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ANOTACE

Teoreticka ¢ast diplomové prace se zaméefuje na cholinesterasy, modulatory jejich aktivity s
dirazem na klinicky dostupné centralni a periferni inhibitory cholinesteras a patologické
stavy, pfi kterych jsou tyto léky indikovany, véetné Alzheimerovi choroby a Myastenia
gravis. Aktivitu cholinesteras mohou také modulovat naftochinony, které¢ byly testovany v
ramci experimentalni ¢asti.
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syntetizovanych derivati naftochinonti na mikroglialni bunécné linii SIM-A9.

KLICOVA SLOVA

Cholinesterasy, inhibitory cholinesteras, Alzheimerova choroba, Myastenia gravis, mediatory

zanétu, cytotoxicita in vitro, naftochinony

TITLE

Evaluation of the influence of newly synthesized cholinesterase modulators on the

inflammatory response in vitro

ANNOTATION

The theoretical part of the diploma thesis is focused on cholinesterases, modulators of their
activity with emphasis on clinically available central and peripheral cholinesterase inhibitors
and pathological conditions in which these drugs are indicated, including Alzheimer's disease
and Myasthenia gravis. Activity of cholinesterases can be also modulated by naphtoquinones

that have been tested in the experimental section.

The experimental part is focused on evaluation of cytotoxicity and anti-inflammatory

response of newly synthesized naphtoquinone derivatives on the microglial cell line SIM-AQ9.
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Uvod

Centralni inhibitory cholinesteras (IChEs) jsou 1éCivy, které nasly uplatnéni v terapii lehkych
az stiedné pokrocilych demenci Alzheimerova typu. Nelze vSak od podani IChEs ocekavat
vyléceni Alzheimerovy choroby (AD), ani trvalé odstranéni progrese onemocnéni. Pouze
zpomaluji prabéh choroby, oddaluji vznik tézkych stadii, zlepSuji neuropsychiatrické
symptomy a celkovou kvalitu Zivota postizeného. V soucasné dobé je dostupny Donepezil,
Rivastigmin a Galantamin. Tyto léiva musi prochazet hematoencefalickou bariérou,
specificky ovliviiovat mozkové cholinesterasy (ChEs) a byt dobie tolerovany. Velkym
uskalim jsou vsSak nezddouci vedlejSi ucinky, projevujici se gastrointestinalnimi piiznaky,
jako je nechutenstvi, zvraceni, kiece a bolesti bficha. Z diivodu vyskytu téchto nezddoucich
projeva se hledaji nové latky stejné tak G¢inné, ale s mensi toxicitou. Dostupna 1é¢iva funkéné
selhavaji, protoze samotnd AD se vyznacuje velice sloZitou etiopatogenezi, proto je nutné
terapii bud’ kombinovat nebo vyvinout I€éky schopné ovlivnit pribéh AD na vice Grovnich,
véetné¢ modulace zanétu, ktery je stouto chorbou spojen. Podrobna patogeneze AD je
doposud nejasnd, existuje vSak mnoho hypotéz o vzniku AD. Nejstarsi teorii vzniku je
poskozeni cholinergniho neurotransmiterového systému. Mezi dal$i patii beta amyloidova
hypotéza, tau hypotéza, vcetné hypotéz zanétu a oxidacniho stresu. Dalsi skupinou jsou
periferni IChEs, které se upliuji pii 1é€bé onemocnéni Myastenia gravis (MG). Mezi tyto
lé¢iva tadime Pyridostigmin, Neostigmin, Distigmin a Ambenonia. MG je chronické
autoimunitni onemocnéni postihujici nervosvalovy pfenos, projevujici se postupnym
slabnutim a zvySenou tnavnosti svalstva.

rrrrr

Experimentalni ¢ast je vénovana in Vitro testovani protizanétlivé odpovédi nove
syntetizovanych modulatordt ChEs. In vitro bunéény model pifedstavuje snadny, rychly a
hlavné eticky pfijatelny pfistup. K zavedeni bunééného modelu a testovani novych latek byly
pouzity elektroimpedan¢ni a kolorimetrické metody a mikrokapilarni pritokova cytometrie.
Cilem této diplomové prace je zhodnoceni proliferace bunééné linie SIM-A9 V prostiedi bez
zanétu a po stimulaci lipopolysacharidem (LPS), dale stanoveni toxikologickych indexii ICsp a
maximalni tolerované koncentrace (MTC) testovanych latek. V neposledni fadé stanoveni
viability bun¢k testovanych latkami po stimualci LPS a na z&vér zhodnoceni vlivu nové

syntetizovanych slou¢enin na zanétlivou odpoved..
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Teoreticka cast

1 Cholinesterasy a jejich modulatory

1.1 Cholinesterasy

Jedna se o enzymy, predstavujici skupinu esteras. Tyto enzymy hydrolyzuji estery cholinu
rychleji nez ostatni estery za piedpokladu, Ze se porovnavaji rychlosti hydrolyzy
za optimalnich podminek. V prvni fadé jsou ChEs odpovédné za rychlou eliminaci acetylcho-
linesterasy (AChE) v jedné milisekund¢ po jejim uvolnéni na cholinergnich synapsich, coz
umoziuje piesné ¢asované fizeni svalové kontrakce. [1,2] Jejich rozmanitost spoc¢iva v geno-
vé expresi, umisténi, funkcich (zvlasteé v biologickych) a katalytickych aktivitach. Kromé
jejich zapojeni do neurodegenerativnich poruch maji i jiné funkce, naptiklad rdst neurit,

bunéénou proliferaci, ovliviiuji tumorigenni procesy a relujuji megakaryocytopoézu. [3]

Existence ChEs byla postulovana Dalem v roce 1914 a demonstrovana Loewim a Navratilem
roku 1926. V roce 1937 Marnay a Nachmansohn pozorovali vysoké koncentrace AChE
na neuromuskularnich ploténkdch a v organech elektrickych thotd. Od té doby se ChEs

ukazaly jako nejvice fascinujim pfedmétem vyzkumu enzymologie a bunécné biologie.

U obratlovcei existuji dva typy ChEs — AChE a butyrylcholinesterasa (BChE), které vykazuji

ve své primarni struktuie vysokou homologii. [2]

Genove viastnosti

Jak jiz bylo zminéno, v lidském organismu se nachazi AChE a BChE, které maji vysoky
stupent shodnosti aminokyselinové sekvence (<50 %) a jsou kodovany dvéma odlisSnymi
geny. Tyto dva geny maji podobnou exon-intronovou organizaci, ale radikalné odliSnou
nukleotidovou kompozici. AChE je bohata na guanin a cytosin, zatimco u BChE pievlada
adenin a thymin. Z genetického hlediska je znamo 7 alel, které koduji ChE: gen U (z ang.
usual), gen A (z ang. atypical), gen S (z ang. silent), a geny F, H, J a K. Funkce jednotlivych
gend jsou shrnuty v tabulce 1. [4]
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Tabulka 1 Geny kodujici ChEs

Gen Funkce
Gen U Ridi syntézu normélni, nejroziifen&j§i plasmatické ChE

Ridi syntézu varianty, zpisobujici sniZeni aktivity ChE v séru a vykazuje

Gen A . . . . . . . .
zvySenou rezistenci k inhibici dibukainem
Gen F Ma na starost syntézu varianty se zvySenou rezistenci k inhibici fluoridem,
en
na druhou stranu je v8ak vyznamné inhibovan dibukainem
Gen S Koéduje produkt, ktery nevykazuje Zadnou esterasovou aktivitu

Poloha genu pro BChE se nachéazi na chromosomu 3q26 a pro AChE na 7q22. Tyto Ctyfi
alelické geny mohou byt kombinovany k vytvofeni genotyptu produkujicich jednu normalni
a devét atypickych variant. Dalsi varianty gend J, K, H koduji ChE s normalni aktivitou,
ale nasledkem porusené syntézy nebo snizené stability molekuly je v plasmé pfitomno méné
enzymu nez za fyziologické situace. Varianta K je spojena s 33%, J s 66% a H s 90% redukci
aktivity. Varianty jsou klinicky vyznamné, nebot’ zplsobuji vétsi citlivost na pfitomnost
inhibitorii. Nasledkem je citlivost na myorelaxans sukcinylcholin (suxamethonium), pfi které
homozygoti trpi prodlouzenou zastavou dechu po podani této latky ve spojeni s chirurgickou

anestézii. U bilé populace se nachazi homozygotnich forem 0,3-0,5 %. [5]

Biochemicke viastnosti

Lidska ChE byla roku 1968 poprvé sekvenovana a klonovana. Jednd se o tetramer, ktery ma
molekulovou hmotnost 340 kDa a je slozena ze 4 identickych podjednotek. VSechny obsahuji
jedno aktivni katalytické misto. Spojeni je realizovano prostiednictvim tfi disul-fidickych
mustkl a nekovalentnich hydrofobnich interakci. Podjednotka obsahuje 574 amino-kyselin
(AMK) a 9 sacharidovych fetézcti. Molekulova hmotnost kazdé z nich je 86 kDa. Diky silnym
nekovalentnim vazbam drzi podjednotky pospolu. Z tohoto celku zaujimaji 65 kDa AMK a
zbytek jsou sacharidy. Molekula zistava tetrametrem, i kdyz jsou disulfidické vazby mezi

fetézci redukovany, alkylovany nebo zcela odstranény proteolyzou. [6]
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1.1.1 Acetylcholinesterasa

AChE je enzym, jenz je Systematicky nazyvan jako acetylcholinacetylhydrolasa a je fazen dle
enzymov¢ nomenklatury do tfeti tfidy, coz jsou hydrolytické enzymy. V hydrolytické aktivité

AChE spociva jeji hlavni biologicky vyznam, kvuli které je zkoumana.

Funkce

Kli¢ovym enzymem cholinergnich mozkovych synapsi a neuromuskularni ploténky je pravé
AChE. Nachazi se predevSim v nervosvalovych spojenich a cholinergnich synapsich
Vv centralni nervové soustavé (CNS). [7] Hlavni biologickou roli tohoto enzymu je ukonceni
ptenosu impulst rychlou hydrolyzou neurotransmiteru acetylcholinu (ACh), nasledné tak
vznika cholin a acetat [8]. Vyznacuje se velkou katalytickou aktivitou. Kazda molekula AChE
degraduje 25 000 molekul ACh za jednu sekundu [9].

Struktura

Struktura AChE byla rozsahle prozkoumana od 90. let. Prvni experimenty byly provedeny
na elektrickém uhoti Torpedo californica diky jeho dostupnosti. Tento enzym se, podobné
jako lidska varianta, nachazi ve form¢ monomeru, dimeru a tetrameru. Jeji molekula muize
obsahovat segment se strukturou podobnou kolagenu, jehoz tkolem je zprostfedkovat vazbu

K bunééné membrang. [10]

Na obrazku 1 [11] je patrné, Ze se jedna o glykoprotein, ktery je slozeny ze 14 a-helixt
a 12 B-skladanych listG. Tento fetézec je tvoifen 523 AMK, uspofddanymi do globuldrni
formy. Ve stfedu této molekuly je umisténo aktivni centrum enzymu a na jeho dn¢ se nachazi

katalytické centrum tvofené hydroxylovou skupinou serinu. [10]

Obrazek 1 Struktura AChE uhote Torpedo californica
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1.1.2 Butyrylcholinesterasa

BChE je enzym, ktery je Systematicky nazyvan jako acylhydrolasa. BChE je ale znama i pod

pojmem pseudocholinesterasa. Jeji funkce spoc¢iva v hydrolyze butyrylcholinu i ACh.

Funkce

Hydrolyza hydrofobnich a hydrofilnich karboxylovych slouéenin i esterti kyseliny fosfore¢né
patii mezi hlavni funce BChE. Jeho toxikologicky a farmakologicky vyznam je jasny, kdyz se
jednéd o individudlni expozici vic¢i jedovatym sloucenindm, zaméfenym na vazebna mista
ChE. Vzhledem k fyziologickému vyznamu AChE Ize vnimat BChE jako endogenni
vychytava¢ anticholinesterasovych sloucenin, zejména Xenobiotik, jako jsou — sukcinyl-

dicholin, organofosfaty, karbamaty, prokain, kokain, heroin, aspirin a dalsi. [12]

BChE je tvofena v riznych organech, zejména v jatrech. Nachazi se také ve slinivce bfisni
a gliovych bunkach. Dosahuje sérové hladiny 5 mg/ml a jeji biologicky polocas in vivo ¢ini
12 dni, coz ji €ini stabilni pro skladovani. Testovani aktivity BChE v plasmé muze slouzit

jako test funkce jater. [10]

Struktura

Plasmatickda BChE je hydrofilni tetramer slozeny ze 4 identickych podjednotek. Muize se vys-
kytovat v lidském téle i v podobé dimeru a monomeru. Geny pro BChE jsou zakddovany
na tietim chromozomu. [13] Biochemické studie ukazaly, Ze nukleotidové a AMK sekvence
souvisejici s BChE se vyskytuji v riznych formach zivota. Reguluji fyziologické funkce,

jejichz vyznam nebyl zcela objasnén. [14]

Na nasledujicim obrazku 2 [15], je znazornéna struktura BChE, jejiz kazda podjednotka ma
84 kDa. Vzajemné interaguji prostiednictvim svazku 4 a-helixi na C-koncich a ve stiedové

¢asti globule se nachazi peptid bohaty na prolin. [16]
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Obrazek 2 Struktura BChE

1.2 Modulatory cholinesteras

Z hlediska principu mohou byt moduladtory ChE dvojiho typu — inhibitory a reaktivatory.
Inhibitory lze dale délit podle zpisobu inhibice na reverzibilni a ireverzibilni. Reverzibilni
inhibitor pouze ,,soutézi“ o vazebné misto enzymu, a tim brani pfistupu ACh. Nevytvaii
kovalentni vazbu s enzymem, jedna se tedy o proces vratny. Druhy typ inhibitoru je charak-
terizovan reakci s aktivnim centrem ChE. Mezi enzymem a moduldtorem vznik4 kovalentni
vazba, ktera mize byt za fyziologickych podminek natolik stabilni, ze se jedna o ireverzibilni
inhibici, tedy d¢j nevratny. K jeho ovlivnéji mohou ale slouzit v pfipadé nékterych latek
reaktivatory, jez odstariiuji kovalentné vazana rezidua ireverzibilnich inhibitorti z fosfatu
aktivniho katalytického mista enzymu. Ireverzibilni inhibitory i reaktivatory maji vSak spise
toxikologicky vyznam. [17] Vzhledem k charakteru testovanych latek v této diplomové praci

se teoreticka ¢ast bude dale zaméfovat pouze na reverzibilni inhibitory.

1.2.1 Reverzibilni inhibitory cholinesteras

Reverzibilni inhibitory lze dale klasifikovat dle schopnosti prostupovat hematoencefalickou
bariérou na latky s centralnim a perifernim uc¢inkem. DéEli se na zéklad€ naboje 1éCiva, latky
obsahujici tercialni dusik, nejsou nabité a maji tedy centralni G¢inky. Naopak 1é¢iva obsahuji
kvarterni dusik, maji naboj, Spatné prochézeji hematoenceflikou bariérou a ucinkuji hlavné
na periferii. Centralné pusobici, reversibilni IAChE se pouzivaji jako 1éCiva v terapii AD.
Zpomaluji progresi a piestup choroby do tézkych stadii. Na trhu je dostupny Donepezil,
dale Rivastigmin a novéj$im l1écivem je Galantamin. Lisi se vSak svoji strukturou, farmako-

Kinetickymi a farmakodynamickymi vlastnostmi. [18] Jedna se o skupinu léCiv, které brani
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enzymatické hydrolyze ACh nanervovych synapsich. Navic snizuji tvorbu a toxicitu
amyloidu beta (AB). [19] Latky s perifernim G¢inkem jsou uzivany v 1é¢bé onemocnéni,
postihujici nervosvalovy ptenos, jako je naptiklad Myastenia gravis (MG). Do této skupiny

patii Pyridostigmin, Neostigmin a Distigmin.

