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Teoreticka Cast’ diplomovej prace je zamerana na charakteristiku oxida¢ného stresu
(OS) aantioxidacnej ochrany organizmu. V d’alSej c¢asti su podrobne spracované
jednotlivé  neurodegenerativne ochorenia avyznam OS pri  ich rozvoji.
V experimentalnej casti predkladanej prace bola hodnotend cytotoxicita 16 novych
potencidlnych modulatorov acetylcholinesterasy pomocou neuroblastomovej bunkovej
linie SH-SYSY. Cytotoxicita latok, vyjadrena ako ICsp, bola merana pomocou
kolorimetrickej metddy, ktord vyuziva tetrazoliovi sol' (MTT). Tato metdda bola
vyuZitd aj k stanoveniu maximalnej tolerovatelnej koncentracie (MTC). Hodnoty MTC
boli nasledne overené pomocou sledovania apoptoticko-nekrotického profilu buniek vo
fyziologickom prostredi (bez OS) a v prostredi OS, ktoré bolo indukované peroxidom
vodika (H202) pomocou mikrokapilarnej prietokovej cytometrie. Z vysledkov bolo
patrné, ze latky nevyvolali Ziadnu Statisticky vyznamni zmenu distriblcie buniek
v jednotlivych populéciach. Nésledne bol sledovany antioxida¢ny potencial latok.
K tomu bola vyuzitd fluorescencnéd sonda dihydroetidium (DHE). Po dobu 4 hodin boli
bunky inkubované s testovanymi latkami a s H>O,. Nésledne bolo pridan¢ DHE (45
minat) a bola merand intenzita fluorescencie. Vysledky naznacuji, Ze Statisticky
vyznamny pokles fluorescencie vyvolali latky, ktoré obsahovali vo svojej molekule
sekunddrny amin. K zla¢enindm, ktoré vykazovali urcity antioxidacny potencial mozno

zaradit’ latky s oznacenim K2104, K2109, K2133, K2138, K2223, K2247 a K2252.
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Title of diploma thesis: Monitoring the antioxidant activity of newly synthesized

potential acetylcholinesterase modulators.

The theoretical part of the diploma thesis focuses on the characteristics of oxidative
stress (OS) and antioxidant protection of the organism. In the next part,
neurodegenerative diseases and the importance of OS in their development are
discussed in detail. In the experimental part, the cytotoxicity of new potential
acetylcholinesterase modulators was evaluated using the neuroblastoma cell line
SH-SYS5Y. The cytotoxicity of the compounds, expressed as ICso, was measured by a
colorimetric method using the tetrazolium salt (MTT). This method was also used to
determine the maximum tolerated concentration (MTC). These values were
subsequently validated by measuring the apoptotic profile of cells in a physiological
environment (without OS) and hydrogen peroxide (H202)-induced OS using
microcapillary flow cytometry. The results showed that the compounds did not induce
any statistically significant change in the distribution of cells in each population.
Subsequently, the antioxidant potential of the individual compounds was monitored.
The dihydroethidium (DHE) fluorescent probe was used for this purpose. OS was
stimulated with H,O». The cells were incubated with the compounds and with H>O, for
4 hours. After this time, DHE was added, and the cells were further incubated for 45
minutes. Subsequently, the fluorescence intensity was measured. The results showed
that compounds containing secondary amine in their molecule induced a statistically
significant decrease in fluorescence. The compounds with antioxidant potential are

K2104, K2109, K2133, K2138, K2223, K2247, and K2252.
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Uvod

Oxida¢ny stres (OS), ktory je charakterizovany ako nerovnovaha v redoxnej
homeostdze organizmu, je sucastou zdékladnej patologie viacerych ochoreni
a mechanizmov toxicity roznych latok. Antioxidacnd obrana organizmu, ktora zahfia
enzymaticky a neenzymaticky (nizko- a vysokomolekularne antioxidanty) ochranny
systém, ardzne antioxidacné terapeutické stratégie ponukajui niektoré dolezité
prilezitosti na prevenciu ochoreni alebo zmiernenie ich patologie (Forman a Zhang
2021). Bolo dokazané, ze OS moOze =zohravat urCiti ulohu pri rozvoji
neurodegenerativnych ochoreni, ako je napr. Alzheimerova (AD) ¢i Parkinsonova
choroba (PD), ale taktiez pri karcinogenéze, aterosklerdze, diabete mellitus, ¢i starnuti
(Ray et al. 2012). Taktiez sa OS moze rozvijat v priebehu jednotlivych
neurodegenerativnych ochoreni ako dosledok prebiehajucich patologickych procesov

a nésledne tak d’alej zhorSovat’ priebeh ochorenia a samotnt degeneraciu neurénov.

Témou predkladanej diplomovej prace bolo hodnotenie antioxidacnej aktivity

novosyntetizovanych potencialnych moduldtorov acetylcholinesterasy (AChE).

V experimentalnej cCasti boli pouzité rozne in vitro metddy pre sledovanie
cytotoxickych uc¢inkov latok zameranych na moduléciu aktivity AChE s vyuzitim
bunkovej linie SH-SYSY. Cytotoxicita latok a maximalna tolerovate'nd koncentracia
(MTC) bola sledovana pomocou kolorimetrickej metody vyuzivajica tetrazoliova sol’
3-[4,5-dimetylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid (MTT). Hodnota MTC bola
nasledne overend sledovanim apoptotického profilu buniek v prostredi bez as OS.
Nasledne bola sledovand antioxidacna aktivita latok pomocou fluorescen¢nej sondy

dihydroetidium (DHE) po stimulécii buniek peroxidom vodika (H20>).



1. Teoreticka Cast’

1.1 Oxidacny stres

Termin OS prvykrat zaviedol Helmut Sies v roku 1985, ako nerovnovahu medzi
produkciou oxidantov a antioxidacnou obranou, ktorda mdze viest’ k poskodeniu réznych
biologickych systémov (Sies et al. 2017). Novsie definicie popisuju OS ako
nerovnovahu v rovnovaznom redoxnom stave (Jaganjac et al. 2022). Pokrok
v modernych analytickych technikach spolu s vyskumnymi modelmi a vedeckymi
pristupmi, posunuli nase vnimanie OS ku komplexnejSiemu pohl'adu, ¢im sa rozliSuje
OS ako neziadtci - disstres, a prospesny - eustres (Niki 2016). Prehnana a neprimerana
akumulédcia reaktivnych foriem kyslika a dusika (RONS), ktora vedie k réznym
poruchdm organizmu, predstavuje disstres. Naopak hladiny RONS nevyhnutné pre
fyziologicku redoxnt signalizaciu su ddlezité pre spravne fungovanie buniek, tkaniv

a organizmov a predstavuju eustres (Jaganjac et al. 2022).

OS zahma chemické reakcie takzvanych reaktivnych latok, ktoré su najcastejSie
odvodené od kyslika a dusika. RONS su intraceluldrne generované najCastejSie
pdsobenim réznych xenobiotik, ionizujiceho Ziarenia, ultrafialového svetla alebo pri
jednotlivych patologickych procesoch. V bunkach st schopné produkcie RONS rdzne
bunkové kompartmenty vrdtane mitochondrii, endoplazmatického retikula,
peroxizémov, jadra, cytosolu, plazmatickych membran a dokonca aj extracelularnych

priestorov (Bhattacharyya et al. 2014).

Vo vicsine cicav€ich buniek je hlavnym miestom produkcie ROS elektronovy
transportny retazec mitochondrii. K enzymom, ktoré katalyzuju chemické reakcie
generujuce ROS patria peroxidasy, izoformy NADPH oxidasy (NOX), xantin oxidasa
(XO0), lipoxygenasy (LOXs), myeloperoxidasa (MPO), syntasa oxidu dusnatého (NOS)
a cyklooxygenasy (COX) (Ray et al. 2012). RNS mo6zu byt produkované pri
metabolizme aminokyselin, a to hlavne L-argininu. Na vzniku RNS sa najCastejSie
podiel'a NOS. RONS mozno d’alej rozdelit’ na vol'né radikaly, ktoré obsahujii vo svojej
molekule neparovy elektron aoxidanty neradikdlovej povahy (tabulka 1)

(Bhattacharyya et al. 2014; Di Meo et al. 2016; Sies et al. 2017; Stipek 2000).



Tabulka 1 Reaktivne formy kyslika (ROS) a reaktivne formy dusika (RNS) radikalovej

a neradikalovej povahy.

VODINE RADIKALY
Reaktivne formy kyslika
Superoxidovy Oy e
Hydoxylovy HO-
Peroxylovy ROO-
Alkoxylovy RO-
Hydroperoxylovy HO»*

Reaktivne formy dusika

Oxid dusnaty NO-

Oxid dusicity NO,»

NERADIKALOVE OXIDANTY

Reaktivne formy kyslika

Peroxid vodika H>02
Kyselina chlérna HOCI
Oz6n O3
Singletovy kyslik 10,
Organicky peroxid vodika ROOH

Reaktivne formy dusika

Nitrit NO2~
Oxid dusnaty NO
Peroxynitrit ONOO™
Oxid dusity N203

10




1.1.1 Oxida¢né poskodenie biomolekiil

OS moze mat dalej za nasledok priame alebo nepriame poskodenie lipidov,

proteinov a nukleovych kyselin (Ray et al. 2012).
1.1.1.1 Oxida¢né posSkodenie lipidov

V biologickych systémoch sa na oxidatnom poskodeni lipidov (obrazok 1) najviac
podielaju mastné kyseliny s viacerymi dvojitymi vdzbami — polynenasytené kyseliny

(polyunsaturated fatty acids — PUFA).

Antioxidant
@_L 00’
0, .
,/ Peroxylovy lipidovy radikal Nenasyteny lipid
\ N \ OOH
\“ N,

v, .
1 preskupenie
f\ A Lipidovy hydroperoxid
. _j
Nenasyteny lipidovy radikal
R 1 H*

O]

Nenasyteny lipid

Obrazok 1 Proces peroxidacie lipidov. V inicia¢nej fdze dochddza k odstraneniu allylového
vodika oxidantom za vzniku lipidového radikalu lokalizovaného na uhliku, ktory je
stabilizovany molekularnym preskupenim za vzniku diénu (1). V propagacnej faze dochadza
k reakcii lipidového radikalu s kyslikom za vzniku lipidového peroxyradikalu (2), ktory odobera
vodik z inej lipidovej molekuly za vzniku nového lipidového radikalu a lipidového
hydroperoxidu (3). V terminacnej reakcii antioxidanty poskytni atom vodika lipidovym
peroxyradikalom, ¢o vedie k tvorbe neradikalovych produktov (4). Modifikované podl'a Ayala
et al. (2014).

Kazda latka, ktord ma dostatocnu afinitu k elektronom a dokaze odtrhniit’ vodikovy
atdom z metylénovej skupiny uhl'ovodikového retazca mastnej kyseliny, moze zahajit’
radikalovl reakciu v membréanovych lipidoch. Mastna kyselina alebo lipid sa tak stava
uhlikovym radikalom. Dvojitd vdzba oslabuje vizbu C-H apreto PUFA a lipidy
podliehaji peroxidacii I'ahSie ako iné biomolekuly. Po odtrhnuti vodiku sa z mastne;j
kyseliny stava konjugovany dién, ktory sa I'ahko spdja s molekuldarnym kyslikom na
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peroxylovy radikdl. Ten je schopny odtrhntt’ elektron z mastnej kyseliny susediaceho
lipidu aten sa stane novym radikdlom, zatial' o peroxylovy radikdl sa premeni na
lipidovy hydroperoxid. Radikalova reakcia sa v lipidoch propaguje pokial’ sa radikal
PUFA nestretne s inym radikdlom popripade s antioxidantom, kedy sa retazova reakcia
ukon¢i vznikom stabilnej zluceniny (terminéacia). Vysledkom popisaného sledu reakcii
su hydroperoxidy a cyklické peroxidy mastnych kyselin. Tie sa chemicky spravaji
rovnako ako H>O», takze su pomerne stale, pokial’ sa nestretnt s tranzitnymi prvkami,
ktoré katalyzuji Fentonovu reakciu. Lipidy sa potom menia na alkoxylové radikaly

(Ayala et al. 2014).

Rozkladom lipidovych hydroperoxidov d’alej vznikaji malondialdehyd (MDA,
fragment vnitornej ¢asti PUFA) a 4-hydroxynonenal (4-HNE, metylovy koniec PUFA).
MDA je teda koneCny produkt, ktory vznikd rozkladom PUFA (napr. kyseliny
arachidonovej) s viac ako dvoma dvojitymi vdzbami v molekule enzymatickym alebo
neenzymatickym procesom (obrazok 2). Jedna as o najviac pouzivany biomarker
lipidovej peroxidacie (LPO). Mo6ze pdsobit’ ako signalna molekula a regulovat’ génova
expresiu. Bolo zistené, Ze MDA reguluje glukozou stimulovani sekréciu inzulinu,
hlavne prostrednictvom Wnt drahy. V pecenovych Itovych bunkach indukuje MDA
expresiu kolagénu, ato zvySenim expresie génu Specifického proteinu-1 (Sp-1)

(Esterbauer et al. 1990).

Na druhej strane, MDA mdze d’alej reagovat’ s inymi biomolekulami (proteiny
anukleové kyseliny), ¢o ma za nasledok vznik réznych aduktov. MDA je schopny
modifikovat’ celt radu proteinov ato napr. albumin (transportny protein), B-aktin
(cytoskelet), ATP-syntasu (energeticky metabolizmus), katalasu (CAT, antioxida¢na
ochrana), amnoho dalSich (Zarkovic et al. 2013). Taktiez modze reagovat
s nukleosidmi, ¢o ma za nésledok poskodenie DNA a mutacie (Ayala et al. 2014). MDA
sa javi ako najmutagénnej$i produkt LPO (Esterbauer et al. 1990). ZvySena produkcia
MDA moéze byt taktiez spojovana s rozvojom niektorych patologii, a to napr. AD a PD,

kardiovaskularne a onkologické ochorenia a diabetes mellitus (Ayala et al. 2014).
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Radikal PUFA 20,

H' AA :
PUFA-radikal @
0,
d & PGG,
iy 4 PUFA-peroxidovy
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Oxy-radikal Lipidovy hydroperoxid y
0, +H" PGH,
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peroxid / \

1 \ MDA //u

@ MDA-proteinové adukty

MDA-DNA adukty

@ @ ® - @ E:ﬂ:;:iemm rn-e poskodenie

Obrazok 2 Tvorba a metabolizmus MDA. MDA méZze vznikat’ rozkladom PUFA (kyseliny
arachidonovej, AA) s viac ako 2 dvojitymi vdzbami enzymatickymi procesmi ako vedlajsi
produkt biosyntézy tromboxanu A, (TXA,) a kyseliny 12-L-hydroxy-5,8,10-heptadekatriénove;j
(HHT) (modra draha). Rovnako moze vznikat' aj neenzymatickymi procesmi z bicyklickych
endoperoxidov, ktoré vznikajii pocas peroxidacie lipidov (oranzova draha). MDA méze byt
metabolizovany enzymaticky (zelena draha). KIuCové enzymy zapojené do tvorby a
metabolizmu MDA su cyklooxygenasy (1), prostacyklin hydroperoxidasa (2), tromboxan
syntasa (3), aldehyddehydrogenasa (4), dekarboxylasa (5), acetyl-CoA syntasa (6) a enzymy
cyklu trikarboxylovych kyselin (7). Modifikované podla Ayala et al. (2014).

