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1 UVOD

V dnesni dobé celime mnoha raznym civilizatnim onemocnénim, pfiCemz jednu
z hlavnich skupin tvoii neurodegenerativni choroby. Rada znich je vysledkem
neurodegenerativnich procest, kterymi mohou byt naptiklad genetické mutace nebo
nespravné slozeni proteinli, a mohou tak zpusobit progresivni degeneraci nebo dokonce
smrt nervovych bunék (Olanow et al., 2003).

S ptibyvajicim vékem jsme ¢im dal vice témto nemocem vystavovani. Prevalence
neurodegenerativnich onemocnéni vykazuje vzestupny trend ve vyskytu v populaci
starSich osob (Brookmeyer et al., 2007), konkrétn¢ u Parkinsonovy choroby jde
celosvétove priblizn€ o 1 % osob starSich 60 let (Tysnes a Storstein, 2017).

Parkinsonova choroba se projevuje redukci motorickych funkci, symptomaticky se
projevuje ztuhlosti, tfesem a zpomalenim pohybu (Tysnes a Storstein, 2017). I ptes
znaéné vzajemné odliSnosti v symptomech jsou si neurodegenerativni onemocnéni na
bunécné trovni podobnd.

Prestoze skupina neurodegenerativnich chorob postihuje znac¢nou ¢€ést populace,
nebyla dosud u nékterych znich (napt. idiopaticka forma Parkinsonovy choroby)
objevena jednoznacna pfi¢ina vedouci k neurodegeneraci, caste¢né¢ také z diivodu
nedostatku vhodnych modelli, které by mohly byt k vyzkumu pouzity (Schapira,
2009a). Nicméné& procesy neurodegenerace, ke kterym b&hem ni dochdzi, jiz byly
identifikovany. Problémem je 1 samotna 1é¢ba, ktera ma za cil pfedev§im zmirnéni
symptomt, stile vSak neni mozné =zajistit prevenci vzniku samotnych
neurodegenerativnich onemocnéni, stejné jako regeneraci akutniho stavu.

Dale je velmi dulezité zdaraznit, Ze porozuméni mechanismiim zapojenych v téchto
onemocnénich je velmi komplikované kvili vyznamné roli genetickych, metabolickych
a environmentalnich faktorti (Wirdefeldt er al., 2011). Za ptedpokladu, Ze budeme znat
mechanismy neurodegenerace, kterym neurony podléhaji, bude mozné v budoucnu
poskytnout terapii onemocnéni zcela modulujici.

Ve své praci jsem se zaméfila na idiopatickou formu Parkinsonovy choroby, ktera
mad spojitost s patologickym procesem, kterym je excitotoxicita. Proces excitotoxicity
ptispivad k neurodegenerativnim procestim, pii kterych jsou nervové builky poskozeny
nebo zcela zni¢eny oxidativnim stresem spolu s nadmérnou stimulaci neurotransmiteru,

L-glutamatem (Mattson 2000).



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Parkinsonova choroba

Parkinsonova choroba (PD) je po Alzheimerové chorobé druhé nejcastéjsi
neurodegenerativni onemocnéni, které celosvétoveé postihuje ptiblizné 1-2 osoby z tisice
(Tysnes a Storstein, 2017). Jednd se o chronické onemocnéni, mezi jehoz typické
klinické projevy patfi tfes, zpomaleni pohybu, ztuhlost, neplynulost feci a dystonie
(abnormélni pohyby, postaveni a zaSkuby téla). Dale muizeme také pozorovat
i neuropsychiatrické a nemotorické projevy jako jsou kognitivni poruchy, deprese
a uzkost (Thanvi et al., 2003). Obvykle se typické parkinsonické symptomy objevi pii
ztraté 70-80 % dopaminergnich zakonceni v oblasti striatu a vice nez 50 % neuront
z oblasti substantia nigra (Sarkar et al., 2016).

V pripad¢ Parkinsonovy choroby nejde o onemocnéni s pouze jedinou pfti¢inou,
pfestoze se ubytek dopaminergnich neuronti v substantia nigra uvadi jako hlavni
problém, jedna se o multifaktorové onemocnéni. Mezi dal$i faktory podnécujici jeho
vznik patii formace Lewyho télisek (Beitz, 2014), kterd jsou tvotfena shluky
intraceluldrniho neurondlniho proteinu a-synukleinu. V nativni podobé& se v cytosolu
vyskytuje pouze ve form¢ monomeru, ale patologickou oligomerizaci a néslednou
agregaci dochazi k tvorbé neurotoxickych cytoplazmatickych shluki, které nemohou
byt degradacnimi drahami jednoduse odstranény, nebot’ onemocnéni, ktera jsou spojena
svyskytem  téchto  télisek, zahrnuji 1  poruchy  degradace  proteint
(ubikvitin-proteasomovy systém a proces autofagie) (Beyer et al., 2009). K dalSim
faktorim podnécujicim vznik této choroby fadime poruchy endoplasmatického retikula
vyvolané nadmémym piisunem Ca”* iontd (jedna z moZnosti vyvolani ER stresu)
(Sarkar et al., 2016), dysfunkci mitochondrii nebo napiiklad nadprodukci reaktivnich

RozliSujeme dva hlavni typy tohoto onemocnéni, a sice familiarni a idiopatickou
formu PD. Piiblizn€ 5-10 ze 100 ptipadd této choroby je zapfi¢inéna genetickymi
SNCA, ktery koéduje protein a-synuklein, PARK2 koédujici E3 podjednotku ubikvitin
ligasy, PARK7 kodujici antioxidacni protein DJ-1 nebo PINKI - gen koédujici
PTEN-indukovana kinasa 1, ktery, pokud je mutovédn, vyvolavd zmény v morfologii

a funkci mitochondrii - konkrétné jde o poruchy aktivity komplexu I (Gandhi a Wood,



2010). Modifikace téchto gent maji podil na vzniku PD u pacienti pied dosazenim
50 let vé€ku (Kim, 2013). Protein dardarin, téZ znamy jako LRRK2, kédovany genem
PARKS, je spojen s rozvojem PD v pozdéjsim véku (Khan et al., 2005).

Zbylych 90-95 % pacientd trpi idiopatickou formou PD, tedy onemocnénim
s dosud nezndmou pficinou vzniku, nicméné s jiZz objevenymi patologickymi procesy
zodpovédnymi za degeneraci a smrt dopaminergnich neuronti. Mezi né patii naptiklad
poskozeni mitochondrii, dysregulace hladin Zeleza nebo nadmérnd produkce ROS
vedouci k oxidativnimu stresu andslednym modifikacim makromolekul (lipidy,
nervovych bunék. Dale nadbytek ROS vede k redukci produkce ATP, zvySeni hladiny
iontli zeleza a intracelularniho vapniku ataké ke zménam v komplexech dychaciho
fet€zce mitochondrii (Henchcliffe a Beal, 2008).

Okolnost, Ze se u idiopatické formy PD nejednd pouze o jediny mechanismus vzniku
onemocnéni, ale 0 moznou kombinaci n€kolika soucasné, znesnadiuje tvorbu modelt
pro hodnoceni ucinnosti terapie a léCiv. Jelikoz pfi¢ina vzniku a rozvoje tohoto
onemocnéni neni zcela zndma, snazime se ziskavat dalSi znalosti z oblasti etiologie
a patologie PD pomoci in vitro a in vivo experimentdlnich modelt (Dauer

a Przedborski, 2003).

2.2 Modely Parkinsonovy choroby

K vyzkumu biochemickych dysfunkci se pouzivad nékolik modeld, které muizeme
rozdé¢lit na genetické a toxinem indukované. Genetické modely vSak neposkytuji plnou
charakterizaci degenerace dopaminergnich neurond, proto se pievazné pouzivaji
toxinem indukované modely PD (Simola et al., 2007).

Nejcastéji jsou pouzivany ndsledujici toxiny: 1) Ccist€ syntetické, jako jsou
1-methyl-4-fenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin (MPTP) a paraquat, a 2) pfirozené se
vyskytujici endotoxiny/environmentalni toxiny, mezi které¢ fadime 6-hydroxydopamin
(6-OHDA), salsolinol, rotenon a glutamat ¢i N-methyl-D-Aspartat (NMDA).

Prvni zminény MPTP-indukovany model slouzi k vyzkumu PD ¢loveka a ostatnich
primatli, protoze zpisobuje podobné kognitivni a motorické poruchy, jaké jsou
pozorovany u PD c¢lovéka (Stern, 1990). Aplikace toxinu na mySi ma pouze maly efekt,
protoze jejich dopaminergni neurony jsou z nezndmych divodi pomérné resistentni
vuci neurotoxicité navozené touto latkou (Przedborski et al., 2001). MPTP byl vyroben

nedopatfenim pii ilegélni syntéze drogy 1-methyl-4-fenyl-4-propionoxypiperidin
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(MPPP) (Langston et al., 1983). MPTP, stejn¢ jako PD, zplsobuje selektivni ztratu
dopaminergnich neuront v substantia nigra (Seniuk et al., 1990; Muthane et al., 1994).
Toxicitu MPTP zptsobuje piedev§im jeho nestabilni produkt metabolismu kation
methylfenylpyridinium (MPP") za plsobeni enzymu monoaminooxidasa typu B
(MAO-B) (Roth J., 2005). Toxicita MPP" je zptisobena inhibici mitochondridlniho
elektronového transportniho fetézce komplexu I, kterou je zabranéno NADH pfispét ke
vzniku ATP, coz nasledné vede k metabolické smrti bunky.

Poslednim zminovanym syntetickym toxinem pouzivanym pro vyzkum PD je
paraquat — herbicid, ktery je svou strukturou podobny MPP" (toxicky metabolit MPTP).
Podobné jako u zminéného MPP*, spoc¢ivd jeho mechanismus G¢inku v inhibici
komplexti v mitochondriich. Pravdépodobné¢ se jedna o dalsi PD toxin pusobici
v ptirodé. Ve studii Brooks et al. (1999) byla zjiSténa sniZena motoricka aktivita
a ubytek dopaminergnich neuron v substantia nigra po injektaci myS$i paraquatem
(Brooks et al., 1999). Obecné plati, ze styk s pesticidy zvysuje pravdépodobnost vzniku
PD (environmentdlni aspekt PD) (Butterfield ef al., 1993; Gorell et al., 1998).

Prvnim z vySe uvedenych pfirozené se vyskytujicich toxini pouZzivanych
k modeloviani PD je 6-hydroxydopamin (6-OHDA), coZ je neurotoxicky metabolit
dopaminu zpisobujici selektivni ztratu dopaminergnich neuronti a je také Ccasto
detekovan v mozku a moc¢i PD pacientli (Curtius et al., 1974; Andrew et al., 1993).
Strukturni podobnost k dopaminu a noradrenalinu umoZziiuje 6-OHDA mit vysokou
afinitu ke katecholaminergnim membranovym transportérim (dopaminovy transporter —
DAT a norepinefrinovy transporter — NET) (Jonsson, 1980), a tedy snadno prostupovat
do intracelularniho prostoru neurond. Farmakologickou blokaci DAT a NET nebo
genetickou inaktivaci je mozné pfedejit intoxikaci, nebot’ 6-OHDA neprochazi ptes
hematoencefalickou bariéru diky své nizké lipofilit€ a relativné polarnimu charakteru.
Z téchto divodi blokaci transportéri (DAT a NET) nemuze dojit k proniknuti 6-OHDA
na druhou stranu bariéry (Luthman et al., 1989; Van Kampen et al., 2000). Proto je pro
pouziti 6-OHDA v in vivo modelu nutnd injektace pfimo do mozku (Jonsson, 1980).
Ackoliv injektaci této latky dochéazi k dramatickému poklesu dopaminergnich neuronti
v oblasti mozku substantia nigra, hodnota extracelularniho dopaminu zlstavad pomérné
stala (Sarre et al., 2004). Kombinaci oxidativniho stresu (OS) generovanym autooxidaci
6-OHDA aucinki 6- OHDA - chinonu jsou ni¢eny katecholaminergni struktury,

