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ANOTACE

Tématem diplomové prace je syntéza a ndslednd charakterizace nepopsanych
anticholinergnich karbamatti obsahujicich benzthiazolovy blok.

V teoretické Casti byla provedena reserSe, jejimz cilem bylo nalézt vhodnou syntézu
karbamati s vySe zminénym benzthiazolovym blokem. Literarni reSerSe byla také zaméiena
na studie stanovujici inhibi¢ni aktivitu anticholinergnich sloucenin s benzthiazolovym
blokem. Poznatky byly dale vyuzity pii syntéze vybranych sloucenin.

Na zéakladé¢ vypracované literarni reserSe bylo v experimentdlni casti pfipraveno
18 novych karbamati. Pfipravené karbamaty byly charakterizovany NMR spektroskopii,
bodem tani, HRMS MALDI a elementarni analyzou.

Na =zavér byla u téchto karbaméti stanovena inhibi¢ni aktivita proti
acetylcholinesterdze a butyrylcholinesterdze. Také byla stanovena lipofilita pfipravenych
karbamatt. Zjisténim miry lipofility pfipravenych karbamati lze dokéazat schopnost

slouceniny piechazet ptes lipofilni hematoencefalickou bariéru.

KLICOVA SLOVA
benzthiazol, chlorformiat, karbamat, acetylcholinesterdza, butyrylcholinesteraza, inhibitory

cholinesteraz



TITLE

Synthesis and characterization of anticholinergic carbamates containing benzothiazole block

ANNOTATION

The topic of this diploma thesis is the synthesis and subsequent characterization
of non-described anticholinergic carbamates containing benzthiazole block.

In the theoretical part, a search was carried out to find a suitable carbamate synthesis
with the aforementioned benzthiazole block. The literature search was also focused on studies
determining the inhibitory activity of anticholinergic compounds with the benzthiazole block.
The findings were further used in the synthesis of selected compounds.

Based on the literature search, 18 new carbamates were prepared in the experimental
part. The prepared compounds were characterized by NMR spectroscopy, melting point,
HRMS MALDI and elemental analysis.

Finally, acetylcholinesterase and butyrylcholinesterase inhibitory activity was
determined for these carbamates. Lipophilicity of prepared carbamates was also determined.
By determining the lipophilicity of the prepared carbamates, the ability of the compound

to cross the lipophilic blood-brain barrier can be demonstrated.

KEYWORDS
benzothiazole, chloroformate, carbamate, acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase,

cholinesterase inhibitors
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UvVOD

Benzthiazoly jsou latky s Sirokym spektrem biologickych ucinki. Je zndmo, ze jsou
tyto latky vyuzivané a nepostradatelné pro ptipravu lé¢iv. Benzthiazoly se také uplatiuji
v barvarském pramyslu.

Karbamaty jsou latky, které maji rozmanité moznosti uplatnéni. Jsou uzivany
v textilnictvi, dale jako agrochemikalie a pfedevSim jako aktivni farmaka. Karbamaty jsou
také nedilnou soucésti chemického a barvaiského primyslu, kde zastavaji funkci vychozich
latek, intermediatti 1 rozpoustédel.

Bylo nalezeno nékolik studii, které¢ dokazuji, ze latky obsahujici benzthiazolovy blok
jsou schopné inhibovat acetylcholinesterdzu a butyrylcholinesterazu. Tyto studie jsou popsany
v ramci diplomové prace.

Cilem diplomové prace je navazani na provedené studie anticholinergnich sloucenin.
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1 TEORETICKA CAST
1.1 Lipofilita

Slouceniny, respektive 1éky v organismu museji pfekondvat biologické membrany,
a to nejen aktivnim, ale i pasivnim transportem. Praveé pasivni transport je zavisly na lipofilité
membran'.

Lipofilita je tedy vlastnost slouCeniny, ktera ma za nasledek absorpci, distribuci,
metabolismu v organismu. Je tedy jednou z klicovych vlastnosti slouceniny!.

Lipofilita je uréena pomoci rozdélovaciho koeficientu!. Tento koeficient je uréovan
v dvoufazovém systému, a to na zdkladé poméru rovnovaznych koncentraci konkrétniho
inhibitoru. Schopnost prochéazet ptes hematoencefalickou bariéru (mezi mozkem a krvi)

je pravé zavisla na rozdélovacim koeficientu n-oktanol : voda'.

1.2 Acetylcholin

Acetylcholin (ACh) je neurotransmiter. Jedna se tedy o latku, ktera ma za tkol ptenos
nervového vzruchu?,

ACh vznika z cholinu, ktery je pfijiman potravou a z acetylkoenzymu A v pfitomnosti
enzymu cholin-acetyltransferazy (ChAT)?.

Pokud se zvysi koncentrace Ca?*, pii¢emz dochdzi u vzruchové aktivity, dojde
k uvolnéni acetylcholinu z vezikuli a difundaci do synaptické Stérbiny. DalSim krokem
je navazani na postsynapticky receptor — bilkovinu?®.

Existuji dva typy receptoru pro Ach — nikotinové a muskarinové. Prvnim typem
je nikotinovy receptor, ktery se nachazi na nervosvalové ploténce a ve vegetativnich
gangliich®,

Druhy typ, muskarinové receptory, milZzeme rozdé€lit na podtypy. Podtyp M1
nalezneme ve vegetativnich gangliich, v CNS a exokrinnich Zlazach. Podtyp M2 v srdci
a podtyp M3 v hladké svaloviné. Celkem existuje 5 podtypd, nicméné funkce nékterych
je stale neznama®.

Acetylcholin piisobi velice kratky ¢as, zhruba 2 ms, a poté dochézi k jeho degradaci

pomoci enzymt cholinesteraz’.
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1.3 Cholinesterazy

1.3.1 Obecna charakteristika

Cholinesterazy (ChES) patii do skupiny serinovych hydrolaz, které jsou zodpovédné
za rozklad Ach a butyrylcholinu (BCh)°.

Cholinesterazy je mozné rozd¢lit do dvou forem. Prvni formou je acetylcholinesteraza
(AChE) a druhou butyrylcholinesteraza (BChE)®. Obé tyto formy maji obdobné katalytické
vlastnosti, jsou v§ak rozdilné v bunééné, mimobuné&éné distribuci a substratové specifits’.

AChE 3§tépi pfedev§im neurotransmiter ACh na cholin a kyselinu octovou® (schéma 1).
Tento proces je potfebny k navratu cholinergniho neuronu z aktivovaného stavu ke stavu
relaxace’.

BChE je schopna §tépit nejriznéjsi substraty, do kterych miizeme zahrnout nejen latky
jako acetylcholin, ale i butyrylcholin, sukcinylcholin, organofosfaty a kokain'®.

Je dokézéno, ze v mozku ¢Elovéka netrpiciho Zadnou chorobou je hlavnim enzymem

AChE, ktery rozkladd ACh a BChE ma4 pouze podptirnou funkci!®.

CH,

HaC rlf AChE/BChE Cft'?’ H3C

S HsC—N
T N
CHs CH, —OH 0

N

CH
// 3
0]
Schéma 1 - Pfeména acetylcholinu na cholin a kyselinu octovou

1.3.2 Acetylcholinesteraza

Jak uz bylo zminéno vySe, AChE patii do skupiny serinovych hydroldz’. AChE
je pfi¢inou hydrolyzy acetylcholinu, coZ je neurotransmiter rozpadajici se na cholin
a kyselinu octovou®,

AChE je soucasti mnoha tkéani, naptiklad nervii, svali, motorickych i senzorickych
vlaknen, centralnich i perifernich tkani’. Nalezneme ji predevim v axonech a neuronech’.

Je dokazéno, Ze inhibice AChE ma pozitivni dopad u pacienti trpicich Alzheimerovou
chorobou (AD). Disledkem této inhibice se u téchto pacientit zvysi hladina acetylcholinu
v mozku, a tim dojde k zlepSeni cholinergni synapse'?.

AD je neurodegenerativni porucha. Pacienti s AD trpi poruchou paméti, pozornosti,
prostorové orientace. Casto dochazi i k motorickym problémim'®. Nejéast&jsi formou AD

je demence. Odhaduje se, ze do roku 2050 bude vice nez 152 miliona lidi trpicich timto
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syndromem'*. Inhibice AChE mie byt vhodnou strategii pro vyvoj novych lé¢iv u lidi

trpicich AD".

1.3.3 Butyrylcholinesteraza

Butyrylcholinesterdza, jinak nazyvana pseudocholinesteraza, S$tépi bytyrylcholin
mnohonéasobné rychleji nez acetylcholin'®.

Jak jiz bylo uvedeno vyse, BChE S§tépi nejriiznéjsi substraty zahrnujici acetylcholin,
butyrylcholin, sukcinylcholin, organofosfaty a tieba i kokain'°.

Syntéza BChE probih4 v jatrech a vyskytuje se predev$im v krevni plazmé&!’. Hladina

BChE pii onemocnéni pacienti AD progresivné a vyrazné stoupa'®.

1.3.4 ICs

Pomoci hodnoty ICso se vyjadiuje inhibic¢ni aktivita inhibitord, tedy jejich Gc¢innost.
ICso vyjadiuje koncentraci inhibitoru, kdy dojde k poklesu aktivity enzymu na 50 %'.
Substratem u AChE je acetylthiocholin (ATCh), u BChE se jako substrat pouziva
butyrylthiocholin (BTCh)".

Nejvice uzivanou metodou v dneSni dobé pro ur€eni aktivity ChEs je bezpochyby
Ellmanova metoda. Principem této metody je hydrolyza esterti thiocholinu a nasledny vznik
kyseliny?® (schéma 2 a 3).

Nasledkem reakce SH- skupiny s 5,5-dithiobis-2-nitrobenzoovou kyselinou (DTNB)
je vznik 5-merkapto-2-nitrobenzoatového aniontu (TNB"). Tento anion dale piechazi
na 2-nitro-5-thiobenzoovou kyselinu a je méfen pii vinové délce 412 nm spektrofotometricky.

Aktivita enzymu je pfimo imérn4 barevné intenzité kyseliny®’.

) o}
/\/_
o)

Schéma 2 - Pfeména acetylthiocholinu na thiocholin a kyselinu octovou
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Schéma 3 - Stépeni DTNB a vznik chromoforu

1.4 Inhibitory

Inhibitory cholinesterdz mizeme rozdélit na tfi zékladni typy, a to ireverzibilni,
reverzibilni a pseudoreverzibilni. Reverzibilni inhibitory jsou zndmé pro svijj terapeuticky
i¢inek, zatimco ireverzibilni inhibitory maji ¢asto toxické ucinky?!.

Pokud se vytvoii komplex inhibitoru vazany kovalentn¢ k molekule cholinesterazy,
muzeme mluvit o ireverzibilni inhibici. Piikladem inhibitorG plsobicich ireverzibilné jsou
organofosfaty??.

DalSim ptfipadem je reverzibilni inhibice. Pfi této inhibici dochazi k inhibici
cholinesterazy jen na urcitou dobu. Po disociaci inhibitoru se enzym znovu aktivuje.
Piikladem takového inhibitoru je takrin, galantamin ¢i donepezil®.

Nakonec je zde pseudoreverzibilni inhbice, jejimz Ukolem je tvorba komplexu
senzymem jen na par hodin. Jako piiklad je zde moZné uveést rivastigmin i ostatni
karbamétové derivaty>*.

Inhibitory cholinesteraz (IChE) jsou efektivni nejen u pacientii s demenci
doprovazejici Parkinsonovu chorobu, ale také u lidi trpicich demenci s Lewyho t&lisky?.
Inhibitory AChE jsou dnes vyuZivany pii 1é¢bé AD, myasthenie gravis, glaukomu a dalgich?!.

Je dokazano, ze pacienti s AD maji poruchu cholinergni neurotransmise. Pokud témto
pacientiim podame IChE, dojde ke zvyseni synaptického ACh, coz ma za nasledek oddaleni
progrese symptomii AD?°. Pf¥i poddni IChE nedoch4zi pouze k progresi symptomdl,
ale také ke zlepsSeni denni aktivity nemocného'!.

Efektivita jako takova je u IChE prokdzana. Co se tyka 1€ki, pouziva se donepezil,
galantamin, rivastigmin, které jsou prvni volbou pro 1é¢bu pacientii s AD?’. Tyto 1éky vsak

doprovazi neptijemné vedlejsi u¢inky, naptiklad zvraceni, priijjem, nauzea a anorexie®®. Byly
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provedeny studie, které mély poukazat na rozdily v ucinnosti a efektivit¢ 1écby AD u téchto
1é¢iv. Nicméné, existence patologickych zmén v mozku nemocnych mize mit za néasledek
rozdilnou i¢innost, toleranci i bezpenost®.

Je smutnym konstatovanim, Ze v dnesSni dob¢ neexistuje 1€k pro pacienty trpici touto
chorobou. Je v8ak dokazano, ze 1éky dokazou zlepsit stav, pfiznaky a také zpomalit pribch
AD?°. V poslednich letech dochazi k intenzivnimu zkoumani inhibitorti AChE jako terapeutik

pro 1é¢bu AD?!. V tabulce je uveden pichled vlastnosti nejznaméjsich inhibitord cholinesteraz

(tabulka 1).

Tabulka 1 - Pfehled vlastnosti nejznaméjsich inhibitort cholinesteraz

nazev donepezil rivastigmin galantamin takrin
skupina piperidin karbamat tercialni alkaloid akridin
inhibice AChE AChE i BChE AChE AChE i BChE
inhibice reverzibilni pseudoreverzibilni reverzibilni reverzibilni
eliminace jatra ledviny jatra i ledviny jatra
akumulace vysoka velmi nizka nizka neznama
cetnost podani 1x denng 2x denné 1x az 2x denné 4x denné
mnoZzstvi 5-10 mg/den 6—12 mg/den 16-24 mg/den 120-
160 mg/den

1.4.1 Takrin

Uz vyse bylo zminéno, Ze se jedna o reverzibilni ihibitor®®, jehoz systematicky nazev
je 9-amino-1,2,3,4-tetrahydroakridin (obrazek 1).

Takrin je inhibitor, ktery plsobi centrdlné, byl poprvé syntetizovan v roce 1945
Albertem a Gleghill. Byl jednim z prvnich 1é¢iv pouZivanych pii 1é¢bé lidi s AD*2.

Je vSak dokazano, ze nemusi mit u vSech pacientl trpicich AD pozitivni vysledky.
Byla provedena studie, kterd zjiStovala efektivnost a ucinnost takrinu. BohuZel bylo
odhaleno, 7e nékteii pacienti nevykazovali zadné zlepSeni, dokonce na takrin nereagovali®>.

Nasledné¢ vsSak vysledky dalSich studii dokazuji, ze pii 1€€bé takrinem spolu
s lecitinem ke zlepSeni stavu pacienti opravdu dochazi, a to na zakladé psychomotorickych
testa®,

Vaznym nedostatkem takrinu je jeho hepatotoxicita, kterd ve velké mife brani vyuziti

v 16¢b&>.
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NH,
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N

Obrazek 1 - Struktura takrinu

1.4.2 Galantamin

Galantamin, jehoz systematicky nazev je (4aS,6R,8aS)-3-methoxy-11-methyl-
5,6,9,10,11,12-hexahydro4aH-[1]-benzfuro-[3a,3,2-ef][2]benzazepin-6-0l, je piirodni tercidlni
alkaloid’ (obrazek 2).

