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Abstrakt a klucové slova

Pre hodnotenie toxicity latok a taktiez ich mechanizmu toxicity v pociatocnych
fazach procesu vyvoja novych chemickych entit su dostupné rozne in vitro pristupy.
Tieto systétmy sa vyuzivaji hlavne pre ucely skriningu aumoziiuji vytvaranie
komplexnejSich toxikologickych profilov. Predkladand praca je zamerana na in vitro
hodnotenie latok modulujucich aktivitu acetylcholinesterasy. Tento enzym zohrava
klicov tlohu nervového systému a vyskytuje sa predovsetkym na cholinergnych
synapsiach a neuromuskuldrnych spojeniach. Jeho hlavnou biologickou ulohou je
termindcia nervového impulzu na tychto synapsiach a to rychlou hydrolyzou
neurotrasmiteru acetylcholinu na cholin a acetdt. Acetylcholinesterasa je cielovym
enzymom pre mnohé lieCivd, napr. na Alzheimerovu chorobu alebo iné
neurodegenerativne  ochorenia.  NajCastejS§ie sa  pouzivaji jej reverzibilné
a pseudoreverzibilné inhibitory. Taktiez zohrava tUlohu pri otravdch chemickymi
bojovymi latkami zo skupiny nervovo paralytickych latok a organofosforovymi
pesticidmi. U tychto otrdv sa ako antidota vyuzivaji prave reaktivatory

acetylcholinesterasy.

Reaktivatory (asoxim, pralidoxim, obidoxim, trimedoxim, metoxim a oximy K027,
K048, K074, K075 aK203) ainhibitory (pyridostigmin, galantamin, rivastigmin,
donepezil, takrin, 7-metoxytakrin a 6-chlorotakrin) acetylcholinesterasy boli hodnotené
pomocou viacerych in vitro testov s vyuzitim bunkovych linii. Bola stanovend ich
cytotoxicita vyuZzitim kolorimetrickej a elektroimpedancnej metody, dalej bola
sledovana indukcia apoptdézy pomocou mikrokapilarnej prietokovej cytometrie.
Prostrednictvom roznych fluorescenénych sond bola sledovana zmena hladiny vol'nych

radikalov v bunkach a taktiez antioxidacny potencial testovanych latok.

Cytotoxicita latok aindukcia apoptdzy jednotlivych testovanych latok bola
stanovena na 4 r6znych bunkovych modeloch (HepG2, ACHN, SH-SY5Y a NHLF) po
24 hodinovej inkubdcii. K najmenej toxickym reaktivatorom moZzno zaradit’ oxim K027
ACHN a NHLF bunky). U dal$ich oximov sa cytotoxicita latok postupne zvySovala,
pricom bolo mozné sledovat’ urcité¢ Strukturdlne aspekty, ktoré mali vplyv na

cytotoxicitu latok. Jednalo sa o dizku a charakter spojovacicho retazca medzi



pyridiniovymi kruhmi, pocet oximovych skupin a taktiez ich polohu na pyridiniovom
kruhu. Najmenej toxickym inhibitorom pre vSetky bunkové linie bol pyridostigmin.
Nakol'ko sa jednalo o pomerne rdéznorodi skupinu latok, nebolo mozné zhodnotenie
vztahu cytotoxicita a Struktara latky. Indukcia apoptdzy alebo nekrozy po ovplyvneni
buniek reaktivatormi alebo inhibitormi sa odliSovala medzi jednotlivymi liniami, ¢o by
mohlo byt’ pripisané odlisnej metabolickej kapacite jednotlivych bunkovych modelov.
U reaktivatorov sme sledovali, ze na vstup buniek do apoptdzy a/alebo nekrozy by

mohli mat’ vplyv rovnaké aspekty Struktiry ako pri hodnoteni cytotoxicity.

NarusSenie oxida¢no-redukénej rovnovahy bolo sledované pomocou neSpecifickej
fluorescencnej sondy 2,7-dichlorodihydrofluorescein diacetat v casovych intervaloch 4
a 24 hodin spolu s viabilitou buniek. Na ziklade vysledkov mozZzno konStatovat’, Ze
reaktivatory by mohli byt rozdelené do 3 skupin a to, u ktorych mozno predpokladat’
oxida¢ny stres ako ich mechanizmus toxicity (K027, K048, K074, trimedoxim a
obidoxim), u ktorych sa mechanizmus toxicity javi skor ako kombinovany, takze
oxidacny stres moze zohravat urCiti rolu (K203 a K075), a u ktorych oxidac¢ny stres
pravdepodobne nezohrava vyznamnejSiu ulohu (pralidoxim, metoxim a asoxim). Pre
lepSie porovnanie schopnosti reaktivatorov naruSit’ oxida¢no-redukénii rovnovahu
buniek boli d’alej testovany vplyv pri koncentraciach, ktoré odpovedali hodnotam ICs.
Produkcia volnych radikalov bola sledovana pomocou troch réznych fluorescenénych
sond v ¢asovych intervaloch 1, 4 a 24 hodin.. Ako najsilnejsi induktor oxida¢ného
a nitrosativneho stresu sa javil obidoxim. U inhibitorov acetylcholinesterasy sme

nepozorovali ziadne naruSenie oxida¢no-redukcénej rovnovahy.

Antioxidacnéd kapacita bola stanovend pomocou fluorescencnej sondy 2,7-
dichlorodihydrofluorescein  diacetait. ~Po  indukcii oxidacného  stresu tert-
butylhydroperoxidom sme pozorovali antioxidaény efekt po ovplyvneni buniek
oximami K075 a K203, ktoré¢ vo svojej molekule obsahuju dvojiti vdzbu a u jediného
sledovaného monopyridiniového oximu pralidoximu. K inhibitorom, ktoré sa
vyznaCovali uréitymi antioxidacnymi vlastnostami, mozno zaradit donepezil,

rivastigmin a galantamin.

Kruacové slova: in vitro testovanie, acetylcholinesterasa, inhibitory, reaktivatory,

cytotoxicita, apoptoza, oxidacny stres, antioxida¢né vlastnosti



Abstrakt a klicova slova

Pro hodnoceni toxicity latek a jejtho mechanismu v pocatecnich fazich procesu
vyvoje novych chemickych entit jsou dostupné rizné in vitro pristupy. Tyto systémy se
vyuzivaji hlavné pro ucely screeningu a umoznuji komplexné hodnotit toxikologické
profily nové syntetizovanych sloucenin. Predkladand prace je zaméiena 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 mnoh¢ 1€¢iva, napf. na
Alzheimerovu chorobu nebo jind neurodegenerativni onemocnéni. Nejcastéji se
pouzivaji jeji reverzibilni a pseudoreverzibilni inhibitory. Taktéz sehrava ulohu pii
otravach chemickymi bojovymi latkami ze skupiny nervové paralytickych latek
a organofosfatovymi pesticidy. U téchto otrav se jako antidota vyuzivaji pravé

reaktivatory acetylcholinesterasy.