1.2.1.1 Léciva s centralnimi ucinky
Galantamin

Galantamin (GAL) byl poprvé izolovan z cibuli snézenek a narcisii. Dnes se vyrabi synteticky

vvvvvv

IACKE. [20]

Struktura

Na obrazku 3 [21] je uvedena chemicka strukturu GAL. Jedna se o terciarni alkaloid, ktery
nepodléha hydrolytickym reakcim. Pro jeho spravny biologicky ucinek jsou v jeho molekule
dalezitd ctyfi mista. Hydroxylova skupina cyklohexenového kruhu, cyklohexenovy kruh,

terciarni aminoskupina a methoxyskupina. [22]

Farmakodynamické viastnosti

GAL ucinkuje na nervosvalové spoje, centralni cholinergni synapse i1 periferni organy
inervované parasympatickymi vegetativnimi vlakny. Na cholinergni synapse ma dva rtizné

ucinky, které vS§ak mohou probihat i soucasné:

a. inhibici AChE dojde ke zvySeni hladiny ACh dostupného pro aktivitu postsy-

naptickych muskarinovych receptort,

b. v ptitomnosti GAL je zvySena vazebna afinita ACh na nikotinovy receptor (AChR)

a pusobi jako allostericky modulator.

Modulaci nikotinovych receptorii je podporovano uvolnéni ACh, zvlast pii poskozeni
cholinergni funkce. Vaze se jak ve spodni Casti kavity AChE a interaguje s acylvazebnou
kapsou prostfednictvim methoxyskupiny, tak s cholin-vazebnym mistem diky cyklohexe-
novému kruhu. [23]
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Obrazek 3 Struktura GAL

Farmakokineticke viastnosti a nezadouci ucinky

Jedna se o alkalickou a slabé& lipofilni slouceninu, jejiz rozpustnost ve vodé¢ ¢ini 31 mg/ml.
Je parcialné metabolizovan riznymi cytochromy, zejména CYP2D6 a CYP3A4. Po podéni
per ordlné (p.0.) snadno absorbuje nezavisle na lékové formé. Az 75 % podaného GAL je
eliminovano metabolizaci. Plasmatické koncentrace klesaji bioexponencialné, s biologickym
polocasem 8-10 hodin u zdravych osob. Vysledky klinickych studii svéd¢i o tom, ze plasma-
tickd koncentrace GAL u pacientd s AD jsou 0 30-40 % vyss§i nez u zdravych mladych
jedincti, predevS§im vzhledem k v€ku a snizené funkci ledvin. Z farmakokinetické analyzy
vyplyva, Ze clearance GAL je u Zen o 20 % niZ§i neZ u muzi. Davkovani GAL musi byt
titrovano, prvni mésic je podavano 2krat 4 mg, druhy mésic 2krat 8 mg a teti mesic a dale
2 rkrat 12 mg. [24] GAL je mirné toxicky. Letalni davka pro potkana p.o. je 83,6 mg/kg. Mezi
nejcastéji se vyskytujici nezadouci ucinky fadime nevolnost (19 %), zvraceni (16 %), ztrata
hmotnosti a chuti k jidlu (8 %), zavraté (4 %), bolesti bficha, prijmy, neklid a poruchy
spanku. Nezadouci t¢inky Ize inhibovat antidoty. Zadny studie v§ak neuvadi mutagenni nebo

teratogenni G¢inky tohoto 1éCiva. [22]

Vztah mezi galantaminem a zanétem

GAL se vyznacuje svymi neuroprotektivnimi vlastnostmi vii€i toxickému beta amyloidu (AB)
a oxidativnimu stresu. Diky inhibici mozkovych AChEs sniZuje tvorbu kyslikovych radikala

NO 1 NOS. Alosterickou modulaci AChR ovliviiuje toxicitu AP tim, Ze zabrailuje

-----

prozanétlivych mediatora. [20]
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Donepezil

Donepezil je 1é¢ivo, které inhibuje reverzibilné AChE, zatimco BChE minimalné a klinicky
nevyznamné. Donepezil rovnéz aktivuje nikotinové receptory (a4p2 a a7) a tim dojde k vetsi
expresi antiapoptického faktoru Bcl-2. Chrani tak neurony proti glutamatové toxicité. Plisobi

soucasn¢ proti nékolika mechanismiim neurodegenerace. [25]

Struktura

Donepezil hydrochlorid, uvedeny na obrazku 4 [26] je druhym 1éCivym pfipravkem
schvalenym pro lécbu mirného az stfedniho stupné AD. Patii do tfidy IChE, fadici se do
piperidinovych derivati, obsahujicich ve své molekule N-benzylpiperidin a indanovou

skupinu. Donepezil se vaze v aniontovém misté enzymu. [27]

Farmakodynamické viastnosti

Donepezil hydrochlorid je in vitro vice nez 1 000krat G¢innéj$§im IAChE nez BChE. U osob
s AD, které se zGcastnili klinickych studii, zptsobilo podavani davek 58 mg a 10 mg done-

pezil hydrochloridu jednou denné ustalenou inhibici aktivity AChE. [28]

HsCO

H3CO

N
o )

Obrazek 4 Struktura donepezil hydrochloridu

Farmakokineticke viastnosti a nezadouci ucinky

Nejvyssich plasmatickych hladin je dosahovano asi za 3-4 hodiny po p.o. podani. Biologicky
polocas tohoto 1é¢iva je 70 hodin a k ustalenému stavu dojde do 3 tydnid od zacatku terapie.
Asi 95 % donepezilu se u ¢loveéka vaze na plasmatické bilkoviny. Transport do riznych tkani
téla nebyl dodnes pfili§ prostudovan. Vylucovani 1€éku je realizovano v nezménéném stavu

moci nebo je metabolizovan systémem cytochromu P450 na dalsi metabolity. [28]
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Testovani na pokusnych zvitatech prokazalo, ze 1é¢ivo nema skoro zadné jiné ucinky nez ty
predpokladané, jakozto cholinergni stimulator. Donepezil nema mutagenni, genotoxické

ucinky, ani onkogenni aktivitu. [29]

Vztah mezi donepezilem a zanétem

Donepezil ptisobi neuroprotektivné a ma ucinky modifikujici AD [30]. Klinicka studie uvadi,
ze po osmi mesicich 1écby donepezilem doslo ke zmirnéni zanétu, tau patologie a ztraté
neurond. Také bylo prokdzéano, ze po aplikaci LPS sniZuje uvolnovani zanétlivych mediatort,

zejména IL-1B, TNF-a a NO a zabranuje systémovému zanétu. [31]

Rivastigmin

Rivastigmin je inhibitorem AChE a BChE, jehoz mechanismem uc¢inku je pseudoireverzibilni
inhibice. Dochazi tak k zablokovani enzymu odbouravajiciho ACh a k naslednému zvySeni
poétu molekul tohoto neuromediatoru. Uginkuje selektivné v hippocampu a neokortexu

mozku, tedy oblasti, které jsou pii AD nejvice postizeny. [32]

Struktura

Jedna se o 1é¢ivo karbamatového typu, obrazek 5 [33] o molekulové hmotnosti 250,34 g/mol,
Rivastigmin se vaze na svij cilovy enzym a do¢asné ho inaktivuje [34]. Ve své Cisté podobé
ma charakter bilého jemné krystalického prasku, ktery je dobie rozpustny ve vod¢, ethanolu

nebo acetonitrilu [35].

Farmakodynamické vlastnosti

Rivastigmin zlepSuje poruchy kognitivnich funkci, které jsou u demenci spojené s AD
a Parkinsonovou chorobou zpiisobeny nedostatkem cholinergniho pienosu. U zdravych osob
dochazi ke snizeni aktivity AChE a BChE v mozkomi$nim moku béhem 1,5 hodiny po podani
p.0. 3 mg léciva o 40 %. Aktivita enzyml se ndsledné¢ vraci k vychozi hodnoté ptiblizné
za 9 hodin po dosazeni maximalniho inhibi¢niho u¢inku. U pacientii s AD je inhibice AChE

a BChE zavisla na davce az do 6 mg dvakrat denné, coz byla nejvyssi testovaci davka.
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Obrazek 5 Struktura rivastigminu

Farmakokinetické viastnosti a nezadouct ucinky

K absorpci rivastigminu dochdzi velmi rychle. Plasmatické koncentrace dosahuji maxima
pfiblizné za 1 hodinu od podani. Vazba rivastigminu na bilkoviny je asi 40 %. Rivastigmin
pfechazi hematoencefalickou bariérou. K metabolizaci dochazi primarn¢ hydrolyticky diky
ChE na dekarbamylovany metabolit. Nezménény rivastigmin v moci nenajdeme, vylucovani
metabolitl predstavuje hlavni cestu vyluCovani. Mén¢ nez 1 % celkové davky je vylouceno
stolici. Mezi vyznamné nezddouci U¢inky fadime gastrointersticidlni projevy, zahrnujici

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

Vztah mezi rivastigminem a zanétem

Rivastigmin zabranuje demyelinizaci, aktivaci mikroglii a axondlnimu poSkozeni. Déle
snizuje reaktivitu T-lymfocytl a produkci prozanétlivych cytokini TNF-o, IFN-y a IL-17.

Lécba rivastigminem ma imonomudulaéni vlastnosti. [36]

Stale vétSim problémem v terapii pomoci vySe zminénych 1é¢iv jsou vedlej$i nezadouci
ucinky. Z toho ditvodu je snaha o vytvofeni derivatd, stejné tak uc¢innych, ale méné toxickych.
Dostupna 1éciva funkéné selhévaji, protoze samotna AD je choroba se slozitou
etiopatogenezi. Proto je nutné terapii kombinovat nebo vyvinout léky schopné ovlivnit pribéh

AD na vice urovnich.

1.2.1.2 Alzheimerova choroba

AD je definovédna jako zdvazné progresivni a ireverzibilni neurodegenerativni onemocnéni
mozku. Jedna se rovnéz o nejbéznéjsi pricinu demence. Demence je syndrom nebo skupina

syndromd, kterd ma fadu divodli. Mezi charakteristické symptomy choroby patii problémy
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S paméti, ovladanim jazyka, obtizn&Sim TfeSenim problémt a jinymi kognitivnimi
schopnostmi. [37] Predstavuje asi 50-60 % vsech demenci a dalSich minimalné 10 % demenci
je smisené etiologie, kde se krom¢ alzheimerovskych zmén etiologicky podileji i naptiklad
ischemicko-vaskularni zmény (mozkové infarkty). Nemoc je pomérné dobie definovana
patologickymi nalezy, které jsou spoleéné pro vSechny postizené. EXistuje vsak variabilita,
co se ty¢e doby vzniku, rychlosti progrese a nékterych dalSich odchylek klinického nalezu
U této nemoci. Znacn¢ se mohou lisit genetické predispozice 1 mnozstvi a druh rGznych

faktorti ovlivitujici rozvoj a pribéh této choroby. [38]

Prevalence a incidence onemocneni

Onemocnéni touto chorobou je celosvétové velmi rozsifené. Mira onemocnéni neni zavisla
od mista, kde se ¢lovék nachazi. N&ktera mista na planeté jsou ale v poétu onemocnéni vice

zastoupena nez jina. [39]

Ve svete

Podle Alzheimer's Disease International (ADI) Zilo v roce 2015 na celém svété 46,8 miliont
lidi s demenci (odhadem) [39]. Podle piepoctu ADI se objevi novy piipad demence kazdé
3 sekundy a béhem nasledujicich 20 let dojde ke dvojnasobeni poctu lidi s demenci. Lze tedy
oc¢ekavat, ze v roce 2030 bude na planeté Zemi 74,7 miliont lidi s demenci. Na grafu 1 [40] je
ukdzano procentudlni zastoupeni z roku 2015, které udava pocet osob starSich 60ti let trpici

timto onemocnénim.

Dostupna srovnani organizace ADI ukazuji, ze v regionu Stfedni Evropy, kam patfi i Ceska

republika, je zastoupeni lidi s demenci niz$i, nez je primér jinde ve svéte.
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Graf 1 Demence ve svété — Pramérné zastoupeni lidi (v %) s demenci pro danou oblast
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V Ceské republice

V roce 2015 byl pocet osob s demenci odhadnut na 156 tisic. Vice nez dv¢ tietiny osob jsou
zenského pohlavi. Dle odhadl zije u nas 51 tisic muza a 105 tisic Zen s demenci. Riziko
vzniku demence nardsta s vékem, zlomem tedy lze oznacit dichodovy vék. Z pohledu
na historicky vyvoj prevalence demence, muze byt zkonstatovano, ze pocet postizenych

jedinct neustale nartsta. Tento vyvoj je uveden v grafu 2 [40].

Graf 2 Vyvoj demence v Ceské republice
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Nejvyssi podil lidi s demenci maji kraje s nejstar$i vékovou strukturou. V roce 2015 zilo
nejvice lidi s demenci v Kralovéhradeckém kraji, nasledn¢ v Praze a pak Zlinském kraji.

Nejméné lidi s AD & jinym typem demence Zije v Usteckém kraji, Stiedoceském a Karlo-
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varském. Nejvyssi umrtnost je v Plzeniském kraji (41 osob v pfepoctu na 100 tisic obyvatel),
nasleduje Praha (36 0sob na 100 tisic obyvatel) a kraj Kralovéhradecky (35 osob nal00 tisic
obyvatel). [41]

Predispozice ke vzniku onemocnéni

Presné pficina AD neni dosud zndma, jde o onemocnéni s multifaktoridlni etiologii. Mezi
neovlivnitelné rizikové faktory AD patii vék a pritomnost genii piispivajicich k jejimu
rozvoji. Jako ovlivnitelné faktory oznacujeme vaskularni faktory, koufeni, obezitu, diabetes,

hypertenzi, zvySeny cholesterol, nadmérné piti alkoholu nebo trazy hlavy. [42]

Heritabilita demenci byva uvadéna, jako bezrozmérnéd veli¢ina Vv rozmezi 0,4-0,7. Za geny
vyznamné pro rodinnou formu AD fadime presenilin 1 a presenilin 2 a gen pro amyloidovy
prekurzorovy protein (APP). Oproti tomu je u sporadické formy demence vyznamné
zastoupeny gen pro apolipoprotein E (ApoE). Dalsimi dtlezitymi geny mohou byt BDNF
(zang. brain derived neurotrophic factor), geny ve vztahu K cholinergni neurotransmisi
a dalsi. V dnesni dobé jsou také velice vyznamné epigenetické factory, jako je metylace DNA

a acetylace histont. [43] Dale se na vzniku AD mohou podilet viry nebo také hlinik [44].