4-HNE je hlavnym koncovym produktom 4-hydroxyalkenalov, ktoré vznikaju pri
rozklade kyseliny arachidénove; a PUFA sviac ako dvoma dvojitymi véizbami
v molekule enzymatickou alebo neenzymatickou cestou (Esterbauer et al. 1991). Jedna
sa 0 mimoriadne reaktivnu zluceninu ato z dévodu pritomnosti o,B-dvojitej vizby na
pozicii C-2, karbonylovej skupiny na C-1 a hydroxylovej skupiny na pozicii C-4 (Shoeb
et al. 2014). Pomerne rychlo reaguje s tiolovymi skupinami a aminoskupinami, ¢im
moze byt vystvetlovana jeho vysoka toxicita. 4-HNE primarne reaguje s
aminokyselinami ako je cystein, histidin a lyzin. Z dévodu pritomnosti dvojitej vizby
reaguje 4-HNE aj s nukleofilmi ako je cystein alebo glutation a vytvara Michaelove
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adukty (Liu et al. 2014; Schaur 2003). Pri in vitro $tadii boli pri vysSich koncentracidch
(10 — 60 uM) sledované genotoxické ucinky, ktoré viedli k fragmentacii DNA
a k tvorbe mikrojadier (Brambilla et al. 1986). 4-HNE rovnako reaguje aj s proteinami
aenzymami, ¢o ma za nasledok ich modifikaciu a naslednti inaktivaciu. Mimo
negativnych ucinkov boli sledované aj priaznivé fyziologické Uc¢inky v zdvislosti na
koncentracii 4-HNE v bunke. In vitro bola koncentracia < 2 uM vyhodnotend ako
prospesna, a to hlavne z dovodu lepSieho prezivania a proliferacie buniek (Shoeb et al.

2014).

Pre bunky mo6ze byt prospesnd aj enzymova LPO, ktora prebicha na aktivnych
centrach hydroperoxidas a endoperoxidas (COX, LOX) aprodukuje aktivne latky
(prostaglandiny a leukotriény), dolezit¢ v riadeni bunkovych dejov (Clemente et al.

2020).
1.1.1.2 Oxidacné poSkodenie proteinov

Oxida¢na modifikacia proteinu je hlavna skupina posttranslaénych modifikacii. Je
sposobend reakciou medzi aminokyselinovymi zvySkami a ROS alebo RNS. Su
klasifikované ako ireverzibilné alebo reverzibilné modifikacie. Ireverzibilné
modifikacie zahffiaji hlavne karbonyléciu proteinov a nitraciu tyrozinu (Cai a Yan
2013). Karbonylacia moze byt spésobend priamou oxidaciou lyzinu, argininu, prolinu
a treoninu, alebo interakciou s ROS a reakciami s oxidovanymi lipidmi, ktoré obsahuji

v molekule karbonylovu skupinu (Gryszczynska et al. 2017).

Ako priklad mdézeme uviest’” napr. 4-HNE, ktory reaguje s histidinom, lyzinom
a sulthydrylovymi skupinami, ¢im sa do proteinu pridavaju karbonylové skupiny.
Stupen karbonylacie proteinov sa mdze pouzit’ ako ukazatel' oxidaéného poSkodenia
tychto biomolekul. Nasledky tychto reakcii su pre bunku zadvazné. Enzymy menia svoju
aktivitu, pumpy neudrZia i6novli homeostazu bunky. V cytozole sa hromadia vapenaté
kationy, ¢im sa aktivuju proteasy a fosfolipasy. Modifik4dcia aminokyselin vedie

k vzniku novych antigénnych determinant a k autoimunitnej reakcii (Davies 2012).

Dalsou ireverzibilnou modifikiciou je nitracia tyrozinu, pri¢om vznika
3-nitrotyrozin (3-NT, obrazok 3) (Ahsan 2013). Zvysena hladina 3-NT bola sledovana
pri viacerych patologiach ako aterosklerdza, roztrasena skler6za, AD, PD, amyotroficka

laterdlna skler6za (ALS), diabetes a iné (Duncan 2003).
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Obrazok 3 Ireverzibilnd nitracia tyrozinu, ktorej kone¢nym produktom je
3-nitrotyrozin. Modifikované podl'a Ahsan (2013).

Reverzibilna oxidacia proteinov sa podiel’a na redoxnej signalizacii drah, regulacii
Struktary proteinov aich funkcie. Rovnako chrania proteiny pred ireverzibilnou
oxidaciou. Reverzibilnej oxidacii casto podlichaju cysteinové zvysky, ¢o vedie
k S-sulfonécii, S-nitrozylacii, S-glutationyléacii a tvorbe disulfidov. Reverzibilne vznika
aj metionin sulfoxid, ktory je zapojeny do ochrany pred ischemickym posSkodenim (Yan

2014).

S membranovymi proteinmi a s proteinmi lipoproteinovych castic (lipoprotein
s nizkou hustotou - LDL, lipoprotein s ve'mi nizkou hustotou - VLDL, obrazok 4)
reaguju okrem jednoduchych ROS a RNS tiez alkoxylové a peroxylové radikaly
lipidov, vznikajuce pri LPO. Dalgie produkty LPO, ku ktorym patria reaktivne aldehydy
(MDA, 4-HNE), sa kovalentne viaZzu na aminoskupinu lyzinu. Nasledkom toho,

proteiny agreguju, siet'uju a stanu sa citlivejsie k proteolytickej degradacii (Carvajal et
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Obrazok 4 Schématické znazornenie ucCinkov peroxidacie lipidov na membranova
Struktiru a organizaciu cholesterolu. Modifikované podl'a Jacob a Mason (2005).
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1.1.1.3 Oxidacné poSkodenie nukleovych kyselin

Oxida¢né poskodenie nukleovych kyselin ma najcastejsie za nasledok hydroxylovy

b[13

radikal. Hydroxylovy radikal je schopny sa pripojitt (,,addovat*) k purinovym
a pyrimidinovym bazam, atak ich menit’ na hydroxyderivaty a oxoderivaty. Vsetky
bazy DNA si pomerne nachylné k oxidacnej modifikécii. Ako najcitlivejsSia
k oxidaénému poskodeniu sa javi baza guanin. NajcastejSie sa vyskytujucou oxidacnou
modifikdciou DNA je 8-0x0-7,8-dihydroguanin (8-0x0G). K jeho vzniku dochadza
adiciou hydroxylového radikalu do polohy C8 v guaninovom kruhu za vzniku 8-
hydroxy-7,8-dihydroguanylového radikalu, ktory je d’alej oxidovany na 8-oxoG alebo
redukovany na 2,6-diamino-4-hydroxy-5-formamidopyrimidin (FapyG, obrazok 5)
(Kryston et al. 2011; Neofytou et al. 2012).

N
N N NH; HN- N)\NHQ
e = Ay
Onne

B-ox0G Fapy-G

Obrazok 5 Vznik 8-oxo0-7,8-dihydroguaninu (8-oxoG) a 2,6-diamino-4-hydroxy-5-
formamido-pyrimidinu (FapyG). Modifikované podl'a Delaney et al. (2012).
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K menej castym oxidaénym derivatom patri 8-hydroxyadenin. Z derivatov
pyrimidinovych bdz mozno uviest 5-hydroxycytozin a analogicky derivat uracilu.
Modifikované bazy su vyluCované mocom vo forme nukleozidov. Hydroxylovy radikal
rovnako odstraiiuje vodikovy atom z deoxyribozy, ¢o vedie k deStrukcii sacharidu
a preruseniu retazca. Nasledkom tychto reakcii sa moze prerusit polynukleotidovy
retazec alebo sa mézu vytvorit’ krizové vizby medzi DNA a proteinmi. Tym dochadza
ku chybnému parovaniu baz pri replikacii DNA ak zavedeniu chyby do genetickej
informacie. Poskodenie DNA sa prejavi apoptézou, mutagenézou, karcinogenézou

a starnutim (Evans et al. 2004).
1.1.2 Antioxida¢na obrana a terapeutické dosledky

Ludské telo je vybavené réznymi antioxidaénymi mechanizmami, ktoré sluzia
k vyvazeniu nepriaznivych uG¢inkov oxidantov. NajCastejSie je mozné antioxidacné
systémy rozdelit’ na dve kategodrie, a to enzymaticki a neenzymaticka (Birben et al.

2012).

Antioxida¢nll obranu v bunkach zabezpecuju predovsetkym antioxidacné enzymy,
ktoré vyuzivaji Specifické substraty na redukciu oxidantov. Existuj aj exogénne
a endogénne malé molekuly, ktoré posobia ako scavengeri, tie vSak nemaju taku
antioxida¢ni ucinnost’ ako enzymy (Forman a Zhang 2021). NajvyznamnejSie
enzymatické a neenzymatické antioxidacné systémy st zhrnuté v tabul’ke 2 (Birben et
al. 2012).
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Tabul’ka 2 Prehl'ad enzymatickych a neenzymatickych antioxidantov.

Enzymové antioxida¢né

Vysokomolekularne

Nizkomolekularne

systémy endogénne antioxidanty endogénne antioxidanty

Superoxiddismutasa Transferin Vitamin C (askorbat)

Glutationperoxidasy Laktoferin Vitamin E (napr. alfa-
tokoferol)

Glutationtransferasy Feritin Ubichinén/ubichinol
(koenzym Q)

Katalasa Ceruloplazmin Karotenoidy, betakarotén
a vitamin A

Albumin Tioly a disulfidy (glutation)

Melatonin

Kyselina moc¢ova (urat)

Bilirubin

1.1.2.1 Enzymatické antioxida¢né systémy

Superoxiddismutasy (SODs, EC 1.15.1.11) a d’alSie enzymy, ktoré odstraniuji H>O»

a lipidové hydroperoxidy, tvoria hlavnu liniu obrany proti OS. SODs st hlavné enzymy,

ktor¢ katalyzuji premenu

1.11.1.6), glutationperoxidasa

superoxidového

(GPx, EC

radikdlu na

1.11.1.9) a peroxiredoxiny (Prxs,

H,0,. CAT (EC

EC

1.11.1.15) d’alej redukuji H20O2 na vodu (Jaganjac et al. 2022).

SODs mo6zu vo svojej molekule obsahovat’ r6zne kovy (Kazarjan et al. 2015). Prave

tieto kovy st zodpovedné za katalyzu dismutécie reaktivneho superoxidového radikalu

na menej reaktivny H,O» (Aziz et al. 2019). U cicavcov sa rozliSuju tri formy SODs,

a to:
e Cu/Zn-SOD
e Mn-SOD
e Fe-SOD
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U l'udi maju tieto izoformy réznu lokalizaciu. Cu/Zn-SOD je homodimerny enzym,
ktory sa vyskutuje v cytolozole (SOD1) alebo v extracelularnerj matrix (SOD3). Mn-
SOD (SOD2) aFe-SOD st homotetramérne enzymy, ktora st lokalizované
v mitochondridlnej matrix (Mn-SOD) alebo v extracelularnom priestore (Fe-SOD)

(Marin-Garcia 2014b).

CAT vyskytujica sa najCastejSie v peroxizomoch a mitochondridch eliminuje
H>03, ktory vznika ucinkom SOD alebo pdsobenim réznych oxidas (napr. xantinoxidas)
redukciou na vodu. CAT sa vyskytuje najcastejSie ako tetramér, ktory je zlozeny zo 4
identickych monomérov (Kirkman et al. 1999). Kazdy monomér obsahuje na aktivnom
mieste hémovii skupinu. Stiepenie H»O, je rozdelené do dvoch krokov. V prvom
dochadza k oxidacii hému za vzniku porfyrinového mn-kationéveho radikdlu, ktory
obsahu Zelezo vo forme Fe!V. Nasledne tento medziprodukt (oznacovany ako zli&enina
Iuvedend v obrazok 6) oxiduje d’alSiu molekulu H>O> za vzniku molekuly vody a

molekularneho kysliku (Alfonso-Prieto et al. 2009; Goyal a Basak 2010).

H, O, + Fe(lll)- enzym ——=H,0 + O =Fe (IV)= enzym

Zluéenina
Pokojovy enzym I
HOOH H,

g/;é \n Al

() I]i‘ HOOH

H,0 + Fe(llh- enzym <=—H,O, + O = Fe(IV) enzym

Obrazok 6 Dvojstuptiovy mechanizmus ucinku katalasy. Modifikované podla Goyal a
Basak (2010).

GPx je cytosolicky enzym, ktory katalytuje redukciu ré6znych hydroperoxidov, ako
napr. H>O» alebo lipidové peroxidy, na vodu pomocou oxidacie glutationu (GSH) na
jeho disulfidovi formu (GSSH). GPx je tetramér obsahujuci vo svojom aktivhom

mieste selenocystein (Marin-Garcia 2014a; Sarikaya et al. 2020). Jednd sa
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o antioxidacny systém, ktory poskytuje najvyznamnejsiu obranu proti peroxidativnemu

poskodeniu biologickych membran v bunkéch cicavcov.

Prxs je skupina tiol-dependentnych peroxidas, ktoré detoxifikuja H»O», alifatické
a aromatické hydroperoxidy a peroxynitrit. Vykazuji pomerne vysoku katalytickt
ucinnost. Ich pocetné zastupenie v bunkach znich ¢ini predominantné scavengeri
peroxidov a zohrdvaju vyznamnu ulohu v detoxifikacii a obrane proti potencidlnemu
oxidaénému poskodeniu (Poole et al. 2011). Niektoré z Prxs a GPx tiez redukuju
lipidové hydroperoxidy adve znich (Prxs6 a GPx4) st schopné redukovat aj
fosfolipidové hydroperoxidy (Fisher 2011; Forman a Zhang 2021).

Vyssie menované enzymy v podstate predstavuju prva liniu antioxidac¢nej obrany
organizmu. Dalej moZno rozligit taktieZ liniu druhu a tretiu. Druh4 linia antioxida¢nej
obrany zahffia tioredoxinovy antioxidacny systém (TRX), a enzymy y-glutamylcystein
syntetasa (y-GCS, EC 6.3.2.2) a glutationsyntetasa (GSH-S, EC 6.3.2.3), ktoré su
zodpovedné za syntézu GSH (Hibi et al. 2004, Chen et al. 2005, Matuz-Mares et al.
2021).

TRX sa skladd s NADPH, tioredoxinreduktasy (TrxR, EC 1.8.1.9) a tioredoxinu.
Reguluje ditiol/disulfidovi rovnovahu prostrednictvom svojej disulfidoreduktasove;j
aktivity. Systém TRX poskytuje elektrony peroxidasam zéavislym od tiolu, na
odstranenie ROS a RNS s rychlou reakénou rychlostou. Antioxida¢né funkcie TRX st
rovnako zapojované do opravy DNA aproteinov ato predovSetkym redukciou
ribonukleotid  reduktasy, metioninsulfoxid reduktasy aregulaciou  aktivity
transkripénych faktorov, ktoré su zavislé na redoxnej rovnovdhe. TRX zohrava aj
dolezit ulohu pri imunitnej odpovedi, virusovej infekcii a bunkovej smrti. Spolu
s glutation-glutaredoxinovym systémom sa podiela na riadeni redoxného prostredia

bunky (Lu a Holmgren 2014).

v-GCS je enzym, ktory zohrava kI'icovu regulacnu tlohu pri syntéze GSH. Jedna sa
o heterodimérny metaloprotein, ktory sa sklada z katalytickej a regula¢nej podjednotky.
Obsahuje vo svojej molekule zinok. Katalyzuje prvy krok syntézy GSH - syntetizuje y-
glutamylcystein (y-GC) ligaciou glutamatu a cysteinu. Jeho aktivita je presne
kontrolovana nealosterickou spétnou inhibiciou GSH, obmedzenou dostupnostou

bunkového L-Cys a transkripcnou a posttranskripnou regulaciou expresie enzymu za
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roznych fyziologickych podmienok. GSH-S v druhom kroku syntézy GSH katalyzuje
kopulaciu y-GC s glycinom za vzniku GSH (Hibi et al. 2004; Chen et al. 2005;
Soltaninassab et al. 2000; Willis et al. 2011).

Tretou liniou antioxidanej obrany organizmu je oprava alebo odstranenie
oxidovanych makromolekul. Jedna sa o enzymatické systémy, ktoré sa podielaji na
odstraneni oxidovanych proteinov, odstraneni a po pripade nahradeni oxidovanych
mastnych kyselin a odstraneni a oprave oxidovanej DNA (Forman a Zhang 2021).
Rovnako su schopné aj obnovy poskodenej bunkovej membrany. NajcastejSimi
prikladmi si opravné enzymy DNA (polymerasy, glykosylasy anukleasy) a
proteolytické enzymy (proteinasy, proteasy a peptidasy). Tieto enzymy su lokalizované
v cytozole a mitochondridch cicav¢ich buniek (Ighodaro a Akinloye 2018; Lobo et al.

