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1. Abstrakt

Univerzita Karlova v Praze

Farmaceuticka Fakulta v Hradci Kralové

Zdravotnicka bioanalytika — odborny pracovnik v laboratornich metodach
Katedra biochemickych véd

Kandidat: Bc. Martina Hrabinova

Skolitel: doc. PharmDr. Tomas Siminek Ph.D.

Skolitel specialista: pplk. Doc. PharmDr. Daniel Jun Ph.D.

Nazev diplomové prace: Vyvoj metod pro in vitro testovani potencialnich 1é¢iv
Alzheimerovy choroby

Alzheimerova choroba (Alzheimer's disease, AD) je neurodegenerativni onemocnéni
s rostouci incidenci. A¢ od objevu této nemoci uplynulo jiz mnoho desitek let, stale
neexistuje kauzalni 1é¢ba, pouze moznost zlepsit do¢asné kvalitu Zivota pomoci centralnich
inhibitorti acetylcholinesterasy a memantinu. Cilem této prace bylo zavést jednouchou
kolorimetrickou metodu stanoveni aktivity prolyloligopeptidasy (POP) a beta-sekretasy
(BACE), dilezitych enzyml zapojenych v patogenezi AD, vyuzit téchto metod pro
screeningové hodnoceni latek navrZenych jako potencidlni 1éciva AD a dale zhodnotit
jejich antioxidacni a antiradikalovou aktivitu. Vysledky ukazaly, Ze testované latky jsou
slabymi inhibitory POP, ve srovnani se standardnim inhibitorem Z-gly-pro-prolinalem.
Standardni inhibitory cholinesterasy, vyuZivané k 1lécbé AD, nevykézaly Zadné schopnosti
inhibovat POP. Metodu stanoveni BACE se nepodafilo realizovat. VSechny nové
syntetizované latky vykéazaly velmi nizkou antioxidacni aktivitu. Standardni inhibitory
rivastigmin, donepezil, huperzin a galantamin v porovnani s vitaminem C vykazovaly
hodnoty srovnatelné ¢i vysSi. Tato nové vyvinutd metoda POP bude vyuzita pro
screeningove testovani novych latek.

Klicova slova: Alzheimerova choroba, prolyloligopeptidasa, beta-sekretasa, antioxidant,

inhibitor



2. Abstract

Charles University in Prague

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
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Department of Biochemical Sciences

Candidate: Bc. Martina Hrabinova

Supervisor: Doc. PharmDr. Tomas Simtinek Ph.D.
Supervisor specialist: Pplk. Doc. PharmDr. Daniel Jun Ph.D.

Title of diploma thesis: Development of method for in vitro testing of potential drugs
Alzheimer disease

Alzheimer's disease (AD) is a neurodegenerative disease with increasing incidence.
Although many decades have passed since the disease was discovered, there is no causal
therapy yet. Currently available therapy consists in treatment with central
acetylcholinesterase inhibitors and memantine, improving the patient’s quality of life. The
aim of this study was to develop a simple colorimetric method for the determination of
prolyl oligopeptidase (POP) and beta secretase (BACE) activity, important enzymes
associated with AD pathogenesis, and to use this method for screening of potential AD
drugs and to determine their antioxidant and antiradical activity. Results showed that tested
substances were weak inhibitors of POP compared to standard inhibitor Z- Gly-Pro-
prolinal. Standard cholinesterase inhibitors used in AD therapy showed no ability to inhibit
POP. The method for determination of BACE activity has not been implemented. All the
newly synthesized compounds showed very low antioxidant activity. Standard inhibitors
rivastigmine, donepezil, galantamine, and huperzine showed comparable or higher values
antioxidant activity compared to vitamin C. This novel method developed for POP
evaluation will be further used for screening of new substances.

Keywords: Alzheimer’s disease, prolyl oligopeptidase, beta secretase, antioxidant,

inhibitors






3. Zadani diplomové prace - cile prace

ReSerSné¢  zpracovat poznatky o metodach stanoveni aktivit enzymu
prolyloligopeptidasy (POP) a beta-sekretasy (BACE), zapojenych v patogenezi
Alzheimerovy choroby (Alzheimer's disease, AD).

Zavést vhodné kolorimetrické metody ke stanoveni aktivit enzymit POP a BACE.
Stanovit inhibi¢ni konstanty u nové syntetizovanych latek a urcit jejich antioxida¢ni

vlastnosti.



4. Uvod

Na celém svéte v roce 2013 trpélo AD vice jak 35 miliont lidi. Tato nemoc je v USA na
Sestém misté v zebricku amrtnosti. Lécba je finanéné naro¢na. V soucasné dobé neexistuje
1€k, ktery by nemoc zcela vylécil, existuji pouze 1éky, které symptomy nemoci potlacuji a
zlepSuji tak pacientovi kvalitu zivota. V roce 2012 stala tato nemoc rozpocet USA 200
miliard dolaru (Jago 2014).

Beta-sekretasa (BACE) je jeden zenzymi zapojenych v patofyziologii AD. Stépi
amyloidovy prekurzorovy protein (APP), ¢imz dochazi ke vzniku abnormalniho
amyloidového plaku, ktery je tvofen toxickym amyloidem beta (AB) (Ghosh a Osswald
2014).

Prolyloligopeptidasa (POP) je enzym zapojeny v mnoha fyziologickych procesech, jeji
primarni funkci je v8ak fizeni hladin vSech neuronalnich peptidd. Jeji role v patogenezi AD
je neustale diskutovana. Bylo prokdzano, ze zmeéna aktivity tohoto enzymu potencuje
agregaci AP a t-proteinu, markert AD (Szeltner a Polgar 2008; Laitinen et al. 2001;
Hannula et al. 2013).

Oxidac¢ni stres (OS) je proces, ktery je jednou z moznych pficin vzniku AD. Vznik
reaktivnich forem dusiku a kysliku (RONS) vede k poskozeni proteini, nukleovych
kyselin, zanétu, poskozeni tkani a nasledné bunééné apoptoze. OS potencuje agregaci AP
peptidu, fosforylaci a polymeraci t- proteinu. Nase endogenni antioxida¢ni mechanizmy
nejsou vzdy efektivni, proto jsou moznym terapeutickym prostiedkem exogenni
antioxidanty, které by odstranili kumulativni u¢inky oxida¢niho poskozeni (Gilgun-Sherki

et al. 2001a).
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5. Teoreticka ¢ast

5.1 Alzheimerova nemoc

5.1.1 Historie

Alzheimerova nemoc (AD) je chronické, progresivni a neurodegenerativni onemocnéni.
Poprvé byla popsana Vvroce 1907 némeckym neurologem Aloisem Alzheimerem
U jednapadesatilet¢ zeny Auguste D. Pacientka trpéla ztratou paméti, méla problémy
S vyjadfovanim a myslenim, dochdzelo k nahlym zménam Vv jejim chovani. V té dob¢ se
tyto pfiznaky povazovaly za klasickou senilni demenci, 1 kdyz v€k pacientky byl nizky.
Emil Kraepelin, vyznaény psychiatr, navrhl pojmenovat tuto nemoc po Aloisi
Alzheimerovi (Tanzi a Bertram 2005).

AD je nejcastéjsim typem demence. Pocet lidi postizenych touto nemoci se neustdle
zvysuje. Rizikovym faktorem je zejména vék. V soucasné dobé je postizeno 50 % populace
star§i 85 let. Vyznamnou roli hraji i hormonalni zmény v téle. Bylo prokazano, ze AD trpi
dastdji zeny nez muzi. Zenam po menopauze klesa koncentrace estrogenu a progesteronu,
pii¢emz estrogen pusobi vV mozku neuroprotektivné prostiednictvim svych dvou receptord,

estrogenniho receptoru o a estrogenniho receptoru f (Henderson 2013).

5.1.2 Epidemiologie

Teorii o pfi¢inach vzniku AD je mnoho (Obrazek 1), v poslednich letech jsou
preferovany dvé hlavni hypotézy pii¢iny vzniku AD. Prvni hypotéza tzv. amyloidova
kaskadova hypotéza uvadi, Ze neurodegenerativni proces je série udalosti, kdy vysledkem
je vznik abnormélniho amyloidniho plaku. Tento plak je tvofen AP, ktery vznikd z APP.
Dochazi k neurodegenerativnimu zanétu a vznikly amyloid poskozuje neurony. Gen pro
APP je ulozen na chromozomu 21. Ve vétsing ptipadt neni AD dédi¢na. Pouze asi 2-7% je
podminéno dédi¢nou poruchou, ktera ma familiarni charakter a rychly pribéh s manifestaci
ve sttednim véku (Tanzi a Bertram 2005)

U druhé cytoskeletalni degenerativni hypotézy je spoustécim mechanismem vzniku
nemoci cytoskeletalni zména t-proteinu. Dochazi ke vzniku neurofibrilarniho klubka

hyperfosforylovaného t-proteinu, ktery je fosforylovan pomoci kinasy 3-glykogensyntasy.
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Ve fyziologickém procesu se T-protein vaze na tubulin a stabilizuje mikrotubuly. Vyskytuje
se jak v pre- tak i post-synaptické membrané v Sesti izoformach, které jsou slozeny z 352 az
441 aminokyselin (AMK). Jejich molekulova hmotnost je mezi 45 az 65 kDa. Patologicky
se t-protein objevuje pouze v jednoduché izoformé (Pooler et al. 2014; Buée et al. 2000).

Soucésti téchto zmén jsou dal$i neuropatofyziologické zmény napi. zanét, kdy
u nemocnych AD jsou senilni plaky obklopeny mikroglidlnimi bunkami, které jsou
hlavnimi imunitnimi bufikami mozku. Dochazi k produkci vysokych hladin cytokini a
nasledkem je vznik zanétlivého procesu (Prokop et al. 2013).

Oxidacni stres (OS) je dalsim dilezitym faktorem v patogenezi AD. Pfi poruseni
rovnovahy mezi produkei volnych kyslikovych radikdli a antioxidac¢ni kapacitou
organismu dochazi ke zvySené oxidaci proteint, lipidi a deoxyribonukleové kyseliny
(DNA) a k tvorbé toxickych latek jako jsou napf. peroxidy, alkoholy nebo aldehydy. Takto
oxidované¢ biomolekuly se u pacientt s AD nachazeji nejen v mozku, ale
I V. mozkomisnim moku, krvi a moci. Dochazi ke snizeni bunétné aktivity, apoptoze,

nekroze a vzniku neurodegenerativniho onemocnéni (Zhang et al. 2013)].
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Obrazek 1: Schéma moznych pfic¢in vzniku AD (Butterfield et al. 2001)

5.1.3 Lécba

Od objevu a popisu této nemoci ub&hlo jiz mnoho desitek let. Stale vSak nebyl nalezen
kauzalni 1€k, ktery by nemoc zcela vylécil. Existuji pouze léky symptomatické, které
nemoc zmiriiuji a zlepSuji na nckolik let pacientovi kvalitu Zivota, neZ se nemoc plné
projevi. V soucasné dob¢ je dosud nejucinngjsi farmakoterapii inhibice acetylcholinesterasy
napi. donepezilem, neostigminem, fyzostigminem, rivastigminem a podavani antagonisty
N-methyl-D-aspartatového receptoru (NMAD receptor) memantinem.

