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Abstrakt  

Univerzita Karlova  

Farmaceutická fakulta v Hradci Králové  
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Vedoucí diplomové práce: RNDr. Miloslav Macháček, Ph.D.  

Konzultant: RNDr. Ľubica Múčková, Ph.D.  

Názov diplomovej práce: Sledovanie antioxidačnej aktivity novo syntetizovaných 

potenciálnych modulátorov acetylcholinesterasy 

Teoretická časť diplomovej práce je zameraná na charakteristiku oxidačného stresu  

(OS) a antioxidačnej ochrany organizmu. V ďalšej časti sú podrobne spracované 

jednotlivé neurodegeneratívne ochorenia a význam OS pri ich rozvoji. 

V experimentálnej časti predkladanej práce bola hodnotená cytotoxicita 16 nových 

potenciálnych modulátorov acetylcholinesterasy pomocou neuroblastómovej bunkovej 

línie SH-SY5Y. Cytotoxicita látok, vyjadrená ako IC50, bola meraná pomocou 

kolorimetrickej metódy, ktorá využíva tetrazóliovú soľ (MTT). Táto metóda bola 

využitá aj k stanoveniu maximálnej tolerovateľnej koncentrácie (MTC). Hodnoty MTC 

boli následne overené pomocou sledovania apoptoticko-nekrotického profilu buniek vo 

fyziologickom prostredí (bez OS) a v prostredí OS, ktoré bolo indukované peroxidom 

vodíka (H2O2) pomocou mikrokapilárnej prietokovej cytometrie. Z výsledkov bolo 

patrné, že látky nevyvolali žiadnu štatisticky významnú zmenu distribúcie buniek 

v jednotlivých populáciách. Následne bol sledovaný antioxidačný potenciál látok. 

K tomu bola využitá fluorescenčná sonda dihydroetídium (DHE). Po dobu 4 hodín boli 

bunky inkubované s testovanými látkami a s H2O2. Následne bolo pridané DHE (45 

minút) a bola meraná intenzita fluorescencie. Výsledky naznačujú, že štatisticky 

významný pokles fluorescencie vyvolali látky, ktoré obsahovali vo svojej molekule 

sekundárny amín. K zlúčeninám, ktoré vykazovali určitý antioxidačný potenciál možno 

zaradiť látky s označením K2104, K2109, K2133, K2138, K2223, K2247 a K2252.  

Kľúčové slová: oxidačný stres, antioxidačná aktivita, neurodegeneratívne ochorenia, 

cytotoxicita, maximálna tolerovateľná koncentrácia, modulátory acetylcholinesterasy
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Abstract  
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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-SY5Y. The cytotoxicity of the compounds, expressed as IC50, 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 (H2O2)-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 H2O2. The cells were incubated with the compounds and with H2O2 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. 

Keywords: oxidative stress, antioxidant activity, neurodegenerative diseases, 

cytotoxicity, maximum tolerated concentration, acetylcholinesterase modulators 
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Úvod 

Oxidačný stres (OS), ktorý je charakterizovaný ako nerovnováha v redoxnej 

homeostáze organizmu, je súčasťou základnej patológie viacerých ochorení 

a mechanizmov toxicity rôznych látok. Antioxidačná obrana organizmu, ktorá zahŕňa 

enzymatický a neenzymatický (nízko- a vysokomolekulárne antioxidanty) ochranný 

systém, a rôzne antioxidačné terapeutické stratégie ponúkajú niektoré dôležité 

príležitosti na prevenciu ochorení alebo zmiernenie ich patológie (Forman a Zhang 

2021). Bolo dokázané, že OS môže zohrávať určitú úlohu pri rozvoji 

neurodegeneratívnych ochorení, ako je napr. Alzheimerova (AD) či Parkinsonova 

choroba (PD), ale taktiež pri karcinogenéze, ateroskleróze, diabete mellitus, či starnutí 

(Ray et al. 2012). Taktiež sa OS môže rozvíjať v priebehu jednotlivých 

neurodegeneratívnych ochorení ako dôsledok prebiehajúcich patologických procesov 

a následne tak ďalej zhoršovať priebeh ochorenia a samotnú degeneráciu neurónov.  

Témou predkladanej diplomovej práce bolo hodnotenie antioxidačnej aktivity 

novosyntetizovaných potenciálných modulátorov acetylcholinesterasy (AChE).  

V experimentálnej časti boli použité rôzne in vitro metódy pre sledovanie 

cytotoxických účinkov látok zameraných na moduláciu aktivity AChE s využitím 

bunkovej línie SH-SY5Y. Cytotoxicita látok a maximálna tolerovateľná koncentrácia 

(MTC) bola sledovaná pomocou kolorimetrickej metódy využívajúca tetrazóliovú soľ  

3-[4,5-dimetylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid (MTT). Hodnota MTC bola 

následne overená sledovaním apoptotického profilu buniek v prostredí bez a s OS. 

Následne bola sledovaná antioxidačná aktivita látok pomocou fluorescenčnej sondy 

dihydroetídium (DHE) po stimulácií buniek peroxidom vodíka (H2O2).  
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1. Teoretická časť 

1.1 Oxidačný stres 

Termín OS prvýkrát zaviedol Helmut Sies v roku 1985, ako nerovnováhu medzi 

produkciou oxidantov a antioxidačnou obranou, ktorá môže viesť k poškodeniu rôznych 

biologických systémov (Sies et al. 2017). Novšie definície popisujú OS ako 

nerovnováhu v rovnovážnom redoxnom stave (Jaganjac et al. 2022). Pokrok 

v moderných analytických technikách spolu s výskumnými modelmi a vedeckými 

prístupmi, posunuli naše vnímanie OS ku komplexnejšiemu pohľadu, čím sa rozlišuje 

OS ako nežiadúci - disstres, a prospešný - eustres (Niki 2016). Prehnaná a neprimeraná 

akumulácia reaktívnych foriem kyslíka a dusíka (RONS), ktorá vedie k rôznym 

poruchám organizmu, predstavuje disstres. Naopak hladiny RONS nevyhnutné pre 

fyziologickú redoxnú signalizáciu sú dôležité pre správne fungovanie buniek, tkanív 

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

OS zahŕňa chemické reakcie takzvaných reaktívnych látok, ktoré sú najčastejšie 

odvodené od kyslíka a dusíka. RONS sú intracelulárne generované najčastejšie 

pôsobením rôznych xenobiotík, ionizujúceho žiarenia, ultrafialového svetla alebo pri 

jednotlivých patologických procesoch. V bunkách sú schopné produkcie RONS rôzne 

bunkové kompartmenty vrátane mitochondrií, endoplazmatického retikula, 

peroxizómov, jadra, cytosólu, plazmatických membrán a dokonca aj extracelulárnych 

priestorov (Bhattacharyya et al. 2014).  

Vo väčšine cicavčích buniek je hlavným miestom produkcie ROS elektrónový 

transportný reťazec mitochondrií. K enzýmom, ktoré katalyzujú chemické reakcie 

generujúce ROS patria peroxidasy, izoformy NADPH oxidasy (NOX), xantín oxidasa 

(XO), lipoxygenasy (LOXs), myeloperoxidasa (MPO), syntasa oxidu dusnatého (NOS) 

a cyklooxygenasy (COX) (Ray et al. 2012). RNS môžu byť produkované pri 

metabolizme aminokyselín, a to hlavne L-arginínu. Na vzniku RNS sa najčastejšie 

podieľa NOS. RONS možno ďalej rozdeliť na voľné radikály, ktoré obsahujú vo svojej 

molekule nepárový elektrón a oxidanty neradikálovej povahy (tabuľka 1) 

(Bhattacharyya et al. 2014; Di Meo et al. 2016; Sies et al. 2017; Štípek 2000).  
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Tabuľka 1 Reaktívne formy kyslíka (ROS) a reaktívne formy dusíka (RNS) radikálovej 

a neradikálovej povahy.  

VOĽNÉ RADIKÁLY 

Reaktívne formy kyslíka 

Superoxidový O2
−• 

Hydoxylový HO• 

Peroxylový ROO• 

Alkoxylový RO• 

Hydroperoxylový HO2• 

Reaktívne formy dusíka 

Oxid dusnatý NO• 

Oxid dusičitý NO2• 

NERADIKÁLOVÉ OXIDANTY 

Reaktívne formy kyslíka 

Peroxid vodíka H2O2 

Kyselina chlórna HOCl 

Ozón O3 

Singletový kyslík 
1O2

  

Organický peroxid vodíka ROOH 

Reaktívne formy dusíka 

Nitrit NO2
− 

Oxid dusnatý NO 

Peroxynitrit ONOO− 

Oxid dusitý N2O3 
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1.1.1 Oxidačné poškodenie biomolekúl 

OS môže mať ďalej za následok priame alebo nepriame poškodenie lipidov, 

proteínov a nukleových kyselín (Ray et al. 2012).  

1.1.1.1 Oxidačné poškodenie lipidov 

V biologických systémoch sa na oxidačnom poškodení lipidov (obrázok 1) najviac 

podieľajú mastné kyseliny s viacerými dvojitými väzbami – polynenasýtené kyseliny 

(polyunsaturated fatty acids – PUFA).  

 

Obrázok 1 Proces peroxidácie lipidov. V iniciačnej fáze dochádza k odstráneniu allylového 

vodíka oxidantom za vzniku lipidového radikálu lokalizovaného na uhlíku, ktorý je 

stabilizovaný molekulárnym preskupením za vzniku diénu (1). V propagačnej fáze dochádza 

k reakcii lipidového radikálu s kyslíkom za vzniku lipidového peroxyradikálu (2), ktorý odoberá 

vodík z inej lipidovej molekuly za vzniku nového lipidového radikálu a lipidového 

hydroperoxidu (3). V terminačnej reakcii antioxidanty poskytnú atóm vodíka lipidovým 

peroxyradikálom, čo vedie k tvorbe neradikálových produktov (4). Modifikované podľa Ayala 

et al. (2014). 

 

Každá látka, ktorá má dostatočnú afinitu k elektrónom a dokáže odtrhnúť vodíkový 

atóm z metylénovej skupiny uhľovodíkového reťazca mastnej kyseliny, môže zahájiť 

radikálovú reakciu v membránových lipidoch. Mastná kyselina alebo lipid sa tak stáva 

uhlíkovým radikálom. Dvojitá väzba oslabuje väzbu C-H a preto PUFA a lipidy 

podliehajú peroxidácii ľahšie ako iné biomolekuly. Po odtrhnutí vodíku sa z mastnej 

kyseliny stáva konjugovaný dién, ktorý sa ľahko spája s molekulárnym kyslíkom na 
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peroxylový radikál. Ten je schopný odtrhnúť elektrón z mastnej kyseliny susediaceho 

lipidu a ten sa stane novým radikálom, zatiaľ čo peroxylový radikál sa premení na 

lipidový hydroperoxid. Radikálová reakcia sa v lipidoch propaguje pokiaľ sa radikál 

PUFA nestretne s iným radikálom poprípade s antioxidantom, kedy sa reťazová reakcia 

ukončí vznikom stabilnej zlúčeniny (terminácia). Výsledkom popísaného sledu reakcií 

sú hydroperoxidy a cyklické peroxidy mastných kyselín. Tie sa chemicky správajú 

rovnako ako H2O2, takže sú pomerne stále, pokiaľ sa nestretnú s tranzitnými prvkami, 

ktoré katalyzujú Fentonovu reakciu. Lipidy sa potom menia na alkoxylové radikály 

(Ayala et al. 2014). 

Rozkladom lipidových hydroperoxidov ďalej vznikajú malondialdehyd (MDA, 

fragment vnútornej časti PUFA) a 4-hydroxynonenal (4-HNE, metylový koniec PUFA). 

MDA je teda konečný produkt, ktorý vzniká rozkladom PUFA (napr. kyseliny 

arachidónovej) s viac ako dvoma dvojitými väzbami v molekule enzymatickým alebo 

neenzymatickým procesom (obrázok 2). Jedná as o najviac používaný biomarker 

lipidovej peroxidácie (LPO). Môže pôsobiť ako signálna molekula a regulovať génovú 

expresiu. Bolo zistené, že MDA reguluje glukózou stimulovanú sekréciu inzulínu, 

hlavne prostrednictvom Wnt dráhy. V pečeňových Itových bunkách indukuje MDA 

expresiu kolagénu, a to zvýšením expresie génu špecifického proteínu-1 (Sp-1) 

(Esterbauer et al. 1990). 

Na druhej strane, MDA môže ďalej reagovať s inými biomolekulami (proteíny 

a nukleové kyseliny), čo má za následok vznik rôznych aduktov. MDA je schopný 

modifikovať celú radu proteínov a to napr. albumín (transportný proteín), β-aktín 

(cytoskelet), ATP-syntasu (energetický metabolizmus), katalasu (CAT, antioxidačná 

ochrana), a mnoho ďalších (Zarkovic et al. 2013). Taktiež môže reagovať 

s nukleosidmi, čo má za následok poškodenie DNA a mutácie (Ayala et al. 2014). MDA 

sa javí ako najmutagénnejší produkt LPO (Esterbauer et al. 1990). Zvýšená produkcia 

MDA môže byť taktiež spojovaná s rozvojom niektorých patológií, a to napr. AD a PD, 

kardiovaskulárne a onkologické ochorenia a diabetes mellitus (Ayala et al. 2014). 
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Obrázok 2 Tvorba a metabolizmus MDA. MDA môže vznikať rozkladom PUFA (kyseliny 

arachidónovej, AA) s viac ako 2 dvojitými väzbami enzymatickými procesmi ako vedľajší 

produkt biosyntézy tromboxánu A2 (TXA2) a kyseliny 12-L-hydroxy-5,8,10-heptadekatriénovej 

(HHT) (modrá dráha). Rovnako môže vznikať aj neenzymatickými procesmi z bicyklických 

endoperoxidov, ktoré vznikajú počas peroxidácie lipidov (oranžová dráha).  MDA môže byť 

metabolizovaný enzymaticky (zelená dráha). Kľúčové enzýmy zapojené do tvorby a 

metabolizmu MDA sú cyklooxygenasy (1), prostacyklín hydroperoxidasa (2), tromboxán 

syntasa (3), aldehyddehydrogenasa (4), dekarboxylasa (5), acetyl-CoA syntasa (6) a enzýmy 

cyklu trikarboxylových kyselín (7). Modifikované podľa Ayala et al. (2014). 

 

4-HNE je hlavným koncovým produktom 4-hydroxyalkenalov, ktoré vznikajú pri 

rozklade kyseliny arachidónovej a PUFA s viac ako dvoma dvojitými väzbami 

v molekule enzymatickou alebo neenzymatickou cestou (Esterbauer et al. 1991). Jedná 

sa o mimoriadne reaktívnu zlúčeninu a to z dôvodu prítomnosti α,β-dvojitej väzby na 

pozícií C-2, karbonylovej skupiny na C-1 a hydroxylovej skupiny na pozícií C-4 (Shoeb 

et al. 2014). Pomerne rýchlo reaguje s tiolovými skupinami a aminoskupinami, čím 

môže byť vystvetľovaná jeho vysoká toxicita. 4-HNE primárne reaguje s 

aminokyselinami ako je cysteín, histidín a lyzín. Z dôvodu prítomnosti dvojitej väzby 

reaguje 4-HNE aj s nukleofilmi ako je cysteín alebo glutatión a vytvára Michaelove 
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adukty (Liu et al. 2014; Schaur 2003). Pri in vitro štúdii boli pri vyšších koncentráciách 

(10 – 60 µM) sledované genotoxické účinky, ktoré viedli k fragmentácií DNA 

a k tvorbe mikrojadier (Brambilla et al. 1986). 4-HNE rovnako reaguje aj s proteínami 

a enzýmami, čo má za následok ich modifikáciu a následnú inaktiváciu. Mimo 

negatívnych účinkov boli sledované aj priaznivé fyziologické účinky v závislosti na 

koncentrácií 4-HNE v bunke. In vitro bola koncentrácia < 2 µM vyhodnotená ako 

prospešná, a to hlavne z dôvodu lepšieho prežívania a proliferácie buniek (Shoeb et al. 

