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Seznam pouzitych zkratek a vysvétlivek

AB B-amyloid

B-APP B-amyloidovy prekurzorovy protein

AD Alzheimerova choroba

ADAM10 disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein
10

ADDL AB-derived diffuse ligands

AGEs konecéné produkty glykace

ACH acetylcholin

AChE acetylcholinesterasa

APH-1 anterior pharynx-defective 1

ApoE apolipoproten E

APP amyloidovy prekurzorovy protein

BACE 1 B-sekretasa 1 (beta-site APP cleaving enzyme 1)

BACE 2 B-sekretasa 2

BChE butyrylcholinesterasa

BD biologickd dostupnost

CNS centralni nervova soustava

EGKG epigallokatechin-gallat

FRET fluorescence resonance energy transfer

GSK-3pB glykogen synthasa kinasa-3

HEB hematoencefalicka bariéra

HPLC vysokoucinnd kapalinova chromatografie

hrBACE 1-IMER human recombinant BACE 1-immobilized enzyme reactor

LDH laktatdehydrogenasa
LDL low density lipoprotein
MPCAs metal-protein attenuating compounds

MYR myricetin



NADPH-oxidasa nikotinamid adenin dinukleotid fosfat-oxidasa

NMDA N-methyl D-aspartat

NSAID nesteroidni protizanétliva léciva

NU nezadouci G¢inek

PEN-2 presenilin enhancer 2

PM plazmatickd membrana

PPAR peroxisome proliferator-activated receptor
RF rizikovy faktor

ROS reaktivni kyslikové slouceniny

SOD superoxid-dismutasa

SPR technologie plasmonové povrchové rezonance
TCM tradi¢ni €inskd medicina

THCH 2,2°,4’-trihydroxychalkon

TNF-a tumor nekrotizujici faktor a

TRF-Q time-resolved fluorescence quenching
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1. Uvod

Alzheimerova choroba (AD) je neurodegenerativni onemocnéni, které se
klinicky projevuje syndromem demence. Tuto nemoc poprvé popsal v roce 1907
némecky lékar Alois Alzheimer. V soucasnosti je AD povazovana za nejcastéjsi pfic¢inu
vSech demenci a také za patou nejcastéjsi pricinu smrti. Jeji prevalence neustdle
vzrista. Vroce 2010 onemocnénim trpélo odhadem 36 mil. lidi po celém svété a
predpoklada se, Ze populace s AD v roce 2030 vzroste na 66 mil. a v roce 2050 na 115
mil. Vysoky vzrlst souvisi s celosvétovym starnutim populace. Spolu se soucasnymi
statistikami a budoucimi odhady se toto onemocnéni stava vyznamnym zdravotnickym
a socioekonomickym problémem. AD je bfemenem devastujicim kvalitu Zivota

nejenom samotnym nositellim, ale také jejich blizkym [1; 2].

Kompletni etiopatogeneze vzniku AD zatim nebyla Uplné objasnéna. Jednou
z hypotéz je, ze klicovou roli pfi vzniku AD hraje amyloid B (AB). Dalsi vyvoj a
sekundarni  dusledky, provazejici  tvorbu a uklddani AR, véetné
hyperfosforylace t-proteini,  deficitu  acetylcholinu  (ACH), zanétu, tvorby
neurofibrildrnich  klubek a reaktivnich kyslikovych sloucenin (ROS), pfrispivaji

k manifestaci a progresi onemocnéni [3].

AD zatim nelze |é¢it kauzdlné, tudiz je nemoci nevylécitelnou. Soucasnou
symptomatickou terapii lze pouze dosdahnout odddleni tézkych stadii a zmirnéni
pfiznakl. ZaloZeny na dlkazech jsou z kognitivni terapie zatim pouze dva pfistupy, a
sice terapie inhibitory cholinesteras a inhibitory N-methyl D-aspartatovych (NMDA)
receptord. Ddle existuje cela skala dalSich terapeutickych pfistup(, jejichz zapojeni do

nynéjsiho Uzkého vybéru léCiv vyZzaduje podrobnéjsi a rozsahlejsi klinické studie [2].

NejdUlezitéjsi v patogenezi AD se zda byt amyloidova teorie. V mozku pacient(
s AD velmi ¢asto nalézame patologické senilni plaky tvorené AB. Pfedmétem vyzkumi
se proto stala celd fada protiamyloidovych terapeutickych postupt. Jednim z nich je
patrani po inhibitorech enzymu B-sekretasy 1 (BACE 1 - beta-site APP cleaving enzyme
1). BACE 1 spolu sy-sekretasou postupné Stépi transmembranovy amyloidového

prekurzorového proteinu (APP) a ddvaji tim vznik toxickému AB (AB4o a AB4,). Vyzkum



se soustifedi na vyvoj syntetickych inhibitord i na jejich hledani v pfirodnich zdrojich.
ZkousSeni syntetickych inhibitord BACE 1 se potykd s mnoha prekazkami, jako
neschopnost prostupu hematoencefalickou bariérou (HEB) a plazmatickymi
membranami (PM), nizkou biologickou dostupnosti (BD) &i zdvainymi nezddoucimi
aginky (NU). Ztéchto dlivodl se pfistoupilo ke screeningu lé¢ivych rostlin, jakozto

zdroji mnoha biologicky aktivnich latek [1; 2; 4].

Screening biologicky aktivnich latek rostlin je nedilnou soucasti vyzkumu novych
terapeutickych moznosti AD. Tato reSersni diplomova prace, vypracovana na zakladé
informaci publikovanych v odbornych ¢lancich, ma za cil informovat, zhodnotit a podat
uceleny prehled doposud prozkoumanych pfirodnich latek s inhibi¢ni aktivitou vaci
BACE 1, popsat fyziologické funkce BACE 1 v organismu a jeho mechanismus pficinéni k
patofyziologii AD a uvést prehled jednotlivych metod detekce inhibice BACE 1 (zejména

fluorescenéni metodu) spole¢né se zhodnocenim jejich vyhod a nevyhod.



2. Alzheimerova choroba

2.1. Definice a symptomatologie

AD je chronické, progresivni, neurodegenerativni onemocnéni populace
stfedniho a hlavné vyssiho véku. Pfi AD dochazi k naruseni vyssich korovych funkci —
paméti, orientace, mysleni, schopnosti uceni a feci. AD je zodpovédna za 60 % vSech
demenci. Nemoc zacina nenapadné a pliZivé a postupné ¢ini nemocného zcela zavislym
na svém okoli. V pocatecnim stadiu se nejdfive u nemocného zacind zhorSovat
kratkodoba pamét a je porusena schopnost uceni se novym informacim. Pacient je
v této fazi sobéstacny. Ve druhé fazi pacienti uz nezvladaji bézné denni ukony, maji
problémy s reci a jsou dezorientovani ¢asové i mistné. Jsou malo sobéstacni a pamét je
jiz chorobou znacéné postizena. V konecném stadiu je pacient nesobéstacny, nepoznava
blizké osoby a objevuje se Uplna ztrata paméti. Nemocni umiraji na interkurentni
infekce nebo na nasledky urazi. AD vSeobecné provazi zmény osobnosti, chovani,
usudku a poruchy emoci. Progrese onemocnéni je znacné individualni. Délka choroby

od objeveni prvnich ptiznak( az k dmrti je 7-15 let [5; 6].

Symptomatologii mUiZeme rozdélit na poruchy kognitivni a nekognitivni.
Kognitivni poruchy souvisi hlavné s poskozenim wvysSich korovych funkci.
Nekognitivnimi poruchami se mini hlavné symptomy behavioralniho a psychologického

razu jako agrese, apatie, halucinace, bludy, deprese ¢i anxieta [5].

Vsoucasnosti je AD nemoci nevyléCitelnou. V terapii se uplatniuji
farmakologické i nefarmakologické pristupy. Soucasné dostupné léky mohou pribéh
nemoci pouze zpomalit ¢i pozastavit. Vyzkum v oblasti hledani novych terapeutickych
pristupl |éCby je na rapidnim vzestupu a je zacilen na klinické, bunééné-molekularni,
genetické a dalsi terapeutické pfistupy. Skutecnd pti¢ina onemocnéni nebyla zatim
s jistotou identifikovdna. Hlavnim rizikovym faktorem (RF) je vSak zcela zfejmé vék [1;

5].

2.2. Rizikové faktory

RF pro vznik AD je predevsim vék. Riziko propuknuti onemocnéni svékem

stoupa exponencialné. Onemocnéni mlZe propuknout i u starSich lidi, u kterych
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nenalézame typické rizikové faktory pro vaskuldrni pfihody, ktefi zaroven nemaji
genetickou predispozici nebo neutrpéli Zadny cerebralni Uraz. U této skupiny pacientt
je pravé proces starnuti prevladajicim faktorem pro patogenezi AD. Starnouci mozek
prodéldva radu patofyziologickych procesu. V dlsledku ztraty integrity venul a arteriol
je snizen metabolismus glukézy a krevni pritok mozkem. Patofyziologické zmény

vyvolané starnutim se mohou podilet ¢i byt dokonce inicidtorem patogeneze AD [1].

Dalsim vyznamnym RF je pfitomnost genu pro apolipoprotein E4, ktery zvySuje

riziko onemocnéni u heterozygotl ¢tyifnasobné a homozygotl dvanactindsobné [1].

Studie prokazaly také souvislost mezi AD a cerebrovaskularnim onemocnénim,
které podle vseho urychluje produkci, agregaci a ukladani AB a tim pfrispiva
k symptomatologii a patologii AD. RF pro AD jsou tedy velmi podobné tém pro vznik
cerebrovaskularniho onemocnéni. Jedna se zejména o arteridlni hypertenzi,
hypercholesterolémii, hyperhomocysteinémii, aterosklerézu, obezitu, koureni i
fibrilaci sini. Mezi jiné faktory pfispivajici ke vzniku AD patfi Zenské pohlavi, nizké

vzdélani, Downlv syndrom ¢i alkoholismus [1; 7].

2.3. Etiopatogeneze Alzheimerovy choroby

2.3.1. Tvorba a agregace AB

Vyznamnou roli v patogenezi AD hraje ukladani AR v mozku. AB je béinym
metabolitem, vytvarenym vétSinou bunécénych typl, ackoliv neurony v mozku jsou
hlavnim producentem. AB je peptid sestavajici se z 39-43 aminokyselin. Na akumulaci
se nejvice podili jeho izoformy AB1-40 a AB1-42, pricemZz AP1-40 se uklada
perivaskuldarné kolem cerebralnich artérii a zplsobuje angiopatii a AB1-42 je soucasti
senilnich plakd, které jsou uloZzeny extraneuronalné, v parenchymu mozku. Plaky jsou

typickym histopatologickym nalezem u AD [1].

2.3.1.1. Stépeni amyloidového prekurzorového proteinu

AP vznika postupnou proteolyzou z APP, coz je transmembranovy glykoprotein,
ktery je exprimovdn v mnoha tkanich a nachazi se hlavné na synapsich neuron(. Jeho
hlavni funkce neni zndma, ale podili se na regulaci tvorby synapsi a transportu Zeleza.

Existuji dvé cesty Stépeni APP [1; 8].



Prvni variantou je $tépeni BACE 1 a nasledné y-sekretasou (Obr. 1). Stépenim
BACE 1 se uvolni extraceluldrni, rozpustny fragment sAPPB a C-terminalni membranové
vazany peptid C99. y-sekretasa Stépi fragment C99 uvnitf jeho transmembranové
domény a posléze uvolni intraceluldrni doménu APP a polypeptidy AB-40 a AB-42. Tyto
peptidy jsou v oligomernich formach toxické a maji tendenci vytvaret fibrily, shlukovat
se, nakonec vytvaret plaky Ci se podilet na cerebralni amyloidni angiopatii. Vznikly AB

je nasledné uvolfovdn exocytdzou a je vyluovan do intersticialni tekutiny [9].

extraceluldarni
prostor cytosol

neamyloidogenni cesta

O
y-sekretasa \

|_sAPPa N |
a-sekretasa T
[_APP | |
B-sekretasa l
[ sAPPB | |
y-sekretasa ,/
amyloidogenni cesta (2]
bunéénd
membrana

Obr. 1: Schéma stépeni APP. Upraveno podle [1].

Druhou mozZnosti je Stépeni a-sekretasou a posléze y-sekretasou (Obr. 1). a-
Sekretasa Stépi APP blize k bunécné membrané. Vytvari rozpustnou ektodoménu
sAPPa a membranové vazany C83 fragment, ten je zahy Stépen y-sekretasou a vznikaji
tak kratsi fragmenty, které nevytvari AB, plsobi neuroprotektivné a podili se na
neuroplasticité. Tato cesta Stépeni nevede tedy k vytvareni lozisek AP, nazyva se

neamyloidogenni [1; 9].

2.3.1.2. y-Sekretasa

Enzym y-sekretasa patfi do rodiny transmembrdnovych aspartatovych proteas,
jedna se o komplexni strukturu, skladajici se z vice podjednotek. Komplex y-sekretasy
nebyl doposud zcela popsan, sklada se viak minimalné ze 4 samostatnych protein —

presenilinu, nikastrinu, APH-1 (anterior pharynx-defective 1) a PEN-2 (presenilin



enhancer 2). Posledni poznatky nasvédcuji, Zze paty protein CD147 by mohl hrat roli
v regulaci aktivity komplexu. Jeho absence totiz zvySuje aktivitu komplexu. Presenilin je
katalytickou podjednotkou y-sekretasy a patfi do skupiny aspartatovych proteas. Bylo
prokazdno, Ze mutace v genu pro presenilin, je RF pro vznik AD. V genomu byly zjistény
dvé formy genu pro presenilin a dvé formy pro APH-1. U jednoho z homologli APH-1
mohou alternativnim sestfihem vzniknout dvé izoformy. Komplex y-sekretasy tak
nabyva minimalné Sesti rlznych forem, které mohou byt tkdrnové nebo bunécné

specifickymi. Primarni ulohou nikastrinu je stabilizace komplexu [10; 11].

y-Sekretasa je schopna Stépit APP na vice mistech a generovat peptidy o 39-42
aminokyselindch. Mutace genl pro APP nebo presenilin jsou spojeny s vyssi produkci
AB-42 a stoji za vyskytem casné familiarni formy AD. Nékteré dlikazy nasvédcuji tomu,
ze rlzné formy vy-sekretasy jsou zodpovédné za tvorbu rGznych izoforem AP.
y-Sekretasa je také velmi dllezitd ve zpracovani Notch protein(i. Notch proteiny jsou
rodinou transmembranovych proteind, uUcastni se lateralni inhibice (schopnost
neuronu snizit aktivitu sousednich neuron(, timto zpUsobem je znemoznéno Sifeni
akénich potenciall) v embryogenezi. DalSim substratem y-sekretasy jsou integralni
membranové proteiny, z nichZ nékteré jsou rozhodujici pro normalni bunééné funkce

[10; 11].

Bylo syntetizovdno nékolik silnych inhibitor( y-sekretasy. Preklinické studie
prokazaly jejich ucinek na sniZzeni koncentrace AB. Vroce 2001 probéhlo prvni
testovani inhibitoru in vivo, jednalo se o dipeptidickou slouéeninu DAPT. Od té doby
vstoupilo do  klinického  zkouSeni minimdlné Sest dalSich  sloucenin.
Z farmakodynamického hlediska byl nejlépe prozkouman semagacestat. Tato latka
ucinné snizovala hladinu AB v plazmé, mozkomisnim moku a v mozku, avsak jako nové
potencialni l1é¢ivo neuspéla. Vyzkum semagacestatu byl ve tfeti fazi klinického zkouseni
prerusen, jelikoZ prikazné nezpomaloval progresi onemocnéni. Navic, byla ve skupiné
léCené semagacestatem zjisténa vyznamné vyssi incidence rakoviny klZe, neZ ve

skupiné uzivajici placebo [10; 12].

Inhibitory y-sekretasy mohou zpUsobit atrofii brzliku, hyperplazii stfevnich

bunék nebo poruchy funkce imunitniho sytému. Tyto NU se vyskytuji v ddsledku



inhibice zpracovani Notch protein(. Byly syntetizovany i inhibitory, které do zpracovani

Notch proteinli nezasahuji a jsou nadale predmétem vyzkuma [10].

2.3.1.3. Klasifikace strukturnich jednotek a seskupeni AB

Peptid AB-42 je povaZovan za vice patogenni a toxicky nez AB-40. Za agregaci a
neurotoxicitu AB-42 jsou zodpovédné jeho intermolekularni paralelni struktura
B-skladaného listu a PB-otocka. N- a C-konce tvofi intramolekuldrni struktury
B-skladaného listu, které stabilizuji kazdou molekulu. Naproti tomu AB-40 neni
intramolekularnimi B-skladanymi listy stabilizovan. AB-42 je proto vice nachylny
k akumulaci a vytvareni fibril. Zato AB-40 je méné fibrilogenni a vice rozpustny. Pomér
AB-40 ku AB-42 pravdépodobné pfrispivda k variabilité vyvoji onemocnéni. Mensi

tendence vytvareni plak( je tedy pfi vyssi hodnoté poméru [1].

Usporadani AR se klasifikuje do dvou podskupin: amorfni a fibrilarni. Fibrilarni
forma je oproti amorfni ve vyssi koncentraci. Amorfni forma vytvari difuzni plaky, které
jsou pozorovany pfi normalnim starnuti mozku. Zato fibrilarni usporadani je hlavni
komponentou neuritickych plakll zodpovédnych za neurotoxicitu a neurodegeneraci,
kterd je provdzena odumirdnim neuronl a sterilnim zanétem. Neuritické plaky jsou

také, avsak v daleko mensi mire, nachazeny u zdravého starnouciho mozku [1; 13; 14].

Jinou klasifikaci je rozdéleni AB na rozpustny a nerozpustny. Rozpustny je
tvoren amorfni formou a nerozpustny fibrilarni. In vivo se rozpustny AB nachazi
v krevni plasmé, mozkomiSnim moku a v intra- a extraceluldrnich prostorech.
Nerozpustny AR je prevazné v extracelularnim prostoru v mozku. Hladiny rozpustné i
nerozpustné formy APB jsou pfi AD zvySené, korelace mezi hladinou rozpustného AR a
mirou kognitivniho poskozeni je vétsi. Avsak korelace mezi mnozstvim senilnich plak( a
stupném poskozeni kognitivnich funkci je nizsi. Tyto zjisténi naznacuji, Zze rozpustny AB
mUZe iniciovat neurodegeneraci a také, Ze senilni plaky nemusi byt primarni

patofyziologii [1; 15].

Studie prokazaly nékolik velikostnich typd AR utvard (Tab. 1). Zakladni protein
pro vSechny utvary je monomerni AB. Nizkomolekularni AB je nejmensi jednotkou
plaku. Ostatni molekuly vznikajici agregaci, se nazyvaji oligomerni Ap, ADDL

(AB-derived diffuse ligands — od AP odvozené difuzni ligandy), protofibrily a fibrily.



