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Alzheimerova choroba (AD) patri medzi zadvazné neurodegenerativne ochorenia,
ktoré postihuji predovsetkym osoby starSiecho veku. Neurodegenerativne choroby sa
vacSinou prejavuju postupnym rozvojom demencie. Demencia vSak nie je sucastou
starnutia, je vzdy dosledkom patologického procesu. Ako prvy ju opisal Alois
Alzheimer. PriCiny vzniku tejto choroby nie s jasné. Na druhej strane, jednotlivé
patologické mechanizmy ochorenia a rizikové faktory st zndme. Z vySSie uvedeného
dovodu neexistuje liek, ktory by vylie€il Alzheimerovu chorobu. Kombinaciou
farmakologickych a nefarmakologickych postupov modZzeme zmiernit priznaky,

pripadne spomalit’ rozvoj demencie, ¢im sa zlepsi kvalita Zivota I'udi, ktori chorobou

trpia.

Lie¢ba vyuziva inhibitory enzymu acetylcholinesterazy (AChE) a antagonistu
N-methyl-D-aspartatovych receptorov. (NMDA). Medzi inhibitory AChE patri
donepezil, rivastigmin a galantamin. Znizenim aktivity AChE sa zaisti rovnovaha
cholinergnej transmisie, ktord je naruSend uz v skorych §tadidch ochorenia. Takrin bol
prvym lie€ivom, ktoré bolo uvedené¢ na trh k lie€be AD. V sucasnej terapii sa vSak
nevyuziva kvoli neziaducim ucinkom, hlavne hepatotoxicite. Je vSak 'ahko dostupny,
preto sa spolo¢ne s ostatnymi inhibitormi AChE stava zdkladom pre vznik novych

zlt€enin vo forme hybridov a multi-target-directed ligands (MTDLs).



V désledku patologickych procesov v priebehu AD vznika oxidacny stres, ktory
moze poskodit’ neurdny. Priznakom choroby v neskorSich $tadidch je aj zmena nalady
az depresia. Predpokladd sa, Ze produkty vznikajuce oxidaciou aminov (aldehydy,
peroxid vodika ai.) su jednou z pricin oxidacného stresu. Inhibicia monoaminooxidazy
(MAO), ktora katalyzuje oxidaciu aminov, by mohla viest' k zmierneniu depresivnych

stavov a oxidacného poskodenia nervovych buniek.

Vyuzitim designovej stratégie MTDLs vo svojej praci som sa zamerala na
syntézu novych molektl spajajicich takrinova cCast s propargylaminovou c¢astou
selegilinu (komeréne dostupny MAO inhibitor). Tieto zlu¢eniny by mali potencidlne
inhibovat’ enzymy AChE a MAO, ¢im by sa mohla zabezpecit’ dostato¢na koncentracia

neuromediatorov (acetylcholinu a katecholaminov) v mozgoch pacientov trpiacich AD.
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Alzheimer’s disease (AD) is a serious neurodegenerative disorder that affects
mainly aged people. Neurodegenerative disorders lead to dementia. However, dementia
is not a part of normal aging. It is the result of pathologigal process. Alois Alzheimer
was the first who described AD. The causes of this disease are not clear, however partial
pathological mechanisms and the risk factors are known. There is no drug for casual
treatment of AD. Nowadays, we can only slow down the symptoms or development of
dementia by combining pharmacological and non-pharmacological techniques. Such

approach could improve the quality of life of affected people.

The treatment of AD involves acetylcholinesterase (AChE) inhibitors and
N-methyl-D-aspartate receptor antagonist (NMDA). Donepezil, rivastigmine and
galantamine belong to AChE inhibitors. Decrease in AChE activity leads to balance in
acetylcholine transmission, which is disturbed in early stages of the disease. Tacrine
was the first drug launched on the market for the treatment of Alzheimer’s disease.
However, afew years later it was withdrawn due to the side effects, especially
hepatotoxicity. Tacrine is easily available, so it has become a key scaffold used in
anti-AD drugs development, especially in the form of hybrids or multi-target-directed

ligands (MTDLs).



An oxidative stress can evolve from various pathological processes and can
damage the neurons. The change of mood and depression also belong to the symptoms
of the AD in later stages. It is believed, that the products of amine oxidation (aldehydes,
hydrogen peroxide etc.) are the causes of oxidative stress. So, the inhibition of
monoamine oxidase (MAO) that catalyzes amine oxidation could relieve from the

symptoms like depression and overall oxidative damage of nerve cells.

By using MTDLs design strategy with-in my work, I have focused on the
synthesis of new molecules combining the tacrine moiety and propargylamine scaffold
of selegiline (commercially available MAO inhibitor). Potentially, these compounds
should inhibit both enzymes, AChE and MAO, ensuring thus sufficient concentration of
neuromediators (acetylcholine and catecholamines) for proper cholinergic and

monoaminergic neuro-transmission.
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2 TEORETICKA CAST
2.1 ALZHEIMEROVA CHOROBA

Alzheimerova choroba (AD) je najcastejSiu formu demencie. Ide o vekovo-
zavislé chronické neurodegenerativne ochorenie charakterizované pritomnostou
amyloidnych plakov, neurofibrilarnych uzlov, synaptickou dysfunkciou a smrtou

nervovych buniek v mozgu [1, 2].

2.1.1 Etiologia choroby

Pri¢ina vzniku tohto ochorenia nie je presne znama. Existuje vSak niekol'ko

hypotéz, ktoré vysvetl'uji vznik tejto choroby [3].
2.1.1.1 Amyloidna hypotéza

V priebehu casu sa celkovd velkost mozgu uludi s AD zmenSuje [4].
Mikroskopickym pozorovanim mozgovej tkane pacientov s AD sa zistila pritomnost’

amyloidnych plakov [5].

Amyloidné plaky st zhluky, ktoré vznikaji hromadenim amyloidného proteinu
(Ap) v extracelularnom priestore. Takto vytvorené zhluky potom zasahuji do

komunikéacie medzi neurénmi na urovni synapsii, ¢im sposobia ich smrt’ [5].
b

Ap su prirodzené produkty metabolizmu (3643 aminokyselin). Monoméry Apf4
st zastupené viac ako Aps, ktoré maju vacSiu tendenciu k agregacii. Oba dva typy
monomérov vznikaju z amyloidného prekurzorového proteinu (APP) posobenim
sekvenénych uinkov enzymov a-sekretazy, f-sekretdzy a y-sekretazy. Neamyloidné
spracovanie APP iniciuje intraceluldrna a-sekretdza. Produktom je ektodoména
(83-aminokyselinovy fragment) azvySok APP. Ektodoménovy fragment sa Stiepi
y-sekretdzou. Uvol'ni sa extracelularna p3 doména a amyloidna intracelularna doména,
ktora nie je schopna spustit’ amyloidnu kaskadu. Amyloidné spracovanie APP iniciuje
intracelularna  f-sekretaza. Produktom je kratsi zvySok APP a ektodoména
(99-aminokyselinovy fragment). Tato doména sa tiez Stiepi y-sekretazou. V tomto

pripade sa vSak uvol'ni toxicky Af a amyloidnd intraceluldrna doména [6].
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Ap samovol'ne agreguje vo viacerych formach, ktoré pozostavaji z rozpustnych
oligomérov. Niekedy moézu tieto oligoméry narast do formy nerozpustnych vlakien

a usporiadat’ tak f-skladané listy. Tie su zakladom pre vznik amyloidnych plakov [6].

Protedza neprilysin sa podiela na degradacii monomérov a oligomérov Ap.
Inzulin-degradujuci enzym tiez rozklada malé peptidy ako inzulin a monomérne Ap.
ZvysSend aktivita tychto enzymov znizi hladinu Af a zabréni tak tvorbe amyloidnych
plakov. Na druhu stranu, ich zniZzenou expresiou dochadza ku akumulacii Af v mozgu.
Ap je nachylny k agregécii aj vplyvom oxidacnych podmienok a pritomnost'ou katiénov

kovu [6].
2.1.1.2 Tau hypotéza

Okrem pritomnosti amyloidnych plakov sa v mikroskopickom preparate nasli aj
Struktary oznacené ako neurofibrilarne klbka. Obe Struktiry vznikaja aj niekol’ko rokov

predtym, nez sa objavia prvé priznaky choroby [5].

Neurofibrilarne klbka su wuzly, ktoré vznikaju hromadenim abnormalnej

hyperfosforylovanej formy proteinu tau v intracelularnom priestore nervovych buniek

[5].

Tau protein je rozpustna bielkovina, ktord sa viaze na tubuly cytoskeletu
prostrednictvom svojich domén viazucich mikrotubuly. Podpori sa tym zostavenie
a stabilita mikrotubulov. Tau fosforylacia je regulovana rovnovahou medzi kindzami
a fosfatdzami. Dochadza k nej na zvySkoch serinu, treoninu a tyrozinu v proteine tau
[6]. U pacientov s AD je tau protein pritomny v hyperfosforylovanej forme. Téato forma
tau proteinu je nerozpustnd. Chyba jej afinita k mikrotubuldm, ktoré sa kvoli tomu
destabilizuju. Hyperfosforylovany tau protein vytvara parové helikdlne vlakna
az neurofibrildrne uzly. Tieto procesy znemoZnia axondlny prenos, prenos Zivin
a esencialnych molekul, potrebnych pre mozgové bunky, ¢o modze viest' k ich smrti [5,

6].
2.1.1.3 Cholinergna hypotéza

Cholinergna tedria vychadza z predpokladu zniZenej syntézy neurotransmitera
acetylcholinu, pretoZze u pacientov s AD bola preukdzana jeho nizka koncentracia

v mozgu [7].
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Z presynaptickych neurénov a neuromuskuldrnych spojov sa acetylcholin
uvolnuje z vezikul pdsobenim urcitych impulzov. Acetylcholin, pritomny v synapticke;j
Strbine, sa viaze na receptory postsynaptického neurénu alebo svalovej bunky. Vézba na
patricny receptor sposobi aktivaciu dané¢ho proteinu, ¢o umozni vymenu i6onov vedicu

k depolarizacii [8].

Aby cholinergny neurén dostal impulz a podielal sa na rychlom prenose
informécii, musi byt acetylcholin po depolarizdcii odstraneny z receptora

a inaktivovany, aby nedoslo ku konstantnej stimulécii receptoru [9, 10].

Inaktivacia acetylcholinu (Obr. 1) je umoznend enzymom acetylcholinesteraza
(AChE, E. C. 3.1.1.7), ktory je umiestneny v synaptickej Strbine ¢i na postsynapticke;
membrane [9]. AChE hydrolyticky prerusi esterova vézbu v acetylcholine, ¢im sa
uvol'ni cholin a acetat [8]. Cholin je spétne vychytavany presynaptickym neurénom, kde
sa za pritomnosti acetyl-koenzymu A (acetyl-CoA) acholin acetyltransferazy

resyntetizuje [9].

AChE |
)I\O/\/Q\ H,0 )J\OH + HO/\/B\
Obrazok 1. Hydrolyza acetylcholinu

Cholinergna transmisia je umoznend vézbou acetylcholinu na nikotinové
a muskarinové acetylcholinové receptory. Presynaptické a7 nikotinové receptory su
nevyhnutné pre kognitivne spracovanie. Ich pocet sa vSak v priebehu AD znizuje.
Experimentalne Studie ukéazali, Ze Af sa viaZe na tieto receptory, ¢o vedie k zhorSenému
uvolfiovaniu acetylcholinu a udrziavaniu dlhodobej potencidcie. Postsynaptické
muskarinové receptory M; spojené s G-proteinom aktivuju proteinkinazu C. Ta znizi
aktivitu enzymu fosforylujuceho tau protein a vedie k neamyloidnému spracovaniu
APP. V mozgu pacientov s AD je mnozstvo M, receptorov spojenych s G-proteinom
redukované. Vysledkom tychto zmien dochadza k tvorbe Ap a hyperfosforylovaného

tau proteinu [6].

Alzheimerova choroba sa vyznacuje degeneraciou cholinergného systému
predného mozgu so stratou neurénov, depléciou neurotransmiteru acetylcholinu
a zvysenej aktivity AChE a butyrylcholinesterazy (BuChE, E. C. 3.1.1.8), ktora sa tiez

zda byt spojend s pritomnostou plakov [11]. Vznik depozit proteinu f-amyloidu je

13



navySe urychleny jeho interakciou s periférnym anidnovym miestom (PAS)

acetylcholinesterazy [12].

2.1.1.4 Oxidacny stres

U l'udi s diagnostikovanou Alzheimerovou chorobou je narusend rovnovaha
niektorych kovovych i6nov. Nerovnovaha idénov medi, Zeleza a zinku moézu viest

k zmene Struktary APP, proteinu tau a apolipoproteinu E [7].

Zvysené hladiny i6nov vedu k tvorbe reaktivnych foriem kyslika. Podporuju
agregaciu, zmeny konformadcie a fosforylaciu proteinu tau. Af sa aktivne viaze na
kationy kovov, prispieva k poskodeniu mitochondrii a urychl'uje tvorbu amyloidnych

vldken, ¢im sa stdva nachylny k agregacii [6].

Tato i6nova dysreguldcia moze sposobit’ vznik oxidacného stresu a nasledné

poskodenie mozgovych buniek [7].

V désledku patologickych procesov v priebehu AD vznikd oxidacny stres, ktory
moze poskodit’ neurdny. Priznakom choroby v neskorSich $tadidch je aj zmena nalady
az depresia. Predpokladd sa, Ze produkty vznikajuce oxidaciou aminov (aldehydy,
peroxid vodika ai.)) s jednou zpri¢in oxidaéného stresu [13]. Inhibicia
monoaminooxidazy (MAO), ktora katalyzuje oxidaciu aminov, by mohla viest k

zmierneniu depresivnych stavov a oxidacného poskodenia nervovych buniek [14].

2.1.2  Vyskyt

Vyssi vek patri medzi jeden zo zékladnych rizikovych faktorov daného
ochorenia. Vacsina l'udi trpiacich Alzheimerovou chorobou ma 65 rokov a viac [15].
AD postihuje az 6 % populacie tejto vekovej kategdrie [3]. Na druhej strane su aj
mladsi pacienti so skorym nastupom AD. Tento podtyp ochorenia sa vyskytuje hlavne

u l'udi s genetickymi mutdciami v amyloidnom proteine [15].

