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mikroglidlni bunééné linie SIM-A9

Diplomova prace je ve své teoretické Casti zamétena na charakteristiku, vyznam
a podil neurozanétu na vznik a rozvoj neurodegenerativnich onemocnéni a moznostmi
jejich 1éCby v soucasné dobé. Experimentalni ¢ast je vénovana zhodnoceni cytotoxicity
K1503 a K1504) a chromont (5-EM-13, 5-EM-26 a 5-EM-36). Cytotoxicita byla
hodnocena na my$i mikroglidlni linii SIM-A9. Komparativné byla v této ¢asti navic
vyuZita 1 neuroblastomova linie SH-SYSY. Na obou bunécénych liniich byla pomoci
kolorimetrické metody MTT stanovena hodnota stiedni toxické koncentrace (ICso)
amaximalni tolerovatelné koncentrace (MTC). Bezpecnost MTC byla nasledné
verifikovdna pomoci mikrokapildrni pritokové cytometrie u bunécné linie SIM-A9
po stimulaci lipopolysacharidem (LPS) nebo interferonem-y (IFN-y). Na bunécné linii
byly aplikovany v koncentracich odpovidajicich 100 %, 50 % a 25 % MTC.
Protizanétlivé ucinky byly hodnoceny pomoci dvou metod. Prvni metodu ptedstavoval
enzymovy imunosorbentni test (ELISA), pomoci n¢hoz byly stanoveny hladiny
prozanétlivych cytokinii IL-6 a TNF-a po stimulaci bunék LPS. LPS byl pfidan 1 hodinu
po aplikaci latek. Koncentrace cytokinli byly nasledné stanoveny 23 hodin po podani
LPS. Koncentrace TNF-a byly stanoveny u vSech studovanych latek, zatimco hladiny
IL-6 pouze u naftochinonti. Jako druhé metoda byla pouzita Griessova reakce, kterou byla
stanovena hladina oxidu dusnatého (NO) vyprodukovaného buitkami do kultivacniho
média po stimulaci IFN-y. IFN-y byl k SIM-A9 buiikdm ptidan 1 hodinu po aplikaci latek.
Hladiny NO byly stanoveny 47 hodin po podani IFN-y u vSech studovanych latek.

Z vysledkt diplomové prace vyplyva, ze derivaty naftochinonti vykazuji ve srovnani


https://is.cuni.cz/studium/dipl_st/index.php?id=f39b81165cc1cac4c7492fbf17afac87&tid=&do=main&doo=detail&did=128398

se slou¢eninami chromonti vyssi cytotoxicitu. Nejvice toxickou latkou byla K1504.
Modulaci zanétlivé odpovedi vyvolané LPS nebo IFN-y ovliviiovala pouze jedina latka,
a to K1503. Tento naftochinon v ptitomnosti LPS ve vSech testovanych koncentracich
signifikantn¢ zvySoval sekreci TNF-a, na druhou stranu ale neovliviioval produkci IL-6.
Po stimulaci IFN-y inhiboval tvorbu NO pfi nejvyssi testované koncentraci odpovidajici
MTC 027 %. Ackoliv vysledky diplomové prace u novych derivati naftochinonti
a chromont protizanétlivé tc¢inky neprokazaly, naftochinon K1503 by mohl slouzit jako

vychozi struktura pro hledani dalsich biologicky uc¢innych latek.

Kli¢ova slova: neurozanét, neuroglie, neurodegenerativni onemocnéni, naftochinony,

chromony
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In the theoretical section, the thesis is focused on the characteristics, significance,
and contribution of neuroinflammation in the origin and development of
neurodegenerative diseases. The possibilities of their current treatment are discussed. The
experimental part is devoted to evaluating the cytotoxicity and anti-inflammatory
response of newly synthesized derivatives of naphthoquinones (K1502, K1503 and
K1504) and chromones (5-EM-13, 5-EM-26 and 5-EM-36). Cytotoxicity was measured
in the mouse microglial line SIM-A9. In addition, the neuroblastoma line SH-SY5Y was
used comparatively in this part. The half-maximal inhibitory concentration (ICso) and
maximum tolerated concentration (MTC) were determined on both cell lines using MTT
colorimetric methods. The safety of MTC was subsequently verified by microcapillary
flow cytometry in the SIM-A9 cells after lipopolysaccharide (LPS) or interferon-y
(IFN-y) stimulation. The anti-inflammatory effects of the studied substances were further
monitored in SIM-A9 cells. The substances were applied in concentrations corresponding
to 100%, 50%, and 25% MTC. Anti-inflammatory effects were measured using two
methods. The first method, enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), was used to
determine concentrations of proinflammatory cytokines IL-6 and TNF-a. LPS was added
1 hour after the application of substances. Cytokine concentrations were subsequently
measured 23 hours after LPS administration. TNF-a production was assessed in all
studied substances, while IL-6 levels were determined only in naphthoquinone
derivatives. As a second method, the Griess reaction was utilized to determine nitric
oxide (NO) levels produced by the cells into the culture medium after IFN-y stimulation.
IFN-y was added to SIM-A9 cells 1 hour after drug application. NO levels were

determined 47 hours after IFN-y administration in all test substances. The results of the



thesis show that naphthoquinone derivatives display higher cytotoxicity than chromone
compounds. The most toxic substance was K1504. Modulation of the inflammatory
response induced by LPS or IFN-y was affected by only one substance K1503. This
naphthoquinone significantly increased TNF-a secretion at all studied concentrations in
the presence of LPS. On the other hand, K1503 did not affect IL-6 production. After
stimulation with IFN-y, K1503 inhibited NO production by 27% at the highest tested
concentration, corresponding to MTC. The results did not prove any anti-inflammatory
effects of new naphthoquinone and chromone derivatives. However, naphthoquinone
K1503 could serve as a starting structure in searching for other biologically active

substances.

Keywords: neuroinflammation, neuroglia, neurodegenerative diseases, naphtoquinone
derivatives, chromone derivates
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Uvod

Neurodegenerativni onemocnéni pifedstavuji ze zdravotniho 1 socialné-
progresivni dysfunkci a ztradtou neuronti v riznych ¢astech CNS a s tim souvisejicimi
pfiznaky. Jednotlivé nemoci jsou ve svych klinickych projevech a slozitou
etiopatogenenzi znacn¢ rozdilné. Piesto spolecné¢ sdili nékolik zakladnich
patofyziologickych procest spojenych s neuronalnim poskozenim, mezi néz se fadi také
neurozanét. (Dugger a Dickson 2017; Erkkinen et al. 2018) Neurozanét byva jednou
z hlavnich pfi€in rozvoje nebo zhorSeni onemocnéni, jako je Alzheimerova choroba
(AD), Parkinsonova choroba (PD), roztrouSena skler6za (RS) nebo amyotroficka
lateralni skler6za (ALS). (Chen et al. 2016) V soucasné dob¢ neexistuje 1écba, kterd by
dand onemocnéni kauzalné ovliviiovala. Dostupné jsou pouze léky zabramujici nebo
zlepSujici symptomy. Cilem vyzkumu je proto neustdlé hledani novych terapeutickych

-----

neurodegenerativnich chorob.

Experimentalni ¢ast prace je zaméfena na metody in vifro testovani nové
syntetizovanych latek ze skupiny naftochinonli a chromonid. Pro experimenty byly
pouzity bunécéné linie SIM-A9 a SH-SYS5Y, u nichZ byl rovnéz popsan proces kultivace,
pasazovani, pocitani bun¢k. Na zminénych bunéénych linii byla stanovena cytotoxicita

zkoumanych slouc¢enin pomoci MTT testu. Pro dalSi testovani slouzila pouze linie

-----
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1. Zanét — struéna charakteristika

Pojem zanét ptedstavuje odpovéd imunitniho systému, jez nastava pii reakci
organismu na poSkozeni tkan¢. Tato odpoveéd’ vede k odstranéni nezadoucich podnétii a je
zahdjen proces reparace. (Chen et al. 2017) Jedna se o zivotné dulezity obranny
mechanismus piispivajici k ochrané a obnoveni homeostazy tkané. (Medzhitov 2008)
Nekontrolovany akutni zanét vSak muze piejit v zdnct chronicky. Miize se tak stat

rizikovym faktorem pro fadu chronickych zanétlivych onemocnéni. (Chen et al. 2017)

Podnéty, které mohou stimulovat zanét, zahrnuji mikroorganismy, chemické faktory
(napt. toxiny ¢i drazdivé latky), fyzikélni faktory (napi. ionizujici zafeni, zranéni,
popaleniny, omrzliny, cizi télesa), dale nevhodné imunologické reakce. (Chen et al.

2017).

Na urovni tkan€ je zanét charakterizovan ptiznaky, jako jsou zarudnuti (rubor), otok
(tumor), teplo (calor), bolest (dolor) a nespravna funkce tkané (funccio laesa). Funccio
laesa muze predstavovat utlum nebo také o zvySenou funkci tkdn€ projevujici se napf.
hypersekreci hlenu. Jako celek jsou tyto ptiznaky vysledkem lokéalni imunitni, vaskularni
a tkanové odpovedi na poranéni nebo jiné poSkozeni. Mezi dalezité mikrocirkulaéni
udalosti, jez se vyskytnou béhem zanétlivého procesu, patii zmény vaskularni
permeability, zvySené mnozstvi a naslednad akumulace leukocytli a uvoliiovani riiznych

mediétord. (Chen et al. 2017)

1.1. Neurozanét

Z historického hlediska byl vzdy centrdlni nervovy systém (CNS) ve srovnani
s jinymi perifernimi tkdnémi povaZzovan za imunologicky ,.klidny* orgdn. Homeostaza
v CNS siln€ zavisi na rovnovaze vrozené imunity. Dikazy z ptfedchozich desetileti
na druhou stranu naznacuji, Ze deregulovand vrozend imunita viici CNS je jednim
z klicovych faktorl, které se podili na vzniku a progresi Siroké $kaly neurologickych
onemocnéni. K rozuzleni vztahli mezi imunitnim systémem a CNS bylo proto vyvinuto
znacné usili. Diivodem je fakt, ze védecké poznatky stran patogeneze neurologickych
onemocnéni by mohly vyznamné podpofit v€asnou diagnostiku a nové terapie. (Yang a

Zhou 2019)
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Neurozanét mize byt lokalizovan v CNS, ale také v perifernim nervovém systému
(PNS). (Matsuda et al. 2019) Je charakterizovan fadou bunéénych a molekulérnich zmén.
Jeho hlavni tlohou je obnova porusené homeostazy v nervové tkani a také jeji ochrana.
MuiZe se jednat napt. o omezeni infekce a eliminaci patogend, riiznych bunéénych zbytki
a nespravn¢ slozenych proteini. Neurozanét doprovazi vSechna neurologicka
onemocnéni, vcetné vyvojovych, traumatickych, ischemickych, zanétlivych,
metabolickych, infek¢nich, toxickych, neoplastickych nebo neurodegenerativnich.
Zanétliva reakce v CNS je navic ovliviiovana dalSimi procesy, napf. starnutim,
systémovou infekci nebo metabolickym syndromem. Nelze ji vSak vnimat pouze z Cisté
patologického hlediska. Mechanismy pfipominajici neurozanét se rozviji také béhem
zdravého vyvoje CNS. Jako piiklad 1ze uvést zapojeni slozek komplementu a mikroglii

do tvorby synapsi. (DiSabato et al. 2016; Ransohoff et al. 2015)

Hlavni reaktivni slozky CNS tvoii mozkové buiky nazyvané neuroglie. Mikroglie
jako podtyp glidlnich bun¢k jsou adaptivni buniky imunitniho systému infiltrujici mozek
a michu. Na zprostfedkovani zanétu se podili také cytokiny, chemokiny, reaktivni formy
kysliku (ROS) a dusiku (RNS) a rizni sekundarni poslové. (Milatovic et al. 2017)
Mediatory zanétu jsou produkovany rovnéz dal§imi rezidentnimi buitkami CNS (neurony
a ostatnimi typy neuroglii), buitkami endotelu a perifernimi imunitnimi butikami.
Je pozoruhodné, Ze vSechny buniky CNS maji schopnost pfispivat k zanétlivému procesu.
Neurozanétlivé reakce pfinaS§i fadu imunitnich, biochemickych, fyziologickych
a psychologickych dusledkt. (DiSabato et al. 2016; Ransohoff et al. 2015; Milatovic et
al. 2017)

1.2. Neuroglialni bunky

Populace lidského mozku zahrnuje vice nez 200 miliard nervovych bunék (neuront
a neuroglii). Dané bunky tvofi slozité sit€¢ propojené 15-20 biliony elektrickych
a chemickych synapsi, jez zajist'uji vypocetni vykon mozku. Logistickou podporu tohoto
vysoce komplexniho orgdnu obstarava specifickd tfida bun€k zvanych neuroglie.

(Verkhratsky et al. 2019)

Pojem neuroglie zavedl v 50. letech 18. stoleti némecky 1ékatr Rudolf Virchow. (Butt

a Verkhratsky 2018) Podle Virchowa neuroglie piedstavovaly pojivovou substanci, ktera
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se tvorila v mozku, miSe a ve vyssich senzorickych nervech jako typ tmelu, v némz jsou

zaroven zanofeny prvky nervového systému. (Verkhratsky et al. 2019)

V druhé poloviné 19. stoleti vyznamni histologové a patologové zabyvajici
problematikou CNS charakterizovali velmi podrobné bunécnou povahu glii a popsali
mnoho typti neurogliovych bunék. (Chvatal a Verkhratsky 2018) Rada teorii sou¢asné
zvazovala funk¢ni roli neuroglii v homeostaze mozku, nutri¢ni podpote, v procesech

spanku a svédomi, ale také v neuropatologii. (Verkhratsky et al. 2019)

Glie ptredstavuji rozmanitou populaci bunék. Maji zastoupeni v CNS, PNS,
autonomnim nebo enterickém nervovém systému. (Verkhratsky et al. 2019) Definice
neuroglie je zalozena na sjednocujici zdkladni funkci téchto bunék, kterou je bez ohledu
na jejich ptivod homeostdza nervového systému. Jedna se o funkci zasadni jak pro
fyziologicky kontext, kdy buiiky plni své bézné ,uklidové“ povinnosti, tak pro
patologicky kontext, kdy mohou gliové buiiky podstoupit reaktivni remodelaci za i¢elem
zachovani, opravy a obnoveni fyziologického stavu. Selhani homeostatické funkce ma
za nasledek poskozeni nervové tkdné€ a rozvoj neurologického onemocnéni. (Verkhratsky

et al. 2019; Jakel a Dimou 2017)

V tomto ohledu se neuroglie staly kone€nymi podplirnymi bunikami nervového
systému, jez ho udrzuji ve funkénim stavu. Jejich nenahraditelnd funkce se odrazi
ve vyvoji nervového systému. Spravny fyziologicky vyvoj umoZnil jednotlivym
podtypim bunék vykondvat specifické funkce. (Verkhratsky a Nedergaard 2016)
Neuroglialni opora zasahuje do vSech trovni organizace nervového systému.
Na molekularni tarovni vykonavaji neuroglie kontrolu nad homeostazou iontii, véetné pH,
neurotransmiterti (NT), metabolitl, ROS a RNS. Na bunétné trovni se astrocyty podili
na neurogenezi. Astrocyty a mikroglie se zapojuji na urovni nervové sité¢ k regulaci
vzniku, zrdni a zaniku synapsi. Nervova sit je dale udrzovdna myelinizujicimi
oligodendrocyty a Schwannovymi bunkami, zajiStujicimi interneurondlni konektivitu.
Na orgénové trovni kontroluji astrocyty hematoencefalickou bariéru (BBB), lymfaticky
tok a upravuji funkéni hyperémii. Z pohledu systémové trovné vystupuji neuroglie jako
centralni chemoreceptory a pfispivaji k systémové kontrole ventilace, energetického
metabolismu a iontové rovnovahy. (Verkhratsky et al. 2019; Attwell et al. 2010;
Kettenmann et al. 2013; Tremblay et al. 2011; Peng et al. 2014) Patologické poranéni

nebo stres z okolniho prostfedi zahaji gliovou homeostatickou reakci a reaktivitu, pfi
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nichz dochazi k remodelaci neuroglii s cilem obrany nervového systému. Neuroglidlni
reaktivita se projevuje astrogliézou, tzn. zvySenim mnozstvi aktivnich astrocytl
v poskozené tkani, dale dochazi k aktivaci mikroglii a u oligodendrocyti k Wallerianské
degeneraci. (Verkhratsky et al. 2019; Peng et al. 2014) U mnoha neurologickych
onemocnénich, ukterych byla dale pozorovana napi. gliova astenie a atrofie, byl
usnadnén patologicky vyvoj nemoci prosttednictvim ztraty nebo sniZzeni homeostatickych
a obrannych schopnosti. Obecné lze konstatovat, ze homeostaticka ¢ast nervového
systému (neuroglie) piirozené predstavuji zakladni prvek pfispivajici ke vzniku, vyvoji

a nasledktim neurologickych poruch. (Peng et al. 2014)

1.2.1. Rozdéleni neuroglialnich bunék

Na zaklad¢ lokalizace neurogliovych bunék je mozné rozdéleni na neuroglie
pritomné v PNS a CNS. Neuroglie PNS pochazi podobné jako periferni neurony
z neuralni liSty, coz je populace bun¢k vznikla odskrcenim nervové trubice od zbylého
ektodermu a jsou dale klasifikovany. (Verkhratsky et al. 2019) K neurogliim PNS patii
rizné typy bunék, a to:

1. Schwannovy buiky, které jsou spojené se senzorickymi, motorickymi,
synaptickymi a parasympatickymi axony. Schwannovy buiiky se dale d¢€li na tii
podtypy. Myelinizujici buiiky, které se podili na myelinizaci perifernich axont.
Nemyelinizujici buniky obklopuji vice nemyelinizovanych axonl. A nakonec
perisynaptické buniky udrzuji homeostazu v perisynaptickém prostredi. Tyto
bunky obklopuji periferni synapse (obrazek 1). (Kidd et al. 2013; Verkhratsky et
al. 2019)

2. Satelitni bunky obklopuji neurony v sympatickych, parasympatickych
a senzorickych gangliich. Satelitni gliové bunky fidi mistni homeostatické
procesy a maji schopnost reaktivni remodelace v neuropatologii (obrazek 1).

(Hanani 2005)
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Télo buiiky
perifernich
gangliovych neuronii

Schwannovy

Axon

Obriazek 1 Glie zastoupené v PNS — Schwannovy a satelitni butiky. Pfevzato a pfelozeno
z https://www.technologynetworks.com/neuroscience/news/schwann-cell-discovery-

rewrites-the-textbook-on-the-peripheral-nervous-system-321505.

Cichové obalujici buiiky jsou souéasti &ichového systému, jeZ je kombinaci
periferni a centralni nervové tkané. Tyto bunky obklopuji znacnou cast
nemyelinovanych axoni ¢ichovych bunék. Sdili vlastnosti s gliemi PNS i CNS
a podili se na axonalnim rastu do prosttedi CNS €ichového bulbu. Predpoklada se
také jejich vliv na regeneraci ¢ichovych axont. (Ruitenberg et al. 2006; Barnett

2004)

Glie zastoupené v enterickém nervovém systému se v této anatomické oblasti
podili, podobné¢ jako v jinych ¢astech nervového systému, na udrzeni homeostazy.

(Grubisi¢ a Gulbransen 2017)

Neuroglie CNS (obrazek 2) se déli na makroglie (astrocyty, oligodendrocyty,

polydendrocyty) ptivodem ektodermalniho a mikroglie pivodem mezodemalniho.

Kromé¢ makroglii a mikroglii jsou v CNS pfitomny také ependymocyty. Jedna se

o epitelidlni bunky, které lemuji komorové dutiny mozku a michy. Hlavni uloha

ependymocytll spociva ve vytvareni bariéry mezi komorovou mozkomisni tekutinou

a mozkovym parenchymem. (Vidovic et al. 2018)
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Astrocyt

Oligodendrocyty

Obrazek 2 Zobrazeni zastupcl neuroglidlnich bunék a ependymocytl. Pfevzato

a ptelozeno z https.//neurosciencenews.com/glial-cells-schizophrenia-7139/.

