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ANOTACE

Tématem této diplomové prace je Piiprava karbamati R-1-(6-fluorbenzthiazol-2-yl)-3-
(methylthio)propan-1-aminu a stanoveni jejich inhibi¢nich aktivit vi¢i enzymim. Teoreticka
Cast je zamétena na znalosti inhibitorti cholinesteraz, konkrétné karbamaty a benzthiazoly, jako
jsou jejich struktura, syntéza ¢i funkce v organismu. Dale se teoretickd cast prace vénuje
obecnému charakteru cholinesteraz, jejich struktuie a biologické funkci. V dalsi ¢asti je poté
sepsano nékolik obecnych znalosti o inhibitorech cholinesteraz, o typech inhibice a jejich
principech.

Experimentalni ¢ast diplomové prace poté zahrnuje 2 ¢asti — syntetickou a biologickou.
Synteticka ¢ast spociva v piiprave a syntéze celkem 10 karbamatii. Kapitola obsahuje postupy
a schémata pfipravy vychozi latky i syntéz jednotlivych karbamatd. Dale obsahuje jejich
hodnoty z NMR spektrometru spolu s bodem tani. Biologicka ¢ast se zaméfuje na méfeni
inhibi¢nich ~ vlastnosti ~ karbamati  vi¢i  cholinesterazdm  (acetylcholinesteraze
a butyrylcholinesteraze). Konkrétné se zde stanovuje enzymatické aktivita cholinesteraz, I1Cso
neboli 50% inhibi¢ni koncentrace a kinetické parametry, na jejichz zakladé lze ur€it typ

inhibice. Na zavér je uvedena kapitola se vSemi vysledky spolec¢né s diskuzi.

KLICOVA SLOVA

Karbamaty, benzthiazoly, acetylcholinesteraza, butyrylcholinesteraza, inhibitory

cholinesteraz, aktivita cholinesteraz, 1Cso, typ inhibice, rozd€lovaci koeficient



TITLE
Synthesis of R-(1-(6-fluorobenzothiazol-2-yl)-3-(methylthio)propyl)amine carbamates

and determination their inhibition activities to enzymes

ANNOTATION
The topic of this thesis is the preparation of R-1-(6-fluorobenzthiazol-2-yl)-3-

(methylthio)propan-1-amine carbamates and the determination of their inhibitory activities
against enzymes. The theoretical part is focused on knowledge of cholinesterase inhibitors,
specifically carbamates and benzthiazoles, such as their structure, synthesis and function in the
body. Furthermore, the theoretical part of the work is devoted to the general character
of cholinesterases, their structure and biological function. In the following part, some general
knowledge about cholinesterase inhibitors, types of inhibition and their principles is written
out.

The experimental part of the thesis includes two parts — synthetic and biological.
The synthetic part consists in the preparation and synthesis of a total of 10 carbamates.
The chapter contains procedures and schemes for the preparation of the starting material and
the synthesis of individual carbamates. It also contains their values from the NMR spectrometer
along with the melting point. The biological part focuses on measuring of inhibitory properties
of carbamates against cholinesterases (acetylcholinesterase and butyrylcholinesterase).
Specifically, cholinesterase enzymatic activity, 1Cso or 50% inhibitory concentration and
kinetic parameters are determined here, on the basis of which the type of inhibition can
be determined. At the end, there is a chapter with all the results together with a discussion.

KEYWORDS

Carbamates, benzthiazoles, acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase, inhibitors

of cholinesterases, activity of cholinesterase, ICso, type of inhibition, partition coefficient
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UvVoD

Karbamaty jsou estery odvozené od kyseliny karbamové. Soucasti jejich struktury
je standardné kyslik, ale mohou obsahovat i siru. V tom piipadé by se jednalo o thiokarbamaty.
Karbamaty jsou soucasn¢ vyuzivany jako agrochemikalie, plastické hmoty ¢i jako textilni
ptipravky. Mnoho studii se v poslednich letech zabyva vyuzitim karbamati jako aktivnich
farmak pro neurodegenerativni onemocnéni, hlavné na Alzheimerovu chorobu. Jejich tkol
spoc¢iva v inhibici acetylcholinesterdzy, a tim i ve zpomaleni pribéhu nemoci. Karbamaty
vykazuji mnohem niz§i toxicitu neZz organofosfaty. Navic na rozdil od nich pisobi jako

reverzibilni inhibitory, coz znamena, Ze Sse na enzym nevazi natrvalo kovalentni vazbou.

Benzthiazoly jsou aromatické heterobicyklické latky, jez maji ve své struktuie dusik
a siru. Dusik je umistén v poloze 3 a sira v poloze 1. Benzthiazolové derivaty jsou hojné
vyuzivané v komercnich produktech, ale jsou také soucasti piirody jako naptiklad luciferin.
Benzthiazoly jsou vyuzivany jako nosice 1éCiv ¢i jako barviva (thioflavin). Je prokazano,
ze slou€eniny s benzthiazolovym kruhem maji velmi pozitivni u¢inky na organismus,

a to zejména antibakterialni, antidiabeticky, protinadorovy a dalsi. Jako farmaceuticky aktivni

vvvvvv

Cholinesterazy spadaji do skupiny serinovych hydroldz. RozliSujeme 2 typy
cholinesteraz, a to acetylcholinesterazu a butyrylcholinesterazu. Acetylcholinesteraza je pro
organismus velmi duleZit4, jelikoZ jejich hlavni funkce spociva v hydrolyze acetylcholinu
nacholin a acetat, a tim ukoncuji nervovy vzruch. Butyrylcholinesterdza nema Zadnou
dulezitou roli v organismu na rozdil od acetylcholinesterazy, plni spise funkci podptrnou.

Dodnes vsak nebyla objasnéna jeji piesnd funkce v téle.

V soucasné dobé¢ je kladen velky diiraz na rozvoj metod a tvorbu novych inhibitora vici
cholinesterazam, které by pomohly v 1é¢bé Alzheimerovy choroby. Ukolem téchto studii
je syntéza novych slou¢enin jako 1é¢iv, které by byli vice uc¢inné a nezptisobovali by takové
nezadouci Gcinky, jako je tomu u dnes pouZzivanych 1€kt na AD. Piesné to je také cilem této
diplomové prace, a to konkrétn€ vyvoj metody syntézy novych inhibitorti (karbamath)

cholinesteraz a stanoveni jejich inhibi¢ni G€innosti vici t€émto enzymim.
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TEORETICKA CAST

1  Karbamaty

1.1 Charakteristika a struktura

Karbamaty jsou organické slouCeniny majici sumarni vzorec CHzNO2. Strukturni
vzorec karbamatu je poté zndzornény na obrazku €. 1. Obecné se jedna o estery odvozené
od karbamové kyseliny, jejiz sumarni vzorec je NH2COOH. Kyselina karbamova je latkou
velmi nestalou, jelikoz je znacné rychle dekarboxylovana na amin a oxid uhlicity.
Avsak karbamaty samy o sobé jsou velmi stabilni. Estery karbamové kyseliny jsou téz
oznacovany jako uretany. Polymery, obsahujici opakujici se jednotky karbamati, se poté
oznacuji jako polyuretany. Karbamaty se vétSinou vyskytuji v kapalném nebo krystalickém
stavu a tvoii pevné vodikové mustky mezi vazbami NH...O-C a NH...O=C. Molekularni
hmotnost karbamatu je 60,032. Karbamaty at’ uz cyklické nebo necyklické, majici navazany

vodik na dusiku, jsou fazeny do skupiny velmi slabych N-kyselin. [1-5]

Karbamaty maji typické trojvazné uskupeni -O-CO-N-, které je planarniho charakteru,
ptfi¢emz vazby C-O a C-N maji profil ¢aste€nych dvojnych vazeb. Souc¢asti struktury karbamatu
mize byt bud’ kyslik ¢i sira. V ptipadé, kdy je soucasti struktury sira, mluvime o tzv.
thiokarbamatech. Celkem existuji dvé izomerni formy thiokarbamatt: (1) O-thiokarbamat
se sumarnim vzorcem ROC(=S)NR2 a (2) S-thiokarbamat se sumarnim vzorcem RSC(=O)NR3.
Strukturni vzorce obou typi thiokarbamatd jsou zobrazeny na obrazku ¢. 2. Pismena R1 a R
jsou pak vétsinou organické ¢i alkylové substituenty nebo to mize byt i vodik. Rz je obvykle

organicky substituent nebo se miize jednat i 0 kov. [3] [5]

H O

N
<

O

Obrazek ¢&. 1: Strukturni vzorec karbamatu
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Obrazek €. 2: Strukturni vzorec O-thiokarbamatu (1) a S-thiokarbamatu (2)

1.2 Biologicka funkce

Jak jiz bylo feceno, karbamaty fadime do skupiny organickych sloucenin. V dnesni dobé
jsou karbamaty vyuzivany vétSinou jako agrochemikalie, textilni ptipravky, plastické hmoty,
a téz jako aktivni farmaka v 1é¢bé nékterych neurodegenerativnich chorob, jako je napiiklad
Alzheimerova choroba (AD), Parkinsonova choroba, Myastenia gravis ¢i onemocnéni HIV
(virus lidské imunitni nedostatecnosti). Karbamaty byly taktéz zkoumany mnoha studiemi jako
latky potencialni pro vojenské ucely, a to jako nervové latky. Tyto studie vSak selhaly na jistych
okolnostech, jako byl $patny prinik skrz hematoencefalickou membranu ¢i stabilita karbamati
pouze jako krystalickych soli ¢i vodnych roztoku. Z tohoto dtivodu byly uznany jako nevhodné
pro zbrojeni. [3] [6] [7]

Karbamaty lze snadno syntetizovat z primarnich a sekundarnich amint a lze je téz
snadno ptevést zpét na aminy. Z tohoto hlediska se vyuzivaji jako chranici skupiny, kdy

napiiklad kryji aminoskupiny pfi tvorb¢ amint a peptidi. [3] [8]

Karbamaty jsou také vyuzivany jako inhibitory acetylcholinesterazy (ACHE), a proto
jsou nékdy oznafovany jako karbamatové insekticidy. JSou povazovany za bezpec¢né na rozdil
od organofosfati, které nevratné inhibuji tento enzym a zptisobuji té¢zkou cholinergni otravu.
Ve studii bylo zjisténo, Ze akutni toxicita karbamati je pro ¢lovéka pomérné nizkd. Karbamaty
mohou ale drazdit pokozku, o¢i ¢i hrdlo a zpusobit tak kychani a kasel. Obecné je znamo,
ze karbamaty jsou oproti organofosfatim méné stabilni, a proto miZeme snadno odStepit
od daného enzymu karbamylovany serinovy zbytek za pomoci spontanni hydrolyzy. Diky tomu
jsou karbamaty povazovany za pseudoreverzibilni inhibitory ACHE narozdil
od organofosfatd, které tuto schopnost nemaji. Karbamaty jsou téz schopny reverzibilné
inhibovat neuropatii pomoci cilové esterazy. Pravé diky svému reverzibilnimu inhibi¢nimu

ucinku na acetylcholinesterazu jsou karbamaty velice vyuZivany v humanni mediciné jako
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farmakologicky aktivni latky. Naptiklad derivat karbamatu fysostigmin je pouzivan pii 1écbé
Myastenia gravis, kdy snizuje rychlost hydrolyzy acetylcholinu, ¢imz zvySuje jeho hladinu
a zlepSuje prenos nervovych impulsi. Dal§im piikladem je pyridostigmin, ktery zabranuje
nevratné vazbé organofosfatli na acetylcholinesterazu nebo tieba rivastigmin, ktery je velmi

vyuzivan pti 1é¢bé Alzheimerovy choroby. [9-14]

1.3 Syntéza

Karbamaty se nejCastéji syntetizuji za pomoci reakce aminu a alkylchlorformiatu.

Tato reakce je podrobné i se strukturnimi vzorci popsana ve schématu ¢. 1. [1]

o_ _Cl NH O
R—NH, + Ry Y — = Ry W ~g, T HC
0 0

Schéma €. 1: Syntéza karbamatu reakci aminu a alkylchlorformidtu

Dalsi typ tvorby karbamatu je reakce izokyanatu s alkoholem (viz schéma ¢. 3).
Izokyanat je nejCastéji tvofen reakci aminu a chloridu karbonylu COCI2 neboli fosgenu.
Tato reakce je znazornéna na schématu €. 2., na kterém muizeme téz vidét, ze v kazdé dil¢i

reakci je odstépena jedna molekula chlorovodiku. [1] [15]

/ P
R—NH, + CI - wd .
“HOL “Hel y,
Cl R Cl R

Schéma ¢&. 2: Syntéza izokyanatu z aminu a COCl;
NH 0
Ri-OH + Ne=0 — YA Y
RS O
Schéma ¢&. 3: Tvorba karbamatu reakci alkoholu a izokyanatu
Nejméné vyznamna tvorba karbamatu vychazi z reakce aminu a oxidu uhli¢itého CO,.

Vznikly karbamatovy aniont spolu s elektrofilem nasledné reaguji za vniku vysledného
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karbamatu. Oxid uhlicity je v této reakci velice cennym a obnovitelnym zdrojem, jak z hlediska

ekonomiky, tak ekologie. Cela tato reakce je znazornéna na schématu ¢. 4. [16] [17]

R—NH, + CO,

NH o NH o)
yd ™~
Ry Y + R—X —> R; Y R,
O O
Schéma ¢. 4: Syntéza karbamatu reakci aminu a oxidu uhli¢itého

Karbamaty lze syntetizovat i tzv. Curtiovym pfesmykem, coz je tepelny rozklad
acylazidu. Meziprodukt tohoto rozkladu poté reaguje s alkoholem za vzniku vysledného

karbamatu (viz schéma ¢. 5). [18]

O NH O

N o +R4-OH /\/\

| .
/ — R
Rz/\N3 Ro 2 (|3|

Ry

Schéma ¢. 5: Curtitiv presmyk
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2  Benzthiazoly

2.1 Zakladni adaje
Benzthiazol (benzothiazol) je aromaticka heterobicyklicka latka obsahujici ve své
struktufe siru v poloze 1 a dusik v poloze 3 (viz obrazek ¢. 3). Z tohoto hlediska jsou n¢kdy

oznacovany jako 1,3-benzthiazoly. [19][20]

7 1
6 S
2
Y
5 N
4 3

Obrazek €. 3: Strukturni vzorec benzthiazolu

Je to fuzni produkt mezi benzenem a thiazolem. Jedna se o bezbarvou slabé viskozni
kapalinu majici chinolinovy, gumovy zapach. Sumarni vzorec benzthiazolu je C7HsNS.
Molekularni hmotnost této slouceniny je 135,19. Jednd se o sloufeninu dobfe rozpustnou
Vv etheru, acetonu a slabé i ve vod¢. Pfi zahfati nad bod varu, ktery je 227-228 °C, se latka
rozklada a vypousti velmi toxické vypary sulfidi. V UV oblasti ma benzthiazol maximalni
absorpci pii 250, 284 a 296 nm. Na nasledujicich dvou obrazcich (obrazek ¢. 4 a 5) mizeme
vidét benzthiazol stanoveny H NMR spektrometrem a za pomoci GC-hmotnostniho

spektrometru. [21]
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Obrazek & 4: 'H NMR spektrum benzthiazolu [21]
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Obrazek ¢. 5: Hmotnostni spektrum benzthiazolu [21]

Samotné benzthiazoly nejsou pouzivané praveé v Sirokém spektru, ale jejich derivaty ano.
Vyuzivaji se hojné v komercnich produktech nebo jsou soucésti ptirody (napi. luciferin
u svétlusek, psidium guajava, produkt Saccharomyces cerevisiae a mnoho dal$ich). Benzthiazol
ma téz svou funkci v rostlinném metabolitu. Je také vyuzivan jako xenobiotikum, ale je to téz

kontaminant zivotniho prostiedi. [22] [23]

2.2 Struktura a priprava
Benzthiazoly jsou slozené z péticlenného 1,3-thiazolového kruhu napojeného
na benzenovy kruh. Devét atomtl bicyklu a na né€ pfipojené substituenty jsou koplanarni, coz

znamena, ze lezi ve stejné roving. [24]

Benzthiazoly mohou byt pfipraveny nékolika zpisoby. Jednim z nich je kondenzace
2-aminothiofenolu spolu s aromatickym aldehydem, karboxylovou kyselinou ¢i derivatem
karboxylovych kyselin. Reakce mtize probihat v kyselém nebo zasaditém prostiedi. Vystupem
této kondenzace je pak tzv. Schiffova baze, ze které pomoci dehydrogenazy a cyklizace vznika
2-substituovany benzthiazol. Reakce 2-aminothiofenolu saldehydem probihd v prostiedi
nitrobenzenu. Zaroven je ozafena mikrovinnym zafenim zhruba po dobu 8 minut. Vytézky
benzthiazolu se u tohoto typu syntézy pohybuji vV rozmezi 61-78 % dle pouzitého aldehydu.