2010).
1.1.2.2 Neenzymatické antioxida¢né systémy

Neenzymatické antioxidaéné systémy mozno rozdelit na vysokomolekularne a
nizkomolekuldrne antioxidanty. K vysokomolekdrnym mozZno zaradit' niektoré
endogénne proteiny, ktoré su schopné viazat’ prechodné prvky (Zelezo a med’) a menit’
ich oxida¢noreduk¢éné vlastnosti tak, ze tieto prvky nie su schopné katalyzovat’
radikalové reakcie. Patri k nim napr. transferin, ceruloplazmin a albumin. Transferin,
nachadzajici sa v plazme, a laktoferin polymorfonuklearnych leukocytov pevne viazu
zelezo vo forme Fe** atym ho zbavuju moZnosti vstupovat do Fentonovej reakcie.
Feritin posobi antioxidacne hlavne svojou feroxidasovou aktivitou, ktord skladované
zelezo udrzuje v oxidovanej forme, pokial’ ho neuvolni silnd redukujuca latka (napr.
askorbat). Prooxidacne posobia aj formy Zeleza ako je hemoglobin uvolneny
z erytrocytov a hém uvolneny z hemoproteinov. Haptoglobin vychytava extracelularny

hemoglobin a hemopexin viaze uvol'neny hém (Van Campenhout et al. 2006).

Plazmaticky protein ceruloplazmin je multifunkény protein, ktory sa zucCastiuje na
transporte medi, metabolizme Zeleza a interakcidch s bunkovymi receptormi
a imunokompetentnymi bunkami. Podiela sa na ferooxidasovej aktivite — oxidacia
dvojmocného Zeleza na trojmocné, ¢im umoziuje uvolnenie Zeleza z buniek a jeho
nasledné poskytnutie transferinu. Sucasne sa kyslik oxiduje na vodu bez toho, aby

vznikali toxické medziprodukty. Ceruloplazmin vykazuje aj NO oxidasovu a GPx
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aktivitu, zucastiuje sa na oxidacii LDL amodze oxidovat celi Skalu organickych

substratov, vratane xenobiotik (Liu et al. 2022; Van Campenhout et al. 2006).

Albumin je neglykosylovany protein o molekulovej hmotnosti 66kDa. M4 niekol’ko
dolezitych fyziologickych a farmakologickych funkcii, vratane prenosu kovov,
mastnych kyselin, cholesterolu, zl¢ovych farbiv aliekov. Je klIaovym prvkom
v udrziavani osmotického tlaku a distribucie tekutin medzi r6znymi kompartmentami.
Albumin obsahuje vdzobné miesto (Asp-Ala-His-Lys), ktoré vykazuje vysoku afinitu k
ionom Cu?’, ¢im predchadza reakcidm generujucim ROS (Fentonova reakcia). Vo
svojej molekule obsahuje redukovany zvySok cysteinu (Cys34), ktory pdsobi ako
scavenger roznych ROS a RNS. Rovnako obahuje aj 6 metioninovych zvyskov, ktoré
mozu byt oxidované a vychytavat’ tak voI'né radikaly (Roche et al. 2008; Taverna et al.
2013).

Nizkomolekularne antioxidanty zahriluju napr. vitamin C a E, GSH,

ubichindn/ubichinol, karotenoidy, melatonin, kyselinu mo¢ovu a bilirubin.

Vitamin C (askorbat) je esencidlna zlozka potravy, ktor si 'udsky organizmus
z dovodu nedostatocnej enzymatickej vybavy nie je schopny syntetizovat. Jednd sa
o vyznamny antioxidant a to hlavne z dovodu, ze je donorom elektronov. Vitamin C je
teda silné redukéné ¢inidlo, ktoré dokaze redukovat’ Fe*" na Fe**. Rovnako redukuje aj
nitro zli¢eniny, ¢im sa podiel'a na ich detoxifik4cii z organizmu. Tymto mechanizmom
je schopny chranit’ proteiny, lipidy, sacharidy a nukleové kyseliny pred oxida¢nym
poskodenim. Je taktiez kofaktorom pre biosyntetické aregulatné enzymy
monooxygenasy a dioxygenasy. Vitamin C je nutny ako kofaktor enzymov pri syntéze
kolagénu, karnitinu a pri syntéze katecholaminovych hormoénov, napr. noradrenalin,

a amidovanych peptidovych horménov, napr. vazopresin (Carr a Maggini 2017).

Vitamin E je sthrny nazov pre 4 tokoferoly (a-, B-, y-, o-tokoferoly) a4
tokotrienoly (a-, B-, y-, O-tokotrienoly). Pre cloveka je biologicky najucinnejsi
a-tokoferol. Je hlavny antioxidant rozpustny v tukoch. Odstraiiuje peroxylové radikaly
apodiela sa tak na terminacii oxidacie PUFAs. V pritomnosti vitaminu E reaguje
peroxylovy radikél prave s a-tokoferolom namiesto lipidového hydroperoxidu, ¢im je

zabranené¢ dalSej oxidacii PUFA v membranach. Tokoferoxylové radikaly, ktoré
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vznikaju z o-tokoferolu aperoxylovych radikdlov, st nasledne redukované

vitaminom C a GSH (Lee a Han 2018; Lloret et al. 2019; Miyazawa et al. 2019).

U zdravych jedincov je dostato¢na hladina vitaminov C a E zabezpecena beznym
prijmom potravy a nedostatok sa vyskytuje len zriedka. V niektorych extrémnych
pripadoch stvisiacich s podvyzivou alebo nevyvéazenou stravou je potrebna

suplementécia tychto vitaminov (Forman a Zhang 2021).

Dal§im vyznamnym nizkomolekulovym antioxidantom je GSH. GSH je tripeptid
y-glutamylcysteinglycin, ktory sa vyskytuje vo vsetkych cicavéich bunkach v pomerne
vysokej koncentracii (1-15 mmol/l). V extracelularnom priestore sa vyskytuje
v pomerne nizkych koncentraciach. Za fyziologickych podmienok v organizme
prevazuje jeho redukovand forma (priblizne 99 %). GSSG sa za normélnych podmienok
vyskytuje v organizme v nizkych koncentraciach (priblizne 1-2 %), avSak pri OS sa
jeho koncentracia vyrazne zvySuje. GSH plni v bunke roézne funkcie, ktoré udrzuju
bunkovi homeostazu. Jeho najddlezitejSia uloha je antioxida¢nd ochrana. Jedna sa
o najrozsirenejsi intracelularny antioxidant. Vychytava elektrofilné a oxidac¢né latky a to
bud’ priamo, alebo prostrednictvom enzymovej katalyzy (GSH je kosubstratom GPx).
Priamo je schopny vychytavat’ hydroxylové radikély a taktiez radikalmi modifikované

biomolekuly ako napr. 4-HNE (Matuz-Mares et al. 2021; Gaucher et al. 2018).

GSH zohrava rovnako vyznamni Ulohu pri bunkovej signalizacii ato
prostrednictvom dvoch ciest. Prva spoc¢iva v modifikécii redoxného potencialu smerom
k oxida¢nym hodnotam a je spojena so zniZzenim koncentracie GSH a/alebo zvySenim
GSSG. To nasledne vedie k aktivacii transkripnych faktorov, génov a syntéze
proteinov s antioxidaénymi vlastnostami. Druhd cesta predstavuje reverzibilni
posttranslaénit modifikaciu proteinov tvorbou disulfidov medzi tiolovymi skupinami
proteinov (S-glutatiolované proteiny). Tym st proteiny chranené pred ireverzibilnym

oxidacnym poskodenim (Belcastro et al. 2017; Schafer a Buettner 2001).

Do skupiny nizkomolekulovych antioxidantov patri aj ubichinon/ubichinol
(koenzym Q, CoQ). Jedna sa o celti rodinu benzochinénov, ktoré sa od seba lisia dizkou
lipofilného izoprénového retazca. U cicavcov je najrozSirenejsi koenzym Q10
s desiatimi  patuhlikovymi izoprénovymi jednotkami. CoQ prenasa elektrony

v dychacom retazci mitochondrii. V redukovane; forme je silnym lipofilnym
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antioxidantom. Jeho hlavna funkcia spociva v ochrane biologickych membran pred
oxidaciou, inhibuje peroxidéaciu lipidov, nepriamo stabilizuje vapnikové kanaly, ¢im
chrani bunky pred nadmernym prisunom vapniku do intracelularneho priestoru.
Rovnako sa podiel'a aj na recyklacii a-tokoferolu (Bhagavan a Chopra 2006;
Casagrande et al. 2018; Raizner 2019).

Karotenoidy patria medzi nejbeznejSie prirodné pigmenty. Existuje celd rada
karotenoidov, priblizne 600, pricom najviac zastipeny je PB-karotén. Jedna sa o
izoprénové zluceniny, ktoré sa uplatiiujii pri odstranovani radikalov centrovanych na
uhlik a alkylperoxylovych radikalov v lipidoch. Mézu tiez transformovat singletovy
kyslik na bezny tripletovy. Dalej sa mozu podielat’ na regeneracii a-tokoferolu

z tokoferoxylového radikélu (Marie et al. 2021; Palace et al. 1999).

Melatonin je indolamin, ktory je odvodeny =z tryptofanu. Tento hormoén je
produkovany epifyzou a inymi tkanivami. Jeho hlavnou funkciou je kontrola sezénneho
reprodukéného cyklu viacerych druhov. U ¢loveka zrejme zasahuje do regulacie
nastupu puberty ado spankového cyklu. Vykazuje antioxida¢né a protizépalové
vlastnosti. Do antioxidaéného mechanizmu sa zapdja prostrednictvom indolového kruhu
vo svojej molekule. Vychytava hydroxylové radikaly a po reakcii s nimi sa meni cestou
indolovych radikalov na stabilny N-acetyl-N-formyl-5-metoxykynuramin. Okrem toho
je melatonin schopny indukovat’ aj endogénne antioxida¢né enzymy, a to hlavne SOD,

CAT a GPx (Bantounou et al. 2022; Tan et al. 2015; Tordjman et al. 2017).

Kyselina mocova (urdt) je konenym produktom enzymatického odburavania
purinov a vol'nych baz. Jedna sa o najviac zastipeny antioxidant plazmy v koncentracii
120-450 pmol/l. Antioxidacné schopnosti spoc¢ivaji vo vychytavani singletového
kysliku, kyslikovych radikdlov a peroxynitritu. Tym zabrafiuje peroxynitritom-
indukovanej nitracii proteinov, lipidovej a proteinovej peroxidécii. Rovnako chrani

LDL pre oxid4ciou sprostredkovanou Cu?* (Sautin a Johnson 2008; So a Thorens 2010).

Bilirubin, degradacny metabolit hému, je linearny tetrapyrol, ktory ma okrem
metabolického vyznamu zrejme tieZ antioxidacné vlastnosti. Je schopny vychytavat
rézne ROS ale aj RNS, zniZuje mnoZzstvo produkovaného superoxidového radikalu
a taktieZ inhibuje glutamatom indukovant excitotoxicitu. Vd’aka svojim hydrofobnym

vlastnostiam je schopny vychytavat’ taktiez lipofilné radikaly, ktoré mézu vyznamne
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poskodit’ bunkové membrany. Inhibuje LPO a peroxidaciu proteinov (Anon. 2021;

Jayanti et al. 2020).

Ochrana organizmu proti oxidaénému poskodeniu je systém, v ktorom antioxidanty
aich zoskupenia vzdjomne spolupracuju. Funkcie jedného antioxidantu vel'mi cCasto
podmieniuji G¢inok iného c¢lanku sustavy. Tato skutoCnost’ je velmi vyznamnd pre
pochopenie poruch antioxidacnej ochrany apre uUcelné preventivne a terapeutické

zéasahy (Forman a Zhang 2021).

1.2 Uloha oxidaéného stresu v neurodegenerativnych ochoreniach

Centralny nervovy systém (CNS), najmd mozog, potrebuje pre svoje spravne
fungovanie dostatocné mnoZzstvo energie ato vo forme adenozintrifosfatu (ATP).
Mozog je v porovnani s ostatnymi orgdnmi tela obzvlast citlivy na oxidacné poskodenie

a to predovsetkym z nésledujucich dovodov:

e spotrebuje vysoké mnozstvo Oz — az 20% celkového mnozstva v organizme
(mozog predstavuje len 2% celkovej telesnej hmotnosti, avSak metabolity
odvodené od kyslika st v mozgu vel'mi koncentrované, ¢o zvySuje riziko

oxidécie a nasledného oxidacného poskodenia),

e v mnohych $pecifikych oblastiach mozgu sa vyskytuje vel'ké mnozstvo Fe*”,
¢o moze prispievat k ireverzibilnej oxidacii (Zelezo v redoxne aktivnej
forme Fe®" katalyzuje premenu H>O> na chemicky najreaktivnejsi

hydroxylovy radikal prostrednictvom Fentonovej reakcie),

e vmozgu si nedostatoéne U¢inné mechanizmy na odstrdnenie
nahromadenych prooxidacnych molekul (Cobley et al. 2018, Wilson a
Gonzalez-Billault 2015).

V mozgu existuje pomerne Uzka hranica medzi fyziologickymi a patologickymi
hladinami ROS. V CNS prispieva enzymaticka produkcia fyziologickych hladin ROS
k synaptickej plasticite, avSak nadmernd akumuldcia ROS v mozgu mdze spoOsobit
oxida¢né poskodenie buniek. Hranica medzi negativnym a pozitivnym t¢inkom ROS je

stdle nejasnd, pretoze metabolizmus kysliku v bunkach casto vyvolava fyziologické
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a zaroven aj patologické nasledky ato zddovodu prepojenych transdukénych drah

v bunkach (Beckhauser et al. 2016; Wilson a Gonzalez-Billault 2015).
1.2.1 Neurodegenerativne ochorenia

Neurodegenerativne ochorenia patria medzi dominantné pri¢iny invalidity a
chorobnosti na celom svete a venuje sa im zna¢na pozornost’ kvoli ich vel'kému vplyvu
na starnucu spolo¢nost’. Postihuji miliony T'udi po celom svete. Najviac prispieva
k rozvoju neurodegenerativnych ochoreni prave vek, avSak aj geneticka vybava jedinca
a faktory prostredia zvySuji riziko rozvoja neurodegenerativneho ochorenia.
Neurodegeneracia je spojena s progresivnou stratou Specifickej populacie neurénovych
buniek, s dysfunkciou synapsi a nervovej siete, aukladanim modifikovanych
proteinovych agregitov v mozgu, ¢o vedie k postupnej atrofii mozgu. K najcastejSim
neurodegenerativnym ochoreniam patri: AD, PD, Huntingtonova choroba (HD) a ALS

(Lamptey et al. 2022).