U AD je porusena presynaptickd ¢ast acetylcholinergniho neuronu. Dochézi ke snizeni
koncentrace acetylcholintransferasy, ktera katalyzuje syntézu acetylcholinu. Acetylcholin je

jeden z hlavnich neurotransmiter periferniho i centralniho nervového systému. Inhibice
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acetylcholinesterasy zptisobi hromadéni acetylcholinu, ktery stimuluje muskarinové
receptory. Inhibitory acetylcholinesterasy zlepsuji cholinergni pfenos a tim zpomaluji
prubéh této nemoci (Picciotto et al. 2012).

Memantin blokuje NMAD receptor nekompetitivnim zptasobem. N-methyl-D-
aspartatovy receptor reguluje hladinu neurotransmiteru glutamatu, jehoz zvysena hladina
stimuluje nervové bunky. Smrt bunék nastane vlivem excitoxicity. Memantin je pouzivan
jako samostatny 1€k, nebo také v kombinaci s inhibitory cholinesterasy, obvykle
v kombinaci s donepezilem (Rive et al. 2013).

Vyvoj novych potencialnich 1é¢iv AD se tak ubird riznymi sméry. Nejdale ve vyvoji a
Klinickém zkouseni je 1é¢ba imunoterapeutiky, Jde o snahu o aktivni imunizaci pomoci
protilatek. Protilatky se vazou na rozpustny AP a zvysuji tak jeho clearence z mozku do
cévniho fecisté. Transport APP je pak zprostifedkovan pomoci lipoproteinového receptoru
s nizkou denzitou (Wang et al. 2006). Dale se zkoumaji protilatky ziskané od zdravych
darct, ktefi maji vytvoreny ptirozené protilatky proti Ap. Nejvétsim problémem této 1écby
je Casty vznik meningoencefalitidy (Geylis et al. 2005).

Dal$im smérem V 1é€bé je vyvoj inhibitorti y a B-secretas, které jsou pii¢inou vzniku
toxického AP (Anand et al. 2014).

Ovlivnéni t-proteinu jde dvéma sméry. Inhibici fosforylujicich kinaz a inhibici agregace
- proteinu (King et al. 2014; Wang et al. 2010).

5.2 Beta-sekretasa

Beta-sekretasa je ¢lenem skupiny aspartylovych proteas. Tyto proteasy se rozdéluji do
dvou tfid na pepsinovou (rennin, katepsin D, chymosin, betasekretasa atd.) a na
retropepsinovou (HIV-proteasa a malaria-proteasa). BACE byla objevena v roce 1992 a
v roce 1999 byla definitivné identifikovana (Vassar et al. 2009; Barman a Prabhakar 2013).

BACE se vyskytuje ve dvou formach. BACE1 (EC 3.4.23.46) je slozena z 501 AMK a
BACE2 (EC 3.4.23.45) z 518 AMK, tyto formy jsou si z 75% podobné.

14



5.2.1 Struktura beta-sekretasy

BACE]! je také nazyvana beta APP $tépici enzym 1, memapsin-2 a aspartyl proteasa 2.
Ve fyziologickém procesu je dulezita pro tvorbu myelinovych pochev nervovych bunék.
BACEL1 je integralni membranovy protein, jeji gen je lokalizovan na chromozomu 11q23.2.
Nachazi se v mnoha tkanich, nejvyssi hladina je vSak v mozku a slinivce. BACE2 se
nejvice nachédzi v perifernich tkanich v riznych hladinach, jeji gen je lokalizovan na
chromozomu 21022.3. Nejvyssi hladinu ma v ledvinach. V mozku je vétsinou
v astrocytech, zatimco BACEI je pfevazné v neuronech. I kdyz se BACE2 nachazi také
v mozku, jeji role v patogenezi AD neni zatim zcela objasnéna (Ahmed et al. 2010).

Enzym existuje jako monomer nebo také jako dimer. Dimer ma vyS$$i enzymatickou
aktivitu nez monomer. BACE je syntetizovana v endoplazmatickém retikulu.
Nematurovany enzym ma molekulovou hmotnost 60 kDa, po maturaci v endoplazmatickém
retikulu a Golgiho aparatu je jeho molekulova hmotnost 70 kDa, zde je aktivita enzymu
nejvyssi. Je to dano pH 4,5, které se zde nachazi. Po maturaci je BACE transportovana do
plasmatické membrany. Enzym obsahuje dvé charakteristicka aktivni mista (Obrazek 2)
Asp228 a Asp32 (Willem et al. 2009).

Insert-C -~

Insert-D < -
lnserlf ,(YV > . =
e 3

d ™ Asp228 Asp32

Obrazek 2: Aktivni mista BACE1 - Asp228 a Asp32 (Barman a Prabhakar 2013)

5.2.2 Substraty beta-sekretasy

BACEL se skladd ze dvou hlavnich domén, N-terminalni domény a C-terminalni

domény a nékolika specifickych dil¢ich oblasti, které jsou distribuovany mezi C a N
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doménou. Tento specificky usek patii k nejkritictéjsi oblasti enzymu. Je slozen ze smycky
10s (Lys9-Tyr14), klapky (Val67-Glu77), insertu-A (Gly158-Leul67), insertu-D (Trp270-
Thr274) a insertu-F (Asp311-Asp317). Tato oblast umoznuje vstup a vazbu substratu do
aktivniho mista prostiednictvim svych pohybu (Obrazek 2).

BACEL1 vyuziva pro §tépeni peptidové vazby, v priabéhu svého katalytického ptusobenti,
vSeobecného mechanismus acidobazické reakce (Obrazek 3). Tento mechanismus
peptidové hydrolyzy zahrnuje dva kroky. Nejprve se deprotonovany Asp228 chova jako
baze a protonovany Asp32 jako kyselina. V kroku 1 Asp228 vytrhuje proton z katalyzujici
molekuly vody (W1) a vytvati tak hydroxylovy ion (OH-). Ten nasledné nukleofilné
atakuje karbonylovy uhlik Stépené peptidové vazby a soucasné Asp32 poskytuje sviij
proton karbonylovému kysliku Stépené peptidové vazby za vzniku tetraedralniho
geminalniho diolu. Od vzniku tohoto meziproduktu si Asp228 a Asp32 vyméni svou funkci
a Asp32 se chova jako baze a Asp228 jako kyselina. Protonovany Asp228 pieda sviyj
elektron dusiku amidové skupiny (-NH) $tépené peptidové vazby a zaroven Asp32 vytrhuje
proton z jedné z hydroxylovych skupin gemindlniho diolu. Tento proces vede k rozstépeni
peptidové vazby a vytvatri volné amino (-NH2) a karboxy (-COOH) konce (Barman a
Prabhakar 2013).

(o] ! o~ ~o NH; o o
Ry ./ Ry— -~ & Ry
C%O cfo/ ¢,0
/ \O,H - / \O’H —_ ~o—H
HN Wi an'-.u H,t{-_ﬂ
\ \
>'_’Rz o o >4_R2 o o —R, © o
HOOC Y HOOC \f HOOC \T/
— | ——— ——
i AsSp228 » Asp228 3 Asp228

Obrazek 3: Acido/bazicky mechanismus $tépeni peptidické vazby BACE1 (Barman a
Prabhakar 2013)

In vitro pokusy prokazaly, ze BACE $tépi pouze APP vazané v membrané. Jestlize APP

ztrati transmembranovou doménu, enzym neni schopen ho §té€pit. Diky své vysoké Km,
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ktera je kompenzovana vysokou koncentraci enzymu a substratu, je vSak vin vitro
pokusech enzym schopen $tépit rozpustné substraty specifickym zptsobem. BACEL
pfijima Sirokou Skalu substrati, ale pfedevS§im preferuje substraty s Kyselymi nebo
polarnimi konci na rozdil od jinych znamych aspartylovych proteas (Venugopal et al.
2008).

5.2.3 Neurodegenerativni onemocnéni a beta-sekretasa

Jednou z hlavnich hypotéz vzniku AD je abnormalni produkce amyloidniho beta peptidu
42 (AB42). Amyloid beta je produkovan z APP. Amyloidovy prekursorovy protein je
integralni membranovy protein, S riznou délkou fetézce (APP-695, APP-751 a APP-770).
Délka fetézce je dana rliznymi variantami sestfihu exonii. Gen APP je lokalizovan na 21
chromosomu. APP je zpracovavan tfemi proteasami (Obrazek 4) a to sekretasou o, B a y
(Suh a Checler 2002). Alfa-sekretasa stépi APP v C terminalni ¢asti v pozici 16-17 AMK
na amyloidovy prekursorovy protein alfa (APPa) a kratky C-terminalni fragment (CTF)
0 83 AMK (C83). Fragment C83 je nasledné zpracovan y- sekretasou na netoxicky produkt
o velikosti 3 kDa (p3). Produkt APPa o velikosti 39-43 aminokyselin je dobie rozpustny a
neni nachylny ke shlukovani. Za fyziologickych podminek je tato cesta preferovana.

Beta-sekretasa §tépi za patologickych podminek APP v pozici 671-672 na amyloidovy
prekursorovy protein beta (APPP) na membranu navazany fragment o délce 99
aminokyselin (C99). Fragment C99 je dale stépen komplexem y—sekretasy v pozici 711-
713 AMK fetézce za produkce AP peptidu. Komplex y-sekretasy obsahuje Ctyfi integralni
membranové proteiny, véetné katalytické podjednotky preselininu, ktery usnadnuje $té€peni
V hydrofobni lipidové dvojvrstveé. Diky tomuto §tépeni dochazi k uvolnéni AP peptidu do
extracelularniho prostoru. Intracelularni doména APP se uvolni do cytosolu. Po vstupu do
jadra funguje jako transkrip¢ni faktor.

