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ANOTACE 

Teoretická část diplomové práce se zaměřuje na cholinesterasy, modulátory jejich aktivity s 

důrazem na klinicky dostupné centrální a periferní inhibitory cholinesteras a patologické 

stavy, při kterých jsou tyto léky indikovány, včetně Alzheimerovi choroby a Myastenia 

gravis. Aktivitu cholinesteras mohou také modulovat naftochinony, které byly testovány v 

rámci experimentální části. 

Experimentální část je zaměřena na hodnocení cytotoxicity a protizánětlivé odpovědi nově 

syntetizovaných derivátů naftochinonů na mikrogliální buněčné linii SIM-A9. 
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The experimental part is focused on evaluation of cytotoxicity and anti-inflammatory 
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Úvod 

 

Centrální inhibitory cholinesteras (IChEs) jsou léčivy, které našly uplatnění v terapii lehkých 

až středně pokročilých demencí Alzheimerova typu. Nelze však od podání IChEs očekávat 

vyléčení Alzheimerovy choroby (AD), ani trvalé odstranění progrese onemocnění. Pouze 

zpomalují průběh choroby, oddalují vznik těžkých stádií, zlepšují neuropsychiatrické 

symptomy a celkovou kvalitu života postiženého. V současné době je dostupný Donepezil, 

Rivastigmin a Galantamin. Tyto léčiva musí procházet hematoencefalickou bariérou, 

specificky ovlivňovat mozkové cholinesterasy (ChEs) a být dobře tolerovány. Velkým 

úskalím jsou však nežádoucí vedlejší účinky, projevující se gastrointestinálními příznaky, 

jako je nechutenství, zvracení, křeče a bolesti břicha. Z důvodu výskytu těchto nežádoucích 

projevů se hledají nové látky stejně tak účinné, ale s menší toxicitou. Dostupná léčiva funkčně 

selhávají, protože samotná AD se vyznačuje velice složitou etiopatogenezí, proto je nutné 

terapii buď kombinovat nebo vyvinout léky schopné ovlivnit průběh AD na více úrovních, 

včetně modulace zánětu, který je s touto chorbou spojen. Podrobná patogeneze AD je 

doposud nejasná, existuje však mnoho hypotéz o vzniku AD. Nejstarší teorií vzniku je 

poškození cholinergního neurotransmiterového systému. Mezi další patří beta amyloidová 

hypotéza, tau hypotéza, včetně hypotéz zánětu a oxidačního stresu. Další skupinou jsou 

periferní IChEs, které se uplňují při léčbě onemocnění Myastenia gravis (MG). Mezi tyto 

léčiva řadíme Pyridostigmin, Neostigmin, Distigmin a Ambenonia. MG je chronické 

autoimunitní onemocnění postihující nervosvalový přenos, projevující se postupným 

slábnutím a zvýšenou únavností svalstva. 

Experimentální část je věnována in vitro testování protizánětlivé odpovědi nově 

syntetizovaných modulátorů ChEs. In vitro buněčný model představuje snadný, rychlý a 

hlavně eticky přijatelný přístup. K zavedení buněčného modelu a testování nových látek byly 

použity elektroimpedanční a kolorimetrické metody a mikrokapilární průtoková cytometrie. 

Cílem této diplomové práce je zhodnocení proliferace buněčné linie SIM-A9 v prostředí bez 

zánětu a po stimulaci lipopolysacharidem (LPS), dále stanovení toxikologických indexů IC50 a 

maximální tolerované koncentrace (MTC) testovaných látek. V neposlední řadě stanovení 

viability buněk testovaných látkami po stimualci LPS a na závěr zhodnocení vlivu nově 

syntetizovaných sloučenin na zánětlivou odpověď. 
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Teoretická část 

1 Cholinesterasy a jejich modulátory 

1.1 Cholinesterasy 

Jedná se o enzymy, představující skupinu esteras. Tyto enzymy hydrolyzují estery cholinu 

rychleji než ostatní estery za předpokladu, že se porovnávají rychlosti hydrolýzy 

za optimálních podmínek. V první řadě jsou ChEs odpovědné za rychlou eliminaci acetylcho-

linesterasy (AChE) v jedné milisekundě po jejím uvolnění na cholinergních synapsích, což 

umožňuje přesné časované řízení svalové kontrakce. [1,2] Jejich rozmanitost spočívá v geno-

vé expresi, umístění, funkcích (zvláště v biologických) a katalytických aktivitách. Kromě 

jejich zapojení do neurodegenerativních poruch mají i jiné funkce, například růst neuritů, 

buněčnou proliferaci, ovlivňují tumorigenní procesy a relujují megakaryocytopoézu. [3] 

Existence ChEs byla postulována Dalem v roce 1914 a demonstrována Loewim a Navrátilem 

roku 1926. V roce 1937 Marnay a Nachmansohn pozorovali vysoké koncentrace AChE 

na neuromuskulárních ploténkách a v orgánech elektrických úhořů. Od té doby se ChEs 

ukázaly jako nejvíce fascinujím předmětem výzkumu enzymologie a buněčné biologie.  

U obratlovců existují dva typy ChEs – AChE a butyrylcholinesterasa (BChE), které vykazují 

ve své primární struktuře vysokou homologii. [2] 

 

Genové vlastnosti 

Jak již bylo zmíněno, v lidském organismu se nachází AChE a BChE, které mají vysoký 

stupeň shodnosti aminokyselinové sekvence (< 50 %) a jsou kódovány dvěma odlišnými 

geny. Tyto dva geny mají podobnou exon-intronovou organizaci, ale radikálně odlišnou 

nukleotidovou kompozici. AChE je bohatá na guanin a cytosin, zatímco u BChE převládá 

adenin a thymin. Z genetického hlediska je známo 7 alel, které kódují ChE: gen U (z ang. 

usual), gen A (z ang. atypical), gen S (z ang. silent), a geny F, H, J a K. Funkce jednotlivých 

genů jsou shrnuty v tabulce 1. [4] 
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Tabulka 1 Geny kódující ChEs 

Gen Funkce  

Gen U  Řídí syntézu normální, nejrozšířenější plasmatické ChE 

Gen A  
Řídí syntézu varianty, způsobujíc í snížení aktivity ChE v séru a  vykazuje 

zvýšenou rezistenci k inhibici dibukainem  

Gen F 
Má na starost syntézu varianty se zvýšenou rezistencí k inhibici fluoridem, 

na druhou stranu je však významně inhibován dibukainem 

Gen S  Kóduje produkt, který nevykazuje žádnou esterásovou aktivitu 

 

Poloha genu pro BChE se nachází na chromosomu 3q26 a pro AChE na 7q22. Tyto čtyři 

alelické geny mohou být kombinovány k vytvoření genotypů produkujících jednu normální 

a devět atypických variant. Další varianty genů J, K, H kódují ChE s normální aktivitou, 

ale následkem porušené syntézy nebo snížené stability molekuly je v plasmě přítomno méně 

enzymu než za fyziologické situace. Varianta K je spojena s 33%, J s 66% a H s 90% redukcí 

aktivity. Varianty jsou klinicky významné, neboť způsobují větší citlivost na přítomnost 

inhibitorů. Následkem je citlivost na myorelaxans sukcinylcholin (suxamethonium), při které 

homozygoti trpí prodlouženou zástavou dechu po podání této látky ve spojení s chirurgickou 

anestézií. U bílé populace se nachází homozygotních forem 0,3-0,5 %. [5] 

 

Biochemické vlastnosti 

Lidská ChE byla roku 1968 poprvé sekvenována a klonována. Jedná se o tetramer, který má 

molekulovou hmotnost 340 kDa a je složena ze 4 identických podjednotek. Všechny obsahují 

jedno aktivní katalytické místo. Spojení je realizováno prostřednictvím tří disul-fidických 

můstků a nekovalentních hydrofobních interakcí. Podjednotka obsahuje 574 amino-kyselin 

(AMK) a 9 sacharidových řetězců. Molekulová hmotnost každé z nich je 86 kDa. Díky silným 

nekovalentním vazbám drží podjednotky pospolu. Z tohoto celku zaujímají 65 kDa AMK a 

zbytek jsou sacharidy. Molekula zůstává tetrametrem, i když jsou disulfidické vazby mezi 

řetězci redukovány, alkylovány nebo zcela odstraněny proteolýzou. [6] 
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1.1.1 Acetylcholinesterasa 

AChE je enzym, jenž je systematicky nazýván jako acetylcholinacetylhydrolasa a je řazen dle 

enzymové nomenklatury do třetí třídy, což jsou hydrolytické enzymy. V hydrolytické aktivitě 

AChE spočívá její hlavní biologický význam, kvůli které je zkoumána. 

 

Funkce 

Klíčovým enzymem cholinergních mozkových synapsí a neuromuskulární ploténky je právě 

AChE. Nachází se především v nervosvalových spojeních a cholinergních synapsích 

v centrální nervové soustavě (CNS). [7] Hlavní biologickou rolí tohoto enzymu je ukončení 

přenosu impulsů rychlou hydrolýzou neurotransmiteru acetylcholinu (ACh), následně tak 

vzniká cholin a acetát [8]. Vyznačuje se velkou katalytickou aktivitou. Každá molekula AChE 

degraduje 25 000 molekul ACh za jednu sekundu [9].  

 

Struktura 

Struktura AChE byla rozsáhle prozkoumána od 90. let. První experimenty byly provedeny 

na elektrickém úhoři Torpedo californica díky jeho dostupnosti. Tento enzym se, podobně 

jako lidská varianta, nachází ve formě monomeru, dimeru a tetrameru. Její molekula může 

obsahovat segment se strukturou podobnou kolagenu, jehož úkolem je zprostředkovat vazbu 

k buněčné membráně. [10] 

Na obrázku 1 [11] je patrné, že se jedná o glykoprotein, který je složený ze 14 α-helixů 

a 12 β-skládaných listů. Tento řetězec je tvořen 523 AMK, uspořádanými do globulární 

formy. Ve středu této molekuly je umístěno aktivní centrum enzymu a na jeho dně se nachází 

katalytické centrum tvořené hydroxylovou skupinou serinu. [10] 

 

Obrázek 1 Struktura AChE úhoře Torpedo californica 
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1.1.2 Butyrylcholinesterasa 

BChE je enzym, který je systematicky nazýván jako acylhydrolasa. BChE je ale známa i pod 

pojmem pseudocholinesterasa. Její funkce spočívá v hydrolýze butyrylcholinu i ACh.  

 

Funkce 

Hydrolýza hydrofobních a hydrofilních karboxylových sloučenin i esterů kyseliny fosforečné 

patří mezi hlavní funce BChE. Jeho toxikologický a farmakologický význam je jasný, když se 

jedná o individuální expozici vůči jedovatým sloučeninám, zaměřeným na vazebná místa 

ChE. Vzhledem k fyziologickému významu AChE lze vnímat BChE jako endogenní 

vychytávač anticholinesterasových sloučenin, zejména xenobiotik, jako jsou – sukcinyl-

dicholin, organofosfáty, karbamáty, prokain, kokain, heroin, aspirin a další. [12] 

BChE je tvořena v různých orgánech, zejména v játrech. Nachází se také ve slinivce břišní 

a gliových buňkách. Dosahuje sérové hladiny 5 mg/ml a její biologický poločas in vivo činí 

12 dní, což ji činí stabilní pro skladování. Testování aktivity BChE v plasmě může sloužit 

jako test funkce jater. [10] 

 

Struktura 

Plasmatická BChE je hydrofilní tetramer složený ze 4 identických podjednotek. Může se vys-

kytovat v lidském těle i v podobě dimeru a monomeru. Geny pro BChE jsou zakódovány 

na třetím chromozomu. [13] Biochemické studie ukázaly, že nukleotidové a AMK sekvence 

související s BChE se vyskytují v různých formách života. Regulují fyziologické funkce, 

jejichž význam nebyl zcela objasněn. [14]  

Na následujícím obrázku 2 [15], je znázorněna struktura BChE, jejíž každá podjednotka má 

84 kDa. Vzájemně interagují prostřednictvím svazku 4 α-helixů na C-koncích a ve středové 

části globule se nachází peptid bohatý na prolin. [16] 
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1.2 Modulátory cholinesteras 

Z hlediska principu mohou být modulátory ChE dvojího typu – inhibitory a reaktivátory. 

Inhibitory lze dále dělit podle způsobu inhibice na reverzibilní a ireverzibilní. Reverzibilní 

inhibitor pouze „soutěží“ o vazebné místo enzymu, a tím brání přístupu ACh. Nevytváří 

kovalentní vazbu s enzymem, jedná se tedy o proces vratný. Druhý typ inhibitoru je charak-

terizován reakcí s aktivním centrem ChE. Mezi enzymem a modulátorem vzniká kovalentní 

vazba, která může být za fyziologických podmínek natolik stabilní, že se jedná o ireverzibilní 

inhibici, tedy děj nevratny. K jeho ovlivnějí mohou ale sloužit v případě některých látek 

reaktivátory, jež odstarňují kovalentně vázaná rezidua ireverzibilních inhibitorů z fosfátu 

aktivního katalytického místa enzymů. Ireverzibilní inhibitory i reaktivátory mají však spíše 

toxikologický význam. [17] Vzhledem k charakteru testovaných látek v této diplomové práci 

se teoretická část bude dále zaměřovat pouze na reverzibilní inhibitory. 

1.2.1 Reverzibilní inhibitory cholinesteras 

Reverzibilní inhibitory lze dále klasifikovat dle schopnosti prostupovat hematoencefalickou 

bariérou na látky s centrálním a periferním účinkem. Dělí se na základě náboje léčiva, látky 

obsahující terciální dusík, nejsou nabité a mají tedy centrální účinky. Naopak léčiva obsahují 

kvarterní dusík, mají náboj, špatně procházejí hematoenceflikou bariérou a účinkují hlavně 

na periferii. Centrálně působící, reversibilní IAChE se používají jako léčiva v terapii AD. 

Zpomalují progresi a přestup choroby do těžkých stádií. Na trhu je dostupný Donepezil, 

dále Rivastigmin a novějším léčivem je Galantamin. Liší se však svojí strukturou, farmako-

kinetickými a farmakodynamickými vlastnostmi. [18] Jedná se o skupinu léčiv, které brání 

Obrázek 2 Struktura BChE 
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enzymatické hydrolýze ACh na nervových synapsích. Navíc snižují tvorbu a toxicitu 

amyloidu beta (Aβ). [19] Látky s periferním účinkem jsou užívány v léčbě onemocnění, 

postihující nervosvalový přenos, jako je například Myastenia gravis (MG). Do této skupiny 

patří Pyridostigmin, Neostigmin a Distigmin. 

 

1.2.1.1 Léčiva s centrálními účinky 

Galantamin 

Galantamin (GAL) byl poprvé izolován z cibulí sněženek a narcisů. Dnes se vyrábí synteticky 

a je nejnovějším a zatím nejúspěšnějším léčivem AD. Jedná se o reverzibilní, kompetitivní 

IAChE. [20] 

 

Struktura 

Na obrázku 3 [21] je uvedena chemická strukturu GAL. Jedná se o terciární alkaloid, který 

nepodléhá hydrolytickým reakcím. Pro jeho správný biologický účinek jsou v jeho molekule 

důležitá čtyři místa. Hydroxylová skupina cyklohexenového kruhu, cyklohexenový kruh, 

terciární aminoskupina a methoxyskupina. [22]  

 

Farmakodynamické vlastnosti 

GAL účinkuje na nervosvalové spoje, centrální cholinergní synapse i periferní orgány 

inervované parasympatickými vegetativními vlákny. Na cholinergní synapse má dva různé 

účinky, které však mohou probíhat i současně: 

a. inhibicí AChE dojde ke zvýšení hladiny ACh dostupného pro aktivitu postsy-

naptických muskarinových receptorů, 

b. v přítomnosti GAL je zvýšená vazebná afinita ACh na nikotinový receptor (AChR) 

a působí jako allosterický modulátor. 