jakymi jsou napiiklad dopaminergni neurony (Cohen, 1984). Mechanismus toxicity
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6-OHDA spociva v jeho autooxidaci vzdusnym kyslikem, kdy vznikd H,O, a p- chinon
(Saner a Thoenen, 1971; Heikkila a Cohen, 1971). Mira toxicity je majoritn¢ dana prave
mnozstvim vzniklého p-chinonu, ktery zprostiedkovava smrt dopaminergnich neuronti
(Shimizu et al., 2002; Galindo et al., 2003). Cytotoxicita je tedy Casové zdvisld a ma
klesajici tendenci, nebot’ po autooxidaci p-chinonu stoupd a dosahuje maxima, nacez
nasledné klesa a nakonec dosahuje az nedetekovatelnych hodnot (Izumi et al., 2005).
Na rozdil od 6-OHDA p- chinon prochdzi pies bunéénou membranu (Decker et al.,
1993) a jakozto elektrofil snadno reaguje s nukleofilnimi skupinami (Tse et al., 1976),
jakymi jsou napiiklad -SH skupiny cysteinu nebo glutathionu (GSH). Redukovana
forma GSH zmiriiuje cytotoxicitu indukovanou 6- OHDA (Shimizu et al., 2002), diky
reakci p- chinonu za vzniku 2-S-glutathionyl-6-OHDA (Liang et al., 1977). V piipadé
glutathionu tedy mizeme mluvit o protektivnich G¢incich. Vzhledem k faktu, Ze GSH
neprochdzi pies membranu, nemize tedy zmirfiovat toxicitu zptisobenou 6-OHDA vné
bun¢k. Tudiz lze fict, ze 6- OHDA pfispiva k cytotoxicit¢ svym oxida¢nim produktem
(H,0O,) extracelularné, potazmo preménou H,0O; na jiné ROS (Levy et al., 1993).
Paradoxné bylo zjiSténo, ze H,O, md na celkové cytotoxicit¢ indukované pomoci
6-OHDA pouze maly podil. VySe zminény fakt byl prokdzan experimenty s enzymem
katalasou ve studii Izumi er al. (2005), ve které po ptidavku katalasy, enzymu
rozkladajictho H,O, na vodu a kyslik, nedoslo k inhibici bunééné smrti indukované
pomoci 6- OHDA (Izumi et al., 2005). Hlavnim aspektem vyvoldvajicim cytotoxické
uc¢inky je inhibice mitochondridlnich elektronovych transportnich systémi I a V, ktera
byla potvrzena ve studii Iglesias-Gonzalez (2012) jiz v koncentracich v fadu nmol.I”
(Iglesias-Gonzalez et al., 2012). Celkové tedy 6-OHDA model navic predstavuje cenny
ndstroj k hodnoceni farmakologického efektu léciv figurujicich v dopaminergnim
systému pomoci testll chovani (u krys). Diky vylepSeni testli motorické odpovédi, a déle
diky vyvoji novych testl, je mozné kvalitativn¢ a kvantitativné zhodnotit efekty
podaného 1é¢iva na motorické symptomy vyskytujici se u PD (Simola et al., 2007).
6-OHDA model je také uspéSné pouzivan ke studiu motorickych komplikaci
spojenych s dopaminergni 1écbou. U tohoto modelu se ale nevyskytuji Lewyho téliska
anavic neni vhodny pro simulaci viceetné PD dysfunkce. Nespornou vyhodou PD
modelu indukovaného pomoci 6-OHDA je jeho nizka toxicita pii manipulaci, nebot’, jak
jiz bylo zminéno, hematoencefalickd bariéra je pro tento toxin neprostupnd (Simola et

al., 2007).
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Dals$im endogennim a environmentalnim toxinem je tetrahydroisochinolinovy derivat
salsolinol (1-methyl-6,7-dihydroxy-1,2,3,4-tetrahydroisochinolin), ktery byl poprvé
detekovdn v moc¢i PD pacienti léCenych L-dihydroxyphenylalaninem (L-DOPA)
(Sandler et al., 1973). Salsolinol se vyskytuje také pfirozené v potravinovych zdrojich,
jako jsou vajicka, syr, pivo, houby, banan, mléko nebo ryby (Riggin a Kissinger, 1976;
Riggin et al., 1976; Collins et al., 1990; Duncan a Smythe, 1982; Duncan et al., 1984),
avSak dosud neni znadmo, zdali je exogenni salsolinol schopen piekonat
hematoencefalickou bariéru (Kurnik-Lucka et al, 2018). Za endogenni vyskyt
salsolinolu je zodpovédnéa R-salsolinolsynthasa, kterd pravdépodobné katalyzuje reakci
dopaminu s acetaldehydem nebo pyruvatem za vzniku R-salsolinolu nebo R-salsolinol-
1-karboxylové kyseliny. Nicméné R- i S-salsolinol mohou vzniknout reakci dopaminu
s acetaldehydem i neenzymaticky. JelikoZ je pro endogenni syntesu salsolinolu nutné
dodrzeni urcitych podminek, je pravdépodobné, Ze za zvyseni hladiny jsou zodpovédné
dysregulace enzymatickych drah, genetické mutace a také exogenni inhibitory (Kurnik-
Lucka et al., 2018).

Pii zvySené hladin¢ salsolinolu dochdzi k uvoliiovani ROS z mitochondrii, coZ
indukuje oxidativni stres v bunkdch. Toxicitu mize zpusobovat déle inaktivace
Cu,Zn-superoxiddismutasy, ktera katalyzuje pfeménu O, na méné toxicky H,O..
V piipad¢ inaktivace tohoto enzymu dochdzi k poruSeni bunécného dychani diky
zvySeni koncentrace ROS, a tedy plsobeni oxidativniho stresu na bunky a jejich
ndsledné poskozeni. Toxicita salsolinolu je také zplsobena zvySenim exprese
pro-apoptotickych (napt. BAX) asniZzeni exprese anti-apoptotickych proteinil
(napt. Bcl-2). Aktivaci BAX proteinu mize dojit ke zvySeni uvoliiovani cytochromu ¢
z mitochondrii a zaroven k poklesu respirace a aktivity mitochondridlniho komplexu II
(Wanpen et al., 2007), diky cemuz klesd pomér koncentrace ATP/ADP v Case pfi
inkubaci buné¢k se salsolinolem (Storch et al, 2000b). AvSak kromé& aktivity
neurotoxické disponuje i neuroprotektivni aktivitou v nizSich koncentracich, a to diky
schopnosti limitovat excitotoxicitu a oxidativni stres (Wasik et al., 2015).

Svym plsobenim je salsolinol podobny syntetickému toxinu MPTP. Stejné jako
MPP*  (metabolicky  produkt MPTP) isalsolinol podléha  N-methylaci
N-methyltransferasou za vzniku N-methyl-salsonolu, ktery je nasledné pfeménén
autooxidaci na 1,2-dimethyl-6,7-dihydroxyisochinolinové ionty (Maruyama et al.,

1992) nebo enzymaticky oxidasou na semikarbazid (Naoi et al., 1995). VySe zminény
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endotoxin pusobi antagonisticky na ucinky L-DOPA a také potlacuje pfenos dopaminu
ptes D; a D3 receptory (Antkiewicz-Michaluk et al., 2000). Je tedy mozné fict, ze mize
ovlivitovat pribé¢h L-DOPA 1écby diky zméndm v dopaminergnim a serotonergnim
pienosu do mozku. Ve studii Wasik et al. (2015) bylo zjisténo, ze injektace salsolinolu
zvysuje uvoliiovani dopaminu indukované L-DOPA. Naproti tomu v ptipad¢ jeho
chronické pritomnosti dochazi ke kompletni blokaci zvysSeni uvolfiovani dopaminu
vyvolaného L-DOPA ve striatu u krys, a proto klesa odpovéd’ dopaminergnich neuronti
na lécbu L-DOPA (Wasik et al., 2015). Salsolinol je déle také povazovan za inhibitor
zpétného piijmu katecholaminti v synapsich krysiho mozku, protoze podle studie
Heikkila et al. (1971) doslo jeho pisobenim ke kontinudlni stimulaci receptort
katecholaminy (Heikkila et al., 1971). V téle ma predev§im inhibi¢ni roli v transportu
katecholaminli v nigrostriatdlni drdze, modulaci mesolimbické drdhy zesilené¢ pii
konzumaci alkoholu a také ptsobi jako faktor pro uvoliiovani prolaktinu (Kurnik-Lucka
etal.,2018).

Rotenon je z chemického hlediska ptirodni flavonoid, ktery se nachézi v kofenech
rostlin (napfiklad ve vinné réve). Navic je vysoce lipofilni, miize tedy prochédzet pies
vSechny bunééné membrany, pfedevSim pies hematoencefalickou bariéru do mozku
(Talpade et al., 2000). Do téla se dostava nejéastéji travici soustavou (Betarbet et al.,
2000), nebot’ se pouziva jako insekticid a pisticid (pesticid zabijejici ryby). V dnesni
dobé je v USA zakdzan — nesmi se vyskytovat v blizkosti zavlazovacich a plaveckych
objektli. Diky moZnosti degradace na slunci nemulZe byt tato latka pokladéna za
znecisStovatele spodni vody (v 1été se rozlozi jiz za 2-3 dny) (Dawson et al., 1991).
Zajimava je také akumulace rotenonu v bunécnych organelach (napt. mitochondrie, kde
podobné jako MPP" zasahuje elektronové transportni fetézce) (Schuler a Casida, 2001).
Dile rotenon inhibuje piestavbu tubulinu na mikrotubuly (Brinkley et al., 1974), ¢imz
se zvysi mnozstvi monomert tubulinu, coz mize byt pro buiiku toxické (Weinstein
a Solomon, 1990; Burke et al., 1989). Pro modelovéani PD etiologie se moc nepouziva,
ato predevSim kvili svému nekonsistentnimu efektu na nigrostriatalni drahu — jde
predevsim o neselektivitu ucinku (Bove et al., 2005).

Poslednim, pro modelovdni PD €asto pouzivanym, ¢inidlem je L-glutamét. K jeho
syntese dochdzi v samotnych neuronech i v gliovych buiikach v cyklu trikarboxylovych
kyselin a déle v glutamat-glutamin cyklu, po jehoz dovrSeni je uskladnén ve vesikulach

pro pozd¢jsi vyuziti. JakoZto neurotransmiter je glutamat schopen vazat se na receptory,
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které¢ jsou podle funkce rozdéleny do dvou kategorii plsobeni dle vazby na své
receptory. Prvni z nich jsou ionotrofické glutamétové receptory (iGluRs), které jsou
transmembrdanovymi iontovymi kandly, sklddaji se z vice podjednotek, a tvoii tak
homo-/heteromerni komplexy, jejichz vlastnosti zaviseji na skladbé danych
podjednotek. Déli se dale na 4 podtypy: receptory kyseliny N-methyl-D-Aspartatové
(NMDA), a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionové  (AMPA), delta
a kainatové (KAR) receptory. Tyto receptory jsou zprostiedkovateli rychlého ptenosu
skrze transport vapenatych iontl (Ca2+) (Keinanen et al., 1990; Monyer et al., 1992;
Nakanishi et al., 1994). Druhou kategorii zaujimaji metabotrofické glutamatové
receptory (mGluRs, mGIuR1-8), coz jsou receptory spirazené s G-proteinem (vazba na
GTP). mGluRs spoustéji kaskadu ptenosu druhého posla (Pin a Duvoisin, 1995).
Prestoze se v ptipad€ glutamatu jednd o pfirozené se vyskytujici neurotransmiter, ktery
hraje dtlezitou roli v pfenosu signdlli, pifi nadmémé vysokych extracelularnich
koncentracich mize zapftiCinit spusténi excitotoxickych procesti vedoucich k poskozeni

az mozné smrti bunék (Danysz a Parsons, 2003; Dong et al., 2009).

2.3 Excitoxicita a glutamatovy model

Existuje ne¢kolik teorii popisujicich apoptotické drahy, které se mohou podilet na vzniku
neurodegenerativnich onemocnéni, avSak mezi klicové patii oxidativni stres, agregace
proteind, poSkozeni ¢i dysfunkce mitochondrii a excitotoxicita.

Excitotoxicita je patologicky proces, ktery hraje vyznamnou roli pfi vzniku
neurodegenerativnich ~ onemocnéni, jako jsou  Alzheimerova, Parkinsonova
a Huntingtonova choroba nebo mrtvice (Kritis et al., 2015). Jednim z neurotransmiterd,
které mohou tyto patologické procesy spoustét, je napiiklad glutamat, jehoZz
mechanismus vzniku excitotoxicity je schematicky zndzornén viz (Obr. 1). Glutamat
muze zpisobovat patologii n¢kolika zplisoby: prvnim z nich je vazba molekuly na
ionotrofické glutamdtové receptory NMDA a AMPA. NMDA receptory tvoii kandly,
které jsou propustnéj$i pro vapenaté ionty nez pro draselné nebo sodné kationty. Po
navdzani molekuly glutamatu dochdzi kuvolnéni Mg** iontd, pivodné kanal
blokujicich, coz nasledn¢ umozni vstup vapenatych iontd do cytoplasmy (Mehta et al.,
2013). Ca®* ionty maji tedy umoznén prichod do bundk v pomérné vysokych
koncentracich a nasledné¢ dochazi k aktivaci enzymt (proteasy, nukleasy a fosfolipasy),
depolarizaci a poté k dysfunkci mitochondrii (otevieni mitochondridlniho péru

pfechodné propustnosti), produkci ROS, vzniku stresu endoplasmatického retikula
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spojeného s uvolndnim zdsob Ca®* auvolnéni lysozomalnich enzymt (Danysz
a Parsons, 2003; Dong et al., 2009). Vsechny tyto procesy mohou vyustit v poskozeni
a zanik bunécnych organel vedouci ke smrti neurontl.

Metabotrofické receptory mohou vSak po navazani ligandu snizit pienos signalu
neurotransmitert, a tedy tim 1 ztratu dopaminergnich neuront diky schopnosti regulace
excitaéniho pfenosu v synapsi (Conn et al., 2005).

