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Abstrakt
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Nézev diplomové prace: Vliv inhibitor cholinesterdz na monoaminergni systém a

energeticky metabolismus

Inhibitory cholinesterdz (ChE) hraji kli¢ovou roli v 1é€bé Alzheimerovy choroby
(AD). Zpomaluji kognitivni deficit a ptisobi také pozitivné¢ na funkéni i behaviordlni
symptomy choroby. V soucasné dob¢ jsou jedinymi latkami z této skupiny schvalenymi
k 1écbé AD rivastigmin, donepezil a galantamin. Prvnim inhibitorem ChE byl takrin,
ktery byl z trhu staZen pro svou toxicitu a nezadouci ucinky. Ve snaze najit latky s nizsi
toxicitou a postihujici soucasné vice patofyziologickych mechanismi AD jsou
syntetizovany a intenzivné¢ zkoumdny nové derivaty takrinu a 7-methoxytakrinu (7-
MEOQOTA). Pisobeni inhibitori ChE na mitochondridlni funkce a energeticky
metabolismus neni dostate¢né¢ objasnéno. Cilem price je zjistit, jak pasobi in vitro
inhibitory ChE na energeticky metabolismus a bunéCnou respiraci, konkrétn¢ na
komplexy I-IV elektronového transportniho fetézce a enzym citraitového cyklu
citratsyntdzu. Pfedpoklddd se také inhibicni dcinek na aktivitu monoaminooxiddz
(MAO). U nové€ vyvijenych litek s multimodédlnim uc¢inkem je inhibice izoformy MAO-
B zahrnuta v mechanismech tc¢inku. Vysledky této studie identifikovaly jednu molekulu,

kterd by se mohla stat potenciondlnim kandidatem pro dal$i vyzkum v oblasti novych

1éCiv k 1écbé AD.
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Title of diploma thesis: Effect of cholinesterase inhibitors on monoaminergic system and

energy metabolism

Cholinesterase (ChE) inhibitors play an essential role in the treatment of Alzheimer’s
disease (AD). They effect positively cognitive, functional and behavior symptoms of AD.
Up to date, donepezil, rivastigmine and galantamine represent the only ChE inhibitors
approved for AD treatment. The first ChE inhibitor was tacrine, which was withdrawn
from market due to its toxicity and adverse effects. Recently, novel tacrine and
7-methoxytacrine (7-MEOTA) derivatives were synthetized and extensively investigated
to find less toxic compounds affecting pathological mechanisms associated with
development of AD. There is less known about effects of these drugs on mitochondrial
functions and cellular energy metabolism. The aim of this project is to examine in vitro
effects of ChE inhibitors on energy metabolism and cellular respiration, specifically on
mitochondrial electron transport chain complexes and an enzyme of the citric acid cycle
— citrate synthase. Inhibitory effects on monoamine oxidase B (MAO-B) activity can be
also expected. Inhibition of MAO-B is included in mechanisms of action of newly
developed multitarget drugs. The results of this study identified one molecule that could

become a potential candidate for further research of new drugs for therapy of AD.
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1. Seznam zKkratek

ABAD - AB vazajici alkoholdehydrogenaza z anglického AR binding alcohol
dehydrogenase

Al — amyloid B

ACh — acetylcholin

AChE - acetylcholinesterdza

AD — Alzheimerova choroba z anglického Alzheimer’s disease

ADP — adenosin-5 ‘-difosfat

Akt — proteinkindza B

APP — amyloidovy prekurzorovy protein

ATP — adenosin-5 ‘-trifosfat

BuChE - butyrylcholinesteraza

ChE - cholinesterdza

CoQ — koenzym Q19

COX - cytochrom c¢ oxidaza, komplex IV

cyt ¢ — cytochrom ¢

DMSO - dimethylsulfoxid

ETC — elektronovy transportni fet€¢zec z anglického electron transport chain
5-HT - 5-hydroxytryptamin, serotonin

ICs0 — polovi¢ni inhibi¢ni koncentrace

MAO — monoaminooxiddza

7-MEOTA - 7-methoxytakrin

mPTP — mitochondridlni pér piechodné propustnosti z anglického mitochondrial
permeability transition pore

mtDNA — mitochondridlni DNA

NADH - redukovany nikotinamidadenindinukleotid

NAD+ — oxidovany nikotinamidadenindinukleotid

nDNA — jadernd DNA

NMDA - N-methyl-D-asparagova kyselina

OXPHOS - oxidativni fosforylace

ROS - reaktivni formy kysliku z anglického reactive oxygen species

ROX - zbytkova spotteba kysliku z anglického residual oxygen consumption

sAPPa — sekretovany a-prekurzor amyloidu



TCA cyklus — cyklus trikarboxylovych kyselin z anglického tricarboxylic acid, citratovy
cyklus, Krebstv cyklus

T2 — dijodthyronin

T3 — trojodthyronin

Aym — mitochondridlni membranovy potenciél

Ap — protonova hnacf sila



2. Uvod

2.1. Alzheimerova nemoc

Alzheimerova nemoc (AD) je progresivni neurodegenerativni onemocnéni, u kterého
dochdzi extracelularné k akumulaci amyloidu-8 (AB, senilni plaky) a intraceluldrné
k uklddani depozit hyperfosforylované formy tau proteinu do neurofibrilarnich klubek
(tangles). Tretim klicovym symptomem je Gbytek neurond, ktery vede k celkové atrofii
mozkové tkané (Rusina et al., 2014). AD je charakterizovdna zhorSenim kognitivnich

funkci a ztratou paméti. Jde o nejCastéjsi pti€inu demence.

Hlavnim rizikovym faktorem pro rozvoj této nemoci je vék. Prevalence v populaci
vyrazné nartstd po 65. roce véku. Ve vekové skupiné 65letych postihuje dveé az tii
procenta populace, ve vékové skupiné 80letych 30 procent i vice. AD odpovida piiblizné
za dvé tfetiny syndromti demence. V CR bylo v roce 2010 demenci postiZeno asi 80 000
osob, celosvétove 36 milionll osob. V souvislosti se starnutim populace se ocekava, Ze se
prevalence vyskytu demence do roku 2030 zdvojnasobi (Rusina et al., 2014). Podle
Svétové zdravotnické organizace bude toto Cislo jest¢ vyS$i — 82 milidnu lidi

(www.who.int).

Abnormality AR a tau proteinu jsou pfic¢inou neurondlnich dysfunkci a bunécné smrti.
V souvislosti s pfi¢inami vzniku a rozvoje AD jsou diskutoviany rtzné hypotézy
(viz Obr. 1). Nejcastéji zminované jsou tau hypotéza (Maccioni et al., 2010) a hypotéza
amyloidni kaskady, kterd predpoklada, ze urcitd akumulace derivatu amyloidového
prekurzorového proteinu (APP), amyloidu B, indukuje charakteristické biochemické,
histologické a klinické zmény, které se miZou manifestovat u pacienti s AD (Hardy a
Selkoe, 2002). Jako kritické se povazuji oligomery sloZené ze 42 aminokyselin (AB42)
(Walsh a Selkoe, 2007). Ptestoze AR a hyperfosforylovany tau protein jsou nejvice
zminovany jako patogenni mechanismy této choroby, v posledni dob& se dostdva do
Sir§tho povédomi i mitochondridlni hypotéza AD (Hardy a Higgins, 1992; Mohandas et
al., 2009; Swerdlow et al., 2010). Z dalSich hypotéz jsou debatované tyto: hypotéza
oxidativniho stresu (Markesbery, 1997), hypotéza zanétu (Zotova et al., 2010), vaskularni
hypotéza (de la Torre, 2010), cholesterolovd hypotéza (Wood et al., 2014), hypotéza
vychdzejici z predpokladu, Ze neuropatogenni efekt A u AD souvisi s interakcemi mezi

Al a nckterymi kovy (Zelezo, méd’, zinek) (Bush a Tanzi, 2008) a hypotéza, kterad
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2

predpoklada, Ze  vyznamnym  neuropatologickym  prvkem  AD  jsou

[ 4

abnormality buné¢ného cyklu neuront (Neve a McPhie, 2006).

Mitochondrialn{

kaskadova
Hypotéza hypotéza
oxidativniho Tau hypotéza
stresu
Celularni a AI:lhyepiz:::Zvy :ﬁgfsjz
vaskularni hypotéza . ,
nemoci nerovnovahy
Cholesterolova Amyloidova
hypotéza A kaskadova
Hypotéza hypotéza
zanétu

Obr. 1 Hypotézy diskutované v souvislosti s AD (Modifikovano dle: Hroudova et al., 2016)

2.2. Mitochondrialni dysfunkce u AD

Na patofyziologii AD se podili mitochondridlni dysfunkce, kterd byla pozorovéna

v krevnich bunkéch, fibroblastech a neuronech pacienti s AD (Bosetti et al., 2002;
Cardoso et al., 2004; Gibson et al., 1998). Na molekuldrni drovni je narusen energeticky
metabolismus, kdy poSkozend funkce mitochondridlnich enzyml byla pozorovdna
zejména u COX (cytochrom c oxidaza, komplex IV), ale také u dalSich komplexti ETC
(Chandrasekaran et al., 1996; Parker et al.,1994). Inhibice komplexu I mlze byt ¢astecné
vysvétlena interakci ND3 (mitochondridlné kédovana subjednotka komplexu I) a Al
(Munguia et al., 2006). Nedostate¢nost COX byla pivodné popsdna v trombocytech
pacientli s AD (Parker et al., 1990). Pozdé¢ji byl u pacient s AD potvrzen tibytek aktivity
COX v mitochondriich izolovanych nejen z trombocytii ale i postmortem z motorické
ktry a hippokampu (Bosetti et al., 2002). U AD bun¢k byl rovnéZ zaznamenan pokles
funkce rtznych mitochondridlnich proteint, véetné enzyml cyklu trikarboxylovych
kyselin (TCA; citrdtovy cyklus, Krebsiv cyklus) a komplexti elektronového
transportniho fetézce (ETC) (Bosetti et al., 2002; Cardoso et al., 2004; Chaturvedi a Flint
11



Beal, 2013; Gibson et al., 1998; Karbowski a Neutzner, 2012). Soucasn€ svou roli
v patofyziologii mitochondridlnich dysfunkci hraje také jak zvySend produkce ROS
(reaktivnich forem kysliku), tak narusend antioxida¢ni ochrana (Maes et al., 2012;

Starkov, 2008).

K mitochondridlnim dysfunkcim souvisejicim s patofyziologii AD muiZeme zatradit
defekty v systému oxidativni fosforylace (OXPHOS), zvySeni deleci, mutaci nebo
polymorfismi. mtDNA (mitochondridlni DNA), poskozeni kalciové signalizace,
poskozeni energetického metabolismu stejné tak jako interakce se specifickymi proteiny
(napf. AB, tau protein, a-synuklein) (Hroudova et al., 2014). Mitochondrialni dysfunkce
indukovdna AB pfispivd k poSkozeni energetického metabolismu, defektim
v aktivité/funkcich klicovych enzymt ETC, akumulaci/zvysené produkci ROS, zménam
v mitochondridlni biogenezi a dynamice. Mitochondrie maji ti¢inny antioxidacni systém
proti ROS a veSkerym poruchdm v mitochondridlnim metabolismu pfispivajicim ke
zvySené produkci ROS. Neni nutno pfili§ zdiraznovat, Ze ROS ve své podstaté ptispivaji
k neurodegeneraci. Navzdory rozsdhlému vyzkumnému usili o pochopeni patofyziologie
neurologickych onemocnéni v souvislosti s mitochondridlni dysfunkci, neni dodnes

pfesny mechanismus zndmy (Hroudové et al., 2016).

Soucasné pouzivané biomarkery AD (AB, tau protein a fosforylovany tau protein)
souviseji s mitochondridlni dysfunkci (Chaturvedi a Flint Beal, 2013; Cummings, 2011;
Kristofikova et al., 2013). AB, tau protein a fosforylovany tau protein hraji mimo jiné roli
pfi patologické tvorbé ROS (Alavi Naini a Soussi-Yanicostas, 2015; Butterfield a
Sultana, 2011) a pfi poruchach ETC (Fukui a Moraes, 2008).

Poskozeni mitochondridlniho metabolismu, zejména ETC a stejné tak zvySeny
oxidativni stres, miiZou hrat vyznamnou roli v patogenezi AD. N¢které ucinky latek
pouzivanych pro symptomatickou terapii AD miiZou souviset s jejich piimym piisobenim

na mitochondridlni funkce (Singh et al., 2017).
2.3. LéCiva k terapii AD a jejich ucinky

MozZnosti soucasné terapie AD jsou omezené a jsou zaloZené na poddvani inhibitorti
acetylcholinesterazy (AChE) (donepezil, rivastigmin, galantamin) a/nebo antagonisty
NMDA receptortt (memantin) (viz Obr. 2.). V terapii kognitivnich poruch a demence u
senioril jsou také vyuzivand nootropika, jako je piracetam, i kdyz jejich ucinek nebyl
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podle EBM (evidence based medicine) prokdzin (Hroudova et al., 2016; Zemek et al.,
2014).

