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1 UvVOoD

Oxysteroly vznikaji pfi katabolismu cholesterolu v burnkach. Tyto oxidované derivaty
obsahuji ve své strukture dalsSi hydroxylové, keto, epoxidové Ci karboxylové skupiny
navazané na 27 uhlikaty cholestanovy skelet. Modifikace mohou nastat vlivem enzymatické
oxidace za Ucasti enzym( z rodiny cytochromu P450 na postrannim fetézci. Neezymatickou
oxidaci reaktivnimi kyslikovymi radikdly dochdzi k modifikaci nejcastéji na B kruhu
cholestanové struktury. V organismus se oxysteroly zapojuji do celé rady procestl. Jejich
klicova role je v kontrole homeostazy cholesterolu, kde pomahaji regulovat jeho hladiny
a podili se i na transportu. Vyznamnou Ulohu maji pfi zanétlivé reakci, ktera je jednou ze
zdvaznych pfi¢in a komplikaci u chronickych onemocnéni. Oxysteroly mohou zesilovat
celkovy zanét tim, Ze indikuji syntézu zanétlivych cytokinl a chemokinu. Jejich zvySené
hladiny vedou ke zvySené tvorbé reaktivnich kyslikovych radikald, ¢imz je narusena redoxni
rovnovdha a organismus je vystaven zvySenému oxidativnimu stresu. V soucasné dobé je
zkoumano jejich zapojeni do prabéhu celé fady onemocnéni véetné neurodegenerativnich

onemocnéni, jejichZ pfesna pricina neni doposud zndma.

Cile prace:
1. Syntéza derivatl oxysterold s modifikaci na B kruhu.
2. Biologicka aktivita syntetizovanych latek.
e  Cytotoxicita na nadorovych a normalnich burikach

° Neuroprotektivni U¢inek na burikach SH-SY5Y



2 OXYSTEROLY

Oxysteroly jsou oxidované derivaty cholesterolu, disponujici rozmanitymi biologickymi
aktivitami. Bézné modifikace téchto 27 uhlikatych cholestanovych derivati obsahuji ve své
struktutre dal$i hydroxylové, keto, epoxidové i karboxylové skupiny (Olkkonen, 2012).
Primarni oxysteroly jsou klasifikovdny na zdkladé umisténi modifikace, ktera mize byt bud’
na postrannim retézci nebo na nékterém z kruh( cholestanového skeletu. Oxysteroly, které
obsahuji vice nez jednu modifikaci, jsou oznacovany jako sekundarni. Sekundarni modifikace
zahrnuji zavedeni dalsi keto, hydroxy, epoxy nebo hydroperoxy skupiny ke strukture
oxysterolu. (Luu, 2016)

Podstatny milnik v oblasti vyzkumu oxysterol( nastal v roce 1973, kdy Kandutsch
a Chen zjistili, Ze nékteré oxysteroly se mohou podilet na inhibici syntézy cholesterolu. Rizné
modely bunécnych kultur ukazaly, Ze cholesterol neni schopen inhibovat svou vlastni
biosyntézu. Prekvapivé byla biosyntéza cholesterolu inhibovana vzorkem obsahujicim
cholesterol s jeho oxidovanymi formami. Tuto schopnost pfisuzovali pravé oxysterollim
- 7a-hydroxycholesterolu, 7B-hydroxycholesterolu a 7-ketocholesterolu (Kandutsch, 1973).

Vroce 1978 byla Kandutschem a jeho kolegy na zakladé predchozich vysledki
formulovana oxysterolova hypotéza o cholesterolu (Kandutsch a kol., 1978). Mnoha dalSimi
védci byla teorie celad léta zpochybriovana. Dnes je jiz vSeobecné uzndvano, Ze samotny
cholesterol hraje Ustfedni roli ve zprostfedkovani své vlastni zpétné inhibi¢ni vazby.
Oxysteroly reguluji homeostazu cholesterolu pomoci transkripcnich i postranskripénich
mechanismU (Luu, 2016).

V poslednich letech jsou oxysteroly zkoumany v souvislosti s neurodegenerativnimi

onemocnénimi, aterosklerézou ¢i regulaci metabolismu cholesterolu.
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2.1 Vznik oxysteroll

Oxysteroly byly identifikovany jako oxidacni produkty cholesterolu. Oxiduji se hlavné
zavedenim keto nebo hydroxylové skupiny na B-kruh cholesterolového skeletu, prevaziné
v pozici 7 (Gill, 2008). Oxysteroly se déli do dvou skupin. Jednu skupinu tvofi ty oxidované
na sterolovém B kruhu, hlavné ve vy$e zminéné poloze 7. Radi se zde 7-ketocholesterol nebo
7a-hydroxycholesterol a 7B-hydroxycholesterol. Druhou skupinu reprezentuji oxysteroly
vzniklé oxidaci na postrannim tetézci. Prikladem takového oxysterolu je
24(S)-hydroxycholesterol nebo 25-hydroxycholesterol. Obecné se da fict, Ze prvni skupina
vznika neenzymatickou oxidaci narozdil od druhé, kterd ma prevazné enzymaticky plvod.
Ovsem i zde existuji vyjimky. Prikladem je jiz vySe zminény 7a-hydroxycholesterol
a 25-hydroxycholesterol, jejichz plivod mize byt jak enzymaticky, tak neenzymaticky

(Brown, 2009).
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Obrazek 1: Vznik vybranych oxysteroli. Modre je znazornén vznik enzymatickou oxidaci,

cervené neenzymatickou oxidaci a fialova barva znaci obé mozné cesty vzniku. Prevzato

a upraveno dle Kloudova, 2017.
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2.1.1 Enzymaticka oxidace

Postranni fetézec cholesterolu podléha prevainé enzymatické oxidaci. Oxidaci zpUsobuji
enzymy endoplazmatického retikula nebo mitochondrialni cholesterolhydroxylazy, které
fadime do rodiny cytochromu P450 (Samadi, 2021). Vétsina takto vzniklych oxysterolt nema
dlouhou Zivotnost, jelikoz jsou dale oxidovany na Zlucové kyseliny, které jsou nasledné
vylouceny z téla. Pti preméné cholesterolu na oxysteroly dochazi ke zméné na polarnéjsi
molekuly, coZ jim umoZnuje prostup skrze lipofilni membrany (Bjorkhem, 2007).

Mezi enzymaticky vzniklé oxysteroly patfi jiz zmifovany 24(S)-hydroxycholesterol.
Jednd se o jeden z hlavnich oxysteroll v lidském organismu nachazejici se v mnoZstvi
50-100 ng/ml (Bjérkhem, 2007). Syntetizuje se v centralni nervové soustavé z cholesterolu
za Ucasti 24-hydroxylasy (CYP46A1). Jeho klicova role je v regulaci homeostazy a efluxu
cholesterolu v mozku (Samadi, 2021). Mikrosomalni 24-hydroxylasa je pfitomna prevazné
v neuronech. Neuronalni buriky syntetizuji cholesterol velmi pomalu v porovnani s gliovymi
bunkami. Proto mlze dochazet k toku cholesterolu z gliovych bunék do krevniho obéhu ve
formé apolipoproteinu E. Na regulaci tohoto toku se vurcité mife podili pfenasec
cholesterolu ABC1, ktery je pod kontrolou jaderného receptoru LXR. Pravé
24(S)-hydroxycholestrol je aktivatorem zminéného receptoru a tim zvysSuje transport
cholesterolu k nervovym burikdm. Diky své pfitomnosti v mozku je 24(S)-hydroxycholestrol

Casto oznacovan jako cerebrosterol (Bjorkhem,2007).

Obrazek 2: Struktura cerebrosterolu — 24(S)-hydroxycholesterolu.
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Dalsim prikladem oxysterolu s enzymatickym plvodem je 7a-hydroxycholesterol,
syntetizovany  vjatrech enzymem  7a-monooxygenzou, patfici do  CYP7AL.
7a-hydroxycholesterol se podili jako meziprodukt na syntéze ZluCovych kyselin klasickou
cestou. Klasicka cesta zacind 7a-hydroxylaci cholesterolu a zabezpecuje az 50 % celkové

syntézy zlucovych kyselin ¢lovéka (Bjorkhem, 2001).

2.1.2 Neenzymaticka oxidace

Cholesterol je snadno atakovan reaktivnimi kyslikovymi radikaly. Jedna se predevsim
o hydroxylové radikaly, které atakuji vodik na uhliku v pozici C7 na cholesterolovém skeletu.
Postupné vznikaji hydroperoxidy cholesterolu (Obrazek 3), které nejsou stalé a dalSimi
reakcemi vznikaji 7a-hydroxycholesterol, 7B-hydroxycholesterol nebo

7-ketocholesterol (Brown, 2009).

7B-hydroxycholesterol

o 7-ketocholesterol

Obrazek 3: Neenzymaticka oxidace cholesterolu.

Neenzymatickd interakce hydroperoxidu s dvojnou vazbou cholesterolu mize dat

vzniku 5,6(a/B)-epoxycholesterolu (Samadi,2021). Bylo dokazano, Ze hlavni neenzymaticky
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vzniklé  oxysteroly, mezi néZ patfi 7-ketocholesterol, 7B-hydroxycholesterol
a 5B,6B-epoxycholestrol, vykazuji cytotoxické vlastnosti (Lemaire-Ewing a kol, 2005).
Vyzkum luliana a kol. (2003) ukazal, Zze neenzymaticky vzniklé oxysteroly se podili na
patologickych stavech. U pacientl s dédi¢nou poruchou metabolismu lipidl dochazi
kvyrazné zvySené hladiné plazmatickych  oxysterold —  7-ketocholesterolu
a 7B-hydroxycholesterolu, fungujici jako in vivo markery oxidativniho stresu (Juliana a kol,

2003).

2.2 Transport v bunkach

Oxysteroly se ve velmi malém mnozZstvi nachazi ve zdravych savcich tkanich
a krevnim obéhu. Stejné jako cholesterol mohou pronikat skrze bunécné membrany.
Prostup skrze membrany je ovsem v porovnani s cholesterolem mnohem rychlejsi, a to
predevSim zdasluhou zvySené hydrofility, kterou oxysteroly disponuji. Diky tomu jsou
i pfistupnéjsi pro receptory, nachazejici se v cytosolu (Yan, 2008)

Transport vétsiny oxysteroll v plazmé je zajistovan skrze vazby na protein albumin
nebo na lipoproteiny (Lin, 1996). Volné formy oxysterol(l jsou transportovany pomoci
proteind, oznacovanych jako oxysterols-binding proteins (OSBP) nebo OSBP-related proteins
(ORPs) (Luu, 2016). Jedna se o minimalné 12 ¢lennou skupinu proteind, kterd se podili na
regulaci metabolismu a transportu cholesterolu a lipidovych molekul. Vyskytuji se z velké
¢asti v endoplazmatickém retikulu a rovnéz v navazujicim Golgiho aparatu (Kloudovd, 2017).
Na svém terminalnim konci maji OSPB karboxylovou skupinu, ktera obsahuje ligand vazajici
doménu, na zakladé ¢ehoz OSBP na sebe mohou vazat oxysteroly ¢i cholesterol s rozdilnou
afinitou. Kromé jiz zminéného transportu oxysterolt se OSBP i ORPs vyznamné podili na
vnitrobunécéném vezikularnim transportu a bunécéné signalizaci (Luu,2016).

Existuji ddkazy o tom, Ze ORP souvisi s bunéénou proliferaci a kancerogenezi.
V nddorovych bunkach dochazi ke zméné jejich hladiny na Grovni mRNA nebo protein(, coz
znaci souvislost odliSné exprese a funkce ORP s nadorovym bujenim. Pfi pouziti inhibitord
zvanych ORPphilins dochdzi k inhibici rdstu nddoru a antiproliferacni aktivité. Tyto inhibitory

jsou schopny oslabit OSBP nebo ORPAL (Weber-Boyvat, 2013).
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3 BIOLOGICKA AKTIVITA OXYSTEROLU

3.1 Role oxysterolii v metabolismu cholesterolu

V mozku je pfitomno az 25 % celkového mnoistvi cholesterolu v téle. Nachdzi se zde
predevsim v neesterifikované formé. Kli¢ovou roli v kontrole homeostazy cholesterolu hraji
pravé oxysteroly (Samadi, 2021).

Transkrip¢ni faktory, nazyvajici se proteiny vazajici sterolovy regulac¢ni element
(SREBP), reguluji expresi Ustrednich enzymU v metabolismu cholesterolu (Gill, 2008). Prvni
SREBP byl izolovan v roce 1993. Briggs a kol. (1993) dosli ke zjiSténi, Ze SREBP, jako DNA
vazajici se protein, reguluje transkripci genu receptoru pro lipoprotein s nizkou hustotou
(Briggs a kol, 1993). Jsou znamy dva geny SREBP-1 a SREBP-2. SREBP-1 ma 2 izoformy:
SREBP-1a a SREBP-1c. Pochazi ze stejného genu, ale lisi se pouzitim odliSnych promotor(
a alternativnim sestfihem. (Goldstein, 2006). Rizeni exprese gen(i, U&astnicich se syntézy
mastnych kyselin, fosfolipid( a triglycerid(i, spadd pod kontrolu genu SREBP-1c. Druha
izoforma SREBP-1a ma podobnou specifitu jako SREBP-1c a SREBP-2 (Gill, 2008). Rizeni
exprese genu pro syntézu cholesterolu (HMG-CoA reduktdzy) a vychytavani cholesterolu
(LDL receptor), zabezpecuje SREBP-2. (Gill, 2008) SREBP se vytvafi v endoplazmatickém
retikulu v podobé membranové vazanych prekurzord. Ty jsou nasledné vazany na SREBP-
cleavage activating proteiny (SCAP), které méni svou konformaci na zakladé zmény hladiny
cholesterolu. Pokud je cholesterolu malo, SCAP spole¢né s SREBP putuji do Golgiho aparatu.
Zde dochazi ke stépeni proteazami. Vysledkem je uvolnéni transkripéniho faktoru SREBP,
ktery mlze vstoupit do jadra a zahajit expresi cilovych gen( (Obrazek 4). Ovsem, pokud je
cholesterolu dostatek, komplex SREBP-SCAP je zachycen v endoplazmatickém retikulu
proteinem INSIG (Gill, 2008). SCAP se vaze na cholesterol, na kterém rozeznava tetracyklické
steroidni jadro a 3B-hydroxylovou skupinu. MUzZe se vazat i na sterol s absenci postranniho
fetézce. Pokud sterol obsahuje polarni skupinu jako je napfiklad hydroxylova skupina na
postrannim retézci, SCAP neni schopen se na sterol navazat. Na rozdil od proteinu INSIG,
ktery pfitomnost hydroxylové skupiny na postrannim ftetézci vyZzaduje. Umisténi
hydroxylové skupiny miZe byt na pozicich 22, 24, 25 nebo 27. Pfima vazba proteinu INSIG

na hydroxylovou skupinu na postrannim fetézci je nepravdépodobn3, ale vazba mize byt
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zprostfedkovana nepfimo prostiednictvim interakce s vodou (Radhakrishnan, 2007). Studie
Radhakrishnana a kol. (2007) rovnéz dospéla k zavéru, Ze regulace aktivace SREBP mUze byt
jednak samotnym cholesterolem tak i oxysteroly. Cholesterol se vaze na SCAP, kdezto
oxysteroly interaguji s proteinem INSIG, a tak ovliviuji aktivaci SREBP (Radhakrishnan,

2007).
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Obrazek 4: Vliv oxysterold na SREBP drahu homeostazy cholesterolu. Pfevzato a upraveno

dle Gill, 2008.

