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Nazov diplomovej prace: Syntéza novych reaktivatorov acetylcholinesterazy

izochinolinového typu

Organofosfaty si celosvetovo najcastejSiou pri¢inou otrav ¢i uz v oblasti
pol'nohospodarstva, pokusov o samovrazdy, ndhodnym kontaktom alebo zneuzitim ako
bojovych plynov. M6zu byt absorbované vSetkymi cestami — inhalacne, enteralne alebo
transdermalne. Jediné pouzivané kauzalne antidota — reaktivatory acetylcholinesterazy st
na trhu uz vySe 50 rokov. Biologicka dostupnostije vSak nedostato¢nd, terapia malo
ucinnd a stale neexistuje Sirokospektralne lieivo ucinné pri intoxikacii réznymi

organofosfatmi.

Doposial’ existujuce pouzivané reaktivatory maju Struktiru monokvartérnych alebo
biskvartérnych pyridiniovych soli. Ide o latky pralidoxim, metoxim, trimedoxim, obidoxim,
HI-6 a HI6-7. Podmienkou ucinku je pritomnost funkénej oximovej skupiny
(R-CH=NOR)), ktor4 je schopna vyviazat’ organofosfat z vizby s enzymom a tak obnovit’

jeho funkciu.

V diplomovej praci sme sa zamerali na syntézu, urCenie Struktiry a fyzikalno-
chemickych vlastnosti analégov pyridiniovych oximov. Ide o Struktiry monokvartérnej
izochinolinovej soli, biskvartérnych izochinolinovych soli s retazcom C3-Cia,
biskvartérnych  izochinolinovo-izonikotinoamidovych  soli  sretazcom  Cs3-Cs
a biskvartérnej izochinolinovej soli s oxapropylovym retazcom, ktoré predpokladame, ze

moZu byt’ potencidlnymi novymi reaktivatormi acetylcholinesterazy.
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Title of Diploma Thesis: Synthesis of novel acetylcholinesterase reactivators of

isoquinolinic type

Organophosphates are worldwide the most common cause of poisoning, whether
in the field of agriculture, attempted suicide, accidental contact or abuse as
organophosphorus nerve agents. They can be absorbed by all paths - inhalated, ingest or
by transdermal penetration. For over 50 years the only causal antidotes on the market
have been acetylcholinesterase reactivators. However, bioavailability is inadequate,
therapy is ineffective, and there is no broad-spectrum reactivator able to efficiently restore

ACHhE activity after intoxication by different types of organophosphates.

All available reactivators are charged oximes with one or two pyridinium rings.
These are pralidoxime, methoxime, trimedoxime, obidoxime, HI-6 and HI6-7. Effective
structure require functional oxime group (R-CH = NOH) which is able to bind the

organophosphate agent from enzyme and restore its function.

In this thesis, we focused on preparation, identifying structure and specifying
physical and chemical properties of new analogues to pyridinium oximes. These
structures are monoquaternary isoquinoline salt, C3-Ci2 bis-quaternary isoquinoline salts,
C3-Cs bis-quaternary isoquinoline-isonicotinamide salts and the bis-quaternary
1soquinoline salt with oxapropyl chain. These compounds are supposed to be potential

new reactive acetylcholinesterase.
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1. UVOD A CIEL DIPLOMOVEJ PRACE

Organofosfaty st podl'a Svetovej zdravotnickej organizacie (WHO) zodpovedné
za viac ako jeden milién vaznych, neamyselnych otrav a za vySe dva miliony pokusov
o samovrazdu pouzitim insekticidov. Tieto pripady sa objavuju celosvetovo kazdy rok
a z nich priemerne 200 000 pripadov podl'ahne otrave. (Bajgar 2004) Naviac, Struktiru
organofosfatov maju aj latky, ktoré st zneuzivané¢ ako bojové plyny. Ide o vysoko
lipofilné latky absorbované vSetkymi cestami — inhalacne, enterdlne alebo transdermalne.
Ireverzibilne blokuju enzym acetylcholinesterazu, ¢o vedie ku kumulécii acetylcholinu
na synapsiach. Prejavom otravy je nadmernd stimuldcia parasympatického nervového
systému, ktora kon¢i paralyzou dychacich svalov a naslednou smrt'ou, ktora moze nastat’
v pripade bojovych plynov aj za niekol’ko hodin. Sucasnd S$tandardnd lieCba
reaktivatormi acetylcholinesterazy zahfila rdézne typy oximov monokvartérnych alebo
biskvartérnych pyridiniovych soli. Medzi najpouZzivanejSie patria pralidoxim, metoxim,
trimedoxim, obidoxim, HI-6 a HI6-7. Pre Gspe$nu reaktivaciu je nevyhnutné aby molekula
spifiala tri podmienky. Prvou podmienkou je silna nukleofilita dana pritomnost'ou oximovej
funkc¢nej skupiny, ktora je zodpovedna za obnovu enzymu. Druhou podmienkou je spravna
orientacia ku komplexu enzym-organofosfat a poslednou je zabranenie procesu starnutia
tohoto komplexu. (Gorecki 2016) Uginnost tychto latok je nizka. V désledku ich nukleofility
su v organizme ionizované a teda prechadzaju cez biologické bariéry len obmedzene. Navyse
neexistuje univerzalne antidotum  pri otrave réznymi organofosfatmi.

V diplomovej praci sme sa preto zamerali na syntézu novych Struktur oximovych

reaktivatorov izochinolinového typu (Obr. 1) aurcili sme ich fyzikélno-chemické

vlastnosti.
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Obr. 1. Struktury trimedoximu a izochinolinového analogu



2. TEORETICKA CAST

2.1. Acetylcholin a jeho uloha v tele

Acetylcholin (ACh) - ester kyseliny octovej a cholinu je neurotransmiter v mnohych
organoch inervovanych autondémnym nervovym systémom na synapsiach centralneho
nervového systému a taktiez na neuromuskuldrnej platnicke (Obr. 2). Ma prevazne
inhibi¢né ucinky sprostredkované nikotinovymi alebo muskarinovymi receptormi.
V centralnej nervovej sustave je Siroko distribuovany, hlavne v prednom mozgu
a mozgovom kmeni a pdsobi tu excitatne. Podstatny je cholinergny vybezok nucleus
basalis do neokortexu frontalneho laloku mozgu spojené¢ho s lymbickym systémom,
ktorého poskodenie je spajané s Alzheimrovou chorobou. Acetylcholin je syntetizovany
v presynaptickom zakonceni neurénu enzymom acetylcholintransferazou z cholinu a
acetyl-CoA. Pri prenose nervového vzruchu je uvolfiovany do synaptickej Strbiny a viaze
sa na postsynaptické receptory. Stiepi sa enzymom acetylcholinesterazou alebo
pseudocholinesterazou, taktiez lokalizovanou postsynapticky, na cholin, ktory je spétne

vychytavany a kyselinu octovu a tym je ukonceny jeho ucinok. (Martinkova 2007)

CHy
| o

/\/

Obr. 2. Struktura acetylcholinu

2.1.1. Receptory parasympatika

Parasympaticky nervovy systém disponuje dvoma typmi cholinergnych
receptorov. Nikotinové N-receptory sa delia na Ny, receptory nervovosvalovej platnicky
a Ny receptory vegetativnych ganglii. LiSia sa iba v stavbe, vo funkcii su identické. Ide o
ionove kanaly v bunkovej membrane, ktoré sa po naviazani dvoch molekul Ach otvoria

adochadza kprestupu Na® a Ca?" iénov na druhil stranu membrany a teda
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k depolarizacii. Ak je depolarizacia dostatocne silnd, je vyvolany akény potencial
umoznujuci sirenie nervového vzruchu.

Muskarinové M-receptory patria ku skupine G-protein viazucich receptorov.
Delia sa na podtyp M; az Ms. M sa vyskytuji v mozgu a vegetativnych gangliach, M» v
srdci, M3 v hladkom svalstve, najmé v traviacej sustave. Funkcia receptorov Ms a Ms je
zatial’ malo objasnend. Pri vSetkych, okrem M> receptora, vyvolava vézba acetylcholinu
prostrednictvom proteinu Gq aktivaciu fosfolipdzy CB (PLCP). Fosfolipaza Stiepi
fosfatidilinozitol-4,5-bifostat (PIPP alebo PIP,, fosfolipid) na inozitoltrifosfat (IP3) a
diacylglycerol (DAG). IP3 sposobi uvolnenie vapnika z endoplazmatického retikula,
ktory vyvoléa bud’ neskory excitujici potencial alebo v pripade M3 receptora kontrakciu
hladkého svalu. M> receptory st spojené¢ s inhibicnym Gi proteinom. Tento v
sinoatrialnom a atrioventrikularnom uzle srdca otvori vybrané draslikové kandly.
Doésledkom je negativny chronotropny a dromotropny Uc¢inok. Vysledkom posobenia
acetylcholinu v nervovom systéme je teda spomalenie srdcovej Cinnosti, v plicach
zvySuje sekréciu a vyvolava bronchokonstrikciu, v traviacej sustave zvysuje peristaltiku
a podporuje traviace procesy. Celkovo v organizme vedie ku anabolickému efektu.