V systému shlukd je mezi monomery a protofibrilami udrzovdna rovnovaha, ale findlni
vyvoj z protofibrily na fibrily je irreverzibilni. Shluky AB maji tendenci se zvétSovat.
Pokud nastanou vhodné podminky, jako jsou optimalni pH, teplota, koncentrace
elektrolyt(i, dostate¢ny pocet jednotek AP a inkubacni doba, agregaty se zvétsuji a

stavaji se obtizné rozpustitelnymi. [16; 17].

barvitelnost

Struktura pramér neurotoxicita

kongo ¢erveni
monomerni AB 0,1-0,2 - -
nizkomolekularni AB  monomery — dimery 0,6- + -
ADDL trimery - 24mery 50 + +
oligomerni AB + +
protofibrily 60-80 + +
protofilamenta 25-30 + +
fibrily 5-6 protofilament 70-120 + +

Tab. 1: Porovnani strukturnich typl AB. ADDL — od AB odvozené difuzni ligandy.
Upraveno podle [1].

Monomerni jednotky a dimery jsou pfevazné vkonformaci a-helixu.
V prechodu na oligomery se konformace méni na B-skladany list, v této konformaci
jsou rovnéz protofibrily a fibrily. Konformaci B-skladaného listu lze specificky detekovat

kongo cerveni nebo thioflavinem T [1].

Neurotoxické jsou predevsim vétsi agregdty, ale také nizkomolekularni AP.
Neurotoxicita amyloidnich agregaci a jejich koneénych struktur — fibril, vede
v kone¢ném dlsledku ke ztraté synaptickych spojeni a nakonec ke zniceni celého
neuronu. Jsou postizeny aferentni i eferentni drahy hipokampu. Mira poskozeni dobfe
koreluje se zhorSovanim paméti a s jinymi kognitivnimi a neuropsychiatrickymi

funkcemi [1].

2.3.2. Deficit acetylcholinu
Jednim z dalSich aspekt( etiopatogeneze je deficit ACH. V mozku pacientl s AD

jsou postizeny vsechny oddily cholinergniho systému. Mimo sniZzené hladiny ACH, se



zde nachazi také deficit cholinacetyltransferasy (enzymu, ktery se podili na syntéze
ACH) a porucha funkce enzymu acetylcholinesterasy, ktery ACH degraduje. Defektni

cholinergni transmise z¢asti stoji za kognitivnimi poruchami [18].

2.3.3. Reaktivni slouceniny kysliku a zanét

Pti starnoucim procesu, ale také jako disledek ischémie, jsou uvolfiovany ROS.
Ty se postupné ukladaji v mozku a ni¢i bunééné slozky, jako lipidy, proteiny a DNA. U
pacientd s AD bylo v leukocytech nalezeno vyssi mnozstvi oxidovanych parQ bazi DNA.
NADPH oxidasa (nikotinamid adenin dinukleotid fosfat-oxidasa) je zodpovédna za
produkci ROS v mozkovych cévach. Oproti tomu superoxid-dismutasa 1 (SOD 1) se dle
vyzkum jevi byt ochrannym enzymem proti toxickému plsobeni APP na endotel. SOD

1 redukuje mnozstvi Skodlivych volnych radikald [1].

Chronicky zanét se vyznacuje aktivovanymi mikrogliemi, reaktivnimi astrocyty a
jinymi markery véetné faktorl komplementu a cytokinQ, které casto lokalné provazi
AB. Navic samotny AP zesiluje patologické a zanétlivé odpovédi. Studie ukazaly, Ze

.....

zjisténi nepotvrdila [1].

2.3.4. Intraceluldrni agregace hyperfosforylovanych t-protein(

T-Protein se hojné nachazi v neuronech centralni nervové soustavy (CNS) a
v jinych organovych soustavach je ve znacné mensim mnoZstvi. t-Protein se ve svém
defosforylovaném nebo castecné fosforylovaném stavu vaze na mikrotubuly a
stabilizuje tim architektoniku bunééného cytoskeletu. Je vysoce rozpustny a upravuje
stabilitu axonalnich mikrotubulll. Lidsky Tt-protein je skupinou Sesti izoforem,
odvozenych od jediného genu alternativnim sestfihem mRNA. Jednotlivé izoformy se

liSi poctem vazebnych mist pro tubulin [19].

Ndlezem pfi AD je intracelularni hyperfosforylovany t-protein. Za
hyperfosforylaci t-proteinu je zodpovédny enzym glykogen synthasa kinasa 3B (GSK-
3B), kterou spousti za ucasti cyklin dependentni kinasy 5. ZvySend exprese GSK-3B ma
za nasledek zanik neuront, hyperfosforylaci t-proteinli a pokles kognitivnich funkci.
Proto se inhibice GSK-3f jevi byt dals$i moznou metodou v terapii nejenom AD, ale i
dalSich  neurodegenerativnich  onemocnéni. Neuronova vldakna postizena
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degradovanym t-proteinem polymeruji a vytvari vlakna ve tvaru Sroubovice a vldkna
pfima. Tyto vldkna jsou podkladem pro vznik neurofibrilarnich klubek. Tyto atvary
mohou poskodit architektoniku buriky az do té miry, Ze burika zanikne. Senilni plaky AB
jsou spolu s depozity hyperfosforylovanych t-proteinl, prvotnimi patologickymi

zménami, které se objevuji pfed manifestaci AD [8; 19; 20; 21]

2.4. Soucasné a klinicky zkousené pfistupy |écby Alzheimerovy

choroby

Farmakoterapii Ize rozdélit na kognitivni, kterd zlepSuje porusené kognitivni
funkce a terapii nekognitivni, ktera ovliviiuje pfedevsim psychologické ptiznaky a
poruchy chovani. Zkognitiv jsou vklinické praxi pouzivany inhibitory
acetylcholinesterasy (AChE) a inhibitory NMDA receptor( glutamatergniho systému.
Pro tyto dvé skupiny existuji dikazy o ucinnosti ovérené opakovanymi klinickymi
studiemi. Dalsi pfistupy jsou pouZivany jako doplikové nebo vyZaduji podrobnéjsi a
rozsahlejsi klinické studie. AD stdle z(stdva onemocnénim nevylécitelnym. K dispozici

je pouze symptomaticka Iécba [5].

2.4.1. Inhibitory cholinesteras

Inhibitory AChE byly prvnimi schvalenymi lécivy pro symptomatickou Iécbu AD,
v praxi pouzivaji se u lehkych a stfedné tézkych forem. V soucasné dobé jsou k dispozici
kognitiva donepezil, rivastigmin a galanthamin, Ié¢iva inhibujici enzym AChE, ktera
odbourdva ACH. Timto mechanismem dochazi ke zvySeni mnozstvi ACH na synapsich

[22].

V roce 1980 byl védci v Ciné identifikovan novy silny, selektivni, reverzibilni
inhibitor AChE, seskviterpenoidni alkaloid huperzin A zrostliny Huperzia serrata
(Thunb.) Trev. (Huperziaceae). Bylo uskutecnéno mnoho preklinickych a klinickych
studii, které potvrdili jeho ptiznivy vliv na pribéh AD. Huperzin A byl pro lé¢bu AD
poprvé schvalen v Ciné v roce 1994. Ve srovnani s donepezilem a rivastigminem ma
huperzin A delsi trvani G¢inku, méné NU, vyssi peroralni BD a lépe pronikd HEB [23;

24].
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V pozdnich fazich AD je ACH z vétsi casti degradovan butyrylcholinesterazou
(BChE). Na zakladé tohoto zjisténi zacaly byt intenzivné zkoumany i inhibitory BChE.

Rovnéz je vyznamny vyzkum inhibitorG s dudini AChE i BChE inhibi¢ni aktivitou [25].

2.4.2. Antagonisté NMDA receptor(

Pokles kognitivnich funkci u pacientl s AD je spojen s neuronalnim poskozenim,
které je mimo jiné zplsobeno nadmérnou aktivaci glutamdatovych NMDA receptora.
Hlavnimi spoustéci této aktivace se zdaji byt AB a nadmérna exprese t-proteindu.
V praxi se jako nekompetitivni antagonista NMDA receptor(i pouzivd memantin, ktery
se pouziva na lécbu stfedné tézké ai tézké formy AD. Memantin je schopen snizit
glutaminergni toxicitu a tim zmirnit symptomatické projevy nemoci. V klinickych
studiich dosahl kyZzeného efektu v monoterapii, ale také v kombinaci s donepezilem [2;

3; 22].

2.4.3. Vakcinace a imunizace

Vakcinace a imunizace jsou v soucasnosti predmétem vyzkumu. Studie prokazaly,
Ze pasivni prenos monoklonalnich protilatek proti AR z ockovanych mysi na modelové
mysi snizil mozkovou amyloidézu. Prvni analyza ucinnosti provedend u malé
podskupiny pacientl, lécenych AN1792, prokazala vytvoreni prislusnych protilatek a
vyznamné pomalejsi pokles kognitivnich funkci. Ve fazi zkouSeni je také aktivni

imunizace AB [2; 3].

2.4.4. Blokatory oligomerace solubilniho AB

Strategie tohoto farmakoterapeutického pfistupu vychdzi z pozndni fibrilarnich
agregatu AB. Nerozpustna fibrildarni forma je totiz hlavni soucasti neuritickych plaka.
Nadéjnou slouceninou se jevil byt tramiprosat, ktery dokazal vazat rozpustny APB
(udrzovat ho nefibrilarni formé) a snizovat tim vytvareni depozic AB. V klinickych

studiich vSak neprosel [3; 12].

Dale se zkousel scylloinositol, ktery stabilizoval AB v nefibrilarni formé. Klinické
studie byly preruseny z dlivodu, Ze se neprokazal klinicky Uc¢inek a navic se vyskytly

neocekavana umrti a infekce [3].
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2.4.5. Modulatory y-sekretasy
Tyto latky ovliviiuji pouze tu ¢ast y-sekretasy, ktera je zodpovédnd za Stépeni
B-APP. Byl zkousen predevsim R-enantiomer flurbiprofenu — tarenflurbil. Ve studiich se

vSak neprokazalo podstatné zlepseni projeva AD [3].

2.4.6. Statiny

Gen pro apolipoprotein E (ApoE) je ddvan do souvislosti s AD. Tento gen ma tfi
alelické varianty - ApoE2, ApoE3 a ApoE4, které kéduiji lipidy-vazajici protein APoE.
U pacientll, ktefi maji jednu nebo dvé alely ApoE4, bylo shledano vyssi riziko
onemocnéni AD, kdeZto u nosict ApoE2 bylo riziko onemocnéni ve srovnani se zdravou
populaci nizsi. Epidemiologické studie naznacuji urcité spojeni mezi zvySenou hladinou
cholesterolu béhem Zivota a zvySenym rizikem propuknuti AD v pozdéjsim véku. Kromé
toho u pacientd, uZivajicich statiny (inhibitory HMG-CoA reduktasy), se vyrazné snizilo

riziko rozvinuti AD [3].

2.4.7. Agonisté jadrového transkripéniho faktoru PPARy

PPAR (peroxisome proliferator-activated receptor) je jadrovy receptor, ktery se
spolupodili na protizanétlivém ucinku, zaroven snizuje toxicitu AR v mozku a ovliviuje
citlivost vlci inzulinu. PUsobi upregulaci antiapoptotického faktoru Bcl-2. Proto jsou
zkouseny v terapii AD i agonisté receptoru PPARy, kupfikladu rosiglitazon a pioglitazon

[26].

Vysledky klinickych studii a udaje o bezpecnosti vsak ukazaly, Ze rosiglitazon ani

pioglitazon nejsou vhodnymi kandidaty na lé¢bu AD [27].

2.4.8. Slou¢eniny MPACs

APB a APP interaguji se zinkem, médi nebo Zelezem, coz naznaduje, Ze tyto kovy
mohou hrat roli v jejich agregaci. V této souvislosti jsou testovany slou¢eniny MPACs
(metal-protein attenuating compounds), které vykazuji chelatacéni vlastnosti. Kliochinol
a dalsi slouceniny, byly podrobeny testovdni v souvislosti s aktivitou AP. Statisticky

vyznamné ucinky kliochinolu byly pozorovany jen u velmi tézkych forem AD [3].
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2.4.9. Agonisté M1 muskarinovych receptor(

M1 muskarinové receptory pravdépodobné zasahuji do AD prostfednictvim
nékolika mechanism(. Maji vliv na AB a hyperfosforylaci t-proteinu. Agonista téchto
receptorll AF267B zvysSil neamyloidogenni cestu zpracovani APP in vitro a snizil

cerebrdlni hladinu AB in vitro i in vivo. Déle byl zkouSen i agonista talsaklidin [3].

Obé slouceniny vdak neuspély jiz v prvni fazi klinického zkouseni kvali NU

v dlsledku periferni cholinergni stimulace [12].

2.4.10. Antagonisté receptorl pro konec¢né produkty pokrocilé glykace

(rAGEs)

Pokrocila glykace je neenzymaticky retézec reakci. Dochazi ke slu¢ovani molekul
cukrd s molekulami proteinu a lipidd. Jedna se o normalni proces, ale ve stafi a zvlasté
u AD je pocet reakci vyssi. Makromolekuly proteint a lipidd se znehodnocuji a konecné
produkty glykace (AGEs) se vazou na své receptory (RAGEs). Vazba na tyto
membranové zakotvené receptory spousti zanétlivou reakci. Na tento typ receptort se
vaze i AB, proto je zkouSena rada sloucenin, které tyto receptory inhibuji, nebo blokuji

cestu tvorby AGEs [26].

2.4.11. Agonisté nikotinovych receptor(

U AD dochazi ke snizovani poctd nékterych typl nikotinovych receptor(.
Konkrétné receptory a7 a a7B2 nikotinové receptory plsobi neuroprotektivné a snizuji
Skodlivost shluk( AB. Jiny typ nikotinovych receptord uvolriuje ACH a rlstové faktory.
Donepezil nejenze inhibuje AChE, ale pUsobi také na tyto receptory. Jejich stimulace

vede také ke snizené bunécné apoptdzy [26].

2.4.12. Dalsi mozné farmakoterapeutické pristupy
Dalsi skupinou latek, kterda prochazi klinickym zkousenim, jsou slouceniny
pusobici proti oxidativnimu poskozeni. Oxidacni stres se totiz spolupodili na patogenezi

AD.

Provadi se také vyzkum sloucenin, které ovliviuji astrocyty. Vychazi ze zjisténi,

ze amyloidni plaky jsou obklopeny aktivovanymi astrocyty, které produkuji ROS [3].
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Zkousi se napriklad stimulace aktivity a-sekretasy (Stépi APP na kratsi

fragmenty a AP nevznikd) nebo inhibice enzymu GSK-3B, ktery je zodpovédny za

napt. etanerceptu, ktery je antagonistou TNF-a (tumor nekrotizujici faktor a) nebo
nékterd nesteroidni protizanétlivd léciva (NSAID), u nichZ byla nalezena modulacni

y-sekretasova aktivita [3; 26].

Dalsi doplrikové postupy, které si vSak Zadaji podrobné;jsi prozkoumani, zahrnuji
uziti nootropik, standardizovanych extraktl z Gingko Biloba L. (Ginkgoaceae) ¢i latek

zvysujicich produkci nervovych rlistovych faktort [2].
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3. B-Sekretasa

BACE 1 byl poprvé identifikovan a

=
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gna naklonovan v roce 1999. Hladina BACE 1 je pfi
prostor - peptid
23 vy v I
oro-peptid AD zvysend. Dosud ale nebylo zjisténo, jaky
Y 48 . . vivey s v
mechanismus tuto elevaci zapfticinuje. Je vsak
92 O
Z:)> 3 ovérené, Zze BACE 1 je inicidtorem vzniku
1sx§— 72
o loZisek AR a proto se jeho inhibice jevi byt
2234+
Z:)> 2% | katalyticka slibnou metodou v terapii AD [9; 28; 29].
il :{ doména
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w
ey se z501 aminokyselin, spolu se svym
454 ” .
F transmembranova | homologem BACE 2 patfi do rodiny
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QLT S 478 transmembranovych aspartatovych proteas.
IR 2 cytosolova
c‘;—; so1 |__domena Aktivni misto enzymu BACE 1 je na
e g . . . oy
"""6 cytosol extraceluldrni proteinové doméné [9].
Obr. 2: Schéma ulozeni BACE 1.
Upraveno podle [29]. Pro svou katalytickou cinnost

potfebuje BACE 1 dva aspartaty. Ponévadz
BACE 1 tvori dimery, je pravdépodobné, Ze kazdy z monomerl poskytuje jeden
aspartat. Ackoliv je BACE 1 lokalizovana do raznych bunéénych organel, své nejvyssi
aktivity dosahuje v endozomech a v mensi mife v trans ¢asti Golgiho aparatu. Enzym se
nejprve v endoplazmatickém retikulu syntetizuje ve formé zymogenu. Konecna
maturace BACE 1 probiha v Golgiho aparatu, kde je podroben komplexni glykosylaci a
odstranéni prodomény. UZ zymogen sam o sobé ma proteolytickou aktivitu, ale ta je
dvojnasobné zesilena aZz odstranénim prodomény. Hlavni Ulohou prodomény vsak neni
potladeni enzymatické aktivity, ale usnadnéni spravného poskladani katalytické
domény. Zymogenni sekvence, kterd je prodoménou, tvofi pomyslinou klapku, se
schopnosti blokovat aktivni doménu a zabrdnit pfistupu substratu. V uzaviené poloze
klapky ma zymogen nizkou aktivitu a pouze dil¢i aktivity dosahuje pfi konfiguraci
oteviené klapky. Zraly enzym s odstépenou zymogenni sekvenci je pfi optimalnich

podminkach plné aktivni [9; 29].
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Nejvétsi exprese a enzymatické aktivity dosahuje BACE 1 v mozku. Kromé
mozku byla vysokd hladina BACE 1 mRNA nalezena také v pankreatu. Kvili
alternativnimu sestfihu a posttranskripéni inaktivaci, je zde enzymaticka aktivita
pomérné nizsi. Pankreatické formy BACE 1 nestépi APP, ale jiné substraty, jako

napriklad enteropeptidasy [29].

Aktivitu BACE 1 reguluje komplexni souhra transkripénich, transla¢nich a
posttranslacnich mechanism0. Na transkripcni Urovni zvysuje hladinu BACE 1 mRNA

prostfednictvim rtznych pasobkl kupfikladu hypoxicky a oxidacni stres [29].

3.1. Fyziologické funkce a substraty BACE 1

Objasnéni fyziologickych funkci a poznani substrati BACE 1 je dlleZité pro
predpovéd moznych toxicit spojenych sinhibici tohoto enzymu. S jistotou vysledky
studii mluvi o fyziologickych funkcich BACE 1 uvnitf i mimo CNS [28]. Vassar a kol. [30]
napfiklad vyzdvihuji funkci BACE 1 vaxonovém vedeni, neurogenezi ¢i pfi tvorbé

svalového vieténka.

Pfi testovani mysi, kterym byl odstranén gen kodujici BACE 1, se vyskytly cetné
vyvojové a behavioralni NU: poruchy rdstu, paméti, hypomyelinizace, zachvaty,

poruchy axonového vedeni a poruchy chovani podobné schizofrenii [28].

