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SOUHRN

Bylo syntetizovano 16 derivati N-benzyl-2-hydroxybenzamidt, z nichz 12 latek
je origindlnich. Pfipravené derivaty byly charakterizovany bodem tani a NMR analyzou,
Cistota latek byla ovéfena elementarni analyzou.

Derivaty byly testované na inhibici cholinergnich enzymi, acetylcholinesterasy
a butyrylcholinesterasy. Vypocitané hodnoty ICso ukazuji, Ze derivaty maji primérnou

inhibi¢ni aktivitu.

Klicova slova: N-benzyl-2-hydroxybenzamidy, Alzheimerova choroba, inhibice

cholinesteras, acetylcholinesterasa, butyrylcholinesterasa



SUMMARY

16 derivates of N-benzyl-2-hydroxybenzamides were synthesized, 12 of which
are original compounds. Prepared derivates were characterized by melting points and
NMR analysis, purity of compounds was verified with elementary analysis.

Derivates were tested for inhibition of cholinergic enzymes, acetylcholinesterase
and butyrylcholinesterase. The calculated values of ICs, indicate that derivates have an

average inhibitory effectiveness.

Key words: N-benzyl-2-hydroxybenzamides, Alzheimer’s disease, inhibitors of

cholinesterases, acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase



SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

(Ac0),0 Anhydrid kyseliny octové

Ac,0 Anhydrid kyseliny octové

Acetyl-CoA Acetylkoenzym A

ACN Acetonitril

AcOH Kyselina octova

AD Alzheimerova choroba

AEP Aktivita enzymového preparatu

ACH Acetylcholin

ACHE Acetylcholinesterasa

ACHEI Acetylcholinesterasovy inhibitor

Ala Alanin

AMPA 2-amino-3-(5-methyl-3-0x0-1,2-0xazol-4-yl) propanova kyselina
APLP1 Nézev homologu amyloidniho prekurzorového proteinu
APLP2 Nézev homologu amyloidniho prekurzorového proteinu
APP Amyloidni prekurzorové proteiny

ATCH Acetylthiocholin jodidu

AR Amyloidni beta plaky

BCH Butyrylcholin

BCHE Butyrylcholinesterasa

CAS katalytické anionické misto

CICOOEt Ethyl chloroformiat

DCI N,N’-Dicyklohexylkarbodiimid

DCM Dichlormethan

DMF Dimethylformamid

DMSO Dimethylsulfoxid

DNTB 5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina

EDC 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid

EP Enzymovy preparat

EtzN Triethylamin

FDA Utad pro potraviny a 1é&iva

GAG Glykosaminoglykan
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HOBt
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CHN
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MAO
MAPT
MCI
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MTC
MW
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Kyselina glutamova

Glycin
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1-hydrobenzotriazol
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Cholinesterasovy inhibitor
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Isoniazid

Monoaminové oxidasy

Tau protein asociovany s mikrotubuly
Mirna kognitivni choroba
Minimalni inhibi¢ni koncentrace
Methylthionomium chlorid
Mikrovinna syntéza
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Serin
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1. UvoD

N-benzyl-2-hydroxybenzamidy patii mezi latky se Sirokym spektrem
biologickych aktivit. Jejich derivaty jsou testované na antimykobakteridlni,
antimykotickou a antifungalni aktivitu. Pfedevsim kvuli jejich Sirokému spektru

biologickych aktivit se tato prace zaméfila na nalezeni jiné oblasti u¢innosti derivata.

Alzheimerova choroba (AD) je nejCastéjsi piicina demence u starSich osob.
Patofyziologie onemocnéni je komplexni. Pfedevsim se jedna o ubytek cholinergnich
neurond, ktery vede ke snizeni aktivity cholin-acetyltransferasy. Snizena aktivita cholin-
acetyltransferasy ma za dasledek snizeni syntézy acetylcholinu (ACH) a zvys$ené zpétné
vychytavani cholinu.

Prozatim nejucinngjsi 1éCba je pomoci cholinesterasovych inhibitort (CHEI).

CHETI je skupina chemicky odlisnych latek, které maji odliSny typ inhibi¢niho ucinku.
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2. Teoreticka ¢ast — N-benzyl-2-hydroxybenzamidy

2.1.  Syntéza N-benzyl-2-hydroxybenzamidi a jejich derivata
N-benzyl-2-hydroxybenzamidy patii mezi latky se Sirokym spektrem
biologickych aktivit. Z biologickych vlastnosti je mozné jmenovat antimykobakterialni
aktivitu proti atypickym kmendm jako jsou napt. Mycobacterium avium,
Mycobacterium kansasii, neméné vyznamnou potencialni oblasti aplikace téchto latek je
jejich vyuziti proti fungalnim patogenim. Krom¢ antimikrobidlni aktivity mohou tyto
latky vykazovat inhibici n€kterych enzymi, coz opét rozSifuje moznost jejich vyuziti.
Studium biologickych vlastnosti riizn¢ substituovanych N-benzyl-2-hydroxybenzamidu
a jejich kyslikatych derivatl je jednou z moZnosti ke zmapovani této perspektivni

skupiny latek.
2.1.1. Moznosti syntézy N-benzyl-2-hydroxybenzamidi

2.1.1.1. Vysokoteplotni syntézy bez pouziti rozpoustédel

Prvni syntéza, kterou lze pftistupovat k syntéze N-benzyl-2-hydroxybenzamidu,
byla popsana jiz v roce 1966. K vybrané kyselin€ salicylové (3 ekvivalenty) a aminu
(3 ekvivalenty) je ptikapano vhodné ¢inidlo, které ptevede kyselinu salicylovou na
ptislusny chlorid. V piipadé pouziti PCls jako ¢inidla je pouzit k reakci 1 ekvivalent.
Reakce je provadéna pii teploté 180 °C po dobu uvoliiovani kyseliny chlorovodikové.
Produkt je izolovan vodnym roztokem uhli¢itanu sodného. Metoda syntézy je

oznadovéna jako metoda A, je uvedena na Schématu 1.

1 Q O
R OH R
I O CE““WCL
PCl, 180°C
OH R2 OH R,

Schéma 1: Metoda A syntézy N-benzylbenzamida

Syntéza N-benzyl-2-hydroxybenzamidi muze také vychazet zreakce funk¢niho
derivatu, napt. fenylsalicylatu, se zvolenym aminem (pomér 1:1). Reakce probiha po
dobu 2 hodin pfi teploté¢ 180-200°C. Produkt je izolovan zfedénym ethanolem.
Vyuzitim 1,2,4-trichlorbenzenu jako rozpoustédla byl piipraven N-(4chlorbenzyl)-
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salicylamid. Metoda syntézy je oznacovana jako metoda B. Reakéni schéma je
naznac¢eno na Schématu 2.
Pouzité substituce a obvyklé vytézky obou metod jsou shrnuty v Tabulce 1.

Struktura latek byla potvrzena pomoci NMR analyzy.*

OH O

Q P
HoN 2
— > NH
1 o + /\©’ R R: R
R 180-200°C OH
OH

Schéma 2: Metoda B piipravy N-benzylbenzamida

Tabulka 1: Obvyklé vytézky metod A i B a body tani latek.

@]
NH
R14©f\k ,\©7 R2
OH

Substituenty Pouzita Vytézek  Bod tani
R R? metoda (%) (°C)

H Br A 78 154-156

H Cl A 74 145-146

H | A 54 134-135

H NO, A 87 221-223

4-Cl Br A 35 158-159

4-Cl Cl B 63 156-158

4-Cl H B 86 133-134

4-Cl | A 70 161-162

3,4-Cl, Br A 67 160-161

3,4-Cl, Cl A 73 154-156

3,4-Cl, H A 62 136-137

3,4-Cl, | A 50 174-175

2.1.1.2. Piima termalni metoda syntézy

Metoda z roku 1982 popisuje jinou formu syntézy. Smés 4-methylbenzoové
kyseliny a benzylaminu v 50 ml o-xylenu je zah#ivana pod refluxem po dobu 7,5 hodin.
Rozpoustédlo je oddestilovano a ke zbylé smési je pridana studend voda. Vzniklé

necistoty jsou odfiltrovany. Produkt pii filtrovani je promyt studenou vodou, studenym
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vodnym roztokem kyseliny chlorovodikové, nasycenym roztokem hydrogenuhli¢itanu

sodného a znovu vodou. Krystalizace je provedena z ethanolu.?

2.1.1.3. Klasické metody syntézy

Klasickd metoda syntézy je zalozena na jednokrokové reakci vybrané kyseliny
salicylové, ktera po pievedeni na funk¢éni derivat in situ reaguje se zvolenym
benzylaminem. Nejcastéji je kyselina pievedena na svlj chlorid pomoci vhodného
¢inidla. Reakéni komponenty se smisi za laboratorni teploty, vlastni reakce je provadéna
za refluxu rozpoustédla, jakym mulze byt naptiklad chlorbenzen. Molarni pomér
reaktantil je 1:1. V ptipad¢, Ze se jako ¢inidlo k vlastni reakci pouZije PCls, jeho molarni
pom¢ér k reaktantim je polovi¢ni. Izolace produktu je provadéna po vakuovém odpateni
rozpoustédla jednoduchou krystalizaci z acetonu eventualné ze smési ethanol-voda.
Postup syntézy je popsan ve Schématu 3. Vytézky se pohybuji v rozmezi 49-95 %.
Pouzité substituenty vcetné dosazenych vytézki a bodl tani jednotlivych vyslednych

produkti jsou shrnuty v Tabulce 2 a 3.34

o 0
1 OH 2 NH NH
OH OH

Schéma 3: Klasicka syntéza N-benzyl-2-hydroxybenzamidi®*

Tabulka 2: Obvyklé vytézky klasické metody syntézy N-benzyl-2-hydroxybenzamidi.®

@]
NH
RJ—A@f\k ,\©7 RZ
OH

Substituenty Substituenty
Vytézek (%) Vytézek (%)
R R R* R

5-Br 3-Br 51 4-CH,3 4-Cl 89

5-Br 4-Br 49 4-CH3 3-NO, 84

4-Cl 4-Br 75 4-OCH; 3-Cl 77
4-CH;,3 H 76 4-CH; 4-Cl 92
4-CH; 4-CH, 81
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Tabulka 3: Body tani a vinocet absorp¢nich past vznikajici amidické funkéni skupiny

N-benzyl-2-hydroxybenzamida syntetizovanych klasickou metodou.>*

O
. NH\©7 =2
OH
Substituenty
Teplota tani (°C) vc_o(cm'l)
R R
4-CH; H 105-107 1644
4-CH3 4-CH3 141-143 1642
4-CH3 4-Cl 162-163 1641
4-OCH;, 3-Cl 105-107 1636
4-CH3 4-Cl 97-99 1643°
H 4-H 130-132 / 134-136 1592
H 3-CH3 94-95,5 1591
H 4-CHj; 112-114 1591
H 4-OCHg; 95-97 1592
H 4-F 116-118 1588
H 3-Cl 97-99 1591
H 4-Cl 132-133/133-134 1592
H 3,4-Cl, 132-134/136-137 1592*

Dalsimi moznymi substitucemi na benzenovych jadrech N-benzyl-2-
hydroxybenzamidii mohou byt nasledujici kombinace: Rl= 3-H, 4-H, 5-H, 3-Cl, 4-Cl, 5-
Cl, 3-MeO, 4-MeO, 5-Me a 5-MeO; R?= 3-H, 4-H, 3-Cl, 4-Cl, 4-F, 4-Me, 4-MeO.®

2.1.14. Obmeéna klasické syntézy vyuzivajici reakce chloridu kyseliny
Principialné shodnou metodou pfipravy substituovanych N-benzyl-2-
hydroxybenzamidii je reakce chloridu kyseliny se zvolenym anilinem. Reakce je
provadéna tak, ze roztok chloridu kyseliny v suchém acetonu je piikapan do roztoku
benzylaminu v pyridinu za laboratorni teploty. Reakéni smés je poté michana 1 hodinu
pii laboratorni teploté a vysledny surovy produkt se ziska nalitim reak¢éni smési na led.
Surovy anilid se nasledné krystaluje ze smési ethanol-voda. Nevyhodou této metody je
nutnost piedchozi ptipravy a izolace odpovidajiciho chloridu kyseliny. Obvyklé vytézky

reakce véetné dosud popsanych substituci jsou shrnuty v Tabulce 4.°
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Tabulka 4: Obvyklé vytézky a body tani latek”

O 2
NH/R
Rl
Substituenty Vytezek (%) Bod t4ni (°C)
R R
cl
4-NO, D 75 165-167
4-NO, /\/© 78 178
cl
cl
4-NO, I:L 79 182
CF,
4-NH, /\/© 85 137
cl
cl
4-NH, D\ 80 151
CF,
2.1.15. Metoda vyuzivajici reakce acyl chloridu

Salicylova kyselina v thionyl chloridu je zahiivana pod refluxem po dobu
2 hodin. Ptrebytek ¢inidla je oddestilovan a ke smési je za chladu pfidan benzen. Béhem
30 minut ke smési je pfidana smés benzylaminu v triethylaminu. Reakéni smés je
ponechana 18 hodin bez michéani. Benzen je odpafen ve vakuu a vznikly produkt je

krystalizovan z ethanolu.

2.1.1.6. Mikrovlnna syntéza N-benzylbenzamidt

K syntéze N-salicylanilidii lze pfistupovat nejmodernéjsi metodou vyuzivajici
mikrovinného reaktoru, ¢imz lze dosdhnout vyrazné kratsi reakéni doby. Princip této
metody je stejny jako u klasické syntézy. Pomoci PCl; je substituovand kyselina
pievedena na chlorid a v nasledujicim kroku reaguje vznikly chlorid s benzylaminem.
Vytézek reakce je okolo 90 %. Tento postup lze aplikovat také pii syntéze

N-benzylbenzamidi.®
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2.1.2. Moznosti syntézy O-derivati N-benzylbenzamida

Kyslikaté derivaty N-salicylanilidi poskytuji zajimavé vysledky v oblasti
antibakterialnich test a antifungalnich testi. Z tohoto divodu se pfistoupilo k syntéze
derivati N-benzylbenzamidll. Nékteré derivaty jiz byly diive popsany.

Kyslikaté derivaty maji oproti vychozim latkdm lepsi fyzikdln¢ chemické
vlastnosti, napf. lepsi rozpustnost. Jejich syntéza je klasickym pfistupem k ptiprave
nizkomolekularnich proléCiv, pfipadné¢ se vyuzivd moznost odstranéni nezddoucich

vlastnosti latek.

2.1.2.1. O-acetyly N-benzylbenzamidt

Syntéza acetyli N-benzylbenzamidii nebyla doposud v literatuie popsana, lze
vsak aplikovat postupy syntézy pro O-acetyly N-salicylanilidi. Metoda A vychazela ze
substituovaného salicylanilidu (Schéma 4), metoda B ze substituované¢ho fenolatu
(Schéma 5). Vytézky obou metod se pohybovaly v rozmezi 25-72 %. U obou vychozich
latek byly pouzity elektronakceptorni substi‘[uenty.7

Aplikace téchto postupt na N-benzylbenzamidy, postupy syntéz a nasledné i

aktivita derivati bude popsana v experimentalni ¢asti.

DCC, DMF

o
1O eX
R’ @NH + ACOH —s R "
OH j\

O

Schéma 4: Metoda A - reakéni schéma piipravy acetyléi N-salicylanilida’

O
O L
NH
Rl{j% +(Ac0),0 —> g N
ONa+ j\

DCC, DMF

o]

Schéma 5: Metoda B — Reak¢ni schéma acetylt N-salicylanilidﬁ7

2.1.2.2. O-benzoxaziny N-benzylbenzamida
Ptiprava benzoxazinli N-benzylbenzamida byla jiz v literatuie popsand. Reakce

substituovaného  N-benzylsalicylamidu s ethyl chloroformiatem ve vhodném
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rozpoustédle probihd v ledové lazni. Poté je smés zahiivana ve vodni 1azni po dobu
1 hodiny a nasledné je nalita do 5% roztoku hydroxidu sodného. Po 24 hodinach je
produkt zfiltrovan, a je z néj vytvoiena suspenze Vv 5% roztoku hydroxidu sodného,
znovu zfiltrovan a krystalizovan z ethanolu (vytézek 39-70%). Jako rozpoustédlo lze
uzit pyridin. Reakéni schéma je naznaceno na Schématu 6, vyuzité substituenty

benzoxazind jsou shrnuty v Tabulce 5.2

@]

R@NH\EB’ 2 CICOOE 4@ 2
OH pyr|d|n )§O

Schéma 6: Reakéni schéma benzoxazinu®

Tabulka 5: Mozné substituenty na benzenovych jadrech benzoxazinu.?

N
F L
o” o

Substituenty
R, R,

H 7-OCHs H
6-Br 6-NO; 4-Cl
6-Cl 7-Cl 4-CHs

6,8-Cl, 8-OCH3; 4-F
6-CH3 6-OCH3 3,4-Cl,
6,8-Br, 4-OCHj

K syntéze benzoxazinli by bylo mozné piistupovat pomoci nasledujici syntézy.
2-(3-fenylkarbamoylamino)benzoova kyselina a acetanhydrid jsou zahtivany pod
refluxem po dobu 6 hodin. Vznikly produkt je krystalizovan z ethanolu (Schéma 7).
Vytezek reakce byl 63%. Produkt byl charakterizovan bodem téni, 200°C.°
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Schéma 7: Reakéni schéma syntézy 2-anilinobenzoxazinonu®

2.1.2.3. O-karbamaty N-benzylbenzamidi

Syntéza karbamatli s aromatickym substituentem nebyla v literatufe popsana.
Je moZné vychazet ze syntézy popsané pro piipravu alifatickych karbamat
N-salicylanilid. Tyto postupy se pokusime aplikovat i na pfipravu karbamata
s alifatickym koncem.