Dalsi moznou cestou vedouci k procesu excitotoxicity je pies antiporter
Cystin/Glutamét (Xc’), ktery upravuje jak intra-, tak extracelularni koncentrace
glutamitu. Nadmérné koncentrace glutamatu blokuji pfijem cystinu nezbytného
k biosyntese glutathionu, jehoz nedostatek ovlivitluje miru schopnosti bun¢k odstranovat
volné radikaly, ¢imZ dochazi k nadmémé tvorbé ROS a zménam v Ca®* homeostdze
(Fukui et al., 2009) (Obr. 2). ROS nejsou samy o sobé nebezpecné - jejich funkci je
regulace signalizace, navic jsou bézné produkovany v dychacim fetézci a jejich hladiny
jsou udrzovany mitochondridlnimi antioxidanty, jakymi jsou naptiklad gluthathionovy,
thioredoxinovy a katalasovy systém (Mailloux, 2018). V ptipadé nadbytku ROS miize
byt antioxidacni obrana buiiky nedostate¢na, diky cemuz miize dojit ke vzniku

oxidativniho stresu.

Excitotoxicita

TCa” l ATP Oxidativni stres

A

NMDA, AMPA
receptory

™

Obr. 1 Mechanismy plisobeni toxicity glutamatu

ROS

Glutamat
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Viépnikem fizené napetové kanaly presynaptické membrany mohou byt alternativni
cestou vedouci k procesim excitotocity. Po jejich depolarizaci dochazi k uvolnéni
glutamdtu (Anderson a Swanson, 2000), ktery je béhem milisekundy navracen zpét.
V gliovych buiikdch mlze byt takto zpétn€ propustény glutamat pfemeénén na glutamin
pomoci enzymu glutaminsynthetasy, ¢imz dojde k ukonceni pifenosu neurotransmiteru,
a tedy prevenci excitotoxicity (Daikhin a Yudkoff, 2000).

Posledni na schématu uvedou cestou (Obr. 1) vedouci k excitotoxicité¢ je pies
ptusobeni ATP synthasy, kterd miize zacCit hydrolyzovat ATP, a timto procesem dojde
k uvolnovani ionti pottebnych pro glutamatové transportery na uvolnéni glutamatu.
Nésledkem toho dojde k nekontrolované trvajici depolarizaci vedouci ke spusténi
procesu excitotoxicity, kterd mize vyustit az ve smrt neuronu (Danysz a Parsons, 2003;
Dong et al., 2009).

Z vySe popsanych faktdl muiz byt ziejmé, ze glutamat moduluje zvySeni hladiny
intracelularniho vapniku a indukuje tim bunécnou smrt (Mody a Macdonald, 1995).
Vyskyt jevu, kdy aktivaci NMDA receptorti dochazi k patologickym jeviim, byl
dokazan napt. ve studii Brouillet et al. (1993), ve které doslo po navazani NMDA
antagonisti k NMDA receptorim k ochrané proti neurotoxicit¢ vzniklé intoxikaci
pomoci laitky MPP* (Brouillet a Beal, 1993). Dalsim pfikladem miize byt studie Hsieh
et al. (2012), ve které po navazani antagonisty NMDA receptori MK 801 byla
pozorovdna prevence vzniku parkinsonického syndromu a ochrana dopaminergnich
neuronll pfed degeneraci indukovanou timto toxinem (Hsieh er al, 2012). Ne vSak
kazda bunécna linie disponuje expresi vSech podjednotek NMDA receptort a v takovém
piipadé je toxicita zptisobena indukci oxidativniho stresu ptes Cyss/Glu antiporterovy
systém (Kritis et al., 2015) .

S ohledem na pusobeni této latky mlze glutamatem indukované poskozeni neuroni
slouzit jako model excitotoxity a byt pouzito pro dalsi zkoumani latek a probihajicich
patologickych procest. Excitotoxicita je jednou z moznosti mechanismu vzniku
neurodegenerativniho onemocnéni a v ptipad¢ jejiho potlaceni, pomoci zkoumané latky,
lze uvazovat o potencidlnich neuroprotektivnich uc¢incich s aplikaci nejen u PD, ale

i dalSich onemocnéni.
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Obr. 2 Molekularni mechanismus toxicity glutamétu ptes Xc™ antiporterovy
systém, pfevzato a upraveno dle Kritis ef al. (2015)

2.4 SH-SYSY bunééna linie pro studium neurodegenerativnich

onemocnéni
Jako in vitro bunéény model dopaminergnich neuronti u PD je velmi €asto pouzivana
bunécna linie SH- SYSY, coz je lidsk4 bunécna linie ziskana ze Ctyfleté pacientky trpici
neuroblastomem. Jednd se o neurondlni subklondlni linii pivodné ziskanou z bunécné
linie SK-N-SH biopsii kostni dfen¢ z roku 1970 (Biedler et al., 1973). Pivodni bunécna
linie obsahuje tfi riizné fenotypy: neuronovy, Schwannovy a prechodny (Joshi et al.,
2006).

SH- SY5Y ma mnoho charakteristik dopaminergnich neuront, jako jsou naptiklad
exprese tyrosin hydroxylasy a dopamin-B-hydroxylasy a transporter dopaminu (DAT).
Zminéna podobnost zapfi€ifluje vysokou citlivost na toxicitu dopaminergnich toxind,
napt.: 6-OHDA, salsolinol a rotenon ¢&i jinych PD toxint (MPP*, paraquat), a tudiz
mozné vyuziti pro in vitro modely. Navic je schopna diferencovat se do funkéniho
neuronového fenotypu, ktery je dan pouzitym Cinidlem (Cheung et al., 2009). Kromé

vlastniho dopaminergniho fenotypu lze pouZitim kyseliny all trans retinové (ATRA)

18



indukovat diferenciaci do cholinergniho a adrenergniho fenotypu (Pahlman et al.,
1984).

Mezi buiitkami SH-SYS5Y mizeme zaznamenat vyznamné rozdily v diferenciovaném
a nediferenciovaném stavu. Ndpadnou vlastnosti nediferenciovanych bun¢k je rapidni
proliferace, rtst ve shlucich a také nepolarizovanost (na membrané¢ neni rozdil
elektrochemického potencialu), kterd je ddna kratkymi axony (Kovalevich a Langford,
2013).

Po diferenciaci bunék je jejich proliferace vyrazné sniZzena az do Gplného zastaveni
a staly pocet bunék je nésledné udrzovan (Fagerstrom et al., 1996). Z tohoto divodu
muze mit pouziti diferenciovanych bunék SH-SYS5Y vyssi vypovidajici hodnotu pro
zjisStovani neuroprotektivity na modelech PD, AD, HD a dalSich neurodegenerativnich
chorob, jelikoZ pocet bunék se méni v zévislosti na pouzitych latkach, nezvysuje se tedy
samovolnou proliferaci. Navic jsou diferenciované buiiky citlivéjsi k neurotoxinim
a neuroprotektivnim latkdm (Storch et al., 2000a). Z pohledu morfologie bun¢k dochdzi
k typickému prodlouzeni axont, jejich spojeni v nejbliz§im okoli buiiky a zmény tvaru
téla bunek SH-SYSY z kulatého na spiSe protdhly az pyramiddlni (Shipley et al., 2016).

Nespornou vyhodou bunééné linie SH- SYSY je moZnost kultivace linie po dlouhou
dobu bez kontaminaci. Nediferenciované buiky vydrzi pfi pravidelném pasdzovani
o n¢kolik tydnti déle oproti diferenciovanym. Takto je mozno je udrzovat ptiblizné po
patnictou az dvacdtou pasaz, pocitanou od dodédni, po jejimz presaZzeni mohou
nediferenciované bunky zacit ztracet citlivost na toxin a expresi markert
dopaminergnich neurond, také mohou snadnéji podléhat nespecifické diferenciaci.
Proces diferenciace je také velmi ovliviiovan po€tem bunck v danych experimentech,
vzajemnému spojovani se t€ly neurontl, tedy tvorbé€ shlukii. Také viabilita uvnitt shluki
se snizuje, a to piedev§im diky rakovinnému charakteru bunécéné linie SH-SYSY
(Shipley et al., 2016). VSechny tyto okolnosti znesnadiiuji nasledné analyzy, proto se
vSeobecné doporucuje nepiekracovat 70-80% konfluenci bun¢k.

Vzhledem k vySe zminénym faktim byla pro studium excitotoxicity indukované
glutamdtem a testovani neuropretektivni aktivity vybrdna tato bunétnd linie (Oyarce

a Fleming, 1991).
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2.5 Neuroprotekce a 1é¢ba Parkinsonovy choroby

Od 60. let 20. stoleti, kdy se zjistilo, Ze dopamin piitomny ve striatu je zodpoveédny za
motorické symptomy u PD pacienti, je vétSina 1écby sméfovana k substituci dopaminu
(Carlsson et al., 1957; Carlsson a Waldeck, 1958). Lécba je vSak symptomaticka, fesi
tedy pouze pifiznaky onemocnéni, jakymi jsou jiz zminény pomaly pohyb, ztuhlost
a tfes (Sarkar et al., 2016).

Jednou z terapeutickych strategii prevence, popiipad¢ 1€cby téchto onemocnéni, je
cileni na mitochondrie latkami, které by mohly ptedchazet ptipadnym dysfunkcim
mitochondrii, nebo je alespoii minimalizovat (Lin a Beal, 2006; Martin, 2012).
Mitochondrie totiz ovliviluji mnoho metabolickych a apoptotickych signdlnich drah,
také tvoii energii pro buiiky ve form& ATP, dochazi zde k regulaci Ca** homeostizy
audrzovani rovnovdhy mezi produkci a detoxifikaci ROS. V piipadé jejich selhdni
muze dojit k indukci neurogenerativnich onemocnéni (Fernandez-Moriano et al., 2015).
Dalsi moznosti neuroprotekce je cileni na NMDA receptory, Cyss/Glu antiporter,
ochranu endoplasmatického retikula pfed stresem a vyuzivani antioxidacnich ucinkl
latek pro ochranu bun¢k pied oxidativnim stresem.

Bezesporu  nejzndméjSim  a  nejpouzivanéjSim  lécivem  je  Levodopa
(1-3,4-dihydroxyfenylalanin, L-DOPA). Jedna se o prekurzor dopaminu a na rozdil od
n¢j je L-DOPA schopna prochazet pies hematoencefalickou bariéru, diky ¢emuz se stala
standardni terapii po dobu n¢kolika dekad (Barbeau, 1969; Birkmayer a Hornykiewicz,
1961). Na druhou stranu se L-DOPA rozklad4 uz v travici soustavé, pomoci enzymu
dekarboxylasy aromatickych L-aminokyselin (AADC) ¢i DOPA dekarboxylasy, cemuZz
se zabranuje kombinaci s inhibitorem tohoto enzymu Karbidopou (N-amino-o-methyl-
3-hydroxy-L-tyrosin monohydrat). Diky tomu je dopravena aZ do mozku, kde dochdzi
k jeji biotransformaci na dopamin (Martinkové, 2007) .

Po intoxikaci MPTP mohou byt lidé i opice 1éCeni, podobné jako PD pacienti,
pomoci L- DOPA/karbidopa (Kostic et al., 1991), avSak dlouhodoba lécba vede
k nepfiznivym vedlej§im ucinkim, jako je napf. dyskineze a kognitivni dysfunkce
(Langston a Ballard, 1984). Dyskineze je v podstaté nevédomy pohyb, ktery je
odlisitelny od klasického tfesu zpiisobeného nemoci jako takovou. Klasicky tfes je
obvykle rytmicky a zasahuje ruce, zatimco je pacient v klidu — tento tfes se tedy Casto
nazyva klidovy. Dyskineze se odliSuje pfedev§im svou nerytmicnosti a tento nevédomy
pohyb se vyskytuje ve vice Castech téla. Vedlejsi UcCinky, jejichz nejvyraznéjSim
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predstavitelem je jiz zminovand dyskineze, byly hlavni nevyhodou uzivani Levodopy
jakozto léciva a soucasné jednim z hlavnich divodii vyvoje novych léCiv pro pacienty
v raném stadiu PD.

Jednou ze skupin 1éCiv jsou agonisté dopaminového receptoru D2 (naptf. Apomorfin,
Pramipexol), jejichZ nespornou vyhodou je relativné nizky rozvoj dyskineze (Calne et
al., 1974a; Calne et al., 1974b; Corrodi et al., 1973) aptedchizeni nezédouciho
bunécného poskozeni volnymi radikaly jako produkti metabolismu lé¢iva (typické pro
metabolismus Levodopy). Avsak po delsSim pozorovani ucinka téchto 1é¢iv se ukézalo,
Ze zpusobuji jiné zdvazné vedlejsi ucinky nemotorického, tedy kognitivniho charakteru,
jako je L-DOPA indukovana demence (Korczyn, 2003). Z tohoto divodu bylo od
vyvoje tohoto sméru 1é¢by PD upusténo.

Dalsi moZnosti ochrany dopaminu miZze byt ireverzibilni zablokovani
monoaminoxidasy B (MAO-B) — enzymu rozklddajici aminy. Casto se tedy inhibitor
z této skupiny (napt. diive Selegilin, nyni Rasagilin) kombinuje s L-DOPA, a navic
k nim mutze byt pfidan iinhibitor katechol-O-methyltransferasy (COMT, napiiklad
Entacapon), branici biodegradaci Levodopy O-methylaci .

Jakozto dalsi varianty 1écby se jevily transplantace dopaminergnich neuront
(Brundin et al., 2010) nebo prace s kmenovymi bunkami, avSak tyto metody byly kvili
malé efektivité, bezpecnosti a znacné naroc¢nosti regulaci zavrhnuty (Li et al., 2008).
Neurodegenerativni procesy totiz dale ovliviiovaly i transplantované bunky, jak se
zjistilo ndlezem patologického uklddani proteinu a-synukleinu u pacienti 10-15 let po
provedeni transplantace (Li et al., 2008; Kordower et al., 2008; Li et al., 2010).

