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1. Uvod

Oxysteroly jsou kyslikaté derivaty cholesterolu. Vznikaji jak enzymatickou, tak
neenzymatickou cestou. Na enzymatické pfeméné se nejcastéji podileji enzymy z rodiny
cytochromu P450, na neenzymatické pak volné kyslikaté radikaly. Oxysteroly jsou jednak
metabolické meziprodukty (v metabolismu zluCovych kyselin), ale také biologicky aktivni
molekuly. Podileji se na udrzovani homeostazy cholesterolu nebo slouzi jako signalni
molekuly. V organismu zastavaji také roli v patofyziologickych procesech. V urcitych
koncentracich ptsobi cytotoxicky, vyvolavaji apoptdézu nebo moduluji zanétlivou reakci.
Nékteré jsou zapojeny do patogeneze aterosklerdzy, osteopordzy nebo do patogeneze
neurodegenerativnich onemocnéni. V nizsich koncentracich by v§ak mohli neurony chranit
pied procesem neurodegenerace.

Mezi nejcastéjsi neurodegenerativni onemocnéni patii Alzheimerova, Parkinsonova
nebo Huntingtonova choroba nebo amyotrofickd laterarni skler6za. Jsou charakterizovany
ztratou kognitivnich schopnosti a/nebo poruchou motoriky. Onemocnéni se manifestu;ji
nejcasteji v pokrocilém veéku. Dochazi k agregaci Spatné¢ slozenych proteinti v buinikach
a nasledné ke ztratam urcitych neuronovych populaci.

Cilem této prace bylo nasyntetizovat knihovnu oxysteroli. Nasledné zjistit, zda
néktery z ptirodnich €i syntetickych oxysterolli nemé biologickou aktivitu a potencidlni

neuroprotektivni U€inky.
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2. Teoreticka Cast

2.1. Oxysteroly

Oxysteroly jsou kyslikaté derivaty cholesterolu vznikajici jeho enzymatickou nebo
neenzymatickou oxidaci. Podle poctu modifikaci l1ze oxysteroly rozdélit na primarni
a sekundarni. Primarni maji modifikovany postranni feté¢zec nebo jeden z kruhti. Sekundarni
jsou modifikovany dvéma a vice hydroxy, epoxy, keto nebo hydroperoxy skupinami.
Oxysteroly jsou povazovany za metabolické meziprodukty, ale i biologicky aktivni
molekuly zapojené do mnoha procesii véetn€ udrzovani homeostazy cholesterolu (Luu et al.,

2016; Samadi et al., 2021).

2.1.1. Piivod a metabolismus oxysteroli v organismu

Oxysteroly v perifernich tkanich mohou vznikat z cholesterolu v potravé (oxidaci
—napadenim volnym radikdlem) nebo endogenné enzymatickou nebo neenzymatickou
pfeménou cholesterolu (Vaya & Schipper, 2007). Obecné oxysteroly s modifikovanym
kruhem vznikaji neenzymaticky, zatimco oxysteroly s modifikovanym postrannim fetézcem
jsou syntetizovany enzymatickou cestou (Obrazek 1). Toto neplati zcela piesné ve vSech
ptipadech, naptiklad 25-hydroxycholesterol (25-HC), 70/B-hydroxycholesterol (7o/B-HC)
a 7-ketocholesterol (7-KC) vznikaji jak enzymatickou, tak neenzymatickou cestou (Brown
& Jessup, 2009).

Neenzymaticky vznikaji oxysteroly ptisobenim volnych kyslikatych radikalti (ROS)
na cholesterol pochazejici bud’ z potravy, nebo z endogennich zdroji — v lipoproteinech
nebo bunéénych membranach. Diky pfitomnosti dvojné vazby mezi 5. a 6. uhlikem B-kruhu
dojde pii reakci s ROS kodtrzeni vodiku na 7. uhliku. Tento uhlik dale reaguje
s molekularnim kyslikem za vzniku 7-hydroperoxycholesterolu (7-OOHC, a i B isomeru)
(Brown & Jessup, 2009; Luu et al., 2016). 7-OOHC je nejcastéjsim oxysterolem vznikajicim
v ranych fazich neenzymatické oxidace (Brown et al., 1997). Produkty jeho degradace jsou
7-KC (nejpouzivanéjsi marker neenzymatické oxidace cholesterolu), 7a-hydroxycholesterol
(70-HC) a 7p-hydroxycholesterol (7p-HC) (Luu et al., 2016). 7-KC mize kromé
neenzymatické degradace vznikat i enzymaticky, a to ze 7-dehydrocholesterolu pomoci

cytochromu P450 (CYP), ptesnéji pomoci CYP7AT1 (Shinkyo et al., 2011), nebo pti konverzi
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ze 7B-HC pomoci 11B-hydroxysteroid dehydrogenazy typu 1 (11B-HSD1/CYP11p)
(Larsson et al., 2007), coz prispiva k udrzovani rovnovahy mezi 7-KC a 78-HC (Miti¢ et al.,
2013). Stejné jako 7-KC a 7B-HC muize i 7a-HC vznikat enzymaticky, a to jako meziprodukt
v metabolismu zlu¢ovych kyselin pomoci CYP7A1 (Russell, 2003).

Enzymatickou hydroxylaci vedlejSiho fetézce cholesterolu vznikaji 24-, 25-,
a 27-hydroxycholesterol (24-HC, 25-HC a 27-HC), kazdy pomoci jiného enzymu (Russell,
2000). 24-HC je produkovan cholesterol 24-hydroxylazou (CYP46Al), jez se nachazi
v endoplazmatickém retikulu (Lund et al., 1999) a nejvice je exprimovana v neuronalnich
bunkach mozku, pficemz mozek je hlavnim zdrojem tohoto oxysterolu v krevnim ob&hu
(Bjorkhem et al.,, 1998). Cholesterol 25-hydroxylasa (CH25H) nachazejici se
v endoplazmatickém retikulu a Golgiho aparatu produkuje 25-HC v nizkych koncentracich
v mnoha tkanich. Jedné se o maly hydrofobni protein patfici do malé rodiny nehemovych
zelezo obsahujicich proteint (Lund et al., 1998). Stejné jako 24-HC je i 27-HC produkovan
enzymem zrodiny CYP, a to sterol 27-hydroxylasou (CYP27Al1). CYP27A1 je
mitochondridlni enzym nachézejici se v mnoha tkéanich, pfedev§im pak v jatrech. Tento
enzym katalyzuje prvni krok v alternativni cesté¢ pro syntézu zluovych kyselin (adici
hydroxylové skupiny na vedlejsi fetézec cholesterolu a piibuznych sterolti) (Brown &
Jessup, 2009; Cali & Russell, 1991).

VétSina enzymatickych drah pro metabolismus cholesterolu je také schopna
metabolizovat oxysteroly. Napiiklad acyl-CoA cholesterol transferasa (ACAT) nebo
lecithin-cholesterol acyltransferasa (LCAT) jsou schopny esterifikovat oxysteroly
v bunkach nebo v plazmé (Brown & Jessup, 2009). Dalsi metabolickou drahou je oxidace
pomoci CYP27A1, ktera mimo tvorby 27-HC z cholesterolu je také schopna metabolizovat
7-KC na 7-keto-27-hydroxycholesterol, jez je meziproduktem v tvorbé ve vodé rozpustnych
produktti v metabolismu 7-KC (Lyons & Brown, 2001). Redukci 7-KC vznika 7p-HC
za ptsobeni 11B-HSD1, jez je nejvice znama pro svou roli V metabolismu glukokortikoidt
(Jessup & Brown, 2005). Dalsi metabolickou drahou je sulfatace. Sulfotransferasa
SULT2BI1b, jejimiz substraty jsou piedevsim steroly/steroidy, je také schopna sulfatovat
oxysteroly jako 7-KC, coz se jevi jako vyznamna cesta eliminace tohoto oxysterolu, ktery

jinak muze pusobit toxicky na bunku (Fuda et al., 2007).
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Obrazek 1 Vznik oxysteroli enzymatickou nebo enzymatickou cestou z cholesterolu..
ROS - reaktivni kyslikové radikaly, CH25H - cholesterol 25-hydoxylaza, 7a/f-OOHC - 7a/B-
hydroperoxycholesterol, 7a-HC — 7a-hydroxycholesterol, 7B-HC — 7B-hydroxycholesterol, 7-KC — 7-
ketocholesterol, 7-DHC - 7-dehydrocholesterol, 24-HC - 24-hydroxycholesterol, 25-HC - 25-
hydroxycholesterol, 27-HC — 27-hydroxycholesterol.
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2.1.2. Fyziologicka role oxysteroli v organismu

Oxysteroly jsou zapojeny do vybranych fyziologickych procesti, ve kterych hraji roli
napiiklad jako regulatory homeostazy cholesterolu, jako signalni molekuly, jako regulatory
transkripce metabolismu nebo jako metabolické meziprodukty (Samadi et al., 2021).

V mozku se nachazi zhruba 25 % z celkového cholesterolu v téle, predevSim
V neesterifikované podobé. Cholesterol jako takovy nemutze prechdzet hematoencefalickou
bariérou (Samadi et al., 2021). Pro udrzeni stalych hladin cholesterolu si bunky vyvinuly
nejméné Ctyfi rizné strategie, které limituji jeho akumulaci (snizuji jeho tvorbu a piijem),
stimuluji jeho vyluCovani z buriky a zvysuji jeho ukladani v podobé jeho estert (Brown &
Jessup, 2009).

Na tvorbé cholesterolu se podili 3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-CoA (HMG-CoA)
reduktasa, ktera katalyzuje redukce HMG-CoA na mevalonat. Vybrané oxysteroly jsou v§ak
schopny zvySovat posttransla¢ni degradaci HMG-CoA reduktasy pomoci ubiquitinizace
anasledného rozlozeni proteazomem, ¢imz snizuji tvorbu nového cholesterol pii jeho
nadbytku (DeBose-Boyd, 2008).

Sterol regulujici element vazajici protein (SREBP) je produkovéan jako neaktivni
prekurzor v endoplazmatickém retikulu vazany na SREBP protein aktivujici §tépeni (Scap),
ktery funguje jako sensor hladiny cholesterol v membrané endoplazmatického retikula
(Goldstein et al., 2006). Kdyz hladina cholesterolu klesne pod kritickou hranici SREBP,
spolecné se Scap jsou transportovany do Golgiho aparatu, kde dochazi k aktivaci biosyntézy
cholesterolu. Jakmile je hladina cholesterolu obnovena nebo je vyssi, SREBP/Scap komplex
je transportovan zpét do endoplazmatického retikula, a to pomoci insulin indukovaného genu
(INSIG). Bylo zjisténo, Ze cholesterol se vaze pouze na Scap, zatimco oxysteroly pouze
na INSIG (Radhakrishnan et al., 2007).

Na zvyseném vyluCovani cholesterolu z buniky se podili jaterni X receptor (LXR).
Jednad se o jaderny receptor, jehoZ pfirozenymi ligandy jsou vybrané oxysteroly. Ma
na starosti expresi genti kodujicich proteiny transportujici cholesterol z bun¢k jako ATP-
vazebné kazetové proteiny (ABCA1 a ABCG1) (Wong et al., 2004).

Pii ptekroceni ur¢ité hladiny bunééného cholesterolu dochédzi k jeho ukladdani
ve form¢ cholesterylesteri, coz umoziuje ACAT V endoplazmatickém retikulu (Xu &
Tabas, 1991). Aktivatorem ACAT a nasledné esterifikace je z oxysterold napiiklad 25-HC
(Cheng et al., 1995).

14



Role oxysterolil jako signalnich molekul je zndma naptiklad v Hedgehog signalni
draze, ktera je evolu¢né konzervovana u obratlovct a hraje velkou roli pfi embryonalnim
vyvoji.  Aberantni  Hedgehog  signalni drdha je  zapojena pfi  vzniku
vyvojovych/kongenitalnich vad a umnoha druht rakovin (Briscoe & Thérond, 2013).
Hedgehog je produkovan jako proteinovy prekurzor, ktery podléhéd proteolyze a riznym
modifikacim vedoucim ke vzniku kovalentni vazby s cholesterolem, coz umoznuje
Hedgehog proteinu tésnou vazbu na bunécny povrch. V bunééné membrané se komplex
cholesterol-Hedgehog protein vazi na piislusny receptor Patched, ten uvoliiuje Smoothened,
coz vede k aktivaci transkripce cilenych vyvojovych geni pomoci rodiny transkripénich
faktorti Gli (Luu et al., 2016). Oxysteroly byly poprvé spojeny s Hedgehog signalni drahou,
kdyz 25-HC (ne vSak 7B-HC) byl schopen aktivovat transkripci Hedgehog cilovych genli
v meduloblastomu (Corcoran & Scott, 2006) a v pluripotentnich mezenchymalnich burnikach
(Dwyer et al., 2007). Oxysteroly aktivuji Hedgehog signalni drahu ne pomoci Gpravy
vlastnosti membrany, ale pomoci sterol-proteinové interakce, coz indikuje stereoselektivni
efekt oxysteroli a jejich vazbu do alostericky aktivovaného Smoothened (Nachtergaele et
al., 2012).

