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SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 

ACAT acyl-CoAxholesterolacyltransferáza 

ACH Alzheimerova choroba 

APOE apolipoprotein E 

DHE dihydroethidium 

DMEM Dulbeccoho modifikované Eagleho médium 

DMSO dimethylsulfoxid 

DTT dithiothreitol 

ER estrogenový receptor 

HMG-CoA 3-hydroxy-3-methylglutaryl koenzym A 

HRMS hmotnostní spektrometrie s vysokým rozlišením 

LDH laktát dehydrogenáza 

L-dopa L-dihydroxyphenylalanin 

LRRK2 leucin repetitivní kináza 2 

LXR jaterníX receptor 

MPP+ l-methyl-4-fenylpyridinin 

MPTP l-methyl-4-fenyl-l,2,3,6-tetrahydropyrin 

NMDA N-methyl-D-asparátový receptor 

NMR nukleární magnetická rezonance 

OSBP oxysterol vázající protein (oxysterol-binding protein) 

ORPs proteiny související s OSBP (OSBP-related proteins) 

PCH Parkinsonova choroba 

Pl propidium jodid 

PMSP fenylmethylsulfonyl fluorid 

ROS reaktivní formy kyslíku 

SCAP protein aktivující štěpení SREBP (SREBP cleavage activating protei 

SERM selektivní regulátory estrogenového receptoru 

SREBP sterolový regulační element 



1 ÚVOD 

Oxysteroly vznikají při katabol ismu cholesterolu v buňkách. Tyto ox idované der iváty 

obsahují ve své struktuře další hydroxy lové , keto, epox idové či karboxylové skupiny 

navázané na 27 uhlíkatý cholestanový skelet. Modi f ikace mohou nastat vl ivem enzymatické 

oxidace za účasti enzymů z rodiny cytochromu P450 na postranním řetězci . Neezymatickou 

oxidací reaktivními kyslíkovými radikály dochází k modif ikaci nejčastěji na B kruhu 

cholestanové struktury. V organismus se oxysteroly zapojují do celé řady procesů. Jejich 

klíčová role je v kontrole homeostázy cholesterolu, kde pomáhají regulovat jeho hladiny 

a podílí se i na t ransportu. V ý z n a m n o u úlohu mají při zánětl ivé reakci, která je jednou ze 

závažných příčin a komplikací u chronických onemocnění . Oxysteroly mohou zesilovat 

celkový zánět t ím, že indikují syntézu zánětl ivých cytokinů a chemokinů. Jejich zvýšené 

hladiny vedou ke zvýšené t vo rbě reaktivních kyslíkových radikálů, čímž je narušena redoxní 

rovnováha a organismus je vystaven zvýšenému ox idat ivn ímu stresu. V současné době je 

zkoumáno jejich zapojení do průběhu celé řady onemocněn í včetně neurodegenerat ivn ích 

onemocnění , jej ichž přesná příčina není doposud známa. 

Cíle práce: 

1. Syntéza der ivátů oxystero lů s modifikací na B kruhu. 

2. Biologická aktivita syntet izovaných látek. 

• Cytotoxicita na nádorových a normálních buňkách 

• Neuroprotekt ivn í účinek na buňkách SH-SY5Y 
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2 OXYSTEROLY 

Oxysteroly jsou ox idované der iváty cholesterolu, disponující rozmanitými biologickými 

aktiv i tami. Běžné modif ikace těchto 27 uhlíkatých cholestanových der ivátů obsahují ve své 

struktuře další hydroxy lové , keto, epox idové či karboxylové skupiny (Olkkonen, 2012). 

Primární oxysteroly jsou klasifikovány na základě umístění modif ikace, která může být buď 

na postranním řetězci nebo na některém z kruhů cholestanového skeletu. Oxysteroly, které 

obsahují více než jednu modif ikaci , jsou označovány jako sekundární . Sekundární modif ikace 

zahrnují zavedení další keto, hydroxy, epoxy nebo hydroperoxy skupiny ke struktuře 

oxysterolu. (Luu, 2016) 

Podstatný milník v oblasti výzkumu oxysterolu nastal v roce 1973, kdy Kandutsch 

a Chen zjistili, že některé oxysteroly se mohou podílet na inhibici syntézy cholesterolu. Různé 

modely buněčných kultur ukázaly, že cholesterol není schopen inhibovat svou vlastní 

b iosyntézu. Překvapivě byla biosyntéza cholesterolu inhibována vzorkem obsahujícím 

cholesterol s jeho ox idovanými fo rmami . Tuto schopnost přisuzovali právě oxystero lům 

- 7a-hydroxycholestero lu , 7|3-hydroxycholesterolu a 7-ketocholesterolu (Kandutsch, 1973). 

V roce 1978 byla Kandutschem a jeho kolegy na základě předchozích výsledků 

formulována oxystero lová hypotéza o cholesterolu (Kandutsch a kol . , 1978). M n o h a dalšími 

vědci byla teorie celá léta zpochybňována . Dnes je již všeobecně uznáváno, že samotný 

cholesterol hraje ústřední roli ve zprostředkování své vlastní zpětné inhibiční vazby. 

Oxysteroly regulují homeostázu cholesterolu pomocí transkripčních i postranskripčních 

mechanismů (Luu, 2016). 

V posledních letech jsou oxysteroly zkoumány v souvislosti s neurodegenerat ivn ími 

onemocněn ími , aterosklerózou či regulací metabol ismu cholesterolu. 
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2.1 Vznik oxysterolů 

Oxysteroly byly identi f ikovány jako oxidační produkty cholesterolu. Oxiduj í se hlavně 

zavedením keto nebo hydroxy lové skupiny na B-kruh cho lestero lového skeletu, převážně 

v pozici 7 (Gill, 2008). Oxysteroly se dělí do dvou skupin. Jednu skupinu tvoř í ty ox idované 

na s tero lovém B kruhu, hlavně ve výše zmíněné poloze 7. Řadí se zde 7-ketocholesterol nebo 

7oc-hydroxycholesterol a 7|3-hydroxycholesterol. Druhou skupinu reprezentuj í oxysteroly 

vzniklé oxidací na postranním řetězci . Příkladem takového oxystero lů je 

24(S)-hydroxycholesterol nebo 25-hydroxycholesterol . Obecně se dá říct, že první skupina 

vzniká neenzymatickou oxidací narozdíl od druhé , která má převážně enzymatický p ů v o d . 

Ovšem i zde existují výj imky. Příkladem je již výše zmíněný 7oc-hydroxycholesterol 

a 25-hydroxycholesterol , jej ichž původ může být jak enzymatický, tak neenzymatický 

(Brown, 2009). 

7-ketocholestero! 

Obrázek 1: Vznik vybraných oxys tero lů . M o d ř e je znázorněn vznik enzymatickou oxidací, 

červeně neenzymatickou oxidací a fialová barva značí obě možné cesty vzniku. Převzato 

a upraveno dle Kloudová, 2017. 
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2.1.1 Enzymatická oxidace 

Postranní řetězec cholesterolu podléhá převážně enzymatické oxidaci. Oxidaci způsobuj í 

enzymy endoplazmat ického retikula nebo mitochondriální cholestero lhydroxy lázy , které 

řadíme do rodiny cytochromu P450 (Samadi, 2021). Většina takto vzniklých oxystero lů nemá 

dlouhou ž ivotnost , jelikož jsou dále ox idovány na ž lučové kyseliny, které jsou následně 

vy loučeny z těla. Při p řeměně cholesterolu na oxysteroly dochází ke změně na polárnější 

molekuly, což j im umožňuje prostup skrze lipofilní membrány (B jórkhem, 2007). 

Mez i enzymaticky vzniklé oxysteroly patří již zmiňovaný 24(S)-hydroxycholesterol. 

Jedná se o jeden z hlavních oxystero lů v lidském organismu nacházející se v množství 

50 -100 ng/ml (B jórkhem, 2007). Syntetizuje se v centrální nervové soustavě z cholesterolu 

za účasti 24-hydroxylasy (CYP46A1). Jeho klíčová role je v regulaci homeostázy a efluxu 

cholesterolu v mozku (Samadi, 2021). Mikrosomální 24-hydroxylasa je př í tomna převážně 

v neuronech. Neuronální buňky syntetizuj í cholesterol velmi pomalu v porovnání s gl iovými 

buňkami. Proto může docházet k toku cholesterolu z g l iových buněk do krevního oběhu ve 

fo rmě apol ipoproteinu E. Na regulaci tohoto toku se v určité míře podílí přenašeč 

cholesterolu ABC1 , který je pod kontrolou jaderného receptoru LXR. Právě 

24(S)-hydroxycholestrol je akt ivátorem zmíněného receptoru a t ím zvyšuje transport 

cholesterolu k n e r v o v ý m buňkám. Díky své př í tomnost i v mozku je 24(S)-hydroxycholestrol 

často označován jako cerebrosterol (Bjórkhem,2007). 

HO 

Obrázek 2: Struktura cerebrosterolu - 24(S)-hydroxycholesterolu. 
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Dalším příkladem oxysterolu s enzymat ickým p ů v o d e m je 7ot-hydroxycholesterol, 

syntet izovaný v játrech enzymem 7a -monooxygenzou , patřící do CYP7A1. 

7a-hydroxycholesterol se podílí jako meziprodukt na syntéze ž lučových kyselin klasickou 

cestou. Klasická cesta začíná 7oc-hydroxylací cholesterolu a zabezpečuje až 50 % celkové 

syntézy ž lučových kyselin člověka (B jórkhem, 2001). 

2.1.2 Neenzymat ická oxidace 

Cholesterol je snadno atakován reaktivními kyslíkovými radikály. Jedná se především 

o hydroxy lové radikály, které atakují vodík na uhlíku v pozici C7 na cholestero lovém skeletu. 

Postupně vznikají hydroperoxidy cholesterolu (Obrázek 3), které nejsou stálé a dalšími 

reakcemi vznikají 7a-hydroxycholestero l , 7|3-hydroxycholesterol nebo 

7-ketocholesterol (Brown, 2009). 

Obrázek 3: Neenzymatická oxidace cholesterolu. 

Neenzymatická interakce hydroperoxidu s dvojnou vazbou cholesterolu může dát 

vzniku 5,6(a/3) -epoxycholesterolu (Samadi,2021). Bylo dokázáno, že hlavní neenzymaticky 
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vzniklé oxysteroly, mezi něž patří 7 -ketocholesterol , 7|3-hydroxycholesterol 

a 5|3,6B-epoxycholestrol, vykazují cytotoxické vlastnosti (Lemaire-Ewing a kol , 2005). 

V ý z k u m luliana a kol . (2003) ukázal, že neenzymaticky vzniklé oxysteroly se podílí na 

patologických stavech. U pacientů s dědičnou poruchou metabol ismu lipidů dochází 

k vý razně zvýšené hladině plazmatických oxystero lů - 7-ketocholesterolu 

a 7B-hydroxycholesterolu, fungující jako in vivo markery ox idat ivního stresu (Juliana a kol, 

2003). 

2.2 Transport v buňkách 

Oxysteroly se ve velmi malém množství nachází ve zdravých savčích tkáních 

a krevním o b ě h u . Stejně jako cholesterol mohou pronikat skrze buněčné membrány . 

Prostup skrze membrány je ovšem v porovnání s cholesterolem m n o h e m rychlejší, a to 

především zásluhou zvýšené hydrofil ity, kterou oxysteroly disponují . Díky t o m u jsou 

i přístupnější pro receptory, nacházející se v cytosolu (Yan, 2008) 

Transport větš iny oxystero lů v plazmě je zajišťován skrze vazby na protein a lbumin 

nebo na l ipoproteiny (Lin, 1996). Vo lné formy oxystero lů jsou t ranspor továny pomocí 

prote inů , označovaných jako oxysterols -binding proteins (OSBP) nebo OSBP-related proteins 

(ORPs) (Luu, 2016). Jedná se o minimálně 12 č lennou skupinu prote inů , která se podílí na 

regulaci metabol ismu a transportu cholesterolu a l ip idových molekul . Vyskytuj í se z velké 

části v endoplazmatickém retikulu a rovněž v navazujícím Golgiho aparátu (K loudová, 2017). 

Na svém terminálním konci mají OSPB karboxylovou skupinu, která obsahuje ligand vázající 

d o m é n u , na základě čehož OSBP na sebe mohou vázat oxysteroly či cholesterol s rozdí lnou 

af initou. Kromě již zmíněného transportu oxystero lů se OSBP i ORPs významně podílí na 

vn i t robuněčném vezikulárním transportu a buněčné signalizaci (Luu,2016). 

Existují důkazy o t o m , že ORP souvisí s buněčnou proliferací a kancerogenezí. 

V nádorových buňkách dochází ke změně jejich hladiny na úrovni mRNA nebo prote inů , což 

značí souvislost odlišné exprese a funkce ORP s nádorovým bujením. Při použití inhibitorů 

zvaných ORPphil ins dochází k inhibici růstu nádoru a antiprol iferační aktivitě. Tyto inhibitory 

jsou schopny oslabit OSBP nebo ORP4L (Weber-Boyvat , 2013). 
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3 BIOLOGICKÁ AKTIVITA OXYSTEROLŮ 

3.1 Role oxysterolů v metabolismu cholesterolu 

V mozku je př í tomno až 25 % celkového množství cholesterolu v těle. Nachází se zde 

především v neesteri f ikované fo rmě. Klíčovou roli v kontrole homeostázy cholesterolu hrají 

právě oxysteroly (Samadi, 2021). 

Transkripční faktory, nazývající se proteiny vázající s tero lový regulační e lement 

(SREBP), regulují expresi ústředních enzymů v metabol ismu cholesterolu (Gill, 2008). První 

SREBP byl izolován v roce 1993. Briggs a kol. (1993) došli ke zjištění, že SREBP, jako DNA 

vázající se protein, reguluje transkripci genu receptoru pro l ipoprotein s nízkou hustotou 

(Briggs a kol, 1993). Jsou známy dva geny SREBP-1 a SREBP-2. SREBP-1 má 2 izoformy: 

S R E B P - l a a S R E B P - l c . Pochází ze stejného genu, ale liší se použit ím odlišných p romoto rů 

a al ternat ivním sestř ihem. (Goldstein, 2006). Řízení exprese genů , účastnících se syntézy 

mastných kyselin, fosfol ipidů a t r ig lycer idů, spadá pod kontrolu genu S R E B P - l c . Druhá 

izoforma S R E B P - l a má podobnou specifitu jako S R E B P - l c a SREBP-2 (Gill, 2008). Řízení 

exprese genů pro syntézu cholesterolu ( H M G - C o A reduktázy) a vychytávání cholesterolu 

(LDL receptor), zabezpečuje SREBP-2. (Gill, 2008) SREBP se vytvář í v endoplazmatickém 

retikulu v podobě membránově vázaných prekurzorů . Ty jsou následně vázány na SREBP-

cleavage activating proteiny (SCAP), které mění svou konformaci na základě změny hladiny 

cholesterolu. Pokud je cholesterolu málo, SCAP společně s SREBP putují do Golgiho aparátu. 