Snaha ve vyvoji novych farmakoterapeutik je zaméfena jak na redukci
parkinsonickych motorickych znak®, tak na nemotorické symptomy a mély by
vykazovat také neuroprotektivni G€inky (Schapira, 2009a; Schapira, 2009b; Siderowf
a Stern, 2006). Za takové jsou povazovany ty, které¢ chrani dopaminergni neurony ve
sttednim mozku pfed patologickymi procesy spojené s etiologii PD, jakymi jsou
inhibitory  NMDA a non-NMDA modulované excitotoxicity, mitochondridlni
stimulatory, ¢inidla sniZujici nadprodukci reaktivnich forem kysliku (ROS), inhibitory

bunécné smrti a dalsi.
2.6 Vybrané skupiny latek vykazujici neuroprotektivni u¢inky

JelikoZ neurodegenerativni choroby nemaji pouze jediny farmakologicky cil, nemohou

byt léc¢iva ovlivilujici pouze jedinou drahu efektivni. Na rozdil od takovych latek,
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pifirodni latky mohou pracovat na polyfarmakologickém principu, a tim mit vétsi Sanci

uspét v 1€¢beé neurodegenerativnich onemocnéni (Habtemariam, 2017).

2.6.1 Brassinosteroidy
Jednou ze skupin l4tek s potencidlnimi neuroprotektivnimi efekty jsou brassinosteroidy.

Jedna se o skupinu rostlinnych hormont, které jsou podobné zivoc¢isSnym steroidim
(Obr. 3). Nachézeji se nejvice v délivych pletivech, reprodukénich organech a pylu,
pfedevsim u €eledi brukvovitych. V rostlindch nemaji pouze jednu funkci, ale ovliviiuji
napiiklad procesy rustu, hospodafeni rostliny s vodou, indukuji kveteni, zrani ploda
a kli¢eni semen (Miissig a Altmann, 1999). Ddle se podileji na aktivaci syntesy proteinti
a nukleovych kyselin a antioxidacni enzymatické kaskddy. Zajimavé na této skupiné
latek je také schopnost zvySovani rezistence k nepfiznivym environmentdlnim
faktoriim, stresu achorobdm (Altmann, 1998), zejména v obdobi pro rostlinu
neoptimalnich environmentalnich podminek (teplota, mnozstvi srazek), diky ¢emuz jsou
tyto latky vyuzivany v zemédé@lstvi. NezvySuji pouze vynosy, ale i kvalitu plodin,
napiiklad snizuji pomér nasycenych mastnych kyselin vzhledem k nenasycenym,
pusobenim na receptory na povrchu rostlinnych bunék, ¢imz jsou tyto signalni molekuly
schopny zesilovat ¢i zeslabovat funkce gent (Prusakova a Chizhova, 1996).

Obecné jsou steroidy u savell zachycovany jadernym receptorem, oproti tomu
u rostlinnych buné€k dochazi k zachyceni signalii jiz na povrchu buiky, a to diky
transmembranovému  receptorovému  komplexu  sestdvajictho z  receptoru
Brassinosteroid-insensitive 1 (BRI1) a jeho koreceptoru s BRI1 asociovanou kinasou
(BAK1) (Jaillais a Vert, 2016; She et al., 2011). Brassinosteroid je rozpoznin
extracelularni doménou BR1 bohatou na aminokyselinu leucin, a nasledné tak reguluje
genovou expresi indukci fosforylaéni kaskddy (She et al., 2011). Nepolarni konec
brassinosteroidu je tedy navazdn do vysoce nepolarniho prostoru receptoru
a hydroxylové skupiny interaguji s BAK1 nebo s rozpoustédlem (Hothorn et al., 2011).

Prvnim  izolovanym  brassinosteroidem byl  brassinolid (Obr. 4)
[(22R,-23R, 24S)-20,30,22,23-tetrahydroxy-24-methyl-7a-homo-7-oxa-5a-cholestan-
6-on], ktery byl ziskdn v roce 1979 z pylu tepky (Brassica napus L.), podle niZ dostala
tato skupina rostlinnych hormoni nazev (Grove, 1979).
V dnesni dobé je zndmo okolo 70 pfirodnich latek ze skupiny brassinosteroidii, avsak je

pomérné narocné tyto latky ziskat a nasledné stanovit kvili jejich vysoké hydrofobicité
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a nizkému obsahu ve vzorku pohybujictho se v fadech pg.g” &erstvé hmoty (Bajguz
a Tretyn, 2003).

Nevyhodou pfirozené se vyskytujicich neurosteroidu jsou predevSim jejich kratky
eliminacni poloc¢as a nedostatecna specifita 1 selektivita. Cilem navrzeni a syntesy nové
generace neuroprotektivnich steroidii je pifedev§im vylepSeni vlastnosti jako jsou
prodlouZzeni biologického polocasu a specifity spolu se selektivitou k neurotransportnim
receptoram (Dubrovsky, 2006).

Potencidlni vliv brassinosteroidi na neurodegenerativni poskozeni byl zkoumén
a popsan napiiklad ve studii Carange et al. (2011), kde byly analyzovany antioxida¢ni
ucinky 2 prirodnich brassinosteroidii a 5 syntetickych analogti. Po indukci oxidativniho
stresu a degeneraci dopaminergnich neuronéi pomoci toxinu MPP* v bufikich linie
PC12 byla zaznamendna sniZena Umrtnost po aplikaci brassinosteroidil
(24-epibrassinolid) i jeho syntetickych derivati. Mechanismus plsobeni téchto latek
tkvél ve snizeni intracelularntho oxidativniho stresu a modulaci aktivity enzymu
superoxiddismutasy (SOD), katalasy (KAT) a glutathionperoxidasy (GPx) (Carange et
al., 2011). Provedenim SAR studii (vztah mezi strukturou a aktivitou) byla zji$téna
souvislost mezi neuroprotektivni aktivitou a pfitomnosti ketoskupiny na B kruhu
anenasycenou vazbou na C—C lokantech 22 a?23- na steroidnim jddru. Pfitomnost
laktonu na B kruhu, na rozdil od ketoskupin (Obr. 5), vSak neposkytovala Zadné
neuroprotektivni ucinky (Obr. 4) (Ismaili et al, 2012). Naopak byl vyloucen
stereochemicky vliv pozice 22 a 23 na neuroprotektivni efekt, stejn¢ jako nehraje roli

orientace hydroxylovych skupin na kruhu A (Ismaili et al., 2012).

HO

Obr. 3 Priklady zZivoc¢isnych steroidu, zleva: cholesterol, estrogen
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Obr. 4 Struktua brassinolidu

HO,,

HOY

O

Obr. 5 22R,23R-Homocastasteron

Diky strukturni podobnosti brassinosteroidli s Zivo€iSnymi steroidy lze usuzovat
o podobnych vlastnostech. Neuroprotektivni steroidy chrdni neurony ridznymi
mechanismy, mezi které patfi napfiklad regulace transkripce, signalizace
v mitochondriich, regulace kinas a fosfatas v plazmatické membrané¢ a indukce
antioxidacnich efektl, coz potencidlné vede ke sniZeni apoptosy, excitotoxicity
a oxidativniho stresu. Mohou take sniZovat uvoliiovani prozanétlivych cytokini jako
jsou TNF-a, IL-1B a IL-6 (Giatti et al., 2012). Jak pftirodni, tak syntetické
neuroprotektivni steroidy skytaji potencial pro 1é€bu neuropatologickych onemocnéni

zpusobenych napft. oxidativnim stresem (Bansal a Singh, 2018).

2.6.2 Polyfenoly

Polyfenoly jsou velmi rtznorodou skupinou rostlinnych sekundarnich metabolitd,

znichZz jednu z nejcastéjSich skupin tvofi struktura C6—C1 derivatd kyseliny
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hydroxybenzoové pochéazejici z biosyntetick¢ drahy kyseliny Sikimové. Fenolické
kyseliny, jako naptiklad ferulova, rozmarynova, sinapové a skoticova (Obr. 6), vykazuji
neuroprotektivni aktivitu (Szwajgier et al., 2018; Chen, 2016).

Dalsi skupinou je struktura C6—C3—C6 tvorena Sesticlennymi A- a B-kruhy spojené
tiiuhlikatym fetézcem, ktery mtze utvotit C-kruh (Elufioye et al., 2017). Mezi skupinu
polyfenolt jsou kromé fenolickych kyselin fazeny i flavonoidy, které je mozno dale
délit na flavonoly, flavony, flavonony, isoflavony a anthokyany.

Obecné jsou polyfenoly schopny zamcéfit se na vice farmakologickych cill, tedy
inhibovat tvorbu agregatli a-synukleinu, redukovat dysfunkce mitochondrii vzniklé
zanétlivymi procesy, odstrafiovat ROS piimo, pusobit antioxidacné a nebo chelatacné
(Habtemariam, 2017). Ovliviiuji také geny bunééného cyklu a signdlni drahy. VSechny
tyto mechanismy byly ovéfeny na in vitro modelech. Napfiklad ve studii Luo et al.
(2002) byla prokdzdna inhibice aktivace kaspasy-3 atvorby amyloidd-B, jez jsou
typické pro Alzheimerovu chorobu (indukovana genovou mutaci), po aplikaci extraktt
z Gingko biloby (Luo et al., 2002). Nicmén¢ nelze poznatky pienést beze zmény do
in vivo podminek, nebot’ velmi zaleZi na schopnosti polyfenolii a jejich metaboliti
piekonat hematoencefalickou bariéru.

Dale jsou polyfenoly schopny aktivovat heterodimery faktorti 2 souvisejici s NF-E2
(z angl. Nuclear factor erythroid 2-related factor 2), tedy Nrf2 drdhu. Aktivace genti
zapojenych do Nrf2 drdhy, ktera je kliC¢ova pro regulaci exprese antioxidac¢nich gent,
ma u neuronu a astrocytli neuroprotektivni u¢inky — plisobi proti zanétu, oxidativnimu
poskozeni a bunécéné smrti obecné (Scapagnini et al., 2011). Za nestresovych podminek
se Nrf2 transkripcni faktor vdze na protein Keapl (z angl. Kelch-like erythroid
cell-derived protein 1) a je degradovan interakci s ubikvitin ligasou v proteasomu (Z.
Sun et al., 2007). Pti stresovych podminkach dochazi ke konformaénim zménam residui
cysteinu vlivem oxidace, v diisledku ¢ehoz neni schopen Keap1 vazat Nrf2 (Yamamoto
et al., 2008). Transkripcni faktor Nrf2 se tedy uvolni z komplexu Nrf2/Keapl, v jadru
interaguje s proteiny antioxidacni odpovédi ARE (z angl. Antioxidant response element)
a tato aktivace vede napftiklad ke snizeni oxidativniho stresu vlivem transkripce genl
ucastnicich se detoxifikacnich a antioxidacnich procesti (Scapagnini et al., 2011).

Ve studii Scapagnini et al. (2011), kterd se zabyvala polyfenolickymi ldtkami —
kurkumin a od n¢j odvozend strukturni analoga, byla dokdzana indukce Nrf2 drahy

(Scapagnini et al., 2011).
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Obr. 6 Priklady struktur polyfenolt, zleva: kyselina skoficova, kyselina sinapova
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material

3.1.1 Chemikalie a biologicky material
Fetalni bovinni serum (Sigma Aldrich), enzym Trypsin (Sigma Aldrich), Dulbecco’s

modified Eagle’s Medium and Ham's F12 Nutrient Mixture (DMEM:F-12, 1:1) (Sigma
Aldrich), penicilin-streptomycin (10 000 jednotek penicilin, 10 mg streptomycin v 1 1)
(Sigma Aldrich), Trypsin-EDTA roztok — 0,5 g Trypsin, 0,2 g EDTA 4Na/L Hankiv
balancovany solny roztok s fenolovou cerveni (Sigma Aldrich), L-glutamit (Sigma
Aldrich), kyselina All-trans retinova (Sigma Aldrich), bunécna linie SH-SYSY
(ATCC), Pierce™ LDH Cytotoxicity Assay Kit (Thermo Fisher TM), dihydroethidium
DHE (Sigma Aldrich), propidium jodid PI (Sigma Aldrich), Calcein AM (Thermo
Fisher), standardy léCiv a neuroprotektiv (struktury viz Ptiloha 4) (donepezil,

ginsenosid Rb1, deferoxamin a tenuigenin — Sigma Aldrich), MK 801 (Sigma Aldrich)

3.1.2 Testované latky

Brassinosteroidy a jejich derivaty: 228,23S-Homocastasteron,
22R,23R-Homocastasteron, 24-Epicastasteron, MK 259, Trisepicastasteron, MK 238,
MK 238-7 — byly nasyntetizovany RNDr. Miroslavem Kvasnicou, Ph.D. (struktury viz
Ptiloha 1)

Brassinolidy a derivaty: 24-Epibrassinolid, MK 266 — byly nasyntetizovany
RNDr. Miroslavem Kvasnicou, Ph.D. (struktury viz Ptiloha 2)

cholestanolové derivaty: 4368, Cholestanol, 2822, CH-7 — byly nasyntetizovany
RNDr. Miroslavem Kvasnicou, Ph.D. (struktury viz Ptiloha 3)

polyfenoly: Poll, Pol2, Pol3 — vzorky poskytnuté Mgr. Jifim Grizem, Ph.D.