Dle epidemiologickych studii je hypercholesterolémie vyznamnym rizikovym faktorem
pro vznik AD a hraje vyznamnou roli v patogenezi tohoto onemocnéni. Cholesterol kontroluje
interakci mezi AP a membranou nervovych bun¢k. Tato interakce je rozhodujici pro iniciaci
neurotoxické kaskady. [45] ZvySena hladina cirkulujiciho cholesterolu koreluje s hladinami
AP v mozku i krvi pacienta s AD. Cholesterol reguluje produkci a ukladani AB, coz znamena,
7e exprese APP a tvorba AP mohou byt podporovany zvySenymi hladinami cholesterolu.
Diky témto vysokym hladindm dochazi navic ke zhorSeni ateroskler6zy mozkovych tepen,

coz vede k cerebrovaskularni alteraci, ktera zvySuje pravdépodobnost vzniku AD. [46]

S cholesterolem jsou spojeny také apolipoproteiny. Jedna se o bilkoviny, které zajist'uji vazbu
lipoproteinii na specificka vazebna mista. V mozku maji vliv na neuralni reparaci, rust
prenasecem cholesterolu v mozku. Byly popsany 3 alely genu pro ApoE na 19. chromozomu,
a to epsilon 2 (€2), epsilon 3 (€3) a epsilon 4 (g4). Tyto alely koduji 3 izoformy lipoproteinu:
ApoE 2, ApoE 3, ApoE 4. [47]

Zdédéni €4 vyrazné zvySuje riziko vzniku AD v mladém véku. Lidé s dvéma kopiemi ApoE

€4 alely maji 8krat vyssi riziko onemocnéni. Pfitomnost izoformy ApoE 4, obrazek 6 [48]
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je rizikovym faktorem jak pro vznik hyperlipidémie, tak i AD. Avsak jeho pfitomnost neni
nutnou podminkou pro rozvoj choroby. Apolipoproteiny neovliviiuji patogenezi AD pouze
vlivem na cholesterol, ale i na aktivitu AChE nebo p-sekretasy (proteasy, stépici
transmembranové proteiny; substratem muze byt APP a také jsou zkoumany v souvislosti

s oxidativnim stresem). [49]

Obrazek 6 Struktura izoformy ApoE 4

Cholinergni hypotéza

Tato hypotéza je nejstarsi teorii, objasiiujici mozné pti¢iny vzniku AD. Vedla k vyvoji 1ékd,
které jsou schvalené a dodnes pouzivané Kk 1é¢bé pacientid. Vychazi ze ztraty cholinergni
aktivity, ktera byla pozorovana u pacientd s AD. Naruseni cholinergni neurotransmise se
podili na vzniku tadé chorobnych stavii, coz souvisi Sroli ACh v kognitivnich procesech.
Deficit v cholinergnim pfenosu muize potencialné ovlivnit v§echny aspekty poznani a chovani,
véetné¢ zpracovani informaci Vv Kkortikdlnim a hipokampalnim systému. NaruSenim
cholinergnich vstupii do kortexu muze naru$it poroznost a porus$it intuitivni podnéty
pro rozhodovani. Bylo prokazano, ze blokovani cholinergnich receptorti zhor$uje kodovani
informaci a pamé&t. Piedpoklada se, Ze ztrata cholinergnich neuronli a nasledné zhorSeni
dopaminergniho pfenosu by mohlo byt hlavnimi faktory, které jsou zakladem psychickych
symptomu spojenych s AD. Blokaci centralniho cholinergniho systému skopolaminem
u mladych lidi, Ize simulovat stejné ptiznaky jako u osob s AD. Pouzitim IChEs, jako je
fyzostigmin Ize poruchu paméti a kognitivnich funkei u téchto otrav vratit do fyziologického

stavu. [50,51]
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Neurobiologie Alzheimerovy choroby

U vSech neurodegenerativnich demenci jsou podkladem patologické zmény mozkovych
bilkovin (proteinopatie) se zmensovanim a zanikem neuront a nasledné atrofie (zmenSovani)
mozku. V piipadé patologického stavu dochazi k proteolytickému §tépeni APP -sekretasou
(BACELI) za vzniku AB. Vznikd N-koncova ektodoména APP a C-koncovy fragment, ktery je
dale stépen y-sekretasou, coz zpiisobi uvolnéni AB o 40 (AP40) nebo 42 AMK (AB42). Jejich
pomér pravdépodobné predstavuje dulezitou tlohu v patogenezi AD. [48] Krystaly AP pak
tvofi zaklad neurodegenerativnich utvart, tzv. senilnich plakd, obrazek 7 [52]. Dochazi
k aktivaci gliovych bun¢k, produkci cytokind, zanétlivého enzymu cyklooxygenasy
a uvolnéni volnych kyslikovych radikali. ZvysSené se uvoliiuji excitacni AMK L-glutamat,
coz vede ke zvySené aktivaci tzv. ionotropnich receptorti typu NMDA. Timto dochéazi ke
zvySenému vstupu drasliku do neuronu a jejich nasledné destabilizaci a aktivaci gent véetné
téch, které reguluji apoptdzu a zaniku neuronti. [43,44] Hlavni intraneuronalni zménou u AD
je degenerace t-proteinu, vdzaného na neurondlni mikrotubuly. Vznikaji neurofibrilarni

Klubka a takto postizené neurony taktéz podléhaji apoptoze. [53]

Vyznam zanétu

Aktivované mikroglie, obklopujici senilni plaky a zvySené hladiny komplementového
systému, cytokintll, chemokinil a volnych radikali byly pozorovéany pravé u AD. Tyto dikazy
vedly k tomu, ze zanétlivy proces neurontt mize vést k samovolné vznikajicimu toxickému
cyklu, ve kterém je nékolik faktorti — bilkovinné agregaty, abnormalni bunécéné agregaty,
poskozené neurony a abnormalni synapse. Diky témto faktorim dochazi k aktivaci mikroglii
a naslednému uvoliiovani zanétlivych mediatori, coz zhorSuje neurondlni poSkozeni. Mezi
prozanétlivymi molekulami, nalezenymi ve spojeni s plaky, prominentni roli sehrava
interleukin-1 (IL-1) a tumor nekrotizujici faktor (TNF). Polymorfismy v regulaéni oblasti pro
IL-1a, IL-1b a TNF jsou spojeny s vys§im rizikem vyvoje AD, protoZe ovliviiuji stupen

mikroglialni aktivace. [54]

31



A ; ..
t % ; « M S g : :. -.- ¢ -'i
\. -‘| } g ) \%’ Db | y '-." ‘
\ e t B & v Ly - A
> ! ALY Y g l ¥4 ) SR :
5 : 5 ]\ N L
IR y St J s
> ‘; : : \ S P “\ ‘... 8
‘_', . ; | Y b i
2 A ik
= } " o
B . Rt

Obrazek 7 Amyloidni senilni plaky a neurofibrilarni klubka; A — Amyloidni senilni plaky u AD, pozitivni
v imunochemické reakci s monoklonalni protilatkou proti amyloidu-f; B — neurofibrilarni klubka u AD,
pozitivni v imunochemickeé reakei s monoklonalni protilatkou proti t-proteinu

Mediatory zanétu

Na obrazku 8 [55] jsou znazornény hlavni buniky, které se podileji na zanétlivém procesu
u neurodegenerativnich onemocnéni — mikroglie, astrocyty a z mensi ¢asti i neurony.
Ve vSech téchto piipadech se jednd o bunéné komponenty mozku, které maji mnoho

dulezitych roli v jeho homeostaze a funkci. [56]

Jako glie neboli neuroglie se oznacuji neuralni buniky s podptirnou funkci, které se nachazeji
Vv CNS a perifernim nervovém systému (PNS). Novéjsi vyzkum naznacuje, Ze v mozku
Clovéka je pocet neuront piiblizné stejny, jako je pocet glii. Dle funkce a lokalizace

rozliSujeme vice typl neuroglii a to astrocyty, oligodendrocyty a mikroglie. [57]

Glie vytvareji podpurnou kostru, ktera poskytuje nervovému systému strukturalni podporu
pro neurony. Glie produkuji ristové faktory, které brani neurontim v apoptoze. Tyto ristové
faktory jsou potiebné pro regeneraci a udrzovani plasticity neuroni. Mikroglie slouzi
K odstranovani odpadniho materialu, vznikajiciho pti poskozeni nebo zaniku neuront a podili
se také na imunitnich procesech probihajicich v CNS. Astrocyty se vyznamnou mirou podileji

na udrZzovani homeostazy prostiedi, tvofené extracelularni tekutinou. Dale se glie podileji
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na tvorbé cerebrospindlni tekutiny, kterd obklopuje, vyZivuje achrani neurony pied
poskozenim. V reakci na poskozeni nervové tkané jsou aktivovany reparacni procesy, pfi¢emz

tyto bunky proliferuji a indukuji vznik astrocytarni jizvy. [58]

Astrocyt

Obrazek 8 Komplex neutralnich bun¢k

Mikroglie

Veék je nejdalezitéjSim rizikovym faktorem pro vyvoj sporadické formy AD
a s demografickym piechodem na delsi zivotnost je jasné, Ze vyskyt téchto onemocnéni se
zvysi. Cast neurobiologického vyzkumii je proto v sou¢asné dobé& zaméfena na pochopeni
toho, jak vék ovliviluje biologické vlastnosti mikroglii. Mikroglie jsou vysoce citlivé na témét
jakoukoliv formu poranéni nebo onemocnéni CNS. Pti nich dochazi k jejich aktivaci, ktera je
charak-terizovana zménami morfologie, jako je hypertrofie bunécného téla, zvysené vétveni,

regulace nebo nova syntéza bunéénych povrchovych ¢i intracelularnich molekul. [59]

Mikroglie jsou dynamické buiky CNS, které maji kliCovou roli ve vyvoji, plasticité
a imunitnim dozoru. Béhem homeostazy provadi mikroglie zékladni funkce vcetné
monitorovani synapsi, odstraiiovani apoptickych odpadit. Tyto builky maji rozvétvenou

morfologii s dlouhymi a tenkymi raménky. Jsou vysoce pohyblivé, diky tomu mohou
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nepfetrzit¢ sledovat mistni mikroprosttedi. Distribuce mikroglie v celém mozku je riznoroda
a méni se u jednotlivych druhti. U ¢lovéka tvofi mikroglie v celém mozku az 16 % bunécné
populace CNS. Zavisi to vSak na oblasti. Ve vyssi hustoté se vyskytuji v bilé nez v Sedé
hmoté mozkové. Vzhledem k jejich podobnosti s makrofagy jsou mikroglie ozna¢ovany jako
rezistentni vrozené imunitni bunky CNS, zajistujici tzv. vrozenou imunitni ochranu jako
prvni a hlavni formu aktivni imunitni obrany mozku. Do CNS migruji béhem embryondlniho
vyvoje a pochdzeji z primitivnich myeloidnich bun¢k. Jakmile mikroglie dosahne konecného
diferencovaného stadia, replikace je omezena. Nékolik studii vSak uvadi, Ze mikroglie

proliferuji i po traumatickém poskozeni mozku. [59]

Mikroglie jsou kli¢ovymi aktéry koordinujici odpovédi na infekci mezi perifernim imunitnim
systémem a CNS. Siii a reaguji na zanétlivé signaly poéinajici v periferii. Po své aktivaci
produkuji prozénétlivé cytokiny, vcetné IL-1, IL-6 a TNF-a. Tyto cytokiny jsou nezbytné pro
indukci a udrzovani symptomt nemoci. Dale podporuji uvolilovani sekundarnich zanétlivych

mediatort, jako jsou prostaglandiny a oxidy dusiku. [59]

Oxid dusnaty

Oxid dusnaty (NO) je molekulou syntetizovanou syntasami oxidu dusnatého (NOS) a hraje
rozhodujici roli v fad¢ fyziologickych i patologickych procest v téle ¢lovéka. Fyziologicka
reakce NO zavisi na lokélnich koncentracich, jakoZ i na dostupnosti a povaze cilovych
molekul. Byva popisovan jako dvojseény mec, spojeny s neurodegenerativnimi poruchami.
Nadmérna produkce NO vyvoland zanétlivymi signaly byla identifikovana jako jedna
Z hlavnich pfi¢in vzniku téchto chorob. Pfi vysokych koncentracich jsou z NO tvofeny
reaktivni druhy dusiku, coz vede ke smrti neuralnich bunék (nekroze, apoptoze a autofagii).
Zanétlivy proces pisobi na klicové regulacni cesty, jako je excitotoxicita (glutamat hraje roli
ve vyvoji nervové tkané, jeji plasticité; ve velkych koncentracich ptisobi jako neuronalni jed)
indukovana akumulaci glutamatu a mikroglidlni aktivace. Aktivované glie exprimuji
indukovany NOS adochdzi kprodukci NO, ktery vyvold mobilizaci véapniku
z endoplasmatického retikula, ¢imz uvolni vezikularni glutamat. Je také schopen aktivovat
cyklooxigenasu, coz je enzym, ktery preménuje kyselinu arachidonovou na prostaglandiny
a tromboxany. Kombinace NO s volnymi radikaly jako je superoxidovy anion ma za
nasledek tvorbu vysoce reaktivniho peroxynitrilu. Ten pak mize indukovat peroxidaci lipidd

a zpusobit poskozeni DNA. [60]
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Astrocyty

Astrocyty jsou nejpocetnéjSimi neuralnimi bunikami v CNS, tvofici pfiblizné 20-50 % objemu
lidského mozku. Astrocyty maji nékolik funkci, jako je regulace extracelularnich iontt
a energetickych rezerv, clearance a metabolismus neurotransmiterit a usnadiiuji udrzovani
fyziologickych neuralnich funkci v CNS. Mohou byt aktivovany ¢etnymi faktory, véetné
patogend, lipopolysacharidem (LPS), oxidativnhim stresem, volnymi mastnymi kyselinami
stejné dobte jako AP. Pifedpoklada se, ze aktivace astrocytl trva déle nez aktivace mikroglii.
Reaktivni astrocyty, obrazek 9 [61] mohou na rozdil od klidovych produkovat cytokiny. Déle
generuji malé mnozstvi AP. Prozanétlivé molekuly tvofené reaktivnimi astrocyty aktivuji

mikroglie a dochazi k dalsi produkci zanétlivych faktord. [62]

Jako astroglidza se oznacuje zvySeni poctu astrocyti v disledku destrukce blizkych neuront
traumatem CNS, infekce, ischemie a vlivem neurodegenerativnich chorob. Astrogliéza méni
molekularni expresi a morfologii astrocyttli, coz zptisobuje tvorbu jizev, které¢ inhibuji reparaci
CNS. Ukazatelem astrogliozy je zvySena koncentrace glidlniho fibrilarniho kyselého proteinu
(GFAP), ktera je spojena s akumulaci plakti a do ur€ité miry i s mnozstvim neurofibrilarnich
Klubek. V lidském mozku postizenym AD je pfitomnost amyloidnich despozit spjata s reak-
tivnimi astrocyty, silné¢ exprimujicich GFAP. [63] Tato astrocyticka aktivace naruSuje

homeostazu okolnich bunék a pfispiva k progresi onemocnéni [64].

Nereaktivni astrocyty Reaktivni astrocyty

Obrazek 9 Astrocyty



Cytokiny, chemokiny a rustové faktory

Cytokiny a chemokiny jsou proteiny, které koordinuji imunitni odpovéd v celém téle.
Dysregulace cytokini a chemokinil je hlavnim rysem vyvoje neurozanétu, neurodegenerace
a demyelinizace jak v centralnim, tak v perifernim nervovém systému. Patologické stavy
vV CNS mohou vést k aktivaci mikroglii, které zprostfedkuji poranéni ¢i smrt neuralnich
a gliovych bun¢k produkci prozéanétlivych faktord, jako jsou pravé cytokiny a chemokiny.
Rovnovaha mezi opravnymi a prozanétlivymi faktory urcuje vysledek neurodegenerativniho

procesu. [65]

Cytokiny jsou malé a nestrukturdlni proteiny s molekulovou hmotnosti v rozmezi od 8
do 40 kDa. Puvodné nazyvané lymfokiny a monokiny, dle jejich bunécného zdroje.
Neexistuje zadny motiv AMK sekvence nebo trojrozmérna struktura, ktera cytokiny spojuje.
Jejich biologické aktivity ndm umoZiluji je seskupit do riznych tfid. Cytokiny jsou
sekretovany riznymi imunitnimi bunikami, naptiklad T-lymfocyty, makrofagy, pfirozenymi
zabijeci 1 neimunitnimi buiikami. Biologické uc¢inky indukované cytokiny zahrnuji stimulaci
nebo inhibici proliferace bunék, cytotoxicitu, apoptdzu, bunécény rust, diferenciaci, zanétlivé
reakce 1 zvySeni regulace exprese proteinti povrchové membrany. Byla zaznamenana tada
interakci mezi cytokiny a slozkami senilnich plakd u AD. Cytokiny mohou stimulovat sekreci
dalsich proteinti nalezenych v senilnich placich. Mezi cytokiny a A mohou nastat synergické
ucinky. Napriklad IFN-y s AP zplsobuje uvoliiovani TNF-a a reaktivnich druhii dusiku. Bylo
také prokazano, Ze IL-1 zvySuje toxicitu AP v buitkdch. Nékteré cytokiny jasné podporuji
zanét a jsou tedy nazyvané prozanétlivymi, zatimco jiné cytokiny, potlacujici aktivitu
prozanétlivych cytokinti, oznacujeme jako protizanétlivé. IL-4, IL-10 a IL-13 jsou silnymi
ptikladem pleiotropni povahy cytokinii. Ma antivirovou aktivitu, stejné jako IFN-a a IFN-f.
IFN-y je také aktivatorem drahy ovliviiujici cytotoxické butiky a je povaZovan za prozanétlivy

cytokin, protoze zvysuje aktivitu TNF-a a indukuje produkci NO. [66]