Donepezil, rivastigmin a galantamin pozitivné ovliviuji centrdlni cholinergni
transmisi. Inhibici AChE sniZuji degradaci acetylcholinu (ACh) a tim zvySuji jak
koncentraci, tak i jeho setrvdvani v nervovych synapsich (Nieoullon, 2010). Ukéazalo se,
ze tyto tf1 latky zaroven vykazuji urcité neuroprotektivni vlastnosti, u kterych
mechanismus ucinku pravdépodobné nesouvisi s inhibici AChE (Arias et al., 2005; Ye et
al., 2015). Necholinergni alternativou k inhibitorim AChE je v terapii AD memantin,
ktery pasobi na glutamitové NMDA receptory. Memantin je stfedn¢ afinitnim
nekompetitivnim antagonistou NMDA receptort, brani jejich nadmérné aktivite, aniZ by

narusil jejich normalni fyziologickou aktivitu (Lipton, 2004, 2005)

0 Hy
i
\o N\/O e N 0 N\‘CH;
| CH,

CH,

9]

H—s DONEPEZIL
RIVASTIGMIN
NH,
HC.
CH'
GALANTAMIN MEMANTIN

Obr. 2 Chemicka struktura léciv schvalenych pro terapii AD. Vytvoieno v https://chem-
space.com/

Donepezil je nekompetitivni a reverzibilni inhibitor ACh. Zmirfiuje mitochondridln{
dysfunkce navozené kyselinou okadaovou, konktrétné zvySenou hladinu vdpniku
v mitochondriich (zvySeni hladiny Ca ndsledn¢ vede k naruseni ETC, nadprodukci ROS)
a zmény Awm; tyto Ucinky donepezilu byly pozorovany v mitochondriich izolovanych z

mozkll potkani (Kamat et al., 2011). Neuroprotektivni efekt inhibitori AChE byl

13



pozorovén také v neuroblastech SH-SYSY vystavenym vlivu kyseliny okadaové nebo
AB2s.35 (Arias et al., 2005). Vedle toho byl pozorovén ucinek donepezilu proti glutamétem
navozené neurotoxicit¢ na primarnich kulturdch ziskanych z mozkové kiiry potkant;
preinkubace kortikdlnich neuronti s donepezilem zabranila glutamdtem indukované
apoptéze ndsledkem které dochdzi k apoptézou navozené smrti neuronti (Takada et al.,
2003).

Bylo zjisténo, ze donepezil zpusobuje snizeni Aym, zvySené uvoliiovani cytochromu ¢
(cyt ¢) do cytosolu a zmény v expresi proapoptotickych proteinii ze skupiny Bcl-2 (Ki et
al., 2010). Donepezil vykazoval schopnost navozeni apoptozy v leukemickych
buiikkdch HL-60 prostiednictvim mitochondriemi zprostfedkované kaspaza-dependentni
drdhy (Ki et al., 2010). Po podani donepezilu byla po 24 hodinich pozorovéana vyrazna
depolarizace mitochondridlni membrany, kterd se jesté znacné zvysila po 48 hodinach.
Studie ukdzala, Ze donepezil navozuje aktivaci kaspazy-9 jako disledek snizeného Aym.
Pokles Awm zpravidla souvisi s formovdnim mitochondridlnich pértt prechodné
propustnosti (mitochondrial permeability transition pore, mPTP) a difuzi cyt ¢ do
cytosolu. V bunkkdch HL-60 donepezil zvySoval hodnoty cytosolického cyt ¢, coz svédci
o zapojeni mitochondrii do apoptdzy indukované donepezilem. Toto zjiSténi ukazuje na
to, Ze donepezil méni hladiny proteint ze skupin Bid, Bax, Bcl-2 a Bcl-xl. Nasledkem je

sniZzeni Aym a uvolnéni cyt ¢ z mitochondrii (Ki et al., 2010).

Rivastigmin je nekompetitivni pseudoireverzibilni inhibitor AChE (Ellis, 2005; Jann,
2000), ktery navic inhibuje také butyrylcholinesterdzu (BuChE). Jako dudlni inhibitor
muZe rivastigmin poskytnout trvalejsi pisobeni neZ selektivni AChE inhibitor a zpomalit
vznik amyloidogennich proteini (Ballard, 2002). Bylo zjisténo, Ze dlouhodobé podavani
rivastigminu sniZuje odbourdvani ACh snizenim aktivity AChE v cerebrospindlni
tekutin€ pacientli s AD (Amici et al., 2001; Hellstrom-Lindahl et al., 2000; Parnetti et al.,
2002). Biochemické studie ukazuji, Ze selektivita inhibice AChE rivastigminem je v CNS
veétsi nez na periferii (Jann, 2000; Polinsky, 1998). Z tohoto diivodu miiZe byt u pacientli
s AD, u kterych se stav zhorSuje po podani selektivniho inhibitoru AChE anebo netoleruji
terapii donepezilem, prospé$nd zména stavajici terapie na rivastigmin (Auriacombe et al.,
2002; Bartorelli et al., 2005).

Béhem procesu degenerace primarnich potkanich neuront rivastigmin sniZoval

sekreci A a zvySoval sekreci sAPPa (sekretovany a-prekurzor amyloidu) Stepeného a-
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sekretdzou. ZvySend hladina sAPPoa Stépeného a-sekretdizou muze zasahovat do
metabolické aktivity bunky a podporovat pieziti neuront (Bailey et al., 2011)
Rivastigmin vykazuje vyrazny uc¢inek na lymfocytarni mitochondrie. U pacientli s AD,
kterym byl podan rivastigmin, byla pozorovana vyssi oxidativni a enzymaticka aktivita
v porovndni se skupinou pacientll s AD, které rivastigmin poddvan nebyl a kontrolni
skupinou bez diagnézy AD (které také rivastigmin podavéan nebyl). Statisticky vyznamny
rozdil byl pozorovan pro oxidaci pyruvatu-malétu (substrat komplexu I) a glycerol-3-
fosfatu (substrat komplexu III), a pro enzymatické aktivity komplexu II, III a IV.
Rivastigmin zvySuje schopnost mitochondrii oxidovat substraty komplext I a III (zvySuje
respiracni kapacitu) a podporuje enzymatickou aktivitu komplext ETC (komplexu II, IIT
a IV) (Casademont et al., 2003). Mechanismus, kterym rivastigmin stimuluje ETC, neni

zatim znam.

Galantamin mé dudlni d¢inek; ptsobi jako kompetitivni reversibilni inhibitor AChE
a jako alostericky modulator nikotinového receptoru zirovenn potencuje ucinek ACh
(Rogawski, 2004). Tato alosterickd modulace nikotinového receptoru pro ACh muze byt
urcitym terapeutickym benefitem pro 1écbu AD (Maelicke, 2000). In vitro studie na
bunikdch PC12 prokdzaly, Ze galantamin dokédze buniky ochrénit pfred AB-indukovanou
apoptézou. Dokézal zabrdnit agregaci AB, morfologickym zméndm endoplazmatického
retikula a mitochondrii, véetné poklesu Aym a akumulaci ROS (Liu et al., 2010). Pfi
koncentracich niz§ich nez 100 uM galantamin v lidskych buiikich HePG nepusobil
cytotoxicky, neovliviioval markery oxidativniho stresu (tj. nezvySoval produkci
malondialdehydu a nesnizoval hladiny glutathionu) a nezvySoval ani vlastni produkci
ROS (Ezoulin et al., 2005). Galantamin byl schopen vyrazné obnovit aktivitu komplexu

I a IT u mysi, u nichZ byla vyvoldna neurodegenerace intrahippokampalnim podanim

kyseliny kainové (Kumar et al.,, 2011).

Memantin je necholinergni alternativou k inhibitorim AChE, ptsobi jako
nekompetitivni antagonista NMDA receptortl, ke kterym ma nizkou afinitu. Byl schvédlen
pro 1écbu mirnych az t€Zkych forem AD. Memantin byl schopen v in vitro podminkach
zabranit neurotoxicité¢ indukované berberinem (ta se projevuje zvySenym prunikem vody
do mitochondrii, zvySenim oxidativniho stresu a poklesem Awm) (Kysenius et al., 2014).
Memantin v in vitro podminkéch zabranoval nezvratnym elektrofyziologickym zménam

vyvolanym inhibitorem komplexu II, 3-nitropropionovou kyselinou, avSak na toxické
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zmeény vyvolané inhibitorem komplexu I, rotenonem, nemél Zadny vliv (Tozzi et al.,
2007). Memantin rovnéZ prokdzal neuroprotektivni vlastnosti; mé€l schopnost zabranit
neurodegeneraci indukované AB a zesilit utilizaci glukézy v mozku (Rogawski, 2004).
Memantin pfiznivé ovliviiuje mitochondridlni dysfunkce a sniZenou hladinu vapniku
v mitochondriich. Déle vykazuje schopnost zvrétit nepfiznivé zmény Awm a sniZit
produkci ROS navozenou pusobenim kyseliny okadaové v mitochondriich mozku
potkantli. Pro porovnani je nutno zminit, Ze donepezil nem¢l za téchto podminek vliv na
tvorbu ROS (Kamat et al., 2011). U&inky memantinu byly zkoumany na drovni gliovych
buné¢k, neuropeptidii a enzymil degradujicich peptidy na zvitecim AD modelu, kde byly
urCité oblasti potkantho mozku vystaveny vlivu kyseliny ibotenové. Tato kyselina je
silnym neurotoxinem. Diky své prostorové struktufe je alosterickym analogem glutamatu
a chova se jako neselektivni agonista glutamatovych receptord. Pti sou¢asném podéani
obou latek studie prokdzala protektivni G¢inek memantinu souvisejici se zménami
neuropeptidll, neuronti a gliovych bun¢k. Aktivace gliovych bun¢k pravdépodobné hraje
vyznamnou roli v patofyziologii AD a koreluje se zménami hodnot neuropeptidi
v mozku postizeném AD. Tyto neZiddouci zmény v hodnotich neuropeptidii byly
obnoveny podavanim memantinu (Ahmed et al., 2004). Cilem studie, kterou provedl Arif
et al. (2009), byl vyzkum protektivniho vlivu memantinu na zmény neuropeptidi
vyvolané AB»s3s v peptidergnich a gliovych buinikach (Arif et al., 2009). Memantin
potlacoval aktivaci glutamatu blokddou NMDA receptort, coZ vedlo ke sniZené aktivaci
gliového systému. Tato sniZzend aktivita gliového systému potlacila gliemi
zprosttedkované zmény neuropeptidii a jejich degradacnich enzymil. Studie tedy
poukazuje na urcitou roli gliovych a peptidergnich bun¢k v patofyziologii AD.
Miguel-Hidalgo et al. (2002) prokazali protektivni vliv terapeutickych koncentraci (2,35

+ (0,23 uM) memantinu na proces neurodegenerace vyvolané vlivem AS.

Soucasnd 1écba AD je tedy omezena na symptomatické poddavani inhibitorQ
cholinesterdz a/nebo necholinergni alternativy memantinu. Probiha intenzivni vyzkum ve
snaze najit nové molekuly, které by se mohly stat slibnymi kandidaty pro terapii AD.
Strategie nove vyvijenych 1éCiv se riizni a vychazi ze stavajicich hypotéz AD ( Hroudova,

2017).
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2.4. Vliv inhibitort AChE a memantinu na mitochondrialni funkce

Utinky nékterych 1é¢iv pouZivanych v symptomatické terapii AD souvisi s jejich
pfimym vlivem na mitochondridlni funkce. V in vitro studiich, provadénych na
mitochondriich ziskanych z mozka prasat, byly zkoumany ucinky farmakologicky
odliSnych kognitiv (galantamin, donepezil, rivastigmin, 7-methoxytakrinu /7-MEOTA/,
memantin) a nootropik (latrepirdin, piracetam) (Singh et al., 2017). Byl studovan vliv na
aktivitu komplextt ETC (komplex I, II + III, IV), citritsyntdzy, monoaminoxidazy
(MAO), na spotiebu kysliku a produkci peroxidu vodiku. Aktivita komplexu I byla
sniZzena po inkubaci s galantaminem, donepezilem a memantinem; aktivita komplexu II
+ III byla pisobenim galantaminu zvy$end. Zadné testované 1é¢ivo nevyvolalo ani ve
vysSich koncentracich (100 pumol/L, piracetam az 10 mmol/L) vyznamné zmény ve
spotiebé kysliku. VSechny zkoumané litky inhibovaly aktivitu MAO-A. Jako nejsilng;si
inhibitory MAO-A ze skupiny vySe zkoumanych 1éCiv byly shledany donepezil, 7-
MEOTA a latrepirdin. Zadné z testovanych 1é¢iv nijak zdsadn& nezasahovalo do
sukcindtem indukované produkce mitochondridlniho peroxidu vodiku. Piimy ucinek
kognitiv a nootropik uZivanych v terapii AD na mitochondridlni respiraci je relativné
maly. Jako nejbezpecnéjsi 1éCiva z hlediska naruSeni mitochondridlnich funkci se jevi
piracetam a rivastigmin.  Inhibice MAO-A kognitivy a nootropiky muze byt
soucdsti mitochondridlni neuroprotekce. Tyto vysledky jsou odrazovym mistkem pro
budouci vyzkum, ktery bude mit za cil kvantifikaci G¢inkl soucasn€ pouZivanych 1é¢iv
a/nebo nové syntetizovanych latek na mitochondridlni funkce v zavislosti na jejich

mechanismu tc¢inku (Singh et al., 2017)
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3. Teoreticka ¢ast

Soucasnd 1écba AD je omezena pouze na symptomatické podavani inhibitorit ChE
a/nebo necholinergni alternativy memantinu. Probihd intenzivni vyzkum ve snaze najit
nové molekuly, které by se mohly stét slibnymi kandidéty pro terapii AD. Strategie nové
vyvijenych 1éCiv se rizni, vychdzi ze stavajicich znalosti AD. Soucasny vyvoj novych
1éCiv pro terapii AD je orientovan na rtizné patofyziologické procesy AD: ovlivnéni
cholinergniho deficitu, tvorbu a eliminaci patologickych proteini Af a
hyperfosforylovaného tau proteinu, zanétlivé procesy, nedostatek neurotrofnich faktort,
mitochondridlni dysfunkci, inzulinovou rezistenci a dalSi patofyziologické procesy AD
(Hroudova, 2017). Uvadét zde mechanismy vSech nové vyvijenych latek (skupin latek)
pro terapii AD by bylo velmi obsdhlé, proto jsem se niZe zaméfila pouze na ty skupiny

nove vyvijenych latek, které bezprostredné ovliviiuji mitochondriélni funkce.