Reaktivatory (asoxim, pralidoxim, obidoxim, trimedoxim, metoxim a oximy K027,
K048, K074, K075 aK203) ainhibitory (pyridostigmin, galantamin, rivastigmin,
donepezil, takrin, 7-metoxytkarin a 6-chlorotakrin) acetylcholinesterasy byly hodnoceny
pomoci riznych in vitro testi s pomoci bunéénych linii. Byla stanovena jejich
cytotoxicita vyuzitim kolorimetrické a elektroimpedan¢ni metody. Dale byla sledovana
indukce apoptézy pomoci mikrokapilarni pritokové cytometrie. Prostfednictvim
riznych fluorescencnich sond byla sledovand zména hladiny volnych radikalt

v bunikach a taktéz antioxidaéni potencidl testovanych latek.

Cytotoxicita latek aindukce apoptdozy jednotlivych testovanych latek byla
stanovena na 4 riznych bunécnych modelech (HepG2, ACHN, SH-SY5Y a NHLF) po
24hodinové inkubaci. K nejméné toxickym reaktivatorim je mozné zatadit oxim K027
ACHN a NHLF buiky). U dalSich oximl se cytotoxicita latek postupné zvySovala,
pfi¢emz bylo mozné sledovat urcité strukturalni aspekty, které méli 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 buiikové linie bol pyridostigmin. Vzhledem k pomérné¢ vysoké
ruznorodosti inhibitorti nebylo mozné zhodnoceni vztahu cytotoxicity a struktury latek.
Indukce apoptdzy anebo nekrozy po ovlivnéni bunck reaktivatory anebo inhibitory se
odliSovala mezi jednotlivymi liniemi. Divodem by mohla byt odliSnd metabolicka
kapacita jednotlivych bunéénych modelii. U reaktivatori jsme sledovali, Ze na vstup
bun¢k do apoptdzy a/nebo nekrdzy by mohli mit vliv stejné strukturalni aspekty jako pfi

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 zakladé vysledk je mozné konstatovat, Ze
reaktivatory lze rozdélit do nckolika skupin: 1) reaktivatory, ukterych je mozné
pfedpokladat 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 miize sehravat urcitou rolu (K203 a K075) a 3)
reaktivatorti, unichz oxidacni stres pravdépodobné nesehrava ulohu (pralidoxim,
metoxim nebo asoxim). Pro lepSi porovnani schopnosti reaktivatorti narusit oxidacné-
redukéni rovnovédhu bunék byl dale testovan vliv na hladinu volnych radikall pfi
koncentracich, které odpovidali hodnotam ICso. Produkce volnych radikali byla
sledovana pomoci tfech riznych fluorescencnich sond v asovych intervalech 1, 4 a 24
hodin. Jako nejsilngj$i induktor oxidacniho a dusikatého stresu se jevil pravé obidoxim.
U inhibitorti acetylcholinesterasy jsme nepozorovali Zadné naruseni oxidacné-redukéni

rovnovahy.

Antioxida¢ni kapacita byla stanovena pomoci fluorescencni sondy 2,7-
dichlorodihydrofluorescein  diacetdt. ~Po  indukci  oxida¢niho  stresu  fert-
butylhydroperoxidem jsme pozorovali antioxidacni efekt po ovlivnéni bunc¢k oximy
K075 a K203, které¢ ve své molekule obsahuji dvojnou vazbu a u jediného sledovaného
monopyridinového oximu pralidoximu. K inhibitorim, jez se vyznacovaly uritymi

antioxida¢nimi vlastnostmi, je mozné zatadit donepezil, rivastigmin a galantamin.

Kli¢ové slova: in vitro testovani, acetylcholinesterasa, inhibitory, reaktivatory,

cytotoxicita, apoptoza, oxidacni stres, antioxidacni vlastnosti



Abstract and keywords

Various in vitro approaches are available to evaluate the toxicity of substances as
well as their mechanism of toxicity in the early stages of the process of developing new
chemical entities. These systems are mainly used for screening and allow the creation of
more complex toxicological profiles. The present work focuses on in vitro evaluation of
substances modulating acetylcholinesterase activity. The enzyme plays a crucial role in
the nervous system and occurs mainly in cholinergic synapses and neuromuscular
junctions. The primary biological function of this enzyme is the termination of the nerve
impulse at these synapses by the rapid hydrolysis of the neurotransmitter acetylcholine
to choline and acetate. Acetylcholinesterase is a target enzyme for many drugs, e.g., for
Alzheimer's disease or other neurodegenerative diseases. The most often used are
reversible and pseudoreversible inhibitors. It also plays a role in poisoning by chemical
warfare agents, namely nerve agents and organophosphorus pesticides.

Acetylcholinesterase reactivators are used as antidotes for these poisons.

Reactivators (asoxime, pralidoxime, obidoxime, trimedoxime, methoxime and
oximes K027, K048, K074, K075, and K203) and inhibitors (pyridostigmine,
galantamine, rivastigmine, donepezil, tacrine, 7-methoxytacrine, and 6-chlorotacrine) of
acetylcholinesterase were evaluated using several cell-based in vitro assays.
Colorimetric and electroimpedance methods determined their cytotoxicity. Furthermore,
the induction of apoptosis was monitored by microcapillary flow cytometry. The change
in the level of free radicals in the cells as well as the antioxidant potential of the test

substances was observed using various fluorescent probes.

The cytotoxicity and the induction of apoptosis of tested compounds were
determined in 4 different cell models (HepG2, ACHN, SH-SYS5Y, and NHLF) after 24
hours incubation. The least toxic reactivators were oximes K027 (least toxic to the
HepG2 and SH-SYS5Y cell lines) and K048 (least toxic to ACHN and NHLF cells). The
cytotoxicity of other substances further increased. According to our results, certain
structural aspects affect the cytotoxicity of substances, including the length and nature
of the linker chain between pyridinium rings, the number of oxime groups, and also
their position on the pyridinium ring. The least toxic inhibitor for all cell lines was

pyridostigmine. Because this group was structurally diverse, it was not possible to



evaluate the relationship between cytotoxicity and the structure of the compounds. The
induction of apoptosis or necrosis after treatment of cells with reactivators or inhibitors
varied between cell lines, which could be attributed to the different metabolic capacities

of used cell models.