Hladinu cholesterolu Ize rovnéz regulovat pomoci jaterniho X receptoru (LXR).
LXR receptory kontroluji intraceluldrni homeostazu cholesterolu pomoci katabolismu
a transportu cholesterolu. Studie Janowského a kol. (1996) odhalila, Ze oxysteroly funguji
jako  aktivatory LXR. (Janowski, 1996) Mezi nejucinnéjsi ligandy  patfi
24(S)-hydroxycholesterol, 22(R)-hydroxycholesterol a 24(S), 25-epoxycholesterol (Janowski,
1999). Ve studii o nékolik let pozdéji Janowski a kol. (1999) dospéli ke zjisténi, ze pro
vysokoafinitni vazbu a aktivaci LRX je nutné, aby doslo k polohové specifické monooxidaci
na sterolovém postrannim fetézci. Zavedeni kysliku na B kruh sterolu vede k selektivni vazbé
na subtyp LXRa. Ziskané poznatky by mohly poslouzit k ndvrhu silnych ligandt
s farmakologickym vyuzitim (Janowski, 1999).

DalSim regulaénim mechanismem metabolismu cholesterolu je enzym
endoplazmatického retikula 3-hydroxy-3-methylglutaryl koenzym A reduktdza (HMG-CoA)

(Sever, 2003). Jedna se o klicovy enzym pfi syntéze cholesterolu. Studie Songa a kol. (2004)
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ukazala, Ze cela rfada oxysterol(, jako je 25-hydroxycholesterol, 5-cholesten-33,168,27-triol,
24(S)-hydroxycholesterol a 27-hydroxycholesterol, zplsobuje ubikvitinizaci HMG-CoA
reduktazy a jeji naslednou degradaci v proteazomu (Song, 2004). Degradace HMG-CoA je
ovlivnéna také vazbou proteinu INSIG, na ktery se vazou oxysteroly. Po vazbé proteinu INSIG
dochazi k urychlené degradaci HMG-CoA (Sever, 2003).

Je zndamo, ze  oxysteroly funguji jako substraty pro enzym
acyl-CoA:cholesterolacyltransferazu (ACAT), jenz umoziuje zrychleni esterifikace
cholesterolu (Cases, 1998). V savcich burikach byly identifikovany dva geny enzymu ACAT.
ACAT1 se exprimuje prevazné v koznich burikach, makrofazich a burikach nadledvin. ACAT2

prevazuje v hepatocytech a ve stfevech (Chang, 2006).

3.2 Nadorova aktivita oxysteroll

Oxysteroly maji vliv na patologii a progresi celé rady typl rakovin. Vliv na rlst a preziti
nadorl ma také hladina exprese enzym{, které metabolizuji oxysteroly. Kohortova studie
vzork( s histologicky potvrzenym primarnim kolorektalnim karcinomem se zabyvala
zjisténim souvislosti mezi expresi vybranych enzym( cytochromu P450, které se podili na
tvorbé oxysterold, a progndzou pacientl. Dobra progndza je spojovana se snizenou expresi
enzymu, coz vede ke snizené koncentraci oxysteroll. Opakem tomu bylo u pacient(l se
Spatnou progndzou, kde hladiny enzym( byly zvySené. Nasledkem je zvySeni hladin
oxysterol(, jenZ podporuji invazi a metastazy nddorovych bunék vlivem cilovych genl LXR.
Zvysena hladina oxysterol(l vede k preziti a rGstu nadorovych bunék diky Uniku imunitni
odpovédi a chemoatrakce proangiogennich neutrofild. Napriklad zvySené hladiny enzymu
CYP27A1, wytvérejiciho 27-hydroxycholesterol, se pojily se Spatnou progndzou
u kolorektalniho karcinomu (Swan, 2016).

Podobny vliv CYP27A1 byl popsan i u karcinomu prsu (Nelson, 2013; Wu, 2013). Cileni
na inhibici CYP27A1 se zd4 byt jako vhodny podmét pro Ié¢bu karcinomu prsu. Naznacduje to
i Mast a kol. (2015) a jejich studie schvalenych protinadorovych Iékl. Mezi testovanymi
slouceninami se nasly Ctyfi silné inhibitory 27-hydroxylazy CYP27A1 vcetné dvou |ékl na

rakovinu vykazujici inhibici > 75 %. Nejsilnéjsi inhibi¢ni aktivitu s 87 % mél protinadorovy lék
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anastrozol, ktery je znamy jako inhibitor aromatasy. Jeho inhibi¢ni aktivita byla nasledné
potvrzena in vivo na mysim modelu (Mast a kol., 2015).

Oxysteroly mohou dale cilit na estrogenovy receptor (ER), patfici do rodiny jadernych
hormonalnich receptorli. Po navazani ligandu podléhd ER dimerizaci. Prodélana
konformacni zména umozZnuje vazbu na DNA a naslednou expresi cilového genu. Postupem
Casu se zjistilo, Ze existuji slouceniny, které jsou schopné modulovat aktivitu ER. Takové
slouéeniny jsou oznacovany jako selektivni modulatory ER (SERM) (Dusell, 2008). V roce
2007 Umetani a kol. identifikovali 27-hydroxycholesterol jako endogenni SERM (Umetani,
2007). U 27-hydroxycholesterolu byla pozorovana ¢astecna agonisticka aktivita, projevujici
se na urovni genové exprese i na Urovni bunécné proliferace. Studie Dusella a kol. (2008)
ukazala, Ze vyvolava expresi cyklinu D1 a zvysuje pocet bunék MCF7 v S-fazi bunééného cyklu
(Dusell, 2008).

Dokazana byla antiproliferacni a proapopticka aktivita oxysterol(i na nddorové bunky
adenokarcinomu tlustého stfeva. Inhibici buné¢ného ristu nadorové linie tlustého streva
Caco-2 a spusténi apoptického procesu, aktivovanim kaspazy 3, wvyvolal
7B-hydroxycholesterol (Roussi, 2005) a smés oxysteroll, zahrnujici 7a-hydroxycholesterol,
7B-hydroxycholesterol, 7-ketocholesterol, 5a,6a-epoxycholesterol a 5B,6pB-
epoxycholesterol (Biasi, 2009). Pokud jsou oxysteroly aplikovany samostatné, maji
prokazatelné silnéjsi proapoptické ucinky v porovnani se smési oxysterol(. Proapopticka
aktivita 7B-hydroxycholesterolu byla silnéjsi nez pfi pouZziti smési 7B-hydroxycholesterolu
a 25-hydroxycholesterolu (Aupeix, 1995).

Studie Carvalho a kol. (2010) zkoumala vliv nékolika syntetizovanych oxysteroll na
nadorové buriky tlustého stieva HT-29 a dalsi vybrané line. Pfipravené steroly mély rizné
chemické modifikace na C17 a na B kruhu. Oxysteroly oxidované na pozicich C6 nebo C7 maji
na zkoumané  bunky HT-29 nejvétsi  cytotoxicky efekt. Jednalo se
o 7B-hydroxycholesterol s hodnotou ICs 6,9 + 0,3 uM a 5a-cholestan-3B,63-diol s hodnotou
ICso 12 £ 0,7 uM. Zminény 7B-hydroxycholesterol s dvojnou vaznou na A5 se ukazal jako
nejvice cytotoxicky a selektivni pro velkou ¢ast nddorovych bunék. Pozoruhodnosti studie je

taktéz synergicky ucinek kombinace chemoterapeutika doxorubicinu a cholestan-3B,5a,68-
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triolu. Jiz v nizké koncentraci oxysterolu (1 uM) doslo k vyznamnému posileni cytotoxického
efektu doxorubicinu proti nddorovym bunkam tlustého stfeva HT-29, aniz by doslo
k ovlivnéni cytotoxického efektu doxorubicinu na normalni buriky ARPE-19 (Carvalho a kol.,

2010).

3.3 Prozanétliva aktivita

Jednou z pfic¢in komplikaci a vzestupu zavaznych chronickych onemocnéni je zanét. Mezi
charakteristické rysy zanétu patfi aktivace fagocyt(, jejichz zména hladiny vede k zvyseni
k posunu redoxni rovnovahy vorganismu, vedouci k zvySeni oxidacnich reakci
a vdusledku toho i oxidativniho stresu. Celkovy zdnét milZe byt zesilovan v dusledku
vzajemné up-regulace oxysterol(l a zanétu (Poli, 2013).

25-hydroxycholesterol, 7B-hydroxycholestrol a 7-ketocholestrol jsou spjaty se
zesilujici zanétlivou reakci, nebot indukuji expresi i syntézu celé rady zanétlivych cytokin(.
Jedna se napfiklad o tumor nekrotizujici faktor a, interleukin 1B a 6 (Prunet, 2006). Kromé
cytokinG indukuji expresi i syntézu chemokint, mezi které patii napfiklad interleukin 8 (IL-8)
a monocytovy chemotakticky protein (Vejux, 2009). Exprese zminénych zanétlivych
mediatory je zavisla na aktivité transkripcniho peptidu oznacovaného jako nuklearni faktor
kB, ktery je silné up-regulovan oxysteroly (Leonarduzzi, 2005).

Vliv na zdnétlivou reakci ma i 27-hydroxycholesterol, ktery skrze ER zvySuje adhezi
leukocytl k endotelidinim burikdm. Potvrdil to in vivo mysi model studie Umetaniho a kol.
(2014).

Joffre a kol. (2006) analyzovali ucinky tfi oxysteroll za pomoci primarnich bunék
pigmentového epitelu sitnice a potvrdili nékolikanasobny nardst produkce ROS. Dale bylo
zjisténo, Ze 25-hydroxycholesterol, 24-hydroxycholesterol a 7-ketocholesterol zvysuji

produkci proteinu IL-8 (Joffre a kol.,2006).
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4 OXYSTEROLY A NEURODEGENERATIVNIi ONEMOCNENI

4.1 Neurodegenerativni onemocnéni

Stavy, kdy dochazi k pozvolnému zaniku specifickych skupin neuronl se oznacuji jako
neurodegenerace. Ve velké vétsiné pripadl se jedna o vékové vazana onemocnéni, kterd
manifestuji v dospélém véku a s pribyvajicim vékem jejich vyskyt stoupa. Patologicky se
projevuji akumulaci specifického proteinu do mozkového tkané. Napriklad u Parkinsonovy
nemoci se jedna o akumulaci proteinu a-synukleinu. Patofyziologickou pficinou
neurodegenerativnich onemocnéni je abnormdini sklddani proteind, jinak spravné
syntetizovanych a fungujicich, které se stavaji toxické pro neurony a tim spousti celou
kaskddu reakci vedouci kzaniku postizeného neuronu. Mezi hlavni mechanismy
neurodegenerace patfi apoptdza a produkce volnych kyslikovych radikall v kombinaci
s nahromadénymi proteinovymi agregaty (Rusina, 2019). Genetické mutace zjiSténé
u familiarnich i sporadickych pfipadl onemocnéni vytvari mutované proteiny, které fibriluji
daleko rychleji, coz ma za duisledek dfivejsi nastup nemoci u hereditarnich typl (Forman,
2004). Vsoucasné dobé neni zcela jasné, zda neurotoxicitu zpUsobuje akumulace
abnormalniho proteinu nebo ztrata jeho fyziologické funkce (Rusina, 2019).

Klasifikace neurodegenerativnich onemocnéni je na zakladé patofyziologické
podstaty ¢lenéna do 7 zakladnich skupin. Prvni skupinou je Alzheimerova choroba. Druha
skupina zahrnuje frontotemporalni lalokové degenerace. Dale se jedna o synukleinopatie,
kde se fadi Parkinsonova choroba & demence s Lewyho télisky. Ctvrta skupina zahrnuje
onemocnéni s opakovanim tripletd jako je naptiklad Huntingtonova choroba. Nasleduji
prionova onemocnéni zplsobujici kuru ¢i Creutzfeld-Jakobovu nemoc. Pfedposledni skupina
klasifikace se oznacuje jako onemocnéni motorickych neuron( a zahrnuji primarni lateralni
sklerdzu. Do sedmé skupiny patfi ostatni nezarazena neurodegenerativni onemocnéni jako
je nemoc s intranuklearnimi neuronalnimi inkluzemi. Stanoveni diagndzy béhem Zivota je
mnohdy velmi obtizné a vcelé radé pripadd je klinickd diagndza stanovena chybné.
Castokrat je diagnostikovana Alzheimerova &i Parkinsonova choroba, i kdyZ pacient trpi zcela

odliSnym onemocnénim (Rusina, 2019).
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4.2 Alzheimerova choroba
4.2.1 Charakteristika choroby

V roce 1907 némecky psychiatr Alois Alzheimer popsal zvlastni typ demence u 51 leté zeny.
Zménu jejich kognitivnich a behavioralnich rysd spojoval s malymi zanétlivymi loZisky
a neurofibridlnimi zménami v mozkové kure, které nalezl pfi pitvé (Alzheimer, 1907).

Alzheimerova choroba (ACH) je popisovana jako progresivni degenerativni
onemocnéni centralniho nervového systému, které se projevuji se mozkovou atrofii
(Obrazek 5). Dochazi ke ztenceni mozkové kiry a rozsifeni mozkovych komor. Vyznamna
atrofie nastava rovnéz v oblasti hippokampu (Pidrman, 2007). Patologicky se projevuje
rozsahlou ztratou neuronl, hromadénim intracelularnich neurofibridalnich klubek
a extracelularnich amyloidnich plak( v mozku (Karch, 2015).

FYZIOLOGICKY STAV | PATOLOGICKY STAV k
@ ' Neurofibriainisplet )y B-amyloidni plak

'
' .
+  Mozkova
' 2
o ) 1 atrofie

'

Astrocyt Mikroglie

Microgliosis Astrogliosis

Obrazek 5: Patologické znaky u Alzheimerovy choroby. Prevzato a upraveno dle Congdon,
2018.

Pti diagnostice jsou viditelné mikroskopické extracelularni a intracelularni zmény.
Specifickou extracelularni zménou pro ACH je ukladani beta-amyloidu. Tento protein je
vytvaren pti Stépeni amyloidniho prekurzorového proteinu, ktery je ve zdravém mozku
Stépen pomoci a-sekretdzy na rozpustné fragmenty. Pfi patologickém Stépeni je amyloidni
prekurzorovy protein Stépen pomoci sekretdz B a y a vznikaji nerozpustné fragmenty, jenz

koaguluji (Pidrman, 2007). Nerovnovaha mezi produkci a odbouravanim beta amyloidu vede
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k jeho nahromadéni a tvorbé plakd, které poté mohou vyvolat neurotoxicitu. Prevladajici
formou v placich je beta-amyloid o délce 42 aminokyselin, vznikajici Stépenim pomoci
sekretazy y (Gamba, 2015).