3.1.3 Roztoky
1x PBS (1 1): 2,31 g Na,HPO,. 12 H,0 + 0,2 g KH,PO4 + 8 g NaCl + 0,2 g KCI + voda;

(dprava pH na hodnotu 7,4; doplnén do 1 1, rozpustén a autokldvovan)

Zasobni roztoky testovanych latek: vSechny latky byly navazeny a rozmichany v DMSO
tak, aby mé&l vysledny roztok koncentraci 10 mmol.I"

Zasobni roztok ATRA: pevnd all trans Kyselina retinovd byla navazena a vysledny
roztok v DMSO byl piipraven o koncentraci 10 mmol.l™

Zasobni roztok DHE: pevné dihydroethidium bylo navaZeno a vysledny roztok

v DMSO byl pfipraven o koncentraci 10 mmol.I""
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Zasobni roztok PI: pevny propidium jodid byl navazen a vysledny roztok v DMSO byl
pfipraven o koncentraci 1mg.ml”

Zésobni roztok LDH: postup podle vyrobce (Thermo Fisher™)

3.1.4 Pristrojové vybaveni
CO; inkubator MCO-18AIC (SANYO), mikroskop CKX41 (Olympus), fluorescenc¢ni

mikroskop (Leica), objektiv N PLAN 2,5x/0,07 (Leica), zdroj svétla Kubler Codix
(Leica), kamera DP73 (Olympus), centrifuga BR4 (Jouan), lazeti Heat master (Heat),
vortex Minishaker MS2 (IKA), centrifuga 5702 (Eppendorf), lamindrni flowbox
s vertikdlnim proudénim vzduchu (MSC ADvantage), spektrofotometr infinite M200
Pro (Tecan), vyvéva (VWR), pipetor (Swiftpipet Pro), pipety (Finpipette, Eppendorf),

Biirkerova pocitaci komiirka

3.1.5 Plasty
kultivaéni misky (TPP); kultivaéni lahev (TPP) — 75 cm?; 96jamkové mikrotitracni

desky (TPP, Eppendorf); konické centrifuga¢ni zkumavky — 15 a 50 ml (Eppendorf);
mikrozkumavky — 0,6 ml a 1,5 ml (Eppendorf)

3.1.6 Software
Molecular Operating Environmet 2010.12 (Chemical computing group, Montreal,

Canada); GraphPad Prism 6.01 (2012) (GraphPad Software, La Jolla California USA)

3.2 Kultivace

Buiiky linie SH-SY5Y byly kultivovany na Petriho miskdch (50 cm?) v kultivaénim
médiu DMEM/F12 s 10% obsahem fetdlniho bovinniho séra a 1% ptidavkem
antibiotika penicilinu a streptomycinu. Teplota v inkubdtoru dosahovala hodnoty
piiblizn¢ 37 °C, podil CO; ¢inil 5-5,5 %. Pti hodnotach konfluence 70-90 % plochy
misky byly buiikky promyty 1x PBS a pasdZovany pomoci trypsinu.

3.3 Priprava bunék na experiment

Nejprve bylo odsito medium, jeho zbytky odmyty pomoci 1 ml 1x PBS a poté byl
pfidan 1 ml roztoku trypsinu do Petriho misky s buiikami. Po 5 minutové inkubaci
trypsinu s butkami (pfi laboratorni teploté¢) doSlo k naruSeni jejich adherence
a k buikdm pfidany 4 ml Zzivného media DMEM/F12, s 10% obsahem fetdlniho
bovinniho séra (FBS) a 1% pfidavkem antibiotika penicilinu a streptomycinu (PS).
Bunécna suspenze byla néasledné napipetovana do zkumavky (13 ml) a centrifugovana

pfi 140 g po dobu 5 min pfi laboratorni teploté. Poté bylo medium odsato, pelet
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rozsuspendovan v 10 ml DMEM media a odebrano 10 pl suspenze do Biirkerovy
pocitaci komurky. Nakonec byla suspenze nafedéna na pozadovany pocet bunck na
100 pl media, pficemz tento pocet se ménil v zdvislosti na provadéném experimentu,
a takto prenesena do mikrotitra¢nich desek. Pro primdrni screening, foceni diferenciace,

kalibraci koncentrace glutamétu a testy cytotoxicity byly provadény nasady 7000 bunék

wewvr

(PL, DHE, LDH) 20000 bun¢k na 100 ul v jamce.

3.4 Diferenciace

Po 24 hodinach od nasady bunék byla aplikovéana kyselina all-trans retinova (ATRA)
vmediu (1% FBS, DMEM/F12) ve vysledné koncentraci 10 umol.l'1 ve
vysledném objemu 200 pl na jamku. Buiiky byly ponechany procesu diferenciace po
dobu 48 hodin.

Pro morfologické srovnani diferenciovanych a nediferenciovanych bunék a déle pro
potvrzeni ristu ve shlucich u nediferenciovanych bunék byly potfizeny mikroskopické
snimky — pfed diferenciaci a po uplynuti 48 hodin inkubace s diferencia¢nim cinidlem.
Viabilita u nediferenciovanych bunék byla aproximovana jako maximalni rychlost
proliferace, a tudiz méfeni sniZzeni viability vlivem procesu diferenciace viabilitnim
testem Calcein AM porovndvala rozdily v proliferaci bun&k diferenciovanych
s nediferenciovanymi buiikami. Viabilita byla métfena na ¢asti mikrotitraéni desky pied
aplikaci diferenciacniho ¢inidla pomoci Calcein AM. Nasledné, po uplynuti 48 hodin
od aplikace diferenciacniho ¢inidla, byl postup zopakovan a viabilita hodnocena na
druhé ¢asti desky. V souladu s literaturou, kde se uvadi ¢as pro diferenciaci v rozmezi
48 hodin az 18 dni, byla zvolena spodni hranice intervalu, a to z divodu vyssi

propustnosti testu (Shipley et al., 2016).

3.5 Glutamatovy model — primarni screening a kalibrace toxinu

Pro zajisténi navozeni excitotoxickych procestt v bunkéach, pievazné pies Xc
antiporterovy systém (Bridges ef al., 2012), byl piidan L-glu v koncentraci 160 mmol.l"
vmediu (1% FBS, DMEM/F12), vnémz byly latky ze skupiny brassinosteroidi,
brassinolidéi a polyfenolti vyfedovany do vyslednych koncentraci 0,1 umol.l",
1 umol.I" a 10 umol.I"' ze zdsobnich roztokt 10 mmol.I"". Tyto roztoky byly aplikovany
na bunky po uplynuti 48 hodin od diferenciace tak, ze medium s ATRA bylo jehlou

odsato a testované latky pfidany v pozadovanych koncentracich v mediu (1% FBS,
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DMEM/F12) s L-glu o objemu 100 pl na jamku. Optimélni hodnota koncentrace L-glu
v roztoku media (1% FBS, DMEM/F12) v zavislosti na projektivni odpovéd byla
experimentalné zjisfovana pomoci kalibraéni fady (40, 80, 160 a 320 mmol.l™").
Roztoky L-glu vmediu byly aplikovany na bunky v triplikitech anasledné
vyhodnocovany pomoci testu viability (Calcein AM) a cytotoxicity (propidium jodid
a laktatdehydrogenasovy test). Hodnoty signali byly vzdy srovnany jako % signdlu,
které poskytla kontrola DMSO < 0,1 % (bez ptidavku toxinu).

3.6 Cytotoxicita

Pro zjisténi toxického efektu samotnych zkoumanych latek byly podrobeny testim
zjistujicich cytotoxicitu. Po 48 hodinidch od provedeni diferenciace bylo medium
s ATRA od bun¢k odsato a vyménéno za 1 % médium (viz vyse) s aplikovanymi latky
v koncentracich 0,1 pmol.1", 1 pmol.1™" a 10 pumol.I"' ze zasobnich roztokd 10 mmol.I™".
Tyto roztoky byly na bunky aplikovany v triplikitech a po 24 hodindch byla
vyhodnocovdna viabilita bun¢k oproti kontrole DMSO < 0,1 % pomoci Calcein AM

testu.

3.7 Calcein AM

Jednd se o metodu vyuZivajici fluorescenci na poskytnuti signalu Zivou builkou
amoznost detekovat tak jeji aktivitu. V principu jde o pfeménu nefluorescenéniho
barviva na fluorescenéni barvivo s vlnovou délkou exc. 488/em. 517 nm pomoci
intracelularnich esteras. Mira fluorescence tedy koreluje s poctem Zivych bunék,
pfipadné mirou stimulace bunééného metabolismu, proto byla v experimentech pouZita
na méfeni mozné cytotoxicity zkoumanych latek a viability bun¢k pro provedeni
zdkladniho screeningu ldtek. V experimentech primdrniho screeningu a hodnoceni
viability byl Calcein AM (koncentrace zdsobniho roztoku 1 mg.ml” Invitrogen™,
ThermoFisher) v PBS (fedéni 1000 x) aplikovan na bunky po ptedchozi uplynulé
24hodinové inkubaci se zkoumanymi ldtkami ze skupin brassinosteroidii a polyfenolt
v mediu (1% FBS, DMEM/F12), resp. s latkami a pfidanym L-glu jakoZto toxinem
v koncentraci 160 mmol.I" v mediu (1% FBS, DMEM/F12). 1000x fedény roztok
Calcein AM v PBS byl pfidavan v objemu 100 pl na jamku a po inkubaci 60 min byl
signal métfen na spektrofotometru. Od kazdé hodnoty signalu byla nésledné od¢itdna
priméma hodnota signalu pozadi a vysledky zpracovavany do tvaru procent hodnot

kontroly s tim, ze kontrolni skupina (neintoxikovand) nabyvala hodnoty 100 %.
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3.8 Dihydroethidium

Dihydroethidium je fluorescen¢ni sonda, kterd je oxidovéna superoxidovym radidlem
(marker oxidativniho stresu (OS)) za tvorby ethidia, jenz je fluorescencné
kvantifikovdno pfi vlnové délce exc. 500/em. 580 nm. Timto mechanismem je méten
oxidativni stres piimo v zivych buikéch.

Po intoxikaci bun&k roztokem L-glu o koncentraci 160 mmol.1" spolu s testovanymi
latkami a uplynuti 4 hodin potfebnych pro dostate¢nou indukci oxidativniho stresu bez
vyrazného poskozeni bunck, byly, pro zamezeni ztraty bun€k, mikrotitratni desky
centrifugovany po dobu 5,5 min pfi 142 g. Nasledn€ bylo medium vymeénéno za roztok
DHE v PBS (fedéni 1000x), v objemu 100 pl na jamku. Po inkubaci 15 a 30 minut byl
spektrofotometricky méfen signél, a tedy zjiStovana mira snizeni oxidativniho stresu
u bunék s testovanymi latkami oproti kontrolnim skupindim (DMSO < 0,1 %). Pro
interpretaci vysledki byl zvolen ¢as 30 minut, nebot’ tato doba inkubace poskytla
optimélni rozdil v signdlech DMSO kontroly a kontroly glutamétu pii koncentraci
160 mmol.I"!. Doba indukce 4 hodiny byla experimentaln¢ testovana a z cast 1, 2, 3, 4

a 6 hodin byla vybréana jako nejvhodnéjsi.

3.9 Propidium jodid

Propidium jodid (PI) je interkalacni kladné nabitd fluorescencni sonda, ktera hodnoti
viabilitu/cytotoxicitu. Pl se stalym kladnym nabojem neni schopen projit pies
membranu vitdlnich bunck, dale diky interkalaci sondy do fragmentované DNA
1ze fluorescencné znacit vyrazné poSkozené bunky (zacinajici, probihajici ¢i pozdni faze
bunécné smrti).

Po 24hodinové inkubaci bunék s L-glu, respektive s L-glu azkoumanou latkou
v prislusné koncentraci, byly mikrotitra¢ni desky, s ndsadou 20 000 bunék na jamku,
centrifugovany po dobu 5,5 min pfi 142 g a poté aplikovdno 100 ul roztoku PI v PBS
(fedéni 1000x ze zdkladniho roztoku o koncentraci 1 mg.ml‘l). Vysledna fluorescence
byla méfena po 15 a 30 minutich inkubace pii vinové délce ex. 535 nm/em. 617 nm.
Data byla sbirdna v ¢ase 15 minut, nebot’ signal vykazoval optimdlni rozdily DMSO
kontroly a kontroly glutamat 160 mmol.1". Signal byl hodnocen jako procento signdlu

DMSO kontroly.
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3.10 Laktatdehydrogenasa

Kolorimetrickd metoda poskytuje kvantifikaci bunétné cytotoxicity ze supernatantu.
Enzym laktatdehydrogenasa (LDH), obsazeny v cytosolu bun¢k, je po naruSeni
plazmatické membrany vypustén do kultivaéniho media, kde mtze byt kvantifikovan
spfazenymi enzymatickymi reakcemi, ve kterych LDH katalyzuje pfeménu laktatu na
pyruvat za soucasné redukce NAD'. NADH nésledné redukuje tetrazoliovou stl na
Cerveny formazan, ktery piimo odpovidd mnozstvi uvolnéného LDH do media.
Kvantifikace probihd méfenim absorbance pii 490 nm s referen¢ni vlnovou délkou
680 nm (pozadi) na mikrodestickovém readeru.

