamin by mohl byt i vhodnym kandidatem pro
1é¢bu AD, jelikoz nedavné studie naznacuji, ze toto 1é€ivo vykazuje neuroprotektivni
a protizanétlivé ucinky a zlepSuje kognitivni funkce. Piesto je nezbytné zdiiraznit, ze
pied jeho uplatnénim v 1€cbé AD je tieba najit feSeni pro jeho nezadouci ucinky
zahrnujici napt. Gzkost, zvySenou podrazdénost a agresivitu [84—-86].

Slibnou molekulou ze skupiny antagonistt NMDAR v lécbé AD se jevi jiz
znamy a pouzivany riluzol. Riluzol je benzothiazolovy derivat, ktery ma v soucasnosti
schvalenou indikaci k 1écbé ALS [87]. Nékolik studii na potkanech uvadi, ze riluzol
1ze vyuzit pro 1é€bu patologickych stavii spojenych s AD. Bylo prokazano, Ze pii 1écbé
potkanli v pokrocilém véku riluzolem nedochazelo k poklesu kognitivnich funkci,

ktery se objevil u nelé¢enych jedinct [87—89].
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Obrazek 11 Vybrané struktury antagonistic NMDAR.

2.3.7 Monoaminergni systém

Monoaminergni  systém je fizen dvéma flavoenzymy, jmenovité
monoaminooxidazou A (MAO-A) a monoaminooxidazou B (MAO-B) [90]. Mezi
zékladni neurotransmitery monoaminergniho systému patii monoaminy serotonin,
dopamin, epinefrin (adrenalin) a norepinefrin (noradrenalin). Tyto monoaminy hraji
vyznamnou roli v komplexnim chovani jedince, kognitivnich funkcich (uceni a
formovani paméti) a v zakladnich procesech lidského organismu, jako je spanek a

piijiméni potravy [91].

2.3.7.1 MAO-A, MAO-B

Ob¢ izoformy MAO predstavuji kliCové enzymy, které katabolizuji
monoaminy jak v CNS, tak 1 v periferni nervoveé soustaveé. V CNS je MAO-A piitomna
zejména v dopaminergnich, adrenergnich a noradrenergnich neuronech, zatimco
MAO-B se primarné nachazi v gliich a serotoninergnich neuronech [2]. Ob¢ izoformy
MAO se vyskytuji téZ v riznych pomérech v perifernich tkanich, jako jsou stfeva,
Jjatra, plice a placenta [92].

U pacienti s AD byly prokdzany zmény v aktivit¢ obou izoforem MAO.
Aktivita MAO-B je zvySena v krevnich destickach a v nékterych oblastech mozku,
zejména v hipokampu a mozkové kiife. K nértstu hladin MAO-B dochazi zejména v
gliich obsahujicich neuritické plaky. Tato zmé&na muze pfispét k OS a progresi AD [2,

93]. Zvysena aktivita MAO-A je téZ pozorovan v nékolika oblastech mozku pacienti
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s AD, napf. v bazalnich gangliich nebo thalamu. Nadmérna aktivita enzymu zpisobuje
vysoké hladiny toxickych metabolitli, zejména 3,4-dihydroxyfenylglykolaldehydu a
peroxidu vodiku jako zdroje hydroxylovych radikala [2, 94].

2.3.7.2 Inhibitory MAO

Inhibitory MAO (IMAO) (obrazek 12) byly pripraveny ptiblizn¢ pied 50 lety
a patfi mezi prvni schvalena antidepresiva [92]. Prvnim zéastupcem ze skupiny IMAO
byl iproniazid, piivodné¢ vyvinuty pro 1é¢bu tuberkulozy. Nasledoval vyvoj dalsich
IMAO jako antidepresiv ze skupiny derivati hydrazinu (fenelzin). AvSak kvuli
vyskytu nezddoucich ucinki (jaterni toxicita, hypertenzni krize, krvaceni) bylo mnoho
1é¢iv na bazi IMAO staZzeno z klinické praxe [92, 95].

Nékter¢ IMAO maji potencidl pozitivn€ ovlivilovat  symptomy
neurodegenerativnich onemocnéni, jako je AD nebo PD. Slouceniny, které¢ ve své
molekule obsahuji N-propargylaminovy nebo N-methylpropargylaminovy fetézec,
vykazuji vysokou selektivitu k enzymim MAO-A/B. Prokazalo se, ze alifatické aminy
s pfimym fetézcem jsou snadno metabolizovany enzymy MAO s pomérn€ vysokou
afinitou [92, 96, 97]. Prvnim zéstupcem téchto 1é¢iv s N-methylpropargylaminovym
fetézcem je selegilin. Jedna se o selektivni ireverzibilni IMAO-B, ktery se pouziva
v monoterapii nebo v kombinaci s levodopou u pacientti s PD. Dle dostupnych tdaji
selegilin poskytuje pouze mirné, kratkodobé zlepseni kognitivnich funkci [98—103].

Dalsi ireverzibilni IMAO-B rasagilin obsahuje ve své molekule
N-propargylaminovy zbytek a pouziva se v monoterapii k 1€¢b¢ piiznakii casné PD, ¢i
jako doplnkova terapie v pokrocilejSich stadiich onemocnéni [104]. Potvrdilo se, Ze u
pacientil s PD a schizofrenii 1é€enymi rasagilinem dochazi téz k zlepSeni kognitivnich
funkei [105-107]. Nékolik studii uvadi, ze rasagilin je vhodny do kombinace s jiz
pouzivanymi IAChE nebo antagonisty NMDAR pfi lécbé AD [105-109].

V neposledni fad€ je nutné zminit 1 slouceninu ladostigil, kterd inhibuje
selektivné¢ MAO-A/B a zaroveini i obé ChE v CNS [110]. Molekula ladostigilu vznikla
strukturnim pfekryvem rivastigminového a rasagilinového skeletu. Tato sloucenina
jako jedina z multipotentnich slouc¢enin (MTDL, z angl. multi-target directed ligand)

urcend pro 1écbu AD postoupila az do druhé faze klinického hodnoceni [110-112].
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Testovani vSak bylo ukonceno kvili nedostatecné klinické ucinnosti. Piesto vyvoj

ladostigilu naznacil novy smér v piistupu k 1é€bé AD [111, 113].

iproniazid ladostigil rasagilin

selegilin rivastigmin

Obrazek 12 Vybrané struktury IMAO (selegilin, ladostigil, rasagilin, iproniazid) a
struktura IAChE (rivastigmin).
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2.4 LECIVAV TERAPII AD

2.4.1 Inhibitory cholinesteraz

Pro symptomatickou 1é¢bu AD je z fad IAChE schvalen donepezil, rivastigmin,
galantamin a jeho prolé¢ivo Memogain (obrazek 13). Takrin je uveden s ohledem
historického vyvoje IAChE a v navaznosti na navrh chinazolinovych derivati v ramci

experimentalni ¢asti této diplomové prace.

donepezil rivastigmin

alantamin Memogain
g

Obrazek 13 Struktury IAChE pouzivanych pri lecbé AD.

2.4.1.1 Takrin

THA je prvnim [AChE, ktery byl v roce 1993 schvalen pro symptomatickou
lécbu AD. Tato sloucenina reverzibilné inhibuje AChE, ale i BChE a vyznacuje se
dobrou dostupnosti do CNS [114, 115]. Mechanismus uéinku THA vykazuje
komplexnéjsi charakter, nebot’ kromé ovlivnéni cholinergni transmise, byl popsan i
napétoveé zavisly u€inek THA s afinitou k NMDAR. AvSak v porovnani s jinymi
validovanymi 1é¢ivy ovliviiujici NMDAR je tento u¢inek nizsi [115, 116]. Rada studii

rovn&Z poukazuje na schopnost této molekuly inhibovat obé izoformy enzymu MAO
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[116-119]. Z dGvodl nezadoucich ucinkti (hepatotoxicita, gastrotoxicita), vSak byla

tato sloucenina v roce 2013 definitivné stazena z trhu [114].

2.4.1.2 Donepezil

Donepezil je vysoce selektivni reverzibilni [AChE. Prvni schvaleni pro
symptomatickou 1é¢bu AD probéhlo v roce 1996 v USA. Donepezil ziskal schvaleni
naptiklad v USA, Kanad¢ nebo Japonsku i pro pacienty v tézkém stadiu AD, avSak
v Evropskeé unii je pouzivan pouze pro 1€cbu mirné az stiedné t¢zké formy AD [120,
121]. Nezadouci ucinky pii pouzivani tohoto 1é¢iva byvaji obvykle mirné, prechodné
a vymizi béhem pokracujici 1écby bez nutnosti pravy davky. Tyka se to predevsim
gastrointestinalnich nezadoucich Uc¢inkt, jako je nevolnost, priijem nebo zvraceni.
Déle se mlze objevit nespavost, nava, anorexie, zavraté, ztrata hmotnosti, uzkost,

synkopa ¢i svalové kiece [122, 123].

2.4.1.3 Rivastigmin

Rivastigmin patii do skupiny karbamath. Jednd se o UCinny
pseudo-ireverzibilni nekompetitivni inhibitor AChE i BChE. Do klinického uzivani
byl poprvé uveden v roce 2000 (FDA) pro 1écbu mirné az stiedné tézké formy AD
[124]. Vyvoj rivastigminu vzeSel z nutnosti vyvoje nového IAChE, ktery bude mit
vyssi klinickou ucinnost a lepsi farmakokinetické a farmakodynamické vlastnosti ve
srovnani s predchozimi slouceninami. V¢asné podani tohoto 1é¢iva maximalizuje
pozitivni vliv na kognitivni funkce [124—127]. NejvyraznéjSimi nezadoucimi ucinky
rivastigminu jsou gastrointestinalni piihody, které postupné vymizi pfi titrovani davky

a uzivani lé€iva s jidlem [125].

2.4.1.4 Galantamin

Galantamin je selektivni reverzibilni IAChE. Poprvé byl izolovan z cibulek a
kvéth Galanthus woronowii. Poprvé byl schvalen v USA ve stejném roce jako
rivastigmin, a to pro symptomatickou 1é¢bu lehké az stiedné té¢zké formy AD [114].
Zajimava biologicka aktivita tohoto 1é¢iva v kombinaci s jeho omezenou dostupnosti
z ptirodnich zdroji vedla ke zvySenému zdjmu o syntézu této slouceniny. Za timto

ucelem bylo vyvinuto prolécivo galantaminu zndmé jako Memogain (Gln-1062).
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Memogain se v mozku enzymaticky $tépi na galantamin a jeho biologicka dostupnost
v CNS je az 15krat vyssi nez u ekvivalentni davky galantaminu. Diky tomu dochazi k
vyrazn€j§imu kognitivnimu zlepSeni u pacienti trpicich AD. Dale pouziti tohoto
proléciva vede k niz§imu vyskytu gastrointestinalnich nezadoucich t¢inku, které jsou

spojovany s podavanim ostatnich IAChE [114, 128, 129].

2.4.2 Antagonist¢t NMDAR
2.4.2.1 Memantin

Memantin (obrazek 14), derivat amantadinu, byl poprvé schvalen v Evropské
unii vroce 2002 pro pacienty trpicimi AD [130, 131]. Memantin ucinkuje jako
nekompetitivni, neselektivni, napétové fizeny antagonista NMDAR s nizkou az
sttedni afinitou. Pfednostné se vaze na kalciové kandly ovlddané NMDAR. Memantin
blokuje uc¢inek dlouhodobé patologicky zvySenych hladin glutamatu, ktery mize vést

k neurondlni dysfunkci [132].

NHZ NH2

amantadin memantin

Obrazek 14 Struktura amantadinu a memantinu.