Tyto projevy odrazi funkci rozlicnych substrati BACE 1. Mezi substraty BACE 1
patfi membranové vazand a-2,6-sialyl-transferasa v Golgiho apardtu, APP a jeho
proteinové homology, protein spojeny s receptorem pro LDL (low density lipoprotein),
B-podjednotka 2 a 4 napétové-fizeného sodikové kandlu, neuregulin-1 a neuregulin-3.
Prostfednictvim neuregulinu-1 se BACE 1 podili na periferni myelinizaci a tvorbé
svalového vieténka. Presto, Ze APP zUstava prednim substratem BACE 1, fyziologické
funkce a zpracovani tohoto substratu enzymem BACE 1 zlstavaji nejasné. Bylo zjisténo,
ze genetické vymazani celé délky APP, zpusobilo redukci hmotnosti celého téla, ale i

mozku a také poruchy paméti [28; 29].

Pozndni komplexni regulace aktivity BACE 1, vzrustajici pocet pozorovanych

fenotypl u mysi bez genu kddujiciho BACE 1 a zpracovani riznych substrat( vypovida
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o vSestranné funkci této proteasy béhem vyvoje a i v dospélosti. Tyto zjiSténi vsak

snizuji nadéje, Ze se inhibice BACE 1 obejde bez vedlejsich ucinkd [29].

Zakladni vyzkum neustale odhaluje nové fyziologické funkce BACE 1 uvnitf i
mimo nervového systému. Nedavné proteomické studie zjistili mnoho dalSich
substratd BACE 1. Zatim vsak chybi jejich ovéreni v in vitro i in vivo testovani a také
porozuméni funkcim BACE 1 na molekularni Urovni. Rovnéz porozuméni subcelularniho
ulozeni samotného enzymu muzZe poskytnout dulleZité voditko k identifikaci jeho
dalSich klicovych substrati a fyziologickych mechanismd s nimi spojenych, obzvlasté

pak v neuronech, kam bude inhibice BACE 1 zacilena [30].

3.2. Vlastni katalyticky mechanismus BACE 1

Stépeni (Obr. 3) pomoci BACE 1 je prokazano v kyselych kompartmentech jako
endozomy a v trans ¢asti Golgiho aparatu. Enzym dosahuje nejvyssi aktivity pfi pH 4,0-
4,5. Kyselé pH se rovnéz pouziva pfi in vitro testovani. Enzymaticka aktivita BACE 1 je
zprostredkovdna acidobazickym mechanismem pomoci dvou asparagovych kyselin —
Asp32 a Asp228, které se nachazi pobliz sebe. Tato aspartatova katalytickd mista maji
v kyselém pH celkovy ndboj -1 a jsou tvofena hydrofilni a malou hydrofobni kapsou.
Antiparalelni B-vlasenka Fidi pfistup substratu k tomuto aktivni mistu a také ho
nastavuje do spravné pozice pro katalyzu. Regulace aktivity BACE 1 tj. substratova
afinita a katalytické vlastnosti, jsou ovladané fadou konformaénich zmén mezi aktivni a

neaktivni formou [31].
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Obr. 3: Katalyticky mechanismus BACE 1. Upraveno podle [31].

V aktivnim misté BACE 1 hraji dulezitou roli dvé molekuly vody. Podili se na
funkci a stabilité enzymu. Prvni molekula vody je zapojena do proteolyzy a umoziuje
vytvoreni tetrahedralniho meziproduktu, coz je klicovy krok pro rozbiti peptidické
vazby. Druhd molekula vody se podili vtomtéz kroku na stabilizaci vzniklého

meziproduktu [31].

Vlastnim mechanismem je vytvoreni vodikové vazby protonovaného Asps,
s karbonylovym kyslikem peptidické vazby. Neprotonovany Asp,y interaguje
s molekulou vody. Vznikly tetrahedrdlni meziprodukt se rozpadd, za soucasného
rozstépeni peptidické vazby a vznikem dvou peptidd. Enzym je zaroven obnoven pro

dalsi katalyzu [31].
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3.3. B-sekretasa 2

B-sekretasa 2 (BACE 2) je homologni k BACE 1 a sdili s ni podobnost v64 %
aminokyselinové sekvence. BACE 2 patfi také do skupiny aspartatovych proteas.
Navzdory podobnosti s BACE 1 se od néj odliSuje svym spektrem substratl a

subcelularni lokalizaci [9].

Exprese BACE 2 v mozku je velmi nizka a nemd na ukladani AR pfilisny vliv [9].
Nékteré zdroje uvadéji, Zze BACE 2 sice APP zpracovava, ale tvorbu AP neovliviiuje, ba
dokonce snizuje [32]. Azkona a kol. [33] zkouseli nastolit nadmeérnou expresi BACE 2 na
transgennim mysSim modelu a zjistili, Ze BACE 2 na kognitivni dysfunkci nebo zeslabeni
cholinergniho prenosu vliv nemd. Co se fyziologickych funkci BACE 2 tyce, bylo

prokdazano, Ze se podili na pigmentaci a funkci pankreatickych B-bunék [32; 34].

BACE 2, jako jedna z mala membranovych proteas, je zapojena do regulace
pankreatickych B-bunék. Specifickym substratem je v této souvislosti protein Tmem27,
ktery je lokalizovany na povrchu membran B-bunék pankreatu a je BACE 2 Stépen. Je
také substratem BACE 1, ale existuji dlikazy, Ze je daleko vice zpracovavan BACE 2. Bylo
zjisténo, Ze vyssi mnoizstvi Tmem27 je spojeno se zmnozenim B-bunék pankreatu a Ze

pokud je Tmem27 rozstépen, pak takovou funkci ztraci [35].

Ve vyzkumu inhibitord BACE 1 by mohl potenciondlné nastat problém ve
zkfizené inhibici. PGvodni inhibitory BACE 1 by mohly BACE 2 zkfizené inhibovat a
v dUsledku této interakce by dochazelo k vedlejsim ucinklim. Pokud by tyto dlsledky

nebyly akceptovatelné, pozadavky na specifitu inhibitorl BACE 1 by jesté vice vzrostly

[9].
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4. Inhibice B-sekretasy

Vétsina védcd se vsoucasnosti domniva, Ze pri¢inou AD je nadmérnd
akumulace AB. Amyloidova hypotéza vsak nebyla do dnesni doby s jistotou ovérena.
Néktefi se domnivaji, Ze za etiopatogenezi mlZe byt zodpovédny spiSe
hyperfosforylovany t-protein. S identifikaci a poznanim role BACE 1 v amyloidogenni
cesté Stépeni APP, se vyzkum sloucenin s betasekratasovou inhibi¢ni aktivitou stal
jednim z dalSich zajma studia novych terapeutickych moznosti AD. VSechny slouceniny,
vykazujici inhibi¢ni aktivitu viéi BACE 1, musi dosahovat terapeutickych hladin

obzvlasté v mozku, kde je aktivita tohoto enzymu nejvyssi [30].

4.1. Metody testovani inhibice a aktivity BACE 1 in vitro

4.1.1. Fluorescenéni metody
In vitro aktivita a inhibice BACE 1 jsou nej¢astéji urCovany pomoci FRET
(fluorescence resonance energy transfer) principu, zalozeném na fluorescenénim

rezonancnim prenosu energie [31].

Jako substraty se pouzivaji syntetické peptidy, které ve své struktufe maji
fluorofor (donor) a zhasec (akceptor) a sekvenci obsahujici Svédskou mutaci APP, ktera
je Stépena BACE 1 aZ 60x rychleji. Ty jsou navzajem spojené peptidickym retézcem.
V nerozstépeném substratu je fluorescence donorové skupiny zhdaSena pfilehlym
akceptorem. Podminkou je, Ze se emisni spektrum donoru prekryvd s absorpénim
spektrem akceptoru a vzdalenost mezi molekulami je mensi nez 100A. Fluorofor je
excitovan specifickou vinovou délkou a namisto fluorescence je energie prenesena na
akceptor. Pokud dojde k rozStépeni peptidického retézce, vtomto pfipadé enzymem
BACE 1, fluorescence uz neni ,zhasena” a je méfitelna. Fluorescence je pfimo umérna
mire probihajici proteolyzy. V pfipadé testovani inhibice BACE 1 se fluorescence snizZuje

v dusledku pritomnosti testovaného inhibitoru [31; 36; 37].

Prakticky rozsah testovani inhibice fluorescence je omezen dostatecnou
linearitou pouze v nizkém podilu rozstépeného substratu (5-10 %). Vybér substratd pro
BACE 1 je tedy zavisly nejen na kinetickych parametrech hydrolyzy substratu a sekvenci

jeho aminokyselin, ale i na sile fluorescenéniho signalu a Ucinnosti zhaseni. Substraty
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se lisi hlavné strukturou fluoroforu a zhasece, dale v délce, struktufe spojovaciho
peptidického retézce a rozpustnosti. Délka peptidického fetézce je duleZita, jelikoz
ovliviiuje rozpozndni substratu a rychlostni konstantu Stépeni. Kazdy substrat vyzaduje
jinou vinovou délku pro excitaci a emisi a specifickou koncentraci. S tim souvisi i

odlisna optimalni koncentrace BACE 1 [38; 39; 40; 41].

Citlivost testovani je definovana jako pomér AF (F - fluorescence) ke
koncentraci substratu, ktery odrazi rychlost premény substratu a silu fluorescenc¢niho
signalu po hydrolyze. Rychlost pfemény substratu zavisi na délce a povaze sekvence
aminokyselin. Testovani nizkych koncentraci substratu a enzymu vyZzaduje citlivou
metodu vyuzitim fluoroforu s intenzivni fluorescenci a paru akceptor-donor s déinnym
rezonanénim prenosem energie. Zatimco v pfipadé pouziti metody FRET ve
vysokovykonném screeningu (high-throughput screening — HTS) jsou substrat i enzym

pfitomny ve vysoké koncentraci [41].

Pro porovnani substrati se urcuje rychlostni konstanta druhého radu ke.i/Kw,
kde ket je rychlost tvorby produktu. Ky je Michaelisova konstanta, kterd vyjadfuje
koncentraci substrdtu potfebnou pro enzym k dosaZzeni své poloviéni maximalni
rychlosti reakce. Pomér k..t/Km vypovida o katalytické ucinnosti, to znamena, jak rychle
reaguje substrat s BACE 1. Je nutné znat pfesnou koncentraci enzymu. Ta se obvykle
urcuje titraci proti znamému pevné vazajicimu, silnému inhibitoru. Méfi se ztrata

aktivity BACE 1 v zavislosti na zvysujici se koncentraci inhibitoru [42; 43].

K hodnoceni testovanych inhibitor BACE 1 se pouzivd hodnota inhibi¢ni
koncentrace ICso. Jedna se o koncentraci inhibitoru, ktery redukuje aktivitu enzymu na
50 %. Kurceni této hodnoty se porovnavaji intenzity fluorescence v pfitomnosti
inhibitoru a bez néj. Naslednym vynesenim zdvislosti procentudlni inhibice, v disledku
pritomnosti testovaného inhibitoru, na jeho koncentraci do grafu je ziskana inhibi¢ni

krivka, ze které |ze odecist hodnotu ICsq [31].

Mezi nevyhody metody FRET patfi prispévek rusicich signal(i nerozstépenych
fluoroford do celkové hodnoty fluorescencniho signalu. Citlivost analyzy je tudiz
snizena a mozné pouzitelné koncentrace substratu klesaji az pod hodnoty Ky. Rozsah

pouzitelnych koncentraci FRET substratt je dale snizen kvdli jejich malé rozpustnosti a
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mezimolekuldrnimu zhaseni. Prlbéh screeningu novych syntetickych i pfirodnich
sloucenin maze byt narusen napfiklad pritomnosti konjugovanych aromatickych kruhu.
Tyto slouceniny mohou absorbovat nebo zhdaset svétlo a tim vytvaret falesné pozitivni
nebo negativni vysledky. Za falesné pozitivni vysledky jsou také zodpovédné nékteré
inhibitory, které vytvari agregdty mnoha molekul interagujicich v roztoku s enzymem.

Vliv tohoto jevu pak roste s uplynulym ¢asem [31; 44].

Redenim nevyhod testovani klasickymi FRET metodami miie byt pfristup
uplatiujici TRF-Q technologii (time-resolved fluorescence quenching). V této
technologii je fluorescence vzorku sledovana funkci ¢asu po excitaci zableskem nebo
svétlem. Tato analyza vyuZiva peptidu, pfipojeném k Eu** cheldtu na N-konci a
k organickému zhaseci na C-konci. Pfi excitaci vinovou délkou 330 nm produkt
proteolytického stépeni poskytne zvyseni fluorescence pti vinové délce 615 nm, které
linedrné koreluje s aktivitou enzymu. Hlavni vyhodou této technologie je podstatné
snizeni rusicich vlivi testovanych sloucenin diky chelatové skupiné, ktera poskytuje
dlouhotrvajici emisi svétla a ma vysokou afinitu k BACE 1. Technologie TRF-Q timto
zplsobem snizuje riziko falesné pozitivnich/negativni vysledk(. Nevyhodou je vsak

finanéni ndkladnost pristrojového vybaveni a substratu [45; 46].

Existuji i jiné biologické metody k testovani inhibice BACE 1. Sice jejich uziti
v ramci analyzy BACE 1 neni tolik ¢asté, ale mohou byt pouZity za ucelem provéreni

vysledku ziskanych FRET metodami [31].

Polarizace fluorescence je test zaloZeny na vlastnostech malych fluorofor(
navazanych na velké molekuly. Flurofory dosahuji po excitaci linearné polarizovanym
svétlem vysokych hodnot emise. Pfi této analyze se substrat, s biotinem na jednom
konci a fluoroforovym znacenim na druhém konci, inkubuje s BACE 1. Ve smési je také
streptavidin, ktery specificky vaze biotin. Rozsah inhibice se hodnoti méfenim hodnoty
polarizace zareni, ktera je nizsi ve vzorku bez inhibitoru. Tato metoda je homogenni a

umoziuje stanoveni inhibi¢ni konstanty, problémem je ale nizsi citlivost [47].

Jako substrat pro BACE 1 byl testovan i kasein znaceny fluorescencénim
isothiokyanatem (kasein-FITC). Bylo zjisténo, Ze BACE 1 ma vyssi afinitu k tomuto

substratu nez k proteinu obsahujicimu Svédskou mutaci APP, je jim dokonce
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saturovatelnd. Za pomoci fluorescencni detekce byly ziskany hodnoty ICsy vybranych
inhibitord cholinesteras. Metoda svyuZitim kaseinu-FITC poskytuje srovnatelné

vysledky s nej¢astéji pouzivanou metodou FRET [48].

4.1.2. Spektrofotometrické metody

Mancini a kol. [48] ve své studii pouzili rovnéz spektrofotometrickou metodu
s vyuzitim N-a-benzoyl-D,L-arginin p-nitroanilidu (BAPNA) jako vhodného substratu
proteas. Stépenim tohoto substratu enzymem BACE 1 vznikd produkt p-nitroanilin.
Jedna se o Zlutou slouceninu absorbujici viditelné zareni pfi maximu vinové délky
A =405 nm. Ziskané vysledky byly ovéreny srovnanim s referenéni metodou (FRET).
Jejich zavéry ukdzaly, Ze BACE 1 ma nizsi afinitu k substratu BAPNA neZ k peptidu
obsahujicimu Svédskou mutaci APP (bézné pouzivaném ve FRET techologii). Metoda je

vsak dostatecné citlivd, presna a tudiz vhodna ke screeningu BACE 1 inhibitora.

4.1.3. Metoda vyuzivajici HPLC s imobilizovanym enzymem

Vysoce ucinnd kapalinovd chromatografie (HPLC) je separacni metodou, kterou
lze vyuzit k selektivni detekci fluorescenénich hydrolytickych produktl. Timto se
eliminuji interference jinych absorbujich nebo fluorescencnich skupin. Mancini a kol.
[49] poutzili HPLC ktestovani novych inhibitor0 humanni rekombinantni BACE 1
(hrBACE 1) s pouzitim fluorescencni detekce. Tento pfistup wvyuzil principu
imobilizovaného enzymu na monolytickém disku. Oproti klasickym rozpustnym
enzymim ma tu vyhodu, Ze mizZe byt pouZit kontinualné a opakované. Imobilizace je
proces, ktery chemickou reakci vaze enzym na adsorbent. Enzym se obvykle také stava

stabilnéjsim. Dalsi vyhodou je cena a rychlost analyzy [49; 50].

HrBACE 1 byla imobilizovdna ethylendiaminem na monolitickém disku. Jako
substrat byl pouzit fluorogenni peptid (M-2420), ktery obsahoval Svédskou mutaci APP.
Po nastfiknuti na hrBACE 1-IMER (human recombinant BACE 1 — immobilized enzyme
reactor) substrat M-2420 byl enzymaticky Stépen na methoxykumarylovy fragment,

ktery byl detekovan pfi Agye= 320 nm a Ae= 420 nm [49].

Substrat M-2420 vsak neni pouzitelny pfi testovani ptirodnich heterocyklickych
a aromatickych sloucenin kvdli jejich fluorescencnimu ruseni. De Simone a kol. [51]
vyvinuli metodu, ve které pouZili jako substrat fluorogenni peptid, zaloZeny na
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strukture 4-(4-dimethylaminofenylazo)benzoova kyselina/5-[(2-aminoethyl) amino]
naftalen-1-sulfonové kyseliné, jehoz produkt Stépeni rusen neni. Fluorescencni signal

byl méren pfi vinové délce Agye = 355 Nm a A = 485 nm.

4.1.4. Doplrikové metody

Biosenzorova metoda je analyzou pro rychlé testovani inhibitord BACE 1,
vyuzivad technologii plasmonové povrchové rezonance (SPR). Jednd se o optickou
detekéni techniku. PFi stanoveni se méfi zména indexu lomu, kterd je vyvolana
interakci biomolekul. BEhem méreni kinetiky sledované interakce dvou biomolekul, Ize
zaroven zjistit mnoZstvi stanovované latky ve smési. Jednd se o metodu velice citlivou,
ktera se vyznacuje rychlou detekci a kvantifikaci. Lze zjistit i vlastnosti biomolekul a
vzajemné vazby mezi nimi, poskytuje vSak pouze informace o afinité inhibitoru, nikoliv

o inhibiéni konstanté [52; 53].

Izotermni titracni kalorimetrie je podobné jako metoda biosenzorova pouze
dopliikova k metodam testovani inhibice. Poskytuje Udaje z pfimého méreni tepla
spojeného s tvorbou a rozpadem nekovalentnich vazeb pfi vzniku komplext. Neslouzi

vSak k urceni inhibi¢nich konstant [54].

4.2. Vyzkum syntetickych inhibitord BACE 1

Prvotnimi zkousenymi latkami inhibujici BACE 1 byly syntetické slouceniny
peptidického charakteru. Prvni takovou slouceninou byla vroce 2000 struktura
oznacena jako OM99-2. Tento inhibitor se sestaval z osmi aminokyselin a byl navrzen
dle vazebného mista BACE 1 k APP. Od té doby bylo zkompletovano mnoho jinych

inhibitor( podobné molekulové hmotnosti [31; 55].