Zde dochází ke štěpení proteázami . Výs ledkem je uvolnění t ranskr ipčního faktoru SREBP, 

který může vstoupit do jádra a zahájit expresi c í lových genů (Obrázek 4). O v š e m , pokud je 

cholesterolu dostatek, komplex SREBP-SCAP je zachycen v endoplazmatickém retikulu 

prote inem INSIG (Gill, 2008). SCAP se váže na cholesterol , na kterém rozeznává tetracyklické 

steroidní jádro a 33-hydroxylovou skupinu. M ů ž e se vázat i na sterol s absencí postranního 

řetězce. Pokud sterol obsahuje polární skupinu jako je například hydroxy lová skupina na 

postranním řetězci , SCAP není schopen se na sterol navázat. Na rozdíl od proteinu INSIG, 

který př í tomnost hydroxy lové skupiny na postranním řetězci vyžaduje . Umístění 

hydroxy lové skupiny může být na pozicích 22, 24, 25 nebo 27. Přímá vazba proteinu INSIG 

na hydroxylovou skupinu na postranním řetězci je nepravděpodobná , ale vazba může být 
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zprostředkována nepř ímo prostřednictv ím interakce s vodou (Radhakrishnan, 2007). Studie 

Radhakrishnana a kol. (2007) rovněž dospěla k závěru , že regulace aktivace SREBP může být 

jednak samotným cholesterolem tak i oxysteroly. Cholesterol se váže na SCAP, kdežto 

oxysteroly interagují s proteinem INSIG, a tak ovl ivňují aktivaci SREBP (Radhakrishnan, 

2007). 

NEDOSTATEK OXYSTEROLŮ 

Oxysteiol Cholesterol 

ER 

SCAP 

DOSTATEK OXYSTEROLŮ 

HMG 
-CoA 

INSIG 

Obrázek 4: Vliv oxystero lů na SREBP dráhu homeostázy cholesterolu. Převzato a upraveno 

d l e G i l l , 2008. 

Hladinu cholesterolu lze rovněž regulovat pomocí jatern ího X receptoru (LXR). 

LXR receptory kontroluj í intracelulární homeostázu cholesterolu pomocí katabol ismu 

a transportu cholesterolu. Studie Janowského a kol . (1996) odhal i la , že oxysteroly fungují 

jako akt ivátory LXR. (Janowski, 1996) Mez i nejúčinnější ligandy patří 

24(S)-hydroxycholesterol , 22(R)-hydroxycholesterol a 24(S), 25-epoxycholesterol (Janowski, 

1999). Ve studii o několik let pozděj i Janowski a kol . (1999) dospěli ke zjištění, že pro 

vysokoafinitní vazbu a aktivaci LRX je nutné, aby došlo k po lohově specifické monooxidaci 

na s tero lovém postranním řetězci . Zavedení kyslíku na B kruh sterolu vede k selektivní vazbě 

na subtyp LXRa. Získané poznatky by mohly posloužit k návrhu silných ligandů 

s farmakologickým využ i t ím (Janowski, 1999). 

Dalším regulačním mechan ismem metabol ismu cholesterolu je enzym 

endoplazmat ického retikula 3-hydroxy-3-methylglutary l koenzym A reduktáza (HMG-CoA) 

(Sever, 2003). Jedná se o klíčový enzym při syntéze cholesterolu. Studie Songa a kol. (2004) 
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ukázala, že celá řada oxystero lů , jako je 25-hydroxycholesterol , 5-cholesten-3p\16p\27-tr iol , 

24(S)-hydroxycholesterol a 27-hydroxycholesterol , způsobuje ubikvitinizaci H M G - C o A 

reduktázy a její následnou degradaci v proteazomu (Song, 2004). Degradace H M G - C o A je 

ov l ivněna také vazbou proteinu INSIG, na který se vážou oxysteroly. Po vazbě proteinu INSIG 

dochází k urychlené degradaci H M G - C o A (Sever, 2003). 

Je známo, že oxysteroly fungují jako substráty pro enzym 

acyl -CoA:cholesterolacyl t ransferázu (ACAT), jenž umožňu je zrychlení esterif ikace 

cholesterolu (Cases, 1998). V savčích buňkách byly identi f ikovány dva geny enzymu ACAT. 

ACAT1 se exprimuje převážně v kožních buňkách, makrofázích a buňkách nadledvin. ACAT2 

převažuje v hepatocytech a ve střevech (Chang, 2006). 

3.2 Nádorová aktivita oxysterolů 

Oxysteroly mají vliv na patologii a progresi celé řady typů rakovin. Vliv na růst a přežití 

nádorů má také hladina exprese e n z y m ů , které metabolizuj í oxysteroly. Kohortová studie 

vzorků s histologický potv r zeným pr imárním kolorektálním karc inomem se zabývala 

zjištěním souvislostí mezi expresí vybraných enzymů cytochromu P450, které se podílí na 

t v o r b ě oxys tero lů , a p rognózou pacientů. Dobrá prognóza je spojována se sníženou expresí 

enzymů, což vede ke snížené koncentraci oxystero lů . Opakem t o m u bylo u pacientů se 

špatnou p rognózou , kde hladiny enzymů byly zvýšené. Následkem je zvýšení hladin 

oxystero lů , jenž podporuj í invazi a metastázy nádorových buněk vl ivem cí lových genů LXR. 

Zvýšená hladina oxystero lů vede k přežití a růstu nádorových buněk díky úniku imunitní 

odpověd i a chemoatrakce proangiogenních neutrof i lů . Například zvýšené hladiny enzymu 

CYP27A1, vytvářej íc ího 27-hydroxycholesterol , se pojily se špatnou prognózou 

u kolorektálního karcinomu (Swan, 2016). 

Podobný vliv CYP27A1 byl popsán i u karcinomu prsu (Nelson, 2013; W u , 2013). Cílení 

na inhibici CYP27A1 se zdá být jako v h o d n ý podmět pro léčbu karcinomu prsu. Naznačuje to 

i Mast a kol. (2015) a jejich studie schválených prot inádorových léků. Mez i testovanými 

s loučeninami se našly čtyři silné inhibitory 27-hydroxy lázy CYP27A1 včetně dvou léků na 

rakovinu vykazující inhibici > 75 %. Nejsilnější inhibiční aktivitu s 87 % měl p ro t inádorový lék 
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anastrozol , který je známý jako inhibitor aromatasy. Jeho inhibiční aktivita byla následně 

potvrzena in vivo na myším modelu (Mast a kol . , 2015). 

Oxysteroly mohou dále cílit na es t rogenový receptor (ER), patřící do rodiny jaderných 

hormonálních receptoru. Po navázání ligandu podléhá ER dimerizaci . Prodělaná 

konformační změna umožňuje vazbu na DNA a následnou expresi c í lového genu . Postupem 

času se zjistilo, že existují s loučeniny, které jsou schopné modulovat aktivitu ER. Takové 

s loučeniny jsou označovány jako selektivní modulátory ER (SERM) (Dusell, 2008). V roce 

2007 Umetáni a kol . identif ikovali 27-hydroxycholesterol jako endogenní SERM (Umetán i , 

2007). U 27-hydroxycholesterolu byla pozorována částečná agonistická aktivita, projevující 

se na úrovni genové exprese i na úrovn i buněčné prol iferace. Studie Dusella a kol . (2008) 

ukázala, že vyvo lává expresi cyklinu D l a zvyšuje počet buněk M C F 7 v S-fázi buněčného cyklu 

(Dusell, 2008). 

Dokázána byla antiprol i ferační a proapoptická aktivita oxystero lů na nádorové buňky 

adenokarc inomu t lustého střeva. Inhibici buněčného růstu nádorové linie t lustého střeva 

Caco-2 a spuštění apopt ického procesu, akt ivováním kaspázy 3, vyvolal 

7|3-hydroxycholesterol (Roussi, 2005) a směs oxystero lů , zahrnující 7oc-hydroxycholesterol, 

73-hydroxycholesterol, 7 -ketocholesterol , 5oc,6a-epoxycholesterol a 5(3,6(3-

epoxycholesterol (Biasi, 2009). Pokud jsou oxysteroly apl ikovány samostatně, mají 

prokazatelně silnější proapopt ické účinky v porovnání se směsí oxystero lů . Proapoptická 

aktivita 7 |3-hydroxycholesterolu byla silnější než při použití směsi 7 |3-hydroxycholesterolu 

a 25-hydroxycholesterolu (Aupeix, 1995). 

Studie Carvalho a kol. (2010) zkoumala vliv několika syntet izovaných oxystero lů na 

nádorové buňky t lustého střeva HT-29 a další vybrané line. Př ipravené steroly měly různé 

chemické modif ikace na C17 a na B kruhu. Oxysteroly ox idované na pozicích C6 nebo C7 mají 

na zkoumané buňky HT-29 největší cytotoxický efekt. Jednalo se 

o 7|3-hydroxycholesterol s hodnotou IC50 6,9 ± 0,3 U.M a 5oc-cholestan-3|3,6|3-diol s hodnotou 

IC50 12 ± 0,7 u.M. Zmíněný 7|3-hydroxycholesterol s dvojnou vaznou na A5 se ukázal jako 

nejvíce cytotoxický a selektivní pro velkou část nádorových buněk. Pozoruhodnost í studie je 

taktéž synergický účinek kombinace chemoterapeut ika doxorubicinu a cholestan-3|3,5a,6|3-
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t r io lu . Již v nízké koncentraci oxysterolu (1 u.M) došlo k v ý z n a m n é m u posílení cytotox ického 

efektu doxorubicinu proti nádorovým buňkám t lustého střeva HT-29, aniž by došlo 

k ovl ivnění cytotox ického efektu doxorubicinu na normální buňky ARPE-19 (Carvalho a kol. , 

2010). 

3.3 Prozánětlivá aktivita 

Jednou z příčin komplikací a vzestupu závažných chronických onemocněn í je zánět . Mez i 

charakteristické rysy zánětu patří aktivace fagocytů , jejichž změna hladiny vede k zvýšení 

reaktivních fo rem kyslíku (ROS). ROS podporuj í a rovněž rozšiřují zánět , čímž dochází 

k posunu redoxní rovnováhy v organismu, vedouc í k zvýšení oxidačních reakcí 

a v důsledku toho i ox idat ivního stresu. Celkový zánět může být zesilován v důsledku 

vzá jemné up-regulace oxysterolu a zánětu (Poli, 2013). 

25-hydroxycholesterol , 7|3-hydroxycholestrol a 7-ketocholestrol jsou spjaty se 

zesilující zánět l ivou reakcí, neboť indukují expresi i syntézu celé řady zánětl ivých cytokinů. 

Jedná se například o tumor nekrotizující faktor a , interleukin 1(3 a 6 (Prunet, 2006). Kromě 

cytokinů indukují expresi i syntézu chemokinů , mezi které patří například interleukin 8 (IL-8) 

a m o n o c y t o v ý chemotaktický protein (Vejux, 2009). Exprese zmíněných zánětl ivých 

mediátorů je závislá na aktivitě t ranskr ipčního peptidu označovaného jako nukleární faktor 

kB, který je silně up - regu lován oxysteroly (Leonarduzzi, 2005). 

Vliv na zánět l ivou reakci má i 27-hydroxycholesterol , který skrze ER zvyšuje adhezi 

leukocytu k endotel iá lním buňkám. Potvrdil to in vivo myší model studie Umetaniho a kol. 

(2014). 

Joffre a kol . (2006) analyzovali účinky tří oxysterolu za pomocí pr imárních buněk 

p igmentového epitelu sítnice a potvrdil i někol ikanásobný nárůst produkce ROS. Dále bylo 

zj ištěno, že 25-hydroxycholesterol , 24-hydroxycholesterol a 7-ketocholesterol zvyšují 

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

4.1 Neurodegenerativní onemocnění 

Stavy, kdy dochází k pozvo lnému zániku specifických skupin neuronů se označují jako 

neurodegenerace. Ve velké větš ině případů se jedná o věkově vázaná onemocnění , která 

manifestují v dospělém věku a s přibývaj ícím věkem jejich výskyt s toupá. Patologicky se 

projevuj í akumulací specif ického proteinu do mozkového tkáně. Například u Parkinsonovy 

nemoci se jedná o akumulaci proteinu a -synukle inu. Patofyziologickou příčinou 

neurodegenerat ivn ích onemocněn í je abnormální skládání p rote inů , jinak správně 

syntet izovaných a funguj íc ích, které se stávají toxické pro neurony a t ím spouští celou 

kaskádu reakcí vedoucí k zániku post iženého neuronu. Mez i hlavní mechanismy 

neurodegenerace patří apoptóza a produkce vo lných kyslíkových radikálů v kombinaci 

s nahromaděnými prote inovými agregáty (Rusina, 2019). Genetické mutace zjištěné 

u familiárních i sporadických př ípadů onemocněn í vytvář í mutované proteiny, které fibrilují 

daleko rychleji, což má za důsledek dřívější nástup nemoci u hereditárních t ypů (Forman, 

2004). V současné době není zcela jasné, zda neurotoxicitu způsobuje akumulace 

abnormáln ího proteinu nebo ztráta jeho fyziologické funkce (Rusina, 2019). 

Klasifikace neurodegenerat ivn ích onemocněn í je na základě patofyziologické 

podstaty členěna do 7 základních skupin. První skupinou je Alzheimerova choroba. Druhá 

skupina zahrnuje f rontotemporá ln í lalokové degenerace. Dále se jedná o synukleinopatie, 

kde se řadí Parkinsonova choroba či demence s Lewyho tělísky. Čtvrtá skupina zahrnuje 

onemocnění s opakováním tr ip letů jako je například Huntingtonova choroba. Následují 

pr ionová onemocněn í způsobující kuru či Creutzfeld-Jakobovu nemoc. Předposlední skupina 

klasifikace se označuje jako onemocněn í motor ických neuronů a zahrnují pr imární laterální 

sklerózu. Do sedmé skupiny patří ostatní nezařazená neurodegenerat ivn í onemocněn í jako 

je nemoc s intranukleárními neuronálními inkluzemi. Stanovení d iagnózy během života je 

mnohdy velmi obt ížné a v celé řadě př ípadů je klinická diagnóza stanovena chybně. 

Častokrát je diagnostikována Alzheimerova či Parkinsonova choroba, i když pacient trpí zcela 

odl išným o n e m o c n ě n í m (Rusina, 2019). 
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4.2 Alzheimerova choroba 

4.2.1 Charakteristika choroby 

V roce 1907 německý psychiatr Alois A lzheimer popsal zvláštní typ demence u 51 letě ženy. 

Změnu jejích kognit ivních a behaviorálních rysů spojoval s malými zánět l ivými ložisky 

a neurof ibr iálními změnami v mozkové kůře, které nalezl při pitvě (Alzheimer, 1907). 