K nejcastéji zastoupenym neurogliim CNS patfi:

1.

Astrocyty nebo také astroglie jsou heterogenni populaci sidlici v celé oblasti
mozku a michy, vSedé i bile hmoté. (Verkhratsky et al. 2018) Je pro né
charakteristicky hvézdicovity tvar. (Ludwig a M Das 2021) Mezi astrocyty patii
protoplazmatické astrocyty Sedé hmoty, vlaknité astrocyty bilé hmoty, povrchové
spojené astrocyty navazujici na kortikdlni povrch v zadni prefrontalni
a amygdaloidni kife, Velatové astrocyty lokalizované v ¢ichové vrstvé nebo
stratum granulosum mozecku a radialni glie jako prekurzory pluripotentnich
nervovych bungk, jez u savcl obvykle mizi po narozeni. (Verkhratsky et al. 2018)
Astrocyty vykonavaji klicové funkce, jako je strukturdlni integrita BBB,
metabolick4 podpora neurontl, tvorba, idrzba a eliminace synapsi, recyklace iont
a NT. (Farhy-Tselnicker a Allen 2018) BBB tvofi vybézky astrocytii spolecné
s endotelialnimi bunkami a pericyty. Diky tvorbé a udrzbé BBB nedochazi
k vniknuti toxickych latek do CNS a jeji infiltraci imunitnimi buiikami. (Liddelow
a Barres 2017) Astrocyty se rovnéz mohou podilet na imunitni odpoveédi mozku
na zékladé mnohych spolecnych vlastnosti s mikroglidlnimi bunkami, vcetné
funk¢nich receptori pro zanétlivé stimuly. Maji taktéz zachovanou schopnost
produkovat rizné cytokiny, ROS a dal$i imunitni mediatory. (Eisenkraft et al.

2013)
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2. Oligodendrocyty jsou kulaté bunky s dlouhymi vybézky, které obaluji axony
a chrani je vytvofenim tzv. myelinového obalu. Oligodendrocyty jsou schopny
tvorby myelinového pochvy kolem né¢kolika sousednich axonli soucasné. Tyto
bunky hraji zésadni roli v homeostaze, imunitni regulaci a neurotransmisi, kde
spole¢né¢ s astrocyty reguluji optimalni rychlost pfenosu informace mezi neurony
a gliovymi bunikami navzajem prostiednictvim regulace myelinového plasté.
Oligodendrocyty jsou velmi citlivé na zanétlivou dysregulaci cytokind, pii niz

muze dochazet ke ztraté oligodendrocytti a k demyelinizaci. (Haroon et al. 2017)

3. Polydendrocyty (N2G glie) jsou rezidentni buiiky CNS rovnomérné zastoupené
vSedé 1 bilé hmoté. Jsou morfologicky 1 funkéné odlisSné od astrocyt,
oligodendrocytli, mikroglii a ptedstavuji ¢tvrty typ neuroglii v CNS. N2G glie
navic trvale prochazi bunécnym délenim v CNS dospélych a ucastni se procesu
remyelinizace. Jejich primarni roli je tvorba oligodendrocyti a tim i1 procesu
myelinizace, proto se také bézné oznacuji jako prekurzorové bunky
oligodendrocytti. Odlisuji se vSak expresi proteoglykanu N2G na bunécném
povrchu. V piipadé posSkozeni myelinu dochazi kjejich cilené migraci
a diferenciaci. Diferenciace bun¢k N2G a tvorba myelinu pravdépodobné hraji
diilezitou roli pfi zdokonalovani nervovych siti béhem vyvoje CNS a ptipadné
v nervovém systému dospélych. Byly rovnéz popsany dalsi funkce zdéanlive
nesouvisejici s jejich oligodendrogliogenni funkci. Mezi né patii schopnost
generovat astrocyty v urcitych oblastech CNS. Nékteré N2G buiiky mohou ziistat
nadale nediferencovanymi N2G gliemi. (Hill a Nishiyama 2014; Zuo a Nishiyama
2013)

4. Mikroglie patfi mezi mononuklearni fagocyty v CNS. Jejich populace c¢ini
pfiblizné 10 % bunék. V pribéhu bunééného vyvoje maji podil na formovani
nervovych obvodii pomoci modulace sily synaptickych pfenosti a tvarovani
neuralnich synapsi. Jsou odpovédné za fagocytdozu mikroorganismi, odstranéni
odumfelych bunék, proteinovych agregatii, rozpustnych a pevnych antigent, které
by mohly ohrozit CNS. Za fyziologickych podminek ziistdvaji mikroglie

v klidovém fenotypu a vykonavaji neurotropni aktivity. Pokud dojde k naruSeni
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homeostdzy, mikroglie se zméni v aktivni fenotypy. (Kim et al. 2016; Zhang a An
2007; Eisenkraft et al. 2013) Produkuji velké mnozstvi faktord, jako jsou napf.

cytokiny, chemoatraktanty, ROS nebo neurotropni faktory. Jakmile jsou toxické

-----

-----

ukonc¢it imunitni odpovéd’. (Sanchez-Sarastia et al. 2020) Pfi naruseni funkci
vykonavanymi mikrogliemi se CNS muze stat zivnou pudou pro akutni nebo
chronické patologické procesy. Mikroglie jsou na zdklad¢ svych genetickych
a funk¢nich znakl zapojeny v patogenezi neurodegenerativnich onemocnéni.

(Colonna a Butovsky 2017)

1.3. Neuroimunitni odpovéd’

Neurozanétlivé reakce jsou zprostiedkovany nckolika kli¢ovymi prozanétlivymi
cytokiny. Patii mezi n¢ interleukin-1f (IL-1p), IL-6, tumor nekrotizujici faktor-o (TNFa),
dale chemokinové ligandy (CCL2, CCLS, CXCL1). Pfi neuroimunitni odpovédi sehravaji
vyznamnou roli i sekundarni poslové (NO a PG, ROS a RNS) nebo prostaglandiny (PG).
Mnoho z uvedenych medidtorii je produkovano aktivovanymi rezidentnimi butikami
CNS, zahrnujici mikroglie a astrocyty. Producenty mohou byt mimo jiné i endotelové
bunikky a perivaskularni makrofagy, které jsou rovnéz dilezité pii interpretaci a Sifeni

téchto zanétlivych signali v CNS. (DiSabato et al. 2016)

1.3.1. Cytokiny — obecna charakteristika

Cytokiny jsou multifunkéni pleiotropni proteiny (o velikosti pfiblizné 15-25 kDa).
Hraji dtlezitou roli v bunééné komunikaci a aktivaci. (Szelényi 2001; Kim et al. 2016)
Podileji se nejen na imunitni odpovédi, ale také na rGznych fyziologickych
a patofyziologickych procesech zahrnujici PNS 1 CNS, kde plni funkci imunoregulatorti
a neuromodulatorti. Cytokiny ovliviiujici CNS mohou mit dva plvody, a to periferni
a centralni. Uvedené cytokinové kompartmenty vykazuji urCity stupen integrity. Jejich
ucinky se mohou vzdjemné podporovat nebo inhibovat. (Szelényi 2001)

1. Cytokiny pochézejici z perifernich imunitnich organt uvoliiuji hlavné bunky,

jako jsou monocyty, makrofagy a lymfocyty. Prvni identifikovanou oblasti,

kterou cytokiny ,,prochdzi skrz* BBB, byly tzv. cirkumventrikularni orgény.
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Cirkumventrikularni organy jsou charakterizované fenestrovanym endotelem,
tedy absenci BBB. Fenestrovanym endotelem tak mohou do CNS prochazet
1 periferni molekuly charakteru pomérné velkych cytokinti. Dals§i mechanismus
pruniku pies BBB je prostfednictvim transportéru. (Kim et al. 2016) Cytokiny,
jez se dostavaji do CNS z periferie, se nepfimo podili na stimulaci riznych funkci
CNS vcetn¢ neuroendokrinnich odpovédi, ovlivnéni chovani, horecky a spanku.
Utinky jsou zesileny v piipadech, kdy se hladina perifernich cytokinti zvySuje
napt. pii systémovém zanétu. Cytokinova aktivace endotelidlnich bunék mtize
vést k uvolnéni sekundarnich posli (NO, PG), jenz ptedstavuji nepiimou cestu

ovlivitujici CNS. (Szelényi 2001)

2. Cytokiny jsou také produkované rezidentnimi buiikami CNS. Zdrojem cytokint
mohou byt neurony, gliové bunky (mikroglie a astrocyty), pripadné endotelové
buiiky BBB. (Szelényi 2001; Opal a DePalo 2000) Cytokiny centralniho ptivodu
se mohou UucCastnit komplexnich autonomnich, neuroendokrinnich,
metabolickych a behaviordlnich procesii. Ovliviluji poznani, uceni a pameét’.

(Szelényi 2001)

Pokud vSak hodnotime odlisné patologické procesy v CNS, mohou se hlavni
producenti zanétlivych mediatort lisit. Jako ptiklad 1ze uvést traumatické a ischemické
poskozeni nervové tkan€, chronickd neurodegenerativni onemocnéni nebo akutni
infekéni onemocnéni v podobé encefalitis. (Becher et al. 2017) Traumatické a ischemické
poskozeni aktivuje tkanovou reakci, ktera nese mnoho podobnych znaki. V obou stavech
jsou hlavnimi producenty gliové buiiky (mikroglie a astrocyty). Rezidentni buiky CNS
jsou hlavnim zdrojem 1 pfi chronickych neurodegenerativnich onemocnénich. Zatimco
zanétlivych mediatort je u neurodegenerativnich stavli hojné, existuje pouze omezeny
ptispevek od bun€k z periferniho kompartmentu. (Becher et al. 2017; Heppner et al. 2015)
Naopak klasicky definované neurozanétlivé stavy pozorované pii zanétlivém
demyelinizaénim onemocnéni (napt. RS) a infekce (bakteridlni a virova encefalitida)
se vyznacuji vysokym zastoupenim leukocytl, jeZ napadaji parenchym CNS a dochézi
k drastické ztrat¢ integrity BBB. Lymfocyty a myeloidni buniky jsou hlavnimi aktéry
zodpovédnymi za poskozeni tkan€. Produkuji cytokiny, které podporuji zanétlivou

kaskadu. (Becher et al. 2017)

19



Velmi obecné lze cytokiny klasifikovat v zavislosti na tom, zda podporuji nebo

-----

spolupracuji a udrzuji urcitou rovnovahu. (Szelényi 2001)

1.3.2. Prozanétlivé cytokiny

Prozanétlivé cytokiny jsou za fyziologickych podminek obvykle udrzovany na nizké
urovni. Za patologickych podminek se hladiny téchto cytokinti zvySuji az stonasobné nad
fyziologickou hodnotu. Reakce na zvysené hladiny prozanétlivych cytokinii nemusi nutné
poskodit normalni tkan¢. Primdrnim divodem narlstu je obrana a obnoveni integrity
nervové tkané€. Tyto normalni tkanové odpoveédi mohou zpocatku pomahat odstranovat
pfi¢iny nezddouciho poSkozeni a podilet se na opravach a regeneraci. Pokud by doslo
k prodlouzenému vystaveni prozanétlivym cytokinim, mohly by se opravné
a regeneracni mechanismy zménit v nezadouct, které by podpoftily zhorSeni onemocnéni,
ptipadné urychlily degenerativni procesy, coz by vedlo k tkanové dysfunkci. (Kim et al.
2016; Zhang a An 2007)

K vyznamnym a nejvice prozkoumanym prozanétlivym cytokiniim je mozné zaradit
rodinu IL-1 s nejznaméjSim zastupcem IL-1p, dale IL-6 a TNF-a. Do uvedené skupiny se
také tadi IL-2 a INF-y. Prozanétlivé cytokiny aktivuji cyklooxygenasu-2 (COX-2),
zvysuji hladinu PGE,, aktivuji zanétlivé buiiky a vyvolavaji zanétlivé reakce. (Kim et al.

2016; Jeon a Kim 2016)
1.3.2.1. IL-1

IL-1 reprezentuje dva cytokiny oznacované IL-1a a IL-1p. Jedna se o pluripotentni,
prozanétlivé cytokiny, které organizuji zanétlivé a hostitelské obranné reakce v téle.
IL-1 zvySuje reakce T-lymfocytli na mitogeny, nepiimo aktivuje B-lymfocty, zvySuje
expresi molekul vaskularni adheze a indukuje fadu dalSich prozanétlivych cytokint,
chemokini a molekul asociovanych se zanéty, které tvofi amplifikacni kaskadu
stimulujici imunitni systém. Vyslednym plsobenim je ndbor makrofagli, lymfocytt
a neutrofil v boji proti infekei a poskozeni tkané. (Basu et al. 2004) Kromé imunitnich
ucinkt se predpoklada role IL-1 v CNS jako NT, neuromodulatoru a ristového faktoru.
Akutni ucinky IL-1 mohou zvysit vnimani a uceni, chronické ufinky mohou snizit
senzorické funkce, zpomalit uCeni a zplsobit unavu. Nizké hladiny IL-1 mohou
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usnadnovat pamétové funkce, naopak vysoké hladiny nebo uplna blokéda signalizace IL-
1 mohou pamét’ zhorSovat. Rovnéz byly popsany pfimé ucinky IL-1 na neurondlni
excitabilitu. (Liu a Quan 2018) Ovliviiuyje také aktivitu hypothalamu jako
termoregulacniho centra organismu, ¢imz se vyznamné podili na zvySovani télesné

teploty. Jedna se tedy o endogenni pyrogen. (Liu et al. 1996)
1.3.2.2. IL-6

Cytokin IL-6 je silnym mediatorem bunéné komunikace a ma zasadni vyznam pro
regulaci vrozenych a adaptivnich zanétlivych odpovédi. Mikroglie produkuji IL-6
v reakci na bakterialni LPS a TNF-a. Astrocyty jej vylucuji v reakei na velké mnozstvi
stimuld véetné jinych cytokinti (IL-1) nebo poskozeni neuront. (Mufioz-Fernandez a
Fresno 1998) Ackoliv je IL-6 Siroce produkovan mnoha rezidentnimi bunkami CNS,
receptor pro bunéfnou odpovéd maji na svém povrchu pouze mikroglie, zatimco
astrocyty, oligodendrocyty, endotelové buiiky a neurony zminény receptor postradaji.
(West et al. 2019) Produkce IL-6 je vyrazné zvySena u mnoha neurozanétlivych

onemocnéni nebo u traumatického poskozeni CNS. (West et al. 2019)
1.3.2.3. TNF-a

TNF-a je produkovan mnoha bunéénymi typy, napf. aktivovanymi
makrofagy, monocyty, dendritickymi buiikami, cytotoxickymi T-lymfocyty nebo
pomocnymi T-lymfocyty (Thi). (Sonar a Lal 2015) V CNS je TNF-o produkovan
neurony 1 gliovymi bunkami (astrocyty a mikrogliemi). MiZze byt dilezitym
neuromodulatorem ve vyvoji CNS a v procesu reparace. Dale se podili na mnoha
patofyziologickych procesech zahrnujici demyeliniza¢ni a degenerativnich onemocnéni.
(Pan et al. 1997) Molekuly TNF-a hraji Gstfedni roli pii aktivaci, proliferaci, diferenciaci
a migraci imunitnich bun€k do CNS, pii intracerebralni imunitni odpovédi a produkci
cytokini. Muze pusobit neurotoxicky nebo neurotroficky prostfednictvim svych u¢inka
na astrocyty, mikroglie, oligodendrocyty a neurony. (Mufioz-Fernandez a Fresno 1998)

Patii mezi dalsi zastupce ze skupiny endogennich pyrogenii. (Chu 2013)
1.3.2.4. INF-y

Molekulu INF-y piedstavuje homodimerni cytokin produkovany aktivovanymi

Thi buitkami a NK buiikami. Vykazuje fadu imunomodula¢nich schopnosti, které se
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muzou podilet na neurozanétlivém, antivirovém a antiproliferativnim ptisobeni, jako
napt. aktivace makrofagl, adheze leukocytl, indukce MHC antigeni a uvoliovani
prozanétlivych cytokint (TNF-a a IL-1). V CNS je INF-y zodpovédny hlavné za aktivaci
neuroglidlnich bun¢k (opét astrocytii a mikroglii) a zvyseni exprese MHC molekul II.
tiidy. Protoze je téméf vyhradné produkovan aktivovanymi T-lymfocyty, 0castni
se onemocnéni CNS zejména autoimunitni etiologie, jez je charakterizovana T-bunécnou

infiltraci. (Mufoz-Fernandez a Fresno 1998)
1.3.2.5. PGE:

Uvedeny PG jako produkt cyklooxygenace kyseliny arachidonové uvolnéné
z membranovych fosfolipidii se podili na regulaci fyziologickych funkci nebo reakci
na poskozeni pfi neurozanétu. Ackoliv byl povazovéan za jednoho z moznych induktorti
u neurodegenerace, mize mit i pfiznivé u¢inky na CNS. PGE: ma schopnost aktivovat
ruzné populace neuronti v hypothalamu, jez jsou pfimo odpovédné za spusténi zakladnich
fyziologickych odpovédi béhem reakce akutni faze zanétu. Indukce horecky a zvyseni
plazmatického uvoliovani glukokortikoidii jsou piiklady zminéného fyziologického
pusobeni. (Zhang a Rivest 2001) PGE2 rovnéZ moduluje expresi zanétlivych mediatort
mikroglidlnimi bunkami (zjiSténa inhibice mikroglidlni aktivace indukovanid LPS
in vitro). Tyto Udaje spolu s vlivem PGE; na stimulaci produkce prozanétlivych cytokinti
podporuji koncepci, Ze miZze mit v CNS dvoji roli, pfi¢emZ pro- a protizanétlivy uc¢inek

se projevi v zavislosti na uc¢inku v cilovych bunkach nebo u poranéni. (Lima et al. 2012)

1.3.3. Protizanétlivé cytokiny

Spravna funkce imunitniho systému vyZzaduje neustalou regulaci, aby byla zajiSténa
ochrana pted cizimi agens a tolerance vii¢i vlastnim antigenim. K dosazeni imunitni
rovnovahy ptisobi n¢kolik typl regulacnich slozek, které omezuji imunitni reakce. Mezi
tyto slozky patii specializované bunécné typy, jako jsou napt. regula¢ni T-lymfocyty
(Treg), které produkuji fadu mediatortt dilezitych pro udrZeni rovnovdhy béhem
imunitnich reakci. (Batlle a Massagué 2019) Razné neuropeptidy vylucované neurony
a dalSimi buitkami CNS taktéZ chrani neurony pifed zdnétem, coZz pomahd zmirnit

rrrrr

cytokiny jsou souborem imunoregulacnich molekul, které kontroluji prozanétlivou
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pro IL-1, déle IL-4, IL-10 a transformujici ristovy faktor-p (TGF-B). (Opal a DePalo
2000)

1.3.3.1. IL-10

vvvvvvvvv

Treg lymfocyty. Inhibuje cytotoxicky a bunétné zprostiedkovanou imunitu a procesy
podporujici zanéty. (Neumann et al. 2019) Exprese IL-10 se zvySuje v pribeéhu vétSiny
onemocnéni CNS. Podporuje pteziti neuronit a gliovych bun€k v mozku blokovanim
ucinkl proapoptickych cytokinli a podporou expresi signalii pro pieziti bunck. IL-10
omezuje zanét v mozku snizenim syntézy prozanétlivych cytokinti (TNF-a, IL-1 a IL-6),
potlacenim exprese cytokinovych receptort nebo jejich inhibici. U T-bungk infiltrujicich
CNS indukuje anergii inhibici bunééné signalizace. (Strle et al. 2001) IL-10 inhibuje také
produkci nebo sekreci cytokind IL-12 a IL-23 potiebnych pro diferenciaci T-lymfocytt.
(Neumann et al. 2019)

1.3.3.2. TGF-p

TGF-B produkovany Tig buitkami je dalezitym regulatorem bunécné proliferace,
diferenciace a formulace extracelularni matrix. Ridi adaptivni imunitu piimou podporou
expanze Treg bunék a inhibici funkce T-lymfocytil a antigen prezentujicich bunék (APC).
Podobné tidi vrozeny imunitni systém tim, Ze inhibuje NK buiiky a reguluje chovani
neutrofil a makrofagi, ¢imz vytvaii sit’ negativnich imunitnich regulacnich vstupdi.
(Batlle a Massagué 2019) Signalizace pomoci TGF-f} je nezbytnd pro spravny nervovy
vyvoj, neuroendokrinni pisobeni, modulaci synaptického pienosu a udrzeni
fyziologickych funkci nervového systému béhem Zivota. Patfi k hlavnim modulatoram
zanétlivé odpovedi a podili se na degenerativnich onemocnénich. Hlavnimi producenty

TGF-B v CNS jsou neuroglie. (Meyers a Kessler 2017)
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2. Vyznam neurozanétu u neurodegenerativnich onemocnéni

Neurozanét na jedné stran¢ vytvari ochranu a podporuje regeneraci CNS, zatimco na
druhé mize odrazet aktivitu neurodegenerativnich procest. Chronicky zanét vyvolava
cytotoxické ucinky a zvySuje zavaznost pfiznakld neurodegenerativniho onemocnéni.
(Kempuraj et al. 2017) Byva jednou z hlavnich pfi€in rozvoje nebo zhorSeni rtiznych

neurodegenerativnich onemocnéni, jako je AD, PD, RS a ALS. (Chen et al. 2016)

2.1. Alzheimerova choroba

AD je chronické, progresivni neurodegenerativni onemocnéni, které se projevuje
ztratou neurond v nékterych castech mozku. Zaroven patii mezi nejbézngjsi formy
demence, ktera zplsobuje pokles kognitivnich funkci zahrnujici poruchy paméti,
porozuméni, uvazovani, pozornosti, uceni, feCové schopnosti a dale také zptisobuje

naruseni schopnosti vykonavat bézné denni ¢innosti. (Du et al. 2018; Kumar et al. 2021)

Ptiznaky AD zavisi na fazi onemocnéni. Pocate¢nim a nejbéznéjSim piiznakem je
epizodickad ztrata kratkodobé paméti. V rané fazi onemocnéni se dale u pacientl projevi
zhorSeni schopnosti feSit problémy, zhorSeni usudku, Casové orientace, nedostatku
motivace a dezorganizace. Nasleduje jazykova porucha a vykonna funkce celkové klesa.
Ve stfedni az pozdni fazi dochazi k zvyraznéni poruch paméti, orientace a déale projevi
poruchy chovani, jako je apatie, agitovanost, psychotické ptiznaky, poruchy spanku.
(Kumar et al. 2021; Korabe¢ny et al. 2020) V pribéhu AD dochazi k vyraznému
ovlivnéni také fyzickych schopnosti. Pacient postupem casu ztraci pohyblivost, své
pfirozené dovednosti a neni schopen se o sebe sam postarat. Pfitomna casto byva
inkontinence a pacient zistavd zcela odkdzany na péci rodiny nebo pecovatele.