Prvotni peptidické inhibitory BACE 1 inhibitord disponovaly vysokou afinitou a
selektivou pro tento enzym a zdroven ucinné snizovaly plazmatickou hladinu Ap.
Napriklad CTS-21166 byl peptidomimeticky inhibitor, ktery postoupil do prvni faze
klinickych studii. U zdravych dobrovolnikl se dosahlo v plazmé snizeni AR o 80 %.
Nakonec se vSak Zadna z peptidickych sloucenin jako nové léc¢ivo neujala z dlivodu

velmi nizké prostupnosti PM a HEB a Spatné peroralni BD [30; 55].
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Vyhodnym mechanismem novéjsich slouc¢enin byla schopnost vazby na BACE 1
doménu a na transferrinovy receptor a tim usnadnéni prostupu HEB. Tento pfistup

dosahoval vyborné selektivity vic¢i BACE 1 [30].

Prilomem byl objev malych nepeptidovych molekul jako acylguanidinu,
aminopyridinu ¢i isothiurey, které se vsak vazaly s nizsi afinitou na katalytické zbytky
asparagovych  kyselin BACE 1. Dalsi nadéjnou skupinou byla tfida
iminoheterocyklickych sloucenin. Jejich pfikladem je iminohydantoin, ktery dosahl
nebyvalé kombinace vyhodnych vlastnosti, a sice nizké molekulové hmotnosti a vysoké

afinity k BACE 1 ve srovnani s pfedchozimi peptidomimetickymi inhibitory [30].

NH

Obr. 4: LY2811376.

Dal$i sloucenina LY2811376 (cyklicka isothiomocovina) (Obr. 4) vyznamné
snizovala koncentraci AP v CNS u hlodavct a pst a postoupila do prvni faze klinického
vyvoje. LY2811376 dle prvnich zprav u zdravych dobrovolnikd sniZovala hladinu AB
v mozkomisnim moku. Vyvoj této slouCeniny byl nakonec ukoncen zdlvodu
degenerace gliovych bunék a bunék sitnice, ktera byla zjisténa béhem preklinickych

toxikologickych studii u hlodavca [30].

Nékolik dalSich inhibitord BACE 1 postoupilo do prvni faze klinického vyvoje.
Byly to LY-2886721, E-2069 a MK-8931. Mély vysokou afinitu k BACE 1 a byly jeho
selektivnimi inhibitory. U¢inné snizovaly hladiny AB-40 a AB-42 v periferni a centrélni
nervové soustavé u hlodavca ¢i primatd. Vyvoj LY-2886721 byl ve druhé fazi klinického
vyvoje u pacientl s AD nakonec ukoncéen z dlivodu abnormalnich vysledk( jaternich
testl. Tyto ndlezy nebyly vSak ve vztahu k inhibici BACE 1. E-2069 and MK-8931 stdle
zUstavaji v klinickém zkouseni. E-2069 byl zkousen u pacientl s ¢asnymi pfiznaky,

vysledek této studie z(stava zatim neznamy. U¢inek MK-8931 je posuzovan u pacient(
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s prodromalni a mirnou aZ stfedné tézkou formou AD. Nyni se nachazi ve treti fazi

klinického zkouseni [12; 30].

Mozné vedlejsi ucinky inhibice BACE 1, které byly popsany u mysi s deficitem
tohoto enzymu, se nemusi ve skute¢nosti projevit, protoze inhibice BACE 1 neni Uplna.
BACE 1 si zachovava rezidualni aktivitu, ktera by mohla dostatec¢né zajistit jeho dllezité
fyziologické funkce. Navic mnoho z vyvojovych funkci BACE 1, kterou je napriklad
myelinizace, se dospélych pacienti s AD netyka. Nicméné existuji i vyvojové procesy,
které se vdospélém mozku vyskytuji, a sice neurogeneze nebo axondlni vedeni
v hipokampu. Tyto funkce by uz dotfeny byt mohly. UdrZzovani svalového vieténka je

také funkci BACE 1, kterd probiha v dospélosti [30].

4.3. In silico vyvoj inhibitord

Metody in silico se v sou€asnosti stdvaji stale dllezitéjSim nastrojem ve vyvoji
novych |éCiv zejména diky své rychlosti, cené a efektivnosti. S vyuzitim modernich
vypocetnich metod zapocal Semighini [56] hledani novych inhibitor0 BACE 1
prozkoumanim databaze chemickych struktur vSech soucasnych BACE 1 inhibitord.
Byly identifikovany farmakofory, tedy skupiny fyzikdlné-chemickych vlastnosti
zodpovédné za schopnost interagovat s enzymem, které byly dale rozdéleny na nékolik
podskupin Podle pozadavkl na pfitomnost jednotlivych kombinaci vlastnosti molekuly
vypocetni program navrhl desetitisice molekul. Tato velkd rdznoroda skupina latek byla
zUZena vyrazenim molekul postradajicich zakladni vlastnosti BACE 1 inhibitora.
Molekula je schopna inhibovat katalytickou aktivitu tohoto enzymu, pokud interaguje
alespon s jednou aspartatovou skupinou a B-vldasenkou v katalytickém misté. Tento
pozadavek zredukoval pocet potencidlnich molekul na 98. Na zakladé poZadovanych
specifickych chemickych vlastnosti a interakci s aktivnim mistem enzymu bylo vybrano
10 nejvhodnéjsich molekul, které byly zakoupeny k testovani. 3 testované molekuly jiz

v 1uM koncentraci skute¢né vykazovaly BACE 1 inhibi¢ni aktivitu (36-49 %).
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5. Inhibitory BACE 1 pfirodniho plvodu

Latky pfirodniho plvodu byly a jsou jednim z hlavnich zdrojl patrani po novych
strukturdlnich typech [é¢iv v terapii nejenom AD. V ramci hledani novych sloucenin
inhibujicich BACE 1 a potazmo amyloidogenni cestu Stépeni APP bylo prozkoumdno jiz
mnoho |écivych rostlin. Inhibi¢ni aktivita vii¢i BACE 1 byla objevena u fady pfirodnich
latek, obzvlasté metabolitl polyfenolické struktury. Vhodnymi kandidaty na nova
|é¢iva jsou predevsim sekundarni metabolity rostlin s relativné nizkou molekulovou

hmotnosti a vysokou lipofilitou [4; 55; 57].

5.1. Primarni metabolity

5.1.1. Saccharomyces cerevisiae

Lee a kol. [58] ve své studii hodnotili BACE 1 inhibicni aktivitu extraktd
z mikroorganismd, a sice kvasinek, bakterii a hub. Kvasinky a houby obecné mély vyssi
inhibi¢ni schopnosti nez kvasinky a houby. Celkové vykazoval nejvyssi inhibiéni aktivitu
extrakt ze Saccharomyces cerevisiae K-7 Meyen ex E.C. Hansen (Saccharomycetaceae).
S. cerevisiae je vyuZivana pfi alkoholovém kvaseni a v predchozich studiich bylo
prokazano, ze produkuje latku s inhibi¢nimi ucinky na angiotenzin I. konvertujici enzym

a slouceninu s antiangiogennimi Ucinky.

Jako ucinna slozka extraktu S. cerevisiae se ukazal byt oktapeptid se sekvenci
aminokyselin Gly-Pro-Leu-Gly-Pro-lle-Gly-Ser s hodnotou ICsq = 2,59 uM. V porovnani
se syntetickymi oktapeptidy vSak byl méné ucinny. Inhibice byla kinetickymi studiemi

vyhodnocena jako nekompetitivni [58].

5.2. Sekundarni metabolity

5.2.1. Fenolické latky

5.2.1.1. Katechiny a jejich estery

5.2.1.1.1. Camellia sinensis
Camellia sinensis (L.) Kuntze (Theaceae) je stalezeleny kef nebo mensi stromek

pGvodem zjihovychodni Ciny. Zeleny &aj je pochutinou, proslulou pro své zdravi
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také pftiznivy vliv kardiovaskularni onemocnéni a rakovinu [4].

Fytochemickda analyza zeleného caje je vzhledem kcetnému mnoiZstvi
sloucenin, vznikajicich béhem suseni a technologického zpracovani cajovych listka,
slozita. Na variabilitu sloucenin pulsobi také zmény a kolisani klimatu pti sklizni Ci
zahradnické postupy. VSechny obsahové ucinné latky v zeleném ¢aji se déli na tékavé a
netékavé. List ¢ajovniku obsahuje mnoho polyfenolickych latek s pfevahou katechind.
Hlavnimi obsazenymi katechiny jsou epikatechin, epikatechin-gallat, epigallokatechin a
epigallokatechin-gallat (EGKG). EGKG (Obr. 5) je nejaktivnéjsi polyfenolickou
slou¢eninou zeleného caje s prokdazanymi silnymi antioxidaénimi vlastnostmi. Mezi
dalsi vyznamné obsazené latky patii kofein, vyskytujici se hlavné v mladych vyhonech a

nejmladsich listcich, dale theofylin, theobromin, flavonoidni glykosidy a silice [4].

OH
OH

HO O
OH

OH OH

OH
OH

Obr. 5: (—)-Epigallokatechin-gallat.

Ve studii provedené Okelem a kol. [59] bylo zjiSténo, Ze extrakty ze zeleného i
cerného c¢aje vykazuiji in vitro koncentracné zavislou inhibi¢ni aktivitu vic¢i AChE i BChE.

U extraktu ze zeleného caje byla také prokazana inhibice BACE 1.

rvzs

Pfiznivé Gcinky zeleného <caje jsou pfricitany katechinu EGKG. Jeho
neuroprotektivni Ucinky byly zkoumany v nékolika studiich. Zhang a kol. [60] ve své
studii prokazali, Zze EGKG silné inhibuje aktivitu AChE a navic zvySuje inhibi¢ni Gcinek
alkaloidu huperzinu A na AChE. V nékolika dalSich in vitro studiich EGKG chranil
neurony pred neurotoxickymi plsobky. Dale byly objeveny protektivni uc¢inky EGKG pfi
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starnuti mysi navozeném D-galaktdzou. V jiné studii se prokazalo, Ze EGKG sniZuje

hladiny AB in vitro i in vivo [4].

Vysledky studie Reznichenka a kol. [61] naznacuji, Ze EGKG mlze mit pozitivni
vliv na starnuti a neurodegenerativni onemocnéni, tim Ze zpomaluje neuronalni
degeneraci. U EGKG byla prokazana indukce rlstu neuritl u PC12 bunék (bunécny linie

odvozena z feocytochromu krysi diené nadledvin).

Vzhledem k faktu, Zze EGKG zvySuje zpracovani APP na aAPPs in vitro, na
prozkoumani terapeutického potencidlu této slouceniny bylo zaméfeno mnoho
vyzkumU. Védci zjistili, Ze vyluh zeleného caje o koncentraci 0,03 mg/ml sniZil aktivitu
BACE 1 o 27 % po péti minutach inkubace, zatimco po Sedesati minutach aktivita dale
klesala, dosahla zmenseni o 38 %. Konkrétné analyzy ukazaly, Ze by EGKG v zavislosti

na své davce mohl sniZovat intraceluldrni tvorbu AB [59].

U bunécné kultury MC65 inkubované s EGKG pfi koncentraci 20 uM klesla
produkce AB o 20-30 %. Také epikatechin pfi analyze dokdzal snizit produkci AP.
Vysledky vSak ukazaly, Ze purifikovany EGKG mél u bunéénych kultur vétsi schopnost

redukovat tvorbu AP nez kdyz byl ve smési cely extrakt ze zeleného caje [62].

Dalsi analyzy, které se konkrétnéji zamérily na plsobeni EGKG na BACE 1,
zjistily, Ze EGKG inhibuje lipopolysacharidem navozenou zvySenou hladinu AP

prostiednictvim Utlumu aktivity BACE 1 a y-sekretasy [63].

V dalsich vyzkumech se inhibice BACE 1 projevila in vitro i u dalSich sloucenin
ethylacetatového vyluhu zeleného caje. Jeon a kol. [64] prokazali inhibi¢ni aktivitu
u EGKG s hodnotou ICsg = 1,6 uM, (—)-gallokatechin-gallatu (ICso = 1,8 uM), (-)-
epikatechinu (ICso = 2,3 uM), (—)-epigallokatechinu (ICso = 2,4 uM), (—)-gallokatechinu
(ICso = 2,5 uM), (+)-epikatechinu (ICso = 2,8 uM), (—)-katechinu (ICso = 3,0 uM), (+)-
katechinu (ICso = 3,5 uM), (—)-epikatechin-gallatu (ICso = 4,5 uM) a (—)-katechin-gallatu
(ICso = 6,0 uM). Z téchto udaja o inhibi¢nich koncentracich vyplyvd, Ze pyrogalolova

skupina (benzen-1,2,3-triol) je zodpovédna za signifikantni inhibici BACE 1.

Ve vyzkumu provedeném Giuntou a kol. [65] byla mysi potrava obohacena

EGKG a rybim olejem. Vysledkem bylo zvySeni produkce sAPPa - posileni
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neamyloidogenniho zplsobu zpracovani APP. Ukazalo se, Ze pouziti EGKG a rybiho

oleje ma synergické plsobeni.

5.2.1.2. Hydroxyaromatické kyseliny

5.2.1.2.1. Cornus officinalis

Droga Corni fructus (Obr. 6) zrostliny Cornus officinalis Torr. ex Dur.
(Cornaceae) je v tradi¢ni ¢inské mediciné (TCM) indikovéna pfi tuberkuldze, astmatu a
alergii. Ma také pfriznivé ucinky na mocové cesty a chronickou nefritidu. Samotny plod
pak vykazuje ucinky hypoglykemické, imunomodulaéni a protizanétlivé. Obsahuje
mnoho biologicky aktivnich [atek. Kupfikladu iridoid morronisid je neuroprotektivni a
zmirfiuje poskozeni pfi mozkové ischémii a zlepSuje pamét. Iridoidni glykosidy snizuji

ztratu neurond inhibici jejich apoptdzy pri cerebralnim poranéni [66; 67].

Obr. 6: Corni fructus [68].

Prvnim krokem stanoveni latek s inhibi¢nim G¢inkem na BACE 1 byla ptiprava
ethanolového extraktu vysusenych plodd matec¢né rostliny C. officinalis. Extrakt byl
odpafen do sucha a posléze rozpustén ve vodé. Testovala se rldznd rozpoustédia.
V prabéhu testovani vykazovala znacnou inhibi¢ni aktivitu frakce rozpusténa v
ethylacetatu. Slouceniny této frakce byly pomoci kolonové chromatografie izolovany a

identifikovany jako kyselina gallova a p-kumarova (Obr. 7) [66].

Obé izolované slouceniny enzym BACE 1 inhibovaly v zavislosti na své davce.

Kyselina gallova byla vice aktivni nez kyselina p-kumarova v koncentracich 1-10 uM. Na
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druhou stranu v nejvySe testované koncentraci 100 uM byla zaznamendna nejvice
snizena aktivita enzymu BACE 1 pUsobenim kyseliny p-kumarové. Ta vsak byla méné
ucinnd nez resveratrol (ICso = 15 uM), ktery byl pfi testovani pouzit jako pozitivni
kontrola. Kyselina p-kumarova vykazovala hodnotu ICsq = 90 uM. Z Corni fructus byly

izolovany jesté BACE 1 inhibitory terpenické struktury [66].

O OH

OH

HO HO OH
(1) OH (2)

Obr. 7: Kyselina p-kumarova (1) a kyselina gallova (2).

Kyselina p-kumarova je navic schopnd chranit neurony pred 5-S-cysteinyl-
dopaminem, endogennim neurotoxinem. Tato neurotoxickd sloucenina indukuje

kaspasy-3, které fidi neuronalni apoptdzu [66].

K uréeni konkrétniho typu inhibice byly provedeny kinetické studie, které
pracovaly s riznymi koncentracemi substratu a inhibitoru. Inhibice byla vyhodnocena
jako nekompetitivni. Kyselina p-kumarova se vaze na alosterickd mista enzymu,
neovliviiuje navazani substratu do aktivniho mista a inhibice je zavisld pouze na jeji

koncentraci [66].

Izolované slouceniny nemohou byt pfimo povazovany za nova potencionalni
|éCiva, protozZe jejich inhibi¢ni aktivita neni tolik silnd v porovnani se syntetickymi
slou¢eninami. Avsak jejich struktury se mohou stat vychozimi pro navrzeni novych
nepeptidovych sloucenin. Navic kyselina p-kumarovd se svou specifickou inhibi¢ni
aktivitou vi¢i BACE 1 a nizkou molekulovou hmotnosti se jevi byt perspektivni

slouceninou v prekroceni HEB [66].

5.2.1.2.2. Homalomena occulta
Homalomena occulta (Lour.) Schott (Araceae) se pouzivd vTCM klécbé
Zaludecnich onemocnénich, revmatické artritidy a také jako protizanétlivy prostredek a

tonikum. Z ethanolického extraktu kofene H. occulta byly izolovany cCtyfi slouceniny
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s betasekretasovou inhibi¢ni aktivitou: 2-[(Z)-heptadec-11-enyl]-6-hydroxybenzoova
kyselina (1), 2-[(6Z,97,127)-heptadeka-6,9,12-trienyl]-6-hydroxybenzoova kyselina (2),
2-[(9Z,122)-heptadeka-9,12-dienyl]-6-hydroxybenzoovad kyselina (3) a 2-hydroxy-
6-(12-fenyldodecyl)benzoovd kyselina (4) (Obr. 8). VSechny kyseliny jsou strukturné

podobné kyseliné anakardové [69].

COOH
HO
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Obr. 8: 2-[(2)-heptadec-11-enyl]-6-hydroxybenzoovd kyselina (1), 2-[(6Z,9Z,122)-
heptadeka-6,9,12-trienyl]-6-hydroxybenzoovd kyselina (2), 2-[(97,122)-heptadeka-
9,12-dienyl]-6-hydroxybenzoova kyselina (3) a 2-hydroxy-6-(12-fenyldodecyl)benzoova
kyselina (4)

U vSech ¢&tyr slou€enin byla stanovena pfiblizné stejné silna inhibiéni aktivita
vUci BACE 1 s hodnotami ICsg = 6,23 uM (1), 6,28 uM (2), 7,93 uM (3) a 7,65 uM (4). Dle
kinetickych studii se v pfipadé viech Ctyf sloucenin jednd o nekompetitivni inhibici

[69].

5.2.1.2.3. Sanguisorba sp.

Z rozpustné ethylacetatové frakce Sanguisorbae radix z Sanguisorba sp. (autofi
studie neuvedli pouzity druh), (Rosaceae), byly izolovdany dvé slouceniny
s betasekretasovou inhibi¢ni aktivitou, a sice 1,2,3-trigalloyl-4,6-hexahydroxydifenoyl-

13-D-glukopyranosid (tellimagrandin 1) a 1,2,3,4,6-pentagalloyl-13-D-glukopyranosid.
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Hodnoty ICso téchto dvou sloucenin byly 3,10 uM a 3,76 uM. Jejich inhibi¢ni Ucinek vici
o-sekretase a jinym serinovym proteasam byl nizsi, daji se tedy povazovat za relativné
specifické inhibitory vic¢i BACE 1. Izolované slouceniny nejsou pfimo vyuZitelné jako

nova léciva, protoZe jsou relativné hydrofilni a maji velkou molekulovou hmotnost [70].

5.2.1.2.4. Punica granatum

Ze slupky Punica granatum L. (Punicaceae) byly izolovany dvé slouceniny
vykazujici betasekretasovou inhibi¢ni aktivitu — kyselina ellagovd a punikalagin.
U kyseliny ellagové byly prokazany ucinky protinddorové a antioxidacni. Obé
slouceniny inhibovali BACE 1 v zavislosti na své davce s hodnotami ICsg = 3,9 uM a 0,41

uM [71].