2014). 

Pre bunky môže byť prospešná aj enzýmová LPO, ktorá prebieha na aktívnych 

centrách hydroperoxidas a endoperoxidas (COX, LOX) a produkuje aktívne látky 

(prostaglandíny a leukotriény), dôležité v riadení bunkových dejov (Clemente et al. 

2020). 

1.1.1.2 Oxidačné poškodenie proteínov 

Oxidačná modifikácia proteínu je hlavná skupina posttranslačných modifikácií. Je 

spôsobená reakciou medzi aminokyselinovými zvyškami a ROS alebo RNS. Sú 

klasifikované ako ireverzibilné alebo reverzibilné modifikácie. Ireverzibilné 

modifikácie zahŕňajú hlavne karbonyláciu proteínov a nitráciu tyrozínu (Cai a Yan 

2013). Karbonylácia môže byť spôsobená priamou oxidáciou lyzínu, arginínu, prolínu 

a treonínu, alebo interakciou s ROS a  reakciami s oxidovanými lipidmi, ktoré obsahujú 

v molekule karbonylovú skupinu (Gryszczyńska et al. 2017). 

Ako príklad môžeme uviesť napr. 4-HNE, ktorý reaguje s histidínom, lyzínom 

a sulfhydrylovými skupinami, čím sa do proteínu pridávajú karbonylové skupiny. 

Stupeň karbonylácie proteínov sa môže použiť ako ukazateľ oxidačného poškodenia 

týchto biomolekúl. Následky týchto reakcií sú pre bunku závažné. Enzýmy menia svoju 

aktivitu, pumpy neudržia iónovú homeostázu bunky. V cytozole sa hromadia vápenaté 

katióny, čím sa aktivujú proteasy a fosfolipasy. Modifikácia aminokyselín vedie 

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

Ďalšou ireverzibilnou modifikáciou je nitrácia tyrozínu, pričom vzniká  

3-nitrotyrozín (3-NT, obrázok 3) (Ahsan 2013). Zvýšená hladina 3-NT bola sledovaná 

pri viacerých patológiách ako ateroskleróza, roztrúsená skleróza, AD, PD, amyotrofická 

laterálna skleróza (ALS), diabetes a iné (Duncan 2003). 
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Obrázok 3 Ireverzibilná nitrácia tyrozínu, ktorej konečným produktom je  

3-nitrotyrozín. Modifikované podľa Ahsan (2013). 

 

Reverzibilná oxidácia proteínov sa podieľa na redoxnej signalizácií dráh, regulácií 

štruktúry proteínov a ich funkcie. Rovnako chránia proteíny pred ireverzibilnou 

oxidáciou. Reverzibilnej oxidácií často podliehajú cysteínové zvyšky, čo vedie 

k S-sulfonácií, S-nitrozylácií, S-glutationylácií a tvorbe disulfidov. Reverzibilne vzniká 

aj metionín sulfoxid, ktorý je zapojený do ochrany pred ischemickým poškodením (Yan 

2014). 

S membránovými proteínmi a s proteínmi lipoproteínových častíc (lipoproteín 

s nízkou hustotou - LDL, lipoproteín s veľmi nízkou hustotou - VLDL, obrázok 4) 

reagujú okrem jednoduchých ROS a RNS tiež alkoxylové a peroxylové radikály 

lipidov, vznikajúce pri LPO. Ďalšie produkty LPO, ku ktorým patria reaktívne aldehydy 

(MDA, 4-HNE), sa kovalentne viažu na aminoskupinu lyzínu. Následkom toho, 

proteíny agregujú, sieťujú a stanú sa citlivejšie k proteolytickej degradácii (Carvajal et 

al. 2016). 

 

Obrázok 4 Schématické znázornenie účinkov peroxidácie lipidov na membránovú 

štruktúru a organizáciu cholesterolu. Modifikované podľa Jacob a Mason (2005). 
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1.1.1.3 Oxidačné poškodenie nukleových kyselín 

Oxidačné poškodenie nukleových kyselín má najčastejšie za následok hydroxylový 

radikál. Hydroxylový radikál je schopný sa pripojiť („addovať“) k purínovým 

a pyrimidínovým bázam, a tak ich meniť na hydroxyderiváty a oxoderiváty. Všetky 

bázy DNA sú pomerne náchylné k oxidačnej modifikácií. Ako najcitlivejšia 

k oxidačnému poškodeniu sa javí báza guanín. Najčastejšie sa vyskytujúcou oxidačnou 

modifikáciou DNA je 8-oxo-7,8-dihydroguanín (8-oxoG). K jeho vzniku dochádza 

adíciou hydroxylového radikálu do polohy C8 v guanínovom kruhu za vzniku 8-

hydroxy-7,8-dihydroguanylového radikálu, ktorý je ďalej oxidovaný na 8-oxoG alebo 

redukovaný na 2,6-diamino-4-hydroxy-5-formamidopyrimidín (FapyG, obrázok 5) 

(Kryston et al. 2011; Neofytou et al. 2012). 

 

Obrázok 5 Vznik 8-oxo-7,8-dihydroguanínu (8-oxoG) a 2,6-diamino-4-hydroxy-5-

formamido-pyrimidínu (FapyG). Modifikované podľa Delaney et al. (2012). 
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K menej častým oxidačným derivátom patrí 8-hydroxyadenín. Z derivátov 

pyrimidínových báz možno uviesť 5-hydroxycytozín a analogický derivát uracilu. 

Modifikované bázy sú vylučované močom vo forme nukleozidov. Hydroxylový radikál 

rovnako odstraňuje vodíkový atóm z deoxyribózy, čo vedie k deštrukcii sacharidu 

a prerušeniu reťazca. Následkom týchto reakcií sa môže prerušiť polynukleotidový 

reťazec alebo sa môžu vytvoriť krížové väzby medzi DNA a proteínmi. Tým dochádza 

ku chybnému párovaniu báz pri replikácii DNA a k zavedeniu chyby do genetickej 

informácie. Poškodenie DNA sa prejaví apoptózou, mutagenézou, karcinogenézou 

a starnutím (Evans et al. 2004). 

1.1.2 Antioxidačná obrana a terapeutické dôsledky 

Ľudské telo je vybavené rôznymi antioxidačnými mechanizmami, ktoré slúžia 

k vyváženiu nepriaznivých účinkov oxidantov. Najčastejšie je možné antioxidačné 

systémy rozdeliť na dve kategórie, a to enzymatickú a neenzymatickú (Birben et al. 

2012). 

Antioxidačnú obranu v bunkách zabezpečujú predovšetkým antioxidačné enzýmy, 

ktoré využívajú špecifické substráty na redukciu oxidantov. Existujú aj exogénne 

a endogénne malé molekuly, ktoré pôsobia ako scavengeri, tie však nemajú takú 

antioxidačnú účinnosť ako enzýmy (Forman a Zhang 2021). Najvýznamnejšie 

enzymatické a neenzymatické antioxidačné systémy sú zhrnuté v tabuľke 2 (Birben et 

al. 2012). 
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Tabuľka 2 Prehľad enzymatických a neenzymatických antioxidantov. 

Enzýmové antioxidačné 

systémy 

Vysokomolekulárne 

endogénne antioxidanty 

Nízkomolekulárne 

endogénne antioxidanty 

Superoxiddismutasa Transferín  Vitamín C (askorbát) 

Glutatiónperoxidasy  Laktoferín  Vitamín E (napr. alfa-

tokoferol)  

Glutatióntransferasy  Feritín  Ubichinón/ubichinol 

(koenzym Q) 

Katalasa Ceruloplazmín  Karotenoidy, betakarotén 

a vitamín A 

 Albumín  Tioly a disulfidy (glutatión) 

  Melatonín  

  Kyselina močová (urát)  

  Bilirubín  

 

1.1.2.1 Enzymatické antioxidačné systémy 

Superoxiddismutasy (SODs, EC 1.15.1.11) a ďalšie enzýmy, ktoré odstraňujú H2O2 

a lipidové hydroperoxidy, tvoria hlavnú líniu obrany proti OS. SODs sú hlavné enzýmy, 

ktoré katalyzujú premenu superoxidového radikálu na H2O2. CAT (EC 

1.11.1.6), glutatiónperoxidasa (GPx, EC 1.11.1.9) a peroxiredoxíny (Prxs, EC 

1.11.1.15) ďalej redukujú H2O2 na vodu (Jaganjac et al. 2022). 

SODs môžu vo svojej molekule obsahovať rôzne kovy (Kazarjan et al. 2015). Práve 

tieto kovy sú zodpovedné za katalýzu dismutácie reaktívneho superoxidového radikálu 

na menej reaktívny H2O2 (Aziz et al. 2019). U cicavcov sa rozlišujú tri formy SODs, 

a to:  

 Cu/Zn-SOD 

 Mn-SOD 

 Fe-SOD 
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U ľudí majú tieto izoformy rôznu lokalizáciu. Cu/Zn-SOD je homodimerný enzým, 

ktorý sa vyskutuje v cytolozole (SOD1) alebo v extracelulárnerj matrix (SOD3). Mn-

SOD (SOD2) a Fe-SOD sú homotetramérne enzýmy, ktorú sú lokalizované 

v mitochondriálnej matrix (Mn-SOD) alebo v extracelulárnom priestore (Fe-SOD) 

(Marín-García 2014b). 

CAT vyskytujúca sa najčastejšie v peroxizómoch a  mitochondriách eliminuje 

H2O2, ktorý vzniká účinkom SOD alebo pôsobením rôznych oxidas (napr. xantínoxidas) 

redukciou na vodu. CAT sa vyskytuje najčastejšie ako tetramér, ktorý je zložený zo 4 

identických monomérov (Kirkman et al. 1999). Každý monomér obsahuje na aktívnom 

mieste hémovú skupinu. Štiepenie H2O2 je rozdelené do dvoch krokov. V prvom 

dochádza k oxidácii hému za vzniku porfyrínového π-kationóveho radikálu, ktorý 

obsahu železo vo forme FeIV. Následne tento medziprodukt (označovaný ako zlúčenina 

I uvedená v obrázok 6) oxiduje ďalšiu molekulu H2O2 za vzniku molekuly vody a 

molekulárneho kyslíku (Alfonso-Prieto et al. 2009; Goyal a Basak 2010). 

 

Obrázok 6 Dvojstupňový mechanizmus účinku katalasy. Modifikované podľa Goyal a 

Basak (2010). 

 

GPx je cytosolický enzým, ktorý katalytuje redukciu rôznych hydroperoxidov, ako 

napr. H2O2 alebo lipidové peroxidy, na vodu pomocou oxidácie glutatiónu (GSH) na 

jeho disulfidovú formu (GSSH). GPx je tetramér obsahujúci vo svojom aktívnom 

mieste selenocysteín (Marín-García 2014a; Sarıkaya et al. 2020). Jedná sa 
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o antioxidačný systém, ktorý poskytuje najvýznamnejšiu obranu proti peroxidatívnemu 

poškodeniu biologických membrán v bunkách cicavcov. 

Prxs je skupina tiol-dependentných peroxidas, ktoré detoxifikujú H2O2, alifatické 

a aromatické hydroperoxidy a peroxynitrit. Vykazujú pomerne vysokú katalytickú 

účinnosť. Ich početné zastúpenie v bunkách z nich činí predominantné scavengeri 

peroxidov a zohrávajú významnú úlohu v detoxifikácii a obrane proti potenciálnemu 

oxidačnému poškodeniu (Poole et al. 2011). Niektoré z  Prxs a GPx tiež redukujú 

lipidové hydroperoxidy a dve z nich (Prxs6 a GPx4) sú schopné redukovať aj 

fosfolipidové hydroperoxidy (Fisher 2011; Forman a Zhang 2021).  

Vyššie menované enzýmy v podstate predstavujú prvú líniu antioxidačnej obrany 

organizmu. Ďalej možno rozlíšiť taktiež líniu druhú a tretiu. Druhá línia antioxidačnej 

obrany zahŕňa tioredoxínový antioxidačný systém (TRX), a enzýmy γ-glutamylcysteín 

syntetasa (γ-GCS, EC 6.3.2.2) a glutatiónsyntetasa (GSH-S, EC 6.3.2.3), ktoré sú 

zodpovedné za syntézu GSH (Hibi et al. 2004, Chen et al. 2005, Matuz-Mares et al. 

2021). 

TRX sa skladá s NADPH, tioredoxínreduktasy (TrxR, EC 1.8.1.9) a tioredoxínu. 

Reguluje ditiol/disulfidovú rovnováhu prostredníctvom svojej disulfidoreduktasovej 

aktivity. Systém TRX poskytuje elektróny peroxidasam závislým od tiolu, na 

odstránenie ROS a RNS s rýchlou reakčnou rýchlosťou. Antioxidačné funkcie TRX sú 

rovnako zapojované do opravy DNA a proteínov a to predovšetkým redukciou 

ribonukleotid reduktasy, metionínsulfoxid reduktasy a reguláciou aktivity 

transkripčných faktorov, ktoré sú závislé na redoxnej rovnováhe. TRX zohráva aj 

dôležitú úlohu pri imunitnej odpovedi, vírusovej infekcii a bunkovej smrti. Spolu 

s glutatión-glutaredoxínovým systémom sa podieľa na riadení redoxného prostredia 

bunky (Lu a Holmgren 2014). 

γ-GCS je enzým, ktorý zohráva kľúčovú regulačnú úlohu pri syntéze GSH. Jedná sa 

o heterodimérny metaloproteín, ktorý sa skladá z katalytickej a regulačnej podjednotky. 

Obsahuje vo svojej molekule zinok. Katalyzuje prvý krok syntézy GSH - syntetizuje γ-

glutamylcysteín (y-GC) ligáciou glutamátu a cysteínu. Jeho aktivita je presne 

kontrolovaná nealosterickou spätnou inhibíciou GSH, obmedzenou dostupnosťou 

bunkového L-Cys a transkripčnou a posttranskripčnou reguláciou expresie enzýmu za 
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rôznych fyziologických podmienok. GSH-S v druhom kroku syntézy GSH katalyzuje 

kopuláciu y-GC s glycínom za vzniku GSH (Hibi et al. 2004; Chen et al. 2005; 

Soltaninassab et al. 2000; Willis et al. 2011).  

Treťou líniou antioxidačnej obrany organizmu je oprava alebo odstránenie 

oxidovaných makromolekúl. Jedná sa o enzymatické systémy, ktoré sa podieľajú  na 

odstránení oxidovaných proteínov, odstránení a po prípade nahradení oxidovaných 

mastných kyselín a odstránení a oprave oxidovanej DNA (Forman a Zhang 2021). 

Rovnako sú schopné aj obnovy poškodenej bunkovej membrány. Najčastejšími 

príkladmi sú opravné enzýmy DNA (polymerasy, glykosylasy a nukleasy) a 

proteolytické enzýmy (proteinasy, proteasy a peptidasy). Tieto enzýmy sú lokalizované 

v cytozole a mitochondriách cicavčích buniek (Ighodaro a Akinloye 2018; Lobo et al. 