Oxysteroly jako 20(S)-hydroxycholesterol, 22(S)- nebo 22(R)-hydroxycholesterol
Jsou Vv osteogenezi silnymi modulatory signalni drahy schopné piedejit osteopordze. At uz
20(S)-hydroxycholesterol ~ samotny nebo asociovany s22(S)- nebo 22(R)-
hydroxycholesterolem je silnym induktorem osteogenni diferenciace, kterd je
zprosttedkovana  vlivem  oxysteroli na cyklooxygenasu/fosfolipazu A> nebo

na mechanismus zavisly na mitogenem aktivované protein kinase (Kha et al., 2004).

2.1.3. Patofyziologicka role oxysteroli v organismu

U oxysterolil byla zjisténa cytotoxicita, apoptopicky a zanétlivy efekt a jsou také spojovany
s chronickymi onemocnénimi véetné aterosklerdzy a neurodegenerativnimi procesy (Samadi
etal., 2021).

Co se cytotoxicity tyce, mluvi se o jejich schopnosti narusit hladiny vnitrobunééného
vapniku, nadprodukovat ROS uvnitt buiiky, modifikovat mitochondrialni a lysozomalni
membranu, nebo schopnosti porusit metabolismus polyamint (Otaegui-Arrazola et al., 2010;
Poli et al., 2009).
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U vybranych oxysterolt je v in vitro studiich popsan apoptopicky efekt, ktery mtize
byt zptisoben, stejné jako cytotoxicity, schopnosti oxysteroli zvySovat hladiny ROS uvnitf
buniky. Oxysteroly také mohou indukovat modifikace bunéénych proteini nebo muze
dochazet k upravam raznych signalnich drah a genovych expresi. K indukci apoptozy
dochazi pomoci dvou hlavnich drah, a to bud’ skrz receptory smrti, nebo pies poskozeni
mitochondrii. Oxysteroly jsou schopny apoptoézu indukovat skrz obé dvé drahy, pficemz se
navzajem li§i v mechanismu, a proto zatim nelze popsat univerzalni mechanismus
oxysterold pro indukci apoptdzy (Lordan et al., 2009; Morrissey & Kiely, 2006).

Studované oxysteroly v patofyziologickych procesech (napt. 7a-HC, 7p-HC, 7-KC,
24-HC nebo 27-HC) jsou povazovany za silné zesilovaCe zanétlivych reakci pomoci
vyvolani exprese prozanétlivych cytokind, mezi které patii tumor nekrotizujici faktor a,
interleukin-1 a 6, chemokint jako interleukin 8 nebo monocytarniho chemotaktického
proteinu 1 a monocytarniho zanétlivého proteinu 1P. Tyto a dalsi prozanétlivé modulatory
jsou zavislé na aktivit¢ jaderného faktoru kB, u kterého bylo zjisténo, ze je silné
nadregulovan oxysteroly skrz aktivaci protein kinazy C (Poli et al., 2013).

V mnoha studiich bylo ukazéano, Ze oxysteroly jsou jedny z hlavnich sloucenin, které
jsou schopné podporovat rozvoj aterosklerdzy v riiznych stadiich tohoto onemocnéni
(Shibata & Glass, 2010; Vejux & Lizard, 2009). V pokrodilych aterosklerotickych 1ézich je
nejvice zastoupen 27-HC, dal$im v potadi je 7-KC, nésleduji pak 7-HC a 70-HC,
dohromady tvoii ptiblizné 75-85 % vSech oxysterolu ptitomnych v 1ézich (Khatib & Vaya,
2014). Phjdeme-li vSak od zacatku, tak jesté pred rozvojem aterosklerotického platu,
oxysteroly mohou pfispivat k inhibici relaxace cév, coz vede ke zvySeni krevniho tlaku.
Naptiklad u 7-KC bylo prokazéano, Ze inhibuje relaxaci cév zavislou na endoteliich pomoci
snizeni uvoliiovani oxidu dusnatého, ktery je hlavnim faktorem dané relaxace (Deckert et
al., 2002). Dale 7-KC ale i 7B-HC a 7a-HC mohou vyvolat zanét v endotelialnich buikach
a zvysit expresi adhezivnich molekul (Lemaire et al., 1998). 7-KC muize ptispivat k formaci
tukovych pruhii v prvnim kroku k tvorbé aterosklerotického platu, coz je charakterizovano
akumulaci monocytli v subendotelidlnim prostoru a naslednou akumulaci lipidi v téchto
monocytech, a tim ke vzniku pénovych bunék (Vejux & Lizard, 2009). 7-KC muze také mit
Caste¢né pod kontrolou progresi ateroskletotického platu (Zarrouk et al., 2014). Ke konci
ateroskler6zy, tedy v pokrocilych aterosklerotickych platech, ptispivaji nékteré oxysteroly
K erozi a k protrzeni platu. Naptiklad u cholestan-3p,5a,6B-triolu (TRIOL) bylo prokazano,
ze prispiva ke kalcifikaci bun¢k hladkého svalstva cév, coz oslabuje cévni sténu (Liu et al.,
2004).
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U starsich lidi ptispiva hypercholesterolémie ke zvySeni produkce oxysteroltl, jez se
mohou podilet na vzniku diabetu mellitu druhého typu. NaruSeni redoxni homeostazy
u diabetickych pacienti je podporovano zvySenymi hladinami 7-KC, 7B-HC a 7a-HC, které
by mohly ptfedstavovat vhodné biomarkery oxidac¢niho stresu u diabetu (Astiasaran, 2011).
Teorii 0 zapojeni oxysterolil do vzniku diabetu druhého typu podporuje fakt, ze profilin-1,
jez je ve vétsi mife v diabetickém endoteliu, je up-regulovany 7-KC prostfednictvim
proteinu 1 vazajiciho oxysterol (OSBP1) (Romeo & Kazlauskas, 2008).

Na rozdil od 20(S)-hydroxycholesterolu a 22(S)- nebo 22(R)-hydroxycholesterolu,
které ptispivaji k prevenci osteoporozy (Kha et al., 2004), TRIOL mize inhibovat
osteogenni diferenciaci a podnécovat apoptozu u Krysich kmenovych bunék (Liu et al.,
2005), coz naznacuje, ze nékteré oxysteroly mohou pfispivat k osteopordze. K této teorii
prispiva fakt, Ze zvySeni hladin 27-HC pomoci injekéniho podéni nebo genetickym
naruSenim lokusu CYP7BI1-/- (enzym odpovidajici za katabolismus 27-HC) vede
k vyraznému zmenseni hutné i houbovité kostni tkan¢ (DuSell et al., 2010).

V mnoha studiich bylo naznaceno, Ze oxysteroly jsou zapojeny do patofyziologie
riznych druht rakovin, naptiklad rakoviny tlustého stieva, kiize, plic, prsit nebo rakoviny
ZluCovodu (Samadi et al., 2021). Vzhledem ke zndmym faktim je mozné, Ze oxysteroly
ovliviuji riziko vzniku a pribéh rakoviny riznymi zpusoby, a to diky odlisSnému chovani
a ptisobeni oxysterolll v riznych bunéénych liniich. MiZe to byt zplisobeno schopnosti
oxysteroli modulovat zanét nebo signalni drahy (Hedgehog) nebo prostfednictvim interakei
s proteiny vazajicimi oxysteroly (Kloudova et al., 2017). U rakoviny prsu bylo zjisténo,
ze 27-HC stimuluje rast MCF-7 buné¢k (Brooks et al., 1973) u xenograftnich mysi. Zaroven
bylo prokézano, Ze u rakovin prsi s pfitomnosti estrogenovych receptorii na povrchu
nadorovych bunék je zvySena hladina 27-HC ve zdravych tkanich prstt ve srovnani
s kontrolami bez rakoviny. Zaroven je také zvysena hladina 27-HC v samotném nadoru.
Dale bylo dokazéano, ze zvySené hladiny 27-HC nejsou ovlivnény hladinami cirkulujiciho
27-HC, ale jsou zpisobeny snizenou expresi CYP7B1, ktery metabolizuje 27-HC. Z téchto
zjisténi lze vyvodit, ze 27-HC je nearomatizovanym ligandem estrogenovych receptord,
ktery podporuje rist rakoviny prsu s pfitomnosti estrogenovych receptorii na povrch

nadorovych bun¢k (Q. Wu et al., 2013).
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2.1.4. Zapojeni oxysterolii v neurodegenerativnich onemocnénich

Hypercholesterolemie je dlouho povazovana za rizikovy faktor pro vznik Alzheimerovy
(AD) aParkinsonovy choroby (PD). Navic se ukazalo, ze naruSena distribuce
a metabolismus cholesterolu v mozku se podili na patogenezi neurodegenerativnich
onemocnéni (Poli et al.,, 2013). Narozdil od cholesterolu mohou oxysteroly piechazet
hematoencefalitickou bariéru, coZz mize znamenat jejich zapojeni do patofyziologickych
procesit v mozku (Liitjohann et al., 1996). Schopnost oxysterolii prostupovat bariéru
znamena, ze mozek muze jejich nadbyte¢né mnozstvi eliminovat transportem do télniho
obéhu, ale miize také dochazet k opacnému déni, kdy se toxické mnozstvi oxysterolil
z télniho ob&hu muiize akumulovat v mozku, coz bylo potvrzeno u 27-HC (Heverin et al.,
2004).

Oxysteroly, o kterych se nejvice uvazuje, ze jsou zapojeny do patogeneze
neurodegenerativnich onemocnéni, jsou 24-HC a 27-HC (Sottero et al., 2009). Na jednu
stranu se ma za to, Ze 24-HC ma protektivni Uc¢inek na centralni nervovou soustavu diky
eliminaci piebytecného cholesterolu z mozku do krve (Bjorkhem et al., 2009). Na stranu
druhou bylo prokazano, Ze siln¢ zesiluje proapoptické a pronekrotizujici t€inky amyloidu 3
isoformy 1-42 (AP1-42) na dvou riznych lidskych neuronalnich bunéénych liniich (Gamba et
al., 2011). Akumulace 27-HC v mozku, at’ uz z krevniho ob&hu u hypercholesterolémie,
nebo syntézou pfimo v mozku, je povazovana za toxickou a spojovana s AD (Shafaati et al.,
2011). 27-HC vykazuje niz§i neurotoxicitu nez 24-HC, avsak opravdovy toxicky efekt
abnormalni akumulace obou oxysterolii zavisi na vice faktorech — na pfesné lokalizaci
v mozku, na pfitomnosti redoxni nerovnovahy, akumulaci zeleza, relativnim vycerpani
antioxidantt a dalSich (Gamba et al., 2011; Poli et al., 2013).

V lipidomické analyze mozki pacientli s Parkinsonovou chorobou byla zjisténa vyssi
hladina oxysteroll selektivné lokalizovana ve zrakové kiife. Kromé zvysenych hladin 24-HC
a 27-HC byly také zvyseny hladiny 7a-HC, 7B-HC, 7-KC a 58,6B-epoxycholesterolu, a to
dvakrat v mozku postizeném Parkinsonovou chorobou oproti kontrolnimu zdravému mozku

(Cheng et al., 2011) .
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2.2. Neurodegenerativni onemocnéni

Neurodegenerativni onemocnéni, mezi které patii napiiklad AD, PD, Huntingtonova
choroba (HD) nebo amyotroficka laterarni skler6za (ALS), jsou chronické neurologické
stavy charakterizované poruchou kognitivnich funkei (progresivni ztratou paméti) a/nebo
poruchou motoriky. Nejcastéji se neurodegenerativni onemocnéni objevuji u pacientd
S vys$im vékem, coZ mize znamenat, ze jsou tato onemocnéni spojena s procesem starnuti.
Mimo to patii k mechanismiim neurodegenerativnich onemocnéni také poskozeni DNA,
zanét a dysregulace autofagie (Mao & Zhang, 2021).

U vySe zminénych onemocnéni dochazi k agregaci Spatné sloZenych proteint
a ke ztratam urcitych neuronovych populaci. Pravé proteinové agregaty jsou ¢asto spojovany
s odpovidajicimi patologickymi abnormalitami danych neurodegenerativnich onemocnéni.
K odstranéni agregovanych proteinti buiikky vyuzivaji autofagii, ktera je jednim z hlavnich

intracelularnich mechanismu vedoucich k eliminaci téchto proteint (Guo et al., 2018).

2.2.1. Alzheimerova choroba

Celosvétove kolem 55 milionu lidi trpi demenci, z toho asi 60-70 % tvoii AD, coz z tohoto
onemocnéni déla nejcastéjsi formu demence (World Health Organization, 2017). AD se
projevuje ztratou kratkodobé paméti a poklesem kognitivnich funkci, coZ narusuje schopnost
normaln¢ a samostatn¢ fungovat v kazdodennim zivoté. VétSinou se jednd o sporadické
onemocnéni, malé procento pak tvofi familiarni AD s Mendelovskou dédi¢nosti
(autozomalné dominantni) (Sheppard & Coleman, 2020). Nejvétsim rizikovym faktorem je
vék — zhruba 3 % ptipadii AD ptipadaji na skupinu lidi pod 65 let. Pravdépodobnost vyskytu
AD v 65 letech je asi 3 %. Okolo 85 let vsak pravdépodobnost stoupa azna 30 %
(Association, 2019). Mezi dalsi rizikové faktory patii fyzickd neaktivita, obezita, Spatné
stravovaci navyky, koufeni, alkoholismus, stres, cukrovka, zvySeny krevni tlak, varianty
Vv urcitych genech (apolipoprotein E, prekurzorovy protein pro amyloid § (ApB), presenelin 1
a 2 a dal$i) nebo znecisténi ovzdusi (Sheppard & Coleman, 2020; World Health
Organization, 2017).