Viac Zien ako muZov trpi touto chorobou a inymi demenciami. Az dve tretiny
AmeriCanov s AD su Zeny. Existuje niekol’ko vysvetleni tohto javu. Jednym z nich je,
ze zeny ziju v priemere dlhSie ako muzi a vyssi vek je najvacsim rizikovym faktorom.
Iné vysvetlenie vychddza z biologickych a genetickych variabilit, ba dokonca

z rozdielnych Zivotnych skusenosti [5].
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2.1.3  Symptomy

Alzheimerova choroba je Siestou najcastejSou pri¢inou uUmrtnosti [Iudi
v Spojenych Statoch Americkych. Stdasna lie¢ba nedokaze zastavit vyvoj ochorenia
ale len docCasne spomalit’ zhorSenie symptomov demencie a zlepSit’ tak kvalitu zivota

pacientov [15].

Jedna sa o ochorenie, v ktorom sa symptémy postupom ¢asu zhorSuji. VcEasna

diagnostika by sa preto mohla stat’ kI'a¢om k prevencii a spomaleniu jej progresie [5].

Prvé symptomy zacinaju byt pozorovateIné az v neskorSich fazach choroby.
Tieto znepokojujuce priznaky su tiez najcastejSim dovodom pre vyhladanie odbornej
lekarskej starostlivosti. Lekar zhodnoti kognitivne alebo behaviordlne zmeny u pacienta
[4]. Medzi vysSie spomenuté symptomy patri postupnd strata schopnosti zapamaitat’ si
nové informacie a schopnosti komunikacie, ¢o sa odzrkadli v ich moznosti zaclenit’ sa

do kazdodenného zivota [5].

Podla zavaznosti sa symptomatolégia AD deli na niekol’ko stadii: predklinické
Stadium, stredna faza a tazka faza [16]. Je potrebné si uvedomit’, Ze jednotlivé priznaky
sa vo fazach moézu prekryvat, preto je tazké zaradit’ osobu s tymto ochorenim do

urcitého Stadia [15].
2.1.3.1 Predklinické $tadium

Predklinické Stadium sa zacina niekolko rokov pred stanovenim diagnozy a
suvisi so vznikajicimi patologickymi procesmi v mozgu. Pocas tohto obdobia l'udia

nemaju takmer Ziadne priznaky alebo znamky ochorenia [15, 16].

2.1.3.2 Stredné stadium

U T'udi trpiacimi AD sa zaCinaji objavovat’ prvé klinické priznaky, ktoré suvisia
s poruchami koncentracie a pamite (zniZzena schopnost’ zapamaitat’ si nové informacie,

zhorSené kratkodoba pamét’, neistota pri rozhodovani a planovani) [17].

Stredné S$tadium byva najdlhSou fazou a mdze trvat az niekol'ko rokov.
Rozvijajuce sa poskodenie nervovych buniek stazuje vyjadrovanie myslienok
a vykonavanie ¢innosti. Osoby su frustrované a zlostné. Vyzaduju si vyssiu starostlivost’

od okolia [15]. Priznaky zahriiujii zhorSenti dlhodobti pamit’, zabiidanie mien a adries,
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problémy s jazykom, c¢itanim, pisanim, impulzivne pohyby a svalové zaSklby [16],
zmeny Vv spanku, v osobnosti avspravani (vykyvy nalady, strata zidujmu, bludy,

depresia, podrazdenost’ a agresivita) [17].
2.1.3.3 Tazké §taddium

V zéverecnej faze ochorenia sa pamét’ a kognitivne vlastnosti nad’alej zhorsuju.
Dochédza k vyznamnym zmendm osobnosti, kedy su jednotlivci Gplne zavisli na pomoc
od ostatnych [15]. Straca sa schopnost’ reagovat’ na svoje prostredie. Telo prestdva
spolupracovat’ a pacienti su odkézani vacSinu Casu stravit’ v posteli [16]. Symptémy sa
stupiluji a mézu vyustit k amrtiu (zdnik komunikacie, strata vedomia, zéachvaty,
spavost’, neschopnost’ kontroly pohybu mocového mechura a ¢riev, zmeny vo fyzickych

schopnostiach zahritujice chodzu, sedenie, prehitanie, nachylnost’ k infekciam) [15, 16].

V stcasnosti su k dispozicii len lieky spomal'ujice rozvoj symptomov AD. Lieky
na kauzilnu liebu neexistujii. Zivot pacientov sa preto kon&i smrtou, ktorej

najCastejSou pri¢inou je aspiracnd pneumonia [18].
2.1.4 Liecba

Stucasné dostupné liecebné postupy umoziuju len spomalit’ progresiu priznakov
ochorenia. Obecne, tieto lie¢ivd maji jeden velky nedostatok v tom, Ze pdsobia len
obmedzenu dobu [19] tym, Ze ovplyvnia neuromediatory, ktoré sa podiel'ajil na prenose

informacii medzi nervovymi bunkami v mozgu [15].

Vicsina liekov najlepsSie tcinkuje v skorom az strednom $tadiu. M6Zu poskytnut’

pacientom pohodlie, dostojnost’ a nezavislost’ na urcité ¢asové obdobie [19].

Ako symptomaticka lieCba kognitivnych priznakov je schvalené uzivanie dvoch
skupin liekov ato inhibitorov enzymu acetylcholinesterdzy a antagonistov

N-metyl-D-aspartatovych (NMDA) receptorov.

Vramci AD nedochédza len k dysregulacii cholinergnej neurotransmisie, ale

postihnuté su aj d’alSie systémy: serotonergny, adrenergny, glutaminergny [20].

Niekedy sa na zmiernenie symptomov spravania pouzivaju aj iné lieky. Tie by sa

mali uzivat’ s opatrnost’ou kvoli zadvaznym nepriaznivym ucinkom [21]:
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- antipsychotika (kvetiapin, olanzapin, aripiprazol) — znizuji agresiu, nepokoj
a psychozy. Mo6zu vSak spdsobit’ mftvicu, tazkosti s pohybom, pady, kognitivny
pokles [7],

- sedativa, hypnotika (zolpidem, eszopiklon) — pomahaju s nespavostou, no
zvySuju riziko padu a zméitenosti [21],

- antidepresiva (citalopram, sertralin, imipramin) — zlepSuju depresivne stavy, no

u pacientov s AD maji maly prinos [20].

V liecbe sa skiimaju i nové terapeutické pristupy zamerané na rozne Struktiry
suvisiace s patologiou tejto choroby [22]. V $tadiu vyskumu moédZeme ndjst’ napriklad
inhibitory agregacie amyloidného proteinu, inhibitory agregacie proteinu tau,

modulatory medi a zinku, imunoterapia, prirodné produkty a vitaminy [20].

2.1.4.1 Inhibitory acetylcholinesterazy

Pouzivanie inhibitorov AChE v terapii AD vychédza z cholinergnej hypotézy

vzniku tohto ochorenia [23].

Acetylcholin, chemicky posol dolezity pre pamit aucenie, podporuje
komunikaciu medzi nervovymi bunkami [15]. Jeho degradédcia na cholin a kyselinu
octovi je katalyzovand enzymom AChE, ktord je pritomna v synapsiach [22].
Inhibiciou tohto enzymu sa zabrani rozkladu neuromediatoru, ¢im sa zvysi jeho

dostupnost’ v synaptickej Strbine a zlepsi sa prenos informécii [22, 23].

Inhibitory AChE sa viazu na aktivne miesto tohto enzymu, ¢o zniZuje schopnost’
acetylcholinu viazat sa aobmedzuje tak rychlost jeho rozkladu. Tym sa
neurotransmiter hromadi v synapsiach azvySuje sa jeho cholinergnd aktivita na
postsynaptickych receptoroch [8]. Vo vyskume sa postupne navrhuje aj posun od
inhibicie AChE k BuChE, kde mechanizmus duélnej inhibicie m6ze priniest’ vyhody

v symptomatickych uc¢inkoch a menSieho hromadenia Apf [24, 25].

Reverzibilné inhibitory schvéalené Food and Drug Administration zlepSuju
kognitivne funkcie uludi s AD [9]. Tieto ligandy pre AChE obsahuji vo svojej
molekule atom dusika, ktory je schopny zucastnit’ sa interakcie v aktivnom mieste

enzymu [26]. Podl'a mechanizmu inhibicie ich delime na:

- inhibitory viazuce sa na esteraticku Cast’ aktivneho miesta
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- inhibitory viazuce sa na anidénovu cast’ aktivneho miesta
- inhibitory interagujlice s aromatickou dolinou

- inhibitory PAS [12].

Inhibitory AChE, ktoré st schvalené k liecbe u skorého a stredného Stadia
Alzheimerovej choroby, vedu len k malému a doCasnému zmierneniu kognitivnych
priznakov [25]. Ako choroba postupuje, mozog produkuje menej acetylcholinu, preto
tieto inhibitory v tazkom S$tadiu stracaju svoju ucinnost’ [19]. VSeobecne st tieto lieciva
dobre tolerované [15]. VedlajSie ucinky st obmedzené na gastrointestinalne symptémy
(nevolnost’, zvracanie, hnacky, strata chuti k jedlu). Tie mézu byt zniZzené slab$im

zaCiatkom liecby alebo sucasnym podavanim s jedlom [25].

2.1.4.1.1 Takrin

NH, NH,
® T
=
N N/
Takrin 7-Metoxytakrin

Obrazok 2. Takrin a jeho derivat

Takrin (Obr. 2) bol prvy schvaleny liek pre liecbu Alzheimerovej choroby
v roku 1993 [22, 27]. M4 nizku biologickul dostupnost'ou [22] a nutnostou davkovania
4-krat denne kvoli kratkemu biologickému polCasu [28]. Takrin pomerne I'ahko
prekonava hematoencefalicki bariéru a inhibuje centrdlnu AChE. Takrin navySe
inhibuje aj plazmaticki BuChE. Metabolizuje sa v pefeni pomocou enzymov
cytochromu P450 na hydroxylované derivaty, ktoré su toxické (hepatotoxicita,

karcinogenita). Vyskyt toxickych metabolitov viedlo k stiahnutiu takrinu z trhu [27].

Vzhl'adom k neZiaducim u¢inkom takrinu, bol v Ceskej republike vyvinuty jeho
7-metoxyderivat (7-metoxytakrin, 7-MEOTA, Obr. 2). 7-MEOTA sa vyznacuje
rovnakym farmakologickym ucinkom, menSou toxicitou, lepSou znaSanlivostou

a odliSnou metabolickou degradaciou ako takrin [22].

Takrin sa viaze na anidonovu Cast’ enzymu prostrednictvom aromatickych jadier
adusiku vo forme heteroatdmu [12]. Tetrahydroakridinovy kruh interaguje
s aromatickymi kruhmi tryptofanu 84 a fenylalaninu 330 v blizkosti katalytickej triady

aktivneho miesta AChE [29]. Dochadza tak k vzniku interakcii medzi elektrénovymi
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oblakmi aromatickych jadier takrinu a enzymu, o zabranuje vidzbe substratu na enzym

[12].

2.1.4.1.2 Donepezil

Obrazok 3. Donepezil

Donepezil (Obr. 3) je selektivny inhibitor acetylcholinesterazy (Specificky
inhibuje AChE a neuc¢inkuje na BuChE) schvéleny na liecbu priznakov skorého,
stredného a tazkého Stadia AD [19, 23]. Donepezil sa metabolizuje v peeni enzymami
cytochromu P450 CYP2D6 a CYP3A4, preto modZze interagovat’ s liekmi, ktoré st
metabolizované tymito enzymami [23]. Donepezil tiez blokuje excitotoxicitu glutamatu,
zmieriiuje oxidaény stres a znizuje mnozstvo zapalovych cytokinov [28]. Donepezil ma

100% biologickt dostupnost’ s pol¢asom 70 hodin [28].

Tento inhibitor interaguje aj s PAS acetylcholinesterazy, ¢im sa zabrani
naviazaniu Af a naslednému vzniku amyloidnych depozit [12]. Donepezil ma vplyv aj

na zvy$né miesta tohto enzymu:

- benzylova skupina vytvara kontakt s pi elektronmi indolu v tryptofane 84, ¢im
obsadzuje miesto pre kvartérne ligandy. Zaroven donepezil vytvara vodikovu
vizbu cez molekuly rozpustadla s oxyanionovym miestom.

- nabity dusik piperidinového kruhu vytvara kation-z interakciu s fenylovym
kruhom fenylalaninu 330 v strede Strbiny enzymu.

- dimetoxyindanénovy kruh vytvara z-z interakciu s indolom v tryptofane 279.
Karbonylova skupina indanénu vytvara van der Waalsovu vidzbu s aromatickymi

kruhmi fenylalaninov [30].
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2.1.4.1.3 Galantamin

Obrazok 4. Galantamin

Galantamin (Obr. 4) je selektivny inhibitor acetylcholinesterazy s alosterickou
modulaciou presynaptickych nikotinovych receptorov [23] pouzivany u skorého az
stredného Stadia AD [19]. Metabolizuje sa v peCeni enzymami cytochromu P450
CYP2D6 a CYP3A4, preto moze interagovat’ s liekmi, ktoré si metabolizované tymito
enzymami [23]. M4 80-100% biologicku dostupnost’ po ordlnom podani s linearnou

farmakokinetikou a biologickym pol¢asom 7 hodin [28].

Vo svojej molekule galantamin obsahuje aromatické jadro a tercidrny amin,
ktory byva pri neutrdlnom pH protonizovany [31]. V aktivhom mieste enzymu sa viaze
na anionovu Cast’ prostrednictvom tryptofanu 84 a s acylovou kapsou prostrednictvom
fenylalaninu 288 a fenylalaninu 290. Hydroxylova skupina inhibitora tvori silnt
vodikovl vézbu s kyselinou glutdmovou 199 a terciarny amin cez N-metylovu skupinu

s kyselinou asparagovou 72 [29].