Modulací nikotinových receptorů je podporováno uvolnění ACh, zvlášť při poškození 

cholinergní funkce. Váže se jak ve spodní části kavity AChE a interaguje s acylvazebnou 

kapsou prostřednictvím methoxyskupiny, tak s cholin-vazebným místem díky cyklohexe-

novému kruhu. [23] 
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Obrázek 3 Struktura GAL 

 

Farmakokinetické vlastnosti a nežádoucí účinky  

Jedná se o alkalickou a slabě lipofilní sloučeninu, jejíž rozpustnost ve vodě činí 31 mg/ml. 

Je parciálně metabolizován různými cytochromy, zejména CYP2D6 a CYP3A4. Po podání 

per orálně (p.o.) snadno absorbuje nezávisle na lékové formě. Až 75 % podaného GAL je 

eliminováno metabolizací. Plasmatické koncentrace klesají bioexponenciálně, s biologickým 

poločasem 8-10 hodin u zdravých osob. Výsledky klinických studií svědčí o tom, že plasma-

tická koncentrace GAL u pacientů s AD jsou o 30-40 % vyšší než u zdravých mladých 

jedinců, především vzhledem k věku a snížené funkci ledvin. Z farmakokinetické analýzy 

vyplývá, že clearance GAL je u žen o 20 % nižší než u mužů. Dávkování GAL musí být 

titrováno, první měsíc je podáváno 2krát 4 mg, druhý měsíc 2krát 8 mg a třetí měsíc a dále 

2 rkrát 12 mg. [24] GAL je mírně toxický. Letální dávka pro potkana p.o. je 83,6 mg/kg. Mezi 

nejčastěji se vyskytující nežádoucí účinky řadíme nevolnost (19 %), zvracení (16 %), ztráta 

hmotnosti a chuti k jídlu (8 %), závratě (4 %), bolesti břicha, průjmy, neklid a poruchy 

spánku. Nežádoucí účinky lze inhibovat antidoty. Žádný studie však neuvádí mutagenní nebo 

teratogenní účinky tohoto léčiva. [22] 

 

Vztah mezi galantaminem a zánětem 

GAL se vyznačuje svými neuroprotektivními vlastnostmi vůči toxickému beta amyloidu (Aβ) 

a oxidativnímu stresu. Díky inhibici mozkových AChEs snižuje tvorbu kyslíkových radikálů 

NO i NOS. Alosterickou modulací AChR ovlivňuje toxicitu Aβ tím, že zabraňuje 

konformačním změnám a tvorbě β- skládaných listů. Působí i protizánětlivě, snižuje produkci 

prozánětlivých mediátorů. [20] 
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Donepezil 

Donepezil je léčivo, které inhibuje reverzibilně AChE, zatímco BChE minimálně a klinicky 

nevýznamně. Donepezil rovněž aktivuje nikotinové receptory (α4β2 a α7) a tím dojde k větší 

expresi antiapoptického faktoru Bcl-2. Chrání tak neurony proti glutamátové toxicitě. Působí 

současně proti několika mechanismům neurodegenerace. [25] 

 

Struktura 

Donepezil hydrochlorid, uvedený na obrázku 4 [26] je druhým léčivým přípravkem 

schváleným pro léčbu mírného až středního stupně AD. Patří do třídy IChE, řadící se do 

piperidinových derivátů, obsahujících ve své molekule N-benzylpiperidin a indanovou 

skupinu. Donepezil se váže v aniontovém místě enzymu. [27] 

 

Farmakodynamické vlastnosti 

Donepezil hydrochlorid je in vitro více než 1 000krát účinnějším IAChE než BChE. U osob 

s AD, které se zúčastnili klinických studií, způsobilo podávání dávek 58 mg a 10 mg done-

pezil hydrochloridu jednou denně ustálenou inhibici aktivity AChE. [28] 

 

 

Obrázek 4 Struktura donepezil hydrochloridu 

 

Farmakokinetické vlastnosti a nežádoucí účinky 

Nejvyšších plasmatických hladin je dosahováno asi za 3-4 hodiny po p.o. podání. Biologický 

poločas tohoto léčiva je 70 hodin a k ustálenému stavu dojde do 3 týdnů od začátku terapie. 

Asi 95 % donepezilu se u člověka váže na plasmatické bílkoviny. Transport do různých tkání 

těla nebyl dodnes příliš prostudován. Vylučování léku je realizováno v nezměněném stavu 

močí nebo je metabolizován systémem cytochromu P450 na další metabolity. [28] 
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Testování na pokusných zvířatech prokázalo, že léčivo nemá skoro žádné jiné účinky než ty 

předpokládané, jakožto cholinergní stimulátor. Donepezil nemá mutagenní, genotoxické 

účinky, ani onkogenní aktivitu. [29] 

 

Vztah mezi donepezilem a zánětem 

Donepezil působí neuroprotektivně a má účinky modifikující AD [30]. Klinická studie uvádí, 

že po osmi měsících léčby donepezilem došlo ke zmírnění zánětu, tau patologie a ztrátě 

neuronů. Také bylo prokázáno, že po aplikaci LPS snižuje uvolňování zánětlivých mediátorů, 

zejména IL-1β, TNF-α a NO a zabraňuje systémovému zánětu. [31] 

 

Rivastigmin 

Rivastigmin je inhibitorem AChE a BChE, jehož mechanismem účinku je pseudoireverzibilní 

inhibice. Dochází tak k zablokování enzymu odbourávajícího ACh a k následnému zvýšení 

počtu molekul tohoto neuromediátoru. Účinkuje selektivně v hippocampu a neokortexu 

mozku, tedy oblastí, které jsou při AD nejvíce postiženy. [32] 

 

Struktura 

Jedná se o léčivo karbamátového typu, obrázek 5 [33] o molekulové hmotnosti 250,34 g/mol, 

Rivastigmin se váže na svůj cílový enzym a dočasně ho inaktivuje [34]. Ve své čisté podobě 

má charakter bílého jemně krystalického prášku, který je dobře rozpustný ve vodě, ethanolu 

nebo acetonitrilu [35]. 

 

Farmakodynamické vlastnosti 

Rivastigmin zlepšuje poruchy kognitivních funkcí, které jsou u demencí spojené s AD 

a Parkinsonovou chorobou způsobeny nedostatkem cholinergního přenosu. U zdravých osob 

dochází ke snížení aktivity AChE a BChE v mozkomíšním moku během 1,5 hodiny po podání 

p.o. 3 mg léčiva o 40 %. Aktivita enzymů se následně vrací k výchozí hodnotě přibližně 

za 9 hodin po dosažení maximálního inhibičního účinku. U pacientů s AD je inhibice AChE 

a BChE závislá na dávce až do 6 mg dvakrát denně, což byla nejvyšší testovací dávka. 
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Obrázek 5 Struktura rivastigminu 

 

Farmakokinetické vlastnosti a nežádoucí účinky 

K absorpci rivastigminu dochází velmi rychle. Plasmatické koncentrace dosahují maxima 

přibližně za 1 hodinu od podání. Vazba rivastigminu na bílkoviny je asi 40 %. Rivastigmin 

přechází hematoencefalickou bariérou. K metabolizaci dochází primárně hydrolyticky díky 

ChE na dekarbamylovaný metabolit. Nezměněný rivastigmin v moči nenajdeme, vylučování 

metabolitů představuje hlavní cestu vylučování. Méně než 1 % celkové dávky je vyloučeno 

stolicí. Mezi významné nežádoucí účinky řadíme gastrointersticiální projevy, zahrnující 

nauzeu (38 %) a zvracení (23 %). [29]  

 

Vztah mezi rivastigminem a zánětem 

Rivastigmin zabraňuje demyelinizaci, aktivaci mikroglií a axonálnímu poškození. Dále 

snižuje reaktivitu T-lymfocytů a produkci prozánětlivých cytokinů TNF-α, IFN-γ a IL-17. 

Léčba rivastigminem má imonomudulační vlastnosti. [36] 

Stále větším problémem v terapii pomocí výše zmíněných léčiv jsou vedlejší nežádoucí 

účinky. Z toho důvodu je snaha o vytvoření derivátů, stejně tak účinných, ale méně toxických. 

Dostupná léčiva funkčně selhávají, protože samotná AD je choroba se složitou 

etiopatogenezí. Proto je nutné terapii kombinovat nebo vyvinout léky schopné ovlivnit průběh 

AD na více úrovních. 

 

1.2.1.2 Alzheimerova choroba 

AD je definována jako závažné progresivní a ireverzibilní neurodegenerativní onemocnění 

mozku. Jedná se rovněž o nejběžnější příčinu demence. Demence je syndrom nebo skupina 

syndromů, která má řadu důvodů. Mezi charakteristické symptomy choroby patří problémy 
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s pamětí, ovládáním jazyka, obtížnějším řešením problémů a jinými kognitivními 

schopnostmi. [37] Představuje asi 50-60 % všech demencí a dalších minimálně 10 % demencí 

je smíšené etiologie, kde se kromě alzheimerovských změn etiologicky podílejí i například 

ischemicko-vaskulární změny (mozkové infarkty). Nemoc je poměrně dobře definována 

patologickými nálezy, které jsou společné pro všechny postižené. Existuje však variabilita, 

co se týče doby vzniku, rychlosti progrese a některých dalších odchylek klinického nálezu 

u této nemoci. Značně se mohou lišit genetické predispozice i množství a druh různých 

faktorů ovlivňující rozvoj a průběh této choroby. [38] 

 

Prevalence a incidence onemocnění 

Onemocnění touto chorobou je celosvětově velmi rozšířené. Míra onemocnění není závislá 

od místa, kde se člověk nachází. Některá místa na planetě jsou ale v počtu onemocnění více 

zastoupena než jiná. [39] 

 

Ve světě 

Podle Alzheimer´s Disease International (ADI) žilo v roce 2015 na celém světě 46,8 milionů 

lidí s demencí (odhadem) [39]. Podle přepočtu ADI se objeví nový případ demence každé 

3 sekundy a během následujících 20 let dojde ke dvojnásobení počtu lidí s demencí. Lze tedy 

očekávat, že v roce 2030 bude na planetě Zemi 74,7 milionů lidí s demencí. Na grafu 1 [40] je 

ukázáno procentuální zastoupení z roku 2015, které udává počet osob starších 60ti let trpící 

tímto onemocněním. 

Dostupná srovnání organizace ADI ukazují, že v regionu Střední Evropy, kam patří i Česká 

republika, je zastoupení lidí s demencí nižší, než je průměr jinde ve světě. 
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Graf 1 Demence ve světě – Průměrné zastoupení lidí (v %) s demencí pro danou oblast 

 

V České republice 

V roce 2015 byl počet osob s demencí odhadnut na 156 tisíc. Více než dvě třetiny osob jsou 

ženského pohlaví. Dle odhadů žije u nás 51 tisíc mužů a 105 tisíc žen s demencí. Riziko 

vzniku demence narůstá s věkem, zlomem tedy lze označit důchodový věk. Z pohledu 

na historický vývoj prevalence demence, může být zkonstatováno, že počet postižených 

jedinců neustále narůstá. Tento vývoj je uveden v grafu 2 [40].  

 

Graf 2 Vývoj demence v České republice 

 

Nejvyšší podíl lidí s demencí mají kraje s nejstarší věkovou strukturou. V roce 2015 žilo 

nejvíce lidí s demencí v Královéhradeckém kraji, následně v Praze a pak Zlínském kraji. 

Nejméně lidí s AD či jiným typem demence žije v Ústeckém kraji, Středočeském a Karlo-
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varském. Nejvyšší úmrtnost je v Plzeňském kraji (41 osob v přepočtu na 100 tisíc obyvatel), 

následuje Praha (36 osob na 100 tisíc obyvatel) a kraj Královéhradecký (35 osob na100 tisíc 

obyvatel). [41] 

 

Predispozice ke vzniku onemocnění 

Přesná příčina AD není dosud známa, jde o onemocnění s multifaktoriální etiologií. Mezi 

neovlivnitelné rizikové faktory AD patří věk a přítomnost genů přispívajících k jejímu 

rozvoji. Jako ovlivnitelné faktory označujeme vaskulární faktory, kouření, obezitu, diabetes, 

hypertenzi, zvýšený cholesterol, nadměrné pití alkoholu nebo úrazy hlavy. [42]  

Heritabilita demencí bývá uváděna, jako bezrozměrná veličina v rozmezí 0,4-0,7. Za geny 

významné pro rodinnou formu AD řadíme presenilin 1 a presenilin 2 a gen pro amyloidový 

prekurzorový protein (APP). Oproti tomu je u sporadické formy demence významně 

zastoupený gen pro apolipoprotein E (ApoE). Dalšími důležitými geny mohou být BDNF 

(z ang. brain derived neurotrophic factor), geny ve vztahu k cholinergní neurotransmisi 

a další. V dnešní době jsou také velice významné epigenetické factory, jako je metylace DNA 

a acetylace histonů. [43] Dále se na vzniku AD mohou podílet viry nebo také hliník [44]. 

Dle epidemiologických studií je hypercholesterolémie významným rizikovým faktorem 

pro vznik AD a hraje významnou roli v patogenezi tohoto onemocnění. Cholesterol kontroluje 

interakci mezi Aβ a membránou nervových buněk. Tato interakce je rozhodující pro iniciaci 

neurotoxické kaskády. [45] Zvýšená hladina cirkulujícího cholesterolu koreluje s hladinami 

Aβ v mozku i krvi pacienta s AD. Cholesterol reguluje produkci a ukládání Aβ, což znamená, 

že exprese APP a tvorba Aβ mohou být podporovány zvýšenými hladinami cholesterolu. 

Díky těmto vysokým hladinám dochází navíc ke zhoršení aterosklerózy mozkových tepen, 

což vede k cerebrovaskulární alteraci, která zvyšuje pravděpodobnost vzniku AD. [46] 

S cholesterolem jsou spojeny také apolipoproteiny. Jedná se o bílkoviny, které zajišťují vazbu 

lipoproteinů na specifická vazebná místa. V mozku mají vliv na neurální reparaci, růst 

dendritů, synaptickou plasticitu a je popsána i protizánětlivá funkce. Jsou také důležitým 

přenašečem cholesterolu v mozku. Byly popsány 3 alely genu pro ApoE na 19. chromozomu, 

a to epsilon 2 (ε2), epsilon 3 (ε3) a epsilon 4 (ε4). Tyto alely kódují 3 izoformy lipoproteinu: 

ApoE 2, ApoE 3, ApoE 4. [47]  

Zdědění ε4 výrazně zvyšuje riziko vzniku AD v mladém věku. Lidé s dvěma kopiemi ApoE 

ε4 alely mají 8krát vyšší riziko onemocnění. Přítomnost izoformy ApoE 4, obrázek 6 [48] 
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je rizikovým faktorem jak pro vznik hyperlipidémie, tak i AD. Avšak jeho přítomnost není 

nutnou podmínkou pro rozvoj choroby. Apolipoproteiny neovlivňují patogenezi AD pouze 

vlivem na cholesterol, ale i na aktivitu AChE nebo β-sekretasy (proteasy, stěpící 

transmembránové proteiny; substrátem může být APP a také jsou zkoumány v souvislosti 

s oxidativním stresem). [49] 

 

Obrázek 6 Struktura izoformy ApoE 4 

 

Cholinergní hypotéza 

Tato hypotéza je nejstarší teorií, objasňující možné příčiny vzniku AD. Vedla k vývoji léků, 

které jsou schválené a dodnes používané k léčbě pacientů. Vychází ze ztráty cholinergní 

aktivity, která byla pozorována u pacientů s AD. Narušení cholinergní neurotransmise se 

podílí na vzniku řadě chorobných stavů, což souvisí s rolí ACh v kognitivních procesech. 

