Abstrakt

Pro hodnoceni toxicity latek a jejtho mechanismu v pocatecnich fazich procesu vyvoje
novych chemickych entit jsou dostupné rtizné in vitro ptistupy. Tyto systémy se vyuzivaji
hlavné pro ucely screeningu a umoznuji komplexné¢ hodnotit toxikologické profily noveé
syntetizovanych sloucenin. Pfedklddana prace je zaméfena na in vitro hodnoceni latek
modulujicich aktivitu acetylcholinesterasy. Tento enzym sehrava klicovou roli v nervovém
systému a vyskytuje se pfedevSim na cholinergnich synapsich a neuromuskularnich spojich.
Jeho hlavni biologickou roli je terminace nervového impulzu na téchto synapsich, a to rychlou
hydrolyzou neurotransmiteru acetylcholinu na cholin a acetat. Acetylcholinesterasa je
cilovym enzymem pro mnohé 1éCiva, napf. Na Alzheimerovu chorobu nebo jina
neurodegenerativni onemocnéni. Nejcastéji se pouzivaji jeji reverzibilni a pseudoreverzibilni
inhibitory. Taktéz sehravd ulohu pfi otravach chemickymi bojovymi latkami ze skupiny
nervove paralytickych latek a organofosfatovymi pesticidy. U téchto otrav se jako antidota
vyuzivaji prave reaktivatory acetylcholinesterasy.

Reaktivatory (asoxim, pralidoxim, obidoxim, trimedoxim, metoxim a oximy K027,
K048, K074, K075 a K203) a inhibitory (pyridostigmin, galantamin, rivastigmin, donepezil,
takrin, 7-metoxytkarin a 6-chlorotakrin) acetylcholinesterasy byly hodnoceny pomoci rtiznych
in vitro testi s pomoci bunécnych linii. Byla stanovend jejich cytotoxicita vyuZzitim
kolorimetrické a elektroimpedan¢ni metody. Dale byla sledovanéd indukce apoptdzy pomoci
mikrokapilarni pratokové cytometrie. Prostfednictvim rtiznych fluorescencnich sond byla
sledovand zména hladiny volnych radikdli v bunkach a taktéz antioxidac¢ni potencial
testovanych latek.

Cytotoxicita latek a indukce apoptdzy jednotlivych testovanych latek byla stanovena
na 4 raznych bunénych modelech (HepG2, ACHN, SH-SY5Y a NHLF) po 24hodinové
inkubaci. K nejméné toxickym reaktivatoriim je mozné zatadit oxim K027 (nejméné toxicky
pro buiikovou linii HepG2 a SH-SY5Y) a K048 (nejnizsi toxicita pro ACHN a NHLF bunky).
U dalsich oximi se cytotoxicita latek postupné zvySovala, pricemz bylo mozné sledovat urcité
strukturalni aspekty, které meli vliv na cytotoxicitu latek. Jednalo se o délku a charakter
spojovaciho fetézce mezi pyridinovymi kruhy, pocet oximovych skupin a jejich polohu na
pyridinovém kruhu. Nejméné toxickym inhibitorem pro vSechny bunkové linie bol
pyridostigmin. Vzhledem k pomémé vysoké riznorodosti inhibitordi nebylo mozné
zhodnoceni vztahu cytotoxicity a struktury latek. Indukce apoptézy anebo nekrozy po
ovlivnéni bunck reaktivatory anebo inhibitory se odliSovala mezi jednotlivymi liniemi.
Dlvodem by mohla byt odlisnd metabolickd kapacita jednotlivych bunéénych modelt. U
reaktivatorti jsme sledovali, Ze na vstup bun¢k do apoptdzy a/nebo nekrdzy by mohli mit vliv
stejné strukturalni aspekty jako pii hodnoceni cytotoxicity.

NaruSeni oxidacné-redukéni rovnovahy bylo sledované pomoci nespecifické
fluorescen¢ni sondy 2,7-dichlorodihydrofluorescein diacetat v ¢asovych intervalech 4 a 24
hodin spolu s viabilitou bun¢k. Na zéklad¢ vysledkl je mozné konstatovat, ze reaktivatory lze
rozdélit do n€kolika skupin: 1) reaktivatory, u kterych je mozné predpokladat oxidacni stres
jako mechanismus jejich toxicity (K027, K048, K074, trimedoxim a obidoxim), 2)
reaktivatory, u kterych se mechanismus toxicity jevi spiSe jako kombinovany, takZe oxida¢ni
stres muze sehravat urcitou rolu (K203 a K075) a 3) reaktivatord, u nichz oxida¢ni stres
pravdépodobné nesehrava ulohu (pralidoxim, metoxim nebo asoxim). Pro leps$i porovnani



schopnosti reaktivatorti narusit oxida¢néredukéni rovnovahu bunék byl dale testovan vliv na
hladinu volnych radikald pii koncentracich, které odpovidali hodnotdm IC50. Produkce
volnych radikali byla sledovdna pomoci tfech riznych fluorescenc¢nich sond v ¢asovych
intervalech 1, 4 a 24 hodin. Jako nejsilnéjsi induktor oxida¢niho a dusikatého stresu se jevil
pravé obidoxim. U inhibitorG acetylcholinesterasy jsme nepozorovali zaddné naruseni
oxida¢né-redukéni rovnovahy.

Antioxida¢ni kapacita byla stanovena pomoci fluorescencni sondy 2,7-
dichlorodihydrofluorescein diacetat. Po indukci oxidacniho stresu tertbutylhydroperoxidem
jsme pozorovali antioxidacni efekt po ovlivnéni bunék oximy K075 a K203, které¢ ve své
molekule obsahuji dvojnou vazbu a u jediného sledovaného monopyridinového oximu
pralidoximu. K inhibitorim, jez se vyznacovaly urCitymi antioxidac¢nimi vlastnostmi, je
mozné zatadit donepezil, rivastigmin a galantamin.