5.2.1.2.5. Perilla frutescens var. acuta

Z extraktu rostliny P. frutescens var. acuta izolovali Choi a kol. [72] kyselinu
rozmarynovou, ktera prokazovala inhibi¢ni aktivitu va¢i BACE 1 s hodnotou
ICso = 21 pM. Kyselina rozmarynova se vyskytuje hlavné v Celedi Lamiaceae. Je znamo,
Ze ma neuroprotektivni, antimikrobidlni, protizdnétlivé a antioxidaéni uc¢inky. Mimo

kyseliny rozmarynové tento extrakt obsahoval i BACE 1 inhibitor, flavon luteolin.

luvone T. a kol. [73] ve své studii hodnotili vliv standardizovaného extraktu
z listQ Salvia officinalis L. (Lamiaceae) a jeho ucinné slozky kyseliny rozmarynové na AR
navozenou toxicitu u bunécénych kultur (PC12 bunék). V této studii se potvrdily jiz vyse

zminény ucinky kyseliny rozmarynové, véetné vlivu antiapoptického.

5.2.1.3. Rotenoidy

5.2.1.3.1. Abronia nana

Abronia nana S. Wats. je rostlinou rodu Abronia (Nyctaginaceae), u kterého
vSak doposavad nebylo provedeno moc fytochemickych rozbord. Kromé toho nebyly
také publikovany zadné zminky o jeho biologické aktivité. RozSitenych je pouze nékolik
druhl rodu Abronia, mnohé jsou pomérné vzacné ¢i endemické. Pro Parka a kol. [74]
bylo k jejich studii obtizné ziskat potfebné mnoistvi rostlinného materialu, aby mohli
izolovat sekundarni metabolity této rostliny, proto tuto prekazku vyresili suspenznimi

bunéénymi kulturami.
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Ze suspenznich kultur byly izolovany 4 slouéeniny s inhibi¢ni aktivitou v(ici BACE
1: C-methylrotenoid s ndzvem abronion A (do té doby neznama sloucenina s IC5g =
62,2 uM) a tfi jiz zndmé rotenoidy oznacované jako boeravinon D (ICso = 4,8 uM) (Obr.
9), boeravinon A methylether a mirabijalon D (ICs = 4,2 uM). Boeravinon A

methylether vyvijel pouze nepatrnou betasekretasovou inhibi¢ni aktivitu [74].

OMe

Obr. 9: Boeravinon D.

5.2.1.4. Florotaniny

5.2.1.4.1. Eisenia bicyclis
Eisenia bicyclis (Kijellman) Setchell (Lessoniaceae) je hnéda fasa bohatd na
florotaniny. Je konzumovana jako potravina a také je vyuZivana k vyrobé alginatu

sodného. Florotaniny vykazuji spoustu biologickych ucinkd, kuptikladu protinadorové,

.....

V rdmci provérovani BACE 1 inhibi¢nich ucinkd florotaninG byla ethylacetatova
frakce methanolového extraktu E. bicyclis shleddna jako nejucéinnéjsi. Jako uc¢inné
florotaniny s inhibi¢nim ucinkem byly izolovany: floroglucinol (ICso = 36,47 uM),
dioxinodehydroekol (ICsg = 5,35 uM), ekol (ICso = 12,20 uM), florofurofukoekol-A
(ICs0 = 2,13 uM), diekol (ICso = 2,21 uM) (Obr. 10), trifloroethol A (ICso = 11,68 uM) a
7-floroethol (ICsg = 8,59 uM). Vin vitro antioxidacnich testech florotaniny vyvijely
silnou aktivitu proti ONOO a ROS [75].
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Obr. 10: Diekol.

5.2.1.4.2. Ecklonia cava

Choi a kol. [8] izolovali z hnédé fasy Ecklonia cava Kjellman (Lessoniaceae)
celkem 5 polyfenolickych sloucenin a identifikovali je jako: ekol, 6,6'-biekol, 8,8'-biekol,
diekol, a florofurofukoekol-A. Jednd se o oligomery floroglucinolu (benzen-1,3,5-triol),
ktery je zakladni strukturni jednotkou polyfenoll tas, florotanin(i. Florotaniny maiji
jedinecnou strukturu, kterd se u suchozemskych rostlin nenachdzi. Zejména skupina
dibenzo-1,4,-dioxinova se nachdazi u malého poctu druhd fas a diky nizké molekulové
hmotnosti a rigidni struktufe je schopna interagovat s rlznymi biologickymi

molekulami.

Choi a kol. [8] ve své studii hodnotili vliv vySe zminénych izolovanych sloucenin
na aktivitu AChE, BChE, BACE 1 a GSK-3B a na syntézu APP. Izolované slouceniny
vykazovaly mirnou inhibi¢ni aktivitu na AChE v rozsahu uM, nejvyssi hodnota IC5 byla
stanovena u 8,8'-biekolu (ICso = 16,0 + 9,4 uM). Testované slouceniny vyvijely obecné
vysSi inhibi¢ni aktivitu na BChE neZz na AChE. Nejucinnéjsimi inhibitory BChE byly diekol
s ICso = 2,7 £ 0,4 uM a florofurofukoekol-A s ICsq = 0,9 £ 0,2 uM. Slouceninami, které
vyznamnéji inhibovaly BACE 1, byly florofurofukoekol-A (58,3 %) a diekol (36,8%).
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Inhibi¢ni aktivita zde byla porovnavana v % inhibice a pfi koncentraci inhibitoru 1uM.
Co se tyce inhibice biosyntézy APP, jako nejaktivnéjsi se ukazaly byt slouceniny
florofurofukoekol-A a 8,8'-biekol. Polyfenoly z E. cava také vykazovaly v koncentraci

50 uM 15-40% inhibici enzymu GSK-38, ktery spousti hyperfosforylaci t-proteinu.

5.2.1.5. Lighany

5.2.1.5.1. Magnolia officinalis

Magnolia officinalis Rehd. ex Wils. (Magnoliaceae) se v TCM pouziva k lécbé
neurdz, Uzkosti, horecky a bolesti hlavy. Bioaktivnimi slou¢eninami M. officinalis jsou
magnolol, honokiol a obovatol, které jsou protizdnétlivé a prostfednictvim
antioxidacniho ucinku plsobi neuroprotektivné. Navic u magnololu a honokiolu byl

zjistén inhibic¢ni uc¢inek na AChE [76; 77].

Lee a kol. [76] z ethanolového extraktu klry M. officinalis izolovali novou
slouceninu 4-O-methylhonokiol. Ve své studii prokazali, Ze ethanolovy extrakt M.
officinalis a 4-O-methylhonokiol potladily projevy poSkozené paméti u mysi, vyvolané
pUsobenim ABi.4,. Navic 4-O-methylhonokiol snizoval buné¢nou apoptdzu navozenou
AB1.4; in vivo a rovnéz vykazoval pfimé inhibi¢ni Ucinky na agregaci a fibrilogenezi AP.
Lee. a kol. v dalsi in vitro studii zjistili, Ze 4-O-methylhonokiol (Obr. 11) omezuje tvorbu
ROS indukovanou ABi4, a zmirfiuje neurotoxicitu nastolenou ABi4 a peroxidem
vodiku. Byla u néj také zjisténa pfima inhibi¢ni aktivita na BACE 1 s hodnotou ICsg =
10,3 uM. 4-0O-methylhonokiol BACE 1 inhiboval v zavislosti na své davce. Celkovy
extrakt z M. officinalis také inhiboval genovou expresi BACE 1 [76; 77].

OMe
® g
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Obr. 11: 4-O-methylhonokiol.

36



5.2.1.6. Kumariny (furanokumariny)

5.2.1.6.1. Angelica dahurica
Angelica dahurica Hoffm. (Apiaceae) je vytrvald bylina rostouci v Koreji, Ciné a
Japonsku. Kofen tohoto druhu byl uZivan v tradi¢ni lidové mediciné k I1écbé bolesti

hlavy, krvaceni a neuralgii [78].

Z extraktu korene A. dahurica bylo izolovdano pét sloucenin, vykazujicich
inhibi¢ni ucinek na BACE 1. Byly identifikovany jako furanokumariny. Jedna se o
isoimperatorin, imperatorin, (+)-oxypeucedanin (Obr. 12), (+)-byakangelikol a (+)-
byakangelicin. VSechny inhibovaly BACE 1 v zavislosti na své davce. Byly stanoveny
jejich hodnoty ICso. Ve vysledku vykazoval nesilnéjsi inhibi¢ni schopnosti imperatorin
s1Cso = 91,8 + 7,5 uM a druhy nejsilnéjsi (+)-byakangelikol s 1Csq = 104,9 *+ 2,4 uM.
Molekuly furanokumarini maji nizkou molekulovou hmotnost a mohly by po
peroralnim ¢i transdermalnim podani prejit pfes HEB. Také bylo u téchto péti sloucenin
pozorovano, Ze jejich inhibi¢ni aktivita je ovlivnéna jejich strukturou. Inhibitor
imperatorin majici skupinu 3-methylbut-2-enoxy na C8 mél silnéjsi inhibicni aktivitu
neZ isoimperatoin stouto skupinou na C5. (+)-oxypeucedanin, ktery byl slabSim
inhibitorem nez isoimperatorin, mél tutéz skupinu na C5 a navic dvojna vazba byla zde

nahrazena epoxy skupinou [78].

0 X
}/_//
/
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(1) (2) (3)

Obr. 12: Isoimperatorin (1), imperatorin (2) a (+)-oxypeucedanin (3).
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5.2.1.7. Stilbeny

5.2.1.7.1. Smilax china

Vramci hledani inhibitorl BACE 1 zptirodnich zdrojl, bylo zjisténo, Ze
rozpustna ethylacetatova frakce ze Smilax rhizoma, vykazuje silnou inhibi¢ni aktivitu.
Byly pouzity oddenky druhu Smilax china L. (Smilaceae). Jako aktivni slouceniny byly
identifikovany smés trans/cis resveratrolu (ICso = 15 pM), oxyresveratrol (ICso =
7,6 uUM), verafenol (ICsq = 4,2 uM) a cis-scirpusin A (ICso = 10 uM). Byla prokazana jejich

nekompetitivni inhibice vic¢i BACE 1 s uc¢inkem zavislym na jejich davce [79].

Je zndamo, Ze samotny resveratrol chrani pred kardiovaskularnimi
onemocnénimi a rakovinnym bujenim, pfisuzuji se mu také ucinky antioxidaéni,
antibakteridlni a protistarnouci. Kromé S. china je hojné nalézan také ve slupkach a
jadércich Vitis vinifera, Arachis hypogea, v rostlindch z rodu Morus ¢i ve slupkach Citrus
paradisis. Resveratrol (Obr. 13) ma dvé izomerické formy, biologicky inaktivni cis-formu

a aktivni trans-formu [80].
OH
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Obr. 13: Resveratrol.

5.2.1.7.2. Vitis thunbergii var. taiwaniana

Jind studie Hu a kol. [81] zjistila inhibi¢ni Gc¢innost vici BACE 1 u trimeru
resveratrolu, miyabenolu C. Ten byl izolovan ze stonk( a listd rostliny Vitis thunbergii
var. taiwaniana Sieb. et Zucc (Vitaceae), ale je také nalézan u jinych druh( z rodu Vitis.
Pfedeslé studie objevily u miyabenolu C ucinky antiproliferacni, pro-apoptické
u nddorovych bunék, inhibi¢ni vici protein-kinasam a estrogenni. Hu J. a kol. na
bunécénych strkturach prokazali, Ze miyabenol C mlze vyraznit snizit sekreci AB a zvysit
uvolfiovani sAPPa. Miyabenol C sniZoval aktivitu BACE 1 in vitro i in vivo a nemél vliv na

y-sekretasu ani a-sekretasu.
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5.2.1.7.3. Vitis vinifera

Choi a kol. [82] objevili BACE 1 inhibi¢ni aktivitu u sloucenin izolovanych
z extraktu kUry Vitis vinifera L. (Vitaceae). Jednalo se o dimer resveratrolu,
(+)-vitisinol E (ICso = 14,4 £ 0,3 uM), a Ctyfi oligomery resveratrolu, (+)-g-viniferin (ICso =
10,6 = 0,2 uM), (+)-ampelopsin A (ICso = 26,6 £ 0,2 uM), (+)-vitisin A (ICso = 0,8 £ 0,1
HM) a (—)-vitisin B (ICso = 0,4 + 0,1 puM).

5.2.1.7.4. Paeonia lactiflora

Betasekretasova inhibi¢ni aktivita oligomer( resveratrolu byla rovnéz zjisténa
ve studii Choi a kol. [83]. Zde byly resveratrolové oligomerni slouceniny izolovany
z extraktu semene Paeonia lactiflora Pall. (Paeoniaceae). Jedna z aktivnich sloucenin

byla identifikovana jako (-)-7a,8a-cis-e-viniferin.

5.2.1.8. Ellagitaniny

5.2.1.8.1. Geranium thunbergii
Z Geranium thunbergii Siebold ex Lindl. & Paxt. (Geraniaceae) byly izolovany
dvé slouceniny s betasekretasovou inhibi¢ni aktivitou — geraniin a korilagin (Obr. 14)

s hodnotami ICsg =4 uM a ICso = 34 uM [84].

OH
OH

OH

Obr. 14: Korilagin.
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5.2.1.9. Styrylpyrony

5.2.1.9.1. Phellinus linteus

Phellinus linteus (Berkeley & M. A. Curtis) Teng (Hymenochaetaceae) je |éCiva
houba, kterd se jiz po staleti v asijskych zemich pouziva k |écbé dyspepsii, pr4jma a
krvaceni. Existuji védecky podlozené dlikazy o jejim ptiznivém pUsobeni na imunitu a
Z kultivaéniho média P. linteus byl izolovan nekompetitivni inhibitor inhibitor BACE 1,

hispidin (Obr. 15). Ten inhiboval BACE 1 s hodnotou ICsq = 4,9 uM [85; 86].
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Obr. 15: Hispidin.

5.2.1.9.2. Auricularia polytricha

Benett a kol. [87] zkoumali vliv extrakt( z tepelné upravenych hub na aktivitu
BACE 1. Inhibi¢ni aktivita byla objevena u polyfenold odvozenych od hispidinu,
izolovanych z houby Auricularia polytricha (Mont.) Sacc. (Auriculariaceae). Tyto

slouceniny se nachazely v tepelné upravené i neupravené houbé.

5.2.1.10. Diarylheptanoidy

5.2.1.10.1. Curcuma longa

Z oddenkl Curcuma longa L. (Zingiberaceae) byly izolovany slouceniny
kurkumin (ICsp = 560 uM) (Obr. 16), demethoxykurkumin (ICso = 630 uM),
bisdemethoxykurkumin (ICsg = 1500 puM). Kurkumin ma také ucinky antioxidacni,
protinddorové a protizanétlivé. V této studii se také hodnotila inhibi¢ni aktivita
methanolového extraktu z oddenkl C. longa na aktivitu AChE v koncentracich 250

ug/ml (53,7 %) a 500 pug/ml (76,4 %) [88].
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Obr. 16: Kurkumin.

Studie Liu a kol. [89] zkoumala vliv smési kurkuminoid( na AB-42, APP a BACE 1.
Kurkumin se ukazal byt nejaktivn&jsi slouc¢eninou. U&inné snizoval produkci AB-42 a
expresi proteinu APP. V dalsi studii Wang a kol. [90] hodnotili vliv kurkuminoidt
z oddenku C. longa na aktivitu BACE 1 a chovani u modelového organismu Drosophila
melanogaster s navozenou AD (indukovanou nadmérnou expresi genu pro BACE 1 a
jeho substrat APP). Nadmérna exprese APP/BACE 1 se projevila pohybovymi
poruchami. Nejvy$si inhibi¢ni aktivity BACE 1 dosahovala sloucenina
bisdemethoxykurkumin s hodnotou ICsg = 17 uM. Podavani kurkuminoidd sniZovalo

u modelového organismu vyvoj behavioralnich a morfologickych vad.

Kurkumin také pfiznivé ovliviiuje degradaci t-proteinu. Huang a kol. [91] ve své
studii na bunécnych strukturach testovali inhibi¢ni Ucinky kurkuminu na bunécénou
signalizaci hyperfosforylace t-proteinu navozenou AB. Vysledky studie dokladaji dikazy

o schopnosti kurkuminu inhibovat tuto bunéénou signalizaci.

Kurkumin byl pro svlj komplexni Ucinek (inhibice BACE 1, AChE a ovlivnéni
degradace t- proteinu) podroben testovani v klinické studii pro lé¢bu AD [92]. Tato
studie byla randomizovand a dvojité zaslepena. Byl testovan ucinek oproti placebu.
Kurkumin byl dobfe snasen. Tato studie v3ak klinickou uc¢innost kurkuminu na probéh

AD neprokazala. Byly vsak ziskany informace o nizké BD [88].

5.2.2. Flavonoidy

5.2.2.1. Flavony

5.2.2.1.1. Nelumbo nucifera
Studie Jung a kol. [93] porovnavala biologickou aktivitu rGznych casti rostliny
Nelumbo nucifera Gaertn. (Nelumbonaceae). Konkrétné byla hodnocena inhibi¢ni
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aktivita vaci BACE 1, AChE, BChE a schopnost vychytdvat peroxynitrit ONOO". Znacny
inhibi¢ni potenciadl vykazoval extrakt embrya ze semene N. nucifera, a proto byl
podroben detailnéjSimu prozkoumani. Z extraktu byl izolovan flavon vitexin s inhibiéni
aktivitou vaci BACE 1 s 1Cso = 19,25 + 3,03 uM, AChE s ICso = 16,62 + 1,43 uM, a BChE
ICso = 11,53 + 2,21 uM. Extrakt embrya ze semene N. nucifera také vykazoval
vyznamnou schopnost vychytdavat ONOO™ s hodnotou ICsp = 4,96 + 1,06 puM/ml.
Z extraktu embrya ze semene N. nucifera byly jesté izolovany bisbenzylisochinolinové

alkaloidy s BACE 1 inhibi¢ni aktivitou.

5.2.2.1.2. Morus lhou
Cho a kol. [94] ve své studii prokdazali, Ze flavony obsazené v klire kmene Morus
lhou L. (Moraceae) inhibuji BACE 1. Bioaktivnimi slozkami této rostliny jsou dale

kumariny a terpenoidy. Extrakty vykazuji Sirokou Skalu farmaceutickych ucinka,

.....

Znacnou inhibi¢ni aktivitu vykazoval methanolovy extrakt M. lhou sICsq =
78,4 ug/ml. Z extraktu bylo izolovano osm flavonovych sloucenin s inhibi¢ni aktivitou,
z nichz vétsina byla prenylovanych (nesoucich hydrofobni 3-methyl-but-2-en-1-ylovou
skupinu). Tyto slouceniny byly identifikovany jako norartokarpetin, kuwanon C (Obr.
17), morusin, kuwanon A (Obr. 17), cyklomorusin, morusinol, neocyklomorusin a
mormin. VSechny slouceniny vykazovaly v zavislosti na davce reverzibilni inhibici BACE
1 aktivity. Hodnoty ICso identifikovanych sloucenin se pohybovaly v rozmezi 3,4 az
146,1 puM. NejucinnéjSimi slouéeninami byly kuwanon C s ICso = 3,4 + 1,3 uM a

kuwanon As ICsg = 5,3 £0,2 uM [94].