Poruchy v rovnovdhe ROS moézu viest’ k roznym porucham CNS. Vo véicSine
pripadov je vSak tazké posudit’, ¢i st ROS kauzédlnymi faktormi alebo len dosledkom
patologickych zmien (Birnbaum et al. 2018). OS bol zaznamenany ako spolo¢ny znak
pre jednotlivé neurodegenerativne ochorenia. ROS st spojené s niekol’kymi
vyznamnymi bunkovymi mechanizmami. V pripade nadmernej produkcie méZzu ROS
sposobit’ oxida¢né poskodenie molekul zapojenych do procesu starnutia a niekolkych
ochoreni, ako je rakovina, neurodegenerativne a kardiovaskularne ochorenia. ZvySena
produkcia ROS mo6ze posunut’ redoxnt rovnovahu bunky smerom k oxidaénému stavu,
¢o vedie k jej dysfunkcii a dokonca az k smrti. Antioxidanty st schopné zmiernit’
oxidacné poskodenie bunkovych molektl. AvSak v pripade ze je antioxidacny systém
naruSeny, moze rovnako prispievat k patogenéze jednotlivych ochoreni. Z toho
vyplyva, Ze vysoka spotreba kyslika, nizke hladiny antioxidantov a nizka regenera¢na
kapacita zvySuju nachylnost’ na oxida¢né poSkodenie v mozgovych tkanivach (Teleanu

et al. 2022).
1.2.1.1 Alzheimerova choroba

AD je progredujuce neurodegenerativne ochorenie a patri k najbeznejSiemu typu
demencie. V stc¢astnosti je na celom svete postihnutych priblizne 50 milidonov pacientov

s AD. Stadie viak naznacuji, Ze do roku 2030 bude ochorenim AD trpiet’ priblizne 82
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milionov l'udi a do roku 2050 sa dokonca predpoklada strojnadsobenie pdvodného poctu
na priblizne 150 miliénov (De-Paula et al. 2012; Teleanu et al. 2022). Vécésina pripadov
AD je sporadicka, pricom povod ochorenia nie je znamy. Rozvoj ochorenia méze byt
ovplyvneny viacerymi faktormi vratane environmentalnych vplyvov, genetickych
rizikovych faktorov, mitochondridlnych haplotypov, veku a pohlavia. Existuje mnoho
hypotéz o AD, ku ktorym mozno zaradit’ cholinergnti, amyloidni a tau hypotézu,

hypotézu zalozenu na zépalovych procesoch a hypotézu zalozen na OS.

Cholinergna hypotéza je najstarSou teoriou o patogenéze AD. Acetylcholin je
excitatny neurotransmiter, ktory zohrdva vyznamnu ulohu pri uceni, pamiti
a kognitivnych funkciach. U pacientov s AD sa vzdy vyskytuje degeneracia bazalnych
cholinergnych neurénov predného mozgu. Stupeni demencie stvisi s Ubytkom
synaptickych spojeni medzi bazdlnym prednym mozgom a cielovymi tkanivami
hipokampu a kortexu, ¢o je povazované za hlavni pri¢inu nedostatonej pamaéti.
Pacienti s AD dalej vykazuju zavaznu neurodegeneraciu, redukciu cholinergnych
neurénov a zavazny nedostatok acetylcholinu. Rovnako je vyrazne zniZend aj aktivita
acetylcholintransferasy, ¢o potvrdzuje vyznamné poskodenie cholinergného systému.
Cholinergné zmeny mozu podporovat’ aj hyperfosforylaciu tau proteinu, neurozapal,
apoptozu buniek, imbalanciu neurotrasmiterového a neurohormonalneho systému

(Hampel et al. 2018; Chen et al. 2022).

Amyloidna hypotéza je najviac akceptovanym modelom na vysvetlenie patogenézy
dedi¢nej formy AD. Priblizne 1 % pripadov je spojené s familidrnymi mutaciami v
génoch, ktoré koduju bud’ transmembranovy prekurzor amyloid-f proteinu (APP), alebo
proteiny presenilin 1 (PS1) a presenilin 2 (PS2), ktoré sa priamo podielaji na
spracovani APP. Zatial' ¢o Stiepenie APP na plazmatickej membrane a-sekretasou
prebiecha bez tvorby patologickych AP, Stiepenie za ucasti B- a y-sekretasy vedie k
uvolneniu izoforiem AP4o alebo AP42. Forma A4 je citlivejSia na naslednu agregéciu a
je hlavnou zloZkou extracelularnych amyloidnych plakov pri AD. K akumulacii
proteinu AP najCastejSie dochadza v neokortikdlnych Struktirach najmid medidlnom

temporalnom laloku (LaFerla et al. 2007; Paroni et al. 2019).

Dal$ou hypotézou rozvoja AD je tau hypotéza. Intracelularne neurofibrilarne klbka
(NFT) predstavuju d’al$i charakteristicky znak AD. Tau je protein stabilizujici
mikrotubuly. Pri hyperfosforylacii dochddza k dislokacii z mikrotubulov a k akumulacii
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v cytoplazme, axénoch a dendritoch. Dochddza k strate cytoskeletarnych mikrotubulov
a proteinov spojenych s tubulinom, ¢o nésledne vedie k ich destabilizacii a naruseniu
mechanizmu neurondlneho prenosu (Breijyeh a Karaman 2020). Fosforylacia tau
proteinu moZe potencovat tvorbu AP, &im vznikd ,,zadarovany kruh“. Stadia
uskutocnena pomocou pozitronovej emisnej tomografie (PET) so znacenim pre Tau
protein ('®F-AV-1451) a AR (!'C-PiB PET) naznaluje, Ze existuje vztah medzi
ukladanim proteinu Tau, AP plakmi arozvojom neurodegeneracie. Na zaklade
distribiicie oboch proteinov a sledovania prejavov kognitivnych symptomov sa zda, ze
roz$irend pritomnost AP v mozgu nevedie k rozvoju AD bez pritomnosti Tau v
postihnutych oblastiach. Tento fakt podporuje myslienku, ze synergickd interakcia
medzi AP a Tau je nevyhnutnd na spustenie neurodegeneracie pri AD (Arnsten et al.

2021; Sepulcre et al. 2016).

Pritomnost’ AP plakov a NFT su povazované za dve zakladné patoldgie pritomné
pri AD. Za posledné obdobie sa objavila tretia hlavna ¢rta AD, ktora moze poskytnat
prepojenie medzi dvoma zdkladnymi patolégiami. Je fiou trvala zapalova reakcia, ktora
bola pozorovana v mozgu pacientov sAD. Zipalovd reakcia v mozgu, je
neuroprotektivna v akutnej zapalovej odpovedi, ale pri prechode do chronického stavu
sa stava Skodlivou (Kim a Joh 2006; Kinney et al. 2018). Chronicky aktivované
mikroglie — imunitné bunky v CNS — uvolfiuju rézne prozapalové a toxické produkty,
vratane ROS, oxidu dusnatého a cytokinov. ZvySené hladiny interleukinu 1 (IL-1) st
zodpovedné za zvySenl produkciu APP s naslednou tvorbou AB. ZvysSené hladiny IL-18
stimuluju produkciu inych cytokinov, vratane interleukinu 6 (IL-6). IL-6 stimuluje

aktivaciu CDKS kinasy, ktora sa podiel'a na hyperfosforylacii Tau proteinu (Kinney et
al. 2018).

V patogenéze AD zohrava doleziti Ulohu aj OS. Hlavnymi mechanizmami su
mitochondrialna dysfunkcia azvySena apoptéoza doprevadzané nedostatoCnym
antioxidaénym potencidlom. Viacer¢é ROS a RNS, hlavne superoxidovy anion,
hydroxylovy radikal, H,O> a oxid dusnaty, maju vyznam pri neurodegeneracii. Zvysena
produkcia superoxidovych radikdlov je spojend s aktivaciou mikroglii. VysSie
metabolické naroky a postmitoticky stav gliovych buniek a neurénov spdsobuje ich

zvySenu nachylnost’ k oxidacnému posSkodeniu. Rovnako aj nizka regeneracna
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schopnost’ a nedostato¢ny antioxidany potencidl mozgu ho robi nachylnejsi k OS

a naslednému poskodeniu (Manoharan et al. 2016).

Rovnovaha medzi produkciou ROS a antioxidacnou obranou je nevyhnutna pre
normalnu funkciu buniek. Pri AD mdéze byt aktivita antioxida¢nych enzymov zmenena,
¢o prispieva k oxidaénému poskodeniu. Bolo zistené, ze mitochondridlne poskodenie
veduce k zvySenej produkcii ROS prispieva rozvoju AD pred ndstupom klinickych
symptomov a objavenim sa amyloidnej patologie. V mozgovom tkanive ziskanon post-
mortem od pacientov s preklinickymi alebo skorymi Stddiami AD boli detekované
markery OS, vratane vysokych hladin oxidovanych proteinov, glykozylovanych
produktov, rozsiahlej LPO, tvorby alkoholov, aldehydov, vol'nych karbonylov, ketonov,
cholesténu a oxidacnych modifikacii v RNA a v jadrovej a mitochondrialnej DNA (Kim

et al. 2006; Tonnies a Trushina 2017; Uttara et al. 2009).

Na produkcii volnych radikdlov a OS sa podiel'a aj abnormalna homeostdza
bioaktivnych kovov vratane zeleza (Fe), medi (Cu), zinku (Zn), hor¢ika (Mg), manganu
(Mn) a hlinika (Al). ZvySené hladiny Fe, Cu a Zn boli detekované pomocou protonom
indukovanej rontgenovej emisie, imunohistochémie a synchrotronovej rontgenovej
fluorescencie v tesnej blizkosti amyloidnych plakov v mozgovom tkanive pacientov s
AD a transgénnych mysich modelov AD. Predpoklada sa, ze akumulacia tychto kovov
pochadza z narusenej neuronalnej homeostazy kovov, ktora je ovplyvnena starnutim a
amyloidnymi a Tau patologiami v pripade AD. Existuje tzka stvislost medzi
nespravnym skladanim proteinov, agregaciou, a homeostazou kovovych iénov. Zn
priamo ovplyviiuje spracovanie APP védzbou na protein. Al, Zn, Fe a Cu sa priamo viaZu
na AP, ¢im zintenziviiuji jeho agregaciu. Tieto kovy podobne ovplyviiuji aj
fosforylaciu Tau, jeho uvolfiovanie z mikrotubulov a naslednt tvorbu NFT (Greenough

et al. 2013; Tonnies a Trushina 2017; Wang a Wang 2017).

Produkcia ROS je rovnako zprostredkovana redoxne aktivnymi kovmi vratane Cu,
Fe a Mn pomocou katalytickych reakcii podobnych Fentonovej reakcii. Tieto kovy
konvertuji superoxidovy radikdl a H>O> na hydroxylové radikélové formy, ktoré sa
d’alej podielaji na LPO (zvySené hladiny MDA a 4-HNE v mozgu). Okrem toho sa
ukazalo, ze priama vidzba AP na Cu alebo Fe generuje H>O». Prechodné kovy a AP by
teda mohli synergicky prispiet’ k zvySeniu OS a extramitochondridlnej produkcii ROS

(Cristovao et al. 2016; Huang et al. 1999).
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Dalsi zdroj ROS zahffia mikroglie aktivované v mozgu po¢as zapalovej odpovede
na akumuldciu extracelularnych AP plakov. ZvySené hladiny AP urychl'uju produkciu
ROS priamou vézbou na mitochondridlne membrany, zmenou mitochondridlnej
dynamiky a funkcie, ¢o v konecnom dosledku vedie k abnormalnemu energetickému
metabolizmu a strate synaptickej funkcie. OS indukovany AP peptidmi narusa
metabolizmus ceramidu a cholesterolu, ktory nasledne spusta neurodegenerativnu
kaskadu veducu k d’alSej akumulacii AP a fosforylacii tau. Zmenena mitochondridlna
funkcia, zvySeny OS, vyCerpand antioxida¢na obrana, produkcia AP a fosforylované¢ho
Tau proteinu, ktoré navyse ovplyvituju mitochondridlnu funkciu a produkciu ROS, by
mohli predstavovat ,,zaCarovany kruh®, ktory vedie az k smrti neurénov (obrazok 7)

(Nakajima a Kohsaka 2001; Tonnies a Trushina 2017).

STARNUTIE, GENETICKE RIZIKOVE FAKTORY
MITOCHONDRIALNY HAPLOTYP, ENVIROMENTALNY STRES

STRATA MITOCHONDRIALNEJ
DYNAMIKY A FUNKCIE,
METABOLICKO-EPIGENETICKE KOLAPS MEMBRANOVEHO
ALTERACIE POTENCIALU, ZMENA TVORBY
ENERGIE
| 4
- 1 ABNORMALNY
ZAPAL BUNKOVY
ROS METABOLIZMUS
AB
F .
;(:;I(ODENIE JADRA A SYNAPTI CKA' ROS
DYSFUNKCIA - pTau
F %
ROS
LIPIDOVA PEROXIDACIA
ABNORMALNA HOMEOSTAZA Ca2+, _ PROTEINOVA OXIDACIA
EXCITOTOXICITA ~

ABNORMALNY AXONALNY PRENOS,
RECEPTOROVY PRENOS A ENDOCYTOZA

Obrazok 7 Genetické a enviromentalne faktory prispievajice k rozvoju sporadickej AD. S
pribudajucim vekom by zvySena mitochondridlna dysfunkcia a produkcia ROS mohli spustit’
zaCarovany kruh, v ktorom viaceré systémy a mechanizmy ovplyvnené ROS zhor$uju produkciu
ROS, urychl'uji poskodenie buniek a vedd k synaptickej dysfunkcii. Modifikované podla
Tonnies a Trushina (2017).
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AD je charakterizovand progresivhou poruchou paméti, ktora je spojena s
inhibiciou dlhodobej potencidcie synapsii (LTP) a zvysenim dlhodobej depresie (LTD)
v hipokampe. Rozsiahle in vivo a in vitro Studie potvrdili priamy vztah medzi OS a
synaptickou dysfunkciou pri AD. ROS, AP a fosforylovany Tau nezavisle a synergicky
ovplyviiuji aktivitu N-metyl-D-aspartatovych (NMDA) receptorov. Receptory NMDA
patria do ionotropnej rodiny glutaméatovych receptorov, ktoré v koordinécii s receptormi
kyseliny  a-amino-3-hydroxy-5-metyl-4-izoxazolpropionovej (AMPA) reguluju
excitany synapticky prenos a plasticitu v mozgu. Zohravaji vyznamnu ulohu pri uceni
a pamati. Aktivacia NMDA receptorov umoznuje vstup vapnika do postsynaptickych
buniek a iniciovat’ kaskadu udalosti, ktoré¢ sa podielaju na vytvarani LTP. Funkcia
NMDA receptorov s vekom klesé, ¢o vysvetl'uje zmeny pamite spojené so starnutim.
Pri AD sa okrem zmien suvisiacich s vekom ukazalo, Ze expresia neurotoxického A
aktivuje NMDA -sprostredkovany influx vapnika vyvolavajuici excitotoxicitu a signalne
dréhy suvisiacie so stresom v neuréonoch. To d’alej zhorSuje so starnutim stvisiaci narast
OS, poruchy energetického metabolizmu a poruchy homeostazy véapnika (Jang a Chung

2016; Tonnies a Trushina 2017; Zhang et al. 2016).

Na zaver mozno zhrnut', ze k mechanizmom, ktoré spajaju neurotoxicky AP, Tau,
OS a synapticka dysfunkciu pri AD, patri excitotoxicita, oxidacia proteinov a
peroxidacia lipidov. Excitotoxicita indukovand AP spojend s nadmernym influxom
vapnika do postsynaptickych neuréonov moze viest’ ku kaskade udalosti, ktoré zvysuju
produkciu ROS, OS, fosforylaciu Tau a LPO, ¢o v konetnom désledku vedie k
synaptickej dysfunkcii. Zmena Struktiry a fluidity plazmatickej membrany spojend s
LPO by mohla ovplyvnit’ organizaciu a funkciu dendritickych tfiiov, signalne drahy a
zmenu lokalizacie jednotlivych receptorov. LPO v mitochondridlnych membranach
modze priamo ovplyvnit' ich dynamiku a funkciu, ¢o vedie k zniZenej energeticke;j
podpore v miestach synapsii, co ma za nasledok poskodenie bioenergetiky mozgu

(Tonnies a Trushina 2017).
1.2.1.2 Parkinsonova choroba

Parkinsonova choroba (PD) je dalSie komplexné progresivne neurodegenerativne
ochorenie. Po AD je druhym naj¢astejSim neurodegenerativnym ochorenim. Podla

WHO je celosvetova prevalencia viac ako 8,5 miliéonov jedincov (WHO 2021).
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Vicsina pripadov méa multifaktoridlnu etiologiu, ktord je vysledkom kombindcie
enviromentalnych (napr. pesticidy, Skodliviny obsiahnut¢ vo vode a v potravinach)
a genetickych faktorov. Rovnako aj faktory zivotného S$tylu (uzivanie tabakovych
vyrobkov, kavy, popripade uraz hlavy) moézu prispievat krozvoji PD.
NajvyznamnejSim rizikovym faktorom je vek. Muzi st nachylnej$i na rozvoj PD
v porovnani so Zenami v pomere 3:2 (Goldman et al. 2019; Poewe et al. 2017; Ritz et al.
2007). Vécsina pripadov PD je sporadickd aiba priblizne 10 % je spojenych
s pozitivnou rodinnou anamnézou. NajcastejSie je PD asociovana s mutdciami v génoch
SNCA (PARKI-4), LRRK2 (PARKS), Parkin (PARK?2), PINKI (PARK 6), DJ-1
(PARK7)a ATP13A42 (PARKY) (Klein a Westenberger 2012; Simon et al. 2020).