Gama-sekretasa §tépi fragmenty rizné délky 40 a 42 AMK za vzniku amyloidu beta 40
a 42 (APso, APs2). Beta-amyloids je Casteéné rozpustny a tolik nepfispiva k tvorbé
amyloidnich plakt. Beta-amyloids, je zodpovédny za tvorbu toxickych nerozpustnych
plakt a za vznik AD. (Sathya et al. 2012).
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Obrazek 4: Stépeni APP a, B, y sekretasou (Sathya et al. 2012)

5.2.4 Inhibitory beta-sekretasy

Vzhledem k 30 % sekvencni podobnosti BACEI s ostatnimi aspartylovymi proteasami
je problém pfipravit specificky inhibitor tohoto enzymu. Tento problém muze vyiesit
design inhibitoru v zavislosti na rozdilech v aktivnim misté proteas. Pii piipravé
specifické¢ho inhibitoru BACEL je tfeba brat v uvahu nékolik faktor. Vhodna je mala
velikost, ne vétsi nez 700 Da. Dale je tieba, aby inhibitor mél dostate¢nou inhibiéni silu,
malou toxicitu a vhodny farmakokineticky profil. Inhibitor musi mit dostate¢nou lipofilitu,
aby prosel pies hematoencefalickou bariéru a dosahl tak u¢inné koncentrace v mozku (Tang
et al. 2003; Vassar et al. 2009).

5.3 Prolyloligopeptidasa

Prolyloligopeptidasa (POP, EC 3.4.21.26) patii do pomé&rmné nové skupiny serinovych
peptidas. Poprvé byla popsana v roce 1991. Tato skupina zahrnuje dipeptidylpeptidasu IV
(DPPIV, EC 3.4.14.5), acylaminoacylpeptidasu (ACPH, EC 3.4.19.1) a POP. Pozdé&ji byla
doplnéna o ¢tvrty enzym oligopeptidasu B (OB, EC 3.4.21.83).
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POP a OB jsou endopeptidasy nachazejici se v cytosolu. ACPH a DDPIV jsou
exopeptidasy.

Enzymy se nachazi v ruznych ecukaryotnich a prokaryontnich organismech a jsou
pfitomny v mnoha tkanich. Chovani jednotlivych peptidas je ruzné a je dano jejich
specifitou. Tyto proteasy hydrolyzuji peptidy o délce ne vice nez 30 AMK, které
v terminalni C ¢asti obsahuji prolin (Rawlings et al. 1991).

5.3.1 Struktura prolyloligopeptidasy

POP byla poprvé objevena v lidské déloze jako oxytocin degradujici enzym (Koida a
Walter 1976). Nejprve byla pojmenovana jako post-prolin §tépici enzym. Vzhledem
K tomu, ze hydrolyzuje peptid v C terminalni ¢asti obsahujici prolin, byla pozdé&ji
pfejmenovana na prolylendopeptidasu. Podle nomenklatury byl nazev pozménén na
prolyloligopeptidasu patiici do rodiny S9, klan SC.

Jeji velikost je pfiblizné 80 kDa a je rozdilna podle organismu, z kterého byla
purifikovana. Mé jednoduchy proteinovy fetézec o délce 710 AMK, ktery byl identifikovan
pomoci rentgenové krystalografie pii rozliseni 1,4 A. Tento enzym obsahuje peptidasovou
doménu s Kkatalytickou triadou Ser554, His680, Asp641 kovalentné propojenou se

sedmiramennou B-vrtulovou doménou (Polgar 2002).

Obrazek 5: A - Doména POP s typickym hydrolasovym o/p kiizenim enzymu

B - Struktura dinelaktonové hydrolasy (Fiilop et al. 1998)
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Na obrazku ¢. 5A je znazornéna peptidasova doména s typickym o/p usporadanim. Tato
doména je slozena ze dvou Casti zahrnujici 1-72 a 428-710 AMK proteinového fetézce.
V N terminalni ¢asti jsou dva kratké antiparalelni  skladané listy a dva dlouhé o helixy,
které jsou spojeny s mnohem vétsi C terminalni Casti prostiednictvim dvaceti tii
vodikovych vazeb, disulfidickych mustkii a mnoha hydrofobnich interakci. V této Casti je
typické o/p hydrolasové kiizeni proteinu. Je zde osmivlakenny B skladany list, ktery je,
kromé& prvnich dvou vlaken, spojeny paralelnim zptisobem. Beta skladany list je zna¢né
zkrouceny, prvni a posledni vlakna mezi sebou sviraji thel 110°, ktery je z jedné strany
obklopen sesti a helixy s ozna¢enim A-F s doménou na druhé strané. Prostorové uspoiadani
B vlaken je 1, 2 -1x,2x a 1X. Jednotlivé slozky sekundarni struktury byly predikovany jiz
diive, vyjma slozek oA, aD’, B1, B2 a B3. Podstatné pro stabilitu enzymu je, ze jeho
trojrozmérna struktura  vlakna 2-8 a helixy A-F je té€sné propojena, prestoze katalyticka
doména POP vykazuje nizkou podobnost mezi sekvencemi. Na obrazku 5B je nejmensi a
nejjednodussi ¢len hydrolasové domény enzymi, dinelactonova hydrolysa, kterd

v tiidimenzionalni struktufe ukazuje stejnou podobnost se sekundarni strukturou POP.

Obrazek 6: A- POP s typickou B-vrtulovou doménou

B- Struktura G-proteinu, podjednotky B domény (Fiilop et al. 1998)
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Na obrazku 6A je znazornéna vrtulova doména. Je to Cast mezi 73 a 427 AMK
proteinového fetézce. Tato doména patii k relativné malym, ale poc¢etnym beta vrtulovym
doménam. Zakladem je sedmivrtulovd opakujici se Ctyfvladknova antiparalelni beta
struktura skladaného listu. Vlakna jsou zkiiZzena a hvézdicovité uspofadana kolem
centralniho tunelu. Jsou sbalena a zajiSténa hydroskopickymi interakcemi, které jsou
sedmivrtulové domény POP s viditelnym projasnénim kolem pomysIné osy sedmivrtulové
domény. Beta listy jsou spojeny v fadé za sebou (B1/1 smérem k f7/4) kolem centralni osy.
Retézec je stabilizovan vzajemnymi hydrofobnimi interakcemi mezi prvnim (modrym) a
poslednim (zelenym) listem. V zGzeni vstupu do centralniho tunelu na obrazku 6A jsou
vidét molekularni modely, kde se nachazeji aminokyseliny Lys82, Glul34, His180,
Asp242, Lys389 a Lys390. Na obrazku Obrazek 6 B je struktura G-proteinu  podjednotky.
Spojeni mezi dvéma terminalnimi konci zakladniho polypeptidového fetézce je zajisténo
vodikovymi vazbami mezi N terminalnim koncem (modrd) a tfemi antiparalelnimi 3 vlakny

z C termindlniho konce (zelend).

Obrazek 7: Vné&jsi povrch POP (Fiilop et al. 1998)
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Obrazek 7 ukazuje vnéjsi povrch POP, ktery je poskladan z polypeptidového fetézce.
Dlouha kavita s centralni doménou, ktera se rozsifuje v centralni tunel, je pfistupna skrz
zGzeny otvor na spodni strané vrtulové domény. V centralnim tunelu je vidét molekularni
model kovalentné navazaného inhibitoru Z-Pro-prolinalu (Fiilop et al. 1998).

Diky této specialni struktuie je enzym selektivni pro oligopeptidy ne delsi nez 30 AMK.
Kratsi oligopeptidy bez sekundarni struktury reaguji s timto enzymem snadngji a difunduji
nejjednodussi cestou do aktivniho mista (Medrano et al. 1998). Z této vlastnosti vyplyva, ze
dlouhé biologicky aktivni peptidy, které vétSinou ve své struktuie obsahuji prolin, jsou

chranény pied proteolyzou v cytosolu (Fiilop et al. 2000).

5.3.2 Substraty prolyloligopeptidasy

Ptirodni kratké peptidy obsahujici uvniti fetézce prolin jsou potencidlnimi substraty
POP. Neékteré peptidy mohou byt nedostupné diky své bunécné lokalizaci a také diky své
sekundarni modifikaci. Jejich u¢inky byly potvrzeny in vitro na tkanovych homogenatech,
purifikovanych tkanich a na rekombinantnich enzymech. V in vivo testech nebyly nékteré
in vitro vlastnosti prokazany.

Nasledujici Tabulka 1 ptedstavuje jak Siroké je spektrum ptsobeni POP ve
fyziologickych procesech. Primarni funkci POP je hydrolyza vazby obsahujici prolin, ale
muze hydrolyzovat i jiné peptidické vazby napf. Ala-Thr a Val-Gly , ale také Cys-Xaa
peptidickou vazbu v neobvyklych neuroprotektivnich peptidech napt. humaninu. Nicméné
se ukazuje, ze hlavni fyziologicka role POP je v regulaci hladin vSech neuronalnich
peptidi. Jeji inhibice muze mit tedy pfimy vliv na centralni nervovy systém, ktery
ovlivituje chovani, ndladu, vnimani, zpracovani podnétl, uceni a pamét. Podili se na
vzniku neurodegenerativnich onemocnéni jako je napi. AD a Parkinsonova choroba
(Garcia-Horsman et al. 2007).
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Tabulka 1: Malé (30 AMK) biologicky aktivni peptidy — potencialni substraty POP
(Garcia-Horsman et al. 2007)

Substrat Biologicky vyznam

Substance-P Zanétlivy proces

TRH Cholinergni transmise

GnRH Sekrece LH, FSH, neurotransmitery v hypotalamu

Arginin-Vasopresin

Cholinergni transmise, uceni, pamét,

RAS

Angiotensin I, Il - hypertense

Bradykinin Vazodilatace - | TK, podobnost s ACE

Oxytocin Porod, kojeni- vztah matka x potomek

B-Endorphin Neurotransmise, periferni nervovy systém

Neurotensin Regulace dopaminernich transmisi, endokrinni a
parakrinni funkce

a-MSH Pigmentace, vlasy, pokozka, sexualni aktivita

p-Casomorphin Opioidni ucinky

LVV-hermorphin-7 TK, 1é¢ba AD

Urotensin 11

Vasokonstrikce

Morphiceptin

Opioidni u¢inky

Humanin

Neuroprotektivni uCinky pted AB, cytoprotektivni

ucinky

Octadecaneuropeptide

Syntéza neuroaktivnich steroidi v CNS

Endomorphin-1 Opioidni ucinky

Endomorphin-2 Opioidni ucinky

Enkelytin Opioidni u¢inky

Tyr-MIF-I Neurotransporter

Tyr-W-MIF-1 Opioidni u¢inky

Dynorphin-A Opioidni u¢inky

Galanin Obrana proti neurodegenerativnim onemocnéni,

Roztrousena sklerdza, stimulace chuti k jidlu
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Neuromedin U