Schéma této reakce je znazornéno na schématu ¢. 6. [20] [25] [26]
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SH S
PhNO, / SiO,
R—y — = —R
+ \O mikroviny, 8 min @[N/

NH»

Schéma ¢&. 6: Syntéza benzthiazolu z aldehyda

Dalsi moznosti ptipravy benzthiazolt je pfiprava z karboxylovych Kkyselin.
2-aminothiofenol spolu se smési oxidu fosfore¢ného P,Os a metansulfonové kyseliny
CHsSOsH (v poméru 1:10) reaguje s karboxylovou kyselinou za vzniku pravé benzthiazolu.
Cela smés je zahtivana na teplotu 70 az 95 °C po dobu asi 10 hodin. Vytézek této reakce
je celkem slusny — naptiklad pro ethanovou kyselinu ¢ini 93 %. Schéma (¢. 7) této reakce

je znazornéno nize. [20] [26] [27]
SH OH p,0 / CH;SO3H S
+ R —_— >—R
\O 70-95°C, 10 hod N/
NH»
Schéma €. 7: Syntéza benzthiazolu z karboxylovych kyselin

Dalsi moznosti je reakce anilinu s thiokyanatanem a bromu v prostiedi ledové kyseliny
octové. Tato smés je nasledné krystalizovana za horka a zalkalizovdna pomoci roztoku
amoniaku NH3z (viz schéma ¢. 8). Tato reakce se vyuziva u benzthiazoll, které jsou

substituované aminoskupinou v poloze 2. [26] [28] [39]

N NH, g N
NaSCN / led. CH;COOH AN 2 N\
- — >7NH2
SH
r F S

Schéma ¢. 8: Syntéza benzthiazold substituovanych aminoskupinou v poloze 2

NH»

Z benzthiazoli, které jsou substituované v poloze 2, vychazi syntéza chiralnich
benzthiazolt, ktera se sklada celkem ze 3 krokt. Prvnim krokem je reakce 6-fluoro-1,3-

benzthiazol-2-aminu (produktu ptedchozi reakce) spolu s roztokem hydroxidu draselného
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KOH. Produktem této reakce je 2-amino-5-fluorothiofenolat draselny. Cela tato syntéza
je znazornéna na schématu ¢. 9. [26] [29] [39]

N H,0 NH,
\>—NH2 4+ KOH ——
F S F s K

Schéma €. 9: Piiprava 2-amino-5-fluorothiofenolatu draselného

Nasleduje mezikrok, ktery spociva v reakci D-alaninu s fosgenem v prostiedi
tetrahydrofuranu (THF) za vzniku D-alanin-N-karboxyanhydridu. Tento produkt je poté vyuzit
v dalsim kroku syntézy chiralnich benzthiazoli tak, ze reaguje sroztokem 2-amino-5-
fluorothiofenolatu  draselného za  vzniku  (R)-1-(6-fluorobenzthiazol-2-yl)ethanamin
hydrochloridu (viz schéma ¢. 10). [26] [29] [30] [39]

0
H3C O COCl,
e
HoN OH THF
2 N
o/ H

Schéma €. 10: Priprava D-alanin-N-karboxyanhydridu

Ttetim a poslednim krokem syntézy je reakce ptedem ptipraveného hydrochloridu spolu
s kyselinou p-toluensulfonovou. Vysledkem je (R)-1-(6-fluorobenzthiazol-2-yl)ethanamin
p-toluensulfonat, ktery je nasledné zfiltrovan. Ve findle ziskame bily prasek, ktery ma celkem

81% vytéznost. Cela reakce je znazornéna na schématu ¢. 11.[26][29] [30] [39]
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Schéma ¢. 11: Syntéza (R)-1-(6-fluorobenzthiazol-2- yl)ethanamin p-toluensulfonatu

2.3 Vyuziti

Pro svoji bezpecnost a netoxi¢nost jsou benzthiazoly hojné pouzivané jako 1éCiva,
respektive jako jejich nosic¢e (napiiklad riluzol a pramipexol). Benzthiazolovy blok a na n¢j
navazané substituenty maji totiz vliv na chemické i biologické vlastnosti 1éCiv, konkrétné
na jejich lipofilitu, polaritu ¢i rozpustnost. Benzthiazoly maji mnoho pozitivnich u¢inkt jako
jsou antibakteridlni, protinddorové, antidiabetické, antifungdlni a mnoho dalSich.
Vétsina farmakologicky aktivnich benzthiazolti je substituovana pravé na poloze 2. [19] [20]

[26]

DalSim odvétvim, ve kterém se benzthiazoly hodné vyuZivaji, jsou barviva, jejichz

typickym ptikladem je tieba thioflavin (viz obrazek ¢. 6 nize). [31]

CH,
HaC +
s CHs |
/ CH

p N 038 S S :

+ \ /i N
N CH3 +

| N CH,
CHs |

CH,

1) 2)

Obrazek ¢. 6: Strukturni vzorec thioflavinu T (1) a S (2)
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2.3.1 Antibakterialni ucinky

Cilem antibakterialniho a antimykotického vyzkumu bylo stanoveni sloucenin, které
by se vyuzily proti rezistentnim bakteriim a houbam. Existuje cela fada derivata
s benzthiazolovym kruhem, které vykazuji velmi dobré antibakteridlni ucinky vuci
gramnegativnim | grampozitivnim bakteriim. Ptikladem takovychto derivatd jsou naptiklad
fenylacetoamidy ¢i benzoamidy majici velmi dobré ucinky proti bakteriim Staphylococcus
aureus, Escherichia coli ¢i Bacillus subtilis. [30] [32-34] [39]

2.3.2 Protinadorové ucinky

Rada benzthiazolovych derivati byla syntetizovana a testovala se u nich aktivita
antiproliferace na buniky HepG2 a MCF-7. VétSina téchto slou¢enin vykazovala inhibi¢ni
ucinky na rist bunék. Ve studiich a pokusech bylo zjisténo, ze velmi silné protinadorové ucinky

ma napiiklad slou¢enina 2(3,4-dimetoxy)-5-fluorbenzthiazol. [32] [35] [36] [39]

2.3.3 Antidiabetické ucinky
Mezi G¢innymi 1éCivy pii 1éébé diabetu jsou benzthiazolové derivaty N-(6-

substituovanych-1,3-benzthiazol-2-yl)benzensulfonamidy. [32] [37]

2.4 Inhibitory s benzthiazolovym kruhem

2.4.1 Na bazi mocoviny

V minulosti bylo provedeno mnoho studii scilem najit vhodné inhibitory
s benzthiazolovym kruhem na bézi mocoviny, a to pro lé€bu neurodegenerativnich
onemocnéni, hlavné na Alzheimerovu chorobu. Béhem této studie byla nejprve provedena
tvorba chiralnich benzthiazolovych mocovin, a to pomoci reakce chiralniho (R)-I-(6-fluor-I,3-
benzthiazol-2-yl)ethanaminu ve formé p-toluensulfonové soli (PTS) spolu se substituovanymi

fenylisokyanaty Vv prostiedi toluenu, jak je zobrazeno na schématu ¢. 12. [29] [38] [39]
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Schéma ¢&. 12: Tvorba benzthiazolovych karbamatl na bazi mocoviny

Vytézek téchto mocovinovych derivath se pohyboval mezi 84 az 88 %.
U syntetizovanych derivatl mocovin (celkem 10) bylo poté provedeno méfeni jejich
inhibi¢nich u¢inkl na acetylcholinesterazu a butyrylcholinesterazu. Méfeni bylo provedeno
spektrofotometricky, a to pomoci Ellmanovy metody (popis viz nize). Mira inhibi¢ni aktivity
syntetizovanych inhibitori byla stanovena pomoci hodnot ICsp, kdy hodnoty ICso vici
butyrylcholinesteraze (BCHE) byly niz$i nez vii¢i ACHE. To je zptisobeno rozlisnou strukturou
aktivnich mist obou cholinesteraz. BCHE ma prostornéjsi aktivni misto, ¢imz umoziuje vazbu

vétsich molekul. [29] [38] [39]

Nejlepsi inhibi¢ni ucinky (hodnota ICsp) vi¢i ACHE méla sloucenina 1-(3-chlor-4-
methylfenyl)-3-[(1R)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)ethylJmocovina, jejiz hodnota ICso byla
15,2 umol/I a jeji struktura je zndzornéna na obrazku ¢. 7. Nejlepsi hodnota ICso viici BCHE
byla u slouceniny 1-[(1R)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)ethyl]-3-fenylmocovina a to 3,65
umol/I (struktura viz obrazek ¢&. 8). [29] [38] [39]

N CH;
NH CH,

1Cs0 15,2 pmol/l - ACHE

Obrazek ¢. 7: Struktura 1-(3-chlor-4-methylfenyl)-3-[(1R)-1-(6-fluor-1,3-
benzthiazol-2-yl)ethylJmocoviny
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1Cs0 3,65 pmol/l - BCHE

Obrazek ¢. 8: Struktura 1-[(1R)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)ethyl]-3-fenylmocoviny

2.4.2 Se zabudovanou aminokyselinou

Dalsi vyznamnou studii inhibitort cholinesteraz byla studie, pfi niz se syntetizovalo cca
23 novych slouceniny na bazi benzthiazolovych karbamat se zabudovanou aminokyselinou.
Syntéza téchto sloucenin byla tvofena 3 kroky. Prvnim krokem byla reakce L-norvalinu
(L-valinu) ve formé& sodné soli s danymi alkylchlorformiaty, jejimz produktem byl vznik
karbamatt sodnych soli obou aminokyselin. V druhém kroku tyto karbamaty reagovaly spolu
s isobutylchlorformiatem, a to za vzniku isobutylacylkarbonatu (meziprodukt). Poslednim
krokem byla reakce pravé isobutylacylkarbonatu s (R)-1(6-fluorbenzthiazol-2-yl)aminem,
ve forme PTS soli, za vzniku finalnich produktii. Tato téistupiiova syntéza je G¢inna u fady
aminokyselin i chlorformiati. Schéma celé syntézy je znazornéna na schématu ¢. 13. [26] [38]

[40] [48]

Ry o OR, NaOH / HCI ! Toluen / DMBA 0 \ (0]
)_4 + >:O — g — .
isobutylchlorformiat 0]
HoN OH cl HO d oR
OR, 2
H,C

CH;

0
V4

0
0 R N CHj N CH,
C>— 1 + /@: \: : NaOH \: :
HaC‘( F S NH,. PTS e S NH

CH, 0
R4

Schéma €. 13: Tvorba benzthiazolovych karbamatl obsahujicich aminokyselinu
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Nasledné byla opét stanovena hodnota ICsp vici cholinesterazam (ACHE i BCHE)
atyto hodnoty byly poté porovnany se standardnimi inhibitory (rivastigmin a galantamin).
Nejlepsi 1Cso o hodnoté 20,22 pumol/l vici ACHE byla stanovena u slouceniny zobrazené
na obrazku ¢. 9 a ICsp viici BCHE byla nejlepsi u slouc¢eniny na obrazku ¢. 10 (o hodnoté 14,10
umol/1). [38] [40] [48]

o
NH
0 CH,
CHs

1Cs0 20,22 pmol/l - ACHE

Obrazek ¢. 9: Struktura ethyl-(S)-1-[(R)-1-(6-
fluorbenzo[d]thiazol)ethylkarbamoyl]butylkarbaméatu

NH
0
H,C o) \—CH3

1Cs0 14,10 pmol/1 - BCHE

Obrazek ¢. 10: Isobutyl-(S)-1-[(R)-1-(6-
fluorbenzo[d]thiazol)ethylkarbamoyl]butylkarbamat

2.4.3 Karbamaty

V roce 2016 vysla dalsi studie, pfi niz bylo syntetizovano 16 novych derivati (R)-1-(6-
fluorbenzo[d]thiazol-2-yl)ethanaminu jako inhibitort cholinesteraz (ACHE, BCHE).
Tyto slouceniny byly dolozeny pomoci infraervené spektrometrie, NMR spektrometrie

a hmotnostni spektrometrie. Jejich Cistota byla poté ovéfena pomoci elementarni analyzy. [39]
[41] [48]
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U nové syntetizovanych inhibitori byla néasledné stanovena inhibi¢ni aktivita vici
enzymi ACHE a BCHE. Vysledky studie byly velmi pozitivni, jelikoz inhibi¢ni aktivita téchto
karbamatti byla vyssi nez aktivita standardniho inhibitoru rivastigminu. Studie také prokazala,
ze vztah mezi strukturou a aktivitou maji jisty vyznam ve vazb¢ inhibitoru. Z toho vyplyva,
ze slouceniny, které¢ obsahovaly halogenové substituenty, mély slabsi inhibi¢ni aktivitu, néz
je tomu u standardu — rivastigminu, jelikoZ se vazaly v misté PAS, tedy periferné. Na druhou
stranu slouCeniny s linearnim alifatickym fetézcem mély inhibi¢ni aktivitu oproti rivastigminu
mnohonésobné¢ silnéjsi, protoze se vazaly na enzym v mist¢ CAS, které se nachazi ve stfedu

enzymu. [39] [41]

Jako vychozi slou¢enina byl zde pouzit (R)-1-(6-fluorbenzo[d]thiazol-2-yl)ethanamin.
Ten byl piipraven jako p-toluensulfonatova stl (viz schéma ¢. 14). Samotna syntéza
substituovanych 6-fluorbenzo[d]thiazolkarbamatii byla provedena podle schématu ¢&. 15.
Slouceniny byly syntetizovany v prostiedi toluenu, kdy se (R)-1-(6-fluorbenzo[d]thiazol-2-
yl)ethanamin uvolnil z PTS a nasledné reagoval s alkylchlorformidtem za vzniku pozadovanych
karbamatt. Reakce probéhla v reakéni smési vodného roztoku NaOH. VytéZzky jednotlivych
karbamati byly ochlazeny roztokem toluenu a tim byly vysrazeny. Vysledné vytézky nove

syntetizovanych inhibitorti se pohybovaly kolem 80-90 %. [39] [41] [48]

0
oA
NH
Vs
o~
N KOH NH, CH, N\ CHs
\>_NH2 — > — P18
p-toluensulfonova kyselina F S NH
S 2
F F SH

Schéma €. 14: Ptiprava vychozi slouc¢eniny

(R)-1-(6-fluorbenzo[d]thiazol-2-yl)ethanaminu

Cl
N CHj NaOH N CHj
N + R — \>_<
_PTS o™ "0 S
F S NH, F NH
o)
0
/
R

Schéma €. 15: Tvorba karbamati
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Nejvyssi inhibicni aktivitu vii¢i acetylcholinesteraze vykazovaly karbamaty ethyl[(1R)-
1-(6-fluoro-1,3-benzothiazol-2-yl)ethylJkarbamat (1Cs0=6,06 pumol/l) viz obrazek ¢. 11, 2-
chloro-2,2-difluoroethyl [(1R)-1-(6-fluoro-1,3-benzothiazol-2-yl)ethyl]karbamat (1Cs0=8,14
umol/l), a 2,2,3,3-tetrafluoropropyl [(1R)-1-(6-fluoro-1,3-benzothiazol-2-yl)ethyl]karbamat
(IC50=6,75 umol/l). U inhibice BCHE byly vysledky zhruba srovnatelné jak u inhibice
syntetizovanymi karbamaty, tak u inhibice rivastigminem. Pouze jedna slou¢enina m¢la nizsi
hodnotu 1Cso, coz znamena vyssi ucinnost inhibice nez rivastigmin. Byla to slou¢enina 2,2,2-
trichloroethyl [(1R)-1-(6-fluoro-1,3-benzothiazol-2-yl)ethyl]karbamat (1Cs50=8,31 pmol/l).
Jeho strukturni vzorec zobrazen na obrazku ¢. 12. [39] [41] [61]

CHj;

1C50=6,06 pmol/l - ACHE

Obrazek ¢. 11: Ethyl [(1R)-1-(6-fluoro-1,3-benzothiazol-2-yl)ethyl]karbamat

1C50=8,31 umol/l - BCHE
Obrazek ¢. 12: 2,2,2-Trichloroethyl [(1R)-1-(6-fluoro-1,3-benzothiazol-2-
yl)ethyl]karbamat

Ze vsech vysledku studie je tedy patrné, ze tyto nove syntetizované karbamaty maji
slibny potencial a mohly by byt pouzity v praxi pro tvorbu 1é¢iv na Alzheimerovu chorobu. [39]
[41]
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3 Cholinesterazy
3.1 Charakteristika

Z pohledu chemického patii cholinesterdzy do rodiny serinovych hydrolaz, které
katalyzuji hydrolyzu neurotransmiteru acetylcholinu (ACH) ¢i butyrylcholinu (BCH).
Cholinesterazy lze tedy rozdélit na dva typy, a to na acetylcholinesterazu
a butyrylcholinesterazu dle toho, ktery typ hydrolyzy katalyzuji. Ob¢ formy se vyskytuji
u vSech zivoc¢ichl a maji podobné strukturni i katalytické vlastnosti. Lisi se vSak svou buné¢nou
i mimobunécnou distribuci a substratovou specifitou. Aktivita cholinesteraz je inhibovana
organofosfaty a karbamaty. Acetylcholinesteraza je schopna hydrolyzovat pouze acetylcholin
na rozdil od butyrylcholinesterdzy, kterd je schopnd hydrolyzovat i butyrylcholin a dalsi latky
jako jsou naptiklad propionylcholin, sukcinylcholin, aspirin, kokain, heroin, fenylacetat
amnoho dal$ich. Ulohou cholinesteraz je §tépeni neurotransmiteru na cholin a acetat neboli
Kyselinu octovou (v synaptické §térbing), ¢imz ukoncuji nervovy vzruch. Cholinergni neuron
se tak vraci zaktivovaného stavu do stadia uvolnéni (relaxace). Reakce hydrolyzy
je znazornéna na schématu ¢. 16 (viz nize). Neurotransmiter acetylcholin byl prvné objeven
anglickym farmakologem Henrym Hallett Dalem v roce 1914 a vroce 1926 ho némecky

farmakolog Otto Loewi oznacil za neurotransmiter. [14] [42-48]

3.2 Aktivni misto cholinesteraz

Aktivni centrum enzymu se nachazi v hydrofobni kavité, kde dochazi k rozpadu
acetylcholinu (stejné tak jako u butyrylcholinesterazy). Aktivni misto cholinesteraz se sklada
z n¢kolika ¢asti, jeZ jsou periferni anionické misto, aromatické hrdlo a samotné katalytické
centrum, obsahujici esterové a anionické misto. Tyto podjednotky odpovidaji katalytickému
mechanismu a znazoriiuji kapsu pro vazbu cholinu. Celou strukturu aktivniho centra

cholinesterazy muzeme vidét na obrazku ¢. 13 (konkrétné enzymu ACHE). [49] [50]

Esterové misto se skladd z aminokyselin serinu, histidinu a glutamové kyseliny
(sekvence Ser-His-Glu) a jeho ulohou je samotna hydrolyza esterové vazby acetylcholinu
zavzniku acetatu a cholinu. Sekvence aminokyselin Ser-His-Glu neboli katalyticka triada
je typicka pro vSechny cholinesterazy a prispiva k udrzeni acetylcholinu v aktivnim misté
enzymu. K rozpoznani a navazani substratu do aktivniho mista enzymu pomaha karboxylova
skupina. Aniontové misto enzymu je nenabité a lipofilni a je slozené z aminokyseliny

tryptofanu, tyrosinu a fenylalaninu. Aniontové misto méd za ukol vazbu cholinové Casti
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acetylcholinu, konkrétné kvarterniho dusiku na acetylcholinu, a je zodpovédné za jeho
spravnou orientaci. Oxanionova podjednotka ma poté za ukol interakci s atomy kysliku
nachazejicich se v acetylcholinu. Kromé téchto podjednotek obsahuje aktivni centrum téz jedno
nebo vice perifernich aniontovych mist (PAS), které slouzi k navdzani acetylcholinu plsobicich
jako nekompetitivni inhibitory. PAS se nachdzeji na povrchu enzymu a skladaji
se z aminokyselin Tyr70, Tyrl121 a Trp279. Na PAS se acetylcholin navéze pomoci svého
kvarterniho dusiku, av§ak do PAS se mohou navazat téz jiné substituenty jako jsou napiiklad

16¢iva & toxiny. [49] [51-56]