Jedna se o reverzibilni inhibitor, ktery inhibuje jak AChE, tak BChE.
Je mnohonasobné selektivnéjsi k inhibici AChE. BChE inhibuje v tak malém mnozstvi,
7e se oznaduje pouze za inhibitor AChE,

U galantaminu byla také provedena studie s pomérné pozitivnimi vysledky. Pacienti
uzivali 1éky v dobé 6 ¢i 12 mésicl. Lécba byla velmi dobie sndSena, zlepSovala denni aktivitu
pacientdl a také zpomalovala vyvoj poruch chovani a symptomi. Nezadouci u¢inky se daji

povazovat za mirné a pfechodné’’.

Obrazek 2 - Struktura galantaminu

1.4.3 Donepezil

Donepezil je reverzibilni inhibitor patiici do skupiny piperidini’. Chemicky se jedna
o latku se vzorcem 2[(1-benzylpiperidin-4- yl)methyl]-5,6-dimethoxy-2,3-dihydroinden-1-on
(obrazek 3).

Mnohonisobné vice inhibuje AChE nez BChE*, proto se di pokladat pouze
za inhibitor AChE',

Co se tykd nezadoucich uc¢inkii, miZzeme zminit gastrointestinalni potiZe (zvraceni,
prijem, nauzea a dalsi), nejednd se vSak o uginky tak zavazné jako u takrinu®’. Donezepil

nema dokazané hepatotoxické u¢inky™.
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Donezepil prokazal svou G¢innost po pravidelném podéavani po 14 az 30 tydnech u lidi

trpicich mirnou az stiedné zavaznou formou AD, pfesto se o jeho efektivnosti a i¢innosti dale

vedou diskuze”.

H3C
H3C

Obrazek 3 - Struktura donepezilu

1.4.4 Rivastigmin

Rivastigmin miZzeme zafadit do skupiny pseudoreverzibilnich IChE*’. Systematicky
nazev této slouceniny je [3-[(1S)- 1-(dimethylamino)ethyl]fenyl]-N-ethyl-N-methylkarbamat
(obrazek 4).

Jako jediny z vyse uvedenych inhibuje oba typy cholinesteraz, tedy AChE i BChE’.
Rivastigmin podobné jako ostatni IChE zptisobuje pfedev$im gastrointestinalni potize*'. Tyto

potiZe se projevuji jako zvraceni, priijem, bolest hlavy, bolesti biicha a dal§i*?.

Obrazek 4 - Struktura rivastigminu
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1.5 Benzthiazoly
1.5.1 Obecna charakteristika

Benzthiazoly jsou aromatické heterocyklické slouceniny, které ve své struktuie

obsahuji siru a dusik (obrazek 5).

N

>

S

Obrazek 5 - Struktura benzthiazolu

Derivaty benzthiazoll jsou dnes €asto vyuzivané v rtiznych komerénich produktech
nabizi benzthiazoly substituované v poloze 2. Tyto slouceniny se mohou pysnit fadou
biologickych aktivit, jako jsou tuginky antibakterialni*’, antifungalni*, protinadorové*

&i antidiabetické*®,

1.5.2 Vyuziti

Benzthiazolové bloky jsou dnes hojné vyuzivany jako univerzélni nosie pro nékterad
farmaka, napiiklad 1é¢iva Alzheimerovy choroby*’.

Na zaklad¢ Sirokého spektra biologickych vlastnosti jsou u benzthiazoli casto
provadény cytotoxické testy in vitro*®.

Jak jiz bylo zminéno, nespocet 1éCiv obsahuje ve své struktufe benzthiazol, ptikladem
muze byt riluzol a pramipexol. Déle se benzthiazol béZn¢ vyuZiva v barvivech. Typickym

zdstupcem pro pouziti benzthiazold v barvivech je thioflavin®.

1.5.3 Syntéza

Benzthiazoly substituované v poloze 2 se bézné piipravuji reakci dostupného

2-aminothiofenolu s aldehydy a disifi¢itanem sodnym v N,N-dimethylformamidu (DMF)*°

(schéma 4).

NH,
+ 0= \ Na,S,0; N
R 7, Nr
DMF, reflux 2h s

SH

Schéma 4 - Syntéza benzthiazolu se substituci v poloze 2
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Reakei anilinu (respektive anilinu substituovaného fluorem) a thiokyanatanu sodného
za pritomnosti bromu v ledové kyselin€ octové vznika benzthiazol substituovany

aminoskupinou’! (schéma 5).

NaSCN/led. CH 3COOH NYNHZ Br, N
- > N NH,
SH
F F S

Schéma 5 - Syntéza benzthiazolu s aminoskupinou v poloze 2

NH,
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1.6 Chlorformiaty
1.6.1 Obecna charakteristika

Chlorformiaty jsou formalné¢ popisovany jako estery kyseliny chlormravenéni

(obrazek 6).
OR
o~
Cl

Obrazek 6 - Struktura chlorformiatu

VétSina chlorformiat jsou bezbarvé, tékavé kapaliny s pomé&rné nizkym bodem tani
a vysokym bodem varu’2.

Nedilnou vlastnosti chlorformiati je jejich drazdivost a leptavost pii pfimém kontaktu
s kiizi a ocima. Pokud dojde ke vdechnuti, mohou chlorformiaty zptsobit kasel, bolest v krku
a dokonce i plicni edém. Poziti chlorformiati mtize mit za néasledek zvraceni, bolest bficha
a nevolnost®2.

Nékteré chlorfomiaty (isopropylchlorformidt, benzylchlorformiat) se rozkladaji

jiz za pokojové teploty na CO, a alkylchlorid®®>. Chlorfomiaty jsou rozpustné ve vétSing

organickych rozpoustédel. P¥idavkem vody hydrolyzuji na CO», piislusny alkohol a HCI>.

1.6.2 Vyuziti
V dne$ni dob& jsou chlorformidty hojné vyuZzivany jako intermediaty pii vyrobé
pesticidd, herbicidii, jako meziprodukty pii vyrobé parfém, barviv a polymert?.
Chlorformiaty se casto vyuzivaji pii alkylaci tercidlnich amind (schéma 6).
Tato reakce je dobfe proveditelnd za mirnych laboratornich podminek a vytézky dosahuji

vysokych hodnot 85-100 %°*.

R OCH, R® o
3 /4 o— CH,Cl 5 |
R—N o= —=> R=—N—CH;,4
\R1 Cl I|Q1

Schéma 6 - Methylace tercidlniho aminu
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DalSim vyuzitim chlorformiatd jsou n-dealkyla¢ni reakce, konkrétné syntéza
sekundarnich aminti. Pfi této syntéze se pouzivaji predevSim chlorformidty s vySSim
alkylovym fetezcem™.

Chlorformiaty jsou Casto vyuzivana Cinidla pfi syntéze karbamatt a karbonatii. Reakei
chlorformiati s nadbytkem alkoholu ochotné vznikaji dialkylkarbonaty se stejnymi

substituenty® (schéma 7).

OR OR
o:< + ROH —> o:< + HC
OR

Cl
Schéma 7 - Syntéza dialkylkarbonatl se stejnymi substituenty

Syntéza dialkylkarbonéati, respektive alkylarylkarbonétii substituovanych rtiznymi

substituenty je obvykle provadéna reakci prislusného chlorformiatii a alkoholatu®® (schéma 8).

0}

ONa /”\
OR (0] OR
+ HC

+ 0= e |
Cl

Schéma 8 - Syntéza dialkylkarbonatl s riznymi substituenty

Dalsim vyuzitim je reakce alkylchlorformi4tu s primarnim & sekundarnim aminem®?.
Typickym piikladem je reakce ethylchlorformidtu s amoniakem, kdy vznika ethylkarbamat
s trividlnim nazvem uretan. Od této slouceniny je odvozen skupinovy nazev uretany uzivany

pro estery kyseliny karbamové>¢ (schéma 9).
CHs CHg
o/

o—/
o:< +  NH, . O0— +  NHLC
cl NH,

Schéma 9 - Syntéza uretanu

Benzylchlorformidt se cCasto vyuzivd jako ochrannd skupina hydroxylovych

a aminoskupin®®.
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1.6.3 Syntéza

Chlorformiaty ochotné vznikaji reakci alkoholu s fosgenem>®*(schéma 10).

Cl OR
o:< + ROH —> o:< + HC
Cl Cl

Schéma 10 - Syntéza chlorformiati

Jako kyslikaty nukleofil vSak nemusi vystupovat pouze alkohol. Reakce
je proveditelna i s fenoly, respektive s konjugovanou bazi (alkoholat, fenolat). Pti syntéze

aromatickych chlorformiti je zapotiebi baze® (schéma 11).

SN (CI
OH o
V.
+ c— _baze +  HCl
Cl

Schéma 11 - Syntéza benzylchlorformiatu

Pti nizké teploté vznikaji alkylchlorformiaty, respektive arylchlorformiaty, zvySenim

teploty pak vznikaji az dialkylchlorformiaty, respektive diarylchlorformiaty>.
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1.7 Karbamaty
1.7.1 Obecna charakteristika

Vseobecné jsou karbamaty estery odvozené od kyseliny karbamové, jejiz vzorec
je NH2COOH (obrazek 7). U kyseliny karbamové dochdzi k dekarboxylaci na amin a oxid

uhligity, jedna se tedy o latku nestalou na rozdil od karbamatu®’.

NH @)
e
R2 \‘( \R1
(0]

Obrazek 7 - Struktura karbamatu

Cyklické i1 necyklické karbamaty, které maji na dusiku navazan vodik, jsou velmi
slabymi N-kyselinami®®. Karbamaty jsou latky vyskytujici se v kapalném ¢&i krystalickém

skupenstvi, které tvoii vodikové vazby>.

1.7.2 Vyuziti

Karbamaty patfi do skupiny organickych sloucenin, jejichz mnozstvi v piirodé
se neustdle a razantné méni zdsahem &loveka®’.

Dnes jsou syntetizovany latky, které slouzi jako agrochemikalie®!, pomocné textilni
piipravky®® a predeviim jsou vyuzivany jako aktivni farmaka pfi 1écbé Alzheimerovy
choroby®? a lidi trpicich HIV%,

Obecné lze fici, Ze karbamaty jsou mnohem vice reaktivni vici ¢inidlim nez aminy.
Karbamaty se lehce syntetizuji z primarnich, popf. sekundarnich amint. Cesta zpét, tudiz
zaminl na karbamat je také lehce realizovatelna, proto se daji karbamaty vyuzivat
jako chranici skupiny®®. V dne$ni dobé jsou piedev§im vyuzivany jako chranici skupina

aminoskupin pfi syntéze aminti i peptidi®.

1.7.3 Syntéza
Nejcastéjsim  pfipadem  pro  syntézu  karbamati  je  reakce  aminu

s alkylchlorformiatem®’ (schéma 12).

(6] Cl
1~ NH O
R 2 N

Schéma 12 - Syntéza karbamati reakci aminu s alkylchlorformiatem
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Dalsi moZnosti je syntéza reakci izokyanatu a alkoholu®’. Izokyanat je nejéast&ji

syntetizovan z aminu a COCL,*(schéma 13).

N 0 1 N2
RE=—0OH + of ~ R T R

Schéma 13 - Syntéza karbamatl reakci izokyanatu a alkoholu

Neméné¢ dilezitou je syntéza vychazejici z aminu a CO,. V dalSim kroku reaguje
vytvofeny karbamatovy aniont s elektrofilem®’ (schéma 14). CO: je nejen ekonomicky
vyhodny, ale i ekologicky pfijatelny (netoxicky, nehoflavy). Navic se jednd o obnovitelny

zdroj®®,

5 baze
R—NH, 4+ CO,

NH o
e NH o}
R2 T + R1—X — R2/ ‘v \R1
© 0
Schéma 14 - Syntéza karbamati reakci aminu s CO>

Karbamaty se daji pfipravit i termalnim rozkladem acylazidu, tato reakce se nazyva

Curtitv pfesmyk. Vysledny intermediat reaguje salkoholem za vzniku karbaméti®

(schéma 15).

(0]
N
H — RY V ‘
2/\ -N
R Ns 2

1
R——OH /NH (0]
A o R? ‘v \R1
(0]

Schéma 15 - Curtiliv presmyk
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1.8 Studie inhibitori obsahujicich benzthiazolovy blok
1.8.1 Studie derivatii na bazi mocovin

V roce 2011 byla provedena studie zamétujici se na syntézu derivati na bazi mocovin
s anticholigernimi vlastnostmi. Pfi tomto experimentu bylo syntetizovano a charakterizovano
10 novych sloucenin’'.

Syntéza je zalozena na reakci (R)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)ethanaminu ve formé
p-toluensulfonové soli (PTS) se substituovanymi fenylizokyanaty v toluenu za vzniku
produktu. Vychozi (R)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)ethanamin je pfipraven tiistupfiovou
syntézou. Prvnim krokem je syntéza (4R)-4-methyl-1,3-oxazolidin-2,5-dionu, ktery vznika
fosgenaci D-alaninu v THF. Druhy krok zahrnuje reakci 6-fluor-1,3-benzthiazol-aminu
s vodnym roztokem KOH. Ttetim krokem je reakce (4R)-4-methyl-1,3-oxazolidin-2,5-dionu

s 2-amino-5-fluorbenzenthiolidtem sodnym®! (schéma 16).

0
% // fosgen/THF OOACH3

H,oN OH /" NH
0
N\ H,0 NH,
>*NH2 + KOH o
F S F SK
0
NH, // PTS N\ CH3
DU 0o TP Gl
S
0 H
N CH,
N CH N
3 RNCO/Toluen
\>_< — . s NH
F S NH2 O
NH
_\R

Schéma 16 - Syntéza derivatl na bazi mocCovin

Vytézky sloucenin se pohybovaly v rozmezi 85-88 %. U sloucenin byla stanovena
ICso proti AChE i BChE’!. Nejlepsich vysledkii bylo dosaZeno u slou¢enin uvedenych

na obrazku (obrazek 8).
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NH
| e
Cl
CH,
ICso AChE 15,2 uM ICso BChE 3,65 uM

Obrazek 8 - Slouceniny na bazi mocovin s nejvétsim inhibicnim uc¢inkem na AChE a BChE

1.8.2 Studie substituovanych imidazolidin-2,4,5-triont

Dale byla provedena studie substituovanych imidazolidin-2,4,5-trionii navazujici
na predchozi studii derivatii na bazi moc¢ovin. Bylo pfipraveno 11 novych sloucenin’,

Pfi této studii byly pouzity disubstituované mocoviny z predchozi studie.
(R)-1-(6-fluorbenzthiazol-2-yl)ethanamin ve formé PTS soli byl pfipraven vysSe popsanou
tiistupiovou syntézou uvedenou v kapitole 1.8.1. Pripraveny intermedidt reagoval
se substituovanymi  fenylizokyanaty. Disubstituované mocoviny nasledné¢ reagovaly

s oxalylchloridem. Reakce probihala v dichlormethanu (DCM) a produkty byly ziskany

vysrazenim z n-hexanu’’,

O

N CH N—(CH_)n N cH
3 3
/@[H + - NaOH/TOL \>_< //o oxalylchlorid
s NH, . PTS —R T = s ’
F 2 \ / F NH—\
NH (CH)n
N CH,
T
F N—¢
N
)

S
=
© ~(CHy)Nn

l

/
¢

\ 7/ "

~

L

Schéma 17 - Syntéza substituovanych imidazolidin-2,4,5- triont
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Vytézky téchto slouceniny se pohybovaly v rozmezi 80-90 %. Produkty byly
porovnany se standardnimi inhibitory, jako je rivastigmin (ICso BChE 19,95 +£0,20 uM)
a galantamin (ICsp AChE 4 £0,13 puM, ICso BChE 7,96 +£0,59 uM), které se b&zné vyuzivaji’®.