Neuropeptid-kontrakce hladkého svalstva, T K,

bolest
Kinetensin Neuropeptid
Orexin Neuroexitacni mediator, regulace piijmu potravy,

regulace spanku a bdéni, deficit souvisi

s narkolepsii

Somatostatin

Regulace riistového hormonu, $titné zlazy, inhibice

gastrinu, inhibice inzulinu, glukagonu

B-MSH Hyperpigmentace, stimulace aldosteronu

Tuftsin Stimulace fagocytarni a baktericidni aktivity
neutrofilnich granulocyt a makrofagt

Gastrin Peptidicky hormon — stimulace Zalude¢nich §t'av

Melanin concentrating

hormone

Regulace piijmu potravy, regulace spanku a bdéni
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5.3.3 Aktivita a lokalizace prolyloligopeptidasy v CNS

POP vykazuje vruznych tkanich mozku rozdilnou aktivitu. Nejvyssi aktivita je
Vv cerebralnim Kortexu, zatimco v jinych oblastech vykazuje mnohem niz$i aktivitu. Vyssi
aktivita je napf. v mozeCku a nepatrné nizsi aktivita je v mozkovém kmeni. Distribuce POP
aktivity mezi rizné neuronalni bunétné typy byla analyzovana v nékolika studiich na
zvitecich modelech. Nejvyssi aktivita byla v neuronech, astrocytech a gliovych bunkach,
zatimco snizena aktivita byla pozorovana v oligodendrocytech.

Kromé cytosolu je aktivita POP lokalizovana vV membranach rozmanitych bunécénych
typt. Nejvétsi aktivita je v cytosolu, ale byla také nalezena v mitochondrialnich frakcich,
intracelularnich membranach endoplazmatického retikula a Golgiho aparatu. Pomoci
imunofluorescencénich technik byla také prokdzdna jako docasnd komponenta
mikrotubulinového cytoskeletu a tubulinu v gliovych a neuroblastomovych rakovinovych
bunikach. Nejvyssi koncentrace POP byla nalezena v perinuklearnich $térbinach, ale ne
Vv jadie mozkovych bunék, coz je naptiklad v rozporu s nalezem v periferii, kde se POP
nachazi i v jadfe, coz vysvétluje nepomér s rychlejsi proliferaci POP v perifernich bunikach,

nez v CNS (Myohénen et al. 2009).

5.3.4 Neurodegenerativni onemocnéni a prolyloligopeptidasa

Velké mnozstvi studii potvrzuje, Ze hladiny riznych neuropeptidd v mozku jsou
pozménény u pacientl, ktefi trpi neurodegenerativnimi onemocnénimi, jez vyvolavaji
ztratu paméti. VeEtsina téchto zmén byla doloZena post-mortem pomoci imunofluorescenéni
mikroskopické analyzy — spolulokalizaci markerti nemoci a enzymu POP. Vzorky byly
ziskany z tkanovych fezii nemocného pacienta (Obrazek 8), u kterého bylo prokazano
neurodegenerativni onemocnéni (oznadeni: a-h). Rez a-d je hipokampus, e-i entrohinal
cortex - prvni cil AD. Kontrolou byl fez tkdn€¢ od pacienta bez neurodegenerativniho
onemocnéni (oznaceni: i-J). POP- zelena, B amyloid — fialova. Posledni sloupec je piekryv
POP a  amyloidu. Bila barva informuje, Ze zména aktivity POP v bunkach potencuje vznik

B amyloidu.
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Obrazek 8: POP x AP (Hannula et al. 2013)

Nasledujici Obrazek 9 sleduje dalsi marker AD t-protein v souvislosti se zménou
aktivity POP v fezu tkan¢ z hippokampu. Obrazek a-c je fez tkan¢ pacienta, u kterého byla
potvrzena AD. Obrazek d — f byl fez tkdn¢ od pacienta bez neurodegenerativniho
onemocnéni. POP - zelena, t-protein — fialova. Posledni sloupecek je piekryv POP a
1- proteinu. Bila barva informuje, ze zména aktivity POP v buikach potencuje vznik

T- proteinu.
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Obrazek 9: POP a Tau protein (Hannula et al. 2013)

Diky tomuto zjisténi se POP jevi jako vhodny cil 1é¢by neurodegenerativnich

onemocnéni (Hannula et al. 2013).

5.3.5 Inhibitory prolyloligopeptidasy

Inhibitory POP jsou ptirodniho i syntetického ptivodu. Pfirodnim zastupcem je napf.
berberin, baicalin, nebo endogenni peptidy ziskané z tkani potkant a prasat. Hodnota
inhibi¢ni konstanty u téchto inhibitort se pohybuje v mikromoléarnich koncentracich.

Objev, Ze inhibitory POP jsou schopny obnovit pamét, jejiz ztrata byla navozena
pusobenim skopolaminu, zpUsobil velky rozmach ve vyvoji syntetickych inhibitortt POP.
Hodnota inhibi¢ni konstanty se pohybuje v nanomolarnich koncentracich. Tyto substraty
obsahuji ve své struktufe prolin, nebo analoga prolinu. Diky tomu mohou byt také
substratem POP. Dulezitym substituentem je pyrrolidinova struktura, kterd je klicova pro
vazbu inhibitoru do aktivniho mista enzymu. Kyano, hydroxyacetylova a aldehydova

skupina zvysuji afinitu inhibitorti k enzymu (Garcia-Horsman et al. 2007).
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5.4 Oxidaéni stres

Nerovnovaha mezi bunéénou produkei reaktivnich forem dusiku a kysliku (RONS) a
schopnosti buiiky branit se proti nim se nazyva oxidac¢ni stres (OS). RONS zahrnuji jak
volné radikaly, tak 1 latky, které radikaly nejsou. Volnym radikélem je latka, ktera obsahuje
jeden nebo vice neparovych elektronil. Ztrata elektront je tzv. oxidace. Volné radikaly jsou
okamzité redukovany, protoze jiné molekuly jim dodaji své elektrony. Nejcastéjsi bunécné
volné radikaly jsou hydroxylovy radikal (OH-), superoxid anion radikal (O,) a oxid
dusnaty (NO-). Jiné molekuly jako peroxid vodiku (H2O;) a peroxynitrit (ONOO), nejsou
volnymi radikaly, ale jsou zapojeny v procesech OS.

Lidsky mozek ptedstavuje pouze dvé procenta z celkové vahy téla, ale spotiebovava
20 % z celkového objemu kysliku dodaného respiracnim systémem. Jeho vysoké naroky na
energii zpusobuji, Ze mnohem snadnéji podléha OS, nez jiné organy (Chen a Zhong 2014a).

RONS jsou zapojeny jak ve fyziologickych, tak i patologickych procesech. Ve
fyziologickych procesech plsobi jako moduldtory vnitinich biologickych procest, véetné
signalu transdukce, transkripce, nebo programované bunééné smrti (Cui et al. 2004).

V neurodegenerativnich procesech zptsobuje OS poskozeni bunék mechanismem
apoptozy tak, Ze RONS oxiduji zivotn¢ dulezité bunééné¢ komponenty, jako jsou lipidy,
proteiny a DNA (Gilgun-Sherki et al. 2001a).

Mnoho vyzkumi potvrdilo, ze OS je dilezitym faktorem, ktery pfispiva k iniciaci a
progresi AD. Vysoké hladiny kovl, oxidovanych proteint, lipidd, mitochondridlni
dysfunkce a oxidativni poSkozeni jaderné a mitochondrialni DNA manifestuji oxidativni
poskozeni mozku. Zvysené hladiny téchto markerti byly nalezeny nejen v mozku, ale
I V cerebrospinalni (mozkomisni) tekuting€, krvi a mo¢i pacientd trpici AD (Markesbery
1997; Zhao a Zhao 2013).

Mechanismy, které vedou k naruseni redoxni rovnovéhy a vzniku volnych radikald,
nejsou stale jednoznaéné urCeny. Navic diukazy potvrzuji, Zze oxidacni stres potencuje
agregaci AP peptidu, fosforylaci a polymeraci t- proteinu. Vznika tak zacarovany kruh
(Obrazek 10), kdy stale neni jednoznacné jasné, zda je OS piic¢inou vzniku AD, ¢i je

disledkem vzniku AD (Zhao a Zhao 2013).
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Obrazek 10: Pfi¢ina a disledek AD na zakladé OS (Corona et al. 2011)

5.4.1 Oxidace lipida

Mozek je bohaty na fosfolipidy, které jsou dilezité v procesech neurotransmise,
zékladnich neuronalnich interakcich a kognici. Fosfolipidy v mozku obsahuji vysoky
pomér polynenasycenych mastnych kyselin (PUFAs), zejména ®-3-mastnou kyselinu a
arachidonovou kyselinu. Bylo zjisténo, ze jak se zvysuje hladina volnych radikalt v mozku,
tak obsah PUFAS postupné klesa. Navic lipidové hydroperoxidy jsou vétsinou nestabilni a
V pfitomnosti Zeleza se automaticky rozkladaji na rGzné produkty, jako napiiklad
malondialdehyd, akrolein, 4-hydroxy-2-trans-nonenal (4-HNE), nasycené a nenasycené
ketony, epoxidy a n-alifatické aldehydy C6-C13. Diky svym elektrofilnim vlastnostem je
akrolein mnohem reaktivnéj$i nez o,B-aldehydy a je schopen 1 ve velmi nizkych
koncentracich ménit transmembranovou a cytoskeletarni strukturu proteinu.

4-HNE je schopen inhibovat syntézu DNA, RNA a proteini. Hraje také dulezitou roli
Vv neurotoxicité¢ indukované glutamatem pii AD. Glutamat exitotoxin pisobi pfes NMDA
receptor, zvysSuje intracelularni volné radikaly, které jsou ze synapse odstranény
glutamatovym transportem, zejména gliovym glutamatovym transportem GLT-1. A peptid
inhibuje vychytavani glutamatu, potencuje vazbu 4-HNE na glutamatové transportéry a
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snizuje glutamin syntetasu, kterd katalyzuje pifeménu glutamatu. Vznika ptebytek
intraneuronalniho Ca®* a nasledkem je bun&na smrt.

Dalsim produktem peroxidace lipida jsou isoprostany (F2-1soPs, F4-1soPs). Isoprostany
vznikaji z arachidonové kyseliny nasledkem jeji esterifikace. Zvysujici se hladina F2-I1soPs

a F4-1soPs je detekovana Vv cerebrospindlni tekutiné u AD.