%) = acetylcholinesteraza

= = zbytky aromatickych aminokyselin
- = periferni aniontové misto

. = katalytické aniontové misto

B = katalytické triada

== = pegativni povrch
= pozitivni povrch

Obrazek ¢. 13: Struktura aktivniho mista acetylcholinesterazy [53]

3.3 Uloha v organismu

Jak jiz bylo feceno, acetylcholin se nachazi v kulovitych synaptickych vaccich. Z téchto
vacka se béhem podrazdéni neuronu uvolni acetylcholin, a to pomoci exocytosy. Acetylcholin
koriguje uvolnéni dalSich neurotransmiterti. Ma napiiklad vliv na sekreci glutamatu, dopaminu
a glycinu. Acetylcholin jako neurotransmiter ma vliv na dva druhy receptori na membrané,
a to nikotinovy a muskarinovy receptor. Nikotinovy receptor ma za ukol pfenos signalu mezi
motorickym nervem a vldknem svalu. Konkrétné€ je jeho funkci pfenos impulzu mezi nervem
asvalem, depolarizace sarkolemy v disledku otevieni kanali pro sodikové ionty Na®.
Muskarinovy receptor umoziuje funkce parasympatické casti autonomniho nervového systému
(NS). Jeho ukolem je snizeni srde¢ni frekvence, podplrnd ¢innost Zlaz s exo a endo sekreci
a vliv stahu svaloviny. Celkem méme 5 typi muskarinového receptoru, nékteré z nich maji

excitaéni u¢inek a nékteré naopak inhibi¢ni. [56] [57]
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3.4 Acetylcholin

Jak jiz bylo zminéno, jedna se o neurotransmiter, ktery ma za ukol pfenos nervovych
vzrucht, a to jak v centralnim nervovém systému (CNS), tak i ve vegetativnim nervovém
systému a na nervosvalovych plotynkach. Téz se tento neurotransmiter ucastni na podpoie
pozornosti, u¢eni, bd¢losti atd. Strukturni vzorec acetylcholinu muZzeme vidét na obrazku ¢. 14,

[50] [58]

Acetylcholin vznika v cytoplazmé neuront. Ty vychytavaji cholin a za pomoci
cholinacetyltransferazy (CHAT) a acetyl-CoA z n¢&j vznika acetylcholin. Acetylcholin je poté
skladovan ve vezikulech a ¢eka na uvolnéni. Ve vezikulech mtze byt uloZzeno az 10 tisic
molekul ACH. K uvolnéni dochazi za pomoci nervové stimulace, ktera nastane v dusledku
zvySeni koncentrace vapenatych iontd a zménou akéniho potencidlu. Uvolnénim acetylcholinu
z vezikul dojde ke spojeni s presynaptickou membrénou a proniknuti acetylcholinu do $térbiny
synapse. V tomto misté se nasledné vaze na postsynapticky receptor. Schéma cholinergniho

pienosu nervového vzruchu je znazornéno na obrazku ¢. 15. [50] [58-61]

C|3H3 O
N
HiC— \/\O)'kCH3
H;C

Obrazek ¢. 14: Strukturni vzorec acetylcholinu
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' ——» G protein

influx Ca?*, Na* nebo K*

Obrazek ¢. 15: Schéma cholinergniho nervového vzruchu [62]

Jak jiz bylo feceno, aetylcholin se miize vazat celkem na dva typy receptorii a tim
ovlivnit cilovou bunku. Tyto dva typy receptora jsou: muskarinovy cholinergni receptor nebo

nikotinovy receptor. [59] [61]

Muskarinovy cholinergni receptor se sklada z glykoproteinového fetézce, jez 7%
prochazi membranou. Na jednom konci receptoru je spojeny S G-proteinem a na druhém konci
(N-konci) je navazana signalni molekula. Tento receptor miizeme rozd¢lit na nékolik podtypt
(M1 az Ms), jez maji riznou stavbu. Celkové jich existuje 5, ale ne v§echny maji jasnou funkei.
Podtypy M1, M2, M3 nalezneme v mozku, kde maji svou tlohu v ukladani paméti, vnimani
bolesti ¢i v uceni. Muskurinovy receptor je metabotropni typ receptoru, coZ znamena, Ze musi
dojit nejprve k chemické reakci, aby se kanal receptoru oteviel. To ma za nasledek delsi dobu

latence, ale téz delsi dobu ucinku. [59] [61] [63]

Mizeme fict, Ze nikotinové receptory jsou takovymi ionotropnimi kationtovymi kanaly.
Jedna se 0 glykoproteiny slozené z 5 podjednotek. Rozeznavame 2 typ nikotinovych receptort
— muskuldrni (pfitomné na nervosvalovych ploténkach) a neurondlni (pfitomné

na postsynaptické membrané a ve vegetativnich gangliich). [61] [63]
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3.5 Acetylcholinesteraza

Z vySe uvedenych informaci vime, ze acetylcholinesteraza patfi mezi serinové
hydrolazy, které se nachazi pfevazné na neuromuskuldrnich spojenich a cholinergnich
mozkovych synapsich. Jak jiz bylo feceno, hlavni biologickou funkci acetylcholinesterazy
je ukonceni pienosu vzruchu na cholinergnich synapsich, a to pomoci hydrolyzy
neurotransmiteru acetylcholinu na dva produkty: acetat a cholin. ACHE ma velmi vysokou
katalytickou aktivitu a je velmi specificka pro serinovou hydrolazu. Hydrolyza acetylcholinu
je velmi rychla. Jedna molekula acetylcholinesterazy je totiz schopna degradovat zhruba
25 tisic molekul acetylcholinu za 1 sekundu. [48] [61] [64-67]

Molekula acetylcholinesterazy je elipsoidniho tvaru. Monomer enzymu je alfa/beta
protein, ktery obsahuje dvanactivlaknovy centralni beta list obklopeny 14 alfa Sroubovicemi.
Alfa fetézec je nositelem aktivniho mista enzymu, které se nachézi na globularni katalytické
podjednotce. Typickym rysem struktury tohoto enzymu je hluboka a tzka rokle, pronikajici
do poloviny enzymu. 3D struktura acetylcholinesterazy je znazornéna na obrazku ¢. 16. [52]
[68] [69]

Obrazek ¢. 16: Struktura acetylcholinesterazy [70]

Acetylcholinesteraza se nachazi v nervové, svalové, centralni, periferni tkani
a v motorickych, senzorickych, cholinergnich i necholinergnich vlaknech. Jeji aktivita je vyssi
U motorickych neuront nez u senzorickych. ACHE se téZ nachdzi na membranéch erytrocyta.

Strukturné se acetylcholinesteraza vyskytuje ve vice formach (G1 monomer, G2 dimer, G4
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tetramer). Tyto formy se liSi ve svém oligomernim uspofadani a zpusobem pfipojeni
Kk bunécnému povrchu. Jejich katalytické vlastnosti jsou ale velmi podobné. U ¢lovéka
a u vSech saveu ma ACHE vyskytujici se v mozku pfevazné tetramerni strukturu G4. Vyskytuji
se zde téZ monomerni formy G1, ale oproti tetramerni struktufe jSOu ve velmi nizkém poctu.
Acetylcholinesteraza je zodpovédna predev§im za rozklad neurotransmiteru acetylcholinu
na cholin a kyselinu octovou, jak je mozné vidét na schématu ¢. 16. Tato reakce je velmi

dilezita pro vraceni cholinergniho neuronu zpét do klidového stavu po jeho aktivaci. [52] [68]

CH
A CHs

H-.C
HsC—N ACHE/BCHE | . 3
(|:H_\—O H—ZO-F HSC—T\_ + \|rOH
3
\H7 cH, CH, —OH o)
O

Schéma €. 16: Pfeména acetylcholinu na cholin a kyselinu octovou

3.6 Butyrylcholinesteraza

Butyrylcholinesteraza je znama téz jako pseudocholinesteraza ¢i plazmaticka
cholinesteraza. Tento enzym je tvofen v ribozomech jaternich bunék, odkud je poté vyplaven
do krevniho fecisté. Proto se ji fika plazmaticka cholinesteraza. BCHE se nachazi na mnoha
mistech organismu (pfevazné jatra, poté plazma, gliové buiiky centrdlniho nervového systému
atd.). Ptikladem, kde se ale butyrylcholiesteraza nevyskytuje, jsou erytrocyty.
Butyrylcholinesteraza se sklada ze ¢tyt totoznych podjednotek a kazda z téchto podjednotek
je tvotena 9 fetézci sacharidl a 574 aminokyselinami. Jeji struktura je zndzornéna na obrazku
¢. 17. Stejné jako u ACHE je soucasti jejiho aktivniho mista aminokyselina serin. Aktivni misto
BCHE obsahuje ale navic tzv. acylovou kapsu, do niZ se zabudovava acylova skupina substratu.
Déle aktivni misto obsahuje jesté aniontové misto tvofené tryptofanem. Butyrylcholinesteraza
disponuje v porovnani s ACHE se $ir§im aktivnim mistem, coz ji umoznuje vazbu vétsich
substratd (napt. kokain, organofosfaty, sukcinylcholin a mnoho dalsich). Na rozdil od ACHE
je butyrylcholinesteraza schopna stépit butyrylcholin, atorychleji nez acetylcholin.
V nervovém systému tento enzym nema zadnou dulezitou roli, jako je tomu
u acetylcholinesterazy. Zaujima zde pouze pomocnou funkci. Z velké ¢asti jeji funkce spociva
v regulace proliferace bunék a v podpurné funkci pfi rustu neuriti ve stadiu embrya.

Butyrylcholinesteraza je taktéz ukazatel (marker) poskozeni parenchymu jater. Pokud jsou jatra
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znatelné poskozena, je jeji aktivita v séru snizena. Studie vsak prokazaly, ze uplna absence

BCHE v organismu by u jedince nezpusobila zadnou patologii. [13] [51] [71-76]

Obrazek ¢&. 17: Struktura butyrylcholinesterazy [113]
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4 Inhibitory cholinesteraz

Mezi inhibitory cholinesterdz miizeme zatradit celou skalu chemickych latek, jez jsou
schopné inhibovat (blokovat) hydrolytickou aktivitu cholinesteraz. Inhibice pravé tohoto
enzymu je hlavnim tukolem napfiklad 1ékii na Alzheimerovu chorobu, tfady insekticidi
anervovych plyn. Nékteré inhibitory jsou schopné blokovat pouze acetylcholinesterazu
a n¢které maji schopnost inhibovat i butyrylcholinesterazu. Inhibitory acetylcholinesterazy
inhibuji tento enzym v rozkladu acetylcholinu. Tim zvySuji troven i trvani ucinku
neurotransmiteru. Inhibitory cholinesteraz jsou dobie snaSeny organismem a jsou zpusobilé pro
piechod ptes hematoencefalickou bariéru. To znamena, Ze ptisobi pfimo uvnitt mozku nikoliv
na periferni formy ACHE. Nejznamé&j$imi cholinesterazovymi inhibitory jsou organofosfaty,
karbamaty, fascikulin ¢i fyzostigmin. Hlavni ulohou téchto inhibitorG je reverzibilni
¢i ireverzibilni inhibice ACHE. Acetylcholinesterdzové inhibitory se navdzi na ACHE, ¢imz
blokuji hydrolyzu acetylcholinu a ptispivaji tak ke zvySovani jeho hladiny ve stérbiné synapse,

ktera je tak potiebna pro nervovy pienos. [77-81]

4.1 Déleni inhibitori cholinesteraz dle kinetického ptisobeni

Dle kinetiky inhibovanych reakci lze rozli§it 4 typy inhibice: kompetitivni,

nekompetitivni, akompetitivni a smiSenou. [59] [81]

4.1.1 Kompetitivni typ inhibice

Pti kompetitivni nebo také soutéZivé ¢i konkurenéni inhibici je molekula inhibitoru
velmi podobna se substratem a miiZze s nim soutéZit o aktivni vazebné misto na enzymu. Vysoka
koncentrace inhibitoru zapti€ini iplné vytésnéni substratu, a tudiz bude reakce pln¢ blokovana.
Vysoka koncentrace substratu naopak zptsobi vytésnéni inhibitoru. Soutéz popisuje Guldberg-
Waagiiv zakon a nazorné schéma (¢. 17) mizeme vidét viz nize. Pokud se na tento typ inhibice
podivame z pohledu parametri rovnice Michaelis-Mentenové, tak hodnota Michaelisovy
konstanty K bude klesat a maximalni rychlost Vimax bude na druhou stranu relativné konstantni.
[56] [59] [61] [82-85]
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Schéma ¢. 17: Kompetitivni inhibice

4.1.2 Nekompetitivni typ inhibice

Principem tohoto typu inhibice je tzv. allostericky efekt. Inhibitor se v tomto piipadé
vaze mimo aktivni misto enzymu, zptsobi tak konformaéni zmény enzymu a tim ho inaktivuje.
Nema tedy vliv na vazbu substrat-enzym. Ma vsak vliv na snizeni rychlosti pfemény substratu,
a tim 1 rychlosti reakce samotné. V tomto pfipadé nelze inhibici zabranit pomoci zvySeni
koncentrace substratu. Nekompetitivni (nesoutéziva, nekonkurencni) inhibice patii mezi
nejcastéjsi typ inhibice a jeho schéma (€. 18) je zndzornéno niZe. U tohoto typu inhibice zlstava

Michaelisova konstanta Kn konstantni, ale rychlost Vimax klesa. [56] [59] [61] [84-86]

E+S ES ——= E+P
+ +

I I
EI+8 ESI

Schéma €. 18: Nekompetitivni inhibice

4.1.3 Akompetitivni typ inhibice

Pii akompetitivni inhibici se inhibitor vaZze jen na komplex substrat-enzym, ale
se samotnym enzymem neni schopny se navazat. Tento typ inhibice ma za cil znemoznit zménu
substratu na vysledny produkt. Akompetitivni inhibice je zndzornéna na schématu ¢. 19.
V tomto pfipadé pomér Michaelisovy konstanty a maximalni rychlosti Km/Vmax klesa
v konstantnich interalech, zustava tedy konstantni. [56] [59] [61] [85-87]
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E + P

E+ s

ESI

Schéma €. 19: Akompetitivni inhibice

4.1.4 SmiSeny typ inhibice
Posledni typem inhibice je inhibice smiSend, pfi niz dochdzi k negativnimu vlivu
na afinitu enzymu vuci substratu, coz vede ke snizeni rychlosti pfemény substratu na produkt.

Vzhledem ke komplikovanosti tohoto typu inhibice zde nebudu uvadét schéma reakce. [59]

[86]

4.2 Déleni inhibitora cholinesteraz dle zptisobu tucinku

Dle zptsobu u¢inku mizeme inhibitory cholinesteraz rozdélit na 3 hlavni skupiny:
reverzibilni, ireverzibilni a pseudoreverzibilni. Reverzibilni inhibitory jsou vétSinou vyuzity
pro terapeutickou aplikaci, kdeZto ireverzibilni inhibitory maji toxické ucinky na organismus.
[80] [87] [88]

4.2.1 Reverzibilni inhibitory

Mezi reverzibilni inhibitory lze zafadit naptiklad donepezil ¢i takrin. Tyto inhibitory
se vazi pomoci slabych nekovalentnich vazeb na enzym v blizkosti jeho aktivniho centra.
Utinky ptisobeni téchto inhibitorti jsou okamzité, aviak jejich vazba na enzym neni trvald, trva
pouze nékolik minut. PO uvolnéni inhibitoru se cholinesteraza opét aktivuje. Dle vlivu
inhibitord na Michaelisovu konstantu a na maximalni reak¢éni rychlost Vmax 1ze tento typ
inhibitort délit jesté na kompetitivni, akompetitivni a nekompetitivni (vysvétleno viz vyse).
[80] [87] [89-91]
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4.2.2 Ireverzibilni inhibitory

Ireverzibilni inhibitory, n¢kdy téZ nazyvany jako enzymové inaktivatory, jsou skupina
organofosfatovych sloucenin. Tyto latky zpusobuji fosforylaci a fosfonylaci serinové OH
skupiny v esterovém misté aktivniho centra cholinesterazy. Fosforylace patii mezi ireverzibilni
déje, coz znamend, ze ACHE inhibuje natrvalo béhem nékolika hodin ¢i dnt. Pti tomto typu
inhibice se tedy vytvafi komplex inhibitor-enzym, ktery je pevné spojeny kovalentni vazbou.
Jedna se tedy o d¢j nevratny. Fosforylovany enzym je poté defosforylovan ¢i dealkylovan.
Vysledkem defosforylace je spontdnni reaktivace enzymu, avSak vysledkem dealkylace

je nevratné poskozovani enzymu. [80] [89-91]

4.2.3 Pseudoreverzibilni inhibitory
Pseudoreverzibilni inhibitory se na enzym vazi kovalentni vazbou, nicméné tato vazba
se po n&jaké dobé rozbije a enzym je znovu aktivni. Cely tento proces trva pouze n¢kolik hodin.

Prikladem pseudoreverzibilniho inhibitoru je naptiklad rivastigmin nebo dalsi karbamaty. [89]

4.3 Klinické vyuziti cholinesterazovych inhibitoru

Inhibitory cholinesteraz jsou v dneSni dobé ¢im dal tim vice diskutovany a zkoumany,
a to zejména pro své uplatnéni ve farmakochemickém primyslu — vyvoj 1é¢iv. V posledni dobé
se jejich schopnosti vyuziva pifedev§im na 1ébu neurodegenerativnich onemocnénich jako
je Alzheimerova choroba, Parkinsonova choroba, Myastenie gravis ¢i jiny typ demence. Pro
tyto ucely je jich vyuZzivano pravé diky schopnosti prodluzovat Gcinek acetylcholinu, a navic
nejsou nijak toxické pro jatra ¢i nervy, nejsou karcinogenni, mutagenni, teratogenni ¢i drazdivé
jako nékteré typy farmak. Jako nejlepsi 1éCiva se zatim osvédcCily nékteré benzthiazoly
a piperaziny. Béhem studii se prokazalo, ze pacienti S Alzheimerovou chorobou maji poruchu
cholinergni neurotrasmise. Tim, ze témto pacientim podame cholinesterazové inhibitory,
docilime toho, Ze hladina synaptického ACH stoupne, a tim se zmirni progrese ptiznakit AD
a dojde téz ke zlepseni celkového stavu pacienta. Prave diky studiim, je jiz uc¢innost inhibitorQ

cholinesteraz prokazana a je prevedena do praxe. [43] [88] [92] [93]

Prvni volbou pfti 1é€bé Alzheimerovy choroby je donepezil, galantamin ¢i rivastigmin.
Pfes jejich zjevnou ucinnost, maji stale znatné nedostatky, a témi jsou vedlejsi ucinky

(pocit nevolnosti, prijem, zvraceni atd.). Z tohoto diivodu védci stale zkoumaji a hledaji latku,
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kterd by byla pro 1écbu AD ucinnd, a zarovenn zplsobovala co nejméné vedlejSich ucinkd.
| presto, Ze jsou uz né&jaké léky na Alzheimerovu chorobu objeveny a prozkoumany, jedna

se 0 1éky schopné prubéh nemoci pouze zpomalit nikoliv zcela zastavit. [93-96]

V nasledujici tabulce ¢. 1 jsou uvedena nejznaméjsi 1é¢iva — inhibitory cholinesteraz,

které se v dnesni dob¢€ nejvice vyuzivaji.