Rodina cytokinii IL-1 obsahuje 2 proteiny IL-1a a IL-1b. Oba pfispivaji k aktivaci bun¢k pfi
vazbé na specifické membranové receptory. Na obrazku 10 [67] je naopak uveden IL-1ra,
ktery ve form¢ glykosylovaného sekrecniho proteinu o velikosti 23 kDa vyvazuje a brani jeho
pusobeni na bunky. IL-1 je dilezitym iniciatorem imunitni odpovédi a hraje klicovou tlohu
pii vzniku a vyvoji kom-plexni bunécné zanétlivé kaskady. Zvyseni IL-1b bylo detekovano

vV mozkomi$nim moku a parenchymu v ranych hodinach po poranéni mozku u lidi. Nicméné
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IL-1 hraje také roli v degeneraci neuronil a zvySuje aktivitu neuronalni AChE, mikroglialni

aktivaci a dalsi tvorbu IL-1. [68]

Obrazek 10 Struktura IL-1ra

Dal§im vyznamnym cytokinem je IL-6. IL-6 hraje roli v obrané hostitele s hlavnimi
regulacnimi G¢inky na zanétlivou odezvu. Patfi do rodiny neuropeptidii a ma jak pfimé,
tak nepiimé neurotrofické ucinky. Podporuje astrogliézu, aktivuje mikroglie a stimuluje
produkci proteini akutni faze. [69]

w1

Vv ¢elnim a parietdlnim laloku normalniho mozku. Jeho ukolem je neurondlni homeostaza.
Pisobi na bunky interakci se specifickymi receptory bunécného povrchu, které jsou pritomny
ve vSech populacich gliovych bunék. IL-10 v téchto bunkach inhibuje produkci proza-

nétlivych cytokint, jako je IL-1 a TNF-a, potlaenim exprese jejich receptort. [70]

Heterodimericky cytokin IL-12 je produkovany aktivovanymi monocyty, makrofagy
a gliovymi buiikkami. Jeho funkce spociva v podpotfe zanétu 1 patologickych procesii. Dle
vysledkl studie, 1ze usoudit, Ze plasmatické hladiny IL-12 byly pozorovany v zavislosti

na zavaznosti AD. [68]

Chemokiny jsou skupinou cytokinii s chemotaktickymi vlastnostmi. Chemokiny jsou
nezbytné pro aktivaci a migraci leukocyti. Monocytovy chemotakticky protein (MCP) je
¢lenem rodiny chemokinii a hraje vyznamnou roli pii zéanétlivych procesech, vcetné
ateroskler6zy a neurodegenerativnich chorob. Mikroglie produkuji MCP a stimuluji astrocyty,
které se spolecné podileji na degradaci peptidi AP. Zvysena produkce MCP-1 byla prokazana
u nerodegenerativnich onemocnéni. Existuji dikazy, Ze plasmatické hladiny MCP-1 by mohly

byt pouzity jako biomarkery k monitorovani zanétlivého procesu u AD. [71]
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Dal§im druhem molekul regulujicich funkce imunitniho i nervového systému jsou rastové
faktory. Tyto proteiny podporuji pieziti bunék CNS i PNS. Hraji roli ve vyvoji mozku,
stimulaci axonalniho rustu a reguluji rist rtiznych druhd bunék v mozku a periferii.
Neuronalni ristovy faktor je nejsiln€jsim ristovym faktorem schopnym piisobit proti bunééné
smrti cholinergnich neuronti. ZvySené hladiny byly nalezeny pravé v mozkomisnim moku

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

Priznaky onemocnéni

Mezi piiznaky, které by nas mély varovat o mozném onemocnéni, fadime ztratu paméti, ktera
ovliviiuje schopnost plnit kazdodenni tikoly. Ob¢asné zapominani pracovnich ukold, telefonni
¢isel, jména kolegii a vzpomenuti na n¢ pozdé¢ji je zcela normdlni. Lidé trpici AD vSak
zapominaji Cast&ji a nevybavi Si je ani pozdé&ji. Maji problémy s vykonavanim béznych
¢innosti a feci. Kazdy z nds mé obcas problém najit spravné slovo, ale ¢lovék s AD zapomina
i na jednoducha slova, nahrazuje je nespravnymi vyrazy a véty pak nedavaji smysl. Pacienti
s AD podIéhaji ¢asové a mistni dezorientaci, kdy se ztrati i ve vlastni ulici a nevédi, kde jsou,
jak se tam dostali a jak se dostanou domti. Maji $patny nebo zhorSujici se racionalni tsudek
a problémy s abstraktnim myslenim. Lehce povSimnutelnymi pfiznaky mohou byt I zmény
v naladé nebo chovani. Clovék s AD podléha prudkym zménam nalad, nihle a ne¢ekané
propukne pla¢ a hned nasledné hnév, bez zjevnych pficin. MiZeme pozorovat zménu

0sobnosti a ztratu iniciativy. [73]

Kromé poruchy paméti, intelektu, usudku a jinych kognitivnich funkci je AD velice Casto
doprovazena celou fadou nekognitivnich symptoml a poruch chovéani. Nejcastéji se
setkdvame s apatii nebo naopak agitovanosti. V pocatcich onemocnéni se muze objevit
deprese a tzkost, Casta je i spankova inverze. Mohou se objevovat i halucinace, bludy,
verbalni a brachialni agresivita. Dle soucasnych podloZenych studii by mél kazdy pacient
s AD, u kterého se objevily poruchy chovani, byt 1é¢en nékterym z IChEs. [74]

Lidé v zavérecné fazi onemocnéni jsou vazani na l0zko a vyzaduji nepfetrZitou péci.

Onemocnéni je nakonec fatalni. [37]
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1.2.1.3 Léciva s perifernimi u¢inky

Periferni IChEs zvySuji poptavku poptavku ACh na nervosvalovych ploténkach a na
synapsich vegetativniho nervového systému. Mezi tyto léky fadime Pyridostigmin,

Neostigmin, Distigmin a Ambenonium. [75]

Pyridostigmin
Struktura

Pyridostigmin je farmakologicky pouzivan jako bromidova stl - Pyridostigmin bromid. Dle
organizace, zabyvajici se chemickou nomenklaturou je oznac¢ovan jako N- dimethylkarbamat,

znazornény na obrazku 11 [76]

Farmakologické a farmakodynamické viastnosti

Toto 1é¢ivo neprostupuje pies hematoencefalickou bariéru. Ma pomalejsi nastup ucinku nez

Neostigmin, u¢inkuje v§ak déle. Je proto u myastenickych pacientd 1épe snasen. [77]
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Obrazek 11 Struktura Pyridostigminu

Farmakokinetické viastnosti a nezadouct ucinky

Pyridostigmin je metabolizovan pouze v malé mife. Hlavni metabolit pyridostigminu, 3-
hydroxy-N-methylpyridin, vznikd hydrolyzou mateifské latky. Oba jsou vylucovany modi.
Nezadouci ucinku, jako u ostatnich latek této skupiny, souvisi zejména s inhibici AChE ve
vegetativnim nervovém systému. Mohou se projevovat jako nauzea, zvraceni, prijem, kiece,

slinéni, brachykardie a svalové kiece. [77]
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Neostigmin
Struktura

Chemicky nazev neostigminu je 3-(dimethylcarbamoyloxy)-N,N,N-trimethylbenzenaminium,

uvedeny na obrazku 12. [78]

Farmakologické a farmakodynamické viastnosti

Uginky neostigminu se nejvyrazngji projevuji na nervosvalové ploténce kosternich svald,

V oblasti oka, urogenitalniho Gstroji a kardiovaskularniho systému. [79]
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Obrazek 12 Struktura neostigminu

Farmakokinetické viastnosti a nezadouct ucinky

Vzhledem k jeho nizké lipofilit¢ ma po podani p.0. malou absolutni biologickou dostupnost.
Casteéné se transformuje v jatrech a je vyluGovan moéi, ¢ast v nezménéné podobé a &ast ve
form¢& metabolitd. Po jeho podani se mohou vyskytovat reakce piecitvivélosti, brachykardie,

prijem, nevolnost a svalové zaskuby. [79]

Distigmin
Struktura

Dle organizace, zabyvajici se chemickou nomenklaturou se jedna o biskvarterni amoniovou
slou¢eninu (1-methylpyridin-1-ium-3-yl)-N-methyl-N-[6-[methyl-(1-methylpyridin-1-ium-3-

yl)oxycarbonylamino]hexyl]karbamat, uvedenou na obrazku 13 [80].
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Farmakologické a farmakodynamické viastnosti

Lécivo zpiisobuje zvySeni tonu a peristaltiky v gastrointestinalnim traktu, zvySeni napéti stény
mocového meéchyie, délozni a pficné pruhované svaloviny. V oku zplisobuje kontrakci
ciliarniho svalu a sniZeni nitroo¢niho tlaku. Snizuje také akci srde¢ni. Ve vysSich davkych

zpusobuje paralyzu svald. [81]
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Obrazek 13 Struktura distigminu

Farmakokineticke viastnosti a nezadouci ucinky

Absolutni biologickd dostupnost distigminu po podani p.o. je 4,65 %. Biologicky polocas
ptipravku je 64 hodin. VétSina podané latky je vyluCovana biliarni sekreci stolici. Mezi
nezadouci ucinky distigminu Ize pfiradit excesivni cholinergni stimulaci, projevujici se

nauzeou, prujmem, brachykardii, Sokem, depresemi, izkostmi a rozmazanym vidénim. [81]

Ambenonium
Struktura

Ambenonium je symetricky bis- kvarterni amoniovy ion na bazi oxalamidd, ktery ma ethyl

a 2-chlor benzylové skupiny piipojené k dusikiim, obrazek 14 [82].

Farmakologické a farmakodynamické viastnosti

Ve srovnani s neostigminem mé vyhodu delsiho farmakologického ptsobeni a mensSich

nezadoucich u¢inkl na gastrointestinalni trakt [83].
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Obrazek 14 Struktura Ambenonia

Farmakokinetické viastnosti a nezadouct ucinky

Utinky ambenonia nastupuji 15-20 minut po p.0. podani. Vrchol plasmatické koncentrace je

dosaZen asi po 1-2 hodinach a doba trvani ucinku se uvadi 5-6 hodin. Jako vedlejsi G€inky Ize

pozorovat poceni, bledost, rozostfené vidéni, zvySeni krevniho tlaku, uzkost a deprese. [83]

Lécebnd indikace IChEs

Léciva s perifernimi G€inky jsou urcena k 1écb¢ atonii stftev a mocového méchyie, bulbarnich
syndromt rizné etiologie a myastenia gravis. Myastenia gravis je onemocnénim, v jehoz
etiopatogenezi sehrava vyznamou roli imunitni systém. Periferni IChEs zlepSuji ptiznaky
tohoto onemocnéni, nedochazi vSak k ovlivnéni patogeneze. Ve vSech ptipadech nemusi byt
ale lécba témito latkami UCinna. Pacienti s protilatkami proti svalove specifické tyrosin kinase
(MuSK) jsou vici IChE bud’ rezistentni, nebo se u nich miize projevit hypersenzitivni reakce.
[75] Ztohoto hlediska by proto mohli pacienti stouto chorobou vyvojem novych Ié¢iv
s procholinergnim a protizanétlivym u¢inkem benefitovat, zejména pak u latek s omezenym

prostupem pies hematoencefalickou bariéru.

1.2.1.4 Myasthenia gravis

7w

MG je chronické nervosvalové onemocnéni, charakterizované slabosti pficné pruhovaného
svalstva, vlivem naruSené komunikace mezi nervovymi a svalovymi bunkami. Tato
autoimunitni choroba, je zplisobena tvorbou autoprotilatek proti AChR kosterniho svalu. Tyto

protilatky blokuji jeho funkci, dokonce tento receptor spolu s komplementem ni¢i. U 15-20 %
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nemocnych vsak nejsou zadné protilatky detekované. MG byla poprvé popsana Tomasem

Willisem roku 1672. [84]

Onemocnéni délime na podskupiny dle véku pacienta na pocatku onemocnéni, podle
patologie thymu a profilu protilatek [85]. Toto rozdéleni ma velky vyznam v dalSim
rozhodovéani o postupu 1écby [86]. NejcastéjSim druhem je séropozitivni MG (SPMG),
objevujici se pfed 45 rokem zivota. Charakteristickd je u této varianty hyperplazie thymu a
autoprotilatky proti AChR. Dal§im typem je MG asociovand s thymomem, jejiz incidence ve
svété dosahuje 10-15 %. Muze vznikat v kazdém vE&ku. Jsou zde pfitomny autoprotilatky proti
ACHhR a titinu. Poslednim typem je séronegativni MG (SNMGQG), jejiz incidence ve svété ¢ini 7
%. Cast&ji propuka u mladsich osob a typicka je piitomnost autoprotilatek viici MuSK. [85]

Tato choroba obvykle za¢ina padanim oc¢nich vicek, coz je zptisobeno slabosti o¢nich svala.
Casem se vSak miZe rozsifit i na svaly obli¢eje a krku. Dale miZeme pozorovat Spatné

srozumitelnou feé, potize pti Zvykani a polykani a dychaci obtize. [87]

Struktura a fyziologie nervosvalového prenosu

Nervosvalovy pfenos je realizovan na nervosvalové ploténce, coz je typ chemické synapse,
jejiz funkci je ptfenos vzruchu z neuronu na vlakno kosterniho svalu. Ploténka je slozena
Z presynaptického utvaru predstavovaného axondlnim zakoncenim motorického neuronu
(obrazek 15). [88] Dalsi casti je synapticka Stérbina a postsynapticky utvar, predstavujici

plasmatickou membranu na kosternim svalu.

Obrazek 15 Struktura nervosvalové ploténky; 1 — Presynapticky utvar, 2 — Sarkolema, 3 — Synaptické vacky, 4 —
Receptory pro ACh, 5 - Mitochondrie
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Axondlni zakonCeni motorického neuronu obsahuje krom¢ mitochondrii i synaptické
vezikuly, obsahujici ACh. Tyto vezikuly se nachéazeji na postsynaptické membrané v blizkosti
AChR a tvofi pohotovostni zasobu ACh. Mnozstvi v jedné vezikule odpovida tzv. kvantu, coz
odpovida 5 000—-10 000 molekulam ACh. K uskutecnéni nervového prenosu je nutné uvolnéni
nékolika set kvant ACh, ktera vedou k masivni depolarizaci postsynaptické membrany a
vytvoteni ploténkového potencidlu. Tento proces nastava tehdy, kdyz akéni potencial
periferniho nervu zptisobi influx iontd kalcia. [89] Dalsi cast tvofi synaptickd S$térbina,
obsahujici bazdlni laminu. Jejim tukolem je modulace nervosvalového pfenosu pomoci
extracelularni matrix. Postsynaptickda membrana tvofi zahyby, na kterych jsou exprimovany
nikotinové AChR. Na dné téchto zahybl jsou napétoveé fizené sodikové kandly, které se
aktivuji pfi ploténkovém potencidlu a vedou k zvySenému influxu iontl natria a $iteni akéniho

potencialu na sarkolemé. [90]

Tento AChR je ligandem fizeny iontovy kanal. Jestlize dojde k navazani molekul ACh
na specificka vazebna mista, dojde k otevieni iontového kanalu a vlakno podléhé depolarizaci
a kontrakci. Enzymem, ktery nervosvalového pienos ukoncuje je AChE. V ptipadé MG je
AChR zablokovan protilatkou a nemtze dojit k navazani ACh. [91]

Epidemiologie

Napfi¢ tomu, Ze incidence a prevalence se Casem zvySuje, MG je stale relativné vzacné
onemocnéni. Prevalence choroby je 150-190 osob na jeden milion obyvatel. Celosvétovy
pocet nemocnych je kolem 1 milionu. Choroba postihuje obé pohlavi, avSak pomér Zen
Kk muzim je 2:1, pfiCemz nejvice jsou k onemocnéni nachylné mladsi zeny a star$i muzi.
Zatimco jeSté pied 50 lety pfesahovala mortalita onemocnéni 50 %, S rozvojem intenzivni
péce a zavedenim novych léCebnych postupli nedosahuje ani 0,5 %. MG muize byt u 10 %
pfipadli provazena i jinymi autoimunitnimi chorobami, jako jsou autoimunitni tyreoiditis,

lupus nebo revmatoidni artritis. [91]

Lékaii v Ceské republice diagnostikuji mezi 130 a 150 piipady za jeden rok. V piepodtu

to ¢ini az 240 pacientl na 1 milion obyvatel. [91]
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Priciny vzniku onemocnéni