2010). 

1.1.2.2 Neenzymatické antioxidačné systémy 

Neenzymatické antioxidačné systémy možno rozdeliť na vysokomolekulárne  a 

nízkomolekulárne antioxidanty. K vysokomolekárnym možno zaradiť niektoré 

endogénne proteíny, ktoré sú schopné viazať prechodné prvky (železo a meď) a meniť 

ich oxidačnoredukčné vlastnosti tak, že tieto prvky nie sú schopné katalyzovať 

radikálové reakcie. Patrí k nim napr. transferín, ceruloplazmín a albumín. Transferín, 

nachádzajúci sa v plazme, a laktoferín polymorfonukleárnych leukocytov pevne viažu 

železo vo forme Fe3+ a tým ho zbavujú možnosti vstupovať do Fentonovej reakcie. 

Feritín pôsobí antioxidačne hlavne svojou feroxidasovou aktivitou, ktorá skladované 

železo udržuje v oxidovanej forme, pokiaľ ho neuvoľní silná redukujúca látka (napr. 

askorbát). Prooxidačne pôsobia aj formy železa ako je hemoglobín uvoľnený 

z erytrocytov a hém uvoľnený z hemoproteínov. Haptoglobín vychytáva extracelulárny 

hemoglobín a hemopexín viaže uvoľnený hém (Van Campenhout et al. 2006). 

Plazmatický proteín ceruloplazmín je multifunkčný proteín, ktorý sa zúčastňuje na 

transporte medi, metabolizme železa a interakciách s bunkovými receptormi 

a imunokompetentnými bunkami. Podieľa sa na ferooxidasovej aktivite – oxidácia 

dvojmocného železa na trojmocné, čím umožňuje uvoľnenie železa z buniek a jeho 

následné poskytnutie transferínu. Súčasne sa kyslík oxiduje na vodu bez toho, aby 

vznikali toxické medziprodukty. Ceruloplazmín vykazuje aj NO oxidasovú a GPx 



22 

 

aktivitu, zúčastňuje sa na oxidácií LDL a môže oxidovať celú škálu organických 

substrátov, vrátane xenobiotík (Liu et al. 2022; Van Campenhout et al. 2006). 

Albumín je neglykosylovaný proteín o molekulovej hmotnosti 66kDa. Má niekoľko 

dôležitých fyziologických a farmakologických funkcií, vrátane prenosu kovov, 

mastných kyselín, cholesterolu, žlčových farbív a liekov. Je kľúčovým prvkom 

v udržiavaní osmotického tlaku a distribúcie tekutín medzi rôznymi kompartmentami. 

Albumín obsahuje väzobné miesto (Asp-Ala-His-Lys), ktoré vykazuje vysokú afinitu k  

iónom Cu2+, čím predchádza reakciám generujúcim ROS (Fentonova reakcia). Vo 

svojej molekule obsahuje redukovaný zvyšok cysteínu (Cys34), ktorý pôsobí ako 

scavenger rôznych ROS a RNS. Rovnako obahuje aj 6 metionínových zvyškov, ktoré 

môžu byť oxidované a vychytávať tak voľné radikály (Roche et al. 2008; Taverna et al. 

2013). 

Nízkomolekulárne antioxidanty zahrňujú napr. vitamín C a E, GSH, 

ubichinón/ubichinol, karotenoidy, melatonín, kyselinu močovú a bilirubín.  

Vitamín C (askorbát) je esenciálna zložka potravy, ktorú si ľudský organizmus 

z dôvodu nedostatočnej enzymatickej výbavy nie je schopný syntetizovať. Jedná sa 

o významný antioxidant a to hlavne z dôvodu, že je donorom elektrónov. Vitamín C je 

teda silné redukčné činidlo, ktoré dokáže redukovať Fe3+ na Fe2+. Rovnako redukuje aj 

nitro zlúčeniny, čím sa podieľa na ich detoxifikácií z organizmu. Týmto mechanizmom 

je schopný chrániť proteíny, lipidy, sacharidy a nukleové kyseliny pred oxidačným 

poškodením. Je taktiež kofaktorom pre biosyntetické a regulačné enzýmy 

monooxygenasy a dioxygenasy. Vitamín C je nutný ako kofaktor enzýmov pri syntéze 

kolagénu, karnitínu a pri syntéze katecholamínových hormónov, napr. noradrenalín, 

a amidovaných peptidových hormónov, napr. vazopresín (Carr a Maggini 2017).  

Vitamin E je súhrný názov pre 4 tokoferoly (α-, β-, γ-, δ-tokoferoly) a 4 

tokotrienoly (α-, β-, γ-, δ-tokotrienoly). Pre človeka je biologicky najúčinnejší 

α-tokoferol. Je hlavný antioxidant rozpustný v tukoch. Odstraňuje peroxylové radikály 

a podieľa sa tak na terminácii oxidácie PUFAs. V prítomnosti vitamínu E reaguje 

peroxylový radikál práve s α-tokoferolom namiesto lipidového hydroperoxidu, čím je 

zabránené ďalšej oxidácií PUFA v membránach. Tokoferoxylové radikály, ktoré 
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vznikajú z α-tokoferolu a peroxylových radikálov, sú následne redukované 

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

U zdravých jedincov je dostatočná hladina vitamínov C a E zabezpečená bežným 

príjmom potravy a nedostatok sa vyskytuje len zriedka. V niektorých extrémnych 

prípadoch súvisiacich s podvýživou alebo nevyváženou stravou je potrebná 

suplementácia týchto vitamínov (Forman a Zhang 2021).  

Ďalším významným nízkomolekulovým antioxidantom je GSH. GSH je tripeptid 

γ-glutamylcysteínglycín, ktorý sa vyskytuje vo všetkých cicavčích bunkách v pomerne 

vysokej koncentrácii (1–15 mmol/l). V extracelulárnom priestore sa vyskytuje 

v pomerne nízkych koncentráciách. Za fyziologických podmienok v organizme 

prevažuje jeho redukovaná forma (približne 99 %). GSSG sa za normálnych podmienok 

vyskytuje v organizme v nízkych koncentráciách (približne 1–2 %), avšak pri OS sa 

jeho koncentrácia výrazne zvyšuje. GSH plní v bunke rôzne funkcie, ktoré udržujú 

bunkovú homeostázu. Jeho najdôležitejšia úloha je antioxidačná ochrana. Jedná sa 

o najrozšírenejší intracelulárny antioxidant. Vychytáva elektrofilné a oxidačné látky a to 

buď priamo, alebo prostredníctvom enzýmovej katalýzy (GSH je kosubstrátom GPx). 

Priamo je schopný vychytávať hydroxylové radikály a taktiež radikálmi modifikované 

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

GSH zohráva rovnako významnú úlohu pri bunkovej signalizácii a to 

prostredníctvom dvoch ciest. Prvá spočíva v modifikácii redoxného potenciálu smerom 

k oxidačným hodnotám a je spojená so znížením koncentrácie GSH a/alebo zvýšením 

GSSG. To následne vedie k aktivácii transkripčných faktorov, génov a syntéze 

proteínov s antioxidačnými vlastnosťami. Druhá cesta predstavuje reverzibilnú 

posttranslačnú modifikáciu proteínov tvorbou disulfidov medzi tiolovými skupinami 

proteínov (S-glutatiolované proteíny). Tým sú proteíny chránené pred ireverzibilným 

oxidačným poškodením (Belcastro et al. 2017; Schafer a Buettner 2001). 

Do skupiny nízkomolekulových antioxidantov patrí aj ubichinón/ubichinol 

(koenzym Q, CoQ). Jedná sa o celú rodinu benzochinónov, ktoré sa od seba líšia dĺžkou 

lipofilného izoprénového reťazca. U cicavcov je najrozšírenejší koenzym Q10 

s desiatimi päťuhlíkovými izoprénovými jednotkami. CoQ prenáša elektróny 

v dýchacom reťazci mitochondrií. V redukovanej forme je silným lipofilným 
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antioxidantom. Jeho hlavná funkcia spočíva v ochrane biologických membrán pred 

oxidáciou, inhibuje peroxidáciu lipidov, nepriamo stabilizuje vápnikové kanály, čím 

chráni bunky pred nadmerným prísunom vápniku do intracelulárneho priestoru. 

Rovnako sa podieľa aj na recyklácii α-tokoferolu (Bhagavan a Chopra 2006; 

Casagrande et al. 2018; Raizner 2019). 

Karotenoidy patria medzi nejbežnejšie prírodné pigmenty. Existuje celá rada 

karotenoidov, približne 600, pričom najviac zastúpený je β-karotén. Jedná sa o 

izoprénové zlúčeniny, ktoré sa uplatňujú pri odstraňovaní radikálov centrovaných na 

uhlík a alkylperoxylových radikálov v lipidoch. Môžu tiež transformovať singletový 

kyslík na bežný tripletový. Ďalej sa môžu podieľať na regenerácií α-tokoferolu 

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

Melatonín je indolamín, ktorý je odvodený z tryptofánu. Tento hormón je 

produkovaný epifýzou a inými tkanivami. Jeho hlavnou funkciou je kontrola sezónneho 

reprodukčného cyklu viacerých druhov. U človeka zrejme zasahuje do regulácie 

nástupu puberty a do spánkového cyklu. Vykazuje antioxidačné a protizápalové 

vlastnosti. Do antioxidačného mechanizmu sa zápája prostredníctvom indolového kruhu 

vo svojej molekule. Vychytáva hydroxylové radikály a po reakcii s nimi sa mení cestou 

indolových radikálov na stabilný N-acetyl-N-formyl-5-metoxykynuramín. Okrem toho 

je melatonín schopný indukovať aj endogénne antioxidačné enzýmy, a to hlavne SOD, 

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

Kyselina močová (urát) je konečným produktom enzymatického odbúravania 

purínov a voľných báz. Jedná sa o najviac zastúpený antioxidant plazmy v koncentrácii 

120–450 µmol/l. Antioxidačné schopnosti spočívajú vo vychytávaní singletového 

kyslíku, kyslíkových radikálov a peroxynitritu. Tým zabraňuje peroxynitritom-

indukovanej nitrácií proteínov, lipidovej a proteínovej peroxidácií. Rovnako chráni 

LDL pre oxidáciou sprostredkovanou Cu2+ (Sautin a Johnson 2008; So a Thorens 2010). 

Bilirubín, degradačný metabolit hému, je lineárny tetrapyrol, ktorý má okrem 

metabolického významu zrejme tiež antioxidačné vlastnosti. Je schopný vychytávať 

rôzne ROS ale aj RNS, znižuje množstvo produkovaného superoxidového radikálu 

a taktiež inhibuje glutamátom indukovanú excitotoxicitu. Vďaka svojim hydrofóbnym 

vlastnostiam je schopný vychýtavať taktiež lipofilné radikály, ktoré môžu významne 
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poškodiť bunkové membrány. Inhibuje LPO a peroxidáciu proteínov (Anon. 2021; 

Jayanti et al. 2020).  

Ochrana organizmu proti oxidačnému poškodeniu je systém, v ktorom antioxidanty 

a ich zoskupenia vzájomne spolupracujú. Funkcie jedného antioxidantu veľmi často 

podmieňujú účinok iného článku sústavy. Táto skutočnosť je veľmi významná pre 

pochopenie porúch antioxidačnej ochrany a pre účelné preventívne a terapeutické 

zásahy (Forman a Zhang 2021). 

 

1.2 Úloha oxidačného stresu v neurodegeneratívnych ochoreniach 

Centrálny nervový systém (CNS), najmä mozog, potrebuje pre svoje správne 

fungovanie dostatočné množstvo energie a to vo forme adenozíntrifosfátu (ATP). 

Mozog je v porovnaní s ostatnými orgánmi tela obzvlášť citlivý na oxidačné poškodenie 

a to predovšetkým z následujúcich dôvodov: 

 spotrebuje vysoké množstvo O2 – až 20% celkového množstva v organizme 

(mozog predstavuje len 2% celkovej telesnej hmotnosti, avšak metabolity 

odvodené od kyslíka sú v mozgu veľmi koncentrované, čo zvyšuje riziko 

oxidácie a následného oxidačného poškodenia), 

 v mnohých špecifikých oblastiach mozgu sa vyskytuje veľké množstvo Fe2+, 

čo môže prispievať k ireverzibilnej oxidácii (železo v redoxne aktívnej 

forme Fe2+ katalyzuje premenu H2O2 na chemicky najreaktívnejší 

hydroxylový radikál prostredníctvom Fentonovej reakcie), 

 v mozgu sú nedostatočne účinné mechanizmy na odstránenie 

nahromadených prooxidačných molekúl (Cobley et al. 2018, Wilson a 

González-Billault 2015).  

V mozgu existuje pomerne úzka hranica medzi fyziologickými a patologickými 

hladinami ROS. V CNS prispieva enzymatická produkcia fyziologických hladín ROS 

k synaptickej plasticite, avšak nadmerná akumulácia ROS v mozgu môže spôsobiť 

oxidačné poškodenie buniek. Hranica medzi negatívnym a pozitívnym účinkom ROS je 

stále nejasná, pretože metabolizmus kyslíku v bunkách často vyvoláva fyziologické 
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a zároveň aj patologické následky a to z dôvodu prepojených transdukčných dráh 

v bunkách (Beckhauser et al. 2016; Wilson a González-Billault 2015).  

1.2.1 Neurodegeneratívne ochorenia 

Neurodegeneratívne ochorenia patria medzi dominantné príčiny invalidity a 

chorobnosti na celom svete a venuje sa im značná pozornosť kvôli ich veľkému vplyvu 

na starnúcu spoločnosť. Postihujú milióny ľudí po celom svete. Najviac prispieva 

k rozvoju neurodegeneratívnych ochorení práve vek, avšak aj genetická výbava jedinca 

a faktory prostredia zvyšujú riziko rozvoja neurodegeneratívneho ochorenia. 

Neurodegenerácia je spojená s progresívnou stratou špecifickej populácie neurónových 

buniek, s dysfunkciou synapsí a nervovej siete, a ukladaním modifikovaných 

proteínových agregátov v mozgu, čo vedie k postupnej atrofii mozgu. K najčastejším 

neurodegeneratívnym ochoreniam patrí: AD, PD, Huntingtonova choroba (HD) a ALS 

(Lamptey et al. 2022).  

Poruchy v rovnováhe ROS môžu viesť k rôznym poruchám CNS. Vo väčšine 

prípadov je však ťažké posúdiť, či sú ROS kauzálnymi faktormi alebo len dôsledkom 

patologických zmien (Birnbaum et al. 2018). OS bol zaznamenaný ako spoločný znak 

pre jednotlivé neurodegeneratívne ochorenia. ROS sú spojené s niekoľkými 

významnými bunkovými mechanizmami. V prípade nadmernej produkcie môžu ROS 

spôsobiť oxidačné poškodenie molekúl zapojených do procesu starnutia a niekoľkých 

ochorení, ako je rakovina, neurodegeneratívne a kardiovaskulárne ochorenia. Zvýšená 

produkcia ROS môže posunúť redoxnú rovnováhu bunky smerom k oxidačnému stavu, 

čo vedie k jej dysfunkcii a dokonca až k smrti. Antioxidanty sú schopné zmierniť 

oxidačné poškodenie bunkových molekúl. Avšak v prípade že je antioxidačný systém 

narušený, môže rovnako prispievať k patogenéze jednotlivých ochorení. Z toho 

vyplýva, že vysoká spotreba kyslíka, nízke hladiny antioxidantov a nízka regeneračná 

kapacita zvyšujú náchylnosť na oxidačné poškodenie v mozgových tkanivách (Teleanu 

et al. 2022). 