Nejlepsich vysledkl bylo dosazeno u sloucenin uvedenych na obrazku (obrazek 9).

(0
\ CH
Joae e
F S N /O O~ NYO

0 Cl

=

CH,
HsC

ICso AChE 13,8 £0,13uM ICso BChE 1,66 +0,14uM

Obrazek 9 - Slouceniny na bazi imidazolidin-2,4,5- trionl s nejvétSim inhibiénim u¢inkem na
AChE a BChE

1.8.3 Studie derivati na bazi takrinu

V roce 2013 probehla studie, kterda méla za ukol syntézu latek na bazi benzthiazolu
a takrinu. Byly pfipraveny 4 nové slouceniny’'.

Chlor-1,2,3,4-tetrahydroakridin byl pfipraven reakci komeréné dostupné kyseliny
anthranilové a cyklohexanonu v pfitomnosti POCls. Dalsim krokem byl pfidavek kyseliny
6-aminohexanové v pfitomnosti KI katalyzatoru a fenolu. Nakonec byla tato sloucenina

kondenzovéna s fadou rtiznych derivatii aminobenzthiazolu’! (schéma 18).

N
COOH
° o HN—(CH
©: N 04 POCI, + HN=(CHo)s
¥ COOH
NH,
cl
fenol, KI
Xy \( _COOH
| N\ (Hzcl)s
H,C N EDCI,DMAP N—
(Hy )E'NH R\ + N NH
S NH, |
= N
N
N
Schéma 18 - Syntéza derivatl na bazi takrinu
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U syntetizovanych latek byla urcena ICso proti acetylcholinesteraze a vysledky byly
porovnany se standardnim inhibitorem takrinem. Inhibi¢ni koncentrace takrinu
je ICso AChE 0,19 uM a latka uvedena na obrazku (obrazek 10) vykazovala
ICso AChE 0,34 pM, coz je hodnota velice blizka”!.

N
OO
: 6t

o NH \ /N

ICs0AChE 0,34 uM

Obrazek 10 - Sloucenina na bazi takrinu s nejvétSim inhibi¢nim u¢inkem na AChE

1.8.4 Studie benzthiazolovych karbamati se zabudovanou aminokyselinou

Dalsi rozsahlou studii byla syntéza a testovani anticholinergnich aktivit
u benzthiazolovych karbamatl se zabudovanou aminokyselinou. V rdmci této prace bylo
piipraveno 23 novych sloucenin tfistupfiovou syntézou*s.

V prvnim reakénim stupni reagoval L-norvalin, respektive L-valin ve formé sodné soli
s prislusnymi alkylchlorformiaty za vzniku karbamati sodnych soli obou aminokyselin. Tyto
karbamaty bez izolace reagovaly ve druhém reakénim stupni s isobutylchlorformiatem
za vzniku pfislusného isobutyl acylkarbonatu. Tento meziprodukt bez izolace reagoval
v poslednim reakénim stupni s (R)-1(6-fluorbenzthiazol-2-yl)aminem ve formé PTS soli
za vzniku konec¢nych produkti (schéma 19). Tato syntéza je pomérné dobie proveditelna
pro rlizné aminokyseliny i chlorformiaty*®.

1 1
R o R1

= 2\/0 + OR;:O NaOH/HCI O\ I;R o TOL/DMBA o B o
HoN OH d HO>_\—/< isobutylchlorformiat >\70>_\_/<
oR’ o oR®

HSCA(

o
o / CH,
o) >—<_\OR2

s R' N CH
N CHs NaOH N\ 3

' g e (Y
H&‘( F S NH, . PTS F S NH

CHj (OE==

NH

R' orR”
O/>7
Schéma 19 - Syntéza benzthiazolovych karbaméata se zabudovanou aminokyselinou
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U sloucenin byla stanovena ICso viici AChE i BChE. Déle byly hodnoty porovnany
se standardnimi inhibitory rivastigminem a galantaminem®. Nejlepsich vysledki bylo

dosazeno u sloucenin uvedenych na obrazku (obrazek 11).

(@ O—
NH NH
/>7O CHj; 0
HsC % H,C o] \—CH3
CH,
ICso AChE 20,22 £0,25uM ICso BChE 14,10 0,13 uM

Obrazek 11 - Benzthiazolové karbamaty se zabudovanou aminokyselinou s nejvétsim
inhibi¢nim G¢inkem na AChE a BChE

1.8.5 Studie benzthiazolovych karbamati

Vroce 2016 byla zvefejnéna studie zaméfena na syntézu 1-[(1R)-1-(6-fluor-1,3-

benzthiazol-2-yl)ethyl]-3-alkylkarbamatti. Bylo pfipraveno 16 novych slouc¢enin’.

Vychozi slou€enina (R)-1-(6-fluorbenzthiazol-2-yl)ethanamin, kterd byla pfipravena
jako odpovidajici PTS stl postupem uvedenym v kapitole 1.8.1. reagovala s pfislusSnym

alkylchlorformiatem za pfitomnosti NaOH za vzniku pozadovanych karbamati’? (schéma 20).

N\ H,0 NH2
}NHz 4+ KOH o
F S F SK
(0]
CH, // N CH,
+ O CH § N
\\ 3 PTS
. - J—n F s NH, . PTS
o H
N CH, (0] N CHj
/Eji \> < + C|4< NaOH /@i A\
E S NH, . pTS O0—R F S —QO
(0]
\
R

Schéma 20 - Syntéza benzthiazolovych karbamatt
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Vytézky téchto sloucenin se pohybovaly v rozmezi 80-90 %. U téchto karbamati byla
stanovena inhibi¢ni aktivita AChE i BChE. Inhibi¢ni aktivita ptfipravenych karbamati byla
nasledné porovnavana s referen¢ni latkou rivastigminem. Pfi této studii se jasn¢€ prokazalo,
ze linearni alifatické fetézce maji prokazateln¢ vysSsi inhibi¢ni aktivitu nez rozvétvené
slou¢eniny’®>.  Nejlepsich ~ vysledkii  bylo dosazeno u  sloucenin  uvedenych

na obrazku (obrazek 12).
IO Oy
F S —0 F S —O
O> o
H3C CI>Z
Cl

Cl

ICs0 AChE 6,06 £0,02uM ICso BChE 8,31 +0,03 uM

Obrazek 12 - Benzthiazolové karbamaty s nejvétsim inhibi¢nim G¢inkem na AChE a BChE
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2 Experimentalni ¢ast

2.1 Komer¢né dostupna chemicka ¢inidla
Butylchlorformiat 98% — Sigma-Aldrich
Destilovana voda

Ethylchlorformiat 97% — Sigma-Aldrich

Fosgen — Sigma-Aldrich

Glycin > 99% — Sigma-Aldrich

Hydroxid draselny 48% — Sigma-Aldrich

Hydroxid sodny 10% — Sigma-Aldrich
Isobutylchlorformiat 98% — Sigma-Aldrich
Isopropanol > 99% — Sigma-Aldrich

Kyselina chlorovodikova 36,5% — Sigma-Aldrich
Methylchlorformiat 99% — Sigma-Aldrich

N-hexan 95% — Sigma-Aldrich

Propylchlorformiat 98% — Sigma-Aldrich
Tetrahydrofuran > 99% — Sigma-Aldrich

Toluen p.a. — Sigma-Aldrich

Triethylamin > 99% — Sigma-Aldrich
2-chlorethylchlorformiat 97% — Sigma-Aldrich
2,2,2-trichlorethylchlorformiat 98% — Sigma-Aldrich
2,2, 2-trifluorethylchlorformiat 98% — Sigma-Aldrich

36



2.2 Charakteristika vychozich sloucenin

2.2.1 6-fluor-1,3-benzthiazol-2-amin

6-fluor-1,3-benzthiazol-2-amin byl pfipraven na pracovisti UOCHT .Pfed pouzitim
byla u latky provedena NMR spektroskopie.

Vzhled: nazloutla pevna latka

Bod tani: 182—184 °C

TH NMR (400,13 MHz, DMSO-ds): 5 =7,67 (1H, dd, “J= 2,6 Hz,>J(*°F, 'H) = 8,8 Hz, H7);
7,68(2H, s, NH-H8); 7,45 (1H, dd, °J = 8,7 Hz, “J('°F, 'H) = 4,6 Hz, H4); 7,23 (1H,dt,*J =
2,4 Hz,>*J=9,1 Hz, >J("°F, 'H) = 9,1 Hz, H5).

13C NMR (100,62 MHz, DMSO-d6): & = 165,3(d, “J(*°F,'*C) = 2,2 Hz); 156,4 (d, 'J("F,3C)
=235,3 Hz); 148.8; 131,6 (d, *J(*°F,'3C) = 11,8 Hz); 117,1 (d, 3J("°F,"*C) = 8,6 Hz); 113.2 (d,
2J(*F,13C) = 23,6 Hz); 107,3 (d, 2J(*°F,!*C)) = 26,9 Hz).

19F NMR (376,46 MHz, DMSO-dc): 6 = —122,4.
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2.3 Syntéza vychozich sloucenin

2.3.1 Syntéza2-amino-5-fluorfenylthiolatu draselného

N NH,
N\ KOH
>—NH2 E—
S NH;
F F SK

Reak¢ni schéma:

Nasada:
KOH 48% 43,2 g (0,37 mol)
6-fluor-1,3-benzthiazol-2-amin 12,0 g (0,07135 mol)

Pracovni postup:

Do tfihrdlé zadusikované baniky o objemu 100 ml bylo ptfedloZeno 43,2 g 48% KOH
a 12 g 6-fluor-1,3-benzthiazol-2-aminu. Reak¢éni smés byla v inertni atmosféfe 5 hodin
refluxovana za teploty 110—115 °C. Nasledn¢ byla smés zchlazena na 50 °C. Po ptidani 30 ml
toluenu byla smés 30 minut michadna a dalSich 30 minut ponechédna v klidu. Pfipravend vodna
vrstva byla pouzita do nasledujici reakce. Timto postupem bylo pfipraveno 55 g roztoku

K" soli.

2.3.2 Syntézal,3-oxazolidin-2,5-dionu

Reak¢ni schéma:

0 0 THF /7

I { —
K\OH * CI‘<CI l\g\\/o
NH, \\o

Nasada:

Gly-NCA 15,32 g (0,204 mol)
THF 150 ml

fosgen 60 g (0,6 mol)
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Pracovni postup:

Do reaktoru o objemu 0,25 1 bylo piedlozeno 15,32 g Gly-NCA a 150 ml suchého
THF. Takto pfipravenda smés byla pifi laboratorni teplot¢ 30 minut michana. B&hem
nasledujici hodiny bylo do smési nadavkovano 60 g fosgenu, postupné byla smés vyhiata
na 40 °C. Pti teploté 40—42 °C byla smés michéna, dokud se vSechen glycin nerozpustil. Aniz
by reakéni smés piesdhla 40 °C, bylo oddestilovano 350 ml THF. Do destila¢niho zbytku bylo
pfidano 150 ml hexanu. Ziskany produkt byl zfiltrovan a promyt 20 ml hexanu. Touto reakci

bylo ptipraveno 18,97 g produktu, coz je 92% vytézek.

2.3.3 Syntéza 1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)methanamin hydrochloridu

Reak¢ni schéma:

0
OO gy = O
+ —_—
. ,\g\\/o F S NH, -HCI

SK \
@)

Nasada:

konc. HCI 455¢g

voda 53,0¢g

K" sul 550¢g
1,3-oxazolidin-2,5-dion 8,08 g (0,08)
THF 26,0 g

Pracovni postup:

Do reaktoru o objemu 0,5 1 bylo pfedlozeno 45,5 g konc. HCl a 53 ml vody.
Do ochlazené smési bylo nadavkovéano 55 g vodného roztoku K* soli, aniz by teplota pfesahla
5 °C. Nasledn¢ bylo do reakéni smési ptidano 26 g THF a 8,08 g 1,3-oxazolidin-2,5-dionu.
Dale byla reakéni smés vyhtata na teplotu 50 °C a pfi této teploté¢ byla michdna 4 hodiny.
Po ochlazeni na teplotu 20 °C byl vysledny produkt zfiltrovan a promyt 2x 20 ml toluenu.
Produkt byl susen na vzduchu. Touto reakci bylo ptipraveno14,98 g (96% vytézek).
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2.3.4 Syntéza isopropylchlorformiatu

Reak¢ni schéma:

CH,
/O H3C e}
CI~< + >7OH - 0= CH,
Cl H,C Cl
Nasada:
fosgen 70 g (0,7 mol)
isopropanol 25 ml (0,3 mol)

Pracovni postup:

Ve tiihrdlé 10ml bance bylo zkapalnéno 70 g fosgenu. Do fosgenu bylo postupné
ptiddno 25 ml isopropanolu tak, aby teplota reakéni smési nepiesahla 0 °C. Reakéni smés byla
postupné ohiata na 20 °C. Zreakéni smési byl nasledn¢ suchym dusikem vystripovan
nezreagovany fosgen. Reakci vznikly HCI a stripovany fosgen byly likvidovany v louhové

absorpci (10% NaOH). Isopropylchlorfomiat byl pfipraven v kvantitativnim vytézku.
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2.4 Syntéza karbamatia

2.4.1 Methyl(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)karbamat

Reak¢ni schéma:

o N\>—NH

N
TEA
\>7NH2 + /”\ _CHj —_ = F S />—O
Cl (0] \

Nasada:

6-fluor-1,3-benzthiazol-2-amin 1 g (0,006 mol)
methylchlorformiat 497 pl (0,0065 mol)
TEA 1 ml

toluen 50 ml

destilovana voda 20 ml

Postup:

Do baiiky o objemu 250 ml bylo pfedlozeno 1 g (0,006 mol) 6-fluor-1,3-benzthiazol-
2-amin a 50 ml toluenu. Nasledn¢ bylo ptidano 497 ul methylchlorformidtu. Dal§im krokem
bylo pfidani 1 ml TEA. Takto pfipravena smés byla 24 hodin michéna. Po 24 hodinéach byla
smés zahtata a filtrovana za horka. Dale bylo pfidano 20 ml destilované vody a smés byla
zahfivana az do rozpuSténi veSkeré srazeniny. Po oddéleni organické vrstvy a ndsledném
ochlazeni na teplotu 5-10 °C byl vykrystalizovany produkt izolovan filtraci. Izolovany

produkt byl susen na vzduchu. Bylo ptipraveno 1,14 g produktu (84% vytézek).
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2.4.2 [Ethyl(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)karbamat