Disruption of the redox equilibrium was monitored using a non-specific fluorescent
probe of 2,7-dichlorodihydrofluorescein diacetate at time intervals of 4 and 24 hours
together with cell viability. The results showed that reactivators could be divided into
three different groups. These include a group with strong oxidative stress response
(K027, K048, K074, trimedoxime, obidoxime), a group in which oxidative stress could
play a partial role (K203 and K075), and finally, a group of substances with weak
oxidative stress induction (pralidoxime, methoxime, asoxime). For a better comparison
of the ability of reactivators to disrupt the redox equilibrium of cells, we further tested
oxidative stress status at concentrations that corresponded to ICsy values. The
production of free radicals was monitored by three different fluorescent probes at time
intervals of 1, 4, and 24 hours. Obidoxime appeared to be the strongest inductor of
oxidative and nitrosative stress. We did not observe any dysregulation of the redox

equilibrium after acetylcholinesterase inhibitors treatment.

Antioxidant capacity was determined using a 2,7-dichlorodihydrofluorescein
diacetate fluorescence probe. After induction of oxidative stress by fert-butyl
hydroperoxide, we observed an antioxidant effect in cells treated with oximes K075,
K203 and pralidoxime. Both K075 and K203 contain double bond in their molecule,
while pralidoxime represents monopyridinium oximes. Inhibitors with antioxidant

properties include donepezil, rivastigmine, and galantamine.

Keywords: in vitro testing, acetylcholinesterase, inhibitors, reactivators, cytotoxicity,

apoptosis, oxidative stress, antioxidant properties
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7-aminoaktinomycin D
7-metoxytakrin
8-hydroxydeoxyguanozin
Alzheimerova choroba

acetylcholin

acetylcholinesterasa
3'-(p-aminofenyl)fluorescein
antibiotika

adenozintrifosfat

hematoencefalick4 bariéra
butyrylcholinesterasa
bialanylalanylfenylalanyl rodamin 110
bunkovy index

6-chlorotakrin
2,7-dichlorodihydrofluorescein diacetat
dichlorofluorescein

dihydroetidium

9,10-dimetylantracén
9-[2-(3-Carboxy-9,10-dimetyl)antryl]-6-hydroxy-3H-

xanten-3-on

15



DMEM Eaglovo médium modifikované Dubleccom

DMEM/F12 Eaglovo médium modifikované Dubleccom so zmesou
F12

DMSO dimetylsulfoxid

DNA deoxyribonukleova kyselina

DPAX 9-[2-(3-carboxy-9,10-difenyl)antryl]-6-hydroxy-3H-

xanten-3-on

DPBF 1,3-difenylizobenzofuran

dUTP deoxyuridintrifosfat

EI elektroimpedancna

FBS fetdlne bovinné sérum

G-6-PD glukoza-6-fosfat dehydrogenasa
GF-AFC glycylfenylalanyl-aminofluorokumarin
HI-6 asoxim

HO- hydroxyloxy radikal

HOCI kyselina hypochlorna

HPF 3'-(p-hydroxyfenyl) fluorescein

HRP chrenova peroxidasa

ChS cholinergna synapsia

1AChE inhibitory acetylcholinesterasy

LDH laktatdehydrogenasa

LuH-6 obidoxim

MDA malodialdehyd

MMB-4 metoxim

MTS 3-(4,5-dimetyltiazol-2-yl)-5-(3-karboxy-metoxyfenyl)-2-

(4-sulfofenyl)-2H-tetrazolium
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MTT
NAD+
NADPH
NO
NPL
O,
ONOO
OP
PBS

PI

PMS
PRiIMA
PS
rAChE
rGLU
RNS
RO-
RONS
ROO-
ROS
SRB
TBARS
tBuOOH
TdT

THA

3-(4,5-dimetyltiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid
nikotinamidadenindinukleotid

redukovany nikotinamidadenindinukleotid fosfat

oxid dusnaty
nervovoparalytické latky
superoxidovy anidonovy radikal
peroxynitritovy anién
organofosforové

fosfatovy pufor

propidium jodid
fenazinmetosulfat

"proline-rich membrane anchor"
fosfatidylserin

reaktivatory acetylcholinesterasy
redukovany glutation

reaktivne formy dusika

alkoxylovy radikal

reaktivne formy kyslika a dusika
peroxylovy radikal

reaktivne formy kyslika

sulforodamin B

reaktivne formy kyseliny tiobarbiturove;j
tert-butylhydroperoxid

terminalna deoxynukleotidyl transferasa

takrin
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TMB-4 trimedoxim
TUNEL "TdT-mediated dUTP-biotine Nick End Labelling"

WST-8 2-(2-metoxy-4-nitrofenyl)-3-(4-nitrofenyl)-5-(2,4-
disulfofenyl)-2H-tetrazolium

XTT 2,3-bis-(2-metoxy-4-nitro-5-sulfofenyl)-2H-tetraz6lium-5-

carboxanilid
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1. Uvod

Predkladana dizertacnd praca sa zaoberd in vitro charakterizaciou latok, ktoré su
schopné urcitej modulacie acetylcholinesterasy (AChE, EC 3.1.1.7). Rozne in vitro
pristupy sa ¢oraz viac vyuzivaji pri hodnoteni toxicity latok, po pripade pri stanoveni
mechanizmov toxicity v poc¢iato¢nych fazach procesu vyvoja novych chemickych entit.
In vitro pristupy poskytuju doélezity nastroj pre lepSie pochopenie nebezpecnych
a neziaducich uc¢inkov potencidlnych novosyntetizovanych lieCiv. Tieto systémy sa
vyuzivaju hlavne pre ucely skriningu aumoZziuji vytvdranie komplexnejSich
toxikologickych profilov. Rovnako s potencidlne pouziteI'né pre sledovanie lokalnych
alebo cielenych Specifickych ucinkov (Eisenbrand et al. 2002). In vitro pristupy sa
vyznamne podielaji na uplatneni konceptu 3R: reduction, refinement, replacement
(znizovanie, zlepSenie, nahradenie). Tento koncept poskytuje urcitd stratégiu pre
postupnu minimalizaciu pouzivania a utrpenia laboratornych zvierat bez toho, aby bola
znizend kvalita vedeckovyskumnej prace (Kandarova a Letasiova 2011). Bol prvy krat
publikovany uz v roku 1959 Russelom a Burchom v knihe The Principle of Humane

Experimetal Technique (Tannenbaum a Bennett 2015).