Mezi nejzavaznéjsi intracelularni patologickou zménou ACH patfi degenerace
tau-proteinu (Pidrman, 2007). Tau-protein je syntetizovan a produkovan vSemi neurony
a objevuje se i vneurogliich. Pfirozenou funkci tau-proteinu je vazat se na tubulin
a stabilizovat tak mikrotubuly. V pfipadé patologie u ACH je tau-protein hyperfosforylovan.
Hyperfosforylovany tau-protein je z mikrotubull disociovan, coz vede kjeho agregaci
a vznikaji tak neurofibrialni spleté v télech neurond a dystrofickych neuritech. Neurofibridlni
spleté pak mohou zpUsobit neuronalni dysfunkci a ndslednou smrt neuronu (Holtzman,
2011).

V roce 2006 bylo celosvétové ACH postizeno 26,6 miliona lidi. Odhaduje se, Ze do

roku 2050 se pocet lidi s timto onemocnéni az ¢tyrnasobi (Brookmeyer, 2007).

4.2.2 Vliv genetiky

Autozomalné dominantni varianta ACH s projevem kolem 30. roku Zivota je spjata s mutaci
v nékterém ze tti nasledujicich gend. Mutace muiZe nastat na chromozomu 21, kde je
umistén amyloidni prekurzorovy protein, na chromozomu 14, kde je kédovan presenilin 1,
a na chromozomu 1, kde je kédovan presenilin 2. Zminéné mutace jsou viak pfitomny jen
u malého procenta pacient(i (Mayeux, 2003).

Spojitost s ACH ma také gen pro apolipoprotein E (APOE) na chromozomu 19. Gen
pro APOE ma 3 alely: APOE-£2, APOE-¢3 a APOE-¢4. Posledni zminénd alela je spojovana
s vysokym rizikem pozdnéjsiho nastupu familiarni a také sporadické formy ACH. Riziko
pacientl s prfitomnosti APOE-€4 se zvySuje z 20 % az na 90 % a s poctem alel se snizuje také
vék nastupu projevl pozdni formy ACH. APOE-¢4 je povazovan za hlavni rizikovy faktor
pozdni formy ACH (Corder, 1993). NiZsi rizikovy faktor pozdni formy ACH a ochranné ucinky
jsou pripisovany APOE-€2 (Corder, 1994).
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4.2.3 Moinosti lécby

V soucasné dobé neexistuje Iék, ktery byl zcela vylécil ACH. Terapie se zaméruje pouze na
symptomatickou lécbu. Léky prvni volby jsou inhibitory cholinergnich receptor(.
Nejpouzivanéjsi inhibitory jsou galantamin, donepezil a rivastigmin, vazajici se na aktivni
misto enzymu acetylcholinesterasy, aby nedochazelo k degradaci neurotransmiteru
acetylcholinu, potfebného k pfenosu nervového vzruchu (Obrazek 6). Celd fada klinickych
studii potvrdila pfiznivy vliv téchto inhibitorl na zmirnéni neuropsychiatrickych
a behavioralnich poruch a zlepsSeni kvality kazdodenniho Zivota lidi s ACH (Farlow, 2002).
Dalsi moznosti je predepsani memantinu (Obrazek 6). Jedna se o nizkoafinitniho
antagonistu N-methyl-D-asparatového glutamatového receptoru. Neurotransmiter
L-glutamat je v centralni nervovém systému zapojen do procesu uceni, paméti a prenosu
nervového vzruchu (McShane a kol. 2019). Jeho aktivita je pro mozek dllezita, avsak
nadmérnad stimulace glutamatem vede k poSkozeni neuronl Cili ktzv. excitotoxicité.
Excitotoxicita vede k nadmérnému toku vdpniku do neuron(l pfes N-methyl-D-aspardtovy
receptor, ktery se podili na pamétovych procesech, demenci a patogenezi ACH (Reisberg,
2003). McShane a kol. (2019) ve své metaanalyze dokazali, Ze memantin vede ke zlepseni
stavu pacientl se stfredné tézkou az tézkou formou ACH. U lidi s mirnou formou ACH

memantin nepfinasi Zadny benefit (McShane a kol., 2019).
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Obrazek 6: Struktury [éCiv pouzivanych pro lIé¢bu Alzheimerovy choroby.
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4.2.4 Vliv oxysterolii na patogenezi Alzheimerovy choroby

Aby se zabranilo pfebyte¢nému hromadéni cholesterolu v mozku, dochazi k jeho transportu
pfes hematoencefalitickou bariéru do krevniho obéhu. K transportu je nutna preména
cholesterolu na oxysteroly. V neuronech se napfiklad cholesterol pfeménuje pomoci
24-hydroxylazy na 24-hydroxycholesterol (Gamba, 2015). Oxysteroly mohou fungovat jako
biomarkery v diagnostice ACH, nebot zmény jejich hladin koreluji s jednotlivymi fazemi
choroby. U rané faze ACH byla nalezena vy3si hladina 24-hydroxycholesterolu v perifernim
obéhu a mozkomiSnim moku v porovndni se zdravymi jedinci. Na druhou stranu nizké
hladiny byly nalezeny u jedincl v pozdéjsi fazi (Lutjohann a kol., 2000). Zvysené hladiny
24-hydroxycholesterolu v rané fazi mohou byt vysvétleny tim, Ze zrcadli neurodegeneraci.
Pozdéjsi faze je odrazem selektivni ztraty neuronovych bunék a tim padem nedostatku
enzymu cholesterol 24-hydroxylazy (Gamba, 2015).

Vyzkumna skupina Heverin a kol. ve své studii zaznamenala zvySené hladiny
27-hydroxycholsterolu ve vSech vzorcich pacientl s ACH, ktery byl zvySen ve vSech oblastech
mozku. Autofi tento fakt vysvétluji pravdépodobnym narusenim hematoencefalitické
bariéry, nebot pfitomnost enzymu 27-hydroxylazy je v mozku jen v malém mnoZstvi, a proto
je tedy pravdépodobné, Ze 27-hydroxylaza pochazi z extracerebrdlnich zdroja (Heverin
a kol., 2004).

Vliv na patologii ACH mlze mit i 7B-hydroxycholesterol, ktery je neurotoxicky jiz
v nanomolarnich koncentracich (Nelson, 2005). Studie Nelsona a kol. (2005) naznacuje, zZe
vysoké hladiny 7B-hydroxycholesterolu pfispivaji u ACH k oxidativnimu stresu a ztraté
nervovych bunék (Nelson, 2005).

Do neurodegenerace ve spojitosti s ACH je zapojen také 7a-hydroperoxycholesterol.
Cytotoxicky efekt 7a-hydroperoxycholesterolu byl zkouman na bunikdch SH-SY5Y.
V zavislosti na davce zplsobuje smrt neuronovych bunék, kdy pfi 10 uM zpUlsobuje 50%
bunécénou smrt a pfi 50 UM se zvysuje na 92 % (Koélsch, 2000).

V neuropatologickych zménach u ACH, vedoucich k neuronalni dysfunkci a bunécné
smrti, maji zasadni vliv zanétlivé procesy. Aktivace a ndslednd proliferace gliovych bunék

spole¢né s up-regulaci zanétlivych mediatord a volnych radikald se podili na zanétlivych
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reakcich v mozku. Ukdzalo se, Ze 24-hydroxycholesterol, 27-hydroxycholesterol
a 7B-hydroxycholesterol spousti expresi prozanétlivych medidtor(, jako je napriklad
interleukinu 8, v neuronalnich burikach SH-SY5Y (Testa, 2014).

Zvysené hladiny oxysterolU byly také identifikovany post mortem v lidskych mozcich

s diagnostikovanou ACH (Hascalovici, 2009).

4.3 Parkinsonova choroba
4.3.1 Charakteristika a vznik

Po Alzheimerové chorobé se jedna o druhé nejcastéjsi neurodegenerativni onemocnéni.
Parkinsonova choroba (PCH) byla popsana v roce 1817 Jamesem Parkinsonem, ktery toto
neurologické onemocnéni nazval ,tfesavou obrnu“ (Parkinson, 1817). Prevalence se vlivem
starnuti zvysuje z 1 % populace starsich 60 let na 4 % ve véku starSich nez 80 let. (Dexter,
2013; Lee, 2016) Odhady ukazuji, Ze vlivem starnuti se pocet jedincl s timto onemocnénim
v roce 2040 zvysi az na 12 miliond (Dorsey, 2018).

PCH je diagnostikovdana na zakladé snizeného mnozstvi dopaminovych neuron(
v oblasti substantia nigra pars compacta a pritomnosti tzv. Lewyho télisek (Alexander,
2004), jejichz hlavni vlaknitou slozku tvoti protein a-synuklein (Spillantini, 1998). Presna
pric¢ina zaniku nervovych bunék neni zcela jasna. Zanik bunék je pravdépodobné zplsoben
v dlsledku oxida¢niho stresu, coZ dokazuji zvySené hladiny vedlejSich produktl lipid(,
bilkovin a oxidace DNA (Lotharius, 2002). Ke studiu vlivu oxida¢niho stresu na Ubytek
dopaminergnich neuronl se vyuzivda 1-methyl-4-fenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin (MPTP),
vyvoldvajici parkinsonismus. MPTP sam o sobé neni pro bunky toxicky a diky své vysoké
lipofilité se snadno dostavd pres hematoencefalitickou bariéru v mozku. Po prekroceni
hematoencefalitické bariéry je MPTP v nedopaminergnich burikach, jako jsou gliové bunky,
pfeménén pomoci monoaminoxiddzy B na 1-methyl-4-fenyl-2,3-dihydropyridinium
a ndsledné na toxicky 1-methyl-4-fenylpyridin (MPP+). Z bunék je MPP+ uvolfiovan do
extracelularniho prostoru, odkud se muze prostrednictvim dopaminovych transportérd
koncentrovat v dopaminergnich neuronech (Dauer, 2003). MPP+ je zndm pro svou

schopnost narusit oxidativni fosforylaci v mitochondriich tak, Ze inhibuje enzymaticky
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komplex | v elektronovém transportnim retézci mitochondrii (Nicklas, 1985). Inhibici se snizi
obsah ATP. V dlsledku inhibice toku elektronli mitochondridlniho komplexu | muze
dochazet k vytvareni reaktivnich kyslikovych radikal(, zejména superoxidu. Mimo blokaci
komplexu | se MPP+ vaie na vezikuldrni monoaminové transportéry, ¢imZz dochazi
k vyCerpani zasob ATP. Nasledkem je zména distribuce dopaminu, ktery je ve velkém
mnozstvi uvolfiovdn z vezikul do cytoplazmy a vyvolava tak oxidativni stres (Dauer, 2003).
V soucasné dobé neni k dispozici specificky diagnosticky test pro PCH. Diagnostika je
zalozena na neurologickém vySetreni a pfitomnosti ,parkinsonismu®, motorického postizeni
projevujici se akinezi, klidovym tfesem, ztuhlosti a poruchou chize. Mimo motorické
postizeni ma pacient také nemotorické pfiznaky jako jsou napriklad poruchy spanku,

psychiatrické obtize, problémy s chovanim a nesamostatnosti (Zmystowski, ,2019).

4.3.2 Moinosti lécby

Stejné jako u ostatnich neurodegenerativnich onemocnéni, je i u PCH lécba pouze
symptomaticka. Zlatym standardem pro |éCbu PCH je pouziti prekurzoru dopaminu
L-dihydroxyphenylalaninu (L-dopa), ktery pUsobi jako agonista dopaminovych receptort
(Obrazek 7). Preparaty obsahuji spolecné s L-dopou také inhibitory dekarboxylazy, zlepsujici
absorbci L-dopy v tenkém stievé. LéCba s sebou prinasi také komplikace do 5 let po vysazeni
L-dopy. U 50-60 % pacientd dochazi k ndhlému zhorSeni parkinsonické symptomatiky
a vyskytu motorickych obtizi, projevujicich se dyskinezi. Vyskytovat se mohou i psychické
obtize. DalSi mozZnosti je pouziti inhibitord monoaminoxidazy B, ¢imZ dochazi ke zvyseni
mnozstvi synaptického dopaminu. V praxi se v ¢asnych stadiich nemoci predepisuje selegilin
nebo novéjsi a 10-15 krat ucinné;jsi Iék rasagilin, vhodny i pro pozdni stadia (Obrazek 7).
Kromé medikace je pti lé¢eni PCH dllezita i fyzioterapie, zahrnujici i rehabilitace poruch
chlize a nacvik teci. Nedilnou soucasti je adjuvantni terapie, zamérfujici se na |écbu

predevsim psychickych obtizi, spojenych s PCH (Rektor, 2009).
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Obrazek 7: Struktura IéCiv pouzivanych pro |é¢bu Parkinsonovy choroby.

4.3.3 Geneticka predispozice

Pfevazna vétsina diagnostikované PCH vznika sporadicky. Pouze 10 % pfipad( uvadi pozitivni
rodinnou anamnézu. S monogenni genetickou predispozici jsou spojovany mutace v Sesti
genech. Za autosomalné dominantni formy PCH jsou zodpovédné mutace v genu SNCA
a LRRK2. Autosomalné recesivni varianty jsou spojovany s mutacemi ve ¢tyfech genech.
Jedna se o mutace v genu Parkin, PINK1, DJ-1 a ATP13A2 (Klein, 2019).

Prvnim objevenym genem spojenym s autosomalné dominantni variantou PCH byl
v roce 1997 gen SNCA na chromozomu 4 (Polymeropoulos, 1997). U pacient(l s touto mutaci
se PCH manifestuje v drivéjsim véku (< 50 let) a zprvu dobfe odpovidaji na Ié¢bu pomoci
L-dopy. Poté je progrese velmi rychld (Klein, 2019). Dal$im genem souvisejicim
s autosomalni dominantni formu PCH je LRRK2, zpUsobujici pozdni formu PCH. Jedna se
o velky gen, ktery kdduje 2527 aminokyselin cytoplazmatického proteinu bohatého na leucin
repetitivni kindzu 2 (LRRK2). Jeho patologicky efekt neni zcela objasnén. JelikoZ se jedna
o velky protein, mutace v jeho struktufe mohou ovlivnit interakce s dalSimi proteiny, coz by
mohlo zpUsobit naptiklad tvorbu komplexd (Klein, 2019).