Reakéni schéma:

N
N O \>7NH
N I _TEA s 0
NH, + o Noo > F
E S

CHs o} \—CH3

Nasada:

6-fluor-1,3-benzthiazol-2-amin 1 g (0,006 mol)
ethylchlorformiat 604 pl (0,0065 mol)
TEA 1 ml

toluen 50 ml

destilovana voda 20 ml

Postup:

Syntéza produktu probihala dle postupu uvedeného v kapitole 2.4.1. Bylo pfipraveno 1,12 g
produktu (78% vytézek).
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2.4.3 Propyl(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)karbamat

Reakéni schéma:

N
A\
N\ ﬁ TEA N
>—NH2 + o > A_CHs T F S Vo
F S o) \_\
CHg
Nasada:
6-fluor-1,3-benzthiazol-2-amin 1 g(0,006 mol)
propylchlorformiat 712 ul (0,0065 mol)
TEA 1 ml
toluen 50 ml
destilovana voda 20 ml
Postup:

Syntéza produktu probihala dle postupu uvedeného v kapitole 2.4.1. Bylo pfipraveno 1,25 g
produktu (82% vytézek).
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2.4.4 Isopropyl(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)karbamat

Reak¢ni schéma:

N
N 0 s TEA \>*NH
I — N
/@S\}N% + CI/\O)\ F /e
F

CH3

0 CH,
H;C

Nasada:
6-fluor-1,3-benzthiazol-2-amin 1 g (0,006 mol)
isopropylchlorformiat 714 ul (0,0065 mol)
TEA 1 ml
toluen 50 ml
destilovana voda 20 ml
Postup:

Syntéza produktu probihala dle postupu uvedeného v kapitole 2.4.1. Bylo ptipraveno 1,24 g
produktu (81% vytézek).
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2.4.5 Butyl(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)karbamat

Reakéni schéma:

N TEA
\ || D —— S \_
/@S —NH, + Cl/\O/\/\CH3 F O// O\_\\
F
CH

Nasada:

6-fluor-1,3-benzthiazol-2-amin 1 g (0,006 mol)
butylchlorformiat 819 ul (0,0065 mol)
TEA 1 ml

toluen 50 ml

destilovana voda 20 ml

Postup:

Syntéza produktu probihala dle postupu uvedeného v kapitole 2.4.1. Bylo ptipraveno 1,34 g
produktu (83% vytézek).
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2.4.6 Isobutyl(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)karbamat

Reak¢ni schéma:

N
0 N NH
N TEA
A\ I CHy ——> S N0 CH
/©i8>—NH2 + o > O/\( 3 F O// 3
F CH, :CH3
Nasada:
6-fluor-1,3-benzthiazol-2-amin 1 g (0,006 mol)
isobutylchlorformiat 821 pl (0,0065 mol)
TEA 1 ml
toluen 50 ml
destilovana voda 20 ml
Postup:

Syntéza produktu probihala dle postupu uvedeného v kapitole 2.4.1. Bylo pfipraveno 1,27 g
produktu (79% vytézek).
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2.4.7 2-chlorethyl(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)karbamat

Reak¢ni schéma:

N
/@N\%Nw + j\ o S\%N;L 0
i s c” o O/ \_\
cl

Nasada:
6-fluor-1,3-benzthiazol-2-amin 1 g(0,006 mol)
2-chlorethylchlorformiat 678 ul (0,0065 mol)
TEA 1 ml
toluen 50 ml
destilovana voda 20 ml
Postup:

Syntéza produktu probihala dle postupu uvedeného v kapitole 2.4.1. Bylo piipraveno 1,25 g
produktu (76% vytézek).
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2.4.8 2,2,2-trichlorethyl(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)karbamat

Reak¢ni schéma:
0 \>7NH

N TEA
| cl S N cl
/@»NHZ * C|/\o/§< 0 F 7o
. S o o} cl

Cl
Cl

Nasada:

6-fluor-1,3-benzthiazol-2-amin 1 g (0,006 mol)
2,2,2-trichlorethylchlorformiat 827 ul (0,0065 mol)
TEA 1 ml

toluen 50 ml

destilovana voda 20 ml

Postup:

Syntéza produktu probihala dle postupu uvedeného v kapitole 2.4.1. Bylo ptipraveno 1,63 g
produktu (79% vytézek).
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2.4.9 2,2,2-trifluorethyl(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)karbamat

Reak¢ni schéma:

N
N Q TEA \>7NH
F/(>i5\>7NH2 ' CIJ\O/?ZF T ) o/>_O |
F

Nasada:
6-fluor-1,3-benzthiazol-2-amin 1 g (0,006 mol)
2,2 2-trifluorethylchlorformiat 710 pl (0,0065 mol)
TEA 1 ml
toluen 50 ml
destilovana voda 20 ml
Postup:

Syntéza produktu probihala dle postupu uvedeného v kapitole 2.4.1. Bylo ptipraveno 1,52 g
produktu (86% vytézek).

49



2.4.10 Methyl[(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)methyl]karbamat

Reakéni schéma:

e N
\ | 10% NaOH /@i\ 0
(5, oo m T
F

S NH, . Hel O—CHjs

Nasada:

1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)methanamin hydrochlorid 1,09 g (0,005 mol)
methylchlorformiat 459 ul (0,006 mol)
NaOH 10% 3 ml

toluen 50 ml

destilovana voda 50 ml

Postup:

Do Dbaiky o objemu 250 ml bylo ptedlozeno 1,09g (0,005 mol)
1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)methanamin hydrochloridu a 50 ml toluenu. Nasledné bylo
pfidano 459 pl methylchlorformiatu a 50 ml vody. Pfidanim 3 ml 10% NaOH bylo za stalého
michani upraveno pH na hodnotu 9-10. Tato hodnota byla v prib¢hu reakce ovéfovana
pomoci pH indikatorového papirku. Pokud hodnota pH neodpovidala pozadované hodnoté,
bylo pfidano 1-2 ml 10% NaOH. Smés byla dalsi dv€é hodiny takto ponechana
a za laboratorni teploty michana. Po separaci vrstev bylo z organické vrstvy vakuové
(30-40 mbar/50 °C) oddestilovano 20 ml toluenu. Nasledné byla smés ochlazena a produkt byl
vykrystalizovan. Produkt byl suSen za laboratorni teploty. Bylo pfipraveno 1,01 g produktu
(84% vytézek).
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2.4.11 Ethyl[(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)methyl]karbamat

Reakéni schéma:

0 N
N\ + I 10% NaOH \>—\ o)
—
—\ c” No” cH, F s NH—{
E s

Nasada:

1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)methanamin hydrochlorid 1,09 g (0,005 mol)
ethylchlorformiat 558 ul (0,006 mol)
NaOH 10% 3 ml

toluen 50 ml

destilovana voda 50 ml

Postup:

Syntéza produktu probihala dle postupu uvedeného v kapitole 2.4.10. Bylo ptipraveno 1,09 g
produktu (86% vytézek).
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2.4.12 Propyl|[(6fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)methyl]karbamat

Reakéni schéma:

o N
N | 10% N \>
CH () aOH o)
\>_\ + CI/\O/\/ 3 — //
S NH
F S F

NH, | Hcl

Nasada:

1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)methanamin hydrochlorid 1,09 g (0,005 mol)
propylchlorformiat 657 ul (0,006 mol)
NaOH 10% 3ml

toluen 50 ml

destilovana voda 50 ml

Postup:

Syntéza produktu probihala dle postupu uvedeného v kapitole 2.4.10. Bylo ptipraveno 1,06 g
produktu (79% vytézek).
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2.4.13 Isopropyl[(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)methyl]|karbamat

Reakéni schéma:

O  CH, N
N\ I )\ 10% NaOH /@ S>— o
+
> \ a” o7 Nen, E S NH—4 CH3
c s i

Nasada:

1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)methanamin hydrochlorid 1,09 g (0,005 mol)
isopropylchlorformiat 659 ul (0,006 mol)
NaOH 10% 3ml

toluen 50 ml

destilovana voda 50 ml

Postup:

Syntéza produktu probihala dle postupu uvedeného v kapitole 2.4.10. Bylo pfipraveno 1,11 g
produktu (83% vytézek).
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2.4.14 Butyl[(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)methyl]karbamat

Reakéni schéma:

O N
N || 10% NaOH \:
F s F S NH—\

NH, | Hel

Nasada:

1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)methanamin hydrochlorid 1,09 g (0,005 mol)
butylchlorformiat 756 ul (0,006 mol)
NaOH 10% 3ml

toluen 50 ml

destilovana voda 50 ml

Postup:

Syntéza produktu probihala dle postupu uvedeného v kapitole 2.4.10. Bylo pfipraveno 1,14 g
produktu (81% vytézek).
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2.4.15 Isobutyl[(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)methyl]karbamat

Reakéni schéma:

0
N
N 10% NaOQH
J 8 SN ) OO
s
F s NH, . Hel CH F NAX
3 0
_>70H3

Nasada:

1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)methanamin hydrochlorid 1,09 g (0,005 mol)
isobutylchlorformiat 758 ul (0,006 mol)
NaOH 10% 3ml

toluen 50 ml

destilovana voda 50 ml

Postup:

Syntéza produktu probihala dle postupu uvedeného v kapitole 2.4.10. Bylo ptipraveno 1,19 g
produktu (84% vytézZek).
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2.4.16 2-chlorethyl[(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)methyl]karbamat

Reakéni schéma:

o)

N I 10% NaOH N\
NP PSS S,
F/@ - ° E s NH—4

Nasada:

1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)methanamin hydrochlorid 1,09 g (0,005 mol)
2-chlorethylchlorformiat 626 pl (0,006 mol)
NaOH 10% 3ml

toluen 50 ml

destilovana voda 50 ml

Postup:

Syntéza produktu probihala dle postupu uvedeného v kapitole 2.4.10. Bylo ptipraveno 1,15 g
produktu (80% vytézek).
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2.4.17 2,2,2,~trichlorethyl[(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)methyl]karbamat

Reakéni schéma:

o N

\ . o 10%NaO Q\ 0

F/@SHNHZ . HCl CI/\O/}C' F S>_\NH_/\/
O_><C|
Cl cl

Nasada:
1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)methanamin hydrochlorid 1,09 g (0,005 mol)
2,2,2-trichlorethylchlorformiat 763 ul (0,006 mol)
NaOH 10% 3ml
toluen 50 ml
destilovana voda 50 ml
Postup:

Syntéza produktu probihala dle postupu uvedeného v kapitole 2.4.10. Bylo pfipraveno 1,36 g
produktu (76% vytézek).
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2.4.18 2,2,2-trifluorethyl[(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)methyl|karbamat

Reakéni schéma:

0 N
N [ F 10% NaOH N\
A\ + PN - /@ >—\ o)
> \ c” "o Vi
F/Eji S NH; . Hal %F F S NH=
o]
X
F
F
Nasada:
1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)methanamin hydrochlorid 1,09 g (0,005 mol)
2,2,2-trifluorethylchlorformiat 656 pl (0,006 mol)
NaOH 10% 3 ml
toluen 50 ml
destilovana voda 50 ml
Postup:

Syntéza produktu probihala dle postupu uvedeného v kapitole 2.4.10. Bylo pfipraveno 1,33 g
produktu (86% vytézek).
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2.5 Metody charakterizace
2.5.1 Bod tani

Pripravené  latky  byly charakterizovany bodem tani na  bodotavku
Biichi Melting Point B-540. Bodotavek disponuje zvétSovacim sklem, ptes které je mozné

sledovat cely proces tani a LCD displejem pro zaznamenani priabéhu tani.

2.5.2 NMR spektroskopie

NMR spektra byla zméfena pomoci piistroje Bruker Avance 400 MHz s Fourierovou
transformaci.  VeSkera NMR  spektra byla méfena v  deuteriochloroformu
a hexadeuteriodimethylsulfoxidu pfiteplot¢ 300 K. Pifi méfeni byla aplikovana
5ti milimetrova Sirokopasmova laditelna sonda. Pii méfeni 'H spekter byla pouZita frekvence
400,13 MHz, pro 3C spektra byla pouzita frekvence 100,62 MHz a pro '°F spektra byla
pouzita frekvence 376,46 MHz. Hodnoty 'H a '*C chemickych posunii byly vztaZeny
viéi signalu rozpoustédla (8§('H) = 7,25 ppm (8(**C) = 77,0 ppm (CDCls), (8('H) = 2,5 ppm
(8(13C) = 39,5 ppm (DMSO) a piepoéteny do §-stupnice.

2.5.3 Elementarni analyza
Elementarni analyza byla provedena na pfistroji FLASH 2000 CHNS Organic

elemental analyser.

2.5.4 HRMS MALDI

Hmotnostni spektra byla méfena pomoci MALDI hmotnostniho spektrometru
s vysokym rozliSenim LTQ Orbitrap XL (Thermo Fisher Scientific, Bremen, Germany)
vybaveného dusikovym UV laserem (337 nm, 60 Hz) metodou "dried droplet". Spektra byla
méfena v rezimu pozitivnich iontlh v normalnim hmotnostnim rozsahu (m/z 200-2000)
s rozliSenim 100 000 pfi m/z = 400. Pro volbu pozice laseru byla vyuZzita preddefinovana
spirdlova schémata pohybu. Jako matrice byl pouzit 0,2 M roztok 2,5-dihydroxybenzoové
kyseliny (DHB) ve smési acetonitril : voda (95 : 5), pfiCemZ molarni pomér matrice : vzorek

byl vzdy ptiblizné 40 : 1. Vysledné spektrum tvoii primér z celého méieni.
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2.6 Charakterizace pripravenych vychozich latek a karbamati

2.6.1 Isopropylchlorformiat

CH,
0

o:< CH,
cl

Vzhled: bezbarva kapalina
'"H NMR (400,13 MHz, CDCl3): § = 5,09 (1H, m, CH); 1,39 (1H, dd, *°J = 6,3 Hz, CHj).
3C NMR (100,62 MHz, CDCl3): 5 = 149,9; 77,7; 21 ,4.
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2.6.2 1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)methanamin hydrochlorid

Vzhled: bila pevna latka

Vytézek: 96 %

Bod tani: 202204 °C (dekompozice)

"H NMR (400,13 MHz, DMSO-ds): § = 9,03 (1H, t, >°J = 5,8 Hz, NH H9); 8,09 (1H, dd, *J =
2,8 Hz,>J(*°F, 'H) = 8,8 Hz, H7); 8,00 (1H, dd, *J = 8,9 Hz, “J(*°F, 'H) = 4,9 Hz, H4); 7,41
(1H, dt, *J=2,7 Hz, 3J=9,1 Hz, *J(*°F, 'H) = 9,1 Hz, H5);4,55 (1H, s, H8).

3C NMR (100,62 MHz, DMSO-d6): 5= 164,1 (d, “J(°F,"*C) = 3,3 Hz); 159,8 (d,
J("F,3C) = 242,7 Hz); 148,7; 136,5 (d, *J(*F,1*C) = 11,8 Hz); 123.8 (d, *J(*F,"*C) = 9,9
Hz); 115,1 (d, *J("°F,'3C) = 25,0 Hz); 108,9 (d, 2J(*°F,*C) = 27,6 Hz); 4,55 (H2, s, H9).