Tabulka ¢. 1: Nejvyznamnéjsi inhibitory cholinesteraz [39] [45] [80] [87]
Inhibitor Skupina Co inhibuji Typ inhibice Eliminace
DONEPEZIL piperidin ACHE Reverzibilni jatra
alkaloid
GALANTAMIN ACHE Reverzibilni jatra, ledviny
(terciarni)
ACHE, _
RIVASTIGMIN karbamat pseudoreverzibilni ledviny
BCHE
B ACHE, .
TAKRIN akridin Reverzibilni jatra
BCHE

4.3.1 Donepezil

Jak je jiz zvySe uvedené tabulky vidét, jednd se o inhibitor reverzibilni patfici
do skupiny piperidini. Jeho systematicky nazev je 2(1-benzylpiperidin-4-yl)methyl-5,6-
dimethoxy-2,3-dihydroinden-1-on a jeho strukturni vzorec mizeme vidét na obrazku ¢. 18.
Donepezil je pievazné inhibitor acetylcholinesterazy, zanedbatelné¢ vSak inhibuje téz
butyrylcholinesterazu. Tento typ inhibitoru, jak jiz bylo zminéno, je pouzivan jako jeden
Z inhibitort prvni volby, av§ak ma nezadouci ucinky na lidsky organismus jako je zvraceni,
pocit nevolnosti ¢i prijem. Na rozdil od takrinu, ale neni toxicky vaci jatram. [39] [45] [84]
[87]1 [93] [97-99]
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HaC™

HsC— gy

Obrazek €. 18: Strukturni vzorec donepezilu

4.3.2 Galantamin

Galantamin neboli systematicky (4aS,6R,8aS)-3-methoxy-11-methyl5,6,9,10,11,12-
hexahydro4aH-[1]-benzfuro-[3a,3,2-ef][2]benzazepin-6-0l, fadime mezi terciarni alkaloidy.
Stejné jako u donepezilu se jedna o reverzibilni inhibitor cholinesteraz. V tomto piipadé
ale galantamin plnohodnotné inhibuje jak ACHE, tak BCHE. K acetylcholinesteraze je ale
mnohem specifictéjsi, takze je povazovan prevazné za inhibitor ACHE. Studie u galantaminu
prokazaly velice pozitivni vysledky a jeho nezddouci Gc¢inky jsou velmi mirné. Jeho strukturni

vzorec je zobrazen na obrazku ¢. 19. [45] [50] [97] [100]

/O O N
HsC

OH

@)

Obrazek ¢. 19: Strukturni vzorec galantaminu

4.3.3 Rivastigmin

Tento pseudoreverzibilni inhibitor mizeme zafadit do skupiny karbamati.
Systematicky nazev rivastigminu je [3-[(1S)-1-(dimethylamino)ethyl]fenyl]-N-ethyl-N-
methylkarbamat a jeho strukturni vzorec je znazornén na obrazku ¢. 20. Rivastigmin stejné jako
galantamin inhibuje oba typy cholinesteraz (ACHE i BCHE). Mezi jeho nezadouci ucinky

muzeme fadit stfevni potize, jako je tomu i u ostatnich inhibitort. [39] [45] [101] [102]
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Obrazek €. 20: Strukturni vzorec rivastigminu

4.3.4 Takrin

Tento inhibitor spada do skupiny akridini a jednda se o reverzibilni inhibitor
cholinesteraz. Systematicky vzorec takrinu je 9-amino-1,2,3,4-tetrahydroakridin (struktura viz
obrazek ¢. 21). Tento inhibitor byl objeven jiz v roce 1945 a jako jeden z prvnich byl vyuzit pfi
1é¢bé Alzheimerovy choroby. Mnoho studii ale prokazalo, ze inhibi¢ni G¢inky takrinu nemaji
takovy vliv jako ostatni 1é¢iva (napt. galantamin). Dokonce jisté studie prokazaly, Ze néktefi
pacienti s AD na takrin viibec nereagovali. Na druhou stranu ale védci zjistili, ze inhibitor takrin
Vv podani s lecitinem zlepSuje zdravotni stav pacientti s AD. Zna¢nou nevyhodou takrinu je ale
jeho toxicita na jatra, proto se od né&j ustupuje a vyuzivaji se spiSe jiné typy inhibitord. [39]

[103-107]

NH,

~

=
N

Obrazek €. 21: Strukturni vzorec takrinu
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EXPERIMENTALNI CAST

Synteticka (chemicka) cast

Komercné dostupna chemicka Cinidla

Butylchlorformiat 98% (Sigma-Aldrich)
Destilovand voda

Ethylchlorformiat 97% (Sigma-Aldrich)

Fosgen (Sigma-Aldrich)

D-Methionin 98 % (Sigma-Aldrich)

Hydroxid draselny 48% (Sigma-Aldrich)

Hydroxid sodny 10% (Sigma-Aldrich)
Isobutylchlorformiat 98% (Sigma-Aldrich)

Kyselina chlorovodikova 36,5% (Sigma-Aldrich)
Methylchlorformiat 99% (Sigma-Aldrich)

N-hexan 95% (Sigma-Aldrich)

isobutylchlorformiat 98% (Sigma-Aldrich)
Tetrahydrofuran>99% (Sigma-Aldrich)

Toluen p.a. (Sigma-Aldrich)

Triethylamin>99% (Sigma-Aldrich)
2-chlorethylchlorformiat 97% (Sigma-Aldrich)
2,2,2-trichlorethylchlorformiat 98% (Sigma-Aldrich)
2,2,2-trifluorethylchlorformiat 98% (Sigma-Aldrich)
Benzylchloroformiat stabilizovany pro syntézu (Sigma-Aldrich)
4-chlorfenylchloroformiat 98 % (TCI)
4-fluorfenylchloroformiat 98 % (Sigma-Aldrich)
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Tabulka €. 2: Piehled stanovovanych karbamatt

Karbamat R Obecna struktura

1 - CH;

2 - CH,CH;

3 - CH,CH,CH,CH;

4 - CH,CH,CH,CH (iso) /@[N\ >_(_/

5 - CH,CH.CI F S NH
O:<

6 - CH.Cl; 5

7 - CH:F; R/

8 - CH.CsHs

9 - CH.CI

10 - CHJF
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5.2 Charakteristika vychozich sloucenin

5.2.1 6-fluor-1,3-benzthiazol-2-amin

4 3
N

NH,
F 6 S
7 1

6-fluor-1,3-benzthiazol-2-amin byl p¥ipraven na pracovisti UOCHT. Pfed pouzitim byla
u latky provedena NMR spektrometrie.

Vzhled: Nazloutla pevna latka

Bod tani: 182-184 °C

'HNMR (400,13 MHz, DMSO-dq):6 =7,67 (1H, dd, ¥J = 2,6 Hz23J(*F, *H) = 8,8 Hz, H7);
7,68(2H, s, NH,H8); 7,45 (1H, dd, 3J = 8,7 Hz, “J(*F,H) = 4,6 Hz, H4); 7,23 (1H,dt,"J =
2,4 Hz,2J= 9,1 Hz, *J(*F,'H) = 9,1 Hz, H5).

3C NMR (100,62 MHz, DMSO-d6):6=165,3(d, *J(**F,2C) = 2,2 Hz); 156,4 (d, *J(*F,2C) =
2353 Hz); 148,8; 131,6 (d, WJ(*F,=C) = 11,8 Hz): 117,1 (d, *J(*F,=C) = 8,6 Hz); 113,2 (d,
2J(*F,2C) = 23,6 Hz); 107,3 (d, 2J(*F,=C)) = 26,9 Hz).

YF NMR (376,46 MHz, DMSO-ds): 6 = -122,4.
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5.3 Syntéza vychozich sloucenin

5.3.1 Syntéza 2-amino-5-fluorfenylthiolatu draselného

N NH;
\ KOH
>—|\||—|2 —
NH3
F S F SK

Reak¢ni schéma:

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

Pracovni postup:

Do tfihrdlé zadusikované baiiky o objemu 100 ml bylo ptedloZeno 43,2 g 48% KOH

al2g 6-fluor-1,3-benzthiazol-2-aminu. Reakéni smés byla vinertni atmosféfe 5 hodin

refluxovana za teploty 110—115°C. Nasledné byla smés zchlazena na 50 °C. Po pfidani 30 ml

toluenu byla smés 30 minut michdna a dalSich 30 minut ponechana v klidu. Po odd¢leni

toluenové vrstvy byl produkt ve formé€ vodného roztoku pouzit do nésledujici reakce.

Timto postupem bylo ptipraveno 55 g vodného roztoku K+ soli.
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5.3.2 Syntéza (R)-4-(2-(methylthio)ethyl)oxazolidine-2,5-dionu

Reak¢ni schéma:

CHj;

CH;
S S
" @]
THF 0
+ >—C| — /
H
© Cl o
NH, NH\\<
o}
Nasada:
D-Methionin 15 g (0,1 mol)
THF 150 ml
fosgen 30 g (0,3 mol)
Pracovni postup:

Do reaktoru o objemu 0,25 1 bylo ptedlozeno 15 g D-methioninu a 150 ml suchého
tetrahydrofuranu (THF). Takto pfipravena smés byla pfi laboratorni teploté 10 minut michana.
Nasledné bylo do reak¢ni smési postupné nadavkovano 30 g fosgenu a vznikld suspenze byla
postupné vyhtata na 40°C. Pfiteplot¢ 4042 °C byla smés michana, dokud se vSechen
D-methionin nerozpustil. Z reakéni smési bylo poté pfi teploté do 40 °C a za snizeného tlaku
oddestilovano 130 ml THF. Do destilacniho zbytku bylo pfiddno 150 ml hexanu. Ziskany
vykrystalizovany produkt byl zfiltrovan a promyt 20 ml hexanu. Touto reakci bylo pfipraveno

15,8 g produktu, coz je 90% vytézek.
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5.3.3 (1R)-1-(6-fluoro-1,3-benzothiazol-2-yl)-3-(methylsulfanyl)propan-1-amin

hydrochloridu

Reak¢ni schéma:

S_CH3

NH, . HCI

Nasada:
konc. HCI 4559
voda 53,09
K+ sul 55,09
D-meth-NCA 12,4 g (0,071)
THF 26,09

Pracovni postup:

Do reaktoru o objemu 0,5 1 bylo ptfedlozeno 45,5 g konc. HCI a 53 ml vody.
Do ochlazené smési bylo nadavkovéano 55 g vodného roztoku K* soli, aniz by teplota pfesdhla
5°C. Nasledn¢ bylo do reakéni smési ptidano 26 g THF a 12,4 g D-meth-(NCA). Daéle byla
reak¢ni smés vyhtata na teplotu 50 °C a pfi této teploté byla michana 4 hodiny. Po ochlazeni

na 20 °C byl vysledny produkt zfiltrovan a promyt 2x 20 ml toluenu. Produkt byl vysuSen

na vzduchu. Touto reakci bylo pfipraveno 18,3 g. (88% vytézek).
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5.4 Syntéza karbamatu
5.4.1 Methyl (1-(6-fluorbenzthiazol-2-yl)-3-(methylthio)propyl) karbamat

Reak¢ni schéma:

S—CHs S—CH;
N O
\ N
>—\ + _CHs - A\
Cl o]
F S NH, . HCI F S NH
O:<
0
/
HsC

Nasada:
(1R)-1-(6-fluoro-1,3-benzothiazol-2-yl)-3-
] ] 19 (3,4 mmol)
(methylsulfanyl)propan-1-amin hydrochlorid
Methylchlorformiat 239 ul (3,8 mmol)
NaOH 0,3 g (7,5 mmol)
Toluen 50 ml
destilovana voda 20 ml

Pracovni postup:

Do barniky o objemu 250 ml bylo pfedlozeno 1 g (3.4 mmol) (1R)-1-(6-fluoro-1,3-
benzothiazol-2-yl)-3-(methylsulfanyl)propan-1-amin hydrochloridu a 50 ml toluenu. Nasledné
bylo do reakéni smési piidano 239 pl methylchlorformidtu a 20 ml vody. V reakéni smési byla
nasledné pridavkem 10% roztoku NaOH upravena hodnota pH na 12—13. Reak¢ni smés byla
dale 24 hodin michéna. Po 24 hodinach byla reakéni smés zahtata na teplotu 80 °C a pii této
teploté byla oddélena horni organicka vrstva. Po oddé€leni organické vrstvy a nasledném
ochlazeni na teplotu 5—10 °C byl vykrystalizovany produkt izolovan filtraci. [zolovany produkt
byl susen na vzduchu. Bylo ptipraveno 0,9 g (84% vytézek) produktu.
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5.4.2 Ethyl (1-(6-fluorbenzthiazol-2-yl)-3-(methylthio)propyl) karbamat

Reak¢ni schéma:

S—CHs S—CH,
) I Y
+ E—
F NH, . HCI F S NH
o)
0
CH,
Nasada:
(1R)-1-(6-fluoro-1,3-benzothiazol-2-yl)-3-
) ~ 1219 (3,4 mmol)
(methylsulfanyl)propan-1-amin hydrochlorid
Ethylchlorformiat 362 ul (3,8 mmol)
NaOH 0,3 g (7,5 mmol)
Toluen 50 mi
destilovana voda 20 ml

Pracovni postup:
Syntéza produktu probihala dle postupu uvedeného v kapitole 5.4.1. Bylo pfipraveno
0,93 g (83% vytézek) produktu.
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5.4.3 Butyl (1-(6-fluorbenzthiazol-2-yl)-3-(methylthio)propyl) karbamat

Reak¢ni schéma:

S—CHj S—CH,

N y— 0 N
F/CES NH, . HCI C'J\O/\/\CH3 F s

NH
O :

i

Hs

Nasada:
(1R)-1-(6-fluoro-1,3-benzothiazol-2-yl)-3-
] ~119(3,4 mmol)
(methylsulfanyl)propan-1-amin hydrochlorid
Butylchlorformiat 483 ul (3,8 mmol)
NaOH 0,3 g (7,5 mmol)
Toluen 50 ml
destilovana voda 20 ml

Pracovni postup:
Syntéza produktu probihala dle postupu uvedeného v kapitole 5.4.1. Bylo pfipraveno
0,95 g (78% vytézek) produktu.
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5.4.4 Isobutyl (1-(6-fluorbenzthiazol-2-yl)-3-(methylthio)propyl) karbamat

Reak¢ni schéma:

S_CH3 S_CH3
N o} N
A\ + J.L CHy — /@:\
F s NH, . HCl O/\( F s NH
CH;
0
0
g—cH3
HiC

Nasada:
(1R)-1-(6-fluoro-1,3-benzothiazol-2-yl)-3-
] ~119(3,4 mmol)
(methylsulfanyl)propan-1-amin hydrochlorid
Isobutylchlorformiat 492 ul (3,8 mmol)
NaOH 0,3 g (7,5 mmol)
Toluen 50 mi
destilovana voda 20 ml

Pracovni postup:
Syntéza produktu probihala dle postupu uvedeného v kapitole 5.4.1. Bylo pfipraveno
0,87 g (72% vytézek) produktu.
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5.4.5 2-chlorethyl (1-(6-fluorbenzthiazol-2-yl)-3-(methylthio)propyl) karbamat

Reak¢ni schéma:

S—CH,

S_CH3

N 0 N
/@:\ + A T /©i\
. s NH,.Hcl  C O . s NH
o:<

Nasada:

0

)

Cl

(1R)-1-(6-fluoro-1,3-benzothiazol-2-yl)-3-
(methylsulfanyl)propan-1-amin hydrochlorid

1 g (3,4 mmol)

2-chlorethyltylchlorformiét

392 ul (3,8 mmol)

NaOH 0,3 g (7,5 mmol)
Toluen 50 ml
destilovana voda 20 ml

Pracovni postup:

Syntéza produktu probihala dle postupu uvedeného v kapitole 5.4.1. Bylo pfipraveno

1 g (82% vytézek) produktu.
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5.4.6 2,2,2-trichlorethyl (1-(6-fluorbenzthiazol-2-yl)-3-(methylthio)propyl)
karbamat

Reak¢ni schéma:

S—CH; S—CHj

Q
O v I3 — o
e s NH, . HCI  © O/\}‘Cl F s NH

Cl o:<

Cl Cl
Cl

Nasada:
(1R)-1-(6-fluoro-1,3-benzothiazol-2-yl)-3-
] ~119(3,4 mmol)
(methylsulfanyl)propan-1-amin hydrochlorid
2,2,2-trichlorethylchlorformiat 523 ul (3,8 mmol)
NaOH 0,3 g (7,5 mmol)
Toluen 50 mi
destilovana voda 20 ml

Pracovni postup:
Syntéza produktu probihala dle postupu uvedeného v kapitole 5.4.1. Bylo pfipraveno
1,2 g (84% vytézek) produktu.
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5.4.7 2,2,2-trifluorethyl (1-(6-fluorbenzthiazol-2-yl)-3-(methylthio)propyl)
karbamat

Reak¢ni schéma:

S—CHj S—CHj
N o] F N
OO Il — O
F
. s NH, HOI O F s NH
F O:<
o}

<

F

Nasada:
(1R)-1-(6-fluoro-1,3-benzothiazol-2-yl)-3- |1 g (3,4 mmol)
(methylsulfanyl)propan-1-amin hydrochlorid
2,2,2-trifluorethylchlorformiat 467 ul (3,8 mmol)
NaOH 0,3 g (7,5 mmol)
Toluen 50 ml
destilovana voda 20 ml
Pracovni postup:

Syntéza produktu probihala dle postupu uvedeného v kapitole 5.4.1. Bylo pfipraveno
1 g (77% vytezek) produktu.
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5.4.8 Benzyl (1-(6-fluorbenzthiazol-2-yl)-3-(methylthio)propyl) karbamat

Reak¢ni schéma:

S—CHs S—CHs
N 0} N
J@[W e I — QW
. s NH, HCl  Cl OA@ . s NH

0
0

—)

Nasada:
(1R)-1-(6-fluoro-1,3-benzothiazol-2-yl)-3-
) ~119(3,4 mmol)
(methylsulfanyl)propan-1-amin hydrochlorid
Benzylchlorformiat 540 pl (3,8 mmol)
NaOH 0,3 g (7,5 mmol)
Toluen 50 mi
destilovana voda 20 ml

Pracovni postup:
Syntéza produktu probihala dle postupu uvedeného v kapitole 5.4.1. Bylo pfipraveno
1,1 g (83% vytézek) produktu.
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5.4.9 4-chlorfenyl (1-(6-fluorbenzthiazol-2-yl)-3-(methylthio)propyl) karbamat

Reak¢ni schéma:

S—CHs; S—CHjy
N (0] N
et LS

E S NH, . HCI c 0 F S NH

o=(
0
cl
cl

Nasada:
(1R)-1-(6-fluoro-1,3-benzothiazol-2-yl)-3-
) ~ 1219 (3,4 mmol)
(methylsulfanyl)propan-1-amin hydrochlorid
4-chlorfenylchlorformiat 532 ul (3,8 mmol)
NaOH 0,3 g (7,5 mmol)
Toluen 50 mi
destilovana voda 20 ml

Postup:
Syntéza produktu probihala dle postupu uvedeného v kapitole 5.4.1. Bylo pfipraveno
1,1 g (79% vytézek) produktu.
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5.4.10 4-fluorfenyl (1-(6-fluorbenzthiazol-2-yl)-3-(methylthio)propyl) karbamat

Reak¢ni schéma:

S—CHs S—CH,4
N o] N
JOOSMIEN NS s
F S NH, . HCI cr 9 F S NH
0
:<O
F
F

Nasada:

(1R)-1-(6-fluoro-1,3-benzothiazol-2-yl)-3-

) ~ 1219 (3,4 mmol)

(methylsulfanyl)propan-1-amin hydrochlorid

4-fluorfenylchlorformiat 500 pl (3,8 mmol)

NaOH 0,3 g (7,5 mmol)

Toluen 50 mi

destilovana voda 20 ml

Pracovni postup:
Syntéza produktu probihala dle postupu uvedeného v kapitole 5.4.1. Bylo pfipraveno
1 g (74,5% vytézek) produktu.
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5.5 Metody charakterizace
5.5.1 Bod tani

Ptipravené  latky  byly  charakterizovany = bodem tdni na  bodotavku
Biichi Melting Point B-540. Bodotavek disponuje zvétSovacim sklem, pies které je mozné

sledovat cely proces tani, a LCD displejem pro zaznamenani prubéhu tani.

