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ANOTACE

Moje diplomova prace se zabyvala studiem enzymuU cholinesteraz
(acetylcholinesterazy a butyrylcholinesterazy) a jejich moznych inhibitorg.
Teoreticka Cast této prace se zabyva popisem jejich struktury, funkce a
vyznamu v organismu. Dale se vénuje inhibici cholinesteraz, klasifikaci a vlastni
struktufe rdznych inhibitora. V teoretické Casti této prace jsou popsany metody
stanoveni anticholinergnich aktivit inhibitord a také je popis Schiffovych bazi,

které budou v této praci experimentovany.

V experimentalni Casti se tato prace zabyva stanovenim aktivity
enzymového preparatu (acetylcholinesterazy a butyrylcholinesterazy) a hodnot
ICso studovanych inhibitord pomoci kolorimetrické Ellmanovy metody.
Experimentalni Cast je také vénovana stanoveni rozdélovaciho koeficientu Koy

studovanych inhibitord v systému 1-oktanol:voda.
KLICOVA SLOVA

Acetylcholinesteraza, butyrylcholinesteraza, inhibitory cholinesteraz, Ellmanova

metoda, Schiffovy baze, Alzheimerova choroba



ANNOTATION

My diploma thesis dealt with the study of cholinesterase enzymes
(Acetylcholinesterase and Butyrylcholinesterase) and their possible inhibitors.
The theoretical part of this work deals with the description of their structure,
function and importance in the body. It also deals with cholinesterase inhibition,
classification and structure of various inhibitors. In the theoretical part of this
work are described methods of determination of anticholinergic activities of
inhibitors and also the description of Schiff bases, which will be experimented in

this work

In the experimental part, this work deals with the determination of the
enzyme preparation activity (Acetylcholinesterase and Butyrylcholinesterase)
and ICsp values of the studied inhibitors using the colorimetric Ellman’s method.
The experimental part is also dedicated to the determination of the partition

coefficient (P) of the studied inhibitors in the 1-octanol:water system.

KEYWORDS

Acetylcholinesterase, Butyrylcholinesterase, cholinesterase inhibitors, Ellman’s

method, Schiff bases, Alzheimer’s disease
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1 UVOD

Prvni studie o faktoru, ktery byl schopen hydrolyzovat acetylcholin (ACh)
a jeho dusledky na urovni centralniho nervového systému (CNS) pochazeji
z roku 1914 a 1921, resp.

Henry Hallet Dale (1975-1968) byl anglicky farmakolog a fyziolog. V roce
1936 ziskal spole¢né s Otto Loewim (1873-1961) Nobelovu Cenu za fyziologii
nebo lékafstvi, a to za vyzkum role acetylcholinu pfi pfenosu ve vegetativni

nervoveé soustave.

V roce 1921 Otto Loewi objevil, Ze latka umozriujici pfenos vzruchl na

parasympatickych spojich je Acetylcholin.

Edgar Stedman (1890-1975) a jeho tym nasli cholinesterazovou aktivitu

v krvi, a tak nazyval tento faktor cholinesterazou (ChE) [1].

Pozdéji byla popsana existence dvou cholinesteraz: jedna erytrocitarni,
aneb prava Acetylcholinesteraza (AChE), a druha plazmaticka
(pseudocholinesteraza) tzv. Butyrylcholinesteraza (BChE). AChE (E.C.3.1.1.7)
se nachazi v erytrocytech, nervovych zakoncCenich a v Sedé hmoté mozku.
BChE (E.C.3.1.1.8) se nachazi v jatrech, pankreatu, srdci, bilé hmoté mozku a

plazmé [2].

Analyza téchto enzymu a jejich aktivity je Kklinicky vyznamna pfi
diagnostice jaternich komplikaci, studii nemoci jako Alzheimerova choroba

(AD), ale i dalSich metabolickych poruch (napf. Diabetes Mellitus typu 2).

Co se tyCe CNS, fada téchto slouCenin se také objevila jako Iéky pro
léCbu AD a Myasthenia gravis. Tyto jsou zalozeny na pfedpokladu, ze zvySenim
dostupnosti ACh u acetylcholinovych receptorl v mozku muaze vést k lepSimu

pFenosu signall mezi neurony, ktery zlepsi kognitivni funkci [3].
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Enzymy
Enzymy jsou bud jednoduché Ci slozené bilkoviny, které maiji katalytickou
aktivitu. Tyto bilkoviny urCuji rychlost a povahu ridznych chemickych reakci a

vétSiny biochemickych procesu ve vSech Zivych organismech [4].

Prakticky vSechny Cetné a slozité biochemické reakce jsou regulovany
enzymy. Tyto katalytické proteiny jsou uCinné a specifické — to znamena, ze
urychluji rychlost jednoho druhu chemické reakce jednoho typu slouCeniny a

délaji to mnohem ucinnéji nez lidské katalyzatory.

Enzymy jsou fizeny aktivatory a inhibitory, které iniciuji nebo blokuji
reakce. VSechny bunky obsahuji enzymy, které se obvykle liSi v poCtu a

slozeni, v zavislosti na typu bunky [5].

2.1.1 Role enzymu v organismu
Enzymy pomahaji rozlozit rizné velké molekuly, jako jsou bilkoviny, tuky
a sacharidy, na mensi molekuly. Tento proces nastava béhem traveni potravin
v Zaludku a dale ve stfevech. Enzymy také podporuji tvorbu velkych, vice
komplexnich molekul. Jsou odpovédné za fadu dalSich funkci, které zahrnuji
skladovani a uvolfovani energie, prabéh reprodukce, procesy dychani a zraku

apod., jsou nepostradatelné pro zivot [6].

2.1.2 Mechanismus pusobeni
Aby reakce nastala, molekuly reaktantd musi obsahovat dostatecnou
energii k prekroeni potencialni energetické bariéry, tedy aktivacni energie.
VSechny molekuly maji rizné mnozstvi energie, ¢im je potencialni bariéra pro
reakci nizSi, tim vice reaktanti ma dostateCnou energii, a tim rychleji dojde
k reakci. VSechny katalyzatory, vC€etné enzymu, pulsobi vytvofenim
pfechodného stavu s reakCnimi slozkami nizSi volné energie, nez by se

nachazely v nekatalyzované reakci [7].

V prvnim kroku dojde k tvorbé& komplexu enzym-substrat (E-S), ktera
probiha rychle a reverzibilné. Dale se substrat za katalyzy enzymem pfeméni
v produkt. Z komplexu vznika komplex enzym-produkt (E-P), ktery se rozpada
za uvolnéni produktu. Tato reakce probiha pomalu a ireverzibilné (Obr. 1).
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Reakce se dal rozdéli na nékolik postupnych kroku, pfi kterych vznika
tzv. pfechodny stav (transition state). Aktivacni energie potfebna k vytvoreni
kazdého meziproduktu a k preméné E-S na E-P je pofad nizSi nez pfi pfimeé
pfeméné substratu na produkt, i kdyz celkové energie obou reakci jsou stejné

[8].

E+8S =/ S — P — E+ P

Enzyme changes shape Products
Substrate slightly as substrate binds
{ Active site r

2 SV
W W

Substrate entering Enzyme/substrate Enzyme/products Products leaving
active site of enzyme complex complex active site of enzyme

Obrazek 1 Mechanismus pusobeni enzymu a tvorba komplexu

2.2 Cholinesterazy
Jsou to enzymy, které patfi do skupiny SirSi rodiny a/ hydrolaz. Mohou
byt rozdéleny do dvou odliSnych skupin: ty, které katalyzuji hydrolyzu ACh na
cholin a acetat (tedy AChE) a ty, které katalyzuji pfeménu jinych acylcholind na
cholin a slabou kyselinou (tedy BChE) [9]. Tyto reakce jsou nezbytné pro

umoznéni navratu cholinergniho neuronu do klidového stavu po aktivaci.

Tyto enzymy hydrolyzujici estery cholinu jsou klasifikovany podle jejich
lokalizace v tkanich, specificity substratu a jejich inhibice rdznymi dalSimi
slou€eninami. Také splfuji rizné funkce jako ukon&eni synaptické reakce ACh
(AChE umoznuje pfesnou kontrolu doby trvani synaptické aktivace) a regulaci

pFenosl nervovych signall v cholinergnich synapsich [10].

Ale tyto enzymy s cholinesterazovou aktivitou mohou byt inhibovany
nékterymi chemickymi Cinidly, jako jsou insekticidy organického fosforu (OP) a

karbamaty (CB), stejné jako nékteré tézké kovy a detergenty [11].

Cholinesterazy Ize analyzovat ve velkém mnozstvi organickych tkani, ale

ukazalo se, Ze jejich stanoveni v plné krvi pfedstavuje fadu vyhod, jako
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snadnost ziskavani a manipulace se vzorky, moznost analyzy AChE a BChE ve
stejném vzorku, pouZiti malého objemu vzorku a mala interference hemolyzy ve

spektrofotometrickych analyzach [9].

2.2.1 Acetyicholinesteraza
Acetylcholinesteraza (se symbolem AChE; EC. 3.1.1.7) je enzym, ktery
je kdédovan genem na chromozomu 7 (7922). Je to primarni cholinesteraza
v organismu katalyzujici rozklad Ach a nékterych dalSich ester cholinu, které

slouZzi jako neurotransmitery.

AChE se syntetizuje v kostni dfeni a nachazi se v mnoha typech tkani:
nervové a svalové, centralni a periferni tkané, motoricka a senzoricka vlakna,
cholinergni a necholinergni vlakna. Také se nachazi na membrané neuronu a
erytrocyt. Aktivita AChE je vyS$Si u motorickych neuronl nez u senzorickych

neuronu [12].

2.2.1.1 Struktura AChE

AChE je glykoprotein, ktery existuje v nékolika formach. V dusledku
rozmanitosti v chemické strukture jsou nékteré formy AChE hydrofobni, zatimco
jiné jsou hydrofilni. Hydrofilni druhy obecné funguji v bunkach, kde Stépi
nadbyte€nou koncentraci intracelularniho AChE; hydrofobni (lipidové vazané)
druhy jsou vSak primarnimi Ciniteli inaktivace Ach, pracuji v synaptické Stérbiné
nebo v neuromuskularnim spojeni, kde rozdéluji Ach na jeho slozky: acetat a
cholin. Tyto hydrofobni AchE jsou vloZzeny do postsynaptické membrany a

umistény blizko receptorovych molekul, aby se zajistila inaktivace ACh [13].

Stanovenim krystalové struktury rentgenovou analyzou u parenojka
Torpedo Californica v 90. letech se umoznila vizualizace trojrozmérné struktury
AChE. To také umoznilo identifikaci aktivniho mista AChE, které se nachazi na
dné prohlubné lemované prevazné aromatickymi zbytky [14, 15].

Jedna se o monomer, a/ protein, ktery obsahuje 537 aminokyselin a
sklada se z 12 B skladanych listu obklopenych 14 a helixy (Sroubovicemi) [14].
Struktura 3D AChE je zobrazena na obr. 2.
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Obrazek 2 Struktura AChE

2.2.1.2. Funkce AChE
Uginek ACh na synapsi konéi aktivitou enzymu AChE, ktery rychle
hydrolyzuje ACh na acetat a cholin skoro jednu milisekundu poté, co byl

uvolnén ACh, a tim reguluje koncentrace tohoto neurotransmiteru v synapsi.

Béhem neurotransmise je ACh uvolfiovan z presynaptického neuronu do
synaptické Stérbiny a vaze se na receptory ACh na postsynaptické membrané,
pficemz pfrenasi signal z nervu. AChE, také umistény na postsynaptické
membrané, ukoncuje pfenos signalu hydrolyzou ACh. Uvolnény cholin je opét
vychytan presynaptickym neuronem a ACh je syntetizovan kombinaci s Acetyl-

CoA pusobenim acetylcholintransferazy [16].

Biologicka funkce neni omezena jen na hydrolyzu ACh. V CNS, AChE
vykazuje Sirokou distribuci a ne vzdy souvisi s aktivitou acetylcholintransferazy,
coz je markérem cholinergniho systému [17]. Role AChE v synaptické Stérbiné

se zobrazuje na obr. 3.
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Axon
terminal

Mitochondrion

@ Acetylcholine (ACh) is made
from choline and acetyl CoA.

Synaptic

@ In the synaptic cleft ACh is rapidly
vesicle

broken down by the enzyme
acetylcholinesterase.

A\ Cholinergic @ Choline is transported back into
‘ receptor the axon terminal and is used
W to make more ACh.
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Obrazek 3 Role AChE na synaptické Stérbiné
2.2.1.3 Acetylcholin

ACh je organicka latka, ktera funguje v mozku a téle nékolik druhd zvirat,
vCetné Clovéka, jako neurotransmiter — chemicka zprava uvolnéna nervovymi
bufkami pro vyslani signald do jinych bunék. Spliuje fyziologicke,

farmakologické funkce a jejich receptory se nachazi na obou koncich neuron.

Také se podili na podpofe bdélosti, pozornosti a u€eni. Je zodpovédny
za neuromuskularni spojeni. Pomaha kontrakci kosterniho svalstva a ma

mnoho zdravotnich vyhod [16].

Proces, kterym jsou nervové signaly sdélovany, se nazyva synapticky
pfenos a muze byt rozdélen do 4 kroku. Za prvé, ACh musi byt syntetizovan a
uloZen ve vezikulach, takze kdyz se akéni potencial dostane na konec nervu, je
burfika pfipravena pfedat jej dalSimu neuronu. Poté, kdyz na terminal dorazi
akéni potencial, musi byt ACh rychle a uc€inné uvolnén zterminalu do
synaptické Stérbiny. ACh musi pak byt rozpoznan selektivhim receptorem na
postsynaptické burice, aby mohl projit signalem a zahajit dal$i akéni potencial.
Nebo v nékterych pfipadech, receptory blokuji signaly jinych neurond, které se
také pFipojuji k tomuto postsynaptickému neuronu [18]. Strukturni vzorec ACh je

zobrazen na obr. 4.
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Obrazek 4 Strukturni vzorec ACh
2.2.1.3.1 Syntéza a degradace ACh

ACh je syntetizovan v cholinergnich neuronech reakci cholinu a acetyl-
koenzymu A (acetyl-CoA) katalyzovanou cholin-acetyltransferazou (ChAT). ACh
je dal ukladan do synaptickych vezikul, ale &ast ACh zustava volna
v cytoplazmé. Po uvolnéni do synaptické Stérbiny je nenavazany ACh velmi
rychle hydrolyzovan AChE na acetat a cholin (rychlosti 10* az 10°> molekul za
sekundu). VétSina cholinu je poté prenesena vysokoafinitnim pfenosovym
systémem zavislym na Na® zpét do presynaptického zakonéeni a pouZita pfi
syntéze ACh. Je mozné, Ze rychlost syntézy ACh je urCena acetyl-CoA (jeho
prekurzorem v mozku je pyruvat, produkt glykolyzy), popf. jeho pfenosem

z vnitini membrany mitochondrii do cytoplazmy [19, 20]. Cely proces je popsan

na obr. 5.
syntéza chnllnacetyllmnsfeté:?y
axoplazmaticky transport (\
| nervovs zakondeni|  uptake glukézy ™

P uptake cholinu }

metabolismus gluldzy '
mitocrhiondrigind enzymy

acetylkocenzym A + cholin
T& chalinacelyifransferaza
acetylcholin + koenzym A

o

vacky <P vaolny v cytoplazims
uvolnény acetylcholin

hydrelyza acetyicholinesterdzou
cholin + kys. octova

Obrazek 5 Syntéza a degradace ACh
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2.2.2 Butyrylcholinesteraza
Butyrylcholinesteraza (EC 3.1.1.8) znama také jako
pseudocholinesteraza, je enzym schopny hydrolyzovat mnoho riznych esterd
na bazi cholinu. Syntetizuje se v jatrech, a muze se nachazet v plazmé,
v jatrech, hladkém svalstvu, stfevech, pankreatu, srdeCnim svalu a nervové
tkani. Polo¢as BChE je pfiblizné 10 az 14 dnu [21].