19F NMR (376,46 MHz, DMSO-ds): 5 =—115,5.

Elementarni analyza: CsHsCIFN.S (M, = 218,68)

Vypoéteno: C(43,94 %), H(3,69 %), N(12,81 %), S(14,66 %)

Stanoveno: C(44,22 %), H(3,79 %), N(12,62 %), S(14,42 %)
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2.6.3 Methyl(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)karbamat

4
5 N
8
5 S >—o
F 7 7\ 9
o CH,

Vzhled: bila pevna latka

Vytézek: 84 %

Bod tani: 319-321 °C

'"H NMR (400,13 MHz, DMSO-de): § = 12,12 (1H, s, NH H8); 7,87 (1H, dd, *J = 2,6
Hz,>J(*°F, 'H) = 8,8 Hz, H7); 7,68 (1H, dd, °J = 8,9 Hz, “J("°F, 'H) = 4,8 Hz, H4); 7,27 (1H,
dt, *J=2,7 Hz, 3J = 9,0 Hz, *J(*°F, 'H) = 9,0 Hz, H5); 3,78 (3H, s, H9).

3C NMR (100,62 MHz, DMSO-d6): 5= 1596 (d, “J(°F,"*C) = 3,3 Hz); 157,2 (d,
IJ(F,13C) = 241,5 Hz); 152,8; 146,3; 132,7 (d, *J(*°F,13C) = 11,6 Hz); 121,2 (d, *J(*°F,1*C) =
9,1 Hz); 113,9 (d, 2J(*°F,*C) = 24,9 Hz); 108,1 (d, J('°F,'*C) = 28,2 Hz); 53,0.

19F NMR (376,46 MHz, DMSO-ds): 5 =—116,6.

Elementarni analyza: CoH7FN>O,S (M, = 226,23)

Vypoéteno: C(47,78 %), H(3,12 %), N(12,38 %), S(14,17 %)

Stanoveno: C(48,01 %), H(3,00 %), N(12,20 %), S(14,42 %)

HRMS MALDI: CoH7FN>0:2S [M+H']

Vypoéteno: 227,02850 m/z

Stanoveno: 227,02858 m/z
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2.6.4 Ethyl(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)karbamat

-

NH

F6 < S >/—O
(@)

g 10

Vzhled: bila pevna latka

Vytézek: 78 %

Bod tani: 249-251 °C

'"H NMR (400,13 MHz, DMSO-ds): 5=12,05 (1H, s, N4 HS8); 7,85 (1H, dd, *J = 2,7
Hz,>J(*°F, 'H) = 8,7 Hz, H7); 7,68 (1H, dd, °J = 8,9 Hz, “J("°F, 'H) = 4,9 Hz, H4); 7,25 (1H,
dt, “*7=2,9 Hz, 3*J = 9.2 Hz, 3J("°F, 'H) = 9,2 Hz, HS); 4,24 (2H, q,>J = 7,1 HZ, H9); 2,49 (3H,
t,3J = 1,7 HZH10).

13C NMR (100,62 MHz, DMSO-d6): 5= 161,9 (d, “J("°F,'3C) = 3,1 Hz); 159,4 (d,
LJ(YF,3C) = 240,5 Hz); 153,8; 146,1; 133,6 (d, *J(*°F,*C) = 11,9 Hz); 121,2 (d, *J(*°F,1*C) =
10,2 Hz); 114,0 (d, 2J(*°F,'*C) = 24,8 Hz); 108,1 (d, 2J(*°F,13C) = 26,0 Hz); 62,0; 14,3.

1'F NMR (376,46 MHz, DMSO-ds): 5 =—116,6.

Elementarni analyza: C10HoFN2O2S (M; = 240,25)

Vypoéteno: C(49,99 %), H(3,78 %), N(11,66 %), S(13,35 %)

Stanoveno: C(49,78 %), H(3,69 %), N(11,88 %), S(13,53 %)

HRMS MALDI: Ci0HoFN20,S [M+H"]

Vypoéteno: 241,04415 m/z

Stanoveno: 241,04430 m/z
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2.6.5 Propyl(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)karbamat

-
NH
F~6 7 S %Og 10

Vzhled: bila pevna latka

Vytézek: 81 %

Bod tani: 232-234 °C

THNMR (400,13 MHz, DMSO-ds): &=12,03 (1H, s, NH H8); 7,86 (1H, dd, *J = 2,5
HzJ(°F, 'H) = 8,8 Hz, H7); 7,68 (1H, dd, *J = 8,6 Hz, “J(°F, 'H) = 4,7 Hz, H4); 7,25 (1H,
dt,*J=2,6 Hz,*J=9,1 Hz, 3J("°F, 'H) = 9,1 Hz, H5); 4,15 (2H, t,>J = 6,8 HZ, H9); 2,50 (2H,
m, H10); 1,66 (3H, m, H11).

3C NMR (100,62 MHz, DMSO-d6): 5= 1632 (d, “J("F,”*C) = 3,5 Hz); 159,6 (d,
IJ("°F,13C) = 241,5 Hz); 152,3; 145,1; 133,4 (d, *J("°F,'3C) = 12,6 Hz); 121,8 (d, *J("°F,13C) =
9,1 Hz); 113,9 (d, 2J(*°F,13C) = 25,1 Hz); 108,1 (d, 2J(°F,*C) = 27,5 Hz); 67,3; 21,7; 10,1.
19F NMR (376,46 MHz, DMSO-dc): 6 = —116,6.

Elementarni analyza: C,1H11FN2O2S (M; = 254,28)

Vypoéteno: C(51,96 %), H(4,36 %), N(11,02 %), S(12,61 %)

Stanoveno: C(52,18 %), H(4,27 %), N(10,79 %), S(12,85 %)

HRMS MALDI: C;H11FN,0,S [M+H"]

Vypocteno: 255,05980 m/z

Stanoveno: 255,06008 m/z
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2.6.6 Isopropyl(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)karbamat

4
5 N .
\>—NH

5 S >—o
F 7 7 9 10
o) CH,

HaC

10

Vzhled: bila pevna latka

Vytézek: 81 %

Bod tani: 234-235 °C

'"H NMR (400,13 MHz, DMSO-ds): 5=11,70 (1H, s, NH H8); 7,87 (I1H, dd, *J = 2,7
Hz,>J(*°F, 'H) = 8,8 Hz, H7); 7,67 (1H, dd, °J = 8,8 Hz, “J("°F, 'H) = 4,8 Hz, H4); 7,37 (1H,
dt, 7 (‘"H, 'H) = 2,6 Hz, *J (‘H, 'H) = 9,1 Hz, *J(*°F, 'H) = 9,1 Hz, HS); 4,99 (1H, m, H9);
1,29 (6H, d, J = 6,3 Hz, H10).

13C NMR (100,62 MHz, DMSO-d6): 8= 166,5 (d, “J("°F,'3C) = 3,3 Hz); 159,5 (d,
LJ(YF,13C) = 242,2 Hz); 153,6; 147,6; 133,6 (d, >J(*°F,*C) = 11,6 Hz); 122,6 (d, *J(*°F,1*C) =
9,8 Hz); 114.3 (d, 2J(°F,*C) = 23,8 Hz); 108,3 (d, 2J(*°F,"*C) = 28,3 Hz); 69,9; 21,7.

19F NMR (376,46 MHz, DMSO-ds): 5 =—116,6.

Elementarni analyza: Ci1H; FN>O,S (M, = 254,28)

Vypoéteno: C(51,96 %), H(4,36 %), N(11,02 %), S(12,61 %)

Stanoveno: C(51,67 %), H(4,47 %), N(10,82 %), S(12,37 %)

HRMS MALDI: C11H;iFN2O2S [M+H"]

Vypoéteno: 255,05980 m/z

Stanoveno: 255,06003 m/z
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2.6.7 Butyl(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)karbamat

-
NH
F~6 7 S %09 10

Vzhled: bila pevna latka

Vytézek: 83 %

Bod tani: 220221 °C

TH NMR (400,13 MHz, DMSO-ds): &=12,05 (1H, s, NH H8); 7,86 (1H, dd, *J = 2,7
Hz J("°F, 'H) = 8,7 Hz, H7); 7,68 (1H, dd, *J = 8,8 Hz, “J(°F, 'H) = 4,8 Hz, H4); 7,25 (1H,
dt, /= 2,7 Hz, *J=9,1 Hz, *J(*°F, 'H) = 9,1 Hz, H5); 4,20 (2H, t,>J = 6,7 HZ, H9); 1,63 (2H,
m, H10); 1,37 (2H, m, H11); 0,92 (3H, t, >J = 7,7 Hz, H12).

3C NMR (100,62 MHz, DMSO-d6): 5= 1663 (d, “J("F,'*C) = 3,2 Hz); 159,2 (d,
1J(*°F,3C) = 243,5 Hz); 152,6; 146,6; 133,1 (d, *J("°F,"*C) = 11,8 Hz); 122,3 (d, *J("°F,"3C) =
9,3 Hz); 114,2 (d, 2J(*°F,3C) = 24,5 Hz); 108,5 (d, 2J(*°F,'3C) = 28,3 Hz); 65,1; 30,3; 18,5;
13,6.

19F NMR (376,46 MHz, DMSO-dc): 6 = —116,6.

Elementarni analyza: C12H13FN2O2S (M; = 268,31)

Vypocteno: C(53,72 %), H(4,88 %), N(10,44 %), S(11,95 %)

Stanoveno: C(53,48 %), H(5,00 %), N(10,22 %), S(12,19 %)

HRMS MALDI: C;H13FNO,S [M+H"]

Vypocteno: 269,07545 m/z

Stanoveno: 269,07562 m/z
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2.6.8 Isobutyl(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)karbamat

4
5 N 8
04
6 S >—O CH-2 11
F > /4 9 3

Vzhled: bila pevna latka

Vytézek: 79 %

Bod tani: 235-236 °C

TH NMR (400,13 MHz, DMSO-ds): &=12,07 (1H, s, NH H8); 7,86 (1H, dd, *J = 2,6
HzJ("°F, 'H) = 8,7 Hz, H7); 7,68 (1H, dd, *J = 8,9 Hz, “J(°F, 'H) = 4,8 Hz, H4); 7,25 (1H,
dt,*J=2,7 Hz, >J=9,2 Hz, *J(*°F, 'H) = 9,2 Hz, H5); 3,98 (2H, d, *J = 6,5 Hz H9); 1,95 (1H,
m, H10); 0,93 (3H, d, °>J = 6,8 Hz, H11).

3C NMR (100,62 MHz, DMSO-d6): 5= 1662 (d, “J("F,'*C) = 3,1 Hz); 159,7 (d,
IJ(*°F,3C) = 242,1 Hz); 154,8; 148,6; 135,3 (d, *J("°F,"*C) = 11,4 Hz); 1229 (d, *J("°F,"3C) =
9,6 Hz); 114,5 (d, 2J(*°F,3C) = 23,9 Hz); 108,1 (d, 2J(*°F,'3C) = 28,1 Hz); 71,6; 45,5; 27,4;
18,7.

19F NMR (376,46 MHz, DMSO-dc): 6 = —116,6.

Elementarni analyza: C12H13FN2O2S (M; = 268,31)

Vypocteno: C(53,72 %), H(4,88 %), N(10,44 %), S(11,95 %)

Stanoveno: C(53,45 %), H(4,98 %), N(10,68 %), S(11,73 %)

HRMS MALDI: C;H13FNO,S [M+H"]

Vypocteno: 269,07545 m/z

Stanoveno: 269,07556 m/z
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2.6.9 2-chlorethyl(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)karbamat

O
NH
F6 S 7 og 10
3 H

Cl

Vzhled: bila pevna latka

Vytézek: 76 %

Bod tani: 287288 °C

"H NMR (400,13 MHz, DMSO-ds): § = 12,27 (1H, s, NH H8); 7,87 (1H, dd, /=24
Hz,>J(*°F, 'H) = 8,6 Hz, H7); 7,70 (1H, dd, *J = 8,6 Hz, “J("°F, 'H) = 4,6 Hz, H4); 7,25 (1H,
dt, *J=2,4 Hz, >J = 9,0 Hz, *J(*°F, '"H) = 9,0 Hz, H5); 4,47 (2H, t,°J = 5,0 Hz H9); 3.9 (2H, t,
3J=5,4 Hz H10).

3C NMR (100,62 MHz, DMSO-d6): 5= 1659 (d, “J("F,'*C) = 3,0 Hz); 1584 (d,
LJ(*F,13C) = 240,1 Hz);153,8; 146,4; 132,8 (d, J('°F,*C) = 12,8 Hz); 121,4 (d, *J(*°F,"*C) =
8,8 Hz); 114.4 (d, 2J("°F,'3C) = 24,0 Hz); 108,2 (d, 2J(*°F,'3C) = 28,0 Hz); 65,8; 42.6.

19F NMR (376,46 MHz, DMSO-dc): 6 = —116,6.

Elementarni analyza: CioHsCIFN,O,S (M; = 274,70)

Vypoéteno: C(43,72 %), H(2,94 %), N(10,20 %), S(11,67 %)

Stanoveno: C(43,50 %), H(2,85 %), N(10,44 %), S(11,90 %)

HRMS MALDI: C;HsCIFN,O,S [M+H"]

Vypocteno: 275,00518 m/z

Stanoveno: 275,00539 m/z
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2.6.10 2,2,2-trichlorethyl(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)karbamat

Vzhled: bila pevna latka

Vytézek: 79 %

Bod tani: 245-246 °C

'"H NMR (400,13 MHz, DMSO-ds): 5=12,67 (1H, s, NH H8); 7,89 (I1H, dd, *J = 2,6
HzJ("°F, 'H) = 8,6 Hz, H7); 7,73 (1H, dd, *J = 8,7 Hz, “J("°F, 'H) = 4,6 Hz, H4); 7,27 (1H,
dt, *J (*H, '"H) = 2,6 Hz, *J (‘H, 'H) = 9,1 Hz, *J(*°F, '"H) = 9,1 Hz, H5); 5,06 (2H, s, H9).

13C NMR (100,62 MHz, DMSO-d6): 5= 167,2 (d, “J("°F,'3C) = 3.4 Hz); 158,6 (d,
IJ(*F,13C) = 245,3 Hz);151,6; 145,2; 132,7 (d, *J(*°F,*C) = 12,6 Hz); 121,2 (d, *J(*°F,13C) =
9,2 Hz); 114,2 (d, 2J(*°F,13C) = 23,8 Hz); 108,3 (d, 2J(*°F,*C) = 28,1 Hz); 95,1; 74,3.

19F NMR (376,46 MHz, DMSO-ds): 5 =—116,6.