A lzheimerova choroba (ACH) je popisována jako progresivní degenerat ivní 

onemocnění centrálního ne rvového systému, které se projevuj í se mozkovou atrofií 

(Obrázek 5). Dochází ke ztenčení mozkové kůry a rozšíření mozkových komor. Významná 

atrofie nastává rovněž v oblasti h ippokampu (Pidrman, 2007). Patologicky se projevuje 

rozsáhlou ztrátou n e u r o n ů , h romaděním intracelulárních neurofibr iálních klubek 

a extracelulárních amyloidních plaků v mozku (Karch, 2015). 

Obrázek 5: Patologické znaky u Alzheimerovy choroby. Převzato a upraveno dle Congdon, 

2018. 

Při diagnostice jsou viditelné mikroskopické extracelulární a intracelulární změny. 

Specifickou extracelulární změnou pro ACH je ukládání beta -amylo idu . Tento protein je 

vy tvářen při štěpení amylo idn ího p rekurzorového proteinu, který je ve zdravém mozku 

štěpen pomocí a -sekretázy na rozpustné fragmenty. Při patologickém štěpení je amyloidní 

p rekurzorový protein štěpen pomocí sekretáz 3 a y a vznikají nerozpustné fragmenty, jenž 

koagulují (Pidrman, 2007). Nerovnováha mezi produkcí a odbouráván ím beta amyloidu vede 
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k jeho nahromadění a t v o r b ě plaků, které poté mohou vyvolat neurotoxicitu. Převládající 

fo rmou v plácích je beta-amyloid o délce 42 aminokysel in , vznikající š těpením pomocí 

sekretázy y (Gamba, 2015). 

Mez i nejzávažnější intracelulární patologickou z m ě n o u ACH patří degenerace 

tau-prote inu (Pidrman, 2007). Tau-protein je syntet izován a produkován všemi neurony 

a objevuje se i v neurogl i ích. Př i rozenou funkcí tau-prote inu je vázat se na tubul in 

a stabilizovat tak mikrotubuly. V př ípadě patologie u ACH je tau-prote in hyper fosfory lován. 

Hyper fos fory lovaný tau-prote in je z mikrotubulů d isociován, což vede k jeho agregaci 

a vznikají tak neurofibriální splete v tělech neuronů a dystrof ických neuritech. Neurofibr iální 

splete pak mohou způsobit neuronální dysfunkci a následnou smrt neuronu (Holtzman, 

2011). 

V roce 2006 bylo ce losvětově ACH post iženo 26,6 milionů lidí. Odhaduje se, že do 

roku 2050 se počet lidí s t ímto onemocnění až čtyřnásobí (Brookmeyer, 2007). 

4.2.2 Vliv genetiky 

Autozomálně dominantní varianta ACH s projevem kolem 30. roku života je spjata s mutací 

v některém ze tří následujících genů . Mutace může nastat na chromozomu 21, kde je 

umístěn amyloidní p rekurzorový protein, na chromozomu 14, kde je kódován presenilin 1, 

a na chromozomu 1, kde je kódován presenilin 2. Zmíněné mutace jsou však př í tomny jen 

u malého procenta pacientů (Mayeux, 2003). 

Spojitost s ACH má také gen pro apol ipoprotein E (APOE) na chromozomu 19. Gen 

pro APOE má 3 alely: APOE-E2, APOE-E3 a A P O E - E 4 . Poslední zmíněná alela je spojována 

s vysokým rizikem pozdnějš ího nástupu familiární a také sporadické formy A C H . Riziko 

pacientů s př í tomnost í APOE-E4 se zvyšuje z 20 % až na 90 % a s počtem alel se snižuje také 

věk nástupu projevů pozdní formy A C H . APOE-E4 je považován za hlavní r izikový faktor 

pozdní formy ACH (Corder, 1993). Nižší r izikový faktor pozdní formy ACH a ochranné účinky 

jsou př ipisovány APOE-E2 (Corder, 1994). 
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4.2.3 M o ž n o s t i léčby 

V současné době neexistuje lék, který byl zcela vyléčil ACH. Terapie se zaměřuje pouze na 

symptomat ickou léčbu. Léky první volby jsou inhibitory chol inergních receptoru. 

Nejpoužívanější inhibitory jsou galantamin, donepezi l a rivastigmin, vázající se na aktivní 

místo enzymu acetylcholinesterasy, aby nedocházelo k degradaci neurotransmiteru 

acetylchol inu, po t řebného k přenosu ne rvového vzruchu (Obrázek 6). Celá řada klinických 

studií potvrdila příznivý vliv těchto inhibitorů na zmírnění neuropsychiatr ických 

a behaviorálních poruch a zlepšení kvality každodenního života lidí s ACH (Farlow, 2002). 

Další možností je předepsání memant inu (Obrázek 6). Jedná se o nízkoafinitního 

antagonistu N -methy l -D -asparátového g lu tamátového receptoru. Neurotransmiter 

L-glutamát je v centrální ne rvovém systému zapojen do procesu učení, paměti a přenosu 

ne rvového vzruchu (McShane a kol . 2019). Jeho aktivita je pro mozek důležitá, avšak 

nadměrná st imulace g lutamátem vede k poškození neuronů čili k tzv . excitotoxic i tě. 

Excitotoxicita vede k nadměrnému toku vápníku do neuronů přes N -methy l -D -asparátový 

receptor, který se podílí na paměťových procesech, demenci a patogenezi ACH (Reisberg, 

2003). McShane a kol . (2019) ve své metaanalýze dokázali , že memant in vede ke zlepšení 

stavu pacientů se středně těžkou až těžkou fo rmou A C H . U lidí s mírnou fo rmou ACH 

memant in nepřináší žádný benefit (McShane a kol. , 2019). 

Obrázek 6: Struktury léčiv používaných pro léčbu Alzheimerovy choroby. 
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4.2.4 Vliv oxys te ro lů na patogenezi Alzheimerovy choroby 

Aby se zabráni lo p řebytečnému hromadění cholesterolu v mozku, dochází k jeho transportu 

přes hematoencefal i t ickou bariéru do krevního o b ě h u . K transportu je nutná přeměna 

cholesterolu na oxysteroly. V neuronech se například cholesterol přeměňuje pomocí 

24-hydroxy lázy na 24-hydroxycholesterol (Gamba, 2015). Oxysteroly mohou fungovat jako 

biomarkery v diagnostice A C H , neboť změny jejich hladin korelují s jednot l i vými fázemi 

choroby. U rané fáze ACH byla nalezena vyšší hladina 24-hydroxycholesterolu v periferním 

oběhu a mozkomíšním moku v porovnání se zdravými jedinci . Na druhou stranu nízké 

hladiny byly nalezeny u jedinců v pozdější fázi (Lůt johann a kol . , 2000). Zvýšené hladiny 

24-hydroxycholesterolu v rané fázi mohou být vysvět leny t ím, že zrcadlí neurodegeneraci . 

Pozdější fáze je odrazem selektivní ztráty neuronových buněk a t ím pádem nedostatku 

enzymu cholesterol 24-hydroxy lázy (Gamba, 2015). 

Výzkumná skupina Heverin a kol . ve své studii zaznamenala zvýšené hladiny 

27-hydroxycholsterolu ve všech vzorcích pacientů s ACH, který byl zvýšen ve všech oblastech 

mozku. Autoř i tento fakt vysvětluj í p r a v d ě p o d o b n ý m narušením hematoencefal i t ické 

bariéry, neboť př í tomnost enzymu 27-hydroxylazy je v mozku jen v malém množství , a proto 

je tedy p ravděpodobné , že 27-hydroxy láza pochází z extracerebrálních zdrojů (Heverin 

a kol . , 2004). 

Vliv na patologii ACH může mít i 7ß -hydroxycho les tero l , který je neurotoxický již 

v nanomolárních koncentracích (Nelson, 2005). Studie Nelsona a kol . (2005) naznačuje, že 

vysoké hladiny 7ß -hydroxycho les tero lu přispívají u ACH k oxidat ivnímu stresu a ztrátě 

nervových buněk (Nelson, 2005). 

Do neurodegenerace ve spojitosti s ACH je zapojen také 7a-hydroperoxycholestero l . 

Cytotoxický efekt 7oc-hydroperoxycholesterolu byl zkoumán na buňkách SH-SY5Y. 

V závislosti na dávce způsobuje smrt neuronových buněk, kdy při 10 u.M způsobuje 5 0 % 

buněčnou smrt a při 50 U.M se zvyšuje na 92 % (Kölsch, 2000). 

V neuropatologických změnách u ACH, vedouc ích k neuronální dysfunkci a buněčné 

smrt i , máji zásadní vliv zánětl ivé procesy. Aktivace a následná proliferace gl iových buněk 

společně s up-regulací zánětl ivých mediátorů a vo lných radikálů se podílí na zánětl ivých 
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reakcích v mozku. Ukázalo se, že 24-hydroxycholesterol , 27-hydroxycholesterol 

a 73-hydroxycholesterol spouští expresi prozánět l ivých mediátorů , jako je například 

interleukinu 8, v neuronálních buňkách SH-SY5Y (Těsta, 2014). 

Zvýšené hladiny oxystero lů byly také identi f ikovány post mortem v lidských mozcích 

s diagnostikovanou ACH (Hascalovici, 2009). 

4.3 Parkinsonova choroba 

4.3.1 Charakteristika a vznik 

Po A lzhe imerově chorobě se jedná o d ruhé nejčastější neurodegenerat ivn í onemocnění . 

Parkinsonova choroba (PCH) byla popsána v roce 1817 Jamesem Parkinsonem, který toto 

neurologické onemocnění nazval „ t řesavou o b r n u " (Parkinson, 1817). Prevalence se vl ivem 

stárnutí zvyšuje z 1 % populace starších 60 let na 4 % ve věku starších než 80 let. (Dexter, 

2013; Lee, 2016) Odhady ukazují, že v l ivem stárnutí se počet jedinců s t ímto onemocněn ím 

v roce 2040 zvýší až na 12 milionů (Dorsey, 2018). 

PCH je diagnostikována na základě sníženého množství dopaminových neuronů 

v oblasti substantia nigra pars compocto a př í tomnost i tzv. Lewyho tělísek (Alexander, 

2004), jej ichž hlavní v láknitou složku tvoř í protein oc-synuklein (Spillantini, 1998). Přesná 

příčina zániku nervových buněk není zcela jasná. Zánik buněk je p ravděpodobně způsoben 

v důsledku ox idačního stresu, což dokazují zvýšené hladiny vedlejších produktů l ipidů, 

bílkovin a oxidace DNA (Lotharius, 2002). Ke studiu vlivu ox idačního stresu na úbytek 

dopaminergních neuronů se využívá l -methy l -4 - feny l - l ,2 ,3 ,6 - te t rahydropyr id in (MPTP), 

vyvolávající parkinsonismus. MPTP sám o sobě není pro buňky toxický a díky své vysoké 

lipofilitě se snadno dostává přes hematoencefal i t ickou bariéru v mozku. Po překročení 

hematoencefal it ické bariéry je MPTP v nedopaminergních buňkách, jako jsou gl iové buňky, 

p řeměněn pomocí monoaminox idázy B na l -methy l -4 - feny l -2 ,3 -d ihydropyr id in ium 

a následně na toxický l -methy l -4 - feny lpyr id in (MPP+). Z buněk je MPP+ uvo lňován do 

extracelulárního prostoru, odkud se může prostřednictv ím dopaminových t ransportérů 

koncentrovat v dopaminergních neuronech (Dauer, 2003). MPP+ je znám pro svou 

schopnost narušit ox idat ívni fosforylaci v mitochondr i ích tak, že inhibuje enzymatický 
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komplex I v e lekt ronovém t ranspor tn ím řetězci mitochondr i í (Nicklas, 1985). Inhibicí se sníží 

obsah ATP. V důsledku inhibice toku elektronů mitochondr iá ln ího komplexu I může 

docházet k vytváření reaktivních kyslíkových radikálů, zejména superoxidu. M i m o blokaci 

komplexu I se MPP+ váže na vezikulární monoaminové t ransportéry , čímž dochází 

k vyčerpání zásob ATP. Následkem je změna distribuce dopaminu , který je ve velkém 

množství uvo lňován z vezikul do cytoplazmy a vyvolává tak oxidat ívni stres (Dauer, 2003). 

V současné době není k dispozici specifický diagnostický test pro PCH. Diagnostika je 

založená na neurologickém vyšetření a př í tomností „park insonismu" , motor ického postižení 

projevující se akinezí, k l idovým t řesem, ztuhlostí a poruchou chůze. M i m o motorické 

postižení má pacient také nemotor ické příznaky jako jsou například poruchy spánku, 

psychiatrické obt íže, p rob lémy s chováním a nesamostatností (Zmystowski, ,2019). 

4.3.2 M o ž n o s t i léčby 

Stejně jako u ostatních neurodegenerat ivn ích onemocnění , je i u PCH léčba pouze 

symptomatická. Z latým standardem pro léčbu PCH je použit í prekurzoru dopaminu 

L-dihydroxyphenylalaninu (L-dopa), který působí jako agonista dopaminových receptoru 

(Obrázek 7). Preparáty obsahují společně s L-dopou také inhibitory dekarboxylázy , zlepšující 

absorbci L-dopy v tenkém střevě. Léčba s sebou přináší také komplikace do 5 let po vysazení 

L-dopy. U 50 -60 % pacientů dochází k náhlému zhoršení parkinsonické symptomatiky 

a výskytu motor ických obtíží, projevuj ících se dyskinezí. Vyskytovat se mohou i psychické 

obt íže. Další možností je použití inhibitorů monoaminox idázy B, čímž dochází ke zvýšení 

množství synapt ického dopaminu . V praxi se v časných stádiích nemoci předepisuje selegilin 

nebo novější a 1 0 - 1 5 krát účinnější lék rasagilin, v h o d n ý i pro pozdní stádia (Obrázek 7). 

Kromě medikace je při léčení PCH důležitá i fyzioterapie, zahrnující i rehabil itace poruch 

chůze a nácvik řeči . Nedí lnou součástí je adjuvantní terapie, zaměřující se na léčbu 

především psychických obtíží, spojených s PCH (Rektor, 2009). 
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L-dihydroxyphenylalanin 

Obrázek 7: Struktura léčiv používaných pro léčbu Parkinsonovy choroby. 

4.3.3 Genet ická predispozice 

Převážná většina diagnost ikované PCH vzniká sporadicky. Pouze 10 % případů uvádí pozitivní 

rodinnou anamnézu . S monogenní genetickou predispozicí jsou spojovány mutace v šesti 

genech. Za autosomálně dominantní formy PCH jsou z o d p o v ě d n é mutace v genu SNCA 

a LRRK2. Autosomálně recesivní varianty jsou spojovány s mutacemi ve čtyřech genech. 

Jedná se o mutace v genu Parkin, PINK1, DJ-1 a ATP13A2 (Klein, 2019). 