(Korédbecny et al. 2020)

Ackoliv bylo dosazeno zna¢ného pokroku v oblasti poznani patogenetickych
a patologickych pochodil spjatych s AD, pfesna pfi¢ina vzniku onemocnéni neni stale
objasnéna. (Korabecny et al. 2020) Existuje v§ak mnoho hypotéz pomahajicich pochopit
pfi¢iny rozvoje AD. Mezi nejzndméjsi patii abnormalni uklddani amyloidu B (AR)
v extracelularnich prostorech neuront a tvorba stoCenych vldken t-proteinu uvnitt

neurond. Existuji vSak dal$i hypotézy zahrnujici napf. neurozénét, poSkozeni
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cholinergnich neuronti, pisobeni oxida¢niho stresu nebo vliv glutamatergniho systému.

(Du et al. 2018; Wang a Reddy 2017)

2.1.1. Hypotéza kaskady AP a t-proteinu

Histopatologicky je AD charakterizovana pfitomnosti dvou hlavnich znaki, kterymi
jsou: intracelularni neurofibrilarni klubka (NFT) a extracelularni neuritické plaky (NP)

obklopené aktivovanymi astrocyty a mikrogliemi (obrazek 3). (Meraz-Rios et al. 2013)

Obrazek 3 Amyloidni plaky (rizova barva) a neurofibrilarni klubka (¢erna barva) v mozku

postihnutém AD. Pievzato z Zafeiris et al. 2018.

Hlavni slozkou NP je AP, coZz je maly fragment o 40-42 aminokyselinach
s molekulovou hmotnosti 4 kDa. (Meraz-Rios et al. 2013) Prekurzorem AP je integralni
membranovy protein s ndzvem amyloidni prekurzorovy protein (APP). APP muze byt
Stépen cestou neamyloidni a amyloidni membranové vazanymi endoproteasami.
Za normalnich okolnosti (ve vétSing€ piipadl) se na proteolytickém Stépeni APP podili
a-sekretasa za vzniku fragmentli sAPPa a fragmentu o 83 aminokyselinach (C83).
Fragment C83 je déle $tépen y-sekretasou za vzniku benigniho produktu p3 (tato cesta je
oznacovana za neamyloidni). AP vznika za patologickych podminek postupnym St€penim

APP B- a y-sekretasou (amyloidni cesta). B-sekretasa nejprve Stépi APP na fragment
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sAPPf a fragment o 99 aminokyselinach (C99). Tento fragment C99 zlstava vazan
na membrané¢ a je ndsledné rychle Stépen y-sekretasou za vzniku malych peptidii
oznacovanych jako AP a intracelularni C-terminalni domény. (Murphy a LeVine 2010)
Pot¢ AP oligomerizuje a difunduje do synaptickych Stérbin, kde interferuje
se synaptickou signalizaci. Nasledn¢ dochézi k jeho polymerizaci do nerozpustnych

amyloidnich fibril a jejich aglomeraci za vzniku NP. (Koradbecny et al. 2020)

AP podporuje zanétlivou reakci zprostfedkovanou mikrogliemi a astrocyty, ¢imz
aktivuje signalni drahy, které by mohly vést k neurodegeneraci. Akumulace AP
v parenchymu a cévach zptusobuje migraci mikroglii a podporuje akutni a chronické
zanétlivé reakce proti agregatim, ¢imz indukuje produkci NO, ROS, prozanétlivych
cytokinii (TNF-o, IL-1B a IL-6) a PG (napt. PGE»), které by nakonec mohly podporovat

smrt neuronti. (Meraz-Rios et al. 2013)

Polymerizace AP vede k aktivaci kinas, coz ma za nasledek hyperfosforylaci
T-proteinu asociované¢ho s mikrotubuly, jez za fyziologickych podminek stabilizuje
cytoskeletarni leSeni neuroni, a jeho néslednou polymerizaci na nerozpustné NFT.
(Tiwari et al. 2019; Meraz-Rios et al. 2013; Avila et al. 2004) NFT se tedy skladaji ze
sparovanych spirdlovych vldken zkrdcené¢ho abnormalné hyperfosforylovaného
t-proteinu. (Meraz-Rios et al. 2013) Tato intracelularni depozita NFT mohou mit

za nasledek naruSeni struktury buiiky a tim 1 pozdé&ji smrt buniky. (Korabe¢ny et al. 2020)

Vznik NP a NFT podporuje migraci a aktivaci mikroglii, coZ vede k zanétlivé reakci

piispivajici k neurotoxicité. (Tiwari et al. 2019)

2.1.2. Hypotéza neurozanétu

V soucasné dobé existuji prokazatelné dikazy dokladajici patofyziologicky vyznam
neurozanétu u AD. (Kordbecny et al. 2020) Prvni dikaz vyplyva ze skutecnosti,
ze zesilené zanétlivé mechanismy jsou lokalizovany v mistech typickych pro patologii
AD (v limbické a frontalni ¢asti mozku). V oblastech mén¢ charakteristickych pro rozvoj
AD je vyskyt prozanétlivych ukazateli minimalni, napt. v mozecku. Na mikroskopické
urovni jsou zanétlivé medidtory nejvice exprimovany v blizkosti depozit Ap a NFT.
(Akiyama et al. 2000) U pacienti s AD byl prokazan vyssi vyskyt prozanétlivych markera
ve srovnani se zdravymi subjekty stejné veékové kategorie. (Kordbecny et al. 2020)
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nastup nebo zpomalit progresi AD. (Akiyama et al. 2000) Pies mnozstvi a pritkaznost
uvedenych faktii neni zcela vyjasnéno, zda je neurozanét astiednim déjem patofyziologie
AD nebo jeho dasledkem. (Korabecny et al. 2020) Vyznamné postaveni v neurozanétu
ve vztazich mezi aktivovanymi mikrogliemi, astrocyty, stresovanymi neurony, NP a NFT
(Kordbecny et al. 2020) IL-1 piimo zasahuje do molekularnich aspektii zpracovani APP
v neuronech (podporuje tvorbu a progresi NP) a fosforylace t-proteinu (podporuje
hyperfosforylaci a tim tvorbu NFT), ovlivituje produkci a aktivitu acetylcholinesterasy
(AChE; zvysena produkce a aktivita AChE snizuje aktivitu cholinergniho systému),
zvySuje produkci syntasy NO aaktivuje astrocytd. Uvedené procesy vedou
k neurondlnimu stresu, dysfunkci az smrti bunék, coz déle zvySuje aktivaci mikroglii
a stimuluje dalsi expresi IL-1. Vysledkem ptisobeni jmenovanych mechanismi je ubytek

kognitivnich funkci a demence. (Griffin 2006)

2.1.3. Hypotéza cholinergniho poskozeni a vlivu oxidacniho stresu

Acetylcholin (ACh) je dllezity NT cholinergnich neuronti podilejici se na kritickych
fyziologickych procesech, jako je pozornost, uceni, pamét, reakce na stres, bd¢lost
a spanek, prenos informaci ze smyslovych organti. Poskozeni cholinergnich neuronti bylo
povazovano za kritickou patologickou zménu, jeZ vykazovala korelaci s kognitivni
poruchou u AD. Toto zjisténi vedlo k formulaci cholinergni hypotézy a naslednému

zavedeni inhibitorti cholinesteras (ChEI) pfi [é¢bé AD. (Du et al. 2018)

V patogenezi AD mize hrat roli také oxidacni stres, ktery je mozné definovat jako
poruseni rovnovahy mezi tvorbou volnych radikali (ROS, RNS) a antioxida¢ni
schopnosti organismu. (Kordbecny et al. 2020) Mozek vyuziva vice kysliku nez jiné tkané
a podrobuje se mitochondridlnimu dychani, coz zvySuje potencidl expozice volnym
radikalim. Ve skuteCnosti je AD spojena s bunéénym oxidacnim stresem vcéetné zvySené
oxidace a nitrace proteinll, glykoxidace a lipidové peroxidace. Kromé toho mize dojit k
mitochondrialni dysfunkci a ke zvySeni hladiny ROS v oblastech mozku, kde jsou
kumulované AP. S progresi AD také koreluje snizeni hladin riznych antioxidac¢nich
mechanismi, vcéetné superoxid dismutasy (SOD) a hladiny glutationu. Vyuziti

antioxidacnich sloucenin by teoreticky poskytlo ochranu pied oxidaénim stresem

27



a toxicitou AP, ale nejednéd se pouze o jediny mozny rys AD, proto byla antioxidacni

strategie zpochybnéna. (Du et al. 2018; Habtemariam 2019)

2.1.4. Role glutamatergniho systému v rozvoji AD

Glutamat (Glu) predstavuje nejhojnéji se vyskytujici excitatni NT v CNS. Prevazna
vétSina excitacni neurotransmise je zprostfedkovana Glu a jeho receptory zejména
ionotropni glutamatové receptory (iGluRs) a dale metabotropnimi receptory. (Wang a
Reddy 2017; Hynd et al. 2004) Pro iGluRs je charakteristicka jejich selektivni afinita ke
specifickym agonistiim, mezi které patfi N-methyl-D-aspartat (NMDA), kyselina a-
amino-3-hydroxy-5-methylisoazol-4-propionova (AMPA) a kyselina kainova (KA).
(Hynd et al. 2004)

NMDA receptor (NMDAR) ptedstavuje hlavni podskupinu iGluRs a je lokalizovany
na postsynatické membrané excitacnich synapsi. (Hynd et al. 2004; Wang a Reddy 2017)
NMDAR je aktivovan endogennim Glu a glycinem. Pro aktivaci NMDAR je nutné
navazani obou NT soucasné. (Hynd et al. 2004) Aktivace NMDAR vyzaduje jak
uvolnovani Glu z presynatickych zakoncenich, tak dostatecnou depolarizaci
postsynaptické membrany. Touto aktivaci je umoznén tok vépenatych iontd (Ca®")
z etracelularniho prostoru do neuronil. (Gu a Wang 2018) Tyto receptory plni zasadni roli
v fizeni postsynaptickych aktivit, ¢imz se podili na synaptické plasticit¢ mozku, jakozto
zakladnim molekularnim mechanismem uceni a paméti. (Gu a Wang 2018; Wang a

Reddy 2017)

Pfi nadmérné stimulaci glutamatergni signalizace dochazi k excitotoxicité, diky niz
mohou byt nervové buiiky poskozeny nebo usmrceny. Taktéz nedostatecna synapticka
signalizace NMDAR ohrozuje pfeziti nervovych bun¢k. Mnoho studii naznaluje,
ze glutamatova excitotoxicita mize mit vliv na pomalu se vyvijeji neurodegeneraci.
(Wang a Reddy 2017) Proto pfisna fyziologicka regulace glutamatergni neurotransmise
hraje vyznamnou roli pro udrzeni optimélnich neuronovych funkci. U AD je vSak tato
regulace narusena. Vysledkem dysregulace je toxické pisobeni Glu jako excitacni
aminokyseliny. Za patologickych podminek jsou nadmérné aktivovany iGluRs zejména
NMDRs. Zminéna aktivace miize byt zplisobena nadmérnym uvoliiovanim Glu nebo také

poruchou jeho zpétného vychytavani. NMDARs vykazuji vy$s§i permeabilitu pro Ca?* neZ
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receptory AMPA a KA a mohou vyvolat intracelularni ptetizeni Ca**, coz miize zah4jit
degenerativni kaskady vedouci az k apoptdze bunky. (Hynd et al. 2004; Korabec¢ny et al.
2020)

2.2. Parkinsonova nemoc

PD je komplexni multisystétmové onemocnéni neznamé etiologie s vice
patologickymi rysy a Sirokou Skéalou piiznakl ovlivilujici cely organismus. (Barnum a
Tansey 2012) Ve zjednoduSeném pohledu se jedna o druhé nejcastéjSi progresivni
neurodegenerativni onemocnéni u lidi ve stfednim nebo vysSim veku. Klinicky je PD
charakterizovana degeneraci a ztratou dopaminergnich neuronii v extrapyramidové draze
sttedniho mozku a glidézou spojenou s tvorbou Lewyho télisek (LB). (Yan et al. 2018) Pti
PD dochazi také k akumulaci a-synukleinovych proteini (a-Syn), které jsou hlavni
slozkou LB (obrazek 4) v CNS, PNS a autonomnim nervovém systému. a-Syn je protein,
ktery se skladda z 140 aminokyselin, déale je charakterizovany tfemi castmi,
a to karboxylového konce (96-140), oblasti tzv. non-amyloid-f component (61-95)
aamino konce (1-60), ktery sehravd vyznamnou ulohu v agregaci o-Syn. Jedna se
o rozpustny protein, ktery je distribuovan v neuronech a také ve velké mife
v presynaptickych zakoncenich CNS. (Yan et al. 2018; Rivers et al. 2008) Tyto procesy
vysledné vedou ke vzniku konkrétniho motorického deficitu. (Barnum a Tansey 2012;
Capriotti a Terzakis 2016)

Obrazek 4 Imunohistochemické zobrazeni a-Syn a Lewyho téliska v neuronu. (A) Normalni
neuron bez pritomnosti a-Syn v cytoplazmé. (B) Neuron obsahujici abnormalni agregat a-Syn
tvoten tzv. ,,véasnym“ Lewyho téliskem (oznacen hvézdickou) a vlastni Lewyho télisko (oznacen
hvézdickou) a vlastni Lewyho télisko (oznaceno Sipkou). Pfevzato a ptelozeno z Wakabayashi et

al. 2007.
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Extrapyramidovy systém za fyziologickych podminek moduluje dobrovolné pohyby,
fidi drZeni téla a koordinaci chlize. Dale ovliviiuje autonomni ¢innost a fizeni pohybt
vcetné obvyklych ukontli. Degenerace neuroni, které uvoliuji dopamin (DA), zpiisobuje
nerovnovahu excitacnich (ACh) a inhibi¢nich (DA) NT v dané oblasti. Tato nerovnovaha
nékdy zpasobuje nadmérné nekontrolovatelné pohyby nazyvané dyskineze, a nedostatek

pohybu projevujici se napt. zmrazenim chtize. (Capriotti a Terzakis 2016)

Hlavni hypotéza o progresi PD zahrnuje neurozanét jako zakladni slozku.
Predpoklada se, ze patologie PD zac¢ina na periferii (entericky plexus), ktera funguje jako
cesta do CNS. (Barnum a Tansey 2012) Tato hypotéza rozdéluje PD do nékolika stupiiti

dle mechanismu a s tim souvisejicimi pfiznaky, a to:

1. stupen PD zacinad ve stievech, o cemz svédci velké mnozstvi ptipadd, u nichz
prvni pifiznaky zacinaji zdcpou. Zanétliva reakce ve stfevé muze hrat roli pfi
agregaci a nespravném skladani a-Syn, coz je charakteristické pro PD. Ve stievé
existuje rovnovaha mezi prospéSnymi a nezadoucimi bakteriemi. Dysbidza téchto
»dobrych® a ,Spatnych® bakterii muize zpisobit ve stfevé léze a vytvofit
zanétlivou reakci, ktera se muze podilet na nespravném skladani a pfenosu a-Syn

pies neurony, ¢imz se protein dostava do CNS.

2. stupenl vysvétluje citlivost mozkového kmene na zanét, ktery se dale projevuje

jako poruchy spanku a deprese.

3. stupent hypotézy zahrnuje zanét postihujici buiiky produkujici DA v substantia

nigra a za¢ina charakteristickym motorickym deficitem PD.

4. aposledni stupeni hypotézy PD zahrnuje deficity zpisobené zanétem v klicovych

oblastech CNS, které reguluji vykonnou funkci a pamét’. (Barnum a Tansey 2012)

U podstatné casti pacientl s PD bylo pozorovano kognitivni poSkozeni a psychozy.
Dilezitou strukturou pro poznani je hipokampus. Zde hraje diilezitou roli pti uceni IL-1.
Mikroglie jsou bohatym zdrojem IL-1 v hipokampu a jsou rozhodujici pro uceni, naopak

vysoké hladiny IL-1 indukujici kognitivni deficity mohou pochazet z ,napadeni®
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nervové tkdn¢ makrofagy. (Barnum a Tansey 2012) Kromé toho byla ve stfednim mozku
pacienti s PD biochemickou analyzou objevena pomérné vysokd hladina dalSich

prozanétlivych cytokint, a to TNF-a, IL-1B a IFN-y. (Wang et al. 2015)

2.3. Roztrousena sklerdéza

Nejcastéjsim invalidizujicim chronickym neurologickym onemocnénim mladych
dospélych je RS. Pro RS je charakteristicky zanét, demyelinizace a neurodegenerace,
které ptispivaji k béznym ptiznakim kognitivnich deficitii, slabosti koncetin a tinavy.
(Zindler a Zipp 2010) V patogenezi, kterd neni zcela objasnéna, sehrava klicovou roli
autoimunitni reakce. Aktivace autoimunitnich procesi je zavisld jak na genetické
dispozici jedince, tak na ruznych spoustécich faktorech zevniho prostfedi. Kromé
autoimunitni odpovédi organismu sehravaji urCitou roli v patogenezi RS také

neurodegenerativni pochody. (DeAngelis a Lublin 2008)

Prvni 1éze, které vznikaji pii rozvoji RS, jsou charakterizované fokalni infiltraci
lymfocyty, monocyty a dalSimi imunitnimi bufikami, a to zejména CD4+ a CD8+
T-bunikami. Fokalni 1éze jsou od normélné myelinizované tkan¢ oddéleny pomérné ostrou
hranici. Postupné dochazi k poskozeni BBB a k rliznym stupiitim demyelinizace (obrazek
5), néasledné remyelinizace nebo axonalni ztraté. Vyskyt 1ézi je nejcastéjsi v bile hmoté
mozku. Existuji v§ak dikazy, které naznacuji, ze Seda hmota mozku by mohla byt také
postizena. (Naegele a Martin 2014; Zapletalova 2009) Remyelinizace je dileZitym
reparaénim mechanismem a je mozné ho pozorovat jiz v ¢asnych fazich onemocnéni.
V 1ézich je pozorovana zvysena piitomnost oligodendrocyti, které se podili na tvorbé
nového myelinu. U nékterych 1ézi dochézi k uplné obnové myelinu. Je zde vSak nutné
zminit, Ze nové vznikajici myelin je podstatné ten¢i v porovnani s myelinem plivodnim.