Klinické diagnoéza PD je zaloZena predovSetkym na motorickych symptémoch, ako
je pomaly progresivny asymetricky pokojovy tremor, rigidita a bradykinéza.
Nemotorické crty (NMS), ktoré zahfiiaji anosmiu (strata ¢uchu), zapchu, depresiu,
poruchu sprévania, problémy so spankom, sa mézu vyvinut’ roky pred motorickymi
deficitmi. Okrem toho boli tieZ opisané nutkanie na mocenie, sexudlna dysfunkcia,
hypotenzia, Uzkost, depresia, poruchy farebné¢ho videnia a dysexekutivny syndrom,
ktoré predchadzali nastupu motorickych symptomov pri PD. Okrem NMS moézu pred
vyvojom definitivnych motorickych symptémov predchadzat’ aj jemné motorické
znaky, ako je zniZena pohyblivost’ tvare, zmeny hlasu, strata obratnosti prstov, mierne

zhrbené drzanie tela alebo zniZené kolisanie ruk pri chddzi (Tolosa et al. 2021).

PD je z patologického hladiska definovana stratou dopaminergnych neurénov v
substantia nigra pars compacta (SNpc), ktora je lokalizovand v strednom mozgu
a asociovand s Lewyho telieskami. Jedna sa o cytoplazmatické inkluzie, ktoré obsahuji
nerozpustné agregaty z nespravne zlozeného alfa-synukleinu. Tieto patologické nélezy
sa Casto rozsiruju aj do inych oblasti mozgu a zahffiajii aj nedopaminergné neurdny
(Simon et al. 2020; Tolosa et al. 2021). Klasické motorické priznaky PD st spojené
prave s degeneraciou dopaminergnych neurénov, avSak NMS su asociované
s neurodegeneraciou inych Struktir ako periférny autondmny nervovy systém (Jankovic

2008).

Rovnako ako u AD, aj v pripade PD zohrava vyznamnt ulohu pri rozvoji choroby
OS. Samotna degeneracia dopaminergnych neurénov naznacuje, Ze dopamin méze byt
zdrojom OS. Dopamin je syntetizovany z tyrozinu pomocou tyrozin hydroxylasy
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a dekarboxylasy aromatickych aminokyselin. Nésledne je ukladany v synaptickych
vezikulach. Ak je vSak nedostatocne vychytdvany a jeho mnozstvo narasta v cytosole,
dochadza k metabolizacii prostrednictvom monoaminooxidasy alebo k procesu
autooxidacie za vzniku toxickych ROS. Tymto procesom dochadza k zmene
mitochondridlnej  respirdcie  a permeability mitochondridlnej membrany. Pri
autooxidacii vznikaji aj chindny a semichinony s deficitom elektronov. Tieto chinény
mozu d’alej modifikovat’ rozne proteiny ako a-synuklein, parkin, DJ-1 a SOD. Rovnako
sposobuju aj inaktivaciu trasportéru pre dopamin, mitochondridlnu dysfunkciu a taktiez

poskodenie aktivity komplexu I (Blesa et al. 2015).

V mozgovom tkanive pacientov s PD ziskanom post mortem boli sledované aj
vyssie hladiny Zeleza v porovnani so zdravou kontrolnou skupinou. I6ny zeleza mézu
generovat ROS, nakolko Fe** a Fe** s schopné reakcie so superoxidovym radikalom
alebo H>O,, pricom vznikd vysokoreaktivny hydroxylovy radikal, ktory spolu
z oxidaciou dopaminu moze pdsobit’ neurotoxicky (Jomova a Valko 2011; Nufiez et al.
2012). Jednym z aspektov diskusie je, ¢i zvySena hladina Zeleza predstavuje pric¢inu
neurodegeneracie alebo je to dosledok deStrukcie neurénov. Vo vcasnom
presymptomatickom S$tadiu PD sa na rozdiel od symptomatickych pacientov s PD
nesledovalo vyrazné zvySenie v SNpc, o podporuje nédzor, Ze zvySenie zeleza je
sekundarnou udalostou pri degeneracii neuréonov. AvSak zvySeny obsah Zeleza pri
symptomatickom ochoreni méze d’alej alterovat’ a zhorsSit’ deStrukciu neurénov cestami,

ktoré st sprostredkované OS (Dias et al. 2013; Sian-Hiilsmann et al. 2011).

Jednym z kI'icovych patologickych znakov, ktoré st sposobené agregaciou
a-synukleinu je naruSenie homeostdzy vapnika (Zaichick et al. 2017). Regulacia
intracelularnej hladiny véapnika je pomerne energeticky naro¢ny proces, ktory vyzaduje
¢innost’ ATP-dependentnych piimp, ktora vedie k zvySenej aktivite mitochondrii a tym
paddom aj k zvySenej tvorbe ROS. In vitro §tidie na primarnych mezencefalickych
dopaminergnych neurénoch poukdzali, Ze otvorenie vapnikovych kanalov vedie
k zvysenenému mitochondridlnemu OS v dendritoch. Tvorba agregatov a-synukleinu
dalej tento UCinok potencuje v perinuklearnych a dendritickych kompartmentoch.
Rozdiely v regulacii homeostazy vapniku moézu vysvetlovat' aj vacSiu nachylnost
dopaminergnych neurénov v SNpc v porovnani s inymi oblastami mozgu, ¢o nésledne

vedie k bunkovej smrti (Dias et al. 2013).
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Okrem vysSich hladin Zeleza a naruSenej regulacii homeostdzy vapniku v mozgu
mdze zohravat’ v patofyziologii PD urciti ulohu aj modifikovany neuromelanin so
zmenenou hustotou, Struktirou a so znizenym obsahom lipidov. Analyza neuromelaninu
v SNpc u pacientov s PD ukédzala na akumulédciu Zeleza, ¢o nasledne moze viest
k potencidlnemu zvySeniu OS. Taktiez bolo zistené, Ze neuromelanin interaguje s alfa
synukleinom a vytvdra rozne agregaty v pociato¢nych S$tadiach PD. To prispieva
k rozvoju neurodegeneracie. Z degenerujicich neurénov je ndasledne neuromelanin
uvolnovany adochddza k aktivacii mikroglii, ktoré rovnako mozu prispievat

k neurodegenerativnemu procesu (Dias et al. 2013).

V post mortem ziskanom mozgovom tkanive pacientov s PD bola sledovana
zniZena hladina efektivneho antioxidantu GSH, ktory je taktieZ vyznamnym markerom
OS. Okrem toho mitochondiralna dysfunkcia komplexu I, ktord sa podiela na rozvoji
PD, je taktiez zodpovedna za znizenu hladinu GSH. Vycerpanie GSH v SNpc postupne
vedie k d’alSiemu selektivnemu znizeniu aktivity mitochondridlneho komplexu
I prostrednictvom tiolovej oxidacie, o ma za nasledok vyrazné znizenie celkovej
mitochondrialnej funkcie (Chinta a Andersen 2008; Chinta et al. 2007; Jomova et al.
2010). Mitochondridlna dysfunkcia je uzko spojend s tvorbou ROS. Pri oxidacénej
fosforylacii vznikaju superoxidové radikaly a H»O,, ktoré prispievaji k rozvoju
ochorenia. Nedostato¢na funkcia komplexu I dychacieho retazca je hlavnou priinou
apoptodzy v nervovej sustave pri PD. Takto vzniknuté volné radikaly inhibuji opét
komplex I mitochondridlneho dychacieho retazca. Nedostatocna funkcia komplexu
I bola popisana nielen v mozgovych bunkach, ale taktiez vo fibroblastoch, krvnych

dostickach, kostrovom svalstve a lymfocytoch (Blesa et al. 2015; Parker et al. 2008).

Rovnako mutacie v génoch SNCA, Parkin, PINK alebo DJ-1 ovplyviiuji
mitochondridlnu funkciu a ich integritu a st nasledne spojené so zvysenim OS. ROS
ovplyviujii aj proteozomdlnu a lyzozomalnu funkciu buniek, ¢o ma za nasledok
nespravne skladanie proteinov. Takto zlozené proteiny nemusia byt nésledne
degradované pomocou ubikvitinového protedzomového systému alebo autofidgiou. Oba
tieto procesy zohravaju vyznamnu tlohu pri procese neurodegeneracie (Schapira et al.

2014).

V mozgomieSnom moku pacientov s PD bola rovnako sledovana zvySena hladina 4-
HNE a MDA, ¢o je vysokoreaktivny produkt LPO a znizené hladiny PUFA. LPO
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v mozgu ma za nasledok naruSenie integrity bunkovych membran a tym aj zniZenie
zivotaschopnosti jednotlivych buniek, ¢o vyznamne prispieva k rozvoju neurondlneho

poskodenia (Montine et al. 2004).

Viaceré stadie potvrdzuju, Ze oxidacné poSkodenie a mitochondridlna dysfunkcia
prispievaji ku kaskade udalosti veducich k dalSej degeneracii dopaminergnych

neurénov (Dias et al. 2013; Trist et al. 2019).

V patofyziologii PD zohrdva vyznamna ulohu aj neurozapal sprostredkovany
aktivovanymi mikrogliami. Aktivované mikroglie st vyznamnym zdrojom superoxidu
a oxidu dusnatého, ktoré¢ prospievaji k OS a nitraénému stresu v mikroprostredi mozgu.
Taktiez m6zu podporovat’ neurodegeneraciu produkciou d’alSich potencialne skodlivych
latok ako je glutamat alebo tumor nekrotizujuci faktor alfa (TNF-a) (Block et al. 2007).
Novsie Stidie naznacuji, ze neurozapal moéze byt vyznamnym a podstatnym
prispievatelom k agregacii alfa-synukleinu a k d’alSej progresii neurodegenerativneho

procesu (Trist et al. 2019).

PD je komplexna porucha s environmentalnymi aj genetickymi faktormi, ktoré sa
zbiehaji do spolo¢ného suboru drédh vratane mitochondridlnej dysfunkcie, oxida¢ného
stresu, agregacie proteinov, zhorSenej autofiagie a neurozéapalu (Simon et al. 2020).
Mechanizmy vediace k OS pri PD a taktiez Gloha génov asociovanych s PD v tomto

procese su zhrnuté na obrazku 8.
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proteazomovy systém, GSH: glutation. Modifikované podl'a Dias et al. (2013).

1.2.1.3 Huntingtonova choroba

HD je zriedkavé (incidencia priblizne 10 az 13 pripadov na 100000 obyvatel'ov),
geneticky podmienené a v kone¢nom dosledku smrtel'né neurodegenerativne ochorenie.
Je charakterizované triddou kognitivnych, behaviordlnych a motorickych symptémov.
K néastupu HD zvyc€ajne dochadza medzi 30. a 50. rokom Zivota. Priznaky sa vSak moZu

prejavit’ uz pred 5. rokom az do veku 80 rokov. Priemerné prezivanie jedincov s HD je

priblizne 15 rokov (Andhale a Shrivastava 2022; Exuzides et al. 2022).

HD sa dedi autozomalne dominantnym sposob

priznakov. K inicidlnym priznakom patri kognitivna porucha a netypické motorické
priznaky. Charakteristickym priznakom je choreaticka dyskinézia. Jej manisfestaciu

doprevadzaju Casto zmeny osobnosti, abnormality spravania, psychiatrické symptémy
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(depresia, priznaky podobné  schizofrénii, podrazdenost, tUzkost) alebo
neuropsychologické symptomy. V pokrocilych Stadiach choreatické pohyby moézu
postupne ustat’ alebo dokonca vymiznut’, ale Casto byvaji nasledne nahradené inymi
motorickymi priznakmi ako je napr. rigidita. K d’alsim somatomotorickym priznakom
patri bradykinéza, ataxia, dystonia, svalovd hypotonia, porucha jemnej motoriky,
dyzartria, dysfagia a okulomotorické priznaky. V neskorSich fazach ochorenia sa
vyskytuje zavazny ubytok hmotnosti, ktory postupne vedie ku kachexii. Psychiatrické
a neuropsychologické symptémy sa s progresiou ochorenia zhorsuju az do syndromu
demencie alebo psychoorganickému syndromu. Pri¢inou smrti si najcastejSie

komplikécie spojené s aspira¢nou pneumoéniou suvisiacou s dysfagiou (Riib et al. 2016).

HD je charakterizovand nesprdvnym skladanim proteinov. Vyznamna ulohu
zohrava protein huntingtin (Htt, kodovany génom HTT). Gén HTT je charakterizovany
Specifickou sekvenciou — trinukleotidom cytozin-adenin-guanin (CAG), ktory sa
u zdravych jedincov opakuje menej ako 36-krat, najCastejSie vrozmedzi 15-25
opakovani. U pacientov s HD bolo zistené, Ze sa tito sekvencia opakuje 40-50-krat,
priom ochorenie sa najCastejSie vyvinie v dospelosti. U jedincov s viac ako 60
opakovaniami CAG sa predpoklada, ze sa priznaky ochorenia budi manifestovat’ uz v
mladom veku (Zheng a Diamond 2012). Mutécia v géne pre Htt sposobuje nespravne
skladanie proteinu s naslednou agregéaciou. Prave vznik agregitov je zodpovedny za

motorické a kognitivne poruchy spojené s HD (Teleanu et al. 2022).

V patogenéze HD zohrava urciti tlohu aj OS. Klinické stadie poukazali na to, ze
v mozgoch pacientov s HD boli post mortem sledované znamky oxida¢ného
poskodenia. Boli sledované dvojvlaknové zlomy v DNA ako dosledok pdsobenia
volnych radikélov. Taktiez boli sledované zvySené hladiny 8-oxoG, MDA, 3-NT
a cytoplazmatického lipofuscinu (produkt peroxidiacie PUFA) (Kumar a Ratan 2016).
Rovnako bola detekovana aj vyraznd oxidatnd karbonylacia mitochondridlnej
kreatinkinasy a d’alSich mitochondrialnych proteinov, ktoré st zapojené do oxidacnej
fosforylacie a Krebsovho cyklu. Pacienti s HD vykazuju znizenu aktivitu komplexov II,
I a IV v ramci dychacieho retazca. Obmedzenie mitochondridlneho dychacieho
retazca moze viest’ k zvySenym hladindm ROS a stucasne k nizsej produkcii ATP (Gu et
al. 1996; Kumar a Ratan 2016; Teleanu et al. 2022). Dalej bola sledovana oxidaéna

karbonylacia pyridoxalkinasy, ktord zohrdva doleziti wlohu pri syntéze viacerych
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neurotransmiterov a glutationu (Sorolla et al. 2012). U asymptomatickych nosicov
mutovaného génu H7T a taktiez u pacientov s rozvinutymi symptomami bola sledovana
zvysena LPO a zniZzené hladiny glutationu v porovnani so zdravymi osobami rovnakého

veku a pohlavia (Klepac et al. 2007; Pefia-Sanchez et al. 2015).
1.2.1.4 Amyotroficka lateralna skleroza

ALS je neurodegenerativne ochorenie identifikované stratou motorickych
schopnosti. Jedna sa o pomerne zriedkavé ochorenie (incidencia je priblizne 2-3
pripady na 100 000 Tudi v eurdpskej populdcii). Vo vSeobecnosti sa prejavuje v
priemernom veku 50—65 rokov. Zhruba 5 % pripadov sa vyskytuje u jedincov vo veku
30 rokov alebo mladsich. Priemerné prezivanie postihnutych jedincov je od objavenia

prvého symptému 3—5 rokov (Obrador et al. 2020).