Deficit v cholinergním přenosu může potenciálně ovlivnit všechny aspekty poznání a chování, 

včetně zpracování informací v kortikálním a hipokampálním systému. Narušením 

cholinergních vstupů do kortexu může narušit poroznost a porušit intuitivní podněty 

pro rozhodování. Bylo prokázáno, že blokování cholinergních receptorů zhoršuje kódování 

informací a paměť. Předpokládá se, že ztráta cholinergních neuronů a následné zhoršení 

dopaminergního přenosu by mohlo být hlavními faktory, které jsou základem psychických 

symptomů spojených s AD. Blokací centrálního cholinergního systému skopolaminem 

u mladých lidí, lze simulovat stejné příznaky jako u osob s AD. Použitím IChEs, jako je 

fyzostigmin lze poruchu paměti a kognitivních funkcí u těchto otrav vrátit do fyziologického 

stavu. [50,51] 
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Neurobiologie Alzheimerovy choroby 

U všech neurodegenerativních demencí jsou podkladem patologické změny mozkových 

bílkovin (proteinopatie) se zmenšováním a zánikem neuronů a následné atrofie (zmenšování) 

mozku. V případě patologického stavu dochází k proteolytickému štěpení APP β-sekretasou 

(BACE1) za vzniku Aβ. Vzniká N-koncová ektodoména APP a C-koncový fragment, který je 

dále štěpen γ-sekretasou, což způsobí uvolnění Aβ o 40 (Aβ40) nebo 42 AMK (Aβ42). Jejich 

poměr pravděpodobně představuje důležitou úlohu v patogenezi AD. [48] Krystaly Aβ pak 

tvoří základ neurodegenerativních útvarů, tzv. senilních plaků, obrázek 7 [52]. Dochází 

k aktivaci gliových buněk, produkci cytokinů, zánětlivého enzymu cyklooxygenasy 

a uvolnění volných kyslíkových radikálů. Zvýšeně se uvolňují excitační AMK L-glutamát, 

což vede ke zvýšené aktivaci tzv. ionotropních receptorů typu NMDA. Tímto dochází ke 

zvýšenému vstupu draslíku do neuronů a jejich následné destabilizaci a aktivaci genů včetně 

těch, které regulují apoptózu a zániku neuronů. [43,44] Hlavní intraneuronální změnou u AD 

je degenerace τ-proteinu, vázaného na neuronální mikrotubuly. Vznikají neurofibrilární 

klubka a takto postižené neurony taktéž podléhají apoptóze. [53] 

 

Význam zánětu 

Aktivované mikroglie, obklopující senilní plaky a zvýšené hladiny komplementového 

systému, cytokinů, chemokinů a volných radikálů byly pozorovány právě u AD. Tyto důkazy 

vedly k tomu, že zánětlivý proces neuronů může vést k samovolně vznikajícímu toxickému 

cyklu, ve kterém je několik faktorů – bílkovinné agregáty, abnormální buněčné agregáty, 

poškozené neurony a abnormální synapse. Díky těmto faktorům dochází k aktivaci mikroglií 

a následnému uvolňování zánětlivých mediátorů, což zhoršuje neuronální poškození. Mezi 

prozánětlivými molekulami, nalezenými ve spojení s plaky, prominentní roli sehrává 

interleukin-1 (IL-1) a tumor nekrotizující faktor (TNF). Polymorfismy v regulační oblasti pro 

IL-1a, IL-1b a TNF jsou spojeny s vyšším rizikem vývoje AD, protože ovlivňují stupeň 

mikrogliální aktivace. [54] 
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Obrázek 7 Amyloidní senilní plaky a neurofibrilární klubka; A – Amyloidní senilní plaky u AD, pozitivní 

v imunochemické reakci s monoklonální protilátkou proti amyloidu-β; B – neurofibrilární klubka u AD, 

pozitivní v imunochemické reakci s monoklonální protilátkou proti τ-proteinu 

 

Mediátory zánětu 

Na obrázku 8 [55] jsou znázorněny hlavní buňky, které se podílejí na zánětlivém procesu 

u neurodegenerativních onemocnění – mikroglie, astrocyty a z menší části i neurony. 

Ve všech těchto případech se jedná o buněčné komponenty mozku, které mají mnoho 

důležitých rolí v jeho homeostáze a funkci. [56] 

Jako glie neboli neuroglie se označují neurální buňky s podpůrnou funkcí, které se nacházejí 

v CNS a periferním nervovém systému (PNS). Novější výzkum naznačuje, že v mozku 

člověka je počet neuronů přibližně stejný, jako je počet glií. Dle funkce a lokalizace 

rozlišujeme více typů neuroglií a to astrocyty, oligodendrocyty a mikroglie. [57] 

Glie vytvářejí podpůrnou kostru, která poskytuje nervovému systému strukturální podporu 

pro neurony. Glie produkují růstové faktory, které brání neuronům v apoptóze. Tyto růstové 

faktory jsou potřebné pro regeneraci a udržování plasticity neuronů. Mikroglie slouží 

k odstraňování odpadního materiálu, vznikajícího při poškození nebo zániku neuronů a podílí 

se také na imunitních procesech probíhajících v CNS. Astrocyty se významnou mírou podílejí 

na udržování homeostázy prostředí, tvořené extracelulární tekutinou. Dále se glie podílejí 
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na tvorbě cerebrospinální tekutiny, která obklopuje, vyživuje a chrání neurony před 

poškozením. V reakci na poškození nervové tkáně jsou aktivovány reparační procesy, přičemž 

tyto buňky proliferují a indukují vznik astrocytární jizvy. [58] 

 

 

Obrázek 8 Komplex neutrálních buněk 

 

Mikroglie 

Věk je nejdůležitějším rizikovým faktorem pro vývoj sporadické formy AD 

a s demografickým přechodem na delší životnost je jasné, že výskyt těchto onemocnění se 

zvýší. Část neurobiologického výzkumů je proto v současné době zaměřena na pochopení 

toho, jak věk ovlivňuje biologické vlastnosti mikroglií. Mikroglie jsou vysoce citlivé na téměř 

jakoukoliv formu poranění nebo onemocnění CNS. Při nich dochází k jejich aktivaci, která je 

charak-terizována změnami morfologie, jako je hypertrofie buněčného těla, zvýšené větvení, 

regulace nebo nová syntéza buněčných povrchových či intracelulárních molekul. [59] 

Mikroglie jsou dynamické buňky CNS, které mají klíčovou roli ve vývoji, plasticitě 

a imunitním dozoru. Během homeostázy provádí mikroglie základní funkce včetně 

monitorování synapsí, odstraňování apoptických odpadů. Tyto buňky mají rozvětvenou 

morfologii s dlouhými a tenkými raménky. Jsou vysoce pohyblivé, díky tomu mohou 
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nepřetržitě sledovat místní mikroprostředí. Distribuce mikroglie v celém mozku je různorodá 

a mění se u jednotlivých druhů. U člověka tvoří mikroglie v celém mozku až 16 % buněčné 

populace CNS. Závisí to však na oblasti. Ve vyšší hustotě se vyskytují v bílé než v šedé 

hmotě mozkové. Vzhledem k jejich podobnosti s makrofágy jsou mikroglie označovány jako 

rezistentní vrozené imunitní buňky CNS, zajišťující tzv. vrozenou imunitní ochranu jako 

první a hlavní formu aktivní imunitní obrany mozku. Do CNS migrují během embryonálního 

vývoje a pocházejí z primitivních myeloidních buněk. Jakmile mikroglie dosáhne konečného 

diferencovaného stádia, replikace je omezená. Několik studií však uvádí, že mikroglie 

proliferují i po traumatickém poškození mozku. [59] 

Mikroglie jsou klíčovými aktéry koordinující odpovědi na infekci mezi periferním imunitním 

systémem a CNS. Šíří a reagují na zánětlivé signály počínající v periferii. Po své aktivaci 

produkují prozánětlivé cytokiny, včetně IL-1, IL-6 a TNF-α. Tyto cytokiny jsou nezbytné pro 

indukci a udržování symptomů nemoci. Dále podporují uvolňování sekundárních zánětlivých 

mediátorů, jako jsou prostaglandiny a oxidy dusíku. [59] 

 

Oxid dusnatý 

Oxid dusnatý (NO) je molekulou syntetizovanou syntásami oxidu dusnatého (NOS) a hraje 

rozhodující roli v řadě fyziologických i patologických procesů v těle člověka. Fyziologická 

reakce NO závisí na lokálních koncentracích, jakož i na dostupnosti a povaze cílových 

molekul. Bývá popisován jako dvojsečný meč, spojený s neurodegenerativními poruchami. 

Nadměrná produkce NO vyvolaná zánětlivými signály byla identifikována jako jedna 

z hlavních příčin vzniku těchto chorob. Při vysokých koncentracích jsou z NO tvořeny 

reaktivní druhy dusíku, což vede ke smrti neurálních buněk (nekróze, apoptóze a autofágii). 

Zánětlivý proces působí na klíčové regulační cesty, jako je excitotoxicita (glutamát hraje roli 

ve vývoji nervové tkáně, její plasticitě; ve velkých koncentracích působí jako neuronální jed) 

indukovaná akumulací glutamátu a mikrogliální aktivace. Aktivované glie exprimují 

indukovaný NOS a dochází k produkci NO, který vyvolá mobilizaci vápníku 

z endoplasmatického retikula, čímž uvolní vezikulární glutamát. Je také schopen aktivovat 

cyklooxigenasu, což je enzym, který přeměňuje kyselinu arachidonovou na prostaglandiny 

a tromboxany. Kombinace NO s volnými radikály jako je superoxidový anion má za 

následek tvorbu vysoce reaktivního peroxynitrilu. Ten pak může indukovat peroxidaci lipidů 

a způsobit poškození DNA. [60] 



35 

 

Astrocyty 

Astrocyty jsou nejpočetnějšími neurálními buňkami v CNS, tvořící přibližně 20-50 % objemu 

lidského mozku. Astrocyty mají několik funkcí, jako je regulace extracelulárních iontů 

a energetických rezerv, clearance a metabolismus neurotransmiterů a usnadňují udržování 

fyziologických neurálních funkcí v CNS. Mohou být aktivovány četnými faktory, včetně 

patogenů, lipopolysacharidem (LPS), oxidativním stresem, volnými mastnými kyselinami 

stejně dobře jako Aβ. Předpokládá se, že aktivace astrocytů trvá déle než aktivace mikroglií. 

Reaktivní astrocyty, obrázek 9 [61] mohou na rozdíl od klidových produkovat cytokiny. Dále 

generují malé množství Aβ. Prozánětlivé molekuly tvořené reaktivními astrocyty aktivují 

mikroglie a dochází k další produkci zánětlivých faktorů. [62]  

Jako astroglióza se označuje zvýšení počtu astrocytů v důsledku destrukce blízkých neuronů 

traumatem CNS, infekce, ischemie a vlivem neurodegenerativních chorob. Astroglióza mění 

molekulární expresi a morfologii astrocytů, což způsobuje tvorbu jizev, které inhibují reparaci 

CNS. Ukazatelem astrogliózy je zvýšená koncentrace gliálního fibrilárního kyselého proteinu 

(GFAP), která je spojena s akumulací plaků a do určité míry i s množstvím neurofibrilárních 

klubek. V lidském mozku postiženým AD je přítomnost amyloidních despozit spjata s reak-

tivními astrocyty, silně exprimujících GFAP. [63] Tato astrocytická aktivace narušuje 

homeostázu okolních buněk a přispívá k progresi onemocnění [64]. 

 

 

Obrázek 9 Astrocyty 
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Cytokiny, chemokiny a růstové faktory  

Cytokiny a chemokiny jsou proteiny, které koordinují imunitní odpověď v celém těle. 

Dysregulace cytokinů a chemokinů je hlavním rysem vývoje neurozánětu, neurodegenerace 

a demyelinizace jak v centrálním, tak v periferním nervovém systému. Patologické stavy 

v CNS mohou vést k aktivaci mikroglií, které zprostředkují poranění či smrt neurálních 

a gliových buněk produkcí prozánětlivých faktorů, jako jsou právě cytokiny a chemokiny. 

Rovnováha mezi opravnými a prozánětlivými faktory určuje výsledek neurodegenerativního 

procesu. [65] 

Cytokiny jsou malé a nestrukturální proteiny s molekulovou hmotností v rozmezí od 8 

do 40 kDa. Původně nazývané lymfokiny a monokiny, dle jejich buněčného zdroje. 

Neexistuje žádný motiv AMK sekvence nebo trojrozměrná struktura, která cytokiny spojuje. 

Jejich biologické aktivity nám umožňují je seskupit do různých tříd. Cytokiny jsou 

sekretovány různými imunitními buňkami, například T-lymfocyty, makrofágy, přirozenými 

zabíječi i neimunitními buňkami. Biologické účinky indukované cytokiny zahrnují stimulaci 

nebo inhibici proliferace buněk, cytotoxicitu, apoptózu, buněčný růst, diferenciaci, zánětlivé 

reakce i zvýšení regulace exprese proteinů povrchové membrány. Byla zaznamenána řada 

interakcí mezi cytokiny a složkami senilních plaků u AD. Cytokiny mohou stimulovat sekreci 

dalších proteinů nalezených v senilních placích. Mezi cytokiny a Aβ mohou nastat synergické 

účinky. Napríklad IFN-γ s Aβ způsobuje uvolňování TNF-α a reaktivních druhů dusíku. Bylo 

také prokázáno, že IL-1 zvyšuje toxicitu Aβ v buňkách. Některé cytokiny jasně podporují 

zánět a jsou tedy nazývané prozánětlivými, zatímco jiné cytokiny, potlačující aktivitu 

prozánětlivých cytokinů, označujeme jako protizánětlivé. IL-4, IL-10 a IL-13 jsou silnými 

aktivátory B-lymfocytů, avšak mohou být i protizánětlivými cytokiny. IFN-γ je dalším 

příkladem pleiotropní povahy cytokinů. Má antivirovou aktivitu, stejně jako IFN-α a IFN-β. 

IFN-γ je také aktivátorem dráhy ovlivňující cytotoxické buňky a je považován za prozánětlivý 

cytokin, protože zvyšuje aktivitu TNF-α a indukuje produkci NO. [66] 

Rodina cytokinů IL-1 obsahuje 2 proteiny IL-1a a IL-1b. Oba přispívají k aktivaci buněk při 

vazbě na specifické membránové receptory. Na obrázku 10 [67] je naopak uveden IL-1ra, 

který ve formě glykosylovaného sekrečního proteinu o velikosti 23 kDa vyvazuje a brání jeho 

působení na buňky. IL-1 je důležitým iniciátorem imunitní odpovědi a hraje klíčovou úlohu 

při vzniku a vývoji kom-plexní buněčné zánětlivé kaskády. Zvýšení IL-1b bylo detekováno 

v mozkomíšním moku a parenchymu v raných hodinách po poranění mozku u lidí. Nicméně 
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IL-1 hraje také roli v degeneraci neuronů a zvyšuje aktivitu neuronální AChE, mikrogliální 

aktivaci a další tvorbu IL-1. [68] 

 

Obrázek 10 Struktura IL-1ra 

 

Dalším významným cytokinem je IL-6. IL-6 hraje roli v obraně hostitele s hlavními 

regulačními účinky na zánětlivou odezvu. Patří do rodiny neuropeptidů a má jak přímé, 

tak nepřímé neurotrofické účinky. Podporuje astrogliózu, aktivuje mikroglie a stimuluje 

produkci proteinů akutní fáze. [69] 

Jedním z hlavních protizánětlivých cytokinů je IL-10, jehož mRNA můžeme detekovat 

v čelním a parietálním laloku normálního mozku. Jeho úkolem je neuronální homeostáza. 