Druhym objevenym genem souvisejicim s PCH a zdroven nejcastéjsi mutaci
u autosomalné recesivnim formy je mutace v genu Parkin. Jedna se o druhy nejdelsi gen
v lidském genomu, kédujici protein s modulaéni aktivitou. Parkin protein se podili na procesu
posttranslacnich modifikaci tak, ze funguje jako E3 ubikvitin ligaza v procesu ubikvitinizace

proteinl (Klein, 2019). Druhou mutaci u autosomalné recesivni formy je mutace v genu
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PINK 1.V dUsledku mutaci dochazi k mitochondrialnim funkénim defektiim a zvysuje se také
citlivost na oxidativni stres, coZ naznacuje zapojeni PINK1 pfi degradaci v oblasti
nigrostriatalni drahy, kterd vede z oblasti substantia nigra do striata v mozku (Gautier,
2008). Dalsim genem autosomalné recesivni formy je DJ-1, mutovany pouze
u malého procenta ¢asnych forem PCH (Pankratz, 2006). DJ-1 kdduje 189 aminokyselin
dlouhy protein, fungujici jako senzor bunécného stresu (Klein, 2019). Poslednim genem,
zodpovédnym za autosomalné recesivni formu PCH je ATP13A2. Mutace tohoto genu
zpUsobuje atypickou formu PCH oznadovanou jako Kufor-Rakeblv syndrom s progresi

v mladém véku (Ramirez, 2006).

4.3.4 Zapojeni oxysteroll pfi patogenezi Parkinsonovy choroby

Jak jiz bylo dfive zminéno, charakteristickym znakem PCH je nahromadéni proteinu
a-synukleinu a snizend hladina dopaminu v dusledku Ubytku dopaminergnich neuron.
Spojitost mezi oxysteroly a témito znaky byla zaznamendana ve studii Bosco a kol. (2006).
V mozku pacientd slewyho télisky objevily zvySené hladiny oxidovanych forem
cholesterolu, které se podili na urychleni agregace a-synukleinu a tim se zapojuji do
patologického procesu (Bosco a kol, 2006).

Rantham Prabhakara (2008) se ve své studii snazil objasnit ucinek
24-hydroxycholesterolu a 27-hydroxycholsterolu na expresi a-synukleinu a enzymu
tyrosinhydroxyldzy, majici vliv na rychlost syntézy dopaminu. Pro studium zvolili bunky
SH-SY5Y, které se obvykle pouZivaji ke studiu patofyziologie PCH. Vysledky ukazaly zvyseni
hladiny tyrosinhydroxyldzy vlivem 24-hydroxycholesterolu, zatimco 27-hydroxycholesterol
zvySoval hladiny proteinu a-synukleinu. Testy rovnéz ukazaly vliv 27-hydroxycholesterolu na
indukci apoptdzy. Nejvyssi pocet apoptickych bunék byl zachycen u 27-hydroxycholesterolu
(Rantham Prabhakara, 2008).
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Oxysteroly ovliviiuji regulaci proteind, které se zapojuji do rozvoje PCH. Molekularni
mechanismus  regulace  zahrnuje dva typy nukledrnich  receptord  LXR
a ER. Je zndmo, ze 27-hydroxycholesterol plsobi jako endogenni ligand LXR (Doria, 2016).
Byla zjiSténa vazba 27-hydroxycholesterolu na ER typ B, coz zpUsobuje snizenou expresi
tyrosinhydroxyldzy, zatimco vazba na LXR ma za nasledek zvySenou expresi proteinu
a-synukleinu (Obrazek 8). Toto zjisténi by mohlo vbudoucnu predstavovat navrh

terapeutickych cill ke zlepSeni progrese PCH (Marwarha, 2011).
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Obrazek 8: Vliv 24-hydroxycholesterolu a 27-hydroxycholesterolu na neuronalni drovni.

Prevzato z Doria, 2016.

Neurotoxicita je vyvolana i 24-hydroxycholesterolem, ktery indikujice apoptoticky
vyvolanou fragmentaci DNA aktivaci kaspdazy 3 a zvySenim mitochondrionalniho
membranového potencialu (Kélsch 2001).

Védci se neustdle snazi nalézt specificky biomarker pro PCH, ktery by pomohl pfi jeji
diagnostice. Jednou z cest by mohlo byt méreni oxidovanych lipidd, coz by mohlo vést
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k objasnéni dynamiky oxida¢niho stresu, ktery souvisi s rozvojem PCH a fadou jinych
onemocnéni (Lee a kol., 2009). Lee a kol. (2009) zkoumali hladiny cholesterolu a jeho
oxidovanych produkt( v plazmé pacientl s potvrzenou diagndzou PCH. V plazmé pacient(
nalezli zvysené hladiny 7B-hydroxycholesterolu, 7-ketocholesterolu
a 27-hydroxycholesterolu v porovnani se zdravymi jedinci (Lee a kol., 2009).

Védecka skupina Bjorkhem a kol. (2013) zjistovala hladiny oxysteroll
24-hydroxycholesterolu a 27-hydroxycholesterolu v mozkomi$nim moku a v plazmé. Hladiny
zkoumanych oxysteroll byly v obou pfipadech zvySeny v mozkomisSnim moku v porovnani
s kontrolni skupinou. 24-hydroxycholesterol by mohl slouzit jako potenciondlni biomarker
pro diagnostiku PCH. Jak i sami autofi zminuji, je nutné tuto teorii ovérit na pocetnéjsim
vzorku pacientll. Autofi ovsem nepotvrdili zvySeni hladin oxysteroll v plazmé, jak tomu bylo

u studie Lea a kol. (2009).

4.4 Glutamat jako model studia neurodegenerace

Dulezitym synaptickym neurotransmiterem v centralnim nervovém systému je glutamat,
ktery je soucasti az 40 % vSech mozkovych synapsi (Blandini, 1996). Podili se na prenosu
nervového vzruchu mezi dvéma nervovymi burikami. Glutamat interaguje skrze celou fadu
membranovych  receptorl, lokalizovanych  na  postsynaptickych  neuronech.
Z farmakologického hlediska se déli na N-methyl-D-asparatové receptory (NMDA), receptory
kyseliny kainové a receptory a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxasol-propionové kyseliny.
Nejlépe je popsana interakce s NMDA receptorem, ktery je napojen na membranové kanaly
vysoce propustné pro Na*, K* a Ca?*, otevirajicich se v zavislosti na napéti na membrané
(Coyle, 1993).

Glutamatem vyvolana neurotoxicita prostfednictvim vazby na NMDA receptor je
vyvoldna masivnim vtokem extracelularnich Ca%* do bunék (Meldrum, 1990). V cytoplazmé
dochazi ke zvyseni Ca?*, které aktivuji fadu Ca?* dependentnich enzym jako je fosfolipaza
A,, proteinkindza C a dalSich. Aktivace enzym( zapojenych do katabolismu protein(,
fosfolipidl, nukleovych kyselin, mizZze navodit bunéénou smrt nékolika odliSnymi cestami.

Zvysené hladiny Ca?* iontd vedou k aktivaci neuronalni syntazy oxidu dusnatého, cozZ vede
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k produkci toxickych hladin NO vedouci k mitochondridlni dysfunkci nebo poskozeni
endoplazmatického retikula (Kritis, 2015). Mitochondridlni dysfunkce je jednou z pficin
patologie PCH. Ukazalo se, Ze oxidativni stres a deficit v elektrotransportnim
komplexu | v mitochondriich jsou Uzce propojeny. Inhibice tohoto komplexu ma za disledek
zvySenou produkci ROS, ¢imz soucasné dochazi k inhibici komplexu 1. Jiz ¢astecna inhibice
komplexu | generuje v mitochondriich zvySenou produkci ROS a jejich hromadéni vyvoldva
nadmérny oxidativni stres, ktery zplsobuje bunécnou smrt dopaminergnich neuront
(Tretter, 2004). Ustfedni roli v apoptoze bunék hraji mitochondrie. Vné&jsi mitochondrialni
membrana se stavd propustna vlivem aktivace apoptickych molekul jako jsou BAX nebo
cytochrom c, které se nasledné uvoliuji do cytosolu, coz vede k aktivaci kaspdz a nasledné
k apoptoze. Aktivace apoptické cesty se déje rovnéz v dlsledku oxidac¢niho stresu nebo pfi
inhibici elektronového transportniho retézce, vedouci ke kolapsu mitochondridlniho
membranového potencialu (Henchcliffe, 2008). U PCH bylo zjisténo, zZe aktivace kaspazy 3,
jako signalni molekuly pro apoptdzu, zplsobuje apoptozu dopaminergnich neurond v oblasti
substantia nigra pars compacta (Tatton, 2003).

Pro studium cytotoxicity indukované glutamatem se vyuziva lidské neuroblastomové
bunécné linie SH-SY5Y, pochdzejici z kostni dfené. SH-SY5Y jsou schopny syntetizovat
dopamin a noradrenalin a exprimovat dopaminovy transportér jako dopaminergni neurony.
Téchto vlastnosti se vyuziva pfi vyzkumu PCH, kde SH-SY5Y slouzZi jako neurondlni model

(Kritis, 2015).
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5 MATERIAL A METODY

5.1 Material a pristroje

Biologicky material
Bunécna linie karcinomu délozniho cipku Hela, bunécna linie epitelovych bunék sitnice oka
RPE-1, bunécna linie lidského neuroblastomu SH-SY5Y. Vsechny linie pochazi z ECACC

(European Collection of Authenticated Cell Cultures)

Chemikalie

MK 238, MK 238.7, MK 608, steroid 2840/A, steroid A, steroid CH7, heterocyklické oxysteroly
13, 14, 15, 16, 17 (knihovna steroidd - LRR), aceton, benzen, cyklohexan, dichlormethan,
ethanol, kyselina octova, methanol, octan sodny, trichlormethan (Penta), ethylformiat,
hydroxylamin hydrochlorid, hydrazin hydrat, hydrid sodny, kyselina tetrahydrofuranova,
N-methylmorfolin-N-oxid, semikarbazid, thiosemikarbazid, trifluoracetanhydrid (Sigma-
Aldrich), silikagel pro kolonovou chromatografii 40 -60 um (Lach-ner), cholestan-3B,5a,6p-
triol (Avanti), Dulbeccoho modifikované Eagleho médium (DMEM), dihydroethidium,
glutamat, mitochondrialni membranovy potencidl JC 10 kit, propidium jodid (PI), resazurin,
substrat pro kaspazy Ac-DEVD-AFC, kaspazovy pufr, ditriothreitol (DTT), fenylmethylsulfonyl
fluorid (PMSP) (Sigma-Aldrich), Calcein AM (ThermoFisher), kit detekce cytotoxicity (LDH)
(Roche).

Pomucky a pfistroje

Analytické vahy (Sartorius), automatické pipety (Eppendorf), centrifuga (Holm&Halby),
hlinikové TLC desticky potazené silikagelem (Merck), fluorescenéni destickovy reader
(Labsystem), hmotnostni spektrometr (Agilent Technologies), horkovzdusna pistole
(Steinel), inkubator (Sanyo), lamindrni box (ThermoFisher Scientific), lyofilizator (Gregor
instruments), magnetickd michacka s ohfevem (IKA), mikrodestickovy reader Infinite M200
Pro (Tecan), NMR spektrometr (JEOL), rotacni vakuova odparka (Heidolph), ultrazvukova

lazen (Kraintek), UV lampa s komorou (Spectroline®).
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5.2 Metody
5.2.1 Obecny postup pf¥i syntéze oxysteroll

Ke sledovani prlibéhu reakce, Cistoty produktu a zjisténi mobilni faze pro sloupcovou
chromatografii byla pouzita chromatografie na tenké vrstvé. Analyza destiek probéhla
ponofenim do roztoku obsahujiciho 10% kyselinu sirovou v ethanolu a zahfatim pomoci
horkovzdusné pistole na 400 °C. Reakce byla nasledné odparena na rota¢ni vakuové odparce
a precisténa extrakci mezi ethylacetdtem a vodou. Pro vycisténi produktu byla pouzita
sloupcovd chromatografie na silikagelu v mobilni fazi uvedené v konkrétnim postupu. Latky
byly lyofilizovany v t - butanolu. Identifikace ziskanych latek byla provedena pomoci NMR

a MS spektroskopie.

Pfiprava trifluorperoxyoctové kyseliny:

Do roztoku trifluoracetanhydridu (2,14 ml) v dichloromethanu (20 ml) byl pfidan 30% roztok
peroxidu vodiku (0,5 ml). Smés byla protfepdvana az do vymizeni kapek vody
v dichlormethanu. Takto pfipraveny roztok trifluorperoxyoctové kyseliny byl hned pouzit pro

ptipravu lakton(.
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5.2.1.1 Priprava latky 1

Ke smési steroidu MK 238 (30 mg; 0,072 mmol) a hydroxylaminu hydrochloridu (10 mg;
0,072 mmol) v ethanolu (10 ml) byl pfidan octan sodny (25 mg; 0,20 mmol). Reakéni smés
byla michdana 18 hodin pfi pokojové teploté. Smés byla precisténa extrakci mezi
ethylacetatem a vodou. Po odpareni organické faze na rotacni vakuové odparce bylo ziskano

30 mg (96 %) bilé latky ve formé prasku.

HOy,,, HOu.,

HO\\“' HO\\\"
MK 238 1

o}
\OH

Obrazek 9: Schéma pfipravy latky 1.

(6E)-201,30-Dihydroxy-5a-cholestan-6-on oxim (1): *H NMR (CDCl3+CD30D) & 0,60 (s, 3H,
CHz); 0,69 (s, 3H, CHs); 0,81 (d, 3H, J = 6,7 Hz, CHs); 0,82 (d, 3H, /= 6,7 Hz, CHs); 0,86 (d, 3H,
J=6,7 Hz, CH3); 1,66-1,71 (m, 2H); 1,77-1,87 (m, 2H); 1,97 (m, 1H); 2,37 (dd, 1H,J=12,8, J°
=2,8 Hz); 3,26 (dd, 1H, J= 13,4, J" = 4,3 Hz); 3,66 (m, 1H, H-2B); 3,95 (bs, 1H, H-3B). 3C NMR
6 11,91; 12,76; 18,48; 20,99; 22,40; 23,67; 23,91; 27,65; 27,88; 28,01; 29,68; 35,36; 35,39;
35,96; 39,34; 39,44; 39,51; 40,35; 42,75; 43,16; 53,97; 55,94; 56,41; 57,83; 68,14; 68,29;
161,42. HRMS (API+) vypocitano pro C7HagNOs ([M+H]*) 434,3634; nalezeno 434,3636.
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5.2.1.2 Priprava latky 2

Smeés steroidu MK 238 (30 mg; 0,072 mmol), 80 % hydrazinu hydratu (30 ul; 0,093 mmol)
a kyseliny octové (40 ul) byla rozpusténa v ethanolu (10 ml). Reakéni smés byla michana
18 hodin pfi pokojové teploté. Smés byla nasledné precisténa extrakci mezi ethylacetatem
a vodou. Po odpareni organické faze na rotacni vakuové odparce bylo ziskano 30 mg (96 %)

latky v podobé bilého prasku.

HOy,, HOy,
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Obrazek 10: Schéma pfipravy latky 2.