1.2.1.1 Alzheimerova choroba 

AD je progredujúce neurodegeneratívne ochorenie a patrí k najbežnejšiemu typu 

demencie. V súčastnosti je na celom svete postihnutých približne 50 miliónov pacientov 

s AD. Štúdie však naznačujú, že do roku 2030 bude ochorením AD trpieť približne 82 
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miliónov ľudí a do roku 2050 sa dokonca predpokladá strojnásobenie pôvodného počtu 

na približne 150 miliónov (De-Paula et al. 2012; Teleanu et al. 2022). Väčšina prípadov 

AD je sporadická, pričom pôvod ochorenia nie je známy. Rozvoj ochorenia môže byť 

ovplyvnený viacerými faktormi vrátane environmentálnych vplyvov, genetických 

rizikových faktorov, mitochondriálnych haplotypov, veku a pohlavia. Existuje mnoho 

hypotéz o AD, ku ktorým možno zaradiť cholinergnú, amyloidnú a tau hypotézu, 

hypotézu založenú na zápalových procesoch a hypotézu založenú na OS. 

Cholinergná hypotéza je najstaršou teóriou o patogenéze AD. Acetylcholín je 

excitačný neurotransmiter, ktorý zohráva významnú úlohu pri učení, pamäti 

a kognitívnych funkciách. U pacientov s AD sa vždy vyskytuje degenerácia bazálnych 

cholinergných neurónov predného mozgu. Stupeň demencie súvisí s úbytkom 

synaptických spojení medzi bazálnym predným mozgom a cieľovými tkanivami 

hipokampu a kortexu, čo je považované za hlavnú príčinu nedostatočnej pamäti. 

Pacienti s AD ďalej vykazujú závažnú neurodegeneráciu, redukciu cholinergných 

neurónov a závažný nedostatok acetylcholínu. Rovnako je výrazne  znížená aj aktivita 

acetylcholíntransferasy, čo potvrdzuje významné poškodenie cholinergného systému. 

Cholinergné zmeny môžu podporovať aj hyperfosforyláciu tau proteínu, neurozápal, 

apoptózu buniek, imbalanciu neurotrasmiterového a neurohormonálneho systému 

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

Amyloidná hypotéza je najviac akceptovaným modelom na vysvetlenie patogenézy 

dedičnej formy AD. Približne 1 % prípadov je spojené s familiárnymi mutáciami v 

génoch, ktoré kódujú buď transmembránový prekurzor amyloid-β proteínu (APP), alebo 

proteíny presenilín 1 (PS1) a presenilín 2 (PS2), ktoré sa priamo podieľajú na 

spracovaní APP. Zatiaľ čo štiepenie APP na plazmatickej membráne α-sekretasou 

prebieha bez tvorby patologických Aβ, štiepenie za účasti β- a γ-sekretasy vedie k 

uvoľneniu izoforiem Aβ40 alebo Aβ42. Forma Aβ42 je citlivejšia na následnú agregáciu a 

je hlavnou zložkou extracelulárnych amyloidných plakov pri AD. K akumulácii 

proteínu Aβ najčastejšie dochádza v neokortikálnych štruktúrach najmä mediálnom 

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

Ďalšou hypotézou rozvoja AD je tau hypotéza. Intracelulárne neurofibrilárne klbká 

(NFT) predstavujú ďalší charakteristický znak AD. Tau je proteín stabilizujúci 

mikrotubuly. Pri hyperfosforylácii dochádza k dislokácii z mikrotubulov a k akumulácii 
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v cytoplazme, axónoch a dendritoch. Dochádza k strate cytoskeletárnych mikrotubulov 

a proteínov spojených s tubulínom, čo následne vedie k ich destabilizácii a narušeniu 

mechanizmu neuronálneho prenosu (Breijyeh a Karaman 2020). Fosforylácia tau 

proteínu môže potencovať tvorbu Aβ, čím vzniká „začarovaný kruh“. Štúdia 

uskutočnená pomocou pozitrónovej emisnej tomografie (PET) so značením pre Tau 

proteín (18F-AV-1451) a Aβ (11C-PiB PET) naznačuje, že existuje vzťah medzi 

ukladaním proteínu Tau, Aβ plakmi a rozvojom neurodegenerácie. Na základe 

distribúcie oboch proteínov a sledovania prejavov kognitívnych symptómov sa zdá, že 

rozšírená prítomnosť Aβ v mozgu nevedie k rozvoju AD bez prítomnosti Tau v 

postihnutých oblastiach. Tento fakt podporuje myšlienku, že synergická interakcia 

medzi Aβ a Tau je nevyhnutná na spustenie neurodegenerácie pri AD (Arnsten et al. 

2021; Sepulcre et al. 2016). 

Prítomnosť Aβ plakov a NFT sú považované za dve základné patológie prítomné 

pri AD. Za posledné obdobie sa objavila tretia hlavná črta AD, ktorá môže poskytnúť 

prepojenie medzi dvoma základnými patológiami. Je ňou trvalá zápalová reakcia, ktorá 

bola pozorovaná v mozgu pacientov s AD. Zápalová reakcia v mozgu, je 

neuroprotektívna v akútnej zápalovej odpovedi, ale pri prechode do chronického stavu 

sa stáva škodlivou (Kim a Joh 2006; Kinney et al. 2018). Chronicky aktivované 

mikroglie – imunitné bunky v CNS – uvoľňujú rôzne prozápalové a toxické produkty, 

vrátane ROS, oxidu dusnatého a cytokínov. Zvýšené hladiny interleukínu 1 (IL-1) sú 

zodpovedné za zvýšenú produkciu APP s následnou tvorbou Aβ. Zvýšené hladiny IL-1β 

stimulujú produkciu iných cytokínov, vrátane interleukínu 6 (IL-6). IL-6 stimuluje 

aktiváciu CDK5 kinasy, ktorá sa podieľa na hyperfosforylácií Tau proteínu (Kinney et 

al. 2018). 

V patogenéze AD zohráva dôležitú úlohu aj OS. Hlavnými mechanizmami sú 

mitochondriálna dysfunkcia a zvýšená apoptóza doprevádzané nedostatočným 

antioxidačným potenciálom. Viaceré ROS a RNS, hlavne superoxidový anión, 

hydroxylový radikál, H2O2 a oxid dusnatý, majú význam pri neurodegenerácii. Zvýšená 

produkcia superoxidových radikálov je spojená s aktiváciou mikroglií. Vyššie 

metabolické nároky a postmitotický stav gliových buniek a neurónov spôsobuje ich 

zvýšenú nachýlnosť k oxidačnému poškodeniu. Rovnako aj nízka regeneračná 
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schopnosť a nedostatočný antioxidačný potenciál mozgu ho robí náchylnejší k OS 

a následnému poškodeniu (Manoharan et al. 2016). 

Rovnováha medzi produkciou ROS a antioxidačnou obranou je nevyhnutná pre 

normálnu funkciu buniek. Pri AD môže byť aktivita antioxidačných enzýmov zmenená, 

čo prispieva k oxidačnému poškodeniu. Bolo zistené, že mitochondriálne poškodenie 

vedúce k zvýšenej produkcii ROS prispieva rozvoju AD pred nástupom klinických 

symptómov a objavením sa amyloidnej patológie. V mozgovom tkanive získanon post-

mortem od pacientov s preklinickými alebo skorými štádiami AD boli detekované 

markery OS, vrátane vysokých hladín oxidovaných proteínov, glykozylovaných 

produktov, rozsiahlej LPO, tvorby alkoholov, aldehydov, voľných karbonylov, ketónov, 

cholesténu a oxidačných modifikácií v RNA a v jadrovej a mitochondriálnej DNA (Kim 

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

Na produkcii voľných radikálov a OS sa podieľa aj abnormálna homeostáza 

bioaktívnych kovov vrátane železa (Fe), medi (Cu), zinku (Zn), horčíka (Mg), mangánu 

(Mn) a hliníka (Al). Zvýšené hladiny Fe, Cu a Zn boli detekované pomocou protónom 

indukovanej röntgenovej emisie, imunohistochémie a synchrotrónovej röntgenovej 

fluorescencie v tesnej blízkosti amyloidných plakov v mozgovom tkanive pacientov s 

AD a transgénnych myších modelov AD. Predpokladá sa, že akumulácia týchto kovov 

pochádza z narušenej neuronálnej homeostázy kovov, ktorá je ovplyvnená starnutím a 

amyloidnými a Tau patológiami v prípade AD. Existuje úzka súvislosť medzi 

nesprávnym skladaním proteínov, agregáciou, a homeostázou kovových iónov. Zn 

priamo ovplyvňuje spracovanie APP väzbou na proteín. Al, Zn, Fe a Cu sa priamo viažu 

na Aβ, čím zintenzívňujú jeho agregáciu. Tieto kovy podobne ovplyvňujú aj 

fosforyláciu Tau, jeho uvoľňovanie z mikrotubulov a následnú tvorbu NFT (Greenough 

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

Produkcia ROS je rovnako zprostredkovaná redoxne aktívnymi kovmi vrátane Cu, 

Fe a Mn pomocou katalytických reakcií podobných Fentonovej reakcii. Tieto kovy 

konvertujú superoxidový radikál a H2O2 na hydroxylové radikálové formy, ktoré sa 

ďalej podieľajú na LPO (zvýšené hladiny MDA a 4-HNE v mozgu). Okrem toho sa 

ukázalo, že priama väzba Aβ na Cu alebo Fe generuje H2O2. Prechodné kovy a Aβ by 

teda mohli synergicky prispieť k zvýšeniu OS a extramitochondriálnej produkcii ROS 

(Cristóvão et al. 2016; Huang et al. 1999). 
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Ďalší zdroj ROS zahŕňa mikroglie aktivované v mozgu počas zápalovej odpovede 

na akumuláciu extracelulárnych Aβ plakov. Zvýšené hladiny Aβ urýchľujú produkciu 

ROS priamou väzbou na mitochondriálne membrány, zmenou mitochondriálnej 

dynamiky a funkcie, čo v konečnom dôsledku vedie k abnormálnemu energetickému 

metabolizmu a strate synaptickej funkcie. OS indukovaný Aβ peptidmi narúša 

metabolizmus ceramidu a cholesterolu, ktorý následne spúšťa neurodegeneratívnu 

kaskádu vedúcu k ďalšej akumulácii Aβ a fosforylácii tau. Zmenená mitochondriálna 

funkcia, zvýšený OS, vyčerpaná antioxidačná obrana, produkcia Aβ a fosforylovaného 

Tau proteínu, ktoré navyše ovplyvňujú mitochondriálnu funkciu a produkciu ROS, by 

mohli predstavovať „začarovaný kruh“, ktorý vedie až k smrti neurónov (obrázok 7) 

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

 

Obrázok 7 Genetické a enviromentálne faktory prispievajúce k rozvoju sporadickej AD. S 

pribúdajúcim vekom by zvýšená mitochondriálna dysfunkcia a produkcia ROS mohli spustiť 

začarovaný kruh, v ktorom viaceré systémy a mechanizmy ovplyvnené ROS zhoršujú produkciu 

ROS, urýchľujú poškodenie buniek a vedú k synaptickej dysfunkcii. Modifikované podľa 

Tönnies a Trushina (2017). 
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AD je charakterizovaná progresívnou poruchou pamäti, ktorá je spojená s 

inhibíciou dlhodobej potenciácie synapsií (LTP) a zvýšením dlhodobej depresie (LTD) 

v hipokampe. Rozsiahle in vivo a in vitro štúdie potvrdili priamy vzťah medzi OS a 

synaptickou dysfunkciou pri AD. ROS, Aβ a fosforylovaný Tau nezávisle a synergicky 

ovplyvňujú aktivitu N-metyl-D-aspartátových (NMDA) receptorov. Receptory NMDA 

patria do ionotropnej rodiny glutamátových receptorov, ktoré v koordinácii s receptormi 

kyseliny α-amino-3-hydroxy-5-metyl-4-izoxazolpropiónovej (AMPA) regulujú 

excitačný synaptický prenos a plasticitu v mozgu. Zohrávajú významnú úlohu pri učení 

a pamäti. Aktivácia NMDA receptorov umožňuje vstup vápnika do postsynaptických 

buniek a iniciovať kaskádu udalostí, ktoré sa podieľajú na vytváraní LTP. Funkcia 

NMDA receptorov s vekom klesá, čo vysvetľuje zmeny pamäte spojené so starnutím. 

Pri AD sa okrem zmien súvisiacich s vekom ukázalo, že expresia neurotoxického Aβ 

aktivuje NMDA-sprostredkovaný influx vápnika vyvolávajúci excitotoxicitu a signálne 

dráhy súvisiacie so stresom v neurónoch. To ďalej zhoršuje so starnutím súvisiaci nárast 

OS, poruchy energetického metabolizmu a poruchy homeostázy vápnika (Jang a Chung 

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

Na záver možno zhrnúť, že k mechanizmom, ktoré spájajú neurotoxický Aβ, Tau, 

OS a synaptickú dysfunkciu pri AD, patrí excitotoxicita, oxidácia proteínov a 

peroxidácia lipidov. Excitotoxicita indukovaná Aβ spojená s nadmerným influxom 

vápnika do postsynaptických neurónov môže viesť ku kaskáde udalostí, ktoré zvyšujú 

produkciu ROS, OS, fosforyláciu Tau a LPO, čo v konečnom dôsledku vedie k 

synaptickej dysfunkcii. Zmena štruktúry a fluidity plazmatickej membrány spojená s 

LPO by mohla ovplyvniť organizáciu a funkciu dendritických tŕňov, signálne dráhy a 

zmenu lokalizácie jednotlivých receptorov. LPO v mitochondriálnych membránach 

môže priamo ovplyvniť ich dynamiku a funkciu, čo vedie k zníženej energetickej 

podpore v miestach synapsií, čo má za následok poškodenie bioenergetiky mozgu  

(Tönnies a Trushina 2017). 

1.2.1.2 Parkinsonova choroba 

Parkinsonova choroba (PD) je dalšie komplexné progresívne neurodegeneratívne 

ochorenie. Po AD je druhým najčastejším neurodegeneratívnym ochorením. Podľa 

WHO je celosvetová prevalencia viac ako 8,5 miliónov jedincov (WHO 2021). 
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Väčšina prípadov má multifaktoriálnu etiológiu, ktorá je výsledkom kombinácie 

enviromentálnych (napr. pesticídy, škodliviny obsiahnuté vo vode a v potravinách) 

a genetických faktorov. Rovnako aj faktory životného štýlu (užívanie tabakových 

výrobkov, kávy, poprípade úraz hlavy) môžu prispievať k rozvoji PD. 

Najvýznamnejším rizikovým faktorom je vek. Muži sú nachýlnejší na rozvoj PD 

v porovnaní so ženami v pomere 3:2 (Goldman et al. 2019; Poewe et al. 2017; Ritz et al. 

2007). Väčšina prípadov PD je sporadická a iba približne 10 % je spojených 

s pozitívnou rodinnou anamnézou. Najčastejšie je PD asociovaná s mutáciami v génoch 

SNCA (PARK1-4), LRRK2 (PARK8), Parkin (PARK2), PINK1 (PARK 6), DJ-1 

(PARK7) a ATP13A2 (PARK9) (Klein a Westenberger 2012; Simon et al. 2020).  