Prvé R — ,reduction” — je definované ako akékol'vek znizenie poctu pouZitych
zvierat pocas experimentov. ZniZenie poctu zvierat by vSak malo ostavat’ v stlade
s vedeckymi postupmi, ktoré st nutné pre ziskanie spravnych a platnych vysledkov.
Toto mdze byt dosiahnuté napr. znizenym poctu premennych pomocou kvalitne
navrhnutého experimentu, zabezpecenim a prisnym kontrolovanim podmienok, pri
ktorych experiment bude prebiehat, po pripade pouZitim geneticky homogénnych
skupin zvierat (Erkekoglu et al. 2013). Pri dodrziavani tohto R sa mo6zu uplatiiovat’ i
rozne in vitro metodiky. V pripade, Ze zistime, Ze novosyntetizovana chemicka entita je
viac toxickd ako dostupné Standardne pouzivana latka, moze byt tito entita z dalSieho
testovania vylicend atym padom ddjde k redukcii poctu pouzitych laboratéornych
zvierat.

Druh¢ R — ,refinement — zlepSenie, navrhuje rozlicné upravy merani, ktoré by
znizovali stres, bolest’ a utrpenie experimentalnych zvierat pouzitim neinvazivnych

technik, anestézie a analgetik. Redukcia stresu, nepohodlia a bolesti vedie k ustaleniu

vysledkov, nakolko stres abolest moézu viest u zvierata napr.. k hormonalnej
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nerovnovahe, co mdze viest k nekonstantnym vysledkom (Doke a Dhawale 2015).

Pouzitie in vitro pristupov u tohto R nezohréava vyraznejsiu tilohu.

Vyznamnej$iu rolu naopak zohravaju pri uplatneni posledného R — ,,replacement*.
Jedna sa o nahradenie zvierat entitami, ktoré nemozu byt poskodené a nemoze im byt
spdsobend bolest’ ako napriklad poc¢itaCovym modelovanim alebo bunkovymi modelmi.
Nevylucuje sa taktiez pouzitie fylogeneticky nizSich zvierat ako st napr. rdzne
bezstavovce. Nahradenie zvierata v experimente moze byt relativne, Ciastocné alebo
uplne. Relativnym nahradenim zvierata sa rozumie humdnnejSie usmrtenie zvierata
kvoli naslednému ziskaniu jeho vnutornych organov pre d’alsie in vitro testovanie a tym
padom nie je zviera vystavované d’al$im stresovym faktorom v priebehu samotného
experimentu. Pri ¢iastoénom nahradeni laboratérnych zvierat je na zaciatku
uskutocneny in vitro experiment, za ktorym nasleduje in vivo experiment pre potvrdenie
zistenych vysledkov. Pri iplnom nahradeni je in vivo metéda kompletne nahradena in

vitro metddou (Erkekoglu et al. 2013).
1.1 Vyuzitie in vitro metod v toxikologii
1.1.1 Bunkové modely

K najcastejSie vyuZivanym bunkovym modelom, ktoré sa pouZzivaju pri in vitro

experimentoch v toxikoldgii st rozne bunkové kultlry, organoidy alebo organy na Cipe.
1.1.1.1 Bunkové kultury

Najbeznejsie vyuzivanym typom bunkovych kultar je 2D model, avSak v posledne;j

dobe ziskavaji na popularite 3D bunkové kultary.

U beznych 2D adherentnych bunkovych kultar rasta bunky v monovrstve v roznych
kultivatnych  nadobach. Rast v monovrstvach umoziiuje bunkdm  pristup
k zrovnateI'nému mnozstvu zivin a rastovych faktorov, ktoré¢ su pritomné v kultivaénych
médiach. To ma za nasledkom homogénny rast a proliferdciu (Duval et al. 2017).
Priméarne bunkové kultiry reprezentujii bunky ziskané priamo z intaktného organizmu.
Tieto bunkové kultiry mézu byt’ udrziavané v in vitro podmienkach len v obmedzenom
Case v rozsahu niekol’ko dni az mesiacov v zavislosti na typu buniek a podmienkach
kultivacie (Honegger 1999). Pre primarne bunkové kultiry je charakteristické, ze si

zachovavaju urcité Crty povodného tkaniva, z ktorého boli izolované. Tieto kultary
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buniek sa vyznaCuji nizkou homogenitou a tendenciou k strate morfologickych
a funkénych vlastnosti (Ekwall 1983). Namiesto primarnych bunkovych kultur sa
pomerne ¢asto vo vyskume pouzivaju rézne typy nadorovych alebo imortalizovanych
bunkovych linii (Kaur a Dufour 2012). NajcastejsSie vyuzivané 'udské bunkové kultary
su zosumarizované v tabulke 1 (Frohlich 2018; van Delft et al. 2014; Carter a Shich
2015; Jain et al. 2018; Shastry et al. 2001; Harry et al. 1998).

Tabul’ka 1 - Prehl'ad najcastejSie pouzivanych 2D bunkovych modelov

Nazov bunkovej linie Povod bunkovej linie
I6HBE14o- bronsc?lfiz?nlené:([))?tillliz(l)gj rl:l)e:mky
A549 Plteny karcindm
ACHN Adenokarcindm obliciek
CaCo-2 Kolorektalny adenokarcindém
HEK-293T Embryonalne oblickové bunky
Hela Karcinom cervixu
HepG2 Hepatocelularny karcinom
HepaRG Progenitorové pecenové bunky
IMR32 Neuroblastom
MRC-5 Fetalne pl'ticne fibroblasty
NHLF Plicne fibroblasty
SH-SY5Y Neuroblastom
THLE-3 SV4Ohierlr31;)£21;tz;Vané

2D kultary buniek sa vyznacuju viacerymi vyhodami spojenymi s jednoduchou
a nizkondkladovou udrzbou bunkovej kultiry a jednoduchym vykonanim funkénych

testov. AvSsak tieto modely sa vyznacuju aj viacerymi nevyhodami. V prvom rade chyba
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pritomnost’  interakcie medzi jednotlivymi bunkami po pripade bunkou
a extracelularnym prostredim. Po izolacii buniek z tkaniv méze dochadzat’ ku zmene ich
morfologie, co moéze d’alej zmenit aj ich Specificku funkciu. V neposlednom rade patri
k nevyhodam tychto bunkovych kultar aj to, ze nie celkom odrazaja prirodzenu
Struktaru tkaniv, z ktorych boli izolované. Avsak aj napriek tymto nevyhodam su tieto
modely stale velmi ¢asto vyuzivané v preklinickom testovani novych molekul a lie¢iv

(Kapatczynska et al. 2018).