5.5.2 NMR spektroskopie

NMR spektra byla zméfena pomoci piistroje Bruker Avance 400 MHz s Fourierovou
transformaci.  VeSkera NMR  spektra byla méfena v  deuteriochloroformu
a hexadeuteriodimethylsulfoxidu pfi teploté 300 K. Pii méfeni byla aplikovana 5 milimetrova
Sirokopasmova laditelnad sonda. Pfi méfeni *H spekter byla pouzita frekvence 400,13 MHz, pro
3C spektra byla pouzita frekvence 100,62 MHz a pro °F spektra byla pouzita frekvence 376,46
MHz. Hodnoty *H a ®C chemickych posuni byly vztazeny vucisignalu rozpoustédla
(6(*H)=17,25 ppm (8(*C)=77,0 ppm (CDCls), (6(*H) = 2,5 ppm (3(C) = 39,5 ppm (DMSO)

a piepoCteny do &-stupnice.

5.5.3 Elementarni analyza
Elementarni analyza byla provedena na ptistroji FLASH 2000 CHNS Organic elemental
analyser.
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5.6 Charakterizace vychozich latek

5.6.1 (1R)-1-(6-fluoro-1,3-benzothiazol-2-yl)-3-(methylsulfanyl)propan-1-amin
hydrochlorid

S—CH
4 3 a 3
5 N
2 10
@[\ 8
- 6 ’ S1 NH, . HCI

Vzhled: bila pevna latka

Vytézek: 81%

Bod tani: 178-180 °C

[a]o®= - 15,4 (c = 1, methanol)

'HNMR (400.13 MHz, DMSO-d:): 6 9,18 (3H, s, NH*); 8,12 (1H, dd, *J (*H, *H) = 2,6 Hz,
3J(®F,H) = 8,7 Hz, H7); 8,08 (1H, dd, 2J(*H, *H) = 9,0 Hz, *J(**F,'H) = 4,9 Hz, H4); 7,45 (1H,
dt, 4J (*H, *H) = 2,6 Hz, 3J (*H, *H) = 9,1 Hz, 3J(*F,H) = 9,1 Hz), H5); 4,94 (1H, t, 3] (*H, 'H) =
6,8 Hz, H8); 2,53 (2H, m, H9); 2,34 (2H, m, H10); 2,05 (3H, s, H11).

3C NMR (100.62 MHz, DMSO-d6): 6 167,1 (d, “J(**F,=C) = 3,0 Hz); 159,9 (d, Y(*F,=C) =
243,7 Hz); 148,7; 136,2 (d, 3J(*F,C) = 12,2 Hz); 124,2 (d, 3J(*F,=C) = 9,6 Hz); 115,3 (d, 2J(**F,
3C) = 24,9 Hz); 109,0 (d, 2J(*F, =C) = 27,4 Hz); 50,9; 32,8; 28,5; 14,3.

YF NMR (376.46 MHz, DMSO-ds): 6 = -115,2.

65



5.7 Charakterizace pripravenych karbamatu

5.7.1 Methyl (1-(6-fluorbenzthiazol-2-yl)-3-(methylthio)propyl) karbamat

11
S—CH
4 3 9 3
5 N
2 10
£ 8 st NH 12
7 0
A\
CH,
13

Vzhled: Bila pevna latka.

Vytézek = 84 %

B.t. =96-97 °C

[a]o® =+ 54,8 (c = 1, aceton)

'HNMR (400,13 MHz, DMSO-d:): 6 = 8,21 (1H, d, J = 7,9 Hz, NH-CO); 7,98 (1H, dd, 3J =
8,8 Hz, *J(*F,H) = 4,9 Hz, H4); 7,96 (1H, dd, “J = 2,6 Hz, 3J(*F,*H) = 9,0 Hz, H7); 7,36 (1H,
dt, 43 (*H, *H) = 2,6 Hz, *J (*H, *H) = 9,1 Hz, *J(F,™H) = 9,1 Hz, H5); 5,05 (1H, m, H8); 3,60
(3H, s, H13); 2,59 (2H, m, H10); 2,25 (1H, m, H9); 2,10 (1H, m, H9); 2,07 (3H, s, H11).

BC NMR (100,62 MHz, DMSO-d6): 6 = 175,5 (d, *J(*F, *C) = 3,3 Hz); 159,5 (d, J(*F,=C) =
242,2 Hz); 156,6; 149,8; 135,5 (d, 3J(**F, =C) = 11,6 Hz); 123,7 (d, 3J(**F,2C) = 9,4 Hz); 114,6
(d, 2J(*F,=C) = 24,8 Hz); 108,6 (d, 2J(*F, =C)) = 27,3 Hz); 52,7; 51,8; 33,4; 29,6; 14,6.

5E NMR (376,46 MHz, DMSO-ds): § = -116,5.

Elementarni analyza: C;HisFN,O.S, (M, = 314,39)

Vypocéteno: C(49,66 %), H(4,81 %), N(8,91 %), S(20,39 %).

Stanoveno: C(49,94 %), H(4,79 %), N(8,79 %), S(20,58).
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5.7.2 Ethyl (1-(6-fluorbenzthiazol-2-yl)-3-(methylthio)propyl) karbamat

4 3 o S—CHj3
5 N
/@[\ 2 4 10
F~ 6 S 1 NH 12
! 0
0
13
CH,
14

Vzhled: Bila pevna latka.

Vytézek = 83 %

B.t. =87-88 °C

[a]o® =+ 63,2 (c = 1, aceton)

'H NMR (400,13 MHz, DMSO-ds): 6 = 8,18 (1H, d, J = 7,9 Hz, NH-CO); 7,98 (1H, dd, 3J =
8,9 Hz, “J(*F,'H) = 4,8 Hz, H4); 7,96 (1H, dd, *J = 2,6 Hz, 3J(*F,'H) = 8,9 Hz, H7); 7,36 (1H,
dt, 4J (*H, *H) = 2,6 Hz, 3J (*H, *H) = 9,0 Hz, 3J(*F,H) = 9,0 Hz, H5); 5,05 (1H, m, H8); 4,03
(2H, q, J = 7,2 Hz, H13); 2,59 (2H, m, H10); 2,23 (1H, m, H9); 2,10 (1H, m, H9); 2,07 (3H, s,
H11); 1,19 (3H,t,,J =7,2 Hz, H13).

3C NMR (100,62 MHz, DMSO-d6): 6 = 175,8 (d, *J(*F, *C) = 3,5 Hz); 159,5 (d, 1J(*F,=C) =
242,2 Hz); 156,2; 149,8; 135,6 (d, *J(*F, =C) = 11,3 Hz); 123,7 (d, 2J(*F,=C) = 9,6 Hz); 114,6
(d, 2J(*F,=C) = 24,6 Hz); 108,6 (d, 2J(*F, =C)) = 27,2 Hz); 60,3; 52,6; 33,4; 29,7; 14,6.

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

Elementarni analyza: C.,H:;FN.O,S, (M, = 328,42)

Vypocéteno: C(51,20 %), H(5,22 %), N(8,53 %), S(19,52 %).

Stanoveno: C(51,44 %), H(5,18 %), N(8,42 %), S(19,20 %)
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5.7.3 Butyl (1-(6-fluorbenzthiazol-2-yl)-3-(methylthio)propyl) karbamat

11

5 N
2 10
F 6 S1 NH 12

Vzhled: Bila pevna latka.

Vytézek =78 %

B.t. =61-63 °C

[a]o® =+ 68,1 (c = 1, aceton)

'HNMR (400,13 MHz, DMSO-ds): 5= 8,119 (1H, d, J = 7,8 Hz, NH-CO); 7,98 (2H, m,
H4,H7); 7,36 (1H, dt, «J (H, 'H) = 2,5 Hz, 2J (*H, *H) = 8,9 Hz, *J(“F,'H) = 8,9 Hz, H5); 5,05
(1H, m, H8); 4,00 (2H, m, H13); 2,59 (2H, m, H10); 2,23 (1H, m, H9); 2,12 (1H, m, HI); 2,07
(3H, s, H11); 1,55 (2H, m, H14); 1,33 (2H, m, H15); 0,89 (3H, t, , J = 7,2 Hz, H16).

5C NMR (100,62 MHz, DMSO-d6): & = 175,7 (d, “J(*F, “C) = 3,4 Hz); 159,5 (d, 1J(*F, “C) =
242,2 Hz); 156,3; 149,8; 135,6 (d, 2J(°F, =C) = 11,7 Hz); 123,7 (d, *J(°F, =C) = 9,5 Hz); 114,6
(d, 2J(*F,=C) = 24,9 Hz); 108,6 (d, 2J(*F, =C)) = 27,1 Hz); 64,0; 52,6; 33,4; 30,7; 29,6; 18,6;
14,6; 13,6.

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

Elementarni analyza: Ci,H,.FN.O,S, (M, = 356,47)

Vypoéteno: C(53,91 %), H(5,94 %), N(7,86 %), S(17,99 %).

Stanoveno: C(53,46 %), H(6,06 %), N(7,47 %), S(18,35 %)
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5.7.4 lsobutyl (1-(6-fluorbenzthiazol-2-yl)-3-(methylthio)propyl) karbamat

11

4 3 , SChs
5 N
6 1 NH12
! 0
o)
13 Sﬁ
14
CH,
Hae 16
15

Vzhled: Bila pevna latka.

Vytézek = 72 %

B.t. =65-67 °C

[a]o® =+ 66,8 (c = 1, aceton)

'H NMR (400,13 MHz, DMSO-d:): 6 = 8,20 (1H, d, J = 7,9 Hz, NH-CO); 7,98 (1H, dd, 3J =
8,9 Hz, *J(*F,H) = 4,9 Hz, H4); 7,96 (1H, dd, 4J = 2,6 Hz, 3J(*F,*H) = 9,0 Hz, H7); 7,36 (1H,
dt, 4J (*H, *H) = 2,6 Hz, 3J (*H, *H) = 9,0 Hz, 3J(*F,H) = 9,0 Hz, H5); 5,05 (1H, m, H8); 3,80
(2H, m, H13); 2,59 (2H, m, H9); 2,24 (1H, m, H10); 2,13 (1H, m, H10); 2,07 (3H, s, H11); 1,86
(1H, m, H14); 0,89 (3H, d, , J = 6,5 Hz, H15).

BC NMR (100,62 MHz, DMSO-d6): 6 = 175,8 (d, *J(*F, *C) = 3,3 Hz); 159,5 (d, 1J(*F,=C) =
242,0 Hz); 156,3; 149,8; 135,6 (d, 3J(**F, =C) = 11,5 Hz); 123,7 (d, 3J(*F,2C) = 9,6 Hz); 114,6
(d, 2J(F,=C) = 24,8 Hz); 108,6 (d, 2J(*F,=C)) = 27,3 Hz); 70,2; 52,6; 33,4; 29,7; 27,7; 18,8;
14.6.

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

Elementarni analyza: Ci,H,.FN.O,S, (M, = 328,42)

Vypoéteno: C(53,91 %), H(5,94 %), N(7,86 %), S(17,99 %).

Stanoveno: C(54,19 %), H(5,84 %), N(7,75 %), S(17,75 %)
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5.7.5 2-chlorethyl (1-(6-fluorbenzthiazol-2-yl)-3-(methylthio)propyl)karbamat

11
S—CHj

Fosat

s'1 NH 12

O

5.

Vzhled: Bila pevna latka.
Vytézek = 82 %
B.t. =84-85°C
[a]o® =+ 51,7 (c = 1, aceton)
"HNMR (400,13 MHz, DMSO-dy): 5= 8,42 (1H, d, J = 7,9 Hz, NH-CO); 7,98 (2H, m,
H4,H7); 7,36 (1H, dt, J (*H, tH) = 2,6 Hz, 3J (tH, *H) = 9,0 Hz, 2J(F,H) = 9,0 Hz, H5); 5,07
(1H, m, H8); 4,28 (2H, t, 3 (*H, *H) = 5,2 Hz H14): 3,82 (2H, t, 3J (*H, *H) = 5,2 Hz H13): 2,60
(2H, m, H9); 2,26 (1H, m, H10); 2,13 (1H, m, H10); 2,08 (3H, s, H11).
BC NMR (100,62 MHz, DMSO-d6): 6 = 175,3 (d, *J(*F, *C) = 3,0 Hz); 159,5 (d, 1J(*F,=C) =
242,0 Hz); 155,7; 149,8; 135,6 (d, 3J(*F,=C) = 11,5 Hz); 123,7 (d, 3J(*F,=C) = 9,8 Hz); 114,6
(d, 2J(F,=C) = 24,8 Hz); 108,5 (d, 2J(*F, C)) = 27,2 Hz); 64,4; 52,7; 43,0; 33,3; 29,6; 14,6.
5E NMR (376,46 MHz, DMSO-ds): & = -116,5.
Elementarni analyza: C.,H;; CIFN.O.,S, (M, = 362,86)

Vypocteno: C(46,34 %), H(4,44 %), N(7,72 %), S(17,67 %).
Stanoveno: C(46,58 %), H(4,39 %), N(7,63 %), S(17,35 %)
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5.7.6 2,2,2-trichlorethyl (1-(6-fluorbenzthiazol-2-yl)-3-(methylthio) propyl)

karbamat

5 N
2 10
F 6 S1 NH 12
7 O:<

O

13 14
Cl

Cl Cli

Vzhled: Bila pevna latka.

Vytézek = 84 %

B.t. = 63-65 °C

[a]o® =+ 82,8 (c = 1, aceton)

'HNMR (400,13 MHz, DMSO-ds): 6= 8,82 (1H, d, J = 7,9 Hz, NH-CO); 7,99 (2H, m,
H4,H7); 7,36 (1H, dt, ¥J (*H, *H) = 2,6 Hz, 3J (*H, *H) = 8,9 Hz, 3J(*F,'H) = 8,9 Hz, H5); 5,11
(1H, m, H8); 4,91 (2H, d, 2J (*H, *H) = 12,6 Hz, H13); 4,83 (2H, d, 2J (*H, *H) = 12,6 Hz, H13);
2,61 (2H, m, H9); 2,26 (1H, m, H10); 2,17 (1H, m, H10); 2,07 (3H, s, H11).

BC NMR (100,62 MHz, DMSO-d6): 6 = 174,8 (d, *J(**F,*C) = 3,3 Hz); 159,5 (d, *J(*F,=C) =
242,0 Hz); 154,6; 149,8; 135,6 (d, 2J(**F, ©C) = 11,6 Hz); 123,7 (d, 3J(*F,=C) = 9,7 Hz); 114,7
(d, 2J(*F,=C) = 24,7 Hz); 108,6 (d, 2J(*F,*C)) = 27,0 Hz); 96,1; 52,7; 33,3; 29,6; 14,6.

YF NMR (376,46 MHz, DMSO-d:): 6 = -116,5.

Elementarni analyza: C.,H.,Cl; FN,O,S, (M, = 431,75)

Vypocéteno: C(38,95 %), H(3,27 %), N(6,49 %), S(14,85 %).

Stanoveno: C(38,69 %), H(3,20 %), N(6,77 %), S(15,03 %)
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5.7.7 2,2,2-trifluorethyl (1(-6-fluorbenzthiazol-2-yl)-3-(methylthio)propyl)

karbamat

Vzhled: Bila pevna latka.

Vytézek = 77 %

B.t. =96-98 °C

[a]o® =+ 80,8 (c =1, aceton)

'HNMR (400,13 MHz, DMSO-di): 8= 8,75 (1H, d, J = 8,1 Hz, NH-CO): 7,99 (2H, m,
H4,H7); 7,36 (1H, dt, *J (*H, *H) = 2,6 Hz, 3J (*H, *H) = 9,0 Hz, 3J(*F,*H) = 9,0 Hz, H5); 5,10
(1H, m, H8); 4,72 (2H, m, H13); 2,60 (2H, m, H9); 2,26 (1H, m, H10); 2,13 (1H, m, H10); 2,07
(3H, s, H11).