5.4.2 Oxidace proteini

Zvysujici se hladina karbonylovanych proteint je ukazatelem oxidativniho poskozeni
proteini v mozku. Karbonylované proteiny vznikaji bud’ piimou oxidaci volnych
postrannich AMK, nebo konjugaci s reaktivnimi produkty peroxidace lipidii a pokrocilé
glykace (Valko et al. 2006).

Reakce riuznych RONS styrosinem jsou pfi¢inou produkce 3-nitrotyrosinu a
3,3’-dityrosinu. Mimo to je nitrace proteini ¢asnym markerem v patogenezi AD.
Piedevsim celkova nitrace proteinu v inferior parietal lobule (niz§im asocia¢nim lalt¢ku) a
v hippokampu u pacientd s mirnou kognitivni poruchou, je mnohem vys$i, nez u zdravych

kontrolnich pacienti (Chen a Zhong 2014a).

5.4.3 Oxidace nukleovych kyselin

Oxidace jaderné DNA, mitochondrialni DNA a RNA vede k tvorbé mnoha rtzné
modifikovanych purinovych a pyrimidinovych bazi predevSim
8-hydroxy-2’-deoxyguanosinu  (8-OHdG). U pacienti  sAD byla hladina
8-OHdG v mitochondrialni DNA, ktera byla ziskana z tseku parietal cortex, tiikrat vyssi,
nez u zdravych pacienti. Zajimavé je, ze se 8-OHdG objevi jiz pied typickymi znaky AD,
jako jsou napft. neurofibrilarni klubka (NFTs) a AP plaky a pted agregaci AP peptidu.

Vsechny produkty oxidace lipidi, proteint a nukleovych kyselin v krvi jsou dilezitymi
biomarkery v rané diagnostice AD (Chen a Zhong 2014; Moreira et al. 2008).

5.4.4 Alzheimerova nemoc a antioxidanty
Lidsky organizmus vyuziva fady fyziologickych procesii k ochrané pted Skodlivymi
ucinky RONS. Vyznamnou roli zde maji pfedev§im antioxidanty. Antioxidanty muizeme
rozdélit do dvou hlavnich skupin na enzymatické, které pomahaji rozkladat RONS na méné

nebezpecné slouceniny, a na neenzymatické, které vychytavaji RONS, nebo pomahaji
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regenerovat jiné antioxidanty. Enzymatické antioxidanty zahrnuji napt. superoxiddismutasu
(SOD), glutathion peroxidazu (GPX), katalazu (CAT), kyselinu askorbovou (vitamin C),
a-tokoferol (vitamin E), glutathion (GSH), B-karoten a retinol (vitamin A). Hladiny
enzymu, které reguluji OS za fyziologickych podminek, jsou u AD pozménény, a tudiz
nejsou schopny ochranit organiSmus pred poskozenim.

Antioxidanty jsou jak ptirodniho, tak i syntetického puvodu. K pfirodnim latkdm
s antioxida¢nimi  uCinky, které piijimdme potravou, patii vitamin E, C
a karotenoidy. Vitamin E je G¢inny pii zlepSovani kognitivnich funkci u pacienti s AD, ale
vysledky studii ukazuji na velké interindividualni rozdily. Ne vSichni pacienti reaguji stejné
na vitamin E, coz je zptuisobeno rozdilnou absorpci tohoto vitaminu u jednotlivych pacientd.
Stejna davka vitaminu E tak nema stejny antioxidacni G¢inek in vivo u vsech 1é¢enych
pacientt (Vifa et al. 2004).

Zelenina, ovoce, vldknina, zeleny Caj, Cervené vino a aromatické 1é¢ivé rostliny jsou
zdrojem dalsSich pfirodnich latek, kterym je v posledni dobé piikladan mnohem veétsi
vyznam nez je vitamin C a E. Patii sem zejména polyfenolické slouceniny, jako jsou
flavonoidy, katechiny, a fenolické kyseliny.

Ochranné ucinky flavonoidi v biologickych systémech jsou pfipisovany jejich
schopnosti pienaset elektrony volnych radikalt, chelatovat kovy, aktivovat antioxida¢ni
enzymy, redukovat a-tokoferolové radikaly a inhibovat oxidazy (Heim et al. 2002).

Nicméné protoZe nase endogenni antioxidacni obrana neni zcela efektivni a protoZe nas
organismus je vdne$ni dobé ve vétsi mife vystaven Skodlivym faktordm zivotniho
prostiedi, bylo by vhodné pripravit antioxidanty, které by prochazely pfes
hematoencefalickou bariéru (Blood Brain Barrier, BBB) a tim by mohly snizit kumulativni
ucinky oxida¢niho poskozeni. Antioxidanty, které byly zkoumany jako potencialni
terapeutické prostredky, neprochézeji pres BBB, i kdyz nékteré z nich prokazaly omezenou
udinnost na zvifecich modelech, nebo v malych klinickych studiich. Dosud zadny
z aktualné dostupnych antioxidanti neukazal velkou G¢innost. Z tohoto diivodu by vSechny
nové antioxidacni molekuly, které jsou navrzeny pro potencialni neuroprotektivni 1é€bu
akutnich nebo chronickych neurologickych poruch, mély prochazet ptes BBB (Gilgun-
Sherki et al. 2001b) .
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6. Experimentalni ¢ast

6.1 Seznam testovanych latek

Tabulka 2: Seznam testovanych latek

Oznaceni Struktura
vzorku
1-KS-18 ”N}%HJLH 4
- - /Om HOOC )\/COOH
N/ OH
S [ ;g
1-KS-21 ”N%Hkﬂ ™
R - O\m Hooc)\/COOH
N7 OH
1-KS-22 ”N}%HJLN 4
- - /Om HOOC )\/COOH
N/ OH
S
1-KS-30 ”“%HJLN@ 4
-KS- /o\m Hooc)\(COOH
N/ OH
1-KS-31 ”N}%HJLN 4
e - O\m Hooc)\/COOH
N/ OH
1-KS-33 ”“%HJLN d
R /Om Hooc:)\(COOH
N7 OH
1-KS-35 ”MHJLN 4
-KS- /O\m HOOC)YCOOH
N/ OH
O
1-KS-40 ”N}%Hk”@ 4
- - /Om HOOC)\/COOH
N/ OH
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o
HN“@HJ\H@ OH
1-KS-42 e : IQ : Hooc)\(COOH
N ' OH
o
HN}%HJ\H@ OH
1-KS-45 o : ' : Hooc)\(COOH
N ' OH
o
HNJ"’QHJ\H/g OH
1-KS-46 /O\[ :[ \I j Hooc:)\/COOH
N ' OH
o
HN“{;HJ\H/g OH
1-KS-47 e : ’Q : HOOC)\(COOH
N ' OH
o
HN“?HJ\H/@ OH
1-KS-50 /O\[ :[ \I ] Hooc)\/coOH
NG ' OH
o
HN%HJ\HQ OH
1-KS-51 o : ’Q : HOOC)\(COOH
N7 ’ OH
o
HN "N ZNH
1-KS-53 o N Ho Nh, _—
N/
H NH, ’ NH
HN/\/\/N\”/K/EQ
1-KS-58 o o
2 HCl
N/
H%
HN
1-KS-59 o PR
7 2 HCl
u NH, [ NH
HN/\/\/\/N\[(K/EQ
1-KS-61.1 o o
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1-KS-62 Pl Nl
NS 2 HCl
(0]
HN "N N\H
1-KS-63.1 SR
2 HCI
N/
u NH, ’ NH
HN/VW\/N%
1-KS-66.1 O X o 2Hal

Takrin hydrochlorid

7-MEOTA
hydrochlorid

2HCI

1-Adamantylamin

Tryptofan

(¥)-Huperzin A

Donepezil

hydrochlorid
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Rivastigmin OH

H
OOC\H\COOH

OH

tartarat

| \N/
e
I @A
OH
Galantamin o
hydrobromid _0 HBr
N
N

6.1.1 Testované KS latky

Vsechny testované latky KS byly ptipraveny na Katedfe toxikologie Univerzity obrany
Fakulty vojenského zdravotnictvi v Hradci Kralové. Jejich Cistota byla potvrzena metodou
NMR na Katedfe anorganické a organické chemie Farmaceutické fakulty Univerzity
Karlovy. Tyto latky vykazovaly vysoké inhibiéni vlastnosti na acetylcholinesterasu (AChE)
a butyrylcholinesterasu (BChE), hodnoty ICsy se pohybovaly v uM koncentracich, proto
byly vybrany, jakozto potencialni 1é€iva AD do nasledujicich testa.

6.1.2 Standardy

Standardni latky byly zakoupeny u firmy Sigma Aldrich spol. s.r.o.:

e 9-Amino-1,2,3,4-tetrahydroakridin hydrochlorid monohydrat (Takrin) - k. ¢. A3773

e 1-Adamantylamin —k. ¢. 138576

e Tryptofan —k. ¢. T-0254

e (+)-Huperzin A —k. ¢. H5777

e Donepezil hydrochlorid — k. ¢. 1224981

Standardni latka byla zakoupena u firmy INC Biomedical, INC., USA:

e Galantamin hydrobromid — k. ¢. 159782

Dar Univerzity Pardubice, Katedra fyzikalni chemie:

¢ Rivastigmin tartrat

Standardni latka syntetizovana na Katedfe toxikologie Univerzity obrany Fakulty
vojenského zdravotnictvi v Hradci Kralové. Jeji Cistota byla potvrzena metodou NMR na

Katedfe anorganické a organické chemie Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy:
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7-metoxytakrin (7-MEOTA)

6.2 Prolyloligopeptidasa

6.2.1 Seznam chemikalii

Chemikalie byly zakoupeny u firmy Sigma Aldrich spol. s.r.o.:

NaCl — k. ¢. S7653-25G

Na;HPO, — k. €. 30427

KH2PO,4 — k. €. 60220

POP lidska rekombinantni — k. ¢. 09515
1,4-dioxan bezvody — k. ¢. 296309
Z-Gly—Pro-4-nitroanilid — k. ¢. 96286
Albumin — k. ¢. A2153

DMSO - k. ¢. 1370

Z-gly-pro-prolinal — k. ¢. SML 0205

Chemikalie byla zakoupena u firmy Penta spol. s.r.o.:

KCI - k. ¢. 16210-31000

Chemikdlie byla zakoupena u firmy Biomedica CS spol. s.r.o.:

POP lidska rekombinantni — k. ¢. 4308-SE-010

6.2.2 Pristroje

Véhy Mettler Toledo AB204-S (Metler Toledo International, Inc., Svycarsko)
Ultrazvukova lazen Sonorex digital 10P (Bandelin electronic GmbH & Co. KG,
Némecko)
Trepacka mikrodesticek BIOSAN OS-10 (Biosan Medical - Biological Research §
Technologies, Litva)
Susarna Venticell 55 (BMT Medical Technology s.r.o0., Ceska republika)
Vortex LABdancer IP 40 (IKA-WERKE GmbH Janke & Kunkel, Némecko)
Automaticky mikrodestickovy rieder EL800 ( Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski
VT, USA)
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6.2.3 Metoda stanoveni aktivity prolyloligopeptidasy

Byla optimalizovana kolorimetricka metoda pro stanoveni aktivity lidské rekombinantni
POP, slozeni reakénich smési, ¢asové zavislosti z hlediska dosazeni maximalni u¢innosti
metody (Matheeussen et al. 2012). Byla zméfena hodnota Km substratu
Z-gly-pro-4-nitroanilidu pro optimalizaci koncentrace substratu (Tab. 3) a nasledna

Casova zavislost rychlosti konverze substrat (Graf 1).