V porovnani s2D modelmi 3D bunkové kultiry odrazaju vyraznejSie
mikroprostredie jednotlivych tkaniv, ¢o je jedna z ich najvyznamnejsich vyhod. Bunky
v 3D modeloch mézu rast ainteragovat s okolitym extracelularnym prostredim vo
vSetkych troch rozmeroch. Na zéklade metddy ich pripravy moézu byt 3D modely

rozdelené do troch skupin:
a) suspenzia buniek kultivovana na neadherentom kultivaénom plaste,
b) kultary kultivované v kultivacnych médiach s obsahom gélotvornej substancie,
¢) bunkové kultiry na réznej matrici (Kapalczynska et al. 2018).

V prvom pripade su bunky nasadené do kultivacného média v neadherentnom
kultivaénom plaste, pricom formovanie 3D Struktir moZno pozorovat zhruba
v priebehu 3 dni. V druhom type 3D kultir rasta jednotlivé bunky v kultivacnom médiu,
ktoré obsahuje gélotvornu substanciu. V prvom kroku kultivacie je na kultivacny plast
pridana rozpustend agardza. Po jej stuhnuti je pridand d'alSia vrstva, ktora obsahuje
kultivatné médium s obsahom agar6ézy a jednotlivymi bunkami. V takto upravenom
kultivaénom prostredi moZno pozorovat tvorbu 3D Struktir po priblizne tyzdni
inkubéacie. V poslednom pripade st bunky kultivované na matrici, ktord vyrazne
podporuje ich rast vo vSetkych smeroch. Tato matrica méze byt rastlinného,
Zivo¢isneho alebo syntetického povodu. Cas potrebny pre sformovanie 3D §truktury je

zavisly na type jednotlivych matric (Knight a Przyborski 2015).

3D bunkové modely sa vSak vyznacuju aj viacerymi nevyhodami, ku ktorym patri
predovsetkym vysSia Casova a finan¢nd néarocnost’, ale taktiez nizka opakovatelnost,
ucinnost’ a zivotnost’ v porovnani s 2D kultirami (Kapatczynska et al. 2018; Frohlich

2018; Edmondson et al. 2014).
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1.1.1.2 Organoidy

Organoid je 3D tkanivovy model, ktory pozostava s organovo-Specifickych typov
buniek. Tieto bunky sa vyvijajia z kmenovych buniek alebo Specifickych orgénovych
progenitorov. Organoid méze byt produkovany za pouzitia dospelych, embryonalnych
alebo indukovanych pluripotentnych kmetiovych buniek. M6zu pozostavat’ z viacerych
typov buniek (Truskey 2018; Takahashi 2019). Organoidy sa vyznacuju dolezitymi
vlastnostami, ktoré maji spolocné s organmi in vivo. Zachovavaji si urciti troven
funkénosti nativnych organov, ato prave vdaka viacerym typom buniek aich
organizacii v organoide (Nadkarni et al. 2016). Tento systém reprezentuje dolezity
medzistupen, medzi 2D bunkovymi kultrami a zvieracimi modelmi. Do sucasnosti boli
objavené rozne typy organoidov aich kombinacii, napr. ¢revné, oblickové, plcne,

pankreatické, pecenové, ale aj rozne mozgoveé organoidy (Kratochvil et al. 2019).
1.1.1.3 Organy na Cipe

Organy na ¢ipe mozno charakterizovat’ ako tkanivové mikrobiomimetické systémy,
ktoré reprezentuju funkéné jednotky Zivych l'udskych organov. NajcastejSie pozostavaju
z transparentnych 3D polymetrickych mikrokandlov, ktoré su lemované zivymi
Pudskymi bunkami. Zachovavaju si 3 dolezité aspekty intaktnych organov ato 3D
mikroarchitektiru definovant priestorovym rozloZzenim viacerych tkanivovych typov,
funkéné rozhranie tkanivo-tkanivo akomplexné organovo-Specifické biochemické
a mechanické mikroprostredie. Tieto systémy mozu byt pouzité ako Specializované in
vitro modely, ktoré umoziuji simulaciu, skumanie a farmakologicki modulaciu

komplexnych biologickych procesov (Esch et al. 2015).
1.1.2 MoZnosti stanovenia cytotoxicity litok a bunkovej proliferacie

Sledovanie bunkovej viability alebo rdzne testy cytotoxicity si pomerne casto
vyuZivané pri toxikologickych skriningoch. Testy pre sledovanie bunkovej viability st
zalozené¢ na sledovani funkc¢nosti roznych bunkovych kompartmentov po pripade
enzymatickej vybavy buniek. NajcastejSie sa sleduje membranova integrita,
enzymatickd aktivita, produkcia adenozintrifosfatu (ATP), obsah proteinov a aktivita
proteas v bunkach a v neposlednom rade sledovanie apoptickej aktivity a bunkovej

proliferacie (Adan et al. 2016).
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1.1.2.1 Sledovanie membranovej integrity

Neporusena integrita bunkovej membrany je jednym zo znakov viabilnej bunky.
Pomocou réznych farbiv mozno teda rozlisit' viabilné bunky od miftvych buniek
v suspenzii. Principom tychto metdd je, ze Zivé bunky s neporuc¢enou membranou
neumoznia prienik farbiva do bunky (ostani neofarbené) v porovnani s mftvymi
bunkami, ktoré maju poruseni membranu a farbivo tak do nich moéze preniknut.
Sledovanie membranovej integrity je mozné pomocou viacerych farbiv vratane eozinu,

kongo Cervene, erytrozinu B a trypadnovej modrej (Aslantiirk 2017).

NajcastejSie vyuzivanym farbivom je prave trypanova modrd. Tato metoda sa
vyznacuje viacerymi vyhodami. Tymi st hlavne jednoduchost’, nizke finanéné naklady
a taktiez rychlost’ rozliSenia mftvych buniek od Zivych (po niekolkych sekundach od
expozicie buniek farbivu). Aj napriek jednoduchosti tohto testu, je pomerne tazké
spracovavat’ vacsie mnozstvo vzoriek sucasne. Rovnako farbenie trypanovou modrou
nie je mozné pouzit’ v pripade, ze je potrebné rozlisit’ zdravé a zivé bunky, ktoré uz vSak
stracaju niektoré svoje bunkové funkcie. Tym padom nie je dostatocne citlivym testom
pre testovanie cytotoxicity in vitro. DalSou nevyhodou tohto farbiva su aj toxické

vedl'ajSie u¢inky na bunky cicavcov (Adan et al. 2016; Aslantiirk 2017).