Elementarni analyza: Ci0H¢CI3FN20.S (M; = 343,59)

Vypoéteno: C(34,96 %), H(1,76 %), N(8,15 %), S(9,33 %)

Stanoveno: C(35,18 %), H(1,88 %), N(7,91 %), S(9,10 %)

HRMS MALDI: CioHsCI3FN202S [M+H"]

Vypocéteno: 342,92724 m/z

Stanoveno: 342,92763 m/z
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2.6.11 2,2,2-trifluorethyl(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)karbamat

Vzhled: bila pevna latka

Vytézek: 86 %

Bod tani: 229-230 °C

TH NMR (400,13 MHz, DMSO-ds): &=12,59 (1H, s, NH H8); 7,89 (IH, dd, *J = 2,5
Hz3J('°F, 'H) = 8,6 Hz, H7); 7,72 (1H, dd, *J = 9,2 Hz, “*J("°F, 'H) = 5,1 Hz, H4); 7,26 (1H,
dt, *J ("H, 'H) = 2,6 Hz, *J ('"H, 'H) = 9,2 Hz, *J('°F, 'H) = 9,2 Hz, HS); 4,74 (2H, q, *J(*°F,
'H) = 8,9 Hz, H9).

3C NMR (100,62 MHz, DMSO-d6): 5= 1642 (d, “J("F,"*C) = 3,5 Hz); 159,3 (d,
IJ("PF,13C) = 237,8 Hz); 152,8;142.6 (d, *J(*°F,'3C) = 1,3 Hz); 132,7 (d, *J(°F,1*C) = 12,8
Hz); 123,2 (q, 'J(*°F,13C) = 276,2 Hz); 121,5 (d, *J(*°F,'3C) = 9,2 Hz);114,3 (d, 2J(*°F,'3C) =
22,8 Hz); 108,2 (d, 2J(*°F,'3C) = 28,4 Hz); 60,9 (q, 2J(*°F,*C) = 34,7 Hz).

19F NMR (376,46 MHz, DMSO-de): 5 =-72,9; —116,6.

Elementarni analyza: CioHsF4N2O2S (M = 294,23)

Vypocteno: C(40,82 %), H(2,06 %), N(9,52 %), S(10,90 %)

Stanoveno: C(40,61 %), H(1,99 %), N(9,76 %), S(11,15 %)

HRMS MALDI: Ci0H¢FsN,0,S [M+H"]

Vypocteno: 295,01589 m/z

Stanoveno: 295,01614 m/z
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2.6.12 Methyl[(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)methyl]karbamat

4
5 N\ 8
>\ 9 //O
O—CH,

Vzhled: bila pevna latka

Vytézek: 84 %

Bod tani: 125-126 °C

'"H NMR (400,13 MHz, DMSO-de): 5 = 8,17 (1H, t, >J = 5,8 Hz, NH H9); 7,98 (1H, dd, *J =
2,7 Hz,*J(*°F, 'H) = 8,9 Hz, H7); 7,95 (1H, dd, °J = 8,9 Hz, “J('°F, 'H) = 5,0 Hz, H4); 7,36
(1H, dt, 7= 2,8 Hz, 3J=9,1 Hz, 3J(*°F, '"H) = 9,1 Hz, H5);4,57 (2H, d, >J = 6,2 Hz, H8); 3.6
(3H, s, H10).

13C NMR (100,62 MHz, DMSO-d6): 5= 172,04 (d, “J(*°F,'’C) = 3,3 Hz); 159,5 (d,
IJ("°F,13C) = 242,9 Hz); 157,1; 149,6; 135,7 (d, *J(*°F,'3C) = 11,8 Hz); 123,6 (d, *J('°F,13C) =
9,7 Hz); 114.6 (d, 2J("°F,'3C) = 24,7 Hz); 108,7 (d, 2J(*°F,'3C) = 27,2 Hz); 51,9; 42.9.

19F NMR (376,46 MHz, DMSO-dc): & = —116,6.

Elementarni analyza: CioHoFN>OS (M, = 240,25)

Vypoéteno: C(49,99 %), H(3,78 %), N(11,66 %), S(13,35 %)

Stanoveno: C(49,78 %), H(3,70 %), N(11,85 %), S(13,53 %)

HRMS MALDI: C10HoFN20,S [M+H']

Vypocteno: 241,04415 m/z

Stanoveno: 241,04411 m/z
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2.6.13 Ethyl[(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)methyl]karbamat

4
5 N\ o
>_\9 /O
F~ 6 - S NH / 10
O\ 11
CH,

Vzhled: bila pevna latka

Vytézek: 86 %

Bod tani: 133134 °C

'"H NMR (400,13 MHz, DMSO-de): 5 = 8,13 (1H, t, >J = 6,0 Hz, N4 H9); 7,97 (1H, dd, *J =
2,6 Hz*J("°F, 'H) = 8,1 Hz, H7); 7,95 (1H, dd, *J = 9,0 Hz, “J('°F, 'H) = 4,2 Hz, H4); 7,37
(1H, dt, *7=2.7 Hz, 3J = 9,1 Hz, *J(*°F, 'H) = 9,1 Hz, H5); 4,60 (2H, d, ’J = 6,1 Hz, H8); 4,1
(2H, q,>J=7,1 Hz, H10);1,20 (3H, t,°J= 7,1 Hz, H11).

13C NMR (100,62 MHz, DMSO-d6): 5= 171,4 (d, “J(*°F,'3C) = 3,2 Hz); 159,6 (d,
IJ("PF,13C) = 241,9 Hz); 156,6; 149,7; 135,6 (d, *J(*°F,'*C) = 11,6 Hz);123,6 (d, *J("°F,13C) =
11,4 Hz);114,6 (d, 2J(*°F,1*C) = 24,9 Hz); 108,7 (d, 2J(*°F,*C) = 27,7 Hz); 60,3; 42,8; 14,6.
19F NMR (376,46 MHz, DMSO-dc): 6 = —116,6.

Elementarni analyza: C,1H11FN2O2S (M; = 254,28)

Vypoéteno: C(51,96 %), H(4,36 %), N(11,02 %), S(12,61 %)

Stanoveno: C(52,28 %), H(4,44 %), N(10,79 %), S(12,33 %)

HRMS MALDI: C;H11FN,0,S [M+H"]

Vypoéteno: 255,05980 m/z

Stanoveno: 255,06008 m/z
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2.6.14 Propyl|[(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)methyl]karbamat

4
L0
9 0
F7 6 S NH // 10
7

Vzhled: bila pevna latka

Vytézek: 79 %

Bod tani: 127-128 °C

'H NMR (400,13 MHz, DMSO-de): 5 = 8,16 (1H, t, >J = 5,9 Hz, NH H9); 7,97 (1H, dd, *J =
2,7 Hz,*J(*°F, 'H) = 9,3 Hz, H7); 7,96 (1H, dd, °J = 8,9 Hz, “J('°F, 'H) = 4,8 Hz, H4); 7,36
(1H, dt, *J = 2,7 Hz, 3J = 9,0 Hz, 3J(*°F, 'H) = 9,0 Hz, H5);4,56 (2H, d, >J = 6,2 Hz, H8); 3,97
(2H, t, >*J = 6,6 Hz, H10);1,58 (2H, m, H11); 0,90 (3H, d, >°J = 7,6, H12).

13C NMR (100,62 MHz, DMSO-d6): 5= 171,1 (d, “J(*°F,'3C) = 3,3 Hz); 159,6 (d,
IJ("°F,13C) = 242,6 Hz); 156,7; 149,7; 135,6 (d, *J("°F,'3C) = 11,5 Hz); 123,6 (d, *J("°F,13C) =
9,2 Hz); 114,6 (d, *J(°F,'*C) = 25,4 Hz); 108,7 (d, 2J('°F,'3C) = 27,0 Hz); 65.8; 42,8; 22.0;
10,2.

19F NMR (376,46 MHz, DMSO-dc): 6 = —116,6.

Elementarni analyza: C12H13FN2O2S (M; = 268,31)

Vypocteno: C(53,72 %), H(4,88 %), N(10,44 %), S(11,95 %)

Stanoveno: C(53,50 %), H(4,97 %), N(10,28 %), S(12,14 %)

HRMS MALDI: C;H13FN>0,S [M+H"]

Vypocteno: 269,07545 m/z

Stanoveno: 269,07556 m/z
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2.6.15 Isopropyl[(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)methyl]karbamat

4
5 N\ o
>_\9 //O 11
G S NH CH,
7 10

Vzhled: bila pevna latka

Vytézek: 83 %

Bod tani: 138-140 °C

'H NMR (400,13 MHz, DMSO-de): 5 = 8,07 (1H, t, >J = 5,9 Hz, NH H9); 8,00 (1H, dd, *J =
2,6 Hz,*J(*°F, 'H) = 9,0 Hz, H7); 7,97 (1H, dd, 3J = 9,0 Hz, “J('°F, 'H) = 4,8 Hz, H4); 7,37
(1H, dt, “7 (‘H, 'H) = 2,6 Hz, *J ('H, 'H) = 9,1 Hz, *J(*°F, 'H) = 9,1 Hz, H5); 4,80 (1H, m,
H10; 4,54 (1H, d, J= 6,3 Hz, H8); 1,20 (6H, d, J= 6,2 Hz, H11).

3C NMR (100,62 MHz, DMSO-d6): 5= 171,3 (d, “J("F,*C) = 3,2 Hz); 159,5 (d,
IJ("°F,13C) = 242,2 Hz); 156,2; 149,7; 135,8 (d, *J(*°F,'3C) = 11,7 Hz); 123,7 (d, *J("°F,13C) =
9,6 Hz); 114,6 (d, 2J(*°F,13C) = 24,7 Hz); 108,7 (d, 2J(°F,*C) = 27,0 Hz); 67,6; 42,7; 22,0.
19F NMR (376,46 MHz, DMSO-dc): 6 = —116,6.

Elementarni analyza: C12H13FN2O2S (M; = 268,31)

Vypocteno: C(53,72 %), H(4,88 %), N(10,44 %), S(11,95 %)

Stanoveno:C(53,93 %), H(4,99 %), N(10,27 %), S(11,74 %)

HRMS MALDI: C;H13FN>0,S [M+H"]

Vypocteno: 269,07545 m/z

Stanoveno: 269,07532 m/z
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2.6.16 Butyl[(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)methyl]karbamat

4
5 N\ 8
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Vzhled: bila pevna latka

Vytézek: 81 %

Bod tani: 116117 °C

"H NMR (400,13 MHz, DMSO-ds): § = 8,15 (1H, t, >°J = 6,1 Hz, NH H9); 7,98 (1H, dd, *J =
2,5 Hz,J(*°F, 'H) = 8,8 Hz, H7); 7,96 (1H, dd, °J = 8,9 Hz, “J('°F, 'H) = 4,9 Hz, H4); 7,36
(1H, dt, *J=2,7 Hz, *J=9,1 Hz, *J("°F, 'H) = 9,1 Hz, H5); 4,56 (2H, d, °>J = 6,2 Hz, HS8); 4,01
(2H.t,>J = 6,5 Hz, H10);1,55 (2H, m, Hz, H11);1,34 (2H, m, H12); 0,90 (3H,t,>J = 7,5 Hz,
H13).

3C NMR (100,62 MHz, DMSO-d6): 5= 1722 (d, “J("F,*C) = 3,4 Hz); 159,5 (d,
IJ(*F,13C) = 242,6 Hz);156,7; 149,7; 135,7 (d, 3J(*°F,13C) = 12,6 Hz); 123,6 (d, *J(*°F,13C) =
10,4 Hz); 114,5 (d, 2J("°F,'3C) = 25,4 Hz); 108,6 (d, 2J(*°F,'3C) = 27,7 Hz); 64,1; 42.8; 30,7;
18,6; 13,6.

19F NMR (376,46 MHz, DMSO-dc): 6 = —116,6.

Elementarni analyza: Ci3Hi5FN2O2S (M; = 282,33)

Vypoiteno: C(55,30 %), H(5,36 %), N(9,92 %), S(11,36 %)

Stanoveno: C(53,08 %), H(5,25 %), N(10,17 %), S(11,55 %)

HRMS MALDI: C;3H;5FN>0,S [M+H"]

Vypoéteno: 283,09110 m/z

Stanoveno: 283,09114 m/z
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2.6.17 Isobutyl[(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)methyl]karbamat

4
5 N\ 3
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Vzhled: bila pevna latka
Vytézek: 84 %
Bod tani: 117-118 °C

"H NMR (400,13 MHz, DMSO-ds): § = 8,23 (1H, t, >°J = 6,2 Hz, NH H9); 8,04 (1H, dd, *J =
2,5 Hz>J("F, 'H) = 8,9 Hz, H7); 8,00 (1H, dd, *J = 8,9 Hz, “J('°F, 'H) = 4,0 Hz, H4); 7,40
(1H, dt, *J=2,5 Hz, >J = 8,9 Hz, *J(°F, 'H) = 8,9 Hz, H5);4,61 (2H, d, *J = 6,2 Hz, HS8); 3,86
(2H, d, *J = 6,6 Hz, H10);1,92 (1H, m, H11);0,95 (3H, d, °>J= 6,8 Hz, H12).

3C NMR (100,62 MHz, DMSO-d6): 5= 1722 (d, “J("F,"*C) = 2,9 Hz); 159,6 (d,
LJ(YF,3C) = 241,8 Hz);156,8; 149,7;135,7 (d, *J(*F,1*C) = 12,1 Hz); 123,6 (d, *J(*°F,1*C) =
9,3 Hz);114,6 (d, 2J(*°F,'3C) = 24,9 Hz); 108,7 (d, 2J("°F,'3C) = 26,8 Hz); 70,3; 42,8; 27,2;

18,8.

19F NMR (376,46 MHz, DMSO-ds): 5 =—116.,6.
Elementarni analyza: Ci3Hi5FN2O2S (M; = 282,33)
Vypocéteno: C(55,30 %), H(5,36 %), N(9,92 %), S(11,36 %)
Stanoveno: C(53,11 %), H(5,27 %), N(10,13 %), S(11,58 %)
HRMS MALDI: C3H sFN20,S [M+H']

Vypoéteno: 283,09110 m/z

Stanoveno: 283,09135 m/z
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2.6.18 2-chlorethyl[(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)methyl]karbamat

4
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Vzhled: bila pevna latka

Vytézek: 80 %

Bod tani: 107-108 °C

'"H NMR (400,13 MHz, DMSO-ds): 5= 8,38 (1H, t, *J = 6,1 Hz, NH H9); 7,98 (1H, dd, *J =
2,7 Hz,J(*°F, 'H) = 8,7 Hz, H7); 7,95 (1H, dd, *J = 9,0 Hz, “J('°F, 'H) = 5,1 Hz, H4); 7,36
(1H, dt, *J = 2,7 Hz, *J = 9,1 Hz, *J(*°F, 'H) = 9,1 Hz, H5);4,59 (2H, d, °J = 5,9 Hz, H8); 4,28
(2H, t,3J =52 Hz, H10); 3,82 (2H, t,>J =5,1 Hz, H11).

13C NMR (100,62 MHz, DMSO-d6): & = 171,7 (d, *J("F,"3C) = 3,2 Hz);159,5 (d, 'J("F,"3C)
= 242,1 Hz);156,2; 149,6; 1357 (d, *J(*°F,'*C) = 12,3 Hz); 123,6 (d, 3J(*°F,1*C) = 9,6
Hz);114,6 (d, 2J(*°F,'3C) = 24,7 Hz); 108,7 (d, 2J('°F,13C) = 27,0 Hz); 64,5;43,1; 42,8.

19F NMR (376,46 MHz, DMSO-dc): 6 = —116,6.