Prvním o b j e v e n ý m genem spo jeným s autosomálně dominantní variantou PCH byl 

v roce 1997 gen SNCA na chromozomu 4 (Polymeropoulos, 1997). U pacientů s touto mutací 

se PCH manifestuje v dřívějším věku (< 50 let) a zprvu dobře odpovídaj í na léčbu pomocí 

L-dopy. Poté je progrese velmi rychlá (Klein, 2019). Dalším genem souvisejícím 

sautosomáln í dominantní formu PCH je LRRK2, způsobující pozdní formu PCH. Jedná se 

o velký gen, který kóduje 2527 aminokysel in cytoplazmatického proteinu bohatého na leucin 

repetit ivní kinázu 2 (LRRK2). Jeho patologický efekt není zcela objasněn. Jelikož se jedná 

o velký protein, mutace v jeho struktuře mohou ovlivnit interakce s dalšími proteiny, což by 

mohlo způsobit například tvorbu komplexů (Klein, 2019). 

D ruhým o b j e v e n ý m genem souvisejícím s PCH a zároveň nejčastější mutací 

u autosomálně recesivním formy je mutace v genu Parkin. Jedná se o d ruhý nejdelší gen 

v lidském genomu, kódující protein s modulační akt iv i tou. Parkin protein se podílí na procesu 

posttranslačních modifikací tak, že funguje jako E3 ubikvitin ligáza v procesu ubikvitinizace 

proteinů (Klein, 2019). Druhou mutací u autosomálně recesivní formy je mutace v genu 
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PINK 1. V důsledku mutací dochází k mitochondr iá ln ím funkčním defektům a zvyšuje se také 

citlivost na oxidat ívni stres, což naznačuje zapojení PINK1 při degradaci v oblasti 

nigrostriatální dráhy , která vede z oblasti substantia nigra do strioto v mozku (Gautier, 

2008). Dalším genem autosomálně recesivní formy je DJ-1, mutovaný pouze 

u malého procenta časných forem PCH (Pankratz, 2006). DJ-1 kóduje 189 aminokysel in 

d louhý protein, fungující jako senzor buněčného stresu (Klein, 2019). Posledním genem, 

z o d p o v ě d n ý m za autosomálně recesivní fo rmu PCH je ATP13A2. Mutace tohoto genu 

způsobuje atypickou formu PCH označovanou jako Kufor -Rakebův syndrom s progresí 

v mladém věku (Ramirez, 2006). 

4.3.4 Zapojení o x y s t e r o l ů při patogenezi Parkinsonovy choroby 

Jak již bylo dř íve zmíněno, charakterist ickým znakem PCH je nahromadění proteinu 

a-synukleinu a snížená hladina dopaminu v důsledku úbytku dopaminergních neuronů . 

Spojitost mezi oxysteroly a těmito znaky byla zaznamenána ve studii Bosco a kol. (2006). 

V mozku pacientů s Lewyho tělísky objevily zvýšené hladiny ox idovaných forem 

cholesterolu, které se podílí na urychlení agregace a-synukleinu a t ím se zapojují do 

patologického procesu (Bosco a kol , 2006). 

Rantham Prabhakara (2008) se ve své studii snažil objasnit účinek 

24-hydroxycholesterolu a 27-hydroxycholsterolu na expresi a -synukleinu a enzymu 

ty ros inhydroxy lázy , mající vliv na rychlost syntézy dopaminu . Pro studium zvolil i buňky 

SH-SY5Y, které se obvykle používají ke studiu patofyziologie PCH. Výs ledky ukázaly zvýšení 

hladiny ty ros inhydroxy lázy vl ivem 24-hydroxycholesterolu, zat ímco 27-hydroxycholesterol 

zvyšoval hladiny proteinu a -synukle inu. Testy rovněž ukázaly vliv 27-hydroxycholesterolu na 

indukci apoptózy . Nejvyšší počet apopt ických buněk byl zachycen u 27-hydroxycholesterolu 

(Rantham Prabhakara, 2008). 
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Oxysteroly ovl ivňuj í regulaci p rote inů , které se zapojují do rozvoje PCH. Molekulární 

mechanismus regulace zahrnuje dva typy nukleárních receptoru LXR 

a ER. Je známo, že 27-hydroxycholesterol působí jako endogenní ligand LXR (Doria, 2016). 

Byla zjištěna vazba 27-hydroxycholesterolu na ER typ B, což způsobuje sníženou expresi 

ty ros inhydroxy lázy , zat ímco vazba na LXR má za následek zvýšenou expresi proteinu 

oc-synukleinu (Obrázek 8). Toto zjištění by mohlo v budoucnu představovat návrh 

terapeut ických cílů ke zlepšení progrese PCH (Marwarha , 2011). 

Cholesterol 

Obrázek 8: Vliv 24-hydroxycholesterolu a 27-hydroxycholesterolu na neuronální ú rovn i . 

Převzato z Doria, 2016. 

Neurotoxicita je vyvolána i 24-hydroxycholestero lem, který indikujíce apoptot icky 

vyvolanou fragmentaci DNA aktivací kaspázy 3 a zvýšením mitochondr ionáln ího 

m e m b r á n o v é h o potenciálu (Kölsch 2001). 

Vědc i se neustále snaží nalézt specifický biomarker pro PCH, který by pomohl při její 

diagnostice. Jednou z cest by mohlo být měření ox idovaných l ipidů, což by mohlo vést 
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k objasnění dynamiky ox idačního stresu, který souvisí s rozvojem PCH a řadou j iných 

onemocnění (Lee a kol . , 2009). Lee a kol. (2009) zkoumali hladiny cholesterolu a jeho 

ox idovaných produktů v plazmě pacientů s potvrzenou d iagnózou PCH. V plazmě pacientů 

nalezli zvýšené hladiny 73-hydroxycholesterolu, 7-ketocholesterolu 

a 27-hydroxycholesterolu v porovnání se zdravými jedinci (Lee a kol. , 2009). 

Vědecká skupina Bjórkhem a kol. (2013) zjišťovala hladiny oxystero lů 

24-hydroxycholesterolu a 27-hydroxycholesterolu v mozkomíšním moku a v plazmě. Hladiny 

zkoumaných oxystero lů byly v obou případech zvýšeny v mozkomíšním moku v porovnání 

s kontrolní skupinou. 24-hydroxycholesterol by mohl sloužit jako potencionální biomarker 

pro diagnostiku PCH. Jak i sami autoř i zmiňují , je nutné tuto teori i ověř i t na početnějším 

vzorku pacientů. Autoř i ovšem nepotvrdil i zvýšení hladin oxystero lů v plazmě, jak t o m u bylo 

u studie Lea a kol. (2009). 

4.4 Glutamát jako model studia neurodegenerace 

Důleži tým synaptickým neurotransmiterem v centrálním n e r v o v é m systému je glutamát, 

který je součástí až 40 % všech mozkových synapsí (Blandini, 1996). Podílí se na přenosu 

ne rvového vzruchu mezi dvěma nervovými buňkami. Glutamát interaguje skrze celou řadu 

membránových receptoru, lokalizovaných na postsynaptických neuronech. 

Z farmakologického hlediska se dělí na N -methy l -D -asparátové receptory (NMDA) , receptory 

kyseliny kainové a receptory a -amino -3 -hydroxy -5 -methy l -4 - i soxaso l -p rop ionové kyseliny. 

Nej lépe je popsaná interakce s N M D A receptorem, který je napojen na membránové kanály 

vysoce propustné pro N a + , K + a C a 2 + , otevíraj ících se v závislosti na napětí na membráně 

(Coyle, 1993). 

G lutamátem vyvolaná neurotoxicita prostřednictv ím vazby na N M D A receptor je 

vyvo lána masivním v tokem extracelulárních C a 2 + do buněk (Me ld rum, 1990). V cytoplazmě 

dochází ke zvýšení C a 2 + , které aktivují řadu C a 2 + dependentn ích enzymů jako je fosfolipáza 

A2, proteinkináza C a dalších. Aktivace enzymů zapojených do katabol ismu prote inů , 

fosfol ip idů, nukleových kyselin, může navodit buněčnou smrt několika odl išnými cestami. 

Zvýšené hladiny C a 2 + iontů vedou k aktivaci neuronální syntázy oxidu dusnatého , což vede 
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k produkci toxických hladin NO vedouc í k mitochondriální dysfunkci nebo poškození 

endoplazmat ického retikula (Kritis, 2015). Mi tochondr iá ln í dysfunkce je jednou z příčin 

patologie PCH. Ukázalo se, že oxidat ívni stres a deficit v e lektrotransportn ím 

komplexu I v mitochondri ích jsou úzce propojeny. Inhibice tohoto komplexu má za důsledek 

zvýšenou produkci ROS, čímž současně dochází k inhibici komplexu I. Již částečná inhibice 

komplexu I generuje v mitochondr i ích zvýšenou produkci ROS a jejich hromadění vyvo lává 

nadměrný oxidat ívni stres, který způsobuje buněčnou smrt dopaminergních neuronů 

(Tretter, 2004). Ústřední roli v a p o p t ó z e buněk hrají mitochondr ie . Vnější mitochondriální 

membrána se stává propustná vl ivem aktivace apoptických molekul jako jsou BAX nebo 

cytochrom c, které se následně uvolňuj í do cytosolu, což vede k aktivaci kaspáz a následně 

k apoptóze . Aktivace apoptické cesty se děje rovněž v důsledku ox idačního stresu nebo při 

inhibici e lekt ronového t ranspor tn ího řetězce, vedouc í ke kolapsu mitochondr iá ln ího 

m e m b r á n o v é h o potenciálu (Henchcliffe, 2008). U PCH bylo zj ištěno, že aktivace kaspázy 3, 

jako signální molekuly pro apoptózu , způsobuje apoptózu dopaminergních neuronů v oblasti 

substantia nigra pors compocta (Tatton, 2003). 

Pro studium cytotoxicity indukované g lutamátem se využívá lidské neurob lastomové 

buněčné linie SH-SY5Y, pocházející z kostní d řeně . SH-SY5Y jsou schopny syntetizovat 

dopamin a noradrenalin a expr imovat dopaminový t ranspor tér jako dopaminergní neurony. 

Těchto vlastností se využívá při výzkumu PCH, kde SH-SY5Y slouží jako neuronální model 

(Kritis, 2015). 
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5 MATERIÁL A METODY 

5.1 Materiál a přístroje 

Biologický materiál 

Buněčná linie karcinomu děložního čípku Hela, buněčná linie epi te lových buněk sítnice oka 

RPE-1, buněčná linie l idského neuroblastomu SH-SY5Y. Všechny linie pochází z ECACC 

(European Collection of Authent icated Cell Cultures) 

Chemikál ie 

M K 238, M K 238.7, M K 608, steroid 2840/A, steroid A, steroid CH7, heterocyklické oxysteroly 

13, 14, 15, 16, 17 (knihovna steroidů - LRR), aceton, benzen, cyklohexan, d ich lormethan, 

ethanol , kyselina octová , methanol , octan sodný , t r ichlormethan (Penta), ethyl formiát , 

hydroxylamin hydrochlor id, hydrazin hydrát , hydrid sodný , kyselina te t rahydrofuranová , 

N -methy lmorfo l in -N -ox id , semikarbazid, th iosemikarbazid , tr i f luoracetanhydrid (Sigma-

Aldrich), silikagel pro kolonovou chromatografi i 40 - 6 0 u.m (Lach-ner), cholestan-33,5a,63-

triol (Avanti), Dulbeccoho modif ikované Eagleho médium ( D M E M ) , d ihydroethid ium, 

glutamát, mitochondriální m e m b r á n o v ý potenciál JC 10 kit, propidium jodid (Pl), resazurin, 

substrát pro kaspázy Ac -DEVD-AFC, kaspázový pufr, ditr iothreitol (DTT), fenylmethylsulfonyl 

f luorid (PMSP) (Sigma-Aldrich), Calcein A M (ThermoFisher), kit detekce cytotoxicity (LDH) 

(Roche). 

Pomůcky a př ístroje 

Analyt ické váhy (Sartorius), automatické pipety (Eppendorf), centrifuga (Holm&Halby) , 

hliníkové TLC destičky potažené si l ikagelem (Merck), f luorescenční dest ičkový reader 

(Labsystem), hmotnostní spektrometr (Agilent Technologies), horkovzdušná pistole 

(Steinel), inkubátor (Sanyo), laminární box (ThermoFisher Scientific), lyofi l izátor (Gregor 

instruments), magnetická míchačka s o h ř e v e m (IKA), mikrodest ičkový reader Infinite M 2 0 0 

Pro (Tecan), N M R spektrometr (JEOL), rotační vakuová odparka (Heidolph), u l t razvuková 

lázeň (Kraintek), UV lampa s komorou (Spectroline®). 
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5.2 Metody 

5.2.1 O b e c n ý postup př i syntéze o x y s t e r o l ů 

Ke sledování p růběhu reakce, čistoty produktu a zjištění mobilní fáze pro sloupcovou 

chromatografi i byla použita chromatograf ie na tenké v rs tvě . Analýza destiček proběhla 

ponořen ím do roztoku obsahuj íc ího 1 0 % kyselinu s í rovou v e t h a n o l u a zahřát ím pomocí 

horkovzdušné pistole na 400 °C. Reakce byla následně odpařena na rotační vakuové odparce 

a přečištěna extrakcí mezi ethy lacetátem a vodou . Pro vyčištění produktu byla použita 

s loupcová chromatograf ie na silikagelu v mobilní fázi uvedené v konkrétním postupu. Látky 

byly lyof i l izovány v ř - butanolu. Identifikace získaných látek byla provedena pomocí N M R 

a M S spektroskopie. 

Příprava t r i f l u o r p e r o x y o c t o v é kyseliny: 

Do roztoku tr i f luoracetanhydridu (2,14 ml) v d ich loromethanu (20 ml) byl přidán 3 0 % roztok 

peroxidu vodíku (0,5 ml). Směs byla protřepávána až do vymizení kapek vody 

v d ich lormethanu. Takto př ipravený roztok t r i f luorperoxyoctové kyseliny byl hned použit pro 

př ípravu laktonů. 
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5.2.1.1 Př íprava látky 1 

Ke směsi steroidu MK 238 (30 mg; 0,072 mmol) a hydroxylaminu hydrochloridu (10 mg; 

0,072 mmol) v ethanolu (10 ml) byl přidán octan sodný (25 mg; 0,20 mmol) . Reakční směs 

byla míchána 18 hodin při pokojové teplotě . Směs byla přečištěna extrakcí mezi 

ethy lacetátem a vodou . Po odpaření organické fáze na rotační vakuové odparce bylo získáno 

30 mg (96 %) bílé látky ve fo rmě prášku. 

Obrázek 9: Schéma př ípravy látky 1. 