Dal$ou moznostou sledovania membranovej integrity je pouZitie fluorescenéného
farbiva propidium jodid (PI). Toto fluorescen¢né farbivo prenikd do bunky v pripade
poskodenia bunkove] membrany. Jedna sa o interkalacné farbivo, ktoré sa viaze na
dvojvldknova deoxyribonukleovli kyselinu (DNA) anasledne vykazuje cervenu
fluorescenciu (Rieger et al. 2011). Farbenie pomocou PI je taktiez pomerne jednoducha,
rychla alacnd metoda. Hlavnou nevyhodou je, Ze sa jedna o latku s karcinogénnym
ucinkom. Této fluorescencnd proba sa pomerne Casto vyuziva v prietokovej cytometrii
v kombinacii s d’al§imi farbivami pri stanoveni apoptického profilu buniek (Rieger et al.

2010).

Membranova integrita buniek moze byt’ stanovena aj pomocou metod, ktoré sleduja
vylicenie vnutrobunkového obsahu mimo bunku, ako napriklad vylicenie
intraceluldarneho  enzymu  laktdtdehydrogenasa (LDH) alebo glukdza-6-fosfat
dehydrogenasa (G-6-PD) (Eisenbrand et al. 2002; Adan et al. 2016).
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LDH je stabilny cytoplazmaticky enzym, ktory sa nachadza vo vSetkych bunkach.
V pripade poSkodenia plazmatickej membrany, je LDH rychlo vylucovany do
supernatantu bunkovej kultary (Kumar et al. 2018). Stanovenie aktivity LDH
v supernatante prebieha pomocou 2-krokovej reakcie. V prvom kroku LDH katalytuje
premenu laktatu na pyruvat redukciou oxidovanej formy nikotinamidadenindinukleotidu
(NAD+). V dalsom kroku je jodonitrotetrazolium chlorid redukovany v pritomnosti
diaforasy a redukovaného NAD na formazan Cerveného zafarbenia (Rayamajhi et al.

2013; Adan et al. 2016).

Dalsou metdodou pre sledovanie viability buniek je fluorescenéna metdda zalozena
na vyliaceni G-6-PD z bunky cez poskodent bunkovi membranu. Tento enzym je
zapojeny do pentdzofosfatovej dréhy aje zodpovedny za vznik redukovaného
nikotinamidadenindinukleotidfosfatu (NADPH). Exogénne pridany resazurin méze byt
tak v pritomnosti NADPH redukovany na vysokofluorescenény produkt resofurin. Test
je teda zalozeny na merani fluorescen¢ného signalu, pricom jeho intenzita je priamo
umerna mnozstvu miftvych buniek. V porovnani s LDH testom je tento test citlivejsi

(Adan et al. 2016).
1.1.2.2 Sledovanie metabolickej aktivity buniek

Testy zalozena na sledovani metabolickej aktivity su kolorimetrické metddy, ktoré
vyuzivaju rozne tetrazoliové soli ako 3-(4,5-dimetyltiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium
bromid (MTT), 3-(4,5-dimetyltiazol-2-yl)-5-(3-karboxy-metoxyfenyl)-2-(4-sulfofenyl)-
2H-tetraz6lium  (MTS),  2,3-bis-(2-metoxy-4-nitro-5-sulfofenyl)-2H-tetraz6lium-5-
carboxanilid (XTT) a 2-(2-metoxy-4-nitrofenyl)-3-(4-nitrofenyl)-5-(2,4-disulfofenyl)-
2H-tetraz6lium (WST-8) (Riss et al. 2004).

MTT redukény test bol prvym testom pre sledovanie viability buniek, ktory bol
vyvinuty pre 96-jamkovy formét dosticiek. Tento test je pomerne Casto vyuZivany.
Zivotaschopné bunky s aktivnym metabolizmom s schopné konvertovat MTT
pomocou NADPH-dependentnych oxidoreduktas na vo vode nerozpustné
fialovozafarbené krystaly formazanu, ktoré si akumulované v intracelularnom priestore.
Krystdly formazdnu musia byt rozpustené pomocou vhodného organického

rozpustadla, najCastejSie dimetylsulfoxidu (DMSO). Intenzita zafarbenia vzniknutého
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roztoku je potom priamo umerna viabilite buniek a je merana spektrofotometricky (Riss

et al. 2004; Kuete et al. 2017).

XTT test bol navrhnuty ako nahrada MTT testu. Na rozdiel od MTT je formazan
vznikajici metabolizaciou z XTT rozpustny vo vode. Na jeho konverzii vo viabilnych
bunkach sa podielaju mitochondridlne sukcinatoxidasy, cytochrém P450 a taktiez
flavoprotein oxidasy. Vznikajici formazdn oranzového zafarbenia je mozné

v supernatante stanovit’ pomocou spektrofotometrie (Kuete et al. 2017).

MTS test je casto oznacovany ako jednokrokovy MTT test. V pritomnosti
fenazinmetosulfatu (PMS) je MTS redukovany viabilnymi bunkami na formazanovy
produkt, ktory je rozpustny v kultivaénom médiu. Predpokladd sa, ze konverzia na
formazan sa deje pomocou NADPH-dehydrogenas. Hlavnou vyhodou MTS oproti XTT
je jeho vySSia rozpustnost' anizSia toxicita. Hlavnou nevyhodou MTS je nutna
pritomnost’ PMS pre jeho uspesnt redukciu v bunkach (Wang et al. 2010; Kuete et al.
2017).

WST-8 patri k najpopularnej$im tetrazéliovym soliam, ktoré sa vyuZivaja pre
sledovanie Zivotaschopnosti buniek. WST-8 je v pritomnosti mediatorov elektronu, ako
napriklad  1-metoxy-5-metylfenazinmetylsulfat, redukovany pomocou NADPH
dependentnych dehydrogenas na formazan oranzového zafarbenia a je teda detekovany

spektrofotometricky (Chamchoy et al. 2019).

Cytotoxicita latok moze byt’ stanovena aj pomocou rdoznych fluorescenénych farbiv,
ktoré¢ su v bunkdch metabolizované na vysokofluorescencné produkty. NajcastejSie

pouzivané fluorescencné proby st kalcein-AM a resazurin.