Prolyloligopeptidasa

1.5-
-~ 5min
=~ 10 min
-+ 20 min
-~ 30 min
¥ 40 min
-~ 60 min
0.0 T T 1
0 2x10-°4 4x10°94 6x10-04
c (M)
Graf &. 1: Casova zavislost rychlosti konverze substratu
Tabulka 3: Optimalizace koncentrace substratu
t (min) 5 10 20
Km (M) 1,59E-04 | 3 981E-005 5,442E-005
t (min) 30 40 60
Km (M) 6,763E-005 6,961E-005 5,887E-005
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6.2.4 Princip metody

Enzym POP stépi (hydrolyzuje) substrat Z-gly-pro-4-nitroanilid v mist¢ mezi

prolinema 4-nitroanilidem. Dochazi k barevné zméné reakéni smési z bezbarvé na zlutou.

vvvvv

NH,

H
H + HO —————> N
+
N A © NO, §
Cbz

N0

-

NO,

6.2.5 Postup méreni

POP byla rozpusténa v 0,01M Na/K fosfatovém pufru o pH 7,4. Pufr obsahoval 137 mM
NaCl, 2,7 mM KCI. Kvili stabilizaci enzym obsahoval 0,01 % albuminu. Testovana latka
byla rozpusténa v DMSO nebo v H,O podle své rozpustnosti v koncentraci 10 (vychozi
roztok pro pripravu koncentracni fady). Byla pripravena jeji koncentra¢ni $kala od 10 az
10® M. Substrat Z-gly-pro-4-nitroanilid byl rozpustén v 1,4-dioxanu (5 mM).

Stanoveni aktivity enzymu bylo provedeno s pouzitim 96 jamkové mikrotitracni
desticky tak, ze desticka obsahovala Vv jedné jamce 5 pl enzymu (3U/ml ) + 170 pl 0,01 M
fosfatového pufru o0 pH 7,4, 5 ul testované latky dané koncentrace a 5 pul POP. VSe bylo
promichano, inhibice prob&hla po dobu 5 minut. Pak bylo pfidano 20 pl substratu
Z-gly-pro-4-nitroanilinu a inkubovano 30 min pii 37°C. Celkovy objem reakéni smési byl
200 pl. Zména aktivity POP byla zméfena s pomoci ELISA readeru pti vinové délce 405
nm. Stejnym zpusobem byla zméfena aktivita Cistého enzymu. Pfidany objem inhibitoru
byl nahrazen pufrem. Dale byl prométen kontrolni vzorek testované latky bez enzymu a
slepy pokus pufru se substratem. Jako referencni standardni inhibitor byl pouzit Z-pro-

prolinal.
6.3 Beta-sekretasa

6.3.1 Seznam chemikalii

Chemikalie byly zakoupeny u firmy Sigma Aldrich spol. s.r.o:
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e BACEL! lidska rekombinantni - S4195

e N-a-benzoyl-D,L-arginine p-nitroanilide (D,L-BAPNA)- k. ¢. B4878
e DMSO -k.¢. 1370

Chemikalie byla zakoupena u firmy MERCK spol. s.r.o0.:

e CH3COOH (100%) - k. & K31469263 247

Chemikalie byla zakoupena u firmy Penta spol. s.r.o.:

e CH3COONa .3H,0 — k. ¢. 70790-31000

Chemikalie byly zakoupeny u firmy Cayman Pharma spol. s.r.o.:

e Anatabin —k. ¢. 11001

e BACELI1 lidska rekombinantni - k. ¢. 14645

Chemikalie byly zakoupeny u firmy Baria spol. s.r.o.:

e BACEL!1 lidska rekombinantni (Abnova) — k. ¢. H00023621-P01

e BACE1 lidska rekombinantni (BioVision) — K. ¢. 7609-5
Chemikalie byla zakoupena u firmy Invitrogen Life technologies spol. s.r.o.:
e BACE1 lidska rekombinantni - k. ¢. P2947

6.3.2 Pristroje

e Vahy Mettler Toledo AB204-S (Metler Toledo International, Inc., Svycarsko)

e Ultrazvukova lazen Sonorex digital 10P (Bandelin electronic GmbH & Co. KG,
Némecko)

e Tiepacka mikrodesticek BIOSAN OS-10 (Biosan Medical - Biological Research §
Technologies, Litva)

e Vortex LABdancer IP 40 (IKA-WERKE GmbH Janke & Kunkel, Némecko)

¢ Rieder Paradigm TM Detection Platform (Beckman Coultier Irleand Inc., Irsko)

6.3.3 Metoda stanoveni aktivity beta-sekretasy

Tato metoda je zaloZena na ¢lanku Multiwell fluorometric and colorimetric microassays

for the evaluation of beta-secretase (BACE-1) inhibitors (Mancini et al. 2007).
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6.3.4 Princip metody
Enzym BACE stépi (hydrolyzuje) substrat D,L-BAPNA mezi argininem a

p-nitroanilidem. Dochazi k barevné zméné reakéni smési z bezbarvé na zlutou. Prirastek

vvvvv

NH OH NO,
HN BACE HN
1,0 - ()
5 HCI 2 5 HCl  +

H,N
HN HN
J—NH, JNH,
HN HN

6.3.5 Postup méreni

BACEL byla rozpusténa ve 20 mM acetatovém pufru o pH 4,5. Pufr obsahoval 0,8064
ml ledové kyseliny octové a 0,9797g octanu sodného v 1l. Lahvicka senzymem byla
udrzovana v ledové lazni a k enzymu byl postupné pfidavan alikvotni objem acetatového
pufru, az bylo dosazeno doporu¢eného objemu, nebo aktivity enzymu vyrobcem. Enzym
obsahoval kvili stabilizaci 0,01 % albuminu. Testovana latka byla rozpusténa v DMSO
nebo v H,O podle své rozpustnosti v koncentraci 10" M (vychozi roztok pro piipravu
koncentraéni fady). Byla piipravena jeji koncentraéni $kala od 107 az 10 M.
Chromogenni substrat D,L-BAPNA byl rozpustén v DMSO a dale nafedén H,O tak, aby
vyslednad koncentrace ve vzorku nebyla vic jak 5%. Koncentrace substratu vychazela
zhodnoty Km (4,07 mM) wuvedené v ¢lanku. Vysledna koncentrace v substratu
Vv analyzované smési byla 10 mM. Studium aktivity enzymu bylo provedeno s pouzitim 96
jamkové mikrotitraéni desti¢ky tak, ze desticka obsahovala Vv jedné jamce 5 pl enzymu
(5 Uml ) + 45 pul 20 mM acetatového pufru pH 4,5 a 50 pl substratu BAPNA
(N-a-benzoyl-D,L-arginin-p-nitroanilid). Aktivita enzymu byla hodnocena po inkubaci
desticky pti 37 °C po dobu 60, 90 a 120 min na zaklad¢ piiriistku absorbance pii vinové

délce 405 nm s pomoci ELISA readeru. Stejnym zptusobem byla zmétena aktivita ¢istého
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enzymu. Pfidany objem inhibitoru je nahrazen pufrem. Dale byl proméfen kontrolni vzorek
testované latky bez enzymu a slepy pokus pufru se substratem.

Jako referen¢ni standardni inhibitor byl pouzit anatabin.

6.4 Antioxidacni aktivita

6.4.1 Seznam chemikalii

Chemikalie byly zakoupeny u firmy Sigma Aldrich spol. s.r.o.:
e 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) — k. ¢. D9132
e Metanol —k. ¢. 34966
e L-askorbova kyselina — k. ¢. 7506
e DL-o-tokoferolacetat — k. ¢. 29992

6.4.2 Pristroje

e Vahy Mettler Toledo AB204-S (Metler Toledo International, Inc., Svycarsko)

e Ultrazvukova lazeni Sonorex digital 10P (Bandelin electronic GmbH & Co. KG,
Némecko)

e Tiepacka mikrodesticek BIOSAN OS-10 (Biosan Medical - Biological Research
§ Technologies, Litva)

e Vortex LABdancer IP 40 (IKA-WERKE GmbH Janke & Kunkel, Némecko)

e Rieder Paradigm ™ Detection Platform (Beckman Coultier Irleand Inc., Irsko)

6.4.3 Metoda DPPH

Tato metoda je povazovana za jednu ze zdkladnich metodik pro posouzeni
antiradikalové aktivity Cistych latek i riznych smésnych vzorkli. Spociva v reakci testované
latky se stabilnim radikalem. Pfi reakci dochazi k redukei radikalu. Pokles absorbance se
meéii po uplynuti konstantniho Casu, nebo se pracuje v kinetickém rezimu. Reakce je

nejcastéji sledovana spektrofotometricky, ale Ize také vyuzit metodu HPLC nebo
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elektronovou spinovou rezonanci (Espin et al. 2000; Yokozawa et al. 1998; Nanjo et al.
1996; Yamaguchi et al. 1998).

6.4.4 Princip metody

Pfitomnost antioxidantl s antiradikalovou aktivitou zplsobi redukci barevného
stabilniho radikdlu DPPH na bezbarvou neutralni molekulu. Rychlost a rozsah odbarveni
(pokles absorbance) jsou piimo umérné antioxidaéni (antiradikalové) G¢innosti analyzované
latky. Antioxida¢ni aktivita se vyjadii jako G¢inna koncentrace antioxidantu, ktera je
potiebna k redukci radikalu DPPH na 50 % (hodnota ECsp). Pro charakterizaci antioxida¢ni
ucinnosti 1ze také vyuzit hodnotu antiradikalové aktivity ARP=1/ ECsg.