Působí na buňky interakcí se specifickými receptory buněčného povrchu, které jsou přítomny 

ve všech populacích gliových buněk. IL-10 v těchto buňkách inhibuje produkci prozá-

nětlivých cytokinů, jako je IL-1 a TNF-α, potlačením exprese jejich receptorů. [70] 

Heterodimerický cytokin IL-12 je produkovaný aktivovanými monocyty, makrofágy 

a gliovými buňkami. Jeho funkce spočívá v podpoře zánětu i patologických procesů. Dle 

výsledků studie, lze usoudit, že plasmatické hladiny IL-12 byly pozorovány v závislosti 

na závažnosti AD. [68] 

Chemokiny jsou skupinou cytokinů s chemotaktickými vlastnostmi. Chemokiny jsou 

nezbytné pro aktivaci a migraci leukocytů. Monocytový chemotaktický protein (MCP) je 

členem rodiny chemokinů a hraje významnou roli při zánětlivých procesech, včetně 

aterosklerózy a neurodegenerativních chorob. Mikroglie produkují MCP a stimulují astrocyty, 

které se společně podílejí na degradaci peptidů Aβ. Zvýšená produkce MCP-1 byla prokázána 

u nerodegenerativních onemocnění. Existují důkazy, že plasmatické hladiny MCP-1 by mohly 

být použity jako biomarkery k monitorování zánětlivého procesu u AD. [71] 
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Dalším druhem molekul regulujících funkce imunitního i nervového systémů jsou růstové 

faktory. Tyto proteiny podporují přežití buněk CNS i PNS. Hrají roli ve vývoji mozku, 

stimulaci axonálního růstu a regulují růst různých druhů buněk v mozku a periferii. 

Neuronální růstový faktor je nejsilnějším růstovým faktorem schopným působit proti buněčné 

smrti cholinergních neuronů. Zvýšené hladiny byly nalezeny právě v mozkomíšním moku 

u pacientů s AD. Jeho vztah k patogenezi [72] 

 

Příznaky onemocnění 

Mezi příznaky, které by nás měly varovat o možném onemocnění, řadíme ztrátu paměti, která 

ovlivňuje schopnost plnit každodenní úkoly. Občasné zapomínání pracovních úkolů, telefonní 

čísel, jména kolegů a vzpomenutí na ně později je zcela normální. Lidé trpící AD však 

zapomínají častěji a nevybaví si je ani později. Mají problémy s vykonáváním běžných 

činností a řeči. Každý z nás má občas problém najít správné slovo, ale člověk s AD zapomíná 

i na jednoduchá slova, nahrazuje je nesprávnými výrazy a věty pak nedávají smysl. Pacienti 

s AD podléhají časové a místní dezorientaci, kdy se ztratí i ve vlastní ulici a nevědí, kde jsou, 

jak se tam dostali a jak se dostanou domů. Mají špatný nebo zhoršující se racionální úsudek 

a problémy s abstraktním myšlením. Lehce povšimnutelnými příznaky mohou být i změny 

v náladě nebo chování. Člověk s AD podléhá prudkým změnám nálad, náhle a nečekaně 

propukne pláč a hned následně hněv, bez zjevných příčin. Můžeme pozorovat změnu 

osobnosti a ztrátu iniciativy. [73] 

Kromě poruchy paměti, intelektu, úsudku a jiných kognitivních funkcí je AD velice často 

doprovázena celou řadou nekognitivních symptomů a poruch chování. Nejčastěji se 

setkáváme s apatií nebo naopak agitovaností. V počátcích onemocnění se může objevit 

deprese a úzkost, častá je i spánková inverze. Mohou se objevovat i halucinace, bludy, 

verbální a brachiální agresivita. Dle současných podložených studií by měl každý pacient 

s AD, u kterého se objevily poruchy chování, být léčen některým z IChEs. [74] 

Lidé v závěrečné fázi onemocnění jsou vázáni na lůžko a vyžadují nepřetržitou péči. 

Onemocnění je nakonec fatální. [37] 
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1.2.1.3 Léčiva s periferními účinky 

Periferní IChEs zvyšují poptávku poptávku ACh na nervosvalových ploténkách a na 

synapsích vegetativního nervového systému. Mezi tyto léky řadíme Pyridostigmin, 

Neostigmin, Distigmin a Ambenonium. [75] 

 

Pyridostigmin 

Struktura 

Pyridostigmin je farmakologicky používán jako bromidová sůl - Pyridostigmin bromid. Dle 

organizace, zabývající se chemickou nomenklaturou je označován jako N- dimethylkarbamát, 

znázorněný na obrázku 11 [76] 

 

Farmakologické a farmakodynamické vlastnosti 

Toto léčivo neprostupuje přes hematoencefalickou bariéru. Má pomalejší nástup účinku než 

Neostigmin, účinkuje však déle. Je proto u myastenických pacientů lépe snášen. [77] 

 

 

Obrázek 11 Struktura Pyridostigminu 

 

Farmakokinetické vlastnosti a nežádoucí účinky 

Pyridostigmin je metabolizován pouze v malé míře. Hlavní metabolit pyridostigminu, 3-

hydroxy-N-methylpyridin, vzniká hydrolýzou mateřské látky. Oba jsou vylučovány močí. 

Nežádoucí účinku, jako u ostatních látek této skupiny, souvisí zejména s inhibicí AChE ve 

vegetativním nervovém systému. Mohou se projevovat jako nauzea, zvracení, průjem, křeče, 

slinění, brachykardie a svalové křeče. [77] 

 

 



40 

 

Neostigmin 

Struktura 

Chemický název neostigminu je 3-(dimethylcarbamoyloxy)-N,N,N-trimethylbenzenaminium, 

uvedený na obrázku 12. [78] 

 

Farmakologické a farmakodynamické vlastnosti 

Účinky neostigminu se nejvýrazněji projevují na nervosvalové ploténce kosterních svalů, 

v oblasti oka, urogenitálního ústrojí a kardiovaskulárního systému. [79] 

 

 

Obrázek 12 Struktura neostigminu 

 

Farmakokinetické vlastnosti a nežádoucí účinky 

Vzhledem k jeho nízké lipofilitě má po podání p.o. malou absolutní biologickou dostupnost. 

Částečně se transformuje v játrech a je vylučován močí, část v nezměněné podobě a část ve 

formě metabolitů. Po jeho podání se mohou vyskytovat reakce přecitvivělosti, brachykardie, 

průjem, nevolnost a svalové záškuby. [79] 

 

Distigmin 

Struktura 

Dle organizace, zabývající se chemickou nomenklaturou se jedná o biskvarterní amoniovou 

sloučeninu (1-methylpyridin-1-ium-3-yl)-N-methyl-N-[6-[methyl-(1-methylpyridin-1-ium-3-

yl)oxycarbonylamino]hexyl]karbamát, uvedenou na obrázku 13 [80]. 
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Farmakologické a farmakodynamické vlastnosti 

Léčivo způsobuje zvýšení tonu a peristaltiky v gastrointestinálním traktu, zvýšení napětí stěny 

močového měchýře, děložní a příčně pruhované svaloviny. V oku způsobuje kontrakci 

ciliárního svalu a snížení nitroočního tlaku. Snižuje také akci srdeční. Ve vyšších dávkých 

způsobuje paralýzu svalů. [81] 

 

 

Obrázek 13 Struktura distigminu 

 

Farmakokinetické vlastnosti a nežádoucí účinky 

Absolutní biologická dostupnost distigminu po podání p.o. je 4,65 %. Biologický poločas 

přípravku je 64 hodin. Většina podané látky je vylučována biliární sekrecí stolicí. Mezi 

nežádoucí účinky distigminu lze přiřadit excesivní cholinergní stimulaci, projevující se 

nauzeou, průjmem, brachykardií, šokem, depresemi, úzkostmi a rozmazaným viděním. [81] 

 

Ambenonium 

Struktura 

Ambenonium je symetrický bis- kvarterní amoniový ion na bázi oxalamidů, který má ethyl 

a 2-chlor benzylové skupiny připojené k dusíkům, obrázek 14 [82]. 

 

Farmakologické a farmakodynamické vlastnosti 

Ve srovnání s neostigminem má výhodu delšího farmakologického působení a menších 

nežádoucích účinků na gastrointestinální trakt [83]. 
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Obrázek 14 Struktura Ambenonia 

 

Farmakokinetické vlastnosti a nežádoucí účinky 

Účinky ambenonia nastupují 15-20 minut po p.o. podání. Vrchol plasmatické koncentrace je 

dosažen asi po 1-2 hodinách a doba trvání účinku se uvádí 5-6 hodin. Jako vedlejší účinky lze 

pozorovat pocení, bledost, rozostřené vidění, zvýšení krevního tlaku, úzkost a deprese. [83] 

 

Léčebná indikace IChEs 

Léčiva s periferními účinky jsou určena k léčbě atonií střev a močového měchýře, bulbárních 

syndromů různé etiologie a myastenia gravis. Myastenia gravis je onemocněním, v jehož 

etiopatogenezi sehrává významou roli imunitní systém. Periferní IChEs zlepšují příznaky 

tohoto onemocnění, nedochází však k ovlivnění patogeneze. Ve všech případech nemusí být 

ale léčba těmito látkami účinná. Pacienti s protilátkami proti svalově specifické tyrosin kinase 

(MuSK) jsou vůči IChE buď rezistentní, nebo se u nich může projevit hypersenzitivní reakce. 

[75] Z tohoto hlediska by proto mohli pacienti s touto chorobou vývojem nových léčiv 

s procholinergním a protizánětlivým účinkem benefitovat, zejména pak u látek s omezeným 

prostupem přes hematoencefalickou bariéru. 

 

1.2.1.4 Myasthenia gravis 

MG je chronické nervosvalové onemocnění, charakterizované slabostí příčně pruhovaného 

svalstva, vlivem narušené komunikace mezi nervovými a svalovými buňkami. Tato 

autoimunitní choroba, je způsobena tvorbou autoprotilátek proti AChR kosterního svalu. Tyto 

protilátky blokují jeho funkci, dokonce tento receptor spolu s komplementem ničí. U 15-20 % 
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nemocných však nejsou žádné protilátky detekované. MG byla poprvé popsána Tomasem 

Willisem roku 1672. [84]  

Onemocnění dělíme na podskupiny dle věku pacienta na počátku onemocnění, podle 

patologie thymu a profilu protilátek [85]. Toto rozdělení má velký význam v dalším 

rozhodování o postupu léčby [86]. Nejčastějším druhem je séropozitivní MG (SPMG), 

objevující se před 45 rokem života. Charakteristická je u této varianty hyperplazie thymu a 

autoprotilátky proti AChR. Dalším typem je MG asociovaná s thymomem, jejíž incidence ve 

světě dosahuje 10-15 %. Může vznikat v každém věku. Jsou zde přítomny autoprotilátky proti 

AChR a titinu. Posledním typem je séronegativní MG (SNMG), jejíž incidence ve světě číní 7 

%. Častěji propuká u mladších osob a typická je přítomnost autoprotilátek vůči MuSK. [85] 

Tato choroba obvykle začíná padáním očních víček, což je způsobeno slabostí očních svalů. 

Časem se však může rozšířit i na svaly obličeje a krku. Dále můžeme pozorovat špatně 

srozumitelnou řeč, potíže při žvýkání a polykání a dýchací obtíže. [87] 

 

Struktura a fyziologie nervosvalového přenosu 

Nervosvalový přenos je realizován na nervosvalové ploténce, což je typ chemické synapse, 

jejíž funkcí je přenos vzruchu z neuronu na vlákno kosterního svalu. Ploténka je složená 

z presynaptického útvaru představovaného axonálním zakončením motorického neuronu 

(obrázek 15). [88] Další částí je synaptická štěrbina a postsynaptický útvar, představující 

plasmatickou membránu na kosterním svalu.  

 

Obrázek 15 Struktura nervosvalové ploténky; 1 – Presynaptický útvar, 2 – Sarkolema, 3 – Synaptické váčky, 4 – 

Receptory pro ACh, 5 - Mitochondrie 
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Axonální zakončení motorického neuronu obsahuje kromě mitochondrií i synaptické 

vezikuly, obsahující ACh. Tyto vezikuly se nacházejí na postsynaptické membráně v blízkosti 

AChR a tvoří pohotovostní zásobu ACh. Množství v jedné vezikule odpovídá tzv. kvantu, což 

odpovídá 5 000–10 000 molekulám ACh. K uskutečnění nervového přenosu je nutné uvolnění 

několika set kvant ACh, která vedou k masivní depolarizaci postsynaptické membrány a 

vytvoření ploténkového potenciálu. Tento proces nastává tehdy, když akční potenciál 

periferního nervu způsobí influx iontů kalcia. [89] Další část tvoří synaptická štěrbina, 

obsahující bazální laminu. Jejím úkolem je modulace nervosvalového přenosu pomocí 

extracelulární matrix. Postsynaptická membrána tvoří záhyby, na kterých jsou exprimovány 

nikotinové AChR. Na dně těchto záhybů jsou napěťově řízené sodíkové kanály, které se 

aktivují při ploténkovém potenciálu a vedou k zvýšenému influxu iontů natria a šíření akčního 

potenciálu na sarkolemě. [90] 

Tento AChR je ligandem řízený iontový kanál. Jestliže dojde k navázání molekul ACh 

na specifická vazebná místa, dojde k otevření iontového kanálu a vlákno podléhá depolarizaci 

a kontrakci. Enzymem, který nervosvalového přenos ukončuje je AChE. V případě MG je 

AChR zablokován protilátkou a nemůže dojít k navázání ACh. [91] 

 

Epidemiologie 

Napříč tomu, že incidence a prevalence se časem zvyšuje, MG je stále relativně vzácné 

onemocnění. Prevalence choroby je 150-190 osob na jeden milion obyvatel. Celosvětový 

počet nemocných je kolem 1 milionu. Choroba postihuje obě pohlaví, avšak poměr žen 

k mužům je 2:1, přičemž nejvíce jsou k onemocnění náchylné mladší ženy a starší muži. 

Zatímco ještě před 50 lety přesahovala mortalita onemocnění 50 %, s rozvojem intenzivní 

péče a zavedením nových léčebných postupů nedosahuje ani 0,5 %. MG může být u 10 % 

případů provázena i jinými autoimunitními chorobami, jako jsou autoimunitní tyreoiditis, 

lupus nebo revmatoidní artritis. [91] 

Lékaři v České republice diagnostikují mezi 130 a 150 případy za jeden rok. V přepočtu 

to činí až 240 pacientů na 1 milion obyvatel. [91] 
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Příčiny vzniku onemocnění 

Příčiny tohoto onemocnění jsou známé. Mohou být způsobeny vlivem zevního prostředí, 

genetickými faktory nebo hormonálními vlivy. Každá složka má svoji specifitu, ovliv-

ňuje manifestaci i průběh choroby. K indukci MG může dojít v souvislosti s některými léky, 

jako je D-penicilamin. [91] Riziko nese i léčba IFN-α. Pacienti léčení tímto cytokinem 

produkují řadu protilátek a může u nich dojít k vyvolání autoimunitní choroby. 