Kalcein-AM je rozpustné farbivo, ktoré volne prenikd do Zivych buniek cez ich
neporuseni membranu rovnako dobre ako do mftvych buniek. Viabilné bunky st
metabolicky aktivne atak st schopné odStiepit pomocou cytoplazmatickych esteras
acetometoxy skupinu za vzniku zeleného vysokofluorescencného produktu.
Cytoplazmatické esterasy sa v mftvych bunkach nemdézu aktivovat’, preto je ich mozné
rozlisit’ od viabilnych buniek. Tato metdda je pomerne lacna, rychla a jednoducha. Jej
hlavnou nevyhodou je jej pouzitie u adherentnych buniek, nakol’ko adherencia mdze

blokovat’ prestup kalceinu do buniek (Yang et al. 2002; Adan et al. 2016).
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Resazurin, znamy tiez pod nazvom ,Alamar Blue“ (alamarovd modrd), je
netoxické, fluorescencné, vitalne farbivo. Tato zlucenina prenikd l'ahko cez bunkovu
membranu do intracelularneho priestoru buniek. V metabolicky aktivnych, teda
zivotaschopnych bunkach, je pomocou mitochondridlnych reduktas metabolizovany na

vysokofluorescenény produkt resofurin (Kuete et al. 2017; Adan et al. 2016).
1.1.2.3 Sledovanie obsahu ATP, proteas a proteinov v bunkach

ATP je hlavnym zdrojom energie pre zivé organizmy aje produkovany
predovSetkym v mitochondridch. Stanovenie intracelularnej hladiny ATP moZe byt
pouzité pre sledovanie viability buniek alebo cytotoxického efektu réznych latok na
bunky. ATP test je zalozeny na monitorovani levelu ATP pomocou bioluminiscenéne;j
detekcie. Exogénne pridany substrat luciferin je v pritomnosti ATP a pridaného enzymu
luciferasy metabolizovany na oxyluciferin, ktory produkuje silni luminiscenciu.
Mnozstvo luminiscen¢ného svetla je priamo umerné viabilite buniek (Riss et al. 2011;

Adan et al. 2016).

K sledovaniu bunkovej viability moZe byt’ pouZita aj metdda, ktora vyuZziva aktivitu
proteas. Pri strate integrity bunkovej membrany st intracelularnej proteasy uvolnené do
kultivatného meédia buniek. Proteasy mozno rozdelit do troch skupin ato
cytoplazmatické, lyzozomélne a transmembranové proteasy. Proteasovy test viability
buniek je zalozeny na detekcii roznych proteolytickych aktivit, ktoré su asociované ako
aj s intaktnymi bunkami, tak aj s bunkami, ktoré stratili svoju membranovu integritu. To
umoznuje simultanne meranie poctu viabilnych a mftvych buniek v populacii buniek
(Ong a Yang 2017; Adan et al. 2016). Metdéda vyuziva fluorescencny proteasovy
substrat glycylfenylalanyl-aminofluorokumarin (GF-AFC), ktory je schopny preniknut
do buniek. Tento substrat je pouzivany pre selektivnu detekciu proteasovej aktivity vo
viabilnych bunkiach. Zo substratu GF-AFC je v bunke pomocou cytoplazmatickej
aminopeptidasy odStiepend aminokyselina glycin a fenylalanin. Vznikd tak
fluorescen¢ny produkt aminofluorokumarin, pricom fluorescenény signal je
priamoumerny viabilite buniek. Tato proteasa straca aktivitu v pripade bunkovej smrti.
V pripade straty integrity bunkovej membrany je do kultivatného média vylic¢ena
d’alSia proteasa, ktorej aktivita je merana pomocou fluorescenéného substratu bis-
alanylalanylfenylalanyl-rodamin 110 (bis-AAF-R110), ktoré nie je schopny prestupovat’

intaktnou bunkovou membranou. Nakol'ko teda tento substrat nie je schopny prenikat’
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do bunky, fluorescen¢ny signal, ktory vznikne po Stiepeni tohto substratu proteasami,
ktoré boli uvolnené¢ do kultivaéného média, je priamo umerny poctu mftvych buniek

v populacii (Adan et al. 2016).

Dal§im testom, ktorym je mozné stanovit cytotoxicitu latky je pouZitie
kolorimetrickej metody, ktora vyuziva sulforodamin B (SRB). Tato metoda je zalozena
na stanoveni obsahu proteinov v bunkach. SRB sa pomerne I'ahko viaze na proteinové
komponenty buniek. SRB je jasno ruzové, aminoxanténové farbivo s dvoma
sulfonovymi skupinami. Tieto skupiny sa viazu na zvySky bézickych aminokyselin
v mierne acidickych podmienkach anésledne disociuji v mierne bazickych
podmienkach. Koncentracia SRB je priamoumernd poctu zivych buniek (Vichai a

Kirtikara 20006).
1.1.2.4 Sledovanie apoptickych zmien a aktivity kaspas

Apoptoza alebo programovana smrt’ bunky nastdva pocas fyziologického vyvoja
astarnutia ako homeostaticky mechanizmus pre udrzanie bunkovej populacie
v tkanivach. Mo6Ze sa vSak vyskytovat aj ako obranny mechanizmus pri rdéznych
imunitnych reakcidch alebo pri poSkodeni buniek nejakou patolégiou po pripade

exogénne pdsobiacimi Skodlivymi latkami (Elmore 2007).

Existuju dve zdkladné apoptické cesty pre bunky obsahujuce jadro a to vonkajSia
cesta avnutornd alebo mitochondridlna cesta. Tieto cesty sa liSia predovSetkym
v iniciac¢nej faze, avSak potom sa stretdvaju pri aktivacii prokaspasy 3, ¢o nasledne
vedie ku aktivacii d’alSich kaspas. Existuje 10 hlavnych kaspas, ktoré st rozdelené do 3
skupin ato inicia¢né (kaspasa 2, 8, 9, 10), efektorové (kaspasa 3, 6, 7) a zapalové
(kaspasa 1, 4, 5). Dosledok apoptického procesu je fragmentdcia DNA, degradacia
cytoskeletalnych a jadrovych proteinov, tvorba apoptickych telies, expresia ligandov pre
receptory fagocytov a na zaver absorpcia poSkodenej bunky fagocytarnymi bunkami

(M. Martinez et al. 2010).

Apoptdza moze byt detekovand viacerymi pristupmi ato pomocou elektrénovej
mikroskopie, vyuzitim proteomickych a genomickych metdd, spektroskopickych
technik, prietokovej cytometrie alebo r6znymi testami pre stanovenie aktivity kaspas.
Pomocou skenovacej elektronovej mikroskopie je mozné predovsSetkym sledovanie

jednotlivych morfologickych zmien charakteristickych pre priebeh apoptozy. V pripade
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pouzitia imunochemického farbenia je mozné sledovanie aj roznych chemickych zmien
v bunkéch. V porovnani s elektronovou mikroskopiou, proteomické a genomické testy

poskytuju vyrazne vac¢sie mnozstvo informécii o priebehu apoptézy v bunkach.