2.1.4.1.4 Rivastigmin

Obrazok 5. Rivastigmin

Rivastigmin (Obr. 5) je neselektivny inhibitor AChE a BuChE [23]
predpisovany na lieCbu priznakov skorého az stredného Stadia AD [19]. Rivastigmin sa
nemetabolizuje v peceni, ma slabli vdzbu na bielkoviny plazmy (40 %) a polcas
eliminicie 10 hodin. Ide o mali molekulu s vyraznymi neZiaducimi U¢inkami na
gastrointestindlny trakt (GIT) po ordlnom podani. Vzhladom k Castym neziaducim
ucinkom po perordlnom podani, sa zacal vyrabat vo forme transdermélnych naplasti

s vySSou toleranciou [28].
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Tento inhibitor viazuci sa do esteratického miesta AChE je zo skupiny
karbamatovych derivatov. Kovalentnou vézbou sa viaze na hydroxylova skupinu serinu
v aktivnom mieste cholinesterazy (ChE) a vytvara tak stabilny ester [12]. Odbtrava sa
enzymami, ktoré sam blokuje, teda mechanizmom hydrolyzy pomocou cholinesteraz

[32].
2.1.4.2 Antagonisti NMDA receptorov

Excitotoxicita glutamatu, sposobena nadmernou aktivaciou

N-metyl-D-aspartatovych receptorov, suvisi s patologiou AD [33].

Tato aminokyselina sa uvolnuje do synaptickej Strbiny pomocou
glutaminergnych neurénov, kde bud’ aktivuje postsynaptické receptory, alebo sa zo
synapsie vylucuje presynaptickymi a gliovymi transportérmi. V gliovych bunkach sa

glutamat stava substratom pre glutaminsyntetazu [34].

Ukazuje sa, ze pritomnost’ oxidaéného stresu modifikuje glutaminsyntetazu
a znizuje jej aktivitu. V kore pacientov s AD bola zaznamenand aj znizend aktivita
glutamatového transportéru. Tieto patologické zmeny mozu stat’ za zvySenou hladinou

glutamatu v synaptickej Strbine [34].

Glutamat, hlavny excita¢ny posol v mozgu, je doélezity pri uceni, pamitovych
a adaptacnych procesoch [23, 34]. Jeho produkcia vo zvySenom mnoZstve moZe cez
extrémnu stimulaciu NMDA receptorov viest’ k neuronalnemu poskodeniu az ku smrti
mozgovych buniek [19]. Blokovanim tychto receptorov sa zabrani ich aktivécii

glutamatom a rozvoju excitotoxicity [23].
2.1.4.2.1 Memantin

NH,

"y

Obrazok 6. Memantin

Memantin (Obr. 6) je nekompetitivny antagonista NMDA receptorov
predpisovany na lieCbu symptomov stredného az tazkého Stddia AD [15]. M4 maly

prinos na zlepSenie pamadti, pozornosti, komunikacie [7] atiez nezabrani stratdm
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neurénov [33]. Blokddou NMDA receptorov memantin reguluje hladinu glutamatu, ¢im
chrdni mozgové bunky pred excitotoxicitou [23]. Antagonizmom na NMDA
receptoroch sa znizi dlhodobad stimulacia glutaminergnych neurénov a celkové
poskodenie neuréonov. Memantin je dobre znaSany s malym mnozstvom neziaducich

ucinkov ako bolest” hlavy, zapcha, zmitenost,, zavrat [34].

Memantin ma trojkruhovi adamantanovu Struktiru s primarnym aminom, ktory
pri fyziologickom pH nesie kladny naboj. Kanidly NMDA s otvorené niekolko
milisekind a memantin nie je schopny sa v nich dostato¢ne hromadit. Pri prediZeni
aktivacie receptorov (excitotoxicita) sa preto stdva memantin vysoko ufinnym

blokatorom [34].

Ked’ze antagonisti NMDA receptorov pdsobia inym mechanizmom uéinku ako
inhibitory acetylcholinesterazy, mozu byt tieto dve skupiny liekov predpisané
v kombinacii [19]. Memantin v kombinécii s donepezilom vykazuje pozitivnejsi efekt

na symptémy strednej az tazkej fazy AD nez samotny donepezil [23].
2.2 CHOLINESTERAZY

Cholinesterazy st enzymy zo skupiny karboxylesteraz. Ide o serin hydrolazy,
ktoré  katalyzuji  hydrolyzu esterov  cholinu (acetylcholin, butyrylcholin,

sukcinylcholin), ale aj niektorych esterov karboxylovych kyselin [11, 12].

V priebehu hydrolyzy acetylcholinu vytvori cholin esterova vézbu s aktivnym
miestom enzymu. Hydroxylova skupina serinu a dusik imidazolu v histidine tvoria
prechodnu vodikova védzbu, ktora podpori nukleofilni reakciu. Ulah¢i sa tym prenos
acetylu na serin za uvolnenia cholinu. Rychlou hydrolyzou acylovaného enzymu sa

obnovi esterova Cast’ enzymu za vzniku kyseliny octovej [35].
ChE delime na acetylcholinesterazu a butyrylcholinesterazu [11, 12].

2.2.1 Acetylcholinesteraza

Hlavnou biologickou ulohou AChE je ukoncenie prenosu impulzov pri
cholinergnej transmisii rychlou hydrolyzou prirodzeného substratu, neurotransmitera

acetylcholinu, na cholin a kyselinu octovu [26].
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ACHhE je pritomna na membrane cervenych krviniek, neuromuskularnych spojov

a v nervovych synapsiach (hlavne u neurénov a axénov) [36, 37].

2.2.2  Butyrylcholinesteraza

BuChE je pomenovand podl'a preferencie pre umely substrat butyrylcholin. Je
vSak schopné hydrolyzovat’ aj iné estery cholinu a vel’ké mnozstvo exogénnych latok
(sukcinylcholin, prokain, kokain, kyselina acetylsalicylovd). Ma biologicky polcas

okolo 1014 dni [12].

BuChE je produkovana v peceni a nachaddza sa predovsetkym v krvnej plazme
[36]. V centrdlnom nervovom systéme je viac rozSirena v hypokampe, thalame
a amygdale (v glidch a endotelidlnych bunkach). M4 podpornu funkciu pri odstraiiovani

centrdlneho acetylcholinu, hlavne pri nedostato¢nej aktivite AChE [37].

2.2.3 Struktara

Cholinesteraza je glykoprotein elipsovitého tvaru [26]. Komplexné sacharidy su
kovalentne viazané pri troch aminokyselinovych zvySkoch u AChE ana deviatich

asparaginoch u BuChE, ¢o prispieva k jeho dlh§iemu pol€asu rozpadu BuChE [11].

Trojrozmernd Struktara Tl'udskej AChE vychadzala z poznatkov ziskanych
pozorovanim AChE u elektrického uhora (Torpedo californica) [12]. V stasnosti je
znama uz aj Struktira l'udskej AChE. Kinetické Stadie poukazali na pritomnost

periférneho anionového miesta a aktivneho katalytického miesta [26].

2.2.3.1 Periférne anidonové miesto

PAS je vizbové miesto lokalizované na povrchu AChE [12]. Je bohaté na
aromatické aminokyseliny. Tie hydrofobnymi interakciami viazu substrat s nizkou
afinitou a prenasaju ho hlbsie do dutiny, na ktorej dne sa nachadza katalytické miesto

[38].

Toto aromatické elektrostatické miesto poskytuje hnaciu silu, aby priviedla

acetylcholin na miesto jeho metabolizacie [26].
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2.2.3.2 Aktivne miesto

Katalytické miesto sa nachadza v dutine dlhej 20 angstrémov, ktora sa tiahne az
do polovice proteinu [9]. Je tvorena anidnovym miestom, ktoré sa nachadza hned’ vedla

esteratického miesta [12].

Samotna dutina, ako nenabité a lipofilné miesto, obsahuje malé mnoZstvo
kyslych zvyskov aminokyselin [26]. Na povrchu je vSak tvorend 14 zvyskami
aromatickych aminokyselin (tyrozin, tryptofan, fenylalanin) [39], ktoré sii umiestnené
v sluckach medzi vldknami p-listu [26]. Pritomnost’ 7 elektronov aromatickych jadier
interaguje s acetylcholinovym kvartérnym amoéniovym atdbmom a zodpovedd za jeho

spravnu orientaciu a penetraciu [12].

Esteratické miesto sa nachadza na dne tejto hlbokej dutiny [11]. Jeho sucastou je
doména s katalitickou triddou aminokyselin serin 200, histidin 440 a glutaméat 327 [12].
Tieto tri zvySky aminokyselin tvoria rovinné pole, ktoré sa podoba katalytickej trojici
inych serinovych proteaz (glutamat byva nahradeny aspartitom, trojica ma opacnu

chiralitu) [26].

Serin je aktivovany pomocou histidinu a glutamatu, ¢o umozni acylaciu medzi
hydroxylovou skupinou serinu a kyslikom acetylcholinu. Té4to kovalentn4 vizba medzi
enzymom a substratom vytvoria oxyanion, ktory reaguje s dvoma glycinmi za vzniku

vodikovej vizby [38].

Hydrolyza esteru vedie k tvorbe acetylovaného enzymu a volného cholinu.
Molekuly vody potom nukleofilne napadni komplex acetyl-enzym pomocou
histidinového zvysku v esteratickom mieste. Uvol'ni sa acetat a regeneruje sa volny

enzym [9].
2.3 MONOAMINOOXIDAZY
2.3.1 Charakteristika

Monoaminooxiddzy su enzymy zo skupiny amino-oxidoreduktaz. Ide
o flavoproteiny, ktoré obsahuju kovalentne viazany kofaktor flavin-adenin-dinukleotid
(FAD) cez zvySok cysteinu 8a-(S-cysteinyl)-riboflavinovej vizby. Ich hlavnou funkciou

je katalyza oxida¢nej deaminacie neurotransmiterov a d’al§ich monoaminov prijimanyc
kataly: d d t t d’alsich ych
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z potravy [40]. Monoaminooxidazy su viazané na vonkajSiu mitochondridlnu membranu
nervovych buniek, no ndjdeme ich aj mimo centrdlneho nervového systému (koza,
pecen, placenta, pl'ica). U l'udi si pritomné dva typy: monoaminooxidaza A (MAO-A)

a monoaminooxidaza B (MAO-B) [41].

2.3.1.1 Monoaminooxidaza A

Hlavnou biologickou tulohou MAO-A je katabolizmus neurotransmiterov
serotoninu, epinefrinu, norepinefrinu a dopaminu [13]. V menSej miere je schopna
metabolizovat aj tyramin (prekurzor dopaminu) a tryptamin po ich absorpcii z GIT

[40].

Okrem pritomnosti v nervovych bunkidch v mozgu sa MAO-A nachadza aj
v peceni, ¢revach, placente a v kozi [42]. Z hl'adiska centrdlnej nervovej ststavy je jej
zvySend koncentracia v telach av dendritoch dopaminergnych a noradrenergnych

neuronoch [13].

S vekom sa aktivita tohto enzymu len mierne zvySuje [40]. Pri poklese
neurondlnej hustoty sa uc¢innost’ znizi na 50 %. Pocas dospelosti zostdiva MAO-A

pomerne stabilna [13].

2.3.1.2 Monoaminooxidaza B

MAO-B je zodpovednd za katabolizmus fenyletylaminu, benzylaminu a
dopaminu. Rovnako ako aj MAO-A metabolizuje tyramin a tryptamin po ich absorpcii

[40].

Tento typ monoaminooxiddzy je produkovany nervovymi bunkami v mozgu,
krvnymi doStickami a aj lymfocytmi. Z hladiska centralnej nervovej ststavy je najviac

lokalizovany v serotonergnych a histaminergnych neurénoch a v gliovych bunkéch [42].

V mozgu doj¢iat je MAO-B takmer nedetekovatel'na [40]. Postnatdlnou
proliferaciou astrocytov sa jej aktivita zvysi a u dospelych ostava nemenna [13]. Vel'ké
zvySenie koncentracie tohto typu enzymu je spdsobené prave proliferaciou gliovych
buniek [13]. To modze prispiet’ k nadmernému znizeniu hladin monoaminov v mozgu

pocas staroby [40].
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2.3.2 MAO aichtlohav AD

U pacientov s Alzheimerovou chorobou sa potvrdila zvySend aktivita MAO
v mozgu. MAO cez oxidaciu aminov produkuje aldehydy, amoniak a peroxid vodika.
Prave peroxid vodika je zahrnuty v neurodegenerativhom procese, ktory sposobi
oxidacny stres poskodenim mitochondrii. Aktivacia MAO je zodpovedna aj za zvysSenie
expresie f-sekterazy a p-sekretdzy. Tieto enzymy sa podielaji na tvorbe Ap
z amyloidného prekurzorového proteinu. Diskutuje sa aj o0 moznosti zapojenia MAO vo

vzniku neurofibrilarnych klbiek [43].

2.3.3 Funkcia MAO

Uloha monoaminooxidaz spo¢iva v metabolizme aminov a v regulacii hladin
neurotransmiterov a intracelularnych aminovych zasob. Taktiez méa ochrannu funkciu
regulaciou hladin exogénnych, diétnych aminov v GIT, v obehovej ststave a v peceni.
Predpoklada sa, Ze v hematoencefalickej bariére brani vstupu potencialne toxickym

falo$nym neurotransmiterom [13].

Monoaminooxidaza (Obr. 7) katalyzuje rozklad aminov na odpovedajuce iminy
[44]. Oxidované produkty sa neenzymaticky hydrolyzuji na aldehydy alebo ketény,
pricom sa uvol'ni amoniak [14]. Pocas katalytickej reakcie sa FAD redukuje na FADH;
prijatim dvoch elektronov a dvoch proténov zo substratu. Sam enzym sa regeneruje na
aktivnu formu molekularnym kyslikom, ktory sa redukuje na peroxid vodika [44].

R'I
NH»

R3 R3
R2 0, H202 HZO NH,

Obrazok 7. Ox1dac1a aminov

Katabolizmus bioaminov vedie k produkcii neurotoxickych zlicenin peroxidu
vodika, amoniaku a aldehydu. To moézZe spdsobit oxidacné poSkodenie nervovych

buniek v mozgu [13].