(6E)-6-Hydrazono-5a-cholestan-2a,3a-diol (2): *H NMR (CDCl3) 8 0,63 (s, 3H, CHs); 0,77 (s,
3H, CHs); 0,85 (d, 3H, J = 6,7 Hz, CHs); 0,86 (d, 3H, J = 6,7 Hz, CHs); 0,90 (d, 3H, J = 6,7 Hz,
CHs); 1,75 (m, 1H); 1,84 (m, 1H); 2,01 (m, 1H); 2,45 (dd, 1H, J = 12,5, J" = 3,1 Hz); 2,89 (dd,
1H, J = 13,3, J' = 4,4 Hz); 3,66 (m, 1H, H-2B); 3,95 (bs, 1H, H-3B). 33C NMR & 12,05; 13,09;
18,60; 21,14; 22,52; 22,78; 23,78; 23,96; 27,96; 28,07; 28,21; 33,14; 35,70; 35,88; 36,06;
39,43; 39,57, 40,18; 40,88; 42,86; 44,75; 54,21; 56,05; 56,58; 68,52; 68,80; 164,37. HRMS
(API+) vypocitano pro C27HagN202 ([M+H]*) 433.3794; nalezeno 433,3790.
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5.2.1.3 Priprava latky 3

Smeés steroidu CH 7 (50 mg; 0,124 mmol), ethylformiatu (0,5 ml; 0,007 mmol), hydridu
sodného (30 mg; 1,25 mmol) byla rozpusténa v benzenu (3 ml). Reakéni smés byla michana
pfi pokojové teploté 3 dny. Nasledné byla precisténa extrakci mezi ethylacetdtem a vodou.
Produkt byl precistén pomoci sloupcové chromatografie na silikagelu. Jako mobilni faze byl
pouzit 30-40% ethylacetat v cyklohexanu. Po vycisténi bylo ziskano 26 mg (49 %) v podobé

bilého prasku.

H
HOW HO 0]
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Obrazek 11: Schéma pfripravy latky 3.

(6E)-3B-Hydroxy-6-hydroxymethylen-5a-cholestan-7-on (3): *H NMR (CDCls) 6 0,73 (s, 3H,
CHs); 0,77 (s, 3H, CHs); 0,86 (d, 3H, J = 6,7 Hz, CH3); 0,87 (d, 3H, J = 6,7 Hz, CHz); 0,92 (d, 3H,
J=6,7 Hz, CH3); 1,81-1,91 (m, 2H); 1,98 (m, 1H); 2,04 (dt, 1H, J=12,5, J" = 3,4 Hz); 2,08 (m,
1H); 2,21-2,28 (m, 2H, H-5a, H-8B); 3,68 (m, 1H, H-3a.); 7,91 (d, 1H, J = 6,1 Hz, Hmethylene). 13C
NMR & 11,31; 12,29; 18,77; 21,69; 22,53; 22,80; 23,85; 26,04; 27,98; 28,50; 30,81; 32,93;
34,09; 34,65; 35,84; 36,12; 39,43; 39,73; 42,97; 44,54, 44,86; 52,09; 52,80; 55,18; 70,78;
111,82; 173,83; 199,63. HRMS (API+) vypo&itano pro CagHa703 ([M+H]*) 431,3525; nalezeno
431,3528.
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5.2.1.4 Priprava latky 4

Smeés steroidu MK 238 (50 mg; 0,12 mmol) a thiosemikarbazidu (20 mg; 0,073 mmol) byla
rozpusténa v ethanolu (10 ml) a byl pfidan 1 ml kyseliny octové. Reakcni smés byla michana
pfi 70 °C 18 hodin. Nasledné byla precisténa extrakci mezi ethylacetdtem a vodou s 10 %
hydrogenuhli¢itanem sodnym. Po odpareni organické faze byl produkt vycistén pomoci
sloupcové chromatografie na silikagelu. Jako mobilni faze byl pouzit 4-6% methanol

v chloroformu. Bylo ziskano 32 mg (54 %) produktu v podobé bilého prasku.
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Obrazek 12: Schéma pfipravy latky 4.

(6E)-2-(20t,30-Dihydroxy-5a.-cholestan-6-ylidene)hydrazinekarbothioamid (4): *H NMR
(CDCls+CD30D) 6 0,62 (s, 3H, CHs); 0,67 (s, 3H, CHs); 0,83 (d, 3H, J=6,7 Hz, CHs); 0,84 (d, 3H,
J=6,7 Hz, CH3); 0,88 (d, 3H, J = 6,7 Hz, CH3); 1,69-1,75 (m, 2H); 1,80-1,92 (m, 2H); 1,99 (m,
1H); 2,44 (dd, 1H, J = 12,5, J' = 2,8 Hz); 2,69 (m, 1H, prekryt signdlem H,0); 3,68 (m, 1H, H-
2B); 3,97 (m, 1H, H-3B). 3C NMR & 11,91; 12,91; 18,51; 21,03; 22,44; 22,70; 23,67; 24,00;
27,90; 27,96; 28,00; 31,65; 35,56; 35,59; 35,96; 39,35; 39,65; 40,90; 42,92; 44,80; 46,68;
53,95; 55,92; 56,24; 68,14; 68,33; 156,90; 1xC nenalezen. HRMS (API+) vypocitano pro
CasHsoN30,S ([M+H]*) 492,3624; nalezeno 492,3629.
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5.2.1.5 Priprava latky 5

Smeés steroidu MK 238 (50 mg; 0,12 mmol), semikarbazidu (20 mg, 0,03 mmol) a octanu
sodného trihydratu (15 mg; 0,11 mmol) byla rozpusténa v ethanolu (10 ml). Reakéni smés
byla michana pfi 70 °C 18 hodin. Nasledné byla precisténa extrakci mezi ethylacetatem
a vodou. Po odpareni organické faze byl produkt vycistén pomoci sloupcové chromatografie
na silikagelu. Jako mobilni faze byl pouZzit 5-7% methanol v chloroformu. Bylo ziskano 50 mg

(88 %) produktu v podobé bilého prasku.
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Obrazek 13: Schéma pfipravy latky 5.

(6E)-2-(2a,3a-Dihydroxy-5a.-cholestan-6-ylidene)hydrazinekarboamid  (5): !H NMR
(DMSO-de) 6 0,607 (s, 3H, CHs); 0,611 (s, 3H, CHs); 0,84 (d, 3H, J = 6,7 Hz, CHs); 0,85 (d, 3H, J
=6,7 Hz, CHs); 0,89 (d, 3H, J = 6,5 Hz, CH3); 1,76-1,82 (m, 1H); 1,95 (d, 1H, J = 11,6 Hz); 2,27
(dd, 1H,J=11,6, J"'=3,4 Hz); 2,90 (dd, 1H, J=13,8, J'=3,7 Hz); 3,47 (m, 1H, H-2B); 3,77 (bs,
1H, H-3B); 4.10 (d, 1H, J = 2,1 Hz, OH); 4.26 (d, 1H, J = 6,1 Hz, OH); 6.08 (vb s, 2H, NH,). 13C
NMR & 11,91; 12,94; 18,54; 20.81; 22,45; 22,71; 23,22; 23,75; 27,43; 27,79; 28,71; 31,67;
35,22 (2xC); 35,65; 38,96; 38,98; 39,07; 42,47; 44,47; 53,74; 55,57; 56,08; 67,44; 67,99;
152,56; 157,92; 1xC nenalezen. HRMS (API+) vypocitano pro CasHsoN3Os ([M+H]*) 476,3852;
nalezeno 476,3854.
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5.2.1.6 Priprava latky 6

Do roztoku steroidu MK 238 (50 mg; 0,12 mmol) v dichlormetanu (4 ml) byla pfidana
trifluorperoxyoctova kyselina v CHxCl; (10 ml). Reakéni smés byla michana 1 hodinu pfi
pokojové teploté. Reakce byla ukoncena pridanim 7 ml nasyceného roztoku sific¢itanu
sodného. Nasledné byla preciSténa extrakci mezi ethylacetatem a vodou s pfidavkem
nasyceného roztoku hydrogenuhli¢itanu sodného. Po odpareni organické faze byl produkt
vyCistén pomoci sloupcové chromatografie na silikagelu. Jako mobilni faze byl pouzit 80%

ethylacetat v cyklohexanu. Bylo ziskano 30 mg (58 %) produktu v podobé bilého prasku.
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Obrazek 14: Schéma pfipravy latky 6.

20.,30-Dihydroxy-7a-homo-7-oxa-5a-cholestan-6-on (6): *H NMR (CDCls) & 0,68 (s, 3H,
CHs); 0,85 (d, 3H, J = 6,7 Hz, CH3); 0,86 (d, 3H, J = 6,7 Hz, CHs); 0,89 (d, 3H, J = 6,5 Hz, CHs);
0,90 (s, 3H, CHs); 1,81-1,87 (m, 2H); 1,92 (td, 1H, J = 15,4, J'=4,1 Hz); 1,99 (td, 1H, J = 12,8,
J'=3,1Hz); 2,11 (ddd, 1H,J=15,1, J'=12,6,J"=2,0 Hz); 3,11 (dd, 1H, /= 12,2, J' = 4,6 Hz);
3,69 (m, 1H, H-2B); 4,00 (m, 1H, H-3B); 4,04-4,11 (m, 2H, 2xC7a-H). 3C NMR & 11,73; 15,42;
18,50; 22,14; 22,50; 22,76; 23,75; 24,78; 27,90; 27,93; 31,01; 35,66; 35,92; 38,24; 39,03;
39,37; 39,52; 40,51; 40,90; 41,30; 42,53; 51,25; 55,97; 58,11; 68,02; 70,60; 176,69. HRMS
(API+) vypocitano pro Ca7Ha704 ([M+H]*) 435,3474; nalezeno 435.3476.
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5.2.1.7 Priprava latky 7

Ke smési steroidu MK 238.7 (30 mg; 0,072 mmol) a hydroxylaminu hydrochloridu (10 mg;
0,072 mmol) v ethanolu (10 ml) byl pfidan octan sodny (25 mg; 0,20 mmol).Reakcni smés
byla michdna 24 hodin pfi pokojové teploté. Smés byla precisténa extrakci mezi
ethylacetatem a vodou. Po odpareni organické faze na rotacni vakuové odparce bylo ziskano

30 mg (96 %) podobé bilého prasku.
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Obrazek 15: Schéma pfipravy latky 7.

(7E)-201,30-Dihydroxy-5a-cholestan-7-on oxim (7): *H NMR (CDCl3+CD30D) & 0,60 (s, 3H,
CHs); 0,78 (d, 3H, J = 6,7 Hz, CH3); 0,79 (d, 3H, J = 6,7 Hz, CHs); 0,84 (d, 3H, J = 6,5 Hz, CHs);
0,89 (s, 3H, CHs); 1,78 (m, 1H); 1,94 (m, 1H); 2,05-2,12 (m, 2H); 3,01 (dd, 1H, /= 12,8, J' =
3,1 Hz); 3,65 (m, 1H, H-2B); 3,86 (m, 1H, H-3B). 1*C NMR & 11,76; 11,81; 18,59; 20.71; 22,32;
22,56; 23,62; 25,27; 27,12; 27,80; 28,06; 33,94; 35,50; 35,95; 37,29; 38,58; 39,14, 39,28;
40,00; 41,54, 42,52; 48,95; 54,91; 55,17; 68,43; 68,70; 163,34. HRMS (API+) vypocitano pro
C27HasNOs ([M+H]*) 434,3634; nalezeno 434,3642.
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5.2.1.8 Priprava latky 8

Smeés steroidu MK 238.7 (30 mg; 0,072 mmol) a 80 % hydrazinu hydratu (30 ul; 0,093 mmol)
byla rozpusténa v 7 ml ethanolu. Reakce byla michana pfi 70 °C 18 hodin. Produkt byl
extrahovan mezi ethylacetatem a vodou. Po odpareni organické faze na rotacni vakuové

odparce bylo ziskano 25 mg (81 %) bilé latky.
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Obrazek 16: Schéma pfipravy latky 8.

(7€E)-7-Hydrazono-5a-cholestan-2a,3a-diol (8): *H NMR (CDCls) 6 0,68 (s, 3H, CHs); 0,86 (d,
3H, J = 6,7 Hz, CHs); 0,87 (d, 3H, J = 6,7 Hz, CHs); 0,92 (d, 3H, J = 6,5 Hz, CHs); 0,96 (s, 3H,
CHs); 1,75 (m, 1H); 1,87 (m, 1H); 2,02 (m, 1H); 2,17 (t, 1H,J=10,9 Hz); 2,24 (m, 1H); 2,58 (bd,
1H,J=11,0 Hz); 3,74 (m, 1H, H-2B); 3,91 (m, 1H, H-3B). 13 CNMR 6 12,01; 12,26; 18,88; 21,01;
22,54; 22,80; 23,72; 25,33; 27,99; 28,27; 29,68; 30,46; 34,89; 35,61; 36,13; 37,49; 38,88,
39,47; 40,10; 40,95; 42,46; 43,49; 49,34; 55,07; 56,79; 68,83; 69,50; 163,68. HRMS (API+)
vypocitano pro Cy7HagN20; ([M+H]*) 433.3794; nalezeno 433.3794.
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5.2.1.9 Priprava latky 9

Smeés steroidu MK 238.7 (50 mg; 0,12 mmol) a thiosemikarbazidu (20 mg; 0,21 mmol) byla
rozpusténa v ethanolu (10 ml) a byl pfidan 1 ml kyseliny octové. Reakcni smés byla michana
pfi 70 °C 2 dny. Nasledné byla reakce preciSténa extrakci mezi ethylacetdtem a vodou
s 10 % hydrogenuhli¢itanem sodnym. Po odpareni byl produkt vyciStén pomoci sloupcové
chromatografie na silikagelu. Jako mobilni faze byl pouZit 2-3% methanol v chloroformu.

Bylo ziskano 40 mg (70 %) produktu podobé bilého prasku.
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Obrazek 17: Schéma pfipravy latky 9.

((7E)-2-(20,3ct-Dihydroxy-5a.-cholestan-7-ylidene)hydrazinekarbothioamid (9): H NMR
(CDCI3+CDs0OD) 6 0,64 (s, 3H, CHs); 0,82 (d, 3H, J = 6,7 Hz, CHs); 0,83 (d, 3H, J = 6,7 Hz, CHs);
0,89 (d, 3H, J = 6,5 Hz, CHs); 0,94 (s, 3H, CHs); 1,78-1,88 (m, 2H); 1,94-2,05 (m, 2H); 2,19 (t,
1H, J = 10,8 Hz); 2,39 (d, 1H, J = 10,8 Hz); 3,68 (m, 1H, H-2B); 3,91 (m, 1H, H-3B). 13C NMR &
11,87; 11,96; 18,64; 20,87; 22,37; 22,63; 23,66; 25,58; 27,87; 28,09; 29,76; 29,77; 33,95;
35,43; 35,98; 37,48; 38,43, 39,33; 39,85; 42,58; 43,58; 49,05; 54,91; 55,65; 68,33; 68,52;
159,56; 1xC nenalezen. HRMS (APl+) vypocitdno pro CasHsoN30.S ([M+H]*) 492,3624;
nalezeno 492.3631.
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5.2.1.10 Priprava latky 10

Smés steroidu MK 238.7 (50 mg; 0,12 mmol), semikarbazidu (20 mg;
0,03 mmol) a octanu sodného trihydratu (15 mg; 0,11 mmol) byla rozpusténa v ethanolu (10
ml). Reakéni smés byla michana pti 70 °C 2 dny. Nasledné byla reakce precisténa extrakci
mezi ethylacetdtem a vodou. Po odpareni byl produkt vycistén pomoci sloupcové
chromatografie na silikagelu. Jako mobilni faze byl pouzit 5-9% methanol v chloroformu.