ALS ovplyviluje motorické neurény aje charakterizovand progresivnou
degeneraciou kortikdlnych mozgovych a spindlnych motorickych neurénov. K beznym
priznakom patri svalova slabost’, zasSklby a ktce, ktoré vedu az k poskodeniu samotného
svalu. V pokrocilejsich Stadiach sa objavuje dyspnoe a dysfagia. Smrt’ pacientov s ALS
je najcastejSie spOsobend zlyhanim dychania. Viac ako polovica pacientov pocas
progresie ochorenia vykazuje znamky kognitivneho a behavioralneho poskodenia

(Obrador et al. 2020; Teleanu et al. 2022).

Existuja dva typy ALS: familidrna (fALS) a sporadickd (sALS) forma. Pri¢ina
ochorenia je v90-95 % nezndma, aiba v5-10 % je asociovand so zndmymi
genetickymi mutaciami, priCom najcastejSie sa vyskytujice mutacie su v C9orf72 (40
%), SOD1 (20 %), FUS (1-5 %), alebo TARDBP (2-5 %) (Taylor et al. 2016). Okrem
rodinnej anamnézy prispievaji k rozvoji ochorenia viaceré rizikové faktory, ato
pOsobenie  roznych enviromentdlnych a biologickych faktorov, molekuldrne
mechanizmy ako OS, mitochondridlna dysfunkcia, glutamatom spdsobena
excitotoxicita, zapal, agregacia proteinov, autoimunita a traumatické poranenie mozgu

(Obrador et al. 2020; Teleanu et al. 2022).

Jednym z faktorov vyznamnych pre rozvoj ALS je OS. Post mortem bolo
detekované u pacientov s ALS zvySené mnozstvo oxidacne poSkodenych proteinov
(karbonylacia proteinov, 3-NT), lipidov (nalez MDA a 4-HNE) a DNA (najcastejSie 8-

0x0G) v neurondlnom tkanive, cerebrospinalnej tekutine, plazme a v moci. Je vSak
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nejednoznacné, ¢i oxidacné poskodenie predstavuje priméarnu pric¢inu alebo sekundarny
dosledok ochorenia. V erytrocytoch pacientov postihnutych ALS bolo detekované
zvysené mnozstvo produktov LPO spojené s poklesom CAT, GSH reduktasy, glukdza-
6-fosfat dehydrogenasy a GSH (Babu et al. 2008; Obrador et al. 2020).

Skuto¢nost, ze niektoré enviromentdlne rizikové faktory ALS, vratane roznych
chemikalii, tazkych kovov, faj¢enia, ale aj nadmernej fyzickej namahy, ¢i traumy hlavy,
naznacuju ze akykol'vek prooxidacny stav mdze byt zodpovedny za rozvoj ALS

(D’Amico et al. 2013).

Walczak et al. (2019) sledovali vyznamny pokles expresie proteinovych
podjednotiek komlexu I, II, IIT a IV vo fibroblastoch ziskanych od pacientov s ALS.
Rovnako pozorovali aj niz8i mitochondridlny potencidl a znizeni expresiu
antioxidacnych enzymov CAT a SODI. Presny oxidaény mechanizmus, ktory sa

podiel’a na progresii ALS, rovnako ako aj uloha mitochondrii nebol este stanoveny.

U pacientov s ALS bola pozorovand abnormalna proliferacia astrocytov v oblasti
degenerujicich motorickych neurénov. Reaktivne astrocyty exprimuju zapalové
markery, vratane COX-2, induktivnej a neuronalnej NOS, a taktieZ inhibi¢né molekuly,
ktoré blokuju opitovny rast posSkodenych axénov. Okrem toho bolo sledované, ze
astrocyty ziskané z miechy pacientov s ALS vykazovali cytotoxické u€inky na bunkovu
kultiru motorickych neurénov. Aktivované mikroglie produkuju radu cytokinov vratane
IL-1o a TNF-a, ktoré d’alej aktivujii podtyp astrocytov Al, ktoré st klI'icové pri smrti
neurénov pri neurodegenerativnych ochoreniach vratane ALS. Okrem toho bolo
sledované, Ze hladina IL-6 v astrocytarnych exozdémoch bola zvySend a pozitivne

koreluje s rychlost'ou progresie ochorenia (Chen et al. 2019).

Aj napriek pribadajicim dokazom, ktoré spdjaju neurozapalové procesy
s odumieranim neurénov pri ALS, sa zda, Ze v pociato¢nych fazach ochorenia je
imunitny  systém  aneurozdpal  prospesny. Gliové  aT-bunky, najma
makrofagy/mikroglie M2, pomocné T2 (Th2) aregulacné (Treg) T bunky zohravaju
kl'icova  funkciu v protizdpalovych procesoch audrziavaji  Zivotaschopnost’
motorickych neurénov. S progredujucim ochorenim a zrychl'ujucim sa poskodenim
motorickych neuréonov sa vSak rozvija rychlo druhd faza neurozépalu. Ta je

charakterizovana zvySenym mnoZstvom makofagov/mikriglii M1 a prozapalovych T-
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buniek (Thl aThl17). Predpokladd sa, ze neuroprotektivne dradhy sprostredkované
M2/Treg/Th2 sa postupne znizuju, zatial’ co cytotoxické drahy M1/Th1/Th17 narastaju,
¢o vedie k samovolnej prozapalovej akceleracii progresie ochorenia (Bettelli et al.

2006; Graves et al. 2004; Obrador et al. 2020; Zhao et al. 2012).
1.2.1.5 Antioxida¢né terapeutické stratégie

Viacsinu antioxidaénej obrany v bunkdch priméarne zabezpecuju antioxidacné
enzymy. Preto hlavné terapeutické prilezitosti spocivaji v prevencii produkcie
oxidantov, ktoré spdsobujii priame poskodenie makromolekul, v inhibicii oxidacnej
signalizécie, ktora vedie k zapalu alebo bunkovej smrti, a v zvySovani antioxidacnych

enzymov a ich substratov (Forman a Zhang 2021).

Neuroprotektivne antioxidanty sa povazuju za slubny pristup na spomalenie
progresie a obmedzenie straty neuronovych buniek pri neurodegenerativnych
ochoreniach (Moosmann a Behl 2002). Antioxidanty s potencidlnym terapeutickym
pouzitim pri lie¢be neurogenerativnych ochoreni boli testované vo viacerych in vitro

a in vivo Studiach a mozno zaradit’:

vitamin E (znizenie neurondlnej toxicity vyvolanej ROS a RNS, inhibicia

patogenézy demencie, zvySenie hladiny GSH a inych antioxidantov, ochrana

pred lipidovou peorxidéaciou) (Casani et al. 2013; Orsavova et al. 2019;

Suarez et al. 2020; Taghizadeh et al. 2017),

e vitamin C (inhibicia LPO, obrannd bariéria proti volnym radikalom,
zvySenie aktivity antioxidaénych enzymov, zvratenie neurodegeneracie
indukovanej glutamatom, potencialne znizenie oligomerizacie a-synukleinu,
zvySenie biologickej dostupnosti LEVODOPY) (Ibrahim et al. 2020;
Jinsmaa et al. 2014; Kocot et al. 2017; Lopa et al. 2021; Man Anh et al.
2019; Nagayama et al. 2004),

e [B-karotén (redukcia LPO, zvySenie dostupnosti a recyklacia antioxidantov)
(Boccardi et al. 2020; Ouknin et al. 2021),

e vitamin B12 (zvySuje aktivitu cholin acetyltransferasy, zlepsuje kognitivne

schopnosti u pacientov s AD) (Alam 2022; Mielech et al. 2020),

e kyselina a-lipoova (recyklacia antioxidantov) (Pei et al. 2022),
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e koenzym Q10 (protekcia mitochondrii pri OS, zlepSenie mitochondridlnej
dysfunkcie a protekcia neuréonov pre akumulaciou AP plakov) (Attia et al.
2020; Carrera-Julia et al. 2020; Wear et al. 2021),

e kofein (inhibicia akumulacie AB) (Londzin et al. 2021),

e kurkumin (inhibicia prozapalovach enzymov ako LOX a COX 2, protekcia
mitochondrii pred oxidaénym poSkodenim a zniZenie intracelularnych ROS,
redukcia AP plakov) (Lin et al. 2020; Shabbir et al. 2020; Zhu et al. 2004),

e Dberberin apalmatin (inhibicia vzniku ROS a RNS, redukcia AP plakov)
(Imenshahidi a Hosseinzadeh 2020; Shabbir et al. 2020; Tarabasz a Kukula-
Koch 2020),

e melatonin (vychytdvanie RNS a stimulacia expresie GPx, SOD a NOS)
(Hossain et al. 2021; Pachon-Angona et al. 2019),

e resveratrol (redukcia hladin MDA, zvySenie koncentracie GSH, ochrana
mitochondrii a zlepSenie ich funkcie, ochrana buniek pred AB-indukovanou
toxicitou, zvysSenie prezivania spinalnych neurénov) (Cano et al. 2019;
Carrera-Julia et al. 2020; Ferretta et al. 2014; Gomes et al. 2018),

e N-acetylcystein (NAC) — prekurzor GSH (prevencia rozvoja OS a narusenia
homeostazy vapnika) (Park a Ellis 2020),

e katechiny (vychytavanie vol'nych radikalov, zlepSuje intraceluldrny redoxny
status buniek) (Teixeira et al. 2013),

e kreatin (stabilizuje hladiny ATP a zniZuje markery oxida¢ného stresu,
redukcia neurondlnej atrofie) (Essa et al. 2019; Moosmann a Behl 2002),

e selén (redukcia LPO, zvySenie aktivity GPx (Essa et al. 2019; Santamaria et
al. 2003).

Ako je zrejmé zvysSie uvedeného prehladu, hlavnym cielom novych
terapeutickych stratégii je aktivovat’ metabolické drdhy suvisiace s mitochondriami,
produkciou energie, zvysit Uroven antioxidanej ochrany a podporit’ vychytavanie
vol'nych radikalov. Aj napriek pomerne vysokému mnoZstvu in vitro alebo in vivo Stadii
s pozitivnymi  vysledkami pouZitia antioxidantov pri lieCbe alebo prevencii
neurodegenerativnych ~ ochoreni, randomizovanych  kontrolovanych  §tudii
zameriavajucich sa na vyuzitie dietérnych antioxidantov je pomerne malo. Buduce

klinické Stadie by sa mohli zamerat’ na to, ¢i tieto antioxidacné mikroziviny moézu
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posobit’ jednotlivo alebo v synergii ako nefarmakologicky prostriedok prevencie
a liecby neurodegenerativnych ochoreni (Carrera-Julid et al. 2020; Park a Ellis 2020;
Pritam et al. 2022).
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2. Ciel prace

Ciel'om predkladanej diplomovej prace bolo sledovanie antioxida¢nej aktivity novo

syntetizovanych potencialnych inhibitorov AChE.

Jednotlivymi ciel'mi bolo:

stanovenie cytotoxicity testovanych latok, ktord je vyjadrend pomocou

hodndt ICsg ziskanych kolorimetrickou metdédou
stanovenie MTC, pri ktorej nie je ovplyvnena viabilita buniek

overenie MTC v prostredi bez a s OS pomocou mikrokapilarnej prietokove;j

cytometrie

sledovanie antioxidacnej aktivity testovanych latok za vyuzitia

fluorescen¢nej sondy DHE.

43



3. Experimentalna Cast’

3.1 Material a metodika

3.1.1 Testované latky

Celkom bolo testovanych 16 novosyntetizovanych potencidlnych modulatorov
AChE. Oznacenie, Struktira a molekulova hmotnost’ st zosumarizované v tabul’ke 3.
Tieto latky boli pripravené na Katedre toxikologie a vojenské farmacie, Fakulty

vojenského zdravotnictvi, Univerzity obrany.

Tabulka 3 Zoznam testovanych latok, ich Struktira a molekulova hmotnost’.

Nazov Struktira Mw Nazov Struktara Mw

K2104 | O~y HCl | 277,79 | K2105 | o~ HCl | 291,82

K2109 | HO~_~\y HCI | 263,76 | K2110 | HO~.~~ HCI | 277,79

K2133 | O~~~y HC 277,79 | K2134 | o~~~ HCl | 291,82

K2138 | HO\_~, HCl | 263,76 | K2139 | HOs_~~ HCI | 277,79
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K2218 H 27779 | K2219 | 291,82
\O/\/ \O/\/N
O HCIO l HCl !

K2223 H 263,76 | K2224 | 277.79
HO/\/ HO/\/N
C HCIO HCI @

K2247 O~ | 27779 | K2248 O~ | 291,82
HCI HCI

K2252 Ho_~y | 263.76 | K2253 Ho_~~ | 277.79

3.1.2 Pouzita bunkova kultura

K sledovaniu cytotoxicity testovanych latok a k ndslednému stanoveniu ich
antioxidacnej aktivity bola pouzitd l'udskd bunkovd linia SH-SYS5Y (European
Collection of Authenticated Cell Cultures 94030304, obrazok 9). Tieto bunky boli

1zolované z neuroblastomu 4-ro¢nej Zeny.

Bunky SH-SYS5Y boli kultivované v Eaglovom médiu modifikovanom Dulbeccom
(DMEM, Biosera, Nuaille, Francuzsko), ktoré bolo dalej suplementované fetalnym
bovinnym sérom (FBS, finidlna koncentracia 10 %, Biosera), L-glutaminom (finélna
koncentracia 2,5 mmol-dm™, Merck, Darmstadt, Nemecko), roztok antibiotik penicilin a
streptomycin  (finalna koncentracia 1%, Merck) aroztokom neesencialnych
aminokyselin (findlna koncentracia 1 %, ThermoFisher Scientific, Waltham, MA,

USA). Bunky boli inkubované pri podmienkach 37 °C, 5% CO> a pri 85-90%
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relativnej vlhkosti vzduchu (CO: inkubator CB 160, Binder, Tuttlingen, Nemecko)

a Standardne pasazované pri konfluencii 80—85 %.

Proces pasazovania sluzi k prenosu ur¢ittho mnozstva buniek do nového
kultivaéného média. Praca s bunkami bola vykondvana vyhradne v laminarnom boxe,
ktory je vybaveny HEPA filtrom (BioAir Safeflow 1.2, EuroClone, Pero Milédno,
Taliansko). Po aspiracii prebytocného média boli bunky uvolnené z dna kultivacne;j
flasky (T75, Techno Plastic Products - TPP, Trasadingen, Svajéiarsko) pomocou
enzymu akutasa (Biosera) a prenesené do centrifugacnej skimavky vo findlnom objeme
14 ml. K centrifugacii buniek (89 x g, celkova doba centrifugécie 5 minut) bola pouzita
stolna centrifiga (Universal 320/320R, Hettich, Tuttlingen, Nemecko). Nasledne bol
prebyto¢ny supernatant aspirovany apeleta buniek bola resuspedovand do
pozadovaného objemu a nasledne bol zisteny podet buniek. Cast’ buniek bola prenesena

spat’ do kultivacnej flasky a bunky boli inkubované za Standardnych podmienok.

Obrazok 9 SH-SY5Y bunky. Snimka bola ziskand pomocou invertovaného svetelného
mikroskopu s fazovym kontrastom (Nikon Eclipse TS100-F, Nikon, Tokio, Japonsko)
vybavenym digitalnou kamerou (AM7023CT Dino-Lite, Nova Tchaj-pej, Taiwan) pri zvacSeni
200 x.
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3.1.3 Pocéitanie buniek

Mikrokapilarna prietokova cytometria bola vyuzita k zisteniu poctu buniek a ich
viability pred samotnym experimentom. Tato metdéda vyuZziva pristroj Muse® Cell
analyzer (Luminex, Austin, TX, USA) a principidlne je zaloZend na fluorescencne;j detekcii.
Na zaklade odlisSného zafarbenia je pristroj schopny rozlisit' viabilné a mftve bunky.
V reagenénom ¢inidle (Muse® Count & Viability Kit, Luminex) st obsiahnuté dve rozne
fluorescencné farbiva. Jedno je schopné prenikat kompaktnou bunkovou membranou
a naviazat’ sa na DNA. Dochadza teda k ofarbeniu vsetkych buniek, ktoré obsahuju jadro,
atym padom dochadza k odliSeniu jadernych buniek od buniek bez jadra, po pripade
roznych Casti vzniknutych pri rozpade buniek. Druha zlozka ofarbuje DNA v pripade, Ze je
narusena membrana buniek, teda u mftvych buniek alebo u buniek prechadzajucich
apoptdézou. Pomocou tejto zlozky farbiva je teda mozné odliSenie viabilnych buniek od

buniek mftvych alebo umierajucich.