Elementarni analyza: C1H10CIFN20.S (M; = 288,73)

Vypocteno: C(45,76 %), H(3,49 %), N(9,70 %), S(11,11 %)

Stanoveno: C(45,99 %), H(4,58 %), N(9,52 %), S(10,90 %)

HRMS MALDI: C;;HoCIFN,0,S [M+H"]

Vypocteno: 289,02083 m/z

Stanoveno: 241,02087 m/z
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2.6.19 2,2,2-trichlorethyl[(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)methyl]|karbamat
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Vzhled: bila pevna latka

Vytézek: 76 %

Bod tani: 137-138 °C

'"H NMR (400,13 MHz, DMSO-ds): § = 8,78 (1H, t, >°J = 6,1 Hz, NH H9); 7,99 (1H, dd, *J =
2,6 Hz>J(*°F, 'H) = 8,9 Hz, H7); 7,97 (1H, dd, *J = 9,0 Hz, “J(*°F, 'H) = 4,9 Hz, H4); 7,37
(1H, dt, *J=2,7 Hz, J = 9,0 Hz, *J(*°F, 'H) = 9,0 Hz, H5); 4,89 (2H, s, H10); 4,64 (2H, d, *J
= 6,1 Hz, HS).

3C NMR (100,62 MHz, DMSO-d6): 5= 171,2 (d, “J("F,*C) = 3,4 Hz); 159,5 (d,
LJ(YF,3C) = 2424 Hz); 155,0; 149,6; 135,7 (d, *J(*°F,13C) = 11,8 Hz); 123,7 (d, *J(*°F,13C) =
9,4 Hz); 114,6 (d, 2J(*°F,13C) = 24,9 Hz); 108,7 (d, 2J(*°F,*C) = 27,1 Hz); 96,0; 73,6; 43,0.
19F NMR (376,46 MHz, DMSO-dc): 6 = —116,6.

Elementarni analyza: Ci1Hg CI13FN20O2S (M; = 357,62)

Vypocteno: C(36,94 %), H(2,25 %), N(7,83 %), S(8,97 %)

Stanoveno: C(36,69 %), H(2,33 %), N(7,58 %), S(9,20 %)

HRMS MALDI: C;;Hs CI3FN,O,S [M+H"]

Vypoéteno: 356,94289 m/z

Stanoveno: 356,94300 m/z
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2.6.20 2,2,2-trifluorethyl[(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)methyl]karbamat
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Vzhled: bila pevna latka

Vytézek: 86 %

B.t.: 116,7-117,3 °C

"H NMR (400,13 MHz, DMSO-ds): § = 8,74 (1H, t, >°J = 6,0 Hz, NH H9); 7,99 (1H, dd, *J =
2,7 Hz,>J(*°F, 'H) = 8,8 Hz, H7); 7,97 (1H, dd, *J = 9,1 Hz, “J(*°F, 'H) = 5,0 Hz, H4); 7,37
(1H, dt, *J = 2,7 Hz, *J = 9,1 Hz, *J(*°F, 'H) = 9,1 Hz, H5); 4,74 (2H, q, >*J(*°F, 'H) = 9,2 Hz,
H10); 4,63 (2H, d, 'J = 6,2 Hz, HS).

3C NMR (100,62 MHz, DMSO-d6): 5= 171,0 (d, *J("F,"*C) = 2,9 Hz); 159,5 (d,
LJ(YF,3C) = 242,7 Hz); 154,9; 149,6(d, J("F,"*C) = 1,3 Hz); 135,6 (d, *J(*°F,13C) = 11,9
Hz); 123,6 (d, *J(*°F,'3C) = 9,6 Hz); 123,5 (q, 'J("F,*C) = 279,2 Hz); 114,7 (d, 2J("F,1*C) =
24,9 Hz); 108,7 (d, 2J('°F,13C) = 27,3 Hz); 60,0 (d, 2J(*°F,!*C) = 35,0 Hz); 43,0.

1YF NMR (376,46 MHz, DMSO-dq): 5 =-72,9; —116,5.

Elementarni analyza: C,1HsF4N2O,S (M; = 308,25)

Vypoiteno: C(42,86 %), H(2,62 %), N(9,09 %), S(10,40 %)

Stanoveno: C(43,08 %), H(2,50 %), N(9,32 %), S(10,17 %)

HRMS MALDI: C;HsF4N>0,S [M+H']

Vypoéteno: 309,03154 m/z

Stanoveno: 309,03161 m/z
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2.7 Stanoveni aktivity AChE a ICs

2.7.1 Pouzita ¢inidla

2.7.1.1 PBS

Fosfatovy pufr

NaCl 4g
KH,PO,4 0,1¢g
Na;HPO.4.12 H,O 1,45¢
KCl1 0,1g
redestilovana voda 500 ml

Podle tabulky byl pfipraven 0,1 M pufr o hodnoté pH 7,4. Takto piipraveny pufr

je uchovavan v lednici.

2.7.1.2 DTNB
DTNB je komer¢n¢ dostupny produkt 5,5°-dithiobis-2-nitrobenzoové kyseliny. DTNB
bylo nafedéno tak, aby odpovidalo koncentraci 5.10 M.

2.7.1.3 Acetylcholinesteraza (AChE) z elektrického uhore
V0,1 M PBS bylo rozpusténo cca 10 mg AChE. Preparat acetylcholinesterazy

je uchovavan pii -6 °C v umélohmotnych zkumavkach.

2.7.1.4 Acetylthiocholin jodid (ATCh)
ATCh je komeréné dostupny produkt. Byl nafedén PBS jako 0,1 M roztok a 1.10° M
roztok. Roztok o koncentraci 0,1 M byl pouZzit pro stanoveni aktivity enzymového preparatii.

Roztok o koncentraci 1.107 M byl pouZit pro stanoveni ICso.

2.7.1.5 Butyrylcholinesteraza (BChE) z koniského séra
V0,1 M PBS bylo rozpusténo cca 10 mg BChE. Preparat butyrylcholinesterazy

je uchovavan pii -6 °C v umélohmotnych zkumavkach.
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2.7.2 Stanoveni aktivity AChE a BChE

2.7.2.1 Srovnavaci roztok

Srovnavaci roztok

0,1 M PBS 1192 pl
5.10* M DTNB 800 ul
0,1 M ATCh 8 ul

Do kyvety bylo pipetou napipetovano 1192 ul 0,1 M PBS o hodnoté¢ pH 7,4. Nasledn¢
bylo ptid4ano800 ul 5.10* M DTNB a 8 pl 0,1 M ATCh.

2.7.2.2 Vzorek s enzymovym preparatem

Vzorek s enzymovym preparatem

0,1 M PBS 1184 ul
5.10*M DTNB 800 pl
0,1 M ATCh 8l
AChE (BChE) 8l

Do kyvety bylo pipetou napipetovano 1184 ul 0,1 M PBS o hodnoté pH 7.,4. Nasledné
bylo ptidano 800 pl5.10% M DTNB, 8 ul 0,1 M ATCh. Na zavér bylo piidino 8 ul AChE,

nebo BChE, ¢imz doslo k zahajeni reakce.

2.7.2.3 Postup

Po dobu 72 sbyla v3s intervalech méfena absorbance pii vlnové délce 412 nm.
Absorbance byla méfena spektrofotometrem s diodovym polem Hewlett-Packard 8453, USA.
Aktudlni aktivita enzymu byla stanovovana na zacatku kazdého dne méteni.

Vynesenim zévislosti absorbance na ¢ase byla zrovnice piimky zjist€éna hodnota

aktivity enzymu pro x = 60 (z definice 1U). Aktualni aktivita je tedy dana rovnici:
AEP =y (z rovnice ptimky) * 17,67 (U/ml EP)
16,67....ptepocitavaci faktor zahrnuje informaci o celkovém objemu reakéni smési (2 ml),

mnozstvi davkovaného enzymu (0,008 ml), délce kyvety (I cm) a molarnim absorpénim

koeficientu (14150 mol-1"!-cm™).
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2.7.3 Stanoveni ICsg

2.7.3.1 Srovnavaci roztok

Srovnavaci roztok

0,1 M PBS 1520 pl
5.10* M DTNB 400 pl
0,001 M ATCh 80 ul

Do kyvety bylo pipetou napipetovano 1520 ul 0,1 M PBS o hodnoté pH 7,4. Nasledn¢
bylo ptidano 400 pl 5.10% M DTNB a 80 ul 0,001 M ATCh.

2.7.3.2 Vzorek bez inhibitoru

Vzorek bez inhibitoru

0,1 M PBS x pl
5.10*M DTNB 400 pl
0,001 M ATCh 80 pl
AChE (BChE) yul

Do kyvety bylo pipetou napipetovano 400 pl 5.10* M DTNB, 80 ul 0,001 M ATCh.
Nésledné bylo ptfidano 0,1 M PBS o hodnot¢ pH 7.4, tak aby celkovy objem vcetné
enzymoveho preparatu byl 2 ml. Nakonec bylo pfidano tolik AChE, nebo BChE, aby jeho
aktivita v reakéni smési byla 0,2 U. Mnozstvi enzymového preparatu bylo vypocteno

z aktudlni aktivity enzymu.

2.7.3.3 Vzorek s inhibitorem

Vzorek s inhibitorem

0,1 M PBS x pl

5.10*M DTNB 400 pl

0,001 M ATCh 80 ul

AChE (BChE) yul

inhibitor 10, 30, 50, 70 pl

Do kyvety bylo pipetou napipetovano 400 pl 5.10* M DTNB , 80 ul 0,001 M ATCh.
Nésledné bylo ptfiddno 0,1 M PBS o hodnot¢ pH 7,4, tak aby celkovy objem vcetné

enzymového prepardtu a inhibitoru byl 2 ml. V dal§im kroku bylo pfiddno rizné mnozstvi
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inhibitoru (dle pozadované koncentrace ve vysledné reakéni smési). Nakonec bylo ptidano
tolik AChE, nebo BChE, aby jeho aktivita v reak¢ni smési byla 0,2 U. Mnozstvi enzymového

preparatu bylo vypocteno z aktudlni aktivity enzymu.

2.7.3.4 Postup

Po dobu 72 sbyla v 3s intervalech méfena absorbance pii vinové délce 412 nm.
Absorbance byla méfena spektrofotometrem s diodovym polem Hewlett-Packard 8453, USA.

Na zadkladé¢ zmény absorbance v ¢ase byla zjiSténa reakcni rychlost v= AA /At.
Vynesenim zavislosti absorbance na ¢ase byly zjistény rychlosti jednotlivych reakei. V dalSim
kroku byly sestaveny zavislosti vo/vi vs. [I]. vo je odrazem neinhibované reakce, vi je pak
hodnota rychlosti reakce inhibované. [I] udavd hodnotu koncentrace inhibitoru v reakéni
smési. Po dosazeni hodnot do grafu byla urCena rovnice regrese. Na zavér byla z této rovnice

vypoctena hodnota ICso pro y = 2 (vychazi z definice I1Cso).

2.7.4 Stanoveni rozdélovaciho koeficientu
2.7.4.1 Postup

1,5 ml 1-oktanolu a 10 pl oktanolového roztoku urcitého inhibitoru o koncentraci 0,01
M bylo prottepavano 15 min. Nésledné byl 1 ml této smési napipetovan do kyvety. V dal§im
kroku byla zméfena absorbance daného inhibitoru pifi vinové délce absorpéniho maxima.
Timto krokem byla stanovena hodnota absorbance, kterd odpovidala 100 % daného inhibitoru
v 1-oktanolu.

Ke smési tvofené 1,5 ml 1-oktanolu a 1,5 ml demineralizované vody bylo ptidano
10 pl oktanolového roztoku urcitého inhibitoru o koncentraci 0,01 M. Takto pfipravend smés
byla protfepavana 15 min a dalSich 10 min centrifugovana pii 3000 ot./min. Nésledné byl
1 ml oktanolové vrstvy napipetovan do kyvety. V dalSim kroku byla zmétfena absorbance
pii vinové délce absorpéniho maxima pro dany inhibitor. Takto byl ur€en procentualni obsah
inhibitoru v oktanolové vrstvé (%)i. Rozdilem byl uréen obsah inhibitoru ve vodné vrstvé
100 - (%)1.

Na zavér byly dopocteny rozd€lovaci koeficienty danych inhibitorii v soustavé

1-oktanol : voda.

(%)4 _cl

K - s =
ow 100 — (%)1 c2
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3 Vysledky a diskuze

Vramci diplomové prace byla provedena syntéza karbamatli vychazejicich
z 6-fluor-1,3-benthiazol-2-aminu a syntéza karbamatt vychézejicich
z 1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)methanamin hydrochloridu. VSechny pfipravené karbamaty
byly charakterizovany bodem tani, NMR spektroskopii. Cistota latek byla ovéfena
elementarni analyzou a HRMS MALDL

Kromé novych anticholinergnich karbamétt byla pfipravena také vychozi latka
1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)methanamin hydrochlorid a isopropylchlorformiat. Nasledné
byla u pfipravenych karbamata stanovena inhibi¢ni aktivita proti AChE, BChE a lipofilita.

3.1 Syntéza 1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)methanamin hydrochloridu
Vychozi slou€enina 1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)methanamin hydrochlorid byla
pfipravena tiistupniovou syntézou. V prvnim reakénim kroku reagoval
6-fluor-1,3-benzthiazol-2-amin s48 % KOH za vzniku 2-amino-5-fluorobenzthiolatu
draselného. V dalSim rekénim stupni reagoval plynny fosgen s Gly-NCA v THF za vzniku
1,3-oxazolidin-2,5-dionu. V zavére¢ném reakénim stupni byl nejprve
2-amino-5-fluorobenzthiolt draselny reakci s HCI pfeveden na 2-amino-5-fluorobenzenthiol,
ktery dale reagoval s 1,3-oxazolidin-2,5-dionem za vzniku vysledného produktu
1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)methanamin hydrochloridu. Pfi syntéze bezthiazolovych
amini se béZné¢ NCA aminokyseliny do reakce pifidavaji ve formé tetrahydrofuranového
roztoku. Vzhledem k nizké rozpustnosti byl Gly-NCA do reakce piidan v pevném stavu.
Po ochlazeni reakéni smési se produkt vyloucil ve formé HCI soli. Vysledny produkt byl
zfiltrovan a promyt toluenem, ¢imz byly z produktu odstranény oxidacni produkty na bazi

disulfidu. Tato slou¢enina byla pfipravena s 96% vytéZkem.

3.2 Synéza isopropylchlorformiatu

Tato sloucenina byla piipravena reakci isopropanolu s fosgenem. Reakce byla
provadéna bez rozpoustédla v kapalném fosgenu. Teplota béhem reakce byla udrzovana
do 20 °C. Pii vysSich teplotdich muze dochdzet k samovolnému rozkladu za vzniku
isopropylchloridu a oxidu uhlic¢itého. Fosgen byl v reakéni smési udrzovan v nadbytku, aby
nedoslo k ptipadné tvorbé karbonatl. Tento produkt nebylo mozno rafinovat destilaci, protoze
by pifi ohfevu doSlo kjeho intenzivnimu rozkladu. Z pfipravené¢ho produktu byl pouze

suchym dusikem odstranén fosgen a produkt byl skladovan do 4 °C.
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3.3 Syntéza karbamati

Na zéklad¢ rozdilnych vychozich sloucenin byly pfipraveny dvé série karbamatu.
Syntéza anticholinergnich  karbaméatli vychazela 2z  6-fluor-1,3-benthiazol-2-aminu
a z 1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)methanamin hydrochloridu.