U vySe zminénych slouc¢enin byl hledan vztah mezi strukturou a inhibi¢nim
ucinkem. VSechny struktury maji spole¢nou resorcinolovou skupinu a prenylované
slou€eniny jsou ucéinnéjsi neZ nesubstituovana analoga. Kuwanon C, nesouci
prenylované skupiny na C3 a C8, vykazoval nejsilngjsi inhibi¢ni betasekretasovou
aktivitu. Zvyseni hydrofility navazanim hydroxylu na prenylovou skupinu vedlo ke
snizeni Ucinku. Slouceniny, u kterych nebyly hydroxyly resorcinolové skupiny
substituované, vykazovaly silngjsi inhibi¢ni aktivitu. Nizsi aktivitu mély slouceniny,

u nichZ byly prenylové skupiny soucasti uzavieného pentacyklu. Z toho se da usoudit,
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Ze nezbytnou pro inhibici je volnd hydroxylova skupina na C7 a/nebo také vhodna
konformace kruhl A a C, kterou nelze vytvofit u pentacyklickych analogll. Nejsilnéjsi
inhibitory mély volnou resorcinolovou skupinu a nejméné jednu prenylovou skupinu na

C3 na kruhu A [94].
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Obr. 17: Kuwanon C (1) a kuwanon A (2).

5.2.2.1.3. Luteolin

Luteolin (Obr. 18) je po chemické strance 5, 7, 3’, 4’ — tetrahydroxyflavon a je
jednim nejcastéjsich rostlinnych flavonoidd. Je pfitomen zejména ve formé glykosidu.
Glykosidické slouceniny odvozené od luteolinu jsou kupfikladu orientin, isoorientin
nebo cynarosid. Luteolin je nalézan nejen u rostlin krytosemennych, ale také
v mechorostech, kapradorostech a jehliénanech. Tento flavonoid a jeho glykosidy se
vyskytuji ve vice nez 213 druh( rostlin, které se pouZivaji jako kofeni nebo v tradi¢nich
medicinach. Luteolin je obsazien napfiklad v Apium graveolens, Capsicum annuum,
Rosmarinus officinalis, Thymus vulgaris, Fagopyrum esculentum, Olea europaea nebo
Origanum vulgare. Luteolin se jako aglykon nebo glykosid nachazi také u rostlin
ovliviujicich CNS. Mezi tyto se fadi zejména Bacopa monieri, Ginkgo biloba, Hypericum
perforatum, Hypericum brasiliense, Melissa officinalis, Passiflora incarnata (a P. edulis,
P. caerulea, P. alata), Papaver rhoeas, Tanacetum parthenium, Vitex agnus-castus a

Centella asiatica [57].
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Obr. 18: Luteolin.

Cetné studie se shoduji, Ze luteolin ma potencial k prevenci a 1é¢bé& mnoha
chorob. Tento flavonoid ma protizanétlivé, antioxidacni, antimikrobidlni a
antiapoptické ucinky. Navic inhibuje proteinkinasu C, trijodthyronin dejodinasu ¢i
NADPH-oxidasu. V soucasné dobé fada studii naznacuje, zZe luteolin funguje v prevenci
rakoviny. Dosahl urcitého terapeutického potencialu u bunéénych kultur rakoviny prsu,
cervikalniho karcinomu, rakoviny tlustého stfeva, rakoviny plic a karcinomu prostaty

[57].

Luteolin a jeho glykosidy maji neuroprotektivni ucinky. Jedna z in vitro studii
ukdzala, Ze luteolin (izolovany ze zralych semen rostliny Perilla frutescens) znacné
omezil narlst produkce ROS a v primarni kulture kortikalnich neuront vyrazné zvratil

neurotoxicitu navozenou peroxidem vodiku [57].

Studie Choi a kol. [72] prokdzala v methanolovém extraktu Perilla frutescens
var. acuta (Thunb.) Kudo (Lamiaceae) luteolin, ktery inhiboval BACE 1 s hodnotou ICsg =
0,5 uM. Kromé luteolinu Choi a kol. ztohoto extraktu izolovali jesté kyselinu

rozmarynovou s inhibi¢nimi Gcinky na BACE 1.

V jiné studii, provedené Liu a kol. [95] znovu potvrdili neuroprotektivni ucinky
luteolinu, tentokrat izolovaného z Elsholtzia rugulosa Hemsl. (Lamiaceae). Prokazali, Zze
se po podani luteolinu snizila sekrece AB-42, ddle se zvysila Zivotnost bunék a aktivita
SOD 1 a sniZilo se uvolfiovani ROS. Tato studie se provadéla na bunécné linii SH-SY5Y

s nadmérnou expresi APP se Svédskou mutaci pfi médi vyvolané neurotoxicité.

Také bylo zjisténo, Ze luteolin podavany u mysi zlepsil cholinergni neuronalni

aktivitu prostfednictvim inhibice AChE a zvysil hladinu ACH v mozkové kare [96].
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5.2.2.1.4. Myricetin

Myricetin (MYR) je po chemické strance 3,5,7,3',4',5'-hexahydroxyflavon (Obr.
19). MYR jako takovy se nachazi v jddrovém drevé Soymidia febrifuga a nadzemnich
Castech Haplopappus canescens. Velmi rozsifené jsou i jeho glykosidické formy,
naptiklad jeho 3-glukosid se vyskytuje v okvétnich listcich Primula sinensis, 3-galaktosid
v listech Camellia sinensis nebo 3-arabinosid v bobulich Vaccinium macrocarpon . MYR
byl také nalezen v klfe kmene Mpyrica rubra. Nedavné fytochemické analyzy
provedené Sultanem a Anwarem [97] ukazaly, Ze MYR je obsaZen v nejvyssich
mnozstvich sestupné v listech Spinacia oleracea, kvétech Brassica oleracea, kofenech
Daucus carota, korenech Brassica rapa a v semenech Pisum sativum. MYR je rovnéz
vyznamné obsaZen v listech Moringa oleifera, Aloe barbadensis, v plodech Ficus

religiosa a klre Acacia nilotica [57].
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Obr. 19: Myricetin.

MYR inhibuje aktivitu testosteron 5a-reduktasy a ma tedy vyznamny
antiandrogenni ucinek. V soucasné dobé je klasifikovan jako flavonoid s vyraznymi
antioxida¢nimi acinky. Vysledky novéjSich studii poukazuji také na jeho
neuroprotektivni Ucinek, jehoz dosahuje ovlivnénim tvorby AP a inhibici sekretas.
Myricetin také vykazoval vyznamnou anxiolytickou aktivitu modifikaci serotonergniho

prenosu [57].

Shimmyo a kol. [98] pouzZili kobjasnéni uc¢inku MYR na sekreci AB a
sekretasovou aktivitu model s vyvolanou neurotoxicitou. Primarni kortikdlni neurony
potkand byly vystaveny plsobeni AB-42 (1 uM) po dobu 48 hodin. Bylo zjisténo, Ze
MYR o koncentraci 10 uM v bunééné kulture vyrazné snizil hladinu AB-40 i AB-42. MYR

o koncetraci 10 uM snizil aktivitu BACE 1 v neuronech o 75 %. Hodnota ICso pro
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myricetin byla 2,8 uM. Po podani MYR byla také zjisténa zvySena neuronadlni aktivita

o-sekretasy a sniZzena aktivita enzymu kaspasy-3.

5.2.2.2. Flavanony

5.2.2.2.1. Balanophora involucrata

V Balanophora involucrata Hook. f. (Balanophoraceae) byly objeveny inhibitory
BACE 1 flavanonového typu. B. involucrata je parazitnim organismem, ktery roste na
kofenech rostlin rodu Rhododendron v jizni Ciné. Zde se také celd rostlina tradi¢né
pfitomnost triterpenickych latek, tanin(, fenylpropanoidd, flavonoidi a jejich glykosidu

[99].

Béhem screeningu BACE 1 pfirodnich inhibitord Tao a kol. [99] zjistili, Ze
ethylacetatovy podil extraktu zcelé rostliny B. involucrata vykazuje vyznamnou
inhibicni aktivitu v(c¢i BACE 1. Nasledny fytochemicky rozbor této rostliny vedl
k identifikaci a izolaci dvou flavanonu. Vyznamné inhibic¢ni aktivity v(ici BACE 1 dosdhla
v koncentraci 10 puM sloucenina  (S)-5,7,3',5'-tetrahydroxy-flavanon-7-O-B-D-
glukopyranosid (10,4 % inhibice). Kromé flavanon( obsahoval extrakt z B. involucrata i

dihydrochalkonové slouc¢eniny s BACE 1 inhibi¢ni aktivitou [99].

5.2.2.2.2. Sophora flavescens

Sophora flavescens Aiton (Fabaceae) (Obr. 20) je trvalym kefem, jehoZ suseny
kofen Sophorae radix je tradi¢ni rostlinnou drogou pouzivanou v severovychodni Asii.
anthelmintické. Z chloroformové frakce korfene této rostliny byly izolovdno a
identifikovano osm lipofilnich alkylovanych flavanonovych sloucenin, z nichz pét latek
prokazalo pfi testovani silnou inhibi¢ni aktivitu vici BACE 1, a sice: sophoraflavanon G
(ICso = 5,2 uM), kurarinon (ICso = 3,3 uM), leachianon A (ICso = 8,4 uM), kushenol A
(ICso= 2,6 uM) (Obr. 21) a (25)-20-methoxy kurarinon (ICso = 6,7 uM). lzolované
slouceniny se podrobily testovani na bunécnych strukturach i in vitro. U vSech
sloucenin byla zjisténa nekompetitivni inhibice a sniZovani sekrece AP v zavislosti na
jejich davce. Co se struktury tyce, vSechny slouceniny tvofi flavanonovy skelet

s navazanou 5-methyl-2-(prop-1-en-2-yl)hex-4-en-1-ylovou skupinou [100; 101].
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Obr. 20 Sophora flavescens [102].

Jung a kol. [103] ve své studii navazali na predchozi zjisténi o inhibi¢ni U¢innosti
flavanonovych sloucenin ze Sophora flavescens, které ac byli v extraktu ve vysoké
koncentraci, jejich inhibi¢ni aktivita vi¢i BACE 1 nesplnila vysoka ocekavani. Navic bylo
prokadzano, ze chalkony a flavonoly maiji vyssi biologickou aktivitu nez flavanonony.
Tato fakta vedla k dalSimu hleddani jinych moznych slozek, které by potencionalné
mohli pfispivat ksilné inhibi¢ni aktivité extraktu S. flavescens. Jung a kol. objevili
inhibi¢ni aktivitu vici BACE 1 jesté u flavanonové slouceniny leachianonu G (ICsg =
8,56 uM) z dichlormethanolové frakce extraktu. Z extraktu S. flavescens byly izolovany

jesté chalkony a flavonoly s betasekretasovou inhibi¢ni aktivitou.

HO O
OH

OH O

Obr. 21: Kushenol A.

5.2.2.2.3. Psoralea corylifolia
Choi a kol. [104] izolovali z extraktu semen Psoralea corylifolia L. (Fabaceae)

flavanonové slouceniny 7,8-dihydro-8-(4-hydrofenyl)-2,2-dimethyl-2 H,6 H-[1,2- B:5,4-
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B'ldipyran-6-on (ICso = 1,6 £ 0,1 uM) a bavachinin (ICso = 3,8 + 0,2 uM). Z rostliny
P. corylifolia byl izolovan jesté BACE 1 inhibitor terpenového typu a jiné flavonoidy

s betasekretasovou inhibi¢ni aktivitou.

5.2.2.3. Chalkony a dihydrochalkony

5.2.2.3.1. Balanophora involucrata

Balanophora involucrata, ze které byla izolovana vySe zminéna aktivni
flavanonova sloucenina (S)-5,7,3',5'-tetrahydroxy-flavanon-7-0O-B-D-glukopyranosid,
obsahuje i BACE 1 inhibitory dihydrochalkonového typu. V koncentraci 100 uM byla
nejsilnéjsim inhibitorem dihydrochalkonovd sloucenina 3,4,2',6'-

tetrahydroxydihydroflavon-4'-O-B-D-glukopyranosid (21,4% inhibice) [99].

5.2.2.3.2. Sophora flavescens

Jung a kol. [103] dale z extraktu Sophora flavescens izolovali dalsi BACE 1
inhibitory: kuraridinol (ICso = 7,10 uM) a kuraridin (ICsg = 6,03 uM) a xanthohumol (ICsg
= 7,19 uM). Extrakt S. flavescens obsahuje mimo téchto chalkonu jesté flavonoly a

flavanony s inhibi¢ni aktivitou vici BACE 1.

5.2.2.3.3. Psoralea corylifolia

Choi a kol. [104] ze semen Psoralea corylifolia, kromé jinych flavonoidl a
sloucenin terpenické struktury s BACE 1 inhibi¢ni aktivitou, izolovali jesté chalkony
bavachromen (ICsp = 7,2 + 0,2 uM), isobavachromen (ICs = 9,8 * 0,3 uM) a
bavachalkon (IC5o = 10,2 £ 0,3 uM).

5.2.2.3.4. Glycyrrhiza glabra

Glycyrrhiza glabra L. (Fabaceae) je vytrvala rostlina a ma velmi dlouhou tradici
uzivani. Cinti |ékafi Iékofici pouZivali po staleti k 16¢bé& hepatitidy. Mnohé laboratorni
studie prokazaly jeji antibakteridlni a antimykotické plsobeni. Tradi¢né se vyuziva pfi
[éCbé kasle a nachlazeni, gastritidé, paleni Zahy, koznich a jaternich onemocnénich.
V posledni dobé se objevuje stale vice poznatkll o pouziti G. glabra v souvislosti
s demencemi. Napfiklad bylo zjisténo, Ze jeji vodny extrakt vyrazné zlepSuje kognitivni

deficit u mysi, vyvolany podanim skopolaminu [55].
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Zhiyuan a kol. [55] ve svém wvyzkumu zjistili, Ze sloucenina
2,2",4’-trihydroxychalkon (THCH) obsaZena v G. glabra funguje jako BACE 1 inhibitor a
a protinadorové ucinky. THCH inhiboval rekombinantni BACE 1 s hodnotou ICso =
2,45 uM a jednalo se o nekompetitivni inhibici. THCH potvrdil své specifické inhibi¢ni
vlastnosti vac¢i BACE 1 i vbunécnych kulturdach a u transgennich mysi. V obou
pripadech snizoval produkci AB-40 a AB-42. U mysi bylo zjisténo zmenseni amyloidnich
plakd v hipokampu a zlepSeni poruch paméti — to bylo zjisténo pomoci testu
Morrisonova vodniho bludisté, pomoci kterého se ovéruje mysi prostorova pamét.
Vyhodou THCH je jeho nizkd molekulovda hmotnost, kterd mu umoziiuje prostoupit

pres HEB.

OH O OH

DRA®
HO
Obr. 22: 2,2°,4"-trihydroxychalkon.

5.2.2.4. Flavonoly

5.2.2.4.1. Sophora flavescens

Jung a kol. [103] zjistili betasekretasovou inhibi¢ni akivitu u flavonoll
8-lavandulylkempferolu (ICso = 7,29 uM) a kushenolu C (ICso = 5,45 uM) (Obr. 23),
izolovanych z ethylacetatové frakce extraktu Sophora flavescens. Mimo jiné ve stejné
studii byl u 8-lavandulylkempferolu zjistén také vyznamny inhibi¢ni ucinek na BChE a
AChE. Z dichlormethanolové frakce extraktu byl jesté izolovan
desmethylanhydroikaritin (ICso = 1,86 uM). Mimo téchto flavonoll byly u S. flavescens
prokazany i BACE 1 inhibitory chalkonového a flavanonového typu. Studie Junga a kol.
dokladda, Ze chalkony a flavonoly spiSe nez flavanony stoji za silnou inhibi¢ni

betasekretasovou aktivitou extraktu S. flavescens.
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Obr. 23: Kushenol C.

5.2.2.4.2. Petasites japonicus

Z extraktu list( Petasites japonicus (Siebold & Zucc.) Maxim. (Asteraceae) byly
izolovany dvé slouceniny s betasekretasovou inhibi¢ni aktivitou — kvercetin a
kempferol 3-O-(6"-acetyl)-B-glukopyranosid. Hodnota ICso u kvercetinu byla stanovena

2,1 UM [105].

5.2.2.5. Isoflavony

5.2.2.5.1. Ficus benjamina
Rozbor aktivniho extraktu z plodd Ficus benjamina (Miq.) Barrett. (Moraceae)
ved| k izolaci Sesti novych sloucenin typl isoflavonl. Nékteré isoflavony vykazovaly

pouze mirnou betasekretasovou inhibi¢ni aktivitu [106].

5.2.2.5.2. Psoralea corylifolia

Ze semen rostliny Psoralea corylifolia byla izolovdna nova isoflavonova
sloucenina neokorylin s betasekratasovou inhibi¢ni aktivitou vaci
BACE 1 (ICso=0,7 £0,1 uM). P. corylifolia obsahuje kromé neokorylinu (Obr. 24) i jiné

BACE 1 inhibitory flavonoidového a terpenového typu [104].

HO

Obr. 24: Neokorylin.
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5.2.2.6. Flavonoidni dimery amentoflavonového typu
Biflavonoidy jsou rostlinné latky obsazené hlavné u nahosemennych rostlin.
Jedna se o flavonoidové dimery spojené vazbami C-C nebo C-O-C. Inhibi¢ni ucinek vici

BACE 1 byl popsan u biflavonoid(i amentoflavonového typu [107].

Sasaki a kol. [107] podrobili chloroformové a acetonové extrakty riznych rostlin
analyze a identifikovali 21 biflavonoidnich slouéenin. VétsSina z nich byla
amentoflavonového typu s flavonoidy spojenymi vazbou mezi uhliky C3" a C8".
Slouceniny, které dosahovaly nejvyznamnéjSich 1Csg hodnot byly: 2,3-dihydro-
6-methylginkgetin (ICso = 0,35 uM) izolovany z Cephalotaxus harringtonia var.
fastigiana (Carriére) Rehder, (Taxodiaceae), 2,3-dihydroamentoflavon (ICsq = 0,75 uM)
z extraktu Cycas revoluta Thunb., (Cycadaceae), podokarpusflavon A (ICso = 0,99 uM)
z Podocarpus macrophyllus var. macrophyllus Thunb. (Podocarpaceae) a sekvojaflavon
(ICso = 1,4 uM) a amentoflavon (ICso = 1,54 uM) ze stromu Cunninghamia lanceolata

(Lambert) Hooker (Cupressaceae) [107].

OH O

Obr. 17: Obecny vzorec biflavonoidu amentoflavononového typu.

Vysledky dokladaji, Ze pro betasekretasovou inhibiéni aktivitu je potfebnd
pfitomnost  biflavonoidu  sestavajici se ze dvou molekul apigeninu
(4’,5,7-trihydroxyflavon), spojenych v polohdch C3° a C8  a také dvou C¢i vice
hydroxylovych skupin v R1 a R4 pozicich (Obr. 17). Navic pfitomnost methylu v pozici
C6 zvysuje inhibi¢ni ucinnost [107].
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Bylo také prokdzano, Ze nékteré z amentoflavonovych biflavonoidd puasobi
neuroprotekéné v pfipadé neurond, u kterych byla navozena bunécénd smrt oxidacnim

stresem a produkci AB [107].