AD je charakterizovana ztratou synapsi a atrofii neuront v celé mozkové kife

a hipokampu, pficemz dochazi ke vzniku agregati Spatn¢ poskladanych proteint, jakymi
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jsou AP tvorici amyloidni plaky a protein tau (s tubulinem asociovana jednotka) tvorici
neurofibrilarni vlakna (NFT) (Sheppard & Coleman, 2020).

Senilni plaky jsou primarné tvofeny riznymi amyloidnimi peptidy o délce 36-43
aminokyselin (nejcastéjsi AP je dlouhy 40 a 42 aminokyselin) pochazejicimi
Z transmembranového prekurzorového proteinu pro amyloid [, ktery je Stépen
- a y-sekretasou (katalytickou komponentu y-sekretasy koéduje presenelin 1 a 2). Tyto
peptidy se nachazi v extracelularnim prostoru a jsou fibrilizovany, aby nedochazelo k jejich
degradaci (Thal et al., 2015). Dle amyloidni hypotézy spousti nahromadéni AP kaskadu
udalosti, kterd vede ke smrti neurond a vzniku AD. Akumulace AP je pravdépodobné
zodpoveédna za smrt neuront prostiednictvim vice mechanismu, mezi které patii naptiklad
excitotoxicita, preruseni synapsi, oxidativni stres nebo poSkozeni mitochondrii.
Za excitotoxicitou mize byt kontinualni aktivace NMDA (N-methyl-D-aspartat receptor,
zrodiny glutamatovych receptorti) receptort pravé pritomnym akumulovanym A
(Sheppard & Coleman, 2020).

NFT jsou intraneurondlni agregaty tau proteinu, ktery je kodovan MAPT genem (tau
protein asociovany s mikrotubuly). Primarni funkci tau proteinu je stabilizovat mikrotubuly
v axonech. Kviili hromadéni AP, dochazi k fosforylaci tau proteinu, coz mize zptisobovat
jeho agregaci (Kumar et al., 2022). Monomery hyperfosforylovaného tau proteinu tvofi
oligomery, ze kterych vznikaji parované helikalni fragmenty, a ty pak tvoti NFT. Stejné jako
amyloidni plaky se i NFT $iti mozkem, po¢inaje v hipokampu, jak se AD zhorSuje (Kumar
et al., 2022; Sheppard & Coleman, 2020).

Na rozdil od amyloidni hypotézy, ve které primarn¢ dochazi k hromadéni AP
avzniku plath a teprve sekundarné dochazi k poskozeni mitochondrii, hypotéza
mitochondrialni kaskady piedpoklada, Ze nejdiive dochazi k poSkozeni mitochondrii
a ostatni patologické jevy jsou sekundarni. Prvnim nepfimym dikazem o zapojeni
mitochondrii do AD je pfitomnost snizeného metabolismu glukézy a kysliku v mozcich
pacientd s AD. V mnoha studiich byly navic popsany strukturni a funkéni abnormality
mitochondrii (Monzio Compagnoni et al., 2020), jako naptiklad abnormalni morfologie
a pocet mitochondrii, oxidativni fosforylace nebo produkce ROS. U enzymil zapojenych
do bunéc¢ného dychani byly navic zjistény jejich snizené aktivity. Patfi sem cytochrom
c oxidasa, pyruvat dehydrogenasovy komplex, o-ketoglutarat dehydrogenasa a ATP-
syntasa, naopak u sukcindt a malat dehydrogenasy byly zjistény jejich zvySené aktivity.
Mimo to dochazi také k nerovnovéaze mezi ROS a antioxida¢nimi mechanismy, kdy ROS

vyvolavaji oxidativni stres v neuronech mozku postizenych AD (Cenini & Voos, 2019).
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Neurony u pacienti s AD Snejvétsi pravdépodobnosti umiraji apoptdzou, se
zapojenim kaspasové signalni drahy a fragmentace DNA. V postizenych mozcich byly totiz
nalezeny jak fragmenty DNA, tak apoptopicky protein Bel-2 (B-cell lymfoma 2) navic bylo
prokazano, ze synteticky AP aktivuje apoptopickou kaskadu (Chang et al., 2016).

In vitro model neurodegenerace

K navozeni in vitro modelu neurodegenerace je vyuzivan glutamat (Glu). JakoZto excita¢ni
neurotransmiter se objevuje v mozku. Dojde-li k jeho akumulaci a jeho koncentrace jsou pfilis
vysoké, zacne pusobit jako neurotoxin a zpisobuje smrt bun¢k, coz bylo potvrzeno v mnoha
in vitro studiich. Glu vykazuje excitotoxicitu na SH-SYSY burikach skrz oxidativni stres. Bylo
zjisténo, Ze pusobenim Glu na tyto buiiky dochézi k redukci celkového mnozstvi glutathionu.
Nadmérné koncentrace extracelularniho glutamatu inhibuje cystin/glutamatovy antiporter,
¢imz dochéazi vbunce kdepleci cystinu, ktery je potiebny k syntéze redukovaného
glutathionu, jez slouzi jako vnitrobunéény antioxidant. Burika neni schopna odbouravat ROS

a dochazi k apoptoze (Sun et al., 2010).

2.2.2. Parkinsonova choroba

PD je druhé nejcastéjsi neurodegenerativni onemocnéni po AD. Prevalence u v€kovych
kategorii se li§i. Ve véku od 65 do 69 let je ptiblizné 0,5-1 %, u lidi nad 80 let potom stoupa
k 1-3 %. Toto komplexni progresivni neurodegenerativni onemocnéni je charakterizované
klidovym tfesem, ztuhlosti, bradykinezi (zpomalenymi pohyby) s nestabilnim drzenim téla
Vv pozdégjSich stadiich. Pfi¢ina vzniku PD neni dosud zndma, je ale zndmo mnoho genetickych
1 environmentélnich rizikovych faktord stejné jako jsou znamy geny zapojené do vzniku
familiarni PD. Zajimavosti je fakt, ze koufeni cigaret a piti kavy mlize snizovat riziko vzniku
PD. Oba dva navyky maji také potencialné protektivni t¢inky, co se PD tyce (Kouli et al.,
2018).

Mezi environmetalni rizikové faktory patii pesticidy a herbicidy, u kterych bylo
prokdzano, ze jsou neurotoxické; jsou selektivnimi inhibitory mitochondrialniho komplexu
I, které poSkozuji dopaminergni buiiky v substantia negra (Cerna substance) (Kouli et al.,
2018). Na genetickém podkladu s monogenni (podminénou jednim genem) Mendelistickou

dédicnosti vznikd asi 5-10 % piipadii PD. Prozatim bylo identifikovano 19 gent (10
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autozomaln¢ dominantnich a 9 autozomalné recesivnich) a 23 lokust, které zpisobuji PD.
Lokusy jsou pojmenovany PARK a ¢islem od 1 do 23 (Deng et al., 2018). Mezi dalsi geny
s predispozici k PD patii GBA1 (B-glukocerebrosidasa-A), histokompatibilni komplex tiidy
I1 nebo MAPT a dalsi (Kouli et al., 2018).

Pii pficnych fezech mozkovym kmenem je hlavni vyraznou makroskopickou
morfologickou zménou ztrata tmavého zbarveni v oblasti substantia negra pars compacta,
coz koreluje s mrtvymi dopaminergnimi neurony (Dickson, 2012). Mikroskopickym
znakem PD je pfitomnost abnormalnich cytoplazmatickych agregatu proteinu a-synukleinu
v télech neurond tzv. Lewyho téliska. Casto byvaji doprovazeny dystrofickymi neurity —
Lewyho neurity — vétsinou se jedna o axon. Lewyho téliska jsou slozena z granularniho
a fibrilarniho jadra obklopeného ,,svatozafi*. V priméru maji od 5 do 30 um a v jednom
neuronu mize byt i vice neZ jedno tclisko. Kromé fosforylovaného agregovaného
a-synukleinu je v Lewyho téliskach pfitomno vice proteinu, mezi které patii ubiquitin, tau,
proteiny tepelného Soku a dalsi (Kouli et al., 2018).

Stejné jako u AD hraje mitochondrialni dysfunkce i u PD velkou roli. U pacientt
s PD bylo zjisténo, Ze dochézi k poklesu aktivity komplexu I mitochondridlniho dychaciho
fetézce, nebo kubytku podjednotek tohoto komplexu. Mozné zapojeni komplexu |
do patogeneze PD bylo potvrzeno, kdyZ se po podani inhibitor komplexu I lidem i zvifatim
rozvinuly pfiznaky PD. Dal§im podporujicim faktem je, Ze geny zpiisobujici familiarni PD
jsou také zapojeny do degradace mitochondrii. Mutace Parkin a PINK1 (respektive PARK2
monitoruje stav mitochondrii a kdyz detekuje poSkozeni, aktivuje Parkin. Parkin umoziiuje
spojeni ubiquitinu S proteiny vnéj$i membrany mitochondrii. Tim vznika autofagozém, ktery
fuzuje s lysozomem a dochazi k degradaci mitochondrii. Nakonec se nabizi korelace mezi
mitochondrialni dysfunkci a akumulaci a-synukleinu. Nekteré formy a-synukleinu se mohou
vazat na translokasu vnéj$i membrany 20, ¢imz inhibuji import mitochondrialnich proteind,
coz vyustuje ve snizené dychani a nadprodukci ROS (Monzio Compagnoni et al., 2020).
Muze také dochazet k interakcim oa-synukleinu s mitochondrialni membranou, nasledné
akumulaci v organele, a to vede ke snizeni nebo zastaveni aktivity komplexu I. V konecném
dasledku dochézi k poSkozeni normalnich funkci mitochondrii a zvySeni oxidativniho stresu

(Kouli et al., 2018).
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2.2.3. Jina neurodegenerativni onemocnéni

Huntingtonova choroba

HD je neurodegenerativni onemocnéni charakterizované poruchou kognitivnich,
motorickych a psychickych funkei. V zdpadni populaci se toto onemocnéni vyskytuje
s prevalenci 10,6-13,7 ptipadi na 100 000 obyvatel. Nejcastéji se piiznaky manifestuji mezi
30 a 40 rokem zivota (McColgan & Tabrizi, 2018).

Podstatou HD je autozomalné¢ dominantné zdédéna expanze CAG trinukleotidové
repetice v genu pro huntingtin na 4. chromosomu. To Usti v produkci mutantniho proteinu
huntingtinu, ktery ma abnormalné dlouhé polyglutaminové repetice. Pokud je v genu
ptitomno 39 a vice CAG repetic, onemocnéni se s jistotou projevi, pokud je pfitomno 36 az
39 repetic, penetrance onemocnéni je snizena (MacDonald et al., 1993).

Mutantni huntingtin zptasobuje dysfunkci a smrt neurond prostfednictvim mnoha
mechanismi. Patfi mezi n¢ formace agregati mutantniho proteinu, dysregulace transkripce
nékterych dulezitych gentl, naruSend proteinovd homeostdza, mitochondridlni dysfunkce,
naruseni axonalniho transportu nebo naruSena synapticka plasticita a neuroglialni dysfunkce.
Naruseni funkci mitochondrii mize byt zplisobeno piimou interakci mutantniho huntingtinu
S vnéjSi membranou mitochondrii nebo diky naruSeni normalniho transportu organel
Vv axonech, coz muze snizit transport mitochondrii do synapsi, a tim i snizit produkci ATP.
Mize také dochdzet ke sniZeni transkripce mitochondrialnich gent nebo transportu proteinti
do mitochondrii, jelikoZ mutantni huntingtin inhibuje komponentu transportniho komplexu
vnitini mitochondridlni membrany. VySe zminéné mechanismy vedou k naruseni normalni
funkce mitochondrii, naruseni buné¢ného dychani, nadprodukce ROS, coz nakonec vyusti

Vv neuronalni smrt (Jimenez-Sanchez et al., 2017).

Amyotroficka laterarni skleroza

Lou Gehrigova choroba neboli ALS je progresivni, fatalni, neurodegenerativni onemocnéni
postihujici primarn¢ motoneurony v mozku a mise (Siddique & Siddique, 1993).
Degenerace hornich motoneurontt (v mozkové kuie) vede k hyperreflexi, zpomalené
koordinaci koncetin se spasticitou a ke svalové ztuhlosti. Degenerace dolnich motoneuronti

(v. miSe) se nejdiive projevuje spontannimi svalovymi zaSkuby, nésledné¢ dochazi
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K progresivni atrofii svali spolu se zanikem synapsi spojujici neurony se svaly. Nejdiive
jsou postizeny koncetiny, v pokrocilych stadiich atrofuji i o¢ni svaly a svaly svéraci,
pfiemz mentalni schopnosti byvaji neporusené (Darrell Hulisz, 2018).