BC NMR (100,62 MHz, DMSO-d6): 6 = 174,5 (d, *J(*F, *C) = 3,3 Hz); 159,5 (d, 1J(*F,=C) =
242,0 Hz); 154,4; 149,6; 135,6 (d, 3J(*F,=C) = 11,8 Hz); 123,8 (d, 3J(*F,=C) = 9,8 Hz); 123,6
(d, Q(°F, =C) = 279,1 Hz); 114,5 (d, 2J(*F, =C) = 24,8 Hz); 108,6 (d, 2J(*F, 2C)) = 27,1 Hz);
60,0 (d, 2J(**F,=C) = 34,9 Hz); 52,9; 33,3; 29,5; 14,5.

F NMR (376,46 MHz, DMSO-dq): 5 = -116,5.

Elementarni analyza: C.,H.,F.N,O.S, (M, = 382,39)

Vypocéteno: C(43,97 %), H(3,69 %), N(7,33 %), S(16,77 %).

Stanoveno: C(44,20 %), H(3,74 %), N(7,15 %), S(16,46 %)
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5.7.8 Benzyl (1(-6-fluorbenzthiazol-2-yl)-3-(methylthio)propyl) karbamat

5 N
2 10
J@E\ 8
=6 S 1 NH 12
7 0]
0
13 14
15
14
15 16

Vzhled: Bila pevna latka.

Vytézek = 83 %

B.t. =89-91 °C

[a]p?® =+ 77,2 (c = 1, aceton)

'H NMR (400,13 MHz, DMSO-ds): = 8,38 (1H, d, J = 7,9 Hz, NH-CO); 8,00 (2H, m,
H4,H7): 7,39 — 7,22 (6H, m, H5, H14, H15, H16); 5,11 (3H, m, H8, H13); 2,67 (2H, m, HI);
2,32 (1H, m, H10); 2,22 (1H, m, H10); 2,10 (3H, s, H11).

13C NMR (100,62 MHz, DMSO-d6): & = 174,5 (d, “J(*°F, *C) = 3,2 Hz); 159,5 (d, 1J(**F, °C)
= 242,0 Hz); 156,1; 149,8; 136,8; 135,6 (d, 2J(*°F, 13C) = 11,8 Hz); 128,4; 127,9; 127,7; 123,8
(d, 3J(*F, °C) = 9,8 Hz); 114,6 (d, 2J(*°F, 13C) = 24,8 Hz); 108,7 (d, 2J(*°F, 13C)) = 27,0 Hz);
65,8; 52,8; 33,5; 29,6; 14,6.

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

Elementarni analyza: C19H19FN202S> (My = 390,49)

Vypodteno: C(58,44 %), H(4,90 %), N(7,17 %), S(16,42 %).

Stanoveno: C(58,80 %), H(4,83 %), N(7,09 %), S(16,69 %)
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5.7.9 4-Chlorfenyl (1(-6-fluorbenzthiazol-2-yl)-3-(methylthio)propyl) karbamat

5 N
2 10
Ji;r\ 8
-8 s NH12
/ )
0
13
14 13
14
cl

Vzhled: Bila pevna latka.

Vytézek = 79 %

B.t. =108-110 °C

[a]o® =+ 76,9 (c = 1, aceton)

'HNMR (400,13 MHz, DMSO-ds): 6= 8,91 (1H, d, J = 7,8 Hz, NH-CO); 8,00 (2H, m,
H4,H7); 7,45 (2H, d, 3 (*H, *H) = 8,4 H, H14); 7,36 (1H, dt, *J (*H, 'H) = 2,6 Hz, 3] (*H, 'H) =
8,9 Hz, 3J(*F,*H) = 8,9 Hz, H5); 7,19 (2H, d, 3J (*H, *H) = 8,4 H, H13); 5,14 (1H, m, H8); 2,67
(2H, m, H9); 2,32 (1H, m, H10); 2,22 (1H, m, H10); 2,10 (3H, s, H11).

3C NMR (100,62 MHz, DMSO-d6): 6 = 174,4 (d, *J(**F,=C) = 3,0 Hz); 159,5 (d, *J(*F,=C) =
242,0 Hz); 154,0; 149,7; 149,6; 135,6 (d, *J(*F,=C) = 11,9 Hz); 129,3; 129,2; 123,8 (d, 3J(*F,
BC) = 9,8 Hz); 123,4; 114,7 (d, 2J(*F, »C) = 24,7 Hz); 108,6 (d, 2J(*F,=C)) = 27,0 Hz); 52,9;
33,3; 29,6; 14,6.

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

Elementarni analyza: C,;Hi,CIFN,O.S, (M, = 410,91)

Vypocteno: C(52,61 %), H(3,92 %), N(6,82 %), S(15,60 %).

Stanoveno: C(52,97 %), H(3,84 %), N(6,63 %), S(15,83 %)
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5.7.104-fluorfenyl (1(-6-fluorbenzthiazol-2-yl)-3-(methylthio)propyl) karbamat

5 N
2 10
=6 S 1 NH 12
7 0]
@]
13
14 13
14
E

Vzhled: Bila pevna latka.

Vytézek = 74,5 %

B.t. = 125-127 °C

[a]p?® =+ 79,2 (c = 1, aceton)

IH NMR (400,13 MHz, DMSO-dg): § = 8,90 (1H, d, J = 8,0 Hz, NH-CO); 8,01 (2H, m,
H4,H7); 7,39 (1H, dt, *J (*H, 1H) = 2,6 Hz, 33 (*H, *H) = 9,0 Hz, 3J(*°F, 'H) = 9,0 Hz, H5); 7,25
— 7,17 (4H, m, H13, H14); 5,13 (1H, m, H8); 2,67 (2H, m, H9); 2,32 (1H, m, H10); 2,22 (1H,
m, H10); 2,11 (3H, s, H11).

13C NMR (100,62 MHz, DMSO-d6): & = 174,7 (d, “J(*°F, 13C) = 3,4 Hz); 159,5 (d, LJ(*°F, 2*C)
= 242,0 Hz); 159,2 (d, LJ(°F, 13C) = 241,0 Hz); 154,4; 149,7; 146,9 (d, *J(°F, 13C) = 2,8 Hz);
135,6 (d, 2J(°F, 1°C) = 11,7 Hz); 123,9 (d, 3J(°F, 13C) = 9,1 Hz); 123,5 (d, 3J(*°F, 3C) = 9,1
Hz); 116,0 (d, 2J(*°F, 13C) = 23,0 Hz); 114,7 (d, 2J(*°F, *C) = 24,8 Hz); 108,6 (d, 2J(*°F, 13C) =
27,1 Hz); 52,9; 33,3; 29,6; 14,6.

F NMR (376,46 MHz, DMSO-ds): 6 = -116,5; -109,3

Elementarni analyza: C1gH16F2N202S2 (M = 394,45)

Vypodteno: C(54,81 %), H(4,09 %), N(7,10 %), S(16,26 %).

Stanoveno: C(55,11 %), H(3,96 %), N(6,97 %), S(16,53 %)
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Biologicka cast

Pristroje a pomicky

e UV/VIS spektrometr (Agilent 8453)
e Software UV/VIS (ChemStation)

e Plastové kyvety s tloustkou 1 cm

e Pipety (Eppendorf a Sartorius)

o Spicky

e Kadinky, odmérné banky

e Vortex

e Centrifuga (Eppendorf 5804/5804)

Latky, roztoky a chemikalie
e Fosfatovy pufr (PBS)

Fosfatovy pufr o molarni koncentraci 0,1 mol/l a hodnoté pH 7,4 byl pfipraven podle

nasledujici tabulky ¢. 3 a takto pfipraveny byl uchovavan v lednici.

Tabulka ¢. 3: Priprava fosfatového pufru

Piiprava fosfatového pufru

Chlorid sodny (NaCl) 49
Dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH2PQOj4) 0,19
Hydrogenfosfore¢nan sodny dodekahydrat (NaoHPO4.12 H20) | 1,45 ¢
Chlorid draselny (KCI) 0,19
Redestilovana voda 500 ml

* vSe od firmy Penta

¢ Ellmanovo ¢inidlo (DTNB) (Sigma-Aldrich)
DTNB, produkt kyseliny 5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoové, byl navazen a rozpustén

ve vodg, tak aby jeho molarni koncentrace byla 5*10** mol/I.

e Acetylthiocholin jodid (ATCH) (Sigma-Aldrich)
Acetylthiocholin jodid byl stejné¢ jako Ellmanovo c¢inidlo navazen a rozpustén

ve vode¢ na pozadovanou molarni koncentraci 0,1 mol/I.
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e Butyrylcholin jodid (BTCH) (Sigma-Aldrich)
Butyrylcholin jodid byl pfipraven stejné jako ATCH.

e Acetylcholinesteraza (Sigma-Aldrich)
V PBS o molarni koncentraci 0,1 mol/l a o pH 7,4 bylo rozpusténo 10 mg
acetylcholinesterazy z elektrick¢ého uhote. Preparat této ACHE byl uchovavan

Vv umélohmotnych zkumavkach pfi teploté —6 °C.

¢ Butyrylcholinesteraza (Sigma-Aldrich)
Butyrylcholiesteraza z konského séra byla pfipravena stejné jako ACHE,
a to rozpusténim 10 mg BCHE v 0,1 M PBS o pH 7,4. Preparat butyrylcholinesterazy

byl téZ uchovavan v umélohmotnych zkumavkach pfi teploté —6 °C.

e Dimethylsulfoxid (DMSO) (Penta)

e Deionizovana voda

¢ Inhibitorovy standard — rivastigmin (Sigma-Aldrich)

Rivastigmin byl rozpustén ve vodé tak, aby jeho koncentrace byla 1*10° mol/l
e Karbamaty

Pfedem pftipravené karbamaty byly rozpustény v dimethylsulfoxidu tak, aby

odpovidaly poZzadované molarni koncentraci 0,01 mol/l.
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6.3 Stanoveni enzymové aktivity cholinesteraz

SpiSe, nez samotna koncentrace nas pfi zkouméni enzymu zajima aktivita enzymu.
Ta je definovana jako rychlost, jiz enzym katalyzuje pfeménu substratu na produkt za danou
¢asovou jednotku. Jde o specifickou, citlivou a presnou metodu, pokud zvolime spravnou
koncentraci substratu a metodu stanoveni rychlosti. Mezi nejvice pouzivané metody, kterymi
1ze stanovit aktivitu nebo inhibici cholinesteraz jsou metody spektrofotometrické. Nepochybné
nejvice pouzivanou fotometrickou metodou je tzv. Ellmanova metoda. Mizeme fict, Ze se jedna
o zlaty standard mezi metodami. Princip této metody je schematicky znazornény na obrazku
¢. 20. Ellmanova metoda vyuziva umélé substraty esterti thiocholinu — acetylcholinjodidu
¢i butyrylcholinjodidu. Acetylcholinesteraza, popiipadé butyrylcholinesteraza hydrolyzuje
pravé tento ATCH/BTCH za vzniku thiocholinu. Ten reaguje s DTNB za vzniku zluté
zbarvené¢ho TNB. Nasledné je intenzita zluté barvy métena pti 412 nm. Tato intenzita je ptimo
umérna aktivité enzymu. Jednoduchost, pfesnost, nizké ndklady ¢i kontinudlni zvySovani
hustoty barvy v ¢ase jsou zna¢nymi vyhodami Ellmanovy metody. Dal§im plusem je snadna

adaptivnost pro automatické meéteni, coz vede k rychlému zpracovavani velkého mnozstvi

vzorki. [48] [55] [61] [81] [108-111]

CHy o Gl
+ holinesterasa
/N © - 'N\/\
Ellmanovo ¢inidlo
HOOC COOH
OzN-@S—S@-Noz \
HOOC Y (?Ha COOH
+
O2N Sig~Noy, + HS NO,
CH,

Schéma ¢. 20: Princip Ellmanovy metody [112]

Pracovni postup

V prvnim kroku byla prométena absorbance srovnavaciho vzorku pro odecteni pozadi

(blank), ktery byl ptipraven napipetovanim 1192 pl 0,1 mol/lI PBS o pH 7,4, 800 pl 5%10* mol/I
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DTNB a 8 ul 0,1 mol/l ATCH ¢i BTCH do mérné kyvety 0 délce 1 cm a objemu 3,5 ml

(Jak je zobrazeno v nasledujici tabulce ¢. 4):

Tabulka €. 4: Piiprava srovnavaciho roztoku pro stanoveni aktivity enzymu

Priprava srovnavaciho roztoku

PBS (0,1 M; pH 7,4) 1192 ul
DTNB (5*10% M) 800 ul
ATCH/BTCH (0,1 M) 8 ul

Poté¢ bylo provedeno samotné meéfeni aktivity enzymu. Do mérné kyvety bylo
napipetovano 1184 ul 0,1 mol/l fosfatového pufru o pH 7,4, 800 ul DTNB o koncentraci
5*10* mol/I, 8 ul 0,1 mol/l ATCH nebo BTCH a 8 ul enzymu ACHE ¢i BCHE (viz tabulka
¢. Snize):

Tabulka €. 5: Ptiprava vzorku obsahujici enzym pro stanoveni aktivity enzymu

Piiprava vzorku s enzymem
PBS (0,1 M; pH 7,4) 1184 pl
DTNB (5*10* M) 800 pl
ATCH/BTCH (0,1 M) 8 ul
ACHE/BCHE 8 ul

Ptidavkem enzymu ACHE nebo BCHE byla reakce odstartovana. Proto je velmi dilezité
pipetovat enzym az jako posledni, aby nedoslo ke zkreslenym vysledkiim v dusledku pied¢asné
reakce enzymu a substratu. Celkovy objem reakéni smési byl 2000 ul. Absorbance reakéni
smési byla méfena pomoci spektrofotometru s diodovym polem (Hewlett-Packard 8453, USA)
pfi vinové délce 412 nm po dobu 70 sekund, a to v tiisekundovych intervalech. Do bodového
grafu byla poté vynesena zavislost absorbance A na case t. Jednotlivé body byly prolozeny
regresni piimkou a z rovnice regrese byla vypoctena hodnota y. Za hodnotu x byla dosazena
hodnota 60, coz znamena t = 60 sekund. Vyplyva to z definice jednotky enzymové aktivity.

Aktivita enzymu byla nasledn¢ vypoctena dle nasledujici rovnice:
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Aktivita enzymu (U) =y X 17,67

Vysledek byl vyjadien v jednotkach U. Tato jednotka je definovana jako mnozstvi
enzymu, jez katalyzuje pfeménu 1 umol substratu za minutu pii standardnich podminkach

(nasyceni enzymu substratem, dana teplota a pH). [48] [59] [61] [111]

Hodnota y byla poté vynasobena hodnotou 17,67. Toto ¢islo vyjadiuje tzv. ptepocitavaci
faktor, v némz je zahrnut molarni absorp¢ni koeficient € (14150 mol/l/cm), dale délka kyvety |
(1 cm), celkovy objem smési reakce Veelk (2000 pl) a nakonec objem piidavku enzymu Venzym

(8 pl).

Takto bylo méfeni provedeno celkem 3x a vysledné hodnoty jednotlivych méfeni byly
poté zpraimérovany. Od této primérné hodnoty aktivity enzymu se nasledné odvijelo mnozstvi
enzymu ve smési reakce pro dalsi stanoventi a to tak, aby aktivita v kone¢né reakéni smési byla

0,2 U. Aktuélni aktivita enzymu byla stanovena vzdy rdno pred za¢itkem samotného méteni.
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6.4 Stanoveni ICso testovanych karbamati a standardu

ICs0 piedstavuje koncentraci inhibitoru, pfi niz dojde, za danych reak¢nich podminek,
k poklesu aktivity enzymu na polovinu, tzn. na 50 %. Inhibitor je tim u¢inngjsi, ¢im mensi
je tato hodnota ICsp. Hodnota tohoto indexu tedy vypovida o inhibi¢ni sile inhibitoru a pouziva
se k porovnani ucinnosti inhibitoru. Vzorec pro vypocet indexu se udava ve tvaru zaporného

logaritmu plso a je zndzornény viz nize. [13] [59] [61]

plso = —loglCs,

Ke stanoveni ICso lze pouzit téz zavislost poméru rychlosti inhibované (Vo)
a neinhibované (vi) hydrolyzy na koncentraci inhibitoru [I] tedy vo/vi vs. [I]. Tato zavislost
je pfimkova s tsekem rovnym 1 a plati pro vSechny typy enzymovych inhibovanych reakci.
Teoreticky tedy staci pro odhad pribéhu zavislosti pouze jeden stanoveny pomér Vo/Vi pro
urcitou koncentraci inhibitoru [I]. Ztakovéto piimky lze pomoci rovnice regrese, kde

za hodnotu vo/vi dosadime hodnotu 2, stanovit 1Cso. [13] [59] [111]

Pracovni postup

Pro stanoveni hodnoty 1Csp byla pouzita opét Ellmanova metoda. V prvnim kroku byl
promé&fen srovnavaci roztok pro odeteni pozadi, ktery byl pfipraven napipetovanim 1520 pl
0,1 mol/l PBS o pH 7,4, 400 ul 5*10* mol/l DTNB a 80 ul 0,001 mol/l ATCH ¢ BTCH

do mérné kyvety (jak je zobrazeno v nasledujici tabulce ¢. 6):

Tabulka €. 6: Pfiprava srovnavaciho roztoku pro stanoveni ICsp

Piiprava srovnavaciho roztoku

PBS (0,1 M; pH 7,4) 1520 pl
DTNB (5*10% M) 400 pl
ATCH/BTCH (0,001 M) 80 pl

V druhém kroku bylo provedeno méteni neinhibované reakce. Do mérné kyvety bylo
Vv tomto piipadé napipetovano 400 ul 5*10* mol/I DTNB a 80 pl 0,001 mol/l ATCH &i BTCH.
Mnozstvi enzymu bylo odvozeno od aktualni aktivity daného enzymu tak, aby celému objemu

reakéni smes odpovidala enzymova aktivita 0,2 U. MnozZstvi pufru PBS bylo poté dopocitano
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do celkového objemu smési, coz je 2000 pl. Slozeni této reakéni smési je zndzornéno

Vv nasledujici tabulce €. 7:

Tabulka €. 7: Piiprava vzorku bez karbamatu pro stanoveni ICsg

Piiprava vzorku bez inhibitoru
PBS (0,1 M; pH 7,4) X ul
DTNB (5*10** M) 400 pl
ATCH/BTCH (0,001 M) 80 ul
ACHE/BCHE y ul

Piidavkem enzymu ACHE/BCHE byla reakce odstartovana a poté byla méfena
absorbance A pii 412 nm, a to po dobu 70 sekund v tfisekundovych intervalech. Celkem bylo
meéfeni provedeno 2x. Nakonec byla dle nasledujiciho vztahu vypoctena rychlost neinhibované

reakce.

1 AA
vo(s) = At

V dalsim kroku bylo provedeno méfeni inhibované reakce. V tomto ptipadé bylo

do mérné kyvety napipetovano 400 pl 5*10* mol/l DTNB a 80 ul 0,001 mol/l ATCH ¢i BTCH.