Substituovany salicylanilid (3-Cl, 3,4-diCl, 4-Cl) byl rozpustén v acetonitrilu
(ACN). Kroztoku byl pfidan 1 ekvivalent triethylaminu (TEA) a odpovidajici
isokyanat. Vytézky se pohybovaly v rozmezi 35-80 %. Postup reakce je naznacen ve

Schématu 8.%°

O
cl NH
1 JE—
e, WQ'
OH TEA ACN
NH R

R?: ethyl, butyl, pentyl, hexyl, heptyl, oktyl, undecyl

Schéma 8: Reak¢ni schéma syntézy karbamati N-salicylanilidi’l10

2.1.24. O-estery N-benzylbenzamidt

Syntéza esteri N-benzylbenzamidii nebyla v literatufe popsana, je mozné pouzit
postup pro syntézu N-salicylanilidi.®

Chranéna aminokyselina N-benzyloxykarbonylem a substituovany salicylanilid
(pfedevsim s elektronakceptornimi substituenty) v suchém N,N’-dimethylformamidu
(DMF) jsou zchlazeny na teplotu -10°C. Ve tiech davkach béhem 1 hodiny je pfidan
N,N’-dicyklohexylkarbodiimid (DCI). Nasledné je smés michana pii stejné teploté po
dobu 3 hodin a skladovana pii 4°C 20 hodin. Precipitat, N, N'-dicyklohexylmocovina, je
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odfiltrovana a rozpoustédlo odpafeno na rotacni vakuové odparce (RVO) za snizeného
tlaku. Surovy produkt je krystalizovan ze smési cthylacetat/hexan. Vytézky reakci se

pohybuji v rozmezi 36-62 %. Reakéni schéma je zobrazeno na Schématu 9.°

¥

ot {:(lLNH N O/K)\NH o/\© DCI, DMF 1@5‘\

OH -15°C o
o

R®: (R)-CH-(CHs),, (S)-CH2-C6H5

Schéma 9: Reakéni schéma syntézy esterti N-salicylanilidi’l6

2.2.  Testovani biologické aktivity N-benzylbenzamidu a jejich derivati
Nékteré slouceniny N-benzylbenzamidii byly testovany na antimikrobidlni,
antimykobakteridlni, antimykotickou, antifungalni a antiproliferativni aktivitu.

Vysledky provedenych testi budou popsané v nasledujicich kapitolach.

2.2.1. Antifungalni aktivita N-benzylbenzamidi

Antifungalni aktivita vybranych derivati byla provedena na kmenech Candida
Albicans ATCC 44859, Candida tropicalis 156, Candida krusei E28, Candida glabrata
20/1, Trichosporon beigelii 1188, Aspergillus fumigatus 231, Absidia corymbifera 272,
Trichophyton mentagrophytes 445. Ke kontrole kvality byly vyuzity jako standardy
antibiotika amfotericin B a flukonazol. VSechny testované derivaty i amfotericin B byly
rozpustény ve 100% dimethylsulfoxidu (DMSO), ve sterilni destilované vod¢ byl
rozpustén flukonazol. Kone¢na koncentrace DMSO v testovaném médiu neptesahla 1 %
celkového slozeni vzorku. Testované koncentrace vybranych derivati se pohybovaly
v rozmezich 500 — 0,98 umol/l. Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) byla stanovena
vizualné¢ jako nejmensi koncentrace, kterd zpusobi 80% inhibici rlstu danych
fungalnich kmeni. Vysledky provedeného antifungalniho testovani jsou uspotfadany
dle substituce na benzylovém zbytku v Tabulce 6.

Antifungalni aktivita byla testovana 1 v radmci jinych studii. Opét byla aktivita
posuzovana podle minimdlni inhibi¢ni koncentrace (MIC, pumol/l). Bylo dosazeno

podobnych vysledki’l.12
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Tabulka 6: Vysledky antifungalnich testi™

0
NH
©jl ’\©7R1
OH
MIC (umol/1)

R Ca Ct Ck Cg Tb Af Ac m

357,9 409,1 386,4 454,6 420,5 340,9 346,6 116,5

62,5-500 250-500 125-500 250-500 125-500 62,5-500  62,5-500 31,25-250
el 352,3 380,7 380,7 454,6 380,7 3438 301 77,4

62,5-500 62,5-500 62,5-500 250-500 62,5-500 31,25-500 62,5-500  7,81-500
oy 412,5 400 450 450 437,5 387,5 375 104,7
-ivie

125-500 250-500 250-500 250-500 125-500 125-500  125-500  15,63-500
i 454,6 454,6 4546 4546 4546 392,1 403.4 184,4

250-500 250-500 250-500 250-500 250-500 62,5-500  62,5-500 15,63-500
. 420,5 380,7 500 426,1 4375 403,4 377,8 239,2
" 7?7 625500 62,5-500 500 62,5500 62,5-500 62,5-500 31,25-500  1,95-500
4 MeO 431,8 500 500 4773 4773 500 397,7 144.9
-vie

250-500 500 500 250-500  250-500 500 125-500  31,25-500

Ca - C.albicans ATCC 44859, Ct - C.tropicalis 156, Ck - C.krusei E28, Cg - C.glabrata
20/1, Tbh - T.beigelii 1188, Af - A.fumigatus 231, Ac - A.corymbifera 272, Tm -
T.mentagrophytes 445

2.2.2. Antimykobakterialni aktivita N-benzylbenzamidu

2.2.2.1. N-benzylbenzamidy

Antimykobakterialni in vitro aktivita byla stanovovana proti kmendm
Mycobacterium tuberculosis CNCTC My 331/88, Mycobacterium kansasii CNCTC My
235/80, Mycobacterium avium CNCTC My 330/88, Mycobacterium kansasii 6509/96.
Vsechny kmeny kromé kmenu Mycobacterium kansasii 6509/96 byly ziskany z Ceské
narodni sbirky typovych kultur (CNCTC) a Ceského institutu narodniho zdravi v Praze.
Byla urc¢ena minimdlni inhibi¢ni koncentrace (MIC, umol/l). Pii stanovovani MIC byl
pouzit jako standard kvality isoniazid (INH). Vysledky testovani jsou uvedeny
v Tabulce 7. Kromé& N-benzylbenzamidi byly testovany N-benzylsalicylthioamidy,
jejichz vysledky jsou shrnuty v Tabulce 8. U N-benzylsalicylthioamidi se prokazala

vyraznd vysii antimykobakterialni aktivita neZ u N-benzylbenzamida.*
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Testovani probéhlo pomoci kvantitativni mikrometody. 13

Tabulka 7: Antimykobakterialni aktivita N-benzyl-2-hydroxybenzamidu.

4

O
. NH\©7 .
OH
MIC(umol/1)
M.tuberculosis M.avium My M. kansasii My M. kansasii
Substituenty
My 331/88 330/88 235/80 6509/96
R* R 14d 21d  14d 21d  14d  21d  14d  21d
5-Br 3-Br 32 32 32 32 32 62.5 32 32
5-Br 4-Br 16 32 16 32 32 32 32 32
4-Cl 4-Br 16 32 32 32 32 32 32 32
4-CH;,3 H 62.5 125 62.5 125 125 125 125 125
4-CH3 4-CHj3 125 500 62.5 250 250 500 250 500
4-CH3 4-Cl 62.5 125 62.5 125 125 250 250 250
4-OCH;, 3-Cl 125 125 62.5 62.5 62.5 125 62.5 125
4-CH3 H 62.5 125 62.5 62.5 62.5 125 62.5 125
4-CH;,3 4-Cl 16 32 3 62.5 62.5 62.5 62.5 62.5
Isoniazid 1 1 >250 >250 >250 >250 4 4
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Tabulka 8: Antimykobakterialni aktivita N-benzylsalicylthioamida®

S
Rl NH’\©7 R2
OH
MIC(pumol/1)
Substituenty M.tuberculosis My M.avium My M. kansasii My M. kansasii
331/88 330/88 235/80 6509/96
R* R 14d 21d 14d 21d 14d 21d  14d  21d
H 3-CF; 0,5 1 0,5 1 2 2 2 2
5-Br 3-Br 1 2 8 8 8 8 8 8
5-Br 4-Br 1 2 4 4 8 16 4 4
4-Cl 4-Br 1 2 2 4 8 16 4 8
4-CH; H 0,5 1 1 2 2 2 1 2
4-CH; 4-CH3 0,125 0.25 0,25 0,5 0,25 0,5 0,5 1
4-CH; 4-Cl 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 1 1 1
4-OCH;, 3-Cl 0,5 1 1 2 2 2 1 1
4-CHj 4-Cl 2 4 1 1 2 2 2 4
Isoniazid 1 1 >250 >250 >250 >250 4 4

Védeckd skupina vedena panem Waisserem provadéla dalsi studie tykajici se

antimykobakterialni aktivity substituovanych N-benzylsalicylamidﬁ.“

2.2.2.2. Benzoxaziny N-benzylbenzamida

Benzoxaziny byly testovany proti mykobakteridlnim kmenim M. kansasii
CNCTC My 235/80 a M. avium CNCTC My 330/88, které byly ziskany z Ceské
narodni sbirky typovych kultur (CNCTC), a proti klinicky izolovanému kmenu
Mycobacterium kansasii 6509/96. Pro srovnavani aktivit byla stanovena minimalni
inhibi¢ni koncentrace (MIC, pmol/l). Latky byly rozpustény v DMSO. Vysledky

testovani jsou uvedeny v Tabulce 9.2
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Tabulka 9: Antimykobakterialni aktivita benzoxazini.®

O
1 N 2
L
O/KO

MIC (umol/l)
Substituenty Inkubace 21 dni
Rl R? M. avium M. kansasii M. kansasii
My 330/88 My 235/80 6509/96

H H 62,5 62,5 62,5
6-Cl H 62,5 62,5 125
6-CH; H 62,5 62,5 125

7-Cl H 62,5 a a
H 4-Cl 32 a 125

6-Cl 4-Cl 32 a a

H 4-CH; 62,5 a a
H 4-F 125 250 250

6-Br 4-F 62,5 a a
6-Cl 4-F 32 62,5 125
7-Cl 4-F 62,5 125 125
H 3,4-Cl, 32 62,5 62,5
6-Cl 3,4-Cl, 32 62,5 62,5
6,8-Cl, 3,4-Cl, 125 125 125
H 4-OCHj, a a 250

7-Cl 4-OCHg; 125 a a

INH 250 250 4

a...hodnota MIC nemohla byt ur¢ena kvili nerozpustnosti

Dalsi studie se také zabyvala testovdnim derivati benzoxazini a
thiobenzoxazind proti mykobakterialnim kmentim. In vitro aktivita byla testovana proti
M. tuberculosis CNCTC My 331/88, M. kansasii CNCTC My 235/80, M. avium
CNCTC My 330/88 a M. kansasii 6509/96. Stanovovala se minimalni inhibi¢ni
koncentrace (MIC). Vsechny kmeny byly ziskany z Ceské narodni kolekce typovych
kultur (CNCTC) kromé& M. kansasii 6509/96, ktery byl izolovan z lidského vzorku.
Vysledky testovani pro benzoxaziny jsou shrnuty v Tabulce 10, v Tabulce 11 jsou
uvedeny vysledky pro thiobenzoxaziny a dithiobenzoxaziny se stejnymi substituenty

. so 1
jako u benzoxazind. >
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Tabulka 10: Antimykobakterialni aktivita benzoxazint.™

O
1 N 2
L
O/KO

Substituenty MIC (umol/1) inkuba¢ni doba 14d/21d
Rl R? M. tuberculosis M. avium M. kansasii M. kansasii
My 331/88 My 330/88 My 235/80 6509/96
H H 32/32 32/62,5 62,5/62,5 62,5/62,5
6-Cl H 62,5/125 32/62,5 32/62,5 125/125
6-CH, H 32/62,5 32/62,5 62,5/62,5 62,5/125
H 3,4-Cl, 32/32 32/32 62,5/62,5 62,5/62,5
6-Cl 3,4-Cl, 16/16 16/32 62,5/62,5 62,5/62,5
INH 11 >250/>250 >250/>250 8/8
Rifampicin 0,25/0,5 16/65 0,25/0,25 0,125/0,25

Tabulka 11: Antimykobakterialni aktivita thiobenzoxazinii a dithiobenzoxazint.™

Substituenty MIC (umol/l) inkubaéni doba 14d/21d
RL R? M. tuberculosis M. avium M. kansasii M. kansasii
My 331/88 My 330/88 My 235/80 6509/96
S
|
O~ "0
H H 1/2 8/8 4/8 4/8
6-Br H 1/2 8/8 8/8 4/8
6-Cl H 1/2 4/8 8/8 4/4
6-CH; H 11 2/2 1/2 1/2
6-ClI 4-F 1/1 4/4 4/8 4/4
6,8-Cl,  3,4-Cl, 2/2 4/4 16/16 16/16
H 3,4-Cl, 11 11 2/4 2/4
6-Br 3,4-Cl, 214 8/8 16/16 16/16
6-Cl 3,4-Cl, 32/32 62,5/62,5 62,5/62,5 62,5/62,5
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Tabulka 11: Antimykobakterialni aktivita thiobenzoxazini a dithiobenzoxazini™ —

pokracovani
S
(@] S
H H 1/1 1/1 212 1/2
6-Br H 1/2 8/8 8/8 4/8
6-Cl 4-F 1/2 8/16 8/16 8/16
6,8-Cl, 3,4-Cl, 32/32 62,5/62,5 62,5/62,5 62,5/62,5
H 3,4-Cl, 1/2 0,5/0,5 4/4 4/4
6-Br 3,4-Cl, 4/8 16/16 16/32 16/32
6-Cl 3,4-Cl, 4/8 16/32 32/32 32/32
INH 1/1 >250/>250 >250/>250 8/8
Rifampicin 0,25/0,5 16/65 0,25/0,25 0,125/0,25

2.2.3. Antiproliferativni aktivita a cytotoxicita

Antiproliferativni aktivita byla popsana pro N-benzylsalicylthioamidy.*

Z derivati byla antiproliferativni aktivita a cytotoxicita testovana u benzoxazind.
Na testovani antiproliferativni aktivity byly pouzity bunky HUVEC (ATCC CRL-1730,
endotelidlni buniky pupecnikové Zily) a K-562 (DSM ACC 10, nesmrtelné myeloidni
leukemické bunky). Na testovani cytotoxicity bunky HeLa (ATCC CRL-1730, bunky
rakoviny délozniho ¢ipku). K testovani antiproliferativni aktivity byly latky rozpustény
v DMSO. Pro porovnani aktivit byly stanoveny hodnoty Glso (50% inhibice bunééného
rastu) a CCsp (koncentrace latky protinajici kiivku odpovédi na davku ve vysi 50%

. o x 1
linie, ve srovnani s neléCenou kontrolou). >
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3. Teoreticka ¢ast — Cholinesterasy

3.1.  Acetylcholin

Acetylcholin (ACH) je esencidlni neurotransmiter v centrdlnim a perifernim
nervovém systému, ktery se vyviji v asné fylogenetické fazi.'® ACH je syntetizovan
Vv presynaptickych neuronech enzymem, cholinacetyl-transferasou, zcholinu a
acetylkoenzymu A (acetyl-CoA). ACH je uvoliovan exocytézou do synaptické
Stérbiny. Reverzibilni vazba ACH na ACH receptory postsynaptickych neuronti iniciuje
signal a neurotransmise pokracuje. Nenavazany ACH je zachycen acetylcholinesterasou
(ACHE), hydrolyzovan a cholin je vracen presynaptickym neuroniim k opétovnému
pouziti (Obr. 1). Hydrolyza ACH ma za disledek ukonceni pienosového impulsu

. 17,18

cholinergnich synapsi. Vsechny cholinergni inervace lidské mozkové ktry thalamu

- gix : ; o 19
vychdzi z vnéjsich cholinergnich zdroji.

Synapticky knoflik

' Synapticka Stérbina

Acetylcholinesterassa ’/
Postsynapticky neuron

ACh receptor (—

Acetat -,

Obr. 1: Syntéza a hydrolyza ACH (pieloZeno z anglické literatury)*’
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3.1.1. Cholinergni receptory

Existuji dva typy cholinergnich receptorti, muskarinové a nikotinové.

Cholinergni neurotransmise je zprostiedkovana dvéma rodinami cholinergnich
receptort v mozku a na periferii, G-protein muskarinové rodiny a ligand iontového
kanalu nikotinové rodiny. Hlavni cast muskarinovych receptori je lokalizovana
postsynapticky a pouze mala ¢ast jsou presynaptické autoreceptory cholinergnich bun¢k
(10-20 %). Nikotinovy receptor byl nalezen ve svalu, sklada se z 5 transmembranovych
proteint 4 odlisnych typi podjednotek (a,f,y.8).%

Tti typy muskarinovych receptort byly identifikovany farmakologicky a pét
typii na zikladé molekuldrnich studii. Dva hlavni nikotinové receptory byly

identifikovany v CNS pomoci a-bungarotoxinu a neurdlniho bungarotoxinu. ’

3.2.  Cholinesterasy

Cholinesterasy (CHE) ptedstavuji skupinu esteras, které hydrolyzuji estery
cholinu rychleji nez ostatni estery. Rychlosti hydrolyzy jsou porovnavany v optimalnich
a kontrolovanych podminkach. CHE primarné eliminuji ACH. K eliminaci dojde béhem
milisekundy po uvolnéni CHE z cholinergnich synapsi.

Tato skupina ma vysokou senzitivitu k latkdm obsahujicich pozitivné nabitou
skupinu (amonnou, fosforitou, sulfonovou, atd.) organofosfatovych inhibitora a
karbamati. Jedna z hlavnich charakteristik vlastnosti cholinesterasy je senzitivita
enzymi k nizkym koncentracim eserinovych karbamati.*!

Existence CHE byla piedpokladand uz v roce 1914, ale prokézana byla az v roce
1926." U obratlovctl jsou dva typy cholinesteras — acetylcholinesterasa (ACHE) a
butyrylcholinesterasa (BCHE)."*®

ACHE 1 BCHE jsou syntetizovany v mnoha molekularnich formach.
Molekularni formy mohou byt tvofeny monomery (G1), dimery (G2) a tetrametry (G4)
katalytickych podjednotek (Obr. 2), stejné jako asymetrickymi molekulami s jednim,

dvéma nebo tiemi tetrametry spojené se tfemi stocenymi vlakny kolagenu.20
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Obr. 2: Homomerni a heteromerni struktura cholinesteras (pielozeno z anglické

literatury)??