Vsechny  pfipravené  karbamaty  byly  charakterizovany = bodem  tani,

NMR spektroskopii, elementarni analyzou a HRMS MALDI.

3.3.1 Syntéza karbamati vychazejicich z 6-fluor-1,3-benthiazol-2-aminu

0 N NH

N
TEA
\%NHZ + /”\ _R — > F S />—O
Cl (0] \
F S (6] R

Prvni série karbamatii byla syntetizovana reakci 6-fluor-1,3-benzthiazol-2-aminu
s ptislusnym alkylchlorformidtem. Reakce probihala za laboratorni teploty v toluenu. Vznikly
chlorovodik reagoval s pfidanym triethylaminem za vzniku pfislusného hydrochloridu. Takto
pfipravend reak¢ni smes byla michana 24 hodin. Reak¢ni smés byla nésledné vyhtata k varu
a horky toluenovy roztok byl pfefiltrovan, ¢imz byly z produktu oddé€leny nerozpustné
necistoty. Z filtratu byl dale za horka extrahovan vodou triethylamin hydrochlorid.
Z toluenového roztoku byl ochlazenim na teplotu 5-10 °C a néslednou krystalizaci izolovan
produkt, ktery byl odfiltrovan a suSen na vzduchu. Vytézky téchto karbamatli se pohybovaly

v rozmezi 76—-86 %.

3.3.2 Syntéza karbamati vychazejicich z  1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-

y)methanamin hydrochloridu

0 N
N I 10% NaOH N o
A\ + AR
c” o . s NH—
. s NH,

. HCI _\

Druhd série karbamati byla syntetizovana reakci 1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-
yl)methanamin hydrochloridu s pfislusSnym alkylchloroformidtem. Vychozi amin byl

do reakce pouzit ve form& hydrochloridové soli. Amin byl ze soli uvolnén reakci s 10%
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vodnym  roztokem NaOH. Vznikly amin okamzit¢ reagoval s pfisluSnym
alkylchlorformidtem. Reakce probihala v heterogennim prostiedi toluen — voda za laboratorni
teploty. Konec reakce byl urCen na zdkladé¢ meziopera¢ni kontroly (TLC SiO, Hexan —
ethylacetat 3 : 1). Takto pfipravena reakéni smés byla michana 2 hodiny. Odstranénim vodné
vrstvy byly z produktu odstranény anorganické necistoty, véetné vzniklého NaCl. Z oddélené
organické vrstvy bylo destilaci za snizené¢ho tlaku (50-52 °C/40-50 mbar) oddestilovano
cca 20 ml toluenu. Naslednym ochlazenim roztoku doslo ke krystalizaci produktu. Na zavér
byl produkt zfiltrovdn a suSen na vzduchu. Vytézky téchto karbamati se pohybovaly
v rozmezi 76—-86 %. Postup syntézy byl zvolen tak, aby byl technologicky aplikovatelny.
Postup prace byl déale doplnén o vypocet THN norem, latkovou bilanci a bilanci odpada

1 s navrhem jejich likvidace.

3.4 Bilance a normy

Na zaklad¢ laboratornich pokusii byly pro syntézu karbamatu vychézejicich z
1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)methanamin hydrochloridu vypocteny orientacni spotiebni

normy, latkova bilance a bilance odpadi.

3.4.1 THN normy
Tabulka 2 - THN normy

Vyrobek: Methyl[(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)methyl]karbamat

SUROVINA THN (tt)
1 1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)methanamin 1,090
hydrochlorid
2 Methylchlorformiat 0,561
3 Toluen 2,17
4 10% NaOH 0,300
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3.4.2 Latkova bilance
Tabulka 3 - Latkova bilance surovin na 1 t vyrobku (100 %)

Vyrobek: Methyl[(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)methyl]karbamat
Vstup latek Vystup latek
SUROVINA THN | Vyrobek ODPAD
t/t t Pevné odpady Kapalné odpady Plynné¢ odpady
forma t forma t forma t
vystupu vystupu vystupu
1 [ 1-(6-fluor-1,3- |1,090 [ 0918 DZ 0,172
benzthiazol-2-
yl)methanamin-
hydrochlorid
2 | Methylchlorform | 0,561 0,476 Dz 0,085
iat
3 | Toluen 2,17 0 DZ 2,17
4 | NaOH 0,300 0 oV 0,300

3.4.3 Odpady

Bilance je vztazena na 1t vyrobku methyl[(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-
yl)methyl]karbamatu.

Pti vyrobé vznikd 50 t odpadniho toluenu, ktery se z cca 95 % regeneruje destilaci.
Destilovany se pouZije zpét do reakce.

Pti vyrobé déle vznikaji odpadni vody z izolace v mnoZstvi 5000 1 na 1 t vyrobku.
Odpadni vody obsahujici NaCl v mnozstvi 300 kg/t vyrobku budou po stanoveni inhibice
nitrifika¢nich kalti vypoustény a likvidovany na BCOV.

Také vznika destilacni zbytek v podobé 2,2 t toluenu na 1 t vyrobku. Destilacni zbytky

budou likvidovany na spalovné.
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3.5 Biologické vysledky
3.5.1 Aktivita enzymového preparatu (AEP) u AChE a BChE
Aktivita enzymového preparatu AChE a BChE byla stanovena pted zacatkem kazdého

méfeni.

3.5.2 ICsp studovanych inhibitori pri inhibici AChE nebo BChE

Syntéza téchto karbamati méla navazat na ptredchozi studie, jejichz produkty
vykazovaly inhibi¢ni aktivitu proti acetylcholinesteraze a butyrylcholiensteraze. Proto byla
u pripravenych  karbamatli stanovena inhibi¢ni aktivita proti acetylcholinesteraze
a butyrylcholinesteraze.

Jak jiz bylo zminéno v teoretické ¢asti, inhibicni koncentrace ICso vyjadiuje
koncentraci inhibitoru, kdy dojde k poklesu aktivity enzymu na 50 %.

V tabulkach 4 a 5 jsou uvedeny hodnoty inhibi¢ni aktivity proti AChE i BChE
pripravenych karbamatl. Na obrazcich 13 a 14 jsou uvedeny ptiklady grafické zavisloti vo/vi

na koncentraci inhibitoru.

Tabulka 4 - ICso karbamati vychézejicich z 6-fluor-1,3-benthiazol-2-aminu

N
N (|3| \>7NH
TEA
/@ \%NHZ + czl/\o/R - - F ° >/'7O\
F S o} R

¢islo R ICso pM ICso pM
ACHE BCHE
1 CH; 56,27 1,72 87,53 +4,51
2 CHCHj3; 50,47 +0,12 188,51 £12,13
3 CH>CH2CH3 63,68 £0,99 299,42 £1,46
4 CH2(CH3)2 100,24 +1,87 203,90 +4,92
5 CH2CH2CH2CH3 90,36 +1,05 232,65 £11,06
6 CH2CH2(CH3)2 74,26 £1,15 81,06 +0,79
7 CH>CH:Cl 72,06 £2,45 251,90 £14,56
8 CH>CHCl;3 175,21 £26,50 240,58 £31,99
9 CH:CHF; 185,48 +4,23 190,53 £14,59
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Tabulka 5 - ICso karbamatt vychézejicich z 1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)methanamin

hydrochloridu
N ﬁ 10% NaOH /@ \>_\
A\ R — 0
F/(>i8>_\NH2 ,+|-|C| i F NH_/\/O_R
cislo Vzorec ICso pM ICso pM
AChE BChE
10 CH; 230,93 £2,20 149,22 +0,47
11 CH»CHj3; 210,50 +11,85 222,78 £7,67
12 CH>CH>CH3 212,88 £14,32 211,57 £18,51
13 CH2(CHs)2 86,73 £5,60 85,27 +0,80
14 CH>CH>CH2CH3 241,80 £11,68 185,50 £7,09
15 CH2CH2(CHa)2 209,96 +£33,24 149,97 +£9,74
16 CH>CHxCl 259,72 +4.,46 141,61 £8,80
17 CH>CHCI; 227,37 £11,56 6,83 £0,47
18 CH2CHF;3 91,21 £2,61 95,44 +14,98
1.6 -
14 | y = 10003x + 0.9796

Vo/v;

1.2

1
0.8
0.6
0.4
0.2

0

e

R?=0.9692

y =10417x + 0.9753
R?=0.9807

0

0.000005 0.00001 0.000015 0.00002 0.000025 0.00003 0.000035 0.00004
1/01 (™M)

Obrazek 13 - Inhibitor 4: graficka zavislost vo/vi vs. koncentrace inhibitoru (AChE)
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1.6 -

y = 12447x + 1.0009
1.4 - R? =0.9999
12 -
1
-
<08 -
>
06 - y = 11976x + 1.0197
R2=0.9248
0.4 -
02 -
O T T T T T T T 1
0  0.000005 0.00001 0.000015 0.00002 0.000025 0.00003 0.000035 0.00004
1/011 (M)

Obrazek 14 - Inhibitor 6: graficka zavislost vo/vi vs. koncentrace inhibitoru (BChE)

Hodnoty ICso karbamat byly porovnany se standardnimi inhibitory rivastigminem
a galantaminem. Nejvy$§i inhibi¢ni aktivitu proti AChE vykazovala latka ¢.2
(50,47 £0,12 uM), tato hodnota je vSak nesrovnatelnd s inhibi¢ni aktivitou standardnich
inhibitorti. Hodnota ICsop AChE pro inhibitor galantamin pouzivany v praxi je 4 +0,13 uM.

Za zminku stoji latka ¢. 17, kterd vykazovala nejen nejvyssi inhibicni aktivitu proti
BChE (6,83 0,47 uM), ale i1 nejvyssi lipofilitu. Inhibi¢ni aktivita proti butyrylcholiesteraze
latky €. 17 je dokonce niZz8i neZ hodnota standardniho inhibitoru rivastigminu (ICso BChE
19,95 +£0,20 uM).

Obecné nelze fici, kterd série pfipravenych karbamati inhibuje 1épe
acetylcholiensterdzu a butyryclholinesterazu, jelikoz vysledné hodnoty ICso jsou
pro konkrétni karbamaty rozdilné.

Na zavér je nutné dodat, ze inhibicni aktivita latky ¢. 17 je srovnatelna

1 se standardnimi inhibitory pouzivanymi v praxi.

3.5.3 Rozdélovaci koeficient 1-oktanol : voda

Rozdélovaci koeficient 1-oktanol : voda vyjadfuje schopnost latek prochazet
pfes hematoencefalickou bariéru, tedy mezi mozkem a krvi. Cim vy$$i je hodnota
rozdélovaciho koeficientu, tim 1épe inhibitor prochazi skrze hematoencefalickou bariéru.

V tabulce 6 jsou uvedeny rozdélovaci koeficienty v systému 1-oktanol : voda. Nejvyssi
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lipofilitu vykazovala opét latka €. 17. Za zminku stoji relativné dobrd shoda experimentu
(logP experiment) s teorii (logP chemdraw).
Na zakladé hodnot ICsg lze usoudit, ze latky i1 pfes svlij vysoky rozd€lovaci koeficient,

nejsou pouzitelné v praxi.

Tabulka 6 - Rozdélovaci koeficient 1-oktanol : voda

Cislo logP logP tPSA
experiment chemdraw chemdraw
1 2,45 +0,54 2,88 50,69
2 2,98 +0,40 3,22 50,69
3 3,41 £0,51 3,71 50,69
4 3,11 +£0,14 3,28 50,69
5 3,94 £0,52 4,12 50,69
6 3,91 40,40 4,1 50,69
7 3,60 +0,44 3,59 50,69
8 4,70 £0,53 4,61 50,69
9 3,49 +£0,36 3,86 50,69
10 2,88 +0,22 2,62 50,69
11 2,90 +0,21 2,96 50,69
12 3,55 0,35 3,44 50,69
13 3,68 £0,24 3,54 50,69
14 3,98 £0,41 3,86 50,69
15 3,64 £0,60 3,84 50,69
16 3,01 £0,13 3,33 50,69
17 4,06 £0,28 4,35 50,69
18 3,55 +£0,25 3,6 50,69
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4 Zavér

V ramci diplomové prace byla provedena syntéza karbamati vychazejicich z 6-fluor-
1,3-benthiazol-2-aminu a syntéza vychazejici z 1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)methanamin
hydrochloridu. Nasledn¢ byla u téchto karbamath stanovena inhibi¢ni aktivita proti
acetylcholiensteraze a butyrylcholinesteraze.

Cilem diplomové prace bylo nalézt vhodné postupy pro ptipravu anticholinergnich
karbamatii obsahujicich benzthiazolovy blok. V ramci teoretické casti byly popsany
provedené studie, které se zabyvaly prave latkami s benzthiazolovym blokem.

V experimentalni ¢asti byla syntetizovana vychozi latka 1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-
yl)methanamin hydrochlorid a isopropylchlorfomiat. Na zaklad¢ literarni reSerSe byl vyvinut
postup syntézy a nasledné bylo timto postupem piipraveno 18 anticholinergnich karbamata
obsahujicich benzthiazolovy blok. Pro fadu karbamatl, kterd vychézela z 1-(6-fluor-1,3-
benzthiazol-2-yl)methanamin hydrochloridu byl vyvinut postup, ktery lze technologicky
aplikovat. Vytézky karbamatt se pohybovaly v rozmezi 7686 %.

Vsechny pripravené karbamaty byly charakterizovany NMR spektroskopii a bodem
tani. Cistota produktii byla ovéfena elementérni analyzou a HRMS MALDL

Dale byly u pfipravenych karbamatu Ellmanovou metodou stanoveny hodnoty ICso
charakterizujici 1inhibi¢ni aktivitu proti acetylcholienesteraze a butyrylcholinesteraze.
Na zavér byla u téchto karbamatti stanovena lipofilita, kterd vyjadiuje schopnost slouc¢eniny
prochazet skrze hematoencefalickou bariéru.

Hodnoty ICso karbamati byly porovnany se standardnimi inhibitory. Nejvyssi
inhibi¢ni aktivitu proti acetylcholinesterdze vykazovala latka uvedena na obrazku 15. Tato

hodnota je vSak neporovnatelnd s inhibitory pouzivanymi v praxi.

N
N NH
»—o
4
o CHs
ICso AChE 50,47 £0,12 uM

Obrazek 15 - Ethyl(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)karbamat
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Nejvyssi inhibicni aktivitu proti butyrylcholinesteraze vykazovala latka uvedena
na obrazku 16. Inhibi¢ni aktivita této latky je srovnatelnd se standardnim inhibitorem

rivastigminem, ktery se bézn¢ pouziva v praxi. Latka uvedena na obrazku 16 vykazovala také

O;><Cl

Cl

nejvyssi lipofilitu.

ICso BChE 6,83 £0,47 uM
Obrazek 16 - 2,2,2-trichlorethyl[(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)methyl]karbamat
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