Ackoli BChE eliminuje neurotransmiter ACh, neni nezbytny pro pohyb
nebo jiné cholinergni funkce. Role BChE v organismu neni dosud piné
objasnéna, ale muze byt fyziologickym regulatorem hormonu ghrelinu (také
znamy jako hladovy hormon), ktery je produkovan v gastrointestinalnim traktu

(GIT) a hraje vyznamnou roli v regulaci energetické homeostazy [22]

2.2.2.1 Struktura BChE
Krystalova struktura BChE je velmi podobna struktufe AChE. Sklada se z
periferniho aniontového mista, které se nachazi na povrchu enzymu; z uzké
prohlubné, ktera je lemovana 8 aromatickymi zbytky aminokyselin; a z aktivniho
mista na dné prohlubné enzymu. VétSinou se BChE vyskytuje jako tetramer, a

celkova hmotnost jedné podjednotky je 85kDa [21].

2.3 Inhibice cholinesteraz
Aktivitu ChE (jak AChE, tak i BChE) Ize zvySovat (aktivaci enzymu),
modulovat nebo snizovat (inhibici enzymu). Inhibice ChE muze probihat na 2
mistech povrchu enzymu, jsou to aktivni misto (esterické) a aniontové misto, na

kterém dojde k vzniku vazby kationické ¢asti molekuly.

Inhibitory AChE (Casto zkraceny AChEI), anebo anticholinesterazy jsou
chemické latky, které inhibuji enzym AChE z rozkladu Ach, ¢imz se zvySuje jak

hladina, tak doba trvani u¢inku neurotransmiteru ACh [23].

Anticholinesterazy jsou tfidou chemikalii, které mohou zaujmout misto
Ach v aktivnim misté AChE, coz vyznamné sniZuje schopnost neurotransmiteru
vazat se na AChE a tim omezuje rychlost, kterou muze byt Ach rozdélen.
Vzhledem ktomu, Ze neexistuje mechanismus presynaptického zpétného
vychytavani k transportu Ach zpét do presynaptické buriky a Ze Ach nelze
snadno rozpustit v okolnim médiu, pfitomnost inhibitord AChE vede
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k nadmérnému hromadéni Ach na synapcich. Toto hromadéni vede ke zvySené
hladiné aktivity ACh u postsynaptickych receptorovych molekul a nasledné

k nepfetrzitému ak&nimu potencialu [24].

Inhibice ChE je vyuzivana v Iékafstvi, zemédélstvi, monitoringu zivotniho
prostfedi a diagnostice mnoha nemoci. Inhibitorll ChE bylo bohuzel zneuZito i

pfi teroristickych utocich a vojenskych operacich.

2.3.1 Vyznam inhibitord cholinesteraz
SoucCasné pristupy klécbé kognitivnich symptomd riznych nemoci
zdUraziuji pouZziti inhibitord ChE. Zmény hladin AChE a jejich vlastnosti byly
hlaSeny u nékolika neurodegenerativhich onemocnéni, jako AD, Parkinsonova
choroba a Myasthenia Gravis. Tyto 3 onemocnéni jsou nejvice studované

neuropatologie souvisejici se zménami AChE.

Mezi aplikace pouziti inhibitorl ChE patfi:

K IéEbé Myasthenia gravis (zvy$eni neuromuskularniho pfenosu)

K Ié¢bé glaukomu

- Jako antidotum anticholinergni otravy

- K Iécbé neuropsychiatrickych symptomu onemocnéni, jako AD,
zejména apatie

- Klécbé kognitivnich (vétSinou pamétovych a poruch uceni)
symptomud demence

- K Iécbé u pacientu se schizofrenii (existuje nékolik dikazl, které
naznacuji u€innost pfi IéCbé pozitivnich, negativnich a afektivnich
symptomu)

- KIlécbé autismu a ke zvySeni procenta rychlého pohybu oéi u
autistickych déti béhem spani (podporuji lucidni snéni) [25]

- Vyskytuji se pfirozené jako jedy

- Pouzivaji se jako zbrané ve formé nervovych €inidel

- Pouzivaji se jako insekticidy.

2.3.2 Klasifikace inhibitoru cholinesteraz
Inhibitory ChE Ize rozdélit do dvou skupin: ireverzibilni (nevratné) a

reverzibilni. Reverzibilni inhibitory, kompetitivni nebo nekompetitivni, maji
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vétdinou terapeutické aplikace, zatimco toxické uc€inky jsou spojeny

s ireverzibilnimi modulatory aktivity AChE.

Uginek, ktery mdze mit specificky inhibitor na téle, zavisi do jisté miry na
chemickych vlastnostech molekuly a sile vazby, kterou tvofi s AChE. Tyto
vazby mohou odolavat hydrolytickému $tépeni po dobu az nékolik hodin,
zatimco inhibuji veSkerou normalni aktivitu AChE a vedou k nadmérnému a

mozna i toxickému hromadéni Ach u cholinergnich synapsi [23].

2.3.2.1 Reverzibilni inhibitory
Reverzibilni inhibitory ChE hraji vyznamnou roli ve farmakologické
manipulaci enzymové aktivity. Tyto inhibitory zahrnuji slou€eniny s rGznymi
funkénimi skupinami (karbamaty, kvartérni nebo terciarni amoniovou skupinu) a
jsou pouzivany pfi diagnostice a IéCbé rlznych onemocnéni, jako jsou:
Myasthenia gravis, AD, pooperacni ileus, poruchy mo¢ového méchyre, glaukom

a takeé jako antidotum k anticholinergnimu pfedavkovani.

2.3.2.1.1 Donepezil
Jedna se o nekompetitivni, rychle reverzibilni inhibitor ChE (pusobi cca
do 1ms), ktery se pouziva pfi symptomatické 1écbé AD. Jeho ucinek inhibuje
hydrolyzu AChE, a kompenzuje timto zplsobem ztratu funkce cholinergnich

neuronu, ke kterym dochazi u tohoto onemocnéni [26].

Struktura donepezilu (2- [(1-benzyl-4-pyperidyl)methyl]-5,6-dimethoxy-

2,3-dihydroinden-1-on) je zobrazena na obr. 6.

Obrazek 6 Struktura denezepilu

Donepezil byl schvalen v roce 1996 pro IéEbu AD, byl navrzen jako
bivalentni inhibitor AChE z fyzostigminu [27]. Donepezil se mize akumulovat
v plazmé&, ma dlouhy polo€as (zhruba 70 az 90 hodin) a je skoro Uplné vazan na
plazmatické proteiny (96%). Tento inhibitor je metabolizovan jaternimi
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cytochromy a muZze interagovat s daldimi IéCivy metabolizovanymi stejnou

drahou [28]. Doporu€ovana davka je 5-10 mg/den.

Donepezil pfedstavuje nakladové efektivni I€éEbu, muze poskytnout mirny
pfinos pro kognici, chovani a aktivitu kazdodenniho Zivota v mirné i zavazné
AD, coz pfispiva ke zpomaleni progrese onemocnéni a k menSimu rozvoji.
Pacienti s vaskularni demenci mohou mit také prospéch z donepezilu

podobnym zplsobem jako pacienti s AD [29, 30].

Mezi nezadouci ucinky donepezilu patfi gastrointestinalni anomalie —
nevolnost, prajem, anorexie, bolesti bficha, zvySeni srde¢niho vagalniho ténu

zpusobujiciho bradykardii.

2.3.2.1.2 Rivastigmin
Jedna se o nekompetitivni, velmi pomalu pusobici reverzibilni inhibitor
(plsobi do 6 az 8 hodin). Je to ucinny karbamat, ktery blokuje aktivitu ChE
vazbou na esterické Casti aktivniho mista enzymu. Dokaze inhibovat jak AChE,
tak BChE. Rivastigmin byl schvalen v roce 2000 a pouziva se pfi |éCbé mirné
az stfedni AD ve vice jak 60 zemich [31]. Struktura rivastigminu je zobrazena

na obr. 7.

Obrazek 7 Struktura rivastigminu

Tento lék se podava oralné ve formé kapsli nebo transdermalni naplasti,
a ma dobrou absorpci [32]. Rivastigmin mizi rychle z plazmy, s poloCasem 1-2
hodiny, ma relativni nizkou vazbu na plazmatické proteiny, neni metabolizovan
v jatrech a je vyluGovan moci. Na rozdil od jinych inhibitor(, malo interaguje

s dalSimi léky [33]. Doporucena davka je 3 mg/den.

Mezi nezZadouci ucinky rivastigminu patfi nauzea, nevolnost,
nechutenstvi, bolesti hlavy, bolesti bficha a zavraté. Maze byt taky aplikovan pfi

léCbé Lewyho télisek a demence zplsobené Parkinsonovou chorobou [34].
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2.3.2.1.3 Galantamin
Je to terciarni alkaloid, kompetitivni a rychle pusobici reverzibilni inhibitor
(pusobi do 1ms), ktery inhibuje pouze AChE, a to vazbou na aniontovém misté
cholinu a katalytickém vazebném mistu [35]. Tento alkaloid se mlze izolovat
z kvétin Galanthus Caucasicus (kavkazska snézenka), Galanthus woronowii
(snézenka Voronovova) a nékterych dalSich ¢lent Celedi Amaryllidaceae, jako
Narcissus (narcis) a Leucojum Aestivum (bledule) [36]. MUzZe byt také vyrabén

synteticky. Struktura galantaminu je zobrazena na obr. 8

Obrazek 8 Struktura galantaminu

Tento Iék se podava oralné, prfes kapsule anebo transdermalni naplasti.
Pocate¢ni davka je 1,5 mg dvakrat denné. Potom se mlze davka zvysit az na
12 mg dvakrat denné, coz je efektivni doporuCena davka. Galantamin se
pouziva pfi 1é¢bé symptomu mirné a stfedni AD a dalSich poruch paméti, jako
je demence. Také se pouziva pfi neuromuskularnich onemocnénich nebo

k antagonizaci dechové deprese vyvolané léky [37].

Podobné jako rivastigmin, galantamin se nekumuluje skoro v organismu,
ma kratky plazmaticky poloas (5 az 6 hodin) a nizkou vazbu na proteiny. Je

metabolizovan jaternim cytochromem P450 [38].

Stejné jako ostatni inhibitory, muize zpusobovat gastrointestinalni

problémy.

2.3.2.1.4 Takrin
Takrin (aminoakridin takrin,1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-amin) byl prvni 1€k
schvéleny pro |éCbu AD vroce 1993. Bohuzel, podavani takrinu je spojeno
s vysokym vyskytem hepatotoxicity. Je uc€innym inhibitorem jak AChE, tak
BChE [39]. Jedna se o nekompetitivni reverzibilni inhibitor ChE, ktery se vaze

na aniontové misto enzymu. Struktura takrinu je zobrazena na obr. 9.
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Obrazek 9 Struktura takrinu

Vzhledem ktomu, Ze zpusoboval fadu nezadoucich ucinka jako je
nevolnost, zvraceni, zavraté, zachvaty a dalSi poruchy védomi a Zze mél kratky
poloCas rozpadu (byl nutné podavan cCtyfikrat denné), byla IéEba Takrinem

v USA v roce 2013 zruSena kvUli obavam o bezpecénost [40].

2.3.2.1.5 Huperzin AaB
Jedna se o pfirodni alkaloidy, které pochazeji z ¢inské plavuné Huperzia
serrata [41]. Jsou to pfirodni inhibitory AChE, které prokazali, ze maiji
mnohostranné farmakologické ucinky: na rozdil od ostatnich inhibitord ChE,
huperzin A |épe pfestupuje pfes hematoencefalickou bariéru, inhibuje déle

AChE a ma vysSi biologickou dostupnost.

Ruzné klinické studie prokazaly, Ze podavani huperzinu A mulze
vyznamné zlepSit pamét, kognitivni schopnosti a denni Zivotni schopnosti
pacientt s AD bez zavaznych vedlejSich u€inkl. Kromé toho, Ze je huperzin
indikovan pro AD, je také pouzivan pfi 1éCbé poskozeni paméti u pacientd
s vaskularni demenci (VaD), pacientl se schizofrenii a poruch spanku v trpicich

nespavosti [42].

Struktury huperzinu A a B jsou zobrazeny na obr. 10.

Huperzina A Huperzina B

Obrazek 10 Struktury huperzinu A a B
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2.3.2.2 Pseudo-ireverzibilni inhibitory
Jsou to takové inhibitory ChE, které se vazou kovalentné na enzym. Tato
kovalentni vazba je pak pomalu pferusovana a molekula enzymu muze byt
zase k dispozici. Do této skupiny inhibitord patfi karbamaty, které vytvaFi

karbamoylovy komplex se serinovymi zbytky AChE.

Jsou to organické slouceniny, které jsou odvozené od kyseliny
karbamidové (NH,COOH). Struktura karbamatl je zobrazena na obr. 11., kde X
muze byt kyslik nebo sira (thiokarbamat), R1 a R2 jsou obvykle organické nebo
alkylové substituenty, ale R1 nebo R2 mohou byt také vodik, a R3 je vétSinou

organicky substituent nebo nékdy i kov [43].

X
R1 )J\ R3

Rs

Obrazek 11 Struktura karbamatt

Mechanismem ucinku karbamatovych inhibitori na ChE je acylace
(karbamoylace) aktivniho mista enzymu po rozstépeni esterové vazby — zbytek
karbamové kyseliny se navaze na serinovou —OH skupinu aktivniho mista.

Polo¢as komplext karbamati se pohybuje v fadech desitek minut az hodin.

Znamym zastupcem karbamatu je Fyzostigmin, ktery je izolovan
z kalabarovych semen rostliny Physostigma venenosum, a ma rdzné

farmakologické ucinky uplatiujici se pfi Ié€bé Myasthenia gravis [44].

NejpouzivanéjSi zastupci karbamatl, v ramci terapeutického vyuzivani,

jsou:

- Neostigmin (neostigmin bromid, neostigmin methylsulfat)
- Pyridostigmin (pyridostigmin bromid)
- Distigmin (distigmin bromid)

- Ambenonium [45].
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Tyto inhibitory se pouzivaji k terapii postoperacnich atonii mocCového

méchyfe a stfev a k terapii Myasthenia gravis.

Dale se karbamaty pouzivaji jako insekticidy (primicarb, Sevin, karbaryl,

karbofuran), herbicidy, moluskucidy, fumiganty a fungicidy [46, 47].

2.3.2.3 Ireverzibilni inhibitory

Ireverzibilni inhibitory jsou také znamé jako inaktivatory enzymu. Do té
skupiny patfi organofosfaty. Organofosfaty (také znamé jako fosfatové estery
nebo OP) jsou tfidou organofosforovych slou€enin s obecnou strukturou
O=P(OR)3. Mohou byt povazovany za estery kyseliny fosfore¢né. Jejich
inhibiéni u€inek je zalozen na fosforylaci serinové hydroxy skupiny v aktivnim
misté enzymu (jak AChE, tak BChE). Na rozdil od reverzibilnich inhibitoru, tyhle
slou€eniny reaguji s enzymem a vytvari silnou kovalentni vazbu, a tim jejich
reakce trva déle [48]. Jejich struktura je zobrazena na obr. 12., kde R1 nebo R2
jsou arylové nebo alkylové skupiny, které jsou vazany k atomu fosforu bud

pfimo nebo prostfednictvim atomu kysliku nebo siry.

X
RL\PI)//R2

o (S)

Obrazek 12 Obecna struktura organofosfatl

OP maji své hlavni toxikologické ucinky diky fosforylaci esteraz v CNS.

Akutni toxické ucinky jsou spojeny s ireverzibilni inaktivaci AChE [49].