Memantin se pouziva u pacientl se stfedn¢ té¢zkou az tézkou formou AD.
Pokud je memantin indikovan a pacient jiZ uziva IAChE, je doporuc¢eno pokracovat
v podévani obou lé¢iv. Kombinaéni terapie IAChE spoleéné¢ s memantinem vede
k vyrazn&jSimu zlepSeni kognitivnich funkci nez pfi samostatném uziti jednotlivych
1é¢iv. K dispozici je také fixni kombinace obsahujici memantin a donepezil v jednom
lé¢ivém pripravku. Lécba memantinem je vétSinou dobie snaSena. NejCastéjSimi
nezddoucimi uCinky byva bolest hlavy a zacpa, a proto se pro zmirnéni obtizi
doporucuje pomala titrace davkovani po dobu 4 tydnl k dosazeni cilové davky. [133,

134]
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2.4.3 Monoklonalni protilatky
V USA je z fad monoklonalnich protilatek schvalen adukanumab a lekanemab.

V Ceské republice v soucasné dobé tento typ 1€¢iv neni pouzivan.

2.4.3.1 Adukanumab

Adukanumab, monoklonalni protilatka (mAb, z angl. monoclonal antibody)
lidského imunoglobulinu gamma 1 (IgG1), selektivné cili na agregovany AP, vcetné
neuritickych plakii. Adukanumab byl v ¢ervnu 2021 v USA schvalen jako prvni
kauzalni 1é¢ivo AD a je pouZivan pro terapii mirné kognitivni poruchy nebo mirného
stadia demence [135, 136]. Nicméné zacatkem roku 2024 spole¢nost Biogen, vyrobce
této mAb, oznamila ukoneni vyroby. Dlvodem bylo rozhodnuti spole€nosti
pieorientovat své zdroje na strategické zdroje pro 1écbu AD [137]. I pfesto je GispéSny
vyvoj adukanumabu povazovan za milnik v 1é¢bé AD a v tuto chvili 1é¢ivo prochazi

schvalovacim procesem v Japonsku a Evropské unii [135, 136].

2.4.3.2 Lekanemab

Lekanemab je humanizovany IgGl, ktery plsobi proti agregovanym
rozpustnym a nerozpustnym formam AP peptidu. Pro indikaci AD byl schvéalen v USA
v lednu 2023. Lécba touto mAb je obdobné jako u adukanumabu zahéjena u pacientii
s mirnou kognitivni poruchou nebo mirnym stadiem demence a s potvrzenou
pritomnosti patologie AP. Lekanemab prochazi schvalovacim procesem v Evropské
unii, Japonsku a Cing, pfi¢emz klinicky vyvoj probiha v nékolika dalsich zemich po

celém svéte. [138]

2.4.4 Oligomanat sodny

Slouc¢enina GV-971, téZ znama jako oligomanat sodny (obrazek 15), je
oligosacharid ziskany z moiskych fas, ktery byl schvalen v Cing& v listopadu 2019 pro
1écbu mirného az stiedné t€zkého stadia AD. Pro schvéleni 1é¢iva v USA, potazmo

v Evropské unii, musi byt proveden dalsi vyzkum, aby byla definitivné potvrzena jeho

ey ee

by méla byt dokoncena roku 2026. [139]
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Oligomanat sodny cili na stfevni mikrobiom, av§ak Gplny mechanismus G¢inku
zustava stale nejasny [140]. V posledni dobé stale vice studii naznacuje souvislost mezi
stievni dysbidzou a progresi AD. Pomoci AD mysich modelt bylo zjisténo, ze béhem
progrese AD vede zména slozeni stfevniho mikrobiomu k periferni akumulaci
fenylalaninu a izoleucinu, coz stimuluje diferenciaci a proliferaci prozanétlivych T
pomocnych 1 bunék. Tyto buiikky se nasledné¢ v CNS podileji na aktivaci mikroglii.

Tento proces pak miuiZe pfispet k rozvoji neurozanétu spojenému s AD [141-143].

n=1~9; m=0,1,2; m'=0,1

Obrazek 15 Struktura oligomandtu sodného.
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3 CILPRACE

Cilem diplomové prace byla syntéza novych chinazolinovych derivati
potencidln¢ vyuzitelnych jako terapeutika AD s inhibi¢nim ufinkem vacéi ChE,
NMDAR a MAO-A/B. Pted vlastni experimentalni praci byly in silico predikovany
vlastnosti navrzenych molekul. Diraz byl kladen na ADME (absorpce, distribuce,
metabolismus, exkrece) a fyzikdlné-chemické vlastnosti. Vlastni prace zahrnovala
chemickou syntézu. Pfipravené slouceniny byly popsany dostupnymi analytickymi
metodami jako je bod tani, NMR (nukledrni magnetické resonance), HRMS
(hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim, z angl. high resolution mass
spectrometry) a LC-MS (kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii,
z angl. liquid chromatography—mass spectrometry). Prace zahrnuje téz vysledky
biologického testovani, které bylo provadéno kolegy z Katedry toxikologie a vojenské
farmacie (Vojenska I¢karskd fakulta, Univerzity obrany) a Centra biomedicinského

vyzkumu (Fakultni nemocnice Hradec Kralové).
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Navrh novych slou¢enin kombinujici afinity ChE, NMDAR a
MAO-A/B

Podkladem pro syntézu novych molekul byl navrzeny skelet obsahujici dva
zakladni farmakofory (obrazek 16). Prvnim je 4-aminochinazolin, ktery urcuje
afinitu k enzymim ChE a NMDAR [144]. Druhym je N-methylpropargylamin, ktery
umoziuje inhibici enzymi MAO-A/B [145].

4—-Aminochinazolinovy farmakofor byl strukturné odvozen od molekuly THA.
Tato sloucenina reverzibilné inhibuje enzym AChE a BChE [114, 115], ob¢ izoformy
enzymu MAO [116] a vykazuje t€Z nizkou afinitu k podjednotce GluN1/GluN2A a
GluN1/GIuN2B NMDAR [115, 116]. V soucasné dobé se THA jiz nepouziva kvili
jeho hepatotoxicité. THA podléha prvnimu prichodu jatry, kdy hlavni metabolickou
cestou je hydroxylace prostfednictvim enzymu cytochromu P450. Dochdzi ke vzniku
hydroxyderivatl, znichz nejvice toxickym metabolitem je 7-hydroxytakrin
(7-OH-THA), prekurzor chinon methidu. Chinon methid je vysoce reaktivni
sloucenina, kterd vyvazuje glutathion, ¢imz snizuje odolnost viici OS [146]. Po stazeni
THA z trhu byla snaha syntetizovat nové slouceniny s takrinovym jadrem, avSak
s vys§i ucinnosti a lepSim bezpecnostnim profilem [114]. Na zaklad¢ pozitivnich
vysledkii pfipravenych latek odvozenych od struktury THA jak in vitro, tak in vivo
[147—-149] a vysoké UcCinnosti se prokazalo, ze takrinovy skelet je idedlnim vychozim
bodem pro navrhovani a dosahovani ucinnych a selektivnich ligandi [114]. Mezi
znamé derivaty THA patfi napt. 7-methoxytakrin (7-MEOTA), ktery uc¢inné
antagonizuje podjednotku GIuN1/GluN2A NMDAR. Tato slou¢enina byla
povazovana za méné toxicky derivat THA. Dle neddvnych studii vSak bylo zjisténo,
ze metabolismem této latky vznika toxicky metabolit 7-OH-THA v jesté vétsi mife nez
u THA [115, 119, 146, 150]. Dal$im derivatem je 6-chlorotakrin, ktery patii mezi
nejaktivnéjsi TAChE [151]. Sloucenina 7-fenoxytakrin téz vykazuje silnou a
vyvazenou inhibici vi¢i AChE a selektivné antagonizuje ucinek na podjednotce

GluN1/GluN2B NMDAR [152].
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Obrazek 16 Design novych sloucenin chinazolinového skeletu kombinujici ChE,
inhibicni viastnosti viici MAO-A/B a NMDAR antagonismus. Prevzato a upraveno z

literatury [54].

Vhodnou modifikaci 4-aminochinazolinového skeletu lze docilit zvysené
aktivity smérem k ChE ¢i NMDAR. Ze zvazovanych obmén se jednd o oblast v
aromatické Casti v poloze 6 nebo 7 chinazolinového jadra elektrondonorovymi (EDG,
z angl. electron-donating group), nebo elektronakceptorovymi skupinami (EWG,
z angl. electron-withdrawing group). Dal§i moznosti je substituce halogenu na
primarni amin v poloze 4 zékladniho skeletu. Aromaticka substituce ma zasadni vliv
na aktivitu ChE, selektivitu (AChE vs. BChE) a profil toxicity [119, 151, 153]. Jedna
se napiiklad o zavedeni methoxy skupiny do pozice 6 chinazolinového heterocyklu,
kterad odpovida 7-MEOTA [119]. Dalsim piikladem aromatické substituce je zavedeni
atomu chloru do polohy 7 chinazolinového jadra, ktera je analogicka 6-chlorotakrinu
[151]. Dale se mohou misto substituovaného chloru na aminoskupiné v pozici 4
chinazolinového skeletu pfipojit kratké alifatické fetézce nebo alicyklické

substituenty, které¢ by mély zvysit aktivitu vii¢i ChE [154]. K nédvrhu novych molekul

39



také ptispély vysledky z nedavné studie, kdy substituci v aromatické oblasti, napiiklad
pfipojenim objemnych skupin na pozici 7 takrinového skeletu (analogické k pozici 6
chinazolinové struktury), byla zvySena jak afinita k NMDAR, tak selektivita k
podjednotce GluN1/GluN2B oproti GIluN1/GIuN2A [152].

Naproti tomu 1é¢iva obsahujici N-propargylaminovy (rasagilin, ladostigil) ¢i
N-methylpropargylaminovy (selegilin) fragment se uplatituji jako vysoce u¢inné a
selektivni ireverzibilni IMAO-A/B. Bylo prokazéano, Ze alifatické aminy s pfimym
fetézcem jsou snadno metabolizovany enzymy MAO s pomérné vysokou afinitou [96,
97]. V ramci piedlozené diplomové prace byla do vyslednych molekul zavedena
N-methylpropargylaminova skupina do polohy 2 chinazolinového skeletu. Tato pozice
je vhodna pro substituci alifatickymi skupinami, jako jsou naptiklad bicyklické kruhy
typické pro vysoce aktivni a AChE selektivni huprinové derivaty [155] nebo chirélni

terpenické slouceniny [157].

40



4.2  In silico predikce farmakokinetickych a fyzikalné-chemickych
vlastnosti

Nové€ navrzené slouceniny byly nejprve hodnoceny z pohledu jejich peroralni
a CNS dostupnosti. Tyto vlastnosti jsou dilezité pro navrhovani novych 1éciv jako
potencidlnich terapeutik pfi 1écbé AD. Za timto ucelem byly u navrzenych
chinazolinovych derivati I-III/6a-6h (tabulka 1) in silico predikovany ADME
vlastnosti a podobnost 1éCiv, kterd kvalitativné hodnoti perordlni biodostupnost na
zéklad€ podobnosti strukturnich nebo fyzikalné-chemickych vlastnosti s referenénimi
slouc¢eninami [157, 158]. Jako referenc¢ni 1é¢iva s prokdzanou dostupnosti do CNS a
znamym profilem ADME byly pouzity THA a memantin [119, 159, 160]. U
navrzenych derivati byla popsana lipofilita, velikost, polarita, rozpustnost, nasycenost
a pocet volnych rotovatelnych vazeb slouCeniny. K predikci gastrointestinalni
absorpce a prostupu pires HEB byla pouzita metoda BOILED-Egg. Bylo také
vypocitano tzv. HEB skore, které ptedpovida potencidlni prostup pires HEB [119]. Dale
byl aplikovan screening k vylouceni tzv. PAINS (angl. pan-assay interference
compounds). PAINS je skupina chemickych sloucenin, které maji schopnost
nespecificky interagovat s riznymi biologickymi cili. Z této definice vyplyva, ze
takové slou¢eniny mohou mit fadu nezddoucich ucinki. VEasné odhaleni takovychto
molekul je kli¢ové v ranych fazich vyvoje 1é¢iv [161].