Aldehydovy medziprodukt sa rychlo metabolizuje oxidaciou
aldehyddehydrogendzou na karboxylovu kyselinu alebo redukciou aldehydrekuktazou

na prislusny alkohol, popripade glykol [44].
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2.3.4 Struktira
Medzi izoenzymami MAO sa predpoklada pritomnost’ konzervativnych oblasti:

- C-koncova oblast’ tvoriaca transmembranovy a-hélix,
- miesto kovalentného pripojenia FAD,
- doména viazuca substraty a inhibitory,

- jednotka viazuca adenin-dinukleotid-fosfat (ADP) [13].

2.3.4.1 (C-koncova oblast’

Monoaminooxiddzy sa pomocou C-koncovej Spirdly viazu na vonkajSiu
membranu mitochondrii [14]. a-Hélix, zakotveny v lipidovej dvojvrstve membrany,
tvori transmembranovu Struktiru ako kotva enzymu. K pripojeniu tiez prispievaju

d’al$ie hydrofobne vedlajsie retazce (prolin 109, izoleucin 110) [45].

Tato oblast’ enzymu je dolezita pre jeho biologicku funkciu a vytvaranie
nerozpustnej formy, ktora je ucinnejSou ako rozpustnd. Skratenim C-konca sa

katalyticka aktivita MAO-B znizi, Specifickost’ inhibitora vSak ostdva nezmenena [46].
N-koncova oblast’ sa nachadza v prostredi pristupnom pre rozpustadlo [47].

2.3.4.2 Miesta viazuce FAD

Kazdy monomér monoaminooxiddzy mé kovalentne viazany vlastny kofaktor
FAD cez zvySok cysteinu 8a-(S-cysteinyl)-riboflavinovej vdzby. Molekula kofaktoru
pomaha pri viazani substratov a inhibitorov, pricom je umiestnena na opacnom konci

aktivneho miesta d’aleko od vstupu do dutiny [45].

V aminokyselinovych sekvenciach MAO existuje devit cysteinovych zvyskov.
V kazdom type enzymu je pritomny jeden zvySok, ktory viaZe cez tioéterovl vizbu
8a-methylénFAD (cystein 406 v MAO-A a cystein 397 v MAO-B). Osem cysteinovych
zvyskov je potom pritomnych vo forme volnych tiolov alebo st viazané v disulfidovych

vazbach [47].

Tieto cysteiny nie st nutné pre enzymaticku aktivitu, no postupnym zmutovanim
cysteinov na serin sa zistilo, Ze dva cysteinové zvySky v MAO-A (374 a406) atri
cysteinové zvysky v MAO-B (156, 365 a 397) su potrebné pre katalyticka aktivitu tohto
enzymu [13].
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2.3.4.3 Doména viazuca substraty a inhibitory

Vizbové miesta monoaminooxidaz st  hydrofébne  kvoli pritomnym
aromatickym a alifatickym zvySkom. Tieto zvySky viazu substraty s aminoskupinou

[14].

Vstup substratov a inhibitorov do dutiny vdzbového miesta reguluje pohyb
slucky aminokyselin 99—112 na povrchu proteinu. Zaroven tato slucka zabranuje vstupu
molekul rozpustadla do aktivneho miesta. MAO-B ma zvySkovy okraj tvoreny
izoleucinom 199, ktory modzZe rotovat’ a tvorit’ otvorenu a zatvoreni konforméciu.
Otvoreny stav zvd¢$i miesto pre prienik substratu ato zvySi variabilitu velkosti
inhibitorov. V MAO-A je pritomny fenylalanin 208, ktory netvori otvorenu a zatvorenu

konformaciu [14, 45].

Na konci dutiny aktivneho miesta enzymu je kovalentne viazany FAD. Flavin sa
atomom uhlika v polohe 4 aatomom dusika v polohe 5, oblast’ C4-Ns, podiela na
vzniku aromatickej klietky spolocne s dvoma tyrozinovymi zvyskami (407 a 444
v MAO-A, 398 a435 v MAO-B). Tieto zvysky pomahaji orientovat substraty pre
katalyticki oxidaciu v aktivnom mieste [44]. Pritomnost’ lyzinu (305 v MAO-A a 296
v MAO-B) zodpovedé za viazanie atdbmu N5 FAD a to premostenim cez molekulu vody

[14].
2.3.5 Inhibitory monoaminooxidaz vo vztahu k Alzheimerovej chorobe

Nepomer koncentracii neurotransmiterov v mozgu sa spdja s neurogénnymi

poruchami, depresiami, Alzheimerovou a Parkinsonovou chorobou [42].

Depresia byva spojend s poklesom katecholaminov (norepinefrinu a dopaminu)
a serotoninu v limbickom systéme, ktoré umoziiuju lepSiu komunikaciu medzi bunkami

[48].

Monoaminooxidaza je enzym, ktory metabolizuje vysSie uvedené
neurotransmitery a spdsobuje zniZenie ich koncentracie. Inhibiciou MAO neddjde
k degradacii monoaminov v mozgu, ¢im sa zlepS§i komunikiacia mozgovych buniek
a zaroven aj nalada [49]. Zablokovanim tohto enzymu nebude ani dochadzat’ k tvorbe
toxickych produktov, ktoré sa zucastiiuji neurotoxickych u¢inkov na mozgové bunky

[42].
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V mozgu je MAO-B zastipend vo vicsej miere ako MAO-A. Jej aktivita sa
s vekom zvySuje. To modze byt jedno z vysvetleni stipajucej prevalencie depresie

u starsich I'udi [50].

AD je charakterizovana pritomnostou symptomov, ktoré zahriiuji zmeny
v osobnosti a v spravani. Ide o vykyvy nalady, socialne stiahnutie [5], depresia, izkost’,
podrazdenost’ a agresivita [17]. Na zmiernenie a zlepSenie depresivnych stavov sa
u alzheimerovskych pacientov uzivaji antidepresiva zo skupiny inhibitorov MAO. Je

vsak nutné zhodnotit’ prinosy a rizika tejto liecby [20].
2.4 MULTI-TARGET-DIRECTED-LIGANDS

Alzheimerova choroba patri k neurodegenerativnym ochoreniam
s multifaktoridlnou etiopatologiou. Lieciva pdsobiace na jeden ciel’ (one-target) mozu
byt kvoli tomu nedostatoné pre terapiu multifaktorialnych ochoreni [51]. Vznikajica
alternativa sa obracia k vyvinu jednotnej chemickej entity, ktora by bola schopna

zasiahnut’ viacero ciel'ov sucasne, a to ku multi-target-directed ligands (MTDLs) [25].

2.4.1 MTDLs v terapii Alzheimerovej choroby

Pristup MTDLs vychaddza zo syntetickych hybridnych zlucenin, racionélne
navrhnutych tak, aby v jednej molekule zahfnali dva alebo viacero farmakoforov
schopnych modulovat’ vlastné ciele. Ich pouzitie ma byt vyhodné pre zniZenie rizika
lickovych interakcii apre zlepSenie farmakokinetickych a farmakodynamickych
parametrov. Preto tieto hybridné zliceniny by mohli byt’ Gi¢inné v liecbe komplexnych
chorob [25, 52]. Kazdy farmakofér by si mal udrzat’ vlastnost’ interakcie s cielovou
molekulou aprodukcie Specifickej odpovede sohladom na prebiehajuce

neurodegenerativne procesy [53].

Znizeny cholinergny a glutaminergny prenos (kognitivny pokles), ako aj znizeny
serotoninergny a monoaminergny prenos (zmena spravania) vytvaraju prilezitost' pre
mozny vznik kombinovanej molekuly MTDLs v terapii proti Alzheimerovej chorobe.
Modelovanie hybridov je vtomto pripade zaloZzené na kombinacii farmakoférov
pochéadzajucich z inhibitorov ChE s farmakoférmi pochadzajicimi z inhibitorov MAO

[51, 53]. Spojenim tychto u¢inkov by sa mohla spomalit’ progresia ochorenia a zaroven
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sa ziska aj neuroprotektivny ucinok pred vznikajucim oxidacnym poskodenim buniek

[54].
2.4.2 Takrin ako MTDLs

Najcastejsie pouzivanym StruktGrnym zékladom v procese dizajnu MTDLs su

inhibitory AChE [55].

Takrin, prvy klinicky uzivany inhibitor ChE, bol kvoli svojej hepatotoxicite
stiahnuty z trhu. V porovnani s ostatnymi inhibitormi AChE vykazuje vel'mi dobru
inhibi¢nu aktivitu vo¢i ChE, ma nizku molekulovii hmotnost’, I'ahko prestupuje cez
hematoencefalicku bariéru a je synteticky dostupny [56, 57]. Vdaka vSetkym tymto
vlastnostiam je takrinovy skelet najviac vyuzivany farmakofér vo vyvoji novych

MTDLs [58].

2.4.3 Selegilin ako MTDLs

Inhibitory MAO-B vykazuji neuroprotektivne ucinky s terapeutickym
potencidlom pre Alzheimerovu chorobu. Inhibicia MAO-B u pacientov trpiacich AD je
dolezita kvoli vysSSej koncentrdcii MAO-B v mozgu. Inhibicia MAO-A, ktora je
zastipend vo vicSej miere na periférii a v mensSej miere aj v mozgu, sa vyuZiva

k zmierneniu priznakov depresie [54, 57].

Inhibitory MAO-B zniZujit mnozstvo peroxidu vodika a aldehydov, ako
toxickych medziproduktov, ktoré mozu spdsobit’ oxidaéné poskodenie buniek.
Neuroprotektivita by mohla byt dana aj pritomnost'ou reaktivnej propargylaminovej

skupiny v $truktire ireverzibilnych inhibitorov MAO-B rasagilinu a selegilinu [54, 57].

Pri hl'adani multifunkénych zlacenin ako potencidlnych lie¢iv AD sa Coraz viac
zacina pouzivat’ propargylové/propargylaminové funkcna skupina [59]. Predpoklada sa,

ze pritomnost’ nenasytenej vizby propargylu nesie ochranné vlastnosti.

2.5 LADOSTIGIL

Design MTDLs viedol k syntéze ladostigilu, dudlneho inhibitora ChE a MAO
(Schéma 1). Tato chimerickd molekula vychadza z karbamatovej zlozky rivastigminu
a propargylaminovej skupiny rasagilinu, selektivny inhibitor monoaminooxidazy B

[60]. Oba farmakofory st spojené pomocou indanovej molekuly rasagilinu.
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Propargylova skupina interaguje s kofaktorom FAD v MAO-B, ¢im zabrani oxidéacii
aminov a tvorbe reaktivnych foriem kyslika. To vSetko prispieva k anti-apoptotickej
neuroprotektivnej aktivite tejto skupiny. Rasagilin tiez reguluje neamyloidné
spracovanie APP. U hlodavcov sa preukazalo, ze peroralne podanie ladostigilu inhibuje
mozgovu ChE. Z toho mozno usudzovat,, Ze je schopny prenikat’ cez hematoencefalicku
bariéru. Jeho inhibicia je 100-krat silnejSia u AChE ako u BuChE. Znaci to, Ze mdze

byt’ ucinny pri lieceni Alzheimerovej choroby [43].

”Tio@ Th ©Q//

HN

rivastigmin rasagilin

N/
Ry sy

ladostigil

Schéma 1. Design ladostigilu vyuzivajuci MTDLs stratégiu
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3 EXPERIMENTALNA CAST

3.1 DESIGN PROPARGYL-TAKRINOVYCH DERIVATOV

Alzheimerova choroba je ochorenie, u ktorého okrem narusenia cholinergnej
transmisie bola zistena aj pritomnost’ d’alSich patologickych procesov. Primarnou
funkciou ChE je hydrolyza acetylcholinu, avsak neskor bolo zistené, ze tieto enzymy sa
podielaju aj na agregacii toxického Ap, ktory tvori zdklad senilnych plakov [43].
Potvrdila sa aj zvySena aktivita MAO. Produkty oxida¢nej deaminécie tohto enzymu
(aldehydy, amoniak a peroxid vodika) vedu k oxidaénému poskodeniu mitochondrii.
Aktivacia MAO je zodpovednd aj za abnormalnu expresiu f-sekterdzy a y-sekretazy.

Tie Stiepia APP za vzniku Ap [43].

Syntéze propargyl-takrinovych derivatov sa venoval Mao et al.. V procese
designu molekul vychadzali z molekul takrinu, 6-chlortakrinu
a N-(1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-yl)etan-1,2-diaminu. ~ Zavadzanim  propargylovej
skupiny do vysSie uvedenych takrinovych skeletov sa dopracovali k zlucenindm

(Obr. 8):

- N-(prop-2-in-1-yl)-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-amin,

- 6-chlor-N-(prop-2-in-1-yl)-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-amin,

- 6-chlor-N, N-di(prop-2-in-1-yl)-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-amin,

- N'-(1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-yl)-N-(prop-2-in-1-yl)etan-1,2-diamin,

- N'-(1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-yl)-N, N-di(prop-2-in-1-yl)etan-1,2-diamin [59].

Na vyhodnotenie inhibicie enzymovej aktivity bola pouzitd AChE z elektrického
uhora, ludskd AChE aBuChE zkonského séra. Aktivita propargyl-takrinovych
derivatov sa porovnavala s takrinom ako referencnym Standardom. Pritomnost’
propargylovej skupiny zvyS$ila inhibiciu oproti takrinu, no zavedenie dvoch
propargylovych skupin do molekuly takrinu malo za nasledok slabSiu inhibiciu
v porovnani s monopropargylovym analégom. Neurotoxicita pripravenych derivatov sa
sktimala s pouzitim bunkovej linie I'udského neuroblastému SH-SYS5Y. Zluceniny
s etylénovym mostikom vykazovali vysSiu toxicitu voc¢i nervovym bunkdm v porovnani
s ostatnymi zlu¢eninami. Tento jav sa d& zjednoduSene vysvetlit ndrastom lipofility
skimanej molekuly. Na vyhodnotenie hepatotoxicity sa vyuzili l'udské stelatové bunky

pecene (HSC). V testovanych koncentracidch syntetizované derivaty neporusili bunky
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pecene, preto mozno tvrdit, Ze novo pripravené zluceniny vykazuju nizSiu

hepatotoxicitu nez takrin [59].