3.2.1. Acetylcholinestrasa

Acetylcholinesterasa (E.C. 3.1.1.7) je klicovou latkou cholinergnich synapsi
vmozku a neuromuskuldrnich spojeni.’’ Dalsimi nazvy ACHE jsou: systematicky
nazev — acetylhydrolasa acetylcholinu, jiné ndzvy — prava cholinesterasa, cholin
esterasa |, cholinesterasa, acetylthiocholinesterasa, acetylcholin hydrolasa, acetyl-p-
methylcholinesterasa; AcCholE.?* ACHE katalyzuje hydrolyzu ACH s vysokou
rychlosti. Mechanismus hydrolyzy je zndzornén na Obr. 3." Aktivita toho enzymu je
nezbytnd pro normaélni cholinergni pfenos a neuromuskularni funkei.?® Poprvé byla
vysoka koncentrace ACHE pozorovana v roce 1937 v neuromuskularnich spojeni a

v elektrickych organech elektrického uhote.!’
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Obr. 3: Mechanismus hydrolyzy ACH v katalytickém mist¢ ACHE"’

3.2.2. Butyrylcholinesterasa

Butyrylcholinesterasa (E.C. 3.1.1.8) je znama jako pseudocholinesterasa,
nespecificka esterasa nebo jednoducha cholinesterasa.'” Dal3imi nazvy BCHE jsou:
systematicky nazev — acylhydrolasa acetylcholinu, jiné nazvy — benzoylcholinesterasa,
propionylcholinesterasa, anticholinesterasa, BtChoEas.”* BCHE je pfitomna Vv bazalnim
prednim mozku a také v hippokampu. Multipolarni BCHE — pozitivni neurony se

nachazi ve vSech podjadrech amygdaly, stejné tak jako ve vét$iné thalamickych jader.zo

3.2.3. Rozdily mezi cholinesterasami

Primarn€ jsou cholinesterasy rozdilné v substratové specifité: ACHE
hydrolyzuje acetylcholin rychleji nez jiné cholinové estery a je méné aktivni na
butyrylcholin (BCH). BCHE dobfie hydrolyzuje BCH i ACH. BCH neni fyziologicky

substrat v lidském mozku, pouziva se tedy jako substrat k rozliSeni cholinesteras.
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BCHE je pfitomna vséru a v gliovych bunkach, ACHE v neuronech,
membranach erytrocytl a svalech. Dalsi vlastnosti, kterd se vyuziva k odliseni CHE, je
veétsi substratova specifita ACHE nez BCHE. BCHE vykazuje substratovou aktivitu pfi
prebytku substratu.

Pfitomnost ACHE mimo cholinergni synapse a existence sestersk¢é BCHE, jejiz
funkce neni dosud pfesné znama, naznacuje, ze cholinesterasy mohou byt zapojeny i do
jinych funkci nez je hydrolyza ACH. Hypotéza ohledn¢ dalSich katalytickych funkci, pft.
proteolytické aktivita a zpracovani neuropeptidii, byla feSena riznymi autory.'’

Gen pro ACHE je lokalizovdan na chromozomu 7q2319’24, pro BCHE na

chromozomu 3¢26.%

3.2.4. Shodné vlastnosti cholinesteras

Ob¢é¢ CHE patii do rodiny o/f hydrolasovych  proteind. Spolecnym
charakteristickym rysem je B-list, ktery nese katalytické nastroje proteini a ktery je
obklopen a-helixy, a smycky, jimz je pfipisovana uloha vazby specifickych elementi,
substrati.® Do této skupiny dale patii neutralni lipasy a peptidasy, které se lisi od CHE

absenci n&kterého zbytku v katalytické triade.*
3.2.5. Struktura cholinesteras

3.25.1. Aktivni misto

Prvni 3D struktura ACHE byla popsédna vroce 1991, kdy byla studovana
struktura ACHE u Torpedo californica (TCAChE).? Neocekavanym objevem pro takto
rychly enzym bylo umisténi aktivniho mista. Aktivni misto je lokalizovano na spodni
Gasti 20A hluboké a Gzké (8A Siroka v lemu, 3A na spodnim okraji) prohlubng'’*8%
212524 Y terd je lemovana aromatickymi zbytky. Tyto aromatické zbytky tvoii cca 70 %
povrchu prohlubn€, a spolecné s Trp84 a Phe330 jsou nazyvany katalytickym
anionickym mistem (CAS). Katalytick¢é anionické misto je soucasti periferniho
anionického mista, které navic obsahuje Tyr70, Tyrl21 a Trp279
(Obr. 4). Diky ptekvapivé poloze aktivniho mista je ACHE témét cela obklopena
proteinem, coz umoziuje vEtsi interakei enzym/substrét.25

Aktivni misto je hydrofobni a prohluben penetruje vice nez polovinu povrchu

enzymu. 17,18,23
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Aktivni misto se sklada z aminokyselin Ser200, Glu327 a His440.'®# Takovéto
uskupeni se nazyva katalyticka triada.?* Slozenim z t&chto aminokyselin se uzce podoba
chymotrypsinu a ostatnim serinovym proteasam, jedna se o zrcadlové obrazy. 18

Aktivni centrum ACHE se skladda z péti hlavnich vazebnych mist:

e oxyanionova dira, kterd stabilizuje vazbu acetylové skupiny’ a je tvofena

Gly118, Gly119 a Ala201%

e esteratické misto, které se sklada z katalytické triady Ser-His-Glu

e anionické vazebné misto, kde se vaze kvartérni amoniova ¢ast ACH a rizna
aktivni mista ligandu

e aktivni misto selektivné vazajici aromaty, které je dulezité pro vazbu arylovych
substrati®’

e acyl vazajici misto pro vazbu acetylové skupiny ACH'"*
Kromé téchto péti ¢asti aktivniho mista md ACHE také periferni anionické

misto, které¢ miize vazat takrin a podobné¢ latky. o

Ligandy jsou selektivné vazadny bud’ na acyl vazajici misto, nebo na periferni
misto.?

Prohluben aktivniho mista ma alternativni cesty pro vstup substratl, coz bylo

dokazano krystalografickou studii.”*

Katalyticka
Triada

Anionicke
Misto

OKataIytické misto 0 Periferni misto

Obr. 4: Struktura aktivniho mista (pfeloZeno z anglické literatury)®
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3.25.2. Rozdily v aktivnim mist¢ ACHE a BCHE

Mezi aktivnim mistem ACHE a BCHE je nékolik rozdili. U ACHE je vazba
substratu uskutecnéna dvéma molekulami fenylalaninu, jejichZz aromatické zbytky
vy¢nivaji do prohlubné. BCHE ma namisto fenylalaninu dvé malé molekuly

aminokyselin, jako je valin a leucin.” %

Rozdil v aminokyselinach vytvaii vétsi prostor
Vv nejhlubSim misté aktivniho centra BCHE a umoziiuji vazbu vétSich molekul substratu

a inhibitord BCHE.Y

3.2.6. Elektrostaticka charakteristika

Aromaticky povrch prohlubné aktivniho mista mtze slouzit jako slabé afinitni
kolona, kde substrat mutze pieskocit nebo sklouznout do aktivniho mista pomoci
postupnych m-interakci. CHE maji asymetrické rozdéleni naboje, coz zptsobuje velky
dip6l moment orientovany piibliznd podél osy prohlubng aktivniho mista.”* Dipdl
moment muize slouzit k pfildkani pozitivné nabitych substrath ACHE do aktivniho

;2
mista. S

3.3.  Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba je progresivni neurodegenerativni mozkova choroba
S charakteristickymi a patologickymi rysy, s individuélnimi variacemi s ohledem na vék
a druh kognitivniho poskozeni.'” AD je nejb&zngjsi forma demence u starich osob
charakterizovana ztratou paméti, poskozenim uvazovani, rozhodovani a feeq. 170
Prevalence se zvySuje se starnutim obyvatelstva.”’

Jedinci s AD vykazuji Gpadek funkce v oblasti dusevniho zdravi, coz zpisobuje

neschopnost vykonavat bézné denni aktivity. Existuji dikazy o tom, ze nemoc miize

. . v v ’ ) % v - 27
postihnout 1 osoby ve véku 40 let. BohuZel neni znama pfi¢ina onemocnéni.

3.3.1. Patofyziologie Alzheimerovy choroby

Patofyziologie je kornplexni.17 Za jedny z prvnich a stézejnich udalosti u AD je
povazovana degenerace a ztrata trofické podpory cholinergnich neurontt bazalniho
predniho mozku v&etné degenerace jejich siroké projekce.™

Prvni hypotézou vzniku AD je cholinergni hypotéza charakterizovana
selektivnim Umrtim nervovych bunék, pfitomnosti extracelularnich amyloidnich
usazenin Vv jadie neuritickych plakt a tvofenim interneuralnich neurofibrilarnich spleti

v mozku. Spleti vznikly akumulaci abnormalnich latek neuralniho cytoskeletu agregaci

37



vldken Sroubovic. Produkce a usazovani B-amyloidu je kritickym momentem
v patogenezi AD. Deficity jsou spojovany z neurochemického hlediska s dramatickou
ztratou kortikalni projekce cholinergnich neuronti a snizeni presynaptickych markert
cholinergniho systému, zejména v mistech mozku spojenych s paméti a udenim.'’
V posmrtnych studiich je nepriikkazné zapojeni cholinergniho systému v poc¢atecnich
fazich AD."®

Soucasna definice AD vyzaduje klinicky diagnostikovanou demenci, to je pokles
dvou kognitivnich domén zpiisobujici zhorseni socialniho a pracovniho fungovani.?®

U AD je velmi dobfe zdokumentovan cholinergni deficit. Je zde vyrazny ubytek
neurond v jadrech bazalniho ptfedniho mozku, ktery obvykle piesahuje 75 % celkové
neurondlni populace. Ve zbyvajicich neuronech bazalnich jader jsou bohaté
neurofibrilarni spleti. Ubytek cholinergnich neurond vede ke snizeni aktivity
cholin-acetyltransferasy o 80-90 % v hippokampu a o 40-75 % vV parietalni kife a

frontalnich konvexech. Normalni hodnoty jsou ve stfednim mozku, thalamu,

hypothalamu a mozec¢ku.*® Cholinergni hypotéza je graficky znazornéna na Obr. 5.%°

Neuropatologické zmény zptisobujici demenci

Alzheimerova choroba, Parkinsonova choroba,
Lewy Body choroba

!

Ztrata cholinergnich neuronil (rtiznd troven)

!

Neuropsychiatrické rysy a zmény v chovani

halucinace

uzkost

ztrdta pozornosti Terapeuticke cile
fluktuace

apatie

Obr. 5: Diagram cholinergni hypotézy29

Amyloidova hypotéza popisuje charakteristicky znak AD, extracelularni

amyloidni beta (AB) plaky. Produkce A, ktera je rozhodujicim krokem patogeneze AD,
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je vysledkem rozkladu velkych peptidi zvanych amyloidni prekurzorové proteiny
(APP), které jsou nadprodukovany pii AD.

APP tvofi vysoce rozpustna a proteolyticky odolnd vlakna zndma jako senilni
plaky. Lidsky APP gen byl prvné identifikovan v roce 1987. APP, membranovy protein
typu I, ma dva homology, APLP1 a APLP2. St&penim APP vznikaji dva $tépy, jeden
Vv extracelularni oblasti (B-sekretovy $tépy) a druhy v transmembranovych regionech (y-
sekretové §tépy). Stépy jsou nezbytné k uvolnéni AP z prekurzorového proteinu.

APP je lokalizovan na chromozomu 21, a poskytuje bezprostfedni spojeni s
trisomii 21 (Downilv syndrom). Jednalo se o prvni mutaci, ktera byla ukdzana jako
zdiivodnéni dédiénych forem familidrni AD, kde byly identifikovany APP geny
poskytujici diikaz, ze APP hraje centralni roli v patogenezi AD. Jen APP, ne jeho
homology APLP1 a APLP2, zahrnuji sekvence kédujici Ap domény.*

Intracelularni neurofibrilarni spleti (NFT) jsou dalS$i moZnou pfi¢inou vzniku
AD. NFT jsou tvofeny tau proteinem. U zdravych lidi je tau protein soucasti
mikrotubul®, které patii k interni podpofe struktur pro transport vyzivy, vezikul,
mitochondrii a chromozomi v bunice. Mikrotubuly stabilizuji rostouci axony nezbytné
pro vyvoj a rust neuritd. U AD je tau protein abnormalné hyperfosforylovan a tvori
nerozpustna vlakna.

Tau protein je relativné hojny v neuronech, ale vyskytuje se ve vSech jadernych
bunikach. Jeho fyziologickd funkce je vazani mikrotubuld a stabilizace mikrotubul
urc¢enych k polymeraci.

Tau protein koduje gen (MAPT — microtubule asssociated protein tau) skladajici
se z 16 exonti. Muze se vyskytovat v Sesti izoformach.

U AD bylo jasné¢ prokazano, ze tau patologie se objevi pozd€ji nez AP

depozice.*

Dalsi zhypotéz patofyziologie AD vychazi zpoklesu poctu nikotinovych
receptord, kdezto muskarinové klesaji, neméni svou koncentraci nebo stoupaji. Je to
dano tim, Ze hlavni ¢ast muskarinovych receptorti je lokalizovana postsynapticky a
pouze mala ¢ast jsou presynaptické autoreceptory cholinergnich bunék (10-20 %).

V patogenezi AD hraje diilezitou roli také mitochondrie. Jedna se o poskozeni
ttech kliCovych enzymt dychaciho fetézce, a to komplexu I, III a IV. Také byl

detekovéan pokles degradace mitochondrii autofagy.?®
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3.3.2. Mirna kognitivni choroba

Mohlo by byt vice efektivni zacit 1éCbu jiz v ranych stadiich onemocnéni.
Donald Petersen popsal kritéria pro diagnozu MCI: zhorSena pamét’; potvrzeni zhorSeni
osobou, ktera osobu s AD zna dobie; zhorSeni paméti ve srovnani s jinou osobou
stejného veku a vzdélani; zachovany obecné kognitivni funkce; neporusené cinnosti
vV kazdodennim zivoté a nepiitomnost demence.

U tohoto stadia se testovala 1écba donepezilem. Donepezil zpisobil vyrazné

zlepSeni v kognitivni funkci béhem 24 tydni.”’

3.3.3. Lécba Alzheimerovy choroby

V soucasné dob€ jsou schvaleny dvé skupiny 1€k pro 1écbu AD,
cholinesterasové inhibitory (CHEI) pro mirn¢ az stfedné t¢Zkou AD a memantin, ktery
je antagonisticky pro N-methyl D-aspartait (NMDA) receptory, pro stfedné tézkou az
t&zkou AD.? Vzniklo mnoho 1éki (50-60), které jsou podrobeny klinickému testovani a
maji byt uzity k symptomatické a paliativni 1écbe.t’

Kombinace 1€kt pusobicich na rGzné stupné neurotoxické kaskady muze
nabidnout novy smér 1é€eni AD a jinych neurodegenerativnich onemocnéni. Vznikla
nova strategie, kterd ma vytvofit chemické latky pisobici na vice cilli. Chemické latky
musi byt uc¢inné a bezpecné. Nova strategie, multicilovy ligand (MTDL), je zaloZzena na

. . , o ;o 1oz 1. 26
kombinaci dvou a vice farmak piisobicich na rozdilné cile.

3.3.3.1. Cholinesterasové inhibitory

Prvni znamy CHEI byl fysostigmin, hlavni alkaloid nalezeny v semenech
rostliny Physostigma venenosum.'” CHEI maji dlouhou historii, v roce 1980 byl
fysostigmin aplikovan oralné a intravenézné. Uginek fysostigminu byl piilis kratky a
mél Casté cholinergni vedlejsi Gc€inky. Historicky pralom v 1é€bé AD byl v poloviné
90. let 20. stoleti, kdy byl pouzit jiny lék — takrin. Mezi nejcastéj$i CHEI patii
donepezil, rivastigmin a galantamin. VSechny CHEI maji vedlejsi ucinky: nausea,
zvraceni, kieCe v bfiSe, nechutenstvi a ztrata hmotnosti, nespavost, myopatie, dusevni
deprese a jiné.zo’31 CHEI jsou prvni nejrozvinutéjsi skupinou 1ékii umoziujici 1éc¢bu
AD.' Lécba je zalozena na znovuobnoveni cholinergni rovnovélhy.20

Existuje pét 16kl schvalenych Ufadem pro potraviny a 1é¢iva (Food and drug
Administration, FDA), ktery kontroluje symptomy a pomalou progresi AD. Ctyii, zvané
CHEI, takrin (Cognex®), donepezil (Aricept®), rivastigmin (Exelon®) a galantamin
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(Razadyne®, diive Reminyl®), zpomaluji metabolismus odbouravanim acetylcholinu,
dilezité chemické latky zajistujici mezibuné¢nou komunikaci. Tyto Iéky utvaii vetsi
pocet latek, které¢ jsou k dispozici pro komunikaci mezi buitkami. CHEI zptsobuji
pomalou progresi kognitivniho poskozeni, coz mize byt Gfinné pro pacienty s AD.
Tyto Ctyfi léky jsou schvéalené pro 1écbu mirnych az stfednich ptiznakid AD. Paty 1€k,
memantin (Nameda®), je schvalen pro 1écbu stfedné tézke az tézké AD. Nameda® je
sttedn¢ afinitni, nekompetitivni antagonista pro NMDA receptory (receptory pro
glutamat) a jak se zda, chrani mozkové nervové buiiky proti nadbytku glutamatu,
chemickému poslu, ktery se ve velké mite uvolituje do mozkovych bune€k zasazenych
AD. Vykazuje podobné efekty jako CHEI u stredné tézké AD." Vzorce pouZivanych

1¢kii jsou znazornény na Obr. 6.
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Obr. 6: Piehled CHEI vyuzivanych v medicing"’
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Obr. 6: Pfehled CHEI vyuzivanych v medicing®’ - pokracovani

3.3.3.2. Klasifikace CHEI
CHEI mohou byt klasifikovany dle chemické struktury na piperidinové derivaty
(donepezil), karbamaty (rivastigmin, fysostigmin, eptastigmin), alkaloidy (galantamin,

19 g dle typu a prub¢hu

huperzine), akridiny (takrin), organofosfaty (metrifonat)
ucinku, zda jsou inhibitory reverzibilni nebo ireverzibilni. Termodynamicky jsou
viechny reakce ireverzibilni.'’