Prevalence ALS je zhruba 6 ptipadti na 100 000 obyvatel. Primérny vék manifestace
ALS je 58-60 let, pficemz prumérna délka preziti od zacatku onemocnéni je 3-4 roky.
Vétsina piipadt ALS, asi 90-95 %, je sporadickych, zatimco zbylych 5-10 % je dédi¢na
familiarni forma ALS (Talbott et al., 2016). U familiarni formy ALS dochazi ke vzniku
onemocnéni jiz velmi brzy, a to pfesnéji pred 20 rokem zivota nebo v rané dospélosti.
Sporadicka forma ALS nemda zadnou znamou pfi¢inu. Za vznikem muize stat vice faktora
jako abnormalni fungovani imunitniho systému, vystaveni se toxinim, dysfunkce
mitochondrii nebo glutamatova toxicita (Darrell Hulisz, 2018).

S familiarni formou ALS jsou nejvice spojovany geny SODI (superoxid
dismutasa 1), FUS (fazovany v sarkomu), TARDBP/TDB-43 (TAR (element trans-aktivacni
odezvy) DNA-vazebny protein) nebo C9orf72 (otevieny ¢teci ramec 72 na chromozomu 9).
Mutovany SODI1 je pfitomen zhruba u 12-20 % familiarni ALS. Funkéni SODI je
zodpovédny za konverzi superoxidového radikalu na peroxid vodiku. Ztrata jeho funkce pii
mutaci vSak nemda za nasledek ztrdtu neuronti, za tou stoji dysfunkce mitochondrii
a axonalniho transportu. FUS je jaderny protein regulujici genovou expresi. Jeho mutace se
vyskytuji u zhruba 5 % familidrnich ALS. Mechanismus patogeneze tohoto proteinu je
podobny jako u TDB-43, také se s nim nachazi v granulech v motoneuronech. Mutace
v TDP-43 je pfitomna u piiblizné¢ 5 % familiarni ALS, viz niZze. Nejvice detekovanou
genetickou variantou u familiarni ALS (u asi 25-40 %) je Sesti nukleotidova repetice
u C9orf72.

Stejné jako u predeslych neurodegenerativnich onemocnéni se i u ALS objevuji
patologické agregaty urcitého proteinu. V tomto ptipadé se jedné o protein TDP-43. TDP-
43 je heterogenni jaderny ribonukleovy protein s riznymi bunécnymi funkcemi jako
udrzovani stability mRNA, jeji zpracovani, transport a translaci a negativni regulaci
alternativniho splicingu. Za normalnich podminek je TDP-43 exprimovan v mnoha tkanich
véetné jader neurond. Pii ALS dochazi ale k vymizeni z jader a formaci jeho patologickych
fosforylovanych agregati v cytoplazmé. Tento protein je také hlavni sloZkou ubiquitinovych

inkluzi v cytoplazmé neuronti pacientti s ALS (Saberi et al., 2015).
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3. Experimentalni ¢ast

3.1. Chemicka ¢ast

3.1.1. Material a metody

3.1.1.1. Chemikalie

1,4-diazabicyklo(2.2.2)oktan, ethylenglykol, hexakyanoZelezitan draselny, Kkyselina
chlorovodikova, kyselina sirovd, meta-chlorperoxybenzoova kyselina, methoxid sodny
v methanolu 30 %, N-methylmorfolin-N-oxid, oxid osmicely, para-toluensulfonova
kyselina, terc-butanol a tetrahydridohlinitan lithny — vySe zminéné chemikalie byly
zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich (Merck).

Aceton, cyklohexan, chloroform, dichlormethan, ethanol, ethylester kyseliny octové,
methanol, sifi¢itan sodny, tetrahydrofuran, toluen, uhli¢itan draselny a vinan draselnosodny
— tyto chemikalie byly zakoupeny od firmy Penta chemicals unlimited.

Pokud neni uvedeno jinak byly vychozi latky pro syntézu oxysterolli poskytnuty

z knihovny Laboratofe rastovych regulatord.

3.1.1.2. Laboratorni pristroje a pomiicky

Analyticka kolona Pack SIL 250x20 mm, S-10 um (YMC), analytické vahy (BP 310 P,
Sartorius/BL 224 XS balance), binarni pumpa a ELS detektor pro vysokotlakou kapalinovou
chromatografii (1525 resp. 2424, Waters), digestot (N 1800, Merci), hmotnostni spektrometr
TOF (analyzator doby letu) LC/MS (6230, Agilent technologies), horkovzdus$na pistole (typ
3482, Steinel), lyofilizator laboratorni (L4-55, Gregor instruments), magnetické michadlo
s ohfevem (RCT basic, IKA), NMR spektrometr (JNM-ECA 500, Jeol), silikagel pro
kolonovou chromatografii, ultra Ccisty, 40-60 pm, 60A (Lach-ner), silikagel pro
tenkovrstevnou kapalinovou chromatografii (TLC) na hlinikovych desti¢kach (60 Foss,
Merck), vakuova pumpa (MZ 2C NT, Vacuubrand), vakuové rota¢ni odparka (Laborota
4000, Heidolph).
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3.1.1.3. Obecny postup pri syntéze oxysteroli

Pro kontrolu pribc¢hu reakce, Cistoty produktu a zjiSténi mobilni faze pro sloupcovou
chromatografii byla pouzita TLC. Vyvinuta desticka byla ponofena do 10% kyseliny sirové
V ethanolu a zahfivana pomoci horkovzdusné pistole s nastavenou teplotou na 400 °C.
Pro ptecisténi byla zvolena extrakce mezi ethylacetitem a vodou, organicka faze byla
odpafena a surovy produkt byl vycistén pomoci sloupcové chromatografie na silikagelu
S pfislusnou mobilni fazi. Poté byly pfipravené latky lyofilizovany v terc-butanolu
a identifikovany pomoci hmotnostni spektrometrie (MS) a nuklearni magnetické rezonan¢ni

(NMR) spektroskopie.
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3.1.1.4. Syntéza latky 1IG1

Do roztoku latky 1 (50 mg, 0,13 mmol) ve vodé (3,5 ml) a terc-butanolu (3,5 ml) byl pfidan
hexakyanozelezitan draselny (425 mg, 1,29 mmol), uhli¢itan draselny (175 mg, 1,27 mmol),
1,4-diazabicyklo(2.2.2)oktan (5 mg, 0,04 mmol) a oxid osmicely v terc-butanolu (0,2 ml,
0,04 mmol) (Obrazek 2). Smés byla michana 24 hodin pii laboratorni teploté. Pro zastaveni
reakce byl do smési pfidan nasyceny roztok sifi¢itanu sodného. Mobilni faze pro ¢isténi
produktu 1G1 sloupcovou chromatografii na silikagelu byla zvolena nasledovné: nejdiive
bylo pouzito 300 ml ethylacetditu a nasledné¢ 500 ml 5% isopropanolu v ethylacetatu.
Vytézek reakce byl 38 mg (69 %).

Cholestan-3p,5a,6a-triol (IG1): *H NMR (CDCl3+CD30D) & 0,59 (s, 3H, CHa); 0,80 (d,
3H, J=6,7 Hz, CHa); 0,81 (d, 3H, J = 6,7 Hz, CH3); 0,84 (d, 3H, J = 6,5 Hz, CH3); 0,89 (s,
3H, CH3); 1,73-1,81 (m, 2H): 1,92 (m, 1H); 1,99 (dd, 1H, J = 13,0, J' = 4,1 Hz): 3,55 (m,
1H, H-6p); 3,93 (tt, 1H, J= 10,9, J = 5,3 Hz, H-30). °C NMR & 11,90; 15,43; 18,46; 21,02;
22,38; 22,65; 23,71; 23,97; 27,86; 28,08; 29,97; 30,93; 33,53; 34,42; 35,66; 35,99; 37,64;
38,95; 39,34; 39,74; 42,53; 44,23; 55,77; 56,03; 66,98; 70,37; 76,75. HRMS (API+)
vypocitano pro C27Ha702 ([(M-H20)+H]") 403,3576; nalezeno 403.3574.

I GH 1G1

Obrazek 2 Syntéza latky IG1
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3.1.1.5. Syntéza latek IG2A/1G2B

Do roztoku latky Il (100 mg, 0,25 mmol) v tetrahydrofuranu (4 ml), acetonu (4 ml) a vodé
(1 ml) byl ptidan N-methylmorfolin-N-oxid (55 mg, 0,47 mmol) a oxid osmicely
v terc-butanolu (0,1 ml, 0,02 mmol) (Obrazek 3). Smés byla michana 24 hodin pii
laboratorni teploté. Pro zastaveni reakce byl do smési pfidan nasyceny roztok sificitanu
sodného. Mobilni faze pro rozdéleni vysledné smési latek 1G2A a 1G2B sloupcovou
chromatografii na silikagelu byla zvolena nasledovné: nejdiive bylo pouzito 200 ml 40%
ethylacetatu v cyklohexanu, dale 400 ml 50% ethylacetatu v cyklohexanu a nakonec 60%
ethylacetat v cyklohexanu. Vytézek reakce byl pro IG2A 17 mg (15 %) a pro 1G2B 65 mg
(60 %).

2B,3p,5a-Trihydroxycholestan-6-on (IG2A): *H NMR (CDCls+CD3sOD) & 0,58 (s, 3H,
CHs); 0,78 (d, 3H, J = 6,7 Hz, CHz3); 0,79 (d, 3H, J = 6,7 Hz, CH3); 0,84 (d, 3H, J = 6,5 Hz,
CHs3); 0,92 (s, 3H, CH3); 1,70-1,84 (m, 3H); 1,89-1,99 (m, 3H); 2,67 (t, 1H, J = 12,5 Hz);
3,91 (bs, 2H, H-2a, H-3a); $3C NMR § 11,78; 15,70; 18,35; 21,20; 22,28; 22,54; 23,62;
23,68; 27,78; 27,88; 29,49; 29,82; 35,54; 35,89; 36,52; 39,27; 39.46; 41,40; 41,72; 42,96;
44.45; 55,89; 56,02; 67,83; 68,64; 79,98; 214,67. HRMS (API+) vypocitano pro C27H4s03
([(M-H20)+H]") 417,3369; nalezeno 417.3366.

2a.,30.,5a-Trihydroxycholestan-6-on (IG2B): 'H NMR (CDCls+CD3s0D) & 0,64 (s, 3H,
CHs); 0,77 (s, 3H, CHs); 0,86 (d, 3H, J = 6,7 Hz, CH3); 0,87 (d, 3H, J = 6,7 Hz, CH3); 0,91
(d, 3H, J = 6,5 Hz, CH3); 1,79 (t, 1H, J = 12,3 Hz); 1,85 (m, 1H); 1,99-2,09 (m, 4H); 2,71
(t, 1H, J = 12,3 Hz); 3,91 (m, 1H, H-2B); 4,18 (m, 1H, H-3p). 3C NMR § 11,97; 14,73;
18,60; 21,13; 22,53; 22,79; 23,83; 23,89; 27,97; 28,03; 30,06; 34,24; 35,71; 36,05; 37,12;
39,43; 39.49; 41,48; 43,07; 44,49; 45,43; 56,04; 56,21, 67,78; 69,86; 79,33; 211,35. HRMS
(API+) vypoéitano pro C27Ha704 ([M+H]") 435,3474; nalezeno 435.3477.

o IG2A

HOy,,

y o““‘"

Obrazek 3 Syntéza latek IG2A a IG2B
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3.1.1.6. Syntéza latky IG3

Klatce 11 (100 mg, 0,25 mmol) v5 ml ethylacetatu byla piidana kyselina
meta-chlorperoxybenzoova (160 mg, 0,93 mmol) (Obrazek 4). Smés byla michana 4 hodiny
pii laboratorni teploté. Zastaveni reakce bylo provedeno piidanim nasyceného roztoku
sifi¢itanu sodného. Mobilni fazi pro ¢isténi produktu 1G3 sloupcovou chromatografii
na silikagelu bylo 700 ml 10% ethylacetatu v cyklohexanu. Vytézek reakce byl 80 mg (77
%).