Dale byly zvoleny 4 koncentrace karbamatu a to tak, aby celkova koncentrace inhibitoru ve

smési reakce byla v rozmezi 5*¥10° az 3,5%10° mol/l. MnozZstvi inhibitoru ve smési bylo tedy

2,5, 7nebo 10 pl. Mnozstvi enzymu y bylo odvozeno od aktualni enzymové aktivity a mnozstvi

ul PBS pufru bylo dopoc¢teno do celkového objemu reakéni smési 2000 pl (viz tabulka ¢. 8):

Tabulka ¢&. 8: Ptiprava vzorku s karbamatem pro stanoveni ICso

Priprava vzorku s inhibitorem
PBS (0,1 M; pH 7,4) X ul
DTNB (5*10* M) 400 pl
ATCH/BTCH (0,001 M) 80 ul
ACHE/BCHE y ul
Karbamat (inhibitor) zul
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Mg¢éteni bylo provedeno vzdy 2x pro kazdou koncentraci inhibitoru (karbamatu), a to pti
412 nm po dobu 70 sekund v 3sekundovych intervalech. Absorbance A byla méfena pomoci
spektrofotometru s diodovym polem modelu Hewlett-Packard 8453, USA. Ze ziskanych

hodnot absorbance byla vypoctena rychlost inhibované reakce pomoci nasledujiciho vztahu:

Y
vi(s™) = 17

Na zavér byly vypoéitani poméry rychlosti neinhibované a inhibované reakce Vo/vi.
Z téchto pomérti a z molarnich koncentraci karbamatu [I] byl poté vytvoifen bodovy graf.
Jednotlivé body byly prolozeny regresni ptimkou. Nasledné byla z rovnice regrese zjisténa
hodnota ICso neboli koncentrace, ktera je potiebna pro pokles aktivity enzymu na 50 %.
Tento vypocet byl stanoven pomoci dosazeni 2 za Yy, jak to vyplyva zdefinice 1Cso.

Hodnoty byly vypocteny u kazdého méfeni a pak byly zprimérovany.
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6.5 Stanoveni kinetickych parametri, inhibi¢ni konstanty a typu inhibice

Bezesporu jeden znejvice pouzivanych modeli enzymové kinetiky je model
Michaelis-Mentenové. Je to matematické vyjadieni vztahu koncentrace substratu a pocate¢ni
rychlosti reakce a lze jej vyjadrit touto rovnici: [59] [61]

Vmax * [S]

v =

Michaelisova konstanta K ur¢uje miru afinity enzymu k substratu a je tmérna koncentraci
substratu, jez je nutna pii dané koncentraci enzymu k dosazeni poloviny maximalni rychlosti
Vmax. Michaelisova konstanta se vyjadiuje v mol na litr a jeji rozmezi je vétsinou od 10 mol/l
do 10 mol/l. Rychlost Vmax je maximalni rychlost reakce, coz znamena, Ze enzym je zcela
nasycen substratem a nemuze jiz vzniknout dal§i enzym-Substrat komplex. Kn & Vmax maji
hyperbolicky pribéh kiivky, a proto je jejich uréeni komplikované. Z tohoto diivodu vyuzivame
postup linearizace dat. Nejpouzivanéjsi postup je transformace dat dle Lineweavera a Burka,
kdy ziskame linearni zavislost z ptevracenych hodnot rychlosti reakce a koncentrace substratu

viz nize uvedeny vztah. [59] [61]

V praxi to znamena, ze naméfené hodnoty vyneseme do grafu zavislosti 1/v na 1/[S]
a prolozime tuto zavislost piimkou regrese. Tato pfimka protina osu X v bodé -1/Km a osu
y Vbodé 1/Vmax. Smérnice této piimky poté odpovidda poméru Km a Vmax (Km/Vmax) a lze
z ni vypocitat kinetické parametry. Ze ziskanych kinetickych hodnot a charakteru
Lineweaver-Burkova grafu lze stanovit typ inhibice, a to pomoci porovnani hodnot Km @ Vimax
inhibované a neinhibované reakce. Inhibi¢ni konstanta uruje koncentraci inhibitoru, pii niz
dochazi k 50% inhibici enzymu. Tato konstanta neuvadi informace o Gi¢innosti inhibitoru, jako
je tomu u 1Cso, ale uvadi nam informace o afinité inhibitoru k enzymu. Cim je hodnota inhibi¢ni
konstanty niz$i, tim je tato afinita Kenzymu vyssi. Konstantu K ziskame ze zavislosti
prevracené hodnoty rychlosti reakce 1/v a koncentrace inhibitoru [I] pomoci alespon
2 koncentraci substratu. Tato zavislost je vynesena do grafu a prolozena regresnimi pfimkami.
Prisecik téchto pifimek poté vypovida o typu inhibice a ze soutadnic tohoto priseciku miZzeme
téz ziskat hodnotu Kj. U kompetitivni inhibice ma prisecik souradnice (-Ki; 1/Vmax)
a u nekompetitivni (-Kj; 0). U akompetitivni inhibice se inhibi¢ni konstanta K;i bohuzel neda

zjistit, jelikoZ jsou ptimky rovnobé&zné a neprotinaji se. [59] [61]
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Pracovni postup

Pro stanoveni typu inhibice byla vyuzita opét Ellmanova metoda. Na rozdil od stanoveni
ICso se zde ménila jak koncentrace inhibitoru, tak koncentrace substratu. Prvnim krokem byla

pfiprava srovnavaciho roztoku pro odecteni pozadi, a to napipetovanim téchto roztok do mérné

kyvety (viz tabulka ¢. 9).

Tabulka €. 9: Piiprava srovnavaciho roztoku pro stanoveni typu inhibice

Priprava srovnavaciho vzorku

PBS (0,1 M; pH 7,4) X ul
DTNB (5*10* M) 400 pl
ATCH/BTCH (0,001 M) y ul

Mnozstvi substratu BTCH ¢i ATCH bylo 40, 80, 120 nebo 160 ul. Mnozstvi pufru PBS bylo

vzdy dopocitano, aby celkovy objem reakéni smési byl 2000 pl.

Dalsim krokem bylo stanoveni neinhibované reakce. Do kyvety byly napipetovany tyto

roztoky (viz tabulka ¢. 10):

Tabulka €. 10: Piiprava vzorku bez inhibitoru pro stanoveni typu inhibice

Piiprava vzorku bez inhibitoru

PBS (0,1 M; pH 7,4) X ul
DTNB (5*10* M) 400 pl
ATCH/BTCH (0,001 M) y ul
ACHE/BCHE (enzym) zul

Mnozstvi substratu BTCH ¢i ATCH bylo 40, 80, 120 nebo 160 pl. MnoZstvi enzymu
BCHE ¢i ACHE bylo odvozeno z aktualni aktivity enzymu (8 pl) a mnozstvi pufru bylo zase
dopocitano do celkového mnoZstvi reakéni smési 2000 pl. Reakce byla spusténa piidanim

enzymu ke zbylym roztokim. Neinhibovana reakce se timto zplisobem proméfila vzdy 2x,

a to pii vlnové délce 412 nm po dobu 70 sekund.

Poslednim krokem bylo stanoveni inhibované reakce. Do mérné kyvety se napipetovaly

tyto roztoky (viz tabulka ¢. 11):
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Tabulka ¢&. 11: Pfiprava vzorku s karbamatem pro stanoveni typu inhibice

Piiprava vzorku s inhibitorem
PBS (0,1 M; pH 7,4) X ul
DTNB (5*10** M) 400 pl
ATCH/BTCH (0,001 M) y ul
ACHE/BCHE (enzym) zul
Karbamat (inhibitor) w ul

Mnozstvi substratu bylo opét 40, 80, 120 ¢i 160 pl a mnozstvi enzymu se odvijelo
od aktualni aktivity enzymu (8 ul). Mnozstvi karbamatu (inhibitoru) bylo 2, 5, 7 nebo 10 pl
a mnozstvi pufru PBS bylo ptidano tak, aby celkovy objem reakéni smési byl 2000 pl.

Pridavkem enzymu byla zahéjena reakce. Absorbance byla méfena pii vinové délce
412 nm, a to po dobu 70 sekund. Kazda koncentrace inhibitoru byla proméfena minimalné 2x.
Poté¢ byly vypocteny rychlosti jednotlivych reakci — inhibovanych a neinhibovanych.
Z ptevracenych hodnot rychlosti a koncentraci byl sestaven bodovy graf zavislosti 1/v na 1/S
ajednotlivé body byly proloZeny regresnimi pfimkami. Nakonec byly z rovnice regrese
a z linearizované rovnice Michaelis-Mentenové (viz vyse) vypocteny kinetické parametry,
a to inhibi¢ni konstanta Kj a maximalni rychlost Vmax. Na zavér porovnanim neinhibované

a inhibované reakce byl stanoven typ inhibice.
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6.6 Stanoveni rozdélovaciho koeficientu n-oktanol/voda

Rozdé€lovaci koeficient je bezrozmérnd veli¢ina a je popisovan jako pomeér
rovnovaznych koncentraci analytu v prostfedi o dvou omezené misitelnych fazich. Jednou fazi
je vétsSinou voda a druhou n-oktanol. Rozd¢lovaci koeficient je dilezity pro stanoveni miry
distribuce 1é¢iv v organismu. Léky majici hydrofobni charakter a vysoky rozdélovaci koeficient
jsou dodavany do oblasti lipidové dvojvrstvy, a naopak léky s hydrofilnim charakterem

do krevniho fecisté. Koeficient 1ze vypocitat dle nasledujiciho vzorce.
C
Pp=-2
Cw
Co uréuje koncentraci latky v n-oktanolu a Cw urcuje koncentraci latky ve vod¢. [14] [110-113]

Nejcastéji se rozdélovaci koeficient charakterizuje jako logaritmus logP. Tato hodnota P
je zavisla na vnéjsich podminkach jako je naptiklad teplota, pH, iontova sila a mnoho dalSich.
Proto je velmi dulezité vztahovat vysledky k danym experimentalnim podminkam. [14]

[110-113]

Koeficient tedy urcuje vztah mezi lipofilitou a hydrofilitou. Je-li hodnota rozd¢lovaciho
koeficientu niz$i nez 1, znamena to, Ze je latka vice rozpustna ve vod¢ (je hydrofilni). Pokud
je naopak koeficient vyssi nez 1, je latka vice rozpustna v tucich (je hydrofobni). Rozdélovaci
koeficient podava téZz informace o propustnosti latek skrz bunééné membrany
a hematoencefalickou bariéru. Je to velmi dilezity faktor pro nova léciva Alzheimerovy
choroby, jelikoz je dilezité, aby léky byly schopné prochdzet membranami a pusobily tak
na spravnych mistech uvnitt mozku. Aby latka snadno prostupovala skrz membrany a bariéry

musi dle Lipinského spliiovat tato pravidla: [14] [110-113]

e Mr<500
e Méné nez 5 donortt H-vazeb
e Méné nez 10 akceptort H-vazeb

e logP<5

Spolu s rozdélovacim koeficientem byly také stanoveny hodnoty tPSA neboli topologické
polarni povrchové plochy, kterd vypovidaji o schopnosti tvotit H-vazby. Stanoveni poctu téchto
vodikovych vazeb je dulezité pro uréeni miry absorpce do stéevni sliznici a propustnosti skrz

membréany a bariéry. Hodnota tPSA se vyjadiuje v jednotkach A2, kdy 1 A je rovno 1070 m.
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Latky, které maji tuto hodnotu tPSA nizsi nez 70 A% maji schopnost vétsi propustnosti skrz

hematoencefalickou bariéru. [14] [110-113]

Pracovni postup

Hodnoty rozdélovaciho koeficientu, konkrétné logP a tPSA testovanych karbamatt, byly

vypocteny pomoci programu ChemDraw Ultra 12.0.
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VYSLEDKY

7 Stanoveni enzymové aktivity acetylcholinesterazy

Aktivita enzymu ACHE byla zméfena vzdy 3%, a to rano pied kazdym méfenim.
Z experimentalnich hodnot absorbance A cCasu t byla vytvofena zavislost A na t.
Priklad zavislosti je uvedeny na grafu ¢. 1. Zavislost byla proloZena linearni spojnici trendu
a byla zjisténa rovnice linearni regrese. Na zavér byla pomoci rovnice regrese a piepocitavaciho
faktoru zjisténa aktualni aktivita enzymu ACHE za ¢asovy usek 60 sekund. Piiklad vypoctu je
znazornény nize. Namétené hodnoty byly nasledné zprimeérovany, a tim se stanovila aktualni
aktivita enzymu ACHE, ktera byla 16,38 U. Poté bylo vypocteno mnozstvi enzymu, které bylo
potieba napipetovat, aby jeho aktivita byla 0,2 U. To bylo potieba pro dalsi méteni, konkrétné
pro stanoveni ICso ¢i kinetickych parametri enzymu a néasledné pro urceni typu inhibice.

Ptiklad vypoc¢tu mnozstvi enzymu je zndzornén viz nize.

Zavislost absorbance A na case t
0,45
0,4

0,35

y =0,0133x + 0,1066
0,25 R?=0,9823
02 ®

0,15
8 10 12 14 16 18 20 22 24

t(s)

Graf €. 1: Stanoveni enzymové aktivity ACHE — zavislost absorbance na ¢ase

Vypocet aktivity ACHE:

x=t=60s

y =0,0135x + 0,1169
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y = 10,0135 x 60 + 0,1169

y=081+0,1169 = 0,9269

EACHE =Yy X 17,67

ﬁACHE = 0,9269 X 17,67 = 16, 38 U

Vypocet mnoZstvi enzymu, aby byla aktivita ACHE v roztoku 0,2 U:

VRS =2ml

0,2
Vacue = g 55 X 2 = 0,02442 ml = 24,42 pl
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8 Stanoveni ICso testovanych inhibitori (karbamati)

a standardu rivastigminu

Nejprve byl alespon 2x prométen vzorek bez inhibitoru (karbamatu). Z tohoto méteni
byla potom vypoctena rychlost neinhibované reakce. Ptiklad vypoctu rychlosti neinhibované

reakce je zobrazen viz nize:

AA

Vo= g

_ 0,40015793 — 0,20012426 _ 0,20003367
Yo = 238 =T 15

=0,0133s71

Vysledné rychlosti byly nakonec zprimérovany a byla stanovena celkova rychlost
neinhibované reakce Vo. Nasledné byla méfena inhibovana reakce (vzorek s inhibitorem —
karbamatem). U kazdého karbamatu byly zvoleny 4 koncentrace a to tak, aby celkova
koncentrace inhibitoru ve smési reakce byla v rozmezi koncentraci 5*10° az 3,510 mol/I.
Mnozstvi inhibitoru ve smési bylo tedy 2, 5, 7 ¢1 10 pl. Méfeni se provedlo 2% u kazdé
koncentrace karbamatu. Nasledné byly spocteny rychlosti inhibovanych reakei.

Priklad vypoctu inhibované rychlosti u karbamatu ¢. 3 je zobrazen viz nize.

AA

vi= 3

_0,37009 —0,17345  0,19664

=0,0131s1
23—8 15 s

Vj

Nasledné byly vypocteny poméry rychlosti inhibované a neinhibované reakce Vo/vi
a sestrojeny zavislosti téchto pomért Vo/vi a molarni koncentrace [1] viz tabulka ¢. 12. Zavislosti
byly poté prolozeny linearni spojnici trendu a byly zobrazeny rovnice regrese. Ptiklad této

zavislosti u karbamatu ¢. 3 je zobrazen na grafu €. 2.
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Tabulka €. 12: Poméry inhibované a neinhibované reakce u danych koncentraci inhibitoru

c[l] VolVi A Volvi B Priamér
0 1 1 1
1,00*10° 1,03 1,049 1,04
2,50%10° 1,25 1,31 1,28
3,50*%10° 1,54 1,56 1,55
5,00%10° 1,88 1,90 1,89

Zavislost poméru v,/v; na koncentraci karbamatu [I]

2,5
2
5
1,5
>
S
>¢|E) y =18511x + 0,9085
c L@ R%?=0,9585
o
0,5
0
0 0,00001 0,00002 0,00003 0,00004 0,00005

koncentrace karbamatu [I] (mol/I)

Graf ¢. 2: Stanoveni ICso — zavislost pomérii rychlosti inhibované a neinhibované reakce

na koncentraci karbamatu (€. 3)

Z téchto ptimek, z jejich rovnice regrese, byla poté stanovena hodnota ICso jednotlivych

karbamatt. Ptiklad vypoctu, konkrétné hodnotu ICsp karbamatu (inhibitoru) €. 3, je znazornény
viz niZe.
y = 18330x + 0,9006
y=2

(vychazi z definice 1Csp)
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2 =18330x + 0,9006

x = 0,00005998 mol/l = 59,98 umol/l

Hodnoty 1Cso jednotlivych karbamatti a standardu byly zprimérovany a celkovy
vysledek byl vyjadien jako hodnota se smérodatnou odchylkou. Hodnoty ICso jednotlivych

karbamatti a standardu rivastigminu jsou uvedeny v tabulce ¢. 13.

Tabulka €. 13: Tabulka vysledk ICso jednotlivych karbamatt se smérodatnou odchylkou

a indexem selektivity

Karbamdt ACHE - ICso|BCHE - ICso -
[nM] [nM]
1 112,05+2,96 196,21+2,57 1,75
2 99,47+1,53 168,15+4,02 1,69
3 58,97+1,01 39,17+0,71 0,66
4 77,14+2,60 49,43+0,72 0,64
5 80,61+3,01 143,28+3,12 1,78
6 81,10£0,90 37,61+1,24 0,46
7 76,29+1,53 213,77+4,49 2,81
8 113,57+3,51 95,58+4,83 0,84
9 99,59+4,86 117,39+2,11 1,18
10 72,16+1,76 56,9240,78 0,79
RIV 56.10+1.41 38.40+1.97 0,68

*SI — index selektivity (pomér ICso BCHE / 1ICso ACHE)
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9  Stanoveni kinetickych parametru neinhibované a inhibované

reakce a urceni Kj testovaného inhibitoru

Prvnim krokem bylo stanoveni kinetickych parametrt BCHE neinhibované reakce
u substratu BTCH. Z experimentalnich dat zavislosti absorbance A na case t byly zjistény
rychlosti neinhibované reakce a byly stanoveny jejich pievracené hodnoty 1/vo.
Hodnoty rychlosti byly poté zprimérovany. Nasledn¢ byly stanoveny kinetické parametry této
neinhibované reakce. Ptiklad vypoctu viz nize. Na grafu ¢. 3 poté mizeme vidét linearni
zavislost 1/v a 1/[S] u neinhibované reakce, kde v ptedstavuje rychlost reakce a [S] koncentraci

substratu ve srovnavacim roztoku.