S vyjimkou sloucenin I-6a a II-6a lze usuzovat, ze derivaty I-1II/6a-6h jsou
vhodné pro syntézu a biologické stanoveni. Latky in silico vykazuji dobrou
rozpustnost ve vod¢, vysokou peroralni biologickou dostupnost, vhodnou absorpci a

distribuci ptes HEB. NavrZené slouceniny nespadaji do kategorie PAINS.
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Tabulka 1 Souhrnny prehled navrzenych chinazolinovych derivatii I-I1l/6a-6h
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4.3 Syntéza novych chinazolinovych derivati

Navrhované derivaty I-III/6a-6h byly piipraveny dvoukrokovou syntézou

podle schématu zobrazeného na obrazku 17.

Cl R?

5 5
S Ry B
0 2 0
78/N/CI 78/N/CI

5 5 R
RS eIN oa
| |
AN NG ™F —
8 N "‘1/\ 8 ;\/N

2

I:Ry=H
4a-h I-lll/5a-h

Il: Ry = 7-Cl @ L _

lll: Ry = 6-OCH3
1-6g: R? = cyklopropylamin I; W/6a: R2 = NH,
1-6h: R? = cyklohexylamin I; I/6b: R? = methylamin
1-6e: R? = butylamin I; IW6c: R? = ethylamin
1l-6a: R? = NH, 1-l/6d: R? = jso-propylamin
1I-6b: R? = methylamin 1-6e: R? = butylamin

- lll-6¢: R? = ethylamin I; IW6f: R? = 2-methoxyethylamin
2 ll-6e: R? = butylamin

4a: 4b: 4c: 4d: 4e: 4f:  4g: 4h:

111-6f: R2 = 2-methoxyethylamin

Il; 1I/6g: R? = cyklopropylamin
Il; /6h: R? = cyklohexylamin

NH3 lTle NH, NH; NH, NH, NH; NH;

O\
Obrazek 17 Syntéza chinazolinovych derivatii I-IIl/6a-h. i) acetonitril (10 ml), DIPEA
(2 ekv.), t =25 °C, p = 101 325 Pa, 30 minut az 5 dni. ii) N-methylpropargylamin (6
ekv.), acetonitril (5 ml), t = 130 °C, p = 101 325 Pa, 60 minut az 4 dny.

4.3.1 Priiprava meziprodukti I-111/5a-5h

Prvni krok zahrnoval nukleofilni substituci komercné dostupnych aromaticky
substituovanych dichlorchinazolint (I-III) v pfitomnosti primarniho aminu (4a-h). Do
50ml banky byl vlozen derivat dichlorchinazolinu (I-IIT) (2,5 mmol; 1,0 ekv.). Poté
bylo ptidano rozpoustédlo acetonitril (10 ml) a DIPEA (N, N-diisopropylethylamin)
(2,0 ekv.). Nasledn¢ byl k reakéni smési pfidan primdrni amin (4a-h) (2,7 mmol; 1,1
ekv.). Reak¢éni smés byla michdna pfi laboratorni teploté po dobu 1 hodiny az 5 dni
v zavislosti na reaktivité¢ vychozich latek. Reakce probéhla selektivné do polohy 4
chinazolinového skeletu. Po dokonceni reakce, kterd byla pozorovana pomoci
chromatografie na tenké vrstvé (TLC, z angl. thin layer chromatography), bylo na
vakuové odparce odpateno rozpoustédlo. Surovy meziprodukt I-ITI/5a-h byl ptecistén
pomoci flash chromatografie s pouZitim mobilni faze petrolether : ethylacetat v
poméru 7 : 3. Ziskané slouceniny byly charakterizovany pomoci 'H a '3C NMR.

Charakterizace jednotlivych slou€enin je uvedena v kapitole 6.1.
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4.3.2 Priprava finalnich sloucenin I-1I1/6a-6h

V druhém kroku byl vznikly meziprodukt I-ITI/5a-5h (1,0 ekv.) vlozen do
50ml bailky a rozpuStétn v acetonitrilu (10 ml). Nasledné¢ byl piidan
N-methylpropargylamin (6 ekv.). Reakéni smés byla zahiivana na 130 °C po dobu 1
hodiny az 4 dnl v zavislosti na reaktivité vychozich latek. Reakce téZ probihala
mechanismem nukleofilni aromatické substituce. Na vakuové odparce bylo odpaieno
rozpoustédlo a surovy produkt I-III/6a-h byl piecistén pomoci flash chromatografie
za pouziti mobilni faze dichlormethan : methanol : 25% vodny amoniak v poméru
20:1 : 0,1. Substituované derivaty I-IIl/6a-h byly ziskany jako volné baze ve
vytézcich 21-87 % a néasledné charakterizovany pomoci 'H a '>*C NMR a HRMS. Na
zéklad¢ charakterizace derivati I-111/6a-h, uvedené v kapitole 6.2., bylo potvrzeno, ze
u vSech sloucenin, s vyjimkou I-6g; I-6h; II-6e; I11/6a-6¢; I11/6e-6f, dochazelo k
intramolekularni cyklizaci ptislusného N-methylpropargylamino-chinazolinového
derivatu. Tvorba vzniklého tricyklického produktu byla ovéfena pomoci pokrocilych
2D NMR technik. Derivaty I1-6b, I1-6f, ITI-6a, II1-6b, I11-6d a I1I-6e byly izolovany
jako smési produkta v riiznych pomérech, které mély stejny retencni faktor. V kapitole
6.2 jsou uvedeny zaznamy 'H a '>C NMR spekter pro majoritni produkty vzniklé v

téchto smeésich.
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4.4 Biologické testovani

4.4.1 Stanoveni inhibi¢ni aktivity enzymi AChE a BChE in vitro

U nové¢ syntetizovanych chinazolinovych derivati I-III/6a-6h, s vyjimkou
I1-6b a II-6f (derivaty nebyly smési zacyklenych a nezacyklenych produktl), byla
testovana inhibicni aktivita vici enzymim AChE a BChE. Hodnoty ICso (polovina
maximalni inhibi¢ni koncentrace) vSak nebyly stanoveny, protoze testované
slouceniny pfi1 koncentraci 1 uM inhibovaly enzymy maximalné z 15 %. Metodika,

jakou byla data métena, je popsana v literatuie [162—164].
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4.4.2 Stanoveni inhibi¢ni aktivity NMDAR in vitro

Dale byl zkoumdn antagonisticky uc¢inek novych derivati na NMDAR
konkrétn¢ na podjednotku GluN1/GluN2B [165]. Derivaty I-I11/6a-6h, s vyjimkou II-
6b a II-6f, byly testovany v koncentraci 10 uM v pfitomnosti agonisty a koagonisty
(L-glutamat a glycin) NMDAR a jako referen¢ni slouceniny byly pouzity memantin a
7-MEOTA. Vsechny testované derivaty vykazovaly antagonistickou aktivitu vici
podjednotce GluN1/GluN2B NMDAR. Tato aktivita je vyjadiena jako relativni
inhibice (RI), tedy jako procentudlni mira, jakou dana sloucenina inhibuje aktivitu
receptoru. RI pro jednotlivé derivaty se pohybovala v rozmezi od ~18 do ~ 63 % a
nejucinnéjSim z nich byl I1-6h (tabulka 2). Memantin za téchto podminek vykazoval
~95% a 7-MEOTA ~60% RI. Nové ptipravené chinazolinové derivaty maji dobrou
inhibi¢ni aktivitu viici NMDAR, avSak v mensi mife oproti referencni latce. Metodika,

jakou byla data métena, je popsana v literatuie [166—168].

Tabulka 2 Relativni inhibice (RI, %) nejucinnéjsSich chinazolinovych derivitii a

referencnich sloucenin vuci podjednotce GluNI1/GluN2B NMDAR.

Sloucenina (10 pM)  RI, % + SEM® (n = 5-6)

I-6e 30,10 + 3,13
I-6h 49,34 £ 1,16
I1-6e 33,80 + 2,56
II-6h 63,48 + 3,46
I11-6a 18,07 £ 5,75
Memantin 94,63 + 1,07
7-MEOTA 59,98 + 2,04

podjednotka GluN1/GluN2B, -60 mV, 100% = plnd inhibice; ¢ stFedni chyba priiméru.
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4.4.3 Stanoveni inhibi¢ni aktivity a mechanismu inhibice enzymi MAO-A/B in
vitro

U finalnich sloucenin I-I11/6a-6h, s vyjimkou II-6b a II-6f, byla dale testovana
inhibi¢ni aktivita vi¢i enzymim MAO-A a MAO-B ve dvou riznych koncentracich
(1 a 10 uM). Hodnoty ICso byly stanoveny pro pét nejaktivnéjsich sloucenin, a to pro
I-6e, I-6h, II-6e, I1-6h a III-6a (tabulka 3). Jako standardy byly pouzity klorgylin
(ireverzibilni a selektivni IMAO-A) a pargylin (ireverzibilni a selektivni IMAO-B).
Enzym MAO-A byl inhibovan derivaty I-6h, I-6e, 11I-6a, a to v mikromolarnich az
submikromolarnich koncentraci s hodnotami ICso v rozmezi 0,62 — 2,60 uM. I piesto
nedosahovaly inhibi¢ni u¢innosti klorgylinu (ICso = 0,05 uM). Z hlediska inhibice
MAO-B byly nejaktivnéjSimi slouCeninami I-6h, II-6e a II-6h, avSak téz
nedosahovaly ucinnosti referencniho 1é¢iva pargylinu. Z pohledu profilu selektivity
1ze slou€eniny I-6e a III-6a tadit jako selektivni IMAO-A. Naproti tomu derivaty II-
6e a II-6h byly selektivnimi IMAO-B a slou¢enina I-6h jako jedina inhibovala obé&
izoformy MAO s preferenci k enzymu MAO-B. Celkovée se jako nejucinnéjsi inhibitor
MAO-A profiloval derivat III-6a (ICso = 0,62 uM) a nejvysSich inhibi¢nich hodnot
MAO-B dosahoval derivat II-6h (ICso = 0,33 uM). K inhibice MAO-B pravdépodobné
prispivaji objemnéjsi, nepolarni skupiny, jako jsou n-butylové nebo cyklohexylové
substituenty pfipojené k aminoskupiné v poloze 4 chinazolinového skeletu. Tento
piedpoklad je potvrzen skuteCnosti, Ze z vybranych derivati je 4-aminochinazolin
III-6a jediny, ktery nema substituci na aminoskupin€ v pozici 4 a inhibuje enzym

MAO-A.
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Tabulka 3 Inhibicni aktivita testovanych derivatii a referencnich léciv viici obéma

izoformam enzymu MAQO

ICs0 (uM) £ SD
Sloudenina SI pro MAO-B®
MAO-A*? MAO-B*
I-6e 2,60 +0,23 —¢ —c
I-6h 0,90 + 0,17 8,69 £ 0,12 0,10

II-6e —° 3,65 +0,14 —¢
11-6h ¢ 0,33 +0,02 =
I11-6a 0,62 + 0,04 —° ¢
Klorgylin 0,05 +£0,00 —° ¢
Pargylin ¢ 0,08 £ 0,01 ¢

¢ Kazda hodnota ICsy je prumér + smerodatna odchylka minimdlné tri nezavislych

experimentii; * SI = index selektivity, urcena jako ICso(MAO-A)/IC5o(MAO-B); € neurceno.