Experiment bol uskutocneny v mikroskiimavke (Eppendorf, Rakusko), kde bola
zmieSana bunkova suspenzia o objeme 50 pl spolu so 100 pl zmesi fluorescencnych farbiv.
Po uplynuti doby inkubacie (5 minut, laboratérna teplota) bol stanoveny pocet buniek
s rozliSenymi populaciami mitvych a zivych buniek, a bunkovych ulomkov. Pocet bol

stanoveny na 1 ml bunkovej suspenzie a zivotaschopnost’ bola udavana v % (obrazok 10).

Populacny profil Profil viability
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Obrazok 10 Vystup z mikrokapilarneho prietokového cytometru, na ktorom mozno vidiet
celkovy pocet buniek (vl'avo) a viabilné bunky (%, vpravo).
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Na zéklade zisteného poctu buniek bola pripravend suspenzia buniek potrebnd pre
dalsie experimenty, ato sledovanie cytotoxicity testovanych latok, stanovenie

apoptotického profilu a sledovanie antioxida¢nej aktivity testovanych latok.
3.1.4 Stanovenie cytotoxicity testovanych latok

Cytotoxicta testovanych latok bola stanovena pomocou kolorimetrickej metdody,
ktora vyuziva farbivo MTT (Merck). Pomocou tejto metdédy boli stanovené hodnoty
ICsoa MTC. Hodnota ICso odpoveda koncentracii testovanej latky, ktora spdsobi pokles
viability buniek na 50 % v porovnani s neovplyvnenou kontrolou a hodnota MTC

odpoveda maximalnej koncentracii, ktord nemé vplyv na bunkovt zivotaschopnost’.
3.1.4.1 Kolorimetricka metoda a postup stanovenia cytotoxicity

Viabilné bunky su schopné vo vode rozpustnt tetrazoliovi sol MTT metabolicky
redukovat’ pomocou svojej intraceluldrnej vybavy enzymov, na vo vode nerozpustné
krystaly formazanu. Tie st kumulované v zivych bunkdch a st nasledne extrahované
pomocou vhodného organického rozpustadla, napr. dimetylsulfoxid (DMSO, Penta
chemicals, Chrudim, Cesko) za vzniku fialovo zafarbeného roztoku. Intenzita
vzniknutého sfarbenia roztoku je priamo imerné metabolickej aktivite buniek, a teda aj
ich viabilite, a je detekovana spektrofotometricky. Schéma metabolickej redukcie MTT

je znazornena na obrazku 11.
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Obrazok 11 Redukcia vo vode rozpustnej tetrazoliovej soli MTT Zltej farby pomocou
bunkovych reduktids na fialovo zafarbeny formazan. Modifikované podla Kamiloglu et al.
(2020).
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Postup stanovenia

Bunky resuspendované v kultivatnom médiu boli nasadené do 96jamkovej
mikrotitraénej dosticky (TPP) v hustote 15 x 10° buniek/jamku. Takto pripravené
bunky boli nésledne inkubované cez noc pri podmienkach 37 °C, 5 % CO; a pri
85-90% relativnej vlhkosti vzduchu (CO, inkubator CB 160). Dalsi defi boli bunky
ovplyvnené sériovo nariedenymi roztokmi testovanych latok. V prvom kroku boli zo
zasobnych roztokov v DMSO pripravené pracovné roztoky o urcitej koncentracii. Tieto
roztoky boli d’alej sériovo riedené v kultivanom médiu v pomere 1:1. Takto pripravena
koncentra¢na rada bola pridand k bunkam nasadenym v 96jamkovej dosticke. Bunky
boli spolu s testovanymi latkami inkubované d’alsich 24 hodin pri podmienkach 37 °C,
5 % CO2 a pri 85-90% relativnej vlhkosti vzduchu (CO: inkubator CB 160). Po
uplynuti tejto doby inkubéacie bolo médium odsaté a k bunkam bolo pridanych 100 pl
roztoku MTT (5 mg:ml!) na 1 hodinu (inkubdcia pri 37 °C, 5 % COz a pri 85-90%
relativnej vlhkosti vzduchu, CO; inkubator CB 160). Po lhodinovej inkubacii bolo
médium obsahujice MTT odsaté a krystaly formazanu boli extrahované pomocou
DMSO. Po premieSani obsahu jamiek na trepacke prebehlo meranie absorbancie
pomocou multidetekéného readeru Synergy 2 Multi-Mode Microplate reader (BioTek
Instruments, Winooski, VT, USA) pri vlnovej dizke 570 nm. Meranie cytotoxicity
testovanych latok bolo uskuto¢nené v triplikdtoch. Hodnota ICso bolo vyjadrend ako
priemer z 3 nezavislych experimentov + strednd chyba priemeru (SEM). Hodnota MTC
bola ziskana zo sigmoidnej krivky pre stanovenie ICso, pricom bola od¢itana najvyssia

koncentracia, ktorda nemala Ziadny vplyv na viabilitu.
3.1.5 Overenie bezpe¢nosti testovanych latok

Pre overenie bezpecnosti testovanych latok vo fyziologickom prostredi bez OS
avprostredi s OS bola zvolena metéda mikrokapildrnej prietokovej cytometrie.
U buniek bola sledovand apoptoticka aktivita pomocou farbiva Anexin V a
7-aminoaktinomycin (7-AAD). Anexin V je protein, ktory sa viaze na fosfolipidy
bunkovej membrany a to hlavne na fosfatidylserin (PS). Ten sa nachddza vyhradne na
vnatornej strane membrany, avSak pri vstupe do apoptdézy dochadza k jeho
externalizacii na povrch bunky, ¢o umoZfuje naviazanie anexinu V. 7-AAD sa
vyznacuje vysokou afinitou k DNA anie je schopny permeabilizacie cez bunkovu
membranu so zachovanou integritou. Do intracelularneho priestoru sa teda dostava az
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v pripade porusenia celistvosti bunkovej membrany (Gillis et al. 2018; Zhang et al.
2017). Tato fluorescencna zmes umoznuje rozlisit’ 4 rozne bunkové populacie (obrazok

12) a to:
e viabilné bunky (Anexin V aj 7-AAD negativne),
e bunky vo vcasnej faze apoptodzy (Anexin V pozitivny, 7-AAD negativny),
e bunky v neskorej faze apoptdzy (Anexin V pozitivny, 7-AAD pozitivny),

¢ nekrotické bunky (Anexin V negativny, 7-AAD pozitivny).

Populacny profil Apoptoticky profil
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Obrazok 12 Vystup z mikrokapilarneho prietokového cytometru, na ktorom mozno vidiet
celkovy pocet buniek (vl'avo) a apoptoticky profil (%, vpravo).

Postup stanovenia

SH-SYS5Y bunky boli nasadena do 24jamkovej kultivacnej dosticky (TPP) o hustote
1 x 10° a boli ponechané cez noc pri podmienkach 37 °C, 5 % CO; a 85-90 % vlhkosti.
Nasledujuci dent boli k bunkdm pridané roztoky testovanych latok - novosyntetizované
modulary AChE a NAC - o koncentracii, ktora odpovedala hodnote MTC spolu
s roztokom H>O; (koncentracia odpovedala hodnote ICso = 198,8 uM stanovenej po 24
hodinach, hodnota vychadza z predchadzajucich experimentov na Katedre toxikologie
a vojenské farmacie, nepublikované vysledky) a bez H>O». Bunky boli inkubované po
dobu 4 hodin. Nasledne bol obsah jednotlivych jamiek prepipetovany do

centrifugacnych skumaviek (TPP). K bunkdm bol pridany trypsin na priblizne 5 minut.

50



Nasledne boli bunky oplachnuté kultivaénym médiom a prenesené do prislusnej
centrifugacnej skumavky. Takto pripravend suspenzia buniek bola centrifugovana
4 minuty (130 x g, stolnéd centrifiga Universal 320/320R). Po ukonceni centrifugécie
bol supernatant aspirovany a bunky boli resuspendované v 100 pl kultivaéného média.
K bunkovej suspenzii bola pridana reagencia Muse® Annexin V & Dead Cell Assay
(Luminex) a vzorky boli ponechané pri laboratornej teplote bez pristupu svetla 20 minut a
nasledne analyzovand pomocou pristroja Muse® Cell Analyzer (Luminex). Experimenty
boli uskutocnené v triplikatoch a v 3 nezavislych experimentoch a vysledky boli vyjadrené

ako priemer = SEM.
3.1.6 Sledovanie antioxidacnej aktivity testovanych latok

K stanoveniu antioxidacnej aktivity testovanych latok bola pouzitd fluorescencna
sonda DHE. Jedna sa o jednu z najCastejSie pouzivanych fluorescencnych sond, ktora je
ur¢ena k Specifickému stanoveniu superoxidového radikalu. Tato hydrofébna zlicenina
moze prenikat’ membranami a to ako extracelularnymi tak aj intracelularnymi. DHE (modra
fluorescencia) reaguje v bunke s vol'nymi radikdlmi a dvojelektronovou oxidaciou vznika
fluorescencny produkt 2-hydroxyetidium (Cervena fluorecencia) (Gomes et al. 2005).

(obrazok 13)

\ Dihydroethidium / \ Z-Hydroxyethidiuny

Obrazok 13 Chemické Struktiry a oxidatna reakcia  dihydroetidia na

2-hydroxyetidium pomocou superoxidového anionu. Modifikované podl'a Olowe et al. (2020).

Postup stanovenia

SH-SY5Y bunky boli nasadené v kultivacnom médiu DMEM do Cciernej
96jamkovej dosticky s transparentnym dnom o hustote 15 x 103. Takto nasadené bunky
inkubované cez noc za podmienok 37 °C, 5 % CO: a 85-90 % vlhkosti (CO2 inkubator
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CB 160). Nasledujuci dent bolo kultivatné médium aspirované a nahradené roztokom
jednotlivych testovanych latok v koncentracii, ktord odpovedala hodnote koncentracie
MTC, spolu s roztokom H>O». Rovnako boli bunky kultivované aj so samotnym H>Oa.
Roztoky boli pripravené v kultivacnom médiu DMEM bez obsahu fenolovej Cervene
a FBS. Takto ovplyvnené bunky boli nasledne inkubované pri 37 °C, 5 % CO2 a 85-90
% vlhkosti po dobu 4 hodiny. Po uplynuti doby inkubéacie bol k bunkdm pridany roztok
DHE o koncentracii 10 uM v bezfarebnom médiu. Bunky boli s fluorescenénym
farbivom inkubované po dobu 45 minut. Nasledne bola merana intenzita fluorescencie
pomocou multifunkéného mikrodostickového readeru Tecan Spark® (Tecan Group Ltd.,
Minnedorf, Svajéiersko) pri excitaénej vlnovej dizke 500 nm a emisnej 582 nm.
Experimenty boli uskutocnené v triplikdch a v 3 na sebe nezéavislych experimentoch

a vysledky boli vyjadrené ako priemer + SEM.
3.1.7 Statistické spracovanie vysledkov

Analyza ziskanych dat bola wuskuto¢nend pomocou Statistického programu
GraphPad Prism (verzia 6.05, GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). Hodnoty
ICso boli ziskané pouzitim 4parametrickej nelinedrnej regresie a vyjadrené ako priemer

z troch nezavislych experimentov + SEM.

Hodnota MTC bola od¢itana zo sigmoidnej krivky a Statisticky vyznamny rozdiel
oproti neoplyvnenej kontrole bol stanoveny pomocou t-testu pri Statistickej hladine

vyznamnosti a = 0,05.

Statistické vyhodnotenie distribucie jednotlivych bunkovych populacii bolo
uskuto¢nené pomocou jednofaktorovej analyzy rozptylu (one-way ANOVA) spolu s post

hoc Dunnettovym testom pri Statistickej hladine vyznamnosti a = 0,05.

Vysledky ziskané pri  stanoveni intracelularnej hladiny ROS pomocou
fluorescen¢nej sondy DHE boli spracované pomocou programu Microsoft Excel
(Microsoft, Redmond, WA, USA) a nésledne S$tatisticky vyhodnotené pomocou
softwaru GraphPad Prism. Pre ur€enie Statisticky vyznamnych rozdielov bola pouZita
one-way ANOVA spolu s post hoc Dunnettovym testom pri Statistickej hladine

vyznamnosti a = 0,05.
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4. Vysledky

4.1 Cytotoxicita testovanych latok stanovena pomocou MTT testu

Cytotoxicita testovanych latok bola stanovena po inkubacnej dobe 24 hodin na
bunkovej linii SH-SYS5Y pomocou kolorimetrickej metddy vyuzivajucej MTT farbivo.
Hodnoty ICso jednotlivych latok st zhrnuté v tabulke 4.

Tabulka 4 Prehl'ad hodndt ICs testovanych latok.

Latka ICs0+ SEM (uM)
K2104 847 £ 46
K2105 338+ 17
K2109 952+ 52
K2110 554 +£29
K2133 478 £ 12
K2134 685 +24
K2138 856 + 40
K2139 1331 £ 62
K2218 259 +26
K2219 427+ 16
K2223 291 +7
K2224 579+ 6
K2247 174 + 4
K2248 265+ 1
K2252 200+ 2
K2253 216+ 6
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Najmenej toxicky uc¢inok bol pozorovany u latky K2139, kedy bola sledovana
hodnota ICso = 1331 uM. U d’alsich testovanych latok nésledne toxicita rastla v poradi
K2109, K2138, K2104, K2134, K2224, K2110, K2133, K2219, K2105, K2223, K2248,
K2218, K2253, K2252, K2247, pri¢om hodnota ICso bola u tychto latok 1,4-, 1,6-, 1,6-,
1,9-, 2,3-,2,4-,2,8-, 3,1-, 3,9-, 4,6-, 5,0-, 5,1-, 6,2-, 6,6-, 7,7-krat nizsia.

4.2 Stanovenie maximalnej tolerovatel’nej koncentracie MTC

Pomocou kolorimetrickej metédy vyuzivajicej farbivo MTT bola stanovena
koncentréacia testovanych latok, u ktorej nebol sledovany ziadny negativny vplyv na
viabilitu buniek — MTC. Tieto hodnoty boli od¢itané z jednotlivych davkovo-zavislych
sigmoidnych kriviek. Za hodnotu MTC bola povaZovana prva najvyssia koncentracia,
ktord sa po Statistickom vyhodnoteni pomocou t-testu signifikatne neliSila od
neovplyvnenej kontroly buniek. Ukazka znazoritujuca ur¢enie MTC hodnot pomocou

od¢itania zo sigmoidnej krivky je znazornena na obrazku 14 a samotné hodnoty MTC

su zhrnuté v tabulPke 5.
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Obrazok 14 Koncentracne-zavisla sigmoidnd krivka ziskand po ovplyvneni buniek
koncentraénou radou latky K2223 vtroch &asovo nezavislych experimentoch. Cervené
hviezdicky znazornuju signifikantny rozdiel vo viabilite buniek pri jednotlivej koncentracii
v porovnani s neovplyvnenou kontrolou. Cierna $ipka znazorfiuje najvy$$iu koncentraciu, ktora

nemala vplyv na viabilitu buniek.
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Tabulka 5 Prehl'ad MTC hodnét jednotlivych testovanych latok.