Bylo ziskano 50 mg (88 %) produktu podobé bilého prasku.
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Obrazek 18: Schéma ptipravy latky 10.

(7E)-2-(201,30.-Dihydroxy-5a-cholestan-7-ylidene)hydrazinekarboamid  (10): *H NMR
(CDCI3+CDs0D) & 0,63 (s, 3H, CHs); 0,81 (d, 3H, J = 6,7 Hz, CHs3); 0,82 (d, 3H, J = 6,7 Hz, CHz3);
0,88 (d, 3H, J = 6,5 Hz, CH3); 0,93 (s, 3H, CHs); 1,82 (m, 1H); 1,96 (m, 1H); 2,05 (m, 1H); 2,13
(t, 1H,J=11,0 Hz); 2,34 (d, 1H, J = 12,2 Hz); 3,68 (m, 1H, H-2B); 3,92 (m, 1H, H-3B). 3*C NMR
0 11,87; 12,03; 18,67; 20,84; 22,40; 22,66; 23,74; 25,56; 27,89; 28,15; 29,26; 33,88; 35,52;
36,03; 37,49; 38,57, 39,35; 39,54; 40,22; 42,58; 43,34, 49,22; 55,00; 55,62; 68,56; 68,82;
156,72; 159,13. HRMS (API+) vypocitano pro CiasHsoN3Os ([M+H]*) 476,3852; nalezeno
476.3852.
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5.2.1.11 Ptiprava latky 11

Ke smési steroidu MK 238.7 (50 mg; 0,12 mmol) a dichlormetanu (4 ml) byla pfidana
trifluorperoxyoctova kyselina (10 ml). Reakéni smés byla michana 1 hodinu pfi pokojové
teploté. Reakce byla ukoncena pfidanim 7 ml nasyceného roztoku sifi¢itanu sodného.
Nasledné byla precisténa extrakci mezi ethylacetatem a vodou s 10% hydrogenuhli¢itanem
sodnym. Po odpareni organické faze byl produkt vycistén pomoci sloupcové chromatografie
na silikagelu. Jako mobilni faze byl pouzit 5% methanol v chloroformu. Bylo ziskano 50 mg

(96 %) produktu v podobé bilého prasku.
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Obrazek 19: Schéma ptipravy latky 11.

20.,30-Dihydroxy-7a-homo-7a-oxa-5a.-cholestan-7-on (11): 'H NMR (CDCls) 6 0,66 (s, 3H,
CHz); 0,85 (d, 3H, J = 6,7 Hz, CH3); 0,86 (d, 3H, J = 6,7 Hz, CHs); 0,90 (d, 3H, J = 6,5 Hz, CHs);
0,98 (s, 3H, CHs3); 1,65 (m, 1H); 1,73 (m, 1H); 1,81 (dd, J=12,4,J = 4,4 Hz); 1,85-2,02 (m, 6H);
2,09 (m, 1H); 2,69 (dd, 1H, J=14,4,J = 11,0 Hz); 3,63 (m, 1H, H-2B); 3,93 (m, 1H, H-3B); 4,17
(dd, 1H,J=10,4,J = 8,3 Hz, H-8B). 3 CNMR &8 11,51; 12.92; 18,56; 22,34; 22,49; 22,75; 23,95;
25,02; 27,86; 27,91; 35,01; 35,50; 35,96; 36,42; 36,62; 38,30; 39,34; 39,60; 40,34; 43,10;
52,15; 54,27; 56,16; 68,00; 68,57; 79,58; 175,92. HRMS (API+) vypocitano pro Cz7H4704
(IM+H]*) 435,3474; nalezeno 435.3475.
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5.2.1.12 Ptiprava latky 12

Ke smési steroidu 2840/A (50 mg; 0,14 mmol) a N-methylmorfolin-N-oxidu
(55 mg; 0,47 mmol) byl pridan tetrahydrofuran (4 ml), aceton (4 ml), voda (1,5 ml) a oxid
osmicely v t - butanolu (0,1 ml). Reakéni smés byla michana 18 hodin pfi pokojové teploté.
Reakce byla ukoncena pridanim 7 ml nasyceného roztoku sifi¢itanu sodného a byla michana
po dobu 10 minut. Nasledné byla reakce precisténa extrakci mezi ethylacetatem a vodou.
Po odpareni organické faze byl produkt vycistén pomoci sloupcové chromatografie na
silikagelu. Jako mobilni faze byl pouzit 70-80% ethylacetdt v cyklohexanu. Bylo ziskano

16 mg (26 %) produktu v podobé bilého prasku.
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Obrazek 20: Schéma ptipravy latky 12.

3a,40.-Dihydroxy-7a-homo-5a-cholestan-7-on (12): *H NMR (CDCls) 6 0,66 (s, 3H, CHs); 0,81
(s, 3H, CH3); 0,86 (d, 3H, J = 6,7 Hz, CH3); 0,87 (d, 3H, J = 6,7 Hz, CH3); 0,89 (d, 3H, J = 6,5 Hz,
CHs); 1,77-1,85 (m, 3H); 2,02 (m, 1H); 2,29-2,39 (m, 2H); 2,49 (t, 1H, J = 11,5 Hz); 3,00 (bd,
1H,J=17,1Hz); 3,30 (m, 1H, H-4B); 3,95 (bs, 1H, H-3B). 13C NMR & 11,73; 14,27; 18,50; 22,53;
22,79; 23,03; 23,78; 25,85; 26,51; 27,58; 27,98; 32,39; 35,75; 35,92; 36,31; 39,44; 39,95;
40,57; 42,29; 42,69; 44,63; 47,73; 56,08; 56,39; 58,66; 68,59; 73,39; 215,08. HRMS (API+)
vypocitano pro CagHae0s ([M+H]*) 433,3682; nalezeno 433.3679.
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5.2.2 Testovani cytotoxické aktivity na nadorovych a nenadorovych bunkach

Cytotoxicka aktivita pripravenych oxysterol(l byla testovana na nadorové linii bunék Hela,
odvozené od karcinomu délozniho ¢ipku, a nenadorové linii epitelovych bunék sitnice oka
RPE-1.

Den pred aplikaci latek byla pripravena 96 jamkova mikrotitracni desticka, obsahujici
5000 bunék v jedné jamce. Sloupec 1 (fadky B—G) obsahoval 100 pl média 10% DMEM,
slouziciho jako blank pro zavérecné méreni. Jako kontrola bylo pouzito 100 ul bunék v 10%
médiu DMEM, nachazejiciho se ve sloupci 2 (fadky B—G). Do zbylych jamek (sloupec 12
artadaA, H) bylo pipetovano 130 pl sterilni vody, ktera plnila funkci ochrany pred vyschnutim
jamek s bunkami. Ve sloupcich 3—11 (fadky B—G) bylo pipetovano 80 pl bunék v 10% DMEM
médiu.

Ptipravené latky byly rozpustény v DMSO tak, aby jejich vyslednd koncentrace byla
7,5 mM. Nasledné byla v laminarnim boxu pfipravena koncentracni fada v 96-jamkové
mikrotitracni desti¢ce. Do jednotlivych jamek v fadku B bylo pipetovano 8 ul pfipravené latky
o koncentraci 7,5 mM a 232 pl sterilni vody. Do jamek (fadky C—G) bylo pipetovano 160 ul
sterilni vody. Koncentracni fada byla vytvorena tzv. trojkovou fadou, kdy po promichdani bylo
z fadku B preneseno 80 pl nafedéného roztoku do fadku C. Stejny postup byl opakovan, az
po radek G (Obrazek 21). Nasledné bylo preneseno 20 ul zifedénych latek do desticky
s burikami. Vysledna koncentrac¢ni rada latek v jamkach s bunikami byla 50-16,67-5,56—
1,85-0,62-0,21 uM. Na jednu mikrotitracni desticku mohly byt umistény nejvyse
3 testované latky v triplikatech (Obrazek 22). Desticky s burikami a latkami byly inkubovany
v inkubatoru po dobu 72 hodin pti 37 °Ca 5 % CO..

Po skonceni inkubacni doby bylo do sloupct 1-11 (fadky B-G) pipetovano 20 ul
barviva resazurinu o koncentraci 125 pg/ml, slouZiciho jako indikator Zivotaschopnosti
bunék. Desticky byly po aplikaci barviva inkubovany pfi 37 °C a 5 % CO; po dobu 3 hodin.
Po uplynuti doby inkubace byla zmérena fluorescence na fluorescen¢nim destickovém
readeru pfi hodnotach excitace/emise 544/590 nm. Ze ziskanych hodnot byla stanovena
hodnota ICso. Jedna se o inhibi¢ni koncentraci latek, kdy se Zivotaschopnost bunék snizi na

50 % v porovnani s kontrolou.
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Obrazek 21: Schéma rfedéni testovanych oxysteroll. Kazda latka méla sv(j vlastni sloupec.
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Do radku B bylo pipetovano 8 ul pfipravené latky o koncentraci 7,5 mM a 232 ul sterilni vody.
Do jamek radkl C—G bylo naneseno 160 pl sterilni vody. Po promichani bylo z radku
B pfeneseno 80 ul nafedéného roztoku do Fadku C. Postup se opakoval aZ po Fadek G. Radky

A a H (vyznaceny Sedé) byly prazdné.
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Obrazek 22: Schéma desti¢ky pro testovani pfipravenych oxysterol(l. Sedou barvou jsou
oznacCeny jamky, obsahujici pouze 10 % DMEM médium, které slouzi jako blank pfi
zavérecném meéreni. Zelenou barvou je znazornéna kontrola v podobé 100 pl bunék v 10%
médiu DMEM. Modrou barvou je znazornéno 130 pl sterilni vody, které plni ochranou funkci
pfi vyschnutim jamek. Na jedné desticce bylo mozno testovat pouze 3 latky v triplikatu.
Ve sloupci 3 jsou uvedeny vysledné koncentrace testovanych latek, které jsou u vSech latek

totozné.
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5.2.3 Priprava bunék SH-SY5Y pro testovani

Pred testovanim byly pfipraveny 96-jamkové mikrotitracni desticky s burikami obsahujici
7000 nebo 20 000 bunék SH-SY5Y v jedné jamce ve sloupcich 2-12 (fadky B—G), dle typu
testu. Buriky byly inkubovany v DMEM/F12 médiu s 10% obsahem fetédlniho bovinniho séra
(FBS) a 1% pFidavkem antibiotika penicilinu a streptomycinu. Rada A a H a sloupec
1 obsahovaly 100 pl média 1% DMEM, které plnilo funkci ochrany pred vyschnutim jamek
s burikami. Po 24 hodinové inkubaci pfi 37 °Ca 5 % CO; byly buriky diferencovany za pomoci
all-trans retinové kyseliny o koncentraci 10 uM v 1% FBS DMEM/F12. Proces diferenciace
SH-SY5Y do neuronalniho fenotypu vyzadoval 48 hodinovou inkubaci pfi 37 °C
a5 % CO..

5.2.4 Ptiprava koncentracni fady syntetizovanych latek

Pred kazdym testovanim byla vytvorena koncentraéni rfada syntetizovanych oxysterold.
Pfipravené latky byly rozpustény v DMSO tak, aby vysledna koncentrace v mikrozkumavce
byla 10 uM. Koncentracni fada byla nasledné pfipravena v 96-jamkové mikrotitracni desticce
v lamindrnim boxu. Do zkumavky typu eppendorf bylo pipetovano 499 ul média obsahujici
glutamat o koncentraci 160 mM a 0,5 pl syntetizované latky. Po promichani na vortexu bylo
360 pl zfedéné latky v mikrozkumavce preneseno do radku A mikrotitracni desticky. Do fady
mikrotitracni desticky B a C bylo pipetovano 315 ul média obsahujici glutamat o koncentraci
160 mM. Koncentracni fada byla vytvorena tak, Ze z radku A bylo preneseno 35 pl
naredéného roztoku do radku B. Stejny postup byl opakovan i s fadou B. Dalsi koncentracni
fady dalSich latek vznikaly obdobnym postupem v tadé D-F. Nasledné bylo pfeneseno
100 upl narfedénych roztok( latek do desticky s diferencovanymi burikami. Vysledna

koncentracni fada latek v jamkach s burikami byla 10-1-0,1 pM.

5.2.5 Testovani cytotoxicity na burikach SH-SY5Y

Cytotoxicita pripravenych oxysteroll byla zkoumana na burikach SH-SY5Y. Na tento test byly
pfipraveny 96-jamkové mikrotitracni desticky, obsahujici 7000 bunék vjamce. Prvnim
krokem bylo odsati média, v jednotlivych jamkach (fadky B—G) bez naruseni bunék, usedlych
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na dné jamky. Odsaty byly nejprve sloupce 1-5. K burikdm ve sloupcich 3-5 bylo nasledné
pipetovano 100 pl naredénych roztok( latek pripravenych postupem zaznamenanych
v podkapitole 5.2.4 s tim rozdilem, Ze latky byly rozpustény v 1% DMEM/F12 namisto média
obsahujiciho glutamat o koncentraci 160 mM. Po aplikaci latek v triplikatu byla odsata zbyla
cast desky a postup byl opakovan. Do sloupce 1 bylo pipetovano 100 pul DMEM/F12,
slouziciho jako blank. Jako kontrola byly pouZzity buriky ve sloupci 2 se 100 ul 1% DMEM/F12
s DMSO (0.1% v/v). Mikrotitrac¢ni desticka byla inkubovana po dobu 24 hodin pfi 37 °Ca5 %
CO,. Po uplynuti doby inkubace bylo k burikdm s latkami pridano 100 ul 0,75 uM roztoku
Calceinu vPBS a ponechano inkubovat po dobu 50 minut vinkubatoru piti 37 °C
a 5 % CO,. Pocet Zivotaschopnych bunék byl vyhodnocen na zakladé dat ziskanych

z mikrodestickového readeru pfi vinové délce excitace/emise 495/517 nm.