O,N

R
. . Z |
N—N4§:>—No2 + R ————> N—N4§:>—No2

6.4.5 Postup méreni

DPPH byl rozpustén v metanolu (0,2 mM). Testovana latka byla pfipravena
v koncentraci 10" M (vychozi roztok pro piipravu koncentra&ni fady). Byla pfipravena jeji
koncentracni $kala od 10™ az 10 M.

Do mikrotitraéni polystyrenové ¢iré 96 jamkové desticky srovnym dnem bylo
napipetovano 100 pl 0,2 mM roztoku DPPH. K tomu bylo pfidano 100 pl testované latky
dané koncentrace. Celkovy objem reakéni smési byl 200 pl. Desticka byla promichéna na
tiepacce mikrodesticek a nechala se stat ve tmé za laboratorni teploty. Pokles absorbance
vzorkl byl sledovan pii vinové délce 515 nm. Jako referen¢ni standardy byly pouzity

DL-a-tokoferolacetat a kyselina L-askorbova.
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7. Vysledky

7.1 Zpracovani experimentalnich dat

Ke zpracovani dat byl pouzit software Microsoft Excel software (Redmont, WA, USA) a

GraphPad Prism verze 5.02 pro Windows (GrapPad Software, San Diego, CA, USA)

7.2 Prolyloligopeptidasa

Tabulka 4: Vysledky aktivity POP

Oznaceni vzorku POP IC50+ SEM (M)
1-KS-18 2,06E-04 +1,87E-05
1-KS-21 2,69E-04+3,06E-05
1-KS-22 1,85E-05+2,65E-06
1-KS-30 1,04E-04+3,12E-05
1-KS-31 3,11E-04+3,12E-05
1-KS-33 3,41E-04+8,94E-05
1-KS-35 5,65E-04+7,23E-05
1-KS-40 2,41E-04+9,90E-05
1-KS-42 1,53E-04+4,88E-05
1-KS-45 2,41E-04+4,98E-05
1-KS-46 >7,90E-05
1-KS-47 1,06E-04+2,01E-05
1-KS-50 1,86E-04+8,93E-06
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1-KS-51 1,52E-04+1,57E-05
1-KS-53 5,17E-05 £ 3,18E-06
1-KS-58 1,02E-04+3,28E-06
1-KS-59 2,59E-04+1,55E-05
1-KS-61.1 4,90E-04 +6,10E-05
1-KS-62 >1,00E-1
1-KS-63.1 2,28E-03+2,12E-04
1-KS-66.1 4,85E-05+3,32E-06
Takrin >1,00E-1
7-MEOTA >7,90E-04

1-Adamantylamin

1,07E-03+6,66E-05

Tryptofan >1,00E-1
(¥)-Huperzin A >1,00E-3
Donepezil hydrochlorid >1,00E-2
Rivastigmin tartarat >1,00E-1
Galantamin hydrobromid >1,00E-1

Z-pro-prolinal

2,017E-09+4,134E-10
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7.3 Antioxidacni aktivita

Tabulka 5: Vysledky antioxidacni aktivity

Antioxidaéni aktivita

ECso0+ SEM (M)
Antiradikalova
Oznaceni vzorku 10 min 15 min 30 min 60 min sila (10 min)
1/ECsp (1/M)
1,72E-03 | 1,70E-03 | 1,08E-03 | 3,82E-04
1-KS-18 + + + + 5,82E+02
2,62E-04 | 2,34E-04 | 4,39E-05 | 9,86E-05
1-KS-21 >1,00E-2 | >1,00E-2 | >1,00E-2 | >1,00E-2 > 1,00E+02
1-KS-22 >1,00E-2 | >1,00E-2 | >1,00E-2 | >1,00E-2 > 1,00E+02
1-KS-30 >1,00E-2 | >1,00E-2 | >1,00E-2 | >1,00E-2 > 1,00E+02
2,23E-02 | 2,28E-02 | 2,70E-02
1-KS-31 + + + >1,00E-1 4,49E+01
4,28E-03 | 4,62E-03 | 6,94E-03
3,67E-02 | 2,26E-02 | 2,45E-02 | 6,34E-02
1-KS-33 + + + + 2,73E+01
9,63E-03 | 5,34E-03 | 6,08E-03 | 1,47E-02
1-KS-35 >1,00E-2 | >1,00E-2 | >1,00E-2 | >1,00E-2 > 1,00E+02
9,25E-02 | 4,84E-02
1-KS-40 >1,00E-1 + + > 1,00E-1 2,91E+00
3,64E-02 | 7,03E-03
1-KS-42 >1,00E-2 | >1,00E-2 | >1,00E-2 | >1,00E-2 > 1,00E+02
3,14E-02 | 2,64E-02 | 2,86E-02
1-KS-45 + + + >1,00E-1 3,18E+01
3,63E-03 | 4,42E-03 | 9,09E-03
1-KS-46 >1,00E-2 | >1,00E-2 | >1,00E-2 | >1,00E-2 >1,00E+02
1-KS-47 >1,00E-2 | >1,00E-2 | >1,00E-2 | >1,00E-2 >1,00E+02
4,44E-02 | 3,74E-02 | 3,95E-02
1-KS-50 + + + >1,00E-1 2,25E+01
1,53E-03 | 1,02E-03 | 3,49E-03
1-KS-51 >1,00E-2 | >1,00E-2 | >1,00E-2 | >1,00E-2 >1,00E+02
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Antioxidaéni aktivita

ECs0+= SEM (M)
Antiradikalova
Oznaceni vzorku 10 min 15 min 30 min 60 min sila (10 min)
1/ECx (/M)
5,34E-03 | 4,93E-03 | 4,74E-03
1-KS-53 + + + > 1,00E-2 1,87E+02
1,28E-04 | 7,09E-05 | 4,26E-04
1,09E-02 | 1,05E-02 | 1,14E-02
1-KS-58 + + + >1,00E-1 9,16E+01
2,13E-03 | 2,36E-03 | 3,74E-03
2,18E-04 | 1,88E-04 | 1,73E-04 | 1,73E-04
1-KS-59 + + + + 4,58E+03
1,67E-05 | 1,55E-05 | 1,06E-05 | 7,23E-06
9,64E-03 | 9,25E-03 | 9,54E-03
1-KS-61.1 + + + >1,00E-1 1,04E+02
9,97E-04 | 8,36E-04 | 7,81E-04
1-KS-62 >1,00E-2 | >1,00E-2 | >1,00E-2 | >1,00E-2 >1,00E+02
1-KS-63.1 >1,00E-2 | >1,00E-2 | >1,00E-2 | >1,00E-2 >1,00E+02
5,66E-03 | 4,87E-03 | 4,42E-03 | 4,46E-03
1-KS-66.1 + + + + 1,77E+02
1,32E-04 | 1,06E-04 | 1,28E-04 | 8,29E-04
Tacrine >1,00E-1 | >1,00E-1 | >1,00E-1 | >1,00E-1 >1,00E+01
MEOTA >1,00E-1 | >1,00E-1 | >1,00E-1 | >1,00E-1 >1,00E+01
1-Adamantylamin | >1,00E-1 | >1,00E-1 | >1,00E-1 | >1,00E-1 >1,00E+01
1,40E-02 | 1,29E-02
Tryptofan + + >1,00E-2 | >1,00E-2 7,13E+01
2,57E-03 | 2,42E-03
3,31E-07 | 4,04E-07 | 4,71E-07 | 6,28E-07
(¥)-Huperzin A + + + + 3,02E+06
4,48E-08 | 6,10E-08 | 6,53E-08 | 7,85E-08
3,04E-06 | 3,34E-06 | 2,04E-06 | 3,09E-06
Donepezil HCI + + + + 3,29E+05
8,13E-07 | 1,07E-06 | 3,59E-07 | 7,19E-07
Rivastigmin 1,04E-06 | 1,37E-06 | 2,06E-06 | 3,04E-06
tartarat + + + + 9,60E+05
1,71E-07 | 2,62E-07 | 5,21E-07 | 1,16E-06
8,90E-06 | 7,74E-06 | 6,74E-06 | 5,62E-06
Galantamin HBr + + + + 1,12E+05
2,09E-06 | 1,91E-06 1,74E-06 | 1,76E-06
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Antioxidaéni aktivita

ECs0+= SEM (M)
Antiradikalova
Oznaceni vzorku 10 min 15 min 30 min 60 min sila (10 min)
1/ECx (/M)
1,90E-05 |1,85E-05 |1,99E-05 | 3,38E-05
Vitamin C + + + + 5,27E+04
594E-07 | 3,08E-06 |6,83E-07 | 1,45E-06
D L-a- 2,36E-01 |2,00E-01 |1,23E-01 |1,44E-01
tokoferyolacetat - - - - 4,24E+00
7,36E-02 | 3,28E-02 | 1,84E-02 | 5,53E-02

47




8. Diskuze

8.1 Prolyloligopeptidasa

Byla optimalizovana kolorimetrickd metoda pro stanoveni aktivity POP, ktera je vhodna
pro rychlé screeningové testovani latek.

Vsech 21 testovanych inhibitort obsahuje ve své struktufe 7-MEOTA, mén¢ toxicky
derivat takrinu pusobici jako neselektivni inhibitor AChE a BChE. Tento derivat je vzdy
postupné prodluzujicim fetézcem spojen u vzorku 1-KS-18 az 1-KS-51 s adamantylem,
ktery ovliviiuje glutamatergni systém blokaci N-methyl-D-aspartatovych receptord. Vzorek
1-KS-18 az 1-KS-35 ma mezi spojovacim fetézcem a adamantylem thiomocovinu, v tomto
ptipadé je nejlepSim inhibitorem POP vzorek 1-KS-22, ktery ma t¥iuhlikaty spojovaci
fetézec, hodnota ICs je 10° M. Vzorky 1-KS-40 az 1-KS-51 maji mezi spojovacim
fetézcem a adamantylem mocovinu, tato skupina je z pohledu inhibice vyrovnana, hodnota
ICso je 10 M. Vzorky1-KS-53 a7 1-KS-66.1 maji adamantyl nahrazeny tryptofanem, ktery
je dutlezitym prekurzorem neurotransmiteru serotoninu. V této skupiné je nejlepsim
inhibitorem vzorek 1-KS-53, obsahujici ve svém spojovacim fetézci 5 uhlikd a 1-KS-66.1,
majici 8 uhlikd. Jejich hodnota ICsy byla okolo 10° M. Problémem vzorki obsahujici
adamantyl byla jejich Spatna rozpustnost. V porovnani se standardnim inhibitorem
Z-gly-pro-prolinalem, jehoz ICsy se pohybuje v nM koncentracich, jsou testované vzorky
slabymi inhibitory POP. Standardni inhibitory cholinesterasy, vyuzivané k 1é¢bé AD,
nevykazaly schopnost inhibovat POP. Pouze vychozi latka syntézy 1-adamantylamin m¢l
hodnotu ICso v MM koncentracich.