Latka | MTC (uM)
K2104 187,5
K2105 50
K2109 187,5
K2110 100
K2133 50
K2134 62,5
K2138 500
K2139 500
K2218 62,5
K2219 62,5
K2223 62,5
K2224 125
K2247 62,5
K2248 50
K2252 30
K2253 50

4.2.1 Overenie bezpecnosti MTC jednotlivych latok

Pomocou mikrokapilarnej prietokovej cytometrie s fluorescenénym znacenim
Anexinu V a 7-AAD bola overena bezpecnost’ zvolenej koncentracie, ktord odpovedala
hodnote MTC ziskanej vyuZitim kolorimetrickej metody MTT, v prostredi bez a s OS.
Neuroblastomové bunkova kultara SH-SY5Y bola inkubovana s testovanymi latkami po
dobu 4 hodin anasledne boli jednotlivé vzorky spracované podla vysSie uvedené¢ho

postupu a analyzované.
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Z vysledkov je zrejmé, ze testované latky v porovnani s neovplyvnenou kontrolou
(obrazok 15) alebo s bunkami ovplyvnenymi H»O> (obrazok 16) nevykazovali na
zéklade Statistického vyhodnotenia (one-way ANOVA) Zziadne signifikatné zmeny

v distribucii bunkovych populacii.
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Q@&@@++++@@&@@@@@*
o
Qo-\Q\ [ 1 Zivé bunky 1 Neskora faza apoptozy
N [0 V¢asna faza apoptézy HE Mrtve bunky

Obrazok 15 Grafické znazornenie distribucie jednotlivych bunkovych populécii (zivé: biela,
bunky vo v¢asnej faze apoptdzy: zelend, bunky v neskorej faze apoptdzy: oranzova, mrtve
bunky: cervena) po ovplyvneni buniek (4hodinova expozicia) testovanymi latkami
v koncentracii, ktora odpovedala MTC.
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Obrazok 16 Grafické zndzornenie distribucie jednotlivych bunkovych populécii (zivé: biela,
bunky vo vCasnej faze apoptdzy: zelena, bunky v neskorej faze apoptodzy: oranzova, mitve
bunky: cervena) po ovplyvneni buniek (4hodinova expozicia) testovanymi latkami
v koncentrécii, ktord odpovedala MTC a po ovplyvneni H,O; v koncentracii, ktord odpovedala
hodnote ICs stanovenej po 24 hodinach.

4.3 Sledovanie antioxidacnej aktivity testovanych latok

Potencialne antioxida¢né vlastnosti novosyntetizovanych latok boli sledované
pomocou fluorescencnej sondy DHE (obrazok 17) pri koncentracii, ktora odpovedala
hodnote MTC pre jednotlivé latky. Ako Standardna latka s antioxidaénym potencialom
bol zvoleny NAC v koncentracii (200 puM), ktord neovplyvnila viabilitu buniek
sledovant pomocou kolorimetrického testu MTT. Ako prooxidacny stimul bol pouzity
H>0,. Tato latka bola pouzitd v koncentracii, ktord odpovedala hodnote ICso.
Z vysledkov je zrejmé, Ze najvySiu antioxidacnu aktivitu vyvolala nami zvolena
Standandarna latka NAC. Intenzita fluorescencie poklesla v porovnani s intenzitou

fluorescencie u buniek stimulovanych samotnym H>O> priblizne o 65 %.
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Obrazok 17 Grafické zndzornenie antioxida¢ného potencidlu novosyntetizovanych latok po
stimulacii buniek H,O, v ¢asovom intervale 4 hodiny. Fialovo je znazornena intenzita
fluorescencie po ovplyvneni SH-SYS5Y buniek samotnym H>O,, modro po ovplyvneni H,O,
a N-acetylcysteinom. Zlto st zvyraznené latky, ktoré vykazovali uréitd antioxida¢nti aktivitu po
ovplyvneni H,0,. Statisticky vyznamny rozdiel je znazorneny * (p < 0,05), **** (p < 0,0001).

Okrem NAC taktieZ znizovali hladinu vol'nych radikéalov, ktoré vznikli po expozicii
buniek H>O,, latky K2104, K2109, K2133, K2138, K2223, K2247, K2252.
Najsilnej§im antioxidénym potencidlom sa vyznacovala latka K2109, ktord vyvolala
signifikantné znizenie intenzity fluorescencie o 55 %. Antioxida¢né vlastnosti postupne
klesali vporadi K2104, K2223, K2133, K2247, K2138 aK2252, pricom bol
pozorovany pokles intenzity fluorescencie o 45 %, 43 %, 42 %, 41 %, 36 % a28 %

oproti intenzite fluorescencie u buniek exponovanych samotnému H>O».
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5. Diskusia

Hlavnym cielom predkladanej diplomovej prace bolo sledovanie antioxida¢ného
ucinku 16 novosyntetizovanych latok. Tento vyber vychadzal z povodnej série 85 latok,
u ktorych sa predpokladala reverzibilna inhibicia AChE a interakcia s glutamatovymi
receptormi. Nami zvolené derivaty mali Struktaru bifenylov alebo metylendifenylov so
sekundarnou alebo terciarnou aminoskupinou, na ktoru bola pomocou 2-uhlikatého
refazca naviazand bud hydroxylovad skupina (obrazok 18a) alebo chranend
hydroxylova skupina (metoxyskupina, obrazok 18b). Tieto latky boli zvolené na
zaklade hypotézy, ktord podla dostupnych literdrnych zdrojov predpokladala, Ze prave
hydroxylova skupina alebo metoxyskupina obsiahnutd v zlu¢enine mdze potencovat’
antioxidacné Ucinky celej zltceniny. Tieto funkéné skupiny mézu byt cielovymi pre
terminac¢nt reakciu volnych radikélov (Al-Mamary et al. 2021; Chen et al. 2020;
Platzer et al. 2022).

a b

Obrazok 18 Ukazka Struktury testovanych latok a) bifenyl s aminoskupinou s naviazanou
hydroxylovou skupinou pomocou 2-uhlikateho retazca, b) bifenyl saminoskupinou
s naviazanou metoxyskupinou pomocou 2-uhlikateho retazca.

U vybranych latok bolo nutné najskor zistit’ cytotoxicitu, ktord bola vyjadrena ako
hodnoty ICso. Tie sa pre jednotlivé latky pohybovali v rozmedzi 174-1331 uM.
V pripade bifenylovych dvojic K2133-K2134, K2138-K2139, K2218-K2219, K2223-
K2224, K2247-K2248 a K2252-K2253, ktoré¢ sa Strukturdlne 1isili iba v tom, ze vzdy
prvy spomenuty z dvojice obsahoval vo svojej molekule sekundarny amin (obrazok
19a) a druhy spomenuty tercidrny amin (obrazok 19b). Platilo, Ze v pripade tercidrnej
aminoskupiny v molekule bola pozorovana nizsia cytotoxicita. Toto vSak neplatilo pre
metylendifenyly. V pripade dvojic K2104-K2105 aK2109-K2110 bol vplyv

pritomnosti terciarnej a sekundarnej aminoskupiny na cytotoxicitu latok opacny.
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a b

e HCI B HC1

Obrazok 19 Ukazka struktiry testovanych latok a) bifenyl so sekundarnou aminoskupinou,
b) bifenyl s terciarnou aminoskupinou.

Z koncentracno-zavislych sigmoidnych kriviek ziskanych pri MTT teste sme
rovnako odvodili hodnoty MTC. Tieto hodnoty boli zvolené pre d’alSie experimenty,
aby bolo mozné vylucit' vplyv poklesu poctu zivotaschopnych buniek na sledované
parametre. Rovnako je dodlezité potvrdit’ tieto hodnoty inou metdédou. MTC boli teda
potvrdené pomocou stanovenia  apoptotického profilu  buniek s vyuzitim
mikrokapilarnej prietokovej cytometrie vo fyziologickom prostredi bez OS, tak
v pripade indukcie OS. Tato metdda bola zvolena hlavne preto, ze v pripade indukcie
OS, by mohlo vplyvom H>O> dochédzat’ k ovplyvneniu mitochodridlnych funkcii a tym
metabolickej aktivity jednotlivych buniek (Tobe 2013). Dysfunkcia mitochondrii by
mohla potencidlne sposobit’ naruSenie metabolizacie MTT viabilnymi bunkami a tym

viest’ k nespravnemu meraniu (Chacon et al. 1997).

Na zéklade vysledkov mozno konStatovat’, ze nebol pozorovany Ziadny signifikatny
rozdiel v distribucii buniek v jednotlivych fazach apoptdzy oproti kontrolnym bunkdm
apreto mohli byt MTC jednotlivych latok pouZité pre sledovanie potencidlnej

antioxidacnej aktivity.

Antioxida¢nd aktivita bola sledovana pomocou fluorescencnej sondy DHE. Na
zaklade vysledkov je mozné pdvodnu hypotézu o tom, Ze pritomnost’ hydroxylovej
alebo metoxy skupiny by mohla byt zodpovednd za antioxidacné vlastnosti latok,
vyvratit'. Pri vyhodnocovani vysledkov bolo vSak zistené, Ze na antioxdiacné vlastnosti

latok ma vplyv prave amin pritomny v zlucenine.

U zlaenin, ktoré obsahovali vo svojej molekule sekundarnu aminoskupinu —
zluceniny s oznacenim K2104, K2109, K2133, K2138, K2223, K2247 a K2252 — boli

pozorované antioxida¢né vlastnosti. Sekundarne aminy obsahuji centrum reaktivity, za
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ktoré je povazovany volny elektronovy par na atome dusika. Hypotézu o tom, ze
sekundarne aminy mozu vykazovat’ urcity antioxida¢ny potencial dokazuju aj dostupné
literarne zdroje. Bhabak a Mugesh (2009) potvrdili vo svojej Studii, ze pritomnost
sekundarnej aminoskupiny v molekule latky moze potencovat ucinok enzymu GPx.
Ta zohrava vyznamnu ulohu pri antioxidacnej ochrane buniek a organizmu. Sekundarne
aminy mo6ézu mat’ aj priamy antioxidacny efekt. Sugihara et al. (1993) pomocou
2,2-difenyl-1-pikrylhydrazylu, ktory vykazuje vlastnosti volnych radikalov, potvrdili,
ze antioxidatny potencial difenylovych analdégov spociva prave v pritomnosti
sekundéarnej aminoskupiny. K podobnému vysledku dospel aj Yilmaz (2021), ktory
porovnaval antioxida¢né vlastnosti sekundarnych aminov so Strukturalne suvisiacimi
Schiffovymi bazami. Jedind vynimka bola pozorovand u K2218. Tato latka
antioxida¢ny efekt nevykazovala. Dovod tohoto pozorovania ostdva neznamy.
Najjednoduchsie vysvetlenie by mohlo spocivat’ v nizkej stabilite latky v pracovnom

roztoku, ¢o by bolo ale potrebné overit’.

Tercidrna aminoskupina naopak nevykazovala Ziadnu antioxidacnu aktivitu. Tato
skupina je v porovnani so sekundidrnou aminoskupinou menej chemicky reaktivna
(Candeias et al. 2014). To mdze byt dovodom, ze sa vyskytuje v lieCivach CastejSie
(Staben et al. 2016; Yatabe a Yamaguchi 2022). Terciarne aminy su casto
metabolizované na N-oxidy, ktoré su vo vSeobecnosti menej toxické v porovnani
s oxidovanymi formami sekundérnych aminov. Pri ich oxidacii vznikaju hydroxylované
derivaty (hydroxylaminy), ktoré mézu vykazovat hepatoxické a mutagénne ucinky
(Macherey a Dansette 2003). Aj napriek tomu, ze sekundirne aminy vykazovali

antioxidac¢né ucinky, bude nutné bezpecnost’ testovanych latok d’alej overit’.
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6. Zaver

Diplomova praca bola zamerand na sledovanie cytotoxickych ucinkov
a antioxida¢nych vlastnosti latok, ktoré boli syntetizované na Katedre toxikologie
a vojenské farmacie, Fakulty vojenského zdravotnictva, Univerzity obrany. Konkrétne
sa jednalo obifenyly a metylendifenyly so sekundarnou alebo terciarnou
aminoskupinou. Zivotaschopnost’ buniek bola stanovena na bunkovej linii SH-SY5Y.
Cytotoxicita latok bola stanovena pomocou MTT testu a vyjadrena ako toxikologicky
index ICso. Cytotoxicita sa pohybovala v pomerne Sirokom rozmedzi 174-1331 uM.
V pripade bifenylovych dvojic boli tercidrne aminy menej cytotoxické. Naopak nizsi
cytotoxicitu u metylendifenylov vykazovali sekundarne aminy. Antioxidacnd aktivita
latok bola sledovana pri koncentraciach odpovedajucich MTC. Antioxida¢né vlastnosti
vykazovali latky so sekunddrnou aminoskupinou — K2104, K2109, K2133, K2138,
K2223, K2247 a K2252 — s vynimkou latky K2218.
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Zoznam pouzitych skratiek

3-NT 3-nitrotyrozin

4-HNE 4-hydroxynonenal

7-AAD 7-aminoaktinomycin

8-0x0G 8-0x0-7,8-dihydroguanin

AA arachidonova kyselina

AChE acetylcholinesterasa

AD Alzheimerova choroba

ALS amyotroficka leteralna skleroza

AMPA a-amino-3-hydroxy-5-metyl-4-izoxazolpropionova kyselina
APP transmembranovy prekurzor amyloid-f proteinu
ATP adenozintrifosfat

CAT katalasa

CNS centralny nervovy systém

CoQ koenzym Q

COX cyklooxygenasa

DA dopamin

DHE dihydroetidium

DMEM Eaglovo médium modifikované Dulbeccom
DMSO dimetylsulfoxid

DNA deoxyribonukleova kyselina

fALS familiarna amyotrofické leteralna skler6za
FapyG 2,6-diamino-4-hydroxy-5-formamidopyrimidin
FBS fetalne bovinné sérum

GPx glutatidnperoxidasa
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GSH
GSH-S
GSSG
GSSH
|$ 10}
HD
HHT
Htt
IL-1a
IL-1B
IL-6
LDL
LOXs
LPO
LTD
LTP
MDA
MPO
MTC
MTT
NAC
NADPH
NFT
NMDA-R

NMS

glutation

glutatidnsyntetasa

oxidovany disulfid glutationu
oxidovana forma glutationu
peroxid vodika
Huntingtonova choroba
kyselina 12-L-hydroxy-5,8,10-heptadekatriénova
protein huntingtin

interleukin 1 alfa

interleukin 1 beta

interleukin 6

lipoprotein s nizkou hustotou
lipoxygenasa

lipidova peroxidacia
dlhodoba depresie synapsii
dlhodoba potenciécia synapsii
malondialdehyd
myeloperoxidasa

maximalna tolerovatel'na koncentracia

3-[4,5-dimetylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid

N-acetylcystein

redukovany nikotinamidadenindinukleotid fosfat
intracelularne neurofibrilarne klbka
N-metyl-D-aspartatové receptory

nemotorické Crty
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NOS
NOX
(0N}
PD
PET
Prxs
PS
PS1
PS2
PUFA
RNA
RNS
ROS
sALS
SEM
SNpc
SODs
Th2
TNF-a
TPP
Treg
TRX
TrxR
TXA2

UPS

syntasa oxidu dusnatého
NADPH oxidasa

oxidacny stres

Parkinsonova choroba
pozitrébnova emisnd tomografia
peroxiredoxiny

fosfatydilserin

protein presenilin 1

protein presenilin 2
polynenasytené mastné kyseliny
ribonukleova kyselina

reaktivne formy dusika
reaktivne formy kyslika
sporadickd amyotroficka lateralna skleréza
stredné chyba priemeru
substantia nigra pars compacta
superoxiddismutasy

pomocné mikroglie

tumor nekrotizujuci faktor alfa
Techno Plastic Products
regulacné mikroglie
tioredoxinovy antioxidacny systém
tioredoxinreduktasy

tromboxan A»

ubikvitin-proteazomovy systém
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VLDL lipoprotein s vel'mi nizkou hustotou

XO xantin oxidasa
v-GC y-glutamylcystein
v-GCS y-glutamylcystein syntetasa
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