3.1. Mitochondrie

4

Mitochondrie jsou bunécné organely sloZzené z vnéjSi a vnitfni membrany,
mezimembrianového prostoru a intracelularni matrix. Vnéj$i membréna kryje a formuje
samotnou organelu, vnitfni membréna je zvinéna a tvofi tzv. kristy. V mitochondridlnim
matrix je lokalizovan TCA cyklus. Hlavni funkci TCA cyklu je oxidace acetyl-CoA
ziskaného z metabolismu cukrii, aminokyselin a mastnych kyselin. TCA cyklus je
uspotddany jako supramolekuldrni komplex, ktery umoziuje interakce s mitochondridlni
membranou a elektronovym transportnim fetézcem (ETC) béhem oxidativni fosforylace

(OXPHOS) (Velot a Srere, 2000).

Kli¢ovou roli mitochondrii je produkce adenosin-5’-trifosfatu (ATP), kromé této
funkce jsou zapojeny do dalSich dileZitych procesii jako napft. regulace tvorby reaktivnich
forem kysliku a dusiku, neurotransmiterti, homeostdzy bunécného vapniku a spousténi
apoptézy. Mitochondrie jsou rovnéz dillezité pro vyvoj neuronil a synaptogenezi..
Poskozena funkce mitochondrii vede k poskozeni bioenergetiky, poklesu produkce ATP,
naruSeni vapnikové homeostazy, zvySené produkci zminénych reaktivnich forem kysliku

a dusiku, a tim ke zvySeni oxidacniho stresu (Hroudova a Fisar, 2010, 2011).
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3.1.1. Fyziologie oxidativni fosforylace

Dychaci ftetézec je lokalizovany v kristdch, strukturdch tvofenych vnitini
mitochondridlni membranou (viz Obr. 3). ETC se skladd z komplexi
se supramolekularni strukturou, kde mitochondridlni protonové pumpy (komplexy I,
III a IV) transportuji protony a vytvari protonovy gradient (Bunoust et al., 2005;
Kadenbach et al., 2010). Do komplexu III jsou elektrony transportovany nepietrzité,
komplex IV umoziuje redukci Oz na H2O. VétSina ATP syntetizovana ATP syntazou
(komplex V) pochéazi z elektrochemického gradientu mezi mitochondridlnimi
kompartmenty oddé€lenymi vnitini mitochondridlni membranou. Kofaktor koenzym
Qio (ubiquinon; CoQ) je zodpovédny za ptenos elektronii z komplexu I a II do
komplexu III; druhym dualezitym kofaktorem je cyt ¢, ktery pfendsSi elektrony
z komplexu III do komplexu IV (Solmaz a Hunte, 2008). Oba kofaktory moduluji
energii a produkci ROS (Mattson et al., 2008; Rodriguez-Hernandez et al., 2009).

Energie ulozena v ATP je vyuZita pro udrZeni iontové homeostazy v synapsich a
pro fosforyla¢ni reakce. ATP je nezbytny pro excitabilitu a pteZiti neuronid, OXPHOS
je zapojend do synaptické signalizace a souvisi se zménami neurondlni struktury a
funkce. Presynaptickd nervova zakonceni (synaptozomy) potiebuji ATP pro
exocytézu a regeneraci neurotransmitert a pro udrZeni iontové homeostdzy, z tohoto
diivodi je v téchto mistech mitochondrii vice neZ v jinych ¢astech buiiky (Choi et al.,

2009).

Enzymy TCA cyklu, oxidativni fosforylace a MAO jsou klicovymi enzymy pro

vyzkum v molekuldrni psychiatrii.
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Obr. 3 Mitochondrie - oxidativni fosforylace (Modifikovano dle: Jackson et al., 2018)

3.1.2. Regulace oxidativni fosforylace

Regulace systému OXPHOS se odehravd se na péti trovnich: 1. pfimd modulace
kinetickych parametri ETC (prostfednictvim exprese pomalych nebo rychlych
izoforem komplexu IV, biochemickou modulaci katalytické aktivity komplexu IV,
posttranslacni modifikace komplexti ETC a dalsi), 2. regulace vnitini efektivity
OXPHOS (zménami v protonové vodivosti, v poméru fosfatu ke kysliku (P/O) nebo
v dostupnosti ~ substrati  pro jednotlivé komponenty ETC), 3. dynamika
mitochondridlniho systému (fize, déleni, pohyblivost, sloZeni membranovych lipidi,
pranik vody), 4. mitochondridlni biogeneze a degradace, 5. vnitini prostfedi bun¢k a
mitochondrii (Benard et al., 2010).

Efektivita OXPHOS je zdvisld na doddvce redukénich ekvivalentl do ETC a na
aktivit¢ zucastnénych enzymovych komplext. Optimdlni efektivita a pritokové

poméry jsou zdavislé na regulaci komplexu I (odrdZzi integritu bunécné drahy) a

komplexu II (kterému ptedchdzi TCA cyklus) (Cairns et al., 1998). Vycerpani
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meziprodukti TCA cyklu hraje velmi vyznamnou roli v regulaci toku OXPHOS.
Béhem zkousek respirometrie je nutnd doddvka substratti jak pro komplex I, tak i pro
komplex II. Pro dosaZeni maximélni hodnoty respirace je nutny konvergentni vstup
elektronti a rekonstituce TCA cyklu (Gnaiger, 2009). Regulacnim faktorem je také
dostupnost adenosin-5’-difosfatu (ADP) pro adenin nukleotidovy transportér ve
vnitini mitochondridlni membran¢ (Ramzan et al., 2010).

Predpoklada se, ze komplex I je zodpovédny za adaptivni zmény a fyziologické
nastaveni efektivity OXPHOS (Cocco et al., 2009). Stechiometrickd ucinnost
OXPHOS je definovdna pomérem P/O nebo mnoZstvim anorganického fosfitu (P;)
zabudovaného do ATP na mnoZstvi spotiebovaného kysliku. Pomér P/O byl
analyzovan u potkanii v mozkovych, jaternich a srdecnich mitochondriich. U
komplexu I byly nalezeny tkanové specifické rozdily a zavislost na poméru P/O na
respiracnich hodnotéch, av§ak u komplexu II nikoliv (Cocco et al., 2009). Telford et
al. (2009) provedl analyzu metabolické regulace, kterd porovnavala aktivitu ETC a
hodnotu spotifeby kysliku a na zdkladé vysledkii zhodnotila roli komplexu I
v mozkovych synaptozomech potkanti. Vysledky studie sveéd¢i o tom, Ze komplex I je
rychlost limitujici krok pro spotiebu kysliku a je zodpovédny za vysoky stupeii
kontroly nad mitochondridlni bioenergetikou (Telford et al., 2009).

Jak je wuvedeno vySe, transmembranovy potencidl vnitfni mitochondridlni
membrany je pro OXPHOS klicovy. Protony jsou transportovany navenek a vytvaii
protonovou hnacf silu (Ap), kterd sestdva z podilu elektrického Aym (negativni uvnitt)
a z podilu chemického ApH (Mitchell, 1961, 1966). V mitochondriich je Ap tvofena
hlavné Awm. Aym reguluje schopnost mitochondrii tvofit ATP a ROS; a sekvestraci
Ca?* vstupujictho do bun&k. Aym a syntéza ATP spolu navzdjem souvisi; optimalni
syntéza ATP vyzaduje hodnoty v rozmezi mezi -100 mV a -150 mV. Tyto hodnoty
jsou primarn€ dosahovany pomoci Awm, ktery se drzi na vysSich hodnotich
(kolem -200 mV) a sekundarng jsou regulovany mechanismy, které snizuji Aym na
niz§i hodnoty (Kadenbach, 2003). Zmény Awm ovliviluji permeabilitu
mitochondridlnich membrén a produkci ROS, Aym pod -150 mV vede k exponencidlné
zvySené permeabilité stejné tak jako k produkci O>™ a H2O» (Kadenbach et al., 2010).
Podobnym zpiisobem mitochondridlni membrany exponencidlné zvySuji svou
permeabilitu pro protony (Kadenbach, 2003). Z tohoto divodu je Awm striktné

kontrolovéan a miiZe byt regulovan riznymi parametry.
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Regulace OXPHOS je sloZity proces, kde jednotlivé tirovné a mechanismy regulace
nejsou zcela piesné zndmy. DileZitou roli zde hraje vépnik a zejména jeho hladina
v mitochondriich. Difve se predpoklddalo, Ze transport Ca** pfes mitochondridlni
membranu mél vyznam pouze pro udrzeni optimalni hladiny cytosolického Ca?*, kdy
v piipadé presyceni Ca®" dochazi k jeho prestupu pies mitochondridlni membranu
z cytoplazmy smérem do mitochondrii. V piipad¢, kdy v cytoplazmé doSlo k presyceni
Ca?*, akumuloval se vapnik také v mitochondriich a spotfebovaval Aym (McCormack
et al., 1990; Nicholls et al., 2003; Rizzuto et al., 2000). V soucasné dobé se ma za to,
7e Ca?* za pomoci fosforylace reguluje aktivitu dehydrogendz; syntéza ATP je
spusténa cAMP-dependentni fosforylaci a ukoncena vdpnikem indukovanou
defosforylaci (Lee et al., 2001; Ludwig et al., 2001).

V TCA cyklu jsou hladinami Ca** ovlivnény enzymy glycerolfosfitdehydrogeniza,
pyruvatdehydrogendza, isocitritdehydrogendza a a-ketoglutaratdehydrogenaza, kde
jejich fosforylace vede ke zvySené produkci ATP, k produkci glykogenu a k oxidaci
glukézy (Rizzuto et al., 2000). Reverzibilni fosforylace pyruvatdehydrogendazového
komplexu zprostiedkovand vépnikem castecné reguluje dodavku redukcénich
ekvivalenti (pomér NADH/NADY). Aktivace TCA cyklu zvysi produkci NADH
(nikotinamidadenindinukleotid) a to vede k aktivaci ptestupu elektronti od komplexu
I az do komplexu IV (Viola a Hool, 2010).

Byla také pozorovana regulace komplexu I a podjednotek COX prostfednictvim
specifickych proteinkindz a proteinfosfatiz. cAMP-dependentni proteinkinidza
katalyzovala fosforylaci podjednotky komplexu I (Papa et al., 2002). Pti nizkych
hladindch Ca** protein fosfatdza defosforyluje a inaktivuje komplex I. Pfedpokl4da se,
ze COX je pfi vysokém podilu ATP/ADP regulovédna prostfednictvim alosterické
inhibice ATP (Kadenbach et al., 2010). Extramitochondridlni pomér ATP/ADP
reguluje aktivitu COX tak, Ze pii vysokém poméru ATP/ADP se navdzané ADP na
cytosolickou subjednotku COX vyméni s ATP, a to zplsobi alosterickou inhibici
(Napiwotzki a Kadenbach, 1998). Stejné tak se ma za to, Ze zvySend intracelularni
hladina Ca®* aktivuje mitochondridlni fosfatizu, kterd defosforyluje COX a zrusi
alosterickou inhibici (Lee et al., 2002). Pti fyziologickych podminkdch je alostericka
inhibice modulovdna zvySenou hladinou Ca, vysokou koncentraci substritu a
thyroidnich hormonti. Ca**-dependentni defosforylace indukovdna hormony md za

nasledek ztratu kontroly respirace pomoci poméru ATP/ADP, dochézi ke zvyseni Ap,
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poklesu ¢erpani protond, ke zvySeni hodnoty respirace a ATP-syntézy za soucasného
snizeni efektivity energetické transdukce (Bender a Kadenbach, 2000).