CHEI se vazi rozdilnou vazbou. Takrin, velnakrin, donepezil a huperzin jsou
vysoce afinitni, nekovalentni inhibitory, metrifondt se spojuje se substratem
ireverzibilni kovalentni vazbou. Mohou mit i jiné vlastnosti z hlediska kinetiky. Takrin
a velnakrin jsou nekompetitivni inhibitory, donepezil nekompetitivni i kompetitivni,
galantamin kompetitivni inhibitor a s ¢asem se stava nekompetitivni.

Galantamin je acetylcholinesterasovy inhibitor (ACHEI) a alostericky
modulétor nikotinovych cholinergnich receptort.

Takrin a velnakrin maji hepatotoxické uéinky, eptastigmin tvoi{ neutropenie.*®

Dale mohou byt rozdéleny dle afinity k BCHE (galantamin a donepezil inhibuji
pouze ACHE, kdezto rivastigmin ACHE a BCHE), senzitivit¢ nikotinovych receptort,

klasickych farmakokinetickych a farmakodynamickych parametrt. v

3.3.3.2.1. Reverzibilni inhibitory

Patii sem napf. takrin a donepezil, které interaguji senzymem blizko
katalytického centra bez produkce kovalentniho komplexu. Vazi se k enzymu pomoci
slabych vazeb, které se tvoti rychle, ale jsou kiehké. Inhibuji velmi kratkou dobu (jen v

tadu minut).”’
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3.3.3.2.2. Pseudoireverzibilni inhibitory

Pseudoireverzibilni inhibitory se vazi k enzymu kovalentné. Kovalentni vazba je
pomalu rozbita a enzym se znovu stava dostupnym. Patii sem karbamaty, které tvoii
karbamoylovy komplex se serinovymi zbytky katalytické triddy ACHE. Prototypem je
fysostigmin, dale do této skupiny patii eptastigmin, quilostigmin, fenserin, tolserin.
Vsechny latky byly testovany na anticholinesterasovou aktivitu. Jen rivastigmin je
schvalen FDA pro 16¢bu AD.Y Rivastigmin (Exelon™) je karbamat objeveny jako 1é&ivo
na AD pani Weinstock.?

Fysostigmin byl prvni CHEL'" Cisty alkaloid byl také izolovan z kalabarskych
bobt v roce 1864 a pozd¢ji byl pojmenovan jako fysostigmin. Boby zptisobily kontrakci
zorni¢ek, proto byly nejdiive pouzivany k 1é¢bé zeleného zakalu. V nékolika zemich se
fysostigmin dale k této 1écbé pouziva. Jeho efektivni antidotum je atropin.

Neostigmin byl poprvé pouzit k 1é¢bé gastrointestinalni atonie nebo atonie
mocového méchyfe. Pozdéji bylo zjisténo, Ze je mozné jej vyuzit k 1écbé zeleného
zakalu a myasthenia gravis. Pyridostigmin, jiny karbamatovy CHEI, je také pouZivan na
1é¢bu myasthenia gravis a jako preventivni prostiedek na ochranu proti potencialni
nervové expozici organofosfatti. Myasthenia gravis, neuromuskularni autoimunitni
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onemocnéni, byla Gispé$né 1é€ena neostigminem a pyridostigminem.

3.3.3.2.3. Ireverzibilni inhibitory

Ireverzibilni inhibitory jsou znamé jako enzymové inaktivatory. Tato tfida
zahrnuje organofosfaty, jejichz inhibi¢ni efekt je zalozeny na fosforylaci nebo
fosfonylaci serinové hydroxylové skupiny esteratického mista aktivniho mista enzymu.
Fosforylovany enzym podléha dvéma reakcim: spontanni reaktivaci a dealkylaci.
Defosforylace je pomalejsi nez dekarbamoylace. Ireverzibilni inhibitory vétSinou
reaguji s enzymy za vzniku pevné kovalentni vazby. Reakce ukazuje ¢asovou zavislost,
stupen inhibice vzrusta v ¢ase. T€lo musi syntetizovat nové, nahradni enzymy, aby byla

zajisténa farmakologicka funkce.’

3.3.4. Dalsi mozna lé¢ba AD

3.34.1. Ladostigil
Ladostigil byl vytvoien sloucenim struktur rivastigminu (acetylcholinesterasovy

inhibitor, ACHEI) a rasagilinu (selektivni inhibitor monoaminové oxidasy, MAO-B).
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Diky tomuto slozeni ladostigil vykazuje schopnost inhibovat obé cholinesterasy (ACHE
a BCHE) a mozkovou monoaminovou oxidasu (MAO-A a MAO-B). Inhibitory MAO
jsou potencialnimi antidepresivy, zvySuji koncentraci dopaminu, noradrenalinu a
serotoninu v CNS. Lagostigil mé také dalsi u¢inky na nervovy systém. Napiiklad chrani

bunky pred oxidativnim stresem. Lagostigil ma piedpoklad stat se lékem na AD.%

3.34.2. AMPA kinasy

AMPA  (2-amino-3-(5-methyl-3-0x0-1,2-0xazol-4-yl) propanova kyselina)
kinasy tvoti novou skupinu 1¢ékt, které by mohly zménit a posilit poznani pomoci jejich
plsobeni na glutamét jako na excitacni neurotransmiter. Léky plisobici na AMPA a

NMDA receptory zlepSuji poznani a pamétové mechatnismy.28

3.34.3. Ginkgo biloba
Lécba timto piirodnim preparatem je znama. Ginkgo biloba je bezpecna a zda

v 1 . oo LR r cr r ror: . r 28
se, ze stabilizuje a zlepSuje kognitivni a socialni fungovani jedince s demenci.

3.3.4.4. Anti-amyloidni 1é¢ba

Anti-amyloidni 1é¢ba zptsobuje kompletni odstranéni amyloidnich plakt
z mozku. Lécba zahrnuje monoklondlni protilatky proti AB. Dal§i mozné zptisoby jsou
imunoglobuliny a imunizace krat§imi fragmenty AP, kterda mize obejit komplikace
meningoencefalitidy.”®

Nejvice studované 16¢ivo byl tramiprosat (Alzhemed™), které patii mezi
glykosaminoglykanova (GAG) emetika vazajici se k rozpustnym AP. GAG emetika
soutézi 0 GAG-vazebné misto, ¢imz blokuji fibrilarni struktury a redukci rozpustnych
AB. Dalsim lécivem byl kolostrinin, polypeptid bohaty na prolin odvozeny od ov¢iho
kolostra (O-CLN; ReGen terapeutika), ktery inhibuje AP hromadéni a neurotoxicitu
v buitkach, a tim zlepSuje kognitivni funkci. Scyllo-inositol (AZD103) je latka

stabilizujici oligomerni agregaty AP a inhibuji toxicitu AP. 30

3.3.45. Anti-tau 1écba

K1écbé je mozné pouzit naptiklad methylthionimium chlorid (MTC, tauRX
Therapeutics, Rember™). MTC interferuje s agregaty tau proteinu. K blokaci agregatu
tau proteinu je dulezita inhibice kinas, které jsou zodpovédné za hyperfosforylaci tau

proteinu.®
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3.3.5. Utinek 1é¢by

Ptiznivé ufinky ACHEI na emoce a chovani jsou pravdépodobné
zprostiedkovany cholinergnimi vlivy na limbicky a paralimbicky systém. Pacienti
vykazujici podstatné kognitivni zlepSeni maji obvykle soucasné probihajici behavioralni
odpovédi, ale chovani a kognitivni odpovédi mohou byt od sebe oddéleny.19

Terapie je zaméfena na zlepSeni symptoml — pamét, rozpozndvani, nalada a
chovani."’

Doposud pouzivané 1éky nejsou o¢ekavanym zazrakem v 1€¢bé, ale téz nejsou
zcela bez ucinku. CHEI pusobi na nékteré pacienty, na nékteré nikoliv. Skute¢nost, ze
se bézn€ mnoho jinych 1€kl pouziva v jinych oborech mediciny, mize byt zacatkem

vow 729
reseni.
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4. CIL

Cilem diplomové prace bylo syntetizovat N-benzyl-2-hydroxybenzamidy a jejich
derivaty v pozadované Cistoté, charakterizovat latky teplotou tani a nuklearni
magnetickou rezonanci (NMR), potvrdit Cistotu latek elementarni analyzou (CHN).

U latek byla nasledné testovand jejich inhibi¢ni aktivita proti cholinesterasam,

acetylcholinesterase a butyrylcholinesterase, charakterizovana hodnotou 1Csy.
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5. Experimentalni ¢ast — Syntéza N-benzyl-2-hydroxybenzamidii a jejich derivati

Pouzita rozpoustédla, ¢inidla a jiné chemikalie, které byly k syntézam pouzity,
byly od vyrobci Sigma-Aldrich, Merck, AcrosOrganics a Lach-Ner CZ. Vsechna
komer¢ni rozpoustédla byla pouzita bez dalSi upravy. Tenkovrstva chromatografie
(TLC) byla provadéna na chromatografickém papite povrchové upraveném 0,2 mm
vrstvou silikagelu 60 Fys4 (Merck, Darmstadt, Némecko). TLC byla provadéna ve dvou
soustavach, s; toluen:ethylacetat 4:1 a s, dichlormethan:metanol 9:1. Vizualizace byla
uskuteciiovana pomoci UV zafeni (254 nm). Body tani byly stanoveny na pfistroji
Melting Point B-545 (Buchi, Némecko). NMR spektra byly méfeny
v dimethylsulfoxidu (DMSO-d6) pii laboratorni teploté na spektrometru Bruker Avance
IIT 400 MHz (Karlsruhe, Bruker, Némecko, 400 MHz pro 'H, 100 MHz pro 13C).
Chemické posuny protonu vV DMSO-d6 souvisi se stiedem multipletu rozpoustédla
(0=2,50). BC-NMR spektra byla méfena pomoci APT pulznich sekvenci. Chemické
posuny uhliku se vztahuji ke stfedu multipletu rozpoustédla (6=39,5 v DMSO-d6).
Chemické posuny pro systémy AB byly vypocteny jako vazeny prumér vazenych pozic
linie podle intenzity pikda.

Nazvy struktur kromé estert byly vygenerovany v programu ACD/ChemSketch
(ACD/Labs, Advanced Chemistry Development, Inc., verze 12.01), Nazvy esterii byly
generované v programu ChemDraw Ultra 8.0. Nasledné byly nazvy pielozeny do

¢eského jazyka.
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5.1.

. © 346
V literature™"",

poptipadé

modifikovanym postupem. Literarni

Syntéza N-benzyl-2-hydroxybenzamidi

diskutovany v odstavcich 1.1.1.3 a 1.1.1.6.

Syntéza N-benzyl-2-hydroxybenzamida byla provadéna dle postupt popsanych
postupy jsou

Pi‘ehled 1: Piehled piipravenych N-benzyl-2-hydroxybenzamidu, jejich teplot tani a

skute¢nych vytézka v porovnani s literarnimi zdroji14

O
1 NH 2
OH
Substituenty Vytézek
Teplota tani reakce
Metoda Teplota tani v literatuie Vytézek vV literatute
R R? syntézy (°C) (°C) reakce (%) (%)
5-Cl H Mikrovinna 144,5-146,4 144-145 46,12 63
5-Cl 4-Cl Mikrovinna 154,3-156,6 154-155 45,75 58
Modifikace
5-Cl 4-OCHjs 124,4 — 129,7 134-136 55,65 63
klasické
Modifikace
5-Cl 4-F 152,8-155,5 155-157 48,48 61
klasické

48



5.1.1. Syntéza N-benzyl-5-chlor-2-hydroxybenzamidu

(0]

Cl

O\)LOH'F ©/\NH PCI3 @ \@
OH chlorbenzen

Schéma 10: Syntéza N-benzyl-5-chlor-2-hydroxybenzamidu

Piehled 2: Navazky reakénich latek, jejich fyzikaln€ chemické parametry

Latky MW n(mol) m (g) Vml) p(kegl)
5-chlorsalicylova kyselina 172,57 0,0405 6,99
Benzylamin 107,15  0,0405 4,34 4,27 0,983
Chlorid fosfority 137,33 0,0405 5,56 3,5 1,574
Chlorbenzen - - - 300

N-benzyl-5-chlor-2-hydroxybenzamid

261,70  0,0405  10,59*
(BHO01)

* Teoreticky vytézek

K syntéze byla vyuzita metoda mikrovinné syntézy. Pouzité navazky latek jsou
shrnuty v Piehledu 2. 5-chlorsalicylova kyselina a benzylamin byly smichany ve
300 ml chlorbenzenu. Chlorid fosfority (PCls) byl pfidan k suspenzi bezprostfedné pied
reakci v mikrovinném reaktoru. Reakéni smés byla umisténa do mikrovinného reaktoru,
kde reakce probihala po dobu 20 minut za konstantniho vykonu (400 W). Horka reakéni
sm¢s byla pielita do Erlenmeyerovy banky. Po vychladnuti smési byla vznikla srazenina
odfiltrovana. Z mate¢ného louhu bylo rozpoustédlo odpafeno pomoci rota¢ni vakuové
odparky (RVO) a vznikly surovy produkt byl spojen s prvnim podilem a krystalizovan
z ethanolu (Schéma 10). Vytézek reakce byl 4,88 g (46,1 %).

Charakterizace produktu:

Bila krystalicka latka teploty tani: 144,5-146,4 °C.
'Ha *C NMR analyza byla ve shod¢ s literaturou.
CHN pro (C14H12CINO,, 261,7 g/mol) :
teoretické hodnoty: C 65,34 %, H 5,12 %, N 5,08 %
namétené hodnoty:  C 65,64+0,10 %, H 4,86+0,08 %, N 5,40+0,05 %
Pro TLC byl charakterizovan reten¢ni faktor. R¢;=0,69 a R¢,=0,72.

14
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5.1.2. Syntéza 5-chlor-N-(4-chlorbenzyl)-2-hydroxybenzamidu

chlorbenzen

Schéma 11: Syntéza 5-chlor-N-(4-chlorbenzyl)-2-hydroxybenzamidu

Prehled 3: Navazky reaké¢nich latek, jejich fyzikalné chemické parametry

Latka MW n(mol) m (g) vV ml) pkgl
5-chlorsalicylova kyselina 172,57 0,0405 6,99 - -
4-chlorbenzylamin 141,60 0,0405 573 49 1,164

137,33/  0,0405/ 5,56 / 3,5/ 1,574/

Chlorid fosfority / thionyl chlorid
118,97 0,0405 4,818 2,94 1,638

5-chlor-N-(4-chlorbenzyl)-2-

. 296,15 0,0405 11,99* - -
hydroxybenzamid (BHA002,15)

* Teoreticky vytézek

K syntéze byla vyuzita metoda mikrovinné syntézy. Pouzité navazky latek jsou
shrnuty v Pfehledu 3. 5-chlorsalicylova kyselina a 4-chlorbenzylamin byly smichany
ve 300 ml chlorbenzenu. PCl; (piipadné thionyl chlorid) byl pfidan do suspenze
bezprostiedné pied reakci v mikrovinném reaktoru. Reakéni smés byla umisténa do
mikrovlinného reaktoru, kde reakce probihala po dobu 20 minut pfi konstantnim vykonu
(400 W). Po vychladnuti smé&si byla vznikla srazenina odfiltrovana. Z mate¢né¢ho louhu
bylo rozpoustédlo odpareno pomoci RVO a vznikly surovy produkt byl spojen s prvnim
podilem a krystalizovan z ethanolu (Schéma 11). Vytézek reakce byl 45,8 %.

Charakterizace produktu:
Bila krystalicka latka teploty tani: 154,3-156,6°C.
'H a *C NMR analyza byla ve shods s literaturou.™

CHN pro (C14H11:CI;NO,, 296,15 g/mol) :

teoretické hodnoty: C 56,78 % H3,74 % N 4,73 %
naméfené hodnoty: C 56,90+0,10 % H 3,924+0,09 % N 4,98+0,06 %
Pro TLC byl charakterizovan reten¢ni faktor. Rg;=0,63 a Rg2=0,83.
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5.1.3. Syntéza 5-chIor-2-hydroxy-N-(4-methoxybenzyl)benzamidu

)
Cl
OH NH, PCI
OH o) chIorbenzen
|

Schéma 12: Syntéza 5-chIor-2-hydroxy-N-(4-methoxybenzyI)benzamldu

Piehled 4: NavazKky reak¢nich latek, jejich fyzikalné chemické parametry

Latka MW n(mol) m (9) V(ml) p kgl
5-chlorsalicylova kyselina 172,57 0,02 3,45 - -
4-methoxybenzylamin 137,18 0,02 2,59 2,6 1,164
Chlorid fosfority 137,33 0,01 1,37 0,87 1,574

5-chlor-2-hydroxy-N-(4-
methoxybenzyl)benzamid 291,73 0,02 5,84* - -

(BHA028,32)

* Teoreticky vytézek

Pouzité navazky jsou shrnuty v Prehledu 4. Substituovana kyselina salicylova
byla smichdna se 100 ml chlorbenzenu. Do smési byl pfidan PCl;. Smés byla zahtivana
za stalého michéani pod refluxem po dobu 20 minut. Ke vzniklému chloridu kyseliny byl
prikapan 4-methoxybenzylamin, ktery byl smichan s chlorbenzenem. Reakéni smés byla
zahiivana do vymizeni vychozi kyseliny salicylové. Horka reakéni smés byla
zfiltrovana a rozpoustédlo bylo odpatfeno pomoci RVO. Krystalizace surového produktu
z ethanolu nebyla uspésna, proto se produkt rozpustil v ethylacetatu a smés byla
vyextrahovdna pomoci 5% roztoku hydrogenuhli¢itanu sodného. Ethylacetat byl
vysu$en bezvodym siranem sodnym a byl odpafen pomoci RVO (Schéma 12). Produkt
byl krystalizovan z ethylacetatu/hexanu. Vytézek reakce byl 3,25 g (55,7 %).