\///

N-(prop-2-in-1-yl)-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-amin

H

oY

Cl

6-chlor-N-(prop-2-in-1-yl)-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-amin

N\
IS0
/

Cl

6-chlor-N, N-di(prop-2-in-1-yl)-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-amin

H _Z
/
HN/\/N\/
X
.
N

N'-(1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-yl)-N-(prop-2-in-1-yl)etan-1,2-diamin

/
HN/\/N\/

X

P
N

N’-(1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-yl)-N, N-di(prop-2-in-1-yl)etan-1,2-diamin

Obrazok 8. Propargyl-takrinové derivaty pripravené Maoem [59]

V mojej diplomovej praci sme sa zamerali na syntézu propargyl-takrinovych
derivatov (Schéma 2). Okrem uz zndmych derivatov takrinu a 6-chlortakrinu, sme
vychéadzali aj z menej toxického derivatu 7-MEOTA a 7-fenoxytakrinu. V ramci tejto
prace sme pripravili nielen mono- a bispropargylované derivaty takrinovych skeletov,

ale aj propargylované¢ analdgy takrinovych skeletov nesucich 1,3-propandiamin.
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Spojovaci retazec o dizke 3 uhlikov bol zvoleny zamerne. V predchadzajucich $tadiach

vypracovanych nasou vedeckou skupinou bolo zistené, e optimalna dizka alkylového

retazca sa nachadza v rozmedzi medzi 6 az 8 uhlikmi [27, 61]. U takychto derivatov

mozno ocakavat” vySsi inhibi¢ny potencial vo¢i ChE [56]. S ohl'adom na inhibiciu

MAQO, boli tiez pripravené derivaty nesuce allylova skupinu pre porovnanie vplyvu

dvojitej a trojitej vizby na inhibiciu monoaminooxidaz.

AChE inhibitory

NH,
R2 N
R! | N7
HN"""NH,
R2 N
R! O Nig

\\

R2

MAUO inhibitory

N_Z

2
R N
R N

R2 N \

R N

Finalne zluceniny

Schéma 2. Designova stratégia propargyltakrinovych hybridov
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3.2 SYNTEZA PROPARGYL-TAKRINOVYCH DERIVATOV

Obecné chemické metody

Vsetky chemikalie, ktoré boli pouzité pre syntézu, boli dodané firmou Sigma-Aldrich
(Ceska Republika). Reakcie boli monitorované pomocou tenkovrstvej chromatografie
(TLC) na hlinikovych doskach potiahnutych silikagélom 60 F254 (Merck, Ceska
Republika). Stipcovd chromatografia sa prevadzala na silikagélu 0,063-0,200 mm
s porozitou 60 (Merck, Ceska Republika).

K nameraniu jednotlivych teplot topenia bol pouzity bodotdvok PHMK 05 (VEB
Kombinant Nagema, Radebeul, Nemecko) bez korektur hodndt. Nekalibrovana cistota
bola stanovena za pouzitia LC-UV systému pri vlnovej dizke 254 nm a reverznej kolony
C18. 'H NMR a °C NMR spektrd boli merané na spektrometru Varian S500 pri
frekvencii 500 MHz pre 'H spektra a 126 MHz pre "*C spektra na Katedre organickej
a bioorganickej chémie Farmaceutickej fakulty Univerzity Karlovej. Chemické posuny
O su uddvané vppm asi nepriamo vztiahnuté k tetrametylsilinu prostrednictvom
signadlov  rozpustadiel deuterovaného metanolu (MeOH-d,) a deuterovaného
dimetylsulfoxidu (DMSO-ds). Hmotnostna spektrometria ESI-MS bola namerana
pomocou  vysokou¢innej kvapalinovej chromatografie HPLC a hmotnostnej
spektrometrie. HP1100 HPLC systém (Agilent Technologies, Waldbronn, Nemecko) sa
skladal z vdkuového splynovaca G1322A, kvartérnej pumpy G1311A, autosampléra
G1313A akvadrup6lového hmotnostného spektrometra MSD1456VL, ktory bol
vybaveny zdrojom elektrospray-ionizacie. Dusik pre hmotnostny spektrometer sa
ziskaval z dusikového generadtora Whatman 75-720. Déta boli od¢itané v pozitivnom
1onovom modu ESI sondou o napétia 4000 V. Tlak rozprasovaného plynu bol nastaveny

na 35 psi a teplota suSiaceho plynu bola 335 °C s prietokom 13 1/min.
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Syntéza finalnych zli¢enin

7-metoxy-N, N-di(prop-2-én-1-yl)-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-amin—hydrochlorid
(1) a 7-metoxy-N-(prop-2-én-1-yl)-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-amin—hydrochlorid
(2)

NH, AN N ANF HN ANF
_O N KOH
+ \/\I —>
N/ DMSO, RT,
24h
1 2

7-Metoxytakrin—hydrochlorid (1,00 g, 3,78 mmol) sa rozpustil v DMSO (25 ml). Potom
sa pridal rozdrobeny KOH (0,64 g, 11,33 mmol). Suspenzia sa mieSala pocas 2 hodin
pri teplote miestnosti za inertnych podmienok. Potom sa pridal allyljodid (0,69 ml, 7,55
mmol) a mieSalo sa d’alSich 24 hodin za rovnakych podmienok. Vyslednd zmes sa
zriedila vodou (100 ml) a extrahovala sa Styrikrat s etyl-acetaitom (75 ml). Zozbierané
organické vrstvy sa vysuSili pomocou Na,SO4. Nadbytok rozpusStadla sa odparil.
Surovy produkt sa &istil stipcovou chromatografiou s pouzitim silikagélu, ktory sa
predbezne sytil trietylaminom. Ako mobilnd faza bola zvolena hexan/etyl-acetat (1:1).
Cista baza sa rozpustila v dietyléteru a nasytila sa pomocou plynného HCI. Rozpustadlo
sa odparilo. ZraZanie pomocou MeOH/dietyléter poskytlo kone¢ny produkt 1 ako zltt
pevnu latku (130 mg) a produkt 2 ako bézovl pevnu latku (470 mg).

7-metoxy-N, N-di(prop-2-én-1-yl)-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-amin-hydrochlorid
(1)

Vzorec: Cy0H,5CIN,O
Molekulova hmotnost’: 344,89
Vytazok: 10 %

Teplota topenia: 168,9-171,8 °C
Nekalibrovana ¢istota: 98 %

m/z: 309,19
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HRMS [M+H]": 309,1943 (vypogitané pre: [CaoHasN>0]" 309,1918)

'"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) § 8.29 (d, J = 9,2 Hz, 1H), 7,61 (dd, J = 9,2, 2,7 Hz,
1H), 7,29 (d, J = 2,6 Hz, 1H), 5,90-5,85 (m, 1H), 5,85-5,80 (m, 1H), 5,30-5,23 (m,
2H), 5,23-5,18 (m, 2H), 4,06 (d, J = 6,5 Hz, 4H), 3,95 (s, 3H), 3,29-3,20 (m, 2H),
2,85-2,77 (m, 2H), 1,92-1,84 (m, 2H), 1,84-1,75 (m, 2H).

PC NMR (126 MHz, DMSO-dy) & 159,74, 158,25, 153,86, 134,86, 133,79, 127,88,
126,48, 125,06, 122,20, 119,27, 104,37, 56,30, 55,23, 28,59, 26,41, 22,00, 20,81.

7-metoxy-N-(prop-2-én-1-yl)-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-amin-hydrochlorid (2)
Vzorec: C17H,;CIN,O

Molekulova hmotnost’: 304,82

Vytazok: 41 %

Teplota topenia: 240,0-243,5 °C

Nekalibrovana Cistota: 99 %

m/z: 269,16

HRMS [M+H]+: 269,1631 (vypocitané pre: [C17H21N20]+ 269,1602)

'"H NMR (500 MHz, Metanol-dy;) § 7,74 (d, J = 9,2 Hz, 1H), 7,66 (d, J = 2,6 Hz, 1H),
7,49 (dd, J= 9.2, 2,6 Hz, 1H), 6,26-6,17 (m, 1H), 5,47-5,34 (m, 2H), 4,54 (dd, J = 4,0,
2,0 Hz, 2H), 3,91 (s, 3H), 3,07-2,98 (m, 2H), 2,81-2,72 (m, 2H), 2,02—1,90 (m, 4H).

PC NMR (126 MHz, Metanol-d,) & 157,09, 156,29, 149,13, 135,03, 133,18, 124,35,
120,26, 116,86, 115,79, 111,71, 103,70, 55,25, 48,63, 27,85, 23,77, 21,67, 20,46.
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N,N-di(prop-2-én-1-yl)-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-amin—hydrochlorid A3)
a N-(prop-2-én-1-yl)-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-amin—hydrochlorid (4)

NH, \/\N/\/ HN/\/
A
Cf]@ e CKI) @fb
N/ DMSO RT,
24 h
HCl H
3 4

Takrin—hydrochlorid (1,00 g, 4,26 mmol) sa rozpustil v DMSO (25 ml). Potom sa pridal
rozdrobeny KOH (0,72 g, 12,78 mmol). Suspenzia sa miesala pocas 2 hodin pri teplote
miestnosti za inertnych podmienok. Potom sa pridal allyljodid (0,78 ml, 8,52 mmol)
amieSalo sa d’alSich 24 hodin za rovnakych podmienok. Vyslednd zmes sa zriedila
vodou (100 ml) a extrahovala sa Styrikrat s etyl-acetatom (75 ml). Zozbierané organické
vrstvy sa vysuSili pomocou Na,SO,4. Nadbytok rozpustadla sa odparil. Surovy produkt
sa ¢istil stipcovou chromatografiou s pouzitim silikagélu, ktory sa predbezne
sytil trietylaminom. Ako mobilna fiza bola zvolena hexan/etyl-acetat (1:1). Cista baza
sa rozpustila v dietyléteru anasytila sa pomocou plynného HCIl. Rozpustadlo sa
odparilo. Zrazanie pomocou MeOH/dietyléter poskytlo kone¢ny produkt 3 ako hnedu
pevnu latku (150 mg) a produkt 4 ako ZIth pevnu latku (200 mg).

N,N-di(prop-2-én-1-yl)-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-amin—hydrochlorid (3)
Vzorec: C19H»3CIN,

Molekulova hmotnost: 314,86

Vytazok: 11 %

Teplota topenia: 174,3—178,1 °C

Nekalibrovana ¢istota: 99 %

m/z: 279,18

HRMS [M+H]+: 279,1811 (vypocitané pre: [C19H23N2]+ 279,1831)
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'"H NMR (500 MHz, Methanol-d4) & 8,03-7,94 (m, 2H), 7,60-7,55 (m, 1H), 7,45-7,39
(m, 1H), 5,88-5,83 (m, 1H), 5,82-5,78 (m, 1H), 5,19-5,13 (m, 2H), 5,13-5,07 (m, 2H),
3,88 (d, J = 6,6, 4H), 3,13 (t, J = 6,5 Hz, 2H), 2,90 (t, J = 6,4 Hz, 2H), 1,99-1,92 (m,
2H), 1,88-1,82 (m, 2H).

PC NMR (126 MHz, Methanol-d4) & 160,30, 152,85, 147,90, 135,48, 128,85, 128,39,
128,10, 126,39, 124,78, 124,37, 117,25, 55,56, 33,97, 26,69, 22,94, 22.91.

N-(prop-2-én-1-yl)-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-amin-hydrochlorid (4)
Vzorec: C1gHi9CIN,

Molekulova hmotnost™: 274,79

Vytazok: 17 %

Teplota topenia: 223,7-226,1 °C

Nekalibrovana Cistota: 99 %

m/z: 239,15

HRMS [M+H]+: 239,1520 (vypocitané pre: [C16H19N2]+ 239,1544)

'"H NMR (500 MHz, Metanol-d,) § 8,35 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 7,86-7,75 (m, 2H), 7,57—
7,49 (m, 1H), 6,21-6,10 (m, 1H), 5,42-5,30 (m, 2H), 4,60-4,50 (m, 2H), 3,03 (t, J= 5,9
Hz, 2H), 2,72 (t, J = 5,8 Hz, 2H), 2,02-1,90 (m, 4H).

BC NMR (126 MHz, Metanol-d,) & 158,31, 151,72, 139,64, 135,57, 134,08, 126,61,
126,23, 120,03, 117,41, 116,72, 112,97, 50,33, 29,32, 24,82, 22,94, 21,81.
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6-chlor-N,N-di(prop-2-én-1-yl)-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-amin—hydrochlorid (5)
a 6-chlor-N-(prop-2-én-1-yl)-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-amin-hydrochlorid (6)
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6-Chlortakrin (1,00 g, 4,30 mmol) sa rozpustil v DMSO (25 ml). Potom sa pridal
rozdrobeny KOH (0,72 g, 12,89 mmol). Suspenzia sa mieSala pocas 2 hodin pri teplote
miestnosti za inertnych podmienok. Potom sa pridal allyljodid (0,79 ml, 8,59 mmol)
amieSalo sa d’alSich 24 hodin za rovnakych podmienok. Vyslednd zmes sa zriedila
vodou (100 ml) a extrahovala sa Styrikrat s etyl-acetatom (75 ml). Zozbierané organické
vrstvy sa vysusili pomocou Na,SO,. Nadbytok rozpustadla sa odparil. Surovy produkt
sa ¢istil stipcovou chromatografiou s pouzitim silikagélu, ktory sa predbezne sytil
trietylaminom. Ako mobilna fiza bola zvolend hexan/etyl-acetat (1:1). Cistd baza sa
rozpustila v dietyléteru a nasytila sa pomocou plynného HCI. Rozpustadlo sa odparilo.
Zrazanie pomocou MeOH/dietyléter poskytlo kone¢ny produkt 5 ako zIth pevnu latku
(120 mg) a produkt 6 ako hnedu pevnu latku (640 mg).

6-chlor-N,N-di(prop-2-én-1-yl)-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-amin-hydrochlorid (5)
Vzorec: Ci9H2:CLhN,

Molekulova hmotnost’: 349,30

Vytazok: 8 %

Teplota topenia: 131,2—-133,9 °C

Nekalibrovana Cistota: 99 %

m/z: 314,14

HRMS [M+H]": 314,1386 (vypo¢itané pre: [C1oH»nCIN,]"314,1428)
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'"H NMR (500 MHz, DMSO-d6) § 8,35 (d, J = 9,3 Hz, 2H), 8,06 (d, J = 2,1 Hz, 1H),
7,38-7,29 (m, 1H), 6,13-6,07 (m, 2H), 5,29-5,05 (m, 4H), 4,32-4,10 (m, 4H), 3,02 (t, J
= 5,5 Hz, 2H), 2,48 (t, J = 5,6 Hz, 2H), 1,81-1,73 (m, 4H).