5.2.6 Test bunécné smrti

Cytotoxicka aktivita pfipravenych latek byla zkoumdna pomoci modelu glutamatem
indukované bunécné smrti na diferencovanych bunkach SH-SY5Y. Na tento test byly
pfipraveny 96-jamkové mikrotitracni desti¢ky, obsahujici 20 000 bunék v jedné jamce.
Prvnim krokem bylo odsati média, v jednotlivych jamkach (fadky B—G) bez naruseni bunék,
usedlych na dné jamky. Odsaty byly nejprve sloupce 1-5. Kburnkdam ve sloupcich
3-5 bylo ndsledné pipetovdno 100 pl nafedénych roztokd latek, pfipravenych postupem
zaznamenanym v podkapitole 5.2.4. Po aplikaci latek v triplikatu byla odsata zbyla ¢ast desky
a postup byl opakovan. Do sloupce 1 bylo pipetovano 100 pl 1% DMEM/F12, slouzZiciho jako
blank. Jako pozitivni kontrola byly pouzity burnky se 100 pul 1% DMEM/F12 s DMSO (0.1%
v/v). Naopak jako negativni kontrola byly pouZzity buriky se 100 pl média obsahujici glutamat
o koncentraci 160 mM. Kontroly byly umistény dle schématu (Obrazek 23). Mikrotitracni
desticka byla inkubovana po dobu 24 hodin pfi 37 °C a 5 % CO,. Po inkubaci bunék s latkami
v glutamatovém médiu bylo ptidano 100 pl roztoku obsahujici propidium jodid v PBS
o celkové koncentraci 1 pg/mL. Méreni fluorescence probéhlo po 15 minutové inkubaci ve
tmé za pokojové teploty na mikrodestickovém readeru pti hodnotdch excitace/emise

535/617 nm.
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Dalsi z testd pouzitym testem bunécéné smrti byl zaméreny na méreni enzymu laktat
dehydrogenazy (LDH) swvyuzitim komercniho testu Cytotoxicity Detection KIt (LDH).
Postupovdno bylo dle pokynd vyrobce. Na tento test byly pfipraveny
96-jamkové mikrotitracni desticky, obsahujici 20 000 bunék v jamce. Prvnim krokem bylo
odsati média, v jednotlivych jamkach (fadky B—G) bez naruseni bunék, usedlych na dné
jamky. Odsaty byly nejprve sloupce 1-5. Kburnkdam ve sloupcich 3-5 bylo nasledné
pipetovano 100 pl naredénych roztokl latek, pripravenych postupem zaznamenanych
v podkapitole 5.2.4. Po aplikaci latek v triplikatu byla odsata zbyla ¢ast desky a postup byl
opakovan. Do sloupce 1 bylo pipetovano 100 pl 1% média DMEM/F12, slouZiciho jako blank.
Jako zdrava kontrola byly pouZity buriky se 100 pl 1% média DMEM/F12 s DMSO (0.1% v/v).
Naopak jako pozitivni kontrola byly pouzity buriky se 100 ul glutamatového média. Kontroly
byly umistény dle schématu (Obrazek 23). Po 24 hodinové inkubaci bunék s pfipravenymi
latkami popsanym postupem v podkapitole 5.2.5 pfi 37 °C a 5 % CO: bylo z kultivaéniho
média odpipetovano 50 pl média a preneseno do nové 96 jamkové mikrotitracni desticky. K
odpipetovanému médiu bylo pridano 50 pl roztoku LDH realease loading roztok a bylo
inkubovano 30 minut ve tmé za pokojové teploty. Po inkubaci bylo nasledné pfidano 50 pl
roztoku LDH STOP solution a nasledné bylo méreno mnozZstvi uvolnéného LDH do média

jakozto absorbance pfi vinové délce 490 nm.

5.2.7 Méreni oxidativniho stresu pomoci dihydroethidia

Mérena byla produkce reaktivnich kyslikovych radikald (ROS), které jsou znamkou
oxidativniho stresu. Produkce ROS byla detekovdna pomoci dihydroethidia (DHE), které
slouzilo jako fluorescencni znacka pro stanoveni mnoZstvi superoxidovych radikalG. Byly
pfipraveny 96-jamkové mikrotitracni desticky, obsahujici 20 000 bunék v jamce. Prvnim
krokem bylo odsati média, v jednotlivych jamkach (fadky B-G) bez naruseni bunék, usedlych
na dné jamky. Odsaty byly nejprve sloupce 1-5. K burikdm ve sloupcich 3-5 bylo nasledné
pipetovano 100 pl naredénych roztokl latek, pripravenych postupem zaznamenanych
v podkapitole 5.2.4. Po aplikaci latek v triplikatu byla odsata zbyla ¢ast desky a postup byl
opakovan. Do sloupce 1 bylo pipetovano 100 ul 1% DMEM/F12, slouZiciho jako blank. Jako
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zdrava kontrola byly pouZity buriky se 100 pl 1% DMEM/F12 s DMSO (0.1% v/v). Naopak jako
pozitivni kontrola byly pouzity buriky se 100 pl média obsahujiciho glutamat o koncentraci
160 mM. Kontroly byly umistény dle schématu (Obrazek 23).
Po 4 hodinové inkubaci bunék sezfedénymi latkami, pripravenych postupem
v podkapitole 5.2.4, pfi 37 °C a 5 % CO; byla 96 jamkova mikrotitra¢ni deska centrifugovana
po dobu 5 minut a 30 sekund pti 500 g. Kultivaéni médium v mikrotitracni desti¢ce bylo
nahrazeno 100 pl roztoku DHE v PBS o celkové koncentraci 10 uM. Po nasledné inkubaci po
dobu 30 minut ve tmé za pokojové teploty byla zmérena fluorescence DHE pfi vinovych

délkach excitace/emise 500/580 nm na mikrodestickovém readeru.

5.2.8 Méreni aktivity kaspazy 3, 7

Na tento test byly pfipraveny 96-jamkové mikrotitracni desticky, obsahujici 20 000 bunék
v jamce. Prvnim krokem bylo opatrné odsati média, v jednotlivych jamkach (fadky B—G) bez
naruseni bunék usedlych na dné jamky. Odsaty byly nejprve sloupce 1-5. K burikdm ve
sloupcich 3-5 bylo nasledné pipetovano 100 pl naredénych roztokd latek pripravenych
postupem zaznamenanych v podkapitole 5.2.4. Po aplikaci latek v triplikatu byla odsata
zbyla ¢ast desky a postup byl opakovan. Do sloupce 1 bylo pipetovano 100 ul 1% DMEM/F12,
slouziciho jako blank. Jako zdrava kontrola byly pouzity buriky se 100 pl 1% DMEM/F12
s DMSO (0.1% v/v). Naopak jako pozitivni kontrola byly pouzity buriky se 100 ul
glutamatového média. V rdmci otravy byla pouZita i specidlni pozitivni kontrola, inhibitor
kaspdz 3, 7 — tetrapeptid Ac-DEVD-CHO v koncentraci 0,5 uM. Kontroly byly umistény dle
schématu (Obrazek 23). Aktivita kaspdzy 3 a 7 jako signaliza¢nich molekul apoptdzy byla
detekovana po 1 hodinové inkubaci bunék s pfipravenymi latkami v glutamatovém médiu
postupem zaznamenanym v podkapitole 5.2.4. K burikdam bylo pfidano 50 pl reakéni smési,
obsahuji  3543,5 ul kaspazového pufru, 114 ul DTT, 114 puyl PMSP
a 28,5 pl substratu Ac-DEVD-AFC. Nasledné po 2 hodinové inkubaci pfi 37 °Ca 5 % CO: byla
mérena fluorescence na mikrodestickovém readeru pfi hodnotdch excitace /emise

400/505 nm.
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5.2.9 Méfeni mitochondrialniho membranového potencialu

Dile byl proveden test mitochondridiniho membranového potenciondlu pomoci
komercniho kitu mitochondrialniho membranového potencionalu od firmy Sigma Aldrich.
Postupovano bylo dle pokynd vyrobce. Na tento test byly pripraveny 96-jamkové
mikrotitracni desticky, obsahujici 20 000 bunék v jamce. Prvnim krokem bylo opatrné odsati
média, v jednotlivych jamkach (fadky B-G) bez naruseni bunék usedlych na dné jamky.
Odsaty byly nejprve sloupce 1-5. K bunkam ve sloupcich 3-5 bylo nasledné pipetovano
50 pl naredénych roztok latek pripravenych postupem zaznamenanych v podkapitole 5.2.4.
Po aplikaci latek v triplikatu byla odsata zbyla ¢ast desky a postup byl opakovan. Do sloupce
1 bylo pipetovano 50 pl 1% DMEM/F12 slouZiciho jako blank. Jako zdrava kontrola byly
pouzity buriky se 50 pl 1% DMEM/F12 s DMSO (0,1 % v/v). Naopak jako pozitivni kontrola
byly pouzity buriky s 50 ul glutamatového média. Kontroly byly umistény dle schématu
(Obrazek 23). Takto pfipravena desticka byla inkubovana po dobu 1 hodiny pfi37 °Ca5 %
COs. Poté bylo k bunkam s latkami pfidano 25 ul roztoku, obsahujici 2 ml reakéniho pufru A
a 20 pl barvicky JC-10. Nasledovala 30 minutova inkubace pfi 37 °C a 5 % CO». Po inkubaci
bylo pridano 25 ul kontrastniho pufru B a ihned poté probéhlo méreni na mikrodestickovém

readeru pfi vinovych délkach excitace/emise 490/525nm a 540/590 nm.
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Obrazek 23: Schéma destic¢ky s burikami SH-SY5Y pro testovani pfipravenych oxysterol(.
Sedou barvou jsou oznaéeny jamky, obsahujici pouze médium DMEM bez bunék. Modrou
barvou je znazornéno médium, které slouzi jako blank pfi zavérecném méreni. ZB = zdravé
bunky: 10% DMEM/F12 s burikami; T = toxin: 10% DMEM/F12 s glutamatem a burikami. Na
jedné  desticce bylo moino  testovat pouze 5 latek. Ve  sloupci

3 jsou uvedeny vysledné koncentrace testovanych latek, které jsou u vSech latek totozné.
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 Syntéza latek

Jednostupriovou syntézou bylo pfipraveno 12 latek. Vychozi slouc¢eninou pro latky 1, 2, 4,5
a 6 byl steroid MK 238 s ketoskupinou na pozici C6 (Obrazek 24). Latku 1 pfipravila i skupina
Richmonda a kol. (2014) podobnym zplsobem, jako byl pouzit v diplomové praci. Pro latky
7, 8,9, 10, 11 byla vychozi latka MK 238.7 s ketoskupinou umisténou na pozici C7 (Obrazek
25). Pro syntézu hydroxymethylenketon( 3 a 18 nebo 19, tj. latek nutnych pro naslednou
syntézu heterocyklickych derivat(, se jako stéZejni ukazala pritomnost ketonu v pozici C7
(CH7). Vtomto pfipadé se podafrilo pripravit hydroxymethylenketon 3 v dostatecném
vytézku (Obrazek 27). Vpripadé 6-keto derivati (MK-608 a A) kzavedeni
hydroxymethylenové skupiny na pozici C7 nedoslo (Obrazek 26). Rozdil v reaktivité je mozné
vysvétlit sterickymi vlivy. Toto potvrzuje ve své syntéze pyrazolovych derivat( i Pelc (1971).
Hydroxymethylenketon 3 byl klicovy pfi pripravé steroid(i s navdazanym heterocyklem na
B kruhu (latky 13, 14, 15,16, a 17). Pro latku 12 byla vychozi slou¢eninou nenasyceny keton
2840/A s osmiclennym B kruhem (Obrazek 28).

Dvoustupriovou syntézou, pres hydroxymethylenketon 3, bylo pfipraveno
5 oxysterolll s heterocykly na B kruhu (Obrazek 29). Heterocyklické oxysteroly byly

pfipraveny RNDr. Miroslavem Kvasnicou, Ph.D.
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Obrazek 24: Jednostupriova syntéza latek 1, 2, 4, 5 a 6 vychdzejici z MK 238.
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Obrazek 25: Jednostupriova syntéza latek 7, 8, 9, 10 a 11 vychazejici z MK 238.7.
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Obrazek 26: Nezdatilé pokusy o syntézu latku 18 a 19 s ketoskupinou na pozici C6.
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Obrazek 28: Jednostupriova syntéza latky 12 s osmiclennym B kruhem.
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Obrazek 29: Dvoustupriova syntéza heterocyklickych oxysterolt na B kruhu.

6.2 Testovani cytotoxické aktivity na nadorovych a nenadorovych burikach

Cytotoxicka aktivita 17 syntetizovanych latek byla testovana na nadorové linii Hela
a nenadorové linii RPE-1. Z dlivodu Spatné rozpustnosti byla u latek 3 a 15 sniZzena
koncentrace ze 7,5 mM na 5 mM. Pouze heterocyklické latky 13, 14 a 17 byly netoxické pro
obé linie v testované koncentraci. (Tabulka 1). Nejzajimavé;jsi vysledky vykazoval pfipraveny
oxysterol s navdzanym hydrazinem 8, ktery byl toxicky pro nadorovou linii a pro linii RPE-1
byla tato latka netoxickd. Na nadorové buriky byla nejvice toxicka latka 16 s hodnotou
ICs0 6,4 £ 3,2 uM. Cytotoxické byly také latky 1, 5 a 11 s hodnotou ICsp 12,0; 9,5 a 9,9 uM.
Latka 5 byla rovnéz vysoce toxicka i pro linii RPE-1 s hodnotou ICso 8,3 uM. Ostatni latky
vykazovaly stfedni toxicitu pro linii HeLa v rozmezi 18,3 — 34,6 uM. U linii RPE-1 se toxicita
pohybovala vrozmezi 16,1 — 39,8 uM. Vysledky ukazaly, Ze pfipravené heterocyklické
oxysteroly nejsou pro testované linie toxické s vyjimkou latky 16, ktera byla toxicka pro linii
Hela (ICso = 6,4 uM) a stfedné toxicka linii RPE-1 (ICso = 16,1 uM).

Rarova a kol. (2016) ve své studii zkoumali cytotoxicky efekt cholestanovy derivati

véetné vychozich latek pro syntézu modifikovanych oxysterolli MK238, MK238.7 a CH7 na
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nékolika nadorovych linii. Hodnota ICso u nddorové linie MCF7 u latky MK 238 vykazovala
hodnotu 43.1 +9.8 uM. Syntetizované oxysteroly (1, 2, 4, 5 a 6), odvozené od MK 238,
vykazovaly vy3si cytotoxicitu neZ jejich vychozi latka. Latky 1 a 5 byly ve srovnani s vychozi
latkou vice toxické. Opacny efekt byl zaznamenan ve srovnani steroidu CH7 a latky 3, kdy
vychozi latka byla pro linii MCF7 toxickd (ICsp = 8.9 + 1.6 uM) a latka 3 vykazovala na linii
Hela pouze stfedni toxicitu (ICso = 34,5+2,5 uM). U steroidu MK238.7 byla hodnota
ICs0 = 18,2 + 1.5 pM. Velmi podobné hodnoty byly naméreny u latek 9 a 10, které vychazely
ze steroidu MK238.7. Ostatni pfipravené oxysteroly (latky 7 a 8) vykazovaly nizsi toxicitu nez
vychozi steroid. Avsak latka 11 byla ve srovndni s vychozi latkou vice toxicka. Jeji hodnota
ICso byla 9,9 +2,7 uM. Rozdil cytotoxicity mizZe byt v pouziti odliSnych nadorovych linii.
V diplomové praci byla pouZita nadorova lini Hela, kdeZto ve studii Rarové a kol. (2016) byla
pouzita linie nadorova MCF7.