2a.,3a-Epoxy-5a-hydroxycholestan-6-on (IG3): *H NMR (CDCls) § 0,63 (s, 3H, CHz);
0,73 (s, 3H, CHa); 0,86 (d, 3H, J = 6,7 Hz, CH3); 0,87 (d, 3H, J = 6,7 Hz, CH3); 0,91 (d, 3H,
J=6,5Hz, CHs); 1,80-1,88 (m, 2H); 1,91 (dd, 1H, J = 15,9, J = 5,8 Hz); 2,01-2,09 (m, 2H);
2,12 (dd, 1H, J = 12,3, J = 4,0 Hz); 2,41 (dd, 1H, J = 16,8, J' = 1,8 Hz); 2,61 (t, 1H, J =
12,3 Hz); 3,30 (m, 1H, H-2B); 3,46 (m, 1H, H-3B); 3,56 (s, 1H, OH). *C NMR & 11,81;
15,89; 18,60; 20,73; 22,52; 22,79; 23,80; 23,91; 26,45; 27,95; 27,97; 33,46; 35,68; 36,02;
37,97; 39,38; 39.42; 41,83; 41,98; 42,79, 45,57; 51,59; 54,01, 56,02; 56,17; 79,14, 209,91.
HRMS (API+) vypog&itano pro C27Has0s ([M+H]") 417,3369; nalezeno 417.3369.

o
W
Off’ e,

Obrazek 4 Syntéza latky 1G3
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3.1.1.7. Syntéza latky 1G4 (7-KC)

Klatce 111 (500 mg, 1,13 mmol) v 25 ml tetrahydrofuranu byl pfidan methoxid sodny 30%
v methanolu (1 ml, 5,4 mmol) (Obrazek 5). Reakce byla po 30 minutach pii laboratorni
teploté zastavena ptidavkem 5% kyseliny chlorovodikové (dokud nebylo v bance kyselé
prostiedi). Mobilni faze pro ¢isténi produktu 1G4 sloupcovou chromatografii na silikagelu
byla zvolena nasledovné: nejdiive bylo pouzito 600 ml 40% ethylacetatu v cyklohexanu
a nasledn¢ 500 ml 50% ethylacetatu v cyklohexanu. Vytézek reakce byl 270 mg (60 %).

3B-Hydroxycholest-5-en-7-on (7-ketocholesterol, 1G4): *H NMR (CDCls) § 0,69 (s, 3H,
CHzs); 0,86 (d, 3H, J = 6,7 Hz, CH3); 0,87 (d, 3H, J = 6,7 Hz, CHz3); 0,93 (d, 3H, J = 6,5 Hz,
CHa); 1,20 (s, 3H, CHa); 1,87-1,98 (m, 3H); 2,04 (dt, 1H, J = 12,9, J' = 3,3 Hz); 2,24 (dd,
1H,J=12,4,J =109 Hz); 2,37-2,43 (m, 2H); 2,51 (ddd, 1H,J=14,1,J =47,J" =23
Hz); 3,68 (m, 1H, H-3a); 5,7 (d, 1H, J = 1,8 Hz, H-6). 3C NMR § 11,95; 17,29; 18,84;
21,19; 22,54; 22,79; 23,80; 26,29; 27,98; 28,52; 31,15; 35,69; 36,16; 36,31; 38,25; 38,66;
39,45; 41,78; 43,07; 45,38; 49,89; 49,92; 54,75; 70,49; 126,09; 165,13; 202,38. HRMS
(API+) vypoéitano pro C27Has02 ([M+H]") 401,3420; nalezeno 401.3422.

11 1G4

Obrazek 5 Syntéza latky 1G4
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3.1.1.8. Syntéza latky IG5

Ke smési latky 1G4 (50 mg, 0,125 mmol) v terc-butanolu (4 ml) a vodé (4 ml) byl pfidan
hexakyanozelezitan draselny (425 mg, 1,29 mmol), uhli¢itan draselny (175 mg, 1,27 mmol),
1,4-diazabicyklo(2.2.2)oktan (5 mg, 0,04 mmol) a oxid osmicely v terc-butanolu (0,2 ml,
0,04 mmol) (Obrazek 6). Reakce probihala 24 hodin pfi laboratorni teploté a byla zastavena
pfidanim nasyceného roztoku sifi¢itanu sodného. Mobilni fazi pro ¢isténi produktu 1G5
sloupcovou chromatografii na silikagelu bylo 500 ml 5% methanolu v chloroformu. Vytézek
reakce byl 39 mg (72 %).

3B,5a,6a-Trihydroxycholestan-7-on (IG5): *H NMR (DMSO-ds) & 0,62 (s, 3H, CHs); 0,84
(d, 3H, J = 6,7 Hz, CHa3); 0,85 (d, 3H, J = 6,7 Hz, CH3); 0,89 (d, 3H, J = 6,5 Hz, CH3); 1.17
(s, 3H, CHs); 1,60-1,70 (m, 2H); 1,80 (m, 1H); 1,91-2,00 (m, 2H); 2,13 (m, 1H); 2,40 (t, 1H,
J=11,2 Hz); 3,65 (tq, 1H, J = 10,7, J' = 5,3 Hz, H-3a); 4,07 (d, 1H, J = 6,8 Hz); 4,13 (d,
1H, J = 6,8 Hz); 4,22 (s, 1H, OH); 4,33 (d, 1H, J = 5,2 Hz, OH). 1*C NMR & 11,93; 15,88;
18,61; 21,33; 22,42; 22,69; 23,24; 24,36; 27,40; 28,07; 30,57; 30,79; 35,14; 35,68; 38,04,
38,92; 39,04, 39,13; 42,37, 46,64, 47,16; 48,76; 54,47; 65,24, 77,47; 81,54, 210,31. HRMS
(API+) vypogitano pro C27Has03 ([(M-H20)+H]") 417,3369; nalezeno 417.3373.

IG5

1G4

Obrazek 6 Syntéza latky IG5
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3.1.1.9. Syntéza latky IG6

Klatce 1G3 (40 mg, 0,09 mmol) v suchém tetrahydrofuranu (4 ml) byl piidan
tetrahydridohlinitan lithny (1 ml, 1,6 mmol) (Obrazek 7). Reakce probihala 2 hodiny pii
40 °C. Pro zastaveni byl do smési ptidan nasyceny vodny roztok vinanu draselno-sodného
a ethylacetat. Mobilni faze pro cisténi produktu 1G6 sloupcovou chromatografii
na silikagelu byla zvolena nasledovné: nejdiive bylo pouzito 300 ml 40% ethylacetatu
v cyklohexanu, dale 300 ml 45% ethylacetatu v cyklohexanu a nakonec 50% ethylacetat
v cyklohexanu. Vytézek reakce byl 24 mg (63 %).

Cholestan-3a,5a,6p-triol (1G6): *H NMR (CDCls) § 0,66 (s, 3H, CHs); 0,84 (d, 3H, J =
6,7 Hz, CHs); 0,85 (d, 3H, J = 6,7 Hz, CHs); 0,89 (d, 3H, J = 6,5 Hz, CH3); 1,09 (s, 3H,
CHa); 1,77-1,87 (m, 2H); 1.98 (dt, 1H, J = 12,4, J = 3,3 Hz); 2,26 (dd, 1H, J = 14,7, J =
3,4 Hz); 3,53 (bs, 1H, H-6a); 4,21 (m, 1H, H-3p). 3C NMR § 12,06; 16,43; 18,58; 20,64;
22,48; 22,75; 23,80; 24,04; 27,93; 28,16; 28,27; 28,61; 29,63; 30,02; 33,89; 35,76; 36,08;
39,04; 39,42; 39,89; 42,64; 45,41; 55,82; 56,14; 68,14; 75,02; 75,62. HRMS (API+)
vypocitano pro C27Ha702 ([(M-H20)+H]") 403,3576; nalezeno 403.3575.

Obrazek 7 Syntéza latky IG6
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3.1.1.10. Syntéza latky IG8

Klatce IV (150 mg, 0,39 mmol) vtoluenu (15 ml) byla piidana kyselina
para-toluensulfonova (7 mg, 0,04 mmol) a ethylenglykol (1,5 ml, 0,03 mol) (Obrazek 8).
Smés byla refluxovana 7 hodin pii 120 °C. Po ochlazeni smési byl k zastaveni pouzit

nasyceny roztok uhli¢itanu draselného. Vytézek reakce byl 158 mg (95 %).

6,6-Ethylenedioxy-5a-cholest-2-en (IG8): *H NMR (CDCls) § 0,81 (s, 3H, CHs); 0,793 (d,
3H, J = 6,7 Hz, CHg); 0,797 (d, 3H, J = 6,7 Hz, CH3); 0,81 (s, 3H, CHa); 0,84 (d, 3H, J =
6,5 Hz, CH3); 1,64 (dd, 1H, J = 11,1, J" = 5,1 Hz); 1,68-1,78 (m, 3H); 1,84-1,96 (m, 3H);
2,02 (m, 1H); 3,71 (M, 1H, Hieta)); 3,81-3,93 (m, 3H, 3xHyetal); 5,47 (M, 1H, H-2); 5,59 (m,
1H, H-3). 3C NMR § 11,97; 13,59; 18,67; 20,86; 21,43; 22,55; 22.81; 23,79; 24,16; 28,00;
28,13; 33,35; 35,76, 35,89; 36,14; 39,49; 39,78; 41,22; 41,24, 42,52; 48,08; 53,48; 55,97;
56,17; 64,08; 65,56; 110,09; 124,84; 125,68. HRMS (API+) vypocitdno pro CzoHsgO>
([M+H]") 429,3733; nalezeno 429.3733.
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Obrazek 8 Syntéza latky 1G8
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3.1.1.11. Syntéza latky 1G9

Klatce IV (100 mg, 0,26 mmol) v ethylacetatu (5 ml) byla piidana kyselina
meta-chlorperoxybenzoova (160 mg, 0,93 mmol) (Obrazek 9). Reakce probihala 3 hodiny
pii laboratorni teploté. Vytézek reakce byl 50 mg (48 %).

2a.,3a-Epoxy-5a-cholestan-6-on (1G9): *H NMR (CDCls) § 0,65 (s, 3H, CHa); 0,71 (s, 3H,
CHa); 0,86 (d, 3H, J = 6,7 Hz, CH3); 0,87 (d, 3H, J = 6,7 Hz, CH3); 0,92 (d, 3H, J = 6,5 Hz,
CHs); 1,74 (d, 1H, J = 15,3 Hz); 1,84 (m, 1H); 1,91-2,07 (m, 1H); 2,12 (ddd, 1H, J = 16,1,
J'=46,J" " =15Hz);2,33 (dd, 1H,J=13,2,J"=4,1 Hz); 2,37 (dd, 1H,J =116,/ =4,1
Hz); 3,13 (dd, 1H, J = 5,8, J" = 4,0 Hz, H-2p); 3,28 (m, 1H, H-3p). 3C NMR & 11,87; 15,00;
18,82; 21,00; 21,04, 22,53; 22,79; 23,76; 23,92, 27,96; 27,98; 35,66; 36,04; 37,48; 37,83,
38,44; 39,34, 39.44; 42,72, 46,92; 49,88, 50,22; 52,43; 53,83, 56,02; 56,53; 211,64. HRMS
(API+) vypoéitano pro C27Has02 ([M+H]") 401,3420; nalezeno 401.3421.
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Obrazek 9 Syntéza latky 1G9
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3.1.1.12. Syntéza latky 1G10

Klatce 1G9 (50 mg, 0,125 mmol) v suchém tetrahydrofuranu (4 ml) byl pfidan
tetrahydridohlinitan lithny (1 ml, 1,6 mmol) (Obrazek 10). Reakce probihala 2 hodiny pfi
40 °C. Pro zastaveni reakce byl do smési piidan nasyceny vodny roztok vinanu
draselno-sodného a ethylacetat. Mobilni faze pro ¢isténi produktu 1G10 sloupcovou
chromatografii na silikagelu byla zvolena nasledovné: nejdiive bylo pouzito 300 ml 40%
ethylacetatu v cyklohexanu a dale 400 ml 50% ethylacetatu v cyklohexanu. Vytézek reakce
byl 28 mg (55 %).

Cholestan-3a,6p-diol (1G10): *H NMR (CDCls) § 0,69 (s, 3H, CHs); 0,86 (d, 3H, J = 6,7
Hz, CHz); 0,87 (d, 3H, J = 6,7 Hz, CH3); 0,91 (d, 3H, J = 6,5 Hz, CH3); 1,01 (s, 3H, CHz);
1,78-1,89 (m, 2H); 1,95-2,02 (m, 2H); 3,53 (q, 1H, J = 2,5 Hz, H-601); 4,18 (m, 1H, H-3p).
13C NMR § 12,09; 14,85; 18,66; 20,57; 22,54; 22,81; 23,80; 24,17; 27,99; 28,18; 29,07;
30,26; 33,03; 33,93; 35,76; 36,05; 36,13; 39,48; 39,68; 39,89; 41,65; 42,62; 54,15; 56,18;
56,20; 66,66; 72,24. HRMS (API+) vypocitano pro C27Hs7O ([(M-H20)+H]*) 387,3627;
nalezeno 387.3624.
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3.1.1.13. Syntéza latky IG11

Klatce 1G8 (170 mg, 0,40 mmol) v ethylacetatu (10 ml) byla pifidana kyselina
meta-chlorperoxybenzoova (244 mg, 1,42 mmol) (Obrazek 11). Reakce probihala
2,5 hodiny pf#i laboratorni teploté. Pro zastaveni reakce byl piidan nasyceny roztok sifi¢itanu
sodného. Mobilni fazi pro ¢isténi produktu 1G11 sloupcovou chromatografii na silikagelu

bylo 500 ml 10% ethylacetatu v cyklohexanu. Vytézek reakce byl 70 mg (39 %).