Klinická diagnóza PD je založená predovšetkým na motorických symptómoch, ako 

je pomalý progresívny asymetrický pokojový tremor, rigidita a bradykinéza. 

Nemotorické črty (NMS), ktoré zahŕňajú anosmiu (strata čuchu), zápchu, depresiu, 

poruchu správania, problémy so spánkom, sa môžu vyvinúť roky pred motorickými 

deficitmi. Okrem toho boli tiež opísané nutkanie na močenie, sexuálna dysfunkcia, 

hypotenzia, úzkosť, depresia, poruchy farebného videnia a dysexekutívny syndróm, 

ktoré predchádzali nástupu motorických symptómov pri PD. Okrem NMS môžu pred 

vývojom definitívnych motorických symptómov predchádzať aj jemné motorické 

znaky, ako je znížená pohyblivosť tváre, zmeny hlasu, strata obratnosti prstov, mierne 

zhrbené držanie tela alebo znížené kolísanie rúk pri chôdzi (Tolosa et al. 2021).  

PD je z patologického hľadiska definovaná stratou dopaminergných neurónov v 

substantia nigra pars compacta (SNpc), ktorá je lokalizovaná v strednom mozgu 

a asociovaná s Lewyho telieskami. Jedná sa o cytoplazmatické inklúzie, ktoré obsahujú 

nerozpustné agregáty z nesprávne zloženého alfa-synukleínu. Tieto patologické nálezy 

sa často rozšírujú aj do iných oblastí mozgu a zahŕňajú aj nedopaminergné neuróny 

(Simon et al. 2020; Tolosa et al. 2021). Klasické motorické príznaky PD sú spojené 

práve s degeneráciou dopaminergných neurónov, avšak NMS sú asociované 

s neurodegeneráciou iných štruktúr ako periférny autonómny nervový systém (Jankovic 

2008).  

Rovnako ako u AD, aj v prípade PD zohráva významnú úlohu pri rozvoji choroby 

OS. Samotná degenerácia dopaminergných neurónov naznačuje, že dopamín môže byť 

zdrojom OS. Dopamín je syntetizovaný z tyrozínu pomocou tyrozín hydroxylasy 
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a dekarboxylasy aromatických aminokyselín. Následne je ukladaný v synaptických 

vezikulách. Ak je však nedostatočne vychytávaný a jeho množstvo narastá v cytosóle, 

dochádza k metabolizácii prostredníctvom monoaminooxidasy alebo k procesu 

autooxidácie za vzniku toxických ROS. Týmto procesom dochádza k zmene 

mitochondriálnej respirácie a permeability mitochondriálnej membrány. Pri 

autooxidácii vznikajú aj chinóny a semichinóny s deficitom elektrónov. Tieto chinóny 

môžu ďalej modifikovať rôzne proteíny ako α-synukleín, parkín, DJ-1 a SOD. Rovnako 

spôsobujú aj inaktiváciu trasportéru pre dopamín, mitochondriálnu dysfunkciu a taktiež 

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

V mozgovom tkanive pacientov s PD získanom post mortem boli sledované aj 

vyššie hladiny železa v porovnaní so zdravou kontrolnou skupinou. Ióny železa môžu 

generovať ROS, nakoľko Fe3+ a Fe2+ sú schopné reakcie so superoxidovým radikálom 

alebo H2O2, pričom vzniká vysokoreaktívny hydroxylový radikál, ktorý spolu 

z oxidáciou dopamínu môže pôsobiť neurotoxicky (Jomova a Valko 2011; Núñez et al. 

2012). Jedným z aspektov diskusie je, či zvýšená hladina železa predstavuje príčinu 

neurodegenerácie alebo je to dôsledok deštrukcie neurónov. Vo včasnom 

presymptomatickom štádiu PD sa na rozdiel od symptomatických pacientov s PD 

nesledovalo výrazné zvýšenie v SNpc, čo podporuje názor, že zvýšenie železa je 

sekundárnou udalosťou pri degenerácii neurónov. Avšak zvýšený obsah železa pri 

symptomatickom ochorení môže ďalej alterovať a zhoršiť deštrukciu neurónov cestami, 

ktoré sú sprostredkované OS (Dias et al. 2013; Sian-Hülsmann et al. 2011).  

Jedným z kľúčových patologických znakov, ktoré sú spôsobené agregáciou 

α-synukleínu je narušenie homeostázy vápnika (Zaichick et al. 2017). Regulácia 

intracelulárnej hladiny vápnika je pomerne energeticky náročný proces, ktorý vyžaduje 

činnosť ATP-dependentných púmp, ktorá vedie k zvýšenej aktivite mitochondrií a tým 

pádom aj k zvýšenej tvorbe ROS. In vitro štúdie na primárnych mezencefalických 

dopaminergných neurónoch poukázali, že otvorenie vápnikových kanálov vedie 

k zvýšenenému mitochondriálnemu OS v dendritoch. Tvorba agregátov α-synukleínu 

ďalej tento účinok potencuje v perinukleárnych a dendritických kompartmentoch. 

Rozdiely v regulácií homeostázy vápniku môžu vysvetľovať aj väčšiu náchylnosť 

dopaminergných neurónov v SNpc v porovnaní s inými oblasťami mozgu, čo následne 

vedie k bunkovej smrti (Dias et al. 2013).  
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Okrem vyšších hladín železa a narušenej regulácií homeostázy vápniku v mozgu 

môže zohrávať v patofyziológii PD určitú úlohu aj modifikovaný neuromelanín so 

zmenenou hustotou, štruktúrou a so zníženým obsahom lipidov. Analýza neuromelanínu 

v SNpc u pacientov s PD ukázala na akumuláciu železa, čo následne môže viesť 

k potenciálnemu zvýšeniu OS. Taktiež bolo zistené, že neuromelanín interaguje s alfa 

synukleínom a vytvára rôzne agregáty v počiatočných štádiách PD. To prispieva 

k rozvoju neurodegenerácie. Z degenerujúcich neurónov je následne neuromelanín 

uvoľňovaný a dochádza k aktivácií mikroglií, ktoré rovnako môžu prispievať 

k neurodegeneratívnemu procesu (Dias et al. 2013).  

V post mortem získanom mozgovom tkanive pacientov s PD bola sledovaná 

znížená hladina efektívneho antioxidantu GSH, ktorý je taktiež významným markerom 

OS. Okrem toho mitochondirálna dysfunkcia komplexu I, ktorá sa podieľa na rozvoji 

PD, je taktiež zodpovedná za zníženú hladinu GSH. Vyčerpanie GSH v SNpc postupne 

vedie k ďalšiemu selektívnemu zníženiu aktivity mitochondriálneho komplexu 

I prostredníctvom tiolovej oxidácie, čo má za následok výrazné zníženie celkovej 

mitochondriálnej funkcie (Chinta a Andersen 2008; Chinta et al. 2007; Jomova et al. 

2010). Mitochondriálna dysfunkcia je úzko spojená s tvorbou ROS. Pri oxidačnej 

fosforylácii vznikajú superoxidové radikály a H2O2, ktoré prispievajú k rozvoju 

ochorenia. Nedostatočná funkcia komplexu I dýchacieho reťazca je hlavnou príčinou 

apoptózy v nervovej sústave pri PD. Takto vzniknuté voľné radikály inhibujú opäť 

komplex I mitochondriálneho dýchacieho reťazca. Nedostatočná funkcia komplexu 

I bola popísaná nielen v mozgových bunkách, ale taktiež vo fibroblastoch, krvných 

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

Rovnako mutácie v génoch SNCA, Parkin, PINK alebo DJ-1 ovplyvňujú 

mitochondriálnu funkciu a ich integritu a sú následne spojené so zvýšením OS. ROS 

ovplyvňujú aj proteozomálnu a lyzozomálnu funkciu buniek, čo má za následok 

nesprávne skladanie proteínov. Takto zložené proteíny nemusia byť následne 

degradované pomocou ubikvitínového proteázomového systému alebo autofágiou. Oba 

tieto procesy zohrávajú významnú úlohu pri procese neurodegenerácie (Schapira et al. 

2014).  

V mozgomiešnom moku pacientov s PD bola rovnako sledovaná zvýšená hladina 4-

HNE a MDA, čo je vysokoreaktívny produkt LPO a znížené hladiny PUFA. LPO 
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v mozgu má za následok narušenie integrity bunkových membrán a tým aj zníženie 

životaschopnosti jednotlivých buniek, čo významne prispieva k rozvoju neuronálneho 

poškodenia (Montine et al. 2004).  

Viaceré štúdie potvrdzujú, že oxidačné poškodenie a mitochondriálna dysfunkcia 

prispievajú ku kaskáde udalostí vedúcich k ďalšej degenerácii dopaminergných 

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

V patofyziológii PD zohráva významnú úlohu aj neurozápal sprostredkovaný 

aktivovanými mikrogliami. Aktivované mikroglie sú významným zdrojom superoxidu 

a oxidu dusnatého, ktoré prospievajú k OS a nitračnému stresu v mikroprostredí mozgu. 

Taktiež môžu podporovať neurodegeneráciu produkciou ďalších potenciálne škodlivých 

látok ako je glutamát alebo tumor nekrotizujúci faktor alfa (TNF-α) (Block et al. 2007). 

Novšie štúdie naznačujú, že neurozápal môže byť významným a podstatným 

prispievateľom k agregácii alfa-synukleínu a k ďalšej progresii neurodegeneratívneho 

procesu (Trist et al. 2019). 

PD je komplexná porucha s environmentálnymi aj genetickými faktormi, ktoré sa 

zbiehajú do spoločného súboru dráh vrátane mitochondriálnej dysfunkcie, oxidačného 

stresu, agregácie proteínov, zhoršenej autofágie a neurozápalu (Simon et al. 2020). 

Mechanizmy vedúce k OS pri PD a taktiež úloha génov asociovaných s PD v tomto 

procese sú zhrnuté na obrázku 8.  
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Obrázok 8 Mechanizmy vedúce k oxidačnému stresu pri PD a úloha génových produktov 

súvisiacich s PD v tomto procese. DA: dopamín, ROS: reaktívne formy kyslíka, UPS: ubikvitín-

proteazómový systém, GSH: glutatión. Modifikované podľa Dias et al. (2013). 

1.2.1.3 Huntingtonova choroba 

HD je zriedkavé (incidencia približne 10 až 13 prípadov na 100000 obyvateľov), 

geneticky podmienené a v konečnom dôsledku smrteľné neurodegeneratívne ochorenie. 

Je charakterizované triádou kognitívnych, behaviorálnych a motorických symptómov. 

K nástupu HD zvyčajne dochádza medzi 30. a 50. rokom života. Príznaky sa však môžu 

prejaviť už pred 5. rokom až do veku 80 rokov. Priemerné prežívanie jedincov s HD je 

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

HD sa dedí autozomálne dominantným spôsobom a je spojená so širokým spektrom 

príznakov. K iniciálnym príznakom patrí kognitívna porucha a netypické motorické 

príznaky. Charakteristickým príznakom je choreatická dyskinézia. Jej manisfestáciu 

doprevádzajú často zmeny osobnosti, abnormality správania, psychiatrické symptómy 
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(depresia, príznaky podobné schizofrénii, podráždenosť, úzkosť) alebo 

neuropsychologické symptómy. V pokročilých štádiach choreatické pohyby môžu 

postupne ustáť alebo dokonca vymiznúť, ale často bývajú následne nahradené inými 

motorickými príznakmi ako je napr. rigidita. K ďalším somatomotorickým príznakom 

patrí bradykinéza, ataxia, dystónia, svalová hypotónia, porucha jemnej motoriky, 

dyzartria, dysfágia a okulomotorické príznaky. V neskorších fázach ochorenia sa 

vyskytuje závažný úbytok hmotnosti, ktorý postupne vedie ku kachexii. Psychiatrické 

a neuropsychologické symptómy sa s progresiou ochorenia zhoršujú až do syndrómu 

demencie alebo psychoorganickému syndrómu. Príčinou smrti sú najčastejšie 

komplikácie spojené s aspiračnou pneumóniou súvisiacou s dysfágiou (Rüb et al. 2016). 

HD je charakterizovaná nesprávnym skladaním proteínov. Významnú úlohu 

zohráva proteín huntingtín (Htt, kódovaný génom HTT). Gén HTT je charakterizovaný 

špecifickou sekvenciou – trinukleotidom cytozín-adenín-guanín (CAG), ktorý sa 

u zdravých jedincov opakuje menej ako 36-krát, najčastejšie v rozmedzí 15–25 

opakovaní. U pacientov s HD bolo zistené, že sa táto sekvencia opakuje 40–50-krát, 

pričom ochorenie sa najčastejšie vyvinie v dospelosti. U jedincov s viac ako 60 

opakovaniami CAG sa predpokladá, že sa príznaky ochorenia budú manifestovať už v 

mladom veku (Zheng a Diamond 2012). Mutácia v géne pre Htt spôsobuje nesprávne 

skladanie proteínu s následnou agregáciou. Práve vznik agregátov je zodpovedný za 

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

V patogenéze HD zohráva určitú úlohu aj OS. Klinické štúdie poukázali na to, že 

v mozgoch pacientov s HD boli post mortem sledované známky oxidačného 

poškodenia. Boli sledované dvojvláknové zlomy v DNA ako dôsledok pôsobenia 

voľných radikálov. Taktiež boli sledované zvýšené hladiny 8-oxoG, MDA, 3-NT 

a cytoplazmatického lipofuscínu (produkt peroxidácie PUFA) (Kumar a Ratan 2016). 

Rovnako bola detekovaná aj výrazná oxidačná karbonylácia mitochondriálnej 

kreatínkinasy a ďalších mitochondriálnych proteínov, ktoré sú zapojené do oxidačnej 

fosforylácie a Krebsovho cyklu. Pacienti s HD vykazujú zníženú aktivitu komplexov II, 

III a IV v rámci dýchacieho reťazca. Obmedzenie mitochondriálneho dýchacieho 

reťazca môže viesť k zvýšeným hladinám ROS a súčasne k nižšej produkcii ATP (Gu et 

al. 1996; Kumar a Ratan 2016; Teleanu et al. 2022). Ďalej bola sledovaná oxidačná 

karbonylácia pyridoxalkinasy, ktorá zohráva dôležitú úlohu pri syntéze viacerých 
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neurotransmiterov a glutatiónu (Sorolla et al. 2012). U asymptomatických nosičov 

mutovaného génu HTT a taktiež u pacientov s rozvinutými symptómami bola sledovaná 

zvýšená LPO a znížené hladiny glutatiónu v porovnaní so zdravými osobami rovnakého 

veku a pohlavia (Klepac et al. 2007; Peña-Sánchez et al. 2015). 

1.2.1.4 Amyotrofická laterálna skleróza 

ALS je neurodegeneratívne ochorenie identifikované stratou motorických 

schopností. Jedná sa o pomerne zriedkavé ochorenie (incidencia je približne 2–3 

prípady na 100 000 ľudí v európskej populácii). Vo všeobecnosti sa prejavuje v 

priemernom veku 50–65 rokov. Zhruba 5 % prípadov sa vyskytuje u jedincov vo veku 

30 rokov alebo mladších. Priemerné prežívanie postihnutých jedincov je od objavenia 

prvého symptómu 3–5 rokov (Obrador et al. 2020). 