(Mladénka 2015, Schmidt 2004)

2.2. Cholinesterazy

Cholinesterazy su skupina enzymov katalyzujicich rozklad neurotransmiteru
acetylcholinu na cholin a kyselinu octovll — reakciu potrebnu na navrat cholinergného
neurdnu do pokojovej fazy nasledne po aktivacii. Cholinesterazy mézeme rozdelit’ na dva
typy: Acetylcholinesterazu (AChE, acetylcholin acetylhydroldza) moéZeme najst’
v roznych typoch vodivych tkaniv: v nervoch a svaloch, centrdlnom aj periférnom
nervovom systéme, motorickych a senzorickych vldknach, v cholinergnych
aj necholinergnych vlaknach a tieZ ju mdézeme néjst’ na membrane Cervenych krviniek,
kde predstavuje antigénu krvni skupinu Yt (Obr. 3). Aktivita AChE je vyssia
v motorickych ako senzorickych neurénoch. Tento enzym existuje v niekolkych
molekulovych formdach, ktoré sa vyznacuju rovnakymi katalytickymi vlastnostami ale
liSia sa ich oligomérnym zostavenim a sposobom prichytenia na povrch bunky. V mozgu
cicavcov ma hlavné zastupenie tetramér AChE vo forme G4 a v menSom zastupeni

monomérna G1 (4S) forma. Druhym typom je pseudocholinesteraza (BuChE) alebo
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taktiez znama ako plazmova cholinesteraza, butyrylcholinesteraza alebo acylcholin
acylhydrolaza. Vznikd v ribozomoch peceniovych buniek a je vyluCovand do krvi.

(Colovi¢ 2013, Sussman 1991)
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Obr. 3. Struktira acetylcholinesterazy (Zhou 2010)

2.2.1. Struktiira a mechanizmus u¢inku

Acetylcholinesteraza je serin - hydrolazovy vysokoucinny enzym katalyzujici
hydrolyzu acetylcholinu rychlostou reakcie blizkou difuziou — kontrolovaného limitu.
(Zhou 2010) Hlavnou ulohou enzymu je ukoncenie neurotransmisie cholinergnych
neurdnov rychlou hydrolyzou acetylcholinu. AChE ma pozoruhodne vysoku Specifitu
katalytickej aktivity — kazda molekula AChE degraduje okolo 25000 molekul
acetylcholinu za sekundu. (Taylor 1994)

Monomér AChE ma molekulovii hmotnost” okolo 60000. (Sussman 1991)
Molekula ma elipsoidna $truktiru s rozmermi 45A na 60A na 65A. Monomér enzymu je
/P protein pozostavajuci z 12 zapletenych centralnych B-skladanych listov obklopenych
14 o-helix $truktrami. NajpodstatnejSou ¢astou je hlboké uzke hrdlo — 20A dlhé,

prenikajice polovicou enzymu a rozSirujuce sa v zdklade. Aktivne miesto sa nachadza
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4A od spodnej ¢asti molekuly a zahriiuje dve miesta: anionické miesto a esterové miesto
zodpovedajuce za katalyticku aktivitu, respektive za vdzbu acetylcholinu. Anionické
miesto viaze pozitivne nabity kvartérny améniovy kation cholinu, ako aj ostatné kvartérne
ligandy kompetetivnych inhibitorov a tiez kvartérne oximy, ktoré reaktivujui inhibovana
AChE. (Colovié¢ 2013) Aktivne miesto obsahuje katalyticku triadu (postranné retazce
Ser’®, His* a Glu***), peptidické NH skupiny Gly'?!, Gly'?? a Ala?** (oxyanidénové
miesto) a d’alSie anidnové miesto, ktoré je tvorené bo¢nymi retazcami Glu??, Trp®
a Tyr**”. (Zhou 2010) Hydrolyza esteru karboxylu iniciovana Ser 2** vedie k vytvoreniu
acyl-enzymu a voI'ného cholinu  (Obr. 4). Nasledne acyl-enzym podstupi nukleofilny

440

atak molekulou vody, sprostredkovany aj skupinou His™ uvolniujuc kyselinu octovil

za sucasnej regeneracie enzymu. (Nachmansohn 2009)
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Obr. 4. Stiepenie acetylcholinu enzymom acetylcholinesterazou

2.2.2. Inhibitory acetylcholinesterazy

Inhibitory acetylcholinesterazy, resp. cholinesteraz, blokuji tuto skupinu
enzymov a brania tak rozkladu acetylcholinu, o mé za nésledok zvySenli koncentraciu
acetylcholinu na synapsiach a taktiez prediZenie jeho t&inku. Na zaklade mechanizmu
ucinku mozeme rozdelit’ AChE inhibitory do dvoch skupin: reverzibilné a ireverzibilné.

Reverzibilné inhibitory, s kompetetivnou ale aj nekompetetivnou inhibiciou,

st pouzivané ako lieiva Alzheimerovej choroby, Myasthenie gravis alebo ako antidota
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anticholinergik. NajcastejSie pouzivanymi st donepezil, galantamin a karbamaty.
Karbamaty su niekedy oznaCované ako pseudoreverzibilné inhibitory, kedze
k spontannej hydrolyze vézby enzym-inhibitor dochadza v rdde hodin. Ide o derivaty
karbamovej kyseliny (NH2COOH) s mechanizmom U¢inku rovnakym ako
u organofosfatov. V prirode sa vyskytujuci karbamat — fyzostigmin z materskej rastliny
Physostigma venenosum bol predlohovou Strukturou pre syntetické zluceniny, napr.
pyridostigmin alebo rivastigmin, pouzivané v terapii dodnes. Pri pouziti
organofosfatovych inhibitorov je hydroxyl aktivheho miesta blokovany zbytkom
kyseliny fosforecnej alebo fosfonovej. Vysledny komplex enzym-inhibitor sa
hydrolyzuje vel'mi pomaly (stovky hodin) a naviac podlieha starnutiu, kedy sa vézba

stiva este pevnejsia a teda ma ireverzibilny charakter. (Colovié 2013, Dolezal 2011)

2.3. Organofosfaty

Organofosfaty su skupina organickych zlucenin — esterov alebo tiolov kyselin
fosforecnej, fosfonovej, fosfinovej alebo amidofosforecnej, pre ktoré je charakteristicka
vysoka lipofilita a predovsetkym schopnost’ ireverzibilne inhibovat’ acetylcholinesterazu
(AChE). Organofosfaty (OP) sa vd’aka lipofilnému charakteru absorbuji vel'mi rychlo,
mozu sa vstrebavat’ transdermalne i1 cez neporusent kozu, byt’ vdychnuté alebo pouzité
peroralne. Koncentrujii sa v nervovom tkanive, kde sa nachadza miesto ich toxického
ucinku — ako substratovych analdogov acetylcholinu. Tak ako acetylcholin viazu sa
na aktivne miesto teda — OH skupinu serinu. Na rozdiel od acetylovaného enzymu, ktory
vel'mi rychlo obnovi funkciu odStiepenim kyseliny octovej, fosforylovany enzym je
stabilny. Inhibovany enzym sa moOZe spontdnne reaktivovat — rychlost zavisi
od inhibitora. Reaktivacia AChE inhibovanej organofosfatmi s rozvetvenymi alkylmi
prebieha najpomalSie. Preto je akltna toxicita zavisla od Struktury inhibitora, rychlosti
spontannej reaktivacie arychlosti procesu ,starnutia® (aging) enzymu. ,,Starnutie®
enzymu je vSak v pripade OP také rychle, ze spontanna reaktivacia pred Uplnou stratou
enzymovej aktivity je zanedbatel'na a po iom uZz nie je mozné dosiahnut’ disociacie viazby
ani po podani antidota. (Jokanovi¢ 2009, Sepsova 2011) Preto obnova funkcie AChE je
zavisla len na pomalej syntéze enzymu de novo. Intoxikacia latkami blokujucimi AChE

vedie ku kumulacii acetylcholinu v synaptickej Strbine. Vysledkom je  otrava
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s priznakmi, ktoré zodpovedaju zosilnenému fyziologickému ucinku acetylcholinu,
ako su nadmerna salivacia a potenie, inik mocu a stolice, svalové fascikulacie
az paralyza, zmétenost, ataxia, strata reflexov az koma. Smrt’ pri akutnej intoxikacii

nastava nasledkom bronchospasmu a paralyzy dychacieho svalstva. (Pope 2005)

bt

N
L‘

Obr. 5. VSeobecny vzorec organofosfatov

2.3.1. Struktira

Organofosfaty pozostavaju z ¢asti podobnej acetylcholinu tvorenej rozvetvenym
uhl'ovodikovym ret'azcom zvyc€ajne nesiucim kladny naboj (ako acetylcholin — kvartérna
amoéniova baza s kladnym nabojom na dusiku). R! a R? sa uhl'ovodikové zvysky — alkyly
alebo aryly (Obr. 5).

Moézu byt : - fosfonaty - uhl'ovodikovy zvySok je priamo viazany na atom fosforu,
- fosfaty - naviazané cez atom kyslika (Obr. 6),
- fosfoamidy - aspoi jedna zo skupin R! alebo R? je mono ¢&i
disubstituovany amin alebo obsahuje nesubstituovanu skupinu NHo.
Atom viazany dvojitou vizbou je kyslik, ale mozZe to byt’ aj sira. X moze byt’ viazana
na fosfor cez atom siry alebo kyslika a je odstupujlicou skupinou pocas hydrolyzy
zluceniny a viaze sa na AChE. Md6ze to byt’ halogén, kyanidova skupina, alifaticky alebo
aromaticky ret'azec, heterocyklicky zvySok alebo tioskupina.
Utinny organofosfat ma tieto truktirne rysy: terminalny atém viazany dvojitou vizbou
je kyslik (oxo forma), dve lipofilné skupiny (R' a R?) viazané priamo na fosfor a dobre

odstupujuca skupina — X, taktiez naviazand priamo. (Greene 2005)
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Obr. 6. VSeobecna Struktura fosfatu / fosfonatu,

X= odstupujica skupina, R!,R?= alkyl/aryl

2.3.2. Mechanizmus posobenia

Mechanizmus organofosfatmi indukovanej inhibicie AChE vyjadruje tato schéma:

E+PX ==—E*'PX —5% 5 Ep+x

kde je E - enzym, PX — organofosfit, E*PX — reverzibilny komplex enzymu
a organofosfatu, EP — fosforylovany enzym, X — odstupujlica skupina organofosfatu.
(Aldridge 1950) Ireverzibilné inhibitory napadaji enzym v dvoch krokoch. Prvy je kratky
arychly - kratkodoba reverzibilnd inaktivacia, jej vplyv je dominantny na zaciatku
inhibicie. V dalSom kroku pomald ireverzibilna inhibicia produkuje vysoko stabilny
kovalentne viazany komplex enzym — inhibitor (fosforylovany enzym).
(Costa 2006)

Casovo zavislu ireverzibilnu inhibiciu moéZeme popisat’ rovnicou :

E ks .t
n—= ——>"
E, 1+ K, /(D)

kde je E/Eo — pomer zvySnej enzymovej aktivity ku pociatoc¢nej aktivite (Eo),
K1 — disocia¢né konstanta pre komplex enzym-inhibitor (E*PX), ks — konStanta rychlosti
kinetiky prvého radu premeny reverzibilného komplexu enzym-inhibitor
na fosforylovany enzym (EP), (I) — koncentrécia inhibitora — organofosfatu, t — ¢asovy

interval po zmie$ani enzymu a inhibitora. (Colovié 2013)

2.3.3. Toxicita

Organofostaty (OP) (Obr. 7) su celosvetovo naj¢astejSou pri¢inou otrav ¢i uz

v oblasti polnohospodarstva, pokusov o samovrazdy, ndhodnym kontaktom alebo
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zneuzitim ako bojovych plynov. Mézu byt’ absorbované vSetkymi cestami — inhalacne,

enteralne alebo transdermélne. Oxo-formy OP insekticidov su rovnako toxické pre

teplokrvné ako aj pre chladnokrvné zivocichy. Tio-formy su konvertované oxidazami

na oxo-formy u chladnokrvnych zivocichov na rozdiel od teplokrvnych, kde podstupuju

dealkylaciu na netoxické produkty. (Voprsalova 2000, Bajgar 2004)

HaC CH;
\ HSC /CHg
N——CHj 0
H,C 0\ / H4C \“P\\
~_ ™p CH, CH, /o
Vi P 3
=
N// o o CHy soman
sarin
tabun
/CH3
s Hf—N CH
F Q 3
J’/’ \F‘/ \/\N
o o /‘3/\\ |
. N 0 CH;,
cyklosarin
GV
CH
CH, *
L /CH3
H4C
: 0 HaC—N HsC
M | CH |
S—P—0 3 CHj
HeC l 0 l 0
CH . Hs
3 VX “
5
CHg 1Pr-Me
L 0 paration KCHS
H,C (0] 0
3 ~_ \F|’/
” (0] (o]
s
CHj NO,
W :
™~ /7 !l 0
P
/ o = :-: oy
HiC—0O S 0
Cl i
dichlorvos \\“ Ha
malation

Obr. 7. Struktiry organofosfatov
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Vyse 50 rokov st OP pouzivané ako neSpecifické insekticidy
v pol'nohospodarstve, kde nahradili uz zakdzané organochlorové zluceniny ako napr.
DDT, ktoré sa v prostredi kumulovali. OP totiz v prirode podstupuju prirodzena
degradaciu — cestou oxidécie sice mozu vznikat’ eSte ucinnejsie derivaty avsak castejSia
je hydrolyza az kompletnd mineralizdcia. (Dannenberg 1998) Treba vSak dodat, ze
napriek ich rychlej degradacii, ich akutna toxicita a riziko intoxikacie je ovel'a vacsie.
Najvécsia syntéza OP insekticidov sa zaCala az po druhej svetovej vojne s prvym
komer¢ne dostupnym parathionom, nasledne malathionom, dichlorvosom a inymi. Vyvoj
OP ako nerovovych plynov sa zacal o nieco skor s prvym syntetizovanym tabunom, po
flom nasledoval sarin a soman. (Gupta 2011)

Bojové plyny moZeme rozdelit’ na G a V radu. G - rada syntetizovana povodne
v Nemecku zahfila tabun, sarin a soman. NajnebezpecnejSia je inhalacia par alebo
aerosolu, kedy prejavy akutnej otravy nastupuju v rade mintit. Penetracia cez kozu je
vSak vysSSia u neskdér syntetizovanej V — rady, do ktorej patria VE, VG, VM
a najznadmejSia a najtoxickejsia latka VX. Najnov$ia syntetizovana skupina GV spojila
vlastnosti G a V -rady a predstavuje tak riziko rychlej otravy ako inhala¢ne tak aj
penetraciou cez kozu. (Sage 2004) Napriek tomu, ze pojem ,,bojové plyny™ evokuje
predstavu plynného skupenstva, pri izbovej teplote ide o bezfarebné cire kvapaliny
s charakteristickym zapachom. Teploty bodu tuhnutia sa pohybuji od -30°C do -56°C
a body varu od 158°C do 289°C . Prchavost’ par je porovnatel'na s vodou. Najmenej
toxické si pary tabunu nasledované sarinom a somanom aZ po najtoxickejSiu VX.
Toxicita po penetracii kozou je podobna. Rychlost’ starnutia AChE po intoxikacii je tiez
variabilna, od 2 minut pre soman, 5 hodin u sarinu azZ po 40 hodin pre VX. (Sidell 2007)

Akutna toxicita je charakterizovana veli¢inou LDso, ¢o je zjednoduSene davka,
ktora sposobi smrt’ 50% populécie, ktora bola vystavena posobeniu danej toxickej latky.
Nie je konStantou, ale skor Statistickym tdajom. Jej hodnota sa 1i§i vzhl'adom na druh
testovacich subjektov, pohlavie, genetické predispozicie, vek, hmotnost’ alebo aj
hormonalne faktory. Ak by sme porovnali napriklad toxicitu somanu a zli¢eniny rady V,
ich toxicita je prakticky rovnakd — LDso somanu je 70-80 pg/kg apre iPr-Me
z V-rady je LDso 80 - 100 pg/kg. (prehl'ad hodnot LDso — tabul’ka 1). (Romano 2007)
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Toxicita (LDso )

i.m., potkan p.o., potkan p.o., ¢lovek 1.m., ¢lovek
Latka (ng/kg) (mg/kg) (mg/70kg) (ug/70kg)
VX 12-16 0.08 - 0.09 5 20-25
iPr-Me 70 - 100 0.8 - 130 - 150
sarin 200 0.7-0.9 8-12 -
soman 70 - 80 0.5-0.6 7-12 -
GV 17 0.19 8 20-25
parathion 500 - 600 6-7 50 -200 2800 - 3000
paraoxon 300 - 500 3 30 -50 300 - 350
trichlorfon 230 000 625 gramy -
systox 3110 - - 4000
dimetoat 1000 - 2000 215-270 1-2¢g -
malation - 800 - 1200 gramy -

Tabul’ka 1. Porovnanie toxicity (LD50) r6znych organofosfatov;
experimentalne hodnoty namerané na potkanoch, hodnoty toxicity pre l'udi

su predpokladané (Bajgar, 2004)

Znacny rozdiel je vSak v LT (lethal time - cas smrti) a CT (convulsion time - Cas
nastupu kfcov). Rozdiel medzi G a V - radou je najma v tom, Ze pokial’ G - rada pdsobi
rychlo a akutne, G€inok V - rady je obvykle dlhodobejsi. Pre soman kf¢e zacinaju od 2
do 4 minut a smrt’ sa neda zvratit’ za 8 az 10 mintt, pre latku iPr-Me sa ¢as CT pohybuje
od 8 do 12 minat a LT od 20 - 25 minut. Akttna toxicita vSak zavisi aj od sposobu
kontaktu s toxickou latkou. Pre rovnakd latku toxicita klesd v poradi
L.v.>1m.(s.c.) > i.p. > p.o. > p.c. (Bajgar 2004)

Vzhl'adom k tejto vysokej toxicite latok G - rady, hlavne v pripade somanu, je nutné

skoré podanie u¢inného antidota a zaistenie d’alSej lieCby.

2.3.4. Otrava organofosfatmi

Intoxikécia organofosfatmi blokujicimi AChE vedie ku kumulécii acetylcholinu
v synaptickej Strbine. Organofosfaty (OP) sa viazu na AChE v tom istom mieste ako

acetylcholin atak blokuju jeho degradaciu, kyselina fosfore¢na, od ktorej su
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organofosfaty odvodené, sa chovd podobne ako karboxylovy zvySok acetylcholinu
(ACh), teda fosforyluje serin (viaze sa na koncovi hydroxylova skupinu serinu).
S pol¢asom niekol’kych hodin potom dochadza k este jednej chemicke;j reakcii, kedy je z
kovalentne viazaného zvysku OP este odStiepeny alkylovy zvySok. Toto tzv. ,,starnutie®
fosforylovaného enzymu vedie k definitivnemu a nevratnému zni¢eniu funkcie enzymu
(Schéma 1). Chemickd vdzba medzi atomom O enzymu a P organofosfatu je natol’ko
pevna, Ze nedochadza k hydrolyze. Navyse, ¢im je kontakt s enzymom dlhsi, tym je
inhibicia silnejsia. Obzvlast’ agresivne bojové plyny odstepuji pre organizmus toxické

kyano (-CN) alebo fluoro (-F) skupiny. (Jokanovi¢ 2009, Voprsalova 2000)