Tyto latky jsou absorbovany do téla vSemi moznymi cestami, vCetné
kize, plic, GIT a spojivky; mohou také vstoupit do téla injekci, i kdyz se jedna o
vzacny pfFipad. Nékteré ztéch latek se pouzivaji klécbé glaukomu a
jejichz peroralni letalni davka pro Clovéka se odhaduje na miligram nebo méné
[50]. OP insekticidy patii mezi skupiny nejvice toxickych pesticida.

Mezi pfiznaky a symptomy inhibice ChE pfed expozici OP patfi:
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V mirnych pfipadech (od 4 do 12 hodin kontaktu): unava, slabost,
zavraté, nevolnost, rozmazané vidéni

V mirnych pfipadech (od 12 do 24 hodin kontaktu): bolesti hlavy,
poceni, slzeni, slintani, zvraceni, vidéni tunelu, zaSkuby

V tézkych pfipadech (po pokracujici denni absorpci): abdominalni
kieCe, moceni, prujem, svalové tfesy, ohromujici chulze,
hypotenze, pomaly srdecni tep, potize s dychanim, smrt (pokud

nejsou okamzité léCeni |€kafem) [51].

Typy a zavaznost symptomu inhibice ChE zavisi na toxicité pesticidu,

mnozstvi pesticidu, zplsobu a trvani expozice.

2.3.2.3.1 Pesticidy

Organofosfatové pesticidy (OPP) inhibuji neuromuskularni enzym, ktery

je nezbytny pro normalni funkci u hmyzu, ale také u lidi a mnoha dalSich zvirat.

Tyto pesticidy mohou vstoupit do téla prostfednictvim absorpce kize, inhalace

nebo poziti. Mohou ovlivnit aktivitu ChE jak v erytrocytech, tak v krevni plazmé.

v

Mezi nejdulezitéjSi OPP patfi:

Acephate (orthene)
Aspon

Carbophenothion (trithion)
Coumaphos

Demeton

Dichlorvos (DDVP, Vapona)
Diazinon

Fenthion

Mevinphos (phosdrin)
Parathion

Phosalone (Zolonc)

TEPP

Terfubos (Counter) atd.

OPP rychle degraduji hydrolyzou pfi vystaveni slune¢nimu zareni, ptudé

a vzduchu, i kdyz v potravinach a pitné vodé Ize zjistit mala mnozstvi OPP [52].
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2.3.2.3.2 Organofosfatové nervové latky
Nervove latky, také znamé jako nervové plyny, jsou tfidou organickych
chemikalii, které naruSuji mechanismy, kterymi nervy pfenaseji signaly do
vSech organl. NaruSeni je zplUsobeno blokaci AChE, ktera katalyzuje rozklad

neurotransmiteru ACh.

Na zacCatku 20. stoleti v Némecku se syntetizovali pfi hledani novych
insekticidl tetraethylpyrofosfat (TEPP), sarin, tabun a soman, a zacaly se
testovat jejich ucinky na zivé organismy. Z nich, tabun, sarin a soman patfi
k nejdéle znamym zastupcim OP. Pro vysokou toxicitu jsou tyto latky
pouzivany jako nervové paralytické bojové chemické latky. Dale Britové pozdéji
produkovali dalSi nervovy agens, pojmenovany VX; Po druhé svétové valce,
americké spolecnosti syntetizovaly dalSi latky, které byly pouzivany jako

pesticidy, jako malathion, azinfosmethyl, DDT, dieldrin [53].

Sarin (oznaceni NATO GB, fada G, ‘B’) je extrémné toxicka synteticka
OP sloucenina, bezbarva kapalina bez zapachu, ktera se pouziva jako
chemicka zbran diky své extrémni ucinnosti jako nervové cCinidlo. Expozice je
smrtelna i pfi velmi nizkych koncentracich, kdy smrt mGze nastat béhem jedné
az deseti minut po pfimé inhalaci letalni davky v dusledku uduseni z paralyzy
plicnich svall. Lidé, ktefi byli vystaveni neletalni davce a nedostavali okamzitou

lékaFskou péci, mohou trpét trvalym neurologickym poskozenim [54, 55].

Tabun je extrémné toxicka chemicka latka, je Cista, bezbarva a bez chuti
tekutina se slabym ovocnym zapachem. Jako nervové Ccinidlo, smrtelné
zasahuje do normalni funkce CNS savcUl. Jeho vyroba je pfisné kontrolovana a
skladovana. Tabun byl prvni z nervovych agens, ktery byl syntetizovan.
Symptomy expozice Tabunem zahrnuji nervozitu, neklid, nadmérné slinéni,
dusnost, poceni, bradykardie, ztrata védomi, kfeCe, apnoe (zastavené dychani)
a puchyre [56, 57].

Soman je dalSi extrémné toxicka latka. Toto nervové Cinidlo interferuje
s normalni funkci CNS savcl inhibici ChE (jak AChE, tak BChE). Je
klasifikovan jako zbran hromadného ni¢eni. Jeho vyroba je pfisné kontrolovana
a skladovana. Soman byl tfeti z takzvanych nervovych agens fady G. Je to

Cista, zZirava a bezbarva kapalina se slabym zapachem. Je vice letalni a
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ucinnéjSi nez sarin nebo tabun. Jednim z prvnich pozorovatelnych pfiznaki
otravy je mi6za (nadmérné zuzeni zornice), dale jsou zvraceni, extrémni bolest
svalu. Tyto pfiznaky se projevu;ji jiz 10 minut po expozici a mohou trvat mnoho
dni [57, 58, 59].

VX bylo vyvinuto pro vojenské pouziti v chemické valce. V jeho Cisté
formé, je to olejnata, relativné netékava kapalina. Vzhledem k nizké tékavosti,
VX pretrvava v prostredi, kde je rozptylen. VX, zkratka pro ‘Venomous agent X’
(Jedovaty agens X) je jeden z nejznaméjSich nervovych agens a byl nejprve
objeven v ¢asnych 50. letech b&éhem vyzkumu novych pesticidu. Jako chemicka
zbran je zafazena mezi zbrané hromadného niceni. VX blokuje pusobeni AChE,
coz vede k hromadéni Ach, na molekularni urovni to vede k pokracujici
stimulaci a pfipadné unavé postizenich ACh receptoru. VEasné pfiznaky
expozice zahrnuji lokalni poceni, svalové zaskuby v oblasti expozice, nevolnost,

zvraceni, bronchialni konstrikce, miéza a popfipadé i smrt [54, 57, 60].

Stejné jako sarin, cyklosarin je kapalné OP nervové Ccinidlo. Je to
bezbarva kapalina se sladkou vani pfipominajici broskve nebo Selak. Na rozdil
od sarinu, cyklosarin je velice hoflavy a vykazuje podstatné vysSi toxicitu u
Clovéka [57, 61].

fvevivs

nervovymi latkami. Akutni otrava nervovym Cinidlem vede ke kontrakci zornic,
hojnému slinéni, kife€im, nedobrovolnému moceni a defekaci a pfipadné smrti

zaduSenim, protoze kontrola je ztracena nad dychacimi svaly.

Struktury vSech vySe uvedenych latek jsou zobrazeny na obr. 13.
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Obrazek 13 Struktury vybranych nervovych latek

2.4 Metody stanoveni anticholinergnich aktivit
VSechny biologické pokusy, které méfi aktivitu enzymu AChE, jsou
v souCasné dobé pouzivany v Sirokém spektru riznych oborl, od mediciny po
integrovanou ochranu proti hmyzu. Mnohé z téchto sloucenin jsou zalozeny na
inhibitorech tohoto enzymu, jako jsou organofosfatové a karbamatové
slou€eniny. Metody, které se pouzivaji v sou€asné dobé pro testovani inhibicni

schopnosti slou€enin, jsou zalozeny na riznych reakcich a principech.

Je velice dulezité mit spolehlivé metody pro méfeni aktivity AChE
v biologickych vzorcich nejen z ddvodu jejich dulezitosti ve fyziologickych
studiich, ale také pfi navrhovani novych Iéka a IéCiv a pro neurodegenerativni
onemocnéni, jako je AD; jako bioindikatory kontaminace Zivotniho prostfedi a

pro navrhovani novych produktd pouzivanych pfi hubeni Skidcl [62].

Pfi stanoveni enzymovych aktivit se musi respektovat urcité podminky.

Mezi né patfi:

- Vysledek stanoveni aktivity enzymu je zavisly na pouZzité metodé
- Aktivitu je nutno méfit za pfesné definovanych experimentalnich

podminek
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- Podminky méfeni je nutno optimalizovat (pouzivat nejvhodné;si
typ pufru a jeho koncentrace, pH, pfesny pfidavek aktivatoru, typ
substratu a jeho koncentrace, prfesny objem vzorku v reakeni
smési atd.)

- Enzymova reakce by méla probihat pomalu (pfeména malého
mnoZstvi substratu, konstantni rychlost enzymové reakce,
nafedéni vzorku enzymu apod.)

- Substrat ani pufr nesmi obsahovat zadné kontaminujici latky
(musi se dbat na Cistotu vSech roztokul)

- Existuji dalsi faktory, které mohou ovlivnit vysledek méfeni, jako je
teplota (enzymové reakce jsou citlivé na zmény teploty, teplota
ovliviiuje stabilitu enzymu a afinitu substratu k danému enzymu)
[63].

Aktivitu enzymu Ize stanovovat sledovanim ubytku koncentrace
substratu, ¢&i sledovanim pfiristku koncentrace produktu. Podle pouzitého
principu detekce a instrumentace muzeme rozdélit metody elektrometrické,
titraCni, manometrickeé, kolorimetricka stanoveni nehydrolyzovaného substratu,
sledovani zmén pH pomoci barevného indikatoru, spektrofotometrické,

fluorimetrické, radiometrické, polarografické, enzymové a dalsi [64].

2.4.1 Manometricka metoda
Warburgova manometricka metoda je zaloZzena na méfeni objemu CO».
Metoda vyuziva vzniku kyseliny octové enzymatickou hydrolyzou substratu,
ktera potom reaguje s hydrogenuhli€itanovym pufrem a tim vznika plynny CO,,

ktery je méfen manometricky.

Warburgova metoda je finanéné nakladna a slozita, i kdyz je v praxi
spolehliva. Vyhodou této metody je moznost méfeni v suspenzich, tkanich a
pletivech. Velkou nevyhodou metody v8ak je jeji omezena citlivost, je jen
pouzivana pro stanoveni nékterych reverzibilnich inhibitord ChE, ale neni viibec
vhodna pro stanoveni enzymové kinetiky [65, 66].

2.4.2 pH-statova metoda
Tato metoda slouzi ke sledovani rychlosti enzymovych reakci. Tyto

reakce vyvolavaji ur€ité zmény pH v daném roztoku. Vyuziva neutralizaci
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reakce hydrolyzou Ach, kterou vznika kyselina octova. Zména pH je zplsobena
kyselinou octovou, produktem hydrolyzy ACh pusobenim AChE. Tato kyselina

je potom titrovana roztokem silné zasady.

Béhem metody se méfi mnozstvi pridavku zasaditého potfebného
roztoku k neutralizaci této kyseliny. Rychlost pfidavku je potom pfimo umérna
aktivité nebo inhibici ChE [67].

2.4.3 Spektrofotometrické metody
Spektrofotometrické metody jsou analytické techniky, které slouzi
k méFeni riznych vlastnosti vzorku (napf. koncentrace urcité latky v roztoku) na

zakladé principu pohlcovani svétla riznych vinovych délek spektra [68].

Principem je ozarfovani roztoku v méfici kyveté urCitym zdrojem zareni, a
svételné zareni je pak pohlcované analyzovanou molekulou. Detektor zareni
zpracovava intenzitu dopadajiciho zafeni neabsorbovaného roztokem. MnoZstvi

absorbovaného zafeni je umérné koncentraci latky v analyzovaném roztoku.

Spektrofotometricky pfistroj méfi absorbanci (pfesnéji méFi pfirlistek

absorbance) pfi urcité vinové délce [68, 69].

Ze vSech analytickych metod, spektrofotometrické stanoveni pfedstavuje
nejpouzivanégjSi zplsob detekce cholinesterazové aktivity, vzhledem k jeho

vyhodam (nizka naro¢nost, Casové nenarocné, snadna optimalizace méfeni)

2.4.3.1 Ellmanova metoda
Ellmanova metoda se bézné pouziva pro stanoveni aktivity ChE a také
pro monitorovani acetylcholinové hydrolyzy pomoci AChE nebo BChE.
Ellmanovu metodu Ize aplikovat také pro stanoveni aktivity ChE tkanovych

extraktl, homogenatd, bunéénych suspenzi atd. [70]

Pdavodni Ellmandv kolorimetricky princip je zaloZzen na hydrolyze esteru
Thiocholinu (TCh), coz je jeden zproduktt enzymatické hydrolyzy
Acetylthiocholinu (ATCh). V této metodé se pouziva Acetylthiocholin (ATCh)
jako substrat, ktery je afinitni jak k AChE, tak k BChE. TCh reaguje s kyselinou

5,5-dithiobis-2-nitrobenzoovou (DTNB), coz je hlavni Ellmanovo C¢inidlo, za
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vzniku Zlutého produktu (5-merkapto-2-nitrobenzoova kyselina a jeji

disociované formy) pfi pH 8.

TCh obsahuje sulfanylovou skupinu (-SH) a je detekovan béhem reakce
pomoci Ellmanova €inidla. Aniont vznikly reakci ¢inidla s TCh je pak detekovan

spektrofotometricky pfi vinové délce 412 nm [70, 71].

Cely princip metody je zobrazen na obr. 14.

@) 0
M S AChE H,G
HaC S/|_¥I}J—CH3—-> C,\NV\/SH .
H \ 3
| CHs 3 CH,
| Acetylthiocholine (ATCI) Thiocholine Acetic acid
HOOC COOH
o,u@s—s@uo,
v |
. DTNB
HOOC I COOH
ON N /\/l\ + HS@NO;
7Mixed disulphide Yellow 5-thio 2- nitrobenzoic acid V(TNB)

Obrazek 14 Princip Ellmanovy metody

Kdyz se substrat (ATCh) hydrolyzuje, detektor zaznamenava zvySeni
absorbance (A) pfi vinové délce 412 nm, aktivita enzymu se vypocte jako

reakéni rychlost ze sklonu linearni ¢asti Casové zavislosti absorbance [70].

Reakce je velice rychla (trva cca 1 minutu) a tudiz neomezuje rychlost
enzymatické hydrolyzy. V sou€asné dobé, je to nejrozSifenéjSi metoda detekce

cholinesterazové aktivity.

Mezi vyhody této metody patfi Casova nenarocnost, jednoduchost, a Ze
neni finanéné nakladna. Navic je tato metoda nejpouzivangjsi, protoze UV-VIS
spektrofotometr je dostupnéjSi v mnoha laboratofich. Mezi nevyhody patfi

interference s hemoglobinem pfi méreni aktivit ChE v krvi [72].
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2.4.3.2 Fluorimetricka metoda
Fluorimetricka metoda predstavuje nejvice citlivy zplisob méfeni aktivity
ChE. Tato metoda je zaloZzena na tvorbé fluoreskujici slou€eniny v pribéhu

enzymove reakce.

Termin fluorescence je aplikovan na emisi dfive absorbovaného zareni.
Touto metodou se méfi sekundarni zafeni fluorescence. Fluorimetricka metoda
ukazuje mnoho charakteristik podobnym fotometrickym metodam, ackoliv ma
jako zvlastni vlastnost svou vysokou citlivost (skoro 100 nasobné citlivéjSi nez

kolorimetrické metody).

Principem této metody je hydrolyza 7-acetat-1-methylchinolinu jodidu
(IAMQ, fluorigenni substrat) pomoci AChE za vzniku 7-hydroxy-1-
methylchinolinu jodidu (IHMQ), coz je vysoce fluorescencni slou€enina, ktera je

detekovana fluorimetricky [73]. Cely princip je zobrazen na obr. 15.