Na manifestaci MG má také vliv infekční agens. V tomto případě je největší pozornost věno-

vána herpetickým virům, např. viru Epstein-Barrové nebo poliovirům. Viry mohou spouštět 

tkáňově specifickou autoimunitní odpověď a tím i autoimunitní chorobu. [92] Několik 

genetických lokusů, včetně genů hlavního histokompatibilního komplexu (MHC) i jiných je 

spojeno se vznikem MG. Úkolem MHC je rozpoznávání cizorodých antigenů a po vazbě 

na jejich povrch je prezentují ostatním buňkám imunitního systému. Nejvíce 

reprodukovatelnou genetickou asociací s MG je haplotyp HLA-A1, B8, DR3 a určité varianty 

genů kódující Fc gamma receptory (FcγR).[93] Bylo také prokázáno, že pravděpodobnost 

MG je výrazně vyšší u monozygotických dvojčat v porovnání s dizygotickými dvojčaty, což 

silně naznačuje genetickou predispozici [94]. Je také známo, že řada autoimunitních chorob je 

častější u žen než u mužů a během těhotenství dochází k výkyvům jejich závažnosti. 

Zvýšenou aktivitou estrogenových receptorů dochází k progresi autoimunitní odpovědi 

stimulací Th1 buněčné odpovědi. [95]                                                    

 

1.2.2 Naftochinony 

Látky, které jsou testovány v rámci experimentální části diplomové práce, jsou deriváty 

naftochinonu. Naftochinon je organickou látkou, odvozenou od naftalenu se dvěma oxo 

skupinami navázanými na naftalenový kruh. Samotný se naftochinon se vykazuje 

cytotoxicitou, ale také širokými farmakologickými účinky. Mechanismus cytotoxického 

účinku spočívá v indukci ztráty potenciálu na mitochondriální membráně. Výsledkem je pak 

rozvrat energetického metabolismu buněk. [96] Cytotoxické vlastnosti naftochinonu lze 

přičíst inhibici enzymů regulujících replikaci DNA, topoisomeras I a II. Topoisomerasy se 

vážou k DNA, inhibují replikaci, interagují s proteiny a zasahují do přenosu elektronů na 

mitochondriální membráně. [96] 

Naftochinon i jeho deriváty vykazují inhibiční účinek vůči ChEs. [97,98] Vykazují také 

protizánětlivé účinky. Kobayashi a kol. prokázali, že 1,4-naftochinon inhibuje sekreci 
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cytokinů, NO a cyklooxigenasy-2 indukované 12-O-tetradekanoylforbol-13-acetátem a LPS. 

Způsobil tak výrazné snížení akutního zánětu. Na myších modelech, kde byl zánět indukovan 

pomocí LPS, vykazoval potlačení produkce TNF-α. [99] Deriváty naftochinonu dokáží rovněž 

vázat amyloidový protein a zabraňovat tak tvorbě oligomerů. Jsou tedy efektivním 

inhibitorem oligomerizace Aβ42 in vitro [100]. Vyznačují se také antibakteriálními, 

antifungálními, antivirálními, antiparazitickými a antipyretickými účinky. [101] Dokázány 

byly také významné farmakologické účinky na kardiovaskulární a reprodukční systém. 

Rostliny s obsahem naftochinonů našly využití v tradičním léčitelství, zejména v léčbě 

nádorových a parazitárních onemocněních. Kayashima a kol. potvrdili, že 1,4-naftochinon 

silně inhibuje jak růst buněk lidského karcinomu tlustého střeva, tak i angiogenezi. Tyto 

výsledky naznačují, že 1,4-naftochinon může být užitečný při léčbě rakoviny. [102] 

Úbytek acetylcholinergní transmise, tvorba amyloidních plaků, zánět a oxidační stres 

sehrávají důležitou roli v rozvoji AD. Z tohoto hlediska by naftochinony, které pozbývají 

genotoxické vlastnosti, mohly ovlivňovat patogenezi této nemoci na více úrovních a být 

účinnější než dosavadní léčiva.  
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2 Cíle práce 

a) Zhodnocení proliferace buněčné linie SIM-A9 v prostředí bez zánětu a po stimu-

laci LPS. 

b) Stanovení toxickologikých indexů IC50 a maximální tolerované koncentrace (MTC) 

testovaných látek. 

c) Stanovení viability buněk testovaných látek po stimulaci LPS. 

d) Zhodnocení produkce prozánětlivých cytokinů buněčnou linií SIM-A9 po stimu-

laci LPS. 

e) Zhodnocení vlivu nově syntetizovaných sloučenin na zánětlivou odpověď. 
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3 Experimentální část 

Tato část je věnována in vitro metodám, zejména kultivaci buněk a testování toxicity. Dále 

metodám hodnocení protizánětlivé odpovědi, hodnocení cytotoxicity a protizánětlivé odpo-

vědi nově syntetizovaných látek. 

3.1 Buněčná linie 

Ke sledování protizánětlivých účinků testovaných látek in vitro byla použita mikrogliální 

buněčná linie SIM-A9 (ATCC, Mannassas, Virginia, USA), uvedená na obrázku 16. Tato 

buněčná linie je izolována postnatálně z kortikální mozkové tkáně myší.  

 

 

Obrázek 16 Linie SIM-A9, snímek byl pořízen světelným mikroskopem, zvětšení 100 × (Nicon, 

Tokio, Japonsko) 

3.2 Kultivace a pasážování 

Buněčná linie byla kultivována v plastových lahvích s plochou 75 cm2 (Techno Plastic 

Products AG, Trasadingen, Švýcarsko) v CO2 inkubátoru (Binder CB 160, Tuttlingen, 

Německo) při 37 °C s obsahem 5 % CO2 a relativní vlhkostí 95 %.  

Pro kultivaci bylo použito Dulbecovo modifikované Eaglovo médium se směsí živin F12 

(obsahuje kromě nezbytných iontů také glukózu, velké množství aminokyselin, vitamínů 

a důležitých látek) v poměru 1:1 (DMEM/F12, Biosera, Nuaille, Francie), které bylo dále 
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suplementováno fetálním bovinním sérem (10 % celkového objemu; Biosera), koňským 

sérem (5 % celkového objemu; Biosera), kombinací antibiotik streptomycin a penicilin (1 % 

celkového objemu; Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) a L-glutaminem (finální 

koncentrace látky je 2 mM; Sigma-Aldrich). 

3.2.1 Proces pasážování 

Pasážování je proces, který slouží k přenesení buněčné linie do čerstvého kultivačního média. 

Proces pasážování byl prováděn při konfluenci 75-85 % v laminárním boxu, který je opatřen 

HEPA filtrem (EuroClone, Milán, Itálie). Nejdříve bylo odsáto médium z kultivační lahve 

a přeneseno do centrifugační zkumavky (Techno Plastic Products AG). Dále bylo provedeno 

mechanické uvolnění buněk pomocí buněčné škrabky (Techno Plastic Products AG). 

Uvolněné buňky byly přeneseny do stejné centrifugační zkumavky. Následoval oplach 

kultivační lahve PBS (Sigma Aldrich) a celý obsah byl převeden do zkumavky. Centrifugace 

(Centrifuga Hettich 320 R, Tuttlingen, Německo) probíhala při 600 otáčkách za minutu 

po dobu 4 minut při laboratorních podmínkách (20 °C). Po centrifugaci byl odsán supernatant 

a vzniklá peleta buněk byla resuspendována v 1 ml média a doplněna na celkový objem 

14 ml. Následně z této suspenze bylo odpipetováno 50 μl pro počítání buněk pomocí 

mikrokapilárního průtokového cytometru (MuseTM Cell Analyzer, Merck Millipore, Hayward, 

Kalifornie, USA). Do kultivační lahve bylo přidáno 25 ml nového média a určitý objem 

buněčné suspenze.  

3.2.2 Počítání buněk 

Počet buněk byl stanoven pomocí mikrokapilární průtokové cytometrie využívající 

mikrokapilární průtokový cytometr The MuseTM Cell analyzer (Merck Millipore). Pomocí 

této metody je možné zjistit počet životaschopných buněk (vyjádřené jako buňky/ml a v %) 

a celkový počet buněk (vyjádřené jako buňky/ml). 

Reagenční činidlo The MuseTM Count & Viability Reagent (Merck Millipore) je směsí dvou 

fluorescenčních barviv. První složka je schopná se vázat na DNA v případě poškození 

integrity buněčné membrány a umožňuje nám tak zjistit životaschopnost buněk. Druhá složka 

je opět DNA vázající se barvivo, které je schopné proniknout membránou buněk a obarvit tak 

všechny buňky, které obsahují jádro. To nám umožní diferencovat jaderné a nejaderné buňky 
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a taktéž úlomky buněk. [103] Pro analýzu bylo smíchano 50 μl buněčné suspenze a spolu se 

100 μl reagenčního činidla, promícháno a 5 minut inkubováno při laboratorní teplotě. 

Výstup z mikrokapilárního průtokového cytometru je znázorněn na obrázku 17. Zobrazuje 

životaschopné buňky uvedené v množství/ml (nebo množství/%) a celkové buňky/ml. Levý 

doplot ukazuje životaschopnost vztaženou k velikosti buněk. Pravý doplot znázorňuje 

životaschopnost buněk vztaženou k celkovému počtu jaderných buněk. 

 

 

Obrázek 17 Buněčná viabilita stanovená pomocí mikrokapilární průtokové cytometrie, zobrazující celkový počet 

životaschopných buněk (vyjádřený jako buńky/ml a v %) a celkový počet buněk (vyjádřený jako buňky/ml). 

 

3.3 Buněčná proliferace v reálném čase 

Ke sledování buněčné proliferace v reálném čase byl použit systém xCELLigence (ACEA 

Biosciences, Inc., San Diego, CA). Tento systém využívá speciální destičku, která obsahuje 

96 jamek (E-plate 96; ACEA Biosciences, Inc., San Diego, CA) opatřenými zlatými 

mikroelektrodami v dolní části každé jamky. Proliferace buněk je sledována jako změna 

v elektrické impedanci. [104]  

E-destička byla nejprve naplněna 50 μl DMEM/F12 na jamku pro měření pozadí signálu. 

Pro tuto analýzu byla buněčná linie SIM-A9 dávkována v objemu 100 μl na jamku. Buňky 

byly nasazeny v různých hustotách v rozmezí od 2,5 × 103 – 30 × 103 na jamku. Destička byla 

ponechána při laboratorní teplotě po dobu 20 minut, aby buňky sedimentovaly. Následně byla 
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destička připojena k monitorovací jednotce, umístěné v CO2 inkubátoru a sledována buněčná 

proliferace při 37 °C po dobu 83 hodin. Elektrický impedanční signál vyjádřený jako 

bezrozměrná jednotka buněčný index a byl automaticky zaznamenáván každých 60 minut. 

Experiment byl proveden v hexaplikátě ve dvou nezávislých experimentech a nezávisle 

v čase. [105] 

Současně s touto analýzou proběhlo sledování buněčné proliferace SIM-A9 po stimulaci LPS 

(Escherichia Coli, sérotyp O111:B4, Sigma-Aldrich), který byl dávkován pro finální 

koncentraci 1 µg/ml. Při tomto experimentu byly buňky nasazeny v hustotách 5 × 103, 

7,5 × 103 a 10 × 103 na jamku. Tyto experimenty byly provedeny v hexaplikátě ve dvou 

nezávislých experimentech a nezávisle v čase. 

3.4 Testované látky 

Všechny testované sloučeniny K1408-K1413 jsou uvedeny na obrázku 18. 

 

 

Obrázek 18 Struktury testovaných látek. Generováno pomocí ChemSketch (ACD/Labs, Toronko, Kanada). 

Tyto sloučeniny byly syntetizovány na Katedře toxikologie a vojenské farmacie (Fakulta 

vojenského zdravotnictví, Univerzita obrany, Hradec Králové, Česká republika). Čistota 

testovaných látek byla (> 90 %) ověřena pomocí kapalinové chromatografie na tenké vrstvě 

(TLC). Stacionární fázi představoval list hliníku potažený silikagelem 60 F254 (VWR, Stříbrná 

Skalice, Česká republika, mobilní fází tvořil roztok n-butanolu, kyseliny octové (oba 

od Sigma-Aldrich) a deionizované vody (vyrobené pomocí filtračního zařízení Aqual 25; 
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Aqual s.r.o., Brno, Česká republika) v poměru 5:1:2.  Struktura látek byla verifikována 

pomocí nukleární magnetické rezonance (Varian Gemini 300, Varian Comp., Palo Alto, 

Kalifornie, USA) 

3.5 Stanovení cytotoxicity látek 

Ke stanovení cytotoxicity látek byla použita kolorimetrická metoda využívající tetrazoniovou 

sůl 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium bromid (MTT; Sigma-Aldrich). 

Ve viabilních buňkách dochází k redukci žlutě zbarveného MTT na nerozpustný formazan 

fialového zbarvení, obrázek 19 [106] Tato reakce probíhá na mitochondriálních membránách 

vlivem mitochondriálních dehydrogenas živých buněk.[106] 

 

 

Obrázek 19 Reakční schéma MTT testu 

 

3.5.1 Příprava mikrotitrační destičky 

Do 96jamkové mikrotitrační destičky (Techno Plastic Products AG) bylo přidáno 100 μl 

buněčné suspenze, která byla získána pasážováním. Hustota buněk v jedné jamce byla 

7,5 × 103 buněk. Destička byla 10 minut ponechána při laboratorní teplotě a následně vložena 

do inkubátoru na dobu 24 hodin.  
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3.5.2 Ovlivnění buněk 

Z testovaných látek byly připraveny zásobní roztoky v dimetylsulfoxidu (DMSO; Sigma-

Aldrich), ze kterých byly dále připraveny pracovní roztoky o požadované koncentraci pomocí 

kultivačního média. Tyto pracovní roztoky byly dále seriově ředěny v poměru 1:1. Takto 

připravené koncentrační řady byly přidané k buňkám v objemu 100 μl na jamku. Každá 

destička obsahovala řadu pro negativní kontrolu, do které bylo přidáno 100 μl kultivačního 

média. Pozitivní kontrola pak obsahovala dodecylsulfoxid sodný (Sigma-Aldrich). Po napipe-

tování všech řad byla destička vložena do inkubátoru na 24 hodin.  

Současně proběhlo kolorimetrické stanovení buněčné viability linie SIM-A9 po stimulaci 

LPS (finální koncentrace 1 µg/ml), dexametasonem (DMX; finální koncentrace  

1 µg/ml) a jejich kombinaci a kombinaci LPS s nově syntetizovanými látkami (ve finálních 

koncentracích odpovídající MTC a jeho sestupné koncentrační řady). 

3.5.3 Provedení MTT testu 

Životaschopnost buněk byla detekovaná po 24 hodinách inkubace s testovanými sloučeni-

nami. Po 24 hodinách bylo z jamek odsáto médium a nahrazeno 100 μl čerstvým médiem 

obsahujícím MTT. Následně byla provedena inkubace při 37 °C po dobu 45 minut. Médium 

s MTT bylo následně odsáto a vzniklý formazan rozpuštěn v DMSO. Intenzita zabarvení 

roztoku je pak přímo úměrná viabilitě buněk. Mikrotitrační destičky byly 5 minut protřepány 

a změřena absorbance jednotlivých jamek pomocí Multi-Mode Reader Microplate Synergy 2 

(BioTek Instruments, Inc., Winooski, Vermont, USA) při vlnové délce 570 nm. Každý 

experiment byl proveden v triplikátu ve třech (stanovení IC50) nebo čtyřech (viability buněk 

po ovlivnění nově syntetizovanými látkami v prostředí zánětu) nezávislých experimentech 

a nezávisle v čase. 