0 Ry o
74 X AN LN
Ri "~ R ~
( ):/,\:N/\NH ? pl» H%/ NH ? Txoe &)/\NH
HO o} —

dealkylacia

esterove miesto
inhibovana AChE

esterové miesto

AChE

ACHhE po procese
starnutia

Schéma 1. Proces inhibicie acetylcholinesterazy

Vysledkom je otrava s priznakmi, ktoré zodpovedaji zosilnenému
fyziologickému ucinku acetylcholinu na muskarinovych a nikotinovych receptoroch.
Pociatocné symptémy su zavislé na sposobe intoxikacie. Pri zasiahnuti parami je ako prveé
postihnuté oko a dychacia sustava, pri perordlnom pouziti sa otrava ako prva prejavi
zasiahnutim gastrointestindlného traktu. Periférne muskarinové symptomy zahtiiaji
nadmernu salivaciu, potenie a lakrimaciu. Vplyv na hladké svaly pozorujeme ako midézu
oka, unik mocu a stolice a kf¢e v oblasti brucha. Periférne nikotinové symptémy zahtiiaju
tachykardiu, hypertenziu, svalové fascikulacie az paralyzu, vratane paralyzy dychacich
svalov. Na drovni centrdlneho nervového systému sa intoxikacia prejavuje
nespecifickymi symptomami ako zmitenost’, ataxia, bolest” hlavy, tras, strata reflexov az
koma. Smrt’ nastdva nésledkom bronchospasmu a paralyzy dychacieho svalstva.
(Mladénka 2015, Bajgar 2007) OP vSak zasahuju aj iné orgény a Struktary. Dosledky
otravy preto mdzeme rozdelit’ do troch faz: cholinergna faza charakterizovana vyssie,

prechodna faza s cholinergnymi aj necholinergnymi prejavmi a necholinergna faza
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s neSpecifickymi  prejavmi  vratane  organofosfatovo-indukovanej  oneskorenej
neurotoxicity (OPIDN — organophosphate inducted delayed neurotoxicity/neuropathy).
Prejavuje sa poruchami motoriky a periférneho nervového systému (atrofia svalov noh),
pri¢om néprava je mozna ale zdihava a neprirodzené reflexy po prekonanej otrave st
pritomné aj roky. (Chowdhary 2014) Dal3im problémom lie¢by je aj fakt, ze OP su silne

lipofilné latky a teda vytvaraji depo v tukovom tkanive, odkial’ sa ¢asom uvolnuju.

2.3.5. Terapia

Standardna lie¢ba zahfiia v prvom rade zamedzenie d’aldicho kontaktu s OP,
dekontaminaciu koze, pri poziti per os vyplach zalidka idealne do 2 hodin a podanie
aktivneho uhlia. Cielena terapia pozostava z troch krokov. Primarne sa podava atropin
1.v. ako parasympatolytikum, ktorého hlavnym cielom je zvratit’ cholinergny efekt OP
uc¢inkom na  muskarinovych  anikotinovych  receptoroch  antagonistickym
k nahromadenému ACh. Taktiez sa poddva diazepam i.v. ako antikonvulzivum.
Alosterickou modifikdciou GABA receptorov diazepamom dochadza k zvySenej
frekvencii otvarania chloridovych kandlov, néslednej hyperpolarizacii a zabréneniu
Sirenia nervového vzruchu. (Jokanovi¢ 2009, Chowdhary 2014) Ako Specifické antidoté

sa pouzivaju reaktivatory AChE.

2.4. Reaktivatory AChE

Pri podozreni na otravu organofosfatmi sa hned’ po symptomatickej liecbe
atropinom nasadzuje lieCba kauzalnymi antidotami — oximami, ktoré obsahuju v
molekule funként oximovl skupinu (R-CH=NOH). Musia ale byt podané esSte pred
procesom starnutia (stratou alkylu alebo alkoxy skupiny). Ulohou oximov je vyviazat’
organofosfat z enzymu a tak zabranit’ vzniku kovalentnej vizby enzym-organofosfat. Po
vyviazani organofosfatu z enzymu dochddza k obnove pdvodnej funkcie. (Kuca 2003)
Pre uspesnu reaktivaciu st podstatné Styri vlastnosti molekuly, ktoré ovplyviiuju afinitu
k inhibovanej AChE. Prvym faktorom je pritomnost’ kvartérneho dusika. Podl'a poctu
kvartérnych dusikov v molekule rozdel'ujeme oximy na monokvartérne a biskvartérne.

Neskor bolo zistené, ze pritomnost’” druhej aldoximovej skupiny nie je pre ¢inok
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nevyhnutnd, ale zvySuje afinitu k inhibovanej AChE. (Gorecki 2016) Druhym faktorom
je dizka spojovacieho retazca medzi dusikmi biskvartérnych molekul, ktora ovplyviuje
Gginnost’ vo¢i OP. Idedlna dizka retazca pre reaktivaciu AChE inhibovanu tabunom,
sarinom alebo VX su 3 az 4 uhliky. Metoxim, ktory ma len jednouhlikaty spojovaci
retazec, zase vykazuje aktivitu voci inhibicii cyklosarinom. Najpodstatnej$im faktorom
je vsak pritomnost’ oximovej skupiny, ktora je zodpovedna za reaktivaciu (Schéma 2).
Poslednym faktorom je pozicia oximovej skupiny na aromatickom jadre. Najsilnejsi
reaktivacny efekt vykazuji molekuly, v ktorych je reaktivujica oximova skupina
vzdialend od kvartérneho dusika rovnako ako je vzdialenost medzi anionickym
a esterovym miestom enzymu a teda v pozicii 2 a 4. Takéto usporiadanie zabezpecCuje
dobr afinitu k AChE. (Patogka 2005, Musilek 2011) DalSou podstatnou vlastnost'ou je
disocia¢na konstanta (pKa), ked’Ze na odstranenie fosfylovej skupiny a reaktivaciu AChE
je nutny disociovany oximatovy anioén. Avsak na prestup cez biologické bariéry, hlavne
HEB, je potrebna nedisociovana molekula. Preto sa pKa hodnota tychto zli¢enin obvykle
pohybuje od 7.04 pre HL67 do 8.2 pre trimedoxim. (Gorecki 2016)

Pre klinické pouzitie je taktiez podstatna chemicka vlastnost’ stability vodnych
roztokov lieCiva. Pralidoxim, metoxim a obidoxim s0 vo vode relativne stabilné a st
vyrabané ako roztoky. Oximy HI-6 a HI6-7 st vo vode nestabilné a preto sa vyrabaju ako

lyofilizaty. (Kassa 2002) Najznamejsie pouzivané oximy s znazornené na Obr. 8.
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Schéma 2. Reaktivacia acetylcholinesterazy
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2.4.1. Farmakokinetika

Reaktivatory st vacsinou vo forme soli rozpustnych vo vode (chloridy, bromidy,
methylsulfaty apod.). Typickd je im. aplikdcia. Na dosiahnutie ucinku je nutna
koncentracia lieCiva v plazme 4 pg/ml. Terapeutickd davka sa teda pohybuje
v miligramoch na kilogram. Pralidoxim byva poddvany v davke 10 mg/kg, doba nastupu
je 5 - 10 minut a jeho ucinok trva 50 - 55 minut. U obidoximu sa podéava 5 mg/kg, nastup
ucinku je podobny, ale Gcinnost je dlhsia, 120-180 minut. (Sidell 2007) Davka HI-6 je
200 alebo 500 mg i.m., pozadovani koncentraciu v plazme dosahuje za 4 - 6 minut
a ucinok pretrvava 125 (250mg) alebo 250 minut (500mg). Farmakokinetika HLG-7 je
podobna ako HI-6. (Kassa 2002) Vylucovanie oximov prebieha z 99% mocom, pricom

rychlost je rozna v zavislosti od §truktiry. (Sidell 2007, Sepsova 2011)

2.4.2. Ukinnost’

Vo vSeobecnosti je ucinnost oximového reaktivatora zavisla na afinite
k inhibovanému enzymu. (Shih 1993) Afinita oximov k inhibovanému enzymu je
charakterizovana disociacnou konStantou komplexu enzym-reaktivator (Kagis) — vySSia
hodnota Kdis odpoveda zniZenej afinite reaktivatora k enzymu. Afinita je dand viacerymi
fyzikalno-chemickymi faktormi ako stéricka kompatibilita, elektrostatické efekty,
hydrofobne interakcie, Struktura a velkost’ molekuly a funkénych skupin. (Bieger 1967)
Efektivita liecby zdvisi od pouZitia konkrétneho reaktivatora a taktiez od rychlosti
starnutia komplexu enzym-organofosfat. Obvyklé reaktivatory (pralidoxim a obidoxim)
st vhodné na liecbu intoxikacie sarinom a VX ale s netfinné voci somanu.
Pre intoxikéciu somanom, ktoré¢ho hlavny problém liecby spociva v rychlom starnuti
(rddovo minuty), bola vyvinuta skupina H-oximov. Konkrétne HI-6 v kombinécii
s anticholinergikami je relativne uspeSnd. (Bajgar 2004) Terapeuticka Uc¢innost’ je
najcastejSie merand ochrannym koeficientom (PR - protective ratio) z LDso prislusného
OP uliecenych zvierat v porovnani s nelieCenymi. PouZiva sa kombindcia atropinu
s oximom. Ug¢innost’ je variabilna v zavislosti od druhu zvierata, napr. obidoxim je
u mys$i uc¢innejsi ako pralidoxim aj HI-6, u potkanov uZz nie je. Pri tabune nie je dostatocne
ucinna ani kombinacia beznych oximov, ani H-oximov vratane HI-6. Kombinacia HI-6

a atropinu je U¢inna proti somanu, nezavisle na druhu. Pralidoxim, obidoxim alebo HI-6
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st vysoko uc¢inné proti VX. Avsak uc¢inné davky obidoximu v experimentoch su znacne
vyssie (2% LDso) a tym znizuju bezpecnostny profil lieciva na rozdiel od HI-6 a HI6-7,
ktorych terapeuticky index je Sirsi a su povazované sa bezpecné aj vo vyssich davkach.
(Kassa 2002)

Terapia zndmymi oximovymi reaktivatormi je stale nedostato¢na a ma tri hlavné
nevyhody. Stdle neexistuje Sirokospektralne lie¢ivo u¢inné na reaktivaciu AChE pri
intoxikacii réznymi OP. (Korabecny 2014) Dal§im problémom je, Ze vietky na trhu
dostupné oximy si zvelkej casti vkrvi disociované a preto ich prechod
cez hematoencefalicku bariéru (HEB) je nedostato¢ny. Konkrétne pralidoxim prechadza
HEB len z 10% a biskvartérne derivaty len z 1 - 3%. (Bajgar 2007) Taktiez Ziaden
zo znamych reaktivatorov nie je schopny reaktivovat enzym, ktory preSiel procesom
starnutia. (Gorecki 2016) Tieto nevyhody podnecuji d’alsi vyskum a syntézu novych

reaktivatorov AChE, ¢o je cielom aj tejto diplomovej prace.
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3. EXPERIMENTALNA CAST

Struktiry pripravovanych zlu¢enin boli potvrdené pomocou 'H NMR a *C NMR
spektroskopie a HRMS spektier. 'H NMR a 3C NMR spektra boli merané na
spektrometri VNMR S500. Chemické posuny boli interpretované ako & hodnoty v parts
per million (ppm) and boli nepriamo vztiahnuté k tetrametylsilanu (TMS) pomocou
signalu rozpustadla. Interak¢né konStanty (J) st uvadzané v Hz. Hmotnostna
spektrometria ~ bola  merand  pouzitim  pristroja  Q  Exactive  Plus.