(6E)-2a,3a-Dihydroxy-5a-cholestan-6-on oxim (1): X H N M R (CDCI3+CD3OD) ô 0,60 (s, 3H, 

CH 3 ) ; 0,69 (s, 3H , CH 3 ) ; 0 ,81 (d, 3H , J = 6,7 Hz, CH 3 ) ; 0,82 (d, 3H , J = 6,7 Hz, CH 3 ) ; 0,86 (d, 3H, 

J = 6,7 Hz, CH 3 ) ; 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-2p); 3,95 (bs, 1H, H-3p). 1 3 C N M R 

ô 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 ; 4 0 , 3 5 ; 42 ,75 ; 43 ,16 ; 53 ,97 ; 55,94; 5 6 , 4 1 ; 57 ,83 ; 68,14; 68,29; 

161,42. HRMS (API+) vypoč í táno pro C 2 7 H 4 8 N 0 3 ([M+H]+) 434,3634; nalezeno 434,3636. 
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5.2.1.2 Př íprava látky 2 

Směs steroidu MK 238 (30 mg; 0,072 mmol) , 80 % hydrazinu hydrátu (30 u.1; 0,093 mmol) 

a kyseliny octové (40 u.1) byla rozpuštěna v e t h a n o l u (10 ml). Reakční směs byla míchána 

18 hodin při pokojové tep lotě . Směs byla následně přečištěna extrakcí mezi ethylacetátem 

a vodou . Po odpaření organické fáze na rotační vakuové odparce bylo získáno 30 mg (96 %) 

látky v podobě bí lého prášku. 

Obrázek 10: Schéma př ípravy látky 2. 

(6E)-6-Hydrazono-5a-cholestan-2a,3a-diol (2): *H N M R (CDCI3) ô 0,63 (s, 3H , CH 3 ) ; 0,77 (s, 

3H, CH 3 ) ; 0,85 (d, 3H , J = 6,7 Hz, CH 3 ) ; 0,86 (d, 3H, J = 6,7 Hz, CH 3 ) ; 0,90 (d, 3H, J = 6,7 Hz, 

CH 3 ) ; 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-2p); 3,95 (bs, 1H, H-3p). 1 3 C N M R ô 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 ; 5 4 , 2 1 ; 56 ,05 ; 56 ,58; 68 ,52 ; 68 ,80 ; 164,37. HRMS 

(API+) vypoč í táno pro C27H49N2O2 ([M+H]+) 433.3794; nalezeno 433,3790. 
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5.2.1.3 Př íprava látky 3 

Směs steroidu CH 7 (50 mg; 0,124 mmol) , ethy l formiátu (0,5 ml ; 0,007 mmol) , hydridu 

sodného (30 mg; 1,25 mmol) byla rozpuštěna v benzenu (3 ml). Reakční směs byla míchána 

při pokojové teplotě 3 dny. Následně byla přečištěna extrakcí mezi ethy lacetátem a vodou. 

Produkt byl přečištěn pomocí s loupcové chromatograf ie na sil ikagelu. Jako mobilní fáze byl 

použit 3 0 - 4 0 % ethylacetát v cyklohexanu. Po vyčištění bylo získáno 26 mg (49 %) v podobě 

bí lého prášku. 

Obrázek 11: Schéma př ípravy látky 3. 

(6E)-3p-Hydroxy-6-hydroxymethylen-5a-cholestan-7-on (3): *H N M R (CDCI3) 5 0,73 (s, 3H, 

CH 3 ) ; 0,77 (s, 3H , CH 3 ) ; 0,86 (d, 3H , J = 6,7 Hz, CH 3 ) ; 0,87 (d, 3H , J = 6,7 Hz, CH 3 ) ; 0,92 (d, 3H, 

J = 6,7 Hz, CH 3 ) ; 1 ,81-1,91 (m, 2H); 1,98 (m, 1H); 2,04 (dt, 1H, J = 12,5, f = 3,4 Hz); 2,08 (m, 

1H); 2 ,21-2 ,28 (m, 2H, H - 5 a , H-8p); 3,68 (m, 1H, H-3a) ; 7,91 (d, 1H, J = 6,1 Hz, Hmethyiene). 1 3 C 

N M R 5 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+) vypoč í táno pro C 2 8 H 4 7 0 3 ([M+H]+) 431 ,3525; nalezeno 

431,3528. 
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5.2.1.4 Př íprava látky 4 

Směs steroidu MK 238 (50 mg; 0,12 mmol) a thiosemikarbazidu (20 mg; 0,073 mmol) byla 

rozpuštěna v ethanolu (10 ml) a byl přidán 1 ml kyseliny octové . Reakční směs byla míchána 

při 70 °C 18 hodin. Následně byla přečištěna extrakcí mezi ethy lacetátem a vodou s 10 % 

hydrogenuhl ič i tanem s o d n ý m . Po odpaření organické fáze byl produkt vyčištěn pomocí 

s loupcové chromatograf ie na sil ikagelu. Jako mobilní fáze byl použit 4 - 6 % methanol 

v ch loroformu. Bylo získáno 32 mg (54 %) produktu v podobě bí lého prášku. 

Obrázek 12: Schéma př ípravy látky 4. 

(6E)-2-(2a,3a-Dihydroxy-5a-cholestan-6-ylidene)hydrazinekarbothioamid (4): XH N M R 

(CDCI3+CD3OD) 5 0,62 (s, 3H , CH 3 ) ; 0,67 (s, 3H , CH 3 ) ; 0,83 (d, 3H , J = 6,7 Hz, CH 3 ) ; 0,84 (d, 3H, 

J = 6,7 Hz, CH 3 ) ; 0,88 (d, 3H , J = 6,7 Hz, CH 3 ) ; 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, překryt signálem H 2 0 ) ; 3,68 (m, 1H, H-

2p); 3,97 (m, 1H, H-3p). 1 3 C N M R 5 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; l x C nenalezen. HRMS (API+) vypoč í táno pro 

C28H5oN302S ([M+H]+) 492,3624; nalezeno 492,3629. 
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5.2.1.5 Př íprava látky 5 

Směs steroidu MK 238 (50 mg; 0,12 mmol) , semikarbazidu (20 mg, 0,03 mmol) a octanu 

sodného t r ihydrátu (15 mg; 0,11 mmol) byla rozpuštěna v ethanolu (10 ml). Reakční směs 

byla míchána při 70 °C 18 hodin. Následně byla přečištěna extrakcí mezi ethylacetátem 

a vodou . Po odpaření organické fáze byl produkt vyčištěn pomocí s loupcové chromatograf ie 

na sil ikagelu. Jako mobilní fáze byl použit 5 - 7 % methanol v ch loroformu. Bylo získáno 50 mg 

(88 %) produktu v podobě bí lého prášku. 

Obrázek 13: Schéma př ípravy látky 5. 

(6E)-2-(2a,3a-Dihydroxy-5a-cholestan-6-ylidene)hydrazinekarboamid (5): ľH N M R 

(DMSO-de) ô 0,607 (s, 3H , CH 3 ) ; 0 ,611 (s, 3H , CH 3 ) ; 0,84 (d, 3H, J = 6,7 Hz, CH 3 ) ; 0,85 (d, 3H , J 

= 6,7 Hz, CH 3 ) ; 0,89 (d, 3H, J = 6,5 Hz, CH 3 ) ; 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 2 ) . 1 3 C 

N M R ô 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; l x C nenalezen. HRMS (API+) vypoč í táno pro C 2 8H 5 oN 3 0 3 ([M+H]+) 476,3852; 

nalezeno 476,3854. 
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5.2.1.6 Př íprava látky 6 

Do roztoku steroidu MK 238 (50 mg; 0,12 mmol) v d ichlormetanu (4 ml) byla přidána 

t r i f luorperoxyoctová kyselina v CH2CI2 (10 ml). Reakční směs byla míchána 1 hodinu při 

pokojové tep lotě . Reakce byla ukončena př idáním 7 ml nasyceného roztoku siřičitanu 

sodného . Následně byla přečištěna extrakcí mezi ethy lacetátem a vodou s př ídavkem 

nasyceného roztoku hydrogenuhl ič i tanu sodného . Po odpaření organické fáze byl produkt 

vyčištěn pomocí s loupcové chromatograf ie na sil ikagelu. Jako mobilní fáze byl použit 8 0 % 

ethylacetát v cyklohexanu. Bylo získáno 30 mg (58 %) produktu v podobě bí lého prášku. 

Obrázek 14: Schéma př ípravy látky 6. 

2a,3a-Dihydroxy-7a-homo-7-oxa-5a-cholestan-6-on (6): XH N M R (CDCb) 5 0,68 (s, 3H, 

CH 3 ) ; 0,85 (d, 3H , J = 6,7 Hz, CH 3 ) ; 0,86 (d, 3H , J = 6,7 Hz, CH 3 ) ; 0,89 (d, 3H , J = 6,5 Hz, CH 3 ) ; 

0,90 (s, 3H , CH 3 ) ; 1,81-1,87 (m, 2H); 1,92 (td, 1H, J = 15,4, J' = 4 ,1 Hz); 1,99 (td, 1H, J = 12,8, 

i' = 3 ,1 Hz); 2,11 (ddd, 1H, J = 15 ,1 , J'= 12,6, J" = 2,0 Hz); 3,11 (dd, 1H, J = 12,2, f = 4,6 Hz); 

3,69 (m, 1H, H-2B); 4,00 (m, 1H, H-3B); 4 ,04 -4 ,11 (m, 2H, 2xC7a-H). 1 3 C N M R 5 11,73; 15,42; 

18,50; 22,14; 22,50; 22,76; 23,75; 24,78; 27,90; 27 ,93 ; 3 1 , 0 1 ; 35 ,66; 35 ,92 ; 38,24; 39,03; 

39,37; 39 ,52 ; 4 0 , 5 1 ; 4 0 , 9 0 ; 41 ,30 ; 42 ,53 ; 51 ,25 ; 55 ,97 ; 58 ,11 ; 68,02; 70 ,60 ; 176,69. HRMS 

(API+) vypoč í táno pro C27H47O4 ([M+H]+) 435,3474; nalezeno 435.3476. 
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5.2.1.7 Př íprava látky 7 

Ke směsi steroidu MK 238.7 (30 mg; 0,072 mmol) a hydroxylaminu hydrochloridu (10 mg; 

0,072 mmol) v ethanolu (10 ml) byl přidán octan sodný (25 mg; 0,20 mmol).Reakční směs 

byla míchána 24 hodin při pokojové tep lotě . Směs byla přečištěna extrakcí mezi 

ethy lacetátem a vodou . Po odpaření organické fáze na rotační vakuové odparce bylo získáno 

30 mg (96 %) podobě bílého prášku. 

HO 

Obrázek 15: Schéma př ípravy látky 7. 

(7E)-2a,3a-Dihydroxy-5a-cholestan-7-on oxim (7): *H N M R (CDCI3+CD3OD) ô 0,60 (s, 3H, 

CH 3 ) ; 0,78 (d, 3H , J = 6,7 Hz, CH 3 ) ; 0,79 (d, 3H , J = 6,7 Hz, CH 3 ) ; 0,84 (d, 3H , J = 6,5 Hz, CH 3 ) ; 

0,89 (s, 3H , CH 3 ) ; 1,78 (m, 1H); 1,94 (m, 1H); 2,05-2,12 (m, 2H); 3 ,01 (dd, 1H, J = 12,8, J' = 

3,1 Hz); 3,65 (m, 1H, H-2p); 3,86 (m, 1H, H-3p). 1 3 C N M R ô 11,76; 11 ,81 ; 18,59; 2 0 . 7 1 ; 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 ; 4 8 , 9 5 ; 54 ,91 ; 55,17; 68 ,43 ; 68,70; 163,34. HRMS (API+) vypoč í táno pro 

C27H 4 8N0 3 ([M+H]+) 434,3634; nalezeno 434,3642. 
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5.2.1.8 Př íprava látky 8 

Směs steroidu MK 238.7 (30 mg; 0,072 mmol) a 80 % hydrazinu hydrátu (30 u.1; 0,093 mmol) 

byla rozpuštěna v 7 ml ethanolu . Reakce byla míchána při 70 °C 18 hodin. Produkt byl 

ext rahován mezi ethylacetátem a vodou . Po odpaření organické fáze na rotační vakuové 

odparce bylo získáno 25 mg (81 %) bílé látky. 

/ 
H2N 

Obrázek 16: Schéma př ípravy látky 8. 

(7E)-7-Hydrazono-5a-cholestan-2a,3(x-diol (8): *H N M R (CDCI3) 5 0,68 (s, 3H , CH 3 ) ; 0,86 (d, 

3H, J = 6,7 Hz, CH 3 ) ; 0,87 (d, 3H , J = 6,7 Hz, CH 3 ) ; 0,92 (d, 3H , J = 6,5 Hz, CH 3 ) ; 0,96 (s, 3H, 

CH 3 ) ; 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-2(3); 3,91 (m, 1H, H-3(3). 1 3 C N M R 5 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 ; 4 0 , 9 5 ; 42 ,46 ; 43 ,49 ; 49 ,34 ; 55 ,07 ; 56 ,79 ; 68 ,83 ; 69,50; 163,68. HRMS (API+) 

vypoč í táno pro C27H49N2O2 ([M+H]+) 433.3794; nalezeno 433.3794. 
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5.2.1.9 Př íprava látky 9 

Směs steroidu MK 238.7 (50 mg; 0,12 mmol) a thiosemikarbazidu (20 mg; 0,21 mmol) byla 

rozpuštěna v ethanolu (10 ml) a byl přidán 1 ml kyseliny octové . Reakční směs byla míchána 

při 70 °C 2 dny. Následně byla reakce přečištěna extrakcí mezi ethy lacetátem a vodou 

s 10 % hydrogenuhl ič i tanem s o d n ý m . Po odpaření byl produkt vyčištěn pomocí s loupcové 

chromatograf ie na sil ikagelu. Jako mobilní fáze byl použit 2 - 3 % methanol v ch loroformu. 

Bylo získáno 40 mg (70 %) produktu podobě bí lého prášku. 

H 2N 

Obrázek 17: Schéma př ípravy látky 9. 

((7E)-2-(2a,3a-Dihydroxy-5a-cholestan-7-ylidene)hydrazinekarbothioamid (9): ľH N M R 

(CDCI3+CD3OD) ô 0,64 (s, 3H, CH 3 ) ; 0,82 (d, 3H , J = 6,7 Hz, CH 3 ) ; 0,83 (d, 3H, J = 6,7 Hz, CH 3 ) ; 

0,89 (d, 3H , J = 6,5 Hz, CH 3 ) ; 0,94 (s, 3H , CH 3 ) ; 1,78-1,88 (m, 2H); 1,94-2,05 (m, 2H); 2,19 (t, 

I H , J = 10,8 Hz); 2,39 (d, 1H, J = 10,8 Hz); 3,68 (m, 1H, H-2B); 3 ,91 (m, 1H, H-3B). 1 3 C N M R ô 

I I , 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 ; 5 4 , 9 1 ; 55 ,65 ; 68 ,33 ; 68,52; 

159,56; l x C nenalezen. HRMS (API+) vypoč í táno pro C28H 5 oN 3 0 2 S ([M+H]+) 492,3624; 

nalezeno 492 .3631. 
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5.2.1.10 Př íprava látky 10 

Směs steroidu MK 238.7 (50 mg; 0,12 mmol) , semikarbazidu (20 mg; 

0,03 mmol) a octanu sodného t r ihydrátu (15 mg; 0,11 mmol) byla rozpuštěna v ethanolu (10 

ml). Reakční směs byla míchána při 70 °C 2 dny. Následně byla reakce přečištěna extrakcí 

mezi ethylacetátem a vodou . Po odpaření byl produkt vyčištěn pomocí s loupcové 

chromatograf ie na sil ikagelu. Jako mobilní fáze byl použit 5 - 9 % methanol v ch loroformu. 