Déle byl zkouman mechanismus inhibice enzymu MAO-A u sloucenin I-6h a
III-6a a enzymu MAO-B u I-6h a II-6h. Nejprve byla ovéfena reverzibilita inhibice
(obrazek 18). Jako referen¢ni 1éCiva byly pouzity THA, klorgylin a pargylin [114].
Slouceniny I-6h a ITI-6a ptisobily jako reverzibilni IMAO, jelikoZ po dialyze téchto
sloucenin doslo k plnému obnoveni enzymové aktivity [169]. Naproti tomu latka I1-6h
vykazovala pouze ¢aste¢nou obnovu ptivodni aktivity enzymu MAO-B, kdy doslo ke
zvySeni aktivity ptiblizné o 20 %. Tento vysledek naznaluje, Ze vazba mezi
inhibitorem a enzymem u II-6h je silnéjsi nez u sloucenin I-6h a III-6a. Metodika

jakou byla data métena je popséana v literatute [170].
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Obrazek 18 Testovani reverzibility inhibice MAO-A/B u sloucenin I-6h, I11-6a a 11-6h
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4.4.4 Predikce prostupu pies HEB

U vybranych sloucenin I-6e, I-6h, II-6e, II-6h, III-6a byla predikovana
schopnost pronikat pifes HEB. K predikci byl pouzit test propustnosti pies
semipermeabilni membranu, tzv. PAMPA test, s referencnimi latkami (THA,
donepezil, rivastigmin, ibuprofen, chlorothiazid, furosemid, ranitidin, sulfasalazin),
jejichz CNS dostupnost je experimentdln¢ znama za podminek in vivo [171-
174] (tabulka 4). Na zaklad¢ ziskanych hodnot maji slouceniny I-6e, I-6h a 1I-6h
vysokou pravdépodobnost prostupu pasivni difuzi pres HEB, zatimco derivaty I1I-6a

a II-6e nikoliv, protoze nepronikly umelou bariérou simulujici HEB.

Tabulka 4 Vysledky stanoveni prostupu pres HEB u vybranych derivatii a referencnich
léciv vyjadreného jako Pe + SEM.

Pe + SEM
Sloucenina n CNS (+/-)
(x10°® cm/s)
I-6e 7,37 £ 1,22 2
I-6h 5,61 +1,01 3
I1-6e 0,90 + 0,43 2
II-6h 9,39 + 1,17 2
I11-6a 0 2
THA 5,90 +£ 0,67 8
Donepezil 21,9+2,06 6
Rivastigmin 18,7+ 2,03 4
Ibuprofen 18,0 £ 4,32 3
Chlorothiazid 1,14 £ 0,54 3
Furosemid 0,19 £ 0,07 3
Ranitidin 0,04 +0,02 2
Sulfasalazin 0,09 £ 0,05 2

n = pocet méieni; CNS (+) (vysoka predikce prostupnosti skrz HEB): Pe (X105 cm/s) > 4,0;
CNS (-) (nizka predikce prostupnosti skrz HEB): Pe (x10° cm s7') < 2,0; CNS (+/-) (nejista
prostupnost skrz HEB) Pe (<10 cm/s) od 4,0 do 2,0.
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4.4.5 In vitro antiproliferativni vlastnosti

U vybranych derivati I-6e, I-6h, II-6e, II-6h a I1I-6a byly in vitro zkoumény
antiproliferativni vlastnosti na nediferencovanych i1 diferencovanych bunécnych
liniich SH-SY5Y (Evropska sbirka ovéfenych bunéénych kultur, z angl. European
Collection of Authenticated Cell Cultures, 94030304) za pouziti MTT testu (MTT: (3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyl-tetraziolium bromid; Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO) [175-177]. Jako referencni sloucenina byl pouzit THA. Vi¢i nediferencovanym
bunkdm vykazovaly vSechny testované slouc¢eniny v mikromolérnich koncentracich
antiproliferativni uCinky. Tyto koncentrace byly vyrazné nizsi oproti standardu THA.
Nejméné cytotoxické derivaty byly I-6e a II-6e (tabulka 5).
Tabulka 5 Antiproliferativni aktivita testovanych sloucenin na nediferencovanych

bunkach SH-SY5Y vyjadrenad jako ICso = SEM.

Sloucenina ICso = SEM (uM)*

I-6e 67,95+ 0,22
I-6h 53,23 + 3,03
I1-6e 67,13 + 3,81
I1-6h 34,96 + 1,53
I11-6a 38,58 £ 0,82
THA 122,11 £ 0,02

¢ Vysledky jsou vyjadreny jako priumeér tri nezavislych méreni.

Pro testovani antiproliferativniho ucinku na diferencované kultuie SH-SYSY
byla pouzita koncentrace slouceniny odpovidajici hodnoté ICso, kterd byla zjiSténa pro
nediferencovanou linii. Vysledky jsou vyjadieny procenty viability bun¢k (obrazek
19). Derivaty I-6e, I-6h a III-6a prokazaly shodny ucinek na diferencované buiiky
jako na buniky nediferencované. Slou¢enina II-6e méla zvySenou cytotoxicitu, zatimco

u latky II-6h byl efekt na diferencované bunky niZsi.
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% Zivotaschopnosti bunék

& SRS

Obrdazek 19 Zivotaschopnost diferencovanych bunék SH-SYSY inkubovanych s
testovanymi slouceninami v koncentraci odpovidajici hodnotam ICsy (Cervena linie)

ziskanych z nediferencovanych bunék SH-SY5Y.
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5 ZAVER

AD je multifaktorialni onemocnéni, na jehoz vzniku se podili mnoho vné&jSich
1 vnitinich faktord. Dosud vyvinutd 1é¢iva se zamétuji predevsim na ovlivnéni jednoho
patologického mechanismu, coz je ptistup, ktery stdle dominuje ve vyvoji 1é¢iv. AvSak
fada komplexnich onemocnéni, jako jsou hypertenze, nadorovd onemocnéni,
schizofrenie, AD a dalsi, nelze adekvatné 1€Cit pouze cilenou lé¢bou zaméfenou na
jednu patologickou deficienci. Proto byl definovan pojem MTDL jako novy smér ve
vyvoji lé¢iv pro AD. MTDL ptedstavuje jedinou Uc¢innou latku, ktera je schopna
ovlivitovat vice patologickych aspekti soucasné. Cilem syntézy novych MTDL je
nejen zvysit ucinnost 1éCby, ale také snizit riziko nezadoucich ucinkid. Nevhodné
kombinace 1€kl ¢asto vedou k mnoha interakcim, které mohou zptsobit hospitalizaci
nebo dokonce umrti pacienta. [27, 178, 179]

Cilem ptfedkladané diplomové prace byla syntéza novych chinazolinovych
derivati potencialné vyuzitelnych jako terapeutika AD s inhibi¢nim U¢inkem viici
AChE, BChE, NMDAR a MAO-A/B [1, 2]. V ramci experimentalni ¢asti byla pro
syntézu novych molekul navrzena zdkladni struktura obsahujici farmakofor
4-aminochinazolin, ktery urcuje afinitu k enzymim ChE a NMDAR [144], a
N-methylpropargylamin, ktery umoziuje inhibici enzymi MAO-A/B [145]. Navrzené
derivaty I-1II/6a-6h, s vyjimkou I-6a a II-6a, se in silico vyznacovaly dobrou
rozpustnosti ve vode¢, vysokou peroralni biologickou dostupnosti, optimalni absorpci
a distribuci pres HEB a nespadaly do kategorie PAINS. Chemickou syntézou byla
pfipravena série novych chinazolinovych derivat s vytéZznosti 21-87 %. V prubchu
druhého kroku syntézy dochédzelo u vétSiny derivati k intramolekularni cyklizaci na
tricyklické produkty. Tento jev byl pravdépodobné zplsoben riznou reaktivitou
vychozich latek a odlisSnymi reakénimi podminkami v jednotlivych pfipadech (avSak
nespecificky v névaznosti na reakéni ¢as a teplotu). Celkem bylo izolovano pét
N-methylpropargylamino-chinazolinovych derivati a tfinact tricyklickych produkti.
Ostatnich Sest latek byly izolovany jako smés produktii. Produkt ITI-6b byl ziskéan jako
smés zacykleného produktu a vychozi latky; produkt II-6f byl izolovan jako smés
zacykleného produktu a pravdépodobné demethoxyethylového zacykleného
vedlej$iho produktu; ostatni ctyti latky (III-6a,6b,6d,6e) byly pfipraveny jako smes

nezacyklenych a zacyklenych derivati v riznych pomérech. Nové€ pfipravené
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slouceniny, s vyjimkou II-6b a II-6f, byly in vitro testovany vuci AChE, BChE a
NMDAR. U nejucinnéjsich latek (I-6e, I-6h, II-6e, I1-6h a I11-6a) byla stanovena ICso
viaci MAO-A/B. Dale byl hodnocen prostup téchto molekul pres HEB a uroven
antiproliferativniho ucinku na diferencované i1 nediferencované bunécné linii
SH-SY5Y. Celkové vysledky vyzdvihly slouc¢eninu II-6h jako nejlepsi chinazolinovy
derivat s inhibi¢cnim U€inkem vici MAO s preferenci k MAO-B, antagonismem
NMDAR, pfijatelnym profilem antiproliferativniho G¢inku a potencidlem pronikat
pres HEB. Tato diplomova prace zdiraziuje potencial MTDL a predstavuje nové

moznosti pro dalsi vyzkum v této oblasti.
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6 EXPERIMENTALNI CAST

Vsechna chemicka rozpoustédla a Cinidla byla pouzita v nejvyssi dostupné
Cistoté bez daliho ¢isténi a byla zakoupena od Sigma-Aldrich (Praha, Ceska
republika) nebo FluoroChem (Hadfield, Velk4d Britanie). Reakce byly sledovany
pomoci TLC na silikagelovych deskach (60 F254, Merck, Praha, Ceska republika) a
skvrny byly vizualizovany ultrafialovym svétlem (254 nm). Cisténi surovych produktd
bylo provedeno pomoci kolon naplnénych silikagelem (silikagel 100; 0,063-0,200
mm; 70-230 mesh ASTM, Fluka, Praha, Ceska republika) a PuriFlash GENS5 kolon,
5,250 (Interchim, Montlugon, Francie) (silikagel 100, 60 A, 230-400 mesh ASTM,
Sigma-Aldrich, Praha, Ceska republika). NMR spektra byla zaznamenana v
deuterovaném  chloroformu, deuterovaném  methanoluy, a  deuterovaném
dimethylsulfoxidu (DMSO-ds) na spektrometru Bruker Avance NEO 500 MHz
(499,87 MHz pro 'H NMR a 125,71 MHz pro '3*C NMR). Chemické posuny (5) jsou
uvedeny v ¢astech na miliony (ppm) a multiplicita spini 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 Hz. Syntetizované slouCeniny byly
analyzovany pomoci LC-MS systému sestavajiciho z ultra vysoce u¢inné kapalinové
chromatografie, Dionex Ultimate 3000 RS spojeného s Q Exactive Plus hmotnostnim
spektrometrem pro ziskdni hmotnostnich spekter s vysokym rozliSenim (Thermo
Fisher Scientific, Brémy, Némecko). Teploty tani byly méfeny pomoci automatického

zapisovace teploty tani M-565 (Buchi, Svycarsko).