3.6 Analýza buněčné smrti 

Pro stanovení buněčné smrti byla použita mikrokapilární průtoková cytometrie (Merck 

Millipore). Tato metoda umožnuje kvantitativní analýzu neapoptických, včasných pop-

tických, pozdně apoptických a nekrotických buněk. Test MuseTM Annexin V a test mrtvých 

buněk (Merck Millipore) je založen na detekci fosfatidylserinu na povrchu apoptických 

buněk. Činidlo také obsahuje membránově nepropustný 7-aminoaktinomycin D, který se 

používá k odlišení nekrotických buněk od ranných apoptických nebo živých buněk. Měření 
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buněčné smrti bylo provedeno po 24 hodinách inkubace s LPS (finální koncentrace 1 µg/ml), 

dexametasonem (DMX; finální koncentrace 1 µg/ml), jejich kombinací a kombinací LPS 

s nově syntetizovanými látkami (ve finální koncentraci odpovídající MTC). Byly také měřeny 

buňky inkubované s čistým médiem jako negativní kontrola. 

Příprava vzorků byla provedena dle pokynů výrobce. Po inkubaci byly buňky z každé jamky 

shromážděny do zkumavky (Techno Plastic Products AG) a centrifugovány při 1000 otáč-

kách/minutu po dobu 5 minut při laboratorní teplotě. Po centrifugaci byl odstaněn supernatant 

a buněčné suspenze byly připraveny přidáním čistého média DMEM/F12. Následně bylo 

100 μl buněčné suspenze smícháno se 100 μl reagencie MuseTM Annexin V & Dead Cell 

Assay a vzorky inkubovány 20 minut při laboratorní teplotě a ve tmě. Každý experiment byl 

proveden v triplikátu ve třech nezávislých experimentech a nezávisle v čase. [107] 

3.7 Stanovení cytokinů metodou ELISA 

In vitro stanovení cytokinů je používáno ke zjištění schopnosti buněčné populace produkovat 

cytokiny po stimulaci aktivačními stimuly. Jejich produkce rovněž může odrážet aktivitu 

a progresi zánětlivého onemocnění. V této práci jsme se zaměřili na hodnocení hladin 

cytokinů IFN-γ, IL-1β, IL-6 a TNF-α. 

Enzymová imunoanalýza, obrázek 20 [108] (z ang. enzyme-linked immuno sorbent assay; 

ELISA) využívá sendvičového uspořádání enzymu. Jamky mikrotitrační destičky jsou 

potaženy monoklonální či polyklonální protilátkou specifickou pro stanovovaný analyt. [109] 

Pro stanovení IFN-γ byl použit anti-mouse IFN-γ kit (katalogové číslo 88-8314-88; Thermo 

Fischer Scientific, Waltham, Massachusetts, USA), pro změření IL-1β byl použit anti-mouse 

IL-1β kit (katalogové číslo 88-7013-88; Thermo Fischer Scientific), pro zhodnocení IL-6 byl 

použit anti-mouse IL-6 kit (katalogové číslo ab47596; Abcam, Cambridge, Velká Británie) 

a pro stanovení TNF-α byl použit anti-mouse TNF-α kit (katalogové číslo 88-7324-88; 

Thermo Fischer Scientific). Jamky mikrotitrační destičky (Nunc MaxisorpTM, Sigma-Aldrich) 

byly dle návodu výrobce potaženy přidáním 100 μl primární protilátky specifické pro 

stanovovaný analyt. Destička byla zalepena nepropustnou fólií a inkubována při 4 °C přes 

noc. Obsah jamek byl odstraněn a třikrát promyt promývacím pufrem (300 μl na jamku; 

součást kitů). Destička byla přenesena na savý papír, aby se odstranila všechna přebývající 

tekutina. Jamky byly následně zablokovány ředícím pufrem (200 μl; součást kitů) a následně 

byla destička inkubována 1 hodinu při laboratorní teplotě. Po proběhnuté inkubaci byl pufr 

https://www.google.com/search?q=waltham&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCooMTBJU-IAsTOqjE21tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcWLWNnLE3NKMhJzAbaCX2ROAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwiyqvS-uYfhAhUSmbQKHWKCD4kQmxMoATARegQIBhAE
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z destičky odstraněn a jednou promyt promývacím pufrem (300 μl na jamku). Poté byla 

destička vysušena a zalepena. Takto připravená destička byla skladována v lednici. 

 

Obrázek 20 Schéma ELISA testu 

 

Následovalo nasazení buněčné linie SIM-A9 v hustotě 7,5 × 103 buněk na jamku. Dále byla 

destička inkubována 24 hodin při 37 °C. Dalším krokem byla příprava koncentračních řad 

testovaných látek K1408 – K1413 tak, aby finální koncentrace v jamce odpovídala MTC, ½ 

MTC a ¼ MTC. Tyto látky, DMX (finální koncentrace 1 µg/ml) a DMSO (finální 

koncentrace 0,2 %) byly přidány v objemu 100 μl k buňkám a inkubovány 1 hodinu při 37 °C. 

Poté bylo přidáno 10 μl LPS (finální koncentrace 1 µg/ml, vynechány byly pouze negativní 

kontroly s DMSO a DMX) a inkubováno dalších 23 hodin při 37 °C.  

Pro stanovení koncentrace cytokinů bylo použito 100 μl supernatantu získaného 

z jednotlivých jamek kultivačních destiček, které bylo napipetováno do předem připravené 

ELISA destičky. Rovněž byl přidán standard (100 μl; součást kitů) sériově ředěný 1:1 pomocí 

ředícího pufru pro konstrukci kalibrační křivky. Destička byla zalepena a inkubována při 4 °C 

přes noc. Obsah destičky byl poté odstraněn a 5krát promyt promývacím pufrem. Následovalo 

přidání 100 μl detekční protilátky konjugované s biotinem (součást kitů) a inkubace při 

pokojové teplotě po dobu 1 hodiny. Následně byl obsah destičky opět odstraněn. Destička 

byla promyta podobně jako v předchozím kroku a vysušena. Následovalo přidání 100 μl 

křenové peroxidasy konjugované s avidinem (součást kitů) do každé jamky a inkubováno při 

laboratorní teplotě 30 minut. Po inkubaci byl tento obsah odstraněn, destička promyta 7krát 
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promývacím pufrem a vysušena. Dále bylo přidáno 100 μl substrátu 3,3´,5,5´- 

tetrametylbenzidinu (součást kitů) a destička inkubována při laboratorní teplotě 15 minut. 

Nakonec bylo přidáno 50 μl tzv. stop pufru (součást kitů) pro zastavení reakce. Měření 

absorbance proběhlo pomocí Multi-Mode Reader Microplate Synergy 2 při vlnové délce 450 

nm. Každý experiment byl proveden v hexaplikátu ve třech nezávislých experimentech 

a nezávisle v čase. 

3.8 Statistické zpracování výsledků 

Hodnoty IC50 byly vypočteny pomocí čtyřparametrických nelineárních regresí pomocí 

statistického softwaru (GraphPad Prism 8, San Diego, Kalifornie, USA) z logaritmické 

dávkově závislé křivky. Hodnoty IC50 byly vyjádřené jako průměr hodnot z tří nezávislých 

experimentů ± směrodatná odchylka (SD). 

MTC byla definována jako nejvyšší koncentrace nevykazující statistickou odlišnost vůči 

kontrolní skupině pomocí nepárového t-testu (GraphPad Prism 8). 

Pro analýzu buněčné smrti, přežívání buněk a ELISA analýzu byla použita metoda 

mnohonásobného porovnání. Ke zjištění signifikantního rozdílu mezi jednotlivými skupinami 

jsme použili neparametrickou metodu ANOVA (GraphPad Prism 8), která je základní 

metodou pro testování hypotéz o středních hodnotách více než dvou skupin. Následně byla 

post hoc použita Fisherova analýza (z ang. Fisher Least Significant Difference [LSD]; 

GraphPad Prism 8). Rozdíly mezi skupinami byly považovány za significkantní při stistické 

hladině významnosti p ≤ 0,05. 
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4 Výsledky 

4.1 Proliferace buněk v reálném čase 

Záznam proliferace buněčné linie SIM-A9 v reálném čase je uvedený na obrázku 21. Bylo 

testováno šest různých hustot buněk nasazených do jamek E-destičky. Výsledkem 

xCELLigence analýzy je křivka, závislá na čase a buněčném indexu. Kontakt buněk se dnem 

jamky zvyšuje celkovou měrnou impedanci, která je monitorována systémem a přepočítána 

na buněčný index. Zvýšení buněčného indexu tedy odpovídá nárůstu počtu buněk v jamce. 

Proliferace buněk SIM-A9 při různých koncentracích byla sledována po dobu 84 hodin.  

Impedance v reálném čase byla měřena z důvodu nastavení správné koncentrace buněk 

na jamku pro další experimenty. Na počátku elektroimpedanční analýzy dochází k mírnému 

vzestupu impedance, což je způsobeno přisedáním buněk. Dále dochází k adaptaci buněk, což 

se projeví počátečním lineárním charakterem křivky (klidová fáze). Následuje období 

proliferace buněk s exponenciálním růstem (exponenciální fáze). V této fázi buňky intenzivně 

spotřebovávají živiny obsažené v kultivačním mediu. Předposlední fázi charakterizuje 

zastavení růstu buněk (stacionární fáze). Klesá obsah živin a hromadí se zplodiny 

metabolismu. Konečnou fází je úbytek buněk (fáze odumírání). Výsledky analýzy ukazují, 

že se zvyšující se koncentrací buněk se průběh jednotlivých fází urychluje. 

 

Obrázek 21 Růstové křivky buněčné linie SIM-A9. 

Elektroimpedanční analýza proliferace při různých hustotách buněk na jamku E-destičky. Buněčná viabilita, 

vyjádřená jako normalizovaný buněčný index, byla zaznamenávána každých 60 minut přístrojem xCELLigence. 

Data jsou prezentována jako průměr ± SD vypočítaného z hexaplikátu (n = 6). 
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4.2 Proliferace buněk po stimulaci LPS 

Pro další experimenty byly vybrány 3 koncentrace buněk SIM-A9 (5 × 103, 7,5 × 103 

a 10 × 103 na jamku). Záznam o proliferaci buněčné linie a vlivu LPS v reálném čase 

je uvedený na obrázku 22. Ke stimulaci buněk pomocí LPS došlo po 23 hodinách inkubace. 

Skupiny neléčené LPS byly ovlivněny pouze přidáním kultivačního media. 

Proliferace buněk po stimulaci LPS se na počátku mírně zvýšila, následovala krátká klidová 

perioda a poté obnovení exponenciálního růstu. V porovnání s neovlivněnými buňkami byla 

ale jejich proliferační schopnost asi dvakrát menší.  

 

 

Obrázek 22 Růstové křivky linie SIM-A9 po stimulaci LPS. 

Elektroimpedanční analýza proliferace buněk při různých hustotách buněk SIM-A9 na jamku E-destičky. 

Buněčná viabilita, vyjádřená jako normalizovaný buněčný index, byla zaznamenávána každých 60 minut 

přístrojem xCELLigence. Po 23 hodinách inkubace došlo k ovlivnění buněk pomocí LPS. Data jsou 

prezentována jako průměr ± SD vypočítaného z hexaplikátu (n = 6). 

 

4.3 Cytotoxicita látek 

Cytotoxicita nově syntetizovaných látek byla hodnocena po 24 hodinách inkubace pomocí 

MTT testu. Výsledkem analýzy byly dávkově závislé křivky (obrázek 23 – 28). Z těchto 

křivek byl následně vyjádřen toxikologický index IC50.  
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Obrázek 23 Dávkově závislá křivka po ovlivnění SIM-A9 buněk koncentrační řadou látky K1408. 

Červená šipka znázorňuje maximální tolerovanou koncentraci (MTC) látky, která nezpůsobila signifikatní pokles 

viability buněk v porovnaní s neovlivněnou kontrolou (nepárový t-test). 

 

 

Obrázek 24 Dávkově závislá křivka po ovlivnění SIM-A9 buněk koncentrační řadou látky K1409. 

Červená šipka znázorňuje maximální tolerovanou koncentraci (MTC) látky, která nezpůsobila signifikatní pokles 

viability buněk v porovnaní s neovlivněnou kontrolou (nepárový t-test). 
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Obrázek 25 Dávkově závislá křivka po ovlivnění SIM-A9 buněk koncentrační řadou látky K1410. 

Červená šipka znázorňuje maximální tolerovanou koncentraci (MTC) látky, která nezpůsobila signifikatní pokles 

viability buněk v porovnaní s neovlivněnou kontrolou (nepárový t-test). 

 

 

Obrázek 26 Dávkově závislá křivka po ovlivnění SIM-A9 buněk koncentrační řadou látky K1411. 

Červená šipka znázorňuje maximální tolerovanou koncentraci (MTC) látky, která nezpůsobila signifikatní pokles 

viability buněk v porovnaní s neovlivněnou kontrolou (nepárový t-test). 
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Obrázek 27 Dávkově závislá křivka po ovlivnění SIM-A9 buněk koncentrační řadou látky K1412. 

Červená šipka znázorňuje maximální tolerovanou koncentraci (MTC) látky, která nezpůsobila signifikatní pokles 

viability buněk v porovnaní s neovlivněnou kontrolou (nepárový t-test). 

 

 

Obrázek 28 Dávkově závislá křivka po ovlivnění SIM-A9 buněk koncentrační řadou látky K1413. 

Červená šipka znázorňuje maximální tolerovanou koncentraci (MTC) látky, která nezpůsobila signifikatní pokles 

viability buněk v porovnaní s neovlivněnou kontrolou (nepárový t-test). 

 

Výsledky hodnot IC50 u jednotlivých látek jsou shrnuty v tabulce 2. Z výše uvedených dat 

IC50 lze konstatovat, že nejvíce toxickou látkou je K1410 (IC50 = 7,3 μM).  Dále IC50 

vzrůstala vůči K1410 v následujícím pořadí K1411 < K1409 < K1408. Tyto látky jsou 1,4-, 

4,8- a 5,0krát méně toxičtější než derivát K1410. Nejméně toxickou látku nelze přesně určit. 
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Jedná se o látky K1413 (IC50 > 32 μM) a K1412 (IC50 > 64 μM), u kterých stanovit tento 

toxikologický index nebylo možné z důvodu nízké rozpustnosti. 

 

Tabulka 2 Výsledná cytotoxicita testovaných látek stanovená po 24 hodinách inkubace od ovlivnění buněk 

pomocí MTT testu. 

 

 

 

 

 

 

 Cytotoxicita látek je vyjádřená jako toxikologický index IC50 získaný jako průměr ± SD ze tří nezávislých 

experimentů provedených v triplikátě (n = 3). Hodnota MTC reprezentuje nejvyšší koncentraci testované látky, 

při které nebyl nalezen signifikantní rozdíl ve srovnání s kontrolní skupinou (nepárový t-test). 

 

4.4 Viability buněk po ovlivnění nově syntetizovanými látkami 

v prostředí zánětu 

Následně byla stanovena viabilita SIM-A9 buněčné linie v přítomnosti nově syntetizovaných 

sloučenin v koncentracích odpovídajících jejich MTC, ½ MTC a ¼ MTC a LPS pomocí MTT 

testu. Souběžně byl hodnocen efekt DMX podaného samostatně nebo v kombinaci s LPS. 

Jako kontrolu jsme použily čisté buňky v médiu. Životaschopnost byla detekovaná 

po 24 hodinách. Výsledky analýzy jsou znázorněny na obrázcích 29 – 34. Byl pozorován 

pouze jediný signifikantní výsledek. Ve srovnání se skupinou stimulovanou pouze LPS vedla 

látka K1411 v koncentraci odpovídající ½ MTC k mírnému 1,1násobnému zvýšení viability 

(p = 0,034). 

látka IC50 ± SD (μM) MTC (μM) 

K1408 36,05 ± 2,28 8 

K1409 34,59 ± 2,33 4 

K1410   7,28 ± 0,56 2 

K1411 10,37 ± 0,58 4 

K1412 > 64 32 

K1413 > 32 8 
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Obrázek 29 Viabilita buněčné linie SIM-A9 po ovlivnění LPS, DMX, jejich kombinace a kombinace LPS 

s testovanou látkou K1408 v koncentracích odpovídajících jejich MTC, ½ MTC a ¼ MTC. 