Bylo získáno 50 mg (88 %) produktu podobě bí lého prášku. 

H2N 

Obrázek 18: Schéma př ípravy látky 10. 

(7E)-2-(2a,3a-Dihydroxy-5a-cholestan-7-ylidene)hydrazinekarboamid (10): 1 H N M R 

(CDCI3+CD3OD) ô 0,63 (s, 3H, CH 3 ) ; 0 ,81 (d, 3H , J = 6,7 Hz, CH 3 ) ; 0,82 (d, 3H, J = 6,7 Hz, CH 3 ) ; 

0,88 (d, 3H , J = 6,5 Hz, CH 3 ) ; 0,93 (s, 3H , CH 3 ) ; 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-2p); 3,92 (m, 1H, H-3p). 1 3 C N M R 

ô 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+) vypoč í táno pro C 2 8 H 5 o N 3 0 3 ([M+H]+) 476 ,3852; nalezeno 

476.3852. 
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5.2.1.11 Př íprava látky 11 

Ke směsi steroidu MK 238.7 (50 mg; 0,12 mmol) a dichlormetanu (4 ml) byla přidána 

t r i f luorperoxyoctová kyselina (10 ml). Reakční směs byla míchána 1 hodinu při pokojové 

tep lotě . Reakce byla ukončena př idáním 7 ml nasyceného roztoku siřičitanu sodného. 

Následně byla přečištěna extrakcí mezi ethy lacetátem a vodou s 1 0 % hydrogenuhl ič i tanem 

s o d n ý m . Po odpaření organické fáze byl produkt vyčištěn pomocí s loupcové chromatograf ie 

na sil ikagelu. Jako mobilní fáze byl použit 5 % methanol v ch loroformu. Bylo získáno 50 mg 

(96 %) produktu v podobě bí lého prášku. 

o 

Obrázek 19: Schéma př ípravy látky 11. 

2a,3a-Dihydroxy-7a-homo-7a-oxa-5a-cholestan-7-on (11): X H N M R (CDCI3) 5 0,66 (s, 3H, 

CH 3 ) ; 0,85 (d, 3H , J = 6,7 Hz, CH 3 ) ; 0,86 (d, 3H , J = 6,7 Hz, CH 3 ) ; 0,90 (d, 3H , J = 6,5 Hz, CH 3 ) ; 

0,98 (s, 3H, CH 3 ) ; 1,65 (m, 1H); 1,73 (m, 1H); 1,81 (dd, J = 12,4, f = 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-2p); 3,93 (m, 1H, H-3p); 4,17 

(dd, 1H,J = 10,4, J' = 8,3 Hz, H-8p). 1 3 C N M R 5 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+) vypoč í táno pro C27H47O4 

([M+H]+) 435,3474; nalezeno 435.3475. 
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5.2.1.12 Př íprava látky 12 

Ke směsi steroidu 2840/A (50 mg; 0,14 mmol) a N-methy lmorfo l in -N -ox idu 

(55 mg; 0,47 mmol) byl přidán tetrahydrofuran (4 ml), aceton (4 ml), voda (1,5 ml) a oxid 

osmičelý v ŕ - butanolu (0,1 ml). Reakční směs byla míchána 18 hodin při pokojové teplotě . 

Reakce byla ukončena př idáním 7 ml nasyceného roztoku siřičitanu sodného a byla míchána 

po dobu 10 minut. Následně byla reakce přečištěna extrakcí mezi ethy lacetátem a vodou . 

Po odpaření organické fáze byl produkt vyčištěn pomocí s loupcové chromatograf ie na 

sil ikagelu. Jako mobilní fáze byl použit 7 0 - 8 0 % ethylacetát v cyklohexanu. Bylo získáno 

16 mg (26 %) produktu v p o d o b ě bílého prášku. 

Obrázek 20: Schéma př ípravy látky 12. 

3a,4a-Dihydroxy-7a-homo-5a-cholestan-7-on (12): *H N M R (CDCI3) 5 0,66 (s, 3H , CH 3 ) ; 0,81 

(s, 3H , CH 3 ) ; 0,86 (d, 3H, J = 6,7 Hz, CH 3 ) ; 0,87 (d, 3H , J = 6,7 Hz, CH 3 ) ; 0,89 (d, 3H , J = 6,5 Hz, 

CH 3 ) ; 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,7= 17,1 Hz); 3,30 (m, 1H, H-4p); 3,95 (bs, 1H, H-3p). 1 3 C N M R 5 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 ; 3 6 , 3 1 ; 39,44; 39,95; 

40 ,57 ; 42 ,29 ; 42 ,69 ; 4 4 , 6 3 ; 47 ,73 ; 56 ,08; 56 ,39 ; 58 ,66; 68 ,59 ; 73 ,39 ; 215,08. HRMS (API+) 

vypoč í táno pro C 2 8 H 4 9 0 3 ([M+H]+) 433 ,3682; nalezeno 433.3679. 
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5.2.2 Tes tován í cy to tox ické aktivity na n á d o r o v ý c h a n e n á d o r o v ý c h buňkách 

Cytotoxická aktivita př ipravených oxystero lů byla testována na nádorové linii buněk HeLa, 

odvozené od karcinomu děložního čípku, a nenádorové linii epi te lových buněk sítnice oka 

RPE-1. 

Den před aplikací látek byla př ipravena 96 jamková mikrotitrační destička, obsahující 

5000 buněk v jedné jamce. Sloupec 1 (řádky B-G) obsahoval 100 u.1 média 1 0 % D M E M , 

sloužícího jako blank pro závěrečné měření. Jako kontrola bylo použi to 100 u.1 buněk v 1 0 % 

médiu D M E M , nacházejícího se ve sloupci 2 (řádky B -G) . Do zbylých jamek (sloupec 12 

a řada A, H) bylo p ipetováno 130 u.1 sterilní vody, která plnila funkci ochrany před vyschnut ím 

jamek s buňkami. Ve sloupcích 3 - 1 1 (řádky B-G) bylo p ipetováno 80 u.1 buněk v 1 0 % D M E M 

médiu . 

Př ipravené látky byly rozpuštěny v D M S O tak, aby jejich výs ledná koncentrace byla 

7,5 m M . Následně byla v laminárním boxu př ipravena koncentrační řada v 96-jamkové 

mikrotitrační destičce. Do jednot l i vých jamek v řádku B bylo p ipetováno 8 u.1 př ipravené látky 

o koncentraci 7,5 m M a 232 u.1 sterilní vody. Do jamek (řádky C -G) bylo p ipetováno 160 u.1 

sterilní vody. Koncentrační řada byla vy t vo řena tzv. t rojkovou řadou , kdy po promíchání bylo 

z řádku B přeneseno 80 u.1 naředěného roztoku do řádku C. Stejný postup byl opakován , až 

po řádek G (Obrázek 21). Následně bylo přeneseno 20 u.1 zředěných látek do destičky 

s buňkami. Výs ledná koncentrační řada látek v jamkách s buňkami byla 5 0 - 1 6 , 6 7 - 5 , 5 6 -

1 , 8 5 - 0 , 6 2 - 0 , 2 1 u.M. Na jednu mikrotitrační destičku mohly být umístěny nejvýše 

3 testované látky v tr ipl ikátech (Obrázek 22). Destičky s buňkami a látkami byly inkubovány 

v inkubátoru po dobu 72 hodin při 37 °C a 5 % CO2. 

Po skončení inkubační doby bylo do sloupců 1 - 1 1 (řádky B-G) p ipetováno 20 u.1 

barviva resazurinu o koncentraci 125 u.g/ml, sloužícího jako indikátor ž ivotaschopnost i 

buněk. Destičky byly po aplikaci barviva inkubovány při 37 °C a 5 % CO2 po dobu 3 hodin. 

Po uplynut í doby inkubace byla změřena f luorescence na f luorescenčním dest ičkovém 

readeru při hodnotách excitace/emise 544/590 nm. Ze získaných hodnot byla stanovena 

hodnota IC50. Jedná se o inhibiční koncentraci látek, kdy se ž ivotaschopnost buněk sníží na 

50 % v porovnání s kontrolou. 
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A OCCOOCXXXXXX) 

Obrázek 21: Schéma ředění testovaných oxystero lů . Každá látka měla svůj vlastní sloupec. 

Do řádku B bylo p ipetováno 8 u.1 př ipravené látky o koncentraci 7,5 m M a 232 u.1 sterilní vody. 

Do jamek řádků C - G bylo naneseno 160 u.1 sterilní vody. Po promíchání bylo z řádku 

B přeneseno 80 u.1 naředěného roztoku do řádku C. Postup se opakoval až po řádek G. Řádky 

A a H (vyznačeny šedě) byly prázdné. 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
a cxxxxxxxxxxyT). 

Obrázek 22: Schéma destičky pro testovaní př ipravených oxys tero lů . Šedou barvou jsou 

označeny jamky, obsahující pouze 10 % D M E M médium, které slouží jako blank při 

závěrečném měření. Zelenou barvou je znázorněna kontrola v podobě 100 u.1 buněk v 1 0 % 

médiu D M E M . M o d r o u barvou je znázorněno 130 u.1 sterilní vody, které plní ochranou funkci 

při vyschnut ím jamek. Na jedné destičce bylo možno testovat pouze 3 látky v tr ipl ikátu. 

Ve sloupci 3 jsou uvedeny výs ledné koncentrace testovaných látek, které jsou u všech látek 

to tožné . 
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5.2.3 Př íprava buněk SH-SY5Y pro tes tován í 

Před testováním byly př ipraveny 96- jamkové mikrotitrační destičky s buňkami obsahující 

7000 nebo 20 000 buněk SH-SY5Y v jedné jamce ve sloupcích 2-12 (řádky B -G) , dle typu 

testu. Buňky byly inkubovány v D M E M / F 1 2 médiu s 1 0 % obsahem fetálního bov inního séra 

(FBS) a 1% př ídavkem antibiotika penicil inu a s t reptomyc ínu . Řada A a H a sloupec 

1 obsahovaly 100 pl média 1% D M E M , které plnilo funkci ochrany před vyschnut ím jamek 

s buňkami. Po 24 hodinové inkubaci při 37 °C a 5 % CO2 byly buňky d i ferencovány za pomocí 

all-trans ret inové kyseliny o koncentraci 10 p M v 1 % FBS D M E M / F 1 2 . Proces diferenciace 

SH-SY5Y do neuronáln ího fenotypu vyžadoval 48 hodinovou inkubaci při 37 °C 

a 5 % C 0 2 . 

5.2.4 Př íprava koncentrační řady syn te t i zovaných látek 

Před každým testováním byla vy tvořena koncentrační řada syntet izovaných oxystero lů . 

Př ipravené látky byly rozpuštěny v D M S O tak, aby výs ledná koncentrace v mikrozkumavce 

byla 10 p M . Koncentrační řada byla následně př ipravena v 96- jamkové mikrotitrační destičce 

v laminárním boxu. Do zkumavky typu eppendorf bylo p ipetováno 499 pl média obsahující 

glutamát o koncentraci 160 m M a 0,5 pl syntet izované látky. Po promíchání na vortexu bylo 

360 pl z ředěné látky v mikrozkumavce přeneseno do řádku A mikrotitrační destičky. Do řady 

mikrotitrační destičky B a C bylo p ipetováno 315 pl média obsahující g lutamát o koncentraci 

160 m M . Koncentrační řada byla vy t vo řena tak, že z řádku A bylo přeneseno 35 pl 

naředěného roztoku do řádku B. Stejný postup byl opakován i s řadou B. Další koncentrační 

řady dalších látek vznikaly o b d o b n ý m postupem v řadě D-F . Následně bylo přeneseno 

100 pl naředěných roztoků látek do destičky s d i ferencovanými buňkami. Výs ledná 

koncentrační řada látek v jamkách s buňkami byla 1 0 - 1 - 0 , 1 p M . 

5.2.5 Tes tovan í cytotoxicity na buňkách SH-SY5Y 

Cytotoxicita př ipravených oxystero lů byla zkoumána na buňkách SH-SY5Y. Na tento test byly 

př ipraveny 96- jamkové mikrotitrační destičky, obsahující 7000 buněk v jamce. Prvním 

krokem bylo odsátí média, v jednot l i vých jamkách (řádky B-G) bez narušení buněk, usedlých 
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na dně jamky. Odsáty byly nejprve sloupce 1 - 5 . K buňkám ve sloupcích 3 - 5 bylo následně 

p ipetováno 100 u.1 naředěných roztoků látek př ipravených postupem zaznamenaných 

v podkapitole 5.2.4 s t ím rozdí lem, že látky byly rozpuštěny v 1 % D M E M / F 1 2 namísto média 

obsahuj íc ího glutamát o koncentraci 160 m M . Po aplikaci látek v tr ipl ikátu byla odsáta zbylá 

část desky a postup byl opakován . Do sloupce 1 bylo p ipetováno 100 u.1 D M E M / F 1 2 , 

sloužícího jako blank. Jako kontrola byly použi ty buňky ve sloupci 2 se 100 u.11% D M E M / F 1 2 

s D M S O (0.1% v/v). Mikrot i t rační destička byla inkubována po dobu 24 hodin při 37 °C a 5 % 

CO2. Po uplynut í doby inkubace bylo k buňkám s látkami př idáno 100 u.1 0,75 u.M roztoku 

Calceinu v PBS a ponecháno inkubovat po dobu 50 minut v inkubátoru při 37 °C 

a 5 % CO2. Počet ž ivotaschopných buněk byl vyhodnocen na základě dat získaných 

z mikrodest ičkového readeru při v lnové délce excitace/emise 495/517 nm. 

5.2.6 Test buněčné smrti 

Cytotoxická aktivita př ipravených látek byla zkoumána pomocí modelu g lutamátem 

indukované buněčné smrti na d i ferencovaných buňkách SH-SY5Y. Na tento test byly 

př ipraveny 96- jamkové mikrotitrační destičky, obsahující 20 000 buněk v jedné jamce. 