Vsetky chemikalie boli naktipené u firmy Sigma-Aldrich (Schnelldorf, Nemecko)
a Penta (Ceska republika) a boli pouzité bez d’aliej purifikacie. TLC bolo vykonané na
platnickach Merck Silica gél 60 F254. Merck Kieselgel 60 (0.040-0.063 mm) bol
pouzivany pre stipcové chromatografie.

Body topenia boli merané pristrojom Stuart SMP30 a nie st korigované.
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3.1. Priprava izochinolin-5-oximu (vychodiskova latka) (2)

(e} NOH
/ /
X NH,OH, EtOH N
N 24hod., lab. t. N

70%
1 2

Syntéza:

Schéma 3. Syntéza vychodiskovej latky 2

Schéma adi¢no-elimina¢ny mechanizmus pripravy oximového derivatu 2:

Schéma 4. Adi¢no — eliminacny mechanizmus pripravy oximu 2

Postup:

K roztoku komer¢ne dostupného izochinolin-5-karbaldehydu (1) (500 mg,
3,18 mmol) v etanole (50 ml) sa pridal 50% roztok hydroxylaminu vo vode (0,4 ml, 6,4
mmol). Zmes bola mieSana na magnetickej mieSacke pri laboratornej teplote 24 hodin.
Priebeh reakcie a €istota produktu pri syntéze bola kontrolovana pomocou tenkovrstvove;j
chromatografie za pouzitia TLC platni¢iek v mobilnej faze etylacetat - metanol (19:1).
Detekcia bola prevedend UV lampou. Nésledne bola reakénd zmes odparend s pridavkom
silikagelu a bola prevedena stipcova chromatografia (mobilna faza: heptan - etylacetat =

1:1). 'H a '3C NMR spektra boli merané pri laboratdrnej teplote v DMSO.
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Vytazok: 70% (547,8 g), biela krystalicka latka

'TH NMR (DMSO, 500 MHz): 11,61 (s, 1H, NOH); 9,36 (s, 1H, ArH); 8,76 (s, 1H,
CH=N);

8,57 (d, J = 6,0Hz, 1H, ArH); 8,53 (d, J = 6,0 Hz, 1H, ArH); 8,15 (d, J = 8,2Hz, 1H,
ArH); 8,04 (d, J=7,1 Hz, 1H, ArH); 7,73 — 7,70 (m, 1H, ArH)

13C NMR (DMSO, 126 MHz):  152,9; 147,5; 143,8; 132,2; 130,7; 129,2; 128,5; 127,9;
127,0; 117,6
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Obr. 9. 'TH NMR a *CNMR spektrum oximu 2
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3.2. Priprava monokvartérnej soli

3.2.1. 5-[(hydroxyimino)metyl]-2-metylizochinolin-2-ium jodid (4)

Syntéza:
___NOH ___NOH
N EtOH N £
= N reflux, 24 hod - N\\“CH3
2 3 55% 4
Schéma 5. Syntéza latky 4
Postup:

K zmesi vychodiskovej latky 2 (100 mg, 0,58 mmol) v etanole (I ml) sme po

rozpusteni pridali metyljodid (3) (0,072 ml, 1,16 mmol). Zmes sme nechali zahrievat’ pod
refluxom po dobu 24 hodin, nasledne sme ju eSte za tepla prefiltrovali a premyli
etanolom.
Na filtri ostal ZIty praSok produktu 4, ktory sme zoSkrabali a vysusili. Priebeh reakcie a
Cistota produktu pri syntéze sme skontrolovali pomocou tenkovrstvovej chromatografie
za pouzitia TLC platni¢iek v mobilnej faze chloroform - metanol (10:1). Detekcia bola
prevedend UV lampou. 'H a 3C NMR spektra boli merané pri laboratornej teplote
v DMSO.
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CiiH11N20OI
Vytazok: 55% (130 mg), ZIt4 krystalicka latka

Cal.M(g.mol ") = 314,1223; Cal. [m/z] = 187,0866; Exp. [m/z] = 187,0863
Teplota topenia: 220,0 — 221,5°C

IH NMR (DMSO, 500 MHz): & 11,94 (s, 1H, NOH); 10,08 (s, 1H, ArH); 9,12 (d, 1H,
J=7,1Hz, ArH); 8,88 (s, 1H, CH=N); 8,79 (d, 1H, J = 7,1Hz, ArH); 8,49 - 8,47 (m, 2H,
2 x ArH); 8,10 - 8,08 (m, 1H, ArH); 4,49 (s, 3H, CHs)

13C NMR (DMSO, 126 MHz): § 151,0; 146,4; 136,4; 135,7; 133,5; 131,8; 130,8; 128.9;
127,7; 122,7; 47,7
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3.3. Priprava biskvartérnych izochinolinovych soli

Syntéza:
/NOH /NOH HON\
X I I
. /\[\/]/\ _ owr L 0
P 1-10 B 730C, 48 hod. /N\/{/\]\/N\
59-95% 1-10
2 5-14 15-24
Schéma 6. Syntéza derivatov 15-24

Postup:

K zmesi oximu 2 (0,58 mmol) v DMF (0,5 ml) sme pridali dibromid alkylového
retazca C3-Ci2 (5-14) (0,26 mmol). Reakciu sme nechali prebiehat’ pri teplote 73°C
48 hodin. Nasledne sme reak¢nd zmes nechali vychladit, pridali sme toluén a rozptstadla
odparili azeotropickou destilaciou na vakuovej odparke, kym sme neziskali surovy
produkt (15-24). Nasledne sme produkt 2 hodiny precipitovali z acetonu a vakuovo
prefiltrovali. Priebeh reakcii a Cistotu jednotlivych produktov pri syntéze sme
skontrolovali pomocou tenkovrstvovej chromatografie za pouzitia TLC platniciek
v mobilnej faze chloroform-metanol (5:1). Detekcia bola prevedend UV lampou.

"H a C NMR spektra pripravenych zlG¢enin boli merané pri laboratérnej teplote

v DMSO alebo CD3;0OD.
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3.3.1. 2,2°-(propan-1,3-diyl)bis{5-[(hydoxyimino)metyl]izochinolin-2-ium}

dibrémid (15)
NOH HON
= X
X ) ) =
Br Br
@ ®
N o "
C23H22N40,2Br

Vytazok: 69% (144 mg), biela krystalicka latka

Cal.M(g.mol!) = 546,26300; Cal. [m/2z] = 193,0866; Exp. [m/2z] = 193,0866
Teplota topenia: 249,0 — 251,0°C

TH NMR (DMSO, 500 MHz): § 11,96 (s, 2H, 2 x NOH); 10,35 (s, 2H, 2 x ArH); 9,17
(d, 2H, J=17,1Hz, 2 x ArH); 9,01 (d, 2H, J = 7,0Hz, 2 x ArH); 8,89 (s, 2H, 2 x CH=N);
8,52 - 8,47 (m, 4H, 4 x ArH); 8,12 - 8,09 (m, 2H, 2 x ArH); 5,00 - 4,97 (m, 4H,
2 x CHy); 2,98 - 2,93 (m, 2H, CH>)

13C NMR (DMSO, 126 MHz): § 150,8; 146,3; 136,0; 135,5; 134,0; 131,5; 130,9; 129,0;
127.9; 123,3; 57,3; 30,9
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3.3.2. 2,2°-(butan-1,4-diyl)bis{5-[(hydroxyimino)metyl]izochinolin-2-ium}

dibrémid (16)
NOH
a
X o )
Br Br
o
Z V\/\ﬁl A
/
X
NOH
C24H24N40,Br

Vytazok: 80% (124 mg), svetlozlta krystalicka latka

Cal.M(g.mol!) = 560,28069; Cal. [m/2z] = 200,0944; Exp. [m/2z] = 200,0942
Teplota topenia: 246,5 — 248,5°C

TH NMR (CD;0D, 500 MHz): 6 10,04 (s, 2H, 2 x ArH); 9,39 (d, 2H, J=7,7Hz, 2 x ArH);
8,77 (d, 2H, J = 7,7Hz, 2 x ArH); 8,74 (s, 2H, 2 x CH=N); 8,45 (d, 2H, J = 7,9Hz,
2 x ArH); 8,41 (d, 2H, J = 7,4Hz, 2 x ArH); 8,10 - 8,05 (m, 2H, 2 x ArH); 4,92 - 4,89
(m, 4H, 2 x CHy); 2,33 - 2,27 (m, 4H, 2 x CH»)

I3C NMR (CDs0D, 126 MHz): v dosledku zlej rozpustnosti nebolo meranie uskuto¢nené
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3.3.3. 2,2°-(pentan-1,5-diyl)bis{5-[(hydroxyimino)metyl]izochinolin-2-ium}

dibrémid (17)
NOH HON
= X
Br Br
@® D
N ~ NN N
Ca5sH26N4O2Br»