6.1 Charakteristika meziproduktii I-III/5a-5h
2-chlorochinazolin-4-amin (I-5a)

Vytézek: 95 %. Hnédy viskozni olej. '"H NMR (500 MHz, DMSO-de): § 8,32
(bs, 2H); 8,23 (dd, J=8,2; 1,4 Hz; 1H); 7,83 — 7,76 (m, 1H); 7,61 (dd, J=8,4; 1,2 Hz;
1H); 7,55 — 7,48 (m, 1H) ppm; '3C NMR (126 MHz, DMSO-dj): & 164,12; 157,48;
151,30; 134,38; 126,99; 126,39; 124,36; 113,48 ppm.
2-chloro-N-methylchinazolin-4-amin (I-5b)

Vytézek: 89 %. Hnédy viskozni olej. 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds): & 8,86
— 8,75 (m, 1H); 8,22 (dd, J=8.,3; 1,3 Hz; 1H); 7,85 — 7,77 (m, 1H); 7,64 (dd, J = 8,4;
1,2 Hz; 1H); 7,58 — 7,51 (m, 1H); 3,03 (d, J = 4,0 Hz; 3H) ppm; '*C NMR (126 MHz,
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DMSO-ds): 6 161,99; 157,56; 150,50; 133,95; 127,09; 126,53; 123,39; 114,13; 28,43
ppm.
2-chloro-N-ethylchinazolin-4-amin (I-5¢)

Vytézek: 93 %. Hnédy viskézni olej. 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds): § 8,67
(t,J=5,5Hz; 1H); 8,18 (dd, J=8,3; 1,3 Hz; 1H); 7,72 (ddd, J = 8,4; 7,0; 1,3 Hz; 1H);
7,54 (dd, J = 8,4; 1,2 Hz; 1H); 7,46 (ddd, J = 8,3; 6,9; 1,2 Hz; 1H); 3,51 — 3,43 (m,
2H); 1,17 (t,J = 7,2 Hz; 3H) ppm; *C NMR (126 MHz, DMSO-dj): & 161,34; 157,56;
150,68; 133,97; 127,08; 126,43; 123,53; 114,04; 36,21; 14,44 ppm.
2-chloro-N-(propan-2-yl)chinazolin-4-amin (I-5d)

Vytézek: 75 %. Hnédy viskézni olej. '"H NMR (500 MHz, DMSO-ds): & 8,39
(d, J=17,6 Hz; 1H); 8,34 (dd, J=8,3; 1,4 Hz; 1H); 7,81 — 7,72 (m, 1H); 7,60 (dd, J =
8,3; 1,2 Hz; 1H); 7,55 — 7,48 (m, 1H); 4,52 — 4,36 (m, 1H); 1,27 (d, J = 6,6 Hz; 6H)
ppm; *C NMR (126 MHz, DMSO-ds): & 160,66; 157,55; 150,81; 133,96; 127,05;
126,28; 123,77; 113,97; 43,06; 22,23 ppm.

N-buthyl-2-chlorochinazolin-4-amin (I-5e)

Vytézek: 96 %. Hnédy viskézni olej. 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds): & 8,69
(t,J=5,5Hz; 1H); 8,27 (dd, J=8,3; 1,4 Hz; 1H); 7,78 (ddd, J=8,3; 7,0; 1,3 Hz; 1H);
7,61 (dd, J = 8,4; 1,2 Hz; 1H); 7,53 (ddd, J = 8,3; 7,0; 1,3 Hz; 1H); 3,54 — 3,47 (m,
2H); 1,69 — 1,60 (m, 2H); 1,46 — 1,30 (m, 2H); 0,93 (t, J= 7,4 Hz; 3H) ppm; '*C NMR
(126 MHz, DMSO-ds): 6 161,53; 157,56; 150,72; 133,96; 127,09; 126,42; 123,56;
114,03; 40,98; 30,82; 20,13; 14,19 ppm.
2-chloro-N-(2-methoxyethyl)chinazolin-4-amin (I-5f)

Vytézek: 98 %. Hnédy viskozni olej. '"H NMR (500 MHz, DMSO-dg): § 8,81
(t,J=5,6 Hz; 1H); 8,29 (dd, /= 8,2; 1,3 Hz; 1H); 7,80 (ddd, /= 8,3; 7,0; 1,3 Hz; 1H);
7,62 (dd, J=8,3; 1,2 Hz;1H); 7,54 (ddd, /= 8,2; 7,0; 1,3 Hz; 1H); 3,69 (q, /= 5,6 Hz;
2H); 3,59 (t, J = 5,6 Hz; 2H); 3,29 (s, 3H) ppm; *C NMR (126 MHz, DMSO-ds): &
161,68; 157,37; 150,75; 134,10; 127,12; 126,55; 123,61, 114,02; 70,13; 58,46; 41,01
ppm.
2-chloro-N-cyklopropylchinazolin-4-amin (I-5g)

Vytézek: 94 %. Hnédy viskozni olej. Produkt (I-5g) byl pouZit piimo pro dalsi
krok syntézy.
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2-chloro-N-cyklohexylchinazolin-4-amin (I-5h)

Vytézek: 91 %. Hnédy viskozni olej. Produkt (I-5h) byl pouzit pfimo pro dalsi
krok syntézy.
2,7-dichlorochinazolin-4-amin (II-5a)

Vytézek: 89 %. Hnédy viskézni olej. 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds): § 8,47
(bs, 2H); 8,26 (d, J = 8,8 Hz; 1H); 7,68 (d, /= 2,1 Hz; 1H); 7,58 (dd, J = 8,9; 2,1 Hz;
1H) ppm; *C NMR (126 MHz, DMSO-de): § 163,83; 158,65; 152,25; 139,04; 126,81;
126,50; 125,91; 112,22 ppm.
2,7-dichloro-N-methylchinazolin-4-amin (II-Sb)

Vytézek: 83 %. Hnédy viskézni olej. 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds): § 8,91
(q, J=4,6 Hz; 1H); 8,21 (d, J= 8,8 Hz; 1H), 7,67 (d, J= 2,2 Hz; 1H); 7,58 (dd, J =
8,7; 2,2 Hz; 1H); 2,99 (d, J = 4,6 Hz; 3H) ppm; '*C NMR (126 MHz, DMSO-ds): &
161,65; 158,70; 151,48; 138,58; 126,89; 126,00; 125,55; 112,89; 28,47 ppm.
2,7-dichloro-N-ethylchinazolin-4-amin (II-5¢)

Vytezek: 87 %. Hnédy viskézni olej. 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds): § 8,85
(t, J=5,4 Hz; 1H); 8,27 (d, J = 8,8 Hz; 1H); 7,67 (d, J = 2,2 Hz; 1H), 7,58 (dd, J =
8,8; 2,1 Hz; 1H); 3,53 (m, J=7.2,2.7 Hz, 2H), 1.23 (t,J= 7.2 Hz; 3H) ppm; '*C NMR
(126 MHz, DMSO-d¢): 0 161,00; 158,70; 151,67; 138,62; 126,79; 125,85; 112,79;
36,34; 36,22; 14,32 ppm.
2,7-dichloro-N-(propan-2-yl)chinazolin-4-amin (II-5d)

Vytezek: 92 %. Hnédy viskdzni olej. "H NMR (500 MHz, Methanol-da): § 8,07
— 8,02 (m, 1H); 7,46 — 7,42 (m, 1H); 7,35 (dd, J=8.8; 2,1 Hz; 1H); 4,46 (hept, J= 6,6
Hz; 1H); 1,23 (d, J = 6,6 Hz; 6H) ppm; *C NMR (126 MHz, Methanol-da): & 160,29;
158,87; 151,02; 139,20; 126,27; 124,73; 124,33; 112,01; 43,15; 20,67 ppm.
N-buthyl-2,7-dichlorochinazolin-4-amin (II-Se)

Vytézek: 96 %. Hnédy viskozni olej. "H NMR (500 MHz, Methanol-da): § 7,95
(d, J=8,8 Hz; 1H); 7,45 (d, J= 2,0 Hz; 1H); 7,34 (dd, J = 8,8; 2,1 Hz; 1H); 3,50 (t, J
=7,3 Hz; 2H); 1,63 — 1,56 (m, 2H); 1,34 (m, J= 7,4 Hz; 2H), 0,89 (t, J = 7,4 Hz; 3H)
ppm; 3C NMR (126 MHz, Methanol-da4): & 161,11; 158,86; 150,91; 139,21; 126,34;
124,78; 124,13; 112,02; 40,87; 30,56; 19,78; 12,76 ppm.
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2,7-dichloro-N-(2-methoxyethyl)chinazolin-4-amin (I1-5f)

Vytézek: 94 %. Hnédy viskozni olej. '"H NMR (500 MHz, Methanol-ds): § 7,98
(d, J=8,8 Hz; 1H); 7,48 — 7,45 (m, 1H); 7,36 (dd, J = §,8; 2,1 Hz; 1H); 3,70 (t, J =
5,5 Hz; 2H); 3,56 (t, J = 5,5 Hz; 2H); 3,29 (s, 3H) ppm; *C NMR (126 MHz,
Methanol-ds): 6 161,30; 158,67; 150,97; 139,35; 126,45; 124,84; 124,22; 112,02
69,95; 57,58; 40,73; ppm.
2,7-dichloro-NV-cyklopropylchinazolin-4-amin (II-5g)

Vytézek: 98 %. Hnédy viskozni olej. Produkt (II-5g) byl pouzit ptimo pro dalsi
krok syntézy.
2,7-dichloro-V-cyklohexylchinazolin-4-amin (II-5h)

Vytezek: 91 %. Hnédy viskézni olej. 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds): § 8,49
(d, J=17,8 Hz; 1H); 8,38 (d, J = 8,9 Hz; 1H); 7,65 (d, J= 2,2 Hz; 1H); 7,57 (dd, J =
8,8; 2,2 Hz; 1H); 4,15 — 4,02 (m, 1H); 1,93 (m, J=9,3; 3,3 Hz; 2H); 1,82 — 1,73 (m,
2H); 1,69 — 1,60 (m, 1H); 1,45 — 1,27 (m, 4H); 1,23 — 1,10 (m, 1H) ppm; *C NMR
(126 MHz, DMSO-ds): 6 160,32; 158,70; 151,84; 138,62; 126,62; 126,00; 125,91;
112,72; 50,44; 32,16; 25,6; 25,33 ppm.
2-chloro-6-methoxychinazolin-4-amin (I11-5a)

Vytézek: 85 %. Hnédy viskézni olej. 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds): & 8,17
(s, 2H); 7,66 (d, J = 2,8 Hz; 1H), 7,56 (d, J= 9,0 Hz; 1H); 7,44 (dd, J=9,1; 2,7 Hz;
1H); 3,87 (s, 3H) ppm; *C NMR (126 MHz, DMSO-ds): § 163,47; 157,52; 155,29;
146,42; 128,50; 125,17; 114,03; 103,88; 56,34 ppm.
2-chloro-6-methoxy-/VN-methylchinazolin-4-amin (I11-5b)

Vytézek: 88 %. Hnédy viskozni olej. 'H NMR (500 MHz, DMSO-dj): & 8,59
(q, J=4,6 Hz; 1H); 7,63 (d, J = 2,8 Hz; 1H); 7,55 (d, J=9,0 Hz; 1H); 7,41 (dd, J =
9,0; 2,7 Hz; 1H); 3,87 (s, 3H); 3,01 (d, J = 4,5 Hz; 3H) ppm; '*C NMR (126 MHz,
DMSO-ds): 6 161,43; 157,63; 155,39; 145,52; 128,8; 124,56; 114,66; 103,14; 56,30;
28,36 ppm.
2-chloro-N-ethyl-6-methoxychinazolin-4-amin (III-Sc)