Bohuzel zatim zadna latka, ktera nema ve své struktufe prolin, neprokazala v testech
velkou inhibi¢ni G¢innost POP. Cilem soucasné 1écby AD je ptipravit latky, které by svij
1éCebny ucinek zamétovaly vice terapeutickymi sméry. Z tohoto divodu byly do naSich
testll zafazeny KS latky, které inhibuji AChE a BChE jiz v uM koncentracich (Hernandez-
Rodriguez et al. 2014).

48



8.2 Beta-sekretasa

Kolorimetrickou metodu stanoveni aktivity BACE dle ¢lanku Multiwell fluorometric
and colorimetric microassays for the evaluation of beta-secretase (BACE-1) inhibitors
(Mancini et al. 2007) se nepodarilo zrealizovat.

Lidska rekombinantni BACE1 byla nakoupena od riznych dodavatelti. Enzym od firmy
Sigma-Aldrich s.r.o. (Praha) nevykazal v pokusu aktivitu. Obsah lahvi¢ky byl nafedén na
objem 1 ml, dle doporuceni od dodavatele. Enzym od firmy Invitrogen (dodavatel Life
Technologies Czech Republic s.r.o., Praha) byl nafedén dle ¢lanku (Mancini et al. 2007) na
vyslednou aktivitu 0,33 U/ml a pouzit po alikvotech 50 ul. Vzorek opét nevykazal v pokusu
aktivitu. Dale jsme zakoupili enzym od firmy Biovision (dodavatel Baria s.r.o. Psary), ktery
m¢él vykazovat aktivitu okolo 600 U, takze byl piiblizné 3x koncentrovanéjsi nez preparat
od Invitrogenu a od firmy Abnova od stejného dodavatele. S t€émito enzymy byl proveden
vzdy stejny postup, jako senzymem od firmy Invitrogen. Ani jeden z preparati nebyl
aktivni. Nakonec byl zakoupen enzym od firmy Cayman Pharma s.r.o. (Neratovice).
Lahvicka obsahuje dle vyrobce 25 pug enzymu, aktivita neni uvedena. Do lahvi¢ky byl
postupné pipetovan objem pufru 50 ul az do celkového objemu 500 pl. Enzym opét
nevykazal aktivitu. FunkCnost substratu byla ovéfena spomoci trypsinu (finalni
koncentrace 0,25 %), ktery substrat §té€pi podobn¢ jako BACEL.

V experimentu bylo provedeno hodnoceni vice druhi pufri (acetdtovy s pH 4 a 4,5;
fosfatovy s pH 7,4 a 8). Nejvyssi aktivita BACEL je v literatufe popisovana pii pH 4 - 4,5.
Je to ddno tim, Ze enzym se nachazi napf. v endosomalnim (lysozomalnim) aparatu,
Golgiho aparatu, kde se nachazeji degrada¢ni enzymy (kyselé hydrolazy) (Venugopal et al.
2008). V literatufe je doporuceno prostiedi pro reakci 20-50 mM acetatovy pufr s pH 4,5.
V naSem experimentu jsme pouZzili koncentraci 20mM. I pfes volbu riznych druhii pufrt a
délky reakéniho Casu nevykdzal Zadny z preparatii aktivitu, pfitom pouzity substrat byl
funk¢ni.

V dodacich listech k enzymu je prakticky u vSech preparatti uvedeno, Ze je enzym malo
stabilni. Aktivita enzymu je deklarovdna max. 6 mé&sicli od data vyroby, pfi dodrzeni
skladovacich podminek. Po nafedéni by mél byt uchovavéan na ledu, okamzit¢ zamrazen,
nebo nejlépe jesté tyz den zpracovan, coz jsme provedli. Doprava enzymu byla od kazdé

firmy realizovana jinak. N¢ktera dodala enzym za normalni teploty, jina v gelovém baleni a
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jedina firma Cayman Pharma s.r.0. na suchém ledu. Je proto mozné, ze dusledkem dopravy
dochazi k degradaci enzymu. Vysledna nizka aktivita pak nemusi byt dostate¢na pro
kolorimetrické hodnoceni aktivity.

Alternativou je fluorescencni hodnoceni, kde je vyuzivano velké mnozstvi
fluorescen¢nich substratd. Problémem byva jejich Spatna rozpustnost, coz u nekterych
znemoznuje stanovit hodnotu Km nutnou pro optimalizaci substratu (Mancini et al. 2011).
Tato metoda je vhodna pouze pro latky, které nevykazuji fluorescenci ¢i absorbanci
Vv oblasti budicich vlnovych délek, uzivanych pii fluorescen¢ni metod¢. Tim se vSak mozné
spektrum hodnocenych latek zna¢né zuzuje, z tohoto diivodu by také nebylo mozné mérit

znac¢nou cast latek sledovanych v této praci..

8.3 Antioxidacni aktivita (DPPH)

Pro zméfeni antioxidacni aktivity latek byla vyuzita zdkladni metoda DPPH. Tato
metoda vychazi z originalni metody z roku 1958 (Blois 1958).

Postupem doby doslo k modifikaci této metody. V literatufe jsou popsany ruzné vinové
délky pro méfeni absorbance od 515 do 520 nm. Pro na§ experiment jsme zvolili vinovou
délku 515 nm, vzhledem krozsahu uzitého méticiho pfistroje. Dale jsou V literatuie
doporuceny rizné reakéni Casy, nejCastéji 5 min az 30 minut, ale také 1 Sestihodinové
meéfeni. NaSe vzorky byly prométeny pii 10, 15, 30 a 60 minutach. Reakce probihala ve
tmé a za laboratorni teploty. V literatuie je uvadéna laboratorni teplota 35 a 37 °C (Musa et
al. 2013; Molyneux 2004).

Vsechny nové syntetizované testované latky ukazovaly velmi nizkou antioxidacni
aktivitu a antiradikalovou silu, ktera je dana jejich strukturou. Ve své struktuie neobsahuji
zadnou skupinu, ktera by méla silny rezonanc¢ni efekt, ktery by stabilizoval volny elektron.
Standardni inhibitory rivastigmin, donepezil, huperzin a galantamin Vv porovnani
s vitaminem C vykazovaly hodnoty srovnatelné ¢i vyssi, nez standard vitamin C, jehoz
ECso byla 10° M a byla stabilni po celou dobu méfeni. Huperzin vykazoval nejvyssi
antioxida¢ni uc¢inky, hodnota ECsg byla 107 M.

D,L-a-tokoferolacetat je antioxidant s opozdénym ucinkem ve srovnani s klasickym

tokoferolem, jehoz antioxidac¢ni sila je dana p-alkoxy skupinou a metylovym substituentem
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na aromatickém jadfe. V prostfedi metanolu dochazi k deesterifikaci acetylové skupiny
D,L-a-tokoferolacetatu a ke vzniku metylesteru kyseliny octové a uvoliiovani tokoferolu

(Ali et al. 2013).
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9. Zavér

Podafilo se optimalizovat kolorimetrickou metodu pro stanoveni aktivity POP. Bylo
otestovano 21 nové¢ syntetizovanych latek fady KS, vybrané inhibitory AChE - huperzin,
donepezil, rivastigmin, galantamin a vychozi latky syntézy latek KS. V porovnani se
standardnim inhibitorem Z-gly-pro-prolinalem, jehoZz ICso Se pohybuje v nM koncentracich,
jsou testované vzorky slabymi inhibitory POP. Standardni inhibitory acetylcholinesterasy,
vyuzivané k 16¢bé AD, nevykazaly schopnost inhibovat POP.

Kolorimetrickou metodu stanoveni aktivity BACE se nepodatilo realizovat i ptes rizné
zkouSené piistupy a nakup enzymu od rozlicnych dodavatelt. Nasim zamérem je vSak
pokracovat ve vyvoji této metody.

Dale byla u latek KS, inhibitordt AChE a vychozich latek syntézy zméfena jejich
antioxidacni aktivita a spocitana antiradikalova aktivita. Pro jeji hodnoceni byla vyuzita
zakladni metoda s DPPH radikalem. VSechny nové syntetizované testované latky mély
velmi nizkou antioxida¢ni aktivitu, kterd je dana jejich strukturou. Standardni inhibitory
AChE rivastigmin, donepezil, huperzin a galantamin v porovnani s vitaminem C
vykazovaly hodnoty srovnatelné ¢i vyss$i, nez tento standardni antioxidant. Inhibitor

huperzin vykazoval nejvyssi antioxidacni G€inky.
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10. Seznam pouzitych zkratek

AD Alzheimerova nemoc (Alzheimer’s disease)
ACPH Acylaminoacylpeptidasa

AChE Acetylcholinesterasa

AMK Aminokyselina

APP Amyloidni prekurzorovy protein

APP, Amyloidni prekurzorovy protein alfa

APPg Amyloidni prekurzorovy protein beta

ARP Antiradikalova sila

AP Amyloid beta

APyo Amyloid beta 49

A4z Amyloidni beta peptid 42

BACE Beta-sekretasa

BBB Hematoencefalicka bariéra ( Blood Brain Barrier)
BChE Butyrylcholinesterasa

C83 83 AMK

C99 99 AMK

CAT Katalasa

CTF C terminalni fragment

D,L-BAPNA  2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl

DMSO Dimetylsulfoxid

DNA Deoxyribonukleova kyselina

DPPIV Dipeptidylpeptidasa IV

ECs Polovina maximalni efektivni koncentrace latky
F2-1soPs Isoprostaglandin F2

F4-1soPs Isoprostaglandin F4

GLT-1 Gliovy glutamatovy transportér

GPX Glutationperoxidasa

GSH Glutation

ICso Koncentrace inhibitoru, pfi které klesne aktivita enzymu na 50 %
NMDA N-methyl-D-aspartatovy receptor

NTFs Neurofibrilarni klubko

OB Oligopeptidasa B

oS Oxidacni stres

POP Prolyloligopeptidasa

PUFAs Polynenasycené mastné kyselina

RONS Reaktivni formy kysliku a dusiku

4-HNE 4-hydroxy-2-trans-nonenal

7- MEOTA 7-methoxytakrin

8-OHdG 8-hydroxy-2’-deoxyguanosin
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