Biflavonoidnim sloucenindm se také vénovala studie Shrestha a kol. [108]. Ti
izolovali 6 biflavonoid( z plodl Rhus parviflora Roxb. (Anacardiaceae) a posuzovali
jejich cytotoxické a neuroprotektivni Ucinky. Pouze u jednoho z izolovanych
biflavonoidl byla zjisSténa betasekretasova inhibi¢ni aktivita, a sice u agathisflavonu

S |C5o =10 |,l|V|.

5.2.3. Kumarano-chroman-4-ony

5.2.3.1. Ficus benjamina

Z aktivniho extraktu plodd Ficus benjamina (Miq.) Barrett. (Moraceae) byly
kromé isoflavon(i izolovany jesté dvé slouceniny se strukturou kumarano-
chroman-4-on. Obé kumaranové slouceniny mély jen mirnou betasekretasovou

inhibi¢ni aktivitu [106].

5.2.4. Chromony

5.2.4.1. Aloe vera a Aloe nobilis
Z Aloe vera (L.) Burm. f. a Aloe nobilis Haw. (Xanthorrhoeaceae) byly izolovany
chromonony allo-aloeresin D, C-2'-dekumaroyl-aloeresin G, 2'-O-kumaroyl-(S)-aloesinol

a 2'-0-[P-methoxy-(E)-cinnamoyl]-(S)-aloesinol s inhibi¢ni aktivitou vic¢i BACE 1 [109].

5.2.5. Terpeny
Vlastnosti terpenoidl jsou pro inhibici BACE 1 velice prihodné, maji nizkou
molekulovou hmotnost a jsou hydrofobni. Tyto atributy zajistuji jejich schopnost

prestupu pres HEB a PM [110].

5.2.5.1. Monoterpeny

5.2.5.1.1. Lavandula luisieri
Videira a kol. [110] testovali nékolik silic, z nichz jedna vykazovala
betasekretasovou inhibi¢ni aktivitu, a to silice z Lavandula luisieri Rivas Mart.

(Lamiaceae) (Obr. 12). Rostlina L. luisieri je endemitem, rostoucim na Pyrenejském
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poloostrové a jeji silice je tvorena neobvyklymi nekrodanovymi (1,2,2,3,4-
pentamethylcyklopentanovymi) monoterpenoidy. Tato silice ma antimikrobidlni a
antioxidacéni ucinky a je zdrojem ucinnych latek proti kvasinkdm a rodu Aspergillus.
Inhibi¢ni aktivita silice byla stanovovana za pouzity rlznych koncentraci a ukazalo se,
Ze inhibice je zavislad na davce s pfibliznou hodnotou ICso = 121 pg/ml. Hlavni inhibiéni
aktivita byla pfipsdana monoterpenickému ketonu 2,3,4,4-tetra-methyl-5-methylen-

cyklopent-2-enon [110; 111].

Obr. 25 Lavandula luisieri [112].

5.2.5.2. Seskviterpeny

5.2.5.2.1. Murraya koenigii

Z extraktu listl Murraya koenigii (L.) Spreng. (Rutaceae) byly izolovany
seskviterpeny s betasekretasovou inhibi¢ni aktivitou — a- a B-karyofylen (ICsq =
2300 uM a ICso = 4200 uM) a B-karyofylen-oxid (ICso = 1200 uM). Byl také testovan
inhibiéni vliv methanolového extraktu z listG M. koenigii na aktivitu AChE
v koncentracich 250 pg/ml (9,7 %) a 500 pg/ml (12,7 %). Zde byla inhibi¢ni aktivita
hodnocena v % inhibice. Mimo téchto sekviterpeni M. koenigii obsahuje také

karbazolové alkaloidy s inhibi¢ni aktivitou vici BACE 1 [88].

5.2.5.2.2. Cornus officinalis
Jako dalsi pfirodni inhibitor BACE 1 byl z plod( Cornus officinalis Torr. ex Dur.
(Cornaceae) izolovan loganin (Obr. 26) s ICso = 92 uM. U loganinu bylo prokazano

zlepSeni  kognitivnich funkci u mysi, kterym byla navozena ztrata paméti
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skopolaminem. Mimo loganinu obsahuje C. officinalis i jiné slouceniny s inhibiéni

aktivitou vci BACE 1 — kyselinu ursolovou a hydroxyaromatické kyseliny [113; 114].
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Obr. 26: Loganin.

5.2.5.3. Diterpeny

5.2.5.3.1. Aralia cordata

Z kotfene Aralia cordata Thunb. (Araliaceae) bylo izolovano 14 diterpenoidnich
slouc¢enin a byla u nich testovana inhibi¢ni aktivita vici AChE, BChE, BACE 1 a
schopnost vychytavat ONOO a NO-. Schopnost inhibovat BACE 1 byla zjisténa
u 16a-hydroxy-17-isovaleroyloxy-kauran-19-ové kyseliny sICsg = 18,58 uM. Tato
sloucenina vykazovala také inhibi¢ni aktivitu vic¢i BChE s ICsq = 25,37 uM. Vyznamnéjsi
inhibice  BACE 1 dosahovaly také slouceniny 7-oxo-pimara-8(14),15-dien-19-ova
kyselina (Obr. 27) a 17-hydroxy-kaur-15-en-19-ovéa kyselina (tato kyselina také
inhibovala BChE s ICsp = 19,59 uM) s 1Cso = 24,1 a 23,4 uM. Tyto kyseliny vykazovaly
nevyznamnou AChE inhibi¢ni aktivitu. U Zadné z testovanych diterpenoidnich sloucenin

nebyla zjiSténa vychytavaci schopnost [115].

HOOC

Obr. 27: 7-oxo-pimara-8(14),15-dien-19-ova kyselina.
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5.2.5.4. Triterpeny

5.2.5.4.1. Cornus officinalis

Mimo BACE 1 inhibitor( typu hydroxyaromatickych kyselin (kyselina gallova a

p-kumarova, srovnani v Grafu 1) a seskviterpenu loganinu byla z extraktu Corni fructus

izolovana jesté triterpenickd sloucenina, kyselina ursolova. Ta ale vykazovala pouze

zanedbatelnou betasekratasovu inhibiéni aktivitu [66].
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Graf 1: Zndazornéni inhibi¢nich aktivit kyseliny p-kumarové, gallové a ursolové

v porovnani s resveratrolem. Upraveno podle [66].

5.2.5.4.2. Panax notoginseng

Panax notoginseng (Burk.) F. H. Chen (Araliaceae) je Cinskou rostlinou hojné

vyuZivanou v TCM ke zlepdeni kognitivnich funkci jako paméti a schopnosti uéeni.

Vzhledem ktomuto faktu byla vypracovdna studie, ktera méla za ukol objasnit

mechanismy téchto Ucink(. Hlavni aktivni sloZzkou P. notoginseng je ginsenosid Rgl,

triterpenicky saponin. Ginsenosid Rgl (Obr. 28) byl testovan na ovlivnéni produkce AB

a protektivni Gcinky u AP navozené neurotoxicité [116].
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CH,OH

Obr. 28: Ginsenosid Rgl.

Ginsenosid Rgl inhiboval BACE 1 in vitro v zavislosti na své davce s ICsg = 6,18
KUM. Prokazal se také jeho pozitivni vliv na Zivotaschopnost bunécéné linie PC12, kterd
byla inkubovdna spole¢né s toxickymi frakcemi AB. Ginsenosid Rgl rovnéz u bunécné
linie PC12 snizoval, v zavislosti na své davce, uvolfiovani enzymu laktatdehydrogenasy
(LDH) indukované pfitomnym AB. LDH je uvolfovana v poskozenych tkanich a je
markerem poruchy ¢i poranéni. V dalSim testovani, kdy opét bunécna linie PC12 byla
vystavena AB byly méreny hladiny oxidu dusnatého (NO). Jeho hladina byla v disledku
prfitomného AB namérena neobvykle vysSsi. V této souvislosti predbéiné pfridani
ginsenosidu Rgl do inkubované smési mélo za nasledek sniZeni hladiny NO. NO ma
vyznamné vasoaktivni, imunologické a neurofyziologické funkce, avsak mulze byt i

neurotoxicky. Chova se totiz jako volny radikal [116].

Ginsenosid Rgl v zavislosti na své davce inhiboval uvolfiovani ROS a peroxidaci
lipidG navozené AB. Rovnéz zabranoval intracelularnimu vzestupu hladiny Ca”". Jednim
z mechanism( toxicity AB totiZ je, Ze disponuje schopnosti vytvaret v plazmatickych
membranach neuronl malo selektivni kanalky. Jejich prostfednictvim pak rozvraci

s ’ .z vv oo v ’ 2+ v
membranovy potencidl a umoziuje zvySeny vtok Ca” do neuronu pfimo skrze
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AB-kanalky nebo nepfimo aktivaci napétové-fizenych Ca”* kanald. Dale v bunécnych
liniich inkubovanych s AB ginsenosid Rgl sniZoval aktivitu kaspasy-3, ktera hraje

klicovou roli v apoptdze bunky [116].

5.2.5.4.3. Polygala tenuifolia

Dalsi terpenoidy vykazujici betasekretasovou inhibi¢ni aktivitu byly izolovany
z rostliny Polygala tenuifolia Willd. (Polygalaceae). P. tenuifolia se v TCM pouZiva ke
zlepSeni kognitivnich funkci. Na zvifecich modelech bylo prokazano, Ze tenuigenin
extrahovany z P. tenuifolia ma pfiznivy vliv na snizené cholinergni funkce navozené Ap.
Toto zjisténi prezkoumali Jia a kol. [117]. Ti zjistili, Ze tenuigenin inhibuje BACE 1 in
vitro s 1Cso = 0,25 pg/ml. Extrakt z P. tenuifolia snizoval u bunécnych kultur produkci
AB. V této studii bylo pracovano se sumarnim extraktem, tenuigeninem. Aktivni
slou¢enina pochdzejici z tenuigeninu nebyla znama. Pozdéjsi studie Lv a kol. [118]
potvrdila Uc¢innost u purifikované komponenty tenuifolinu, jakoZzto smeési
triterpenovych saponind. Tenuifolin sniZzoval sekreci AB inhibici BACE 1 s IC5o = 76,1 uM

a dale zlep3oval uéeni a pamét [119].

5.2.5.4.4. Daedalea sp.
Z extraktu plodnice houby Daedalea sp. (Polyporaceae) byly izolovany tfi
triterpenické slouceniny s betasekretasovou inhibi¢ni aktivitou, daedaloly A-C.

Hodnota ICso byla u daedanolu C namérena 14,2 uM [120].

5.2.5.5. Meroterpeny

5.2.5.5.1. Psoralea corylifolia
Choi a kol. [104] izolovali z extraktu semen Psoralea corylifolia BACE 1 inhibitor
bakuchiol s1Csg = 21,3 + 0,3 uM. Kromé bakuchiolu (Obr. 29) byly vtomto extraktu

nalezeny i flavonoidy s inhibi¢ni aktivitou vici BACE 1.

Obr. 29: Bakuchiol.
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5.2.6. Alkaloidy

5.2.6.1. Karbazolové alkaloidy

5.2.6.1.1. Murraya koenigii

Aromatické listy Murraya koenigii (L.) Spreng. (Rutaceae) (Obr. 31) maji ucinky
hypoglykemické, hepatoprotektivni, antibakteriadlni, antioxida¢ni, imunomodulacni,
alkaloidl: murrayanin, mahanimbin (Obr. 30), girinimbin, murrayacin, isomurrayazolin,
isomahanimbin, koenimbidin nebo mahanin. Konkrétné u mahanimbinu byla zjisténa

inhibi¢ni aktivita vic¢i AChE in vitro [121].

H
CrCx

Obr. 30: Mahanimbin.

Obr. 31: Murraya koenigii [122].

Mani a kol. [121] zkoumali u mysi vliv celkového alkaloidového extraktu z listl
M. koenigii na kognitivni funkce a mozkovou cholinesterasovou aktivitu. Ztrata paméti
byla u mysi navozena skopolaminem nebo diazepamem. Ukdzalo se, Ze u starSich i

mladych mysi vyssi davky extraktu vyrazné zlepsily pamét a Uspésné zvratily amnézii.
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Alkaloidovy extrakt zlistl M. koenigii také v zavislosti na své davce snizoval

cholinesterasovou aktivitu a tim zvySoval hladinu ACH [121].

RovnéZ byla hodnocena betasekretasovou inhibi¢ni aktivita tohoto extraktu in
vitro. Alkaloidovy extrakt z M. koenigii inhiboval BACE 1 s hodnotou ICsq = 1,7 pg/ml.
Inhibice byla vyhodnocena jako nekompetitivni. Kromé karbazolovych alkaloidt, byly

v M. koenigii nalezeny také BACE 1 inhibitory seskviterpenické struktury [121].

5.2.6.1.2. lanthella sp.

Fytochemicka analyza australské morské houby lanthella sp. (lanthellidae)
ukazala pritomnost diktyodendrint F-J. Byla u nich objevena betasekretasova inhibi¢ni
aktivita, pohybujici se u diktydendrini F, H-J v rozmezi hodnot ICsq = 1-2 uM.
U nékterych byly objeveny ucinky cytotoxické. Jediny diktyodendrin J, majici
neobvyklou 1,2-diketonovou skupinu, nevykazoval cytotoxické ucéinky a inhiboval

BACE 1 s hodnotou ICsg = 2 uM [123].

5.2.6.2. Isochinolinové alkaloidy

5.2.6.2.1. Nelumbo nucifera

Jung a kol. [93] z extraktu embrya ze semen rostliny Nelumbo nucifera izolovali
kromé flavonu vitexinu i alkaloidy bisbenzylisochinolinového typu s inhibi¢ni aktivitou
vuci BACE 1. Alkaloid liensinin inhiboval BACE 1 s ICsg = 6,37 £ 0,13 uM, AChE s IC5o =
0,34 + 0,02 uM a BChE s IC5¢ = 9,96 + 0,47 uM. Dalsi izolovana slouc¢enina neferin (Obr.
32) inhibovala BACE 1 s ICsg = 28,51 + 4,04 uM, AChE s ICso = 14,19 + 1,46 uM a BChE
I1Cs0=37,18 £ 0,59 pM.

Obr. 32: Neferin.
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5.2.6.2.2. Coptis chinensis

O Coptis chinensis Franch. (Ranunculaceae) a jeho izolovanych alkaloidech je
znamo, Zze maji celou fadu biologickych aktivit, véetné ucinku neuroprotektivniho a
antioxidaéniho. V této souvislosti byly testovany isochinolinové alkaloidy z Coptidis
rhizoma: berberin, palmatin, jateorrhizin, epiberberin (Obr. 33), coptisin a
groenlandicin (Obr. 33). Alkaloidy byly testovany na BACE 1 a cholinesterasovou
inhibi¢ni aktivitu a jejich schopnost zhaset ROS. Jejich cholinesterasova inhibicni
aktivita byla mérena spektrofotometrickou metodou. VSechny izolované alkaloidy
vyznamné inhibovaly AChE s ICso v rozmezi hodnot 0,44 az 1,07 uM. Také u nich byla
zjisténa inhibi¢ni aktivita vac¢i BChE sICsqg vrozmezi hodnot 3,32 az 6,84 uM.
Z testovanych alkaloidl pouze groenlandicin a epiberberin vykazovaly dobrou BACE 1
inhibici sICsp = 19,68 a 8,55 uM. Kineticka analyza vyhodnotila inhibici jako
nekompetitivni. Pfitomnost methylendioxy skupiny na kruhu D se ukazala byt pro
inhibi¢ni schopnosti téchto dvou alkaloid( jako klicova. Groenlandicin i epiberberin

navic dosahovaly dobré schopnosti inhibovat obé cholinesterasy [124].

OMe

Obr. 33: Groenlandicin (1) a epiberberin (2).

Mimo inhibice BACE 1 a cholinesteras se stejna studie také zabyvala vlivem jiz
zminénych alkaloidd na oxidacni stres, ktery také pfispiva k patogenezi AD.
U isochinolinovych alkaloidd byla konkrétné zjisténa schopnost vychytavat slouceninu
ONOO'. ONOO' vznika z radikald NO- a ‘O, a je vysoce oxidujici a nitracni, oxiduje
bunécéné komponenty, vcéetné proteinu, lipidl, uhlovodikl a DNA, zvySuje podil

agregovaného AP a stimuluje zanétlivou reakci. Groenlandicin a jateorrhizin vykazovaly
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nejsilnéjs§i ONOO™ vychytdvaci schopnosti s1Cso = 0,84 a 0,78 uM. Avsak pouze

groenlandicin a coptisin vykazovaly celkovou ROS inhibujici aktivitu [124].

Alkaloidy z C. chinensis maji vysoky potencial ve vyvoji terapie AD. Mnohé z nich
inhibuji soucasné aktivitu cholinesteras i BACE 1 a navic maji antioxidacni schopnosti.
Obzvlasté groenlandicin dosahuje vysokych inhibi¢nich schopnosti, ma vyrazné ONOO~

vychytdvaci schopnosti a dobrou schopnost inhibovat ROS [124].

5.2.6.3. Pyridinové

5.2.6.3.1. Piper nigrum

Z plodl Piper nigrum L. (Piperaceae) byl izolovan pyridinovy alkaloid piperin
(Obr. 34), ktery inhiboval BACE 1 s hodnotou ICsg = 580 uM. Piperin vykazuje
antioxidacni a tlumici Ucinky a diky své nizké molekulové hmotnosti mize prestoupit
pres HEB. Hodnotil se také inhibi¢ni vliv methanolového extraktu plod( P. nigrum na
aktivitu AChE v koncentracich 250 pg/ml (21,6 %) a 500 pg/ml (36,2 %). Zde byla

inhibi¢ni aktivita hodnocena v % inhibice [88].

Obr. 34: Piperin.