Vytazok: 92% (140 mg), svetlohneda krystalicka latka

Cal.M(g.mol!) = 574,30754; Cal. [m/2z] = 207,1022; Exp. [m/2z] = 207,1020
Teplota topenia: 207,0 — 209,0°C

THNMR (CD30D, 500 MHz): § 10,04 (s, 2H, 2 x ArH); 9,33 (d, 2H, J=7,0Hz, 2 x ArH);
8,75 (d, 2H, J = 7,1Hz, 2 x ArH); 8,71 (s, 2H, 2 x CH=N); 8,48 (d, 2H, J = 8,3Hz,
2 x ArH); 8,38 (d, 2H, J = 7,2Hz, 2 x ArH); 8,08 - 8,05 (m, 2H, 2 x ArH); 4,86 - 4,83
(m, 4H, 2 x CH>); 2,29 - 2,27 (m, 4H, 2 x CH»); 1,64 - 1,58 (m, 2H, CH>)

13C NMR (CD30D, 126 MHz): 6 151,3; 148,2; 138,7; 136,4; 136,2; 132,6; 132,4; 131,3;
130,2; 125,9; 62,3; 31,5; 23,9
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3.3.4. 2,2’-(hexan-1,6-diyl)bis{5-[(hydroxyimino)metyl]izochinolin-2-ium}
dibromid (18)

NOH

C26H28N4O2Br2
Vytazok: 63% (69 mg), biela kryStalicka latka

Cal.M(g.mol!) = 588,33421; Cal. [m/2z] = 214,1101; Exp. [m/2z] = 214,1098
Teplota topenia: 249,5 — 250,5°C

TH NMR (CD;0D, 500 MHz): 6 10,02 (s, 2H, 2 x ArH); 9,37 (d, 2H, J=7,1Hz, 2 x ArH);
8,75 (d, 2H, J = 7,1Hz, 2 x ArH); 8,73 (s, 2H, 2 x CH=N); 8,47 (d, 2H, J = 8,3Hz,
2 x ArH); 8,40 (d, 2H, J = 7,2Hz, 2 x ArH); 8,09 - 8,06 (m, 2H, 2 x ArH); 4,82 - 4,79
(m, 4H, 2 x CH»); 2,19 - 2,16 (m, 4H, 2 x CH3); 1,59 - 1,56 (m, 4H, 2 x CH>)

I3C NMR (CDs0D, 126 MHz): v dosledku zlej rozpustnosti nebolo meranie uskuto¢nené
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3.3.5. 2,2°-(heptan-1,7-diyl)bis{5-[(hydroxyimino)metyl]izochinolin-2-ium}

dibromid (19)
NOH HON
= X
A s &
Br
@ @
N W\/\/ N
C27H30N402Br2

Vytazok: 88% (140 mg), biela krystalicka latka

Cal.M(g.mol!) = 602,36070; Cal. [m/2z] = 221,1179; Exp. [m/2z] = 221,1177
Teplota topenia: 242,0 — 243,5°C

THNMR (CD30D, 500 MHz): § 10,02 (s, 2H, 2 x ArH); 9,36 (d, 2H, J=7,1Hz, 2 x ArH);
8,76 (d, 2H, J = 7,1Hz, 2 x ArH); 8,72 (s, 2H, 2 x CH=N); 8,47 (d, 2H, J = 8,4Hz,
2 x ArH); 8,39 (d, 2H, J = 7,3Hz, 2 x ArH); 8,09 - 8,06 (m, 2H, 2 x ArH); 4,81 - 4,78
(m, 4H, 2 x CH»); 2,19 - 2,13 (m, 4H, 2 x CH3); 1,56 - 1,47 (m, 6H, 3 x CH>)

13C NMR (CD;0D, 126 MHz): 6 151,3; 148,2; 138,6; 136,4; 136,1; 132,5; 132,4; 131,3;
130,2; 125.9; 62,7; 32,1;29.,5; 27,0
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3.3.6. 2,2’-(oktan-1,8-diyl)bis{5-[(hydroxyimino)metyl]izochinolin-2-ium}
dibrémid (20)

NOH

HON

C2sH32N402Br2
Vytazok: 84% (71 mg), biela krystalicka latka

Cal.M(g.mol!) = 616,38728; Cal. [m/2z] = 228,1257; Exp. [m/2z] = 228,1255
Teplota topenia: 246,0 — 247,1°C

THNMR (CD30D, 500 MHz): § 10,00 (s, 2H, 2 x ArH); 9,37 (d, 2H, J=7,1Hz, 2 x ArH);
8,75 (d, 2H, J = 7,1Hz, 2 x ArH); 8,73 (s, 2H, 2 x CH=N); 8,47 (d, 2H, J = §,2Hz,
2 x ArH); 8,40 (d, 2H, J = 7,3Hz, 2 x ArH); 8,09 - 8,06 (m, 2H, 2 x ArH); 4,79 - 4,76
(m, 4H, 2 x CH»); 2,16 - 2,13 (m, 4H, 2 x CH); 1,47 - 1,30 (m, 8H, 4 x CH>)

I3C NMR (CD3OD, 126 MHz): v dosledku zlej rozpustnosti nebolo meranie uskuto¢nené
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3.3.7. 2,2°-(nonan-1,9-diyl)bis{5-[(hydroxyimino)metyl]izochinolin-2-ium}

dibrémid (21)
NOH HON
= X
© e
X, Br s &
® @
N N
C29H34N40,2Br»

Vytazok: 78% (128 mg), biela krystalicka latka

Cal.M(g.mol!) = 630,41386; Cal. [m/2z] = 235,1335; Exp. [m/2z] = 235,1333
Teplota topenia: 247,5 — 248,5°C

TH NMR (CD;0D, 500 MHz): 6 10,01 (s, 2H, 2 x ArH); 9,36 (d, 2H, J = 7,0Hz, 2 x ArH);
8,74 (d, 2H, J = 6,9Hz, 2 x ArH); 8,72 (s, 2H, 2 x CH=N); 8,47 (d, 2H, J = 8,3Hz,
2 x ArH); 8,39 (d, 2H, J = 7,3Hz, 2 x ArH); 8,08 - 8,05 (m, 2H, 2 x ArH); 4,79 - 4,76
(m, 4H, 2 x CH>); 2,14 - 2,10 (m, 4H, 2 x CH»); 1,45 - 1,38 (m, 10H, 5 x CH>)

I3C NMR (CDs;OD, 126 MHz): & 151,2; 148,2; 138,5; 136,4; 136,1; 132,5; 132,4; 131,2;
130,2; 125,9; 62,7; 32,3; 30,2; 30,0; 27,3
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3.3.8. 2,2°-(dekan-1,10-diyl)bis{5-[(hydroxyimino)metyl]izochinolin-2-ium}

dibrémid (22)
NOH
=
N Br By
N

Z <3| AN

P
=

HON
C30H36N402Br

Vytazok: 95% (84 mg), biela kryStalicka latka

Cal.M(g.mol ") = 644,44044; Cal. [m/2z] = 242,1414; Exp. [m/2z] = 242,1409
Teplota topenia: 240,5 — 241,5°C

IH NMR (DMSO, 500 MHz): & 11,94 (s, 2H, 2 x NOH); 10,27 (s, 2H, 2 x ArH); 9,16
(d, 2H, J = 6,8Hz, 2 x ArH); 8,95 (d, 2H, J = 6,7Hz, 2 x ArH); 8,89 (s, 2H, 2 x CH=N);
8,52 - 8,46 (m, 4H, 4 x ArH); 8,12 - 8,08 (m, 2H, 2 x ArH); 4,75 - 4,73 (m, 4H, 2 x CHa);
2,07 - 1,98 (m, 4H, 2 x CH,); 1,31 - 1,25 (m, 12H, 6 x CHy)

13C NMR (DMSO, 126 MHz): § 150,3; 146,4; 135,8; 135,5; 133.8; 131,4; 130,8; 129,0;
127,9; 123,2; 60,5; 30,3; 28,6; 28.3; 25,4
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3.3.9. 2,2'-(undekan-1,11-diyl)bis{5-[(hydroxyimino)metyl]

izochinolin-2-ium} dibromid (23)

NOH HON

= X
e
\ B? Br
@ ©]
N "X
C31H338N402Br

Vytazok: 59% (102 mg), zIta olejovita kvapalina

Cal.M(g.mol") = 658,46702; Cal. [m/27] = 249,1492; Exp. [m/2z] = 249,1488

THNMR (CD30D, 500 MHz): § 10,04 (s, 2H, 2 x ArH); 9,35 (d, 2H, J=7,1Hz, 2 x ArH);
8,77 (d, 2H, J = 7,1Hz, 2 x ArH); 8,70 (s, 2H, 2 x CH=N); 8,48 (d, 2H, J = 8,3Hz,
2 x ArH); 8,37 (d, 2H, J = 7,2Hz, 2 x ArH); 8,08 - 8,04 (m, 2H, 2 x ArH); 4,81 - 4,78
(m, 4H, 2 x CHy); 2,17 - 2,11 (m, 4H, 2 x CH>); 1,47 - 1,32 (m, 14H, 7 x CH>»)

13C NMR (CD;0D, 126 MHz): 6 151,2; 148,2; 138,5; 136,5; 136,0; 132,5; 132,3; 131,1;
130,2; 125,8; 62,9; 32,3; 30,4; 30,4; 30,1; 27,3
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3.3.10. 2,2°-(dodekan-1,12-diyl)bis{5-[(hydroxyimino)metyl]

izochinolin-2-ium} dibromid (24)

C32H40N4O2Br2
Vytazok: 63% (58 mg), tmavozIta krystalicka latka

Cal.M(g.mol!) = 672,49360; Cal. [m/2z] = 256,1570; Exp. [m/2z] = 256,1567
Teplota topenia: 70,5 — 72,5°C