Thyroidni hormony, zejména trijodthyronin (T3) a dijodthyronin (T2), maji
vyznamny vliv na mitochondridlni energeticky systém a na mitochondridlni genom
(Cheng et al., 2010). Mechanismus alosterické inhibice COX je tuzce spojeny
s regulaci prostfednictvim thyroidalnich hormont. T2 je zodpoveédny za kratkodoby
ucinek thyroidnich hormont a bezprostfedné zvysuje bazalni metabolismus. T2 vznika
intracelularni dejodaci T3 a vdZe se na specifickd T2 vazebnd mista, kterd byla
identifikovadna na vnitfni mitochondridlni membréané (Goglia et al., 1999). Tato vazba
na podjednotku COX zrusi alosterickou inhibici respirace prostfednictvim ATP
(Arnold et al., 1998), to ma za nésledek ¢astecné oslabeni OXPHOS zvysSenim Ay, a
nasledn¢ dochdzi zvySenim Aym k naruseni vnitiniho systému COX (Kadenbach,
2003). Timto zpisobem thyroidni hormony zvySuji permeabilitu pro protony;
v potkanich hepatocytech bylo pozorovano, Ze hypertyre6za podnécuje prunik protonti
a obrat ATP, pficemZ nemitochondridlni spotfeba kysliku ziistala nezménéna (Harper
a Brand, 1994; Starkov, 1997). Na druhou stranu, v potkanich hypothyroidnich
buiikdch byl pozorovdn vyznamny pokles priiniku protoni a nemitochondridlni

spotieby kysliku, zatimco obrat ATP nebyl nijak ovlivnén (Harper a Brand, 1993).

3.1.3. Respirometrie s vysokym rozlisenim

Princip respirometrie v uzaviené komofe je zaloZzen na zméndch koncentrace
kysliku, kdy pocatecni koncentrace je obvykle 21%. Postupné méfeny vzorek
spotfebovdva kyslik a jeho koncentrace se snizuje. V soucasné dobé¢ je pouZivanou
metodou respirometrie s vysokym rozliSenim (high-resolution respirometry). Tato
metoda dokdze detekovat i malé zmény v bunécné respiraci navozené ucinkem
substratl, inhibitorti a rozpojovacich proteint. I tyto drobné zmény mohou ukazovat
na vyznamné mitochondridlni defekty zplsobené poSkozenim mitochondridlnich
proteinli nebo membran, na defekty mtDNA anebo na poruchy mitochondridlnich
signalizacnich kaskad. Tento novy standard méfeni mitochondridlni a bunécné
respirace je provadén na Oroboros Oxygraphu. Méfeni je zaloZeno na vysoce citlivych
elektrodach, inovativni integrované konstrukci méficiho pfistroje, minimalizaci diftize
kysliku do okoli a pokrocilém softwaru, ktery umoZiuje zaznamendvéani spotieby

kysliku v case (Gnaiger et al., 1995; Hutter et al., 2006).
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3.1.4. Specifické inhibitory ETC

Specifickym  inhibitorem  komplexu I je rotenon, komplexu II
thenoyltrifluoroaceton. Ob¢ latky indukuji produkci O>™ kterd miize vést k masivni
tvorbé ROS (Chen et al., 2007; Foster et al., 2006; Turrens, 2003). Pyrrolnitril inhibuje
jak komplex I, tak i komplex II. Zasahuje do transportu elektronti mezi NADH, CoQ

a sukcindtem, pfi¢emzZ na COX nema Zadny vliv (Wong et al., 1971).

Inhibitory komplexu III — antimycin, myxothiazol a stigmatellin, se mezi sebou 1i${
svym mechanismem t¢inku. Antimycin A inhibuje transfer elektronil z cytochromu b
na CoQ, blokuje Q; misto komplexu IIl. Naopak myxothiazol a stigmatellin blokuji
transfer elektront z redukovaného CoQ v misté Q, (Viola a Hool, 2010). Stigmatellin
inhibuje pfenos elektronli a obnovu CoQ; myxothiazol inhibuje pfenos elektronti

z redukovaného CoQ na cyt ¢ (Raha et al., 2000).

Inhibitory komplexu IV — KCN a azid sodny (NaN3) snizuji aktivitu COX
(Ferguson et al., 2005). Azid specificky blokuje pifechod mezi cytochromem a a
cytochromem a3 (Wilson a Chance, 1967). Inhibice COX prostiednictvim KCN je
reverzibilni, kyanid inhibuje na COX jak transport elektrontl, tak i protonii (Nuskova,
et al., 2010)

Oligomycin je inhibitorem komplexu V. Blokuje kandl pro priichod protonil
(podjedntotka Fo). Tento inhibitor zvySuje Aym a pouZiva se jako inhibitor respiraéni
faze 3. Um¢le vyvola fazi 4, to znamen4 fazi respirace nezavislou na ADP fosforylaci

nebo klidovou fazi (LEAK) (Sjovall et al., 2010).

Béhem oxidace substrati komplexu I (pyruvéatu, maldtu, glutamdtu) inhibice
rotenonem nezvySuje H>O»z; oproti tomu oxidace substritu komplexi I a II
v pfitomnosti antimycinu A H20: zvySuje. Jak myxothiazol, tak stigmatellin inhibuji
produkci O>™ a predpoklada se, Ze zaroven inhibuji efekt antimycinu (Konstantinov et
al., 1987; Raha et al., 2000). Pfi dlouhodobém podavani rotenonu byla v lidskych
koZnich fibroblastech pozorovdna maximdlni produkce O>", avSak pii podavani
antimycinu nikoliv (Koopman et al., 2010). Je zajimavé, Ze rotenon zabranil
antimycinu A indukovat produkci ROS u komplexu I, nikoliv v§ak u komplexu II (Q.
Chen et al., 2003). Oblast Q, komplexu III byla po kratkodobé expozici H>O; shleddna
jako zdroj zvySeného O>™ (Viola a Hool, 2010). KCN a azid sodny zvySuji tvorbu ROS
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(Ferguson et al., 2005). Oligomycin indukuje hyperpolarizaci vnitfni mitochondridlni

membrany a miZe zvysit hladiny O>" (Kirkland a Franklin, 2007).
3.2. Sledované mitochondriédlni enzymy

Komplex I (EC 1.6.5.3, NADH: ubichinon oxidoreduktdza, NADH dehydrogenéza) je
zasadnim bodem respirace. Katalyzuje oxidaci redukovaného NADH a tim regeneruje
NAD-+ pro TCA cyklus a oxidaci mastnych kyselin, a redukuje CoQ na ubichinol (Hirst,
2010). Ve stejném okamziku, kdy elektrony pfechdzi komplexem I, jsou pumpovany Ctyii
protony z matrix do mezimembranového prostoru. Komplex I je rovnéZ rychlost limitujici

enzym spotieby kysliku na synapsich (Telford et al., 2009).

Komplex Il (EC 1.3.5.1, sukcinatdehydrogenaza, sukcinat: ubichinon oxidoreduktdza)
je alternativnim vstupem elektronti do ETC, a je zaroven i jednim z enzymt TCA cyklu.
Je to lipoprotein sklddajici se ze Ctyf podjednotek navdzany na vnitini strané vnitini
mitochondridlni membrany. Spojuje oxidaci sukcinatu s redukci CoQ (Tomitsuka et al.,
2009). Komplex II se nepodili na protonovém gradientu. Podjednotky komplexu II jsou
kédovany pouze nDNA (jadernd DNA). Z tohoto diivodu se piedpokladd, ze komplex II
normalizuje aktivitu ETC, pokud je zde riziko defektl v mtDNA (Saada et al., 2001).

Komplex III (EC 1.10.2.2, ubichinol:cytochrom c oxidoreduktdza, CoQ-cyt c¢
reduktdza, cytochrom bci komplex) je tvoifen dvéma centry, Q; centrum orientované do
matrix; a Qo centrum orientované do mezimembranového prostoru (Chen et al., 2003).
Komplex III katalyzuje oxidaci jedné molekuly ubichinolu a redukci dvou molekul
cytochromu c. Mechanismus reakce komplexu III probiha ve dvou krocich a nazyva se Q
cyklus (Trumpower, 1990). B€hem Q cyklu jsou uvolnény do mezimembranového

prostoru Ctyfi protony.

Komplex IV (EC 1.9.3.1, cytochrom ¢ oxiddza, COX) umoziuje koncovou redukci O>
na H>O, uchovdvé vSechny ¢aste¢né redukované meziprodukty az do té doby, nez je
redukce kompletni (Turrens, 2003). Komplex IV zprostiedkovavd pumpovani 4 protont
skrz membranu. Diive byl povazovan za endogenni metabolicky marker neurondlni

aktivity (Wong-Riley, 1989).

Citrdtsyntdza (EC 2.3.3.1) katalyzuje kondenzaci acetyl-CoA a oxalacetdtu na citrat

v TCA cyklu. Je to rychlost limitujici enzym, fidi tok TCA cyklu a hraje rozhodujici roli
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v regulaci tvorby energie béhem mitochondridlniho dychani. Aktivita TCA cyklu je
regulovana fosforylaénim potencidlem matrixu mitochondrii, pomérem NAD*/NADH a
derivaty mastnych kyselin (Kispal et al., 1989). Pouziva se jako kvantitativni marker

neposkozenych mitochondrii (Scaini et al., 2010).
3.3. Monoaminooxiddza

Monoaminooxiddza (EC 1.4.3.4. MAO) je lokalizovdna na vnéjsi mitochondridlni
membrané a katalyzuje oxidativni deaminaci aminovych neurotransmitert stejné jako
aminovych xenobiotik. Ridi metabolickou degradaci katecholaminii a serotoninu
(5-hydroxytryptamin, 5-HT) v nervovych a jinych cilovych strukturdch. Hlavni
fyziologickou dulohou intraneurondlni MAQO je udrzeni velmi nizkych koncentraci
monoamini v cytosolu. Tento enzym véazany k membrané¢ je flavoprotein, jeho
kofaktorem je FAD (flavin adenin dinukleotid). Tento kofaktor byl identifikovédn jako
misto, na které se ireverzibiln¢ vdZzou kovalentni vazbou inhibitory MAO (Youdim a
Bakhle, 2006; Youdim et al., 2006). Vyskytuje se ve dvou izoformach: MAO-A a MAO-
B. Jednotlivé izoformy se lisi preferenci k substratim, specifitou k inhibitortm, distribuci
v ruznych tkdnich a bunikéch a imunologickymi vlastnostmi (Bach et al., 1988). MAO-A
metabolizuje 5-HT a je citliva na inhibici nizkymi koncentracemi klorgylinu, zatimco
MAO-B uptednostiiuje benzylamin nebo 2-fenylethylamin (PEA) a je citliva na inhibici
nizkymi koncentracemi selegilinu. Tyramin, tryptamin, dopamin, norepinefrin a
epinefrin jsou stejné dobfe oxidovany obéma izoformami MAO. Obé& izoformy se
vyskytuji ve velké mife v CNS; v serotoninergnich neuronech a astrocytech je vyssi
vyskyt MAO-B, v katecholaminergnich neuronech je vyssi vyskyt MAO-A. (Youdim et
al., 2006).

MAO mé souvislost s neurodegeneraci vlivem oxida¢niho stresu (vychazejici ze
zvysené produkce peroxidu vodiku) (Naoi et al., 2006). Aktivita MAO v mozku pacientli
s AD se zvysuje (Cai, 2014; Sherif et al., 1992). Aktivovand MAO hraje vyznamnou roli
v patogenezi AD. ZvySuje expresi B-sekretdzy a y-sekretdzy, a tim zvySuje produkci A
APP, hraje roli pfi formovani a akumulaci neurofibrilarnich klubek a ve zhorSeni
kognitivnich funkci jako dusledek destrukce cholinergnich neuronti a poruch

cholinergniho systému (Cai, 2014).
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3.4. Nové inhibitory ChE v preklinickych studiich

3.4.1. Derivdty takrinu

Prvnim registrovanym reversibilnim inhibitorem ChE byl takrin (viz Obr. 4). Je to
nespecificky inhibitor ChE, jeho selektivita k AChE je slaba, a proto jeho pouZiti
v klinické praxi bylo komplikovano fadou nezadoucich G¢inki (hepatotoxicita, GIT
dyskomfort). Z tohoto diivodu byl takrin staZen z trhu (Davis a Powchik, 1995). Jeho
derivat, 7-MEOTA (viz Obr. 4), pravdépodobné¢ diky jiné metabolizaci v organizmu
tyto vedlej$i ucinky nevykazoval. V soucasné dobé jsou vyvijeny nové derivity
takrinu a 7-MEOTA, které maji zachovanou terapeutickou u¢innost takrinu, ale jsou
mén¢ toxické (Soukup et al., 2013). Byly navrZzeny také hybridni molekuly takrinu:
takrin-flavonoidy, takrin-kumariny, takrin-troloxové hybridy a derivaty
takrin-propargylaminii. Tyto derivaty se jevi jako slibné multifunkéni inhibitory ChE.
Multifunkéni charakter téchto nove syntetizovanych latek zahrnuje kromé cholinergni
inhibice, také pozitivni u¢inek na nezZadouci agregaci A, schopnost chelatovat kovy,
schopnost reagovat na neZddouci piesyceni Ca®*, antioxida¢ni a neuroprotektivni
ucinek a dalsi (Korabecny et al., 2010a; Korabecny et al., 2010b). Je mozné, Ze nové
vyvijené slouceniny budou zasahovat vice patologickych mechanismi AD a mohly by

byt tedy vice uc¢inné.