Vytézek: 84 %. Hnédy viskozni olej. '"H NMR (500 MHz, DMSO-ds): & 8,55
(t, J=5,5Hz; 1H); 7,67 (d, J = 2,7 Hz; 1H); 7,55 (d, J = 9,0 Hz; 1H); 7,41 (dd, J =
9,1; 2,7 Hz; 1H); 3,88 (s, 3H); 3,59 — 3,50 (m, 2H); 1,25 (t, J = 7,2 Hz; 3H) ppm; *C
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NMR (126 MHz, DMSO-ds): & 160,76; 157,62; 155,38; 145,74; 128,60; 124,63;
114,57; 103,23; 56,38; 36,19; 14,54 ppm.
2-chloro-6-methoxy-/V-(propan-2-yl)chinazolin-4-amin (III-5d)

Vytézek: 90 %. Hnédy viskézni olej. 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds): & 8,22
(bs, J= 6,0 Hz; 1H); 7,73 (t, J = 3,3 Hz; 1H); 7,54 (dd, J =9,1; 3,5 Hz; 1H); 7,46 —
7,35 (m, 1H); 4,52 — 4,37 (m, 1H); 3,90 (s, 3H); 1,28 (dd, J = 6,4; 3,1 Hz; 6H) ppm;
3C NMR (126 MHz, DMSO-ds): § 160,06; 157,62; 155,35; 145,90; 128,59; 124,64;
114,50; 103,41; 56,51; 43,03; 22,37 ppm.
N-buthyl-2-chloro-6-methoxychinazolin-4-amin (III-5e)

Vytézek: 84 %. Hnédy viskézni olej. 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds): § 8,51
(t, J= 5,5 Hz; 1H); 7,68 (d, J = 2,8 Hz; 1H); 7,55 (d, J = 9,0 Hz; 1H); 7,41 (dd, J =
9,1; 2,7 Hz; 1H); 3,88 (s, 3H); 3,54 — 3,46 (m, 2H); 1,68 — 1,58 (m, 2H); 1,42 — 1,27
(m, 2H); 0,94 (t, J = 7,4 Hz; 3H) ppm; *C NMR (126 MHz, DMSO-ds): & 160,93;
157,63; 155,37; 145,76; 128,59; 124,59; 114,56; 103,26; 56,40; 40,99; 30,96; 20,18;
14,21 ppm.
2-chloro-6-methoxy-/NV-(2-methoxyethyl)chinazolin-4-amin (III-5f)

Vytézek: 93 %. Hnédy viskodzni olej. Produkt (III-5f) byl pouzit pfimo pro
dalsi krok syntézy.
2-chloro-N-cyklopropyl-6-methoxychinazolin-4-amin (II1-5g)

Vytézek: 87 %. Hnédy viskézni olej. 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds): & 8,51
(d, J=3,7Hz; 1H), 7,65 (d, J = 2,7 Hz; 1H); 7,56 (d, /= 9,1 Hz; 1H); 7,41 (dd, J =
9.,1; 2,7 Hz; 1H); 3,87 (s, 3H); 3,05 — 2,97 (m, 1H); 0,90 — 0,80 (m, 2H); 0,73 — 0,62
(m, 2H) ppm; C NMR (126 MHz, DMSO-ds): & 162,24; 157,64; 155,35; 145,68;
128,60; 124,78; 114,49; 103,21; 56,42; 24,86; 6,65 ppm.
2-chloro-N-cyklohexyl-6-methoxychinazolin-4-amin (I1I-5h)

Vytézek: 91 %. Hnédy viskézni olej. '"H NMR (500 MHz, DMSO-ds): 6 8,17
(d, J=7,8 Hz; 1H), 7,73 (d, J= 2,7 Hz; 1H); 7,54 (d, J = 9,0 Hz; 1H); 7,41 (dd, J =
9,1; 2,7 Hz; 1H); 4,16 — 4,08 (m, 1H); 3,89 (s, 3H); 1,99 — 1,92 (m, 2H); 1,83 — 1,75
(m, 2H); 1,71 — 1,64 (m, 1H); 1,46 — 1,30 (m, 4H); 1,23 — 1,13 (m, 1H) ppm; *C NMR
(126 MHz, DMSO-ds): 6 160,03; 157,62; 155,36; 145,95; 128,59; 124,66; 114,50;
103,44; 56,52; 50,26; 32,47, 25,78; 25,48 ppm.
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6.2 Charakteristika finalnich produkti I-I11/6a-6h
3-methyl-1-methyliden-1H,2H,3H,5H-imidazo[1,2-a]chinazolin-5-imin (I-62)

Vytézek: 58 %. Hnédy krystalicky prasek. Bod tani: 167 °C (rozklad). '"H NMR
(500 MHz, Methanol-ds): 6 8,13 (dd, J = 8,2; 1,4 Hz, 1H), 7,99 (dd, J = 8,6; 1,0 Hz,
1H), 7,87 - 7,79 (m, 1H), 7,46 — 7,38 (m, 1H), 5,58 (dt, J=4,1; 2,9 Hz, 1H), 5,04 (dt,
J=4,2;2,5Hz, 1H), 4,49 (t, J=2,7 Hz, 2H), 3,12 (s, 3H) ppm. *C NMR (126 MHz,
Methanol-ds): 0 164,16; 155,96; 137,65; 137,30; 136,12; 125,85; 124,97; 115,07,
110,54; 94,59; 52,77; 29,87 ppm. HRMS (ESI"): [M+H]": vypo¢itano pro Ci2Hi3Ns"
(m/z): 213,1135; nalezeno 213,1133. LC-UV Cistota 98 %.
N-[(5E)-3-methyl-1-methyliden-1H,2H,3H,SH-imidazo|[1,2-a]chinazolin-5-
yliden|methanamin (I-6b)

Vytézek: 33 %. Bily krystalicky prasek; bod tani: 163 °C (rozklad). '"H NMR
(500 MHz, DMSO-dp): 0 8,54 (dd, J=8,1; 1,5 Hz, 1H), 8,07 (dd, J = 8,6; 1,0 Hz, 1H),
7,92 — 7,84 (m, 1H), 7,56 — 7,47 (m, 1H), 5,68 — 5,64 (m, 1H), 5,13 — 5,09 (m, 1H),
4,59 (t,J=2,7 Hz, 2H), 3,17 (s, 3H), 3,14 (s, 3H) ppm; *C NMR (126 MHz, DMSO-
ds): 0 160,65; 155,58; 137,69; 136,68; 136,19; 126,14; 125,35; 115,61; 111,49; 95,52;
53,33; 31,27; 29,00 ppm; HRMS (ESI"): [M+H]": vypo¢itano pro Ci3HisN4™ (m/z):
227.1292; nalezeno 227.1288. LC-UV cistota > 99 %.
N-[(5E)-3-methyl-1-methyliden-1H,2H,3H,5SH-imidazo|[1,2-a]chinazolin-5-
yliden]ethan-1-amin (I-6¢)

Vytezek: 55 %. Hnédy krystalicky prasek; bod tani: 157 °C (rozklad). 'H NMR
(500 MHz, DMSO-ds): 0 8,64 (dd, J= 8,2; 1,4 Hz; 1H); 8,08 (dd, /=8,6; 1,0 Hz; 1H);
7,92 — 7,85 (m, 1H); 7,56 — 7,49 (m, 1H); 5,67 (q, J = 3.0 Hz, 1H); 5,13 — 5,10 (m,
1H); 4,59 (t, J = 2,7 Hz; 2H); 3,70 (q, J = 7,2 Hz; 2H); 3,16 (s, 3H); 1,29 (t, J= 7,2
Hz; 3H) ppm; '3*C NMR (126 MHz, DMSO-ds): § 160,08; 155,63; 137,72; 136,84;
136,22; 126,38; 125,27; 115,60; 111,50; 95,48; 53,33; 37,12; 31,25; 14,10 ppm;
HRMS (ESI"): [M+H]": vypo&itano pro CisHi7N4" (m/z): 241.1448; nalezeno
241.1444. LC-UV Ccistota 99 %.

N-[(5E)-3-methyl-1-methyliden-1H,2H,3H,5SH-imidazo[1,2-a]chinazolin-5-
yliden]propan-2-amin (I-6d)

Vytézek: 85 %. Hnédy krystalicky prasek; bod tani: 183 °C (rozklad). "H NMR
(500 MHz, DMSO-dk): 6 8,77 (dd, J = 8,2; 1,4 Hz, 1H), 8,08 (dd, J=8,6; 1,0 Hz, 1H),
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7,89 (ddd, J=8,5; 7,2, 1,4 Hz, 1H), 7,52 (ddd, J = 8,2; 7,2; 1,0 Hz, 1H), 5,67 (dt, J =
4,1; 2,9 Hz, 1H), 5,12 (dt, J = 4,0; 2,5 Hz, 1H), 4,68 (h, J= 6,7 Hz, 1H), 4,58 (t, J =
2,7 Hz, 2H), 3,15 (s, 3H), 1,36 (d, J= 6,6 Hz, 6H) ppm; *C NMR (126 MHz, DMSO-
ds): 0 159,41; 155,62; 137,72; 136,92; 136,23; 126,69; 125,14; 115,54; 111,43; 95,50;
53,34; 44,72; 31,26; 21,78 ppm; HRMS (ESI"): [M+H]": vypo¢itano pro CisHioNs"
(m/z): 255,1605; nalezeno 255,1600. LC-UV C¢istota 94 %.
N-[(5E)-3-methyl-1-methyliden-1H,2H,3H,SH-imidazo|[1,2-a]chinazolin-5-
yliden]butan-1-amin (I-6e)

Vytézek: 71 %. Hnédy krystalicky prasek; bod tani: 135 °C (rozklad). '"H NMR
(500 MHz, Methanol-ds): ¢ 8,15 (dd, J = 8,2; 1,4 Hz, 1H); 7,99 (dd, J = 8,6; 1,0 Hz,
1H), 7,84 — 7,77 (m, 1H), 7,46 — 7.39 (m, 1H); 5,57 (dt, J=4,1; 2,9 Hz, 1H); 5,04 (dt,
J=4,1; 2,5 Hz, 1H); 4,51 (t, J= 2,7 Hz, 2H); 3,67 (t, J = 7,3 Hz, 2H); 3,15 (s, 3H),
1,72 — 1,63 (m, 2H); 1,42 — 1,33 (m, 2H); 0,91 (t, J= 7,4 Hz, 3H) ppm; '*C NMR (126
MHz, Methanol-ds): 6 160,75; 155,74; 137,61; 136,86, 135,50; 124,99; 124,81;
115,15; 111,22; 94,53; 52,82; 41,68; 30,29; 29,90; 19,80; 12,71 ppm; HRMS (ESI"):
[M+H]": vypoé¢itano pro CisH2iN4™ (m/z): 269,1761; nalezeno 269,1755. LC-UV
Cistota 99 %.
Potvrzeni struktury I-6e 2D NMR technikou
I-6e

'H NMR (500 MHz, CD;0OD) & 8,27 (1H, dd, J=8,4 Hz, J=1,2 Hz, H6), 8,09
(1H, dd, J=8,4 Hz, J=1,2 Hz, H9), 7,91 (1H, ddd, J=8,4 Hz, J=7,3 Hz, J=1,2 Hz, HS),
7,53 (1H, ddd, J=8,4 Hz, J=7,3 Hz, J=1,2 Hz, H7), 5,68 (1H, td, J=4,1 Hz, J=2,7 Hz,
CHb), 5,15 (1H, td, J=4,1 Hz, J=2,7 Hz, CHa), 4,62 (2H, t, J=2,7 Hz, H2), 3,78 (2H, ,
J=7,3 Hz, H1"), 3,26 (3H, s, CH3), 1,83-1,74 (2H, m, H2"), 1,53-1,42 (2H, m, H3"),
1,02 3H, t, J=7,3 Hz, H4").
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13C NMR (125 MHz, CD;0D) & 162,1 (C5), 157,1 (C3a), 139,0 (C1), 138,2
(C9a), 136,9 (C8), 126,4 (C7), 126,2 (C6), 116,5 (C9), 112,6 (C5a), 95,9 (=CH>), 54,2
(C2), 43,1 (C1°), 31,7 (C27), 31,3 (CH3), 21,2 (C3"), 14,1(C4").