PC NMR (126 MHz, DMSO-d6) & 157,55, 150,13, 145,48, 137,20, 128,56, 125,19,
123,12, 118,63, 114,44, 112,88, 110,70, 48,34, 27,64, 21,90, 21,03, 20,09.

6-chlor-N-(prop-2-én-1-yl)-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-amin—hydrochlorid (6)
Vzorec: CisHisCLLN,

Molekulova hmotnost’: 309,23

Vytazok: 48 %

Teplota topenia: 173,9—177,5 °C

Nekalibrovana ¢istota: 98 %

m/z: 274,11

HRMS [M+H]": 274,1053 (vypoéitané pre: [C16H sCIN,]" 274,1100)

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) § 8,33 (d, J = 9,2 Hz, 2H), 8,11 (d, J = 2,2 Hz, 1H),
7,52 (dd, J = 9,3, 2,2 Hz, 1H), 6,14-6,02 (m, 1H), 5,30-5,19 (m, 2H), 4,54-4,40 (m,
2H), 3,02-2,96 (m, 2H), 2,65 (t, J = 5,6 Hz, 2H), 1,81 (dd, J = 6.9, 4,1 Hz, 4H).

BC NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 155,76, 151,19, 138,77, 137,11, 134,89, 127,79,
125,26, 118,00, 116,69, 113,89, 111,73, 45,44, 28,05, 23,91, 21,47, 20,32.
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7-fenoxy-N, N-di(prop-2-én-1-yl)-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-amin—hydrochlorid
(7) a 7-fenoxy-N-(prop-2-én-1-yl)-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-amin—hydrochlorid
®)
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7-Fenoxytakrin—hydrochlorid (1,00 g, 3,06 mmol) sa rozpustil v DMSO (25 ml). Potom
sa pridal rozdrobeny KOH (0,52 g, 9,18 mmol). Suspenzia sa mieSala pocas 2 hodin pri
teplote miestnosti za inertnych podmienok. Potom sa pridal allyljodid (0,56 ml, 8,54
mmol) a mieSalo sa d’alSich 24 hodin za rovnakych podmienok. Vyslednd zmes sa
zriedila vodou (100 ml) a extrahovala sa Styrikrat s etyl-acetaitom (75 ml). Zozbierané
organické vrstvy sa vysuSili pomocou Na,SO4. Nadbytok rozpusStadla sa odparil.
Surovy produkt sa &istil stipcovou chromatografiou s pouzitim silikagélu, ktory sa
predbezne sytil trietylaminom. Ako mobilna faza bola zvolena hexan/etyl-acetat (1:1).
Cista baza sa rozpustila v dietyléteru a nasytila sa pomocou plynného HCI. Rozpustadlo
sa odparilo. ZraZanie pomocou MeOH/dietyléter poskytlo kone¢ny produkt 7 ako ZzIth
pevnu latku (810 mg) a produkt 8 ako hnedé krystaliky (260 mg).

7-fenoxy-N,N-di(prop-2-én-1-yl)-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-amin—hydrochlorid
(7)

Vzorec: C;5H7CIN,O
Molekulova hmotnost’: 406,96
Vytazok: 65 %

Teplota topenia: 97,8-100,7 °C
Nekalibrovana ¢istota: 98 %
m/z: 371,21

HRMS [M+H]": 371,2106 (vypoéitané pre: [C2sH»N,0]" 371,2131)
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'"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) § 8,40 (d, J = 9,2 Hz, 1H), 7,76 (dd, J = 9,2, 2,6 Hz,
1H), 7,53-7,47 (m, 2H), 7,34 (d, J = 2,6 Hz, 1H), 7,32-7,26 (m, 1H), 7,22-7,17 (m,
2H), 5,71-5,66 (m, 1H), 5,66-5,61 (m, 1H), 5,17-5,10 (m, 4H), 3,88 (d, J = 6,5 Hz,
4H), 3,27 (t, J = 6,4 Hz, 2H), 2,79 (t, J = 6,3 Hz, 2H), 1,92-1,84 (m, 2H), 1,83-1,75 (m,
2H).

C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 160,05, 156,46, 155,70, 15529, 134,73, 134,31,
130,89, 127,99, 126,32, 125,95, 125,37, 123,03, 120,27, 119,34, 110,82, 55,06, 28,77,
26,32, 21,93, 20,78.

7-fenoxy-N-(prop-2-én-1-yl)-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-amin-hydrochlorid (8)
Vzorec: CyyH3CIN,O

Molekulova hmotnost’: 366,89

Vytazok: 23 %

Teplota topenia: 47,6-50,5 °C

Nekalibrovana ¢istota: 99 %

m/z: 331,18

HRMS [M+H]": 331,1806 (vypoéitané pre: [C,,H3N,0]" 331,1802)

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 8,13 (d, J = 9,2 Hz, 1H), 8,01 (t, J = 6,4 Hz, 1H),
7,77 (d, J = 2,2 Hz, 1H), 7,65 (dd, J = 9,2, 2,3 Hz, 1H), 7,48-7,39 (m, 2H), 7,24-7,18
(m, 1H), 7,11-7,05 (m, 2H), 5,81-5,71 (m, 1H), 5,11-5,01 (m, 2H), 4,31-4,23 (m, 2H),
3,03 (t, J= 5,6 Hz, 2H), 2,65 (t, J = 5,5 Hz, 2H), 1,86-1,75 (m, 4H).

BC NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 156,43, 155,68, 154,13, 150,42, 135,18, 134,80,
130,79, 125,87, 124,69, 121,92, 119,59, 116,54, 116,49, 111,99, 111,71, 48,67, 28,26,
24,26, 21,86, 20,72.

43



7-metoxy-N,N-di(prop-2-in-1-yl)-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-amin—hydrochlorid
(9) a 7-metoxy-N-(prop-2-in-1-yl)-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-amin—hydrochlorid
(10)
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7-Metoxytakrin (1,00 g, 4,38 mmol) sa rozpustil v DMSO (20 ml). Potom sa pridal
rozdrobeny KOH (0,49 g, 8,76 mmol). Suspenzia sa mieSala poc€as 2 hodin pri teplote
miestnosti za inertnych podmienok. Potom sa pridal propargylbromid (80%, 0,94 ml,
8,76 mmol) a miesalo sa d’alSich 24 hodin za rovnakych podmienok. Vysledna zmes sa
zriedila vodou (100 ml) a extrahovala sa Styrikrat s etyl-acetdtom (75 ml). Zozbierané
organické vrstvy sa vysuSili pomocou Na,SO4. Nadbytok rozpusStadla sa odparil.
Surovy produkt sa Gistil stipcovou chromatografiou s pouzitim silikagélu, ktory sa
predbezne sytil trietylaminom. Ako mobilnd faza bola zvolena hexan/etyl-acetat (3:1).
Cista baza sa rozpustila v dietyléteru a nasytila sa pomocou plynného HCI. Rozpustadlo
sa odparilo. Zrazanie pomocou MeOH/dietyléter poskytlo kone¢ny produkt 9 ako
nahnedli pevnu latku (135 mg) a produkt 10 ako nahnedlu pevnu latku (490 mg).

7-metoxy-N, N-di(prop-2-in-1-yl)-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-amin—hydrochlorid
®

Vzorec: Cy0H,CIN,O
Molekulova hmotnost’: 340,85
Vytazok: 9 %

Teplota topenia: 217,9-220,2 °C
Nekalibrovana ¢istota: 97 %

m/z: 305,16
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HRMS [M+H]": 305,1553 (vypoé&itané pre: [C20H2N,0]" 305,1601)

'"H NMR (500 MHz, Metanol-dy) § 8,00 (d, J = 9,1 Hz, 1H), 7,64 (d, J = 2,5 Hz, 1H),
7,62 (dd, J=9,1, 2,5 Hz, 1H), 4,49-4.42 (m, 4H), 4,03 (s, 3H), 3,29 (t, J = 6,4 Hz, 2H),
3,08 (t, J = 6,3 Hz, 2H), 3,02 (t, J = 2,2 Hz, 2H), 2,08-2,00 (m, 2H), 1,98-1,91 (m, 2H).

BC NMR (126 MHz, Metanol-d,) & 151,33, 151,29, 145,78, 125,72, 120,63, 118,76,
117,92, 113,23, 95,62, 70,34, 66,87, 47,70, 33,04, 20,35, 18,15, 13,62, 12,53.

7-metoxy-N-(prop-2-in-1-yl)-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-amin-hydrochlorid (10)
Vzorec: C17H;9CIN,O

Molekulova hmotnost’: 302,80

Vytazok: 37 %

Teplota topenia: 237,7-240,1 °C

Nekalibrovana ¢istota: 98 %

m/z: 325,26

HRMS [M+H]": 325,2595 (vypoéitané pre: [Ci7HoN,O]" 325,2610)

"H NMR (500 MHz, Methanol-d4) 6 7,86 (d, J=9,1 Hz, 1H), 7,28-7,24 (m, 1H), 7,22
(d, J=2,7Hz, 1H), 4,12 (d, /= 2,6 Hz, 2H), 3,93 (s, 3H), 3,09-3,01 (m, 2H), 2,84 (t, J
=5,9 Hz, 2H), 2,29 (t, J= 2,3 Hz, 1H), 1,96-1,88 (m, 4H).

BC NMR (126 MHz, Methanol-d4) & 156,49, 156,37, 148,25, 143,38, 130,45, 121,74,
120,73, 119,66, 100,93, 81,46, 72,34, 55,50, 37,97, 33,74, 24,65, 22,94, 22,78.
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N,N-di(prop-2-in-1-yl)-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-amin-hydrochlorid (11)
a N-(prop-2-in-1-yl)-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-amin—hydrochlorid (12)
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Takrin—hydrochlorid (1,00 g, 4,26 mmol) sa rozpustil v DMSO (20 ml). Potom sa pridal
rozdrobeny KOH (0,72 g, 12,78 mmol). Suspenzia sa miesala pocas 2 hodin pri teplote
miestnosti za inertnych podmienok. Potom sa pridal propargylbromid (80%, 0,92 ml,
8,52 mmol) a mieSalo sa d’alSich 24 hodin za rovnakych podmienok. Vyslednd zmes sa
zriedila vodou (100 ml) a extrahovala sa Styrikrat s etyl-acetditom (75 ml). Zozbierané
organické vrstvy sa vysuSili pomocou Na,SO4. Nadbytok rozpustadla sa odparil.
Surovy produkt sa Gistil stipcovou chromatografiou s pouzitim silikagélu, ktory sa
predbezne sytil trietylaminom. Ako mobilna faza bola zvolena hexan/etyl-acetat (3:1).
Cista baza sa rozpustila v dietyléteru a nasytila sa pomocou plynného HCI. Rozpustadlo
sa odparilo. ZraZanie pomocou MeOH/dietyléter poskytlo kone¢ny produkt 11 ako zltt
pevnu latku (225 mg) a produkt 12 ako nahnedli pevnu latku (650 mg).

N,N-di(prop-2-in-1-yl)-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-amin—hydrochlorid (11)
Vzorec: C9H;9CIN,

Molekulova hmotnost™: 310,83

Vytazok: 17 %

Teplota topenia: 198,1-201,0 °C

Nekalibrovana Cistota: 96 %

m/z: 275,15

HRMS [M+H]": 275,1497 (vypoéitané pre: [C1oH1oN2]™ 275,1515)
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'"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) § 8,37 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 8,17 (d, J = 8,4 Hz, 1H),
8,03-7,94 (m, 1H), 7,83-7,75 (m, 1H), 4,48-4,32 (m, 4H), 3,55-3,43 (m, 2H), 3,39—
3,26 (m, 2H), 2,99-2,88 (m, 2H), 1,96-1,86 (m, 2H), 1,85-1,76 (m, 2H).

BC NMR (126 MHz, DMSO-dg) & 159,66, 157,21, 138,22, 133,40, 128,43, 128,33,
125,85, 125,02, 120,59, 79,46, 77,27, 42,19, 28,98, 26,04, 21,80, 20,70.

N-(prop-2-in-1-yl)-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-amin—hydrochlorid (12)
Vzorec: C1gH;7CIN,

Molekulova hmotnost™: 272,78

Vytazok: 56 %

Teplota topenia: 222,6-225,5 °C

Nekalibrovana ¢istota: 97 %

m/z: 237,13

HRMS [M+H]": 237,1310 (vypoéitané pre: [Ci6H7N,]" 237,1279)

'"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 8,58 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 8,42 (bs, 1H), 8,06 (d, J =
8,3 Hz, 1H), 7,92-7,80 (m, 1H), 7,66-7,52 (m, 1H), 4,71-4,56 (m, 2H), 3,53-3,40 (m,
1H), 3,12-2,99 (m, 2H), 2,81-2,66 (m, 2H), 1,92-1,72 (m, 4H).

BC NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 155,56, 151,86, 138,13, 133,10, 125,70, 125,44,
119,65, 116,13, 112,20, 80,84, 76,73, 36,47, 28,43, 24,33, 21,85, 20,66.
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6-chlor-N,N-di(prop-2-in-1-yl)-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-amin—-hydrochlorid
(13) a 6-chlor-N-(prop-2-in-1-yl)-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-amin—hydrochlorid
(14)
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6-Chlortakrin (1,00 g, 4,30 mmol) sa rozpustil v DMSO (20 ml). Potom sa pridal
rozdrobeny KOH (0,48 g, 8,59 mmol). Suspenzia sa miesala poc€as 2 hodin pri teplote
miestnosti za inertnych podmienok. Potom sa pridal propargylbromid (80%, 0,93 ml,
8,59 mmol) a miesalo sa d’alSich 24 hodin za rovnakych podmienok. Vysledna zmes sa
zriedila vodou (100 ml) a extrahovala sa Styrikrat s etyl-acetatom (75 ml). Zozbierané
organické vrstvy sa vysuSili pomocou Na,SO4. Nadbytok rozpusStadla sa odparil.
Surovy produkt sa &istil stipcovou chromatografiou s pouzitim silikagélu, ktory sa
predbezne sytil trietylaminom. Ako mobilnd faza bola zvolena hexan/etyl-acetat (3:1).
Cista baza sa rozpustila v dietyléteru a nasytila sa pomocou plynného HCI. Rozpustadlo
sa odparilo. Zrazanie pomocou MeOH/dietyléter poskytlo kone¢ny produkt 13 ako zIth
pevnu latku (445 mg) a produkt 14 ako nahnedli pevnu latku (330 mg).