ALS ovplyvňuje motorické neuróny a je charakterizovaná progresívnou 

degeneráciou kortikálnych mozgových a spinálnych motorických neurónov. K bežným 

príznakom patrí svalová slabosť, zášklby a kŕče, ktoré vedú až k poškodeniu samotného 

svalu. V pokročilejších štádiách sa objavuje dyspnoe a dysfágia. Smrť pacientov s ALS 

je najčastejšie spôsobená zlyhaním dýchania. Viac ako polovica pacientov počas 

progresie ochorenia vykazuje známky kognitívneho a behaviorálneho poškodenia 

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

Existujú dva typy ALS: familiárna (fALS) a sporadická (sALS) forma. Príčina 

ochorenia je v 90–95 % neznáma, a iba v 5–10 % je asociovaná so známymi 

genetickými mutáciami, pričom najčastejšie sa vyskytujúce mutácie sú v C9orf72 (40 

%), SOD1 (20 %), FUS (1–5 %), alebo TARDBP (2–5 %) (Taylor et al. 2016). Okrem 

rodinnej anamnézy prispievajú k rozvoji ochorenia viaceré rizikové faktory, a to 

pôsobenie rôznych enviromentálnych a biologických faktorov, molekulárne 

mechanizmy ako OS, mitochondriálna dysfunkcia, glutamátom spôsobená 

excitotoxicita, zápal, agregácia proteínov, autoimunita a traumatické poranenie mozgu 

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

Jedným z faktorov významných pre rozvoj ALS je OS. Post mortem  bolo 

detekované u pacientov s ALS zvýšené množstvo oxidačne poškodených proteínov 

(karbonylácia proteínov, 3-NT), lipidov (nález MDA a 4-HNE) a DNA (najčastejšie 8-

oxoG) v neuronálnom tkanive, cerebrospinálnej tekutine, plazme a v moči. Je však 
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nejednoznačné, či oxidačné poškodenie predstavuje primárnu príčinu alebo sekundárny 

dôsledok ochorenia. V erytrocytoch pacientov postihnutých ALS bolo detekované 

zvýšené množstvo produktov LPO spojené s poklesom CAT, GSH reduktasy, glukóza-

6-fosfát dehydrogenasy a GSH (Babu et al. 2008; Obrador et al. 2020). 

Skutočnosť, že niektoré enviromentálne rizikové faktory ALS, vrátane rôznych 

chemikálií, ťažkých kovov, fajčenia, ale aj nadmernej fyzickej námahy, či traumy hlavy, 

naznačujú že akýkoľvek prooxidačný stav môže byť zodpovedný za rozvoj ALS 

(D’Amico et al. 2013). 

Walczak et al. (2019) sledovali významný pokles expresie proteínových 

podjednotiek komlexu I, II, III a IV vo fibroblastoch získaných od pacientov s ALS. 

Rovnako pozorovali aj nižší mitochondriálny potenciál a zníženú expresiu 

antioxidačných enzýmov CAT a SOD1. Presný oxidačný mechanizmus, ktorý sa 

podieľa na progresii ALS, rovnako ako aj úloha mitochondrií nebol ešte stanovený. 

U pacientov s ALS bola pozorovaná abnormálna proliferácia astrocytov v oblasti 

degenerujúcich motorických neurónov. Reaktívne astrocyty exprimujú zápalové 

markery, vrátane COX-2, induktívnej a neuronálnej NOS, a taktiež inhibičné molekuly, 

ktoré blokujú opätovný rast poškodených axónov. Okrem toho bolo sledované, že 

astrocyty získané z miechy pacientov s ALS vykazovali cytotoxické účinky na bunkovú 

kultúru motorických neurónov. Aktivované mikroglie produkujú radu cytokínov vrátane 

IL-1α a TNF-α, ktoré ďalej aktivujú podtyp astrocytov A1, ktoré sú kľúčové pri smrti 

neurónov pri neurodegeneratívnych ochoreniach vrátane ALS. Okrem toho bolo 

sledované, že hladina IL-6 v astrocytárnych exozómoch bola zvýšená a pozitívne 

koreluje s rýchlosťou progresie ochorenia (Chen et al. 2019). 

Aj napriek pribúdajúcim dôkazom, ktoré spájajú neurozápalové procesy 

s odumieraním neurónov pri ALS, sa zdá, že v počiatočných fázach ochorenia je 

imunitný systém a neurozápal prospešný. Gliové a T-bunky, najmä 

makrofágy/mikroglie M2, pomocné T2 (Th2) a regulačné (Treg) T bunky zohrávajú 

kľúčovú funkciu v protizápalových procesoch a udržiavajú životaschopnosť 

motorických neurónov. S progredujúcim ochorením a zrýchľujúcim sa poškodením 

motorických neurónov sa však rozvíja rýchlo druhá fáza neurozápalu. Tá je 

charakterizovaná zvýšeným množstvom makofágov/mikriglií M1 a prozápalových T-
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buniek (Th1 a Th17). Predpokladá sa, že neuroprotektívne dráhy sprostredkované 

M2/Treg/Th2 sa postupne znižujú, zatiaľ čo cytotoxické dráhy M1/Th1/Th17 narastajú, 

čo vedie k samovoľnej prozápalovej akcelerácii progresie ochorenia (Bettelli et al. 

2006; Graves et al. 2004; Obrador et al. 2020; Zhao et al. 2012). 

1.2.1.5 Antioxidačné terapeutické stratégie 

Väčšinu antioxidačnej obrany v bunkách primárne zabezpečujú antioxidačné 

enzýmy. Preto hlavné terapeutické príležitosti spočívajú v prevencii produkcie 

oxidantov, ktoré spôsobujú priame poškodenie makromolekúl, v inhibícii oxidačnej 

signalizácie, ktorá vedie k zápalu alebo bunkovej smrti, a v zvyšovaní antioxidačných 

enzýmov a ich substrátov (Forman a Zhang 2021).  

Neuroprotektívne antioxidanty sa považujú za sľubný prístup na spomalenie 

progresie a obmedzenie straty neurónových buniek pri neurodegeneratívnych 

ochoreniach  (Moosmann a Behl 2002). Antioxidanty s potenciálnym terapeutickým 

použitím pri liečbe neurogeneratívnych ochorení boli testované vo viacerých in vitro 

a in vivo štúdiách a možno zaradiť: 

 vitamín E (zníženie neuronálnej toxicity vyvolanej ROS a RNS, inhibícia 

patogenézy demencie, zvýšenie hladiny GSH a iných antioxidantov, ochrana 

pred lipidovou peorxidáciou) (Casani et al. 2013; Orsavová et al. 2019; 

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

 vitamín C (inhibícia LPO, obranná bariéria proti voľným radikálom, 

zvýšenie aktivity antioxidačných enzýmov, zvrátenie neurodegenerácie 

indukovanej glutamátom, potenciálne zníženie oligomerizácie α-synukleínu, 

zvýšenie 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), 

 β-karotén (redukcia LPO, zvýšenie dostupnosti a recyklácia antioxidantov) 

(Boccardi et al. 2020; Ouknin et al. 2021), 

 vitamín B12 (zvyšuje aktivitu cholín acetyltransferasy, zlepšuje kognitívne 

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

 kyselina α-lipoová (recyklácia antioxidantov) (Pei et al. 2022), 
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 koenzým Q10 (protekcia mitochondrií pri OS, zlepšenie mitochondriálnej 

dysfunkcie a protekcia neurónov pre akumuláciou Aβ plakov) (Attia et al. 

2020; Carrera-Juliá et al. 2020; Wear et al. 2021), 

 kofeín (inhibícia akumulácie Aβ) (Londzin et al. 2021), 

 kurkumín (inhibícia prozápalovách enzýmov ako LOX a COX 2, protekcia 

mitochondrií pred oxidačným poškodením a zníženie intracelulárnych ROS, 

redukcia Aβ plakov) (Lin et al. 2020; Shabbir et al. 2020; Zhu et al. 2004), 

 berberín a palmatín (inhibícia vzniku ROS a RNS, redukcia Aβ plakov) 

(Imenshahidi a Hosseinzadeh 2020; Shabbir et al. 2020; Tarabasz a Kukula-

Koch 2020), 

 melatonín (vychytávanie RNS a stimulácia expresie GPx, SOD a NOS) 

(Hossain et al. 2021; Pachón-Angona et al. 2019), 

 resveratrol (redukcia hladín MDA, zvýšenie koncentrácie GSH, ochrana 

mitochondrií a zlepšenie ich funkcie, ochrana buniek pred Aβ-indukovanou 

toxicitou, zvýšenie prežívania spinálnych neurónov) (Cano et al. 2019; 

Carrera-Juliá et al. 2020; Ferretta et al. 2014; Gomes et al. 2018), 

 N-acetylcysteín (NAC) – prekurzor GSH (prevencia rozvoja OS a narušenia 

homeostázy vápnika) (Park a Ellis 2020), 

 katechíny (vychytávanie voľných radikálov, zlepšuje intracelulárny redoxný 

status buniek) (Teixeira et al. 2013), 

 kreatín (stabilizuje hladiny ATP a znižuje markery oxidačného stresu, 

redukcia neuronálnej atrofie) (Essa et al. 2019; Moosmann a Behl 2002), 

 selén (redukcia LPO, zvýšenie aktivity GPx (Essa et al. 2019; Santamaría et 

al. 2003). 

Ako je zrejmé z vyššie uvedeného prehľadu, hlavným cieľom nových 

terapeutických stratégií je aktivovať metabolické dráhy súvisiace s mitochondriami, 

produkciou energie, zvýšiť úroveň antioxidačnej ochrany a podporiť vychytávanie 

voľných radikálov. Aj napriek pomerne vysokému množstvu in vitro alebo in vivo štúdií 

s pozitívnymi výsledkami použitia antioxidantov pri liečbe alebo prevencii 

neurodegeneratívnych ochorení, randomizovaných kontrolovaných štúdií 

zameriavajúcich sa na využitie dietérnych antioxidantov je pomerne málo. Budúce 

klinické štúdie by sa mohli zamerať na to, či tieto antioxidačné mikroživiny môžu 
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pôsobiť jednotlivo alebo v synergii ako nefarmakologický prostriedok prevencie 

a liečby neurodegeneratívnych ochorení (Carrera-Juliá et al. 2020; Park a Ellis 2020; 

Pritam et al. 2022). 
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2. Cieľ práce 

Cieľom predkladanej diplomovej práce bolo sledovanie antioxidačnej aktivity novo 

syntetizovaných potenciálnych inhibítorov AChE. 

Jednotlivými cieľmi bolo: 

 stanovenie cytotoxicity testovaných látok, ktorá je vyjadrená pomocou  

hodnôt IC50 získaných kolorimetrickou metódou  

 stanovenie MTC, pri ktorej nie je ovplyvnená viabilita buniek 

 overenie MTC v prostredí bez a s OS pomocou mikrokapilárnej prietokovej 

cytometrie 

 sledovanie antioxidačnej aktivity testovaných látok za využitia 

fluorescenčnej sondy DHE. 
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3. Experimentálna časť 

3.1 Materiál a metodika 

3.1.1 Testované látky 

Celkom bolo testovaných 16 novosyntetizovaných potenciálnych modulátorov 

AChE. Označenie, štruktúra a molekulová hmotnosť sú zosumarizované v tabuľke 3. 

Tieto látky boli pripravené na Katedre toxikologie a vojenské farmacie, Fakulty 

vojenského zdravotnictví, Univerzity obrany.  

 

Tabuľka 3 Zoznam testovaných látok, ich štruktúra a molekulová hmotnosť. 

Názov Štruktúra Mw Názov Štruktúra Mw 

K2104 

 

277,79 K2105 

 

291,82 

K2109 

 

263,76 K2110 

 

277,79 

K2133 

 

277,79 K2134 

 

291,82 

K2138 

 

263,76 K2139 

 

277,79 
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K2218 

 

277,79 K2219 

 

291,82 

K2223 

 

263,76 K2224 

 

277,79 

K2247 

 

277,79 K2248 

 

291,82 

K2252 

 

263,76 K2253 

 

277,79 

 

3.1.2 Použitá bunková kultúra 

K sledovaniu cytotoxicity testovaných látok a k následnému stanoveniu ich 

antioxidačnej aktivity bola použitá ľudská bunková línia SH-SY5Y (European 

Collection of Authenticated Cell Cultures 94030304, obrázok 9). Tieto bunky boli 

izolované z neuroblastómu 4-ročnej ženy. 

Bunky SH-SY5Y boli kultivované v Eaglovom médiu modifikovanom Dulbeccom 

(DMEM, Biosera, Nuaille, Francúzsko), ktoré bolo ďalej suplementované fetálnym 

bovinným sérom (FBS, finálna koncentrácia 10 %, Biosera), L-glutamínom (finálna 

koncentrácia 2,5 mmol‧dm-3, Merck, Darmstadt, Nemecko), roztok antibiotík penicilín a 

streptomycín (finálna koncentrácia 1 %, Merck) a roztokom neesenciálnych 

aminokyselín (finálna koncentrácia 1 %, ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, 

USA). Bunky boli inkubované pri podmienkach 37 °C, 5 % CO2 a pri 85–90% 
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relatívnej vlhkosti vzduchu (CO2 inkubátor CB 160, Binder, Tuttlingen, Nemecko) 

a štandardne pasážované pri konfluencii 80–85 %. 

Proces pasážovania slúži k prenosu určitého množstva buniek do nového 

kultivačného média. Práca s bunkami bola vykonávaná výhradne v laminárnom boxe, 

ktorý je vybavený HEPA filtrom (BioAir Safeflow 1.2, EuroClone, Pero Miláno, 

Taliansko). Po aspirácií prebytočného média boli bunky uvoľnené z dna kultivačnej 

fľašky (T75, Techno Plastic Products - TPP, Trasadingen, Švajčiarsko) pomocou 

enzýmu akutasa (Biosera) a prenesené do centrifugačnej skúmavky vo finálnom objeme 

14 ml. K centrifugácií buniek (89 × g, celková doba centrifugácie 5 minút) bola použitá 

stolná centrifúga (Universal 320/320R, Hettich, Tuttlingen, Nemecko). Následne bol 

prebytočný supernatant aspirovaný a peleta buniek bola resuspedovaná do 

požadovaného objemu a následne bol zistený počet buniek. Časť buniek bola prenesená 

späť do kultivačnej fľašky a bunky boli inkubované za štandardných podmienok. 

 

Obrázok 9 SH-SY5Y bunky. Snímka bola získaná pomocou invertovaného svetelného 

mikroskopu s fázovým kontrastom (Nikon Eclipse TS100-F, Nikon, Tokio, Japonsko) 

vybaveným digitálnou kamerou (AM7023CT Dino-Lite, Nová Tchaj-pej, Taiwan) pri zväčšení 

200 ×. 
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3.1.3 Počítanie buniek 

Mikrokapilárna prietoková cytometria bola využitá k zisteniu počtu buniek a ich 

viability pred samotným experimentom. Táto metóda využíva prístroj Muse®
 Cell 

analyzer (Luminex, Austin, TX, USA) a principiálne je založená na fluorescenčnej detekcii. 

Na základe odlišného zafarbenia je prístroj schopný rozlíšiť viabilné a mŕtve bunky. 

V reagenčnom činidle (Muse® Count & Viability Kit, Luminex) sú obsiahnuté dve rôzne 

fluorescenčné farbivá. Jedno je schopné prenikať kompaktnou bunkovou membránou 

a naviazať sa na DNA. Dochádza teda k ofarbeniu všetkých buniek, ktoré obsahujú jadro, 

a tým pádom dochádza k odlíšeniu jaderných buniek od buniek bez jadra, po prípade 

rôznych častí vzniknutých pri rozpade buniek. Druhá zložka ofarbuje DNA v prípade, že je 

narušená membrána buniek, teda u mŕtvych buniek alebo u buniek prechádzajúcich 

apoptózou. Pomocou tejto zložky farbiva je teda možné odlíšenie viabilných buniek od 

buniek mŕtvych alebo umierajúcich.  