NS
) +
0 N7 ACE o NT Y O-JL
H

! CH
CH ! 3
H3C’k0 3 CHj
IAMQ IHMQ Acetato
(Rgye 320 nm; 2 .. 410 nm) (I 406 nm; I . 505 nm)

exc emis emis

Obrazek 15 Princip fluorimetrického stanoveni AChE
Diky citlivosti této metody a moznosti poskytnuti dllezitych kinetickych
udaju, metoda se pouziva i pro navrhovani a identifikaci moznych novych

inhibitord

2.4.3.3 Chemiluminiscenc¢ni metoda
Tato metoda slouzi k méfeni zareni, které vznikd enzymovou reakci.
Vyuziva pfirozeného substratu ACh, ktery je hydrolyzovan AChE na cholin,
ktery je potom oxidovan.

Pfi této reakci vznika peroxid vodiku, ktery oxiduje luminol za katalyzy

kfenové peroxidazy za vzniku chemiluminiscenéniho 3-aminoftalatu.
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Aktivita AChE se méfi zvySenim emise svétla produkovanych akumulaci
cholinu nebo stanovenim mnozstvi cholinu vytvofeného po kratkém intervalu.

Cely proces je rychly a citlivy a pouziva pfirozeny substrat enzymu [74].

2.4.4 Separacni metody
V roce 2000 byla vyvinuta metoda, ktera zahrnuje ucinnost vysokouc&inné
kapalinové chromatografie (HPLC), hmotnostni spektrometrie (MS) a
biochemické detekce inhibi¢ni aktivity AChE. Kombinaci separacni sily HPLC,
vysoké selektivity biochemické detekce a schopnosti poskytovat molekulovou
hmotnosti a strukturni informace MS, mohou byt rychle identifikovany inhibitory
AChE. Biochemicka detekce aktivity enzymu je zalozena na vySe uvedené

Ellmanove metodé, kde se pouziva DNTB jako vhodné Cinidlo.

Tato detekéni metoda se pouziva pro identifikaci inhibitori AChE

v rostlinnych extraktech a dalSich komplexnich smésich [75].

Inhibici AChE Ize také detekovat méfenim poklesu tvorby produktl
pomoci hmotnostni spektrometrie. Jedna se tedy o stanoveni inhibice AChE

vice detektory najednou.

2.4.5 Radiometricka metoda (radioizotopové stanoveni)
V roce 1962 byla vyvinuta radiometricka metoda, ktera umoznuje rychlé
a jednoduché méfeni ChE v lidské krvi. Tato metoda zahrnuje minimalni fedéni
vzorku a pouZiti velmi nizkych koncentraci substratu, a proto je citlivéjSi na
inhibici ChE reverzibilnimi inhibitory, jako jsou karbamaty, nez manometrické

metody nebo metody, kde se méfi zmény pH [76].

Principem je miseni malého mnozstvi vzorku (20 pl) hemolyzované krve
s *C-oznagenym ACh na skli¢ku mikroskopu. Po 1 minuté se smés okyseli a
vysu$i, za téchto podminek je radioaktivni acetat uvolnény enzymaticky zcela
tékavy, zatimco radioaktivni nehydrolyzovany substrat neni. Ztrata radioaktivity
pfi okyseleni a suSeni je tedy pfimo umérna aktivité AChE.

Metoda vyZaduje znaCeny substrat, jeden pfipravek postauje pro
nékolik set tisic enzymatickych testa [76, 77].
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2.4.6 Titracni metoda
TitraCni metoda je zaloZzena na titraci kyseliny, ktera je uvolnéna
enzymatickou hydrolyzou substratu pomoci zasaditého roztoku hydroxidu.
Aktivita enzymu se vyjadfuje jako spotfeba hydroxidu v ml v zavislosti na Case
[78].

Rychlost reakce se stanovuje titraCnim méfenim kyseliny uvolnéné
béhem hydrolyzy ACh. Jedna jednotka zpusobuje hydrolyzu jednoho mikromolu
Ach za minutu pfi 25°C a pH 7,4 za specifickych podminek. Pouziva se Tris-HCI
pufr a titruje se roztokem NaOH 0.01 M [79].

Titraci lze méfit bud automatickym titratorem, nebo laboratornim pH-

metrem. Reakéni nadoba by méla byt udrzovana na 25°C.

2.4.7 Biosenzory
Biosenzory jsou dalSim zplsobem detekce a charakterizace specifickych
inhibitord rdznych enzymu. Existuji biosenzory zalozené na AChE nebo BChE.
K vyvoji specifickych testd s pouzitim biosenzorli se provadély zkousky na
inhibici vybranych enzyma rdznymi slou€eninami, jako jsou organofosfatové
nebo karbamatové pesticidy, nervova Cinidla (sarin nebo VX) a dalSi pfirodni

toxiny (napf. Aflatoxiny) [80].

Béhem poslednich desetileti, biosenzory zaloZzené na inhibici AChE se
ukazaly jako jednoduché a citlivé nastroje pro analyzu pesticidli v monitorovani
zivotniho prostfedi, bezpecCnosti potravin a kontroly kvality. Tyto moderni
biosenzory maji potencial nahradit klasické analytické metody moznym
budoucim zjednoduSenim pfipravy vzorkd nebo rychlejsi testovani v ramci

snizeni nakladli na analyzy [81, 82]

2.5 Schiffovy baze
V roce 1864, némecky chemik Hugo Schiff syntetizoval slou¢eniny, které
byly po ném pojmenovany, Schiffovy baze. Jsou to organické slouceniny

s obecnym vzorcem R;R,C=N-R3. Patfi do podskupiny imind.

Tyto baze obsahuji funkéni skupinu s dvojnou vazbou uhlik-dusik

s atomem dusiku spojenym s arylovou nebo alkylovou skupinou, ale bez
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vodiku. R3 je arylova nebo alkylova skupina, diky které je Schiffova baze

stabilnim iminem. Struktura Schiffovy baze je zobrazena na obr. 16.

Obrazek 16 Strukturni vzorec Schiffovych bazi

2.5.1 Priprava Schiffovych bazi
Schiffovy baze mohou byt syntetizovany z aromatického aminu a
karbonylové slou€eniny nukleofilnim pfidanim, tvoficim hemiaminal,
nasledovany dehydrataci za vzniku iminu. V typické reakci reaguje 44-

diaminodifenyletherem s o-vanilinem.

Smés 4’4-diaminodifenyletheru (1g, 5 mmol) a o-vanilinu (1,52g, 10
mmol) v methanolu (40 ml) je michana pfi pokojové teploté po dobu jedné
hodiny za vzniku oranzové srazeniny. Po filtraci a promyti methanolem vznika
Cista Schiffova baze (2,279, 97%) [83].

Cely proces pfipravy je zobrazen na obr. 17.

OCHs ©
0 OH - _
. N N
H,N NH

2 2 CHO OH HO
OCH; OCH;

Obrazek 17 Pfiprava Schiffovych bazi
2.5.2 Vyznam Schiffovych bazi

Schiffovy baze se pouzivaji jako ligandy pro vytvofeni koordinacnich
komplextu s kovovymi ionty. VétSina bazi je uméla a pouziva se ktvorbé
riznych dulezitych katalyzatorll. Také se pouziva k tvorbé inhibitord ChE, jako

je galantamin, coz je reverzibilni inhibitor.

Hledani novych inhibitord ChE je stale slibnym pfistupem k IéCbé AD.
Schiffovy baze jsou povazovany za dulezitou tfidu organickych sloucenin, které
maji Siroké spektrum pouziti v€etné inhibitord enzymd. Schiffovy baze jsou

zkoumany v ramci studii antimikrobialni, antivirové a protinadorové aktivity [84].
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2.5.3 Anticholinergni aktivita Schiffovych bazi
Nékteré Schiffovy baze obsahuji benzthiazolovy blok. Benzthiazoly jsou
heteroaromatické slou€eniny, odvozené od thiazolu, a maji ve své struktufe

atom siry a dusiku. Na rozdil od thiazolu, benzthiazoly maji benzenové jadro.

Tyto sloucCeniny jsou soucasti mnoho biologicky aktivnich latek a maji
rizné ucinky farmakologické, antivirové, antinadorové i anticholinesterazové
[85].

Tyto benzthiazolové derivaty mohou interagovat s peptidy a jsou pouZity
jako Cinidla pro zobrazovani AD v mozku. V roce 2013 se syntetizovala fada
novych multifunk&nich sloucenin, které nesou dvé farmakologické skupiny:
takrin a benzthiazolovou skupinou spojenou riznymi markery, které obsahuji

amidovou vazbu, alkylovy nebo arylalkylovy fetézec.

Tyto nové hybridy takrin-benzthiazol vykazuji vysoké in vitro aktivity
s hodnotami 1Csp Vv rozmezi nizkych mikromolarnich az submikromolarnich
koncentraci (0,34-1,84 uM) k inhibici AChE [86].

Tyto heterocyklické slouceniny jsou C€asto vystaveny riznym studiim
objevovani léCiv, néktereé klinicky dostupné Iéky nesouci tyto latky se pouzivaji
pfi 16¢bé& nékolika onemocnéni CNS. Uginky té&chto slouenin na enzym AChE
byly zkoumany pomoci Ellmanovy kolorimetrické metody, a rdzné studie
ukazaly, Ze nékteré slouceniny maji srovnatelnou anticholinesterazovou aktivitu

se standardnim lékem donepezilem [87].
3. CiL PRACE

Cilem této prace je stanovit hodnoty aktivity Acetylcholinesterazy a
Butyrylcholinesterazy u vybranych pfipravenych derivatd spektrofotometricky.
Dale se musi stanovit hodnoty ICsy pfipravenych derivatd (inhibitord), coz

vyjadfuje hodnotu koncentrace inhibitoru, ktera zpusobi 50% inhibici enzymu.

DalSi soucasti prace je stanoveni hodnoty rozdélovaciho koeficientu

pFipravenych derivatl v systému 1-oktanol:voda.

43



4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Komeréné dostupna chemicka ¢inidla
n-Hexan 95% - Sigma-Aldrich Co. LLC.

Kyselina chlorovodikova p.a. — PENTA s.r.o.
N-ethyldiisopropylamin 99 % - abcr GmbH

Methanol p.a. — Lach-Ner s.r.o.

Benzaldehyd 99 % - Sigma-Aldrich Co. LLC.
2-Methylbenzaldehyde 97 % - Sigma-Aldrich Co. LLC.
3-Nitrobenzaldehyd 99 % - Sigma-Aldrich Co. LLC.
3-Fluorbenzaldehyd 97 % - Sigma-Aldrich Co. LLC.
4-Methoxybenzaldehyd 98 % - Sigma-Aldrich Co. LLC.

Tetrahydridoboritan sodny 97 % - ABCR GmbH
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4.2 Pouzité chemikalie a roztoky

Pokud neni uvedeno jinak, vSechny roztoky jsou vodné.

Seznam pouzitych chemikalii a roztok:

Enzym Acetylcholinesteraza (AChE, rozpustény v 0,1M PBS)
Acetylthiocholin jodid (ATChl): 0,1M roztok rozpustény v 0,1M
PBS, pro méfeni aktivity AChE

Acetylthiocholin (ATCh): substrat pro oba enzymy, 0,001M, pro
méfeni hodnoty ICsy vybranych inhibitord Ellmanovou metodou
0,1M roztok fosfatového pufru (PBS) o pH 7,4: pro pfipravu 500ml
pufru bylo pouzito 4g NaCl; 0,1g KH,PO,4; 1,459 Na,HPO4x12
H,0; 0,1g KCI, vSechno nafedéno do 500ml redestilované vody
Ellmanovo ¢&inidlo (DTNB, 5x10™M): 5,5-dithiobis-2-nitrobenzoova
kyselina), pro stanoveni aktivity enzymového preparatu a
stanoveni hodnoty ICso vybranych inhibitort Ellmanovou metodou
Enzym  Butyrylcholinesteraza (BChE, rozpustény v 0,1M
fosfatového pufru)

Demineralizovana voda (pro fedéni a pfipravu vybranych
inhibitor()

Demineralizovana voda (pro stanoveni rozdélovaciho koeficientu
vybranych derivatu v systému 1-oktanol:voda

Roztok 1-oktanolu (pro stanoveni hodnoty rozdélovaciho

koeficientu vybranych derivatt v systému 1-oktanol:voda)

4.3 Pouzité pristroje

VSechny pouzité pristroje byly k dispozici na laboratofich Univerzity

Pardubice.

Seznam pouzitych pfistroju:

Spektrofotometr s diodovym polem Hewlett-Packard 8453, USA
Centrifuga MPW-340, Polsko
Tfepacka Heidolph Multi Reax
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4.4 Syntéza testovanych derivatu

4.4.1Priprava4-[(2S)-2-benzylidenamino]-2-(6-fluor-1,3-
benzthiazol-2-yl)ethyl]fenolu

Reakéni schéma:

HO HO
N ) DIEA N \
< i \:
/@ \>—\$ . HClI Toluen /Ej: \>—$
= S NH, = S NH,
HO HO
O _H

Nasada:
(1S)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)-
2-(4-hydroxyfenyl)ethanamin hydrochlorid 1,3 g (0,004 mol)
Toluen 40 mi
Methanol 30 ml
Benzaldehyd 0,42 g (0,004 mol) 0,41 ml
Hexan 30 ml

Pracovni postup:

Do 250 ml banky bylo pfedlozeno 1,3 g (1S)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-
y)-2-(4-hydroxyfenyl)ethanamin hydrochloridu, 40 ml toluenu a 30 ml
destilované vody. Nasledné byla za michani pfidavkem N,N-diisopropy-N-
lethylaminu upravena hodnota pH na 9 — 10. Horni toluenova vrstva obsahujici

uvolnénou bazi aminu byla oddélena a pfefiltrovana do 100 ml kulaté banky. Z
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takto ziskané reakéni smési byl destilaci za snizeného tlaku (50°C/ 60 - 80
mbar) oddestilovan veskery toluen. K takto ziskanému olejovitému destilaénimu
zbytku bylo nasledné pfidano 30 ml methanolu a 0,41 ml benzaldehydu.
Reak¢ni smeés byla michana pfi laboratorni teploté 24 hodin. Po této dobé byl
z reakéni smési destilaci za snizeného tlaku (50°C/ 160 - 200 mbar)
oddestilovan veskery methanol. Takto ziskany olejovity destilacni zbytek byl za
horka rozpus$tén v 30 ml hexanu. Ochlazenim na teplotu 0 — 5°C byl ziskan
smetanoveé Zluty krystalicky produkt. Produkt byl izolovan filtraci a byl promyt 5
ml vychlazeného hexanu. lzolovany produkt byl suSen stanim na vzduchu pfi
laboratorni teploté. Bylo pfipraveno 1,1 g produktu (73 % vytézek). Stejnou
metodou byly syntetizovany i ostatni Schiffovy baze. VytéZzky jsou uvedeny
v kapitole 4.4.4.
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4.4.2 Priprava 4-[(2S)-2-(benzylamino)-2-(6-fluor-1,3-benzthiazol-
2-yl)ethyl]fenolu

Reakéni schéma:

HO HO

N b N B
\> N + NaBH, —Of, /@[\>
F/(:[S N_—: E S NH—;
Nasada:

4-[(2S)-2-benzylidenamino]-2-(6-fluor-

1,3-benzthiazol-2-yl)ethyl]fenol 1 g (0,0026 mol)
Tetrahydridoboritan sodny 0,4 g (0,011 mol)
Methanol 40 ml

Pracovni postup:

Do 100 ml banky bylo pfedlozeno 1 g 4-[(2S)-2-benzylidenamino]-2-(6-
fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)ethyllfenolu, ktery byl rozpustén v 40 ml methanolu.
Nasledné bylo do reakéni smési v malych davkach postupné pfidano 0,4 g
tetrahydridoboritanu sodného. Reakcni smés byla dale michana pfi laboratorni
teploté 24 hodin. Poté byla reak¢ni smeés prelita do 250 ml banky, do které
z reakéni smési bylo pfidano 60 ml vody. Reakéni smés byla nasledné hodinu
michana a po té byla ochlazena na teplotu 0 — 5°C. Vylouceny produkt byl
izolovan filtraci a byl promyt 2 x 10 ml vody. Izolovany produkt byl suSen stanim
na vzduchu pfi laboratorni teploté. Bylo pfipraveno 0,92 g produktu (91 %
vytézek). Stejnou metodou byly syntetizovany i ostatni redukované Schiffovy
baze. VytéZky jsou uvedeny v kapitole 4.4.4.
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4.4.3 Metody charakterizace
Bod tani

Teplota tani byla stanovena pomoci bodotavku Buchi Melting Point B -
540. U bodotavku je moznost sledovat proces tani pres zvétSovaci sklo a

prubéh reakce je viditelny na LCD displeji.
NMR spektroskopie

NMR spektra byla méfena v hexadeuteriodimethylsulfoxidu pfi teploté
300 K na pfistroji Bruker Avance 400 MHz v pulznim modu s Fourierovou
transformaci. Spektra byla méfena v 5-ti milimetrové Sirokopasmoveé laditelné
sondé a frekvence pouzité pfi méfeni byly u *H spekter 400,13 MHz, pro *3C
spektra pak 100,62 MHz, a *°F spektra 376,46 MHz. V&echna NMR spektra (*H,
13C a F) byla méfena standardnim zplisobem. Hodnoty *H a *3C chemickych
posuntl byly vztazeny vigi signalu rozpoustédla (3(*H) = 2,5 ppm (5(*3C) = 39,5
ppm (DMSO) a pfepocteny do d-stupnice.