TH NMR (CDsOD, 500 MHz): & 10,03 (s, 2H, 2 x ArH); 9,35 (d, 2H, J = 7,1 Hz,
2 x ArH); 8,76 (d, 2H, J = 7,1Hz, 2 x ArH); 8,70 (s, 2H, 2 x CH=N); 8,48 (d, 2H,
J=8,2Hz, 2 x ArH); 8,37 (d, 2H, J = 7,3Hz, 2 x ArH); 8,08 - 8,05 (m, 2H, 2 x ArH);
4,81 -4,78 (m, 4H, 2 x CH»); 2,16 - 2,10 (m, 4H, 2 x CH>); 1,45 - 1,30 (m, 16H, 8 x CH>)
13C NMR (CD30D, 126 MHz): 6 151,2; 148,2; 138,5; 136,5; 136,1; 132,5; 132,3; 131,2;
130,2; 125,8; 62,9; 32.4; 30,6; 30,5; 30,1; 27,3
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3.4. Priprava biskvartérnych izochinolinovo-izonikotinamidovych

r
soli
Syntéza:
NH, NH,
o X CH,CN °© N e
+ Br 13 Br —>3 ‘ Br
- 77°C, 20 hod.
P N = NWBr
66%-83% 13
25 5-7 26-28
HON
NH, —==NOH NH, X

S
o \ o \ o \ o S /
Br Br
| N Br T N DME | D
r _— N N
Z \/{/\l\/ F 77°C, 48 hod. = \/{/\l\/ A
13

13 54-77%

26-28 2 29-31

Schéma 7. Syntéza latok 29-31

Postup:

K izonikotinamidu (25) (4,9 mmol) v prostredi aprotického rozpustadla
acetonitrilu (11 ml) sme po rozpusteni pridali nadbytok dibromderivat alkylového retazca
C3-Cs (5-7) (14,7 mmol), aby sme minimalizovali vznik bis-derivatu. Reakciu sme
nechali prebiehat pri teplote 77°C, 20 hodin. Nasledne sme zmes vychladili
na laboratornu teplotu, prefiltrovali sme ju a premyli acetonom (20 ml), v ktorom je
izonikotinamid na rozdiel od medziproduktu rozpustny. Priebeh reakcie a Cistotu
produktu sme pri syntéze kontrolovali pomocou tenkovrstvovej chromatografie za
pouzitia TLC platni¢iek v mobilnej faze chloroform-metanol (1:1). Detekcia bola
prevedena UV lampou. Nasledne bola totoznost’” znamych medziproduktov 26-28 este
potvrdena 'H a '3C NMR analyzou. Medziprodukt sme vysusili a rozpustili v DMF
(0,4ml). Nasledne sme k medziproduktu 26-28 (0,45 mmol) pridali oxim 2 (0,58 mmol)

a zmes sme nechali reagovat’ pri teplote 77°C, 48 hodin. K reak¢nej zmesi sme nasledne
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pridali toluén a rozpustadla azeotropicky odparili. Nasledne sme produkt znecisteny
vychodiskovou latkou nechali precipitovat’ z etanolu pri laboratdrnej teplote 2 hodiny.
Produkt sme prefiltrovali, premyli etanolom a vysusili. Priebeh reakcii a Ccistotu
produktov sme kontrolovali pomocou tenkovrstvovej chromatografie za pouzitia TLC
platni¢iek v mobilnej faze chloroform-metanol (1:1). Detekcia bola prevedena UV

lampou. 'H a '3C NMR spektra boli merané pri laboratérnej teplote v DMSO.

3.4.1. 2-[3-(4-karbamoylpyridinium-1-yl)propyl]-5-[(hydroxyimino)metyl]

izochinolin-2-ium dibrémid (29)

HON
NH, X
0 Xy © o =
Br
’ © Br @
AN

C19H20N40O2Br2
Vytazok: 77% (171 mg) biela krystalicka latka

Cal.M(g.mol™") = 496,19570; Cal. [m/2z] = 168,0788; Exp. [m/2z] = 168,0785
Teplota topenia: 261,0 — 262,5°C

TH NMR (DMSO, 500 MHz): & 11,95 (s, 1H, NOH); 10,34 (s, 1H, ArH); 9,38 (d, 2H,
J=6,8Hz, 2 x ArH); 9,20 (d, 1H, J = 7,1Hz, ArH); 9,00 (d, 1H, J = 7,2Hz, ArH); 8,91
(s, 1H, CH=N); 8,74 (s, 1H, NH); 8,55 - 8,49 (m, 4H, 4 x ArH); 8,30 (s, 1H, NH);
8,14 - 8,10 (m, 1H, ArH); 4,94 - 4,88 (m, 4H, 2 x CH»); 2,87 - 2,81 (m, 2H, CH>)

13C NMR (DMSO, 126 MHz): § 163,1; 150,8; 148,1; 146,4; 145,9; 136,0; 135,6; 134,0;
131,5; 130,9; 129,0; 128,0; 125,9; 123,3; 57,4; 57,1, 31,3
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3.4.2. 2-[4-(4-karbamoylpyridinium-1-yl)butyl]-5-[(hydroxyimino)metyl]

izochinolin-2-ium dibrémid (30)

NH,
(e} \ o °
‘ I Br Br
= \/\/\(ﬁ X
/
P
HON
C20H22N40,2Br

Vytazok: 54% (122 mg), biela krystalicka latka

Cal.M(g.mol!) = 510,22228; Cal. [m/2z] = 175,0866; Exp. [m/2z] = 175,0865
Teplota topenia: 138,5 — 140,0 °C

TH NMR (DMSO, 500 MHz): & 11,95 (s, 1H, NOH); 10,32 (s, 1H, ArH); 9,34 (d, 2H,
J=6,5Hz, 2 x ArH); 9,17 (d, 1H, J = 7,1Hz, ArH); 8,97 (d, 1H, J = 7,1Hz, ArH); 8,89
(s, IH, CH=N); 8,71 (s, 1H, NH); 8,53 - 8,46 (m, 4H, 4 x ArH); 8,28 (s, 1H, NH);
8,12 - 8,09 (m, 1H, ArH); 4,85 - 4,77 (m, 4H, 2 x CH>); 2,14 - 2,05 (m, 4H, 2 x CH>»)
13C NMR (DMSO, 126 MHz): 8 163,2; 150,5; 148,0; 146,4; 145,7; 135,9; 135,5; 133,9;
131,4; 130,8; 129,0; 128,0; 125,8; 123,1; 59,8; 59,6; 27,0; 26,7
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3.4.3. 2-[5-(4-karbamoylpyridinium-1-yl)pentyl]-5-[(hydroxyimino)

metyl]izochinolin-2-ium dibromid (31)

HON
NH, X
o} \ o e /
‘ Br Br
©
AN

C21H24N402Br2
Vytazok: 71% (164 mg), zIta krystalicka latka

Cal.M(g.mol ") = 522,24886; Cal. [m/2z] = 182,0944; Exp. [m/2z] = 182,0942
Teplota topenia: 232,5 — 233,5°C

TH NMR (DMSO, 500 MHz): & 11,95 (s, 1H, NOH); 10,35 (s, 1H, ArH); 9,37 (d, 2H,
J=6,7Hz, 2 x ArH); 9,18 (d, 1H, J = 7,1Hz, ArH); 8,99 (d, 1H, J = 7,1Hz, ArH); 8,90
(s, 1H, CH=N); 8,72 (s, 1H, NH); 8,54 (d, 1H, J = 8,3Hz, ArH); 8,48 - 8,47 (m, 3H,
3 x ArH); 8,29 (s, 1H, NH); 8,13 - 8,09 (m, 1H, ArH); 4,79 - 4,70 (m, 4H, 2 x CH>»);
2,15-2,01 (m, 4H, 2 x CH) ; 1,41 - 1,35 (m, 2H, CH>»)

I3C NMR (DMSO, 126 MHz): & 163,2; 150,4; 148,0; 146,4; 145,7; 135,9; 135,6; 133,8;
131,4; 130,8; 129,0; 127.,9; 126,7; 123,2; 60,2; 60,0; 29.8; 29.4; 21,8
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3.5. Priprava biskvartérnej izochinolinovej soli s oxapropylovym

retacom

Syntéza :
/NOH /NOH HON\
X N e cle 7
oo N Ny ———DMF o o
= N 73°C, 48 hod. = N\/O\/N X
23%
2 32 33
Schéma 8. Syntéza latky 33

Postup:

K zmesi oximu 2 (100 mg, 0,58 mmol) v DMF (0,8 ml) sme pridali
bis(chlormetyl)éter (32) (0,025 ml, 0,29 mmol). Reakciu sme nechali prebiehat’ pri teplote
73°C, 48 hodin. Nasledne sme reakéni zmes nechali vychladit’, pridali sme toluén
arozpuStadla sme odparili azeotropickou destilaciou na vdkuovej odparke, kym sme
neziskali surovy produkt. Nasledne sme produkt precipitovali z etanolu a vakuovo
prefiltrovali. Priebeh reakcii a Cdistotu jednotlivych produktov pri syntéze sme
kontrolovali pomocou tenkovrstvovej chromatografie za pouzitia TLC platniciek
v mobilnej faze chloroform-metanol (5:1). Detekcia bola prevedena UV lampou. 'H a 13C

NMR spektra pripravenych zlicenin boli merané pri laboratornej teplote v DMSO.
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3.5.1. 2,2'-[oxybis(metylén)|bis{5-[(hydroxyimino)metyl]izochinolin-2-ium}
dichlérid (33)

HON

\/

C22H20N405Cl2
Vytazok: 23% (60 mg), ZIt4 krystalicka latka

Cal.M(g.mol!) = 459,32520; Cal. [m/2z] = 194,0762; Exp. [m/2z] = 194,0760
Teplota topenia: 182,5 — 184,5°C