Experiment bol uskutočnený v mikroskúmavke (Eppendorf, Rakúsko), kde bola 

zmiešaná bunková suspenzia o objeme 50 μl spolu so 100 μl zmesi fluorescenčných farbív. 

Po uplynutí doby inkubácie (5 minút, laboratórna teplota) bol stanovený počet buniek 

s rozlíšenými populáciami mŕtvych a živých buniek, a bunkových úlomkov. Počet bol 

stanovený na 1 ml bunkovej suspenzie a životaschopnosť bola udávaná v % (obrázok 10).  

 

Obrázok 10 Výstup z mikrokapilárneho prietokového cytometru, na ktorom možno vidieť 

celkový počet buniek (vľavo) a viabilné bunky (%, vpravo). 
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Na základe zisteného počtu buniek bola pripravená suspenzia buniek potrebná pre 

ďalšie experimenty, a to sledovanie cytotoxicity testovaných látok, stanovenie 

apoptotického profilu a sledovanie antioxidačnej aktivity testovaných látok.  

3.1.4 Stanovenie cytotoxicity testovaných látok 

Cytotoxicta testovaných látok bola stanovená pomocou kolorimetrickej metódy, 

ktorá využíva farbivo MTT (Merck). Pomocou tejto metódy boli stanovené hodnoty 

IC50 a MTC. Hodnota IC50 odpovedá koncentrácii testovanej látky, ktorá spôsobí pokles 

viability buniek na 50 % v porovnaní s neovplyvnenou kontrolou a hodnota MTC 

odpovedá maximálnej koncentrácii, ktorá nemá vplyv na bunkovú životaschopnosť.  

3.1.4.1 Kolorimetrická metóda a postup stanovenia cytotoxicity 

Viabilné bunky sú schopné vo vode rozpustnú tetrazóliovú soľ MTT metabolicky 

redukovať pomocou svojej intracelulárnej výbavy enzýmov, na vo vode nerozpustné 

kryštály formazánu. Tie sú kumulované v živých bunkách a sú následne extrahované 

pomocou vhodného organického rozpúšťadla, napr. dimetylsulfoxid (DMSO, Penta 

chemicals, Chrudim, Česko)  za vzniku fialovo zafarbeného roztoku. Intenzita 

vzniknutého sfarbenia roztoku je priamo úmerná metabolickej aktivite buniek, a teda aj 

ich viabilite, a je detekovaná spektrofotometricky. Schéma metabolickej redukcie MTT 

je znázornená na obrázku 11. 

 

Obrázok 11 Redukcia vo vode rozpustnej tetrazóliovej soli MTT žltej farby pomocou 

bunkových reduktás na fialovo zafarbený formazán. Modifikované podľa Kamiloglu et al. 

(2020). 
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Postup stanovenia  

Bunky resuspendované v kultivačnom médiu boli nasadené do 96jamkovej 

mikrotitračnej doštičky (TPP) v  hustote 15 × 103 buniek/jamku. Takto pripravené 

bunky boli následne inkubované cez noc pri podmienkach 37 °C, 5 % CO2 a pri  

85–90% relatívnej vlhkosti vzduchu (CO2 inkubátor CB 160). Ďalší deň boli bunky 

ovplyvnené sériovo nariedenými roztokmi testovaných látok. V prvom kroku boli zo 

zásobných roztokov v DMSO pripravené pracovné roztoky o určitej koncentrácii. Tieto 

roztoky boli ďalej sériovo riedené v kultivačnom médiu v pomere 1:1. Takto pripravená 

koncentračná rada bola pridaná k bunkám nasadeným v 96jamkovej doštičke. Bunky 

boli spolu s testovanými látkami inkubované ďalších 24 hodín pri podmienkach 37 °C, 

5 % CO2 a pri 85–90% relatívnej vlhkosti vzduchu (CO2 inkubátor CB 160). Po 

uplynutí tejto doby inkubácie bolo médium odsaté a k bunkám bolo pridaných 100 µl 

roztoku MTT (5 mg‧ml-1) na 1 hodinu (inkubácia pri 37 °C, 5 % CO2 a pri 85–90% 

relatívnej vlhkosti vzduchu, CO2 inkubátor CB 160). Po 1hodinovej inkubácií bolo 

médium obsahujúce MTT odsaté a kryštály formázánu boli extrahované pomocou 

DMSO. Po premiešaní obsahu jamiek na trepačke prebehlo meranie absorbancie 

pomocou multidetekčného readeru Synergy 2 Multi-Mode Microplate reader (BioTek 

Instruments, Winooski, VT, USA) pri vlnovej dĺžke 570 nm. Meranie cytotoxicity 

testovaných látok bolo uskutočnené v triplikátoch. Hodnota IC50 bolo vyjadrená ako 

priemer z 3 nezávislých experimentov ± stredná chyba priemeru (SEM). Hodnota MTC 

bola získaná zo sigmoidnej krivky pre stanovenie IC50, pričom bola odčítaná najvyššia 

koncentrácia, ktorá nemala žiadny vplyv na viabilitu.  

3.1.5 Overenie bezpečnosti testovaných látok 

Pre overenie bezpečnosti testovaných látok vo fyziologickom prostredí bez OS 

a v prostredí s OS bola zvolená metóda mikrokapilárnej prietokovej cytometrie. 

U buniek bola sledovaná apoptotická aktivita pomocou farbiva Anexín V a  

7-aminoaktinomycín (7-AAD). Anexín V je proteín, ktorý sa viaže na fosfolipidy 

bunkovej membrány a to hlavne na fosfatidylserín (PS). Ten sa nachádza výhradne na 

vnútornej strane membrány, avšak pri vstupe do apoptózy dochádza k jeho 

externalizácii na povrch bunky, čo umožňuje naviazanie anexínu V. 7-AAD sa 

vyznačuje vysokou afinitou k DNA a nie je schopný permeabilizácie cez bunkovú 

membránu so zachovanou integritou. Do intracelulárneho priestoru sa teda dostáva až 
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v prípade porušenia celistvosti bunkovej membrány (Gillis et al. 2018; Zhang et al. 

2017). Táto fluorescenčná zmes umožňuje rozlíšiť 4 rôzne bunkové populácie (obrázok 

12) a to: 

 viabilné bunky (Anexín V aj 7-AAD negatívne), 

 bunky vo včasnej fáze apoptózy (Anexín V pozitívny, 7-AAD negatívny), 

 bunky v neskorej fáze apoptózy (Anexín V pozitívny, 7-AAD pozitívny), 

 nekrotické bunky (Anexín V negatívny, 7-AAD pozitívny). 

 

Obrázok 12 Výstup z mikrokapilárneho prietokového cytometru, na ktorom možno vidieť 

celkový počet buniek (vľavo) a apoptotický profil (%, vpravo). 

 

Postup stanovenia 

SH-SY5Y bunky boli nasadená do 24jamkovej kultivačnej doštičky (TPP) o hustote 

1 × 105 a boli ponechané cez noc pri podmienkach 37 °C, 5 % CO2 a 85–90 % vlhkosti. 

Následujúci deň boli k bunkám pridané roztoky testovaných látok - novosyntetizované 

moduláry AChE a  NAC - o koncentrácii, ktorá odpovedala hodnote MTC spolu 

s roztokom H2O2 (koncentrácia odpovedala hodnote IC50 = 198,8 μM stanovenej po 24 

hodinách, hodnota vychádza z predchádzajúcich experimentov na Katedre toxikologie 

a vojenské farmacie, nepublikované výsledky) a bez H2O2. Bunky boli inkubované po 

dobu 4 hodín. Následne bol obsah jednotlivých jamiek prepipetovaný do 

centrifugačných skúmaviek (TPP). K bunkám bol pridaný trypsín na približne 5 minút. 
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Následne boli bunky opláchnuté kultivačným médiom a prenesené do príslušnej 

centrifugačnej skúmavky. Takto pripravená suspenzia buniek bola centrifugovaná 

4 minúty (130 × g, stolná centrifúga Universal 320/320R). Po ukončení centrifugácie 

bol supernatant aspirovaný a bunky boli resuspendované v 100 µl kultivačného média. 

K bunkovej suspenzii bola pridaná reagencia Muse® Annexin V & Dead Cell Assay 

(Luminex) a vzorky boli ponechané pri laboratórnej teplote bez prístupu svetla 20 minút a 

následne analyzovaná pomocou prístroja Muse® Cell Analyzer (Luminex). Experimenty 

boli uskutočnené v triplikátoch a v 3 nezávislých experimentoch a výsledky boli vyjadrené 

ako priemer ± SEM. 

3.1.6 Sledovanie antioxidačnej aktivity testovaných látok 

K stanoveniu antioxidačnej aktivity testovaných látok bola použitá fluorescenčná 

sonda DHE. Jedná sa o jednu z najčastejšie používaných fluorescenčných sond, ktorá je 

určená k špecifickému stanoveniu superoxidového radikálu. Táto  hydrofóbna zlúčenina 

môže prenikať membránami a to ako extracelulárnymi tak aj intracelulárnymi. DHE (modrá 

fluorescencia) reaguje v bunke s voľnými radikálmi a dvojelektrónovou oxidáciou vzniká 

fluorescenčný produkt 2-hydroxyetídium (červená fluorecencia) (Gomes et al. 2005). 

(obrázok 13) 

 

Obrázok 13 Chemické štruktúry a oxidačná reakcia dihydroetídia na  

2-hydroxyetídium pomocou superoxidového aniónu. Modifikované podľa Olowe et al. (2020).  

 

Postup stanovenia 

SH-SY5Y bunky boli nasadené v kultivačnom médiu DMEM do čiernej 

96jamkovej doštičky s transparentným dnom o hustote 15 × 103. Takto nasadené bunky 

inkubované cez noc za podmienok 37 °C, 5 % CO2 a 85–90 % vlhkosti (CO2 inkubátor 
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CB 160). Nasledujúci deň bolo kultivačné médium aspirované a nahradené roztokom 

jednotlivých testovaných látok v koncentrácií, ktorá odpovedala hodnote koncentrácie 

MTC, spolu s roztokom H2O2. Rovnako boli bunky kultivované aj so samotným H2O2. 

Roztoky boli pripravené v kultivačnom médiu DMEM bez obsahu fenolovej červene 

a FBS. Takto ovplyvnené bunky boli následne inkubované pri 37 °C, 5 % CO2 a 85–90 

% vlhkosti po dobu 4 hodiny. Po uplynutí doby inkubácie bol k bunkám pridaný roztok 

DHE o koncentrácii 10 µM v bezfarebnom médiu. Bunky boli s fluorescenčným 

farbivom inkubované po dobu 45 minút. Následne bola meraná intenzita fluorescencie 

pomocou multifunkčného mikrodoštičkového readeru Tecan Spark® (Tecan Group Ltd., 

Männedorf, Švajčiersko) pri excitačnej vlnovej dĺžke 500 nm a emisnej 582 nm. 

Experimenty boli uskutočnené v triplikách a v 3 na sebe nezávislých experimentoch 

a výsledky boli vyjadrené ako priemer ± SEM. 

3.1.7 Štatistické spracovanie výsledkov 

Analýza získaných dát bola uskutočnená pomocou štatistického programu 

GraphPad Prism (verzia 6.05, GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). Hodnoty 

IC50 boli získané použitím 4parametrickej nelineárnej regresie a vyjadrené ako priemer 

z troch nezávislých experimentov ± SEM.  

Hodnota MTC bola odčítaná zo sigmoidnej krivky a štatisticky významný rozdiel 

oproti neoplyvnenej kontrole bol stanovený pomocou t-testu pri štatistickej hladine 

významnosti α = 0,05. 

 Štatistické vyhodnotenie distribúcie jednotlivých bunkových populácií bolo 

uskutočnené pomocou jednofaktorovej analýzy rozptylu (one-way ANOVA) spolu s post 

hoc Dunnettovým testom pri štatistickej hladine významnosti α = 0,05. 

Výsledky získané pri stanovení intracelulárnej hladiny ROS pomocou 

fluorescenčnej sondy DHE boli spracované pomocou programu Microsoft Excel 

(Microsoft, Redmond, WA, USA) a následne štatisticky vyhodnotené pomocou 

softwaru GraphPad Prism. Pre určenie štatisticky významných rozdielov bola použitá 

one-way ANOVA spolu s post hoc Dunnettovým testom pri štatistickej hladine 

významnosti α = 0,05. 



53 

 

4. Výsledky 

4.1 Cytotoxicita testovaných látok stanovená pomocou MTT testu 

Cytotoxicita testovaných látok bola stanovená po inkubačnej dobe 24 hodín na 

bunkovej línii SH-SY5Y pomocou kolorimetrickej metódy využívajúcej MTT farbivo. 

Hodnoty IC50 jednotlivých látok sú zhrnuté v tabuľke 4. 

 

Tabuľka 4 Prehľad hodnôt IC50 testovaných látok. 

Látka IC50 ± SEM (µM) 

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 toxický účinok bol pozorovaný u látky K2139, kedy bola sledovaná 

hodnota IC50 = 1331 µM. U ďalších testovaných látok následne toxicita rástla v poradí 

K2109, K2138, K2104, K2134, K2224, K2110, K2133, K2219, K2105, K2223, K2248, 

K2218, K2253, K2252, K2247, pričom hodnota IC50 bola u týchto látok  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-krát nižšia.  

4.2 Stanovenie maximálnej tolerovateľnej koncentrácie MTC 

Pomocou kolorimetrickej metódy využívajúcej farbivo MTT bola stanovená 

koncentrácia testovaných látok, u ktorej nebol sledovaný žiadny negatívny vplyv na 

viabilitu buniek – MTC. Tieto hodnoty boli odčítané z jednotlivých dávkovo-závislých 

sigmoidných kriviek. Za hodnotu MTC bola považovaná prvá najvyššia koncentrácia, 

ktorá sa po štatistickom vyhodnotení pomocou t-testu signifikatne nelíšila od 

neovplyvnenej kontroly buniek. Ukážka znázorňujúca určenie MTC hodnôt pomocou 

odčítania zo sigmoidnej krivky je znázornená na obrázku 14 a samotné hodnoty MTC 

sú zhrnuté v tabuľke 5.  

 

Obrázok 14 Koncentračne-závislá sigmoidná krivka získaná po ovplyvnení buniek 

koncentračnou radou látky K2223 v troch časovo nezávislých experimentoch. Červené 

hviezdičky znázorňujú signifikantný rozdiel vo viabilite buniek pri jednotlivej koncentrácií 

v porovnaní s neovplyvnenou kontrolou. Čierna šípka znázorňuje najvyššiu koncentráciu, ktorá 

nemala vplyv na viabilitu buniek.  
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Tabuľka 5 Prehľad MTC hodnôt jednotlivých testovaných látok. 

Látka MTC (µM) 

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 bezpečnosti MTC jednotlivých látok  

Pomocou mikrokapilárnej prietokovej cytometrie s fluorescenčným značením 

Anexínu V a 7-AAD bola overená bezpečnosť zvolenej koncentrácie, ktorá odpovedala 

hodnote MTC získanej využitím kolorimetrickej metódy MTT, v prostredí bez a s OS. 