Opticka otacivost

K méfeni byl pouzit Polarimetr M341 Perkin-Elmer. Polarimetr ma
zabudovanou sodikovou vybojku (Na 589 nm) a rtutovou vybojku (Hg 578, 546,
436 a 365 nm). Pristroj byl kalibrovan na methanol.

a-100
c-l

[G]Dzs =

=1
¢ =[g/100ml]

Elementarni analyza

Elementarni analyza byla stanovena na analyzatoru Flash 2000 CHNS

Analyzer od firmy ThermoFisher Scientific.
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4.4.4 Prehled testovanych derivati
1. 4-[(2S)-2-benzylidenamino]-2-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)ethyl]fenol

14
13 14
4 13
5 \ N=
N\ 8 12
6
F S 9
7 10
11 10
11
HO

Vzhled: Bila krystalicka latka

Vytézek: 75 %

B.t.. 149 -152°C

[a]p?: - 26,7 (c = 1, methanol)

'H NMR (400,13 MHz, DMSO-dg): =9,22 (1H, s, OH); 8,09 (1H, s, H12); 8,00
(1H, dd, 3J = 9,0 Hz, *J(*°F, H) = 4,9 Hz, H4); 7,98 (1H, dd, *J = 2,7 Hz, J(*°F,
'H) = 8,7 Hz, H7); 7,73 (2H, dd, %J = 7,5 Hz, *J = 1,9 Hz, H13); 7,48 (3H, m,
H14, H15); 7,37 (1H, dt,*J(*H, *H)= 2,6 Hz, 2J(*H, *H)= 9,1 Hz, 2J(**F, H) = 9,1
Hz, H5); 6,94 (2H d, 2J(*H, *H) = 8,4 Hz, H11); 6,60 (2H d, 3J(*H, 'H) = 8,4 Hz,
H10); 5,00 (1H, m, H8); 3,22 (1H, dd, 2J = 9,3 Hz, 2J(*°F, *H) = 3,6 Hz, H9); 3,21
(1H, dd, 23 = 9,5 Hz, 3J(*°F, *H) = 3,8 Hz, H9).

13C NMR (100,62 MHz, DMSO-d6): & = 175,0 (d, *J(*°F, **C) = 3,1 Hz); 163,3;
159,5 (d, 2J(*°F, *3C) = 242,4 Hz); 155,9; 149,7; 135,7 (d, 2J(*°F, °C) = 12,4 Hz);
135,4; 131,3; 130,8; 128,8; 128,1; 127,1; 123,7 (d, 2J(*°F, 13C) = 9,7 Hz); 115,0;
114,5 (d, 23(*°F, 3C) = 24,8 Hz); 108,6 (d, 2J(*°F, *3C)) = 26,8 Hz); 72,8; 42,7.
F NMR (376,46 MHz, DMSO-dg): & = -117,0

Elementarni analyza: C,,H1;FN,OS (M, = 376,45)
Vypocteno: C (70,19 %), H (4,55 %), N (7,44 %), S (8,52 %)
Stanoveno: C (77,32 %), H (4,43 %), N (7,26 %), S (8,68 %)
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2. 4-{(2S)-2-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)-2-[(E)-(2-methylbenzyliden)
amino]ethyl}fenol

15 14
16 13
4
5 N N=— CH,
A 12
6
F S 9
7 10
11 10
11
HO

Vzhled: Bila krystalicka latka

Vytézek: 77 %

B.t.: 149 - 151 °C

[a]o®: - 29,2 (c = 1, methanol)

'H NMR (400,13 MHz, DMSO-dg): §=09,23 (1H, s, OH); 08,24 (1H, s, H12);
8,01 (1H, dd, 33 = 9,0 Hz, “J(*°F, *H) = 5,0 Hz, H4); 7,98 (1H, dd, *J = 2,7 Hz,
33(*°F, H) = 8,7 Hz, H7); 7,79 1H, dd, 3J = 7,6 Hz, “J = 1,4 Hz, H16); 7,37 (1H,
dt,*J(*H, *H)= 2,7 Hz, 2J(*H, *H)= 9,1 Hz, 3J(*°F, *H) = 9,1 Hz, H5); 7,79 (1H, dt,
33=7,6 Hz, *J = 1,6 Hz, H15); 7,27 (1H 7, 2J(*H, *H) = 7,6 Hz, H14); 7,20 (1H d,
33(*H, *H) = 7,6 Hz, H13); 6,96 (2H d, J(*H, H) = 8,4 Hz, H11); 6,63 (2H d,
33(*H, *H) = 8,4 Hz, H10); 5,02 (1H, m, H8); 3,22 (1H, dd, 2J = 9,5 Hz, 3J(*°F, *H)
= 3,7 Hz, H9); 3,21 (1H, dd, 2J = 9,8 Hz, *J(*°F, 'H) = 3,9 Hz, H9); 2,27 (3H,s,
CHy).

13C NMR (100,62 MHz, DMSO-d6): & = 175,4 (d, *J(*°F, *3C) = 3,0 Hz); 162,3;
159,5 (d, *J(*°F, °C) = 242,2 Hz); 155,9; 149,8 (d, *J(*°F, *C) = 1,4 Hz); 137,9;
135,7 (d, 3J(*°F, 3C) = 11,6 Hz); 133,2; 130,8; 130,7; 127,6; 127,0; 126,1; 123,7
(d, 2I*°F, BC) = 9,6 Hz); 114,9; 114,5 (d, 2J(*°F, *3C) = 24,8 Hz); 108,6 (d,
23(*°F, 3C)) = 26,8 Hz); 72,9; 42,8; 18,8.

F NMR (376,46 MHz, DMSO-dg): 6 =-116,8

Elementarni analyza: C,3H19FN,OS (M, = 390,47)
Vypocteno: C (70,75 %), H (4,90 %), N (7,17 %), S (8,21 %)
Stanoveno: C (70,89 %), H (4,84 %), N (7,32 %), S (8,12 %)
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3. 4-{(2S)-2-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)-2-[(E)-(3-fluorbenzyliden)
amino]ethyl}fenol

15 14
F
16
4 13
s N N_12
8
. A\
F S 9
7 10
11 10
11
HO

Vzhled: Bila krystalicka latka

Vytézek: 70 %

B.t.. 134-136°C

[a]p?: - 24,0 (c = 1, methanol)

'H NMR (400,13 MHz, DMSO-d¢): §=9,24 (1H, s, OH); 08,09 (1H, s, H12);
8,01 (1H, dd, °J = 8,9 Hz, “J(*F, 'H) = 4,9 Hz, H4); 7,97 (1H, dd, “J = 2,6 Hz,
3J(*°F, 'H) = 8,8 Hz, H7); 7,53 (3H, m, H13, H14, H16); 7,37 (1H, dt,"J(*H, *H)=
2,6 Hz, 2J(*H, *H)= 9,1 Hz, 3J3(*°F, *H) = 9,1 Hz, H5); 7,33 (1H, m, H14); 6,95
(2H d, *J(*H, *H) = 8,5 Hz, H11); 6,60 (2H d, *J(*H, *H) = 8,5 Hz, H10); 5,01 (1H,
m, H8); 3,22 (1H, dd, 2J = 9,3 Hz, 3J(*°F, 'H) = 3,8 Hz, H9); 3,21 (1H, dd, 2J =
9,3 Hz, 2J(*°F, *H) = 4,0 Hz, H9).

13C NMR (100,62 MHz, DMSO-d6): § = 174,6 (d, “2J(*°F, *C) = 3,2 Hz); 162,3
(d, *I(*°F, 13C) = 3,2 Hz); 162,3 (d, “I(*°F, *C) = 244,5 Hz); 162,1 (d, *J(*°F, *C)
= 2,4 Hz); 159,5 (d, *3(*°F, °C) = 242,8 Hz); 155,9; 149,8 (d, *J(*°F, *C) = 1,5
Hz): 137,8 (d, J(*°F, *3C) = 7,4 Hz); 135,7 (d, %J(*°F, *C) = 11,7 Hz); 131,0 (d,
33(*°F, 3C) = 8,2 Hz); 130,8; 127,0; 124,6 (d, “I(*°F, *3C) = 2,5 Hz); 123,7 (d,
33(*°F, C) = 9,6 Hz); 118,2 (d, 2I(*°F, *C) = 21,5 Hz); 115,0; 114,5 (d, 2I(*°F,
3C) = 24,7 Hz); 113,8 (d, 2J(*°F, °C) = 21,9 Hz); 108,6 (d, 2J(*°F, **C)) = 27,0
Hz); 72,7; 42,6.

F NMR (376,46 MHz, DMSO-dg): § =-112,7; -116,8

Elementarni analyza: C,,H;6F2N,0OS (M, = 394,44)
Vypocteno: C (66,99 %), H (4,09 %), N (7,10 %), S (8,13 %)
Stanoveno: C (66,87 %), H (4,02 %), N (7,28 %), S (8,24 %)
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4. 4-{(2S)-2-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)-2-[(E)-(3-nitrobenzyliden)
amino]ethyl}fenol

14
15 O
/4

16 \
O
4 13
5 N N=
N\ 8 12
6
F S 9
7 10
11 10
11
HO

Vzhled: Svétle Zluta krystalicka latka
Vytézek: 78 %

B.t.. 172-174°C

[a]p?: - 34,7 (c = 1, methanol)

'H NMR (400,13 MHz, DMSO-dg): 8 =9,23 (1H, s, OH); 8,56 (1H, m, H13); 8,33
(1H, dd, %3 = 1,0 Hz, 3J(*°F, *H) = 8,2 Hz, H14);(18,26 (1H, s, H12); 8,13 (1H, d,
33(*F, *H) = 7,7 Hz, H16); 8,01 (1H, dd, 3J = 9,0 Hz, *J(*°F, *H) = 4,9 Hz, H4);
7,98 (1H, dd, %3 = 2,7 Hz, 3J(*°F, *H) = 8,8 Hz, H7); 7,77 (1H, t, 3 = 7,9Hz,
H15); 7,37 (1H, dt,*3(*H, *H)= 2,7 Hz, 2J(*H, *H)= 9,0 Hz, 3J(*°F, *H) = 9,0 Hz,
H5); 6,96 (2H d, 2J(*H, *H) = 8,4 Hz, H11); 6,60 (2H d, *J(*H, *H) = 8,4 Hz, H10);
5,07 (1H, m, H8); 3,26 (1H, dd, 2J = 9,3 Hz, 3J(*°F, H) = 4,3 Hz, H9); 3,25 (1H,
dd, 23 = 9,3 Hz, 2J(*°F, 'H) = 4,0 Hz, H9).

13C NMR (100,62 MHz, DMSO-d6): & = 174,2 (d, *J(*°F, *C) = 3,1 Hz); 161,5;
159,5 (d, 2J(*°F, 3C) = 242.4 Hz); 155,9; 149,6; 148,2; 136,8; 135,7 (d, *J(*°F,
°C) = 11,7 Hz); 134,4; 130,8; 130,6; 126,8; 125,7; 123,7 (d, *J(*°F, °C) = 9,7
Hz); 121,9; 115,0; 114,5 (d, 2J(*F, '*C) = 24,7 Hz); 108,6 (d, 2J(*°F, **C)) = 27,1
Hz); 72,7; 42,6.

F NMR (376,46 MHz, DMSO-dg): 6 =-116,9

Elementarni analyza: C,,H;sFN3O3S (M, = 421,44)
Vypodéteno: C (62,70 %), H (3,83 %), N (9,97 %), S (7,61 %)
Stanoveno: C (62,88 %), H (3,88 %), N (10,12 %), S (7,52 %)
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5. 4-{(2S)-2-(benzylamino)-2-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)ethyl] fenol

14 15
13 14
4 13
5 N NH
N\, 8 12
6
F S 9
7 10
11 10
11
HO

Vzhled: Nazloutla pevna latka
Vytézek: 88 %
B.t.: 86 - 88 °C
[a]p?: - 46,7 (c = 1, methanol)

'H NMR (400,13 MHz, DMSO-d¢): 8=9,22 (1H, s, OH); 7,96 (1H, dd, “J = 2,6
Hz, 2J(*°F, *H) = 8,8 Hz, H7); 7,91 (1H, dd, 3J = 8,9 Hz, “J(*°F, 'H) = 4,9 Hz, H4);
7,31 (1H, dt,*3(*H, *H)= 2,6 Hz, J(H, *H)= 9,1 Hz, 3J(*°F, *H) = 9,1 Hz, H5);
7,23 (5H, m, H13, H14, H15); 6,94 (2H d, *J(*H, *H) = 8,5 Hz, H11); 6,62 (2H d,
33(*H, *H) = 8,5 Hz, H10); 4,19 (1H, m, H8); 3,66 (1H, dd, 2J = 7,3 Hz, 3J(*°F, *H)
= 6,2 Hz, H12); 3,62 (1H, dd, 2J = 7,3 Hz, 3J(*°F, 'H) = 6,2 Hz, H12); 3,03 (1H,
dd, 2J = 7,8 Hz, ®J(*°F, 'H) = 5,8 Hz, H9); 3,02 (1H, dd, 2J = 7,8 Hz, *J(*°F, *H) =
5,8 Hz, H9); 2,83 (1H, m, NH).

13C NMR (100,62 MHz, DMSO-d6): & = 178,5 (d, “J(*°F, 3C) = 3,1 Hz); 159,4
(d, YI(*°F, 3C) = 241,9 Hz); 155,9; 149,9 (d, *J(*°F, 3C) = 1,4 Hz); 139.9; 136,0
(d, 33(*°F, ’C) = 11,7 Hz); 130,1; 128,1; 127,8; 127,4; 126,7; 123,5 (d, 2J(*°F,
*C) = 9,5 Hz); 115,0; 114,1 (d, 2J(*°F, *°C) = 24,9 Hz); 108,5 (d, 2J(*°F, *°C)) =
26,7 Hz); 61,4; 51,0; 41,5.