Po 24 hodinéch od aplikace toxinu a toxinu s latkami na buiiky bylo odebrano 50 ul
supernatantu z kazdé jamky, ptidano 50 pul LDH roztoku do kazdé jamky mikrotitra¢ni
desky (pfipraveny podle ndvodu firmy Thermo Scientific™) a po 30minutové inkubaci
pridan roztok na zastaveni reakce (rovnéz dodan firmou Thermo Scientific™). Nakonec
byla mira poklesu toxicity spektrofotometricky métena na mikrodestickovém readeru za

vyse uvedeného nastaveni a signdl porovndvan s DMSO kontrolou.

3.11 Porovnani MK 238 s deferoxaminem

Jelikoz se synteticky derivat odvozeny od brassinosteroidi MK 238 ve vSech
provedenych testech jevil jako nejlepsi latka (v koncentraci 10 pmoll"), bylo
provedeno srovnani jeho UCinkG v kalibraéni tad€ glutamatu (40, 80, 160
a 320 mmol.I"") oproti DFO (v koncentraci 10 umol.I") pomoci LDH a PI testd.

Experimenty byly provedeny metodicky stejné jako predchozi kalibrace toxinu.

3.12 Zpracovani dat a statisticka analyza

Vsechny vysledky byly vyhodnocovany jako primér £ SEM (standardni chyba méfeni),
experimenty provedeny minimalné ve 3 opakovénich ve 3 riiznych dnech, u kalibra¢ni
testll pouze ve 2 opakovanich se ziskem 6 hodnot. Statistické porovnani mezi datovymi
skupinami bylo provedeno jednokrokovou ANOVA metodou s post hoc Dunnetovym
testem v programu GraphPad 6.01. Rozdily mezi skupinami byly povaZovany za
statisticky signifikantni pro hodnotu P < 0,05. Anova a post hoc Dunnetliv test nebyly

aplikovany na data z kalibra¢nich testii kviili nedostatku hodnot.

3.13 Flexibilni zarovnani (in silico)
Metodu flexibilniho zarovnani molekul I1ze vyuZit k vyhotoveni modelu potencidlniho

vazebného mista a ndslednému navrhu nové generace sloucenin. V naSem ptipad¢ byly
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pro ucely vykresleni aktivniho centra, tedy potencidlniho aktivniho mista molekuldrniho
cile, vybrany 2 latky s experimentdlné zjiSt€énou nejvyssi aktivitou (MK 238
a MK 238-7), u kterych vSak nebyla znama ptesnd struktura jejich molekulérniho cile.
Flexibilni zarovnani bylo vtomto piipadé¢ vybrano také z davodu, ze aktivni
anavrhované litky si byly tvarem, orientaci donoru a akceptoru vodiki na A-kruhu
a celkovym skeletem A,B,C,D-kruh@i velmi podobné.

V programu Molecular Operating Environmet 2010.12 byly nakresleny struktury
9 novych derivati odvozenych od MK 238 a nésledné byla u téchto molekul
minimalizovédna energie (gradient: 0,0001). U takto upravenych struktur bylo provedeno
flexibilni zarovnani za zdkladniho nastaveni se zménou podminek - iteration limit: 20,
energy cut-off: 5 kcal.mol”' (viz webové zdroje, Chemical Computing Group ULC
(2009)). Diky flexibilnimu zarovndni byly ziskdny hodnoty, na jejichz zakladé byly
kandidéatni molekuly sefazeny a vybrany ty, které mohou mit potencialné vyssi aktivitu
nez referencni MK 238, od kterych jsou odvozené (skére podobnosti F, deformaéni
energie ligandl U, soucet téchto skore S). Zarovnani probiha na zaklad¢ maximalizace
sterického (prostorového) a funkéniho prekryvu, zarovent s minimalizaci vnitiniho pnuti
ligandil.

Po odstranéni nepolarnich vodiki byl vytvofen molekularni povrch u zarovnani
derivati nové generace s MK 238 s nejlepSimi parametry. Bylo zvoleno van der
Waalsovo pole ve vzdilenosti 4,5 A od ligandi, pro vykresleni oblasti se zvySenou
pravdépodobnosti vyskytu vodikovych vazeb (Cervend), hydrofobnich oblasti (zelend)
a také polarnich skupin (modrd) v okoli ligandii. Dale byl pouZit elektrostaticky povrch
(vzddlenost od zarovnani molekul = 4,5 A), ktery zobrazuje rozmisténi donorti (modra
sit’) a akceptorti (Cervena sit’) vodikovych vazeb a také hydrofobnich mist (bila sit’) na
stran¢ aktivniho mista potencidlniho molekularniho cile molekul. Tato mista vykazuji

z energetického hlediska nejvyssi pravdépodobnost vyskytu téchto interakénich center.
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Cytotoxicita zkoumanych latek

Vyhodnocenim hodnot signalli ziskanych z Calcein AM testii cytotoxicity bylo zjisténo,
ze témet zadna z latek podrobenych experimentu v zadné z 3 testovanych koncentraci
nevykazovala vyrazny toxicky efekt na diferenciované bunky linie SH-SYSY
(Tabulka 1). Vyjimku ptredstavovala pouze latka CH-7, vjejiz nejvyssi pouzité

koncentraci (10 pmol.l'l) muzeme mluvit o cytotoxickém efektu.
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Tabulka 1 Hodnoceni cytotoxicity zkoumanych latek v pfislusnych koncentracich, hodnoty

vyjadieny v procentech jako priméry procent viability DMSO kontroly + SEM

Priime
Kontrola (DMSO) r 100,9 + SEM 1,201
[%]
0.1 1 10
Latka pmlol.l' + SEM umol.I 1 + SEM umol.l'l + SEM
22R,23R-Homocastasteron | 98,52 | 6,208 | 105,6 4,499 1134 4,19
24-Epicastasteron 1044 | 1,53 104,7 3,43 124,2 7,014
MK-259 101,3 1,962 | 106,1 3,962 121 7,729
228,238 -Homocastasteron | 98,63 | 3,617 | 102,8 6,691 126.,4 10,1
MK 266 95,84 4,19 101,2 6,498 1074 7,232
Trisepicastasteron 101,3 | 4,301 102,9 8,04 109,2 6,806
24-Epibrassinolid 97,21 3,608 |97,8 3,964 119,2 6,148
MK 238 97,35 14,742 | 104 4,189 131,9 10,67
MK 238-7 87,1 4,666 | 88,91 5,184 99,65 4,093
4368 89,67 | 4,431 | 90,82 4,121 93,65 4,213
2822 99 3,55 98,7 4,886 98,52 4,172
CH-7 91,33 | 6,152 | 1004 4,419 53,77 8,58
Cholestanol 95,88 4,849 |97,24 3,075 96,58 5,131
Pol 1 85,35 4,558 ]91,31 7,816 93,94 3,772
Pol 2 92,63 4,309 | 1024 5,167 96,62 4,36
Pol 3 86,3 1,996 | 90,2 3,352 89,04 1,992
Tenuigenin 1084 | 6,377 | 109,6 6,974 100,9 5,438
Ginsenosid Rb1 93,62 5,078 | 98,86 4,464 101,8 4,584
Donepezil 99,95 | 3,057 | 99,67 3,73 111,5 4,925
Deferoxamin 84,6 3,102 | 92,7 3,087 107,3 4,472

4.2 Diferenciace bunék

Pro ziskdni neurondlniho fenotypu z nediferenciovanych neuroblastomérnich bun&k
SH-SY5Y byla aplikovana ATRA ve vysledné koncentraci 10 umol.I"". B&hem tohoto
procesu a relativné kratkého Casu doslo nejen k poklesu proliferace ptiblizné o 20 %
(Obr. 7), ale také doSlo ke zméné morfologie bunck, kterd je rovnéZ popisovéna
napiiklad ve studii Forster et al. (2016), ve kterém je zminéna i tvorba shlukl
u nediferenciovanych bunék, ktera byla ndpadnd i v mém experimentu (Obr. 8) (Forster
et al., 2016). Kromé zmény tvaru tél SH-SYSY bunck ze zaoblen¢ho (Obr. 8) na

pyramidélni (Obr. 10) dosSlo navic také k napadnému zvySeni prodlouzeni neuritd
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(Obr. 10). Na Obr. 8 a 9 je srovnani nediferenciovanych bunék druhy den od ndsady na
mikrotitra¢ni desku a po 48 hodinach od ptedeslého vyfoceni, pficemz nedoslo k zadné

vyrazné zmeéné.

100+

Viabilita bunék [%]
3

CTR 10 umol.I" ATRA

Experimentalni skupina

Obr. 7 Proliferace bunék SH-SY5Y po 48 hodinach od diferenciace pomoci 10 umol.I" ATRA
vyjadiena v procentech nediferenciované DMSO kontroly

~

[EMagnification: 12,6 x

Obr. 8 Nediferenciované buiky linie SH-SY5Y, ndpadné shluky a kritké axony
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Magnification: 12,6 x \

Magnification: 12,6 x3

Obr. 10 Buiiky linie SH-SY5Y po 48 hodinach od diferenciace pomoci 10 pumol.1" ATRA,
bunky jiz nejsou ve shlucich a doslo k napadnému prodlouzeni axonti
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4.3 Kalibra¢ni testy — glutamatovy model

Kalibrace byla provedena za pouziti roztokli L-glu v koncentracich 40, 80, 160
a 320 mmol.I"" pro zji§tni optimalni koncentrace L-glu pro veskera testovani ltek, tedy
k zajisténi dostatecné toxického efektu, ale zaroven dostatecného poctu zivych bunék,
které by poskytovaly signdl pro méfeni. Nejlepsi vysledky (Obr. 11), tedy viabilitu
v rozmezi 50 a 70 % a zaroven nejvetsi rozdil mezi kontrolni a intoxikovanou skupinou,
poskytovala koncentrace 160 mmol.I", a proto byla zvolena a pouZivana v dalsich
experimentech. Ve srovnani s literaturou, kterd uvadi pouzivany rozptyl 8—80 mmol.l”
(Z. W. Sun et al., 2010), je to hodnota dvojnasobné vyssi, nicmén¢ v uvedené publikaci
nebyly buiiky diferenciovany, nebyl zde uveden ani jejich pocet a doba pro inkubaci
byla dvojnasobn& deli nez ndmi pouzita. Koncentrace 160 mmol.lI" byla pro
24 hodinovou intoxikaci nejvhodnéjsi.

Pro potvrzeni vysledkti kalibrace ziskanych pomoci Calcein AM testu byla
provedena kalibrace mnozstvi toxinu i dal$i metodou, kterou bylo méteni miry bunééné
smrti pomoci interkala¢ni sondy PI. V grafu (Obr. 12) mizeme vidét nartist bunécného
poskozeni se vzriistajici koncentraci L-glu. Nejlepsiho vysledku bylo dosazeno opét pii
koncentraci 160 mmol.l", jelikoZ pfi pouziti této koncentrace toxinu byl rozdil mezi
kontrolni skupinou a skupinou s toxinem dostate¢né¢ velky (Obr. 12).

Kalibrace pomoci LDH byla provedena pro srovnani PI metody a Calcein AM testu
s komer¢nim kitem LDH (Obr. 13). Byl ovéfen nejvétsi rozdil signald mezi skupinou
s toxinem a skupinou s aplikovanym deferoxaminem (DFO) v koncentraci 10 umol.I".
DFO byl jako referen¢ni latka vybran, protoZe, jakozto chelator zeleza, i€inné snizuje
poskozeni bunc¢k vyvolané nadmémym pfisunem L-Glu. Glutamit ve vysoké
koncentraci dysreguluje Xc™ antiporterovy systém a stimuluje NMDA receptory, jejichZ
aktivaci dochazi k pfisunu iontl zeleza (Tian er al., 2017) ¢i navozeni zelezem
indukované smrti (ferroptosa) (Nunez a Hidalgo, 2019; Dixon et al., 2012). Ty hraji
dilezitou roli v dychacim fetézci mitochondrii a pokud vzroste jejich obsah ve volné
form¢, muize dochéazet k tvorb¢ ROS z H,O, diky Fentonové reakci az k indukci

bunécné smrti (Ke a Ming Qian, 2003).
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Obr. 11 Kalibrace pouzité koncentrace toxinu (L-glu) — Calcein AM
Skupiny po aplikaci L-glu v koncentracich 40, 80, 160 a 320 mmol.I" (Gervené sloupce) a tytéz
koncentrace s navic ptidanym DFO v koncentraci 10 pmol.I" (rafovang)
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Obr. 12 Kalibrace pouzité koncentrace toxinu (L-glu) — PI
Skupiny po aplikaci L-glu v koncentracich 40, 80, 160 a 320 mmol.I"' (Eervené sloupce) a tytéZ
koncentrace s navic pfidanym DFO v koncentraci 10 pmol.I"' (3rafovang)
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Obr. 13 Kalibrace pouzité koncentrace toxinu (L-glu) — LDH
Skupiny po aplikaci L-glu v koncentracich 40, 80, 160 a 320 mmol.I"' (ervené sloupce) a tytéz
koncentrace s navic pfidanym DFO v koncentraci 10 umol.I" (3rafovang)
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4.4 Primarni screening latek ze skupin brassinosteroida a polyfenolu
Viabilita bunék po 24hodinové intoxikaci 160 mmol.I" L-glu spolu s aplikaci testované
latky byla porovndvéna s kontrolni skupinou zdravych bungk, tj. bez intoxikace (obsah
DMSO < 0,1% V/V). Do hodnoceni (Obr. 14) byla zahrnuta i pouzivana 1éciva (DFO,
donepezil, tenuigenin, ginsenosid Rb1) pro srovnédni G¢innosti pfirodnich a syntetickych
derivatii brassinosteroidii a polyfenold s jiz pouzivanymi syntetickymi léCivy. Jako
referen¢ni latka byl vybran chelator zeleza DFO (Tian et al., 2017), zkoumana byla vSak
1 dalsi 1é¢iva. Donepezil — cholinesterasovy inhibitor (Gawel et al., 2016), tenuigenin —
z ZenSenu, ktery by mél zabranovat tvorbé€ shluki a-synukleinu (Qu et al., 2019).