2-methoxy-N-[(5E)-3-methyl-1-methyliden-1H,2H,3H,SH-imidazo[1,2-
a]chinazolin-5-yliden]ethan-1-amin (I-6f)

Vytézek: 57 %. Hnédy krystalicky prasek; bod tani: 154 °C (rozklad). '"H NMR
(500 MHz, DMSO-dp): ¢ 8,67 — 8,63 (m, 1H); 8,09 (dd, J = 8,6; 1,0 Hz, 1H); 7,92 —
7,87 (m, 1H); 7,56 — 7,50 (m, 1H); 5,68 (dt, J=4,0; 2,9 Hz, 1H); 5,12 (dt, J=4,1; 2,5
Hz, 1H); 4,59 (t, J = 2,7 Hz, 2H); 3,85 (t, J = 5,7 Hz, 2H); 3,68 (t, J = 5,6 Hz, 2H);
3,31 (s, 3H); 3,16 (s, 3H) ppm; *C NMR (126 MHz, DMSO-ds): 6 160,69; 155,58;
137,71; 136,89; 136,37; 126,40; 125,34; 115,64; 111,41; 95,63; 69,61; 58,44; 53,37,
41,69; 31,27 ppm; HRMS (ESI"): [M+H]": vypoéitano pro C;sHioNsO" (m/z):
271,1481; nalezeno 271,1551. LC-UV Cdistota 95 %.
N4-cyklopropyl-N2-methyl-N2-(prop-2-yn-1-yl)chinazolin-2,4-diamin (I-6g)

Vytézek: 69 %. Zluty krystalicky prasek; bod tani: 189 °C (rozklad). '"H NMR
(500 MHz, Chloroform-d): ¢ 7,44 — 7,42 (m, 2H); 7,37 — 7,34 (m, 1H); 6,99 — 6,95 (m,
1H); 4,58 (d, J = 2,4 Hz; 2H); 3,24 (s, 3H); 2,92 — 2,87 (m, 1H); 2,09 (t, J = 2,4 Hz;
1H); 0,85 —0,79 (m, 2H); 0,59 — 0,54 (m, 2H) ppm; '*C NMR (126 MHz, Chloroform-
d): 6 160,92; 159,01; 152,20; 132,41; 126,21; 121,00; 120,53; 113,36; 110,33; 80,88;
70,56; 38,30; 34,13; 24,13; 7,19 ppm; HRMS (ESI"): [M+H]": vypocitano pro
CisH17N4" (m/z): 253,1448; nalezeno 253,1444. LC-UV ¢istota 99 %.
N4-cyklohexyl-N2-methyl-N2-(prop-2-yn-1-yl)chinazolin-2,4-diamin (I-6h)

Vytézek: 72 %. Bily krystalicky prasek; bod tani: 174 °C (rozklad). 'H NMR
(500 MHz, DMSO-ds): 0 8,09 (dd, J=8,2; 1,4 Hz, 1H); 7,62 (d, /= 7,4 Hz, 1H); 7,53
— 7,47 (m, 1H); 7,29 (dd, J = 8,4; 1,2 Hz, 1H); 7,10 — 7,03 (m, 1H); 4,48 (d, J=2,4
Hz, 2H); 4,10 — 4,02 (m, 1H); 3,13 (s, 3H); 3,05 (t, /= 2,4 Hz, 1H); 2,06 — 1,99 (m,
2H); 1,84 — 1,75 (m, 2H); 1,69 — 1,62 (m, 1H); 1,40 — 1,33 (m, 4H); 1,25 — 1,14 (m,
1H) ppm; *C NMR (126 MHz, DMSO): § 159,44; 159,07; 152,20; 132,70; 125,55;
123,45; 120,84; 111,00; 81,54; 73,67; 50,30; 38,13; 34,34; 32,45; 25,95; 25,61 ppm.
HRMS (ESI"): [M+H]": vypo&itano pro CigH23N4" (m/z): 295,1918; nalezeno
295,1913. LC-UV Cistota 98 %.
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8-chlor-3-methyl-1-methyliden-1H,2H,3H,5 H-imidazo[1,2-a]chinazolin-5-imin
(I1-6a)
Vytézek: 29 %. Zluty krystalicky prasek; bod tani: 169 °C (rozklad). "H NMR

(500 MHz, Methanol-ds): ¢ 8,04 (d, J = 8,6 Hz; 1H); 7,76 (d, J= 1,9 Hz; 1H); 7,29
(dd, J = 8,6; 1,9 Hz; 1H); 5,36 — 5,32 (m, 1H); 4,93 — 4,90 (m, 1H); 4,36 (t, J = 2,6
Hz; 2H); 3,03 (s, 3H) ppm; *C NMR (126 MHz, Methanol-ds): 6 162,62; 154,68;
140,28; 137,70; 137,48; 127,90; 124,61; 114,25; 112,34; 92,82; 52,49; 29,77 ppm,;
HRMS (EST): [M+H]": vypocitano pro Ci2Hi2CINs"™ (m/z): 247,0745; nalezeno
247,0742. LC-UV Ccistota 96 %.
N-[(5E)-8-chlor-3-methyl-1-methyliden-1H,2H,3H,5H-imidazo[1,2-a]chinazolin-
5-yliden]methanamin (II-6b)

Vytézek: 55 % jako smés s vychozi latkou. Hnédy krystalicky prasek. 'H NMR
(500 MHz, Methanol-ds): ¢ 8,16 (d, J = 8,7 Hz, 1H), 8,03 (d, J = 1,9 Hz, 1H), 7,53
(dd, J=8,7; 1,9 Hz, 1H), 5,64 — 5,60 (m, 1H), 5,17 (dt, J = 4.,4; 2,5 Hz, 1H), 4,61 (t,J
=2,7 Hz, 2H), 3,26 (s, 3H), 3,25 (s, 3H), ppm.
N-[(S5E)-8-chlor-3-methyl-1-methyliden-1H,2 H,3H,5SH-imidazo[1,2-a]chinazolin-
5-yliden]ethan-1-amin (II-6¢)

Vytézek: 83 %. Hnédy krystalicky prasek; bod tani: 189 °C (rozklad). 'H NMR
(500 MHz, Methanol-ds): ¢ 8,13 (d, J = 8,7 Hz, 1H), 7,93 (d, J = 1,8 Hz, 1H), 7,43
(dd, J=8,7; 1,9 Hz, 1H), 5,52 (dt, J=4,3; 2,9 Hz, 1H), 5,07 (dt, J=4.4; 2,5 Hz, 1H),
4,51 (t,J=2,7 Hz, 2H), 3,70 (q, /= 7,2 Hz, 2H), 3,15 (s, 3H), 1,27 (t,J=7,3 Hz, 3H)
ppm; *C NMR (126 MHz, Methanol-ds): 6 160,06; 155,72; 141,61; 137,70; 137,25;
126,56; 125,22; 114,85, 110,05; 94,96; 52,84; 37,07, 29,97; 12,49 ppm; HRMS (ESI"):
[M+H]": vypoéitano pro Ci4HisCIN4O" (m/z): 275,1058; nalezeno 275,1054. LC-UV
Cistota 95 %.
N-[(5E)-8-chlor-3-methyl-1-methyliden-1H,2H,3H,5 H-imidazo[1,2-a]chinazolin-
5-yliden]propan-2-amin (I1I-6d)

Vytézek: 44 %. Zluty krystalicky prasek; bod tani: > 205 °C (rozklad). '"H NMR
(500 MHz, Methanol-ds): 0 8,23 (d, J = 8,7 Hz; 1H); 7,92 (d, J = 2,0 Hz; 1H); 7,43
(dd, J=8.,7; 1,9 Hz; 1H); 5,52 (dt, J=4,3; 2,9 Hz; 1H); 5,07 (dt, J=4,3; 2,5 Hz; 1H);
4,65 (hept, J = 6,6 Hz; 1H); 4,51 (t, J= 2,7 Hz; 2H); 3,15 (s, 3H); 1,30 (d, /= 6,6 Hz;
6H) ppm; *C NMR (126 MHz, Methanol-ds): 6 159,31; 155,67; 141,58; 137,78;
137,25; 126,74; 125,14; 114,79; 110,07; 94,93; 52,83; 44,78; 29,96; 20,28 ppm;
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HRMS (ESI): [M+H]": vypocitano pro CisHisCINs® (m/z): 289,1215; nalezeno
289,1211. LC-UV Cistota 96 %.
N4-buthyl-7-chloro-N2-methyl-N2-(prop-2-yn-1-yl)chinazolin-2,4-diamin(I1-6¢)

Vytézek: 71 %. Bily krystalicky prasek; bod tani: 213 °C (rozklad). '"H NMR
(500 MHz, Methanol-ds): ¢ 8,32 (d, J = 8,8 Hz, 1H); 8,24 (d, J = 2,0 Hz, 1H); 7,67
(dd, J = 8.8; 1,9 Hz, 1H); 7,25 (q, J = 1,3 Hz, 1H); 3,70 (s, 3H); 3,65 (t, /= 7,3 Hz,
2H); 2,74 (d, J= 1,3 Hz, 3H); 1,73 — 1,65 (m, 2H); 1,43 — 1,35 (m, 2H); 0,93 (d, J =
7,4 Hz, 3H) ppm; *C NMR (126 MHz, Methanol-ds): 6 156,57; 144,57; 140,26;
136,66; 127,32; 126,45; 122,38; 118,46; 116,63; 111,54; 41,39; 30,84; 30,27; 19,87,
12,76; 12,45 ppm; HRMS (ESI"): [M+H]": vypocitano pro CicH20CIN4" (m/z):
303,1371; nalezeno 303,1367. LC-UV C¢istota 98 %.
N-[(5E)-8-chlor-3-methyl-1-methyliden-1H,2H,3H,5H-imidazo[1,2-a]chinazolin-
5-yliden]-2-methoxyethan-1-amin (I1-6f)

Vytézek: 65 % jako smés s demethoxyethylovym zacyklenym derivatem.
Hnédy krystalicky prasek. '"H NMR (500 MHz, Methanol-d4): 6 8,11 (d, J = 8,7 Hz;
1H); 7,85 (d, J= 1,9 Hz; 1H); 7,37 (dd, J=8,7; 1,9 Hz; 1H); 5,45 (dt, J=4,2; 2,8 Hz;
1H); 5,01 (dt, J=4,2; 2,4 Hz; 1H); 4,46 (t, J = 2,7 Hz; 2H); 3,82 (t, /= 5,6 Hz; 2H);
3,61 (t, J=5,6 Hz; 2H); 3,30 (s, 3H); 3,11 (s, 3H) ppm.
(5E)-8-chlor-N-cyklopropyl-3-methyl-1-methyliden-1H,2H,3H,5SH-imidazo[1,2-
a]chinazolin-5-imin (II-6g)