Pfi¢iny tohoto onemocnéni jsou znamé. Mohou byt zpusobeny vlivem zevniho prostiedi,
genetickymi faktory nebo hormonalnimi vlivy. Kazda slozka ma svoji specifitu, ovliv-
nuje manifestaci i pribéh choroby. K indukci MG muze dojit v souvislosti s nékterymi 1éky,
jako je D-penicilamin. [91] Riziko nese i lécba IFN-a. Pacienti 1éCeni timto cytokinem
produkuji fadu protilastek a muze u nich dojit k vyvolani autoimunitni choroby.
Na manifestaci MG ma také vliv infek¢ni agens. V tomto ptipad¢ je nejvétsi pozornost véno-
vana herpetickym virim, napi. viru Epstein-Barrové nebo polioviram. Viry mohou spoustét
tkanoveé specifickou autoimunitni odpovéd’ a tim i autoimunitni chorobu. [92] Né&kolik
genetickych lokust, véetné genti hlavniho histokompatibilniho komplexu (MHC) i jinych je
spojeno se vznikem MG. Ukolem MHC je rozpoznavani cizorodych antigenti a po vazbé
najejich povrch je prezentuji ostatnim builkdm imunitniho systému. Nejvice
reprodukovatelnou genetickou asociaci s MG je haplotyp HLA-AL, B8, DR3 a urcité varianty
gend kodujici Fc gamma receptory (FcyR).[93] Bylo také prokazano, Ze pravdépodobnost
MG je vyrazné vyssi u monozygotickych dvojéat v porovnani s dizygotickymi dvojcaty, coz
siln€ naznacuje genetickou predispozici [94]. Je také znamo, ze fada autoimunitnich chorob je
Castéj$i uzen nez umuzii a béhem t€hotenstvi dochazi k vykyvim jejich zavaznosti.
ZvySenou aktivitou estrogenovych receptori dochazi k progresi autoimunitni odpovédi

stimulaci Thy bunécéné odpovédi. [95]

1.2.2 Naftochinony

Latky, které jsou testovany v radmci experimentalni Casti diplomové préace, jsou derivaty
naftochinonu. Naftochinon je organickou latkou, odvozenou od naftalenu se dvéma oxo
skupinami navazanymi na naftalenovy kruh. Samotny se naftochinon se vykazuje
cytotoxicitou, ale také Sirokymi farmakologickymi Uc¢inky. Mechanismus cytotoxického
ucinku spociva v indukei ztraty potencialu na mitochondridlni membrané. Vysledkem je pak
rozvrat energetického metabolismu bunék. [96] Cytotoxické vlastnosti naftochinonu lze
pficist inhibici enzymu regulujicich replikaci DNA, topoisomeras I a II. Topoisomerasy se
vazou k DNA, inhibuji replikaci, interaguji s proteiny a zasahuji do pfenosu elektroni na

mitochondrialni membrang. [96]

Naftochinon 1 jeho derivaty vykazuji inhibi¢ni u¢inek vi¢i ChEs. [97,98] Vykazuji také

protizanétlivé ucinky. Kobayashi a kol. prokazali, ze 1,4-naftochinon inhibuje sekreci
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cytokind, NO a cyklooxigenasy-2 indukované 12-O-tetradekanoylforbol-13-acetatem a LPS.
Zpusobil tak vyrazné snizeni akutniho zanétu. Na mysSich modelech, kde byl zanét indukovan
pomoci LPS, vykazoval potlaceni produkce TNF-a. [99] Derivaty naftochinonu dokazi rovnéz
vazat amyloidovy protein a zabranovat tak tvorb¢ oligomert. Jsou tedy efektivnim
inhibitorem oligomerizace AP42 in vitro [100]. Vyznacuji se také antibakterialnimi,
antifungalnimi, antivirdlnimi, antiparazitickymi a antipyretickymi ucinky. [101] Dokézany
byly také vyznamné farmakologické uCinky na kardiovaskularni a reprodukéni systém.
Rostliny s obsahem naftochinonti nasly vyuziti v tradicnim I[éCitelstvi, zejména v 1écb¢
nadorovych a parazitarnich onemocnénich. Kayashima a kol. potvrdili, ze 1,4-naftochinon
siln¢ inhibuje jak rast bun€k lidského karcinomu tlustého stfeva, tak i angiogenezi. Tyto

vysledky naznacuji, Ze 1,4-naftochinon mtize byt uzitecny pii 16€bé rakoviny. [102]

Ubytek acetylcholinergni transmise, tvorba amyloidnich plakii, zanét a oxida¢ni stres
sehravaji dilezitou roli v rozvoji AD. Z tohoto hlediska by naftochinony, které pozbyvaji
genotoxické vlastnosti, mohly ovliviiovat patogenezi této nemoci na vice urovnich a byt

ucinnéjsi nez dosavadni 1é¢iva.
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2 Cile prace

a)

b)

Zhodnoceni proliferace bunécné linie SIM-A9 v prostfedi bez zanétu a po stimu-
laci LPS.

Stanoveni toxickologikych indexti ICsp a maximalni tolerované koncentrace (MTC)
testovanych latek.

Stanoveni viability buné€k testovanych latek po stimulaci LPS.

Zhodnoceni produkce prozanétlivych cytokini bunécnou linii SIM-A9 po stimu-
laci LPS.

Zhodnoceni vlivu nové syntetizovanych sloucenin na zanétlivou odpovéd'.
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3 Experimentalni ¢ast

Tato Cast je vénovana in vitro metodam, zejména kultivaci bun€k a testovani toxicity. Dale

..........

védi nove syntetizovanych latek.

3.1 Bunéc¢na linie

buné¢na linie SIM-A9 (ATCC, Mannassas, Virginia, USA), uvedena na obrazku 16. Tato

bunééna linie je izolovana postnatalné z kortikalni mozkové tkané mysi.

Obrazek 16 Linie SIM-A9, snimek byl potizen svételnym mikroskopem, zvétseni 100 x (Nicon,
Tokio, Japonsko)

3.2 Kaultivace a pasaZzovani

Bunééna linie byla kultivovana v plastovych lahvich s plochou 75 cm? (Techno Plastic
Products AG, Trasadingen, Svycarsko) v CO2 inkubatoru (Binder CB 160, Tuttlingen,
Némecko) pii 37 °C s obsahem 5 % CO3 a relativni vlhkosti 95 %.

Pro kultivaci bylo pouzito Dulbecovo modifikované Eaglovo médium se smési Zivin F12
(obsahuje kromé& nezbytnych iontl také glukézu, velké mnozstvi aminokyselin, vitamint

a dulezitych latek) v poméru 1:1 (DMEM/F12, Biosera, Nuaille, Francie), které bylo dale
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suplementovano fetdlnim bovinnim sérem (10 % celkového objemu; Biosera), koniskym
sérem (5 % celkového objemu; Biosera), kombinaci antibiotik streptomycin a penicilin (1 %
celkového objemu; Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) a L-glutaminem (finalni

koncentrace latky je 2 mM; Sigma-Aldrich).

3.2.1 Proces pasazovani

Pasazovani je proces, ktery slouzi k pfeneseni bunécéné linie do Cerstvého kultivaéniho média.
Proces pasazovani byl provadén pii konfluenci 75-85 % v laminarnim boxu, ktery je opatfen
HEPA filtrem (EuroClone, Mildn, Italie). Nejdiive bylo odsato médium z kultivacni lahve
a preneseno do centrifugacni zkumavky (Techno Plastic Products AG). Dale bylo provedeno
mechanické uvolnéni bunék pomoci bunécéné Skrabky (Techno Plastic Products AG).
Uvolnéné buniky byly preneseny do stejné centrifugacni zkumavky. Nésledoval oplach
kultiva¢ni lahve PBS (Sigma Aldrich) a cely obsah byl pieveden do zkumavky. Centrifugace
(Centrifuga Hettich 320 R, Tuttlingen, Némecko) probihala pfi 600 otdckach za minutu
po dobu 4 minut pfi laboratornich podminkéch (20 °C). Po centrifugaci byl odsén supernatant
a vznikla peleta bun¢k byla resuspendovana v 1 ml média a doplnéna na celkovy objem
14 ml. Nésledné z této suspenze bylo odpipetovano 50 pl pro pocitani buné€k pomoci
mikrokapilarniho pritokového cytometru (Muse™ Cell Analyzer, Merck Millipore, Hayward,
Kalifornie, USA). Do kultivacni lahve bylo pfiddno 25 ml nového média a urcity objem

bunécné suspenze.

3.2.2 Pocitani bunék

Pocet bun¢k byl stanoven pomoci mikrokapildrni pratokové cytometrie vyuzivajici
mikrokapilarni pritokovy cytometr The Muse™ Cell analyzer (Merck Millipore). Pomoci
této metody je mozné zjistit pocet Zivotaschopnych bunék (vyjadiené jako buiiky/ml a v %)

a celkovy pocet bun¢k (vyjadiené jako bunky/ml).

Reagenéni ¢inidlo The Muse™ Count & Viability Reagent (Merck Millipore) je smési dvou
fluorescen¢nich barviv. Prvni slozka je schopna se vazat na DNA v piipadé poSkozeni
integrity bunééné membrany a umoziuje nam tak zjistit Zivotaschopnost bun¢k. Druhé slozka
je opét DNA vazajici se barvivo, které je schopné proniknout membranou bunék a obarvit tak

vSechny bunky, které obsahuji jadro. To ndm umozni diferencovat jaderné a nejaderné bunky
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a taktéz tlomky bun¢k. [103] Pro analyzu bylo smichano 50 pl bunééné suspenze a spolu se

100 pl reagencniho ¢inidla, promichdno a 5 minut inkubovéno pfi laboratorni teploté.

Vystup z mikrokapilarniho pritokového cytometru je znazornén na obrazku 17. Zobrazuje
zivotaschopné bunky uvedené v mnozstvi/ml (nebo mnozstvi/%) a celkové bunky/ml. Levy
doplot ukazuje zivotaschopnost vztazenou k velikosti bun¢k. Pravy doplot znazornuje

zivotaschopnost bunék vztazenou k celkovému poctu jadernych bunék.
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Obrazek 17 Bunécna viabilita stanovena pomoci mikrokapilarni pritokové cytometrie, zobrazujici celkovy pocet
zivotaschopnych bunék (vyjadieny jako bunky/ml a v %) a celkovy pocet bunék (vyjadieny jako buiky/ml).

3.3 Bunécna proliferace v realném case

Ke sledovani buné&tné proliferace v realném case byl pouzit systém xCELLigence (ACEA
Biosciences, Inc., San Diego, CA). Tento systém vyuziva specialni desti¢ku, ktera obsahuje
96 jamek (E-plate 96; ACEA Biosciences, Inc., San Diego, CA) opatienymi zlatymi
mikroelektrodami v dolni ¢asti kazdé jamky. Proliferace bunék je sledovana jako zména

Vv elektrické impedanci. [104]

E-desticka byla nejprve naplnéna 50 ul DMEM/F12 na jamku pro méfeni pozadi signalu.
Pro tuto analyzu byla bunécné linie SIM-A9 davkovana v objemu 100 pl na jamku. Bunky
byly nasazeny v riiznych hustotich v rozmezi od 2,5 x 10%— 30 x 10 na jamku. Desti¢ka byla

ponechéna pfii laboratorni teploté po dobu 20 minut, aby buiiky sedimentovaly. Nasledné byla
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desti¢ka ptipojena k monitorovaci jednotce, umisténé v CO> inkubatoru a sledovana bunééna
proliferace pti 37 °C po dobu 83 hodin. Elektricky impedan¢ni signdl vyjadieny jako
bezrozmérna jednotka bunéény index a byl automaticky zaznamenavan kazdych 60 minut.
Experiment byl proveden v hexaplikaté ve dvou nezavislych experimentech a nezavisle
Vv Case. [105]

Soucasn¢ s touto analyzou probéhlo sledovani bunééné proliferace SIM-A9 po stimulaci LPS
(Escherichia Coli, sérotyp O111:B4, Sigma-Aldrich), ktery byl davkovan pro finalni
koncentraci 1 pg/ml. P¥i tomto experimentu byly buiiky nasazeny v hustotach 5 x 103
7,5x10% a 10 x 10° na jamku. Tyto experimenty byly provedeny v hexaplikaté ve dvou

nezavislych experimentech a nezavisle v Case.

3.4 Testované latky

Vsechny testované slouceniny K1408-K1413 jsou uvedeny na obrazku 18.
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Obrazek 18 Struktury testovanych latek. Generovano pomoci ChemSketch (ACD/Labs, Toronko, Kanada).

Tyto slouceniny byly syntetizovany na Katedfe toxikologie a vojenské farmacie (Fakulta
vojenského zdravotnictvi, Univerzita obrany, Hradec Kralové, Ceska republika). Cistota
testovanych latek byla (> 90 %) ovéfena pomoci kapalinové chromatografie na tenké vrstvé
(TLC). Stacionarni fazi predstavoval list hliniku potaZzeny silikagelem 60 F2ss (VWR, Stiibrna
Skalice, Ceska republika, mobilni fazi tvofil roztok n-butanolu, kyseliny octové (oba

od Sigma-Aldrich) a deionizované vody (vyrobené pomoci filtraniho zafizeni Aqual 25;
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Aqual s.r.o., Brno, Ceska republika) v poméru 5:1:2. Struktura latek byla verifikovana
pomoci nuklearni magnetické rezonance (Varian Gemini 300, Varian Comp., Palo Alto,
Kalifornie, USA)

3.5 Stanoveni cytotoxicity latek

Ke stanoveni cytotoxicity latek byla pouzita kolorimetricka metoda vyuzivajici tetrazoniovou

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

Ve viabilnich bunkéach dochazi k redukci zluté¢ zbarveného MTT na nerozpustny formazan
fialového zbarveni, obrazek 19 [106] Tato reakce probiha na mitochondrialnich membranach

vlivem mitochondrialnich dehydrogenas zivych bunék.[106]

/@ Mitochondridlni
N—nN dehydrogendzy /NH
—N* N |
N \\( N¢N 5 N
s / \(
: /
S
MTT Formazan

Obrazek 19 Reakéni schéma MTT testu

3.5.1 Priprava mikrotitra¢ni desticky

Do 96jamkové mikrotitracni desticky (Techno Plastic Products AG) bylo pfidano 100 pl
bunééné suspenze, ktera byla ziskana pasazovanim. Hustota bunék v jedné jamce byla
7,5 x 10% bunék. Desti¢ka byla 10 minut ponechéna pii laboratorni teploté a nasledné& vloZzena

do inkubatoru na dobu 24 hodin.
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3.5.2 Ovlivnéni bunék

Z testovanych latek byly pfipraveny zasobni roztoky v dimetylsulfoxidu (DMSO; Sigma-
Aldrich), ze kterych byly dale pfipraveny pracovni roztoky o pozadované koncentraci pomoci
kultiva¢niho média. Tyto pracovni roztoky byly dale seriové fedény v poméru 1:1. Takto
pfipravené koncentracni fady byly pfidané k buitkdm v objemu 100 pl na jamku. Kazda
desticka obsahovala fadu pro negativni kontrolu, do které bylo ptidano 100 ul kultivacniho
média. Pozitivni kontrola pak obsahovala dodecylsulfoxid sodny (Sigma-Aldrich). Po napipe-

tovani vSech tad byla desticka vlozena do inkubatoru na 24 hodin.

Soucasné probehlo kolorimetrické stanoveni bunééné viability linie SIM-A9 po stimulaci
LPS (findlni koncentrace 1 pupg/ml), dexametasonem (DMX; findlni koncentrace
1 pg/ml) a jejich kombinaci a kombinaci LPS s nové syntetizovanymi latkami (ve finalnich

koncentracich odpovidajici MTC a jeho sestupné koncentra¢ni fady).

3.5.3 Provedeni MTT testu

Zivotaschopnost bunék byla detekovana po 24 hodinach inkubace s testovanymi slou¢eni-
nami. Po 24 hodinach bylo z jamek odsidto médium a nahrazeno 100 pl Cerstvym médiem
obsahujicim MTT. Nasledné byla provedena inkubace pti 37 °C po dobu 45 minut. Médium
S MTT bylo nasledné odsato a vznikly formazan rozpustén v DMSO. Intenzita zabarveni
roztoku je pak pfimo umérna viabilit€ bunék. Mikrotitracni desticky byly 5 minut protfepany
a zméfena absorbance jednotlivych jamek pomoci Multi-Mode Reader Microplate Synergy 2
(BioTek Instruments, Inc., Winooski, Vermont, USA) pii vinové délce 570 nm. Kazdy
experiment byl proveden v triplikatu ve tfech (stanoveni IC50) nebo ¢étyfech (viability bunék
po ovlivnéni nové syntetizovanymi latkami v prostfedi zanétu) nezavislych experimentech

a nezavisle v Case.