PreruSovand cara v grafu symbolizuje priimérnou viabilitu bun¢k po intoxikaci L-glu
(60 %) a slouzi pro orienta¢ni hodnoceni poklesu/vzestupu viability bun¢k po aplikaci
latek v jednotlivych koncentracich. Lé€iva jsou zvyraznéna zelenym ohranicenim.

Viabilita bunck s aplikovanymi latkami byla srovndvdna s viabilitou intoxikované
skupiny, jejiz hodnota dosahovala primémé 60 %. Po inkubaci bun€k s latkami
MK 238 a MK 238-7 v koncentraci 10 pmol.l" dosahovala viabilta k 73 % v obou
ptipadech, coz je srovnatelny vysledek s referencni latkou DFO vykazujici viabilitu
bun¢k 77 % ve stejné koncentraci. Naopak sniZzeni viability bylo pozorovdno ve
skupindch s latkami pii koncentraci 10 umol.I": 22R,23R-Homocastasteron, piirodni
brassinosteroid, ktery vykazoval viabilitu bun¢k 34 %, 24-Epicastasteron s hodnotou
48 % a Trisepicastasteron 40 %.

Hodnoty viabilit bun¢k po aplikaci polyfenolt vykazovaly pouze nevyraznou miru
protekce, a proto s nimi nebyla provadéna dalsi testovani.

Jak je z grafu zfejmé, za vyznamné aktivni ldtky mohou byt povaZovany DFO,
MK 238, MK 238-7, které byly vybrany pro nasledné analyzy (DHE, LDH a PI). Spolu
stémito latkami byl wvybran 1 22S,23S-Homocastasteron, synteticky derivét
brassinosteroidll, jakozto negativni kontrola, tedy latka snizujici viabilitu ve své
nejvyssi koncentraci v kombinaci s L-glu. Podobny efekt této latky byl zjistén i ve studii
Malikova et al. (2008), kde byl efekt tohoto syntetického analogu castasteronu
hodnocen dokonce jako cytotoxicky na bunky leukémie (CEM) (Malikova et al., 2008).
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4.5 Propidium jodid

Inkubaci buné¢k s interkala¢ni sondou PI byla zjiSténa mira poskozenych a mrtvych
bun¢k u nejaktivnéjSich latek (Obr. 15), déle tento test tedy slouzil pro potvrzeni
aktivity identifikovanych neuroprotektivnich litek. PferuSovana Cervena cara v grafu
oznacuje procentudlni miru smrti bunék ve skupiné bez aplikace zkoumané latky oproti
DMSO kontrole, pficemz doSlo témét k ctyfndsobnému nérlstu signdlu u skupiny
intoxikované glutamétem 160 mmol.I"" (primér = 370 % kontroly).

V ptipadech latek MK 238, MK 238-7 a DFO doslo k poklesu miry dmrti/poskozeni
bun¢k v zdvislosti na  ddvce, mlUzeme tedy pravdépodobné  mluvit
o antineurodegenerativnim efektu. Konkrétng $lo pfi koncentraci litek 10 pmol.l™
o snizeni o 131 % v piipad¢ latky MK-238 a 60 % u MK-S38-7 oproti intoxikované
skupiné. DFO snizil tento signdl o 72 % ve stejné koncentraci, tedy MK 238 vykazuje
v nejvyssi koncentraci vyssi aktivitu nez tento chelator zeleza.

Naopak u 228S,23S-homocastasteronu, latky, kterd slouzila jako negativni kontrola
(v kombinaci s L-glu), doslo k nartistu poskozeni o 103 % v koncentraci 10 pmol.l'l,

a tedy jeho toxicky ucinek byl potvrzen.
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Obr. 15 Zména miry poskozeni bunék SH-SYS5Y — PI; Skupiny po aplikaci L-glu 160 mmol.I"
(Cerveny sloupec, hodnota prodlouzena jako Cervena ¢ara), latky v koncentracich 0,1; 1
a 10 umol.I"" (rtizné §rafované), DMSO kontrola bez aplikace glutamatu (&erna); Viechny
vysledky prezentovany jako primérna hodnota + standardni chyba priméru (SEM), minimalné
v triplikatech a ve 3 rlznych dnech. ANOVA, Dunnet post hoc test; # P < 0.05; *, ## P <0.01;
* ##H# P < 0.001; * P porovndni vzorku s Glu 160 mmol.1", P porovnani vzorku se skupinou
bez Glu 160 mmol.I",. Hodnota P < 0.05 je povaZovana za statisticky signifikantni

4.6 Laktatdehydrogenasa

Obdobné¢ jako v predchozim grafu pferusovand ¢ara oznacuje procentudlni miru signalu
uvolnéného LDH v160 mmol.I"' glutamétem intoxikované skuping, jehoz aplikaci doglo
k vyraznému poskozeni bunék, respektive poruseni integrity membran, oproti DMSO
kontrole (prumér = 412 %).

Jak je mozné si povSimnout (Obr. 16), koncentra¢ni zavislost U¢inku latky na
cytotoxicitu je obdobnd jako v pfipadé PI testu. Srovnéani vysledkil ziskanych pomoci PI
metody a LDH komer¢niho kitu ndm poslouzilo pfedevSim k moznosti zavedeni
levngj$iho PI testu pro vétsi soubor vzorkd.

Nejsilngjsi efekt snizeni totoxicity L-glu i v tomto vykazovala litka MK-238
v nejvyssi koncentraci, kde Slo o snizeni o 167 %. Taktéz MK-238-7 poskytovala

ucinnou ochranu bunék se snizenim signalu o 137 % ve své nejvyssi koncentraci. Obé
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tyto latky vykazovaly vétsi miru snizeni signalu, tudiz mohou byt povazovany za
ucinnéjsi nez referencni latka DFO.
Funkci negativni kontroly 22§,23S-Homocastasteron potvrdil, nebot’ doslo ke

zvyseni cytotoxicity o 62 % v nejvyssi koncentraci této latky.
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Obr. 16 Cytotoxicita uvolnéné LDH do media; Skupiny po aplikaci L-glu 160 mmol.1"
(Cerveny sloupec, hodnota prodlouZena jako Cervena Cara), latky v koncentracich 0,1; 1
a 10 umol.I"" (rtizn& §rafované), DMSO kontrola bez aplikace glutamatu (Sernd); Vechny
vysledky prezentovéany jako primérnd hodnota + standardni chyba priméru (SEM), minimalné
v triplikatech a ve 3 riznych dnech. ANOVA, Dunnet post hoc test; # P < 0.05; *, ## P < 0.01;
* ### P < 0.001; * P porovnani vzorku s Glu 160 mmol.I"", P porovnani vzorku se skupinou
bez Glu 160 mmol.I",. Hodnota P < 0.05 je povaZovana za statisticky signifikantni
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4.7 Dihydroethidium

Me¢teni poklesu ¢i vzestupu miry oxidativniho stresu vyvolaného aplikaci L-glu
(Reynolds a Hastings, 1995) pomoci sondy dihydroethidia bylo provedeno u 2 zastupcl
syntetickych derivati odvozenych od brassinosteroidi a cholestanolu (MK 238,
MK 238-7), syntetického derivatu 225,23S-Homocastasteronu a referen¢ni latky (DFO).
U vSech vybranych latek doslo k poklesu miry oxidativniho stresu v porovnani se
skupinou intoxikovanou 160 mmol.I"" L-glu, at’ uZ u zkoumanych derivati nebo DFO
(Obr. 16), u n&hoz bylo nejvyrazn&jsi snizeni signalu pii koncentraci 1 pmol.lI"'. Mira
oxidativniho stresu u skupiny s toxinem dosahla 2,6x nasobku hodnoty DMSO kontroly.
Tato hodnota byla vyss$i nez napi. ve studii Nampoothiri et al. (2014), kde vzestup
oxidativniho stresu vzrostl oproti kontrole pouze dvojnasobné, ale je tieba brat v dvahu
i odlisnosti v dalsich parametrech, konkrétné koncentraci L-glu 20 mmol.l"
a 48hodinovou inkubaci (Nampoothiri et al., 2014).

Nejvétsi pokles signalu po 4hodinové indukci, byl pozorovan u latky MK 238 a tento
efekt vykazoval progresivni charakter se vzrlstajici koncentraci, konkrétn€ o 94 %
v koncentraci 10 umol.I"". Tato hodnota dokonce ptekonala redukci oxidativniho stresu
latky DFO ve své neju¢inngjsi koncentraci (1 pmol.I™"), ve které dosahla snizeni 74 %.
I pies pouze drobné strukturni odlisnosti latky MK 238-7 s MK 238, nedoslo po aplikaci
MK 238-7 v koncentraci 10 umol.I" ke sniZeni oxidativniho stresu, piestoze obé latky
v koncentraci 0,1 pmol.I"" poskytovaly témé&F identické snizeni miry oxidativniho stresu
oproti skupiné bez latek — 22 a 19 %.

Opacny trend vykazovala latka 22§,23S-Homocastasteron — synteticky derivat
odvozeny od pfirodniho 22R,23R-Homocastasteronu. V nejvyssi  koncentraci
(10 umol.l’l) je pro bunky v kombinaci s glutamitem toxicky, oxidativni stres mél tedy
rostouci charakter se vzristajici koncentraci latky a v nejvyssi hodnoté byl o 17 % vyssi
oproti ¢istému toxinu. Toto pozorovani bylo potvrzeno vlastnim predchozim méfenim —
primarni screening, PI, LDH. Efekt byl popséan i ve studii Malikovd et al. (2008), kde
vSak studovali vliv pouze Cisté latky (2008) (Malikova et al., 2008).
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Obr. 17 Mira oxidativniho stresu indukovaného 160 mmol.I" L-Glu; Skupiny po aplikaci L-glu
160 mmol.I"' (¢erveny sloupec, hodnota prodlouZena jako ¢ervena ¢ara), latky v koncentracich
0,1; 1 a 10 pmol.1" (riizné $rafované), DMSO kontrola bez aplikace glutamatu (Gerna);
Vsechny vysledky prezentovany jako primérna hodnota + standardni chyba priméru (SEM),
minimalné v triplikatech a ve 3 riznych dnech. ANOVA, Dunnet post hoc test; # P < 0.05; *,
## P <0.01; *, ### P <0.001; * P porovnani vzorku s Glu 160 mmol.I", P porovnani vzorku se
skupinou bez Glu 160 mmol.I",. Hodnota P < 0.05 je povazovéna za statisticky signifikantni

4.8 Porovnani MK 238 s deferoxaminem

Porovnanim efektt ziskanych PI a LDH testy za pouziti latek DFO a MK 238
v koncentraci 10 pmol.I"" (Obr. 18 a Obr. 19) byl zjistén vyrazn&jsi efekt syntetizované
latky (MK 238) oproti zakoupené referencni latce (DFO), a tim také potvrzena aktivita

latky pro vice koncentraci toxinu.
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Obr. 18 Porovnani uc¢inkit MK 238 a DFO na glutamatem indukovaném poskozeni buné¢k — PI
Skupiny po aplikaci L-glu v koncentracich 40, 80, 160 a 320 mmol.I"' (ervené sloupce) a tytéz
koncentrace s navic pridanym DFO nebo MK 238 v koncentraci 10 pmol.1" (riizné $rafovani)
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Obr. 19 Porovnani G¢inktt MK 238 a DFO na glutamatem indukovaném poskozeni bun¢k —
LDH; Skupiny po aplikaci L-glu v koncentracich 40, 80, 160 a 320 mmol.1"' (¢ervené sloupce)
a tytéZ koncentrace s navic pfidanym DFO nebo MK 238 v koncentraci 10 umol.1" (rtizné
Srafovani)
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4.9 Flexibilni zarovnani

Pomoci programu Molecular Operating Environmet 2010.12 bylo po flexibilnim
zarovnani MK 238 a MK 238-7 vymodelovdno potencidlni aktivni misto (Obr. 20
a Obr. 21). Cervené oblasti na van der Waalsové povrchu vykresluji mista se skupinami
akceptujicimi vodikové vazby (-OH skupiny na A-kruhu) a zelené naopak ilustruji
hydrofobni oblasti. Na elektrostatickém povrchu jsou modie vyobrazeny donory
vodikovych vazeb ze strany potencidlniho molekularniho cile (receptor, protein apod.)
(komplementarni k cervené oblasti na van der Waalsové povrchu), akceptory Cervené

a bila barva je pfifazena hydrofobnim oblastem.