F NMR (376,46 MHz, DMSO-dg): 8 =-117,0

Elementarni analyza: C,,H19FN,OS (M, = 378,46)

Vypocteno: C (69,82 %), H (5,06 %), N (7,40 %), S (8,47 %)
Stanoveno: C (69,97 %), H (5,00 %), N (7,27 %), S (8,61 %)
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6. 4-{(2S)-2-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)-2-[(3-fluorbenzyl)
amino]ethyl}fenol

F
16

4 13

5 N NH
N\ 8 12
6
F S 9
7 10
11 10
11
HO

Vzhled: NaZloutla pevna latka

Vytézek: 85 %

B.t.: 124 - 126 °C

[a]p?: - 49,8 (c = 1, methanol)

'H NMR (400,13 MHz, DMSO-dg): §=9,24 (1H, s, OH); 7,95 (1H, dd, *J = 2,6
Hz, *J(*F, 'H) = 8,8 Hz, H7); 7,91 (1H, dd, %J = 9,0 Hz, *J(**F, 'H) = 5,0 Hz, H4);
7,31 (1H, dt,*3(*H, *H)= 2,6 Hz, J(H, *H)= 9,1 Hz, 3J(*°F, *H) = 9,1 Hz, H5);
7,28 (1H, m, H15); 7,01 (3H, m, H13, H14, H16); 6,94 (2H d, 3J(*H, 'H) = 8,5
Hz, H11); 6,62 (2H d, *J(*H, *H) = 8,5 Hz, H10); 4,18 (1H, m, H8); 3,69 (1H, dd,
2J = 7,2 Hz, 33(*F, *H) = 5,0 Hz, H12); 3,68 (1H, dd, 2J = 6,7 Hz, 2J(*°F, H) =
4,8 Hz, H12); 3,04 (1H, dd, 2J = 7,8 Hz, 3J(*°F, H) = 5,8 Hz, H9); 3,02 (1H, dd,
23 = 7,7 Hz, J(*°F, *H) = 5,8 Hz, H9); 2,95 (1H, m, NH).

*C NMR (100,62 MHz, DMSO-d6): & = 178,3 (d, “J(*°F, °C) = 2,9 Hz); 162,2
(d, YI(*°F, 3C) = 243,4 Hz); 159,5 (d, J(*°F, *°C) = 242,0 Hz); 156,0; 149,9 (d,
®J(*°F, °C) = 1,5 Hz); 143,2 (d, *J(*°F, °C) = 7,0 Hz); 136,0 (d, *J(*°F, ©°C) =
11,5 Hz); 130,2; 129,9 (d, *J(*°F, 3C) = 8,3 Hz); 127,4; 123,7 (d, “I(*°F, *3C) =
2,3 Hz); 123,5 (d, 2J(*°F, 3C) = 9,6 Hz); 115,1; 114,3 (d, 2I(*°F, 3C) = 21,3 Hz);
114,1 (d, 2I(*°F, B*C) = 24,8 Hz); 113,4 (d, 2I(*°F, *C) = 21,0 Hz); 108,6 (d,
23(*°F, 3C)) = 26,8 Hz); 61,4; 50,3; 41,5.

F NMR (376,46 MHz, DMSO-dg): & =-113,6; -116,9

Elementarni analyza: C,,Hi13F,N,OS (M, = 396,45)

Vypodteno: C (66,65 %), H (4,58 %), N (7,07 %), S (8,09 %)

Stanoveno: C (66,81 %), H (4,52 %), N (6,95 %), S (8,24 %)
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7. 4-{(2S)-2-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)2-[(2-methylbenzyl)amino]

ethyl}fenol
16 13
4
> N NH CHs
N\ 8 12
6
F S 9
7 10
11 10
11
HO

Vzhled: NaZloutla pevna latka

Vytézek: 87 %

B.t.. 71-74°C

[a]p?®: - 51,2 (c = 1, methanol)

'H NMR (400,13 MHz, DMSO-dg): §=9,24 (1H, s, OH); 7,98 (1H, dd, *J = 2,6
Hz, 2J(*°F, 'H) = 8,8 Hz, H7); 7,93 (1H, dd, 3J = 8,9 Hz, “J(*°F, 'H) = 4,9 Hz, H4);
7,32 (1H, dt,*3(*H, *H)= 2,6 Hz, J(H, *H)= 9,1 Hz, 2J(*°F, *H) = 9,1 Hz, H5);
7,17 — 7,07 (4H, m, H13, H14, H15, H16); 6,98 (2H d, *J(*H, 'H) = 8,4 Hz, H11);
6,63 (2H d, 2J(*H, *H) = 8,4 Hz, H10); 4,24 (1H, m, H8); 3,62 (1H, dd, 2J = 7,7
Hz, 2J(*°F, 'H) = 5,4 Hz, H12); 3,61 (1H, dd, 2J = 7,7 Hz, 3J(*°F, *H) = 5,6 Hz,
H12); 3,04 (1H, dd, 2J = 8,1 Hz, 3J(**F, 'H) = 5,6 Hz, H9); 3,02 (1H, dd, 23 = 8,1
Hz, 3J(**F, 'H) = 5,5 Hz, H9); 2,53 (1H, m, NH); 2,11 (3H,s, CHs).

13C NMR (100,62 MHz, DMSO-d6): & = 178,6 (d, “J(*°F, 3C) = 3,1 Hz); 159,5
(d, 2I(*°F, °C) = 241,9 Hz); 156,0; 149,9 (d, J(*°F, °C) = 1,4 Hz); 137,7; 136,1;
136,0 (d, 2J(*°F, 3C) = 11,6 Hz); 130,1; 129,9; 128,4; 127,4; 126,8; 125,6; 123,5
(d, 3J*°F, BC) = 9,5 Hz); 115,1; 114,2 (d, 2J(*°F, *3C) = 25,0 Hz); 108,6 (d,
23(*F, 13C)) = 26,8 Hz); 61,8; 49,2; 41,4; 18,4.

F NMR (376,46 MHz, DMSO-dg): 8 =-116,9

Elementarni analyza: C,3H,;FN,OS (M, = 392,49)

Vypodteno: C (70,38 %), H (5,39 %), N (7,14 %), S (8,17 %)
Stanoveno: C (70,49 %), H (5,30 %), N (7,30 %), S (8,05 %)
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8. 4-{(2S)-2-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)-2-[(4-methoxybenzyl)amino]

ethyl}fenol
0—CHg
14
13 14
4 13
5 N N=—
N\ 8 12
6
F S 9
7 10
11 10
11
HO

Vzhled: Nazloutla pevna latka

Vytézek: 88 %

B.t.. 152 -154°C

[a]p?®: - 30,5 (c = 1, methanol)

'H NMR (400,13 MHz, DMSO-dg): 8=9,21 (1H, s, OH); 8,00 (1H, dd, 3J = 8,9
Hz, “J*°F, 'H) = 5,0 Hz, H4); 7,99 (1H, s, H12); 7,97 (1H, dd, *J = 2,7 Hz,
3J(*°F, *H) = 8,7 Hz, H7); 7,67 (2H, d, ®J = 8,8 Hz, H13); 7,36 (1H, dt,"J(*H, *H)=
2,7 Hz, 2J(*H, *H)= 9,1 Hz, 3J(*°F, 'H) = 9,1 Hz, H5); 7,00 (2H, d, 3J = 8,8 Hz,
H14); 6,94 (2H d, J(*H, *H) = 8,5 Hz, H11); 6,60 (2H d, *J(*H, 'H) = 8,5 Hz,
H10); 4,92 (1H, m, H8); 3,80 (3H, s, OCHy); 3,22 (1H, dd, 2J = 9,6 Hz, *J(*°F,
'H) = 3,7 Hz, H9); 3,21 (1H, dd, 2J = 9,9 Hz, J(*°F, *H) = 4,0 Hz, H9).

13C NMR (100,62 MHz, DMSO-d6): & = 175,4 (d, *J(*°F, *3C) = 3,2 Hz); 162,4;
161,7; 159,5 (d, *J(*°F, 1°C) = 242,3 Hz); 155,8; 149,7; 135,7 (d, 2J(*°F, **C) =
11,8 Hz); 130,7; 129,8; 128,2; 127,2; 123,7 (d, *J(F, *°C) = 9,5 Hz); 114,9;
114,5 (d, 2J(*°F, ¥°C) = 24,5 Hz); 108,6 (d, “J(*°F, ©°C)) = 26,8 Hz); 72,8; 55,3;
42,7.

F NMR (376,46 MHz, DMSO-dg): & =-116,90

Elementarni analyza: C,3H;9FN,O,S (M, = 408,49)

Vypodteno: C (67,96 %), H (4,71 %), N (6,89 %), S (7,89 %)
Stanoveno: C (67,80 %), H (4,74 %), N (7,04 %), S (7,72 %)
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9. 4-{(2S)-2-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)-2-[(E)-(4-methoxybenzyliden)
amino]ethyl}fenol

HO

HyC

Vzhled: Bila krystalicka latka

Vytézek: 70 %

B.t.: 51-53°C

[a]o®: - 30,5 (c = 1, methanol)

'H NMR (400,13 MHz, DMSO-dg): §=9,21 (1H, s, OH); 8,00 (1H, dd, J = 8,9
Hz, “J*°F, 'H) = 5,0 Hz, H4); 7,99 (1H, s, H12); 7,97 (1H, dd, *J = 2,7 Hz,
33(*°F, 'H) = 8,7 Hz, H7); 7,67 (2H, d, %J = 8,8 Hz, H13); 7,36 (1H, dt,*J(*H, *H)=
2,7 Hz, 3J(*H, H)= 9,1 Hz, 3J(*°F, 'H) = 9,1 Hz, H5); 7,00 (2H, d, 3J = 8,8 Hz,
H14); 6,94 (2H d, *J(*H, *H) = 8,5 Hz, H11); 6,60 (2H d, %J(*H, 'H) = 8,5 Hz,
H10); 4,92 (1H, m, H8); 3,80 (3H, s, OCHy); 3,22 (1H, dd, 2J = 9,6 Hz, *J(*°F,
'H) = 3,7 Hz, H9); 3,21 (1H, dd, 2J = 9,9 Hz, J(*°F, H) = 4,0 Hz, H9).

13C NMR (100,62 MHz, DMSO-d6): & = 175,4 (d, “2J(*°F, *3C) = 3,2 Hz); 162,4;
161,7; 159,5 (d, *J(*°F, °C) = 242,3 Hz); 155,8; 149,7; 135,7 (d, 2J(*°F, **C) =
11,8 Hz); 130,7; 129,8; 128,2; 127,2; 123,7 (d, J(*°F, 3C) = 9,5 Hz); 114,9;
114,5 (d, 2J(*°F, 13C) = 24,5 Hz); 108,6 (d, 2J(*°F, *3C)) = 26,8 Hz); 72,8; 55,3;
42,7.

F NMR (376,46 MHz, DMSO-dg): & =-116,90

Elementarni analyza: C,3H19FN,O,S (M, = 406,47)

Vypodteno: C (67,96 %), H (4,71 %), N (6,89 %), S (7,89 %)

Stanoveno: C (67,78 %), H (4,77 %), N (7,07 %), S (7,70 %)
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4.5 Vlastni stanoveni pripravenych derivata (inhibitora)

45.1 Stanoveni aktivity enzymového preparatu (AEP)
Acetylcholinesterazy a Butyrylcholinesterazy
Pro stanoveni aktivity enzymového preparatu (AEP) AChE a BChE se

pouzivaly nasledujici roztoky:

- Ellmanovo ¢&inidlo (DTNB) 5x10™* M

- 0,1 M fosfatovy pufr (PBS) o pH 7,4: pro pfipravu 500ml pufru bylo
pouzito 4g NaCl; 0,1g KH,PO,; 1,459 Na,HPO4x12 H,0; 0,1g KCl,
vSechno nafedéno do 500ml redestilované vody

- 0,1 M ATChl (rozpustény v PBS)

- Enzym AChE rozpustény v 0,1 M PBS

Pro méfeni AEP se pouzivala spektrofotometrickda metoda. Principem
metody je pfidani enzymu do pufrované reakeéni smési, ktera obsahuje substrat.
Po pfidani enzymu, enzymatickd reakce je =zahajena. Méfi se

spektrofotometricky zavislost absorbance A na €ase t po dobu 70 sekund.

4.5.1.1 Pristroje
K méfeni AEP byl pouzit spektrofotometr s diodovym polem...., a

sklenéna kyveta s objemem 3,5 ml a optickou drahou 1 cm.

4.5.1.2 Provedeni reakce
Nejprve se provadélo méfeni slepého pokusu (blanku). Do srovnavaci
kyvety bylo napipetovano 1,192 ml fosfatového pufru (PBS) o pH 7,4; 0,8 ml
Ellmanova &inidla (DTNB) 0 5.10 M; a 0,008 ml ATChl.

Spektrofotometricky se pfistroj nuluje na blank, proti kterému se zméfily

dalSi vzorky.

Nasledné se provadélo vlastni méfeni AEP. Do mérné kyvety, o objemu
3,5 ml s optickou drahou 1 cm, bylo napipetovano 1,184 ml PBS; 0,8 ml DTNB;
8 ul ATCh.Cl. Enzymaticka reakce byla zahajena pipetovanim 8 ul AChE (nebo
BChE). Spektrofotometricky byla méfena hodnota absorbance A pfi vinové
délce 412 nm po dobu 70 sekund. Ze ziskané pfimkové zavislosti A vs. t, byla

vypoctena hodnota y pro x = 60 s (z definice 1 U).
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Aktivita enzymového preparatu (AEP) je tedy dana rovnici:
AEPycpg =y . 17,67 [U]

kde v prepocitavacim faktoru 17,67 je zahrnuta hodnota fedéni enzymu,
celkovy objem reakéni smési (RS) 2 ml, molarni absorpcni koeficient 14150

mol.I"cm™ a opticka draha kyvety 1 cm.
4.5.2 Stanoveni hodnoty ICs, pripravenych derivatu (inhibitort)

4.5.2.1 Ellmanova metoda
Ellmanova metoda patfi do spektrofotometrickych metod. Tato

kolorimetricka metoda slouzi k méfeni enzymové aktivity jak AChE, tak BChE.

Princip této metody je =zalozen na hydrolyze thiocholinu TCh
(Acetylthiocholin slouzi jako substrat jak pro AChE, tak pro BChE). Po vlastni
enzymové hydrolyze je uvolnéna pfislusna kyselina a thiocholin. Molekula TCh
obsahuje funkéni skupinu —SH, ktera je pak detekovana pomocim Ellmanova
Cinidla (DTNB) spektrofotometricky tim, Ze po reakci s TCh dojde k uvolnéni 5-
merkapto-2-nitrobenzoového aniontu (TNB’). Tento aniont je pak detekovan

spektrofotometricky pfi vinové délce 412 nm.

Pfi enzymové reakci dojde k vzniku zlutého zbarveni, toto zbarveni

naznacuje start reakce po styku substratu s enzymem.

Cely postup Ellmanovy metody a vSechny chemické reakce jsou

zobrazeny v kapitole 2.4.3.1 v obr. 14.

| kdyZz je Ellmanova metoda velice jednoducha a pfesna, pfi analyze
biologickych vzork(i je nevyhodou Ellmanovy metody mozna interference
s hemoglobinem (Hb). Hb obsahuje —SH skupiny, na které se Ellmanovo ¢inidlo
(DTNB) mulze taky navazat.

4.5.2.2 Méreni ICs, pripravenych derivatu (inhibitort)
Hodnota ICsp popisuje ucinnost inhibitoru. ICsy je takova koncentrace

inhibitoru, které zpusobi 50% inhibici enzymu (anebo také pokles enzymové

vvvvv
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Pro stanoveni hodnoty ICsy daného inhibitoru Ize pouzit zavislosti, ktera
plati mezi pomérem rychlosti neinhibované a inhibované hydrolyzy a

koncentraci inhibitoru. Plati nasledujici vztah:
Vo
— 1
7 vs [1]

kde Vo je rychlost neinhibované hydrolyzy; V; je rychlost inhibované

hydrolyzy; a [I] je koncentrace daného inhibitoru v reakéni smési.