6,6-Ethylenedioxy-5a-cholestan-2a,3a-epoxid (1G11): *H NMR (CDCls) & 0,66 (s, 3H,
CHa); 0,86 (d, 3H, J = 6,7 Hz, CH3); 0,87 (d, 3H, J = 6,7 Hz, CH3); 0,89 (s, 3H, CH3); 0,90
(d, 3H, J = 6,5 Hz, CH3); 1,66 (dd, 1H, J = 12,2, J' = 4,3 Hz); 1,75 (dd, 1H, J = 13,0, J =
3,5 Hz); 1,78-1,83 (m, 2H); 1,92 (dd, 1H, J = 15,0, J' = 6,1 Hz); 1,99 (td, 1H, J = 12,6, J =
3,5 Hz); 2,13 (dd, 1H, J = 15,0, J = 1,4 Hz); 3,10 (dd, 1H, J = 6,0, J ' = 4,1 Hz); 3,25 (m,
1H); 3,78 (M, 1H, Hieta)); 3,88-3,98 (m, 3H, 3xHieta). 3C NMR § 11,91; 14,71; 18,64; 20,08;
20,78; 22,54; 22,80; 23,76; 24,14, 27,99; 28,10; 33,04; 34,75; 35,73; 36,09; 39,48; 39,62,
39,64; 40,94, 42,38; 43,23, 50,48; 52,83; 53,12; 55,77; 56,07, 64,06; 65,40; 109,83. HRMS
(API1+) vypocitano pro C29H903 ([M+H]") 445,3682; nalezeno 445.3685.
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Obrazek 11 Syntéza latky IG11
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3.1.1.14. Syntéza latky 1G12

Klatce 1G11 (70 mg, 0,16 mmol) v suchém tetrahydrofuranu (4 ml) byl pfidan
tetrahydridohlinitan lithny (1,2 ml, 1,9 mmol) (Obrazek 12). Reakce probihala 3 hodiny pfi
40 °C. Pro zastaveni reakce byl do smési piidan nasyceny Vvodny roztok vinanu
draselno-sodného a ethylacetat. Mobilni faze pro c¢isténi produktu 1G12 sloupcovou
chromatografii na silikagelu byla zvolena nasledovné: nejdiive bylo pouzito 300 ml 20%
ethylacetatu v cyklohexanu a dale 500 ml 25% ethylacetatu v cyklohexanu. Vytézek reakce
byl 60 mg (84 %).

6,6-Ethylenedioxy-5a-cholestan-3a-ol (1G12): *H NMR (CDCls) § 0,66 (s, 3H, CHs); 0,85
(d, 3H, J = 6,7 Hz, CH3); 0,86 (d, 3H, J = 6,7 Hz, CHs); 0,897 (d, 3H, J = 6,5 Hz, CH3);
0,899 (s, 3H, CHs); 1,76 (dd, 1H, J = 13,1, J' = 3,7 Hz); 1.81 (m, 1H); 1,90 (dd, 1H, J =
12,6, J = 2,9 Hz); 1,97 (td, 1H, J = 12,6, J = 3,2 Hz); 3,72 (M, 1H, Hieta); 3,87-3,95 (m,
3H, 3xHket); 4,12 (M, 1H, H-3p). 13C NMR & 11,98; 13,22; 18,60; 20,57; 22,52; 22,78;
23,80; 24,10; 27,11; 27,96, 28,12; 28,15; 33,27; 33,51; 35,75; 36,09; 37,37, 39,45; 39,75;
41,20; 42,52; 45,09; 53,48; 56,01; 56,12; 64,05; 65,33; 66,12; 110,18. HRMS (API+)
vypoéitano pro C2oHs103 ([M+H]") 447,3838; nalezeno 447.3841.
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3.1.1.15. Syntéza latky 1G13

Klatce 1G12 (60 mg, 0,13 mmol) v tetrahydrofuranu (5 ml) byla pfidana 5% kyselina
chlorovodikova (3 ml, 4,11 mmol) (Obrazek 13). Reakce probihala 7 hodin pii 40 °C.
Mobilni faze pro ¢isténi produktu 1G13 sloupcovou chromatografii na silikagelu byla
zvolena nasledovné: nejdiive bylo pouzito 300 ml 30% ethylacetatu v cyklohexanu a dale

40% ethylacetat v cyklohexanu. Vytézek reakce byl 40 mg (77 %).

3a-Hydroxy-5a-cholest-6-on (1G13): *H NMR (CDCls) & 0,65 (s, 3H, CHs); 0,72 (s, 3H,
CHs); 0,85 (d, 3H, J = 6,7 Hz, CHz3); 0,86 (d, 3H, J = 6,7 Hz, CH3); 0,91 (d, 3H, J = 6,5 Hz,
CHs); 1,74-1,88 (m, 2H); 1,99 (m, 1H); 2,03 (td, 1H, J = 12,5, J" = 2,9 Hz); 2,29 (dd, 1H, J
= 13,0, J" = 4,4 Hz); 2,71 (m, 1H); 4,15 (m, 1H, H-3B). C NMR § 11,97; 12,27; 18,59;
21,02; 22,52; 22,77; 23,76; 23,90; 27,62; 27,95; 27,99; 28,11; 31,63; 35,66; 36,03; 37,96;
39,42; 39,47; 41,54; 42,90, 46,86; 51,63; 53,77; 56,02; 56,75; 65,35; 212,97. HRMS (API+)
vypocitano pro C27Hs702 ([M+H]) 403,3576; nalezeno 403.3573.
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3.1.1.16. Syntéza latky 1G14

K smési latky V (23 mg, 0,06 mmol) v tetrahydrofuranu (2 ml), acetonu (2 ml) a vodé
(0,5ml) byl piidan N-methylmorfolin-N-oxid (12 mg, 0,10 mmol) a oxid osmicely
v terc-butanolu (0,2 ml, 0,04 mmol) (Obrazek 14). Smés byla michana 27 hodin pii
laboratorni teploté. Pro zastaveni reakce byl do smési pfidan nasyceny roztok sificitanu
sodného. Mobilni fazi pro ¢isténi produktu 1G14 sloupcovou chromatografii na silikagelu
bylo 500 ml 70% ethylacetatu v cyklohexanu. Nasledné byla pouzita HPLC s mobilni
fazi 65% ethylacetatu v cyklohexanu. Vytézek reakce byl 16 mg (61 %).

20,30, 7B-Trihydroxy-5a-cholest-6-on (IG14): *H NMR (CDCls) § 0,68 (s, 3H, CHs); 0,73
(s, 3H, CH3); 0,87 (d, 3H, J = 6,7 Hz, CH3); 0,88 (d, 3H, J = 6,7 Hz, CH3); 0,93 (d, 3H, J =
6,5 Hz, CHs); 1,77 (dd, 1H, J = 12.2, J = 4,9 Hz); 1,81-1,90 (m, 2H); 1,95 (td, 1H, J = 15,1,
J’ = 3,3 Hz); 2,07 (m, 1H); 2,75 (dd, 1H, J = 12.2, J' = 2,4 Hz); 3,78 (m, 1H, H-2p); 3,80
(d, 1H,J =9,5 Hz, H-7a); 4,08 (m, 1H, H-3p). 3C NMR § 12,09; 13,62; 18,74; 21,15; 22,53;
22,80; 23,84; 26,01; 26,13; 28,00, 28,42; 35,73; 36,10; 39,43; 39,46; 40,18, 42,84, 43,51,
46,57; 48,26; 51,52; 55,50; 56,80; 68,10; 68,15; 78,93; 211,91. HRMS (API+) vypocitano
pro C27Ha704 ([M+H]") 435,3474; nalezeno 435.3473.

HO,, i,
OH HoW OH

0 A\ 0 1G14

Obrazek 14 Syntéza latky 1G14
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3.2. Biologicka ¢ast

3.2.1. Material a metody

3.2.1.1. Chemikalie

Ac-DEVD-AFC, Ac-DEVD-CHO, all-trans retinova kyselina (ATRA), dihydroethidium
(DHE), dimethylsulfoxid (DMSO), dithiotreitol (DTT), DMEM/F12 (Dulbecco’s Modified
Eagle Medium/smés Zivin F12), fenylmethylsulfonylfluorid (PMSF), fetalni bovinni sérum
(FBS), fosfatovy pufr (PBS), glutaman sodny, kit pro membranovy potencial mitochondrii
sJC10, kyselina R-lipoova (R-LA), penicilin, propidium jodid (PI), slozky pufru
pro jednokrokovou kaspaza 3/7 esej, streptomycin, triton X-100 a trypsin byly zakoupeny
od Sigmy Aldrich. LDH-release kit byl zakoupen od firmy Roche.
22(R)-hydroxycholesterol (22(R)-HC), 22(S)-hydroxycholesterol (22(S)-HC),
24(S)-hydroxycholesterol (24(S)-HC), 25-hydroxycholesterol (25-HC), 27-
hydroxycholesterol (27-HC), 4p-hydroxycholesterol (4p-HC), 38,5a-dihydroxycholestan-6-
on (ketodiol), 7-keto-25-hydroxycholesterol (7-keto-25-HC), 7a-27-dihydroxycholesterol
(7a-27-dHC) a cholestan-3f,5a,6B-triol (TRIOL) byly zakoupeny od Avanti Polar Lipids.
MK-238, MK-374B2 a MK-609A (Obrazek 15) byly pouzity z knihovny oxysterolt

Laboratote ristovych regulatora.
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Obrazek 15 Chemicka struktura latek MK-238, MK-374B2 a MK-609A
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3.2.1.2. Laboratorni pristroje a pomiicky

Centrifuga (BR 4i, Trigon-plus), centrifuga Eppendorf (5702, Sigma Aldrich), CO>
inkubator (MCO-170AIC-PE, PHC), destickovy reader Infinite M200 Pro (Tecan), DM IL
LED fluorescen¢ni mikroskop (Leica Microsystems), laminarni flowbox MSC-Advantage

(Thermo Scientific), software i-control 1.12 (Tecan).

3.2.1.3. Buné¢na linie SH-SY5Y

Pro zjisténi biologické aktivity pfirodnich a syntetickych oxysteroli byla pouzita
neuroblastomova bunécnd linie SH-SY5Y (ECACC 94030304). Tato linie je tfetim
subklonem odvozenym od plvodni neuroblastomové bunééné linie SK-N-SH pochézejici
z kostni diené 4leté pacientky z roku 1970 (Biedler et al., 1973, 1978).

Bunky byly kultivovany na Petriho miskach (TPP) pti 37 °C a 5 % CO2 Vv kultivaénim
médiu, které kromé samotného DMEM/F12 obsahovalo také 10% filtrované FBS a 1%
penicilin a streptomycin. Pfi zakladani experimentu byly buiiky vysety na 96 jamkovou
desticku (TPP) v po¢tu 20 000 na jamku ve 100 ul 10% DMEM/F12.

Po 24 hodinové inkubaci pii 37 °C a 5 % CO- byla k buikam piidana ATRA a to tak,
ze ve 100 pl 1% DMEM/F12 (obsahuje jen 1 % FBS) byla jeji finalni koncentrace 10 pM.
Takto ovlivnéné buiky byly inkubovany 48 hodin ve stejnych podminkach jako pted
diferenciaci. Tento krok je provadén, aby byla u bunék navozena diferenciace (dochézi
ke vzniku a prodluzovani neuritti, buniky ziskavaji fenotyp podobny neurontim).

Po diferenciaci bylo star¢ DMEM/F12 vyménéné za 100 pl nového 1% obsahujiciho
kromé¢ testovanych latek ve finalnich koncentracich 0,1; 1; 10 uM také Glu o koncentraci
160 mM. Jako kontrola slouzilo 1% DMEM/F12 s DMSO, jako toxin bylo pouzito 1%
DMEM/F12 se 160 mM Glu. Testované latky byly aplikovany v triplikatu. Bunky byly
inkubovany pfi 37 °C a 5 % COz2 po dobu, ktera je u dané eseje potiebna.

3.2.1.4. Stanoveni bunééné smrti pomoci propidium jodidu (PI)

Po 24 hodinéch inkubace testovanych latek s buitkami bylo do kazdé jamky ptidano 100 pl
1x PBS s Pl (finalni koncentrace Pl v jamce 1 ug/ml). Bunky byly dale inkubovany 15 minut

ve tmé& pfi laboratorni teploté a nasledné kvantifikovany v destickovém readeru pfi vinové
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délce excitace 535 nm a emise 617 nm. U bunck ovlivnénych toxinem (Glu) byla namétena

fluorescence stanovena jako 100% bunécna smirt.

3.2.1.5. Stanoveni bunécné smrti pomoci laktat dehydrogenasy

(LDH)

Buriky byly s testovanymi latkami inkubovany 24 hodin. Nasledn¢ bylo pfeneseno 50 pl jen
média (bez bun¢k) do nové 96 jamkove desticky. K tomuto bylo ptidano 50 ul LDH release.
Desticka byla ponechana 30 minut ve tmé pii laboratorni teploté, nasledné bylo ptidano 25 pl
Stop solution a méfena absorbance pii 490 nm. Naméiend absorbance bunék ovlivnénych

Glu byla stanovena jako 100% buné¢na smrt.