Prvním krokem bylo odsátí média, v jednot l i vých jamkách (řádky B-G) bez narušení buněk, 

usedlých na dně jamky. Odsáty byly nejprve sloupce 1 - 5 . K buňkám ve sloupcích 

3 - 5 bylo následně p ipetováno 100 u.1 naředěných roztoků látek, př ipravených postupem 

zaznamenaným v podkapitole 5.2.4. Po aplikaci látek v triplikátu byla odsáta zbylá část desky 

a postup byl opakován. Do sloupce 1 bylo p ipetováno 100 u.11% D M E M / F 1 2 , sloužícího jako 

blank. Jako pozit ivní kontrola byly použity buňky se 100 u.1 1 % D M E M / F 1 2 s D M S O (0.1% 

v/v). Naopak jako negativní kontrola byly použity buňky se 100 u.1 média obsahující glutamát 

o koncentraci 160 m M . Kontroly byly umístěny dle schématu (Obrázek 23). Mikrot i t rační 

destička byla inkubována po dobu 24 hodin při 37 °C a 5 % CO2. Po inkubaci buněk s látkami 

v g lu tamátovém médiu bylo př idáno 100 u.1 roztoku obsahující propidium jodid v PBS 

o celkové koncentraci 1 u.g/mL Měřen í f luorescence proběhlo po 15 minutové inkubaci ve 

tmě za pokojové teploty na mikrodest ičkovém readeru při hodnotách excitace/emise 

535/617 nm. 
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Další z testů použ i tým testem buněčné smrti byl zaměřený na měření enzymu laktát 

dehydrogenázy (LDH) s využ i t ím komerčního testu Cytotoxicity Detection Klt (LDH). 

Postupováno bylo dle pokynů vý robce . Na tento test byly př ipraveny 

96- jamkové mikrotitrační destičky, obsahující 20 000 buněk v jamce. Prvním krokem bylo 

odsátí média, v jednot l i vých jamkách (řádky B-G) bez narušení buněk, usedlých na dně 

jamky. Odsáty byly nejprve sloupce 1 - 5 . K buňkám ve sloupcích 3 - 5 bylo následně 

p ipetováno 100 u.1 naředěných roztoků látek, př ipravených postupem zaznamenaných 

v podkapitole 5.2.4. Po aplikaci látek v t r ip l ikátu byla odsáta zbylá část desky a postup byl 

opakován. Do sloupce 1 bylo p ipetováno 100 u.11% média D M E M / F 1 2 , sloužícího jako blank. 

Jako zdravá kontrola byly použi ty buňky se 100 u.11% média D M E M / F 1 2 s D M S O (0.1% v/v). 

Naopak jako pozit ivní kontrola byly použi ty buňky se 100 u.1 g lutamátového média. Kontroly 

byly umístěny dle schématu (Obrázek 23). Po 24 hodinové inkubaci buněk s př ipravenými 

látkami popsaným postupem v podkapitole 5.2.5 při 37 °C a 5 % CO2 bylo z kultivačního 

média odp ipe továno 50 u.1 média a přeneseno do nové 96 jamkové mikrotitrační destičky. K 

odp ipetovanému médiu bylo př idáno 50 u.1 roztoku LDH realease loading roztok a bylo 

inkubováno 30 minut ve tmě za pokojové teploty. Po inkubaci bylo následně př idáno 50 u.1 

roztoku LDH STOP solution a následně bylo měřeno množství uvo lněného LDH do média 

jakožto absorbance při v lnové délce 490 nm. 

5.2.7 M ě ř e n í ox ida t i vn ího stresu pomoc í dihydroethidia 

Měřena byla produkce reaktivních kyslíkových radikálů (ROS), které jsou známkou 

oxidat ivního stresu. Produkce ROS byla detekována pomocí dihydroethidia (DHE), které 

sloužilo jako f luorescenční značka pro stanovení množství superox idových radikálů. Byly 

př ipraveny 96- jamkové mikrotitrační destičky, obsahující 20 000 buněk v jamce. Prvním 

krokem bylo odsátí média, v jednot l i vých jamkách (řádky B-G) bez narušení buněk, usedlých 

na dně jamky. Odsáty byly nejprve sloupce 1 - 5 . K buňkám ve sloupcích 3 - 5 bylo následně 

p ipetováno 100 u.1 naředěných roztoků látek, př ipravených postupem zaznamenaných 

v podkapitole 5.2.4. Po aplikaci látek v t r ip l ikátu byla odsáta zbylá část desky a postup byl 

opakován. Do sloupce 1 bylo p ipetováno 100 u.1 1% D M E M / F 1 2 , sloužícího jako blank. Jako 
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zdravá kontrola byly použi ty buňky se 100 u.11% D M E M / F 1 2 s D M S O (0 .1% v/v). Naopak jako 

pozit ivní kontrola byly použi ty buňky se 100 u.1 média obsahuj íc ího glutamát o koncentraci 

160 m M . Kontroly byly umístěny dle schématu (Obrázek 23). 

Po 4 hod inové inkubaci buněk se z ředěnými látkami, př ipravených postupem 

v podkapitole 5.2.4, při 37 °C a 5 % CO2 byla 96 jamková mikrotitrační deska centr i fugována 

po dobu 5 minut a 30 sekund při 500 g. Kultivační médium v mikrotitrační destičce bylo 

nahrazeno 100 u.1 roztoku DHE v PBS o celkové koncentraci 10 U .M. Po následné inkubaci po 

dobu 30 minut ve tmě za pokojové teploty byla změřena f luorescence DHE při v lnových 

délkách excitace/emise 500/580 nm na mikrodest ičkovém readeru. 

5.2.8 M ě ř e n í aktivity kaspázy 3, 7 

Na tento test byly př ipraveny 96- jamkové mikrotitrační destičky, obsahující 20 000 buněk 

v jamce. Prvním krokem bylo opatrné odsátí média, v jednot l i vých jamkách (řádky B-G) bez 

narušení buněk usedlých na dně jamky. Odsáty byly nejprve sloupce 1 - 5 . K buňkám ve 

sloupcích 3 - 5 bylo následně p ipetováno 100 u.1 naředěných roztoků látek př ipravených 

postupem zaznamenaných v podkapitole 5.2.4. Po aplikaci látek v t r ip l ikátu byla odsáta 

zbylá část desky a postup byl opakován . Do sloupce 1 bylo p ipetováno 100 u.11% D M E M / F 1 2 , 

sloužícího jako blank. Jako zdravá kontrola byly použi ty buňky se 100 u.1 1% D M E M / F 1 2 

s D M S O (0 .1% v/v). Naopak jako pozit ivní kontrola byly použi ty buňky se 100 u.1 

g lutamátového média. V rámci otravy byla použita i speciální pozit ivní kontrola, inhibitor 

kaspáz 3, 7 - t e t r a p e p t i d Ac -DEVD-CHO v koncentraci 0,5 U .M. Kontroly byly umístěny dle 

schématu (Obrázek 23). Aktivita kaspázy 3 a 7 jako signalizačních molekul apoptózy byla 

detekována po 1 hodinové inkubaci buněk s př ipravenými látkami v g lu tamátovém médiu 

postupem zaznamenaným v podkapitole 5.2.4. K buňkám bylo př idáno 50 u.1 reakční směsi, 

obsahují 3543,5 u.1 kaspázového pufru, 114 u.1 DTT, 114 u.1 PMSP 

a 28,5 u.1 substrátu Ac -DEVD-AFC. Následně po 2 hod inové inkubaci při 37 °C a 5 % CO2 byla 

měřena f luorescence na mikrodest ičkovém readeru při hodnotách excitace /emise 

400/505 nm. 
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5.2.9 M ě ř e n í mi tochondr iá ln ího m e m b r á n o v é h o potenc iá lu 

Dále byl proveden test mitochondr iá ln ího m e m b r á n o v é h o potencionálu pomocí 

komerčního kitu mitochondr iá ln ího m e m b r á n o v é h o potencionálu od f irmy Sigma Aldr ich. 

Postupováno bylo dle pokynů vý robce . Na tento test byly př ipraveny 96-jamkové 

mikrotitrační destičky, obsahující 20 000 buněk v jamce. Prvním krokem bylo opatrné odsátí 

média, v jednot l i vých jamkách (řádky B-G) bez narušení buněk usedlých na dně jamky. 

Odsáty byly nejprve sloupce 1 - 5 . K buňkám ve sloupcích 3 - 5 bylo následně p ipetováno 

50 u.1 naředěných roztoků látek př ipravených postupem zaznamenaných v podkapitole 5.2.4. 

Po aplikaci látek v tr ipl ikátu byla odsáta zbylá část desky a postup byl opakován. Do sloupce 

1 bylo p ipetováno 50 u.1 1 % D M E M / F 1 2 sloužícího jako blank. Jako zdravá kontrola byly 

použi ty buňky se 50 u.1 1% D M E M / F 1 2 s D M S O (0,1 % v/v). Naopak jako pozit ivní kontrola 

byly použi ty buňky s 50 u.1 g lu tamátového média. Kontroly byly umístěny dle schématu 

(Obrázek 23). Takto př ipravená destička byla inkubována po dobu 1 hodiny při 37 °C a 5 % 

CO2. Poté bylo k buňkám s látkami př idáno 25 u.1 roztoku, obsahující 2 ml reakčního pufru A 

a 20 u.1 barvičky JC-10. Následovala 30 minutová inkubace při 37 °C a 5 % CO2. Po inkubaci 

bylo př idáno 25 u.1 kontrastního pufru B a ihned poté proběhlo měření na mikrodest ičkovém 

readeru při v lnových délkách excitace/emise 490/525nm a 540/590 nm. 
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Obrázek 23: Schéma destičky s buňkami SH-SY5Y pro testovaní př ipravených oxystero lů . 

Šedou barvou jsou označeny jamky, obsahující pouze médium D M E M bez buněk. M o d r o u 

barvou je znázorněno médium, které slouží jako blank při závěrečném měření. ZB = zdravé 

buňky: 1 0 % D M E M / F 1 2 s buňkami; T = toxin: 1 0 % D M E M / F 1 2 s g lutamátem a buňkami. Na 

jedné destičce bylo možno testovat pouze 5 látek. Ve sloupci 

3 jsou uvedeny výs ledné koncentrace testovaných látek, které jsou u všech látek to tožné . 
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6 VÝSLEDKY A DISKUZE 

6.1 Syntéza látek 

Jednos tupňovou syntézou bylo př ipraveno 12 látek. Výchoz í s loučeninou pro látky 1, 2, 4, 5 

a 6 byl steroid MK 238 s ketoskupinou na pozici C6 (Obrázek 24). Látku 1 připravila i skupina 

Richmonda a kol . (2014) p o d o b n ý m způsobem, jako byl použit v d ip lomové práci. Pro látky 

7, 8, 9 ,10,11 byla výchozí látka MK 238.7 s ketoskupinou umístěnou na pozici C7 (Obrázek 

25). Pro syntézu hydroxymethy lenketonů 3 a 18 nebo 19, tj. látek nutných pro následnou 

syntézu heterocykl ických der ivátů , se jako stěžejní ukázala př í tomnost ketonu v pozici C7 

(CH7). V t o m t o případě se podaři lo př ipravit hydroxymethylenketon 3 v dostatečném 

výtěžku (Obrázek 27). V př ípadě 6-keto der ivátů (MK-608 a A) k zavedení 

hyd roxymethy lenové skupiny na pozici C7 nedošlo (Obrázek 26). Rozdíl v reaktivitě je možné 

vysvět l i t sterickými vlivy. Toto potvrzuje ve své syntéze pyrazo lových der ivátů i Pele (1971). 

Hydroxymethylenketon 3 byl klíčový při př ípravě steroidů s navázaným heterocyklem na 

B kruhu (látky 13,14,15,16, a 17). Pro látku 12 byla výchozí s loučeninou nenasycený keton 

2840/A s osmič lenným B kruhem (Obrázek 28). 

Dvous tupňovou syntézou , přes hydroxymethylenketon 3, bylo př ipraveno 

5 oxystero lů s heterocykly na B kruhu (Obrázek 29). Heterocyklické oxysteroly byly 

př ipraveny RNDr. Mi ros lavem Kvasnicou, Ph.D. 
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Obrázek 24: Jednostupňová syntéza látek 1, 2, 4, 5 a 6 vycházející z MK 238. 

Obrázek 25: Jednostupňová syntéza látek 7, 8 ,9 ,10 a 11 vycházející z M K 238.7. 
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Obrázek 26: Nezdaři lé pokusy o syntézu látku 18 a 19 s ketoskupinou na pozici C6. 

Obrázek 27: Jednostupňová syntéza látky 3 vycházející ze steroidu CH7. 

Obrázek 28: Jednostupňová syntéza látky 12 s osmič lenným B kruhem. 
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Obrázek 29: Dvoustupňová syntéza heterocykl ických oxystero lů na B kruhu. 

6.2 Testování cytotoxické aktivity na nádorových a nenádorových buňkách 

Cytotoxická aktivita 17 syntet izovaných látek byla testována na nádorové linii HeLa 

a nenádorové linii RPE-1 . Z důvodu špatné rozpustnosti byla u látek 3 a 15 snížena 

koncentrace ze 7,5 m M na 5 m M . Pouze heterocyklické látky 13,14 a 17 byly netoxické pro 

obě linie v testované koncentraci . (Tabulka 1). Nejzajímavější výs ledky vykazoval př ipravený 

oxysterol s navázaným hydrazinem 8, který byl toxický pro nádorovou linii a pro linii RPE-1 

byla tato látka netoxická. Na nádorové buňky byla nejvíce toxická látka 16 s hodnotou 

ICso 6,4 ± 3,2 u.M. Cytotoxické byly také látky 1, 5 a 11 s hodnotou ICso 12,0; 9,5 a 9,9 U .M. 

Látka 5 byla rovněž vysoce toxická i pro linii RPE-1 s hodnotou ICso 8,3 U .M. Ostatní látky 

vykazovaly střední toxicitu pro linii HeLa v rozmezí 18,3 - 34,6 U .M. U linii RPE-1 se toxicita 

pohybovala v rozmezí 16,1 - 39,8 u.M. Výs ledky ukázaly, že př ipravené heterocyklické 

oxysteroly nejsou pro testované linie toxické s vý j imkou látky 16, která byla toxická pro linii 

HeLa (IC5o = 6,4 u.M) a středně toxická linii RPE-1 (IC5o = 16,1 U.M). 

Rárová a kol . (2016) ve své studii zkoumali cytotoxický efekt cholestanový der ivátů 

včetně výchoz ích látek pro syntézu modif ikovaných oxystero lů MK238, MK238.7 a CH7 na 
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několika nádorových linii. Hodnota IC50 u nádorové linie M C F 7 u látky MK 238 vykazovala 

hodnotu 43 .1 ± 9 . 8 U .M. Syntet izované oxysteroly (1, 2, 4, 5 a 6), odvozené od MK 238, 

vykazovaly vyšší cytotoxicitu než jejich výchozí látka. Látky 1 a 5 byly ve srovnání s výchozí 

látkou více toxické. Opačný efekt byl zaznamenán ve srovnání steroidu CH7 a látky 3, kdy 

výchozí látka byla pro linii MCF7 toxická (IC50 = 8.9 ± 1.6 U.M) a látka 3 vykazovala na linii 

HeLa pouze střední toxicitu (IC50 = 34,5 ± 2,5 U.M). U steroidu MK238.7 byla hodnota 

IC50 = 18,2 ± 1.5 u.M. Ve lmi podobné hodnoty byly naměřeny u látek 9 a 10, které vycházely 

ze steroidu MK238.7. Ostatní př ipravené oxysteroly (látky 7 a 8) vykazovaly nižší toxicitu než 

výchozí steroid. Avšak látka 11 byla ve srovnání s výchozí látkou více toxická. Její hodnota 

IC50 byla 9,9 ± 2,7 u.M. Rozdíl cytotoxicity může být v použití odl išných nádorových linií. 