Vvpocet Kinetickych parametru Kn a Vin neinhibované reakce u substratu BTCH:

1 K, 1 1

v Vinax [ ] Vinax

y = 0,0024x + 30,38

1 1
—=0,0024 x — + 30,38
v [S]

! _ 30,38
Vmax '
Vinax = 3038 - 0,03292s71
Km
= 0,0024
Vmax

K,, = 0,0024 X V.5, = 0,0024 X 0,03292 = 0,000079 M = 7,9 x 10~5 M
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Zavislost 1/v, na 1/cg;,, - neinhibovana reakce

180
160
140
120
100

y =0,0024x + 30,38

) 80
2 _
nd R? = 0,9742
i
30000 -200007 -10000 g 10000 20000 30000 40000 50000 60000

1/v (s)

Graf ¢. 3: Zavislost prevracenych hodnot rychlosti neinhibované rychlosti

a koncentrace BTCH

Poté byly stanoveny 1 kinetické parametry inhibované reakce s inhibitorem BCHE ¢. 6.
Substrat pro BCHE byl pouzit BTCH. Z naméfenych hodnot byly stanoveny rychlosti
inhibovanych reakci a nasledné byly vypocteny jejich pifevracené hodnoty 1/vi. Tyto hodnoty

byly téz zprimérovany jako u neinhibované reakce. Poté byla sestavena zavislost 1/vi vs. 1/[S]

(viz niZe na grafu ¢. 4)

Vvpocet Kinetickych parametru Ky a Viy inhibované reakce u substratu BTCH:

1 K, 1 1
= X — +
v Vmax [S ] Vmax

y = 0,0078x + 7,6438

1 1
—=0,0078 X — + 7,6438
[S]

1
= 7,6438

Vmax

= — = 1 -1
Vinax = 5335 = 0,1308 s
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K
™ = 0,0078

Vmax

K,, = 0,0078 X V.5, = 0,0078 X 0,1308 = 0,00102 M = 1,02 x 103 M

Zavislost 1/v; na 1/cg;,, - inhibovana reakce

450
400
350
300
250
200

1/v (s)

150 y =0,0029x + 7,7299
R?=0,9999
100

50

/e/
-20 000 -10 006 50 0 10 000 20000 30000 40 000 50 000 60 000

-100
1/cgrey (1/M)

Graf ¢. 4: Zavislost prevracenych hodnot rychlosti inhibované reakce a koncentrace BTCH

Na zavér porovnanim neinhibované a inhibované reakce byl stanoven typ inhibice.
Hodnotu Kj Ize stanovit pomoci prisefiku pfimek linearni regrese a ze soufadnic tohoto
pruseéiku. Jak jiz bylo feceno u kompetitivni inhibice ma prusecik soufadnice (-Ki; 1/Vmax)
a u nekompetitivni inhibice (-Kj; 0). Jak muzeme vidét z grafu piimky se protinaji na ose

y a z tohoto Ize urcit, Ze se jedna o inhibici kompetitivni.
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10 Stanoveni rozdélovaciho koeficientu

Jak jiz bylo feceno, hodnota rozdélovaciho koeficientu logP a hodnota tPSA byly
vypocteny pomoci programu ChemDraw Ultra 12.0. Nasledujici tabulka (¢. 14) zndzornuje

vysledky jednotlivych karbamaétii a standardniho inhibitoru rivastigminu.

Tabulka ¢. 14: Vysledky logP a tPSA

MW ClogP tPSA

1 314,39 2,65 50,69
2 328,42 3,18 50,96
3 356,47 4,24 50,96
4 356,47 4,11 50,96
5 362,86 3,24 50,96
6 431,75 4,96 50,96
7 382,39 3,44 50,96
8 390,49 3,36 50,96
9 410,49 4,71 50,96
10 394,45 4,24 50,96
RIV 250,34 2,10 32,78

Vsechny stanovované karbamaty maji hodnoty vyssi nez 1, coz znaci, Ze maji vyssi
lipofilitu. VSechny karbamaty téz spliji Lipovského pravidlo a to, aby logP bylo rovno nebo
méné nez 5. Nejvyssi hodnoty logP maji karbamaty ¢. 9 (4-chlorfenyl (1-(6-fluorbenzthiazol-
2-yl)-3-(methylthio)propyl) karbamat) a 10 (4-fluorfenyl (1-(6-fluorbenzthiazol-2-yl)-3-
(methylthio)propyl) karbamat), a proto budou dobie propustné skrz membrany a bariéry.
Diky tomu maji tyto slouceniny velky potencial byt zavedeny do praxe a stat se pouzivanymi
2-yl)-3-(methylthio)propyl)karbamat) a 2  (Ethyl  (1-(6-fluorbenzthiazol-2-yl)-3-
(methylthio)propyl)karbamat).

Co se ty¢e hodnoty tPSA, viechny inhibitory maji stejnou hodnotu a to 50,96 A2, coz
je méné nez 70 A%, Znamena to tedy, ze budou dobie prochazet skrz bunééné membrany a také

budou dobfe vstiebavany v gastrointestinalnim traktu (GIT).

97



DISKUZE

11 Synteticka ¢ast

V ramci diplomové prace byla provedena syntéza karbamatt vychazejici z (1R)-1-(6-
fluoro-1,3-benzothiazol-2-yl)-3-(methylsulfanyl)propan-1-amin  hydrochloridu.  Vsechny
pripravené karbamaty byly charakterizovany bodem tani a NMR spektroskopii. Cistota latek
byla ovéfena elementarni analyzou.

Nasledné byla upfipravenych karbamatii stanovena inhibi¢ni aktivita proti ACHE,

BCHE a lipofilita.

11.1 Syntéza (1R)-1-(6-fluoro-1,3-benzothiazol-2-yl)-3-(methylsulfanyl)

propan 1-amin hydrochloridu

Vychozi sloucenina (1R)-1-(6-fluoro-1,3-benzothiazol-2-yl)-3(methylsulfanyl)
propan-1-amin hydrochlorid byla pfipravena tfistupniovou syntézou. V prvnim reakénim kroku
reagoval 6-fluor-1,3-benzthiazol-2-amin s 48 % KOH za vzniku 2-amino-5-fluorobenzthiolatu
draselného. V dal$im rekénim stupni reagoval plynny fosgen s D-methioninem v THF za vzniku
(R)-4-(2-(methylthio)ethyl)oxazolidine-2,5-dionu. V zavéreéném reakénim stupni byl nejprve
2-amino-5-fluorobenzthiolat draselny reakci s HCI pfeveden na 2-amino-5-fluorobenzenthiol,
ktery dale reagoval s (R)-4-(2-(methylthio)ethyl)oxazolidine-2,5-dionem za vzniku vysledného
produktu (1R)-1-(6-fluoro-1,3-benzothiazol-2-yl)-3-(methylsulfanyl) propan-1-amin
hydrochloridu. Po ochlazeni reakéni smési se produkt vyloucil ve form€ HCI soli. Vysledny
produkt byl zfiltrovan a promyt toluenem, ¢imz byly z produktu odstranény oxidac¢ni produkty

na bazi disulfidu. Tato sloucenina byla ptipravena s 88% vytézkem.
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11.2 Syntéza vybranych karbamata

N 0 10% NaOH N
\>—\ + CI/U\ _R  — \>_\ 0
. s NH,, . HCI © s NHJ<

Vybrané karbamaty byly syntetizovany reakei (1R)-1-(6-fluoro-1,3-benzothiazol-2-yl)-
3-(methylsulfanyl) propan-1l-aminu s pfislusnym alkylchloroformiatem. Vychozi amin byl
do reakce pouzit ve form¢e stabilni hydrochloridové soli. Amin byl ze soli uvolnén reakci s 10%
vodnym roztokem NaOH. Vznikly amin okamZité reagoval s ptisluSnym alkylchlorformiatem.
Reakce probihala v heterogennim prostredi toluen—voda za laboratorni teploty. Z reak¢éni smési
byla nasledné¢ oddélena vodna vrstva, ktera obsahovala anorganické necistoty véetné reakci
vzniklého NaCl. Z oddélené organické vrstvy bylo destilaci za sniZzeného tlaku (50-52 °C/
40-50 mbar) oddestilovano cca 30 ml toluenu. Néslednym ochlazenim roztoku byl produkt
izolovan krystalizaci a néslednou filtraci. Izolovany produkt byl susen na vzduchu. Vytézky

ptipravenych karbamétt se pohybovaly v rozmezi 7686 %.
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12 Biologicka cast

V praxi se ucinnost inhibitori urCuje dle hodnoty ICsp neboli 50% inhibi¢ni
koncentrace. Jedna se o hodnotu, pfi niz dojde ke snizeni enzymové aktivity na polovinu (na 50
%). V piekladu to tedy znamena, Zze ¢im mensi je hodnota ICso, tim je i¢innost inhibitoru vétsi.
Hodnota 50% inhibi¢ni koncentrace byla stanovena u 2 enzyml — acetylcholinesterazy
a butyrylcholinesterazy.  Nejucinnéjsi ze  vSech  testovanych  karbamati  vuci
acetylcholinesteraze byl  inhibitor ¢. 3 (Butyl  (1-(6-fluorbenzthiazol-2-yl)-3-
(methylthio)propyl)karbamat), jehoz hodnota ICsg byla 58,9+1,01 puM. Tento inhibitor
jeipfesto méné¢ ucinny nez standardni inhibitor rivastigmin, ktery ma hodnotu ICsp
56,10£1,41 uM. Ostatni karbamaty prokazaly horSi inhibi¢ni aktivitu ve srovnani

s rivastigminem. Inhibitor €. 3 se tedy nejvice ptiblizil standardu.

Nejlepsi inhibiéni G¢inky vici butyrylcholinesteraze mél naopak inhibitor ¢. 6 (2,2,2-
trichlorethyl (1-(6-fluorbenzthiazol-2-yl)-3-(methylthio)propyl) karbamat), jehoz hodnota ICso
byla 37,61+1,24 pM. To je nepatrné¢ niz$i hodnota nez u rivastigminu, ktery mél ICso
38,40+1,97 uM. To znamena, ze V tomto piipadé vykazuje lepsi vysledky inhibitor ¢. 6 nikoliv
rivastigmin. Ostatni inhibitory mély hodnotu ICso horS$i nez standard. Avsak dal$im
karbamatem, ktery se hodné pfiblizil rivastigminu byl inhibitor ¢. 3 (Butyl (1-(6-
fluorbenzthiazol-2-yl)-3-(methylthio)propyl)karbamat) a 4 (Isobutyl (1-(6-fluorbenzthiazol-2-
yl)-3-(methylthio)propyl)karbamat). Karbamat ¢. 3 mél inhibi¢ni hodnotu 39,17+0,71 uM
a karbamat ¢. 4 hodnotu 49,43+0,72 uM. Kdybychom méli vysledky porovnat podle indexu
selektivity (SI), neboli poméru ICsg BCHE/ICso ACHE, nejlepsi vysledky by jevily karbamaty
€. 6, 4 a 3. Jejich SI je totiz niz§i nez index selektivity rivastigminu, ktery je 0,68. Z toho,
co bylo zatim feceno je jasné, Ze inhibi¢ni G€inky testovanych karbamatl jsou vyssi pfi inhibici
butyrylcholinesterazy neZ acetylcholinesterazy. Ze studii ale vime, ze aby byla terapie
Alzheimerovy nemoci tspésna, musi byt inhibitor uc¢inny na oba typy cholinesteraz. Z naseho
experimentu tedy vyplyva, ze ani jeden z testovanych karbamatl tuto podminku nespliuje.
Jediny inhibitor ¢. 3 (Butyl (1-(6-fluorbenzthiazol-2-yl)-3-(methylthio)propyl)karbamat)
se této podmince trochu blizi. V praxi se pouzivaji v souCasné dob¢ tyto latky: rivastigmin,
donepezil a galantamin. Z téchto 3 je nejvice G¢inny donepezil, poté nasleduje galantamin a na
poslednim misté je rivastigmin. Velmi ucinny byl té€Z takrin, ale jak jiz bylo fe€eno, jeho
negativni vedlejsi i€inky na jatra mu znemoznily ho pouzivat v praxi. Na druhou stranu je ale

vyuzivan pro syntézu novych sloucenin a pro vyvoj uc¢innych a netoxickych 1é¢iv na AD.
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DalSim ukolem bylo urcit typ inhibice, ktery se ziska z kinetickych parametrt
inhibované a neinhibované reakce. Mezi tyto parametry patii Michaelisova konstanta Km
a maximalni rychlost Vmax. Typ inhibice byl stanovovan pouze u butyrylcholinesterazy.
Pro uréeni parametrii byl vybran karbamat ¢. 6 (2,2,2-trichlorethyl (1-(6-fluorbenzthiazol-2-yl)-
3-(methylthio)propyl) karbamat). Z hodnot Ky a Vmax muzeme usoudit, ze se jedna
0 kompetitivni typ inhibice. Michaelisova konstanta Km vzristajici koncentraci inhibitoru klesa
a maximalni rychlost Vmax je na druhou stranu relativné konstantni. Pokud by se jednalo
0 akompetitivni inhibici hodnoty maximalni rychlosti a Michaelisovy konstanty by klesaly
ve stejném pomeéru. Kdyz se vSak podivame na poméry Km/Vmax u jednotlivych koncentraci
inhibitoru, tak je patrné, ze se tak ned¢je. Na druhou stranu, kdyby se jednalo o smiSenou
inhibici, hodnoty maximalni rychlosti by vyrazné klesly, ale naopak Michaelisova konstanta by
klesala mirnéji. Kompetitivni inhibici téZ potvrzuje grafické zndzornéni na grafu €. 4. Typickym
znakem kompetitivni inhibice je totiz to, Ze se regresni ptimky protinaji na ose Y, coz na grafu
muzeme vidét. Kdyby se jednalo o akompetitivni inhibici, pfimky by byly rovnobézné
a u nekompetitivni inhibice by se pfimky protinaly na ose Xx. Kdyby se jednalo o inhibici
smiSen¢ho typu, ptimky by se protinaly v 2. ¢i 3. kvadrantu grafu. Ani jeden z téchto ptipadl
to ale neni. Zavérem lze tedy fict, Ze inhibitor €. 6, 2,2,2-trichlorethyl (1-(6-fluorbenzthiazol-2-

yl)-3-(methylthio)propyl) karbamat, pisobi inhibici viici BCHE kompetitivni povahy.

Jak jiz bylo feceno, rozdélovaci koeficient vyjadfuje propustnost inhibitorti skrz
bunééné membrany a hematoencefalickou bariéru. Toto je velmi dulezité pro 1éCiva
na Alzheimerovu chorobu, jelikoz musi byt dostateéné lipofilni, aby mohla spravné pusobit
v mozku. Kladné hodnoty logP znaci o lipofilité, a naopak zaporné logP znaci o hydrofilité
latek. AvSak zaporné hodnoty nemé¢l ani jeden z testovanych karbamati. Velky potencidl pro
1écbu AD by tedy mohly mit karbamaty ¢. 9 (4-chlorfenyl (1-(6-fluorbenzthiazol-2-yl)-3-
(methylthio)propyl)  karbamat) a 10 (4-fluorfenyl  (1-(6-fluorbenzthiazol-2-yl)-3-
(methylthio)propyl) karbamat), které mély nejvyssi hodnoty logP. Na druhou stranu nejnizsi
hodnoty mély karbamaty ¢. 1 (Methyl (1-(6-fluorbenzthiazol-2-yl)-3-(methylthio) propyl)
karbamat) a 2 (Ethyl (1-(6-fluorbenzthiazol-2-yl)-3-(methylthio)propyl)karbamat).

Z vyse uvedenych informaci vime, ze tPSA charakterizuje jak lipofilitu, hydrofilitu tak
i absorpci latek v gastrointestindlnim traktu (GIT). V tomto piipadé je mezni hodnotou 70 A?,
c0z znamen4, ze pokud maji latky hodnotu niz§i nez téchto 70A2, vypovida to o jejich dobré
propustnosti skrz membrany. Tuto podminku spliuji vSechny testované karbamaty, z cehoz

vyplyva, Ze jsou lipofilni a Ze jsou dobte vstiebavany stfevni sliznici.
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ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo nalézt vhodné postupy syntézy novych karbamatovych
inhibitort cholinesteraz z vychozi latky 1R-(6-fluorbenzthiazol-2-yl)-3-(methylthio)propan-1-
aminu a stanoveni jejich inhibi¢ni aktivity viaci t€émto enzymim. Na zaklad¢ teoretickych
znalosti byl sestaven postup syntézy a dle tohoto postupu bylo syntetizovano celkem 10 novych
karbamatovych inhibitor vychazejicich z 1R-(6-fluorbenzthiazol-2-yl)-3-(methylthio)propan-
1-aminu. Vytézky pfipravenych karbamati se pohybovaly v rozmezi 76-86 %, navic syntéza
byla provedena technologicky aplikovatelnym postupem. Takto pfipravené karbamaty byly
charakterizovany NMR spektrometrii a bodem tani. Nakonec byla jejich Cistota ovéfena
elementéarni analyzou. U vSech karbamati byla poté za pomoci Ellmanovy metody stanovena
hodnota ICs, jez charakterizuje inhibiéni aktivitu karbamatu vuéi acetylcholinesteraze
a butyrylcholinesteraze. Naméfené hodnoty ICs, byly porovnany s hodnotami ICs, standardniho
inhibitoru (Rivastigminu). Nejvétsi inhibi¢ni u¢inky na ACHE mél inhibitor ¢. 3. U BCHE
to byl inhibitor ¢. 6. Ani jeden karbamat kromé 2,2,2-trichlorethyl (1-(6-fluorbenzthiazol-2-yl)-
3-(methylthio)propyl) karbamétu nemél vys§i inhibiéni Ginky (nemél niz§i 1Cs) nez
Rivastigmin. Hodnoty ICs, se pouze blizily hodnoté ICs, standardu. Z toho je ziejmé, ze v dnesni
dob¢ pouzivané inhibitory jsou vice ¢inné nez ty nové, které byly testovany. Z tohoto divodu
by nejspiS nebyly vyuzity v praxi, ale lze konstatovat, Ze slibny potencial urcité maji. Je ale
nutné dale pracovat na objevovani novych postupli a vzniku novych sloucenin, které by tyto
inhibi¢ni G¢inky spliovaly, a které by nemély skodlivy ucinek na organismus, jako tomu

je u dnes pouzivanych 1é¢iv na AD a dal$i neurodegenerativni onemocnéni.
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