3.2.1.6. Méreni oxidativniho stresu pomoci dihydroethidia
(DHE)

Testované latky byly s buikami inkubovany 4 hodiny, poté byly stoceny na 1200 rpm
na 5 minut a 30 sekund. Po stoceni bylo opatrné z kazdé¢ jamky odsano star¢ médium
a nahrazeno 100 pl 1x PBS s DHE o findlni koncentraci 10 uM. Buiiky byly inkubovany
30 minut ve tmé& pii laboratorni teploté a nasledné byla méfena fluorescence pfi excitacni
vlnové délce 500 nm a emisni 580 nm. Fluorescence bun¢k ovlivnénych Glu byla stanovena

jako 100% vznik ROS.

3.2.1.7. Méreni aktivity kaspasy 3/7

Buriky byly s testovanymi latkami inkubovany 1 hodinu. K obsahu v jamkach bylo pfidano
50 ul kaspazového pufru obsahujiciho 30 mM DTT, 3 mM PMSF a 75 uM Ac-DEVD-AFC
(substrat kaspasy). Bunky byly inkubovany 3 hodiny ve tmé pii 37 °C a 5 % CO.. Poté byla
meéfena fluorescence pii excitacni vinové délce 400 nm a emisni 505 nm. Fluorescence

naméfena u bunék ovlivnénych Glu byla prepocitana jako 100% aktivita kaspasy 3/7.
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3.2.1.8. Méreni mitochondridlniho membranového potencialu

pomoci JC10

Oproti vSem esejim byly pii této buiiky ovlivnény pouze 50 ul 1% DMEM/F12
S testovanymi latkami, nasledn€ byly inkubovany 1 hodinu. Do kazdé jamky bylo pfidano
25 pl pfedem ptipraveného roztoku (na 2 ml pufru A bylo ptidano 20 pl JC10), buiiky byly
inkubovany 30 minut ve tmé pii 37 °C a 5 % COxz. Poté bylo do kazdé jamky piidano 25 pl
pufru B a byla méfena fluorescence pii excitaéni vinové délce 490 nm a emisni 525 nm
a také pii excitacni vinové délce 540 nm a emisni 590 nm. Namétené fluorescence byly dany
do poméru a byly pfepocitdny na membranovy potencial mitochondrii, pfi¢emz 100% byl

u kontroly s médiem s DMSO.

3.2.1.9. Stanoveni cytotoxicity pomoci propidium jodidu (PI)
s tritonem X-100

Stejné jako u stanoveni bunééné smrti pomoci PI byly i u této eseje buiiky s testovanymi
latkami inkubovany 24 hodin (v médiu bez piitomnosti Glu). Poté bylo z poloviny
kontrolnich jamek (pouze 1% DMEM/F12 s DMSO) odebrano 50 pl média a nasledné
doplnéno 50 pl tritonu X-100 (v PBS) ve finalni 1% koncentraci. Po dvou minutach od této
drobné modifikace bylo do kazdé jamky ptidano 100 pl 1x PBS s PI (finalni koncentrace PI
Vjamce 1 pg/ml). Bunky byly dale inkubovany 15 minut ve tm¢ pfi laboratorni teploté
a nasledné kvantifikovany v destickovém readeru pii vinové délce excitace 535 nm a emise

617 nm. Cytotoxicita tritonu X-100 byla stanovena jako 100%.
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4. Vysledky a diskuze

4.1. Syntéza latek

Jednostupiiovou syntézou byly pripraveny latky 1G1, IG2A, IG2B, 1G4 a 1G14 (Obrazek
2,0brazek 3, Obrazek 5, Obrazek 14). U vychozi latky | byla dvojna vazba mezi C5 a C6
a u vychozich latek 11 a V mezi C2 a C3 cis dihydroxylovana pomoci oxidu osmicelého.
U latek 1G1, 1G2B a 1G14 doslo k navazani novych hydroxylovych skupin v konfiguraci a,
u latky 1G2A je konfigurace novych hydroxyli B. Deacetylaci vychozi latky Il byla
syntetizovana latka 1G4 (7-KC).

Dvoustupiiovou syntézou byly pfipraveny latky 1G5, 1G6 a 1G10. U syntézy 1G5
byla v prvnim kroku vychozi latka 111 deacetylovana za vzniku 1G4 a nasledné byla dvojna
vazba mezi C5 a C6 syn dihydroxylavana za vzniku 1G5 s a konfiguraci novych hydroxyli
(Obrazek 16). Syntéza latek 1G6 a 1G10 byla v podstaté totozna, tyto dvé molekuly se lisi
jen pfitomnosti a hydroxylu na pozici 5 u 1G6. V prvnim kroku byly dvojné vazby mezi C2
aC3 u vychozich latek Il a IV epoxidovany meta-chlorperoxybenzoovou kyselinou.
V druhém kroku doslo redukci k otevieni epoxidu a také byla redukovana keto skupina
na C6 na B hydroxyl (Obrazek 17, Obrazek 18).

2y IGS

Obrazek 16 Dvoustupiiova syntéza 1G5
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Obrazek 17 Dvoustupiiova syntéza 1G6
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Obrazek 18 Dvoustuptiova syntéza 1G10

Latka 1G13 byla piipravena ¢tyfstupnovou syntézou. V prvnim kroku reagovala keto
skupina na C6 vychozi latky 1V s ethylenglykolem za vzniku protekéni skupiny (cyklického
ketalu). V druhém kroku byla dvojna vazba mezi C2 a C3 latky I1G8 epoxidovana

meta-chlorperoxybenzoovou kyselinou. Nasledovala redukce tohoto epoxidu za vzniku 3a
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hydroxylu. V poslednim kroku doslo k odstranéni protekéni skupiny pomoci 5% kyseliny

chlorovodikové, ¢imz byla zachovana tato keto skupina (Obrazek 19).
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Obrazek 19 Ctyistupiiova syntéza IG13

4.2. Biologicka aktivita

Biologicka aktivita ptirodnich a syntetickych oxysteroli byla testovana na bunécné linii
SH-SYS5Y, u které byla pomoci ATRA navozena neuronalni diferenciace a nasledné byl
pomoci Glu 160 mM vyvolan in vitro model neurodegenerace. Na bunky byly aplikovany
testované latky ve tfech finalnich koncentracich 0,1; 1 a 10 uM, negativni kontrola (médium
s DMSO) ajako pozitivni kontroly slouzily R-LA, TRIOL, MK-238, jejichz
neuroprotektivni G¢inky byly publikovany (Goérova, 2019; Liu et al., 2005; Tirosh et al.,
1999) a ketodiol.

Pro identifikaci aktivnich latek byla pouzita esej na stanoveni bunééné smrti pomoci
Pl. Toto barvivo pronika pouze do bunék s poSkozenou membranou (umirajici €i jiz mrtvé

buniky), interkaluje se do DNA a tvoii komplexy, které amplifikuji detekovanou fluorescenci
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(Dengler et al., 1995). Nejvétsi pokles bunééné smrti, tedy nejvice piezivsich bungk, bylo
z ptirodnich oxysterolti detekovano u 22(R)-HC (70 %) a 25-HC (56 %) v koncentraci
10 uM (Graf 1). U ostatnich latek v nejvyssi koncentraci nedoslo k vétsimu poklesu, nez
0 zhruba 11 % vucéi toxinu. Toto naznacuje, ze tyto ptirodni oxysteroly (kromé dvou vyse

zminénych) nemaji neuroprotektivni u¢inky.
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Graf 1 Stanoveni bunééné smrti pomoci propidium jodidu po aplikaci p¥irodnich oxysterolii v koncentracich 0,1; 1 a 10
UM po 24 hodinové inkubaci. Vysledné hodnoty odpovidaji bunécné smrti v % + SEM (standardni chyba priméru) vztazené
na toxin Glu 160 mM z triplikatu ze ctyi na sobé nezavislych experimentii. Jako pozitivni kontrola slouzi R-LA (0,5; 5 a 50
uM), TRIOL a ketodiol ve stejnych koncentracich jako testované latky. CTR — kontrolni buiiky, Glu — glutamat, R-LA — R-
lipoova kyselina, TRIOL - cholestan-38,5a,64-triol, ketodiol — 38, 5a-dihydroxycholestan-6-on, 48-HC - 4p-
hydroxycholesterol, 7a-27-dHC — 7a-27-dihydroxycholesterol, 7-keto-25-HC — 7-keto-25-hydroxycholesterol, 22(R)-HC —
22(R)-hydroxycholesterol, 22(S)-HC — 22(S)-hydroxycholesterol, 24(S)-HC — 24(S)-hydroxycholesterol, 25-HC — 25-
hydroxycholesterol, 27-HC — 27-hydroxycholesterol.

U stanoveni bunécné smrti pomoci PI u syntetickych oxysterol byl téméf u vSech
z nich pozorovan koncentra¢né zavisly pokles bunééné smrti, kromé 1G5 (Graf 2). Nejvetsi
pokles bunécné smrti byl pozorovan u latky MK-374B2, kdy Vv jeji nejvyssi koncentraci
doslo k poklesu az o 48 %. Nasledovaly latky MK-609A a 1G14, kdy v koncentraci 10 uM
dosahovala bunécna smrt 69 % respektive 74 % oproti 100% smrti u Glu 160 mM. U latek
IG1, IG2A, IG2B, IG5, 1G6, IG10 a 1G13 v 10 uM koncentraci se bunécnd smrt
pohybovala od 78 % do zhruba 85 %. Na zaklad¢ prvotnich ziskanych dat byly vybrany
syntetické oxysteroly 1G5, 1G10, 1G13, 1G14, MK-374B2 a ptirodni oxysteroly 22(R)-HC

a 25-HC pro ovéteni vysledki pomoci LDH eseje.
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Graf 2 Stanoveni bunééné smrti pomoci propidium jodidu po aplikaci syntetickych oxysterolit v koncentracich 0,1; 1
a 10 uM po 24 hodinové inkubaci. Vysledné hodnoty odpovidaji bunécné smrti v % + SEM (standardni chyba primeéru)
vztazené na toxin Glu 160 mM z triplikatu ze ctyi na sobé nezavislych experimentii. Jako pozitivni kontrola slouzi MK238
ve stejnych koncentracich jako testované latky. CTR — kontrolni buiiky, Glu — glutamat.

Pro validaci ziskanych vysledkti z eseje sPI pro stanoveni bunééné smrti byla
pouzita esej vyuZzivajici cytosolicky enzym laktat dehydrogenasu. Tento enzym je uvoliiovan
do média zbunék, které maji poSkozenou bunécnou membrianu. Metoda je zaloZena
na méfeni tohoto enzymu, a tim stanoveni bunétné smrti (Sun et al., 2010). U ptirodnich
oxysterolti 22(R)-HC a 25-HC nebyl pozorovan pokles bunééné smrti vétsi nez 10 % (Graf
3), proto nebyly tyto latky dale testovany. U syntetickych oxysteroli byly potvrzeny
domnénky o neuroprotektivni aktivité z eseje s PI. Koncentraéné zavisly pokles bunécné
smrti byl pozorovan u vSech syntetickych oxysterolti. Nejvétsi pokles bunééné smrti je
pozorovatelny u 1G14 v koncentraci 10 uM, a to dokonce na necelych 50 %. Dalsi vyrazny
pokles nastal u 1G5, 1G10 a IG13 v nejvyssich koncentracich, a to na 61 %, 72 % a na 68 %
oproti 100% smrti u Glu 160 mM. U latky MK-374B2 byl pozorovan vyrazny pokles 0 20 %

vuci toxinu.
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Graf 3 Stanoveni bunééné smrti pomoci laktit dehydrogenasy po aplikaci pFirodnich a syntetickych oxysterolii
V koncentracich 0,1; 1 a 10 uM po 24 hodinové inkubaci. Vysledné hodnoty odpovidaji bunécné smrti v % + SEM
(standardni chyba prumeéru) vztazené na toxin Glu 160 mM z triplikdtu ze Ctyr respektive péti na sobe nezavislych
experimentil. Jako pozitivni kontrola slouzi TRIOL, ketodiol a MK238 ve stejnych koncentracich jako testované latky.
Statisticky vyznamné hodnoty oznaceny * (pro latku v urcité koncentraci vici Glu 160 mM) nebo # (pro CTR viici Glu 160
mM), p < 0,05, vyhodnoceny pomoci Mann-Whitney post hoc test s Bonferroniho korekci p hodnot. CTR — kontrolni buriky,
Glu — glutamdt, TRIOL — cholestan-38,50,64-triol, ketodiol —38,5a-dihydroxycholestan-6-on, 22(R)-HC - 22(R)-
hydroxycholesterol, 25-HC — 25-hydroxycholesterol.