(Stadelmann a Briick 2008)
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Obrazek 5 Schematické znazornéni poSkozeni myelinovych obalG nervii pifi RS.

Ptevzato a ptelozeno z https://www.beaumont.org/conditions/multiple-sclerosis.

Vyznamnou roli v patogenezi RS sehrdva zanét. Proces zanétu u RS je podporovan
nckolika zanétlivymi cytokiny produkovanymi samotnymi imunitnimi buiitkami napf.
vySe zminénymi lymfocyty, dale makrofagy a rezidentnimi buikami CNS, jako jsou
aktivované mikroglie. Nasledné zanétlivé procesy zahrnuji migraci lymfocytl
a plazmatickych bunék, které syntetizuji protilatky proti myelinovému obalu. Aktivované
makrofagy a mikroglie jsou pfitomny v oblastech CNS 1 mimo postizené léze, coz
pfispiva k rozSifovani neurozanétu v dosud nepostiZzenych tkanich CNS. (Zindler a Zipp
2010) Zanétliva loziska a 1éze se pti RS rozvijeji ve tfech krocich. V prvni fazi dochazi k
autoreaktivni aktivaci CD4+ T-bunék na periferii a jejich piesunu pies BBB do CNS.
V dalsi fazi dochézi k uvolnéni rtiznych cytokinti z CD4+ T-bun¢k a zaloZeni zdnétlivého
loziska. V posledni fazi jsou v zanétlivém prostiedi aktivované efektorové mechanismy,
které zprostfedkovavaji poSkozeni myelinu, oligodendrocytli a axonl,, coz vede
k neurologickému poskozeni. Paraleln€¢ dochazi k aktivaci procesi, které plsobi
protizanétlivé, dochazi kinicializaci opravy, kterd vede kalespoit k Castecné
remyelinizaci. (Naegele a Martin 2014) Soubézné se zanétlivou demyelinizaci dochazi

vrané fazi onemocnéni k axondlni patologii, kterd koreluje s poctem infiltrujicich
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imunitnich bun€k a rozhodujicim zpisobem pfispiva k zavaznosti choroby. (Zindler a

Zipp 2010)

2.4. Amyotroficka lateralni skleroza

ALS je neurodegenerativni onemocnéni postihujici hlavng, ale ne vyhradné,
motorické neurony nachazejici se v miSe, mozkovém kmeni a v kortexu. Degenerace ma
za nasledek fascikulace, vede k progresivni svalové slabosti a svalové atrofii. Postihuje
také svalstvo dychaciho systému. Pribéh ALS je velmi variabilni, stiedni pfeziti pacienta
je méné nez 3 roky. U menSiny pacientll se vyskytuje doprovodna frontotemporalni
demence. Pfiblizné 10 % pacientil trpi familiarni formou onemocnéni vlivem genetické
mutace, zatimco zbyvajicich 90 % ma formu sporadickou. (Weishaupt et al. 2016)
Védecké pokroky v genetickych studiich umoznily identifikaci genti pfispivajicich
k patogenezi ALS. (Liu a Wang 2017; Philips a Robberecht 2011) Do roku 2018 bylo
v souvislosti s familiarni ALS identifikovano vice nez 30 mutaci riznych gent. (Toth a
Atkin 2018) Nejcastéjs$i mutaci, kterd je asociovana s ALS, je mutace genu SODI, ktera
se objevuje piiblizné u 20 % postizenych. Tato mutace strukturdlné¢ pozméni molekulu
SOD, coz nepiimo snizuje afinitu SOD k zinku (Zn). Zn-deficientni SOD nésledné mlze
indukovat apoptdzu v motorickych neuronech mechanismem, ktery souvisi se zvySenou
hladinou peroxynitritu. (Beckman et al. 2001) K méné Castym mutacim, které se také
podileji na rozvoji familidrni ALS, patii mutace genu TARDBP (vyskyt u pfiblizné 5 %
nemocnych), FUS (piiblizné 5 % nemocnych) a ANG (< 1 %). (Philips a Robberecht
2011)

Navzdory cetnym preklinickym a klinickym studiim, které byly provedeny
za ucelem vyhodnoceni zakladni pfi¢iny degenerace motorickych neuront, pfesny
mechanismus ALS neni zcela zndm. Patogeneze ALS je multifaktorialni a na jejim
rozvoji se miiZze podilet oxidaéni stres, mitochondridlni dysfunkce, axonalni poskozeni,

excitotoxicita, agregace proteinll a neurozanét. (Liu a Wang 2017)

U pacientli s ALS je neurozanét charakterizovany pfedevsim aktivaci astrocyti, ale
také dalSich imunitnich bun¢k zejména mikroglii, dale infiltraci T-lymfocyti
a nadprodukci prozanétlivych cytokinli. Zanét CNS byl prokazan v souvislosti se ztratou

neurontl, a to i béhem presymptomatické faze ALS. (Liu a Wang 2017) V miSe pacientii
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s ALS se astrocytdza vyskytuje jak ve ventralnim, tak v dorzalnim rohu michy. Rovnéz
muzou byt zasazeny i mista, kde nervova vlakna kortikospinalniho traktu vstupuji do Sedé
hmoty. V mozku se proto astrocytéza vyskytuje v Sedé kortikdlni 1 bilé subkortikalni
hmoté¢. Mikroglidza je nejCastéji patrnd v motorické kuare, dale v jadrech mozkového
kmene, podél kotikospindlniho traktu a ve ventralnim rohu michy, kde mikroglie
interaguji s infiltraty T-bunc¢k. Tyto nélezy jsou zalozeny na studiich post mortem.
Studium aktivace mikroglii je pomérné obtizné béhem ¢asnych fazi onemocnéni a béhem
progrese ALS. Mikroglidlni aktivace v motorické kiife, dorsolateralni prefrontalni ktre
a thalamu pacientti s ALS je mozna pomoci zobrazovaci pozitronové emisni tomografie.

(Philips a Robberecht 2011)
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3. Moznosti 1é¢by neurodegenerativnich onemocnéni

3.1. Terapeutické strategie v 1é6¢bé AD

Klicovym piistupem v 1é€bé AD v soucasné dob¢ ziistdva symptomaticka terapie.
Tu tvoti 3 zastupci ChEI a memantin jako zastupce ovliviijici glutamatergni systém.

(Godyn et al. 2016)

V priubehu patogeneze AD dochdazi ke ztraté cholinergnich neuront v nucleus basalis
Meynerti a dalSich septalnich jadrech, ktera se Siroce promitaji do kiry, coz zptisobuje
obecny cholinergni deficit. Tato ztrata cholinergniho vstupu pfispiva ke ztraté pozornosti
a pamétové dysfunkci. ChEI se snaZi tento nedostatek zvratit zvySenim synaptickych
hladin ACh. (Du et al. 2018) Prvnim Iékem zavedenym do klinické praxe byl takrin.
V roce 2012 byl ale stazen z trhu kvili zdvaznym vedlej$im G¢inkdm, které zahrnovaly
zejména hepatotoxicitu. (Watkins et al. 1994) Ackoliv je inhibice cholinesterasy
symptomatickou ulevovou 1é€bou a jeji piinosy jsou nepatrné, jednd se v soucasnosti o
nejdostupnéjsi formu 1écby. (Du et al. 2018) Pro mirnou az stfedné téZzkou AD jsou
schvaleny tf1 ChEI: donepezil, rivastigmin a galantamin. Léky se 1i$i primarné ve svych
farmakokinetickych profilech a pfipadné v lékovych formach, nikoliv v celkové
ucinnosti. U zminénych 1é¢iv neexistuje dlouhodobé zabranéni progrese onemocnéni.

(Long a Holtzman 2019)

Donepezil je piperidinovy derivat. Je fazen mezi reverzibilni inhibitory AChE, pro
kterou vykazuje vysokou selektivitu. Déle je pro donepezil charakteristickd vyznamné
nizsi afinita k butyrylcholinesterase pfitomné prevazné na periferii. (Shigeta a Homma
2001) Donepezil ma delsi biologicky polocas nez ostatni zastupci (vice nez 70 hodin),

coZ umoznuje podavani jednou denné. (Long a Holtzman 2019)

Rivastigmin je cholinergni dualista, inhibuje AChE i butyrylcholinesterasy. Jde o tzv.
pseudoireverzibilni typ ChEI — schopnost inhibovat cholinesterasy trva déle, nez je jeho
pfitomnost v plazmé. (Jirdk 2012) Je dostupny ve form¢ peroralni a také ve forme

transdermalni naplasti s kontinualnim uvoliovanim. (Long a Holtzman 2019)

Galantamin je alkaloid ptivodné izolovany z nékterych druhli rodu Amarylidaceae.

Jeho mechanismus Uc¢inku spocivda vreverzibilni inhibici AChE (inhibice
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butyrylcholinesterasy je nevyznamna) a zaroven v allosterické modulaci nikotinovych

receptord.

Nejcastéjsimi nezddoucimi U¢inky po podani ChEI jsou gastrointestinalni piiznaky
zahrnujici nechutenstvi, nauzeu, zvraceni. Mén¢ Castymi jsou kiece a bolesti hlavy. (Jirak

2012)

Ctvrtou latkou schvalenou latkou pro 1é¢bu AD je memantin, nekompetitivni
modulétor receptoru NMDA. Memantin inhibuje Glu zprostfedkovanou neurotoxicitu,
ktera je spjata s progresi AD, aCkoliv pfesny mechanismus neni zndmy. Stejné jako 1 ChEI
je vsak ptinos 1é€by pomérné maly a nemé zadny vliv na dlouhodobou progresi nemoci.

(Long a Holtzman 2019)

Krom¢ vySe zminénych 1éCiv je pfipravovana a klinicky zkouSena fada
farmakoterapeutickych strategii. (Jirdk 2012) Mezi tyto strategie se fadi AP-cilena
terapie, jejiz snahou je snizit hladiny parenchymalnich AB a amyloidovych depozit
v mozkovych tkanich. Strategie vychéazi z vyuziti aktivni ¢i pasivni imunizace nebo
pouziti inhibitorii sekretasy. Zatim jsou vSak tyto strategie pfedmétem klinickych studii.
(Long a Holtzman 2019) Déle jsou zkousSeny latky zamétené na t-protein a bylo navrZeno

nekolik strategii, které by mohly vést ke snizeni patogenity t-proteinu.

U lécby, kterd by modulovala neuroimunitni nebo pfimo mikroglialni odpovéd’,
existuje velky terapeuticky potencidl. (Jirdk 2012) Za zminku stoji PPARy agonisté.
PPARs (Peroxisome-Proliferator-Activated Receptors) jsou transkripéni faktory patiici
do skupiny jadernych receptorii, jez hraji zasadni roli v energetickém metabolismu.
(Kordbecny et al. 2020; Tyagi et al. 2011) PPARy agonist¢ sméfuji diferenciaci
(Tyagi et al. 2011) Ptibyva mnozstvi diikazii naznacujicich inhibici mikroglidlni aktivace
u onemocnéni souvisejicich se zanétem. (Zhang et al. 2018) Dalsi vysledky in vitro
prokazaly, ze PPARy agonisté inhibuji syntézu APP a AP ptfedpoklddanym ovlivnénim
B-sekretasové aktivity. Dosud nicméné neexistuje zddnd komplexni studie, jez by

zminény ucinek potvrdila. (Kordbecny et al. 2020)
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3.2. Lécebné strategie u PD

Podobné¢ jako u AD nebyl doposud objeven kauzalni 1¢k na PD. Cilem 1éCby je pouze
poskytnout symptomatickou tlevu a minimalizovat dyskinezi. (Yuan et al. 2010) Existuje
mnoho farmakologickych latek pouzivanych k 1é¢bé motorickych poruch. Rezimy 1écby
zavisi na veéku a symptomech, které se snazi pacient kontrolovat. (Capriotti a Terzakis

2016)

Hlavni motorické ptiznaky se vyskytuji v disledku deficitu DA. Nahrazeni DA,
stimulace mozku k uvoliiovani DA prostfednictvim agonisty nebo inhibice jeho rozpadu
jsou farmakologické strategie pouzivané u PD. (Capriotti a Terzakis 2016) Zlatym
standardem pro symptomatickou lé€bu PD je substitu¢ni 1écba DA levodopou (L-Dopa).
(Yuan et al. 2010) Ve standardnich pfipravcich je L-Dopa kombinovana s inhibitory
periferni DOPA-dekarboxylasy benserazidem nebo karbidopou. (Riizicka 2009) Dalsi
soucasné 1écebné terapie dostupné pro 1écbu motorickych ptiznakl zahrnuji, agonisty DA
(namelové, neergolinové), inhibitory monoaminooxidasy-B (MAO-B), injekéni formu
agonisty DA (apomorfin), inhibitory katechol-O-methyltransferasy (COMT), antagonisty
NMDAR a anticholinergika. Pro pokracujici motorické fluktuace a dyskineze lze zvazit

rovnéz hlubokou mozkovou stimulaci. (Radhakrishnan a Goyal 2018)

L-Dopa jako prekurzor DA poskytuje nejvétsi symptomaticky piinos. Lékati vSak
pfedpis L-Dopa oddaluji co nejdéle, protoZe jeji uCinnost cCasem klesa. Byva
predepisovana do kombinace s karbidopou, kterd inhibuje periferni rozklad L-Dopa, ¢imz
umoziuje prestoupit vétSimu podilu L-Dopa do CNS. (Radhakrishnan a Goyal 2018)
Napocatku 1 v pribéhu onemocnéni mize L-Dopa vést krozvoji motorickych
komplikaci, kterymi jsou motorické fluktuace a dyskineze. Jak onemocnéni postupuje,
mohou nastat fluktuace tzv. ,,on/off periody, kdy Iék ptiznaky choroby kontroluje nebo
kdyz pod kontrolou nejsou. (Nashatizadeh et al. 2009)

Farmakologické ucinky agonistt DA jsou dosazeny piimou stimulaci
postsynaptického receptoru pro DA ve striatu. Mezi zastupce agonisti DA se fadi
pramipexol, ropinirol, rotigotin, 1é¢iva odvozena od namelu bromokriptin a pergolid.
(Nashatizadeh et al. 2009) Zastupci jsou ucinni pii 1écbé casné PD a zpomaluji rozvoj
motorickych komplikaci v porovnani s L-Dopa ale obecné se povazuji za méné ucinné
nez L-Dopa. (Horstink et al. 2006)
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Selektivni ireverzibilni inhibitory MAO-B (zéstupci selegilin, rasagilin) brani
rozkladu L-Dopa a DA. (Riederer a Laux 2011) Mohou byt pouzity jako symptomatické
léky prvni volby v indikovanych piipadech v ¢asném stadiu PD. (Ruzicka 2009)
Doporucuji se zejména pro 1écbu akineze a motorickych fluktuaci v monoterapii nebo
také jako adjuvantni 1é¢iva u pacientli s pozdnimi komplikacemi PD. (Riederer a Laux

2011; Ruzicka 2009)

Inhibitory COMT mohou prodlouzit plazmaticky polocas L-Dopa, ¢imz relativné
zvysuji jeji dostupnost v CNS. (Yuan et al. 2010) Entakapon a tolkapon jsou léCiva
dostupné pro 1é¢bu pokrocilého stadia PD. Pouzivaji se pouze v kombinaci s L-Dopa.
(Nashatizadeh et al. 2009) Inhibitor COMT prvni volby v soucasné¢ dobé predstavuje
entakapon vzhledem k potencialni hepatotoxicité tolkaponu. Pokud dojde k nasazeni
lécby tolkaponem, je zapotfebi pravidelné kontrolovat hladiny jaternich enzymd.

(Razicka 2009)

V patofyziologii PD jsou také zahrnuty zmény v glutamatergnim pienosu, ve kterém
hraje velkou roli opét NMDAR. (Vanle et al. 2018) Zhang et al. (2019) zjistil,
ze koncentrace Glu v séru pacienti s PD je vy$s§i neZ u zdravych subjekti. Vysledna
nadmérna aktivace NMDAR se miZe podilet na zhorSeni dyskinezi a také zavaznych
motorickych komplikaci vyplivajicich ze sou€asnych strategii nahrady DA. Proto byla
navrzena farmakoterapie s potencidlem obnovit normalni glutamatergni funkce.
V soucasnosti se k 1é€bé dyskinezi pouziva slaby antagonista NMDAR amantadin.
(Zhang et al. 2019) U amantadinu byl prokazan antidyskineticky uc¢inek. Amantadin
se vyuziva jako soucast kombinované 1é€by pozdnich hybnych komplikaci choroby.
V Casné fazi onemocnéni lze amantadin indikovat i v monoterapii, ale vykazuje pouze

mirny symptomaticky tc¢inek. (Rizicka 2009)

Anticholinergni 1éCiva patfi mezi nejstar$i antiparkinsonika. Jednd se uZite¢né
adjuvantni léky pfi lé€bé L-Dopa. Jsou Gi€inn€ pii zmirnéni pfiznaki tiesu a rigidity beze
zmény bradykineze. Anticholinergika vSak ¢asto zptsobuji mnoho nezddoucich ucink,
jako jsou napf. sucho v ustech, snizené poceni, zadrZzovani moci, reakce v CNS
(zmatenost, psychiatrické pfiznaky). Tyto pfiznaky mohou piedstavovat problém
u starSich pacientli. Mezi pouZivané anticholinergni 1é¢iva patii biperiden, orfenadrin

a procyklidin. (Tansey et al. 2007; Yuan et al. 2010)
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Nelze opomenout oblast preklinického vyzkumu zahrnujici vyvoj strategii pro
inhibici gliové reakce nebo cileni na zanétlivé cytokiny. (Tansey et al. 2007)
Bylo prokazano, ze jedina injekce lentiviru snizujici produkci TNF v modelu mysiho PD
indukovaného 6-hydroxydopaminem zmirnila dopaminergni neurondlni toxicitu. Dalsi
vyzkumna skupina uvedla, ze podavani lenti-DN-TNF do substantia nigra potkani
oslabilo indukovanou dopaminergni ztratu neuronti a motorické pfiznaky. Jiné studie
naopak prokazaly vliv aktivace PPAR na regulaci mikroglialn¢ zprostiedkované zanétlivé

reakce u PD. Agonisté PPAR potlacili aktivaci mikroglii. (Lee et al. 2019)

3.3. Neuroprotektivni strategie u 1é¢by RS

Zasadnim pfistupem lécby RS je v soucasné dobé v€asna a dostatecnd 1écba relaps-
remitentni formy RS (RR-RS), nebot se jednd o nevylécitelné onemocnéni.
Neuroprotektivni strategie 1é¢by RR-RS zahrnuje 1é¢bu akutnich exacerbaci - atak
a dlouhodobou 1é¢bu, majici za cil snizeni zavaznosti a poctu atak. (Krasulova a
Havrdova 2008; Meluzinova 2010) Dlouhodoba imunomodula¢ni 1é¢ba mize zabranit
nasledkiim trvalého neurologického postizeni vedouci k postupné invalidizaci pacienti.
(Meluzinova 2010) V ptipad¢ agresivniho pribéhu onemocnéni byva nasazena intenzivni

imunomodula¢ni 1é¢ba. (Havrdova 2008)

Pti akutni atace RS, jinymi slovy pfi relapsu, je indikovana vysoka davka
kortikosteroidii — standardn€ methylprednisolonu, ktery vykazuje nejmensi riziko
mineralokortikoidnich nezddoucich ucinkli. Obvykla davka je 1 g denné intraven6zné
3-7 dni do celkové davky 3-5 g. Peroralni cestou (p.o.) Ize podavat také stejné davky
methylprednisolonu se stejnym uUCinkem. Dilezitd je také prevence a ochrana pted
vedlejSimi Gc€inky kortikosteroidi. Mezi tato opatieni patii ochrana zaludecni sliznice
podavanim inhibitord protonové pumpy (IPP) nebo H:-antihistaminik, déle substituce
kaliem, prevence osteopordzy (pfedevSim podévani vitaminu D, kalcia a magnezia),
u pacientd s diabetem je zésadni pravidelna kontrola glykemie a pfizplsobeni dietniho
rezimu piipadné zvySeni davek inzulinu/antidiabetik. Také dalsi rizikovi pacienti musi
byt peclivé monitorovani napf. pacienti trpici kardiovaskularnimi nebo psychiatrickymi
onemocnénimi. Po 1é¢bé vysokymi davkami kortikosteroidu se pokracuje podavanim

kortikosteroidu p.o. ve schématu s postupnym sniZovanim davek.
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Utinek kortikosteroidii viak nema prokazatelny dlouhodoby efekt, ktery by mohl
vést k oddaleni neurologického postizeni. Je proto nutné v€asné zahéjeni dlouhodobé
imunomodulacni terapie, vedouci k omezeni zanétlivé aktivity, snizeni poctu a intenzity
relapsti, coz vysledné¢ vede ke zpomaleni progrese onemocnéni. (Havrdova 2008;
Meluzinova 2010; Krasulova a Havrdova 2008) Pro 1é¢bu RS je mozné zvazit glatiramer-
acetat (GA) a INF-f. Ob¢ 1é¢iva jsou zavedena jako 1éCba prvni volby modifikujici prabéh
choroby (tzv. disease modifying drugs). Tato lécba snizuje Cetnost relapsu, zlepSuje

zavaznost relapsu a zpomaluje progresi postizeni u pacienti s RR-RS. (Zapletalova 2009)

GA je sestaven ze standardizované smeési syntetickych polypeptidd. Jedna
se o nahodny kopolymer 4 aminokyselin L-Glu, L-lysinu, L-alaninu, L-tyrosin. Sekvence
aminokyselin, ktera tvoti GA, je podobnd myelinbazickému proteinu (MBP). Na ziklad¢
podobnosti s MBP dochazi k vazbé GA na molekulu MHC II. tfidy APC. GA poté ptsobi
jako fale$ny antigen. Jeho podani vede k posunu imunitni odpovédi od Th; k Thy
napt. IL-10. T-lymfocyty rovnéz ddle omezuje snizenim migrace, proliferace a indukci

apoptozy.