Nékdy se ICso uvadi jako zaporny dekadicky logaritmus molarni

koncentrace inhibitoru, ktera zpasobi 50% inhibici enzymu, plati:
plso = —log ICs

Pro vSechny typy uni-uni enzymatickych inhibovanych reakci
(kompetitivni, nekompetitivni, akompetitivni a smiSena) je tato zavislost
pfimkova s usekem rovnym 1. Z takto ziskané pfimky, prochazejici body (0;1)

tedy (vo/v; vs [l]), Ize odecist pro velvi = 2 hodnotu ICsp.

4.5.2.3 Provedeni reakce
Pfed vlastnim méfenim hodnoty ICsy, byla zméfena aktivita enzymu
AChE (BChE) 5 krat. Poté se provadélo méfeni slepého pokusu (blanku). Do
srovnavaci kyvety se napipetovalo 0,8 ml PBS; 0.4 ml DTNB a takové mnozstvi
enzymového preparatu (AChE, resp. BChE), aby vysledna aktivita v reakéni
smési byla 0,2 U. Rekéni smési byla nakonec doplnéna fosfatovym pufrem o pH
7,4 tak, aby celkovy objem reakéni smeési byl 2 ml a zméfena

spektrofotometricky.

Nasledovalo méfeni enzymatické reakce bez inhibitord (neinhibované
reakce). Do mérné kyvety bylo napipetovano 0,8 ml PBS o pH 7,4; 0,4 ml DTNB
(5.10* M); 80 ul ATCh (0.001 M) a takové mnozstvi enzymu, aby jeho aktivita
ve vysledné reakCni smési byla 0,2 U. Reakéni smési je pak doplnéna
fosfatovym pufrem, aby reakéni smés méla celkovy objem 2 ml. Enzym byl
pipetovan jako posledni, protoze jeho pipetovanim do reakéni smési je

zahajena enzymova reakce. Méfi se hodnota absorbance pfi vinové délce 412
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nm po dobu 70 sekund na spektrofotometru s diodovym polem. Méfeni byla

provedena v triplikatu nebo podle potfeby.

Dale bylo provedeno méfeni enzymatické reakce s inhibitory (inhibované
reakce). Ze zacatku bylo potfeba pfipravit roztoky inhibitord na méfeni (bylo jich
9 k dispozici). Tyto roztoky byly nejprve rozpustény v dimethylsulfoxidu (DMSO)
na koncentraci 0,01 M a pak dal fedény podle potfeby vodou, a to v poméru 1:9
(bylo napipetovano 0,1 ml vzorku daného inhibitoru a 0,9 ml destilované vody,
fedéni se délalo pro kazdy ztéch 9 vzorkll). Do mérné kyvety bylo
napipetovano 0,8 ml PBS; 0,4 ml DTNB; a 80 pl ATCh. Pfipravené roztoky
inhibitort €.1 — €.9 byly nepipetovany v rliznych mnozstvich (10 pl, 30 ul, 50 pl a
70 pl o koncentraci 0,001 M). Do reakéni smési bylo napipetovano také takove
mnozstvi enzymu, aby jeho aktivita ve vysledné reakéni smési byla 0,2 U (pro
mérfeni ICso AChE, bylo napipetovano 6 ul AChE; pro méfeni ICso BChE bylo
napipetovano 10 yl BChE). Nakonec byla reakéni smési doplnéna fosfatovym
pufrem, aby reakéni smés méla celkovy objem 2 ml. Enzym byl napipetovan
jako posledni, protoZe jeho pipetovanim do reakéni smési je zahdjena
enzymova reakce. Méfi se hodnota absorbance pfi vinové délce 412 nm po
dobu 70 sekund na spektrofotometru s diodovym polem. Méfeni byla provedena

alespon v duplikatu.

Ze v8ech naméfrenych hodnot absorbance, byly nejprve zjistény rychlosti
jednotlivych neinhibovanych a inhibovanych reakci. Rychlost reakce je tedy
dana rovnici:

A4

va—t[s 1

kde v je reakeéni rychlost; A je absorbance; a t je ¢as v sekundach. Poté
byly sestrojeny jednotlivé zavislosti volv; vs. [l], kde vq je rychlost neinhibované
reakce, v; je rychlost inhibované reakce a [I] je molarni koncentrace daného
inhibitoru. Z rovnice linearni regrese byly potom ur€eny hodnoty ICso. Stanoveni

rychlosti neinhibované a inhibované reakce bylo provadéno minimalné 3 krat.
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4.5.3 Stanoveni K,,, pfipravenych derivatu (inhibitort)

4.5.3.1 Princip stanoveni K,,,
Rozdélovaci koeficient Koy Vv systému 1-oktanol:voda je definovan jako
pomér rovnovaznych koncentraci rozpusténé latky ve dvoufazovém systému

omezené misitelnych rozpoustédel: n-oktanol a voda.

Jedna se o podil koncentrace chemické latky (v tomto pfipadé daného
inhibitoru) v nepolarni fazi 1-oktanolu a v polarni vodné fazi. K, je bezrozmérna

veli€ina a je obvykle vyjadfena v logaritmickém tvaru log P. Plati vztah:

C
Kow = é
kde C, je koncentrace latky v n-oktanolu a C,, je koncentrace latky ve

vodeé.

Hodnota K, zavisi na reakénich podminkach jako je pH, teplota, iontova
sila apod. Je tedy nezbytné vzdy definovat experimentalni podminky pro

spravnou interpretaci dat Ko

Kow dale podava informaci o propustnosti téchto inhibitor( pres biologické
membrany. Cim je vét&i hodnota Koy, tim vice je dana latka vice lipofilni, teda

latka bude Iépe prochazet skrz biologickou membranu.

4.5.3.2 Provedeni reakce
Nejprve bylo k1,5 ml 1-oktanolu napipetovano 10 pl oktanolového
roztoku daného inhibitoru o koncentraci 0,01 M. Poté byla smés intenzivné
protfepavana 15 minut pomoci tfepacky. Do mérné kyvety byl odpipetovan 1 ml
této smési a byla zméfena jeji hodnota absorbance pfi vinové délce
absorpéniho maxima pro dany inhibitor. Takto ziskana hodnota absorbance
odpovidala 100% daného inhibitoru v 1-oktanolu. Méfeni byla provedena v

duplikatu.

Potom byla provedena druha &ast méfeni. Ke smési 1-oktanolu a
demineralizované vody (v poméru 1:1, a celkovy objem 3 ml) bylo napipetovano
10 ul oktanolového roztoku daného inhibitoru o koncentraci 0,01 M, smés byla

intenzivné protfepavana 15 minut a centrifugovana pfi 3000 ot./min po dobu 10
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minut. Do mérné kyvety bylo odpipetovano 1 ml oktanové vrstvy a byla zméfena
absorbance pfi vinové délce absorpéniho maxima pro dany inhibitor.
Srovnavacim prostfedim byl vzdy 1-oktanol. Takto byl uréen procentualni obsah
inhibitoru v oktanolové vrstvé (%);, dopoétem do 100% byl urCen obsah

inhibitoru ve vodné vrstvé 100-(%);.

Poté byly vypoclteny rozdélovaci koeficienty jednotlivych inhibitord

v systému 1-oktanol:voda podle vztahu:

K = (%), G
Y100 — (%), G,

kde C; je koncentrace daného inhibitoru v 1-oktanolu a C; je koncentrace

daného inhibitoru v deionizované vodé.
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5. VYSLEDKY

5.1 Aktivita enzymového preparatu (AChE a BChE)

Aktivita enzymu byla vzdy zméfFena nejméné 3 krat. Aktivita enzymového
preparatu (AChE nebo BChE) se stanovovala po rozmrazeni enzymového
preparatu, ktery byl v PBS, a roztoku enzymového preparatu ve fosfatovem
pufru o pH 7,4, a to kazdy den méfeni. Aktivita enzymoveho preparatu byla

méfena spektrofotometricky Ellmanovou metodou.

Z naméfenych hodnot absorbance byly nejprve sestrojeny zavislosti
absorbance A na Case t. Pfiklad pfimkové zavislosti absorbance A na Case t pro
stanoveni aktivity enzymu AChE je zobrazen v grafu 1. Poté byly zavislosti
proloZeny linearni spojnici trendu a byly zobrazeny rovnice linearni regrese.
Pomoci rovnic linearni regrese a prepocitavaciho faktoru 17,67 byly vypocteny

enzymové aktivity AChE za ¢asovy usek t = 60 s.

VS8echny naméfené hodnoty aktivity enzymového preparatu byly potom
zprimérovany. Tyto zprumérované hodnoty aktivity EP byly povazovany za

aktualni aktivity EP: AEache. Aktivita EP byla vypoctena podle vztahu:
AEP =y.17,67 [ v ]
RGN P

Déale bylo vypolteno mnozstvi enzymu, které bylo napipetovano do
reakCni smési, aby jeho aktivita ve vysledné reakéni smési byla 0,2 U pro
stanoveni 1Csp pfi inhibici AChE (resp. BChE). Pfiklad na vypocet pfesného
mnozstvi enzymu Vache, aby jeho aktivita v reakéni smési (o objemu 2 ml) byla

0,2 U je ukazan nize.

5.1.1 Priklad pfimkové zavislosti absorbance na ¢ase
Ze ziskanych hodnot absorbance byly sestrojeny zavislosti absorbance A
na Case t (pfi vinové délce 412 nm) pro vSechna 3 méfeni. Poté byly zobrazeny
rovnice linearni regrese a vypocteny vSechny hodnoty y. Pro tento vztah plati,
Ze x = 60 s. Pfiklad pfimkové zavislosti A na t je zobrazen v grafu 1.
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Graf 1 Pfiklad zavislosti absorbance A na Case t pfi stanoveni aktivity
AChE

5.1.2 Vypocet aktivity enzymového preparatu

Pro vypocet aktivity EP se povazZuje Casovy usek t 60 s. Plati, ze x = 60s:
y =0,0774x + 0,1681
y = 0,0774 x 60 + 0,1681
y = 4,8121
Daéle se vypocitala skutecna aktivita EP pro AChE:
AEP, i =y % 17,67 (U)
AEP,chp = 4,8121 % 17,67 = 85,03 U

5.1.3 Vypocet objemu enzymu pridavaného do reakéni smési
Ziskané hodnoty aktivity EP vSech méfeni byly:

o AEP1_mé‘|‘en|’ = 85,03 U
L4 AEPQ_méFeni =84,44 U
o AEP3mgfeni = 86,31 U

Nejdfive se zprimérovaly vdechny hodnoty aktivity EP z 3 méfeni.
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_ 85,03 + 84,44 + 86,31

AAEP
3

=8526U

Pro méfeni aktivity AChE (resp. BChE) se pouzivala pfesna mnozZstvi, a
to 6 ul (pro enzym AChE) a 10 ul (pro enzym BChE) u vSech inhibitort. Méfeni

bylo provedeno kazdy den pfed méfenim ICso vybranych inhibitoru.

5.2 Stanoveni hodnoty ICs;, pfipravenych derivatui (inhibitoru)
Hodnota ICsp byla stanovena pro vSechny inhibitory (bylo jich 9 vzorku k
dispozici), které jsou upfesnény v kapitole 4.3. Méfeni bylo provedeno
minimalné 2 krat u vSech inhibitor(, ale u nékterych vzorkl bylo potfeba méfrit

vicekrat, podle potieby.

Pouzivala se Ellmanova metoda pro stanoveni ICso. Byla vypoctena
reakéni rychlost pro neinhibovanou reakci a reakcni rychlost inhibovanych

reakci ze zmény absorbance v Case.

Z naméfenych zavislosti absorbance na &ase byly nejprve zjistény
rychlosti neinhibované (vp) a inhibované (vi) reakce a byly vypocteny jejich
poméry (viz kapitola 4.4.2.2). Rychlost neinhibované reakce byla vzdy
zprimérovana minimalné z 2 méfeni. Rychlost inhibované reakce byla také
vzdy meéfena 2 krat pro kazdé presné davkované mnozstvi testovaného

inhibitoru.

Poté byly sestrojeny vSechny zavislosti vo/v; vs. [l], kde vo je rychlost
reakce bez inhibitoru, v; je rychlost reakce s danym inhibitorem a [I] je molarni
koncentrace daného inhibitoru vreakéni smési. Nasledné byly vSechny
zavislosti prolozeny linearni spojnici trendu a byly zobrazeny rovnice linearni

regrese.

Ze vSech ziskanych pfimkovych zavislosti, prochazejicich body (0;1)
tedy ([I] ; vo/vi), Ize odeCist po zobrazeni rovnic linearni regrese pro volv; = 2
hodnotu ICsp.

Ziskané hodnoty ICsq jednotlivych inhibitora byly nakonec zpriimérovany
a vyjadfeny jako hodnoty se smérodatnou odchylkou. Hodnoty ICsy vSech

inhibitord jsou nize uvedeny.
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5.2.1 Priklad pfimkové zavislosti poméru rychlosti neinhibované

a inhibované reakce vy/v; na koncentraci inhibitoru [l]

Hodnota ICsy byla dopoctena z rovnice regrese. Priklady zavislosti

poméru neinhibované a inhibované reakce vo/v; na koncentraci inhibitoru [1] jsou

znazornény na grafu 2 a grafu 3.
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Graf 2 Pfiklad zavislosti poméru neinhibované a inhibované reakce volv;
na koncentraci inhibitoru [I] €. 1 u AChE
Data byla ziskana méfenim Ellmanovou metodou.
1.6 - Méreni hodnoty IC;, u BChE y = 8516.6x + 1.0124
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14 ] ’-./-
1.2 1 y = 9478.1x + 1.0086
1 R?=0.9833
>H
0.8 -
>O
0.6 -
0.4 -
0.2
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
koncentrace inhbitoru ¢.2 [mol/I]

Graf 3 Priklad zavislosti poméru neinhibované a inhibované reakce vo/v;
na koncentraci inhibitoru [I] €. 1 u BChE

Data byla ziskana méfenim Ellmanovou metodou.
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5.2.2 Vypocet hodnoty ICs, (z grafu 2 a 3)
Nejdfive se provadél vypoCet vSech ziskanych dat z rovnic linearni

regrese. Plati vztah:
- Pro prvni linearni regresi u méfeni s AChE (y = 2):
y = 10113x + 1,057
2=10113x + 1,057
x =9.324 x107°M = 93.24 uM
- Pro druhou linearni regresi u méreni s AChE (y = 2)
y =11788x + 0,9932
2 =11788x + 0,9932
x =8.541 % 1075M = 85.41 uM

Nasledné se zpramérovaly ziskané hodnoty ICsy pro inhibitor ¢.1 u
AChE.

93.24 + 85.41
2

= 89.33 uM

ICs5o =

Hodnota ICso pro méfeni inhibitoru ¢.1 s BChE byla dopoctena stejnym
zpusobem. Obé ziskané hodnoty zrovnic linearni regrese byly také

zprimérovany.

Pro vS8echny inhibitory ¢.1 az ¢.9 (jak u AChE, tak u BChE) byla
dopoctena hodnota ICsy a vysledky byly zpramérovany. Vysledky jsou uvedeny

nize v tabulce.

5.2.3 Ziskané hodnoty ICs, vSech inhibitort
Hodnoty ICso jednotlivych inhibitord byly zpriimérovany a vyjadfeny jako

hodnoty se smérodatnou odchylkou.