Mira oxidativniho stresu neboli formace superoxidovych radikalli byla méfena
pomoci DHE. Toto modré fluorescenéni barvivo prostupuje membranou a uvnitf bunky je
superoxidovymi radikdly oxidovdno na ethidium, které se interkaluje do DNA a jeho
fluorescence je nasledné métena (Bindokas et al., 1996). Nejblize hodnoté oxidativniho
stresu kontrolnich neovlivnénych bunék (42 %) byla latka 1G5 v koncentraci 10 uM (67 %)
(Graf 4). Dalsi vyrazny pokles byl pozorovan u latek 1G10 a 1G14 na 76 %, respektive 72 %
vici 100 % Glu 160 mM. U nejvyssi koncentrace latky 1G13 byl pokles necelych 15 %.
Latka MK-374B2 oxidativni stres prakticky nesniZzovala, naopak v koncentracich

0,1 a 1 uM doslo ke zvyseni oxidativniho stresu nad uroven toxinu.
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Graf 4 Méiteni oxidativniho stresu pomoci dihydroethidia po aplikaci syntetickych oxysterolii v koncentracich 0,1; 1
a 10 uM po 4 hodinové inkubaci. Vysledné hodnoty odpovidaji mire oxidativniho stresu v % + SEM (standardni chyba
pruméru) vztazené na toxin Glu 160 mM z triplikatu z péti az osmi na sobé nezavislych experimentii. Jako pozitivni kontrola
slouzi TRIOL, ketodiol a MK238 ve stejnych koncentracich jako testované latky. Statisticky vyznamné hodnoty oznaceny *
(pro latku v urcité koncentraci viici Glu 160 mM) nebo # (pro CTR vici Glu 160 mM), p < 0,05, vwhodnoceny pomoci
Tukey post hoc test. CTR — kontrolni busiky, Glu — glutamat, TRIOL — cholestan-38,5a,6f-triol, ketodiol — 38,5a-
dihydroxycholestan-6-on.

Aktivita kaspasy 3/7 byla métena pro zjisténi, zda bunky umiraji apoptopickou smrti
a zdali neni néktera z testovanych latek schopna ovlivnit tento proces. Kromé testovanych
latek byly zvlast buiniky ovlivnény kaspasovym inhibitorem Ac-DEVD-CHO. Tento
inhibitor je pouzivan pro potvrzeni apoptozy jakozto divodu bunétné smrti. U tohoto
inhibitoru v nejvyssi koncentraci byl pozorovan pokles kaspasové aktivity na hodnoty
kontroly (Graf 5). Koncentracné zavisly pokles a zaroven nejvétsi pokles U nejvyssi
koncentrace byl naméfen u latky 1G14 (74 %), coz muze znacit ovlivnéni kaspasové aktivity

touto latkou. U ostatnich testovanych latek nebyl pozorovéan koncentracné zavisly pokles ani

vyznamny pokles, az na 1G5 10 uM (82 %).
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Graf 5 MéFeni aktivity kaspasy 3/7 po aplikaci syntetickych oxysterolii v koncentracich 0,1; 1 a 10 uM po hodinové
inkubaci. Vysledné hodnoty odpovidaji aktivité kaspazy 3/7 v % + SEM (standardni chyba priiméru) vztazené na toxin Glu
160 mM z triplikatu z tirech aZ peti na sobé nezavislych experimentii. Jako pozitivni kontrola slouzi TRIOL, ketodiol
a MK238 ve stejnych koncentracich jako testované latky. Statisticky vyznamné hodnoty oznaceny * (pro latku v urcité
koncentraci vici Glu 160 mM) nebo # (pro CTR wici Glu 160 mM), p < 0,05, vwhodnoceny pomoci Mann-Whitney post
hoc test s Bonferroniho korekci p hodnot. CTR — kontrolni buriky, Glu — glutamat, TRIOL — cholestan-3f,5q, 6f-triol,
ketodiol — 3p,5a-dihydroxycholestan-6-on.

Membranovy potencidl mitochondrii byl méfen pomoci barvy JC10. Pokud jsou
buiiky zdravé s nepoSkozenymi mitochondriemi a normélnim membranovym potencialem,
jsou schopny tvofit polymerni formu JC10, ktera se vyznacuje cervenou fluorescenci. Pokud
vSak buiiky umiraji apoptézou nebo nekrézou, nebo maji poskozené mitochondrie, a tim
I naruSeny jejich membranovy potencial, tak nedochazi k tvorbé polymerta a JCI10 je
pfitomen jako monomer se zelenou fluorescenci (X. Wu et al., 2018). Naméiena Cervena
a zelena fluorescence se daji do poméru (zdravé ku poskozenym bunkam) a vysledek je
pfepocitdn na procenta membranového potencidlu mitochondrii vici 100% kontrole
(neovlivnénym bunikam). U latek 1G5, 1G14 a MK-374B2 je pozorovan koncentracné
zavisly narGst membranového potencialu (Graf 6), pticemz MK-374B2 vV nejvyssi
koncentraci dosahuje prakticky stejnych hodnot jako potencial kontrolnich neovlivnénych
bun¢k. U 1G14 je potencial dokonce vyssi nez u kontrolnich bunék. To vSak je nejspise

zpisobeno Spatnym provedenim experimentu nez Ucinkem latky samotné. Ze zjisténych
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vysledkt se Ize domnivat, Ze na schopnost ochranit mitochondrie pfed poskozenim ma vliv
struktura latek, pfesnéji ptfitomnost tif hydroxylovych skupin. LepSich vysledk dosahuji
latky, které maji navic jesté keto skupinu — TRIOL (tfi hydroxylové skupiny na A a B kruhu)
nezvySuje potencial mitochondrii na tolik jako 1G5, 1G14 a MK-374B2, které maji kromé
tii hydroxylovych skupin také keto skupinu na B kruhu. Z porovnani hodnot pro 1G14
a MK-374B2 lze usoudit, ze hydroxylové skupiny na C2 a C3 vykazuji lepsi ucinky
v konfiguraci a. V koncentraci 10 uM u latky 1G10, byl pozorovan pokles potencialu pod
hodnoty toxinu (24 %). Tato latka nema zadné pozitivni G¢inky na mitochondrie a buiky
chrani pfed smrti pomoci jinych mechanismi. U latky 1G13 nebyl pozorovan zadny

A4

vyznamny narust membranového potencialu, nejvyssi hodnoty se pohybovaly okolo 50 %.

Membranovy potencial mitochondrii (%)

1 hodina

Graf 6 Méieni mitochondridlniho membrdanového potencialu pomoci JC10 po aplikaci syntetickych oxysterolii
V koncentracich 0,1; 1 a 10 uM po hodinové inkubaci. Vysledné hodnoty odpovidaji membranovému potencidlu
mitochondrii v % + SEM (standardni chyba priuméru) vztazené kontrolni bunky z triplikatu z tiech az étyrech na sobé
nezavislych experimentii. Jako pozitivai kontrola slouzi TRIOL, ketodiol a MK238 ve stejnych koncentracich jako testované
latky. Statisticky vyznamné hodnoty oznaceny * (pro latku v urcité koncentraci viic¢i CTR) nebo # (pro Glu 160 mM wici
CTR), p < 0,05, vyhodnoceny pomoci Mann-Whitney post hoc test s Bonferroniho korekci p hodnot. CTR — kontrolni buriky,
Glu — glutamdt, TRIOL — cholestan-3p, 50, 6f-triol, ketodiol — 38, 5a-dihydroxycholestan-6-on.

Cytotoxicita testovanych latek byla zjiStovana pomoci eseje s Pl jako tomu bylo
u stanoveni bunééné smrti, jakozto eseje pro identifikaci aktivnich latek (princip metod

totozny). V této eseji nebyl toxin pfitomen v médiu spolu s testovanymi latkami. Testované
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latky byli s bunkami inkubovany cisté jen v DMEM/F12 médiu. Toxin (triton X-100) byl
aplikovan pouze v triplikdtu k poloviné kontrolnich bunék pied aplikaci PI. U zadné
z testovanych latek, at’ uz U ptirodnich nebo syntetickych oxysterolti, nebyl pozorovan
cytotoxicky efekt na neuronalnich bunikach v rozsahu pouzitych koncentraci a inkubaéniho
¢asu (24 hodin). Nejvyssi hodnoty bunééné smrti u prirodnich oxysterolt byly pozorovany
u 22(S)-HC (Graf 7), kdy v nejvyssi koncentraci byla bunééna smrt okolo 15 % vici 100%
cytotoxicité tritonu X-100. Koncentracné zavisly pokles bunécné smrti 1ze pozorovat u latek
7-keto-25-HC, 22(R)-HC a 1G4 (7-KC). Kromé nejnizsi koncentrace u latky 22(R)-HC
(11 %) se bunééna smrt u vSech latek pohybovala pod 10 % vici 100% toxinu tritonu X-100.
Zjisténé vysledky jsou v souladu s jiz publikovanymi vysledky, kdy napiiklad 4p-HC, 1G4
(7-KC) a 24(S)-HC v nami testovanych koncentracich nevykazovali cytotoxické ucinky
(Nury et al., 2013; Okabe et al., 2014).

Bunééna smrt (%)

24 hodin

Graf 7 Stanoveni cytotoxicity pomoci propidium jodidu s tritonem X-100 po aplikaci p#irodnich oxysteroli
V koncentracich 0,1; 1 a 10 uM po 24 hodinové inkubaci. Vysledné hodnoty odpovidaji bunécné smrti v % + SEM
(standardni chyba priméru) vztazené na toxin triton X-100 z triplikatu z jednoho experimentu. Jako pozitivni kontrola
slouzi R-LA (0,5; 5 a 50 uM), TRIOL a ketodiol ve stejnych koncentracich jako testované latky. CTR — kontrolni buriky, R-
LA — R-lipoova kyselina, TRIOL — cholestan-3p,5a,6f-triol, ketodiol — 3p,5a-dihydroxycholestan-6-on, 45-HC — 4p-
hydroxycholesterol, 7a-27-dHC — 7a-27-dihydroxycholesterol, 7-keto-25-HC — 7-keto-25-hydroxycholesterol, 22(R)-HC —
22(R)-hydroxycholesterol, 22(S)-HC — 22(S)-hydroxycholesterol, 24(S)-HC — 24(S)-hydroxycholesterol, 25-HC — 25-
hydroxycholesterol, 27-HC — 27-hydroxycholesterol.
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U syntetickych oxysterolll byla nejvyssi bunéénd smrt u latky 1G5 v nejvyssi koncentraci
(13 %) (Graf 8), druha nejvyssi smrt byla pozorovana v nejnizsi koncentraci latky 1G13
(11 %). U ostatnich latek neptesahla bunééna smrt hranici 10 %. Koncentraéné zavisly

pokles bunécné smrti byl pozorovan u latek 1G1, 1G10, 1G13, 1G14 a MK-374B2.

110+

100-:'

Bunécna smrt (%)

24 hodin

Graf 8 Stanoveni cytotoxicity pomoci propidium jodidu s tritonem X-100 po aplikaci syntetickych oxysterolii
V koncentracich 0,1; 1 a 10 uM po 24 hodinové inkubaci. Vysledné hodnoty odpovidaji bunécné smrti v % + SEM
(standardni chyba priuméru) vztazené na triton X-100 z triplikdtu z jednoho experimentu. Jako pozitivni kontrola slouzi
MK238 ve stejnych koncentracich jako testované latky. CTR — kontrolni buiiky.
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5. Zavér

V teoretické casti této diplomové prace jsou shrnuty poznatky o oxysterolech — jejich cestach
vzniku jak enzymatickych, tak neenzymatickych, o jejich metabolismu, ale také o zapojeni
jak do fyziologickych, tak i1 do patofyziologickych procesti a neurodegenerativnich
onemocnéni. Déle jsou podrobnéji popsana vybrana neurodegenerativni onemocnéni jako
Alzheimerova, Parkinsonova a Huntingtonova choroba nebo amyotroficka laterarni
skler6za. Experimentalni ¢ast byla vénovana syntéze vybranych oxysterolll a testovani
biologické aktivity jak pfipravenych, tak i pfirodnich oxysteroli.

Pomoci organické syntézy bylo nasyntetizovano 9 oxysterolil. ldentifikovany byly
pomoci hmotnostni spektrometrie a nuklearni magnetické rezonanéni spektroskopie. Jak
nasyntetizované, tak i vybrané piirodni oxysteroly byly Vv koncentracich 0,1; 1 a 10 uM
testovany na neuroblastomové bunécné linii SH-SYSY. Nejprve byla stanovovana bunééna
smrt pomoci propidium jodidu, respektive jeji snizeni pomoci testovanych oxysteroli.
Nejlepsich vysledkit dosahly latky 1G5, 1G10, 1G13, 1G14, MK-374B2 a z ptirodnich
22(R)-HC a 25-HC, kdy pokles bunééné smrti u vysSe zminénych latek byl az 50%.
Ve validaéni eseji vyuzivajici laktat dehydrogenasu byly z dalsiho testovani vylouceny
pfirodni oxysteroly 22(R)-HC a 25-HC. U ostatnich byly potvrzeny neuroprotektivni ucinky.
Pii méfeni miry oxida¢niho stresu pomoci dihydroethidia dosahla nejniZzSich hodnot latka
IG5, a to 67 %. Nejnizsi kaspasovou aktivitu vykazovaly latky 1G14 (74 %) a 1G5 (82 %).
Prakticky 100% membranového potencialu mitochondrii, méfené¢ho pomoci barviva JC10,
jako u kontrolnich neovlivnénych bunék, dosahly latky 1G14 a MK-374B2, které se lisi
pouze konfiguraci hydroxyll v pozici C2 a C3 na A kruhu. Na zavér nebyl zadny
z testovanych, at’ uz z pfirodnich, nebo syntetickych oxysterold, vyhodnocen jako
cytotoxicky, coz bylo zjist€éno pomoci eseje s propidium jodidem vyuzivajici cytotoxicky

efekt tritonu X-100.
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