Neuroblastómová bunková kultúra SH-SY5Y bola inkubovaná s testovanými látkami po 

dobu 4 hodín a následne boli jednotlivé vzorky spracované podľa vyššie uvedeného 

postupu a analyzované. 
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Z výsledkov je zrejmé, že testované látky v porovnaní s neovplyvnenou kontrolou 

(obrázok 15) alebo s bunkami ovplyvnenými H2O2 (obrázok 16) nevykazovali na 

základe štatistického vyhodnotenia (one-way ANOVA) žiadne signifikatné zmeny 

v distribúcii bunkových populácií. 

 

Obrázok 15 Grafické znázornenie distribúcie jednotlivých bunkových populácií (živé: biela, 

bunky vo včasnej fáze apoptózy: zelená, bunky v neskorej fáze apoptózy: oranžová, mŕtve 

bunky: červená) po ovplyvnení buniek (4hodinová expozícia) testovanými látkami 

v koncentrácii, ktorá odpovedala MTC. 
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Obrázok 16 Grafické znázornenie distribúcie jednotlivých bunkových populácií (živé: biela, 

bunky vo včasnej fáze apoptózy: zelená, bunky v neskorej fáze apoptózy: oranžová, mŕtve 

bunky: červená) po ovplyvnení buniek (4hodinová expozícia) testovanými látkami 

v koncentrácii, ktorá odpovedala MTC a po ovplyvnení H2O2 v koncentrácii, ktorá odpovedala 

hodnote IC50 stanovenej po 24 hodinách. 

 

4.3 Sledovanie antioxidačnej aktivity testovaných látok 

Potenciálne antioxidačné vlastnosti novosyntetizovaných látok boli sledované 

pomocou fluorescenčnej sondy DHE (obrázok 17) pri koncentrácii, ktorá odpovedala 

hodnote MTC pre jednotlivé látky. Ako štandardná látka s antioxidačným potenciálom 

bol zvolený NAC v koncentrácii (200 µM), ktorá neovplyvnila viabilitu buniek 

sledovanú pomocou kolorimetrického testu MTT. Ako prooxidačný stimul bol použitý 

H2O2. Táto látka bola použitá v koncentrácii, ktorá odpovedala hodnote IC50. 

Z výsledkov je zrejmé, že najvyšiu antioxidačnú aktivitu vyvolala nami zvolená 

štandandarná látka NAC. Intenzita fluorescencie poklesla v porovnaní s intenzitou 

fluorescencie u buniek stimulovaných samotným H2O2 približne o 65 %. 
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Obrázok 17 Grafické znázornenie antioxidačného potenciálu novosyntetizovaných látok po 

stimulácii buniek H2O2 v časovom intervale 4 hodiny. Fialovo je znázornená intenzita 

fluorescencie po ovplyvnení SH-SY5Y buniek samotným H2O2, modro po ovplyvnení H2O2 

a N-acetylcysteínom. Žlto sú zvýraznené látky, ktoré vykazovali určitú antioxidačnú aktivitu po 

ovplyvnení H2O2. Štatistický významný rozdiel je znázornený * (p ≤ 0,05), **** (p ≤ 0,0001). 

 

Okrem NAC taktiež znižovali hladinu voľných radikálov, ktoré vznikli po expozícii 

buniek H2O2, látky K2104, K2109, K2133, K2138, K2223, K2247, K2252. 

Najsilnejším antioxidčným potenciálom sa vyznačovala látka K2109, ktorá vyvolala 

signifikantné zníženie intenzity fluorescencie o 55 %. Antioxidačné vlastnosti postupne 

klesali v poradí K2104, K2223, K2133, K2247, K2138 a K2252, pričom bol 

pozorovaný pokles intenzity fluorescencie o 45 %, 43 %, 42 %, 41 %, 36 % a 28 % 

oproti intenzite fluorescencie u buniek exponovaných samotnému H2O2.  
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5. Diskusia 

Hlavným cieľom predkladanej diplomovej práce bolo sledovanie antioxidačného 

účinku 16 novosyntetizovaných látok. Tento výber vychádzal z pôvodnej série 85 látok, 

u ktorých sa predpokladala reverzibilná inhibícia AChE a interakcia s glutamátovými 

receptormi. Nami zvolené deriváty mali štruktúru bifenylov alebo metylendifenylov so 

sekundárnou alebo terciárnou aminoskupinou, na ktorú bola pomocou 2-uhlíkatého 

reťazca naviazaná buď hydroxylová skupina (obrázok 18a) alebo chránená 

hydroxylová skupina (metoxyskupina, obrázok 18b). Tieto látky boli zvolené na 

základe hypotézy, ktorá podľa dostupných literárnych zdrojov predpokladala, že práve  

hydroxylová skupina alebo metoxyskupina obsiahnutá v zlúčenine môže potencovať 

antioxidačné účinky celej zlúčeniny. Tieto funkčné skupiny môžu byť cieľovými pre 

terminačnú reakciu voľných radikálov (Al-Mamary et al. 2021; Chen et al. 2020; 

Platzer et al. 2022). 

 

Obrázok 18 Ukážka štruktúry testovaných látok a) bifenyl s aminoskupinou s naviazanou 

hydroxylovou skupinou pomocou 2-uhlíkateho reťazca, b) bifenyl s aminoskupinou 

s naviazanou metoxyskupinou pomocou 2-uhlíkateho reťazca. 

 

U vybraných látok bolo nutné najskôr zistiť cytotoxicitu, ktorá bola vyjadrená ako 

hodnoty IC50. Tie sa pre jednotlivé látky pohybovali v rozmedzí 174–1331 µM. 

V prípade bifenylových dvojíc K2133-K2134, K2138-K2139, K2218-K2219, K2223-

K2224, K2247-K2248 a K2252-K2253, ktoré sa štrukturálne líšili iba v tom, že vždy 

prvý spomenutý z dvojice obsahoval vo svojej molekule sekundárny amín (obrázok 

19a) a druhý spomenutý terciárny amín (obrázok 19b). Platilo, že v prípade terciárnej 

aminoskupiny v molekule bola pozorovaná nižšia cytotoxicita. Toto však neplatilo pre 

metylendifenyly. V prípade dvojíc K2104-K2105 a K2109-K2110 bol vplyv 

prítomnosti terciárnej a sekundárnej aminoskupiny na cytotoxicitu látok opačný. 
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Obrázok 19 Ukážka štruktúry testovaných látok a) bifenyl so sekundárnou aminoskupinou, 

b) bifenyl  s terciárnou aminoskupinou.  

 

Z koncentračno-závislých sigmoidných kriviek získaných pri MTT teste sme 

rovnako odvodili hodnoty MTC. Tieto hodnoty boli zvolené pre ďalšie experimenty, 

aby bolo možné vylúčiť vplyv poklesu počtu životaschopných buniek na sledované 

parametre. Rovnako je dôležité potvrdiť tieto hodnoty inou metódou. MTC boli teda 

potvrdené pomocou stanovenia apoptotického profilu buniek s využitím 

mikrokapilárnej prietokovej cytometrie vo fyziologickom prostredí bez OS, tak 

v prípade indukcie OS. Táto metóda bola zvolená hlavne preto, že v prípade indukcie 

OS, by mohlo vplyvom H2O2 dochádzať k ovplyvneniu mitochodriálnych funkcií a tým 

metabolickej aktivity jednotlivých buniek (Tobe 2013). Dysfunkcia mitochondrií by 

mohla potenciálne spôsobiť narušenie metabolizácie MTT viabilnými bunkami a tým 

viesť k nesprávnemu meraniu (Chacon et al. 1997).  

Na základe výsledkov možno konštatovať, že nebol pozorovaný žiadny signifikatný 

rozdiel v distribúcii buniek v jednotlivých fázach apoptózy oproti kontrolným bunkám 

a preto mohli byť MTC jednotlivých látok použité pre sledovanie potenciálnej 

antioxidačnej aktivity.  

Antioxidačná aktivita bola sledovaná pomocou fluorescenčnej sondy DHE. Na 

základe výsledkov je možné pôvodnú hypotézu o tom, že prítomnosť hydroxylovej 

alebo metoxy skupiny by mohla byť zodpovedná za antioxidačné vlastnosti látok, 

vyvrátiť. Pri vyhodnocovaní výsledkov bolo však zistené, že  na antioxdiačné vlastnosti 

látok má vplyv práve amín prítomný v zlúčenine.  

U zlúčenín, ktoré obsahovali vo svojej molekule sekundárnu aminoskupinu – 

zlúčeniny s označením K2104, K2109, K2133, K2138, K2223, K2247 a K2252 – boli 

pozorované antioxidačné vlastnosti. Sekundárne amíny obsahujú centrum reaktivity, za 
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ktoré je považovaný voľný elektrónový pár na atóme dusíka. Hypotézu o tom, že 

sekundárne amíny môžu vykazovať určitý antioxidačný potenciál dokazujú aj dostupné 

literárne zdroje. Bhabak a Mugesh (2009) potvrdili vo svojej štúdii, že prítomnosť 

sekundárnej aminoskupiny v molekule látky môže potencovať účinok enzýmu GPx.  

Tá zohráva významnú úlohu pri antioxidačnej ochrane buniek a organizmu. Sekundárne 

amíny môžu mať aj priamy antioxidačný efekt. Sugihara et al. (1993) pomocou  

2,2-difenyl-1-pikrylhydrazylu, ktorý vykazuje vlastnosti voľných radikálov, potvrdili, 

že antioxidačný potenciál difenylových analógov spočíva práve v prítomnosti 

sekundárnej aminoskupiny. K podobnému výsledku dospel aj Yılmaz (2021), ktorý 

porovnával antioxidačné vlastnosti sekundárnych amínov so štrukturálne súvisiacimi 

Schiffovými bázami.  Jediná výnimka bola pozorovaná u  K2218. Táto látka 

antioxidačný efekt nevykazovala. Dôvod tohoto pozorovania ostáva neznámy. 

Najjednoduchšie vysvetlenie by mohlo spočívať v nízkej stabilite látky v pracovnom 

roztoku, čo by bolo ale potrebné overiť.   

Terciárna aminoskupina naopak nevykazovala žiadnu antioxidačnú aktivitu. Táto 

skupina je v porovnaní so sekundárnou aminoskupinou menej chemicky reaktívna 

(Candeias et al. 2014). To  môže byť dôvodom, že sa vyskytuje v liečivách častejšie 

(Staben et al. 2016; Yatabe a Yamaguchi 2022). Terciárne amíny sú často 

metabolizované na N-oxidy, ktoré sú vo všeobecnosti menej toxické v porovnaní 

s oxidovanými formami sekundárnych amínov. Pri ich oxidácii vznikajú hydroxylované 

deriváty (hydroxylamíny), ktoré môžu vykazovať hepatoxické a mutagénne účinky 

(Macherey a Dansette 2003). Aj napriek tomu, že sekundárne amíny vykazovali 

antioxidačné účinky, bude nutné bezpečnosť testovaných látok ďalej overiť.  
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6. Záver 

Diplomová práca bola zameraná na sledovanie cytotoxických účinkov 

a antioxidačných vlastností látok, ktoré boli syntetizované na Katedre toxikologie 

a vojenské farmacie, Fakulty vojenského zdravotníctva, Univerzity obrany. Konkrétne 

sa jednalo o bifenyly a metylendifenyly so sekundárnou alebo terciárnou 

aminoskupinou. Životaschopnosť buniek bola stanovená na bunkovej línií SH-SY5Y. 

 Cytotoxicita látok bola stanovená pomocou MTT testu a vyjadrená ako toxikologický 

index IC50. Cytotoxicita sa pohybovala v pomerne širokom rozmedzí 174–1331 µM. 

V prípade bifenylových dvojíc boli terciárne amíny menej cytotoxické. Naopak nížší 

cytotoxicitu u metylendifenylov vykazovali sekundárne amíny. Antioxidačná aktivita 

látok bola sledovaná pri koncentráciách odpovedajúcich MTC. Antioxidačné vlastnosti 

vykazovali látky so sekundárnou aminoskupinou – K2104, K2109, K2133, K2138, 

K2223, K2247 a K2252 – s výnimkou látky  K2218. 
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Zoznam použitých skratiek 

3-NT  3-nitrotyrozín 

4-HNE  4-hydroxynonenal 

7-AAD  7-aminoaktinomycín 

8-oxoG  8-oxo-7,8-dihydroguanín 

AA  arachidónová kyselina 

AChE  acetylcholínesterasa 

AD  Alzheimerova choroba 

ALS  amyotrofická leterálna skleróza 

AMPA  α-amino-3-hydroxy-5-metyl-4-izoxazolpropiónová kyselina 

APP  transmembránový prekurzor amyloid-β proteínu 

ATP  adenozíntrifosfát 

CAT  katalasa 

CNS  centrálny nervový systém 

CoQ  koenzym Q 

COX  cyklooxygenasa 

DA  dopamín 

DHE  dihydroetídium 

DMEM  Eaglovo médium modifikované Dulbeccom 

DMSO  dimetylsulfoxid 

DNA  deoxyribonukleová kyselina 

fALS  familiárna amyotrofická leterálna skleróza 

FapyG  2,6-diamino-4-hydroxy-5-formamidopyrimidín 

FBS  fetálne bovinné sérum 

GPx  glutatiónperoxidasa 
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GSH  glutatión 

GSH-S  glutatiónsyntetasa 

GSSG  oxidovaný disulfid glutatiónu 

GSSH  oxidovaná forma glutatiónu 

H2O2  peroxid vodíka 

HD  Huntingtonova choroba 

HHT  kyselina 12-L-hydroxy-5,8,10-heptadekatriénová 

Htt   proteín huntingtín 

IL-1α  interleukín 1 alfa 

IL-1β  interleukín 1 beta 

IL-6  interleukín 6 

LDL  lipoproteín s nízkou hustotou 

LOXs  lipoxygenasa 

LPO  lipidová peroxidácia 

LTD  dlhodobá depresie synapsií 

LTP  dlhodobá potenciácia synapsií 

MDA  malondialdehyd 

MPO  myeloperoxidasa 

MTC  maximálna tolerovateľná koncentrácia 

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

NAC  N-acetylcysteín 

NADPH  redukovaný nikotínamidadeníndinukleotid fosfát 

NFT  intracelulárne neurofibrilárne klbká 

NMDA-R  N-metyl-D-aspartátové receptory 

NMS  nemotorické črty 
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NOS  syntasa oxidu dusnatého 

NOX  NADPH oxidasa 

OS   oxidačný stres 

PD   Parkinsonova choroba 

PET  pozitrónová emisná tomografia 

Prxs  peroxiredoxíny 

PS   fosfatydilserín 

PS1  proteín presenilín 1 

PS2  proteín presenilín 2 

PUFA  polynenasýtené mastné kyseliny 

RNA  ribonukleová kyselina 

RNS  reaktívne formy dusíka 

ROS  reaktívne formy kyslíka 

sALS  sporadická amyotrofická laterálna skleróza 

SEM  stredná chyba priemeru 

SNpc  substantia nigra pars compacta 

SODs  superoxiddismutasy 

Th2  pomocné mikroglie 

TNF-α  tumor nekrotizujúci faktor alfa 

TPP  Techno Plastic Products 

Treg  regulačné mikroglie 

TRX  tioredoxínový antioxidačný systém 

TrxR  tioredoxínreduktasy 

TXA2  tromboxán A2 

UPS  ubikvitín-proteazómový systém 
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VLDL  lipoproteín s veľmi nízkou hustotou 

XO  xantín oxidasa 

γ-GC  γ-glutamylcysteín 

γ-GCS  γ-glutamylcysteín syntetasa 
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