6-chlor-N,N-di(prop-2-in-1-yl)-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-amin-hydrochlorid
(13)

Vzorec: C19H;3CIoN,
Molekulova hmotnost’: 345,27
Vytazok: 30 %

Teplota topenia: 199,8-202,7 °C
Nekalibrovana Cistota: 98 %

m/z: 346,08
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HRMS [M+H]': 346,0843 (vypoéitané pre: [C1oH;sCIN,]" 346,0819)

"H NMR (500 MHz, DMSO-d) & 8,48-8,42 (m, 1H), 8,17 (d, J= 9,2 Hz, 1H), 7,82 (dd,
J=9,1, 1,9 Hz, 1H), 4,45-4,34 (m, 4H), 3,54-3,46 (m, 2H), 3,30 (t, J = 6,3 Hz, 2H),
2,92 (t, J= 6,2 Hz, 2H), 1,93-1,85 (m, 2H), 1,85-1,77 (m, 2H).

C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 159,38, 158,37, 139,02, 137,62, 128,75, 128,66,
128,16, 123,80, 119,67, 79,33, 77,43, 42,23, 29,26, 26,06, 21,76, 20,66.

6-chlor-N-(prop-2-in-1-yl)-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-amin-hydrochlorid (14)
Vzorec: CisH6CI2N,

Molekulova hmotnost’: 306,07

Vytazok: 25 %

Teplota topenia: 218,4-220,8 °C

Nekalibrovana ¢istota: 98 %

m/z: 272,09

HRMS [M+H]": 272,0944 (vypoéitané pre: [C16H1sCIN,]" 272,0918)

'H NMR (500 MHz, DMSO-dy) & 8,57 (d, J = 9,3 Hz, 1H), 8,54 (t, J = 6,3 Hz, 1H),
8,14 (d, J=2,2 Hz, 1H), 7,61 (dd, J = 9.3, 2,2 Hz, 1H), 4,68-4,61 (m, 2H), 3,50 (t, J =
2,3 Hz, 1H), 3,04 (t, J = 5,6 Hz, 2H), 2,73-2,67 (m, 2H), 1,86-1,77 (m, 4H).

PC NMR (126 MHz, DMSO-dy) & 155,31, 152,31, 138,88, 137,58, 128,00, 125,88,
118,39, 114,58, 112,64, 80,47, 77,05, 36,45, 28,43, 24,25, 21,71, 20,56.
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7-fenoxy-N,N-di(prop-2-in-1-yl)-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-amin—hydrochlorid
(15) a 7-fenoxy-N-(prop-2-in-1-yl)-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-amin—hydrochlorid
(16)
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7-Fenoxytakrin (1,00 g, 3,44 mmol) sa rozpustil v DMSO (20 ml). Potom sa pridal
KOH (0,39 g, 6,89 mmol). Suspenzia sa miesala pocas 2 hodin pri teplote miestnosti za
inertnych podmienok. Potom sa pridal propargylbromid (80%, 0,74 ml, 6,89 mmol)
amieSalo sa d’alSich 24 hodin za rovnakych podmienok. Vyslednd zmes sa zriedila
vodou (100 ml) a extrahovala sa Styrikrat s etyl-acetatom (75 ml). Zozbierané organické
vrstvy sa vysusili pomocou Na,SO,4. Nadbytok rozpustadla sa odparil. Surovy produkt
sa Cistil stipcovou chromatografiou s pouzitim silikagélu, ktory sa predbezne sytil
trietylaminom. Ako mobilna fiza bola zvolena hexan/etyl-acetat (3:1). Cista baza sa
rozpustila v dietyléteru a nasytila sa pomocou plynného HCI. Rozpustadlo sa odparilo.
Zrazanie pomocou MeOH/dietyléter poskytlo konecny produkt 15 ako hnedi pevnu
latku (210 mg) a produk 16 ako tmava hneda pevnu latku (325 mg).

7-fenoxy-N, N-di(prop-2-in-1-yl)-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-amin—hydrochlorid
15)

Vzorec: C,5H3CIN,O
Molekulova hmotnost’: 402,92
Vytazok: 15 %

Teplota topenia: 168,9-173,9 °C
Nekalibrovana ¢istota: 97 %

m/z: 367,18
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HRMS [M+H]": 367,1817 (vypoé&itané pre: [C,sHx3N,0]" 367,1795)

'"H NMR (500 MHz, DMSO-dy) & 8,42 (d, J = 9,2 Hz, 1H), 7,78 (dd, J = 9,2, 2,6 Hz,
1H), 7,52-7,45 (m, 3H), 7,30-7,24 (m, 1H), 7,22-7,16 (m, 2H), 4,28-4,15 (m, 4H),
3,34-3,27 (m, 4H), 2,90 (t, J = 6,2 Hz, 2H), 1,93-1,85 (m, 2H), 1,84-1,76 (m, 2H).

C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 157,87, 156,43, 155,49, 15531, 134,62, 130,64,
128,91, 126,35, 125,90, 125,08, 122,95, 119,94, 110,20, 78,92, 76,71, 41,30, 28,57,
25,64, 21,47, 20,46.

7-fenoxy-N-(prop-2-in-1-yl)-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-amin-hydrochlorid (16)
Vzorec: CyHy1CIN,O

Molekulova hmotnost’: 364,87

Vytazok: 26 %

Teplota topenia: 177,1-180,5 °C

Nekalibrovana Cistota: 99 %

m/z: 329,16

HRMS [M+H]": 329,1635 (vypoéitané pre: [C2,H2 N>O]" 329,1629)

'H NMR (500 MHz, DMSO-dy) & 8,26 (t, J = 6,5 Hz, 1H), 8,19-8,12 (m, 2H), 7,65 (dd,
J=92,24Hz, 1H), 7,45-7,38 (m, 2H), 7,21-7,15 (m, 1H), 7,12-7,05 (m, 2H), 4,54
4,44 (m, 2H), 3,30 (t, /= 2,3 Hz, 1H), 3,10-3,02 (m, 2H), 2,78-2,69 (m, 2H), 1,88-1,75
(m, 4H).

BC NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 156,51, 154,62, 153,67, 151,07, 134,49, 130,45,
126,00, 124,16, 121,80, 118,77, 116,97, 112,50, 112,10, 80,23, 76,35, 35,95, 28,07,
24.11, 21,56, 20,37.

51



N,N-di(prop-2-in-1-yl)-N"-(7-metoxy-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-yl)-propan-1,3-
diamin—dihydrochlorid (17)

HN"""NH, HNT NN /\
0 N Br KL K,CO3 _0 N \
+ \\ — > X
N7 ¥ CH,CL,RT, N7
24 h
.2 HC1
17

N-(7-metoxy-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-yl)propan-1,3-diamin (1,00 g, 3,50 mmol)
rozpustil v 30 ml CH,Cl,. Potom sa pridali K,COs (0,97 g, 7,01 mmol) a KI (0,06

Sa

g

0,35 mmol). Do reakénej zmesi sa zaviedol inertny plyn. Nakoniec sa po kvapkéach

pridal propargylbromid (80%, 0,41 ml, 3,85 mmol). Reakénd zmes sa mieSala 24 hodin

pri teplote miestnosti za inertnych podmienok. Nésledne sa surovy produkt prefiltroval

a nezreagované anorganické zvysky sa premyli MeOH (30 ml). Filtrat sa odparil

a precistil stipcovou chromatografiou s pouzitim silikagélu, ktory sa predbezne sytil

trietylaminom. Ako mobilna fiza bola zvolena hexan/etyl-acetat (3:1 — 1:1). Cista

baza sa rozpustila v CHCl, anasytila sa pomocou plynného HCI. Odparenim

rozpust'adla sa ziskal kone¢ny produkt 17 ako svetld oranzova pevna latka (820 mg).

N,N-di(prop-2-in-1-yl)-N"-(7-metoxy-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-yl)-propan-1,3-
diamin—dihydrochlorid (17)

Vzorec: Cy3H29C1oN30
Molekulova hmotnost’: 434,41
Vytazok: 54 %

Teplota topenia: 170,6-173,0 °C
Nekalibrovana Cistota: 98 %
m/z: 363,49

HRMS [M+2H]*": 363,4904 (vypocitané pre: [Ca3HaoN30T 363,4948)
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'"H NMR (500 MHz, DMSO-dy) & 7,99 (bs, 1H), 7,97 (d, J = 9,2 Hz, 1H), 7,79 (d, J =
2,3 Hz, 1H), 7,50 (dd, J = 9,2, 2,4 Hz, 1H), 4,15-4,00 (m, 4H), 3,95 (s, 3H), 3,93-3,88
(m, 2H), 3,79-3,71 (m, 2H), 3,23-3,14 (m, 2H), 3,02 (t, J = 5,6 Hz, 2H), 2,75 (t, J= 5.5
Hz, 2H), 2,22-2,12 (m, 2H), 1,86-1,75 (m, 4H).

BC NMR (126 MHz, DMSO-dy) & 156,82, 154,84, 150,08, 132,62, 124,14, 120,97,
117,68, 111,51, 103,65, 81,16, 73,41, 56,45, 49,46, 43,81, 41,79, 28,07, 25,29, 24,98,
21,89, 20,39.
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N,N-di(prop-2-in-1-yl-)-N -(1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-yl)propan-1,3-diamin—
dihydrochlorid (18) a  N-(prop-2-in-1-yl)-N"-(1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-
yD)propan-1,3-diamin—dihydrochlorid (19)

AN AN
HN/\/\NH2 HN N/\ HN ”\
Q B KI, K,CO; N \ N
+ —> % +
N7 N CH:Cl, RT, N7 N
24h 2 HCl 2 HCI
18 19

N-(1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-yl)propan-1,3-diamin (1,00 g, 3,92 mmol) sa rozpustil
v 30 ml CH,Cl,. Potom sa pridali K,CO; (1,08 g, 7,83 mmol) a KI (0,07 g, 0,39 mmol).
Do reakénej zmesi sa zaviedol inertny plyn. Nakoniec sa po kvapkach pridal
propargylbromid (80%, 0,46 ml, 4,31 mmol). Reak¢nd zmes sa mieSala 24 hodin pri
teplote miestnosti za inertnych podmienok. Nasledne sa surovy produkt prefiltroval
a nezreagované anorganické zvysky sa premyli MeOH (30 ml). Filtrat sa odparil
a precistil stipcovou chromatografiou s pouzitim silikagélu, ktory sa predbezne sytil
trietylaminom. Ako mobilna fiza bola zvolena hexan/etyl-acetat (3:1 — 1:1). Cista
baza sa rozpustila v CHCl, anasytila sa pomocou plynného HCI. Odparenim
rozpustadla sa ziskal konecny produkt 18 ako hneda pevna latka (300 mg) a produkt 19
ako bézova pevna latka (200 mg).

N,N-di(prop-2-in-1-yl-)-N"-(1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-yl)propan-1,3-diamin—
dihydrochlorid (18)

Vzorec: CyHy7CILN3

Molekulova hmotnost’: 404,38

Vytazok: 19 %

Teplota topenia: 104,2—-106,5 °C

Nekalibrovana ¢istota: 98 %

m/z: 333,48

HRMS [M+H]*": 333,4795 (vypocitané pre: [CooHy7N31* 333,4779)
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'"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) § 8,52 (d, J = 8,7 Hz, 1H), 8,13 (dd, J = 8,6, 1,2 Hz,
1H), 8,07 (bs, 1H), 7,93-7,87 (m, 1H), 7,65-7,58 (m, 1H), 4,17 (s, 4H), 4,02 (q, J = 6,3
Hz, 2H), 3,94-3,82 (m, 2H), 3,38-3,22 (m, 2H), 3,09 (t, J = 5,7 Hz, 2H), 2,76 (t, J= 5,6
Hz, 2H), 2,36-2,20 (m, 2H), 1,95-1,80 (m, 4H).

PC NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 156,06, 151,47, 138,25, 132,97, 125,74, 125,48,
119,64, 116,23, 111,89, 81,98, 73,31, 49,71, 44,60, 42,05, 28,46, 25,07, 24,74, 22,01,
20,73.

N-(prop-2-in-1-yl)-N'-(1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-yl)propan-1,3-diamin—
dihydrochlorid (19)

Vzorec: C19H,5CIoN;3

Molekulova hmotnost’: 366,33

Vytazok: 14 %

Teplota topenia: 151,4-154,3 °C

Nekalibrovana ¢istota: 98 %

m/z: 295,43

HRMS [M+H]*": 295,4291 (vypocitané pre: [C1oH,sN3]*" 295,4306)

'H NMR (500 MHz, DMSO-dy) & 9,90 (bs, 2H), 8,55 (d, J = 8,7 Hz, 1H), 8,09 (dd, J =
8,6, 1,2 Hz, 1H), 8,05 (bs, 1H), 7,96-7,86 (m, 1H), 7,69-7,57 (m, 1H), 4,06 (q, J = 6,7
Hz, 2H), 3,98-3,89 (m, 2H), 3,74 (t, J= 2,5 Hz, 1H), 3,18-3,02 (m, 4H), 2,77 (t, J=5,5
Hz, 2H), 2,30-2,13 (m, 2H), 1,95-1,80 (m, 4H).