NH, NH,
/O
X H,C A
= =
N N

TAKRIN 7-MEOTA

Obr. 4 Takrin a 7-MEOTA; vytvoreno v https://chem-space.com/
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3.5. Dalsi nové vyvijené latky k terapii AD

3.5.1. Inhibitory MAO-B a jejich hybridni derivdty

Selegilin a rasagilin jsou selektivni a ireversibilni inhibitory MAO-B, které se
pouzivaji v terapii Parkinsonovy nemoci. ZvySend exprese MAO-B miZe byt
disledkem zvySené hladiny ROS a timto hrét urcitou roli v etiologii AD (Hroudova et

al., 2016).

Selegilin ma antioxidacni a neuroprotektivni vlastnosti, snizuje peroxidaci lipida
v prefrontdlni kufe, striatu a hipokampu a zvySuje aktivitu glutathionperoxidazy.
V disledku téchto G¢inkl doslo ke zpomaleni neurodegenerativniho procesu u starych
potkanti (Kiray et al., 2006; Kitani et al., 2002). Jako dudlni inibitory AChE a MAO
byly popsdny nové derivaty karbamati ze skupiny aminoindant (fada piibuzna
rasagilinu) a fenylethylamin@ (fada pfibuzna selegilinu) (Sterling et al., 2002). Byly
také navrZzeny nové slouceniny sestavajici z benzylpiperidinové Casti donepezilu a

indolylpropargylaminové casti inhibitoru MAO (Bolea et al., 2011).

Lu et al. (2013) provedl syntézu takrin-selegilin hybridnich molekul, které byly
vyhodnoceny jako inhibitory ChE (AChE/BuChE) a MAO-A/B. Vysledky ukazaly, Ze
vétSina téchto molekul vykazuje vysokou inhibi¢ni aktivitu k ChE a/nebo MAO. Jedna
z téchto molekul vykazala vyvéazenou aktivitu vi¢i vSem zkoumanym enzymum:
AChE, BuChE, MAO-A a MAO-B, navic bylo prokazano, Ze inhibice MAO-B touto
latkou je ireversibilni. Vysledky tedy mohou ukazovat na to, Ze dand molekula ma
urcity potencidl stit se slibnym multifunkénim kandiddtem pro dalsi vyzkum (Lu et

al., 2013).

V soucasné dob¢ probiha vyzkum dalSich hybridnich sloucenin. Cilem je najit
takové slouceniny, které vykazuji optimalni multifunkéni dcinek pfi nizkém riziku

nezadoucich ucinki a diky tomu se stat slibnymi kandidaty pro 1écbu AD.

3.5.2. Ldtky interagujici s mitochondridlnimi enzymy — ABAD moduldtory,
mPTP moduldtory

AB je s AD spojovan jiz dlouho, zejména v souvislosti s tvorbou extracelularnich
plakt, avSak v posledni dobé se ukazuje, Ze svou roli v patofyziologii AD hraje i

intraceluldrni forma AB. V bunkach AB interaguje mimo jiné z mitochondridlnimi
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proteiny ABAD (AR vazajici alkoholdehydrogenaza) a cyklofilin D (Muirhead et al.,
2010). ABAD je dehydrogendza interagujici s AB a je nositelem AB-zprostiedkované
mitochondridlni a neurondlni dysfunkce (Valasani et al., 2014). ABAD zesiluje AB-
indukovany bunécny stres prostfednictvim sniZené aktivity COX a zvysené tvorby
ROS v neuronech. Snaha zaméfit se na mitochondridlni ABAD a navrhnout nové
ABAD modulatory se proto jevi jako slibna strategie vyvoje novych molekul pro

terapii AD (Lim et al., 2011; Valasani et al., 2014).

Mitochondridlni p6r prechodné propustnosti (mPTP) je multimerni proteinovy
komplex, lokalizovany ve vnitini mitochondridlni membrané. Tento komplex je
aktivovan prostfednictvim proapoptotickych podnétii jako jsou ROS a ptesyceni
vapnikem. Otevienim mPTP dochdzi k okamzité vyméné latek mezi mitochondriemi
a cytoplazmou a to vede ke ztrat¢ membranového potencidlu; vnitini mitochondridlni
membrdna se stava propustna pro molekuly do velikosti 1,5 kDa a to ve vysledku vede
k vyznamné zvySenému priniku vody do mitochondrii (Halestrap et al., 2002;
Kroemer et al., 2007). Cyklofilin D se jevi jako klicovy reguldtor formace mPTP.
Tento protein je lokalizovany v mitochondridlni matrix, pfi stresovych podminkéch se
pfesouva do vnitini mitochondridlni membrany a formuje mPTP (Baines et al., 2005;
Connern a Halestrap, 1994). Interakce mezi cyklofilinem D a AR potencuje
mitochondridlni, neurondlni a synapticky stres. Mitochondrie s -deficitem cyklofilinu
D jsou rezistentni na AB- a Ca®*-indukované zvyseni priniku vody do mitochondrif a
zménu propustnosti. Navic vykazuji vétsi kapacitu pro pufrovani hladiny véapniku a
produkuji mensi mnozstvi ROS. Absence cyklofilinu D v mitochondriich chrani
neurony pied bunécnou smrti indukovanou A3 a oxidativnim stresem (Du et al., 2008).
Potlacenim tvorby/funkce cyklofilinu D v bunkich se blokuje otevieni mPTP
indukované vapnikem a dochdzi k ochran¢ bunky pied bunécnou smrti nasledkem
oxidativniho stresu u rtiznych neurodegenerativnich onemocnéni véetné AD (Du et al.,
2008; Nakagawa et al., 2005). Tyto ucinky se jevi jako slibné cile pro vyvoj novych
latek pro terapii AD. V soucCasné dob¢ probihd vyzkum ve snaze najit nové mPTP

moduldatory, které by se mohly stat kandidaty pro terapii AD.
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3.6. Testované nové inhibitory ChE

Testované inhibitory ChE byly syntetizovany v Centru biomedicinského vyzkumu
Fakultni nemocnice Hradec Krdlové podle metod jiz diive publikovanych (Korabecny et
al., 2010a; Nepovimova et al., 2015). V této préci byly testovdny latky dvou fad nové
nasyntetizovanych derivatt - fada KS a fada AO. Rada KS (latky K1018, K1020 a
K1022) jsou hybridni molekuly 7-MEOTA a adamantylaminu (amantadinu) (viz Obr. 5).
Rada AO (latky K1046, K1053, K1056, K1060 a K1065) jsou hybridni molekuly
7 MEOTA a troloxu (hydrofilni analog vitaminu E) (viz Obr. 6). Vzhledem k tomu, Ze
jsou testované liatky odvozené od takrinu a 7-MEOTA, byl hodnocen také vliv téchto

referencénich latek.

Rada KS (n=2-28)

Obr. 5 RADA KS. derivity 7-MEOTA a amantadinu; vytvofeno v https://chem-space.com/

R

Rada AO (n=2-38)

Obr. 6 RADA AO., derivaty 7-MEOTA a troloxu: vytvofeno v https://chem-space.com/
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4. Cile

Cilem préce je zjistit a kvantifikovat i¢inky nové vyvijenych inhibitorti ChE na slozky
energetického metabolismu a monoaminergniho systému, které mohou souviset
s terapeutickymi a/nebo vedlejSimi ucinky 1éCby.

Pozornost bude vénovana zejména témto G¢inklim inhibitord ChE: hodnoty respirace

a aktivity mitochondridlnich enzymi (enzymy TCA, komplexy ETC, MAO).

Vysledky budou vyhodnoceny ve vztahu ke zndmym nebo predpokladanym
terapeutickym a nezddoucim ucinkiim testovanych molekul. Na mitochondridlni drovni
existuje nekolik potencidlnich cill, na které 1éCiva mohou pusobit, a které mohou vést
bud’ k terapeutickym dc¢inklim, anebo naopak k toxicité. Proto je dileZité testovat danou
molekulu na mitochondridlni toxicitu a na mozné poskozeni mitochondridlnich funkci jiz
v rané fazi nového vyvoje 1éku. Vysledky této studie by mohly pomoci ve vyzkumu

novych latek pro 1écbu AD.
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5. Experimentalni ¢ast
5.1. Material, chemikalie a média

Jako konzervacni a izolacni médium pro izolované mitochondrie byl pouZit pufrovany
roztok sacharézy (sacharéza 0.32 mol/L, HEPES 4 mmol/L, pH roztoku 7.4). Pro
spektrofotometrické méteni aktivit komplexi ETC byl pouzit Krebstiv-Henseleitav pufr
(118 mmol/L NaCl, 4.7 mmol/L KCl, 1.2 mmol/L KH>PO4, 1.2 mmol/L MgS04.7H>0,
25 mmol/L NaHCOs;, 11.1 mmol/L glukézy, pH 7.4). Pro spektrofotometrické méfeni
citratsyntazy byl pouzit pufr Tris HCI (100 mmol/L. (HOCH)3;CNH,, HCI, pH 8.1). Pro
méfeni mitochondridlni respirace bylo pouzito mitochondridlni respira¢ni médium
MiRO05 (sachar6za 110 mmol/L, K*-laktobionat 60 mmol/L, taurin 20 mmol/L,
MgCl-6H,0 3 mmol/L, KH>PO4 10 mmol/L, EGTA (kyselina ethylenglykol-bis(f3-
aminoethyl ether)-N,N,N’,N'-tetraoctova) 0.5 mmol/L, BSA volné od mastnych kyselin
1g/L a HEPES 20 mmol/L, pH 7.1). Jako rozpoustédlo testovanych latek byl pouZit
DMSO (dimethylsulfoxid). Pro meéfeni aktivity citrdtsyntdzy byla pouzita DNTB
(kyselina 5,5 "-dithiobis-2-nitrobenzoov4, Ellmanovo ¢inidlo).

Chemikalie pouZivané pii stanoveni aktivit jednotlivych enzymi a systému OXPHOS
byly zakoupeny u Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO, USA).

Radiochemikélie, 5-hydroxytryptamin [*H] trifluoroacetit ([*H]serotonin) a
2-fenylethylamin [ethyl-1!*C] hydrochlorid (['*C]PEA) byly zakoupeny u American
Radiolabeled Chemicals. Inc. (St. Louis, MO, USA).

Testované latky (K1018, K1020, K1022, K1046, K1053, K1056, K1060, K1065,
takrin, 7-MEOTA) byly syntetizovdny v Centru biomedicinského vyzkumu, Fakultni

nemocnice Hradec Kralové.

5.2. Izolace mitochondrii

Mitochondridlni frakce a purifikované mitochondrie byly izolovany a pfipraveny
z mozkové kiry prasat. Cerstvé mozky byly ziskdny z jatek a okamZité umistény do
pufrovaného studeného roztoku sachardzy. VSechny nasledujici procedury probihaly pfi
teploté 0 — 4 °C. Mozkova kiira byla oddélena od mozecku a jemn¢ zhomogenizovina
homogenizatorem s teflonovym pistem v deseti objemech (w/v) pufrovaného studeného
roztoku sacharézy s piidavkem aprotininu (kompetitivni inhibitor serinové protedzy).
Mitochondrie byly izolovany metodou diferencidlni centrifugace. Homogenét byl

centrifugovén pii 1 000 x g 10 minut, aby doSlo k odstranéni neporuSenych bunék, jader
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a bunéénych zbytkd. Supernatant byl opatrné¢ dekantovdn; sediment byl znova
resuspendovan v pufrovaném roztoku sachar6zy a opét centrifugovdn za stejnych
podminek. Oba supernatanty byly spole¢né znovu centrifugovéany pii 10 000 x g po dobu
15 minut. Celkovy kone¢ny sediment obsahujici mitochondrie byl dvakrat proplachnut
roztokem pufrované sachardzy, centrifugoval se (10 000 x g, 15 minut) a resuspendoval
na koncentraci proteinu 20-40 mg/ml. Uchovaval se pii -70 °C aZ do samotného méfeni.
Pro respirometrii byla pouZzita ¢erstvd mitochondridlni frakce, uchovavana na ledu (Fisar
et al., 2010).

Koncentrace bilkovin byla stanovena Lowryho metodou (Lowry et al., 1951), jako

standard byl pouZzit hovézi sérovy albumin.