Hodnoty ICsg inhibitort €.1 az €.9 u obou enzym( (AChE a BChE) jsou
uvedeny nize v Tabulce 1. Také jsou zahrnuté i vysledky ze standardi

rivastigmin, galantamin a takrin.
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Tabulka 1 Vysledky zméfenych hodnot ICs

ICs0 UM ICs50 UM
Oznaceni AChE BChE

SF1 89,3313,92 110,28+5,68
SF2 199,60+2,21 45,72+2,12
SF3 250,37+18,74 31,54+0,99
SF4 96,49+2,29 30,24+1,99
SF5 171,45+5,87 136,82+3,98
SF6 141,12+7,12 74,24+0,39
SF7 278,66+34,70 11,98+0,58
SF8 > 500 35,89+0,91
SF9 114,60+0,75 62,66+4,44
Rivastigmin 98,43+4,23 15,31+0,18

Galantamin 1,58+0,05 0,95+0,01
Takrin 0,03593+0,00021 0,005+0,0001

5.3 Stanoveni

rozdélovaciho koeficientu

inhibitorda v systému 1-oktanol:voda

membrany (napf. hematoencefalickou membranu).
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Kow testovanych

Hodnoty rozdélovaciho koeficientu studovanych inhibitord nam poskytuji

informaci o jejich lipofilit¢, coz je mira schopnosti pronikat pfes biologické

Hodnoty K, byly stanoveny pro vSechny studované inhibitory. Zmérené
hodnoty absorbance odpovidaji 100 % daného inhibitoru v 1-oktanolu. Potom
byly zméfeny hodnoty absorbance, které odpovidaji procentualnimu obsahu
inhibitoru v oktanolové vrstvé (%): v soustavé 1-oktanol:voda. Z toho byly
dopoc¢tem urCeny hodnoty absorbance daného inhibitoru ve vodné vrstvé do
100 %. To znamena 100-(%);.




Nasledné byly vypoclteny rozdélovaci koeficienty jednotlivych inhibitoru

v systému 1-oktanol:voda podle vztahu:

(%)1 Gy

K - s ==
W 100 — (%), G,

VSechny hodnoty Koy jednotlivych inhibitort jsou uvedeny nize v Tabulce
2 jako hodnoty log P. Tyto experimentalné ziskané hodnoty K,, jsou

porovnavany s hodnotami K, ziskané pomoci programu Chemdraw.

Cim ma dany inhibitor v&t$i hodnotu rozdélovaciho koeficientu, tim lépe

pronika pfes lipofilni membrany.

Tabulka 2 Hodnoty K, testovanych inhibitort

Kow (logP) Kow (logP)
Inhibitor experimentalni | (Program Chemdraw)
SF1 6,32+0,42 6,6
SF2 6,99+0,50 7,09
SF3 6,82+0,35 6,76
SF4 6,16+0,47 6,36
SF5 5,99+0,33 6,1
SF6 6,39+0,36 6,26
SF7 6,31+0,33 6,59
SF8 5,79+0,29 5,97
SF9 6,58+0,41 6,47
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6 DISKUZE

V prvni fazi této diplomové prace byla provedena syntéza derivatl
urenych ktestovani inhibi¢nich aktivit vu&i acetylcholinesteraze a

butyrylcholinesteraze.

6.1 Syntéza Schiffovych bazi
Vyvoj syntézy Schiffovych bazi, kde se jako vychozi suroviny pouziva
((1S)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)-2-(4-hydroxyfenyl)ethanamin hydrochlorid
byl popsan v bakalarské praci (Kratochvil). Podle této prace byla syntetizovana
fada Schiffovych bazi s cilem stanoveni jejich biologickych aktivit. Tyto latky

byly syntetizovany reakci aminu s vybranym aromatickym aldehydem v
methanolu.

HO HO

Reakci aminu s aldehydem vznika také voda. Proto byl jako rozpoustédlo
zvolen methanol, ktery je s vodou misitelny. Reakce probihala 24 hodin.
Nasledné byl z reakéni smési destilaci za snizeného tlaku oddestilovan veskery
metanol. PoZadované produkty byly izolovany krystalizaci z hexanu a
naslednou filtraci. Pfipravené slouceniny byly charakterizovany bodem tani,

NMR spektrometrii. Opticka Cistota byla sledovana méfenim optické otacivosti.

6.2 Syntéza redukovanych Schiffovych bazi
Redukce pfipravenych Schiffovych byla provadéna tetrahydridoboritanem
sodnym v methanolu podle prace (Kratochuvil).
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HO HO

N ; N ;
$ CH,OH 3
E S N E S NH

Redukce Schiffovych bazi byla provadéna tetrahydridoboritanem
sodnym, ktery byl pouzit v 4 molarnim nadbytku. Po rozpusténi Schiffovy baze
v methanolu bylo toto redukcni Cinidlo opatrné v malych davkach postupné
vnaseno do reakéni smési. Reakce probihala 24 hodin. Po ukonceni reakce
byla do reakéni smési pfidana voda, ¢imz probéhla hydrolyza nezreagovaného
tetraboritanu sodného a byly rozpustény anorganické produkty reakce. Po
ochlazeni na teplotu 0 — 5°C a nasledné krystalizaci byl produkt izolovan filtraci.
Pfipravené slou€eniny byly charakterizovany bodem tani, NMR spektrometrii.

Opticka Cistota byla opét sledovana mérenim optické otacivosti.

6.3 Stanoveni inhibiénich aktivit
Je znamo, ze jakykoliv vyzkum podléha vnéjSim podminkam, volbé
kritérii a parametrt, pfistupu vyzkumnika apod. Také je znamo, Ze enzym
AChE ma mnohem vySsi afinitu k ACh nez enzym BChE, coz odpovida vétsi

rychlosti AChE hydrolyzovat svuj vlastni substrat ACh.

V prvni ¢asti experimentalniho méreni této diplomové prace, stanovovala

se hodnota aktivity enzymového preparatu.

Hodnoty aktivity enzymového preparatu u AChE se substratem ATChl
byly vzdy uréeny méfenim spektrofotometricky, a to kazdy den pred vlastnim
méfenim ICso. Tyto hodnoty byly povazovany za aktualni hodnoty aktivity EP.
Celkova hodnota aktivity EP vysla 85,26 U.

Pro méfeni ICsy se pouzivala pfesna mnozstvi pro oba enzymy (6 pl pro
AChE a 10 pl pro BChE). Po kalibraci pfistroje na spektrofotometrické méreni

bylo zjisténo, Ze pfi menSich mnozstvich enzym( nez ty vySe uvedena, viastni
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enzym nezreagoval viubec se specifickym substratem, coZ se neprojevovalo

vznikem Zlutého zbarveni v mérné kyveté.

Dale byly stanoveny hodnoty ICsy testovanych inhibitord. Pro viastni
méfeni hodnoty ICso se pouzivalo 9 raznych vzorkl. Tyto syntetizovany latky
byly zméfeny spektrofotometricky Ellmanovou metodou. Pro méfeni ICso se
pouzival stejny substrat: Acetylthiocholin (ATCh), a to jak pro AChE, tak pro
BChE.

VSechny vzorky inhibitor byly zméfeny spektrofotometricky proti
slepému vzorku (blanku). Mé&feni bylo provedeno nékolikrat u nékterych vzorka,
napf. u vzorku €. 4, 5 a 6. A to z davodu lidského faktoru. DoSlo k chybé pfi
manipulaci se vzorky béhem vlastniho mérfeni. Pro lepSi vizualizaci
enzymatické reakce, pouzivaly se ruzné koncentrace inhibitort (10 ul, 30 ul, 50
Ml). U vzorku €. 4, 7 a 8 se pouzivaly i vétSi koncentrace inhibitor (70 ul a 100
pl), protoze pfi menSich koncentracich vybrané inhibitory malo zreagovaly

S enzymy.

Z naméfenych hodnot se zjistilo, Ze se hodnoty ICsy vzorkl inhibitor( u
AChE pohybuiji v rozmezi 89-278 uM. Z vybranych inhibitort, nejlepsi hodnotu
vykazuje vzorek €.1, jehoz hodnota ICs €inila 89,33 £ 3,92 yM. Hodnoty ICs
inhibitord u BChE se pohybuji v rozmezi 11-110 uM. Bylo zjisténo, Ze inhibitory
pfi méfeni vykazuji mnohem lepS$i ucinnost pfi inhibici BChE. Z pouzivanych
inhibitord, vzorek €. 7 vykazoval nejlepsi vysledek, jehoz hodnota ICs, Cinila
11,98 + 0,58 pM.

V porovnani zde studovanych inhibitor( a standardnich vzorku klasickych
inhibitord  (rivastigmin, galantamin a takrin), muZeme pozorovat urcité
charakteristiky. Hodnoty ICso u rivastigminu vykazuji nejlep$i uc€innost u BChE
s hodnotou 15,31 + 0,18 yM. Ze studovanych inhibitord, inhibitor €. 7 vykazuje
podobné vysledky pfi méfeni s BChE. Inhibitor galantamin je 0€inné&jSi nez
rivastigmin, a nejlepsSi uc€innost vykazuje u BChE; inhibitor takrin se povazuje za
nejucinnéjsi z danych standardd, a vykazuje nejlepSi hodnotu ICsq pfi inhibici
BChE s hodnotou ICso 0,005 £ 0,0001 uM.
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Z méfeni vySe uvedenych inhibitord vyplyva, Ze inhibitor &. 7 celkem
vykazuje nejlepsi hodnoty ICsq pfi inhibici BChE. Stejné jako klasické standardy

rivastigmin, galantamin a takrin, mizZe se povazovat za vhodny inhibitor.

V roce 2012, v Pakistanu se dokazala syntetizovat dalSi Schiffova baze,
3-thiazolocoumarinyl, ktera byla testovana proti AChE a BChE [88]. Bylo
zjisténo, Ze tato sloucenina byla nejucinnéjsi proti AChE s hodnotou 1,05 + 0,3
MM a ukazala vynikajici uc€inek proti BChE s hodnotou 0,041 + 0,002 pM.
Hlavnim cilem této studie bylo vyvinout nové ucinné a selektivni latky, které by
mohly byt dale optimalizovany, aby se zabranilo progresi rGznych onemocnéni,

jako AD, a mohly by poskytnout symptomatickou lécbu.

Nakonec byly uréeny hodnoty K, testovanych inhibitord jak
experimentalné, tak i s pomoci programu Chemdraw. Ze ziskanych hodnot Ko,
se zjistilo, ze vysledky ziskané obéma zpusoby se od sebe moc nelisily. Podle
ziskanych vysledku se urcilo, ze inhibitor €. 2 ma nejlepsi hodnotu K,, ktera
¢ini 6,99 + 0,50.

Pro urCeni toho, zda-li dana chemicka latka spliuje urcitou
farmakologickou funkci nebo biologickou aktivitu, plati Lipinského pravidlo 5.
Podle toho pravidla, které zformuloval lékafsky chemik Christopher Lipinski
vroce 1997, se hodnoti jak by musela byt chemicka slouCenina a jaké
charakteristiky musi splnit. Toto pravidlo je dulezité pro vyvoj novych |éCiv ze
slouc€enin s dfive prokazanymi farmakologickymi vilastnostmi. Urcita latka bude
pravdépodobnéji schopna projit bunéfnou membranou, pokud jeji molarni
hmotnost je menSi nez 500 a jeji lipofilita (tedy logaritmus rozdélovaciho

koeficientu mezi vodou a 1-oktanolem) je mensi nez 5.

Kdyz porovnavame vysledky ziskané z méfeni Ko, vybranych inhibitoru,
muzeme sledovat, Ze jejich molarni hmotnosti se pohybuji v rozmezi 367-421
g/mol, a to odpovida danému pravidlu. Ale podle ziskanych vysledku bylo
zjisténo, ze dané inhibitory pfesahuji hodnotu 5 (ze v8ech vzorkd, inhibitor €. 2
vykazuje nejlepSi hodnotu K, 6,99 £ 0,50, a inhibitor €. 5 vykazuje nejmensi
hodnotu K,y 5,99 + 0,33). Toto neodpovida pravidlu, ale inhibitor €. 2, oproti
ostatnim testovanym inhibitordm, bude vice schopny prochazet pres

biologickou membranu.
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Musime vzit ale také vuvahu, 2Ze Lipinského pravidlo vSak

nepredpoklada, zda bude urcita slouenina farmakologicky aktivni nebo ne.
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7 ZAVER
Tato diplomova prace byla zaméfena na studium enzym cholinesteraz a
jejich moznych inhibitord. V ramci experimentalni ¢asti byly pfipraveny Schiffovy

baze a jejich redukované formy. U téchto derivati bylo dale provedeno

stanoveni inhibi¢nich aktivit vic&i acetylcholinesteraze a butyrylcholinesteraze.

Hledani novych inhibitord ChE je stale slibnym pfistupem klécbé
riznych onemocnéni, jako je AD. Schiffovy baze jsou povazovany za dilezitou
tfidu organickych sloucenin, které maji Siroké spektrum pouziti v€etné inhibitora
enzymU. V souCasné dobé byla vyvinuta dal§i syntéza Schiffovych bazi jako
potencialni inhibitory ChE, které se taky zméfily modifikovanou Ellmanovou

metodou.

Pro stanoveni inhibi¢ni aktivity téchto inhibitord se pouzivala Ellmanova
metoda, ktera se stale uplatiiuje jako nejpouzivanéjSi metoda diky svym
vyhodam, jako jsou napf. presnost, jednoduchost, Casové nenaroCnost a
citivost metody. Tato metoda je velice vhodna pro stanoveni a sledovani

inhibi¢ni ucinnosti inhibitory.

Aktivita enzymU byla inhibovana skoro vSemi pouzivanymi
koncentracemi inhibitor(, sledovalo se rychle Zluté zbarveni roztoku hned po
kontaktu enzymu se substratem pfitomnym v roztoku. Aktivita enzymu byla
vzdy zméfena pred vlastnim méfenim ICsy a pouzitd mnozstvi enzymU byla

presné definovana, stejné jako parametry pfistroje a vlastni postup méfeni.

Podle ziskanych hodnot ICso testovanych inhibitord se zjistilo, zZe
nejucinnéjSim inhibitorem pfi inhibici AChE je inhibitor ¢&. 1: 4-[(2S)-2-
benzylidenamino]-2-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)ethyl]fenol. Jeho hodnota ICsg
Cinila 89,33 + 3,92 uM. Tento inhibitor vykazoval podobné vysledky jako
standardni inhibitor rivastigmin. Stejnym zplUsobem se Zzjistilo, Ze nejlepSim
inhibitorem pfi inhibici BChE je inhibitor & 7: 4-{(2S)-2-(6-fluoro-1,3-
benzothiazol-2-yl)2-[(2-methylbenzyl)amino]ethyl}{enol. Jeho hodnota ICsq Cinila
11,98 £ 0,58 pM.

Pfi méfeni hodnoty 1Cso se také zjistilo, Ze doSlo k neuspéchu, ktery byl
zaznamenavan u inhibitoru €. 8, jehoz hodnota ICsq pfevySovala hodnotu 500
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MM. Musi se také zddraznit, Ze tyto Schiffovy baze jsou velice nestabilni latky.
Po méfeni bylo konstatovano, Zze dané studované inhibitory vykazovaly lepSi
vysledky u méfeni ICso pro BChE, kde se nékteré vysledky inhibitori od sebe

moc nelisily.

V ramci stanoveni rozdélovaciho koeficientu se urCovalo, Ze nejlepSi
vysledek vykazuje inhibitor & 2: 4-{(2S)-2-(6-fluoro-1,3-benzothiazol-2-yl)-2-
[(E)-(2-methylbenzylidene)amino]ethyl}fenol. Hodnota Ko, Cinila 6,99 + 0,50. Ze
vSech testovanych inhibitord, inhibitor €. 2 nejlépe prostupuje pfes biologické

membrany.

Na zavér Ize tedy konstatovat, Ze studované inhibitory vykazuji stfedné
dobrou anticholinesterazovou aktivitu, a Ze se tyto inhibitory mohou uplatfiovat
jako vhodné inhibitory obou enzym( AChE a BChE.
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