Charakterizace produktu:

Bila krystalicka latka teploty tani: 124,4-129,7°C.
'H a 3C NMR analyza byla ve shods s literaturou.™

51



CHN pro (C15H14CINO3, 291,73 g/mol) :

teoretické hodnoty: C 61,76 % H 4,84 % N 4,80 %
namétené hodnoty: C 61,49+0,15 % H4,92+0,14 % N 5,12+0,10 %
Pro TLC byl charakterizovan retencni faktor. Rg;=0,64 a Rg2=0,75.
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5.14. Syntéza 5-chlor-N-(4-fluorbenzyl)-2-hydroxybenzamidu

II v e e CEL L
chlorbenzen

Schéma 13: Syntéza 5-chlor-N-(4-fluorbenzyl)-2-hydroxybenzamidu

Piehled 5: Navazky reakénich latek, jejich fyzikaln€ chemické parametry

Latka MW n(mol) m (g) vml) pkgl
5-chlorsalicylova kyselina 172,57 0,02 3,45 - -

4-fluorbenzylamin 125,14 0,02 2,50 2,29 1,095

Chlorid fosfority 137,33 0,01 1,37 0,87 1,574

5-chlor-N-(4-fluorbenzyl)-2-

. 279,69 0,02 5,59* - -
hydroxybenzamid (BHA033)

* Teoreticky vytézek

Pouzité navazky jsou shrnuty v Piehledu 5. Substituovana kyselina salicylova
byla smichana se 100 ml chlorbenzenu. Do smési byl pfidan PCl;. Reakéni smés byla
zahtivana pod refluxem po dobu 20 minut. Ke vzniklému chloridu byla piikapana smés
4-fluorbenzylaminu v chlorbenzenu. Reakéni smés byla zahfivana do vymizeni vychozi
kyseliny salicylové. Horka reak¢éni smés byla zfiltrovana a chlorbenzen byl odpatfen
pomoci RVO. Surovy produkt byl rozpustén v ethylacetatu a smeés byla vyextrahovana
pomoci vodnych roztoku: nasyceny roztok chloridu sodného (10 ml), 5% roztoku
hydrogenuhli¢itanu sodného (10 ml), 10% kyselinou chlorovodikovou (10 ml) a
nasycenym roztokem chloridu sodného (10 ml). Ethylacetat byl vysusen bezvodym
siranem sodnym a byl odpafen pomoci RVO. Surovy produkt byl krystalizovan z
ethylacetatu/hexanu (Schéma 13). Vytézek reakce byl 2,71 g (48,5 %).

Charakterizace produktu:
Bila krystalicka latka teploty tani: 152,8-155,5°C.

'Ha *C NMR analyza byla ve shod¢ s literaturou.™*
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CHN pro (C14H11:CIFNO,, 279,69 g/mol) :

teoretické hodnoty: C 60,12 % H 3,95 % N 5,01 %
namétené hodnoty: C 59,31+0,11 % H 4,43+0,05 % N 5,31+0,04 %
Pro TLC byl charakterizovan retencni faktor. Rg;=0,70 a Rg2=0,78.
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5.2.  Syntéza acetyli N-benzyl-2-hydroxybenzamidi

Syntéza acetyli N-benzyl-2-hydroxybenzamidi byla provadéna modifikovanym
zpiisobem syntézy (metoda A) pro alifatické N-salicylanilidy popsanym v literatufe.
Postup je diskutovany v odstavci 1.1.2.1.7

Pi‘ehled 6: Pichled piipravenych acetyli N-benzyl-2-hydroxybenzamidd, jejich teplot

tani a skutecnych vytézku.

Substituenty
Teplota tani Vytézek reakce
R R? (°C) (%)
5-Cl H 133,5-135,2 22,9
5-Cl 4-Cl 148 - 150 23,8
5-Cl 4-OCHj, 120 - 122 50,0
5-Cl 4-F 149,4 — 151,6 52,8
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5.2.1. Syntéza 2-(benzylkarbamoyl)-4-chlorfenyl acetatu

o) (0]
Cl NH + O\To\fo C'dLNH\Q
[ IOH [ j NaOH o
oA

Schéma 14: Syntéza 2-(benzylkarbamoyl)-4-chlorfenyl acetatu

Piehled 7: Piehled navazek reakénich latek, jejich fyzikaln€ chemické parametry

Latka MW n(mol) m() Vml) pkgl
N-benzyl-5-chlor-2-
hydroxybenzamid

261,05 0,0025 0,65 -

Anhydrid kyseliny octové 102,09 0,0028 2,81 2,6 1,08
Hydroxid sodny 40 0,0025 1,0 -
2-(benzylkarbamoyl)-4-chlorfenyl
( y yD y 303,74 0,0025 0,76* -
acetat (BH002)
* Teoreticky vytézek

Pouzité navazky latek jsou shrnuty v Piehledu 7. N-benzyl-5-chlor-2-
hydroxybenzamid byl rozpustén v 80 ml roztoku hydroxidu sodného a destilované
vody. Reak¢éni smés byla nasledné vychlazena v ledové lazni. Ke smési byl pfidan
anhydrid kyseliny octové. Smés byla pifi dané teplot¢ michana po dobu 30 minut.
Surovy produkt byl zfiltrovan, promyt destilovanou vodou a ususen ve vakuu pii
laboratorni teploté. UsuSeny produkt byl opakované krystalizovan z ethylacetatu
(Schéma 14). Vytézek reakce byl 0,174 mg (22,9%).

Charakterizace produktu:

Bila krystalicka latka teploty tani: 133,5-135,2 °C.

'H NMR (DMSO-ds, 400 MHz, 353 K): & 9.0 (1H, t, J=6.1 Hz, NH), 7.69-7.63 (2H, m,
2xAr-H), 7.39-7.29 (6H, m, 6xAr-H), 4.45 (2H, d, J=6.0 Hz, -CH,-), 2.17 (3H, s, -CHs).
BC NMR (DMSO-ds, 100 MHz, 353 K): & 164.62, 147.49, 139.80, 131.65, 130.59,
129.95, 128.92, 127.92, 127.50, 126.0, 43.16, 40.78, 40.55, 40.36, 40.15, 39.96, 39.75,
39.54, 21.24.
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CHN pro (C16H14CINO3, 303,74 g/mol) :

teoretické hodnoty: C 63,27 %, H 4,65 %, N 4,61 %
namétené hodnoty: C 62,99+0,12 %, H 4,91+0,08 %, N 4,88+0,10 %).
Pro TLC byl charakterizovan retenc¢ni faktor. R¢;=0,39 a R¢,=0,76.
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5.2.2. Syntéza 4-chlor-2-[(4-chlorbenzyl)karbamoyl]fenyl acetatu

0 0
cl cl
T 0L+ o CL 0L
OH cl NaOH o cl
o)\

Schéma 15: Syntéza 4-chlor-2-[(4-chlorbenzyl)karbamoyl]fenyl acetatu

Piehled 8: Piechled navazek reakénich latek, jejich fyzikaln€ chemické parametry

Latka MW n(mol) m (g) V (ml) p (kg/l
5-chlor-N-(4-chlorbenzyl)-2-
) 296,15 0,0025 0,74 -
hydroxybenzamid
Anhydrid kyseliny octové 102,09 0,0028 2,81 2,6 1,08
Hydroxid sodny 40 0,0025 1,0 -
4-chlor-2-[(4-
chlorbenzyl)karbamoyl]fenyl acetat 338,19 0,0025 0,845* -
(BHA003)

* Teoreticky vytézek

Pouzité navazky latek jsou shrnuty v Piehledu 8. 5-chlor-N-(4-chlorbenzyl)-2-

hydroxybenzamid byl rozpustén v 80 ml roztoku hydroxidu sodného a destilované

vody. Reak¢ni smés byla nasledné vychlazena v ledové lazni. Ke smési byl pifidan

anhydrid kyseliny octové. Smés byla pfi dané teplot¢é michana po dobu 30 minut.

Surovy produkt byl zfiltrovan, promyt destilovanou vodou a usuSen ve vakuu pfi

laboratorni teploté. UsusSeny produkt byl opakované krystalizovan z ethylacetatu
(Schéma 15). Vytézek reakce byl 0,201 mg (23,8%).

Charakterizace produktu:
Bila krystalicka latka teploty tani: 148-150 °C.

'H NMR (DMSO-ds, 400 MHz, 353 K): & 9.01 (1H, t, J=5.9 Hz, NH), 7.65 (1H, d,
J=2.5 Hz, Ar-H), 7.59 (1H, dd, J=8.6 Hz, J=2.3 Hz, Ar-H), 7.40 (2H, m, AA’, BB’,
2xAr-H), 7.34 (2H, m, AA’, BB’, 2xAr-H), 7.25 (1H, d, J=8.6 Hz, Ar-H), 4.39 (2H, d,

J=5.9 Hz, -CHy-), 2.14 (3H, s, -CHy).

58



BC NMR (DMSO-ds, 100 MHz, 353 K): & 168.7, 163.9, 146.7, 138.12, 131.3, 131.0,
130.7, 129.8, 129.1, 128.5, 128.2, 125.3, 41.8, 20.6.

CHN pro (C16H13CI;NO3, 338,19 g/mol) :

teoretické hodnoty: C 56,82 %, H 3,87 %, N 4,14 %
namétené hodnoty: C 56,62+0,14 %, H 4,04+0,12 %, N 4,39+0,05 %).
Pro TLC byl charakterizovan retencni faktor. R¢1=0,38 a R=0,76.
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5.2.3. Syntéza 4-chlor-2-[(4-methoxybenzyl)karbamoyl]fenyl acetatu

O O
Cl O O Cl
NH NH
- = T
O\)(: \©\o/ A Ok NaOH 0o o
o)\ !
Schéma 16: Syntéza 4-chlor-2-[(4-methoxybenzyl)karbamoyl]fenyl acetatu

Piehled 9: Piehled navazek reak¢nich latek, jejich fyzikalné chemické parametry

Latka MW n(mol) m(@) V@ml) pkegl

5-chlor-2-hydroxy-N-(4-
) 291,73 0,00075 0,22
methoxybenzyl)benzamid
Anhydrid kyseliny octové 102,09 0,0083 0,84 0,78 1,08
Hydroxid sodny 40 0,0075 0,30

4-chlor-2-[(4-methoxy-

33,77  0,00075 0,25*
benzyl)karbamoyl]fenyl acetat (BHA029)

* Teoreticky vytézek

Pouzité navazky latek jsou shrnuty v Piehledu 9. 5-chlor-2-hydroxy-N-(4-
methoxybenzyl)benzamid byl rozpustén ve 12 ml roztoku hydroxidu sodného a
destilované vody. Reak¢éni smés byla nasledné vychlazena v ledové lazni. Ke smési byl
pfidan anhydrid kyseliny octové. Smés byla pii dané teploté michana po dobu 30 minut.
Surovy produkt byl zfiltrovan, promyt destilovanou vodou a usuSen ve vakuu pfi
laboratorni teploté. UsusSeny produkt byl opakované krystalizovan z ethylacetatu
(Schéma 16). Vytézek reakce byl 0,125 mg (50,0 %).

Charakterizace produktu:

Bila krystalicka latka teploty tani: 120-122 °C.

'H NMR (DMSO-ds, 400 MHz, 353 K): & 8.90 (1H, t, J=6.2 Hz, NH), 7.61 (1H, d,
J=2.5 Hz, Ar-H), 7.59 (1H, dd, J=8.5 Hz, J=2.6 Hz, Ar-H), 7.24 (2H, m, AA’, BB’,
2xAr-H), 6.90 (2H, m, AA’, BB’, 2xAr-H), 7.25 (1H, d, J=8.6 Hz, Ar-H), 4.32 (2H, d,
J=6.1 Hz, -CH,-), 3.73 (3H, s, -OCHj3), 2.12 (3H, s, -CHs).

3C NMR (DMSO-dg, 100 MHz, 353 K): § 168.67, 163.71, 158.22, 146.71, 131.17,
131.03, 130.96, 130.86, 129.8, 128.32, 127.92, 113.91, 55.02, 41.9, 40.09, 39.88, 39.67,
39.46, 39.25, 39.04, 38.84.
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CHN pro (C17H16CINO,, 333,77 g/mol) :

teoretické hodnoty: C 61,18 %, H 4,83 %, N 4,20 %
namétené hodnoty: C 61,02+0,10 %, H 5,05+0,11 %, N 4,12+0,09 %).
Pro TLC byl charakterizovan retenc¢ni faktor. R¢;=0,38 a R¢»=0,76.
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5.2.4. Syntéza 4-chlor-2-[(4-fluorbenzyl)karbamoyl]fenyl acetatu
o o}
Cl O O Cl
@NH@ + )J\OJ\ — \[ j: "NH \[ j
OH F o F
o)\

Schéma 17: Syntéza 4-chlor-2-[(4-fluorbenzyl)karbamoyl]fenyl acetatu

Piehled 10: Piehled navazek reak¢nich latek, jejich fyzikalné chemické parametry

Latka MW n(mol) m (Q) V (ml) p (kag/l)

5-chlor-N-(4-fluorbenzyl)-2-
hydroxybenzamid

279,69 0,00079 0,22 - -

Anhydrid kyseliny octové 102,09 0,0087 0,88 0,82 1,08
Hydroxid sodny 40 0,0079 0,32 - -
4-chlor-2-[(4-
fluorbenzyl)karbamoyl]fenyl 321,73 0,00079 0,25* - -
acetat (BHA027)
* Teoreticky vytézek

Pouzité navazky latek jsou shrnuty v Pfehledu 10. 5-chlor-N-(4-fluorbenzyl)-2-
hydroxybenzamid byl rozpustén ve 24 ml roztoku hydroxidu sodného a destilované
vody. Reak¢ni smés byla nasledné vychlazena v ledové lazni. Ke smési byl pifidan
anhydrid kyseliny octové. Smés byla pfi dané teplot¢é michana po dobu 30 minut.
Surovy produkt byl zfiltrovan, promyt destilovanou vodou a usuSen ve vakuu pii
laboratorni teploté. UsusSeny produkt byl opakované krystalizovan z ethylacetatu
(Schéma 17). Vytezek reakce byl 0,132 mg (52,8 %).

Charakterizace produktu:

Bila krystalicka latka teploty tani: 149,4-151,6 °C.

'H NMR (DMSO-ds, 400 MHz, 353 K): & 8.97 (1H, t, J=6.0 Hz, NH), 7.64 (1H, d,
J=2.6 Hz, Ar-H), 7.59 (1H, dd, J=8.6 Hz, J=2.6 Hz, Ar-H), 7.36 (2H, m, AA’, BB’,
2xAr-H), 7.25 (1H, d, J=8.6 Hz, Ar-H), 7.16 (2H, m, AA’, BB’, 2xAr-H), 4.38 (2H, d,
J=5.7 Hz, -CH,-), 2.13 (3H, s, -CH3).

62



BC NMR (DMSO-ds, 100 MHz, 353 K): & 168.65, 163.9, 162.39, 159.98, 146.73,
135.28, 135.25, 130.94, 130.82, 129.83, 129.36, 129.29, 129.21, 128.47, 125.29, 41.79,
39.9, 39-69, 39.48, 39.27, 39.06, 20.55.

CHN pro (C16H13CIFNO3, 321,73 g/mol) :

teoretické hodnoty: C 59,73 %, H 4,07 %, N 4,35 %
naméfené hodnoty: C 59,41+0,16 %, H 4,31+0,12 %, N 4,57+0,11 %).
Pro TLC byl charakterizovan retenéni faktor. Rg1=0,44 a Rg=0,73.
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5.3. Syntéza benzoxazinu N-benzyl-2-hydroxybenzamidi
Benzoxaziny N-benzyl-2-hydroxybenzamidi byly pfipraveny modifikaci
postupu popsaného v literatute.® Postup byl diskutovan v odstavei 1.1.2.2.

Pi‘ehled 11: Piehled pfipravenych acetyltt N-benzyl-2-hydroxybenzamidi, jejich teplot

., . y vt o .. 8
tani a skutecnych vytézka v porovnani s literdrnimi zdroji.

O
N/\©7
1 2
R R
O/J§O
Substituent
ubstittenty Teplota tani Teplota tani Vytézek reakce Vytézek reakce
R! R2 (°C) v literatuie (°C) (%) vV literatuie (%)
5-Cl H 148,0-151,5 144-146 40,3 62
5-Cl 4-Cl 200,0-202,6 198-199 65,3 49
5-Cl 4-OCHjs 163,9-165,5 155-161 60,0 55
5-Cl 4-F 165,5-167,3 163-165 71,3 65
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5.3.1. Syntéza 3-benzyl-6-chlor-2H-1,3-benzoxazin-2,4-(3H)-dionu

o)
cl
NH
O\A O+ o~ p——— Cfm)\
OH Py \o

Schéma 18: Syntéza 3-benzyl-6-chlor-2H-1,3-benzoxazin-2,4-(3H)-dionu

Piehled 12: Piehled navazek reak¢nich latek, jejich fyzikalné chemické parametry

Latka MW n(mol) m (Q) V (ml) p (kg/l)
N-benzyl-5-chlor-2-
] 261,06 0,003 0,8
hydroxybenzamid
Ethylchloroformiat 108,52 0,003 0,33 0,29 1,135
3-benzyl-6-chlor-2H-1,3-
benzoxazin-2,4-(3H)-dion 287,70 0,003 0,86*

(BHA022)

* Teoreticky vytézek

Pouzité navazky latek jsou shrnuty v Piehledu 12. N-benzyl-5-chlor-2-
hydroxybenzamid byl rozpustén ve 20 ml pyridinu. Reakéni smés byla zchlazena a byl
piikapan ethylchloroformiat. Smés byla michana a zahfivana pod refluxem po dobu
2 hodin. Nésledn¢ byla reakéni smés zneutralizovana 5% kyselinou chlorovodikovou
(pH 7,0). Produkt byl zfiltrovan a ususen ve vakuu pii 50°C (Schéma 18). Vytézek
reakce byl 0,348 g (40,3%).