V d ip lomové práci byla použita nádorová lini HeLa, kdežto ve studii Rárové a kol. (2016) byla 

použita linie nádorová MCF7. 

K p o d o b n ý m cytotox ickým výs ledkům pro látku 1 jako v d ip lomové práci 

(IC5012,0 ± 3,5 u.M) dospěla i studie Richmonda a kol . (2014), kteří cytotoxický efekt zkoumali 

na nádorových buňkách prostaty PC -3 , kde stanovili hodnotu IC50 na 10,8 ± 2,6 U .M. 
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Tabulka 1: Hodnoty IC50 (u.M) testovaných látek na nádorové (HeLa) a nenádorové buňky 

(RPE-1) po 72 hodinové inkubaci . 

Látka Buněčná linie (IC50; U.M) Látka 

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 34,5 ± 1,2 

5 9,5 ± 2,8 8,3 ± 2,7 

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 ± 1,4 

11 9,9 ± 2,7 38,1 ± 1,2 

12 18,0 ± 7,2 24,2 ± 4,4 

13 >50 >50 

14 >50 >50 

15 29,3 ± 3,3 36,6 ± 1,9 

16 6,4 ± 3,2 16,1 ± 7,4 

17 >50 >50 

6.3 Testovaní cytotoxicity na buňkách SH-SY5Y 

Cytotoxická aktivita byla zkoumána také na neuronálních buňkách SH-SY5Y. Buňky byly 

v izual izovány pomocí barviva Calcein A M , které se v ž ivých buňkách přeměňuje na zeleně 

f luorescenční barvivo calcein. Největší cytotoxický efekt byl zjištěn u látek 2 a 10 

s koncentrací 10 u.M, kdy viabil ita byla 27 %. Toxicita byla změřena rovněž u látky 7, kdy při 

koncentraci 10 u.M došlo k poklesu viability na 50 %. Snížená viabil ita u koncentrace 10 u.M 

byla také zaznamenána u látky 9, kde byla 63 %. U zbylých látek byla viabil ita téměř 100 %. 

59 



Připravené heterocyklické oxysteroly nebyly pro neuronální buňky SH-SY5Y toxické 

v žádné testované koncentraci . Ž ivotaschopnost buněk byla téměř 100 % u všech 

heterocyklů . (Graf 2). 
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Graf 1: Cytotoxická aktivita syntet izovaných der ivátů oxysterolu na buňkách SH-SY5Y po 

24 hodinové inkubaci . Látky byly testovány v koncentraci 0 ,1 -1 -10 U .M. S loupcový graf 

znázorňuje p růměrné hodnoty s ± standardní chybou průměru (SEM) ze dvou nezávislých 

exper imentů p rovedených v tr ipl ikátu. Naměřené hodnoty jsou vztaženy k pozit ivní kontrole 

(Ctr), médium D M E N (100 %). 
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Graf 2: Cytotoxická aktivita heterocykl ických oxysterolu na buňkách SH-SY5Y po 24 hodinové 

inkubaci . Látky byly testovány v koncentraci 0 ,1 -1 -10 u.M. Sloupcový graf znázorňuje 

p růměrné hodnoty s ± standardní chybou průměru (SEM) ze dvou nezávislých exper imentů 

p rovedených v tr ipl ikátu. Naměřené hodnoty jsou vztaženy k pozitivní kontrole (Ctr), 

médium D M E N (100%) . 
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6.4 Test buněčné smrti 

Dále byl proveden test buněčné smrti s využ i t ím g lutamátového modelu a vizualizace 

pomocí barviva PI. G lutamát o koncentraci 160 m M byl považován za vyvolání 1 0 0 % buněčné 

smrt i . V t o m t o testu byl s tudován vliv syntet izovaných látek v koncentraci 0 ,1 -1 -10 u.M na 

snížení buněčné smrti indukované g lutamátem. Na základě cytotoxické aktivity byly u látky 

2, 7, 9 a 10 vy řazeny toxické koncentrace 10 u.M. Nejvýraznější efekt byl zaznamenám 

u dvou látek (3 a 5), který se podobal aktivitě neuroprotekt ivn í látky MK 238, 

u níž bylo zaznamenáno snížení na 85 % při koncentraci 0,1 u.M, na 77 % při koncentraci 

1 u.M a na 58 % v koncentraci 10 u.M. (Graf 3). Neuroprotekt ivn í aktivitu látky MK 238 ve své 

bakalářské práci potvrdila Bc. Veronika G ó r o v á (Górová , 2019). U látky 3 bylo zaznamenáno 

snížení na 74 % při koncentraci 0,1 u.M, na 55 % při koncentraci 1 u.M a na 43 % v koncentraci 

10 u.M. U látky 5 bylo zaznamenáno snížení na 79 % při koncentraci 1 u.M a na 72 % 

v koncentraci 10 u.M. Heterocykl ické oxysteroly nevykazovaly žádnou v ý z n a m n o u protekční 

aktivitu s vý j imkou látky 13 (Graf 4). U látky 13 bylo zaznamenáno snížení na 65 % při 

koncentraci 10 u.M. 

Na základě výsledků byly uvedené 2 látky podrobeny detai lnějším testům jejich 

biologické aktivity. Neuroprotekční aktivita látek 3 a 5 byla potvrzena pomocí kitu detekci 

cytotoxicity, využívající k detekci enzym laktát dehydrogenázu , který se uvolňuje při 

poškození buněk do média (Graf 5). Účinek syntet izovaných látek byl po rovnám s cholestan-

33,5a,63-triolem (triol), kterého byla zaznamenána neuroprotekční aktivita. Bylo zj ištěno, 

že triol vykazuje in vitro i in vivo neuroprotekční účinky na modelu g lutamátem indukované 

buněčné smrti prostřednictv ím negativní modulace N M D A receptoru (Hu a kol . , 2014). 
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Graf 3: Neurotoxická aktivita syntet izovaných oxystero lů na buňky SH-SY5Y po 24 hodinové 

inkubaci . Látky byly testovány v koncentraci 0 ,1 -1 -10 u.M. Sloupcový graf znázorňuje 

p růměrné hodnoty s ± standardní chybou průměru (SEM) ze tří nezávislých exper imentů 

p rovedených v t r ip l iká tu . Naměřené hodnoty signálu jsou vztažené ke glutamátu (Glu 160) 

o koncentraci 160 m M (100 %). 
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Graf 4: Neurotoxická aktivita heterocykl ických oxystero lů na buňky SH-SY5Y po 24 hodinové 

inkubaci . Látky byly testovány v koncentraci 0 ,1 -1 -10 u.M. Sloupcový graf znázorňuje 

p růměrné hodnoty s ± standardní chybou průměru (SEM) ze tří nezávislých exper imentů 

p rovedených v t r ip l iká tu . Naměřené hodnoty signálu jsou vztažené ke glutamátu (Glu 160) 

o koncentraci 160 m M (100 %). 
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Graf 5: Měřen í uvo lněného enzymu laktát dehydrogenáza (LDH) do média pří poškození 

buněK SH-SY5Y po 24 hodinové inkubaci . Látky byly testovány v koncentraci 0 ,1 -1 -10 U .M. 

S loupcový graf znázorňuje průměrné hodnoty s ± standardní chybou průměru (SEM) ze čtyř 

nezávislých exper imentů p rovedených v tr ipl ikátu. Naměřené hodnoty signálu jsou vztažené 

ke g lutamátu (Glu 160) o koncentraci 160 m M (100 %). Analýza byla provedena pomocí 

Kruskal -Wall is , M a n n - W h i t n e y post hoc test (Bonferonniho sekvenční korekce p-hodnot) . 

# značí statistickou významnost mezi kontrolou (Ctr) a g lutamátem o koncentraci 160 m M 

(Glu 160 m M ) . * statisticky významný rozdíl pro látku v určité koncentraci v porovnání 

s g lutamátem o koncentraci 160 m M (Glu 160). 

6.5 Měření oxidativního stresu 

Oxidat ívni stres je významná příčina patologie Parkinsonovy choroby, která vede ke ztrátě 

dopaminergních neuronů . Je známo, že glutamát indukuje cytotoxicitu v buněčné linii 

SH-SY5Y skrze ox idat ívni stres prostřednictv ím cystein/glutamátového ant iporteru, což vede 

k buněčné smrti (Kritis, 2015). Proto byla zkoumána schopnost vybraných látek 3 a 5 snížit 

tvorbu ROS indukovanou g lutamátem. Výs ledky ukázaly, že zkoumané látky v koncentraci 10 

u.M snižují ox idat ívni stres vyvo laný g lutamátem, který byl považován za 100 % (Graf 6). 

U látky 5 byl při koncentraci 10 U.M zaznamenám největší efekt, a to snížení na 60 %. U látky 
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3 bylo snížení ox idat ivního stresu vyvo laným glutamátem na 75 %. Látka 5 snižovala 

oxidat ívni stres lépe než neuroprotekt ivn í látky MK 238 (69 %) a triol (67 %). Zdá se, že látky 

3 a 5 chrání buňky skrze snížení ox idat ivn ího stresu v y v o l a n ý m g lutamátem. 
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Graf 6: Tvorba superox idových radikálů v buňkách SH-SY5Y po 4 hodinové inkubaci . Látky 

byly testovány v koncentraci 0 ,1 -1 -10 u.M. Sloupcový graf znázorňuje průměrné hodnoty 

s ± standardní chybou průměru (SEM) z pěti nezávislých exper imentů p rovedených 

v tr ipl ikátu. Naměřené hodnoty signálu jsou vztažené ke glutamátu (Glu 160) o koncentraci 

160 m M (100 %). Analýza rozptylu (ANOVA), Tukey post hoc test. # značí statistickou 

významnost mezi kontrolou (Ctr) a g lutamátem o koncentraci 160 m M (Glu 160 m M ) . 

* statisticky významný rozdíl pro látku v určité koncentraci v porovnání s glutamátem 

o koncentraci 160 m M (Glu 160). 

6.6 Měření aktivity kaspázy 3,7 

Studie posledních let naznačují, že ochranný účinek látek by mohl působit skrze snížení 

aktivity kaspáz 3,7, které se účastní apopt ického procesu (Gonzalez, 2 0 2 1 ; Zhu, 2016). 

V př ípadě měření aktivity kaspáz nebyl zaznamenán příliš v ý znamný efekt v porovnání 

s inhibi torem kaspázy 3,7 Ac -DEVD-CHO o koncentraci 0,5 u.M, který snížil aktivitu kaspáz na 
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26 %. U všech látek bylo zj ištěno snížení se středním až nízkým efektem při koncentraci 

10 u M (Graf 7). 
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Graf 7: Měřen í aktivity kaspázy 3,7 na buňkách SH-SY5Y po 3 hodinové inkubaci . Látky byly 

testovány v koncentraci 0 ,1 -1 -10 U .M. S loupcový graf znázorňuje p růměrné hodnoty 

s ± standardní chybou průměru (SEM) z pěti nezávislých exper imentů p rovedených 

v tr ipl ikátu. Naměřené hodnoty signálu jsou vztažené ke glutamátu (Glu 160) o koncentraci 

160 m M (100 %). Analýza byla provedena pomocí Kruskal-Wall is , M a n n - W h i t n e y post hoc 

testu (Bonferonniho sekvenční korekce p-hodnot) . # značí statistickou významnost mezi 

kontrolou (Ctr) a g lutamátem o koncentraci 160 m M (Glu 160 m M ) . * statisticky v ý z n a m n ý 

rozdíl pro látku v určité koncentraci v porovnání s g lutamátem o koncentraci 160 m M (Glu 

160). 

6.7 Měření mitochondriálního membránového potenciálu 

Měřen í mitochondr iá ln ího m e m b r á n o v é h o potenciálu ukázalo, že testované látky jsou 

celkově schopny obnovit m e m b r á n o v ý potenciál mitochondr i í po expozici tox ickým 

glutamátem (Graf 8). Nejlepší schopnost má látka 3 při koncentraci 10 U.M (80 %). 
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Graf 8: Stanovení mitochondr iá ln ího m e m b r á n o v é h o potenciálu na buňkách SH-SY5Y po 

1 hod inové inkubaci . Látky byly testovány v koncentraci 0 ,1 -1 -10 u.M. S loupcový graf 

znázorňuje p růměrné hodnoty s ± standardní chybou průměru (SEM) ze tří nezávislých 

exper imentů p rovedených v t r i p l i k á t u . Naměřené hodnoty jsou vztaženy ke kontrole (Ctr), 

médium D M E N (100 %). Analýza byla provedena pomocí Kruskal -Wall is , M a n n - W h i t n e y post 

hoc testu (Bonferonniho sekvenční korekce p-hodnot) . # značí statistickou významnost mezi 

kontrolou (Ctr) a g lutamátem o koncentraci 160 m M (Glu 160 m M ) . * statisticky v ý z n a m n ý 

rozdíl pro látku v určité koncentraci v porovnání s g lutamátem o koncentraci 160 m M (Glu 

160). 
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7 ZÁVĚR 

V rámci d ip lomové práce se podaři lo j e d n o s t u p ň o v o u syntézou připravit 12 oxystero lů 

s modi f ikovaným B kruhem. Výchoz ími sloučeninami byly steroidy MK 238, MK238.7, CH7 

a 2840/A pocházející z knihovny LRR. Pro biologické testování byly použi ty navíc 

i heterocyklické der iváty z knihovny steroidů LRR. Všechny oxysteroly s navázaným 

heterocyklem na B kruhu byly př ipraveny d v o u s t u p ň o v o u syntézou přes syntetizovanou 

látku 3. 

U heterocykl ických oxystero lů nebyla zaznamenána žádná významná biologická 

aktivita až na výj imky, kdy látka 13 vykazovala v koncentraci 10 u.M neuroprotekt ivn í aktivitu 

na buňky SH-SY5Y a látka 16 s navázaným pyrazolem na B kruhu vykazovala cytotoxický efekt 

na nádorovou i normální buněčnou linii. Cytotox ický efekt na nádorovou linii HeLa rovněž 

vykazovaly dvě př ipravené látky (3 a 5). Zbylé testované látky působi ly st ředním 

cytotox ickým efektem na obě zkoumané linie. 

U oxystero lů bylo zkoumáno také to, zda jsou schopny snížit buněčnou smrt 

neuronálních buněk SH-SY5Y vyvolanou g lutamátem. Výs ledky ukázaly, že dvě látky (3 a 5) 

významně chrání buňky před g lutamátem snížením jeho toxicity. Detailnější testy zjistily, že 

látka 3 a 5 chrání buňky t ím, že snižují ox idat ívni stres. Prekvapive jšou všechny vybrané látky 

schopny obnovit mitochondriální m e m b r á n o v ý potenciál . 
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