TH NMR (CD;0D, 500 MHz): & 10,27 (s, 2H, 2 x ArH); 9,41 (d, 2H, J="7,1Hz, 2 x ArH);
8,90 (d, 2H, J = 7,1Hz, 2 x ArH); 8,72 (s, 2H, CH=N); 8,55 (d, 2H, J = 8,3 Hz, 2 x ArH);
8,46 (d, 2H, J = 6,8 Hz, 2 x ArH); 8,14 - 8,11 (m, 2H, 2 x ArH); 6,50 (s, 4H, 2 x CHa)
13C NMR (CDsOD, 126 MHz): § 151,5; 148,0; 139,7; 137,1; 134,9; 133,3; 132,8; 131,5;
129,8; 126,0; 88,4
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4. DISKUSIA A VYSLEDKY

V prvom kroku syntézy bola pripravena molekula izochinolin-5-oximu (2)
adi¢no-eliminacnou reakciou v prostredi etanolu. Reakcia prebiecha spontanne pri
laboratérnej teplote. Na separaciu oximu 2 od vychodiskového aldehydu 1 sa pouzila
stipcova chromatografia pre blizku polaritu latok a aj kvoli vys§ej vytaznosti oproti
krystalizacii. Mobilnou fazou bol heptan-etylacetat (1:1), z ktorej sa nepolarne;jsi produkt
eluoval ako prvy. Totoznost oximovej skupiny sa preukazala 'H NMR analyzou a to
signalom tejto skupiny pri 6 11,61 (s, 1H).

V dalSom kroku bola pripravend monokvartérna sol 4 v prostredi etanolu
mechanizmom bimolekuldrnej nukleofilnej substitiicie Sx2 (Obr. 11). Predlohovou

syntézou bola syntéza Studie Blagg a kol. (Blagg 1986)

/NOH /

+  HL—X T ®
/ N.-\) / N\
CH3
3
2 4
Obr. 10. Schéma pripravy monokvartérnej soli 4
Predlohou pre syntézy biskvartérnych izochinolinovych soli bola Studia

Srinivas a kol. (Srinivas 2006) Reakcia prebiehala v prostredi polarneho aprotického
rozpust'adla, ktoré podporuje priebeh Sn2 reakcie (DMF) a s dvojndsobnym prebytkom
vychodiskového oximu 2 sa zaistil vznik biskvartérnej soli. Aj pri tychto podmienkach
vSak vznikla monokvartérna sol’ ako vedl'ajsi produkt, preto nasledne sa hlavny produkt
(15-24) precipitoval z aceténu, v ktorom na rozdiel od vedlajSieho produktu je takmer
nerozpustny. Pripravili sa biskvartérne derivaty s propylovym az dodecylovym retazcom
15-24 (Obr. 11); priprava metylového a etylového ret'azca nebola mozna, pravdepodobne

kvoli sterickym vplyvom jadier arométu.
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/NOH
X
N + /\MT}B' T 73C 48 hod. /N N\

59-95%
2 5-14 15-24

Obr. 11. Priprava biskvartérnych soli 15-24

Dal3ou syntézou boli pripravené biskvartérne izochinolinovo-izonikotinamidové
soli 29-31 (Obr. 12). V prvom kroku sa pripravi monokvartérna izonikotinova sol’ (26-
28) v znacnom nadbytku dibromovaného retazca (5-7) (3:1), aby sa zabezpecil vznik
monoderivatu. Reakcia prebiecha pri zvySenej teplote v prostredi acetonitrilu.
Medziprodukt sa premyje 20 ml acetoénu a vysusi. Medziprodukt (monokvartérna sol’)
(26-28) nasledne reaguje s vychodiskovym oximom 2 za zvySenej teploty v prostredi
polarneho aprotického rozpuStadla za vzniku  biskvartérnych izochinolinovo-
izonikotinamidovych derivatov, ktoré sa nasledne precipituji z etanolu, v ktorom st

monokvartérna sol’ a oxim rozpustné.

NH,
/\M/\ CH?CN ° ‘ B(r9
77°C, 20 hOd
= N\/{/ﬁ\/Br
66%-83% e
25 5-7 26-28
N N
7 T a8 hod F N N A
54-77%
26-28 2 29-31

Obr. 12. Priprava biskvartérnych izochinolinovo-izonikotinamidovych soli 29-31
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Ako posledny bol pripraveny derivat biskvartérnej izochinolinovej soli s
oxapropylovym retazcom (Obr. 13). K zmesi oximu 2 v prostredi polarneho aprotického
rozpustadla sa prida bis(chlormetyl)éter (32). Reakcia prebieha za zvySenej teploty 48
hodin. Nasledne sa reak¢na zmes vychladi arozpustadla sa odparia azeotropickou

destilaciou. Nasledne sa produkt precipituje z etanolu, prefiltruje a vysusi.
/NOH /NOH HON\
\ \ C? Cle /
boa N Ny 2, D D
= N 73°C, 48 hod. = N\/O\/N X
23%
33

Obr. 13. Priprava soli s oxopropylovym retazcom 33

Struktary vietkych produktov boli potvrdené na zaklade 'H , *C NMR a HRMS

analyzy a u jednotlivych derivatoch bola stanovena ich teplote topenia.
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5. ZAVER

V tejto diplomovej praci som zhrnula v§eobecné poznatky o acetylcholine, jeho
vyzname a Ucinku na jednotlivych typoch receptorov parasympatického nervového
syst¢tmu.  PodrobnejSie  som  popisala  Struktiru = a mechanizmus  funkcie
acetylcholinesterazy a G¢inok ireverzibilnych blokatorov — organofosfatov. Dalej som
popisala Struktiru, vlastnosti a toxicitu organofosfatov ako aj liecbu pri intoxikécii.
Rozobrala som  uCinnost,  vlastnosti  apouzitie znamych  reaktivatorov

acetylcholinesterazy ako aj ich obmedzenia a potrebu d’alSieho vyskumu.

Ciele prace boli splnené. Pripravila som latku izochinolin-5-oxim (2), ktora sluzila
ako vychodiskova latka d’al§ich syntéz konecnych oximovych produktov. Nasledne som
pripravila a popisala syntézy 15 findlnych produktov (Obr. 14), monokvartérnej
izochinolinolinovej soli 4, biskvartérnych izochinolinolinovych soli 15-24,
biskvartérnych izochinolinovo-izonikotinamidovych soli 29-31 a biskvartérne;j
izochinolinovej sol’ s oxapropylovym retazcom 33. Struktiry tychto latok som potvrdila
'H, 3C NMR a HRMS analyzou, a u jednotlivych derivatov som stanovila ich teploty
topenia. Latky boli pripravené ako potenciondlne reaktivatory acetylcholinesterazy

inhibovanej organofosfatmi a budu poskytnuté k d’alSiemu biologickému testovaniu.

NOH
=
_ANH (15) N C)] S
I
Ne 27 M
/N\/\/N\ HON/
(%
N
Br
NOH
=
7
A e
Br Br o
N@ Br
NN o 7
(16) L N
\NOH \NOH
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(24)
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Obr. 14. Struktary pripravenych zlu¢enin

-52-



6. ZOZNAM OBRAZKOV A SCHEM

Obr. 1. Struktara trimedoximu a izochinolinového analogu

Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.

2. Struktara acetylcholinu

3. Sruktura acetylcholinesterazy (Zhou 2010)

4. Stiepenie acetylcholinu enzymom acetylcholinesterazou
5. VSeobecny vzorec organofosfatov

6. Struktura fosfatu / fosfonatu

7. Struktiry organofosfatov

8. Struktury znamych reaktivatorov acetylcholinesterazy
9.'H a '3C MNR spektrum oximu 2

10. Schéma pripravy monokvartérnej soli 4

11. Priprava biskvartérnych soli 15-24

12. Priprava biskvartérnych izochinolinovo-izonikotinamidovych soli 29-31
13. Priprava soli s oxopropylovym retazcom 33

14. Struktary pripravenych zligenin

Schéma 1. Proces inhibicie acetylcholinesterazy

Schéma 2. Reaktivécia acetylcholinesterazy

Schéma 3. Syntéza vychodiskovej latky 2

Schéma 4. Adi¢no-eliminaény mechanizmus pripravy oximu 2

Schéma 5. Syntéza latky 4

Schéma 6. Syntéza derivatov 15-24
Schéma 7. Syntéza latok 29-31
Schéma 8. Syntéza latky 33
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7. ZOZNAM TABULIEK

Tabulka 1. Porovnanie toxicity (LDso) roznych organofosfatov

-54 -



8. ZOZNAM SYMBOLOYV A SKRATIEK

ACh acetylcholin

AChE acetylcholinesteraza

acetyl-CoA aceltylkoenzym A

Ala alanin

BuChE butyrylcholinesteraza, pseudocholinesteraza
CT ¢as nastupu kfcov (convulsion time)

DAG diacylglycerol

DDT dichlérdifenyltrichléretan

DMF dimetylformamid

DMSO dimetylsulfoxid

GABA kyselina gama-amino maslova

Gly glycin

Glu glutamova kyslina

HEB hematoencefalickd bariéra

His histidin

HRMS hmotnostna spektrometria s vysokym rozliSenim
Lm. intramuskularne

1.p. intrapulmonalne

IP3 inozitoltrifosfat

LV. intravenozne

LT cas smti (lethal time)

NMR nukledrna magneticka rezonancia

OP organofosfaty

OPIDN organofosfatmi indukovana oneskorena neurotoxicita
p.c. perkutanne

PIPP/PIP> fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat

PLCPB fosfolipaza Cf

p.o. peroralne

PR ochranny koeficient (protective ratio)

s.C. subkutanne
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Ser
TLC
Trp
Tyr
WHO

serin

tenkovrstvova chromatografia
tryptofan

tyrozin

Svetova zdravotnicka organizacia
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