5.3. Testované latky

Latky byly dodany ve formé prasku, pro dal$si méfeni bylo nutné piipravit zasobni
roztoky téchto latek (koncentrace roztokl - 5 mmol/L). Navazka kazdé latky byla pfi
pokojové teploté rozpusténa ve stanoveném objemu DMSO (viz Tab. 1.). Tyto zasobni

roztoky testovanych latek byly skladovany v lednici, pfti teploté £ 5 °C.

Tab. 1 Priprava zasobnich roztoku testovanych inhibitori ChE.

Testovand l4tka Mm M v ¢
[g/mol] [mg] [ml] [mmol/L]
7-MEOTA 318,36 5,65 3,550 5
Takrin 234,72 2,44 2,079 5
K1018 612,71 6,41 2,092 5
K1020 640,15 6,75 2,109 5
K1022 668,83 6,54 1,956 5
K1046 517,67 6,43 2,098 5
K1053 487,64 5,13 2,104 5
K1056 529,72 5,16 1,948 5
K1060 522,08 5,09 1,950 5
K1065 592,22 6,17 2,084 5

Navdzka kazdé latky byla rozpuSténa ve stanoveném objemu DMSO,
koncentrace roztoki byla 5 mmol/L.
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5.4. Aktivita citratsyntdzy a komplexti ETC

Purifikované mitochondrie byly resuspendovany v hypotonickém pufru (25 mmol/L
KH:2POs, 5 mmol/L MgCl,, pH 7.2) a tfikrat ultrasonifikovdny pro dosazeni maximalni
enzymatické aktivity. Vzorky byly inkubovany pii 30 °C po dobu 30 minut
s jednotlivymi zkoumanymi ldtkami; findlni koncentrace testovanych latek byla
50 umol/L. Kazdé méfeni testovanych liatek bylo provddéno za soucasného méteni
kontrolniho vzorku. Objem métfenych vzorka byl 1 mL, méfeni probihalo pti 30 °C;
findlni koncentrace proteint byla 150 pg/mL. Aktivita komplexii ETC a citratsyntazy
byla méfena spektrofotometricky za pomoci spektrofotometru Uvicon XL (SECOMAM,
Algs, Francie).

Komplex I (EC 1.6.5.3, NADH: ubichinon oxidoreduktdza, NADH dehydrogenaza)
Pro méfeni byla pouzita jiz diive aplikovdna metoda s drobnymi modifikacemi. Aktivita
komplexu I byla méfena pti 340 nm. Inkubace vzorku probihala po dobu 30 minut pfi 30
°C, poté byl k vzorku pfiddan decylubiquinon (analog CoQ) a ndsledn¢ byla reakce
odstartovédna pfiddnim NADH; méfeni kazdého vzorku probihalo 3 minuty (Folbergrova
et al., 2010; Hroudova a Fisar, 2010).

Komplex 1I + III (EC 1.3.5.1, sukcindtdehydrogendza, sukcinédt: ubichinon
oxidoreduktdza + EC 1.10.2.2, ubichinol:cytochrom c oxidoreduktiza, CoQ-cyt ¢
reduktdza, cytochrom bc; komplex)

Mitochondridlni komplex II + III byl méfen pfi 550 nm. Jako substrat jsme pouZzili
sukcinat, inkubace probihala po dobu 30 minut pii 30 °C a zacatek reakce byl odstartovan
pfidanim cyt ¢; kazdé méteni probihalo 3 minuty (Trounce et al., 1996).

Komplex IV (EC 1.9.3.1, cytochrom ¢ oxiddza, COX)

Aktivita COX byla méfena pii 550 nm jako pokles absorbance béhem oxidacni reakce
redukovaného cyt c¢. Inkubace vzorku probihala po dobu 30 minut pii 30 °C a reakce byla
odstartovana pfidanim cyt ¢; méfeni kazdého vzorku probihalo 3 minuty (Rustin et al.,
1994).

Citrdtsyntdza (EC 2.3.3.1)

Aktivita citratsyntdzy byla méfena pti 412 nm jako zména zabarveni DNTB (kyselina
5,5 -dithiobis-2-nitrobenzoovd, Ellmanovo ¢inidlo). Inkubace vzorku probihala po dobu
30 minut pii 30° C a reakce byla odstartovdna pfidanim oxaloacetdtu (0.5 mmol/L);

meéfeni kazdého vzorku probihalo 3 minuty (Srere, 1969).
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5.5. Mitochondridlni respirace

Mitochondrialni respirace byla méfena v oxygrafu s vysokym rozliSenim (Oxygraph-
2 k, Oroboros Instruments, Innsbruck, Austria) s elektrodami Clarkova typu. Respirace
byla méfena jako spotfeba kysliku béhem injekéni titrace, pti 37 °C. M¢éteni probihalo
podle protokold z predesSlych studii, které byly pfizptisobeny aktudlnim podminkdm
(Hroudova a Fisar, 2012; Pesta a Gnaiger, 2012). Do komurek oxygrafu bylo pfiddno
respiracni médium MiROS5 (faktor prostupu kysliku: 0.92) v konecném objemu 2 mL.
Findlni koncentrace proteinti mitochondridlni frakce se pohybovala mezi 0.05-0.20
mg/mL. Pro dosazeni propustnosti mitochondridlnich membran byl pouZit digitonin (573

pg digitoninu/mg proteinu).

Do ETC elektrony miizou vstupovat dvéma vstupy: hlavnim, kterym je komplex I a
alternativnim, kterym je komplex II. Hodnoty respirace byly méfeny pro ob¢ drahy vstupt
elektront a jednotlivé drahy byly stanoveny pomoci specifickych substrati jednotlivych
komplexit ETC: malét a pyruvat pro komplex I a rotenon a sukcindt pro komplex II.

Respirace podporovdna substrity komplexu I byla aktivovdna pfidinim malétu
(2 mmol/L) a pyruvatu (5 mmol/L). Po ustdleni signdlu byla respirace odstartovdna
piidanim ADP (1.25 mmol/L). Nasledné probihala titrace testované latky, titracni objem
se pohyboval v rozmezi 0.5 — 100 pL, interval mezi jednotlivymi titracemi byl 3 minuty.
Respirace byla ukoncena pfidinim rotenonu (0.5 pmol/L), ktery je inhibitorem
komplexu I. Zbytkova spotteba kysliku (residual oxygen consumption, ROX), kterd byla

nameétena po pfidani rotenonu, byla odectena od ostatnich jednotlivych hodnot respirace.

Samotnému méfeni respirace podporované substraty komplexu II pfedchédzelo ptidani
ADP (1.25 mmol/L). Pro dosazeni inhibibice komplexu I byl nisledné pfiddn rotenon
(0.5 umol/L). Respirace byla odstartovana pfidanim sukcinatu (10 mmol/L). Nésledovala
titrace testované latky, titracni objem se pohyboval v rozmezi 0.5 - 100 uL, interval mezi
jednotlivymi titracemi byl 3 minuty. Respirace byla ukonena ptfiddnim antimycinu A
(1.25 pg/mL), ktery inhibuje transfer elektroni z cytochromu b na CoQ (blokuje Q; misto
komplexu III). ROX, kterd byla naméfena po ptfidani antimycinu A, byla odec¢tena od

ostatnich jednotlivych hodnot respirace.

Meéfeni respirace kazdé testované latky probihalo za soucasného méfeni respirace

kontrolniho vzorku, ktery misto testované latky obsahoval stejné mnoZstvi rozpoustédla
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(DMSO). Po odecteni ROX byly vyhodnoceny rozdily v respiraci mezi vzorky
s testovanou ldtkou a kontrolnim vzorkem. Tyto rozdily byly vyjddieny v %, za

predpokladu, ze 100 % odpovida hodnoté kontrolniho vzorku.

Vystupem respiracniho métfeni na oxygrafu je graf zdavislosti koncentrace kysliku
(nmol/nL) na Case (viz Obr. 7) Béhem méfeni se v redlném Case vykresluji dvé kiivky:
kiivka 1, kterd znazoriiuje aktudlni koncentraci kysliku ve vzorku (leva osa y) a kiivka 2,

ktera je zapornou derivaci kiivky 1 a zndzorfiuje redlnou kinetiku spotieby kysliku (prava
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Obr. 7 Respirace podporovana substraty komplexu II. Typicky vystup respira¢niho méreni na
oxygrafu — grafy znazornujici inhibici respirace vlivem testované latky. Titrace kontrolniho
vzorku (A) a titrace testované latky (B). Vertikdlni kiivky zndzornuji jednotlivé piidavané
komponenty: HSF — €erstvd mitochondridlni frakce; DIG — digitonin; D — ADP; ROT - rotenon;
S — sukcindt; POO1 az PO13 — jednotlivé titrace; O — oligomycin; F — FCCP (karbonyl-kyanid-
p-trifluormethoxyfenylhydrazon); ANTI — antimycin A. Kfivka 1 zndzornuje koncentraci kysliku ve
vzorku (levd osa y), kiivka 2 zndzorfiuje redlnou kinetiku spotieby kysliku (zdpornd derivace kiivky
1, pravd osa y).
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5.6. Aktivita monoaminoxidazy

Aktivita MAO-A a MAO-B byla stanovena radiochemicky pomoci metod, které byly
Jiz dfive publikovany (Egashira et al., 1999; Ekstedt, 1976). Reak¢ni smés s obsahem
Krebsova-Henseleitova pufru, mitochondrif a testovanych latek v riznych koncentracich
byla inkubovéana pii 37 °C po dobu 60 minut. Reakce byla odstartovdna piidanim
radioaktivné znadeného substratu ([*H]serotonin pro MAO-A, ["*C]PEA pro MAO-B).
Kone¢ny objem vzorku byl 250 pul a obsahoval 200 pg proteinu, 3.2 pmol/L
[*H]serotoninu pro méfeni aktivity MAO-A, 10 pmol/L ["*C]PEA pro méfeni aktivity
MAO-B a 0.1 pmol/L az 100 mmol/L zkoumané litky. Reakce byla zastavena pridanim
250 pl 2N HCI. Reak¢éni produkty byly extrahovany ve smési benzenu:ethylacetatu 1:1
(v/v) a nasledné byla kapalinovou scintilaéni spektrometrii (LS 6000IC, Beckman

Instruments, Inc., Fullerton, CA, USA) zméfena radioaktivita v organické fazi.
5.7. Analyza dat a statistika

Aktivita enzymu byla méfena jako kfivka zdvislosti absorbance na ¢ase za pomoci
LabPower Junior software (SECOMAM). Relativni zmény enzymatické aktivity
vyvolané zkoumanou latkou byly stanoveny za predpokladu, Ze enzymaticka aktivita
v kontrolnim vzorku je 100 %. Data z respirometrickych méfeni byly zaznamendvany a
vyhodnocovany pomoci programu DatlLab 4.3 software (Oroboros Instruments,
Innsbruck, Austria). Hodnoty respirace byly vyjadfeny jako hmotnostné specificky

kyslikovy tok (pmol O spotfebovanych za sekundu/mg proteinu ve vzorku).

Pro kvantifikaci ICso (koncentrace zkoumané latky, ktera vyvold 50 % inhibici) a
zbytkové aktivity pifi vysoké koncentraci zkoumané latky byla inhibice aktivity MAO
vyhodnocena za pouZiti logistické regrese Ctyf parametri (SigmaPlot, Systat Software
Inc., Richmond, CA, USA). Data byla vyjadfena jako primérné hodnoty se standardni
odchylkou.

Vysledky byly analyzovany za pomoci software STATISTICA (verze 12.0, StatSoft,
Inc., Tulsa, OK, USA). Pro urceni statistické vyznamnosti mezi enzymovou aktivitou

testované latky a kontroly byl pouzit Studentiv t-test.
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6. Vysledky

6.1. Aktivita citratsyntdzy a komplextt ETC

Zmény aktivit komplexii ETC a citratsyntdzy byly meéfeny na purifikovanych
mitochondriich izolovanych z mozki prasat.

Aktivitu cistratsyntdzy zadna z testovanych latek neovlivnila (viz Obr. 8).

Komplex I byl vyznamné inhibovéin vSemi testovanymi latkami s vyjimkou K1060
(viz Obr. 9A). Statisticky vyznamnd inhibice byla pozorovana u latek K1018, K1020,
K1022, K1056, K1065 a 7-MEQOTA. Inhibice komplexu I takrinem a latkou K1053 byla
mén¢ vyrazna.

Aktivitu komplexu II + III vyrazné inhibovala latka K1018, statisticky vyznamny
pokles aktivity byl pozorovan také po inkubaci s ldtkami K1022 a K1065 (viz Obr. 9B).
Nejmén¢ byly tyto komplexy inhibovany latkami K1046, K1053, K1060, takrinem a
7-MEOTA.