K podobnym cytotoxickym vysledkim pro latku 1 jako v diplomové praci
(ICs5012,0 £ 3,5 uM) dospéla i studie Richmonda a kol. (2014), ktefi cytotoxicky efekt zkoumali

na nadorovych burikach prostaty PC-3, kde stanovili hodnotu ICso na 10,8 £ 2,6 uM.
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Tabulka 1: Hodnoty ICsp (UM) testovanych latek na nadorové (Hela) a nenadorové buriky

(RPE-1) po 72 hodinové inkubaci.

Latka Bunécna linie (ICso; uM)
Hela RPE-1
1 12,0+£3,5 35,6+1,7
2 30,7+3,3 39,8+2,9
3 34,5%2,5 35,5+1,9
4 26,4+1,9 345+1,2
5 95+2,8 83+27
6 31,9+4,4 37,0+1,8
7 32,1+3,8 34,6+0,7
8 34,6 £0,6 >50
9 18,7+1,3 23,6 +3,8
10 18,3+6,0 17,7+14
11 99+27 38,1+1,2
12 18,0+7,2 24,2+44
13 >50 >50
14 >50 >50
15 29,3+33 36,6+1,9
16 6,4+3,2 16,1+7,4
17 >50 >50

6.3 Testovani cytotoxicity na burikach SH-SY5Y

Cytotoxickd aktivita byla zkoumana také na neurondlnich burikach SH-SY5Y. Buriky byly
vizualizovany pomoci barviva Calcein AM, které se v Zivych bunkach preménuje na zelené
fluorescencni barvivo calcein. Nejvétsi cytotoxicky efekt byl zjistén u latek 2 a 10
s koncentraci 10 uM, kdy viabilita byla 27 %. Toxicita byla zméfena rovnéz u latky 7, kdy pfi
koncentraci 10 uM doslo k poklesu viability na 50 %. Snizena viabilita u koncentrace 10 uM

byla také zaznamenana u latky 9, kde byla 63 %. U zbylych latek byla viabilita témér 100 %.
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Ptripravené heterocyklické oxysteroly nebyly pro neuronalni buriky SH-SY5Y toxické
v 74dné testované koncentraci. Zivotaschopnost bunék byla témé&F 100 % u viech

heterocyklt. (Graf 2).
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Graf 1: Cytotoxicka aktivita syntetizovanych derivatl oxysterolu na burnkach SH-SY5Y po
24 hodinové inkubaci. Latky byly testovany v koncentraci 0,1-1-10 uM. Sloupcovy graf
znazornuje prdmérné hodnoty s * standardni chybou priiméru (SEM) ze dvou nezavislych
experimentd provedenych v triplikatu. Namérené hodnoty jsou vztaZzeny k pozitivni kontrole

(Ctr), médium DMEN (100 %).
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Graf 2: Cytotoxicka aktivita heterocyklickych oxysterol(i na burikach SH-SY5Y po 24 hodinové
inkubaci. Latky byly testovany v koncentraci 0,1-1-10 uM. Sloupcovy graf zndazornuje
pramérné hodnoty s + standardni chybou prdméru (SEM) ze dvou nezavislych experimentu
provedenych v triplikdtu. Namérené hodnoty jsou vztazeny k pozitivni kontrole (Ctr),

médium DMEN (100 %).
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6.4 Test bunécné smrti

Déle byl proveden test bunécné smrti s vyuZitim glutamatového modelu a vizualizace
pomoci barviva Pl. Glutamat o koncentraci 160 mM byl povazovan za vyvolani 100% bunécné
smrti. V tomto testu byl studovan vliv syntetizovanych latek v koncentraci 0,1-1-10 uM na
snizeni bunécné smrti indukované glutamatem. Na zakladé cytotoxické aktivity byly u latky
2, 7, 9 a 10 vyrazeny toxické koncentrace 10 uM. Nejvyraznéjsi efekt byl zaznamendm
u dvou latek (3 a 5), ktery se podobal aktivité neuroprotektivni latky MK 238,
u niz bylo zaznamenano snizeni na 85 % pti koncentraci 0,1 uM, na 77 % pfi koncentraci
1 uM ana 58 % v koncentraci 10 uM. (Graf 3). Neuroprotektivni aktivitu latky MK 238 ve své
bakalarské praci potvrdila Bc. Veronika Gorova (Gorova, 2019). U latky 3 bylo zaznamenano
snizeni na 74 % pfi koncentraci 0,1 uM, na 55 % pfi koncentraci 1 uM a na 43 % v koncentraci
10 pM. U latky 5 bylo zaznamendno snizeni na 79 % pfi koncentraci 1 pM a na 72 %
v koncentraci 10 uM. Heterocyklické oxysteroly nevykazovaly Zadnou vyznamnou protekéni
aktivitu s vyjimkou latky 13 (Graf 4). U latky 13 bylo zaznamenano snizeni na 65 % pfi
koncentraci 10 pM.

Na zakladé vysledkd byly uvedené 2 latky podrobeny detailnéjsim testliim jejich
biologické aktivity. Neuroprotekéni aktivita latek 3 a 5 byla potvrzena pomoci kitu detekci
cytotoxicity, vyuZivajici k detekci enzym laktat dehydrogendazu, ktery se uvoliuje pfi
poskozeni bunék do média (Graf 5). U¢inek syntetizovanych latek byl porovnam s cholestan-
3B,5a,6B-triolem (triol), kterého byla zaznamenana neuroprotekcni aktivita. Bylo zjisténo,
Ze triol vykazuje in vitro i in vivo neuroprotekéni Uc¢inky na modelu glutamdatem indukované

bunécéné smrti prostrednictvim negativni modulace NMDA receptorti (Hu a kol., 2014).

61



50+

25+

bunééna smrt (%)
-
~ [=]
o o o
L L L
4
A A Y
t““““‘““““““““““““

,1uM
1uM
0,1 uM =

R R R R

Ctr
Glu 160mM
0,1 uM
1uM
10 uM
1 uM =
10 uM -
0,1 uM <
1 uM =
10 uM =
0,1 uM
1 uM ¢
10 uM
0,1 uM
1uM
0,1 uM S
1uM
u
10 uM =
0,1 uM
1uM
10 uM
0,1 uM
1uM
10 uM

.\,|o
m|
0,
o
_ 0’
3|

-
©w
I
o
o

1 12 MK 238

24 h

Graf 3: Neurotoxicka aktivita syntetizovanych oxysterol(i na buriky SH-SY5Y po 24 hodinové
inkubaci. Latky byly testovany v koncentraci 0,1-1-10 uM. Sloupcovy graf zndazornuje
pramérné hodnoty s * standardni chybou priméru (SEM) ze tfi nezavislych experiment(
provedenych v triplikdtu. Namérené hodnoty signalu jsou vztazené ke glutamatu (Glu 160)

o koncentraci 160 mM (100 %).
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Graf 4: Neurotoxicka aktivita heterocyklickych oxysterold na buriky SH-SY5Y po 24 hodinové
inkubaci. Latky byly testovany v koncentraci 0,1-1-10 uM. Sloupcovy graf zndazornuje
pramérné hodnoty s * standardni chybou pridméru (SEM) ze tfi nezavislych experimentd
provedenych v triplikdtu. Namérené hodnoty signalu jsou vztazené ke glutamatu (Glu 160)

o koncentraci 160 mM (100 %).
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Graf 5: Méreni uvolnéného enzymu laktat dehydrogenaza (LDH) do média pfi poskozeni
bunéK SH-SY5Y po 24 hodinové inkubaci. Latky byly testovany v koncentraci 0,1-1-10 uM.
Sloupcovy graf zndzornuje primérné hodnoty s * standardni chybou prameéru (SEM) ze Ctyf
nezdvislych experimentl provedenych v triplikdtu. Namérené hodnoty signalu jsou vztazené
ke glutamatu (Glu 160) o koncentraci 160 mM (100 %). Analyza byla provedena pomoci
Kruskal-Wallis, Mann-Whitney post hoc test (Bonferonniho sekvencni korekce p-hodnot).
# znadi statistickou vyznamnost mezi kontrolou (Ctr) a glutamatem o koncentraci 160 mM
(Glu 160 mM). * statisticky vyznamny rozdil pro latku v urcité koncentraci v porovnani

s glutamatem o koncentraci 160 mM (Glu 160).

6.5 Meéreni oxidativniho stresu

Oxidativni stres je vyznamna pficina patologie Parkinsonovy choroby, ktera vede ke ztraté
dopaminergnich neuronll. Je znamo, Ze glutamat indukuje cytotoxicitu v bunécéné linii
SH-SY5Y skrze oxidativni stres prostrednictvim cystein/glutamatového antiporteru, coZ vede
k bunééné smrti (Kritis, 2015). Proto byla zkoumana schopnost vybranych latek 3 a 5 snizit
tvorbu ROS indukovanou glutamatem. Vysledky ukazaly, Zze zkoumané latky v koncentraci 10
UM snizuji oxidativni stres vyvolany glutamatem, ktery byl povazovan za 100 % (Graf 6).

U latky 5 byl pfi koncentraci 10 uM zaznamenam nejvétsi efekt, a to snizeni na 60 %. U latky
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3 bylo snizeni oxidativniho stresu vyvolanym glutamatem na 75 %. Latka 5 snizovala
oxidativni stres |épe nez neuroprotektivni latky MK 238 (69 %) a triol (67 %). Zda se, Ze latky

3 a 5 chrani buriky skrze sniZeni oxidativniho stresu vyvolanym glutamatem.
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Graf 6: Tvorba superoxidovych radikald v burikach SH-SY5Y po 4 hodinové inkubaci. Latky
byly testovany v koncentraci 0,1-1-10 uM. Sloupcovy graf znazorfiuje primérné hodnoty
s + standardni chybou priméru (SEM) z péti nezdvislych experimentl provedenych
v triplikatu. Namérené hodnoty signdlu jsou vztazené ke glutamatu (Glu 160) o koncentraci
160 mM (100 %). Analyza rozptylu (ANOVA), Tukey post hoc test. # znaci statistickou
vyznamnost mezi kontrolou (Ctr) a glutamatem o koncentraci 160 mM (Glu 160 mM).
* statisticky vyznamny rozdil pro latku v urcité koncentraci v porovnani s glutamatem

o koncentraci 160 mM (Glu 160).

6.6 Méreni aktivity kaspazy 3,7

Studie poslednich let naznacuji, Ze ochranny ucinek latek by mohl pUsobit skrze snizeni
aktivity kaspaz 3,7, které se ucastni apoptického procesu (Gonzalez, 2021; Zhu, 2016).
V pfipadé méreni aktivity kaspaz nebyl zaznamendn pfilis vyznamny efekt v porovnani

s inhibitorem kaspdzy 3,7 Ac-DEVD-CHO o koncentraci 0,5 uM, ktery snizil aktivitu kaspdz na
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26 %. U vSech latek bylo zjisténo sniZeni se stfednim aZz nizkym efektem pfi koncentraci

10 uM (Graf 7).
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Graf 7: Méfeni aktivity kaspdzy 3,7 na burikach SH-SY5Y po 3 hodinové inkubaci. Latky byly
testovany v koncentraci 0,1-1-10 puM. Sloupcovy graf zndzoriuje prdmérné hodnoty
s + standardni chybou priméru (SEM) z péti nezdvislych experimentl provedenych
v triplikatu. Namérené hodnoty signdlu jsou vztazené ke glutamatu (Glu 160) o koncentraci
160 mM (100 %). Analyza byla provedena pomoci Kruskal-Wallis, Mann-Whitney post hoc
testu (Bonferonniho sekvencni korekce p-hodnot). # znadi statistickou vyznamnost mezi
kontrolou (Ctr) a glutamatem o koncentraci 160 mM (Glu 160 mM). * statisticky vyznamny
rozdil pro latku v urcité koncentraci v porovnani s glutamatem o koncentraci 160 mM (Glu

160).

6.7 Méreni mitochondridlniho membranového potencialu

Méreni mitochondridlniho membrdnového potencidlu ukazalo, Ze testované latky jsou
celkové schopny obnovit membranovy potencidl mitochondrii po expozici toxickym

glutamatem (Graf 8). Nejlepsi schopnost ma latka 3 pfi koncentraci 10 uM (80 %).
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Graf 8: Stanoveni mitochondridlniho membranového potencidlu na burikdch SH-SY5Y po
1 hodinové inkubaci. Latky byly testovany v koncentraci 0,1-1-10 uM. Sloupcovy graf
znazornuje pramérné hodnoty s + standardni chybou prdméru (SEM) ze tfi nezavislych
experimentl provedenych v triplikatu. Namérené hodnoty jsou vztazeny ke kontrole (Ctr),
médium DMEN (100 %). Analyza byla provedena pomoci Kruskal-Wallis, Mann-Whitney post
hoc testu (Bonferonniho sekvencni korekce p-hodnot). # znaci statistickou vyznamnost mezi
kontrolou (Ctr) a glutamatem o koncentraci 160 mM (Glu 160 mM). * statisticky vyznamny
rozdil pro latku v urcité koncentraci v porovnani s glutamatem o koncentraci 160 mM (Glu

160).
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7 ZAVER

V ramci diplomové prace se podafilo jednostupriovou syntézou pfipravit 12 oxysterol(
s modifikovanym B kruhem. Vychozimi slou¢eninami byly steroidy MK 238, MK238.7, CH7
a 2840/A pochdazejici z knihovny LRR. Pro biologické testovani byly pouZity navic
i heterocyklické derivaty z knihovny steroidd LRR. VSechny oxysteroly s navdzanym
heterocyklem na B kruhu byly pfipraveny dvoustupriovou syntézou pres syntetizovanou
latku 3.

U heterocyklickych oxysterolli nebyla zaznamenana zadna vyznamna biologicka
aktivita az na vyjimky, kdy latka 13 vykazovala v koncentraci 10 uM neuroprotektivni aktivitu
na buriky SH-SY5Y a latka 16 s navazanym pyrazolem na B kruhu vykazovala cytotoxicky efekt
na nadorovou i normalni bunéénou linii. Cytotoxicky efekt na nadorovou linii HelLa rovnéz
vykazovaly dvé pripravené latky (3 a 5). Zbylé testované latky pUlsobily stfednim
cytotoxickym efektem na obé zkoumané linie.

U oxysteroll bylo zkoumano také to, zda jsou schopny snizit bunécnou smrt
neuronalnich bunék SH-SY5Y vyvolanou glutamatem. Vysledky ukazaly, ze dvé latky (3 a 5)
vyznamné chrani bunky pred glutamatem snizenim jeho toxicity. Detailnéjsi testy zjistily, Ze
latka 3 a 5 chrani buriky tim, Ze sniZuji oxidativni stres. Pfekvapivé jsou vSechny vybrané latky

schopny obnovit mitochondrialni membranovy potencidl.
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