3.6 Analyza bunécné smrti

Pro stanoveni bunécné smrti byla pouZita mikrokapilarni pritokova cytometrie (Merck
Millipore). Tato metoda umoznuje kvantitativni analyzu neapoptickych, vcasnych pop-
tickych, pozdné apoptickych a nekrotickych bungk. Test Muse™ Annexin V a test mrtvych
bunék (Merck Millipore) je zaloZzen na detekci fosfatidylserinu na povrchu apoptickych
bungk. Cinidlo také obsahuje membranové nepropustny 7-aminoaktinomycin D, ktery se

pouziva k odliSeni nekrotickych bun¢k od rannych apoptickych nebo zivych bun¢k. Méfeni
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bunécné smrti bylo provedeno po 24 hodinach inkubace s LPS (finélni koncentrace 1 pg/ml),
dexametasonem (DMX; finalni koncentrace 1 pg/ml), jejich kombinaci a kombinaci LPS
S nove¢ syntetizovanymi latkami (ve findlni koncentraci odpovidajici MTC). Byly také méteny

bunky inkubované s ¢istym médiem jako negativni kontrola.

Ptiprava vzorki byla provedena dle pokyni vyrobce. Po inkubaci byly bunky z kazdé jamky
shromazdény do zkumavky (Techno Plastic Products AG) a centrifugovany pii 1000 otac-
kach/minutu po dobu 5 minut pfi laboratorni teploté. Po centrifugaci byl odstanén supernatant
a bunétné suspenze byly pfipraveny piidanim c¢istétho média DMEM/F12. Nasledné bylo
100 pl bun&éné suspenze smichano se 100 pl reagencie Muse™ Annexin V & Dead Cell
Assay a vzorky inkubovany 20 minut pii laboratorni teploté a ve tm¢. Kazdy experiment byl

proveden v triplikatu ve tfech nezavislych experimentech a nezavisle v ¢ase. [107]

3.7 Stanoveni cytokini metodou ELISA

In vitro stanoveni cytokint je pouzivano ke zjisténi schopnosti buné¢né populace produkovat
cytokiny po stimulaci aktivaénimi stimuly. Jejich produkce rovnéz miize odrazet aktivitu
a progresi zanétlivého onemocnéni. V této praci jsme se zaméfili na hodnoceni hladin

cytokind IFN-y, IL-1p, IL-6 a TNF-a.

Enzymova imunoanalyza, obrazek 20 [108] (z ang. enzyme-linked immuno sorbent assay;
ELISA) vyuziva sendvicového uspofdddni enzymu. Jamky mikrotitracni desticky jsou

potazeny monoklonalni ¢i polyklonalni protilatkou specifickou pro stanovovany analyt. [109]

Pro stanoveni IFN-y byl pouzit anti-mouse IFN-y kit (katalogové Cislo 88-8314-88; Thermo
Fischer Scientific, Waltham, Massachusetts, USA), pro zméteni IL-1B byl pouzit anti-mouse
IL-1p kit (katalogové ¢islo 88-7013-88; Thermo Fischer Scientific), pro zhodnoceni IL-6 byl
pouzit anti-mouse IL-6 kit (katalogové cislo ab47596; Abcam, Cambridge, Velk4 Britanie)
apro stanoveni TNF-o byl pouzit anti-mouse TNF-a kit (katalogové cislo 88-7324-88;
Thermo Fischer Scientific). Jamky mikrotitra¢ni desticky (Nunc Maxisorp ™, Sigma-Aldrich)
byly dle navodu vyrobce potaZzeny piidanim 100 pl primarni protilatky specifické pro
stanovovany analyt. Desti¢ka byla zalepena nepropustnou fo6lii a inkubovéna pii 4 °C ptes
noc. Obsah jamek byl odstranén a tiikrat promyt promyvacim pufrem (300 pl na jamku;
soucast kitil). Desticka byla pfenesena na savy papir, aby se odstranila vSechna ptebyvajici
tekutina. Jamky byly néasledné zablokovany fedicim pufrem (200 pl; soucast kiti) a nasledné

byla desticka inkubovéana 1 hodinu pfi laboratorni teploté. Po probéhnuté inkubaci byl pufr
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Z desticky odstranén a jednou promyt promyvacim pufrem (300 pl na jamku). Poté byla

desti¢ka vysuSena a zalepena. Takto pfipravena desticka byla skladovana v lednici.

Substrat

(

E
A

Obrazek 20 Schéma ELISA testu

Nasledovalo nasazeni bunééné linie SIM-A9 v hustoté 7,5 x 10% bunék na jamku. Déle byla
desti¢ka inkubovana 24 hodin pii 37 °C. Dal$im krokem byla ptiprava koncentra¢nich fad
testovanych latek K1408 — K1413 tak, aby finalni koncentrace v jamce odpovidala MTC, -
MTC a % MTC. Tyto latky, DMX (findlni koncentrace 1 pg/ml) a DMSO (finalni
koncentrace 0,2 %) byly ptidany v objemu 100 pl k bunikdm a inkubovany 1 hodinu pti 37 °C.
Poté bylo pfidano 10 pul LPS (findlni koncentrace 1 pg/ml, vynechany byly pouze negativni
kontroly s DMSO a DMX) a inkubovano dalsich 23 hodin pii 37 °C.

Pro stanoveni koncentrace cytokinii bylo pouzito 100 pl supernatantu ziskaného
Z jednotlivych jamek kultivaénich desticek, které bylo napipetovano do ptedem ptipravené
ELISA desticky. Rovnéz byl ptidan standard (100 pl; soucast kittr) sérioveé fedény 1:1 pomoci
fediciho pufru pro konstrukci kalibracni kiivky. Desti¢ka byla zalepena a inkubovana pii 4 °C
ptes noc. Obsah desticky byl poté odstranén a Skrat promyt promyvacim pufrem. Nasledovalo
pfidani 100 pl detekéni protilatky konjugované s biotinem (soucast kitl) a inkubace pii
pokojové teploté po dobu 1 hodiny. Nasledné byl obsah desticky opét odstranén. Desticka
byla promyta podobné jako v pfedchozim kroku a vysuSena. Nésledovalo ptidani 100 pl
kfenové peroxidasy konjugované s avidinem (soucést kitl) do kazd¢ jamky a inkubovéno pii

laboratorni teploté 30 minut. Po inkubaci byl tento obsah odstranén, desticka promyta 7krat
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promyvacim pufrem a vysuSena. Dale bylo pfiddno 100 pl substratu 3,37,5,5'-
tetrametylbenzidinu (soucast kit)) a desticka inkubovana pii laboratorni teploté 15 minut.
Nakonec bylo pfidano 50 ul tzv. stop pufru (soucast kitid) pro zastaveni reakce. Méfeni
absorbance probéhlo pomoci Multi-Mode Reader Microplate Synergy 2 pti vinové délce 450
nm. Kazdy experiment byl proveden v hexaplikatu ve tfech nezavislych experimentech

a nezavisle v ¢ase.

3.8 Statistické zpracovani vysledku

Hodnoty ICsp byly vypocteny pomoci Ctyfparametrickych nelinearnich regresi pomoci
statistického softwaru (GraphPad Prism 8, San Diego, Kalifornie, USA) z logaritmické
davkové zavislé kiivky. Hodnoty ICso byly vyjadiené jako primér hodnot z tii nezavislych

experimentl = smérodatna odchylka (SD).

MTC byla definovana jako nejvyssi koncentrace nevykazujici statistickou odliSnost vici

kontrolni skupiné pomoci neparového t-testu (GraphPad Prism 8).

Pro analyzu buné&cné smrti, pfezivani bunék a ELISA analyzu byla pouzZita metoda
mnohonasobného porovnéni. Ke zjisténi signifikantniho rozdilu mezi jednotlivymi skupinami
jsme pouzili neparametrickou metodu ANOVA (GraphPad Prism 8), kterda je zakladni
metodou pro testovani hypotéz o stiednich hodnotach vice nez dvou skupin. Nasledné byla
post hoc pouzita Fisherova analyza (zang. Fisher Least Significant Difference [LSD];
GraphPad Prism 8). Rozdily mezi skupinami byly povazovany za significkantni pii stistické

hladin€ vyznamnosti p < 0,05.
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4 Vysledky

4.1 Proliferace bunék v realném cCase

Zaznam proliferace buné¢né linie SIM-A9 v realném cCase je uvedeny na obrazku 21. Bylo
testovano Sest riznych hustot bun¢k nasazenych do jamek E-desticky. Vysledkem
xCELLigence analyzy je kiivka, zavisla na ¢ase a bunééném indexu. Kontakt bunék se dnem
jamky zvySuje celkovou mérnou impedanci, ktera je monitorovana systémem a piepocitana
na buné¢ény index. ZvySeni buné¢ného indexu tedy odpovida narustu poctu bunék v jamce.

Proliferace bun¢k SIM-A9 pfi riznych koncentracich byla sledovana po dobu 84 hodin.

Impedance v realném case byla méfena z divodu nastaveni spravné koncentrace bunék
na jamku pro dal$i experimenty. Na pocatku elektroimpedanc¢ni analyzy dochazi k mirnému
vzestupu impedance, coz je zpisobeno piisedanim bunék. Dale dochézi k adaptaci bunék, coz
se projevi pocatecnim linearnim charakterem kiivky (klidova faze). Nésleduje obdobi
proliferace bun¢k s exponencidlnim ristem (exponencialni faze). V této fazi bunky intenzivné
spotfebovavaji ziviny obsazené v kultivaénim mediu. Predposledni fazi charakterizuje
zastaveni rOstu bunék (stacionarni faze). Klesd obsah zivin a hromadi se zplodiny
metabolismu. Kone¢nou fazi je tbytek bunék (faze odumirani). Vysledky analyzy ukazuji,

ze se zvysujici se koncentraci bunék se pribéh jednotlivych fazi urychluje.

1.5
s 1.0 o
T 30000 bunék/jamku
= — 20000 bunék/jamku
B 05 . — 15000 bun&kfjamku
e TSP, et — 10000 bunék/jamku
e — 5000 bunékfjamku
0.0- A — 2500 bunakfjamku

T T T T T T T T T T T

| S 'SR B CEE Y R |
O 2O XD RO I PRORORORD
Cas (h)

Obrazek 21 Rustove kiivky bunécné linie SIM-A9.

Elektroimpedanéni analyza proliferace pii riznych hustotach bunék na jamku E-desti¢ky. Buné¢na viabilita,
vyjadiena jako normalizovany buné¢ny index, byla zaznamenavana kazdych 60 minut pfistrojem XCELLigence.

Data jsou prezentovana jako primér £ SD vypocitaného z hexaplikatu (n = 6).
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4.2 Proliferace bunék po stimulaci LPS

Pro dal§i experimenty byly vybrany 3 koncentrace bundk SIM-A9 (5 x 103 7,5x 103
a10 x 10 na jamku). Zaznam o proliferaci bunééné linie a vlivu LPS v redlném case
je uvedeny na obrazku 22. Ke stimulaci bunék pomoci LPS doslo po 23 hodinach inkubace.

Skupiny nelécené LPS byly ovlivnény pouze ptidanim kultiva¢niho media.

Proliferace bunék po stimulaci LPS se na pocatku mirn¢€ zvysila, nasledovala kratka klidova
perioda a poté obnoveni exponencidlniho riistu. V porovnani s neovlivnénymi buitkami byla

ale jejich proliferacni schopnost asi dvakrat mensi.

&imu]aoe_.- lipopolysacharidem '

5 ; J-I}L?I“H:'HIH
5 4 PR — 10000 bunék/jamku
£ ] | 10000 bunék/jamku + LPS
g 7500 bunék/jamku
S 2] — 7500 bunék/jamku + LPS
“ _ - 5000 bunék/jamku

" M — 5000 bunék/jamku + LPS

04

22X PPRPR P RPRRPORP
Cas (h)
Obrazek 22 Rustové kiivky linie SIM-A9 po stimulaci LPS.

Elektroimpedan¢ni analyza proliferace bun€k pii riznych hustotach bunék SIM-A9 na jamku E-desti¢ky.
Bunécna viabilita, vyjadiena jako normalizovany bunécny index, byla zaznamenavana kazdych 60 minut
pftistrojem xCELLigence. Po 23 hodinach inkubace doslo k ovlivnéni bun¢k pomoci LPS. Data jsou

prezentovana jako primér + SD vypocitaného z hexaplikatu (n = 6).

4.3 Cytotoxicita latek

Cytotoxicita nové syntetizovanych latek byla hodnocena po 24 hodiniach inkubace pomoci
MTT testu. Vysledkem analyzy byly davkoveé zavislé kiivky (obrazek 23 — 28). Z téchto
kiivek byl nasledné vyjadien toxikologicky index ICso.
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Obrazek 23 Davkove zavisla kiivka po ovlivnéni SIM-A9 bunék koncentracni fadou latky K1408.

Cervena §ipka znazoriiuje maximalni tolerovanou koncentraci (MTC) latky, ktera nezpiisobila signifikatni pokles

viability bunék v porovnani s neovlivnénou kontrolou (neparovy t-test).
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Obrazek 24 Davkove zavisla kiivka po ovlivnéni SIM-A9 bunék koncentracni fadou latky K1409.

Cervena §ipka znazoriiuje maximalni tolerovanou koncentraci (MTC) latky, ktera nezpiisobila signifikatni pokles

viability bunék v porovnani s neovlivnénou kontrolou (neparovy t-test).
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Obrazek 25 Davkove zavisla kiivka po ovlivnéni SIM-A9 bunék koncentrac¢ni fadou latky K1410.

Cervena §ipka znazoriiuje maximalni tolerovanou koncentraci (MTC) latky, ktera nezpiisobila signifikatni pokles

viability bunék v porovnani s neovlivnénou kontrolou (neparovy t-test).
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Obrazek 26 Davkove zavisla kiivka po ovlivnéni SIM-A9 bunék koncentracni fadou latky K1411.

Cervena §ipka znazoriiuje maximalni tolerovanou koncentraci (MTC) latky, ktera nezpiisobila signifikatni pokles

viability bunék v porovnani s neovlivnénou kontrolou (neparovy t-test).
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Obrazek 27 Davkove zavisla kiivka po ovlivnéni SIM-A9 bunék koncentracni fadou latky K1412.

Cervena §ipka znazoriiuje maximalni tolerovanou koncentraci (MTC) latky, ktera nezpiisobila signifikatni pokles

viability bunék v porovnani s neovlivnénou kontrolou (neparovy t-test).
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Obrazek 28 Davkove zavisla kiivka po ovlivnéni SIM-A9 bunék koncentrac¢ni fadou latky K1413.

Cervena §ipka znazoriiuje maximalni tolerovanou koncentraci (MTC) latky, ktera nezpiisobila signifikatni pokles

viability bunék v porovnani s neovlivnénou kontrolou (neparovy t-test).

Vysledky hodnot ICsp u jednotlivych latek jsou shrnuty v tabulce 2. Z vySe uvedenych dat

ICs0 lze konstatovat, ze nejvice toxickou latkou je K1410 (ICsp = 7,3 uM). Dale ICso

vzristala viaci K1410 v nasledujicim potadi K1411 < K1409 < K1408. Tyto latky jsou 1,4-,

vvvvv
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Jedna se o latky K1413 (ICso > 32 uM) a K1412 (ICsp > 64 uM), u kterych stanovit tento

toxikologicky index nebylo mozné z diivodu nizké rozpustnosti.

Tabulka 2 Vysledna cytotoxicita testovanych latek stanovena po 24 hodinach inkubace od ovlivnéni bunék
pomoci MTT testu.

latka ICs0 £ SD (uM) MTC (pM)
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

Cytotoxicita latek je vyjadiena jako toxikologicky index ICso ziskany jako prumér + SD ze téi nezavislych
experimentl provedenych v triplikaté (n = 3). Hodnota MTC reprezentuje nejvyssi koncentraci testované latky,

pii které nebyl nalezen signifikantni rozdil ve srovnani s kontrolni skupinou (neparovy t-test).