Obr. 20 Potencialni aktivni misto molekuldrniho cile MK 238 a MK 238-7 se zobrazenim van
der Waalsova povrchu (akceptory vodikovych vazeb (Cervend) a hydrofobni oblast (zelend))
a elektrostatického povrchu (donory vodikovych vazeb (modra sit’), akceptory (Cervena sit)

a hydrofobni mista (bila sit))
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Obr. 21 Potencidlni aktivni misto molekuldrniho cile MK 238 a MK 238-7 se zobrazenim van
der Waalsova povrchu (akceptory vodikovych vazeb (Cervena) a hydrofobni oblast (zelend))
a elektrostatického povrchu (donory vodikovych vazeb (modra sit), akceptory (Cervena sit’)

a hydrofobni mista (bila sit))

Uspésnost zarovnani novych derivati s MK 238 byla posuzovéna na zakladé

porovnani hodnot se skore ziskanym ze zarovnani MK 238 s MK 238-7, které bylo

povazovano za referen¢ni. Zhodnocenim téchto hodnot mohlo byt uréeno, zda dany

derivat vyhovuje hypotetickému vazebnému mistu (Obr. 20 a Obr. 21). Tyto simulace

poskytly vysledky, jejichz hodnoty jsou shrnuty v tabulce (Tab. 2). Veli¢ina U vyjadiuje

deformaéni energii ligandd, jejiz limit (,,cut off*) je nastaven hodnotou 5 kcal.mol™.

Skore podobnosti je vyjadieno veli€inou F a soufet dvou zminénych veli¢in poté

veli¢inou S.

Tabulka 2 Ziskané hodnoty veli¢in U, F, S a dU flexibilnim zarovnanim posuzované latky

s MK 238

latka U F S du
MK 238-7 118,9655 -261,8419 -142,8764 0,0006
MK 205 129,9117 -272,9374 -143,0256 0,0662
129,8455 -270,7101 -140,8645 0,0000
DM 29 109,6254 -244,7248 -135,0994 0,0000
DM 30 112,0033 -239,7523 -127,7490 0,0000
DM 68 136,8218 -243,3369 -106,5151 0,0000
DM 70 71,8977 -80,6102 -8,7125 0,0328
71,8649 -80,2226 -8,3577 0,0000
DM 72 102,9584 -229,1228 -126,1645 0,0000
DM 75 81,7573 -77,5961 4,1612 0,0000
JA196A 129,7548 -267,3861 -137,6313 0,0004
KP38 73,2111 -82,4097 -9,1986 0,0000
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Soucasné s veli¢inou S byl také bran v potaz parametr U a jeho odliSnost hodnoty od
hodnoty ziskané porovnanim latky MK 238 s MK 238-7.

Byla brdna v potaz zarovnani s hodnotou dU < 1, jelikoZ po piekroceni této hodnoty
muze dochazet k deformaci vazebnych a torznich thli.

Derivit DM 72 je strukturné shodny s DM 30, ktery vSak navic obsahuje
ketoskupinu na alkylovém fetézci. Ziskana skoére vykazuji podobné hodnoty, proto je
pravdépodobné, Ze ketoskupina nema velky vliv na usp€snost v tomto zarovnani.

Strukturni motiv morfolinu se vyskytoval u derivati DM 68, DM 29 (navic s keto
skupinou na alkylovém fetézci) a DM 75 (hydrochlorid latky DM 68). Ze ziskanych
hodnot veli¢iny S je patrné, Ze ketoskupina v ptipadé DM 29 zdpornou hodnotu tohoto
skore snizuje (tzn. zvySuje UspéSnost zarovndni) a jevi se tedy jako vhodnd substituce.
Naopak amoniova stl u latky DM 75 pfisuzuje tomuto derivatu skoére v kladnych
hodnotach, tudiz je posuzovan z celé nové generace derivati jako nejnevhodnéjsi
kandidat, coz potvrzuje i nutnost nepolarni substituce pro fetézce na D-kruhu dle
vyhotoveného modelu na zéklad€ zarovnani MK 238 a MK 238-7.

Nevhodnost pfitomnosti ndboje v hydrofobni kapse modelu aktivniho mista u vSech
nabitych derivatt, tedy DM 70, 75 a KP38 byla viditelna ze ziskanych hodnot skore S.
DM 70 obsahoval dimethylamoniovou substituci oproti KP38 (amoniova substituce),
pfesto zjisténé hodnoty byly obdobné, a tedy miZeme usuzovat, Ze methylace dusiku
nema pravdépodobné vliv pfi existenci kladné nabitého dusiku.

JA196A se strukturn€ velmi 1iSil od ostatnich derivati diky pfitomnosti
perfluorbutanoylové skupiny na D-kruhu. Nicméné dle hodnot skore se tento motiv jevi
jako vyhodny a fadi se tak mezi nejvhodnéjsi testované kandidaty pravdépodobné diky
zvyseni lipofilniho charakteru molekuly skrze substituci vodika za fluorové atomy na
retézci.

Celkové nejvhodnéjsi kandidat, tedy s nejveétsi podobnosti a nejmensim sterickym
pnutim, mtize byt povazovan derivat MK 205 (Obr. 22), ktery je lisi strukturou od
MK 238 pouze nenasycenou vazbou na alkylovém fetézci a pfitomnosti ethylové
skupiny (Obr. 23). Ziskané skore bylo zapornéjsi nez v ptipadé MK 238-7, a tim by
tedy tento derivat mohl mit vyssi aktivitu nez latka MK 238-7.
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Obr. 22 Flexibilni zarovnani latek MK 238 (zelen¢) s MK 205 (Cerveng)

Obr. 23 Flexibilni zarovnani latek MK 238 (zelen€) s MK 205 (cerven¢), Sipky ukazuji na
ethylovou skupinu a nenasycenou vazbu na derivatu MK 205 (Cervene)
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5 ZAVER

V teoretické Casti této prace byla popsdna patologie neurodegenerativnich chorob
amodely kjejich studiu se zamécfenim na excitotoxicky proces indukovany
neurotransmiterem glutamatem. Ddle jsem se zabyvala strategiemi neuroprotekce
a latkami ze skupin brassinosteroidii a polyfenolt. Jelikoz jsem v praktické ¢asti prace
pracovala s buné¢nou linii SH-SYSY, byla tato tematika vCetné diferenciace bunc¢k
pomoci ATRA do literarni reSerSe zahrnuta také.

V praktické casti bylo dokdzano sniZeni proliferace bunék vlivem diferenciace po
48 hodinach, coz bylo v korelaci s literaturou (Fagerstrom et al., 1996). Diferenciované
buiikky navic ndpadn€é zménily tvar, jak bylo popsdno napt. ve studii Shipley et al.
(2016) (Shipley et al., 2016). Taktéz byl optimalizovan glutamatovy model indukované
excitotoxicity, pfedev§im Slo o kalibraci optimdlni koncentrace glutamétu a cas
inkubace této latky s bunikami. Na optimalizovaném modelu bylo provedeno testovani
latek ztad brassinosteroidd a znich odvozenych derivati a také polyfenoli
v koncentracich 0,1 pmol.l’l, 1 umol.l'1 a 10 pmol.I"! spolu s toxinem L-glu
v koncentraci 160 mmol.I". Z t&chto latek byly vybrény brassinosteroidy MK 238,
MK 238-7 pro svou vysokou aktivitu (viabilita 77 a 73 % oproti 60 % u intoxikované
skupiny) a  spolu  snegativni  kontrolou @ —  syntetickym  derivitem
2285,23S-Homocastasteronem a referen¢ni latkou DFO byly provedeny experimenty
zkoumajici vliv téchto latek na sniZzeni oxidativniho stresu, miry poskozeni bunék
v testech reverzni viability, tedy cytotoxicity (PI a LDH testy). Soucasti experimentt
bylo 1 srovnani komer¢niho kitu Pierce™ LDH Cytotoxicity Assay Kit (Thermo
Fisher'™) s metodou za pouZiti interkalaéni sondy PI. Trendy zavislosti koncentrace
latky na mife signalu u obou metod (PI a LDH) korelovaly u vSech latek ve vSech
koncentracich, s vyjimkou DFO, jehoz maximum signalu se u zminénych metod liSilo.
228,23S-Homocastasteron byl jakozto negativni kontrola potvrzen, protoze dochdzelo
uobou metod v koncentraci 10pumoll’ knarGstu signalu. Metoda s pouziti
dihydroethidia poskytovala informace o snizeni oxidativniho stresu. V tomto
experimentu méla nejslibnéjsi protektivni G€inky na buiiky latka MK 238 se snizenim
okolo 74 %. Jeji strukturni analog MK 238-7 ve stejné koncentraci neposkytoval témét
zadnou OS redukujici aktivitu, naopak vykazoval reverzni trend. V ndvaznosti na toto
pozorovani se jevi zajimavy i fakt, ze laitky MK 238 a MK 238-7 se lisily ve svych
hodnotach ICsy na bunécné linii fibroblastu BJ zjisténé ve studii Rarova et al. (2016)
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(Rarova et al., 2016). Zatimco MK238 vykazovala podstatné¢ vysSi hodnoty
ICsotj. > 50 pmol.l", vyrazng vyssi toxicita, a tedy niz§i hodnota ICso, byla dosaZena
u MK238-7 (ICsp= 33,9 + 16,1). Tato fakta poukazuji na vhodnéjsi strukturu MK 238,
coby vedouci motiv pro vyvoj novych potencialné G¢innéjSich derivati pro tento typ
neurodegenerativni patologie.

Na zéklad¢ vysledkt této prace je tedy mozné se domnivat, ze nejvyssi aktivitu
vykazuji latky se strukturnimi prvky ptirodnich brassinosteroidii (zékladni skelet — A,
B, C, D kruhy, caste¢né polarni) a cholestanolu (hydrofobni alifaticky fetézec navazany
na D kruhy).

Tyto ptedpoklady byly podpofeny i pomoci simulaci, ve kterych bylo zjisténo, ze
u novych derivatl jsou preferovany spiSe hydrofobni substituce na fetézci vazaném na
D-kruhu kvli pfitomnosti hydrofobni kapsy na modelu potencidlniho vazebného mista.
Dale byla zjiSténa nevhodnost pfitomnosti ndboje na fetézci vazaného na D-kruh. Jako
nejvhodngjsi se jevil derivat MK 205, ktery obsahoval oproti aktivni latce MK 238

navic nepolarni ethylovou skupinu a nenasycenou vazbu na fetézci.
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7 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

6-OHDA
AADC
AD
AMPA
ARE
ATRA
BAKI
BAX
Bcl2
BRI 1
COMT
DAT
DFO
DHE
DJ-1 protein
DMEM
DMSO
EDTA
EGTA
ER

F

FBS
GSH
GPx
HD
1GluRs
IL-1pB
IL-6
KAR
KAT
Keapl

6-hydroxydopamin

dekarboxylasa aromatickych L-aminokyselin

Alzheimerova choroba

kyselina a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionova
proteiny antioxidacni odpovéedi (Antioxidant response element)
kyselina all trans retinova

kinasa asociovand s BRI1

protein X asociovany s lymfomem B-bun€k (BCL2-Associated X Protein)
lymfom B-bunék 2 (B-cell lymphoma)
Brassinosteroid-insensitive

katechol-O-methyltransferasa

dopaminovy transporter

deferoxamin

dihydroethidium

peptidasa kédovana genem PARK7

Dulbecco’s modified Eagle’s Medium

dimethylsulfoxid

kyselina ethylendiamintetraoctova

kyselina ethylenglykoltetraoctova

endoplasmatické reticulum

skoére podobnosti

fetalni bovinni sérum

glutathion

glutathionperoxidasa

Huntingtonova choroba

ionotropické glutamétové receptory

interleukin 18

interleukin 6

kainatovy receptor

katalasa

z angl. Kelch-like erythroid cell-derived protein 1
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L-DOPA
LDH
LRRK2
MAO-B
mGluRs
MPPP
MPP*
MPTP
NET
NF-E2
Nrf2
NMDA
(0N}
PARK?2
PARK7
PARKS
PI
PINK1
PD
ROS

SAR
SNCA gen
SOD
TNF-a

Xc

L-3,4-dihydroxyfenylalanin
laktatdehydrogenasa

z angl. Leucine rich repeat kinase 2
monoaminooxidasa B

metabotrofické glutamatové receptory
1-methyl-4-fenyl-4-propionoxypiperidin
methylfenylpyridin
1-methyl-4-fenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin
norepinefrinovy transporter

z angl. Nuclear factor erythroid 2-related factor 2
z angl. Nuclear factor erythroid 2-related factor 2
N-methyl-D-Asp

oxidativni stres

Parkin RBR E3 Ubiquitin Protein Ligase
gen Parkinsonovy choroby 7

gen Parkinsonovy choroby 8

propidium jodid

PTEN induced putative kinase 1
Parkinsonova choroba

reaktivni formy kysliku

soucet F a U skore u flexibilniho zarovnani
vztah struktury a activity latky

gen pro synuklein o

superoxiddismutasa

faktor nadorové nekrosy o

skore deformacni energie ligandt

antiporter Cyss/Glu
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