Vytézek: 69 %. Zluty krystalicka prasek; bod tani: 195 °C (rozklad). '"H NMR
(500 MHz, Methanol-ds) & 7,97 (d, J= 8,6 Hz, 1H); 7,73 (d, /J=2,0 Hz; 1H); 7,22 (dd,
J=28,7;2,0 Hz; 1H); 5,31 — 5,27 (m, 1H); 4,91 — 4,85 (m, 1H); 4,37 — 4,33 (m, 2H);
3,58 — 3,50 (m, 1H); 3,07 (s, 3H); 0,81 — 0,75 (m, 2H); 0,70 — 0,64 (m, 2H) ppm; '3C
NMR (126 MHz, Methanol-ds): 6 154,19; 137,61; 137,13; 127,07; 124,26; 113,96;
91,90; 82,93; 70,13; 52,42; 29,75; 27,68; 6,02; 5,47 ppm; HRMS (ESI"): [M+H]":
vypocitano pro CisHisCIN4™ (m/z): 287,1058; nalezeno 287.1054. LC-UV ¢istota >
99 %.
(S5E)-8-chlor-N-cyklohexyl-3-methyl-1-methyliden-1H,2H,3H,5 H-imidazo|[1,2-
a]chinazolin-5-imin (II-6h)

Vytézek: 68 %. Zluta krystalicky prasek; bod tani: 191 °C (rozklad). '"H NMR
(500 MHz, Methanol-ds): 0 8,23 (d, J = 8,8 Hz; 1H); 7,92 (d, J = 1,9 Hz; 1H); 7,43
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(dd, J=8,7; 1,9 Hz; 1H); 5,51 (dt, J=4,3; 2,9 Hz; 1H); 5,07 (dt, J=4,3; 2,5 Hz; 1H);
4,51 (t, J=2,7 Hz; 2H); 4,33 — 4,24 (m, 1H); 3,14 (s, 3H); 2,00 — 1,93 (m, 2H); 1,82
— 1,76 (m, 2H); 1,68 — 1,62 (m, 1H); 1,49 — 1,32 (m, 4H); 1,25 — 1,14 (m, 1H) ppm;
3C NMR (126 MHz, Methanol-ds): 6 159,33; 155,68; 141,60; 137,79; 137,23; 126,75;
125,14; 114,78; 110,05; 94,94; 52,83; 52,14; 31,33; 29,96; 25,05; 24,92 ppm; HRMS
(EST): [M+H]": vypocitano pro CisH2CINs" (m/z): 329,1528; nalezeno 329,1523.
LC-UV Cistota 99 %.
Smés 6-methoxy-/N2-methyl-V2-(prop-2-yn-1-yl)chinazolin-2,4-diamin a 7-
methoxy-3-methyl-1-methyliden-1H,2H,3H,5H-imidazo[1,2-a]chinazolin-5-
iminu (ITI-6a) v poméru 2:1

Vytézek: 87 %. Tmaveé hnédy krystalicky prasek.
6-methoxy-/V2-methyl-V2-(prop-2-yn-1-yl)chinazolin-2,4-diamin

"H NMR (500 MHz, Methanol-ds): 6 8,36 (d, J=9,4 Hz, 1H); 7,86 (d, J=2,8
Hz, 1H); 7,62 (dd, J=9.4; 2,8 Hz, 1H); 3,99 (s, 3H); 3,78 (s, 3H); 2,83 (d, /= 1,3 Hz,
3H) ppm.
7-methoxy-3-methyl-1-methyliden-1H,2H,3H,5SH-imidazo|[1,2-a]chinazolin-5-
imin

'H NMR (500 MHz, Methanol-ds): § 7,94 (d, J = 9,3 Hz, 1H), 7,65 (d, J = 2,9
Hz, 1H), 7,43 (dd, J =9.3, 2,8 Hz, 1H), 5,55-5,50 (m, 1H), 5,02-4,97 (m, 1H), 4,47 (t,
J=2,7,2H), 3,84 (s, 3H), 3,10 (s, 3H) ppm.
6-methoxy-/N2,N4-dimethyl-N2-(prop-2-yn-1-yl)chinazolin-2,4-diamin (I1I-6b)

Vytézek: 61 %. Produkt znecistén zacyklenym derivatem. Hnédy krystalicky
prasek. 'H NMR (500 MHz, Methanol-ds4): 6 8,23 (d, J=9,4 Hz; 1H); 7,70 (d, J = 2,8
Hz, 1H); 7,48 (dd, J=9.,4; 2,8 Hz; 1H), 7,21 (q, J= 1,3 Hz; 1H); 3,89 (s, 3H); 3,71 (s,
3H); 3,15 (s, 3H); 2,72 (d, /= 1,3 Hz, 3H) ppm.
N4-ethyl-6-methoxy-/V2-methyl-N2-(prop-2-yn-1-yl)chinazolin-2,4-diamin  (III-
6¢)

Vytézek: 48 %. Zluty krystalicky prasek; bod tani: 198 °C (rozklad). '"H NMR
(500 MHz, Methanol-ds): 0 8,34 (d, J = 9,4 Hz, 1H); 7,88 (d, J = 2,8 Hz; 1H); 7,60
(dd, J=9,4; 2,8 Hz; 1H); 7,32 (q, J = 1,3 Hz; 1H); 4,02 (s, 3H); 3,84 — 3,79 (m, 5H);
2,83 (d,J=1,3 Hz; 3H); 1,43 (t,J= 7,2 Hz; 3H) ppm; '*C NMR (126 MHz, Methanol-
ds): 0158,39; 156,43; 143,48; 129,90; 122,78; 121,91; 118,21; 117,89; 114,00; 106,38;
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55,42; 36,56; 30,72; 12,68; 12,61 ppm; HRMS (ESI"): [M+H]": vypo¢itdno pro
C1sH19N4O" (m/z): 271,1554; nalezeno 271,1548. LC-UV ¢istota 96 %.
N-[(5E)-7-methoxy-3-methyl-1-methyliden-1H,2H,3H,5SH-imidazo[1,2-
a]chinazolin-5-yliden]propan-2-amin (III-6d)

Vytézek: 31 %. Produkt znecistén N-methylpropargylaminovym derivatem.
Hnédy krystalicky prasek. 'H NMR (500 MHz, Methanol-ds): § 7,94 (d, J = 9,3 Hz,
1H); 7,77 (d, J = 2,8 Hz; 1H); 7,41 (dd, J=9,3; 2,8 Hz; 1H); 5,52 (dt, J=4,1; 2,9 Hz;
1H); 4,99 (dt, J=4,1; 2,6 Hz; 1H); 4,48 (t, J = 2,7 Hz; 2H); 3,85 (s, 3H); 3,54 — 3,48
(m, 1H); 3,13 (s, 3H); 1,31 (d, J= 6,6 Hz; 6H) ppm.
N4-buthyl-6-methoxy-N2-methyl-N2-(prop-2-yn-1-yl)chinazolin-2,4-diamin
(I11-6e)

Vytézek: 83 %. Produkt znecistén zacyklenym derivatem. Hnédy krystalicky
prasek. 'H NMR (500 MHz, Methanol-ds): 6 8,25 (d, J=9,4 Hz; 1H); 7,78 (d, J = 2,8
Hz; 1H); 7,50 (dd, J=9,4; 2,8 Hz; 1H); 3,90 (s, 3H); 3,70 (s, 3H); 3,67 (t, J=7,3 Hz;
2H); 2,72 (d, J = 1,3 Hz; 3H); 1,75 — 1,68 (m, 2H); 1,43 — 1,38 (m, 2H); 0,93 (t, J =
7,4 Hz; 3H) ppm.
6-methoxy-/NV4-(2-methoxyethyl)-/V2-methyl-N2-(prop-2-yn-1-yl)chinazolin-2,4-
diamin (I11-6f)

Vytézek: 28 %. Tmaveé hnédy krystalicky prasek; bod tani: 195 °C (rozklad).
'H NMR (500 MHz, Methanol-ds): J 8,26 (d, J = 9,4 Hz, 1H); 7,80 (d, J = 2,8 Hz;
1H); 7,51 (dd, J=9,4; 2,8 Hz; 1H); 7,22 (q, 1H); 3,90 (s, 3H); 3,86 (t,J= 5,5 Hz; 2H);
3,70 (s, 3H); 3,67 (t, J = 5,5 Hz; 2H); 3,32 (s, 3H); 2,73 (d, J = 1,3 Hz, 3H) ppm; °C
NMR (126 MHz, Methanol-ds): 0 158,44; 156,87; 143,35; 130,03; 122,95; 122,04;
118,28; 117,98; 114,01; 106,43; 69,70; 57,65; 55,36; 41,28; 30,76; 20,65; ppm;
HRMS (ESI'): [M+H]": vypoéitano pro CisH21N4O2" (m/z): 301,1660; nalezeno
301,1655. LC-UV Ccistota 96 %.
(5E)-N-cyklopropyl-7-methoxy-3-methyl-1-methyliden-1H,2H,3H,5 H-
imidazo[1,2-a]chinazolin-5-imin (I11-6g)

Vytézek: 21 %. Hnédy krystalicky prasek; bod tani: 187 °C (rozklad). "H NMR
(500 MHz, Methanol-ds): 0 7,58 (d, J = 9,2 Hz; 1H); 7,52 (d, J = 3,0 Hz; 1H); 7,03
(dd, J=9,1; 3,0 Hz; 1H); 5,15 (q, J = 2,8 Hz; 1H); 4,68 — 4,63 (m, 1H); 4,23 (t, J =
2,5 Hz; 2H); 3,74 (s, 3H); 3,69 — 3,63 (m, 1H); 2,99 (s, 3H); 0,75 — 0,71 (m, 2H); 0,66
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— 0,62 (m, 2H) ppm; *C NMR (126 MHz, Methanol-ds): 6 157,07; 156,20; 153,69;
138,23; 129,95; 119,04; 118,26; 115,27, 108,49; 89,13; 54,75; 52,29; 29,67; 28,71;
6,22; 5,47 ppm; HRMS (ESI"): [M+H]": vypo¢itano pro CicH19N4sO" (m/z): 283,1554;
nalezeno 283,1550. LC-UV ¢istota 99 %.
(SE)-N-cyklohexyl-7-methoxy-3-methyl-1-methyliden-1H,2H,3H,5 H-
imidazo|1,2-a]chinazolin-5-imin (II1-6h)

Vytézek: 66 %. Zluty krystalicky pragek; bod tani: 177 °C (rozklad). "H NMR (500
MHz, Methanol-ds): 6 7,92 (d, J=9,3 Hz; 1H); 7,78 (d, J=2,8 Hz; 1H); 7,39 (dd, J =
9,3; 2,8 Hz, 1H); 5,51 (dt, J=4,1; 2,9 Hz; 1H); 4,99 (dt, J=4,2; 2,5 Hz; 1H); 4,48 (t,
J=2,7Hz; 2H); 4,34 — 4,25 (m, 1H); 3,85 (s, 3H); 3,13 (s, 3H); 2,02 — 1,95 (m, 2H),
1,83 — 1,77 (m, 2H); 1,69 — 1,62 (m, 1H); 1,52 — 1,43 (m, 2H); 1,42 — 1,32 (m, 2H);
1,24 — 1,15 (m, 1H) ppm; *C NMR (126 MHz, Methanol-ds): 6 159,55; 156,96;
155,44; 137,84, 130,99; 123,34; 116,62; 112,23; 107,48; 93,75; 55,38; 52,77; 52,12;
31,40; 29,87; 25,11; 25,02 ppm; HRMS (ESI"): [M+H]": vypocitano pro CioH2sN4sO"
(m/z): 325,2023; nalezeno 325,2019. LC-UV ¢istota 97%.
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