Aktivita komplexu IV byla vyrazné¢ sniZena vlivem latek K1018 a K1022 (viz
Obr. 9C). Na vyrazné zvySeni aktivity tohoto komplexu mély vliv latky K1060, K1065 a
takrin. Latky K1046, K1053 a 7-MEOTA aktivitu tohoto komplexu nijak vyrazné

neovlivnily.
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Obr. 8 Vliv inhibitori ChE na aktivitu citratsyntazy v purifikovanych
mitochondriich izolovanych z mozku prasat. Inkubace vzorku probihala 30 minut pfi
teploté 30 °C a nésledné byla spektrofotometricky méfena enzymatickd aktivita komplexu
(viz odstavec 5.3). Koncentrace testovanych latek byla vzdy 50 pmol/L. Graf vykresluje
relativni hodnoty aktivit v %, hodnota 100 % odpovidd aktivité kontrolnitho vzorku, tzn.
vzorku bez zkoumané latky.
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Obr. 9 Vliv inhibitorid ChE na aktivitu enzymi: 9A - komplexu I, 9B - komplexu
II + II1, 9C - komplexu IV v purifikovanych mitochondriich izolovanych z mozki
prasat. Inkubace vzorku probihala 30 minut pfi teplot¢ 30 °C a ndsledné byla
spektrofotometricky méfena enzymatickd aktivita komplexu (viz odstavec 5.3).
Koncentrace testovanych latek byla vzdy50 pmol/L. Grafy vykresluje relativni hodnoty
aktivit v %, hodnota 100 % odpovidd aktivit¢ kontrolniho vzorku, tzn. vzorku bez
zkoumané litky. Pro porovnani kontrolnitho vzorku a vzorku s testovanou latkou byl
aplikovéan Studenttiv t-test (x p < 0.05, #x p < 0.01).
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6.2. Mitochondrialni respirace

Vliv testovanych latek na rychlost spotifeby kysliku byl méfen v izolovanych
mitochondriich z prasecich mozk.

Respirace podporovanda substrity komplexu I byla inhibovdna vlivem vSech
testovanych latek. Nejvyrazngjsi mira inhibice byla pozorovand u latky K1018, dédle u
latek K1020 a K1022. Litky K1046, K1056 a K1060 inhibovaly mitochondridlni
respiraci ptes komplex I minimélné (viz Obr. 10).

Respirace podporovana substraty komplexu II byla vyrazné inhibovédna vlivem latky
K1018, mensi inhibice byla pozorovana vlivem latky K1020. Nizké koncentrace latek
K1046, K1060 a K1065 (5 — 20 uM pro K1046 a K1065, 5 — 50 uM pro K1060) ptisobily
spiSe stimulacné a respirace byla v porovnani s kontrolou vyssi, k inhibici respirace
dochdzelo az pii vysSich koncentracich (> 20 uM pro K1046 a K1065, > 50 uM pro
K1060). Latka K1053 hodnoty respirace se stoupajici koncentraci jen mirn¢ zvysovala.
Latka K1056 méla pti nizsich koncentracich na respiraci mirny inhibicni vliv, pii vysSich

koncentracich se hodnoty respirace zvySovaly (viz Obr. 11).
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Obr. 10 Vliv inhibitoru ChE na respiraci podporované substraty komplexu I v ¢erstvé
mitochondridlni frakci z prasecich mozki. Respirace byla métena jako spotieba kysliku
béhem injekeni titrace, ptfi 37 °C. Jednotlivé body zndzortiuji hodnotu respirace pro danou
koncentraci testované latky. Spojnice téchto bodl reprezentuje respiracni kiivku jednotlivé
testované latky. Graf vykresluje relativni hodnoty respirace v %, kdy hodnota 100 %
odpovidd hodnoté respirace kontrolniho vzorku, tzn. vzorku bez zkoumané latky.
Smeérodatné odchylky nejsou v grafu z diivodu piehlednosti zobrazeny.
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Obr. 11 Vliv inhibitord ChE na respiraci podporované substraty komplexu II
v Cerstvé mitochondridlni frakci z prasefich mozkii. Respirace byla méfena jako
spotieba kysliku beéhem injekéni titrace, pii 37 °C. Jednotlivé body zndzorfiuji hodnotu
respirace pro danou koncentraci testované latky. Spojnice téchto bodl reprezentuje
respiracni kiivku jednotlivé testované latky. Graf vykresluje relativni hodnoty respirace v
%, kdy hodnota 100 % odpovidd hodnoté respirace kontrolntho vzorku, tzn. vzorku bez
zkoumané latky. Smérodatné odchylky nejsou v grafu z diitvodu ptehlednosti zobrazeny.

6.3. Aktivita MAO

Vliv testovanych latek na aktivitu MAO-A a MAO-B byl méfen v izolovanych

mitochondriich z prasecich mozk.

Aktivita MAO-A byla v rtizné mife inhibovdna vSemi testovanymi latkami (viz
Obr. 12A) Hodnoty polovicnich inhibi¢nich koncentraci (ICso) testovanych latek byly
porovnany s hodnotou ICso klorgylinu (viz Tab. 1), jako silného inhibitoru MAO-A. Tyto
hodnoty u vSech testovanych latek byly v porovnani s klorgylinem velmi vyrazné vyssi.
Aktivita MAO-A byla plné inhibovana latkami K1018 a K1065. Nejmensi miru inhibice
vykazovaly latky K1060 a K1020.

Aktivita MAO-B byla také v rizné mife inhibovdna vSemi testovanymi latkami (viz
Obr. 12B). Zde byly hodnoty ICso porovndvany s pargylinem, ktery je silnym inhibitorem
MAO-B (viz Tab. 2). I tady byly hodnoty ICso vSech testovanych latek v porovnéni
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s pargylinem vyssi. Celkov¢ aktivitu MAO-B inhibovaly latky K1053 a K1065. Vyrazné
byla aktivita MAO-B inhibovana také ldtkou K1046. Nejmens$i miru inhibice vykazovaly
latky K1022, K1020 a K1018.
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Obr. 12 Vliv inhibitori ChE na aktivitu 12A - MAO-A a 12B - MAO-B v Cerstvé
mitochondrialni frakci z prasecich mozki. Jednotlivé body zndzoriiuji hodnotu
aktivity enzymu pro danou koncentraci testované litky. Spojnice téchto bodu
reprezentuje inhibi¢ni kfivku testovanych latek. Graf vykresluje relativni hodnoty
inhibice v %, kdy hodnota 100 % odpovidd hodnoté pocatecni aktivity MAO.
Smérodatné odchylky nejsou v grafu z diivodu piehlednosti zobrazeny.
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Tab. 2 Inhibice MAO-A testovanymi inhibitory ChE.

Testovana MAO-A

latka ICso (nmol/L) Inhibice
K1018 2736 + 9,12 | Uplnd
K1020 2829 + 14,82 | Cdstecnd
K1022 2,99 + 327 | Cdstecnd
K1046 21,57 + 2739 | Cdstecnd
K1053 26,63 + 528 | Cdstecnd
K1056 7,82 + 1,15 | Cdstecnd
K1060 6,02 + 481 Cdstecnd
K1065 1506 + 381 Uplnd
Klorgylin 0,12 + 0,01 Uplnd

Mira inhibice a hodnoty polovi¢nich inhibi¢nich
koncentraci jednotlivych latek. Analyza dat je popsana

Tab. 3 Inhibice MAO-B testovanymi inhibitory ChE.

Testovana MAO-B

litka ICso (umol/L) Inhibice
K1018 256,65 + 33,61 | Cdstecnd
K1020 31,77 + 15,36 | Cdstecnd
K1022 22,60 + 904 | Cdstecnd
K1046 18,10 + 1,71 | Cdstecnd
K1053 4532 + 6,73 | Uplnd
K1056 17,11 + 2,10 | Cdstecnd
K1060 10,83 + 1,10 | Cdstecnd
K1065 12,15 + 0,05 | Uplnd
Pargylin 0,01 + 000 | Uplnd

Mira inhibice a hodnoty polovi¢nich inhibi¢nich
koncentraci jednotlivych litek. Analyza dat je popsdna




7. Diskuse

I pfes to, Ze pfesny mechanismus mitochondridlnich dysfunkci v patofyziologii
neurodegenerativnich onemocnéni neni dodnes jasny, je ziejmé, Ze mitochondridlni
dysfunkce hraji v patofyziologii téchto onemocnéni vyznamnou roli (Bosetti et al., 2002;
Gibson et al., 1998; Hroudova et al., 2016). K t¢émto dysfunkcim miZeme mimo jiné
zafadit zejména defekty v OXPHOS a zvySenou produkci ROS (Hroudova et al., 2014).
Vyznamnou roli v patofyziologii AD hraje také MAO. Je prokdzano, Zze u AD je jeji
aktivita zvySend a to je mimo jiné zdrojem zvySeného oxidacniho stresu a zaroven ma
MAO také sviij podil na formovéani a akumulaci neurofibrilarnich klubek a na zhorSeni

kognitivnich funkci (Cai, 2014; Sherif et al., 1992).

Prace hodnoti vliv novych inhibitori ChE na mitochondridlni metabolismus a
monoaminergni systém. Tyto testované latky jsou nové nasyntetizovanymi hybridnimi
molekulami 7-MEOTA a amantadinu (fada KS - latky K1018, K1020, K1022) a
7-MEOTA a troloxu (fada AO —latky K1046, K1053, K1056, K1060, K1065). Vzhledem
k dudlnimu charakteru molekul je mozné ocCekdvat i dva hlavni U¢inky kazdé tady
molekul. Rada KS sebou nese inhibi¢ni Géinek na ChE a zérovei se predpoklddd, Ze by
mohla nést také icinek amantadinu. Trolox je analogem vitaminu E, takze u molekul fady
AO by se dal ocekdvat kromé inhibice ChE také antioxidacni ucinek. V souvislosti
s méfenymi parametry odraZejici vliv latek na mitochondridlni funkce 1ze konstatovat, Ze

obecné¢ latky fady AO vykazovaly lepsi vysledky nez latky fady KS.

Testované latky byly porovnavany s kontrolnimi vzorky (v reakéni smési bylo pouZzito
pouze rozpousStédlo testovanych laitek DMSO) a referen¢nimi latkami (takrinem a
7-MEQOTA). Vliv testovanych latek na energeticky metabolismus mitochondrii byl
hodnocen na zdkladé¢ méfeni aktivit jednotlivych mitochondridlnich enzymi (enzymy
ETC a citratsyntdza) a méfeni mitochondridlni respirace (respirace podporovand substraty
komplexu I, komplexu II). Vliv na monoaminergni systém byl hodnocen mirou inhibice
obou izoforem MAO-A a MAO-B. Experimenty probihaly in vitro, na izolovanych
mitochondriich ziskanych z prasec¢ich mozkt. Byly méfeny parametry, které s nejveétsi
pravdépodobnosti souvisi s patofyziologickymi procesy AD a diky tomu muzeme
s ur€itou mirou predpokladu zhodnotit jejich vliv v pfipadné klinické praxi a porovnat

benefity a rizika, které tyto potenciondlni nové latky v terapii AD mohou mit.
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7.1. Aktivita citratsyntdzy a komplextt ETC

Citratsyntdza je enzymem regulujicim tvorbu energie prostfednictvim systému
OXPHOS, obecné je také povazovdna za kvantitativni enzymaticky marker pro
ptitomnost neposkozenych mitochondrii. Zadn4 z testovanych latek vyrazné tento enzym
TCA neovlivnila. Vzhledem k tomu, Ze testované inhibitory ChE vyrazné aktivitu TCA
a citratyntdzy neovlivnily, je moZné brét citratsyntdzu jako marker pro pifitomnost
intaktnich mitochondrii i béhem ptfipadné farmakoterapie témito latkami. Aktivita
citratsyntdzy nebyla ovlivnéna ani takrinem ani litkou 7-MEOTA jako referen¢nimi

latkami pro nové testované molekuly.

Vétsina latek vyrazné inhibovala komplex 1. Komplex I je nejvétSim enzymovym
komplexem, ktery je ovlivnén fadou lé¢iv a toxint. Je hlavnim vstupem elektront pro
OXPHOS a vyraznd inhibice tohoto enzymu je vétSinou spojovana s negativnim vlivem
na energeticky metabolismus a s mitochondridlni toxicitou. Je zaroven jednim z mist
nejveétsi tvorby ROS (spole¢né s komplexem III), proto alterace v jeho aktivit€¢ mohou
pfispivat ke zvySeni oxida¢niho stresu, a tim potencovat mitochondridlni dysfunkce.
Snizend aktivita komplexu I byla pozorovdna u pacienti s AD a jinymi
neurodegenerativnimi chorobami (Holper et al., 2019). Z téchto divodi je sniZeni
aktivity komplexu I vlivem testovanych latek spiSe nezddouci a da se predpokladat, Ze by
vedl ke zhorSeni patofyziologie AD. Z tohoto pohledu se jevi latky K1060 a K1053
(minimdlni vliv na aktivitu komplexu I) jako vhodnéjsi pro dalsi testovéani. U latek K1018
a K1065 se mira inhibice komplexu I pohybovala v zdpornych hodnotach. To mohlo byt
zpusobeno jednak schopnosti téchto latek dosdhnout v podstaté kompletni inhibice
daného enzymu, ale také urcitou chybou méfeni. Minimdlni inhibici komplexu I

vykazoval také takrin, ktery inhiboval v porovnani s testovanymi latkami minimalné.