4.4 Viability bunék po ovlivnéni nové syntetizovanymi latkami

Vv prostredi zanétu

Nasledné byla stanovena viabilita SIM-A9 bunécné linie v pfitomnosti nové syntetizovanych
sloucenin v koncentracich odpovidajicich jejich MTC, /2 MTC a % MTC a LPS pomoci MTT
testu. Soubézné byl hodnocen efekt DMX podaného samostatné nebo v kombinaci s LPS.
Jako kontrolu jsme pouzily ¢isté buiiky v médiu. Zivotaschopnost byla detekovana
po 24 hodinach. Vysledky analyzy jsou zndzornény na obrazcich 29 — 34. Byl pozorovan
pouze jediny signifikantni vysledek. Ve srovnani se skupinou stimulovanou pouze LPS vedla
latka K1411 v koncentraci odpovidajici /2 MTC k mirnému 1,1nasobnému zvyseni viability

(p = 0,034).
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Obrazek 29 Viabilita bunééné linie SIM-A9 po ovlivnéni LPS, DMX, jejich kombinace a kombinace LPS
s testovanou latkou K1408 v koncentracich odpovidajicich jejich MTC, 2 MTC a Vs MTC.

LPS byl aplikovan 1 hodinu po ovlivnéni bunék DMX nebo latkou K1408. Viabilita byla stanovena pomoci
MTT testu 23 hodin po pridani LPS.
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Obrazek 30 Viabilita bunééné linie SIM-A9 po ovlivnéni LPS, DMX, jejich kombinace a kombinace LPS
s testovanou latkou K1409 v koncentracich odpovidajicich jejich MTC, 2 MTC a ¥4 MTC.

LPS byl aplikovan 1 hodinu po ovlivnéni bunék DMX nebo latkou K1409. Viabilita byla stanovena pomoci
MTT testu 23 hodin po pfidani LPS.
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Obrazek 31 Viabilita bunééné linie SIM-A9 po ovlivnéni LPS, DMX, jejich kombinace a kombinace LPS
s testovanou latkou K1410 v koncentracich odpovidajicich jejich MTC, > MTC a 4 MTC.

LPS byl aplikovan 1 hodinu po ovlivnéni bunék DMX nebo latkou K1410. Viabilita byla stanovena pomoci
MTT testu 23 hodin po pfidani LPS.
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Obrazek 32 Viabilita bunééné linie SIM-A9 po ovlivnéni LPS, DMX, jejich kombinace a kombinace LPS
s testovanou latkou K1411 v koncentracich odpovidajicich jejich MTC, 2 MTC a ¥4 MTC.

LPS byl aplikovan 1 hodinu po ovlivnéni bunék DMX nebo latkou K1411. Viabilita byla stanovena pomoci
MTT testu 23 hodin po pfidani LPS. * vyjadiuje statisticky vyznamny rozdil proti butikam ovlivnénych LPS
(p<0,05).
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Obrazek 33 Viabilita bunééné linie SIM-A9 po ovlivnéni LPS, DMX, jejich kombinace a kombinace LPS
s testovanou latkou K1412 v koncentracich odpovidajicich jejich MTC, 2 MTC a ¥4 MTC.

LPS byl aplikovan 1 hodinu po ovlivnéni bunék DMX nebo latkou K1412. Viabilita byla stanovena pomoci
MTT testu 23 hodin po piidani LPS.
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Obrazek 34 Viabilita bunééné linie SIM-A9 po ovlivnéni LPS, DMX, jejich kombinace a kombinace LPS
s testovanou latkou K1413 v koncentracich odpovidajicich jejich MTC, 2 MTC a ¥4 MTC.

LPS byl aplikovan 1 hodinu po ovlivnéni bunék DMX nebo latkou K1413. Viabilita byla stanovena pomoci
MTT testu 23 hodin po pfidani LPS.

4.5 Bunéfna smrt

Pro ovéteni bezpe€nosti podani latek v koncentracich odpovidajicich MTC byla provedena

analyza bunécné smrti pomoci mikrokapilarniho pritokového cytometru po inkubaci trvajici
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24 hodin s testovanymi latkami a LPS. Paralelné¢ byl stanoven efekt DMX podaného

samostatné nebo v kombinaci s LPS. Kontrolou byly ¢isté buiky v médiu.

Vysledna data jsou uvedena na obrazku 35. Vysledky analyzy nenalezly ve srovnni s kon-

trolni skupinou nebo bunikkami ovlivnénymi LPS signifikantni rozdily.
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Obrazek 35 Apoptdza a nekroza bunééné linie SIM-A9 po ovlivnéni LPS, DMX, jejich kombinace a kombinace
LPS s testovanymi latkami v koncentraci odpovidajici jejich MTC.

LPS byl aplikovan 1 hodinu po ovlivnéni bunék DMX a latkou K1413. Viabilita byla stanovena pomoci MTT
testu 23 hodin po ptidani LPS.

4.6 Vybér cytokinii pro testovani protizanétlivé odpovédi

K testovani protizanétlivych G¢ink in vitro na bunééné linii SIM-A9 byla pouzita enzymova
imunoanalyza v sendvi¢ovém uspotadani. Mezi testovanymi cytokiny byly IFN-y, IL-1f, IL-6
a TNF-o. Hodnoty IL-1B se nachazely pod urovni detekce ELISA kitu, proto nebylo mozné
jeho koncentrace stanovit. Pii sledovani zmény hladiny IFN-y nebyl mezi jednotlivymi

skupinami nalezen signifikantni rozdil, obrazek 36.

Po stimulaci LPS se produkce IL-6 signifikantn¢ zvysila 1,7krat oproti kontrolni skupiné
ovlivnéné DMSO (p < 0,001). DMX snizil hladinu testovaného cytokinu 1,8 ndsobné
V porovnani s produkci IL-6 u bunék stimulovanych LPS (p = 0,003; obrazek 37).
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Aplikace LPS signifikantné zvysila produkci TNF-a 1,4krat oproti kontrolni skupiné
(p <0,001). DMX dokazal snizit hladinu testované¢ho cytokinu 1,4nasobné v porovnani

s produkci TNF-a u bunék stimulovanych LPS (p = 0,010; obrazek 38).

IFN-y
500+
2 400-
=
]
3 300+
[<}]
£
3 200
e
Q. — —
< 1001 - -- -- -
0 L] T L
&
X
Q%

Obrazek 36 Produkce IFN-y bunéénou linii SIM-A9 po ovlivnéni LPS, DMX a jejich kombinaci.

DMX byl podan 1 hodinu pted aplikaci LPS. Test byl hodnocen 23hodinovém intervalu po ovlivnéni LPS.
Procenta znazorfiuji produkci cytokinu v porovnani s kontrolou, ktera byla ovlivnéna DMSO a vztazena k 100 %
(Cervené znacena piimka).
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Obrazek 37 Produkce IL-6 bun&¢nou linii SIM-A9 po ovlivnéni LPS, DMX a jejich kombinaci.

DMX byl podan 1 hodinu pted aplikaci LPS. Test byl hodnocen 23hodinovém intervalu po ovlivnéni LPS.
Procenta znazormuji produkci cytokinu v porovnani s kontrolou, ktera byla ovlivnéna DMSO a vztazena k 100 %
(Cervené znaCena ptimka). A symbol *vyjadiuje statisticky vyznamny rozdil v porovnani s kontrolni skupinou
(p <£0,05). Znak # vyjadiuje statistiky vyznamny rozdil v porovnani s LPS (p < 0,05).
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Obrazek 38 Produkce TNF-o bunéénou linii SIM-A9 po ovlivnéni LPS, DMX a jejich kombinaci.

DMX byl podan 1 hodinu pied aplikaci LPS. Test byl hodnocen 23hodinovém intervalu po ovlivnéni LPS.
Procenta znazornuji produkci cytokinu v porovnani s kontrolou, ktera byla ovlivnéna DMSO a vztazena k 100 %
(¢ervené znaCena piimka). Symbol * vyjadiuje statisticky vyznamny rozdil v porovnani s kontrolni skupinou
(p <0,05). Znak # vyjadiuje statistiky vyznamny rozdil v porovnani s LPS (p < 0,05).

4.7 Produkce cytokinii linii SIM-A9 po stimulaci testovanymi latkami

Pomoci ELISA metody v sendvicovém uspotadani byla dale testovana produkce cytokint IL-
6 a TNF-a linii SIM-A9 po ovlivnéni nové syntetizovanymi latkami K1408 — K1413 nebo
DMX po dobu 1 hodiny a nasledné aplikaci LPS. Koncentrace cytokinli byla stanovena

vV 23hodinovém intervalu po podani LPS.

Dvojice slouc¢enin K1408 a K1409, K1410 a K1411, K1412 a K1413 byly vzdy méfeny
na jedné ELISA destic¢ce, u¢ineck DMX na produkci IL-6 a TNF-a jsou proto uvedeny pouze

u prvni latky v ramci téchto dvojic.

V porovnani s buitkami ovlivnénymi LPS zvySovala latka K1408 v koncentraci odpovidajici
Y4 MTC 1,2nasobné produkci cytokinu IL-6 (p = 0,003). DMX v tomto experimentu produkci
IL-6 stimulovanou LPS tlumil (2,0krat, p < 0,001). Ve srovnani stouto skupinou byly
nicméné¢ koncentrace tohoto cytokiny ve skupinach léCenych K1408 pii MTC, 2 MTC
a % MTC signifikantné¢ 2,0- (p < 0,001), 2,2- (p < 0,001) a 2,5nasobné (p < 0,001) vyssi.
V ptipadé¢ TNF-a nevykazovala sloucenina K1408 ve srovnani s LPS 1éenou skupinou
statisticky vyznamny rozdil. Snifeni tvorby TNF-a stimulované LPS bylo pozorovéano, pouze

pokud byl pouzit DMX (2,3krat, p = 0,008). V porovnani s touto skupinou byly koncentrace
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TNF-a ve skupinach 1é€enych K1408 v koncentracich odpovidajici MTC, MTC2 a /4 MTC
signifikantné vyssi 2,1- (p = 0,006), 2,1- (p = 0,0006), repsektive 2,5krat (p = 0,004).

Po ovlivnéni latkou K1409 doslo, v porovnani s bunkami ovlivnénymi pouze LPS, k zvyseni
produkce IL-6, a to 1,6krat (p = 0,0001) pti MTC, 1,7krat (p < 0,0001) pii %> MTC a 2,0krat
(p <0,0001) pti ¥4 MTC. V porovnani se skupinou lé¢enou DMX byly tyto hodnoty 3,3-, 3,5-,
respektive 3,9krat vys$i (vSechna p < 0,001). V piipad¢é TNF-a jsme pozorovali
signifikantni zvySeni produkce TNF-a pii koncentraci pouze pii koncentraci odpovidajici
MTC, a to 1,1nasobné (p = 0,016). Srovnani s kombinaci DMX a LPS ukazalo statisticky
vy$§i hodnoty ve vSech skupinach 1é¢enych latkou K1409, a to 2,6krat
(p =0,001) pti MTC, 2,4krat (p < 0,001) pii /2 MTC a 2,3krat ( p= 0,002) pti ¥ MTC.

V porovnani s buitkami ovlivnénymi pouze LPS zvySovala latka K1410 koncentraci IL-6
ve sku-pinach ovlivnénych MTC (1,4krat, p = 0,002) a %> MTC (1,5 krat, p = 0,002). DMX
Vramci tomto experimentu produkci IL-6 navozenou LPS tlumil (1,9krat, p < 0,001).
Ve srovnani s touto skupinou byly naméfené koncentrace tohoto cytokiny ve skupinach
lécenych slouceninou K1408 pii MTC, 2 MTC a 4 MTC signifikantné vyssi 2,7-, 2,8-
a2,5ndsobn¢ (vSechna p < 0,001). V ptipadé TNF-a signifikantni vliv na jeho produkci
zaznamenan nebyl. Snizeni tvorby TNF-a stimulované LPS bylo pozorovano, pouze kdyz byl
aplikovan DMX (2,7krat, p = 0,002). V porovnani skombinaci DMX a LPS byly
ve skupindch ovlivnénych K1410 pti MTC, 2 MTC a 4 MTC signifikantné 3,15-, 3,1-

a 2,8nasobné vyssi koncentrace TNF-a (vSechna p < 0,001).

Latka K1411 zvySovala produkci stimulovanou LPS ve vSech skupinéach, a to 1,4krat (p =
0,048) pti MTC, 1,4krat (p = 0,032) pii 2 MTC a 1,5krat (p < 0,001) pfi %4 MTC.
V porovnani se skupinou lé¢enou DMX byly tyto hodnoty 2,5-, 2,6-, respektive 2,8ndsobné
vy$si (vSechna p < 0,0001). U druhého cytokinu byl ve srovnani s pozitivni kontrolou
pozorovan signifikantni narist pouze pii koncentraci odpovidajici odpovidajici MTC, a to
1,5krat (p = 0,019). Pokud bychom vysledky porovnaly s buitkami ovlivnénymi kombinaci
DMX a LPS byly nalezeny statisticky vyznamné zmény ve vSech skupinach. Pti MTC,
% MTC a Y4 MTC byla produkce TNF-a zvysena 4,0-, 3,6- a 3,5nasobné (vSechna p < 0,001).

V porovnani s buitkami ovlivnénymi pouze LPS zvySovala latka K1412 signifikantné
produkci IL-6 ve skupinach ovlivnénych MTC, %2 MTC a %4 MTC 1,2krat (p = 0,016), 1,6krat
(p = 0,003) a 1,7krat (p = 0,04). Aplikace DMX u tomto experimentu produkci IL-6

navozenou LPS tlumila (2,1ndsobné, p < 0,001). Ve srovnani s buitkami ovlivnénymi
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kombinaci DMX a LPS byly tyto hodnoty 2,6nasobné (p = 0,003), 3,4nasob¢ (p < 0,001)
a 3,6nasobné (p = 0,003) vyssi. V ptipadé TNF-o byl signifikantni vliv na jeho produkci
zaznamenan pouze u skupiny ovlivnéné latkou K1412 v koncentraci odpovidajici ¥4 MTC
(1,3krat, p = 0,034). Statisticky vyznamné snizeni tvorby TNF-a stimulované LPS bylo
pozorovano pouze po aplikaci DMX (1,8nasobné, p < 0,001). V porovnani s touto skupinou
byly ve skupinach ovlivnénych K1410 pii MTC, 2 MTC a % MTC hodnoty koncentrace
signifikantné¢ TNF-a 1,3krat (p = 0,012), 1,9krat (p <0,001) a 2,3krat (p < 0,0001) zvysené.

rrrrr

ucinek, nebot’ byla schopna ve srovnani s buikami ovlivnénymi pouze LPS signifikantné
snizit koncentraci IL-6 Vkoncentraci odpovidajici MTC a '» MTC, a to 1,6-
(p < 0,001) a 1,3krat (p = 0,040). V porovnani se skupinou bunéck, které byly ovlivnény
kombinaci DMX a LPS nebyl pti MTC statisticky vyznamny rozdil zaznamenén. Tento rozdil
byl pouze pfi srovnani se skupinami lécenymi K1413 v koncentracich odpovidajicich %2 MTC
(1,1krat, p = 0,007), a ¥a MTC (1,4krat, p < 0,0001). V ptipadé¢ TNF-a bylo v porovnani
S pozitivni kontrolou pozorovéano signifikantni sniZeni produkce tohoto cytokinu jen pii MTC
(2,1krat, p < 0,0001). V této skupin€ nebyl rovnéz pozorovan statisticky vyznamny rozdil ve
srovnani s kombinaci DMX a LPS. Ten byl naopak zaznamenan ve skupinach ovlivnénych 2
MTC a % MTC, ve kterych byly koncentrace TNF-a shodné 1,5krat (p = 0,023, repektive
0,018) vyssi.
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Obrazek 39 Produkce cytokind IL-6 a TNF-a bunéénou linii SIM-A9 po ovlivnéni DMX nebo latkou K1408
Vv koncentraci odpovidajici jeji MTC, 2 MTC a 2 MTC.