Terapeuticky ucinek INF-B je zplGsobenym Sirokym spektrem imunomodulac¢nich
vlastnosti v€etné modulace exprese cytokind, snizeni prezentace antigenu,
kostimulaénich adheznich molekul, potlaceni proliferace a migrace T-lymfocytl, rovnéz
sniZzuje propustnost BBB. (Zindler a Zipp 2010; Havrdova 2008; Krasulova a Havrdova
2008; Meluzinova 2010) Existuji dikazy, ze krom¢ imunomodula¢nich u¢inkti maji GA

a INF-f také pfimé neuroprotektivni ucinky. (Zindler a Zipp 2010)

Dal$i novd imunomodulaéni 1écba latkou fingolimod vykazuje rovnéz
neuroprotektivni u€inky. Jedna se o agonistu sfingosin-1-fosfatu (S1P), ktery ovliviiuje
migraci lymfocyti zachycenim T-buné€k v sekundarnich lymfatickych orgéanech,
ovlivituje astrogliozu a podporuje remyelinizaci pisobenim na receptory SIP

na astrocytech a oligodendrocytech. (Zindler a Zipp 2010)

Pro 1écbu aktivni RS nebo pii nelc¢innosti/nesndsenlivosti 1€kt prvni volby je
dostupna huméanni monoklonélni protilatka natalizumab. Jde o protilatku proti adhezivni
molekule a4fB1 integrinu na povrchu lymfocytii umoziujici jejich prinik cévni sténou

k cilové tkani. Diky navazani natalizumabu na tuto molekulu dochazi k zabranéni
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migrace lymfocyti do CNS. (Krasulovda a Havrdova 2008; Meluzinova 2010)
Natalizumab patii mezi léky druhé volby. Mezi né lze déle zatadit intravendzni
imunoglobuliny, klasicka imunosupresiva jako azathioprin, metotrexat nebo mykofenolat

mofetil. (Meluzinova 2010)

U pacientl s agresivnim pribé¢hem onemocnéni je nutné zvazit tzv. eskalacni 1écbu.
Pii ni dochazi ke zvySeni davek uzivaného ptipravku ¢i ke k jeho zméné, nasazeni
natalizumabu nebo pouziti n¢kterého z cytostatickych rezimt. U maligniho pribéhu
choroby, pii némz doslo k selhani ostatnich 1éCebnych postupii, byvd zvéazena
aindikovana imunoablativni terapie s podporou autolognich hematopoetickych
kmenovych bunék (CD34+). (Krasulova a Havrdova 2008; Havrdova 2008; Meluzinova
2010)

3.4. Lécebné strategie u ALS

Specificky 1€k na ALS v soucasné dobé neexistuje. LéCba spociva v podavani
neuroprotektivnich 1é¢iv a dale 1é¢iv symptomatickych zmirfiujicich projevy nemoci.
(Stétkarova 2018) Pé&e o pacienty s ALS zahrnuje multidisciplindrni piistup zapojujici
odborniky rtznych specializaci napf. neurology, pneumology, odborniky na vyZzivu,
fyzioterapeuty, logopedy, specializované sestry. (Brown a Al-Chalabi 2017) Vyznamnou

roli dale hraje zapojeni paliativni mediciny. (VIckova 2016)

V CR je jedinou dosud schvéalenou latkou, ktera ma prokazatelny vliv na zpomaleni
progrese ALS, riluzol. Riluzol sniZzuje glutamatergni neurotransmisi blokovanim
napétové fizenych sodikovych kanali na presynaptickych neuronech. (Stétkarova 2018)
I pfes omezeny terapeuticky efekt metaanalyza kontrolovanych studii prokazala,
ze riluzol mize mit vliv na prodlouZeni doby pieziti. AvSak diikkazy o zlepSeni svalové
sily nebo plicnich funkcich nejsou. Nebyla prokézana ani G€innost v pozdnich stadiich
onemocnéni. Lécba rilozolem je relativné bezpecna, 1 kdyz Castym neZddoucim uc¢inkem
mohou byt zvySené hladiny jaternich enzymti. Kvuli tomuto riziku je zapotiebi
kontrolovat jaterni funkce po nasazeni 1éku. (Brown a Al-Chalabi 2017; Vickova 2016;
Stétkarova 2018)

Dalsi latkou pouzivanou pii 1écbeé ALS je edavaron, o némz se piedpoklada,
ze pusobi jako antioxida¢ni latka. Jeho pfiznivy ucinek na progresi onemocnéni byl
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prokazan v selektované skuping pacientl s Casnym nastupem nemoci a rychlou progresi.
Dosud byla 1éc¢ba edavaronem schvélena pouze v par zemich. Evropska 1ékova agentura

nicméné dosud Iécbu timto 1ékem neschvalila. (Brown a Al-Chalabi 2017)

Vyznamna je rovnéz symptomaticka terapie, ktera se zamétuje na zlepseni riiznych
organovych projevll. Zahrnuje farmakologické a nefarmakologické intervence.
Gastrointestinalni potize se nejcastéji projevi poruchou polykdni a sni souvisejici
snizenym piijem potravy. Diulezita je prevence malnutrice a v€asné feSeni dysfagie.
Dochazi k upravé stravy zménou konzistence, dopliiovani zésadnich slozek zejména
proteintl, nacvi¢ovani manévrl usnadiujici polykani. Pti tézkych obtizich je nutné zajistit
vyzivu enteralné pomoci nazogastrické sondy nebo perkutanni endoskopické
gastrostomie. Mezi Casté problémy patii také zacpa, urologické a dychaci obtize a bolesti.
Spasticita je pfitomna u vétSiny pacientdl, pouzivanymi léky na uvolnéni jsou baklofen
a tizanidin (ackoliv nebyly provedeny zadné randomizované kontrolované studie).
Sialorea (nadmérné slinéni a hromadéni slin) mtize byt 1é¢ena anticholinergnimi 1éCivy
napt. skopolaminem, amitriptylinem aj. PéCe o pacienty v terminalnich stadiich
onemocnéni zahrnuje piedevS§im tlumeni Uzkosti, stresu a dusSnosti. Kli¢ovou roli
ve vSech stadiich ALS vSak hraje psychicka podpora jak pacientd, tak rodiny. (Brown a
Al-Chalabi 2017; Vickova 2016)

3.5. Nové syntetizované latky

3.5.1. Naftochinony

Jednou ze skupin nové syntetizovanych latek pouzitych v experimentdlni c¢asti
diplomové prace jsou derivaty naftochinonu. Naftochinon sdm o sobé disponuje Sirokymi
farmakologicky uc¢inky a vykazuje pomérné vysokou cytotoxicitu. Derivaty naftochinonu
také prokdzaly schopnost interagovat s nékolika farmakologickymi cili, ¢imZ vykazuji
Sirokou Skalu aktivit. Mechanismus ucinku a pfipadné cytotoxicity spoiva ve vazbé
na DNA, ¢imz inhibuji proces replikace, déle interaguji s riznymi proteiny vcéetné
enzymu, dochazi k poSkozeni integrity bunénych membran a mimo jiné zasahuji
do mitochondrialniho elektronového transportniho ftetézce. (Babula et al. 2007)
Nejstabiln¢j$i forma 1,4-naftochinon se stala zdkladnim kamenem pro vyvoj 1éCiv.

U nékterych sloucenin byla hodnocena schopnost zastavit bunécny rist nebo zabijet
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nadorové buiiky. V subtoxickych davkach aktivuji drahy adaptivni reakce na stres
v neuronech a chrani je pfed silnym stresem. Neddvné studie pomohly osvétlit
neuroprotektivni ucinky a inhibici agregace AP podavanych derivati 1,4-naftochinonu.
Tento fakt naznacuje, Ze skelet naftochinonu muze byt pouzit jako zaklad AD 1éCiv.
(Campora et al. 2021) Liu et al. (2020) uvedli, ze nékteré derivaty 1,4-naftochinonu
vyznamn¢ inhibovaly produkci NO indukovanou LPS v bunééné linii mySich makrofagi.
Na zéklad¢ téchto ucinkli Ize odhadnout potencidlni vyuziti naftochinon v 1écbé

neurozanétu provazejiciho zminénd onemocnéni CNS.

3.5.2. Chromony

Chromony jsou skupinou latek ptirozené se vyskytujicich v ptirodé. Molekuly
obsahujici jadro chromonu vykazuji fadu biologickych vlastnosti, vcetné
protizanétlivych, antimikrobidlnich, antialergennich, protinadorovych a dalSich.
Protizénétlivy ucinek byl prokazéan u derivati chromonu jako dusledek ptisobeni riznych
molekularnich mechanismii, napf. inhibice cyklooxygenasy, lipooxygenasy-5 nebo
produkce NO (Silva et al. 2016). Liu et al. (2012) popsali derivat chromonu,
jez vyznamné snizil produkci NO, IL-18, a IL-6 indukovanou LPS a snizil hladiny
exprese mRNA indukovatelné¢ formy syntasy NO v makrofazich. Derivaty chromonu

mohou v budoucnosti poskytnout novou terapeutickou moznost v lécbé zanétlivych

onemocnéni.
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4. Cile prace

rrrrr

syntetizovanych latek, a to 3 naftochinont a 3 chromont. Dil¢imi cili predkladané prace

byly:

1.

Zhodnoceni cytotoxicity latek na dvou rlznych bunécnych liniich,
a to neuroblastomové linii SH-SYS5Y a mysi mikroglialni linii SIM-A9.

Urceni bezpecné koncentrace, kterda nema vliv na bunécnou zivotaschopnost
v prostiedi zanétu u mysi mikroglialni linie SIM-A9.

A9 pomoci stanoveni cytokini IL-6 a TNF-a po stimulaci buné€k LPS
v 24hodinovém ¢asovém intervalu.

Sledovani zmény hladiny NO pomoci Griessovy reakce v kultivacnim mediu
po stimulaci SIM-A9 bun¢k INF-y a ovlivnéni studovanymi latkami

v 48hodinovém ¢asovém intervalu.
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5. Material a metodika

5.1. Bunéc¢né linie

bunécna linie SIM-A9 (American Type Culture Collection, Manassas, VA, USA). Na této
bunécné linii byla stanovena cytotoxicita latek, kterd byla sledovana také na bunééné linii
SH-SY5Y (The European Collection of Authenticated Cell Cultures, Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA).

5.1.1. SIM-A9

SIM-A9 je bunéfnou linii spontanné imortalizovanych mikroglii primarni gliové
kultury izolované postnatalné z mysich kortikalnich tkani. (Nagamoto-Combs et al. 2014)
Bunécna linie SIM-A9 je pomérné Casto vyuzivana v in vitro studiich zanétu. Tyto buiky
jsou schopné po stimulaci LPS nebo INF-y produkovat riizné mediatory zanétu, a to IL-
6, TNF-0, COX-2, NO a dal8i chemokiny a cytokiny. (Dave et al. 2020; Sibbitts a
Culbertson 2020)

Obrazek 6 Bunécna linie SIM-9. Snimek byl pofizen pomoci invertovaného svételného
mikroskopu s fazovym kontrastem (Nikon Eclipse TS100-F, Nikon, Tokio, Japonsko)
vybavenym digitalni kamerou (AM7023CT Dino-Lite, Nova Tchaj-pej, Taiwan) pii

zveétSeni 200 x.
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5.1.2. SH-SYSY

SH-SYSY buniky podobné neuroblastiim jsou subklonem rodicovské bunécéné linie
neuroblastomu SK-N-SH. Rodi¢ovska bunéfna linie byla vytvofena v roce 1970
z biopsie kostni dfené, kterd obsahuje jak buniky podobné neuroblastim, tak bunky
podobné epitelu. SH-SYSY maji stabilni karyotyp skladajici se ze 47 chromozom.
(Shipley et al. 2016)

Obrazek 7 Bunécna linie SH-SYSY. Snimek byl pofizen pomoci invertovaného
svételného mikroskopu s fazovym kontrastem (Nikon Eclipse TS100-F, Nikon, Tokio,
Japonsko) vybavenym digitalni kamerou (AM7023CT Dino-Lite, Nova Tchaj-pej,

Taiwan) pii zvétSeni 200 x.

5.2. Kultivace

Obé pouzité bunécné linie byly kultivované v kultivacnich lahvich s povrchem
75 cm? (T75, Techno Plastic Products - TPP, Trasadingen, Svycarsko) v CO; inkubatoru
(Binder CB160, Tuttlingen, Némecko) Inkubace probihala za podminek 37 °C,
s obsahem 5 % CO; a relativni vlhkosti vzduchu 95 %.

Pro kultivaci bunééné linie SIM-A9 bylo pouzito Eaglovo médium modifikované
Dulbeccovym obohacené o smés zivin F-12 (DMEM/F12, Biosera, Nuaille, Francie).

Toto médium bylo dale suplementované fetalnim bovinnim sérem (FBS, vysledna
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koncentrace v celkovém objemu kultivacniho média byla 10 %, Biosera), koiiskym sérem
(DHS, vysledné koncentrace 5 %, Biosera), smési antibiotik streptomycinu a penicilinu
(ATB, vysledna koncentrace 1 %, Sigma-Aldrich) a L-glutaminem (vysledna koncentrace

2 mM, Sigma-Aldrich).

Bunéénd linie SH-SYS5Y byla kultivovand v rastovém médiu DMEM
suplementovanym FBS (vysledna koncentrace 10 %, Biosera), roztokem neesencidlnich
aminokyselin (NAA, vysledna koncentrace 1 %, Thermo Fisher Scientific, Eugeno, OR,
USA), ATB (vysledna koncentrace 1 %, Sigma-Aldrich) a L-glutaminem (vysledna
koncentrace 2,5 mM, Sigma-Aldrich).

5.3. Pasazovani

Pfi procesu pasdzovéani dochazi k ptfenosu bunééné kultury nebo urcitého poctu
buné¢k do Cerstvého kultivacniho média. Pasdzovani bylo provadéno v lamindrnim boxu
s HEPA filtrem (BioAir Safeflow 1.2, EuroClone, Pero Mildno, Itdlie). Nejprve bylo
z kultivaéni lahve odsato pivodni ristové médium a pomoci bunééné Skrabky (TPP)
v ptipad€ bunécéné kultury SIM-A9 byly builkky mechanicky uvolnény a poté pieneseny
do centrifugaéni zkumavky (TPP). K oplachu lahve bylo pouZito pfiblizné¢ 10 ml
fosfatového pufru (PBS, Sigma-Aldrich) a cely obsah byl pteveden do stejné
centrifugacni zkumavky. V ptipadé¢ bunécné linie SH-SYS5Y byl k uvolnéni bunék
z kultivacni ldhve pouzit enzym akutasa (Biosera) a nasledn¢ byly bunky pfeneseny

do centrifugac¢ni zkumavky v objemu 14 ml.

Odstted’'ovani probihalo ve stolni centrifuze (Universal 320/320 R, Hettich,
Tuttlingen, Némecko) pii 600 otackach za minutu po dobu 4 minut. Po centrifugaci
nasledovalo odsati vétSiny supernatantu a vznikla peleta byla v 1 ml kultivacniho média
resuspendovana a doplnéna do celkového objemu 10 ml kultivaénim médiem. Ze vzniklé
suspenze byl odpipetovan piesny objem, ktery slouzil k naslednému pocitani bunék.
Poslednim krokem pasazovani bylo doplnéni kultivacni 1dhve 25 ml média a ptidani
vypocitaného objemu bunécné suspenze potiebného pro dalsi kultivaci. Kultury

je nezbytné pasazovat kazdych 3-5 dni.
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5.4. Pocitani bunék

Pfed samotnym experimentem bylo nutné buniky spocitat pomoci mikrokapilarni
pratokové cytometrie. Pomoci této metody byl stanoven pocet bun¢k mikrokapilarnim
pritokovym cytometrem The Muse™ Cell analyzer (Merck Millipore, Darmstadt,
Némecko). Tento analyzator vyuziva fluorescencni detekci k provedeni bunééné analyzy,
ktera je vysoce kvantitativni. Zivotaschopné i mrtvé buiiky jsou odli§né obarveny
na zaklad¢é jejich propustnosti pro barviva v reagenénim cinidle, kterd jsou schopna
navazat se na DNA. Reagencni Cinidlo obsahuje dvé fluorescen¢ni barviva. Prvni slozka
¢inidla je schopna proniknout membranou bunék a navazat se na jejich DNA. Dojde
k obarveni vSech jadernych bun¢k, coZ umoziuje odliSeni bunék s jddrem od nejadernych
bunck a riznych tlomki. Druhé fluorescenéni barvivo je také schopno vazby na DNA,
ale pouze v ptipadé poskozeni integrity bunééné membrany u mrtvych nebo umirajicich
bun¢k. Tato slozka umoziuje odliSeni zivotaschopnych bunék (nejsou touto slozkou
obarveny) a mrtvych nebo umirajicich bunék, které obarveny jsou. Tak lze odlisit jaderné,

nejaderné buiiky a pfipadné bunécné zbytky.

K provedeni samotného pocitani bun€k bylo nutno v mikrozkumavce (Eppendorf,
Viden, Rakousko) smisit 50 pl bunécné suspenze spolu s 100 pl reagen¢niho ¢inidla.
Takto pfipravena smés byla promichdna a inkubovana pii laboratorni teploté po dobu
5 minut. Nasledné¢ byl stanoven pocet bun€k na 1 ml bunéfné suspenze, pocet

zivotaschopnych bunék na 1 ml suspenze a buné¢na Zivotaschopnost v % (obrazek 8).
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Obrazek 8 Vystup z mikrokapilarniho prutokového cytometru, ktery vyjadiuje celkovy

pocet bunék (vlevo) a procento zivotaschopnych a mrtvych bunék (vpravo).