Komplexy II a IIT byly také inhibovany vSemi lidtkami, avSak v menSi mife nez
komplex I. Komplex II je alternativnim vstupem elektronii pro OXPHOS, alterace v jeho
aktivité maji obecné mensi dopad na OXPHOS neZ poruchy funkce komplexu II. Piesto
je nutné pti vyvoji novych potenciondlnich 1éciv brat v dvahu i zdanlivé malo vyznamné
zmény aktivity tohoto komplexu. Lze tedy pfedpoklddat, Ze 1atka K1018, kterd komplex
IT a IIT inhibovala nejvyraznéji, je nejméne vhodnym kandidatem pro dalsi vyzkum. Jako
vhodné kandidaty na dalsi vyzkum z pohledu nemensiho ovlivnéni aktivity komplexu II

a IIT mazeme oznacit latky K1053 a K1060. Referen¢ni latky takrin a 7-MEOTA na tyto
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komplexy nemély vyrazny vliv, mira jejich inhibice se pohybovala ve srovnatelnych

hodnotéach jako u latek K1053 a K1060.

Komplex IV katalyzuje posledni krok ETC, koncovou redukci O2 na H>O, je dilleZitym
rychlost-limitujicim regulacnim enzymem OXPHOS. Na zdklad¢ této skuteCnosti je
oznacovan jako klicovy marker mitochondridlni funkce (Holper et al., 2019) U pacientii
s AD je jeho aktivita sniZend, proto dal$i sniZeni jeho aktivity vlivem farmakoterapie je
velmi nezddouci a muZe paradoxné prispivat k rozvoji patofyziologickych procest,
naopak zvyseni jeho aktivity mize vykazovat urcity protektivni vliv v patofyziologii AD.
Aktivitu tohoto komplexu vyrazné snizovaly latky K1018 a K1022, z tohoto divodu
muZeme tyto latky vyloucit z dalstho testovani. Latky K1046 a K1053 aktivitu tohoto
komplexu nijak vyrazné€ neovlivnily. Z toho miiZeme usuzovat, Ze jejich Gc¢inek na tento
komplex nebude mit prakticky Zadny negativni dopad na OXPHOS a mitochondridlni
toxicitu, ale zaroven nebudou vykazovat ani piipadny protektivni vliv disledkem zvySeni
aktivity tohoto enzymu. ZvySenou aktivitu komplexu IV vykazovaly latky K1060 a
K1065. Je mozné ptedpoklddat, Ze tyto dvé latky se jevi z pohledu uUcinku na tento
komplex jako nejvhodnéjsi molekuly pro dalSi vyzkum. Jejich ptfipadny protektivni vliv
na mitochondrie by mohl byt vhodnym a vyznamnym parametrem pro dal$i vyzkum.
Takrin aktivitu komplexu IV zvySoval, proto ho miiZzeme také oznacit jako latku

s potencidlné protektivnim ti¢inkem na mitochondrie.

Do méfeni aktivit komplexti ETC a citratsyntazy byly zahrnuty i dv¢ referencni latky:
takrin a 7-MEQTA. Biologickd dostupnost takrinu po p.o. aplikace je 17 — 24 %, pti ddvce
80 — 200 mg je maximdlni plasmaticka koncentrace dosaZzena po 1 — 2 h a pohybuje se
mezi 20 — 60 ug/L (0.1 — 0.3 umol/L) (Wagstaff a McTavish, 1994). Nelze tedy ocekavat,
Ze u takrinu by tato aktivita méla vyznamny biologicky vliv vzhledem vysledkiim
dosazenym v této in vitro studii. Inhibi¢ni profil ldtky 7-MEOTA byl méné pfiznivy nez
takrinu, 7-MEOTA komplex I inhiboval v daleko vétsi mife. Na druhé strané nezndme
jeho farmakokinetickd data v in vivo podminkéch.

Pokud bychom tedy terapeuticky profil takrinu posuzovali pouze na zaklad¢ t€chto
vysledkl vyjadfujicich vliv na mitochondridlni enzymy ETC a na respiraci, tak by se
takrin jevil jako relativné slibnd latka pro terapii AD. Avsak s ohledem na skutecnost, Ze
se takrin v klinické praxi v minulosti pouZzival, ale pro své nezadouci u¢inky musel byt
ztrhu stazen (Davis a Powchik, 1995), miZeme konstatovat, Ze vysledky

mitochondridlnich méfeni jsou pouze jednim parametrem z mnoha, které utvéreji

46



terapeuticky profil dané latky v klinické praxi. Dlivodem pro stazeni z trhu byla zejména
vyraznd hepatotoxicita a dal$i neZadouci GcCinky, které s mitochondriélni toxicitou nemély
s nejveétsi pravdépodobnosti Zddnou souvislost. Na zdkladée této skutecnosti je nutné brat
v potaz, ze latka KI1060, kterd vykazovala nejlepsi vysledky s ohledem na
mitochondridlni funkce a na zdklad¢ téchto vysledkll se jevi jako vhodnd k dal$imu

testovani, miZe projevit svou toxicitu v jinych oblastech.

Je nutné brat v dvahu, Ze koncentrace testovanych latek pfi in vitro métenich aktivit
jednotlivych komplexti byla v porovnani s plasmatickou koncentraci takrinu (Wagstaff a
McTavish, 1994) relativné¢ vysokd (50 uM). V ndslednych in vivo studiich by byla
koncentrace (potaZzmo davkovéani) s nejvétsi pravdépodobnosti nizsi, proto inhibi¢ni

vV,

zéaroven 1 mensi vzestup aktivity komplexu IV a s tim i piipadny mensi protektivni vliv).

7.2. Mitochondrialni respirace

Do ETC elektrony mohou vstupovat dvéma vstupy: hlavnim, kterym je komplex I a
alternativnim, kterym je komplex II. Hodnoty respirace byly méteny pro ob¢ drahy vstupli
elektrontl a pro rozliSeni obou respiracnich drah byly pouZity specifické substraty danych
komplexti. Pro komplex I maldt a pyruvat, pro komplex II sukcindt a rotenon. Obé¢
respirani drdhy byly vyrazn€ inhibovany ldtkou KI1018, a to uz i pii nizkych
koncentracich. Tyto vysledky koresponduji s vysledky méteni aktivit jednotlivych
komplext. I pfi téchto méfenich latka K1018 vykazovala vysokou miru inhibice obou
komplex1, které jsou vstupy pro jednotlivé respiracni drahy. Nejmén¢ byla respirace obou
drah inhibovana latkami K1060 a K1053 a i zde tyto vysledky respirometrie koresponduji
s vysledky méfeni aktivit jednotlivych komplexii, kde ob¢ tyto latky vykazaly ze vSech
testovanych latek nejmensi miru inhibice aktivity jednotlivych komplexti ETC, zde tedy
zejména komplexu I a II+I1I. Svym vlivem na respiraci se od ostatnich liSila latka K1022.
Ta pfi nizsich koncentracich (5 — 15 pM) hodnoty respirace mirné€ sniZzovala, pii vysSich
koncentracich (20 — 75 uM) hodnoty respirace vyrazné€ zvySovala a pfi dal$im zvySovani
koncentrace (> 75 uM) opét dochdzelo k inhibici respirace. Toto muze ukazovat na
mozny dudlni charakter dané latky, a/nebo tato nestandardni respiracni kiivka muize byt

zpliisobena chybou méfeni. AvSak vzhledem k vysledkim ostatnich méfeni (aktivity
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komplexti ETC, respirace podporovana komplexem I) se spi$ neptedpoklada, zZe by dana

latka méla potencidl se stat molekulou pro dalsi vyzkum.

Vysledky ukazuji, Ze je v podstat€¢ mozné s urcitou mirou pravdépodobnosti zhodnotit
vhodnost dalsiho testovani danych latek uz po zméteni aktivity komplexu I. Z vysledki
je ztejmé, Ze mira inhibice komplexu I koresponduje s mirou inhibice respirace
podporovanou substraty komplexu 1. Vzhledem k tomu, Ze tato drdha je hlavni drdhou
mitochondridln{ respirace a alterace v aktivité komplexu I vlivem zkoumané latky jsou
pravdépodobné nejvyznamnéjsi piiinou mitochondridlnich dysfunkci, tak proto
dysfunkce komplexu I tuto latku v podstaté vylucuji z dalSiho testovani. I toto zjiSténi

muze byt voditkem pro dalsi vyzkum.

7.3. Aktivita MAO

MAO katalyzuje oxidativni deaminaci riznych biogennich amini i aminovych
xenobiotik za soucasné produkce H>O». Inhibitory MAO jsou soucdsti terapie jinych
neurodegenerativnich a psychickych onemocnéni, ale vzhledem k jejich schopnosti
sniZzovat miru poskozeni vlivem oxidativniho stresu se jevi jako potenciondlni kandidéti
1 v terapii AD. Vzhledem k této skuteCnosti byly nasyntetizovany a jsou zkoumédny nové
multifunk¢ni inhibitory MAO/ChE, které se jevi jako mozné nad¢jné latky pro terapii AD
(Lu et al., 2013; Wang et al., 2014).

I ptes to, Ze schopnost sniZzeni aktivity MAO nepatii k primdrnim terapeutickym
ucinkiim inhibitortt ChE, tak jejich vliv na aktivitut MAO mitiZe pravdépodobné souviset
s vlivem téchto latek na serotonergni, noradrenergni a dopaminergni neurotransmisi.
Hlavnim predpoklddanym tc¢inkem téchto latek je zlepSeni kognitivnich funkci (inhibici
ChE), avSak neuroprotektivni a antidepresivni tc¢inek (resp. uc¢inek na zmény nalady)
muze byt ptidanou hodnotou k tomuto hlavnimu pfedpoklddanému tc¢inku (Singh et al.,
2017). Navic inhibice MAO muZe hrat dualezitou roli v antioxidanim a

neuroprotektivnim tc¢inku téchto latek.

VSechny latky inhibovaly v rizné mife aktivitu obou izoforem MAO, hodnoty jejich
ICso se pohybovaly v rozmezi 3 — 45 pmol/L. Tyto hodnoty jsou opét relativné vysoké,
v porovnani s vySe zminénou maximalni plasmatickou koncentraci takrinu (0.1 — 0.3

umol/L) jako referencni latky (Wagstaff a McTavish, 1994), se dd pfedpokladat, Ze
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vétSina latek by pfi p.o. podani t€chto hodnot v mozku nedosdhla. Hodnota ICso se
vyrazng liSila u latky K1018, kde pro MAO-B byla 257 umol/L. Z tohoto pohledu se tato
latka jevi jako nejméné vhodna pro dalsi testovani, jelikoZ v piipadné aplikaci in vivo by
pro polovicni inhibici aktivity MAO-B vyzadovala vyssi potenciondlni ddvku nez ostatni

latky. Plnym inhibitorem obou izoforem MAO byla latka K1065.

Inhibice MAO, piedevsim MAO-B, mlze byt Zddanou v souvislosti s ovlivnénim a
sniZzenim tvorby ROS. Ovlivnéni monoaminergniho systému muze byt jednim
z Zddoucich mechanismt ucinku pfi vyvoji novych 1éCiv k1écbé AD a dalSich

neurodegenerativnich onemocnéni.
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8. Zavér

Snahou tohoto vyzkumu bylo vytipovani molekul, které pozitivné ovliviiuji a/nebo
neovliviiuji energeticky metabolismus mitochondrii a mohly by se stit vhodnymi
kandidaty pro dalsi vyzkum. Na zdkladé¢ méfenych a analyzovanych parametrl jsem se
snazila identifikovat takové latky, které by pfi minimdlné stejné€ benefitnim terapeutickém
ucinku jako soucasné pouzivané inhibitory ChE v terapii AD vykazovaly mensi riziko
vedlejSich ucinku souvisejicich s mitochondridlnimi dysfunkcemi a mitochondridlni

toxicitou.

S ohledem na vSechny métené a analyzované parametry tedy mizeme piedpokladat,
ze nejvhodnéjsi molekulou pro dalsi vyzkum se jevi latka K1060. Tato latka vykazala
nejniz§i riziko moZnych neZddoucich ucinku zplisobenych defekty v aktivitich
jednotlivych enzymt ETC a poruchou respirace, zvySeni aktivity komplexu IV zaroven
naznacuje urcity protektivni vliv této latky na mitochondrie. Zaroveni prokdzala i
dostatecnou miru inhibice MAO, coz muZe byt pfidanou hodnotou hlavniho
terapeutického dcinku. Ostatni testované latky miZeme s ohledem na vysledky vyloucit

z dalsitho vyzkumu.

Pro upfesnéni mozného terapeutického profilu a vhodnosti dalSiho testovani latky
K1060 jako potenciondlniho nového kandidéta z fad multifunkénich inhibitord ChE pro

terapii AD je tedy nutné provést dalsi upfesiiujici analyzy.
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