LPS byl aplikován 1 hodinu po ovlivnění buněk DMX nebo látkou K1408. Viabilita byla stanovena pomocí 

MTT testu 23 hodin po přidání LPS. 

 

 

Obrázek 30 Viabilita buněčné linie SIM-A9 po ovlivnění LPS, DMX, jejich kombinace a kombinace LPS 

s testovanou látkou K1409 v koncentracích odpovídajících jejich MTC, ½ MTC a ¼ MTC. 

LPS byl aplikován 1 hodinu po ovlivnění buněk DMX nebo látkou K1409. Viabilita byla stanovena pomocí 

MTT testu 23 hodin po přidání LPS. 
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Obrázek 31 Viabilita buněčné linie SIM-A9 po ovlivnění LPS, DMX, jejich kombinace a kombinace LPS 

s testovanou látkou K1410 v koncentracích odpovídajících jejich MTC, ½ MTC a ¼ MTC. 

LPS byl aplikován 1 hodinu po ovlivnění buněk DMX nebo látkou K1410. Viabilita byla stanovena pomocí 

MTT testu 23 hodin po přidání LPS. 

 

 

Obrázek 32 Viabilita buněčné linie SIM-A9 po ovlivnění LPS, DMX, jejich kombinace a kombinace LPS 

s testovanou látkou K1411 v koncentracích odpovídajících jejich MTC, ½ MTC a ¼ MTC. 

LPS byl aplikován 1 hodinu po ovlivnění buněk DMX nebo látkou K1411. Viabilita byla stanovena pomocí 

MTT testu 23 hodin po přidání LPS. * vyjadřuje statisticky významný rozdíl proti buňkám ovlivněných LPS 

(p ≤ 0,05). 
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Obrázek 33 Viabilita buněčné linie SIM-A9 po ovlivnění LPS, DMX, jejich kombinace a kombinace LPS 

s testovanou látkou K1412 v koncentracích odpovídajících jejich MTC, ½ MTC a ¼ MTC. 

LPS byl aplikován 1 hodinu po ovlivnění buněk DMX nebo látkou K1412. Viabilita byla stanovena pomocí 

MTT testu 23 hodin po přidání LPS. 

 

 

Obrázek 34 Viabilita buněčné linie SIM-A9 po ovlivnění LPS, DMX, jejich kombinace a kombinace LPS 

s testovanou látkou K1413 v koncentracích odpovídajících jejich MTC, ½ MTC a ¼ MTC. 

LPS byl aplikován 1 hodinu po ovlivnění buněk DMX nebo látkou K1413. Viabilita byla stanovena pomocí 

MTT testu 23 hodin po přidání LPS. 

 

4.5 Buněčná smrt 

Pro ověření bezpečnosti podání látek v koncentracích odpovídajících MTC byla provedena 

analýza buněčné smrti pomocí mikrokapilárního průtokového cytometru po inkubaci trvající 
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24 hodin s testovanými látkami a LPS. Paralelně byl stanoven efekt DMX podaného 

samostatně nebo v kombinaci s LPS. Kontrolou byly čisté buňky v médiu.  

Výsledná data jsou uvedena na obrázku 35. Výsledky analýzy nenalezly ve srovnní s kon-

trolní skupinou nebo buňkami ovlivněnými LPS signifikantní rozdíly. 

 

 

Obrázek 35 Apoptóza a nekróza buněčné linie SIM-A9 po ovlivnění LPS, DMX, jejich kombinace a kombinace 

LPS s testovanými látkami v koncentraci odpovídající jejich MTC. 

LPS byl aplikován 1 hodinu po ovlivnění buněk DMX a látkou K1413. Viabilita byla stanovena pomocí MTT 

testu 23 hodin po přidání LPS. 

 

4.6 Výběr cytokinů pro testování protizánětlivé odpovědi 

K testování protizánětlivých účinků in vitro na buněčné linii SIM-A9 byla použita enzymová 

imunoanalýza v sendvičovém uspořádání. Mezi testovanými cytokiny byly IFN-γ, IL-1β, IL-6 

a TNF-α. Hodnoty IL-1β se nacházely pod úrovní detekce ELISA kitu, proto nebylo možné 

jeho koncentrace stanovit. Při sledování změny hladiny IFN-γ nebyl mezi jednotlivými 

skupinami nalezen signifikantní rozdíl, obrázek 36. 

Po stimulaci LPS se produkce IL-6 signifikantně zvýšila 1,7krát oproti kontrolní skupině 

ovlivněné DMSO (p < 0,001). DMX snížil hladinu testovaného cytokinu 1,8 násobně 

v porovnání s produkcí IL-6 u buněk stimulovaných LPS (p = 0,003; obrázek 37). 
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Aplikace LPS signifikantně zvýšila produkci TNF-α 1,4krát oproti kontrolní skupině 

(p < 0,001). DMX dokázal snížit hladinu testovaného cytokinu 1,4násobně v porovnání 

s produkcí TNF-α u buněk stimulovaných LPS (p = 0,010; obrázek 38). 

 

 

Obrázek 36 Produkce IFN-γ buněčnou linií SIM-A9 po ovlivnění LPS, DMX a jejich kombinací. 

DMX byl podán 1 hodinu před aplikací LPS. Test byl hodnocen 23hodinovém intervalu po ovlivnění LPS. 

Procenta znázorňují produkci cytokinu v porovnání s kontrolou, která byla ovlivněna DMSO a vztažena k 100 % 

(červeně značená přímka). 

 

 

Obrázek 37 Produkce IL-6 buněčnou linií SIM-A9 po ovlivnění LPS, DMX a jejich kombinací. 

DMX byl podán 1 hodinu před aplikací LPS. Test byl hodnocen 23hodinovém intervalu po ovlivnění LPS. 

Procenta znázorňují produkci cytokinu v porovnání s kontrolou, která byla ovlivněna DMSO a vztažena k 100 % 

(červeně značená přímka). A symbol *vyjadřuje statisticky významný rozdíl v porovnání s kontrolní skupinou 

(p ≤ 0,05). Znak # vyjadřuje statistiky významný rozdíl v porovnání s LPS (p ≤ 0,05). 
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Obrázek 38 Produkce TNF-α buněčnou linií SIM-A9 po ovlivnění LPS, DMX a jejich kombinací. 

DMX byl podán 1 hodinu před aplikací LPS. Test byl hodnocen 23hodinovém intervalu po ovlivnění LPS. 

Procenta znázorňují produkci cytokinu v porovnání s kontrolou, která byla ovlivněna DMSO a vztažena k 100 % 

(červeně značená přímka). Symbol * vyjadřuje statisticky významný rozdíl v porovnání s kontrolní skupinou 

(p ≤ 0,05). Znak # vyjadřuje statistiky významný rozdíl v porovnání s LPS (p ≤ 0,05). 

 

4.7 Produkce cytokinů linií SIM-A9 po stimulaci testovanými látkami 

Pomocí ELISA metody v sendvičovém uspořádání byla dále testována produkce cytokinů IL-

6 a TNF-α linií SIM-A9 po ovlivnění nově syntetizovanými látkami K1408 – K1413 nebo 

DMX po dobu 1 hodiny a následné aplikaci LPS. Koncentrace cytokinů byla stanovena 

v 23hodinovém intervalu po podání LPS.   

Dvojice sloučenin K1408 a K1409, K1410 a K1411, K1412 a K1413 byly vždy měřeny 

na jedné ELISA destičce, účinek DMX na produkci IL-6 a TNF-α jsou proto uvedeny pouze 

u první látky v rámci těchto dvojic. 

V porovnání s buňkami ovlivněnými LPS zvyšovala látka K1408 v koncentraci odpovídající 

¼ MTC 1,2násobně produkci cytokinu IL-6 (p = 0,003). DMX v tomto experimentu produkci 

IL-6 stimulovanou LPS tlumil (2,0krát, p < 0,001). Ve srovnání s touto skupinou byly 

nicméně koncentrace tohoto cytokiny ve skupinách léčených K1408 při MTC, ½ MTC 

a ¼ MTC signifikantně 2,0- (p < 0,001), 2,2- (p < 0,001) a 2,5násobně (p < 0,001) vyšší. 

V případě TNF-α nevykazovala sloučenina K1408 ve srovnání s LPS léčenou skupinou 

statisticky významný rozdíl. Sníření tvorby TNF-α stimulované LPS bylo pozorováno, pouze 

pokud byl použit DMX (2,3krát, p = 0,008). V porovnání s touto skupinou byly koncentrace 
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TNF-α ve skupinách léčených K1408 v koncentracích odpovídající MTC, MTC½ a ¼ MTC 

signifikantně vyšší 2,1- (p = 0,006), 2,1- (p = 0,006), repsektive 2,5krát (p = 0,004). 

Po ovlivnění látkou K1409 došlo, v porovnání s buňkami ovlivněnými pouze LPS, k zvýšení 

produkce IL-6, a to 1,6krát (p = 0,0001) při MTC, 1,7krát (p < 0,0001) při ½ MTC a 2,0krát 

(p < 0,0001) při ¼ MTC. V porovnání se skupinou léčenou DMX byly tyto hodnoty 3,3-, 3,5-, 

respektive 3,9krát vyšší (všechna p < 0,001). V případě TNF-α jsme pozorovali 

signifikantní zvýšení produkce TNF-α při koncentrací pouze při koncentraci odpovídající 

MTC, a to 1,1násobné (p = 0,016). Srovnání s kombinací DMX a LPS ukázalo statisticky 

vyšší hodnoty ve všech skupinách léčených látkou K1409, a to 2,6krát  

(p = 0,001) při MTC, 2,4krát (p < 0,001) při ½ MTC a 2,3krát ( p= 0,002) při ¼ MTC. 

V porovnání s buňkami ovlivněnými pouze LPS zvyšovala látka K1410 koncentraci IL-6 

ve sku-pinách ovlivněných MTC (1,4krát, p = 0,002) a ½ MTC (1,5 krát, p = 0,002). DMX 

v rámci tomto experimentu produkci IL-6 navozenou LPS tlumil (1,9krát, p < 0,001). 

Ve srovnání s touto skupinou byly naměřené koncentrace tohoto cytokiny ve skupinách 

léčených sloučeninou K1408 při MTC, ½ MTC a ¼ MTC signifikantně vyšší 2,7-, 2,8- 

a 2,5násobně (všechna p < 0,001). V případě TNF-α signifikantní vliv na jeho produkci 

zaznamenán nebyl. Snížení tvorby TNF-α stimulované LPS bylo pozorováno, pouze když byl 

aplikován DMX (2,7krát, p = 0,002). V porovnání s kombinací DMX a LPS byly 

ve skupinách ovlivněných K1410 při MTC, ½ MTC a ¼ MTC signifikantně 3,15-, 3,1- 

a 2,8násobně vyšší koncentrace TNF-α (všechna p < 0,001). 

Látka K1411 zvyšovala produkci stimulovanou LPS ve všech skupinách, a to 1,4krát (p = 

0,048) při MTC, 1,4krát (p = 0,032) při ½ MTC a 1,5krát (p < 0,001) při ¼ MTC. 

V porovnání se skupinou léčenou DMX byly tyto hodnoty 2,5-, 2,6-, respektive 2,8násobně 

vyšší (všechna p < 0,0001). U druhého cytokinu byl ve srovnání s pozitivní kontrolou 

pozorován signifikantní nárůst pouze při koncentraci odpovídající odpovídající MTC, a to 

1,5krát (p = 0,019). Pokud bychom výsledky porovnaly s buňkami ovlivněnými kombinací 

DMX a LPS byly nalezeny statisticky významné změny ve všech skupinách. Při MTC, 

½ MTC a ¼ MTC byla produkce TNF-α zvýšena 4,0-, 3,6- a 3,5násobně (všechna p < 0,001). 

V porovnání s buňkami ovlivněnými pouze LPS zvyšovala látka K1412 signifikantně 

produkci IL-6 ve skupinách ovlivněných MTC, ½ MTC a ¼ MTC 1,2krát (p = 0,016), 1,6krát 

(p = 0,003) a 1,7krát (p = 0,04). Aplikace DMX u tomto experimentu produkci IL-6 

navozenou LPS tlumila (2,1násobně, p < 0,001). Ve srovnání s buňkami ovlivněnými 
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kombinací DMX a LPS byly tyto hodnoty 2,6násobně (p = 0,003), 3,4násobě (p < 0,001) 

a 3,6násobně (p = 0,003) vyšší. V případě TNF-α byl signifikantní vliv na jeho produkci 

zaznamenán pouze u skupiny ovlivněné látkou K1412 v koncentraci odpovídající ¼ MTC 

(1,3krát, p = 0,034). Statisticky významné snížení tvorby TNF-α stimulované LPS bylo 

pozorováno pouze po aplikaci DMX (1,8násobně, p < 0,001). V porovnání s touto skupinou 

byly ve skupinách ovlivněných K1410 při MTC, ½ MTC a ¼ MTC hodnoty koncentrace 

signifikantně TNF-α 1,3krát (p = 0,012), 1,9krát (p < 0,001) a 2,3krát (p < 0,0001) zvýšené. 

Poslední testovanou byla látka K1413. Jako jediná vykazovala potenciální protizánětlivý 

účinek, neboť byla schopna ve srovnání s buňkami ovlivněnými pouze LPS signifikantně 

snížit koncentraci IL-6 v koncentraci odpovídající MTC a ½ MTC, a to 1,6-  

(p < 0,001) a 1,3krát (p = 0,040). V porovnání se skupinou buněk, které byly ovlivněny 

kombinací DMX a LPS nebyl při MTC statisticky významný rozdíl zaznamenán. Tento rozdíl 

byl pouze při srovnání se skupinami léčenými K1413 v koncentracích odpovídajících ½ MTC 

(1,1krát, p = 0,007), a ¼ MTC (1,4krát, p < 0,0001). V případě TNF-α bylo v porovnání 

s pozitivní kontrolou pozorováno signifikantní snížení produkce tohoto cytokinu jen při MTC 

(2,1krát, p < 0,0001). V této skupině nebyl rovněž pozorován statisticky významný rozdíl ve 

srovnání s kombinací DMX a LPS. Ten byl naopak zaznamenán ve skupinách ovlivněných ½ 

MTC a ¼ MTC, ve kterých byly koncentrace TNF-α shodně 1,5krát (p = 0,023, repektive 

0,018) vyšší. 
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Obrázek 39 Produkce cytokinů IL-6 a TNF-α buněčnou linií SIM-A9 po ovlivnění DMX nebo látkou K1408 

v koncentraci odpovídající její MTC, ½ MTC a ¼ MTC. 

LPS byl aplikován 1 hodinu po ovlivnění buněk DMX nebo látkou K1408. Viabilita byla stanovena pomocí 

MTT testu 23 hodin po přidání LPS. Symbol * vyjadřuje statisticky významný rozdíl v porovnání s kontrolní 

skupinou (p ≤ 0,05). Znak # vyjadřuje statistiky významný rozdíl v porovnání s LPS (p ≤ 0,05). 
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Obrázek 40 Produkce cytokinů IL-6 a TNF-α buněčnou linií SIM-A9 po ovlivnění DMX nebo látkou K1409 

v koncentraci odpovídající její MTC, ½ MTC a ¼ MTC. 