5.5. Studované latky

Studované latky byly pfipraveny na Katedfe toxikologie a vojenské farmacie fakulty
vojenského zdravotnictvi v Hradci kralové (Univerzita obrany). Jednalo se o dvé skupiny
latek, pficemZz do prvni skupiny byly zatazeny 3 derivaty naftochinoni (obrazek 9)

a druhou skupinu tvofily 3 nove syntetizované chromony (obrazek 10).
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Obrazek 9 Studované latky patiici do skupiny naftochinond.
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Obrazek 10 Studované latky patiici do skupiny chromoni.

5.6. Stanoveni cytotoxicity studovanych latek

Ke sledovani cytotoxicity studovanych latek a k naslednému uréeni MTC
(koncentrace, ktera nema vliv na viabilitu bun¢k) byla pouzita kolorimetrickd metoda
vyuzivajici tetrazoliovou stl 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromid
(MTT, Sigma-Aldrich). Kromé toho byly MTC stanovené pomoci MTT testu dale

ovéfeny v prostiedi zanétu pomoci mikrokapilarni pratokové cytometrie.

5.6.1. Kolorimentické stanoveni cytotoxicity

MTT test slouzi k méfeni bunééné metabolické aktivity jako indikator
zivotaschopnosti, proliferace a cytotoxicity bunék. Jedna se o kolorimetrickou metodu,
ktera je zaloZzena na redukci ve vodé rozpustné Zluté tetrazoliové soli
3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromid (MTT; Sigma-Aldrich)
na fialové az fialovomodré krystaly formazanu metabolicky aktivnimi bunkami
pusobenim mitochondridlnich reduktas. Ve vodé nerozpustny formazan je poté
solubilizovdan pomoci organického rozpoustédla dimethylsulfoxidu (DMSO,
Sigma-Aldrich). Vysledny barevny roztok se kvantifikuje métenim absorbance pfi vinové
délce 570 nm pomoci multifunkéniho spektrofotometru pro mikrotitraéni desticky.
Intenzita absorbance je pifimo Umérnd mnoZzstvi metabolicky aktivnich, a tedy

zivotaschopnych bunék. (Kumar et al. 2018)
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Postup stanoveni

Do 96jamkovych mikrotitra¢nich desticek (TTP) byl nasazen objem 100 ul bunécné
suspenze v mnozstvi 7x10° bunék na jamku pro bun&nou linii SIM-A9 a 15x103 buné&k
na jamku pro bunky SH-SY5Y ziskané pasazovanim. Desticky byly nechany 10 minut
pfi laboratorni teploté, poté byly pfemistény na 24 hodin do CO» inkubatoru.

Po 24hodinové inkubaci doslo k ovlivnéni bun¢k. Ze zasobnich roztokl studovanych
sloucenin v DMSO byly piipraveny pracovni roztoky, které byly dale sériové ziedény
v kultivaénim médiu DMEM/F12 (SIM-A9) ¢i DMEM (SH-SYS5Y) v poméru 1:1.
Nasledné pak byla pfipravena koncentra¢ni fada pfidana k bunkam. V kazdé desticce
zustaly dva sloupce bunék neovlivnény (k buitkam bylo pfidano pouze 100 pul média),
coz slouzilo pro negativni kontrolu u vyhodnoceni testu. Pozitivni kontrola spocivala
v piidani dodecylsiranu sodného (Sigma-Aldrich) do posledniho sloupce desticky,
kde byly bunky plsobenim této latky usmrceny.

Nasledujici den po 24 hodinach inkubace byla pomoci kolorimetrické metody
zjiSténa Zivotaschopnost bunék. Médium bylo z jamek desticky odsato a buiiky byly
ponechany 1 hodinu v prostfedi 100 pl roztoku MTT v kultivaénim médiu (vysledna
koncentrace byla 5 mg/ml. Po uplynuti doby inkubace byl obsah jamek znovu odsan a
nasledné bylo ptidano 100 pl DMSO, kter¢ mélo za nasledek lyzu bun€k a rozpusténi
formazanu. Desticky byly promichany v ttepacce (ICA MS 3 digital, ICA-Werke, GmbH
& Co., Staufen, Némecko). Méfeni absorbance probihalo pomoci multidetekéni ctecky
mikrotitra¢nich desti¢ek TECAN Spark (Tecan, Grodig, Rakousko) pti vinové délce 570
nm. Pokus byl proveden v triplikdtu a nezavisle na Case tiikrat opakovan. (Hepnarova et

al. 2019; Muckova et al. 2019b)

5.6.2. Stanoveni maximalni tolerovatelné koncentrace

MTC, ktera byla zjiSt€éna pomoci MTT testu, byla dale ovéfena stanovenim
apoptického profilu bunék vyuzitim mikrokapiladrni pratokové cytometrie. Tato metoda
umoziiuje kvantitativni analyzu nékolika skupin bun€k, a to neapoptickych, Casné
apoptickych, pozdné apoptickych a mrtvych bungk. The Muse™ Annexin V & Dead Cell
Assay test (Merck Millipore) vyuziva k identifikaci apoptickych bun€k protein annexin
V, ktery ma vysokou afinitu k aniontovému fosfolipidu fosfatidylserinu (PS). V zivych
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bunikach je PS lokalizovan na cytoplazmatickém povrchu plazmalemy. Bunécna
membrana vSak béhem apoptdzy prochazi strukturdlnimi zménami, které zahrnuji
translokaci PS z vnitini do vnéjsi vrstvy bunééné membrany. Diky témto zménam
dochazi k navazani fluorescencné znaceného annexinu V na PS apoptickych bun¢k, ¢imz
jsou detekovany (obrazek 11). Cinidlo dale obsahuje barvivo 7-aminoaktinomycin D
(7-AAD). 7-ADD za fyziologickych okolnosti nepronika buné¢nou membranou, avSak
v ptipad¢€ naruseni integrity membrany vstupuje do bunék, kde se diky své vysoké afinité
vaze na DNA. Tato slozka reagen¢niho ¢inidla umoziuje rozliSeni zivych (negativni na
ob¢ barviva) a ¢asné apoptotickych bunék (pozitivni na annexin V) od bunék v pozdni
fazi apoptdzy (pozitivni na annexin V) a nekrotickych bunék (pozitivni na ob¢€ barviva).

(Demchenko 2013; Muckova et al. 2019a)

@
e—— Annexin V ——” ’ ”

—— Fosfatidylserin —
D T Bunétna membrina — |
/B\ [ Zdra_v:i bunka Apopticka buitka .

Obrazek 11 Externalizace PS u apoptické buiky a vazba annexinu V. Pfevzato a

ptelozeno z  https://abbkineeuro.wordpress.com/2018/07/06/abfluor-488-annexin-v-

apoptosis-detection-kit-from-abbkine/.
Postup stanoveni

Experiment byl proveden pouze s bunéénou linii SIM-A9. Buiiky byly nasazené
do 12jamkové desticky (TTP) o hustoté 5x10* bunék na jamku a 24 hodin inkubovéany
v COz inkubétoru. Dal8i den byly buiiky ovlivnény studovanymi latkami a inkubovany
dalSich 24 hodin. Koncentrace latek odpovidala pfedpokladané¢ MTC, ktera neméla vliv
na zivotaschopnost bunék pfi stanoveni cytotoxicity latek pomoci MTT testu. K takto

ovlivnénym buiikam byl po 1 hodin¢ inkubace pfidan LPS nebo INF-y.

V piipadé, Ze byl zanét v SIM-A9 bunkéach indukovan pomoci LPS, byl za dobu
24hodinové inkubace obsah jamek (médium a buiiky) ptepipetovan do centrifugac¢nich
zkumavek (TTP). V ptipad¢ indukce zanétu pomoci IFN-y byl tento krok uskutecnén

az po 48hodinové inkubaci.
52



Takto piipravend suspenze bunck byla centrifugovana. Po 4 minutach centrifugace
pti rychlosti 1000 otacek za minutu byl ze zkumavky odsan supernatanty a peleta bunék
byla resuspendovana v Cerstvém kultivacnim médiu. Poté byl odebran objem 100 ul,
k suspenzi bylo ptidano 100 ul reagencie z kitu Muse Annexin V & Dead Cell Assay
(Merck Millipore) a takto ovlivnéné vzorky byly inkubovany 20 minut za laboratorni

teploty v prostiedi bez piistupu svétla. (Muckova et al. 2019a)

Pro stanoveni apoptické aktivity touto technikou byl pouzit mikrokapilarni
pritokovy cytometr The Muse™ Cell analyzer (Merck Millipore, Darmstadt, Némecko).
Experiment byl proveden v triplikatu pro kazdou testovanou latku a opakovan

ve 3 méfenich nezavislych na ¢ase. (Muckova et al. 2019a)

5.7. Sledovani protizanétlivého u¢inku nové syntetizovanych latek

5.7.1. Stanoveni prozanétlivych u¢inku pomoci enzymové imunoanalyzy

enzymovy imunosorbentni test (ELISA, z ang. enzyme-linked immunosorbent assay)
v sendvicovém uspotadani (obrazek 12). U tohoto provedeni jsou mikrotitracni desticky
potazeny zachytnou protilatkou. Po naneseni vzorku a promyti jsou déle piidany
protilatky oznacené enzymem. Po inkubaci a promyti je enzymova aktivita odhalena
zabarvenim diky pfidani enzymového substratu. Analyt je vysledné vazan mezi dvéma
molekulami protilatek, z nichz kazda detekuje odliSny epitop antigenu. Z toho je také
odvozen ndzev sendvicova ELISA. (Aydin 2015) Pomoci této metody byla sledovana

hladina IL-6 a TNF-a po stimulaci SIM-A9 bunék LPS v koncentraci 1 pg/ml.
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Obrazek 12 Schéma sendvicového provedeni ELISA testu. Prevzato a pielozeno z
https://www.moleculardevices.com/applications/enzyme-linked-immunosorbent-assay-

elisa.

Postup stanoveni

Pro sledovéani cytokinu IL-6 byl pouZit reagen¢ni kit IL-6 Murine ELISA Set
(katalogové ¢islo ab47596; Abcam, Cambridge, Velkd Britanie) a pro sledovani hladiny
cytokinu TNF-a byl zvolen reagenéni kit TNF alpha Mouse ELISA Kit (katalogové ¢islo
88-7324-88; Thermo Fischer Scientific). Pro samotny experiment byly buiky
SIM-A9 nasazeny do mikrotitra¢ni kultivaéni desticky (TPP) v hustoté 7x10° bungk
v objemu 200 pl a kultivované ptes noc. Dalsi den byly buniky ovlivnény pfipravenymi
roztoky dexamethasonu (DMX, vyslednd koncentrace 1 pg/ml), DMSO (vysledna
koncentrace 0,1 %) a studovanymi latkami (finalni koncentrace odpovidala MTC, Y2
MTC a % MTC dané¢ latky). Takto ovlivnéné buiiky byly inkubovany 1 hodinu v CO»
inkubdtoru pfi teploté 37 °C. Po uplynuti této doby byl do jednotlivych jamek ptidan LPS,
pfiCemz vysledna koncentrace odpovidala 1 pg/ml. V kultivacni desti€ce byly také
negativni kontroly, které obsahovaly pouze kultivacni médium a roztok DMSO nebo

DMX. Mikrotitraéni desticky byly kultivovany dalSich 23 hodin v CO; inkubatoru.

Potazeni jamek mikrotitra¢ni desticky (Nunc Maxisorp™, Sigma-Aldrich)
protilatkou bylo uskute¢néno dle pokynii vyrobce. Do jamek bylo pfidano 100 pl roztoku,
ktery obsahoval primarni protilaitku na zaklad¢ stanovovaného cytokinu. Poté byla
desticka zakryta folii a inkubovéna. Inkubace probihala ptes noc pii 4 °C. Nasledn¢ byl

odsan obsah jamek, které dale musely byt propldchnuty pufrem o objemu 300 pl
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na jamku. K promyvani desti¢ek byla pouzita promyvacka mikrotitracnich desti¢ek SOTS
(BioTek Instruments, Inc, Winooski, VT, USA). Po promyti byla desticka pievracena
na absorpcni papir, coz umoznilo odstranéni piebytecné tekutiny. Néasledovalo blokovani
desticky (200 upl blokovaciho pufru naneseného do kazdé jamky) a ponechani
pti laboratorni teploté 60 minut. Opét byl obsah aspirovan, desticka promyta, zbavena

ptebytecné tekutiny, zakryta a uchovavana v lednici pti 4 °C.

Do takto ptipravené¢ ELISA desticky byly napipetovany vzorky supernatantu
o objemu 100 pl z jednotlivych jamek s nasazenymi a ovlivnénymi bunkami. Taktéz byl
pridan sériové natedény (1:1) standard o objemu 100 pl jednotlivych sledovanych
cytokinii. Dle doporuceni vyrobce, byla desticka opét zalepena neprodysnou folii
a ponechana pies noc pii teplot¢ 4 °C. Druhy den byl obsah jamek aspirovan a Skrat
promyt pomoci promyvacky pro mikrotitracni desticky. Poté byla ptfidanid detekéni
protilatka konjugovana s biotinem v objemu 100 pl na jamku, desticka byla prekryta
nepropustnou folii a inkubovand 1 hodinu pro detekci TNF-a a 3 hodiny pro detekci
IL-6 pii laboratorni teploté. Po uplynuti stanovené doby byl obsah jamek aspirovan
a desticky Skrat proplachnuty. Nasledné€ byla pfidané kienova peroxidasa konjugovéana
se streptavidinem v objemu 100 pl na jamku, desticka byla ptekryta folii a ponechéna
30 minut pfi laboratorni teploté. Obsah jednotlivych jamek byl opét odstranén, desticka
byla Skrat promyta a nasledné vysusSena. Do kazdé jamky byl pfidan roztok substratu
tetramethylbenzidinu o objemu 100 pl a desticka byla inkubovana pfi laboratorni teploté
po dobu 15 minut. Po uplynuti doby inkubace byl do kazd¢ jamky ptidéan tzv. ,,stop pufr*
o objemu 100 pul pro ukonceni reakce. Méfeni absorbance bylo uskute¢néno pii vinové
délce 450 nm pomoci multifunkéni ¢tecky mikrotitracnich desticek Multi-Mode Reader
Microplate Synergy 2 (BioTek). Jednotlivé experimenty byly provedeny v hexaplikatech

ve 4 Casove nezavislych experimentech.

5.7.2. Griessova reakce

pomoci niz byla sledovéna produkce NO, kterd byla indukovana v bunikdch SIM-A9
pusobenim mysiho INF-y. NO se Gi¢astni mnoha fyziologickych procesti, mezi které patii

mimo jiné podil na imunitni odpovédi. Vzhledem k extrémné kratkému biologickému
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poloc¢asu tohoto plynného volného radikalu byly vyvinuty alternativni strategie

pro detekci jeho produktli rozpadu.

Jedna se tedy o nepfimé stanoveni NO, které zahrnuje spektrofotometrické méteni
stabilnich produktd rozkladu, a to dusi¢nant (NO3") a dusitanti (NO; ). Tato metoda
vyzaduje, aby NO3~ byl redukovan na NO;", ktery je nasledn¢ stanoven Griessovou
reakci. Jde o dvoustupiiovou diazota¢ni reakci. Jako nitrosacni ¢inidlo zde vystupuje oxid
dusity (N203). N2Os3 reaguje se sulfanilamidem za vzniku diazoniového iontu, ktery je
potom spojen s N-(1-naftyl)ethylendiaminem za vzniku azoslouceniny obsahujici
chromofor, ktery siln¢ absorbuje svétlo pti vinové délce 548 nm (obrazek 13) (Bryan a

Grisham 2007).

Sulfanylamid Noz' No

szsos—<i>7m-|z + H* + 0,

|N203

. H NH,
H,NSO; N=N +
Q N-(1-naftyl)ethylendiamin
H,NSO3—©—N=N Q NH NH,

Azobarvivo (Amax = 540 nm)

Obrazek 13 Schéma Griessovy reakce. Pfevzato a preloZzeno z Bryan a Grisham 2007.

Postup stanoveni

Ke sledovani zmény hladiny NO v kultivaénim médiu byly pouzity buiiky SIM-A9.
Buriky byly v den experimentu nasazeny do 96jamkové desticky o hustoté 4x10° bunék
na jamku v kultivaénim médiu DMEM/F12. Pfes noc byla pfipravend desticka
kultivovana v CO> inkubatoru. Dal$i den byl k buiikdm ptfidan IFN-y ve vysledné
koncentraci 3 ng/ml a nésledné byly pfidany studované latky v koncentraci, ktera
odpovidala MTC, 2 MTC a Y4 MTC. Takto ovlivnéné buiiky byly inkubovany v CO»
inkubdatoru pifi 37 °C 48 hodin. Pro pozitivni kontrolu byly pouzity buiiky inkubované
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pouze s IFN-y a buiiky inkubovéany pouze v kultivaénim médiu slouzily jako negativni
kontrola. Po uplynuti doby inkubace bylo 90 pl kultivaéniho média ptepipetovano
do méfici kultivacni desticky spolu s 10 ul Griessovy reagencie. Buiiky byly inkubovany
30 minut pii laboratorni teploté. Nasledné byla zméfena absorbance pomoci
multidetek¢ni ctecky mikrotitracnich desticek TECAN Spark pti vinové délce 548 nm.

Experimenty byly uskutecnéné v triplikatech v péti Casové nezavislych experimentech.

5.7.3. Statické zpracovani dat

Analyza namétenych dat byla uskute¢néna pomoci statistického programu GraphPad
Prism (verze 6.05, GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). Toxikologické indexy
ICso (poloviéni inhibi¢ni koncentrace) byly vypocitany pomoci 4-parametrické nelinearni
regrese. Pro zpracovani vysledkll stanoveni apoptdzy, enzymové imunoanalyzy a hladiny
NO byl pouzit program Microsoft Excel (Microsoft, Redmond, WA, USA) s naslednou
statistickou analyzou pomoci softwaru GraphPad Prism. Pro stanoveni statisticky
vyznamnych rozdilu byla pouzita jednocestna analyza rozptylu (ANOVA) s naslednou

post hoc analyzou dle Dunneta pfi statistické hladin€ vyznamnosti a = 0,05.

57



6. Vysledky

6.1. Sledovani cytotoxicity latek

Cytotoxicita latek byla stanovena na 2 bunécnych liniich SH-SYS5Y a SIM-A9
pomoci kolorimetrické metody vyuzivajici tetrazoliovou MTT siil. Pro bunécnou linii
SIM-A9 byla dale stanovena také MTC odpovidajici koncentraci, kterd neméla vliv

na bunécnou zivotaschopnost po 24 hodinach.

Vysledky cytotoxicity latek pro bunéénou linii SH-SY5Y jsou shrnuty v tabulce 1.
Nejméné toxickou latkou pro SH-SYSY bunky byla latka s oznacenim 5-EM-13. Dale
cytotoxicita latek stoupala v poradi 5-EM-26, 5-EM-36, K1502, K1503 a K1504, pfi¢emz
hodnoty ICso jednotlivych latek byly 2,2-, 3,9-, >227-, 24,7- a 48,4krat niz§i v porovnani

s nejméné toxickou latkou.

Tabulka 1 Stfedni toxickd koncentrace (ICso) a maximalni bezpe¢na koncentrace (MTC)
studovanych latek métfena na bunécné linie SH-SYSY ve 24hodinovém intervalu od podani.

Hodnoty ICs jsou vyjadieny jako primér + SEM ze 4 nezavislych experimentt.

Studovana SH-SYSY
latka
ICs0 (LM) MTC (uM)
K1502 >32 32
K1503 294+1,9 8
K1504 150+1,5 4
5-EM-13 726,1 £51,2 32
5-EM-26 332,3+13,5 16
5-EM-36 184,5+7,5 16
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Toxikologické indexy ICso a hodnoty MTC pro bunécnou linii SIM-A9 jsou
zobrazeny v tabulce 2. Nejméné toxickou latkou pro tuto linii byla latka pattici do skupiny
chromonti 5-EM-26, pii¢emz jeji hodnota ICso byla 470,7 + 23,3 uM. Na zéklad¢
ziskanych vysledkt se cytotoxicita studovanych latek dale zvySovala v poradi: 5S-EM-13,
5-EM-36, K1502, K1503 a K1504. Toxikologické indexy ICso byly u jednotlivych latek
1,3-,2,3-, 4,1-, 25,3-, 88,8krat niz$i nez u nejméné toxicke latky.