PC NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 156,05, 151,35, 138,24, 133,03, 125,78, 125,55,
119,62, 116,17, 111,90, 79,92, 75,48, 44,29, 43,57, 35,86, 28,47, 26,73, 24,78, 22,01,
20,75.
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N,N-di(prop-2-in-1-yl)-N"-(6-chlor-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-yl)propan-1,3-
diamin—dihydrochlorid (20) a N-(prop-2-in-1-yl)-N’-(6-chlor-1,2,3,4-
tetrahydroakridin-9-yl)propan-1,3-diamin—dihydrochlorid (21)

/\/\ /\/\
HN\/\/\NHZ Br K1, K,CO,4 HN\ N\\ i ”\
isec - Noochiiooe
cl N7 \§ CH,Cl,, RT, 5 N7 cl N
24h 2 HCI .2 HC1
20 21

N-(6-chlor-1.2.3.4-tetrahydroakridin-9-yl)propan-1,3-diamin (1,00g, 3,45 mmol) sa
rozpustil v 30 ml CH,Cl,. Potom sa pridali K,CO;3; (0,95 g, 6,90 mmol) a KI (0,06 g,
0,35 mmol). Do reakénej zmesi sa zaviedol inertny plyn. Nakoniec sa po kvapkéach
pridal propargylbromid (80%, 0,41 ml, 3,80 mmol). Reakéna zmes sa miesala 24 hodin
pri teplote miestnosti za inertnych podmienok. Nasledne sa surovy produkt prefiltroval
a nezreagovan¢ anorganické zvySky sa premyli MeOH (30 ml). Filtrat sa odparil
a predistil stipcovou chromatografiou s pouzitim silikagélu, ktory sa predbezne sytil
trietylaminom. Ako mobilna faza bola zvolend hexan/etyl-acetat (3:1 — 1:1). Cista
baza sa rozpustila v CH,Cl, anasytila sa pomocou plynného HCI. Odparenim
rozpustadla sa ziskal kone¢ny produkt 20 ako hned4 pevna latka (167 mg) a produkt 21
ako bézova pevna latka (345 mg).

N,N-di(prop-2-in-1-yl)-N"-(6-chlor-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-yl)propan-1,3-
diamin—dihydrochlorid (20)

Vzorec: CyH6Cl3N3
Molekulova hmotnost’: 438,82
Vytazok: 11 %

Teplota topenia: 181,2—183,5 °C
Nekalibrovana Cistota: 99 %
m/z: 367,92

HRMS [M+H]>": 367,9235 (vypoéitané pre: [CarHasCIN;J*" 367,9210)
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'"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) § 8,48 (d, J = 9,3 Hz, 1H), 8,18 (d, J = 2,3 Hz, 1H),
8,15 (bs, 1H), 7,56 (dd, J = 9,2, 2,2 Hz, 1H), 4,11 (s, 4H), 3,96 (q, J = 6,5 Hz, 2H),
3,85-3,78 (m, 2H), 3,30-3,19 (m, 2H), 3,02 (t, J = 5,1 Hz, 2H), 2,67 (t, J = 5,2 Hz, 2H),
2,29-2,15 (m, 2H), 1,88-1,75 (m, 4H).

PC NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 155,85, 151,86, 139,00, 137,35, 128,04, 125,81,
118,34, 114,73, 112,32, 81,89, 73,32, 49,65, 44,63, 42,01, 28,40, 24,85, 24,57, 21,82,
20,58.

N-(prop-2-in-1-yl)-N’-(6-chlor-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-yl)propan-1,3-diamin—
dihydrochlorid (21)

Vzorec: C9H24CI3N;

Molekulova hmotnost’: 400,77

Vytazok: 25 %

Teplota topenia: 183,5-185,2 °C

Nekalibrovana ¢istota: 96 %

m/z: 329,87

HRMS [M+H]*": 329,8678 (vypocitané pre: [C1oH4CIN;]*" 329,8674)

'H NMR (500 MHz, DMSO-dj) § 9,86 (bs, 2H), 8,49 (d, J = 9,3 Hz, 1H), 8,19-8,05 (m,
2H), 7,55 (dd, J=9,2, 2,3 Hz, 1H), 3,98 (q, J = 6,7 Hz, 2H), 3,87 (s, 2H), 3,68 (t, J =
2,5 Hz, 1H), 3,12-2,91 (m, 4H), 2,68 (t, J = 5,0 Hz, 2H), 2,23-2,08 (m, 2H), 1,91-1,72
(m, 4H).

PC NMR (126 MHz, DMSO-dy) & 155,78, 151,70, 138,98, 137,35, 128,11, 125,82,
118,29, 114,60, 112,30, 79,85, 75,42, 44,32, 43,48, 35,80, 28,39, 26,48, 24,60, 21,81,
20,59.
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N,N-di(prop-2-in-1-yl)-N’-(7-fenoxy-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-yl)propan-1,3-
diamin—dihydrochlorid (22) a N-(prop-2-in-1-yl)-N’-(7-fenoxy-1,2,3,4-
tetrahydroakridin-9-yl)propan-1,3-diamin—dihydrochlorid (23)

HN""NH, HN’\/\N’\ HN/\/\N
0 KI, 1<2co3
N r
©/ N/ * CH2C1 RT, ©/ \©\)j:> m
2 HCI 2 HCI
22 23

N-(7-fenoxy-1,2,3 4-tetrahydroakridin-9-yl)propan-1,3-diamin (1,00 g, 2,88 mmol) sa
rozpustil v 30 ml CH,Cl,. Potom sa pridali K,CO;3 (0,80 g, 5,76 mmol) a KI (0,05 g,
0,29 mmol). Do reakénej zmesi sa zaviedol inertny plyn. Nakoniec sa po kvapkéach
pridal propargylbromid (80%, 0,34 ml, 3,17 mmol). Reak¢nd zmes sa miesala 24 hodin
pri teplote miestnosti za inertnych podmienok. Nasledne sa surovy produkt prefiltroval
a nezreagované anorganické zvysky sa premyli MeOH (30 ml). Filtrat sa odparil
a predistil stipcovou chromatografiou s pouzitim silikagélu, ktory sa predbezne sytil
trietylaminom. Ako mobilna fiza bola zvolena hexan/etyl-acetat (3:1 — 1:1). Cista
baza sa rozpustila v CH,Cl, anasytila sa pomocou plynného HCI. Odparenim
rozpustadla sa ziskal kone¢ny produkt 22 ako ZItd pevna latka (515 mg) a produkt 23
ako hneda pevna latka (210 mg).

N,N-di(prop-2-in-1-yl)-N’"-(7-fenoxy-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-yl)propan-1,3-
diamin—dihydrochlorid (22)

Vzorec: CysH3CI;N30
Molekulova hmotnost’: 496,48
Vytazok: 36 %

Teplota topenia: 175,3—177,7 °C
Nekalibrovana Cistota: 99 %
m/z: 425,57

HRMS [M+H]*": 425,5719 (vypogitané pre: [CosH3 N;OT** 425,5731)
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'"H NMR (500 MHz, DMSO-dy) § 8,15 (d, J=9,2 Hz, 1H), 8,00~7,94 (m, 1H), 7,90 (bs,
1H), 7,62 (dd, J = 9,2, 2,3 Hz, 1H), 7,47-7,39 (m, 2H), 7,23-7,16 (m, 1H), 7,09 (d, J =
8,2 Hz, 2H), 4,00 (s, 4H), 3,81 (q, J = 6,0 Hz, 2H), 3,77-3,70 (m, 2H), 3,16-3,07 (m,
2H), 3,07-2,99 (m, 2H), 2,77-2,66 (m, 2H), 2,09-2,01 (m, 2H), 1,87-1,77 (m, 4H).

PC NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 156,57, 155,05, 153,55, 150,92, 134,44, 130,47,
125,68, 124,17, 121,78, 118,77, 117,20, 112,30, 111,75, 81,00, 73,60, 49,43, 44,17,
41,71, 28,10, 24,95, 24,61, 21,71, 20,37.

N-(prop-2-in-1-yl)-N’-(7-fenoxy-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-yl)propan-1,3-
diamin—dihydrochlorid (23)

Vzorec: Cy5sHz9CILN;0

Molekulova hmotnost™: 458,43

Vytazok: 16 %

Teplota topenia: 177,6-180,0 °C

Nekalibrovana ¢istota: 99 %

m/z: 387,53

HRMS [M+H]*": 387,5317 (vypocitané pre: [CasHaoN3;0T*" 387,5309)

'"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) § 9,75 (bs, 2H), 8,10 (d, J = 9,2 Hz, 1H), 7,99 (d, J =
2,2 Hz, 1H), 7,87 (t, J = 5,8 Hz, 1H), 7,61 (dd, J=9,2, 2,3 Hz, 1H), 7,47-7,40 (m, 2H),
7,22-7,17 (m, 1H), 7,11-7,06 (m, 2H), 3,88-3,84 (m, 2H), 3,84-3,80 (m, 2H), 3,67 (t, J
= 2,5 Hz, 1H), 3,08-3,01 (m, 2H), 2,95 (t, J = 7,0 Hz, 2H), 2,76-2,68 (m, 2H), 2,05—
1,94 (m, 2H), 1,86-1,76 (m, 4H).

PC NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 156,52, 155,06, 153,63, 150,88, 134,37, 130,48,
125,68, 124,21, 121,75, 118,81, 117,18, 112,27, 111,80, 79,58, 75,08, 43,61, 43,17,
35,52, 28,12, 26,37, 24,74, 21,73, 20,38.
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3.3 VYSLEDKY A DISKUSIA

Experimentalna cast’ tejto diplomovej prace bola zamerand na syntézu

propargyl-takrinovych hybridnych zlucenin.

Pripravili sme allylové a propargylové derivaty takrinu, substituovaného takrinu
(7-MEOTA, 6-chlortakrin, 7-fenoxytakrin) a propargylové derivaty s trojuhlikatym
diaminovym retazcom. Zvolili sme substituenty chlor a fenoxyskupinu, ktoré by mali
vykazovat' vysSiu inhibi¢nt aktivitu alepSiu priepustnost’ cez hematoencefalicka
bariéru, metoxyskupinu kvoli nizsej toxicite a diaminovy retazec pre zvysenie afinity

k ChE [56].

Vysledkom tychto jednokrokovych reakcii boli mono- a dialkylované produkty.
Vzhl'adom k tomu, ze ndm v priebehu jednej syntézy vznikli dva produkty, tak sa

vytaznost’ liSila v Sirokom rozmedzi.

Pri syntéze allylovych derivatov ndm primarne vznikal monoalkylovany produkt
svytazkami 1748 %, ale u7-fenoxytakrinu prevladal dialkylovany produkt
s vytazkom 65 %. Vytaznost zvySnych dialkylovanych produktov sa pohybovala od 8
do 11 %.

Pri syntéze propargylovych derivatov ndm primarne vznikal monoalkylovany
produkt s vytazkami 25-56 %, ale u 6-chlortakrinu prevladal dialkylovany produkt
s vytazkom 30 %. Vytaznost' zvySnych dialkylovanych produktov sa pohybovala od 9
do 17 %

Pri syntéze propargylovych derivatov propan-1,3-diaminu ndm primérne vznikal
dialkylovany produkt svytazkami 11-54 %, ale u 6-chlortakrinového derivatu
prevladal monoalkylovany produkt svytazkom 25 %. Vytaznost zvySnych
monoalkylovanych produktov sa pohybovala od 0 do 16 %.

Pri syntéze allylovych/propargylovych derivatov takrinu sme vychadzali z dvoch
ekvivalentov allyljodidu/propargylbromidu, zatial c¢o u propargylovych derivatov
propan-1,3-diaminu sme vychadzali z 1,1 ekvivalentu propargylbromidu. Této
skutocnost’ a zaroveil aj pritomnost diaminového retazca mohli mat vplyv na
vytaznost produktov v prospech mono- a dialkylovanych derivatov, pretoze v tretej

sérii reakcii sa ndm vyt'aznost’ zvysila na stranu dialkylovanych produktov.
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Podarilo sa ndm pripravit’ 23 derivatov. Pat’ derivatov z nasyntetizovanych 23 uz
boli popisané v literatire. Ide o zluceniny 4, 6, 12, 13 a 14. ZvySnych 18 derivatov su

novymi zli¢eninami.

Vsetky derivaty boli charakterizované teplotou topenia, NMR spektrami,
hmotnostnou spektrometriou. Vsetky pripravené zluCeniny vykazovali Ccistotu

v rozmedzi 96-99 % pri vinovej dizke 254 nm.

Vdaka pritomnosti tetrahydroakridinového skeletu by mohli inhibovat’
cholinesterazy, zatial Co allylovy/propargylovy fragment by mohol mat vplyv na
monoaminooxiddzy a tym padom aj nepriamy neuroprotektivny uc¢inok. Vsetky vyssie
uvedené tvrdenia budeme moct’ povedat’ s istotou az po prijati vysledkov biologického

testovania inhibi¢nych aktivit.
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4 ZAVER

V sucasnej dobe nastava situacia, kedy sa postupne predlzuje dlzka Zivota l'udi.
PredlZzovanie dlzky Zivota so sebou nesie i niektoré uskalia ako je napr. narast populacie
starSich l'udi. Prirodzenou sucastou starnutia je aj postupné zabudanie informaécii, ¢o sa

dostava do konfliktu s priznakmi Alzheimerovej choroby.

V sucasnej dobe neexistuje vhodna diagnosticka metdda ani kauzdlna terapia
AD. Je preto dolezité informovat’ verejnost’ potrebnymi vedomostami na vcasny zachyt
spravnych priznakov. Cim skor sa zacne terapia, tym skor sa dosiahne zmiernenie

priznakov, lepsia kvalita zivota a predlzenie jeho trvania.

Od definovania AD uplynulo niekol’ko desiatok rokov. Zatial’ sa nenasla pri¢ina
jej vzniku. Veda nepozna ciel’, ktory by mala farmakologicky zasiahnut. Dostupna
terapia len zmierni aspomali progresiu symptomov sprevadzajicich tato formu

demencie.

Kazdym rokom pribudaju vyskumné ¢lanky o syntéze a biologickom testovani
novych potencidlnych terapeutik Alzheimerovej choroby. Kvdli vel’kému poctu hypotéz
vysvetlujucich vznik tejto choroby sa postupne zvySuje aj tendencia vo vyvoji
a vyskume zamerat’ sa na design zlicenin, ktoré obsahuju viacero farmakoforov
v jednej molekule. Ide o komplexnejsi pristup lieCby zasahujici viac Struktir stcasne.
Okrem zniZenia poctu uzivanych lie¢iv pacientmi s AD by sa mala zlepsit’ i compliance
pacienta, ktoru so sebou prindSa MTDLs (jedno klinické testovanie a zjednodusSenie
farmakokinetickych a farmakodynamickych Stadii, nizSie riziko interakcie medzi

lieCivami, nizSie riziko neziaducich tc¢inkov ai.).
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