LPS byl aplikován 1 hodinu po ovlivnění buněk DMX nebo látkou K1409. Viabilita byla stanovena pomocí 

MTT testu 23 hodin po přidání LPS. Symbol * vyjadřuje statisticky významný rozdíl v porovnání s kontrolní 

skupinou (p ≤ 0,05). Znak # vyjadřuje statistiky významný rozdíl v porovnání s LPS (p ≤ 0,05). 
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Obrázek 41 Produkce cytokinů IL-6 a TNF-α buněčnou linií SIM-A9 po ovlivnění DMX nebo látkou K1410 

v koncentraci odpovídající její MTC, ½ MTC a ¼ MTC. 

LPS byl aplikován 1 hodinu po ovlivnění buněk DMX nebo látkou K1410. Viabilita byla stanovena pomocí 

MTT testu 23 hodin po přidání LPS. Symbol * vyjadřuje statisticky významný rozdíl v porovnání s kontrolní 

skupinou (p ≤ 0,05). Znak # vyjadřuje statistiky významný rozdíl v porovnání s LPS (p ≤ 0,05). 
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Obrázek 42 Produkce cytokinů IL-6 a TNF-α buněčnou linií SIM-A9 po ovlivnění DMX nebo látkou K1411 

v koncentraci odpovídající její MTC, ½ MTC a ¼ MTC. 

LPS byl aplikován 1 hodinu po ovlivnění buněk DMX nebo látkou K1411. Viabilita byla stanovena pomocí 

MTT testu 23 hodin po přidání LPS. Symbol * vyjadřuje statisticky významný rozdíl v porovnání s kontrolní 

skupinou (p ≤ 0,05). Znak # vyjadřuje statistiky významný rozdíl v porovnání s LPS (p ≤ 0,05). 
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Obrázek 43 Produkce cytokinů IL-6 a TNF-α buněčnou linií SIM-A9 po ovlivnění DMX nebo látkou K1412 

v koncentraci odpovídající její MTC, ½ MTC a ¼ MTC. 

LPS byl aplikován 1 hodinu po ovlivnění buněk DMX nebo látkou K1412. Viabilita byla stanovena pomocí 

MTT testu 23 hodin po přidání LPS. Symbol * vyjadřuje statisticky významný rozdíl v porovnání s kontrolní 

skupinou (p ≤ 0,05). Znak # vyjadřuje statistiky významný rozdíl v porovnání s LPS (p ≤ 0,05). 
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Obrázek 44 Produkce cytokinů IL-6 a TNF-α buněčnou linií SIM-A9 po ovlivnění DMX nebo látkou K1413 

v koncentraci odpovídající její MTC, ½ MTC a ¼ MTC. 

LPS byl aplikován 1 hodinu po ovlivnění buněk DMX nebo látkou K1413. Viabilita byla stanovena pomocí 

MTT testu 23 hodin po přidání LPS. Symbol * vyjadřuje statisticky významný rozdíl v porovnání s kontrolní 

skupinou (p ≤ 0,05). Znak # vyjadřuje statistiky významný rozdíl v porovnání s LPS (p ≤ 0,05). 
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5 Diskuze 

Cílem této diplomové práce bylo zhodnocení protizánětlivé odpovědi nově syntetizovaných 

modulátorů ChEs in vitro. Ústřední strukturou testovaných látek byl naftochinon. Jedná se 

o organickou sloučeninu odvozenou od naftalenu se dvěma oxo skupinami navázanými 

na naftalenový kruh. Naftochinon i jeho deriváty vykazují inhibiční účinek vůči ChEs. [110, 

97, 98] Na druhou stranu například 1,2-naftochinon je rovněž efektivním inhibitorem 

oligomerizace Aβ42 in vitro [111]. Tyto oligomery jsou schopné narušit normální funkce 

neurálních buněk a působit neurotoxicky [112]. Deriváty naftochinonů jsou navíc zkoumány 

pro své protizánětlivé a antioxidační účinky [113]. Úbytek acetylcholinergní neurotransmise, 

tvorba amyloidních plaků, zánět i oxidační stres sehrávají významnou roli v rozvoji AD 

[114]. Z tohoto hlediska by naftochinony mohly ovlivnit patogenezi této nemoci na více 

úrovních a účinněji mírnit její průběh. Uplatnění by rovněž mohly nalézt u jiných chorob, jež 

jsou spojeny s poklesem cholinergní transmise a zánětlivým procesem. 

Pro testování protizánětlivých účinků nově syntetizovaných látek byla vybrána buněčná linie 

SIM-A9. Jedná se o spontánně imortalizované mikrogliální buňky odvozené z kortikálních 

tkání mozku myší získaných postnatálně. Mikroglie jsou imunitními buňkami nervového 

systému, které nepřetržitě prozkoumávají své místní prostředí. Aktivují se v abnormálních či 

nepříznivých podmínkách a zahajují zánětlivý proces. Využití primárních mikrogliálních linií 

pro laboratorní účely nicméně vyžaduje dlouhý a náročný proces preparace. [115] Buňky 

SIM-A9 tyto nevýhody překračují. Představují rovněž vhodný in vitro model pro přímou 

aplikaci exogenních stimulačních nebo inhibičních látek. Například po expozici Aβ nebo LPS 

sekretují cytokiny, zejména IL-6 a TNF-α. [116] Lze také hodnotit děje jako jsou migrace, 

proliferace či jejich fagocytická aktivita. Výhodou je rovněž jejich kontinuální proliferační 

schopnost. [117]  

Důležitým krokem v toxikologických analýzách je určení proliferační schopnosti dané 

buněčné linie. K nastavení modelu in vitro pro další experimenty byla aplikována 

elektroimpedanční metoda xCELLigence umožňující sledovaní proliferace buněk v reálném 

čase [118]. Buňky SIM-A9 byly nasazeny v různých hustotách v rozsahu 2,5 – 30 × 103 

na jamku a analyzovány po dobu 84 hodin. Vzhledem k designu dalšímu experimentů je 

nutné pro produkci zánětlivých ukazatelů zvolit co možná nejvyšší koncentraci buněk. 

V průběhu 48 h by se však buněčná populace měla nacházet v exponenciální fázi růstové 

křivky, neboť přechod buněk do stacionárního stavu nebo fáze odumírání by mohl s produkcí 
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cytokinů interferovat. Tento požadavek splňovaly pouze koncentrace < 10 × 103 buněk 

na jamku.  

Dále bylo nutné stanovit, do jaké míry aplikace LPS ovlivňuje průběh růstové křivky. 

Na základě předchozích výsledků byly zvoleny koncentrace 5 × 103, 7,5 × 103 a 10 × 103 

buněk na jamku. Dle dostupné literatury je LPS schopný indukovat zánětlivou odpověď 

u buněčné linie SIM-A9 v koncentračním rozsahu 0,1 – 2,5 µg/ml [119,120]. Pro další 

experimenty jsme proto zvolili koncentraci 1 μg/ml. LPS byl podán vintervalu 23 h po 

nasazení buněk. ro další experimenty jsme proto zvolili koncentraci 1 μg/ml. LPS byl podán v 

intervalu 23 h po nasazení buněk. Z analýzy vyplývá, že po stimulaci tímto endotoxinem 

dochází k inhibici růstu buněčné kultury. Ačkoliv LPS stimulací receptorů na povrchu buněk 

imunitního systému může vést k produkci nadměrného množství ROS a RNS, jejichž 

důsledkem může být lýza buňky [121,122], následující experimenty měřící apoptózu a 

nekrózu buněk SIM-A9 po podání LPS neprokázaly, že by zde byl vztah s těmito buněčnými 

ději. Nair a kol. na druhou stranu sledovali vliv LPS na metabolickou aktivitu primárních 

neuroglií. Jejich experimenty demonstrovaly, že stimulací Toll-like receptorů (TLR) dochází 

k fragmentaci mitochondrií, zvýšení produkce ROS a k metabolickému přeprogramování 

buněk z oxidativní fosforylace ke glykolýze [123]. Zdá se tedy, že by LPS podobným 

způsobem mohl ovlivňovat metabolickou aktivitu buněk SIM-A9 a snižovat tak jejich 

proliferaci. U buněk kultivovaných v koncentraci 10 × 103 na jamku bylo navíc možné 

v přítomnosti LPS pozorovat mírný pokles růstové křivky v intervalu 46 až 48 hodin. Pro 

další experimenty byla proto zvolena koncentrace 7,5 × 103 buněk na jamku.  

Při této koncentraci buněk byla nejprve testována cytotoxicita nově syntetizovaných látek 

K1408 – K1413. Ta byla vyjádřena prostřednictvím toxikologického indexu IC50 po 24 hodi-

nách od ovlivnění. Nejvíce toxické se jevily látky K1410 a K1411. Obě sloučeniny se oproti 

látkám K1408 a K1409 liší přítomností atomu chloru navázaného v pozici 2 na molekule  

1,4-naftochinonu. Tato modifikace se z hlediska cytotoxicity jeví proto jako nejméně 

perspektivní. Naopak přidání ethoxy- a benzyloxyskupiny na pozici 8 dochází k významnému 

ovlivnění rozpustnosti látek a cytotoxicita K1412 a K1413 nemohla být přesně zhodnocena. 

Pro další experimenty je ale nutné pracovat s koncentracemi, jež viabilitu buněk neovlivňují. 

Byla proto u jednotlivých látek stanovena maximální koncentrace, která nezpůsobuje 

signifikantní změny životaschopnosti buněk stanovené MTT testem vůči neovlivněné 

kontrole (MTC). MTC byla stanovena u všech nově syntetizovaných derivátů naftochinonů.  
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Vzhledem k charakteru MTC (jedná se o koncentraci na hranici cytotoxicity) a hypotetické 

možnosti změny účinků látek v zánětlivém prostředí byla následně hodnocena viabilita SIM-

A9 buněčné linie v přítomnosti nově syntetizovaných sloučenin a LPS. K testování byl 

nejprve použit MTT test. Buňky SIM-A9 byly nejprve vystaveny látkám K1408 – K1413 

v koncentracích odpovídajících jejich MTC, ½ MTC a ¼ MTC. V intervalu 1 hodiny byl 

přidán LPS a v 24hodiovém intervalu byl test zhodnocen. Výsledky analýzy potvrdily, 

že žádná z látek účinek LPS dále neovlivňuje s jedinou výjimkou. Podání K1411 

v koncentraci odpovídající ½ MTC vedlo k mírnému, ale signifikantnímu zvýšení hodnot 

MTT testu. Tento test představuje kolorimetrickou metodu založenou na přeměně žluté 

tetrazoliové soli na fialový formazan. K tomu dochází pouze v živých, metabolicky aktivních 

buňkách. Pokud naopak dojde k poškození energetického metabolismu, konverze MTT 

na formazan klesá nebo není možná. Jedná se především o aktivitu redukujících enzymů, 

které se podílejí na vzniku formazanu, jako jsou např. mitochondriální dehydrogenasy. [124] 

S ohledem na vliv LPS na energetický metabolismus mikroglií je proto možné, že výsledek 

testu v tomto případě spíše odráží pouze vlastní alteraci metabolismu než ztrátu 

životaschopnost buněk, přičemž látka K1411 v koncentraci ½ MTC je schopna tento účinek 

ovlivnit. Kvůli poměrně hraničním změnám by však bylo vhodné tuto hypotézu potvrdit 

dalšími testy, jako je např. měření mitochondriálního potenciálu. [125] 

Vzhledem k limitům MTT testu v případě LPS bylo nutné bezpečnost MTC nově 

syntetizovaných látek ověřit další metodou. Vybrána byla mikrokapilární průtoková 

cytometrie zaměřená na detekci časně a pozdně apoptotických a nekrotických buněk pomocí 

Annexinu V a 7-aminoaktinomycin D. Annexin V váže fosfatidylserin, který je pova-

žován za ukazatel apoptózy pokud se vyskytuje ve vnější vrstvě povrchové membrány. [126] 

7-aminoaktinomycin D naopak vykazuje afinitu k DNA, proniká však pouze do buněk 

s narušenou integritou buněčné membrány. [127] Výsledky analýzy bezpečnost MTC K1408 

– K1413 potvrdily. 

V další fázi testování bylo nejprve nutné prokázat produkci vybraných cytokinů buňkami 

SIM-A9 po stimulaci LPS a zdali je možné jejich expresi ovlivnit dexametazonem. 

Dexametazon je glukokortikoid se silnými protizánětlivými účinky [128] k jehož účinku je 

možné efekt nově syntetizovaných látek vztáhnout. Výběr kandidátů vycházel z literatury. 

Zaměřili jsme se na obecně prozánětlivé cytokiny relevantní pro AD, jako jsou IL-1ß, IL-6, 

TNF-α a INF- γ [129,130,131]. Výsledky naší studie prokázaly, že LPS u buněčné linie SIM-

A9 indukuje v 23hodinovém intervalu produkci IL-6 a TNF-α. Tuto reakci bylo možné 
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dexametazonem tlumit. Naopak produkce IL-1β se ve všech skupinách nacházela pod úrovní 

detekce ELISA kitu. Jeho hodnocení bylo proto pro další testování neperspektivní. 

Jako neperspektivní se rovněž jevila detekce IFN-γ. Ačkoliv se jeho koncentrace nacházely 

nad úrovní detekce kitu, LPS jeho expresi u SIM-A9 buněk neovlivňoval. 

Následovala poslední fáze experimentů zaměřená na hodnocení vlivu nově syntetizovaných 

sloučenin na zánětlivou odpověď in vitro. Buňky SIM-A9 byly nejprve vystaveny látkám 

K1408 – K1413 v koncentraci odpovídající MTC, ½ MTC a ¼ MTC. V intervalu 1 hodiny 

byl přidán LPS a v 24hodiovém intervalu byla zhodnocena produkce IL-6 a TNF-α. 

Na základě výsledků je možné účinky látky rozdělit do 3 skupin. Látky K1408, K1409, 

K1411 a K1412 produkci cytokinů indukovanou LPS zesilovaly. Zatímco u IL-6 bylo možné 

pozorovat její vzestup s klesající koncentrací látek, exprese TNF-α vzrostla jen po aplikaci 

MTC látek K1409 a K1411 nebo ¼ MTC látky K1412. Odlišný charakter odpovědi 

vykazoval naftochinon K1410. Tento derivát zvyšoval pouze produkci IL-6, a to v koncen-

tracích odpovídajících MTC a ½ MTC. Tato látka by proto mohla teoreticky nalézt využití 

v případě, že budou nalezeny jiné (pozitivní) účinky. Pro její aplikaci in vivo bude nezbytné 

dodržovat koncentrace, při kterých nedochází k zesílení imunitní odpovědi. Protizánětlivé 

účinky byly v rámci této práce pozorovány pouze u sloučeniny K1413. Její účinek byl 

nicméně zaznamenán pouze v poměrně úzkém koncentračním rozmezí. Jejich terapeutické 

využití stran AD je proto možné zhodnotit pouze v kontextu inhibiční aktivity vůči ChEs 

či tvorbě amyloidních plaků. Tato data v době psaní diplomové práce nicméně nebyla 

k dispozici. V každém případě by však tento derivát 1,4-naftochinonu mohl sloužit jako 

výchozí látka pro syntézu dalších molekul. 
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6 Závěr 

V rámci této diplomové práce byl zaveden in vitro model pro testování protizánětlivé 

odpovědi nově syntetizovaných látek v podobě mikrogliální buněčné linie SIM-A9.  

Na tomto modelu byla otestována toxicita derivátů 1,4-naftochinonu (látek K1408 – K1413) 

a stanovena bezpečná koncentrace, při které byl dále hodnocen protizánětlivý jejich účinek. 

Ten byl nalezen pouze u sloučeniny K1413. Látku K1413 lze na základě výsledků doporučit 

k dalšímu testování, jako je například zhodnocení inhibiční aktivity vůči ChEs. Rovněž lze 

sloučeninu K1413 doporučit jako výchozí látku pro syntézu nových molekul. 
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