LPS byl aplikovan 1 hodinu po ovlivnéni bunék DMX nebo latkou K1408. Viabilita byla stanovena pomoci
MTT testu 23 hodin po ptidani LPS. Symbol * vyjadfuje statisticky vyznamny rozdil v porovnani s kontrolni
skupinou (p < 0,05). Znak # vyjadiuje statistiky vyznamny rozdil v porovnani s LPS (p <0,05).
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Obrazek 40 Produkce cytokind IL-6 a TNF-a bunéénou linii SIM-A9 po ovlivnéni DMX nebo latkou K1409
Vv koncentraci odpovidajici jeji MTC, 2 MTC a 2 MTC.

LPS byl aplikovan 1 hodinu po ovlivnéni bunék DMX nebo latkou K1409. Viabilita byla stanovena pomoci

MTT testu 23 hodin po pfidani LPS. Symbol * vyjadtuje statisticky vyznamny rozdil v porovnani s kontrolni
skupinou (p < 0,05). Znak # vyjadtuje statistiky vyznamny rozdil v porovnani s LPS (p < 0,05).
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Obrazek 41 Produkce cytokind IL-6 a TNF-a bunéénou linii SIM-A9 po ovlivinéni DMX nebo latkou K1410
v koncentraci odpovidajici jeji MTC, 2 MTC a ¥a MTC.

LPS byl aplikovan 1 hodinu po ovlivnéni bunék DMX nebo latkou K1410. Viabilita byla stanovena pomoci

MTT testu 23 hodin po pfidani LPS. Symbol * vyjadtuje statisticky vyznamny rozdil v porovnani s kontrolni
skupinou (p < 0,05). Znak # vyjadiuje statistiky vyznamny rozdil v porovnani s LPS (p <0,05).
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Obrazek 42 Produkce cytokind IL-6 a TNF-a bunéénou linii SIM-A9 po ovlivnéni DMX nebo latkou K1411
Vv koncentraci odpovidajici jeji MTC, 2 MTC a 2 MTC.

LPS byl aplikovan 1 hodinu po ovlivnéni bunék DMX nebo latkou K1411. Viabilita byla stanovena pomoci

MTT testu 23 hodin po pfidani LPS. Symbol * vyjadtuje statisticky vyznamny rozdil v porovnani s kontrolni
skupinou (p < 0,05). Znak # vyjadfuje statistiky vyznamny rozdil v porovnani s LPS (p < 0,05).
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Obrazek 43 Produkce cytokind IL-6 a TNF-a bunéénou linii SIM-A9 po ovlivnéni DMX nebo latkou K1412
Vv koncentraci odpovidajici jeji MTC, 2 MTC a 2 MTC.

LPS byl aplikovan 1 hodinu po ovlivnéni bunék DMX nebo latkou K1412. Viabilita byla stanovena pomoci

MTT testu 23 hodin po pfidani LPS. Symbol * vyjadtuje statisticky vyznamny rozdil v porovnani s kontrolni
skupinou (p < 0,05). Znak # vyjadiuje statistiky vyznamny rozdil v porovnani s LPS (p <0,05).
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Obrazek 44 Produkce cytokint IL-6 a TNF-o bunéénou linii SIM-A9 po ovlivnéni DMX nebo latkou K1413
v koncentraci odpovidajici jeji MTC, %2 MTC a % MTC.

LPS byl aplikovan 1 hodinu po ovlivnéni bunék DMX nebo latkou K1413. Viabilita byla stanovena pomoci
MTT testu 23 hodin po pfidani LPS. Symbol * vyjadtuje statisticky vyznamny rozdil v porovnani s kontrolni
skupinou (p < 0,05). Znak # vyjadiuje statistiky vyznamny rozdil v porovnani s LPS (p <0,05).
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5 Diskuze

-----

modulator ChEs in vitro. Ustfedni strukturou testovanych latek byl naftochinon. Jednéa se
0 organickou slouceninu odvozenou od naftalenu se dvéma oxo skupinami navazanymi
na naftalenovy kruh. Naftochinon i jeho derivaty vykazuji inhibi¢ni G¢inek vaci ChEs. [110,
97,98] Na druhou stranu napiiklad 1,2-naftochinon je rovnéz efektivnim inhibitorem
oligomerizace Afs2 in vitro [111]. Tyto oligomery jsou schopné narusit normalni funkce
neuralnich bun¢k a piisobit neurotoxicky [112]. Derivaty naftochinon jsou navic zkoumany
tvorba amyloidnich plakd, zanét i oxidac¢ni stres sehravaji vyznamnou roli v rozvoji AD
[114]. Z tohoto hlediska by naftochinony mohly ovlivnit patogenezi této nemoci na vice
urovnich a U¢inngji mirnit jeji prib&h. Uplatnéni by rovnéz mohly nalézt u jinych chorob, jez
jsou spojeny s poklesem cholinergni transmise a zanétlivym procesem.

ey wa1e

SIM-A9. Jedna se o spontdnn¢ imortalizované mikrogliadlni buniky odvozené z kortikalnich
tkani mozku mysi ziskanych postnataln€é. Mikroglie jsou imunitnimi butikami nervového
systému, které nepietrzité¢ prozkoumavaji své mistni prostiedi. Aktivuji se v abnormalnich ¢i
nepiiznivych podminkach a zahajuji zanétlivy proces. Vyuziti primarnich mikroglidlnich linii
pro laboratorni ui¢ely nicméné vyzaduje dlouhy a naroény proces preparace. [115] Bunky
SIM-A9 tyto nevyhody piekracuji. Piedstavuji rovnéz vhodny in vitro model pro ptimou
aplikaci exogennich stimulac¢nich nebo inhibi¢nich latek. Naptiklad po expozici AP nebo LPS
sekretuji cytokiny, zejména IL-6 a TNF-a. [116] Lze také hodnotit déje jako jsou migrace,
proliferace ¢i jejich fagocyticka aktivita. Vyhodou je rovnéz jejich kontinualni proliferacni

schopnost. [117]

Dulezitym krokem v toxikologickych analyzach je urceni proliferaéni schopnosti dané
bunééné linie. K nastaveni modelu in vitro pro dalsi experimenty byla aplikovana
elektroimpedan¢ni metoda xCELLigence umoziujici sledovani proliferace bunék v realném
dase [118]. Buiiky SIM-A9 byly nasazeny v riiznych hustotach v rozsahu 2,5 — 30 x 10°
na jamku a analyzovany po dobu 84 hodin. Vzhledem k designu dal$imu experimentt je
nutné pro produkci zanétlivych ukazatell zvolit co mozna nejvySs$i koncentraci bunck.
V pribéhu 48 h by se vSak bunétna populace méla nachazet v exponencialni fazi ristové

kiivky, nebot’ prechod buné€k do stacionarniho stavu nebo faze odumirani by mohl s produkeci
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cytokindi interferovat. Tento pozadavek spliiovaly pouze koncentrace < 10 x 10° bungk

na jamku.

Déle bylo nutné stanovit, do jaké miry aplikace LPS ovliviiuje prabéh rastové kiivky.
Na zakladé predchozich vysledkd byly zvoleny koncentrace 5 x 103, 7,5 x 10° a 10 x 103
bun¢k na jamku. Dle dostupné literatury je LPS schopny indukovat zanétlivou odpovéd
U bunééné linie SIM-A9 v koncentracnim rozsahu 0,1 —2,5 pg/ml [119,120]. Pro dalsi
experimenty jsme proto zvolili koncentraci 1 ug/ml. LPS byl podan vintervalu 23 h po
nasazeni bunék. ro dalsi experimenty jsme proto zvolili koncentraci 1 pg/ml. LPS byl podan v
intervalu 23 h po nasazeni bunék. Z analyzy vyplyva, ze po stimulaci timto endotoxinem
dochazi k inhibici rastu bunééné kultury. Ackoliv LPS stimulaci receptor na povrchu bunék
imunitniho systému mize vést k produkci nadmérného mnozstvi ROS a RNS, jejichz
disledkem muze byt lyza buinky [121,122], nésledujici experimenty méfici apoptéozu a
nekrozu bun¢k SIM-A9 po podani LPS neprokazaly, Ze by zde byl vztah s témito bunéénymi
dé&ji. Nair a kol. na druhou stranu sledovali vliv LPS na metabolickou aktivitu primarnich
neuroglii. Jejich experimenty demonstrovaly, ze stimulaci Toll-like receptorii (TLR) dochazi
k fragmentaci mitochondrii, zvySeni produkce ROS a k metabolickému pieprogramovani
bun¢k z oxidativni fosforylace ke glykolyze [123]. Zda se tedy, ze by LPS podobnym
zpisobem mohl ovliviiovat metabolickou aktivitu buné¢k SIM-A9 a snizovat tak jejich
proliferaci. U bunék kultivovanych v koncentraci 10 x 10% na jamku bylo navic mozné
Vv ptitomnosti LPS pozorovat mirny pokles rastové kiivky v intervalu 46 az 48 hodin. Pro

dalsi experimenty byla proto zvolena koncentrace 7,5 x 10° bunék na jamku.

Pii této koncentraci bun¢k byla nejprve testovana cytotoxicita nové syntetizovanych latek
K1408 — K1413. Ta byla vyjadiena prostfednictvim toxikologického indexu ICso po 24 hodi-
nach od ovlivnéni. Nejvice toxické se jevily latky K1410 a K1411. Ob¢ slouéeniny se oproti
latkam K1408 a K1409 lisi pfitomnosti atomu chloru navazaného v pozici 2 na molekule
1,4-naftochinonu. Tato modifikace se z hlediska cytotoxicity jevi proto jako nejméné
perspektivni. Naopak ptidani ethoxy- a benzyloxyskupiny na pozici 8 dochazi k vyznamnému
ovlivnéni rozpustnosti latek a cytotoxicita K1412 a K1413 nemohla byt pfesné zhodnocena.
Pro dal$i experimenty je ale nutné pracovat s koncentracemi, jeZ viabilitu bun€k neovliviiuji.
Byla proto u jednotlivych latek stanovena maximalni koncentrace, ktera nezpiisobuje
signifikantni zmény Zivotaschopnosti bun€k stanovené MTT testem vici neovlivnéné

kontrole (MTC). MTC byla stanovena u vSech nové syntetizovanych derivati naftochinonti.
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Vzhledem k charakteru MTC (jedna se o koncentraci na hranici cytotoxicity) a hypotetické
moznosti zmény ucinkl latek v zanétlivém prostiedi byla nasledné¢ hodnocena viabilita SIM-
A9 bunécné linie v pfitomnosti nové syntetizovanych sloucenin a LPS. K testovani byl
nejprve pouzit MTT test. Buriky SIM-A9 byly nejprve vystaveny latkam K1408 — K1413
v koncentracich odpovidajicich jejich MTC, 2 MTC a4 MTC. V intervalu 1 hodiny byl
pfidin LPS a v 24hodiovém intervalu byl test zhodnocen. Vysledky analyzy potvrdily,
ze zadna zlatek ucinek LPS dale neovliviiuje sjedinou vyjimkou. Podani KI1411
Vv koncentraci odpovidajici /2 MTC vedlo k mirnému, ale signifikantnimu zvySeni hodnot
MTT testu. Tento test piedstavuje kolorimetrickou metodu zaloZzenou na pieméné zluté
tetrazoliové soli na fialovy formazan. K tomu dochézi pouze v zivych, metabolicky aktivnich
bunikach. Pokud naopak dojde k poskozeni energetického metabolismu, konverze MTT
na formazan klesd nebo neni mozna. Jednd se predevSim o aktivitu redukujicich enzymi,
které se podileji na vzniku formazanu, jako jsou napf. mitochondrialni dehydrogenasy. [124]
S ohledem na vliv LPS na energeticky metabolismus mikroglii je proto mozné, ze vysledek
testu vtomto piipadé¢ spiSe odrazi pouze vlastni alteraci metabolismu nez ztratu
zivotaschopnost bunék, ptfi¢emz latka K1411 v koncentraci 2 MTC je schopna tento ucinek
ovlivnit. Kviili pomémé hrani¢énim zméndm by vsak bylo vhodné tuto hypotézu potvrdit

dal$imi testy, jako je napt. mé&feni mitochondrialniho potencialu. [125]

Vzhledem K limitim MTT testu v ptipadé LPS bylo nutné bezpecnost MTC nové
syntetizovanych latek ovéfit dalsi metodou. Vybrana byla mikrokapilarni pritokova
cytometrie zaméefend na detekci ¢asné a pozdné apoptotickych a nekrotickych bunék pomoci
Annexinu V a 7-aminoaktinomycin D. Annexin V vaze fosfatidylserin, ktery je pova-
zovan za ukazatel apoptozy pokud se vyskytuje ve vnéjsi vrstvé povrchové membrany. [126]
7-aminoaktinomycin D naopak vykazuje afinitu k DNA, pronika vSak pouze do bunék
S narusenou integritou bunécné membrany. [127] Vysledky analyzy bezpe¢nost MTC K1408
— K1413 potvrdily.

V dalsi fazi testovani bylo nejprve nutné prokazat produkci vybranych cytokinti bunkami
SIM-A9 po stimulaci LPS a zdali je mozné jejich expresi ovlivnit dexametazonem.
mozné efekt noveé syntetizovanych latek vztahnout. Vybér kandidati vychazel z literatury.
Zam¢ftili jsme se na obecné prozanétlivé cytokiny relevantni pro AD, jako jsou IL-18, IL-6,
TNF-a a INF- v [129,130,131]. Vysledky nasi studie prokazaly, ze LPS u bunééné linie SIM-

A9 indukuje v 23hodinovém intervalu produkci IL-6 a TNF-a. Tuto reakci bylo mozné
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dexametazonem tlumit. Naopak produkce IL-1f se ve vSech skupinach nachazela pod Grovni
detekce ELISA kitu. Jeho hodnoceni bylo proto pro dal$i testovani neperspektivni.
Jako neperspektivni se rovnéz jevila detekce IFN-y. Ackoliv se jeho koncentrace nachazely

nad urovni detekce kitu, LPS jeho expresi u SIM-A9 bun¢k neovliviioval.

Nasledovala posledni faze experimentii zamétend na hodnoceni vlivu nové syntetizovanych
sloucenin na zanétlivou odpovéd™ in vitro. Bunky SIM-A9 byly nejprve vystaveny latkam
K1408 — K1413 v koncentraci odpovidajici MTC, 2 MTC a % MTC. V intervalu 1 hodiny
byl ptfidan LPS a v 24hodiovém intervalu byla zhodnocena produkce IL-6 a TNF-a.
Na zaklad¢ vysledkti je mozné ucinky latky rozdélit do 3 skupin. Latky K1408, K1409,
K1411 a K1412 produkci cytokint indukovanou LPS zesilovaly. Zatimco u IL-6 bylo mozné
pozorovat jeji vzestup s klesajici koncentraci latek, exprese TNF-a vzrostla jen po aplikaci
MTC latek K1409 a K1411 nebo "4 MTC latky K1412. OdliSny charakter odpovédi
vykazoval naftochinon K1410. Tento derivat zvySoval pouze produkci IL-6, a to v koncen-
tracich odpovidajicich MTC a 2 MTC. Tato latka by proto mohla teoreticky nalézt vyuziti
Vv ptipadé, ze budou nalezeny jiné (pozitivni) G¢inky. Pro jeji aplikaci in vivo bude nezbytné
ucinky byly v ramci této prace pozorovany pouze u slouceniny K1413. Jeji ucinek byl
nicméné zaznamenan pouze v pomérn¢ uzkém koncentracnim rozmezi. Jejich terapeutické
vyuziti stran AD je proto mozné zhodnotit pouze v kontextu inhibi¢ni aktivity va¢i ChEs
¢itvorbé amyloidnich plaki. Tato data v dobé psani diplomové prace nicméné nebyla
k dispozici. V kazdém piipadé by vSak tento derivat 1,4-naftochinonu mohl slouzit jako

vychozi latka pro syntézu dalSich molekul.

80



6 Zavér
odpovédi nove syntetizovanych latek v podobé mikroglidlni bunécné linie SIM-A9.

Na tomto modelu byla otestovana toxicita derivata 1,4-naftochinonu (latek K1408 — K1413)
a stanovena bezpecna koncentrace, pti které byl dale hodnocen protizanétlivy jejich ucinek.
Ten byl nalezen pouze u slouc¢eniny K1413. Latku K1413 Ize na zékladé vysledkd doporucit
k dalsimu testovani, jako je naptiklad zhodnoceni inhibi¢ni aktivity vic¢i ChEs. Rovnéz lze

slouceninu K1413 doporucit jako vychozi latku pro syntézu novych molekul.
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