Charakterizace produktu:
Bila krystalicka latka teploty tani: 148,0-151,5 °C.
'H a *C NMR analyza byla ve shods s literaturou.®

CHN pro (C15H10CINO3, 287,70 g/mol) :

teoretické hodnoty: C 62,62 %, H 3,50 %, N 4,87 %
namétené hodnoty: C 62,84+0,06 %, H 3,87+0,05 %, N 4,98+0,04 %).
Pro TLC byl charakterizovan reten¢ni faktor. R1=0,74 a R¢=0,15.
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5.3.2. Syntéza 6-chlor-3-(4-chlorbenzyl)-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dionu

@ \© + O%O/\ o O\)B\/\EEM

Schéma 19: Syntéza 6-chlor-3-(4-chlorbenzyl)-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dionu

Prehled 13: Piehled navazek reakcnich latek, jejich fyzikaln€ chemické parametry

Latka MW n(mol) m (9) V (ml) p (kg/N)

5-chlor-N-(4-chlorbenzyl)-2-

) 296,15 0,005 1,48 -
hydroxybenzamid

Ethylchloroformiat 108,52 0,006 0,65 0,57 1,135

6-chlor-3-(4-chlorbenzyl)-2H-
1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dion 322,14 0,005 1,61* -
(BHA021)

* Teoreticky vytézek

Pouzité navazky latek jsou shrnuty v Pfehledu 13. 5-chlor-N-(4-chlorbenzyl)-2-
hydroxybenzamid byl rozpustén ve 20 ml pyridinu. Reakéni smés byla zchlazena a byl
ptikapan ethylchloroformiat. Smés byla michana a zahfivana pod refluxem po dobu 2
hodin. Nasledné¢ byla smés zneutralizovana 5% kyselinou chlorovodikovou (pH 7,0).
Produkt byl zfiltrovan a usuSen ve vakuu pti 50°C (Schéma 19). Vytézek reakce byl
1,05 g (65,3 %).

Charakterizace produktu:
Bila krystalicka latka teploty tani: 200,0-202,6 °C.
'H a *C NMR analyza byla ve shods s literaturou.®

CHN pro (C15HgCI,NO3, 322,14g/mol) :

teoretické hodnoty: C 55,93 %, H 2,82 %, N 4,35 %
namétené hodnoty:  C 56,19+0,08 %, H 3,96+0,07 %, N 4,57+0,06 %).
Pro TLC byl charakterizovan retenc¢ni faktor. R¢;=0,71 a R¢»=0,83.
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5.3.3. Syntéza 6-chlor-3-(4-methoxybenzyl)-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dionu

O O
Cl N " Cl
O, et o T
OH o~ pyridin o \O o~

Schéma 20: Syntéza 6-chlor-3-(4-methoxybenzyl)-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dionu

Piehled 14: Piehled navazek reakcnich latek, jejich fyzikaln€é chemické parametry

Latka MW n(mol) m (g) V (ml) p (kg/l)

5-chlor-2-hydroxy-N-(4-

methoxybenzyl)benzamid

291,73 0,00126 0,368 - -

Ethylchloroformiat 108,52 0,00126 0,137 0,155 1,135

6-chlor-3-(4-methoxybenzyl)-2H-
1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dion 317,72 0,00126 0,40*
(BHA035)

* Teoreticky vytézek

Pouzité navazky latek jsou shrnuty v Piehledu 14. 5-chlor-2-hydroxy-N-(4-
methoxybenzyl)benzamid byl rozpustén ve 20 ml pyridinu. Reakéni smés byla
zchlazena a byl prikapan ethylchloroformiat. Smés byla michand a zahfivana pod
refluxem po dobu 2 hodin. Nasledné byla smés zneutralizovana 5% kyselinou
chlorovodikovou (pH 7,0). Produkt byl zfiltrovan a ususen ve vakuu pii 50°C (Schéma
20). Vytézek reakce byl 0,24 g (60,0 %).

Charakterizace produktu:
Bila krystalicka latka teploty tani: 163,9-165,5 °C.
'H a **C NMR analyza byla ve shods s literaturou.?

CHN pro (C16H12CINO,, 317,72 g/mol) :

teoretické hodnoty: C 60,48 %, H 3,81 %, N 4,41 %
naméiené hodnoty:  C 60,71+0,06 %, H 3,74+0,10 %, N 4,37+0,09 %).
Pro TLC byl charakterizovan reten¢ni faktor. R¢;=0,71 a R¢=0,85.
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5.3.4. Syntéza 6-chlor-3-(4-fluorbenzyl)-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dionu

O o
Cl NH N JOJ\ Cl N
TN pyridin /J§

Schéma 21: Syntéza 6-chlor-3-(4-fluorbenzyl)-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dionu

Piehled 15: Piehled navazek reak¢nich latek, jejich fyzikalné chemické parametry

Latka MW n(mol) m (g) V (ml) p (kgll)

5-chlor-N-(4-fluorbenzyl)-2-

] 276,69 0,00132 0,369 - -
hydroxybenzamid

Ethylchloroformiat 108,52 0,00132 0,143 0,162 1,135

6-chlor-3-(4-fluorbenzyl)-2H-1,3-
benzoxazin-2,4(3H)-dion 305,69 0,00132 0,40*
(BHA034)

* Teoreticky vytézek

Pouzité navazky latek jsou shrnuty v Pfehledu 15. 5-chlor-N-(4-fluorbenzyl)-2-
hydroxybenzamid byl rozpustén ve 20 ml pyridinu. Reakéni smés byla zchlazena a byl
ptikapan ethylchloroformiat. Smés byla michana a zahtivana pod refluxem po dobu 2
hodin. Nasledn¢ byla smés zneutralizovana 5% kyselinou chlorovodikovou (pH 7,0).
Produkt byl zfiltrovan a usuSen ve vakuu pii 50°C (Schéma 21). Vytézek reakce byl
0,285 g (71,3 %).

Charakterizace produktu:
Bila krystalicka latka teploty tani: 165,5-167,3 °C.
'H a *C NMR analyza byla ve shods s literaturou.®

CHN pro (C15HgCIFNO3, 305,69 g/mol) :

teoretické hodnoty: C 58,94 %, H 2,97 %, N 4,58 %
namétené hodnoty: C 58,96+0,12 %, H 2,96+0,10 %, N 4,54+0,07 %).
Pro TLC byl charakterizovan reten¢ni faktor. Rg1=0,70 a Rg2=0,85.
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5.4. Syntéza karbamati N-benzyl-2-hydroxybenzamidi
Syntéza karbamatt N-benzyl-2-hydroxybenzamidi nebyla v literatufe popsana.
Ksyntéze lze tedy pfistupovat modifikaci postupu pro alifatické karbamaty

salicylanilidi.® Postup byl diskutovan v odstavci 1.1.2.3.

Pi‘ehled 16: Pichled piipravenych acetylt N-benzyl-2-hydroxybenzamidi, jejich teplot

tani a skutecnych vytézku.

o]
OANH
Substituenty
Teplota tani Vytézek reakce
R! R? (°C) (%)
5-ClI H 158,5 — 160,6 45,6
5-Cl 4-Cl 157,1 - 159,1 44,3
5-Cl 4-OCH3; 160,3 — 160,9 76,9
5-Cl 4-F 165,8 — 168,5 77,0
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5.4.1. Syntéza 2-(benzylkarbamoyl)-4-chlorfenyl benzylkarbamatu
O 0]
Cl ——
+ — >
OH O
O%\NH

Prehled 17: Piehled navazek reakcnich latek, jejich fyzikaln€ chemické parametry

Schéma 22: Syntéza 2-(benzylkarbamoyl)-4-chlorfenyl benzylkarbamatu

Latka MW n(mol) m (9) V (ml) p (kg/l)

N-benzyl-5-chlor-2-

hydroxybenzamid

261,06 0,001 0,261 -

Benzylisokyanat 133,14 0,001 0,133 0,12 1,078
Triethylamin (EtzN) 101,19 0,001 0,010 0,13 0,78

2-(benzylkarbamoyl)-4-chlorfenyl
394,85 0,001 0,395 -
benzylkarbamat (BHA019)

* Teoreticky vytézek

Pouzité navazky latek jsou shrnuty v Piehledu 17. N-benzyl-5-chlor-2-
hydroxybenzamid byl pifeveden na sil pomoci triethylaminu (EtzN) v 10 ml acetonitrilu.
Reakce probihala po dobu 20 minut za stalého michani pfi laboratorni teploté. Poté byla
smés zchlazena v ledové ldzni a ve dvou stejnych déavkdch byl ptidan
benzylchloroformiat. Reakéni smés byla michana po dobu 1 hodiny. Vznikly produkt
byl zfiltrovan a susen ve vakuu pfi laboratorni teploté (Schéma 22). Vytézek reakce byl

0,180 g (45,6 %).

Charakterizace produktu:

Bila krystalicka latka teploty tani: 158,5-160,6 °C.

'"H NMR (DMSO-dg, 400 MHz, 353 K): & 8.83 (1H, t, J=5.4 Hz, NH), 8.37 (1H, t,
J=6.1 Hz, NH), 7.63 (1H, d, J=2.3 Hz, Ar-H), 7.55 (1H, dd, J=8.8 Hz, J=2.7 Hz, Ar-H),
7.34-7.24 (12H, m, 12xAr-H), 4.43 (1H, d, J=5.8 Hz, -CH,-), 4.27 (2H, d, J=5.8 Hz, -
CH,-).
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BC NMR (DMSO-ds, 100 MHz, 353 K): & 164.17, 153.97, 147.35, 139.08, 138.9,
131.24, 130.68, 129.06, 128.47, 128.25, 128.22, 127.35, 126.89, 126.69, 125.45, 44.0,
42.48, 39.66, 39.45, 39.25.,

CHN pro (C22H19CIN,O3, 394,85 g/mol) :

teoretické hodnoty: C 66,92 %, H 4,85 %, N 7,09 %
naméfené hodnoty: C 67,31+0,08 %, H 3,93+0,05 %, N 7,18+0,09 %).
Pro TLC byl charakterizovan retenc¢ni faktor. R¢;=0,30 a R¢,=0,68.
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5.4.2. Syntéza 4-chlor-2-[(4-chlorbenzyl)karbamoyl]|fenyl benzylkarbamatu

o o)
Cl —
L 0L O =00
+ — =
OH Cl 0 cl
O)\NH

Schéma 23: Syntéza 4-chlor-2-[(4-chlorbenzyl)karbamoyl]fenyl benzylkarbamatu

Piehled 18: Piehled navazek reak¢nich latek, jejich fyzikalné chemické parametry

Latka MW n(mol) m (g) V (ml) p (kg/l

5-chlor-N-(4-chlorbenzyl)-2-

. 296,15 0,001 0,296
hydroxybenzamid

Benzylisokyanat 133,14 0,001 0,133 0,12 1,078
Triethylamin (Et;N) 101,19 0,001 0,010 0,13 0,78
4-chlor-2-[(4-
chlorbenzyl)karbamoyl]fenyl 429,3 0,001 0,429*

benzylkarbamat (BHA020)

* Teoreticky vytézek

Pouzité navazky latek jsou shrnuty v Pfehledu 18. 5-chlor-N-(4-chlorbenzyl)-2-
hydroxybenzamid byl pfeveden na sil pomoci EtsN v 10 ml acetonitrilu. Reakce
probihala po dobu 20 minut za stdlého michani pfi laboratorni teploté. Poté byla smés
zchlazena v ledové lazni a ve dvou stejnych davkach byl pfidan benzylchloroformiat.
Reakéni smés byla michéna po dobu 1 hodiny. Vznikly produkt byl zfiltrovan a suSen

ve vakuu pii laboratorni teploté (Schéma 23). Vytézek reakce byl 0,19 g (44,3 %).

Charakterizace produktu:

Bila krystalicka latka teploty tani: 157,1-159,1 °C.

'H NMR (DMSO-dg, 400 MHz, 353 K): 6 8.86 (1H, t, J=6.4 Hz, NH), 8.34 (1H, t,
J=6.4 Hz, NH), 7.60 (1H, d, J=2.4 Hz, Ar-H), 7.55 (1H, dd, J=8.6 Hz, J=2.6 Hz, Ar-H),
7.34-7.24 (11H, m, 11xAr-H), 4.38 (1H, d, J=5.9 Hz, -CH;-), 4.27 (2H, d, J=6.1 Hz, -
CHy-).
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BC NMR (DMSO-ds, 100 MHz, 353 K) V prib&hu méieni doslo k rozkladu latky

Vv kyveté€. Z tohoto diivodu nemohla byt interpretace spektra provedena.

CHN pro (C32H15CI>N,03, 429,30 g/mol) :

teoretické hodnoty: C 61,55 %, H 4,23 %, N 6,53 %
namétené hodnoty: C 62,03+0,10 %, H 3,98+0,09 %, N 6,62+0,05 %).
Pro TLC byl charakterizovan reten¢ni faktor. R¢1=0,39 a rg,=0,75.
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5.4.3. Syntéza 4-chlor-2-[(4-methoxybenzyl)karbamoyl]fenyl benzylkarbamatu

O O 0] Q
= cl
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OH o~ )\
o) NH’\©

Schéma 24: Syntéza 4-chlor-2-[(4-methoxybenzyl)karbamoyl]fenyl benzylkarbamatu

Piehled 19: Piehled navazek reakcnich latek, jejich fyzikaln€é chemické parametry

Latka MW n(mol) m (g) V (ml) p (kg/l)

5-chlor-2-hydroxy-N-(4-

. 291,73 0,001 0,291
methoxybenzyl)benzamid

Benzylisokyanat 133,14 0,001 0,1331 0,12 1,078
Triethylamin (EtzN) 101,19 0,001 0,0101 0,13 0,78
4-chlor-2-[(4-

methoxybenzyl)karbamoyl]fenyl 425,85 0,001 0,425*
benzylkarbamat (BHA031)

* Teoreticky vytézek

Pouzité navazky latek jsou shrnuty v Prehledu 19. 5-chlor-2-hydroxy-N-(4-
methoxybenzyl)benzamid byl pfeveden na sil pomoci Ets3N v 10 ml acetonitrilu.
Reakce probihala po dobu 20 minut za stalého michani pfi laboratorni teploté. Poté byla
sme¢s zchlazena v ledové lazni a ve dvou stejnych davkach byl pfidan
benzylchloroformiat. Reakéni smés byla michéna po dobu 1 hodiny. Vznikly produkt
byl zfiltrovan a suSen ve vakuu pfi laboratorni teploté (Schéma 24). Vytézek reakce byl
0,327 g (76,9 %).

Charakterizace produktu:

Bila krystalicka latka teploty tani: 160,3-160,9 °C.

'"H NMR (DMSO-dg, 400 MHz, 353 K): & 8.74 (1H, t, J=5.9 Hz, NH), 8.34 (1H, t,
J=6.11 Hz, NH), 7.58 (1H, d, J=2.55 Hz, Ar-H), 7.54 (1H, dd, J=8.5 Hz, J=2.6 Hz, Ar-
H), 7.33 (4H, m, 4xAr-H), 7.27-7.22 (4H, m, 4xAr-H), 6.90 (2H, d, J=8.5 Hz, -CH,-),
4.33 (2H, d, J=6.0 Hz, -CH,-), 4.25 (2H, d, J=6.0 Hz, -CH,-).
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BC NMR (DMSO-ds, 100 MHz, 353 K): §163.91, 158.12, 153.89, 147.19, 138.98,
131.31, 130.60, 129.01, 128.45, 128.24, 128.02, 126.87, 127.02, 126.87, 125.43,
113.59, 54.98, 43.97, 41.92, 40.09, 39.88, 39.67, 39.46, 39.25, 39.04.

CHN pro (C23H21CIN,QOy4, 424,88 g/mol) :

teoretické hodnoty: C 65,02 %, H 4,98 %, N 6,59 %
naméfené hodnoty:  C 65,20+0,20 %, H 5,11+0,07 %, N 6,69+0,04 %).
Pro TLC byl charakterizovan reten¢ni faktor. R¢;=0,28 a r¢,=0,63.
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5.4.4. Syntéza 4-chlor-2-[(4-fluorbenzyl)karbamoyl]fenyl benzylkarbamatu

O o o o)
T Y =L L
OH F EtzN o =
o)\NH\©

Schéma 25: Syntéza 4-chlor-2-[(4-fluorbenzyl)karbamoyl]fenyl benzylkarbamatu

Piehled 20: Piehled navazek reak¢nich latek, jejich fyzikalné chemické parametry

Latka MW n(mol) m (Q) V (ml) p (kg/l

5-chlor-N-(4-fluorbenzyl)-2-
hydroxybenzamid

279,69 0,001 0,279

Benzylisokyanat 133,14 0,001 0,1331 0,14 1,078
Triethylamin (Et;N) 101,19 0,001 0,0101 0,079 0,78
4-chlor-2-[(4-
fluorbenzyl)karbamoyl]fenyl 425,85 0,001 0,425*

benzylkarbamat (BHA038)

* Teoreticky vytézek

Pouzité navazky latek jsou shrnuty v Pfehledu 20. 5-chlor-N-(4-fluorbenzyl)-2-
hydroxybenzamid byl pfeveden na sil pomoci EtsN v 10 ml acetonitrilu. Reakce
probihala po dobu 20 minut za stalého michani pti laboratorni teploté. Poté byla smés
zchlazena v ledové lazni a ve dvou stejnych davkach byl pridan benzylchloroformiat.
Reakéni smés byla michéna po dobu 1 hodiny. Vznikly produkt byl zfiltrovan a suSen

ve vakuu pii laboratorni teploté (Schéma 25). Vytézek reakce byl 0,318 g (77 %).

Charakterizace produktu:

Bila krystalicka latka teploty tani: 157,1-159,1 °C.

'H NMR (DMSO-ds, 400 MHz, 353 K): & 8.86 (1H, t, J=6.4 Hz, NH), 8.35 (1H, t,
J=6.1 Hz, NH), 7.62 (1H, d, J=2.6 Hz, Ar-H), 7.55 (1H, dd, J=8.7 Hz, J=2.6 Hz, Ar-H),
7.37-7.32 (6H, m, 6xAr-H), 7.26 (2H, m, 2xAr-H), 7.10 (2H, m, 2xAr-H), 4.40 (1H, d,
J=5.9 Hz, -CH;-), 4.26 (2H, d, J=5.9 Hz, -CH,-).
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BC NMR (DMSO-ds, 100 MHz, 353 K): & 165.13, 162.31, 159.90, 153.88, 147.2,
138.98, 135.25, 135.22, 131.24, 130.68, 129.09, 129.05, 129.0, 128.42, 128.23, 127.04,
126.88, 125.4, 114.99, 144.78, 43.98, 41.78, 40.09, 39.88, 39.67, 39.46, 39.25, 39.04,
38.84.