Tabulka 2 Stiedni toxickd koncentrace (ICs)) a maximalni bezpe¢na koncentrace (MTC)
studovanych latek stanovena na bunécné linii SIM-A9 ve 24hodinovém intervalu od podani.

Hodnoty ICs jsou vyjadieny jako primér + SEM ze 4 nezavislych experimentt.

Studovana SIM A-9
latka
ICso (uM) MTC (uM)

K1502 115,6 £4,2 8

K1503 18,6 1,7 3

K1504 53+0,2 0,4
5-EM-13 357,9 £10,7 16
5-EM-26 470,7 +£23,3 8
5-EM-36 205,2+12,5 8

6.2. Ovéreni bezpecnosti studovanych latek v prostiedi zanétu

Pomoci MTT testu byly stanoveny hodnoty MTC, ktera neméla vliv na bunécnou
zivotaschopnost. Tato koncentrace byla dale ovéfena pomoci mikrokapilarni pratokové
cytometrie v prostiedi zanétu, ktery byl indukovan LPS nebo mySim IFN-y. V ptipadé
indukce zanétu pomoci LPS byla bezpecnost téchto koncentraci ovétena po 24 hodinach
inkubace (obrazek 14 a 15). Pii indukci zanétu IFN-y byla bezpecnost ovéfena
po 48hodinové inkubaci se studovanymi latkami (obrazek 16 a 17). Ve vSech piipadech

nebyl pozorovan zadny signifikantni rozdil v porovnani s neovlivnénou kontrolou.
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Obrazek 14 Apoptoticky profil SIM-A9 bunék po jejich ovlivnéni 2-propargylamino-
naftochinony v koncentraci, ktera odpovidala maximalni bezpe¢né koncentraci jednotlivych latek
a jejich stimulaci LPS (pfidano 1 h po ovlivnéni naftochinony) po celkové 24hodinové inkubaci.

Data jsou vyjadiena jako primér + SEM z 3 nezavislych experimentd.
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Obrazek 15 Apoptoticky profil SIM-A9 bunék po jejich ovlivnéni 2-propargylamino-
naftochinony v koncentraci, ktera odpovidala maximalni bezpe¢né koncentraci jednotlivych latek
a jejich stimulaci IFN-y (pfidano 1 h po ovlivnéni naftochinony) po celkové 48hodinové inkubaci.

Data jsou vyjadiena jako primér + SEM z 3 nezavislych experimentd.
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Obrazek 16 Apoptoticky profil SIM-A9 bunék po jejich ovlivnéni chromony v koncentraci, ktera
odpovidala maximalni bezpecné koncentraci jednotlivych latek a jejich stimulaci LPS (pfidano

1 h po ovlivnéni chromony) po celkové 24hodinové inkubaci. Data jsou vyjadifena jako

pramér+ SEM z 3 nezavislych experimentt.
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Obrazek 17 Apoptoticky profil SIM-A9 bunék po jejich ovlivnéni chromony v koncentraci, ktera
odpovidala maximalni bezpec¢né koncentraci jednotlivych latek a jejich stimulaci INF-y (pfidano

1 h po ovlivnéni chromony) po celkové 48hodinové inkubaci. Data jsou vyjadiena jako

pramér + SEM z 3 nezavislych experimentd.
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6.3. Sledovani protizanétlivych acinkt studovanych latek pomoci bunécné

linie SIM-A9

Pro sledovani protizanétlivych G€inkli studovanych latek byla pouzita mikroglidlni

bunééna linie SIM-A9. Pomoci metody ELISA v sendvicovém usporadani byly

po stimulaci bun¢k LPS s pfedchozim ovlivnénim bun¢k studovanymi latkami.

Dale byl sledovan také vliv studovanych latek na zménu hladiny NO v kultivacnim
médiu po stimulaci buné¢k mysim IFN-y v kombinaci se studovanymi slouc¢eninami.

Pro toto stanoveni byla pouzita kolorimetrickd metoda vyuzivajici Griessovu reakci.

6.3.1. Sledovani produkce cytokinu IL-6

Zmeéna hladiny cytokinu IL-6 v kultiva¢nim médiu bunék po jejich ovlivnéni DMX
nebo latkou K1502 v koncentracich, které odpovidaly MTC, 2 MTC nebo Y2 MTC je

znazornéna na obrazku 18.
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Obrazek 18 Produkce cytokinu IL-6 bunécnou linii SIM-A9 po ovlivnéni DMX nebo latkou

K1502 v koncentraci odpovidajici jeji MTC, %2 MTC a % MTC. LPS byl aplikovan 1 hodinu po

ovlivnéni bunék DMX nebo latkou K1502. Symbol * vyjadiuje statisticky vyznamny rozdil

v porovnani s buiikami inkubovanymi se samotnym LPS (p < 0,05). Symbol # vyjadiuje statistiky

vyznamny rozdil v porovnani s buikami inkubovanymi spolu s kombinaci LPS a DMX (p <0,05).

Data jsou vyjadiena jako primér + SEM z hexaplikatt ze 4 ¢asové nezavislych experimentd.
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Z vysledki je zfejmé, ze po stimulaci LPS v kombinaci s DMX doslo k poklesu
produkce IL-6 3,3krat. Naopak po stimulaci bunék LPS v kombinaci s latkou K1502
nebyl pozorovan, zadny signifikantni rozdil. V porovnani s DMX byla hladina IL-6
u vSech testovanych koncentraci této latky signifikantn¢ vyssi, a to pro MTC 3,7nésobné,

15 MTC 4,2nasobné a ¥4 MTC 4,3nasobne.

Efekt latky K1503 na hladinu IL-6 v kultiva¢nim mediu indukovanou pomoci LPS
je zndzornén na obrazku 19. Jako standardni 1écba byl opét pouzit DMX, ktery sniZil
mnozstvi IL-6 v médiu 3,lkrat. V porovnani pozitivni kontrolou nevykazovala latka
K1503 jakykoliv signifikantni efekt. V pfipadé porovnani jednotlivych testovanych
koncentraci latky K1503 s DMX doslo ke zvySeni mnozstvi IL-6 v médiu 2,7-, 3,2-
a 3,7krat.
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Obrazek 19 Produkce cytokinu IL-6 bunécnou linii SIM-A9 po ovlivnéni DMX nebo latkou
K1503 v koncentraci odpovidajici jeji MTC, %2 MTC a % MTC. LPS byl aplikovan 1 hodinu po
ovlivnéni bunék DMX nebo latkou K1503. Symbol * vyjadiuje statisticky vyznamny rozdil
v porovnani s buiikami inkubovanymi se samotnym LPS (p < 0,05). Symbol # vyjadiuje statistiky
vyznamny rozdil v porovnani s buikami inkubovanymi spolu s kombinaci LPS a DMX (p <0,05).

Data jsou vyjadiena jako primér + SEM z hexaplikatt ze 4 Casové nezavislych experimentd.
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Zména produkce IL-6 bunkami SIM-A9 po jejich stimulaci LPS a naslednou 1é¢bou
DMX a latkou K1504 je zndzornéna na obrazku 20. V piipadé kombinace LPS a DMX
nastal 4,3n4sobny pokles mnozstvi IL-6 v porovnani s pozitivni kontrolou. Stejné jako
u predchazejicich latek, nebyla detekovana zadna zména hladiny IL-6 v ptipadé ovlivnéni
bun¢k LPS v kombinaci s latkou K1504 v porovnani se skupinou ovlivnénou pouze LPS.
Naopak v porovnani s DMX byla hladina IL-6 4,2-, 4,9- a 4,9krat vyssi pii testovanych
koncentracich, které odpovidaly MTC, 2 MTC a ¥4 MTC.
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Obrazek 20 Produkce cytokinu IL-6 bunécnou linii SIM-A9 po ovlivnéni DMX nebo latkou
K1504 v koncentraci odpovidajici jeji MTC, %> MTC a % MTC. LPS byl aplikovan 1 hodinu po
ovlivnéni bunék DMX nebo latkou K1504. Symbol * vyjadiuje statisticky vyznamny rozdil
v porovnani s butikami inkubovanymi se samotnym LPS (p <0,05). Symbol # vyjadiuje statistiky
vyznamny rozdil v porovnani s buikami inkubovanymi spolu s kombinaci LPS a DMX (p <0,05).

Data jsou vyjadiena jako primér + SEM z hexaplikatt ze 4 Casové nezavislych experimentd.

Na skupiné¢ studovanych latek pattici mezi chromony nebylo z epidemiologickych a
Casovych divodi mozné stanovit hladiny IL-6 po stimulaci bun¢k LPS s néslednou

1é¢bou témito latkami.
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6.3.2. Sledovani produkce cytokinu TNF-a

Dalsim sledovanym cytokinem byl TNF-a. Data ziskana po stimulaci bun¢k LPS
s pfedchozim ovlivhénim DMX a latkou K1502 jsou zndzornény na obrazku 21.
Ke snizeni hladiny cytokinu TNF-a doslo pouze v ptipade, kdyz byl k bunkam piidan
také DMX, a to 1,4krat. Pfi pouziti latky K1502 nebyl pozorovéan zadny signifikantni
rozdil v porovnani s pozitivni kontrolou, kdy byly bunky ovlivnény pouze LPS.
V porovnani s bunkami, které¢ byly kultivovany s kombinaci LPS a DMX, doslo
k statisticky vyznamnému nartstu produkce TNF-a po pifidani latky K1502 a LPS,
ato 1,4-, 1,6-a 1,7krét.
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Obrazek 21 Produkce cytokinu TNF-o bunécnou linii SIM-A9 po ovlivnéni DMX nebo latkou
K1502 v koncentraci odpovidajici jeji MTC, 2 MTC a % MTC. LPS byl aplikovan 1 hodinu po
ovlivnéni bunck DMX nebo latkou K1502. Symbol * vyjadiuje statisticky vyznamny rozdil
v porovnani s buiikami inkubovanymi se samotnym LPS (p < 0,05). Symbol # vyjadiuje statistiky
vyznamny rozdil v porovnani s butikami inkubovanymi spolu s kombinaci LPS a DMX (p <0,05).

Data jsou vyjadiena jako primér + SEM z hexaplikat ze 4 Casové nezavislych experimentu.

Na obrazku 22 jsou znazornény vysledky produkce TNF-a po stimulaci bunék LPS
s pfedchozim ovlivnénim DMX nebo latkou K1503. Signifikantni pokles hladiny tohoto
cytokinu nastal v pfipadé kultivace bun¢k s DMX, a to 1,4krat. Naopak po pfidani
studované latky K1503 ve vSech tfech koncentracich doslo k dal$imu zhorSeni zanétlivé
odpovédi. Produkce TNF-a byla déale zvySena 1,2-, 1,3- a 1,5nasobné v porovnani
s pozitivni kontrolou. Produkce byla tim padem signifikantné vyS§i 1 v porovnani

s bunkkami, které byly inkubovéany s kombinaci LPS a DMX, a to 1,7-, 1,8- a 2,0krat.
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Obrazek 22 Produkce cytokinu TNF-a bunécnou linii SIM-A9 po ovlivnéni DMX nebo latkou
K1503 v koncentraci odpovidajici jeji MTC, 2 MTC a % MTC. LPS byl aplikovan 1 hodinu po
ovlivnéni bunck DMX nebo latkou K1503. Symbol * vyjadiuje statisticky vyznamny rozdil
v porovnani s buiikami inkubovanymi se samotnym LPS (p < 0,05). Symbol # vyjadtuje statistiky
vyznamny rozdil v porovnani s buiikami inkubovanymi spolu s kombinaci LPS a DMX (p <0,05).

Data jsou vyjadiena jako pramér + SEM z hexaplikatt ze 4 Casoveé nezavislych experimenta.
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Obrazek 23 Produkce cytokinu TNF-a bunécnou linii SIM-A9 po ovlivnéni DMX nebo latkou
K1504 v koncentraci odpovidajici jeji MTC, %2 MTC a % MTC. LPS byl aplikovan 1 hodinu po
ovlivnéni bunék DMX nebo latkou K1504. Symbol * vyjadiuje statisticky vyznamny rozdil
v porovnani s buiikami inkubovanymi se samotnym LPS (p < 0,05). Symbol # vyjadiuje statistiky
vyznamny rozdil v porovnani s bunkami inkubovanymi spolu s kombinaci LPS a DMX
(p £0,05). Data jsou vyjadiena jako primér = SEM z hexaplikath ze 4 ¢asové nezavislych

experimenti.
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V ptipadé studované latky K1504 (obrazek 23) nebyl opét pozorovan v porovnani
s pozitivni kontrolou zadny statisticky vyznamny rozdil. Pfi ovlivnéni bunék LPS
a nasledné¢ DMX doslo k 1,4nasobnému poklesu produkce TNF-a. V pfipad¢ testovanych
koncentraci latky K1504 dochazelo ve srovnani s DMX k nartstu TNF-a v kultivacnim

médiu, a to pii vSech pouzitych koncentracich 1,4krat.

V dalsi ¢asti byly testovany nové syntetizované chromony a jejich vliv na hladinu
TNF-a po stimulaci bunék LPS. Na obrazku 24 jsou shrnuty vysledky k latce 5-EM-13.
Kromé¢ DMX, kdy byla hladina cytokinu TNF-a snizena 1,5krat, nebylo pozorovano
zadné jiné signifikantni snizeni mnozstvi tohoto cytokinu. V ptipadé porovnani DMX
s latkou 5-EM-13, doSlo opét k zvySeni produkce TNF-a u vSech testovanych

koncentracich, a to 1,5krat.
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Obrazek 24 Produkce cytokinu TNF-a bunécnou linii SIM-A9 po ovlivnéni DMX nebo latkou
5-EM-13 v koncentraci odpovidajici jeji MTC, %> MTC a % MTC. LPS byl aplikovan 1 hodinu
po ovlivnéni bunék DMX nebo latkou 5-EM-13. Symbol * vyjadiuje statisticky vyznamny rozdil
v porovnani s buitkami inkubovanymi se samotnym LPS (p < 0,05). Symbol # vyjadiuje statistiky
vyznamny rozdil v porovnani s butikami inkubovanymi spolu s kombinaci LPS a DMX (p <0,05).

Data jsou vyjadiena jako primér + SEM z hexaplikatt ze 4 Casové nezavislych experimentd.
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Druhou studovanou latkou z této skupiny byla sloucenina s oznatenim 5-EM-26
(obrazek 25), ktera opét nevykazovala zadné protizanétlivé ucinky. Referencni latka
DMX naopak snizovala produkci TNF-o 1,5ndsobné. V porovnani s bunkami
kultivovanymi s kombinaci LPS a DMX, doslo po ovlivnéni bun¢k latkou 5-EM-26 k
statisticky vyznamnému nartistu produkce TNF-a, a to 1,3krat pfi nejvyssi sledované

koncentraci a 1,5krat pii dvou nizsich koncentracich.
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Obrazek 25 Produkce cytokinu TNF-a bunécnou linii SIM-A9 po ovlivnéni DMX nebo latkou
5-EM-26 v koncentraci odpovidajici jeji MTC, %> MTC a % MTC. LPS byl aplikovan 1 hodinu
po ovlivnéni bunék DMX nebo latkou 5-EM-26. Symbol * vyjadiuje statisticky vyznamny rozdil
v porovnani s buitkami inkubovanymi se samotnym LPS (p < 0,05). Symbol # vyjadiuje statistiky
vyznamny rozdil v porovnani s butikami inkubovanymi spolu s kombinaci LPS a DMX (p <0,05).

Data jsou vyjadiena jako primér + SEM z hexaplikatt ze 4 Casoveé nezavislych experimenta.

Stejny efekt byl pozorovan také pii pouziti posledni studované slouceniny 5-EM-36
(obrazek 26). DMX v tomto piipad¢ snizil mnozstvi TNF-o vyprodukovaného bunikami
1,6krat. Naopak pii kultivaci bunék s touto latkou doSlo v porovnani s DMX ke zvySeni

produkce TNF-a u vSech pouzitych koncentracich stejné, a to 1,5krat.
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Obrazek 26 Produkce cytokinu TNF-a bunéénou linii SIM-A9 po ovlivnéni DMX nebo latkou
5-EM-36 v koncentraci odpovidajici jeji MTC, %> MTC a % MTC. LPS byl aplikovan 1 hodinu
po ovlivnéni bunék DMX nebo latkou 5-EM-36. Symbol * vyjadtuje statisticky vyznamny rozdil
v porovnani s bunkami inkubovanymi se samotnym LPS (p <0,05). Symbol # vyjadiuje statistiky
vyznamny rozdil v porovnani s buikami inkubovanymi spolu s kombinaci LPS a DMX (p <0,05).

Data jsou vyjadfena jako prumér = SEM z hexaplikatl ze 4 Casove nezavislych experimentd.

6.3.3. Sledovani hladiny NO

Pomoci Griessovy reakce byla stanovena hladina NO v kultivaénim médiu buné¢k

po jejich stimulaci IFN-y po 48hodinovém ¢asovém intervalu. Studovanymi latkami byly

-----

oproti pozitivni kontrole sniZzoval produkci NO o 41 %.

Prvni studovanou latkou byl naftochinon K1502 (obrazek 27). V porovnani s DMX
byla produkce NO do kultivatniho média v pfipadé¢ latky K1502 1,8- (MTC),
2,0- (2MTC) a 2,1nasobn¢ (¥4 MTC) vyssi.
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Obrazek 27 Produkce NO bunécnou linii SIM-A9 po jejich stimulaci IFN-y a naslednym
ovlivnénim bunék DMX a latkou K1502 v koncentracich odpovidajicich MTC, 2 MTC
a ¥a MTC. Symbol * vyjadiuje statisticky vyznamny rozdil v porovnani s buitkkami inkubovanymi
se samotnym IFN (p < 0,05). Symbol # vyjadiuje statistiky vyznamny rozdil v porovnani s
bunikami inkubovanymi spolu s kombinaci IFN a DMX (p < 0,05). Data jsou vyjadfena jako

pramér = SEM z triplikatd z 5 Casové nezavislych experimenta.

Ve skupiné naftochinonil byla zaznamenéna jedna latka, konkrétné K1503 (obrazek
28), ktera pti nejvyssi testované koncentraci odpovidajici MTC této latky zpisobila
pokles NO 027 %. Mezi efektem DMX a nejvyssi koncentraci latky K1503 nebyl
pozorovan statisticky vyznamny rozdil. U koncentraci odpovidajicich /2 MTC a /4 MTC
byla hladina NO v porovnani s DMX zvySena 1,6- a 1,8krat.

70



K1503

200+
9 150
5 # i
Qo
400 e e.—L
] . *
e o —
c i
2 504
0 L} T T T
I “,\@ O <O
x x ,\\“; \\bt
Qé \Qe x x
«\\ Q\*

Obrazek 28 Produkce NO bunécnou linii SIM-A9 po jejich stimulaci IFN-y a naslednym
ovlivnénim bunék DMX a latkou K1503 v koncentracich odpovidajicich MTC, 2 MTC
a ¥4 MTC. Symbol * vyjadiuje statisticky vyznamny rozdil v porovnani s butikami inkubovanymi
se samotnym IFN (p < 0,05). Symbol # vyjadfuje statistiky vyznamny rozdil v porovnani s
buitkami inkubovanymi spolu s kombinaci IFN a DMX (p < 0,05). Data jsou vyjadiena jako

pramér = SEM z triplikatd z 5 Casové nezavislych experimentd.
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Obrazek 29 Produkce NO bunécnou linii SIM-A9 po jejich stimulaci IFN-y a naslednym
ovlivnénim bunék DMX a latkou K1504 v koncentracich odpovidajicich MTC, 2 MTC
a ¥4 MTC. Symbol * vyjadtuje statisticky vyznamny rozdil v porovnani s butikami inkubovanymi
se samotnym IFN (p < 0,05). Symbol # vyjadfuje statistiky vyznamny rozdil v porovnani s
buitkami inkubovanymi spolu s kombinaci IFN a DMX (p < 0,05). Data jsou vyjadiena jako

pramér = SEM z triplikatd z 5 Casové nezavislych experiment.
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V ptipad¢ posledniho studovaného naftochinonu K1504 (obrazek 29) byla hladina
NO v porovnani s DMX 1,6- (v ptipadé koncentrace odpovidajici MTC) nebo 1,7nasobné
vyssi (v ptipadé koncentraci /2 MTC a %2 MTC).