5.3. Neidentifikované slouceniny

5.3.1. Cytospora rhizophorae

V ramci hledani novych pfirodnich inhibitord BACE 1 Harrun a kol. [125]
studovali biologickou aktivitu slou¢enin pochazejicich z endofytickych hub malajskych
[éCivych rostlin. Endofytické houby tvofi mycelia v rostlinnych pletivech. Harrun a kol.
ve své studii zkouseli 212 endofytickych extrakt(, z nichz 29 inhibovalo BACE 1 vice nez
z 90 %. Nejaktivnéjsi extrakty, jejichz hodnoty dosahovaly hodnot ICsg menSich nez
3 ug/ml, pochazely z houby Cytospora rhizophorae Kohlm. et E. Kohlm. (Valsaceae).
Vysoce ucinné extrakty endofytickych hub byly izolovany z korene Cinnamomum
porrectum (Roxb.) Kosterm. (Lauraceae) a z Polyalthia glauca (Hassk.) F. Muell.
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(Annonaceae). V této studii nebyly identifikovany konkrétni Gcinné slozky extraktu
[125].
5.4. Souhrnny prehled pfirodnich latek s betasekretasovou
inhibi¢ni aktivitou

V nasledujici ¢asti je uveden souhrnny tabulkovy prehled (Tab. 2) pfirodnich

latek s betasekresovou inhibi¢ni aktivitou.
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Rostlina Celed' Aktivni sloucenina Strukturni typ 1Cso [UM] Ref.
Saccharomyces cerevisiae Saccharomycetaceae | Gly-Pro-Leu-Gly-Pro-lle-Gly-Ser peptid 2,6 58
Camellia sinensis Theaceae epigallokatechin-gallat 1,6
(—)-gallokatechin-gallat 1,8
(-)-epikatechin 2,3
(—)-epigallokatechin 2,4
(—)-gallokatechin 2,5
katechiny a jejich estery 64

(+)-epikatechin 2,8
(—)-katechin 3
(+)-katechin 3,5
(—)-epikatechin-gallat 4,5
(—)-katechin-gallat 6

Cornus officinalis Cornaceae kys. p-kumarova ] 90

- hydroxyaromatické kys.
kys. gallova 66
- - neuvedeno

kys. ursolova triterpen
loganin seskviterpen 92 113

Homalomena occulta Araceae 2-[(Z)-heptadec-11-enyl]-6-hydroxybenzoova kys. 6,23
2-[(62,92,127)-heptadeka-6,9,12-trienyl]-6- 628
hydroxybenzoova kys. ! -
2-[(9Z,122)-heptadeka-9,12-dienyl]-6- 703
hydroxybenzoova kys. ’
2-hydroxy-6-(12-fenyldodecyl)benzoova kys. hydroxyaromatické kys. 7,65

. 1,2,3-trigalloyl-4,6-hexahydroxydiphenoyl-13-D-

Sanguisorba sp. Rosaceae . 3,1
glukopyranosid 70
1,2,3,4,6-pentagalloyl-13-D-glukopyranosid 3,76

Punica granatum Lythraceae ellagova kys. 3,9 =
punikalagin 0,41
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Rostlina Celed' Aktivni slou¢enina Strukturni typ IC5o [UM] Ref.
Perilla frutescens var. acuta Lamiaceae kys. rozmarynova hydroxyaromatické kys. 21 7
luteolin flavon 0,5
Abronia nana ‘ Nyctaginaceae mirabijalon D 4,2
boeravinon D rotenoidy 4,8 74
abronion A 62,2
Eisenia bicyclis ‘ Lessoniaceae florofurofucoekol-A 2,13
diekol 2,21
dioxinodehydroekol 5,35
7-floroethol florotaniny 8,6 75
trifloroethol A 11,7
ekol 12,2
floroglucinol 36,5
Magnolia officinalis Magnoliaceae 4-0-methylhonokiol lignan 10,3 76
Angelica dahurica Apiaceae imperatorin ) 91,8
(+)-byakangelicol kumariny 104,9 78
Smilax china Smilacaceae verafenol 4,2
oxyresveratrol 7,6
79
cis-scirpusin A 10
cis/trans resveratrol 15
Vitis thunbergii var. . . .
taiwaniana Vitaceae miyabenol C stilbeny neuvedeno 81
Vitis vinifera Vitaceae (+)-vitisinol E 14,4+0,3
(+)-&-viniferin 10,6 £0,2
(+)-ampelopsin A 26,6+0,2 82
(+)-vitisin A 08+0,1
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Rostlina Celed Altivni sloucenina Strukturni typ 1C5 [MM] Ref.
Vitis vinifera Vitaceae (—)-vitisin B 0,4+0,1 82
stilbeny
Paeonia lactiflora Paeoniaceae (-)-7a,8a-cis-g-viniferin neuvedeno 83
Geranium thunbergii Geraniaceae geraniin 4
ellagitaniny 84
korilagin 34
Phellinus linteus Hymenochaetaceae | hispidin 4,9 85
styrylpyrony
Auricularia polytricha Auriculariaceae polyfenoly odvozené od hispidinu neuvedeno 87
Curcuma longa Zingiberaceae kurkumin 560
demethoxykurkumin 630
diarylheptanoidy 88
bisdemethoxykurkumin 1500
bisdemethoxykurkumin 17
Nelumbo nucifera ‘ Nelumbonaceae liensinin 6,37+0,13
isochinolinové alkaloidy
neferin 28,51+ 4,04 93
vitexin 19,25 + 3,03
Morus lhou ‘ Moraceae kuwanon C 3,4
flavony 94
kuwanon A 53
neuvedeno myricetin 2,8 98
Sophora flavescens ‘ Fabaceae sophoraflavanon G 5,2
kurarinon 3,3
leachianon A 8,4 100
flavanony
kushenol A 2,6
(25)-20-methoxy kurarinon 6,7
leachianon G 8,6
kushenol C 5,5
103
8-lavandulylkempferol flavonoly 7,3
desmethylanhydroikaritin 1,9
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Rostlina Celed Aktivni sloucenina Strukturni typ 1C5 [MM] Ref.
Sophora flavescens Fabaceae xanthohumol 7,2
kuraridinol chalkony 7,1 103
kuraridin 6
Psoralea corylifolia Fabaceae neokorylin isoflavon 0,7+0,1
bakuchiol meroterpen 21,3+0,3
bavachromen 7,2+0,2
isobavachromen chalkony 9,8+0,3 104
bavachalkon 10,2+0,3
7,8-dihydro-8-(4-hydrofenyl)-2,2-dimethyl-2 H,6 H- 1601
[1,2- B:5,4- B']dipyran-6-on flavanony
bavachinin 3,8+0,2
Glycyrrhiza glabra Fabaceae 2,2°,4’'-trihydroxychalkon chalkon 2,45 55
Petasites japonicus Asteraceae kvercetin 2,1
kempferol 3-0-(6"-acetyl)-B-glukopyranosid lavonoly neuvedeno 105
Ficus benjamina Moraceae isoflavony
neuvedeny neuvedeno 106
kumarano-chroman-4-ony
Cephalot.“af(us harringtonia Taxodiaceae 2,3-dihydro-6-methylginkgetin 0,4
var. fastigiana
Cycas revoluta Cycadaceae 2,3-dihydroamentoflavon 0,8
Podocarpus macrophyllus var. Podocarpaceae podokarpusflavon A flavonoidni dimery 1 107
macrophyllus amentoflavonového typu
Cunninghamia lanceolata Cupressaceae sekvojaflavon 7,4
amentoflavon 1,5
Rhus parviflora Anacardiaceae agathisflavon 10 108
Murraya koenigii Rutaceae a-karyofylen seskviterpen 2300 88
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Rostlina Celed Aktivni sloucenina Strukturni typ 1C5 [MM] Ref.

Murraya koenigii Rutaceae B-karyofylen 4200

seskviterpeny 88
B-karyofylen-oxid 1200
alkaloidovy extrakt karbazolové alkaloidy 1,7* 121

Aralia cordata Araliaceae 16a-hydroxy-17-isovaleroyloxy-kauran-19-ova kys. 18,58
17-hydroxy-kaur-15-en-19-ova kys. diterpeny 23,4 115
7-oxo-pimara-8(14),15-dien-19-ova kys. 24,1

Panax notoginseng Araliaceae ginsenosid Rgl 6,2 116

Polygala tenuifolia Polygalaceae tenuifolin triterpeny 76,1 118

Daedalea sp. Polyporaceae daedanol C 14,2 120

lanthela sp. lanthellidae diktyodendrin J karbazolovy alkaloid 2 123

Coptis chinensis Ranunculaceae groenlandicin 19,7

isochinolinové alkaloidy 124
epiberberin 8,6

Piper nigrum Piperaceae piperin pyridinové alkaloidy 580 88

Aloe vera, nobilis Xanthorrhoeaceae allo-aloeresin D
C-2'-dekumaroyl-aloeresin G

chromony neuvedeno 109
2'-0O-kumaroyl-(S)-aloesinol
2'-0-[p-methoxy-(E)-cinnamoyl]-(S)-aloesinol

Lavandula luisieri Lamiaceae celkova inhibi¢ni aktivita silice monoterpeny 121* 110

Cytospora rhizophorae Valsaceae endofyticky extrakt neidentifikované slouceniny < 3* 125

Ecklonia cava Lessoniaceae florofurofukoekol A 58,3**

florotaniny 8
diekol 36,8**
) (5)-5,7,3',5'-tetrahydroxy-flavanon-7-O-B-D-

Balanohora involucrata Balanophoraceae . flavanon 10,4%**
glukopyranosid 99
3,4,2',6'-tetrahydroxydihydroflavon-4'-O-B-D-

y yamy P dihydrochalkon 31,4%***

glukopyranosid
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* hodnoty ICsp jsou uvedeny v pug/ml
** inhibi¢ni aktivita je vyjadfena v % inhibice pfi koncetraci inhibitoru 1 uM
*** inhibi¢ni aktivita je vyjadifena v % inhibice pfi koncetraci inhibitoru 10 uM

**** inhibi¢ni aktivita je vyjadfena v % inhibice pti koncetraci inhibitoru 100 uM

Tab. 2: Souhrnny pfehled pfirodnich slouéenin s BACE 1 inhibi¢ni aktivitou vyjadifenou v ICsq [UM].
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6. Zavér

Screening rostlin, vramci testovani jejich sekundarnich metabolitl jako
inhibitord BACE 1, prinesl Sirokou skalu sloucenin rliznych strukturnich typu. Jejich
prfimé vyuziti vterapii AD je vSak ¢asto omezeno jejich nevhodnymi fyzikalné-
chemickymi vlastnostmi nebo pfili§ vysokou hodnotou 1Csg. Vhodnymi kandidaty na
nova potencidlni |éCiva s mechanismem inhibice BACE 1 jsou zejména slouceniny
dostatecéné lipofilni a majici zaroven nizkou molekulovou hmotnost. Tyto dvé vlastnosti
jsou nezbytné pro prostup PM a HEB. PfiliSnd kyselost nebo bazicita slouéenin jsou
z hlediska absorpce neZadouci. Je nutné, aby jiz nizké koncentrace inhibitoru
vykazovaly vysokou inhibi¢ni aktivitu vaci BACE 1, kterd je vyjadfovana nejcastéji
hodnotou ICso. Perspektivnimi slou¢eninami se vtomto ohledu jevi byt obzvlasté ty

s 1Cso< 10 uM [4; 55; 57].

Z hlediska potencidlniho terapeutického vyuZiti jsou nadéjné polyfenolické
slouceniny katechiny a jejich estery izolované z extraktu Camellia sinensis. Biologicky
nejaktivnéjsim katechinem je EGKG. Katechiny prostupuji HEB a vyzkumy u nich
prokazaly mnoho dalSich pfiznivych plsobeni na AD. Mimo velmi dobré inhibi¢ni
aktivity vici BACE 1, zvysuji i aktivitu a-sekretasy, snizuji translaci APP mRNA, snizuji
produkci a hladinu AB, sniZuji AR navozenou zvySenou aktivitu kaspas a neuronalni
apoptoézu. V zavislosti na své koncetraci inhibuji také AChE a BChE a maji antioxidacni

vsve

molekulovou hmotnosti [126; 127; 128; 129].

Jinymi fenolickymi slou¢eninami, které splfiuji podminky k pfestupu pres HEB a
zaroven maji dobrou inhibi¢ni aktivitu, jsou resveratrol a jeho derivaty verafenol,
oxyresveratrol a cis-scirpusin A. Resveratrol ma sice absorpci 75 %, ale skute¢na BD je
kolem 1 %. Resveratrol totiz ve stfevé a jatrech podléhd rozsahlé metabolizaci.
V budoucim vyzkumu se mohou uplatnit analoga resveratrolu, kterda maji zlepSenou
BD. Resveratrol prokazatelné snizuje produkci AB, chrani neurony pred toxickym
pUsobenim AB, zabranuje kognitivnimu poskozeni a ma také ucinky antioxidacni. Jeho

neuroprotektivni Ucinky byly doloZzeny ¢etnymi studiemi [79; 126; 130; 131].
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Zdalsich fenolickych slouéenin jsou schopny pfes HEB prostoupit
furanokumariny, hydroxyaromaticka kyselina p-kumarova a diarylheptanoid kurkumin.
Jejich inhibi¢ni ucinek na BACE 1 je v3ak slaby a proto nejsou prakticky vyuZitelné.
V klinické studii [92] bylo prokazano, Zze kurkumin pfes HEB prestupuje ale jeho BD je

velmi nizka, protoze podléha vysokému first pass efektu. [66; 78; 132].

Flavonoidni slouceniny jako takové dobfe prochazeji HEB. Maiji vSak nizkou BD.
Absorpci predchazi jejich deglykosylace, kterda se déje za pomoci dvou enzym(
v tenkém strevé. VSechny flavonoidy nejsou ale jejich substraty a proto pokracuji do
tlustého streva, kde jsou flavonoidy hydrolyzovany stfevni mikroflérou. Degradovany
jsou také uvolnéné aglykony. Navic absorbce v tlustém stfevé je minimalni. Aglykony
jsou po absorpci ve velké mife konjugovany a plazmatickd koncentrace volnych

aglykont je velmi nizka [133].

(ICso= 0,5 uM) a myricetin (ICso = 2,8 uM). Po peroradlnim podani byla absolutni
biodostupnost myricetinu nizka — kolem 10 % [134]. U skupiny flavanon( vykazovaly
nejlepsi hodnoty ICsq slouceniny kushenol A (ICso = 2,6 uM) a kurarinon (ICsg = 3,3 uM),
izolované ze Sophora flavescens a 7,8-dihydro-8-(4-hydrofenyl)-2,2-dimethyl-2 H,6 H-
[1,2- B:5,4- B']dipyran-6-on (ICso = 1,6 + 0,1 uM) z extraktu Psoralea corylifolia. Z fady
chalkoni mél nejlepsi betasekretasovou inhibi¢ni aktivitu THCH (ICso = 2,45 uM)
izolovany z Glycyrrhiza glabra, z flavonoll to byly desmethylanhydroikaritin (ICsq =
1,86 uUM) ze Sophora flavescens a kvercetin (ICsq = 2,1 uM) z Petasites japonicus. Zdroj
[135] uvadi, Ze podani kvercetinu je omezené kvuli jeho Spatné rozpustnosti, nizké BD
z Psoralea corylifolia. Flavonoidy obecné dosahovaly velmi nizkych hodnot ICso. Viz.

kapitola 5.2.2. Flavonoidy.

Terpeny spliuji kritéria pro prostup HEB, jsou lipofilni a maji nizkou
molekulovou hmotnost. Dosahovaly vsak vétSinou pouze nevyznamnych hodnot ICsg,
Za zminku stoji pouze ginsenosid Rgl izolovany z Panax notoginseng s ICso = 6,18 uM.
Nékteré studie potvrdily velmi nizkou BD ginsenosidu Rgl pohybujici se v rozmezi

hodnot 0,1 % az2 %, jiné 4 % az 18 % [110; 136].
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Karbazolové alkaloidy jsou substraty P-glykoproteinu, coZ s nejvétsi
pravdépodobnosti zapficini, Ze skrze HEB nebudou schopny projit. Zminéné alkaloidy
isochinolinové — groenlandicin a epiberberin budou také velmi téZzce prochazet pres
HEB, protoZe maji kvarterni dusik. Bisbenzylisochinolinové alkaloidy izolované

z embrya ze semen rostliny Nelumbo nucifera HEB prostupuji velmi tézce [137; 138].

Pouziti pfirodnich slouéenin s BACE 1 inhibi¢ni aktivitou vterapii AD je
limitovano bud' jejich pfiliSnou polaritou, velkou molekulovou hmotnosti, vysokymi
hodnotami ICsp nebo nizkou BD. Tyto slouceniny vSak mohou poslouzit jako strukturni
predlohy pro design novych nepeptidovych inhibitord nebo mohou byt pfinosnymi pfi
detailnéjsich studiich BACE 1. Sekunddarni metabolity, které se zdaji byt nadéjnymi
kandidaty, se musi podrobit podrobnéjsimu vyzkumu. Jedna se zejména o slouceniny,
které maji nizké hodnoty ICso, prostupuji membranami a maji komplexni Ucinek —
kupfikladu inhibuji zaroven také cholinesterasy, ovliviuji expresi APP, inhibuji

neuronalni apoptdzu ¢i maji antioxidacni ucinky.
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Abstrakt

Kocova, K.: Pfirodni latky a jejich B-sekretasova inhibi¢ni aktivita, Diplomova prace,
Univerzita Karlova v Praze, Farmaceutickd fakulta v Hradci Kralové, Katedra

farmaceutické botaniky a ekologie, Hradec Krdlové 2015, 83 s.

Tato resSersni diplomova prace, cerpajici zejména ze zahrani¢ni odborné
literatury, poddvd uceleny prehled ptirodnich latek s pB-sekretasovou inhibi¢ni

aktivitou.

V uvodni kapitole Alzheimerova choroba je stru¢né uvedena definice, rizikové
faktory a symptomatologie onemocnéni. Vétsi ¢ast kapitoly popisuje etiopatogenezi
onemocnéni se zaméfenim na amyloidovou teorii. Nakonec jsou zde zminény také
soucasné pristupy terapie Alzheimerovy choroby a pristupy, které zlstavaji v klinickych
zkouSenich. Dal$i oddily prdce se vénuji enzymu B-sekretase z hlediska jejich
fyziologickych funkci a substratd. Ddle je zhodnocen soucasny stav vyzkumu
syntetickych inhibitort B-sekretazy, popsany nejduilezitéjsi metody testovani inhibice a
aktivity B-sekretazy in vitro a nastinéna problematika vyvoje novych inhibitord pomoci

metody in silico.

StéZejni Cast prace tvofi vycet pfirodnich latek s betasekretazovou inhibi¢ni
aktivitou. Tato ¢ast je strukturovana dle jednotlivych typu primdarnich a sekundarnich
metabolitd. Jednotlivé slouceniny jsou porovnavany dle hodnot inhibi¢ni koncentrace

ICs a pro prehlednost uvedeny v tabulce.

Klicova slova: Alzheimerova choroba, BACE 1, inhibice, prirodni latky
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Abstract

Kocova, K.: Natural compounds and their B-secretase inhibitory activity, Diploma
thesis, Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradci Kralové, Department

of Pharmaceutical Botany and Ecology, Hradec Krdlové 2015, 83 p.

Data used in this Diploma Thesis have been taken from foreigner scientific
literature. It provides the whole summary of natural compounds with B-secretase

inhibitory activity.

First chapter Alzheimer’s disease briefly describes a definition, risk factors and
symptomatology of the disease. Most of this chapter characterizes an etiopathology of
the disease focused on amyloid theory. Finally there are also mentioned current
approaches to therapy of Alzheimer’s disease and those, which stay in clinical trials.
Next part is dedicated to physiological functions and substrates of the B-secretase. This
diploma thesis evaluates the current state of scientific research of synthetic inhibitors
of B-secretase, describes the most important methods of testing inhibition and activity
of B-secretase in vitro and outlines the issue of development of new inhibitors using in

silico method.

Main part of this work consists of the list of natural compounds with B-
secretase inhibitory activity. This part is structured according to particular types of
primary and secondary metabolites. Compounds are compared using values of

inhibitory concentration ICspand included in the table.

Key words: Alzheimer’s disease, BACE 1, inhibition, natural compounds
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