CHN pro (C,H1sCIFN,03, 412,84 g/mol) :

teoretické hodnoty: C 64,00 %, H 4,39 %, N 6,79 %
naméfené hodnoty: C 62,79+0,18 %, H 4,30+0,12 %, N 6,69+0,16 %).
Pro TLC byl charakterizovan retencni faktor. R¢;=0,34 a R¢,=0,60.
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5.5.  Syntéza esteri N-benzyl-2-hydroxybenzamidi

K syntéze estertt N-benzyl-2-hydroxybenzamidi 1ze pfistupovat dvéma zpusoby.
Oba zpisoby vychdzi z modifikace literarniho postupu syntézy pro estery zdkladnich
aminokyselin a 2-hydroxy-N-benzamidii.® Postup syntézy byl diskutovan v odstavci
1.1.2.4.

Piehled 21: Pichled piipravenych acetyli N-benzyl-2-hydroxybenzamidu, jejich teplot

tani a skutecnych vytézka.

O
RlﬁgjkNH\@ R?
(@)
o NH T]/O
(6]
Substituenty
Teplota tani Vytézek reakce
R! R? °0) (%)
5-Cl 4-Cl 145,4 — 147,3 35,5

Rl@\)(i\ NH\E}RZ
L0

Substituenty
Teplota tani Vytézek reakce
R R? (°C) (%)
5-Cl 4-Cl 145,8 - 148,2 18,9
5-Cl 4-OCHj Latka nebyla Latka nebyla
5-Cl 4-F vyizolovana vyizolovana

78



55.1. Syntéza benzyl 1-((2-(4-chlorbenzylkarbamoyl)4-chlorfenoxy)karbonyl)-2-
fenylethyl karbamat

CIC(:ENH\@O " m CS; _(—Q
5 g2

Schéma 26: Syntéza benzyl 1-((2-(4-chlorbenzylkarbamoyl)4-chlorfenoxy)karbonyl)-2-

fenylethyl karbamatu

Prehled 22: Piehled navazek reakcnich latek, jejich fyzikaln€ chemické parametry

Latka MW n(mol) m (g) V (ml) pkg/l)

N-benzyl-5-chlor-2-
hydroxybenzamid

296,15 0,005 1,48 - -

N-karbobenzyloxy-L-fenylalanin 299,32 0,005 1,49 - -
dicyklohexylkarbodiimid 206,33 0,0055 1,14 - -

benzyl 1-((2-(4-
chlorbenzylkarbamoyl)4-
63,43 0,005 2,82* - -
chlorfenoxy)karbonyl)-2-fenylethyl

karbamat (BHAO16)

* Teoreticky vytézek

Pouzit¢é navazky latek jsou shrnuty v Piehledu 22. N-benzyl-5-chlor-2-
hydroxybenzamid spoleéné¢ s N-karbobenzyloxy-L-fenylalaninem byly rozpustény
v dimethylformamidu (DMF). Reakéni smés byla vychlazena na -10°C. V pribéhu
1 hodiny byl ve tfech davkach ptidan dicyklohexylkarbodiimid (DCI). Reakéni smés
byla michana po dobu 3 hodin pfi stejné teplot€. Smés ponechana pii 4°C 20 hodin.
DMF byl odpaten pomoci RVO, surovy produkt byl rozpusStén v ethylacetatu a nasledné
byl odfiltrovan vedlejsi produkt, dicyklohexylmocovina. Po filtraci bylo odpafeno malé

mnozstvi ethylacetatu, ke zbylé smési byl pfidan hexan a produkt byl z této smési
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krystalizovan. Po krystalizaci byl produkt zfiltrovan a ususen (Schéma 26). Vytézek
reakce byl 1 g (35,5 %)

Charakterizace produktu:

Bila krystalicka latka teploty tani: 145,4-147,3 °C.

'H NMR (DMSO-ds, 400 MHz, 353 K): & 9.05 (1H, t, J=6.1 Hz, NH), 8.02 (1H, d,
J=8.1 Hz, -CH-NH-CO), 7.69 (1H, d, J=2.8 Hz, Ar-H), 7.62 (1H, dd, J=8.4 Hz, J=2.8
Hz, Ar-H), 7.37-7.22 (14H, m, 14xAr-H), 7.14 (1H, d, J=8.6 Hz, Ar-H), 5.00 (2H, s, O-
CH,-Ph), 4.47 (1H, m, -CH-), 4.39 (2H, m, -CH,-), 3.20 (1H, dd, J=14.2 Hz, J=3.8 Hz,
-CH-NH), 2.90 (1H, m, -CH-).

BC NMR (DMSO-dg, 100 MHz, 353 K): 6 170.13, 163.8, 156.05, 146.38, 137.99,
137.33, 136.77, 131.35, 131.12, 130.79, 130.16, 129.22, 128.71, 128.04, 127.77,
127.38, 126.52, 125.02, 65.5, 55.54, 41.95, 40.08, 39.87, 39.66, 39.24, 39.04, 38.83,
24.42.

CHN pro (C3oH24CI;NOs, 563,43 g/mol) :

teoretické hodnoty: C 65,58 %, H 4,77 %, N 5,10 %
namétené hodnoty: C 64,05+0,12 %, H 5,13+0,07 %, N 5,49+0,09 %).
Pro TLC byl charakterizovan reten¢ni faktor. R¢;=0,27 a R¢,=0,85.
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5.5.2. Syntéza benzyl 1-((2-(4-chlorbenzylkarbamoyl)-4-chlorfenoxy)karbonyl)-2-
methylpropylkarbamatu

(0] OH 0O
Cl I
\d‘\NH’\O\ + O?‘\H\ HOBt, EDC C \@NH’\O\
(6] NH DCM
OH Cl ﬁ/ o cl
o J\H\
o%
(5 ’

YNH

O

<

Schéma 27: Syntéza benzyl 1-((2-(4-chlorbenzylkarbamoyl)-4-chlorfenoxy)karbonyl)-
2-methylpropylkarbamatu

Prehled 23: Piehled navazek reakcnich latek, jejich fyzikaln€ chemické parametry

Latka MW n(mol) m (g) V (ml) p (kg/l)

5-chlor-N-(4-chlorbenzyl)-2-

) 296,15 0,0027 0,8
hydroxybenzamid

N-karbobenzyloxy-L-Valin 251,28 0,0027 0,71

1-hydrobenzotriazol (HOBt) 135,19 0,0031 0,42

1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)

o 155,24 0,0027 0,42 0,529 0,877
-karbodiimid (EDC)

benzyl 1-((2-(4-chlorbenzylkarbamoyl)-
4-chlorfenoxy)karbonyl)-2- 577,45 0,0027 1,60*
methylpropylkarbamat (BHA023)

* Teoreticky vytézek

Pouzité navazky latek jsou shrnuty v Pfehledu 23. 5-chlor-N-(4-chlorbenzyl)-2-
hydroxybenzamid a 1-hydrobenzotriazol (HOBt) byly rozpustény v dichlormethanu
(DCM). Kreakéni smési byl piikapan 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid
(EDC). Reakéni smés reagovala za laboratorni teploty do vymizeni vychozi latky, coz
bylo sledovano pomoci TLC. Nasledné byl proveden sled extrakei: destilovanou vodou,
nasycenym roztokem hydrogenuhli¢itanem sodnym, 5% kyselinou citronovou,

destilovanou vodou, roztokem chloridu sodného a destilovanou vodou. Rozpoustédlo
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bylo vysuseno pomoci siranu sodného a odpafeno pomoci RVO. Surovy produkt byl
Krystalizovan z ethylacetatu / hexanu (Schéma 27). Vytézek reakce byl 0,288 g (18 %).

Charakterizace produktu:

Bila krystalicka latka teploty tani: 145,8-148,2 °C.

'H NMR (DMSO-ds, 400 MHz, 353 K): & 8.98 (1H, t, J=6.0 Hz, NH), 7.86 (1H, d,
J=7.9 Hz, -CH-NH-CO), 7.62 (1H, d, J=2.7 Hz, Ar-H), 7.59 (1H, dd, J=8.6 Hz, J=2.6
Hz, Ar-H), 7.39 (9H, m, 9xAr-H), 7.12 (1H, d, J=8.6 Hz, Ar-H), 5.07 (2H, s, O-CH,-
Ph), 4.35 (2H, m, -CHy-), 4.16 (1H, m, -CH-), 2.16 (1H, m, -CH-), 0.92 (3H, d, J=3.2
Hz,. 1.5-CH-(CH3)2), 0.90 (3H, d, J=3.2 Hz,. %-CH-(CH3)2).

BC NMR (DMSO-dg, 100 MHz, 353 K): 6 170.02, 163.82, 156.50, 146.15, 137.98,
136.79, 131.33, 131.32, 130.87, 130.0, 129.14, 128.52, 128.32, 128.17, 127.86, 127.81,
124.98, 65.7, 59.71, 41.88, 40.08, 39.92, 39.87, 39.72, 39.66, 39.46, 39.25, 39.04,
38.83, 29.31, 19.01, 17.7.

CHN pro (C31H26C|2N205, 577,45 g/mOl) .

teoretické hodnoty: C 65,65 %, H 5,31 %, N 5,67 %
namétené hodnoty: C 60,81+0,09 %, H 5,26+0,10 %, N 5,83+0,07 %).

82



5.5.3. Syntéza benzyl 1-((2-(4-methoxybenzylkarbamoyl)-4-chlorfenoxy)karbonyl)
-2-methylpropylkarbamatu

O OH DCl
Cl " o7 HOBt
LML+ o™ EI \Q
0. _NH DMF
OH (@) A
T
0
O _NH
N
0

<

Schéma 28: Syntéza benzyl 1-((2-(4-chlorbenzylkarbamoyl)-4-methoxyfenoxy)-
karbonyl)-2-methylpropylkarbamatu

Piehled 24: Piehled navazek reak¢nich latek, jejich fyzikalné chemické parametry

Latka MW n(mol) m (g) V () p (kg/l)

5-chlor-2-hydroxy-N-(4-
methoxybenzyl)benzamid

N-karbobenzyloxy-L-valin 251,28 0,002 0,50 - -
Dicyklohexylkarbodiimid (DCI) 206,33 0,0022 0,454 - -

291,73 0,002 0,583 - -

1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) i i
karbodiimid (HOBt) 18519 0002 027
benzyl 1-((2-(4-
chlorbenzylkarbamoyl)-4-
methoxyfenoxy)karbonyl)-2- 524,99 0,002 1,08* i} .
methylpropylkarbamat (BHA036)

* Teoreticky vytézek

Pouzité navazky latek jsou shrnuty v Piehledu 24. 5-chlor-2-hydroxy-N-(4-
methoxybenzyl)benzamid byl rozpustetn v DCM. K roztoku byl ptidan
N-karbobenzyloxy-L-Valin, HOBt a DCI. Sm¢s byla michana do druhého dne. Poté byl
odfiltrovan vedlejsi produkt, dicyklohexylmocovina. DCM byl odpafen a surovy
produkt byl rozpustén v ethylacetatu, aby byl odstranén vedlej$i produkt. Vedlejsi
produkt byl zfiltrovan a ethylacetat byl odpafen ve vakuu. Tento postup odstranéni byl
opakovan, dokud vznikal vedlejsi produkt. Surovy produkt byl krystalizovan
z ethylacetatu (Schéma 28).
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Latku se i pfes opakovanou krystalizaci nepodafilo ziskat v pozadované Cistote.
Dle TLC analyzy izolovany produkt obsahoval vzdy malé mnoZzstvi vychozi latky,
NMR analyza déale odhalila piitomnost dicyklohexylkarbodimocCoviny (vedlej$iho
produktu vznikajiciho z ¢inidla dicyklohexylkarbodiimidu).
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5.5.4. Syntéza benzyl 1-((2-(4-fluorbenzylkarbamoyl)-4-chlorfenoxy)karbonyl)-2-
methylpropylkarbamatu

. 0 OH DCl 0
z HOBt Cl
DMF
OH F o E
O)\H\

O._NH

Y

o

Schéma 29: Syntéza benzyl 1-((2-(4-chlorbenzylkarbamoyl)-4-fluorfenoxy)karbonyl)-
2-methylpropylkarbamatu

Prehled 25: Piehled navazek reakcnich latek, jejich fyzikaln€ chemické parametry

Latka MW n(mol) m (g) V (I) p (kg/l)

5-chlor-N-(4-fluorbenzyl)-2-
hydroxybenzamid

N-karbobenzyloxy-L-valin 251,28 0,002 0,50
Dicyklohexylkarbodiimid (DCI) 206,33 0,0022 0,454

279,69 0,002 0,559

1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)
-karbodiimid (HOB)

benzyl 1-((2-(4-
chlorbenzylkarbamoyl)-4-

fluorfenoxy)karbonyl)-2- 512,96 0,002 1,030%
methylpropylkarbamat (BHA037)

135,19 0,002 0,27

* Teoreticky vytézek

Pouzité navazky latek jsou shrnuty v Piehledu 25. 5-chlor-2-hydroxy-N-(4-
fluorbenzyl)benzamid byl rozpustén v DCM. K roztoku byl ptidan N-karbobenzyloxy-
L-Valin, HOBt a DCI. Smés byla michana do druhého dne. Poté byl odfiltrovan vedlejsi
produkt, dicyklohexylmocovina. DCM byl odpafen a surovy produkt byl rozpustén v
ethylacetatu, aby byl odstranén vedlejSi produkt. Vedlejsi produkt byl zfiltrovan a
ethylacetat byl odpaten ve vakuu. Tento postup odstranéni byl opakovan, dokud vznikal

vedlejsi produkt. Surovy produkt byl krystalizovan z ethylacetatu (Schéma 29).
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Latku se 1 ptes opakovanou krystalizaci nepodafilo ziskat v pozadované Cistoté.
Dle TLC analyzy izolovany produkt obsahoval vzdy malé mnoZzstvi vychozi latky,
NMR analyza déale odhalila pfitomnost dicyklohexylkarbodimocoviny (vedlejSiho
produktu vznikajiciho z ¢inidla dicyklohexylkarbodiimidu).
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5.6.  Ostatni latky pouZité na testovani inhibi¢ni aktivity

Dalsi latky, které byly pouzity k testovani inhibice cholinergnich enzymt, byly
ziskany od Ing. Karla Pauka a od Ing. AleSe Imramovského, Ph.D.

Ktémto latkam patii  benzyl  1-((2-(4-chlorbenzylkarbamoyl)-4-chlor-
fenoxy)karbonyl)-2-methylpropylkarbamat (Obr. 7, 1), benzyl 1-((2-
(benzylkarbamoyl)-4-chlorfenoxy)karbonyl)-2-methylpropylkarbamat  (Obr. 7, 2),
2-(4-chlorbenzylkarbamoyl)-4-chlorfenyl  2-amino-3-methylbutanoat (Obr. 7, 3),
benzyl 1-((2-(4-chlorbenzylkarbamoyl)4-chlorfenoxy)karbonyl)-2-fenylethyl karbamat
(Obr. 7, 4) a 2-(4-chlorbenzylkarbamoyl)-4-chlorfenyl-2-amino-3-fenylpropanoat
(Obr. 7,5).

TG
3

OYNH 3)

%;

NH,

@
c?

o %Qéj

NH 4)
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Obr. 7: Struktury latek:
1) benzyl 1-((2-(4-chlorbenzylkarbamoyl)-4-chlor-fenoxy)-karbonyl)-2-methylpropyl-

(@]
(@]
(@]
(e}
(@]
Y
(e}

Cl

e

H

karbamat,

2) benzyl 1-((2-(benzylkarbamoyl)-4-chlor-fenoxy)karbonyl)-2-methylpropylkarbamat,
3) 2-(4-chlorbenzylkarbamoyl)-4-chlorfenyl 2-amino-3-methylbutanoat,

4) benzyl 1-((2-(4-chlorbenzylkarbamoyl)4-chlorfenoxy)karbonyl)-2-fenylethyl karba-
mat,

5) 2-(4-chlorbenzylkarbamoyl)-4-chlorfenyl-2-amino-3-fenyl-propanoat.
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6. Experimentalni ¢ast — Inhibice cholinesteras

6.1. PouZzité chemikalie a roztoky

Acetylcholinesterasa (ACHE) z elektrického uhofe (Sigma-Aldrich Praha, CR)
Butyrylcholinesterasa (BCHE) z plazmy koné (Sigma-Aldrich Praha, CR)

Oba lyofilizované enzymy byly rozpustény v destilované vodé. Pripraveny roztok byl
uchovavan pfti teploté -6°C.

Destilovana voda

DTNB (5,5 -dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina) (Sigma-Aldrich Praha, CR)

5.10* M roztok byl pouZit pro stanoveni aktivity enzymového preparatu a 1Csy.
Acetylthiocholin jodid, p.a. (ATCH) (Sigma—Aldrich Praha, CR)

10 M roztok byl pouzit pro stanoveni ICsy.

0,1 M roztok byl pouzit pro stanoveni katalytické aktivity daného enzymového
preparatu.

Fosfatovy pufr pH 8

Na piipravu 1 litru pufru bylo pouzito 22,705 g Na,HPO,4.12H,0 a 0,455 g KH,PO,
(obé latky Lach-Ner Neratovice, CR)

Dioxan (Lach-Ner Neratovice, CR)

Rozpoustédlo pro testované latky
6.2. Metody stanoveni aktivity enzymového preparatu

6.2.1. Ellmanova metoda

Ellmanova metoda je fotometricka metoda pouzivana k urceni cholinesterasové
aktivity. Acetylthiocholin se pisobenim enzymu S$tépi na thiocholin (TCH) a acetat.
TCH reaguje s 5,5-dithiobis-2-nitrobenzoovym iontem za vzniku Zzlutého aniontu
5-thio-2-nitro-benzoové kyseliny, ktery je méfen spektrofotometricky pii 412 nm.*

Tento princip méfeni je pouzivan pro stanoveni aktivity ACHE i BCHE.

6.2.1.1. Ptistroje
K méfeni byl pouzit spektrofotometr s diodovym polem od spole¢nosti Hewlett-
Packard 8453, USA. Reakce probihala ve sklenéné kyveté o objemu 4 ml s optickou

drahou o délce 1 cm. Reak¢ni smés byla pred vlastnim métfenim dikladné promichana.
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6.2.1.2. Stanoveni aktivity enzymového preparatu

Aktivita enzymového preparatu (AEP) byla méfena stejnym zpusobem pro
ACHE 1 BCHE. Po vytvoreni reakéni smési byla méfena zdvislost absorbance (A),
412 nm, na cCase (t). Smés byla méfena po dobu 70 sekund v 5-ti sekundovych
intervalech. Ze zavislosti A na t byla vypocitana hodnota y pro x=60 (vyplyva z definice
1 U). Aktualni aktivita pfipraveného enzymového preparatu se vypocita jako hodnota y
ziskana z pfimkové zavislosti vynasobena hodnotou 17,67 (U.ml™).