Ve druhé skupiné latek (derivaty chromontl) nebyl detekovan u zadné studované
latky signifikantni pokles produkce NO do kultivaéniho média. U prvni sledované
slouceniny, 5-EM-13 (obrazek 30), byl v porovnani se skupinou ovlivnénou DMX

pozorovan 1,8- (MTC), 1,9- (2 MTC) a 1,8- (*a MTC) ndsobny narist hladiny NO.
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Obrazek 30 Produkce NO bunécnou linii SIM-A9 po jejich stimulaci IFN-y a naslednym
ovlivnénim bun¢k DMX a latkou 5-EM-13 v koncentracich odpovidajicich MTC, . MTC
a ¥4 MTC. Symbol * vyjadiuje statisticky vyznamny rozdil v porovnani s butikami inkubovanymi
se samotnym IFN (p < 0,05). Symbol # vyjadfuje statistiky vyznamny rozdil v porovnani s
buitkami inkubovanymi spolu s kombinaci IFN a DMX (p < 0,05). Data jsou vyjadiena jako

pramér = SEM z triplikatd z 5 Casové nezavislych experiment.

V ptipadé druhé studované latky z této skupiny byl detekovan pii pouzité koncentraci
MTC 2,0ndsobny nartst NO (obrazek 31). Pti pouziti dvou nizsich koncentracich /2 MTC
a ¥4 MTC byl sledovan v obou piipadech 1,8nasobny narist NO v porovnani s buikami
ovlivnénymi DMX.

Posledni latkou z této skupiny byl chromon s oznacenim 5-EM-36 (obrazek 32).
V porovnani se standardni protizdnétlivou latkou DMX dosSlo ke zvySeni hladiny

pfi jednotlivych testovanych koncentracich 1,8- (MTC a 2 MTC) a 1,7krat.
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Obrazek 32 Produkce NO bunécnou linii SIM-A9 po jejich stimulaci IFN-y a naslednym
ovlivnénim bunék DMX a latkou 5-EM-26 v koncentracich odpovidajicich MTC, 2 MTC
a ¥a MTC. Symbol * vyjadiuje statisticky vyznamny rozdil v porovnani s butikami inkubovanymi
se samotnym IFN (p < 0,05). Symbol # vyjadfuje statistiky vyznamny rozdil v porovnani s
buitkami inkubovanymi spolu s kombinaci IFN a DMX (p < 0,05). Data jsou vyjadiena jako

pramér = SEM z triplikatd z 5 Casové nezavislych experimentd.
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Obrazek 31 Produkce NO bunécnou linii SIM-A9 po jejich stimulaci IFN-y a naslednym
ovlivnénim bunék DMX a latkou 5-EM-36 v koncentracich odpovidajicich MTC, 2 MTC
a ¥4 MTC. Symbol * vyjadiuje statisticky vyznamny rozdil v porovnani s bunkami inkubovanymi
se samotnym IFN (p < 0,05). Symbol # vyjadfuje statistiky vyznamny rozdil v porovnani s
buitkami inkubovanymi spolu s kombinaci IFN a DMX (p < 0,05). Data jsou vyjadiena jako

pramér = SEM z triplikatd z 5 Casové nezavislych experiment.
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7. Diskuse

-----

nove syntetizovanych latek, a to 3 naftochinond a 3 chromont. Naftochinon a jeho
derivaty disponuji Sirokym spektrem farmakologickych uc¢inkd. Jedna se naptiklad
o antibakterialni, antifungélni, antiviralni, antiparazitalni, insekticidni, antiflogistické
nebo antipyretické vlastnosti. (Babula et al. 2007) Z hlediska modulace neurozanétu stoji
za zminku schopnost 1,4-naftochinonu vyznamn¢ inhibovat produkci NO indukovanou
LPS. (Liu a kol. 2020). Derivatyl,4-naftochinonu rovnéz aktivuji drahy adaptivni reakce
na stres v neuronech a chrani je pred silnym stresem. Nedavné studie pomohly osvétlit
neuroprotektivni ucinky vlivem inhibice agregace APB. Tento fakt naznacuje, ze skelet
naftochinonu muize byt pouZit jako zaklad 1é¢iv AD. (Campora et al. 2021) Podobné
pleiotropni ucinky vykazuji i chromony. (Liu et al. 2012) Protizanétlivy uc¢inek byl
prokazan u nekolika derivati chromonu. Tento ucinek vychdzi z pilisobeni rtiznych
molekularnich mechanisml zahrnujicich napt. inhibici cyklooxygenasy, lipooxygenasy-

5 nebo produkce NO. (Silva et al. 2016)

Vyse jmenované vlastnosti tak ukazuji, Ze by derivaty naftochinonu a chromonu
mohly najit uplatnéni jako potencidlni 1éCiva v terapii zanétlivych chorob vcetné
neurozanétu. Na druhou stranu byva ale jejich vyuZiti ¢asto komplikovano pomérné
vysokou toxicitou. (Babula et al. 2007; Bouhenna et al. 2018) Pfed stanovenim
otestovat. Cytotoxicita byla stanovena na 2 bunécnych liniich SIM-A9 a SH-SYS5Y.
Bunéénad linie SIM-A9 byva vyuZivana v zanétlivych in vitro studiich k analyze zmén
intracelularnich anebo sekre¢nich zanétlivych mediatord. Zminénd bunécnd linie
vykazuje kli€ové vlastnosti primarnich mikroglii a slouzi jako snadno dostupna
alternativa k primarnim bunkam pro dané studie. (Dave et al. 2020; Nagamoto-Combs et
al. 2014) Pouziti bunécné linie SH-SYSY v in vitro systémech je dulezité z pohledu
kontinuélni proliferace. Tyto buiiky jsou navic z biochemického i1 funkéniho hlediska

velmi podobné neurontim. (Kovalevich a Langford 2013; Biedler et al. 1973)

Pro vyhodnoceni cytotoxicity byly pouzity hodnoty toxikologickych indext ICso
po 24hodinové inkubaci s nové syntetizovanymi derivaty. Latky ze skupiny chromonti
vykazovaly u obou buné¢nych linii nizsi toxicitu. Pro linii SIM-A9 se jevila nejméné

toxickou sloucenina 5-EM-26. Nejmén¢ toxickou latkou pro SH-SYSY bunky byla latka

74



s oznaCenim 5-EM-13. Naopak nejvice toxickou latku pro ob& bunécné linie pfedstavoval
naftochinon K1504. Toxicita K1504 je pravdépodobné podminéna volnymi
hydroxylovymi skupinami v poloze 5 a 8. V ptipad¢ benzyloxy (K1503) nebo methoxy
(K1502) skupiny v poloze 8 (bez soucasné piitomnosti volné fenolické skupiny

v poloze 5) toxicita klesala.

Pomoci MTT testu byly rovnéz vyhodnoceny maximélni bezpe¢né koncentrace latek
(MTC), jez nemély v 24hodinovém intervalu vliv na buné¢nou viabilitu. Znalost téchto
hodnot je dilezitd pro dalsi testovani, a to ze dvou hledisek. Umoziuje jednak sjednotit
hodnoceni ucinku nové syntetizovanych latek na maximalnich koncentracich, které
neovliviiyji viabilitu bunééného systému. Navic poméha vyloucit dopad zmén poctu
bunék na produkci cytokind. Vlivem zanétu se jeji hodnota mize hypoteticky ménit.
Z tohoto divodu je nutné bezpecnost MTC otestovat i po zdnétlivé stimulaci. Na druhou
stranu zanétlivé prostredi vyznamné méni aktivitu reduktas. (Quattrini a La Motta 2019;
Zolfaghari et al. 2012) To muze vést k interferenci s vysledky MTT testu, proto byla
pro potvrzeni MTC zvolena odli$na metoda. Byla pouzita mikrokapilarni pratokova
cytometrie, pfi niz byly buiiky znaceny annexinem V a 7-AAD. Pomoci téchto dvou
barviv lze v populaci odlisit zivé, ¢asné a pozdné apoptotické a nekrotické buiiky.
(Demchenko 2013; Muckova et al. 2019a) Jako bunétny model byla v tomto
1 v nasledujicich experimentech pouzita pouze mikroglidlni bunétna linie SIM-A9.
Mikroglie za patologickych podminek produkuji zanétlivé molekuly (napt. TNF-a, IL-1,
IL-6, riizné chemokiny. ROS, RNS a NO), které mohou poskodit rizné struktury (napf.
neuronalni DNA a proteiny) a v konecném duasledku vyvolat apoptdézu. (Sibbitts a
Culbertson 2020) Pro indukci prozanétlivého stavu u SIM-A9 bunék byl pouzity dva
odli$né stimuly - bakteridlni LPS a mysi IFN-y. V ptipadé¢ indukce zanétu pomoci LPS
byla bezpecnost téchto koncentraci ovétena po 24 hodinédch inkubace. Pti indukci zanétu
IFN-y byla bezpecnost ovétena po 48hodinové inkubaci s studovanymi latkami. Tyto
Casové intervaly odpovidaly néasledujicim modeltim hodnoticim protizanétlivou odpovéd'.
Ve vSech ptipadech nebyl pozorovan Zadny signifikantni rozdil v porovnani
s neovlivnénou kontrolou, ¢imz byla potvrzena bezpecnost MTC studovanych latek.
Stimulace bun&éné linie SH-SYS5Y prozanétlivymi stimuly je rovnéZ mozna, avSak
vyzaduje nejprve diferenciaci pomoci faktort, jako je napft. kyselina retinova. (Das et al.

2012) Diferenciace SH-SY5Y bunck nicméné nebyla v rdmci diplomové prace testovana.

75



-----

novych latek. Latky byly aplikovany v koncentracich odpovidajici 100 %, 50 % nebo
25 % MTC. Po hodinové inkubaci nésledovala stimulace LPS nebo IFN-y. LPS ptisobi
prostiednictvim Toll-like receptoru 4, po jehoz aktivaci spousti uvoliiovani
prozanétlivych a cytotoxickych latek, jako je TNF-a a IL-6. (Nagamoto-Combs et al.
2014; Ta et al. 2019) Stimulace SIM-A9 bunék zavisi na koncentraci LPS a dobé¢
inkubace. (Dave et al. 2020) V pifipad¢ naSeho modelu byla produkce obou cytokina
do kultivacniho media hodnocena v 23hodinovém intervalu po aplikaci LPS pomoci
metody ELISA. Pro stanoveni IL-6 byly pouzity pouze latky ze skupiny naftochinonti, u
nichz nebyl zadny vliv na hladiny IL-6 pozorovan. Rovnéz nebyla pozorovana jakakoliv
inhibice produkce TNF-a. Naopak latka K1503 ve vSech zvolenych koncentracich expresi
TNF-a zvySovala.

Stanoveni hladiny NO v kultivaénim médiu bunék pomoci Griessovy reakce
v tomto ptipadé€ pouzit INF-y. Pfi interakci INF-y se svym receptorem dochazi k aktivaci
cytoplazmatickych kinas (Jakl, Jak2), které reguluji transkripéni faktory ovliviiujici
expresi indukovatelné NO-syntasy. (Blanchette et al. 2003) Z divodu pomérné nizké
odpovédi bun¢k SIM-A9 na podani INF-y v 23hodinovém intervalu (nepublikovana data)
byl interval stimulace prodlouZen o 24 hodin. V ném jiZ byla odpovéd” pro hodnoceni
latka, konkrétné K1503, kterd pii nejvyssi testované koncentraci odpovidajici MTC
zpisobila pokles NO o027 %. U ostatnich derivati naftochinonu a chromonu nebyl

jakykoliv signifikantni vliv na produkci NO detekovan.
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8. Zavér

nové syntetizovanych latek ze skupiny naftochinonii (K1502, K1503 a K1504)
a chromonti (5-EM-13, 5-EM-26 a 5-EM-36). Bunécna viabilita byla méfena
na neuroblastomové linii SH-SY5Y a mikroglialni linii SIM-A9. Derivaty naftochinona
vykazovaly ve srovnani se slouCeninami chromonii vys$$i cytotoxicitu. Nejvice
toxickou latkou byla K1504. Protizanétlivy uc¢inek byl hodnocen pouze na mikroglialni
linii SIM-A9. Zadnd znové syntetizovanych latek neovliviiovala indukci zanétlivé
reakce po stimulaci LPS (v 24hodinovém intervalu) nebo IFN-y (v 48hodinovém
intervalu) s jedinou vyjimkou, kterou piedstavoval naftochinon K1503. K1503
v koncentraci odpovidajici MTC snizil po nasledné stimulaci IFN-y produkci NO do
kultivaéniho média. V pfitomnosti LPS naopak zvySoval sekreci TNF-a, avSak
neovliviioval produkci IL-6. Ackoliv vysledky diplomové prace u novych derivati
naftochinonti a chromoni protizadnétlivé ucinky neprokazaly, naftochinon K1503 by mohl

slouzit jako vychozi struktura pro hledani dalSich biologicky Gc¢innych latek.
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9. Seznam pouZzitych zkratek

7-AAD
AB
ACh
AChE
AD
ALS
APC
APP
BBB
COMT
CNS
COX-2
DA
DMX
DMSO
ELISA
GA
Glu
ChEI
iGluR
IL-1
IL-1pB
IL-2
IL-4
IL-6
IL-10
IL-12
IL-23
INF-y
INF-B
LB

7-aminoaktinomycin D
Amyloid beta

Acetylcholin
Acetylcholinesterasa
Alzheimerova choroba
Amyotrofickd lateralni skler6za
Antigen prezentujici bunika
Amyloidni prekurzorovy protein
Hematoencefalicka bariéra
Katechol-O-methyltransferasa
Centralni nervovy systém
Cyklooxygenasa-2

Dopamin

Dexamethason
Dimethylsulfoxid
Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
Glatiramer-acetat

Glutamat

Inhibitor cholinesterasy
Ionotropni glutamatovy receptor
Interleukin-1

Interleukin-1 beta

Interleukin-2

Interleukin-4

Interleukin-6

Interleukin-10

Interleukin-12

Interleukin-23

Interferon gamma

Interferon beta

Lewyho téliska
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L-Dopa
LPS
MAO-B
MBP
MTC
NFT
NMDA
NMDAR
NO

NP

NT

PD

PG
PGE»
PNS

PS
RNS
ROS
RR-RS
RS

S1P
SOD
TGF-p
Thy

Th;
TNF-a
Treg
Zn

Levodopa

Lipopolysacharid

Monoaminooxidasa-B

Myelinbazicky protein

Maximalni tolerovatelna koncentrace
Neurofibrilarni klubka
N-methyl-D-aspartat

Receptor pro N-methyl-D-aspartat

Oxid dusnaty

Neuritické plaky

Neurotransmiter

Parkinsonova choroba

Prostaglandin

Prostaglandin E2

Periferni nervovy systém
Fosfatidylserin

Reaktivni formy dusiku

Reaktivni formy kysliku
Relaps-remitentni forma roztrousené sklerozy
Roztrousena skler6za

Stingosin-1-fosfat

Superoxid dismutasa

Transformujici ristovy faktor beta
Subpopulace 1 pomocnych T-lymfocytii
Subpopulace 2 pomocnych T-lymfocytii
Tumor nekrotizujici faktor alfa
Regulaéni T-lymfocyt

Zinek
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Obrazek 26 Produkce cytokinu TNF-a bunécnou linii SIM-A9 po ovlivnéni DMX
nebo latkou 5-EM-36 v koncentraci odpovidajici jeji MTC, /2 MTC a Va
MTC. LPS byl aplikovan 1 hodinu po ovlivnéni bun¢k DMX nebo latkou
5-EM-36. Symbol * vyjadtuje statisticky vyznamny rozdil v porovnani s
bunikami inkubovanymi se samotnym LPS (p <0,05). Symbol # vyjadiuje
statistiky vyznamny rozdil v porovnani s buikami inkubovanymi spolu s
kombinaci LPS a DMX (p < 0,05). Data jsou vyjadiena jako primér +
SEM z hexaplikatl ze 4 ¢asové nezavislych experimentd..................... 69

Obrazek 27 Produkce NO bunécnou linii SIM-A9 po jejich stimulaci IFN-y a
naslednym ovlivnénim bunék DMX a latkou K1502 v koncentracich
odpovidajicich MTC, 2 MTC a 4 MTC. Symbol * vyjadiuje statisticky
vyznamny rozdil v porovnani s buitkami inkubovanymi se samotnym IFN
(p < 0,05). Symbol # vyjadiuje statistiky vyznamny rozdil v porovnani s
buitkami inkubovanymi spolu s kombinaci IFN a DMX (p < 0,05). Data
jsou vyjadrena jako primér + SEM z triplikatd z 5 Casové nezavislych
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Obrazek 28 Produkce NO bunécnou linii SIM-A9 po jejich stimulaci IFN-y a
naslednym ovlivnénim bunék DMX a latkou K1503 v koncentracich
odpovidajicich MTC, 2 MTC a ¥4 MTC. Symbol * vyjadfuje statisticky
vyznamny rozdil v porovnani s buitkkami inkubovanymi se samotnym IFN
(p < 0,05). Symbol # vyjadiuje statistiky vyznamny rozdil v porovnani s
buiikami inkubovanymi spolu s kombinaci IFN a DMX (p < 0,05). Data
jsou vyjadiena jako prumér = SEM z triplikati z 5 Casoveé nezavislych
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Obrazek 29 Produkce NO bunécnou linii SIM-A9 po jejich stimulaci IFN-y a
naslednym ovlivnénim bunék DMX a latkou K1504 v koncentracich
odpovidajicich MTC, 2 MTC a ¥4 MTC. Symbol * vyjadiuje statisticky
vyznamny rozdil v porovnani s buitkkami inkubovanymi se samotnym IFN
(p < 0,05). Symbol # vyjadtuje statistiky vyznamny rozdil v porovnéni s
bunikami inkubovanymi spolu s kombinaci IFN a DMX (p < 0,05). Data
jsou vyjadiena jako prumér + SEM z triplikatl z 5 ¢asové nezavislych
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Obrazek 30 Produkce NO bunécnou linii SIM-A9 po jejich stimulaci IFN-y a
naslednym ovlivnénim buné¢k DMX a latkou 5-EM-13 v koncentracich
odpovidajicich MTC, > MTC a ¥a MTC. Symbol * vyjadiuje statisticky
vyznamny rozdil v porovnani s buiikami inkubovanymi se samotnym IFN
(p < 0,05). Symbol # vyjadiuje statistiky vyznamny rozdil v porovnani s
buitkami inkubovanymi spolu s kombinaci IFN a DMX (p < 0,05). Data
jsou vyjadiena jako prumér + SEM z triplikatd z 5 ¢asové nezavislych
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Obrazek 31 Produkce NO bunécnou linii SIM-A9 po jejich stimulaci IFN-y a
naslednym ovlivnénim bun¢k DMX a latkou 5-EM-36 v koncentracich
odpovidajicich MTC, 2 MTC a ¥4 MTC. Symbol * vyjadfuje statisticky
vyznamny rozdil v porovnani s buikami inkubovanymi se samotnym IFN
(p <0,05). Symbol # vyjadiuje statistiky vyznamny rozdil v porovnani s
buitkami inkubovanymi spolu s kombinaci IFN a DMX (p < 0,05). Data
jsou vyjadrena jako primér + SEM z triplikath z 5 ¢asov€ nezavislych
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Obrazek 32 Produkce NO bunécnou linii SIM-A9 po jejich stimulaci IFN-y a
naslednym ovlivnénim bunék DMX a latkou 5-EM-26 v koncentracich
odpovidajicich MTC, 2 MTC a ¥a MTC. Symbol * vyjadiuje statisticky
vyznamny rozdil v porovnani s buitkami inkubovanymi se samotnym IFN
(p < 0,05). Symbol # vyjadiuje statistiky vyznamny rozdil v porovnani s
buiikami inkubovanymi spolu s kombinaci I[FN a DMX (p < 0,05). Data
jsou vyjadrena jako prumér £ SEM z triplikati z 5 ¢asové nezavislych
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