Hodnota 17,67 zahrnuje celkovy objem reakéni smési, 2 ml, molarni absorpéni

koeficient 14 150 I.mol™.cm™ a objem enzymu 8 pl.

6.2.1.2.1. Pracovni postup

Do kyvety bylo napipetovano 800 pl fosfatového pufru pH 8, 800 pl
5,5 -dithiobis-2-nitrobenzoové kyseliny (DTNB) o koncentraci 5.10* M, 392 pul
destilované vody a 8 ul ATCH o koncentraci 0,1 M. Tato reakéni smés byla proméfena
jako blank.

Po zméteni blanku byla piipravena reakéni smés s enzymovym preparatem,
ktera byla prométena tikrat. Do kyvety bylo napipetovano 800 pl fosfatového pufru
pH 8, 800 ul DTNB o koncentraci 5.10* M, 384 pl destilované vody a 8 pl ATCH o
koncentraci 0,1 M, piidavkem 8 ul enzymového preparatu (EP) byla reakce zahajena.

Byla zmétena zavislost absorbance (A) na Case (t).

6.3. Stanoveni ICsg

Stanoveni ICsq bylo provedeno Ellmanovou metodou.

6.3.1. Pristroje
Pristrojové vybaveni bylo stejné jako u Ellmanovy metody. Sklenénd kyveta

méla objem 4 ml a optickou drahu 1 cm. Reakéni smés byla diikladné promichana.

6.3.2. Pracovni postup

Jako blank byl proméfen tento roztok, 800 ul fosfatového pufru pH 8, 400 pl
DTNB o koncentraci 5.10” M, 80 ul ATCH o koncentraci 0,0001 M a X pl EP dle
aktualni aktivity. Reak¢ni smés musi mit objem 2 ml, proto byl pfidan i vypocitany

objem vody.
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V dalsi fazi byl tfikrat proméfen vzorek bez inhibitoru. Vzorek byl pfipraven
napipetovanim 800 ul fosfatového pufru pH 8, 400 pl DTNB o koncentraci 5.10* M,
80 ul ATCH o koncentraci 0,001 M, X ul EP dle aktualni aktivity a dopocitany objem
destilované vody. Reak¢ni smés opét musela mit objem 2 ml.

Plivodni roztok potencidlnich inhibitord mél koncentraci 10%M, proto musel byt
nafedén destilovanou vodou na koncentraci 10 M. Nasledné byla napipetovéna reakéni
smés z 800 pl fosfatového pufru pH 8, 400 pl DTNB o koncentraci 5.10™ M, 80 ul
ATCH o koncentraci 0,001 M, X ul EP (dle aktualni aktivity), Y upl inhibitoru (pro
méfeni se volily 4 rizné koncentrace) a Z pl vody (dopocet do 2 ml). Takto piipraveny
vzorek s inhibitorem byl proméfen dvakrat.

Ve vsech piipadech byla zméfena zavislost A (412 nm) na t (5 sekundové
intervaly po dobu 70 sekund), ze které byla vypocitana reakéni rychlost (vV=AA/At).
Pomoci vypocitané rychlosti byl sestrojen graf vo/vi (Vo je rychlost reakce bez
inhibitoru, v; je rychlost reakce stestovanym inhibitorem) na koncentraci (c, 1), ze
kterého byla ziskana regresni ptfimka linearni zavislosti (y=ax+b) Z této rovnice byla
vypocitana hodnota x, za y byla dosazena hodnota 2, coz vychazi z definice ICs. ICs je
takova koncentrace inhibitoru, kterd zptsobi pokles rychlosti inhibované reakce na

polovinu oproti neinhibované reakci.
6.4. Vysledky

6.4.1. Stanoveni aktualni aktivity enzymového preparatu
Pred vlastnim méfenim reakéni rychlosti je nutné zméfit aktivitu pouzivaného

enzymu. Grafické znazornéni je na Obr. 8.

Stanoveni aktivity enzymového

preparatu
1,2
1 g ]
0,8 & m
Absorbance - B
{AU) 0’6 ﬂ || M1 méreni
0,4 steni
’ Py = 2. méfeni
0,2
2] Ul < 3. méreni
o B3 .
0] 20 40 60 80
cas (s)

Obr. 8: Graficky pribé¢h stanoveni EP
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6.4.2. Stanoveni indexu ICsg

Ke stanoveni byla pouzita modifikovana Ellmanova metoda. Prubéh reakce je
znazornén na Obr. 9. Z grafické zavislosti vo/Vij na ¢ byl vypocitan index ICsq. Indexy
pro jednotlivé inhibitory a enzymy jsou shrnuty v Tabulce 12 a 13.

1,8

1,6 /’

1.4 y=6794,x+ 0,988
RZ=0,997

15 /.'/

1

Va/ Vi

8 ¢ Rady1l
0,6

0,4
0,2
0

— Linedrni (Rady1)

o] 0,00005 0,0001 0,00015

koncentrace inhibitoru {mol.I')

Obr. 9: Stanoveni indexu ICsp pfi inhibici BCHE 1-((2-(benzylkarbamoyl)-4-
chlorfenoxy)karbonyl)-2-methylpropylkarbamatem

Tabulka 12: Stanovené indexy ICs syntetizovanych inhibitora

Kod
itk Nézev latky Primérné hodnoty ICsq Primérné hodnoty ICsg
at
Y ACHE (mol.I) BCHE (mol.I)
BH001 N-benzyl-5-ch|or_—2- 8,66.10™ 1,465.10"
hydroxybenzamid
BHAO15 5-chIor-N-(4-chIorben_zyI)—2- 6.44.10 6.42.10°
hydroxybenzamid
5-chlor-2-hydroxy-N-(4- 1.38.10% 1.17.10*
BHA032 methoxybenzyl)benzamid
BHAO033 5—chlor-N-(4-fIuorben_zyl)-2- 1,25.10° 1,22.10*
hydroxybenzamid
BH002 2-(benzy|karbamoyl)-4-ch|orfenyl 4,9.10" 1,25.10"
acetat
4-chlor-2-[(4- 3,5.10 1,058.10"
BHA003 chlorbenzyl)karbamoyl]fenyl acetat
4-chlor-2-[(4- 3 4
BHA029  methoxybenzyl)karbamoyl]fenyl 1,09.10 1,27.10
acetat
BHAO27 4-chlor-2-[(4- 2,91.10" 8,43.10°

fluorobenzyl)karbamoyl]fenyl acetat
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Tabulka 12: Stanovené indexy ICsg syntetizovanych inhibitort - pokra¢ovani

Koéd latky Nazev latky Primérné hodnoty ICsqg  Primérné hodnoty ICsgg
ACHE (mol.I') BCHE (mol.I")
3-benzyl-6-chlor-2H-1,3-benzoxazin- 9,95.10* 788.10°
BHA022 2,4-(3H)-dion
6-chlor-3-(4-chlorbenzyl)-2H-1,3- 1,04.10° 2.33.10%
BHA02L benzoxazin-2,4(3H)-dion
6-chlor-3-(4-methoxybenzyl)-2H-1,3- 2,52.10 1,02.10*
BHAO3S benzoxazin-2,4(3H)-dion
6-chlor-3-(4-fluorbenzyl)-2H-1,3- 1.69.10% 1,07.10*
BHAO34 benzoxazin-2,4(3H)-dion
BHAOL9 2-(benzylkarbamoyl)-4-chlorfenyl 2,55.10% 95.10°
benzylkarbamat
4-chlor-2-[(4- 4 4
BHA020 chlorbenzyl)karbamoyl]fenyl 3,05.10 1,72.10
benzylkarbamat
4-chlor-2-[(4- 4 4
BHA031 methoxybenzyl)karbamoy]fenyl 2,29.10 1,07.10
benzylkarbamat
4-chlor-2-[(4- 4 4
BHA038 fluorbenzyl)karbamoyl]feny! 1,96.10 1,83.10
benzylkarbamat

Tabulka 13: Stanovené indexy ICsg ziskanych inhibitort

Nazev latky

Primérné hodnoty
ICso ACHE (mol.I™)

Primérné hodnoty
ICso BCHE (mol.I™)

1-((2-(benzylkarbamoyl)-4-chlorfenoxy)karbonyl)-2-
methylpropylkarbamat

benzyl 1-((2-(4-chlorbenzylkarbamoyl)-4-
chlorfenoxy)karbonyl)-2-methylpropylkarbamat

benzyl 1-((2-(4-chlorbenzylkarbamoyl)4-
chlorfenoxy)karbonyl)-2-fenylethyl karbamat

2-(4-chlorbenzylkarbamoyl)-4-chlorfenyl 2-amino-3-
fenylpropanoat

2-(4-chlorbenzylkarbamoyl)-4-chlorfenyl 2-amino-3-
methylbutanoat

3,17.10*
4,82.10"*
1,69.10
1,59.10°

1,20.10°

9,92.10°
1,82.10™
2,67.10™
1,51.10"

1,41.10*
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7. DISKUZE

Vyse uvedenymi postupy bylo piipraveno celkem 16 derivati N-benzyl-2-
hydroxybenzamidt, z toho bylo 12 latek nepopsanych v literatufe. Latky byly
charakterizovany nuklearni magnetickou rezonanci a bodem tani. Cistota latek byla
ovéfena tenkovrstvou kapalinovou chromatografii a elementdrni analyzou.
Mezi piipravené derivaty patii acetyly, benzoxaziny, karbamaty a estery N-benzyl-2-
hydroxybenzamidi. Vychozi N-benzyl-2-hydroxybenzamidy byly pfipraveny v
dostatecné hmotnosti pro syntézu uvedenych derivati. Vytézky byly obdobné literarnim
postupiim. VSechny pfipravené derivaty kromé esterti byly syntetizované v pozadované
Cistoté. Pro izolaci produktii byly pouzity klasické separacni a Cistici operace, jakymi
jsou napt. extrakce, krystalizace nebo kolonova chromatografie. Izolace esterti
aminokyselin a N-benzyl-2-hydroxybenzamidi se s vyuzitim vSech téchto metod
nepodafila. Divodem je jednak nizka stabilita produktii a jednak velmi podobné
vlastnosti s vychozimi latkami. Krystalizacemi, jsme nedosahli pozadované Cistoty, i
kdyz pozadovany produkt v reakéni smési byl majoritni slozkou (prokdzdno NMR).
Nepodaftilo se ndm z takto ziskané¢ho produktu veskery vychozi salicylanilid stejné tak i
zbytky esterifikacniho Cinidla dicyklohexylkarbodimocoviny. Tyto latky proto nebyly

testovany na jejich biologickou aktivitu.

Piipravené derivaty byly testovany na inhibi¢ni aktivitu proti cholinergnim
enzymim — acetylcholinesterase (ACHE) a butyrylcholinesterase (BCHE).
Aktivita vSech latek vi¢i BCHE byla vyssi nez viici ACHE. Nejaktivnéjsimi latkami
pro ACHE jsou 6-chlor-3-(4-fluorbenzyl)-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dion a benzyl 1-
((2-(4-chlorbenzylkarbamoyl)4-chlorfenoxy)karbonyl)-2-fenylethyl ~ karbamat, pro
BCHE 5-chlor-N-(4-chlorbenzyl)-2-hydroxybenzamid.

K hodnoceni inhibi¢ni aktivity lze pfistupovat vice zpisoby. Je mozné ji

hodnotit dle substituce na benzenovych jadrech a dle jednotlivych skupin derivatu.

7.1.1. Acetylcholinesterasa

V ptipad¢ hodnoceni inhibi¢ni aktivity via¢i ACHE dle skupin, aktivita
vychozich latek klesa v tomto poifadi 5-chlor-N-(4-chlorbenzyl)-2-hydroxybenzamid >
N-benzyl-5-chlor-2-hydroxybenzamid > 5-chlor-2-hydroxy-N-(4-fluorbenzyl)-benzamid
> 5-chlor-N-(4-methoxybenzyl)-2-hydroxybenzamid.
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U acetyli je poradi nasledujici: 4-chlor-2-[(4-fluorobenzyl)karbamoyl]fenyl
acetat > 4-chlor-2-[(4-chlorbenzyl)karbamoyl]fenyl acetat > 2-(benzylkarbamoyl)-4-
chlorfenyl acetat > 4-chlor-2-[(4-methoxybenzyl)karbamoyl]fenyl acetat.

Aktivita benzoxazinti se liSi v reaktivit¢ acetyld v poradi 6-chlor-3-(4-
fluorbenzyl)-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dion > 6-chlor-3-(4-methoxybenzyl)-2H-1,3-
benzoxazin-2,4(3H)-dion > 3-benzyl-6-chlor-2H-1,3-benzoxazin-2,4-(3H)-dion > 6-
chlor-3-(4-chlorbenzyl)-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dion.

Inhibiéni aktivita karbamati klesa ve stejném potadi jako u benzoxazing.

U estert byly testovany pouze estery valinu a fenylalaninu: benzyl 1-((2-
(benzylkarbamoyl)-4-chlor-fenoxy)-karbonyl)-2-methylpropylkarbamat a benzyl 1-((2-
(4-chlorbenzylkarbamoyl)4-chlorfenoxy)karbonyl)-2-fenylethyl karbamat a benzyl 1-
((2-(4-chlorbenzylkarbamoyl)-4-chlor-fenoxy)-karbonyl)-2-methylpropylkarbamat
véetné jejich odchranénych forem. Odchranéné estery maji nizsi aktivitu nez chranéné
estery. Aktivita klesa v tomto potadi 2-(4-chlorbenzylkarbamoyl)-4-chlorfenyl 2-amino-
3-methylbutanoat > 2-(4-chlorbenzylkarbamoyl)-4-chlorfenyl ~ 2-amino-3-fenyl-
propanoat. U chranénych esteri klesd aktivita vtomto potadi, benzyl 1-((2-(4-
chlorbenzyl-karbamoyl)4-chlorfenoxy)-karbonyl)-2-fenylethyl ~ karbamat > 1-((2-
(benzylkarbamoyl)-4-chlorfenoxy)karbonyl)-2-methylpropylkarbamat > benzyl 1-((2-
(4-chlorbenzyl-karbamoyl)-4-chlor-fenoxy)karbonyl)-2-methylpropylkarbamat.

7.1.2. Butyrylcholinesterasa

Pro hodnoceni BCHE lze opét pouzit stejny princip jako pro ACHE.

Aktivita vychozich latek klesa vtomto potradi 5-chlor-N-(4-chlorbenzyl)-2-
hydroxybenzamid > 5-chlor-2-hydroxy-N-(4-methoxybenzyl)benzamid > 5-chlor-N-(4-
fluorbenzyl)-2-hydroxybenzamid > N-benzyl-5-chlor-2-hydroxybenzamid.

U acetyll je lze inhibi¢ni aktivitu latek viici BCHE hodnotit zcela ve stejném
poradi jako u ACHE. 4-chlor-2-[(4-fluorobenzyl)karbamoyl]fenyl acetat > 4-chlor-2-
[(4-chlorbenzyl)karbamoyl]fenyl acetat > 2-(benzylkarbamoyl)-4-chlorfenyl acetat > 4-
chlor-2-[(4-methoxybenzyl)karbamoyl]fenyl acetat.

Aktivita benzoxazini klesa v poradi 3-benzyl-6-chlor-2H-1,3-benzoxazin-2,4-
(3H)-dion > 6-chlor-3-(4-methoxybenzyl)-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dion >6-chlor-3-
(4-fluorbenzyl)-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dion > 6-chlor-3-(4-chlorbenzyl)-2H-1,3-
benzoxazin-2,4(3H)-dion.
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Inhibi¢ni aktivita karbamatd klesa vtomto potadi 2-(benzylkarbamoyl)-4-
chlorfenyl benzylkarbamat > 4-chlor-2-[(4-methoxybenzyl)karbamoyl]fenyl benzyl-
karbamat > 4-chlor-2-[(4-chlorbenzyl)karbamoyl]fenyl benzylkarbamat > 4-chlor-2-[(4-
fluorbenzyl)karbamoyl]fenyl benzylkarbamat.

Nejaktivnéjsim esterem je 1-((2-(4-chlorbenzylkarbamoyl)-4-chlorfenoxy)-
karbonyl)-2-methylpropylkarbamat. Odchranéné estery maji velmi podobnou aktivitu
jak proti ACHE, tak proti BCHE. Aktivita odchranénych esterd klesa v potadi: 2-(4-
chlorbenzylkarbamoyl)-4-chlorfenyl 2-amino-3-methylbutanoat > 2-(4-
chlorbenzylkarbamoyl)-4-chlorfenyl 2-amino-3-fenylpropanoat. Aktivita chranénych
estert klesa v tomto potadi 1-((2-(4-chlorbenzylkarbamoyl)-4-chlorfenoxy)karbonyl)-2-
methylpropylkarbamat > benzyl 1-((2-(4-chlorbenzyl-karbamoyl)-4-chlorfenoxy)-
karbonyl)-2-methylpropylkarbamat > benzyl 1-((2-(4-chlor-benzylkarbamoyl)4-
chlorfenoxy)karbonyl)-2-fenylethyl karbamat.
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8. ZAVER

N-benzyl-2-hydroxybenzamidy a jejich derivaty byly syntetizované
Vv pozadované Cistoté. Mezi syntetizované¢ derivaty patii acetdty, karbamaty,
benzoxaziny a estery.

Vsechny latky vykazuji anticholinesterasovou aktivitu. Jejich aktivita je
prumérna, tudiz se nedaji povazovat za potencialni 1é€¢iva. Obecné ucinnost téchto latek
je vys$i pro inhibici BCHE. Nejuc¢inngjsi latkou pro ACHE jsou 6-chlor-3-(4-
fluorbenzyl)-2H-1,3-benzoxazin.2,4(3H)-dion a  benzyl 1-((2-(4-chlorbenzyl-
karbamoyl)-4-chlorfenoxy)karbonyl)-2-fenylethyl karbamat, pro BCHE 5-chlor-N-(4-

chlorbenzyl)-2-hydroxybenzamid. Ke zhodnoceni G¢innosti byla ur¢ena hodnota ICsp.
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