Vicsina  spektroskopickych metdod pre stanovenie apoptdézy sa  opiera
o fluorescenént detekciu po pripade imunochemické znacenie. Existuje viacero
spektroskopickych technik pre Studium apoptdézy a to hlavne TUNEL (,, TdT-mediated
dUTP-biotin Nick End Labelling ) test, farbenie pomocou anexinu V, detekcia kaspas
alebo sledovanie potencialu mitochondridlnej membrany. Metdédou TUNEL je mozné
detekovat’ fragmentovanu DNA pomocou $pecifického naviazania ur¢itych molekul na
jedno- alebo dvojretazcové zlomy DNA. Jej principom je, Ze prostrednictvom
terminalnej deoxynukleotidyl transferasy (TdT) je na 3-OH koniec fragmentovanej
DNA naviazany analdg bazy. Tymto analégom je deoxyuridin trifosfat (dUTP), ktory je
najCastejSie znaceny biotinom. Biotinylovany dUTP je mozné detekovat pomocou
streptavidin-peroxidasy a nasledne je zvizualizovany pomocou diaminobenzidinu, ¢o
umoznuje sledovanie pomocou svetelnej mikroskopie, fluorescencnymi technikami

alebo pomocou prietokovej cytometrie (Kyrylkova et al. 2012; M. Martinez et al. 2010)

Prietokova cytometria vyuziva naj€astejSie znacenie pomocou anexinu V. Jedna sa
o protein, ktory sa viaze na fosfolipidy Ca-dependentnym spdsobom. Vyznacuje sa
vysokou afinitou k fosfatidylserinu (PS), ¢o je fosfolipid, ktory je vyznamnou zlozkou
bunkovej membrany a vyskytuje sa takmer vyhradne na vnutornej stene membrany.
Medzi prvé zmeny, ku ktorym dochadza v priebehu apoptozy je prave externalizacia PS
na bunkovy povrch, na ktory sa nasledne anexin V naviaze. Pre detekciu neskorej fazy
apoptdzy po pripade uz mftvych buniek sa v kombinacii s anexinom V pouziva aj 7-
aminoaktinomycin D (7-AAD) alebo PI. Jednd sa o fluorescencné latky, ktoré maji
vysoku afinitu k DNA. Obe neprechddzajii cez neporusenii membranu. Do buniek sa
dostavaju iba v pripade, ze je bunkovd membrana narusena (Gillis et al. 2017; Zhang et

al. 2017).

Kaspasy su skupina proteas. Ku ich aktivacii dochddza kaskadovito a je jednym
zprvych dejov, ktoré nastdvaju pocas apoptdzy. Ich aktivitu je mozné sledovat
pomocou rdoznych metod. NajCastejSie sa ich aktivita stanovuje pomocou prietokovej
cytometrie za vyuzitia roznych substratov, najcastejSie fluorescencne znacenych. Tieto

fluorescencné proby moézu byt Specifické pre jednu alebo pre celil skupinu kaspas
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(Telford et al. 2002; M. Martinez et al. 2010). Okrem fluorescen¢nych metdd je mozné
stanovenie aktivity kaspas aj kolorimetricky. NajéastejSie sa takto stanovuje aktivita
kaspasy 3, priCom sa vyuziva substrat acetyl-Asp-Glu-Val-Asp p-nitroanilid, ktory je
kaspasou 3 Stiepeny na p-nitroanilin, pricom vznikéd Zzltozafarbeny roztok (Ros et al.
2016). Aktivita kaspas moze byt stanovena aj pomocou réznych protilatok. Tie sa viazu
bud’ priamo na konkrétne kaspasy, alebo na jednotlivé produkty Stiepenia kaspas.
Z bunkového lyzatu su proteiny prenesené na vhodni membranu a gélovou

elektroforézou separované a znacené jednotlivymi protildtkami (McStay a Green 2014).
1.1.2.5 Sledovanie proliferacie buniek

Testy zalozené na sledovani bunkovej proliferacie je taktiez mozné pouzit
k stanoveniu cytotoxickych ucinkov latok. NajCastejSie sa vyuziva klonogénny test.
Strata reproduk¢nej integrity buniek a schopnosti proliferacie patria k zdkladnym
znakom bunkovej smrti. Klonogénny test je zalozeny na schopnosti prezivajucich
buniek proliferovat’ a tvorit’ kolonie. Pri tomto teste su bunky nasadené¢ do Petriho
misiek v nizkom pocte. Nésledne st ovplyvnené nejakym inzultom apo dobu
niekol’kych dni az tyzdnov sa sleduje schopnost’ tvorby kolénii. Na konci experimentu
su kolonie ofarbené najCastejSie kryStalovou violetou a ndsledne pocitané. Krivka
prezivanie buniek potom opisuje vztah medzi koncentraciou pouZitej latky a preZivanim

buniek (Munshi et al. 2005).

Sledovanie schopnosti buniek proliferovat’ a taktieZ bunkovej smrti v redlnom Case
je mozné aj pomocou systému xCELLigence. Okrem bunkového rastu a smrti buniek je
mozné pomocou tohto systému sledovat aj zmeny morfoldgie, bunkovej migracie
a adhézie. Tento systém je zalozeny na merani elektrickej impedancie pomocou zlatych
mikroelektrod na dne kazdej jamky kultivacnej dosticky. Hodnota impedancie je
vyjadrend ako bezrozmerova jednotka bunkovy index (CI, z angl. ,,cell index*). CI
poskytuje kvantitativne idaje o biologickom statuse buniek vratane ich zivotaschopnosti
a morfologie. Meranie proliferdcie buniek v redlnom Case poskytuje aj informacie
a tom, kedy testovana latka vyvola cytotoxicky ucinok, ¢o sa prejavi poklesom hodnoty

CI (Ke et al. 2011; Martinez-Serra et al. 2014).
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1.1.3 Bunkova smrt’ a oxidaény stres

Existuju dva zékladné typy bunkovej smrti, ktoré boli uréené podla réznych
bunkovych, morfologickych a biochemickych vlastnosti, a to nekréza a apoptdza. Pri
nekroze dochadza klyze buniek dosledkom uréittho poskodenia. Dochadza
k vyraznému poskodeniu bunkovej] membrany a vyliatiu bunkového obsahu do
extracelularneho priestoru. Ako bolo vysSSie spomenuté apoptdza je regulovana forma
bunkovej smrti. Oba typy bunkovej smrti moézu byt spdsobené napr. zvySenou
koncentraciou réznych volnych radikdlov. Tie m6zu byt generované endogénne alebo
ako reakcia na urcity stres v prostredi, ¢o ma za nasledok poskodenie buniek (Ryter et

al. 2006).

Volny radikél je definovany ako molekula, ktora obsahuje neparovy elektron
v atbmovom orbitdle. Pritomnost’ neparového elektronu méa za nasledok nestabilitu
avysoku reaktivitu volnych radikdlov. Medzi najvyznamnejSich zastupcov patria
hydroxylovy (HO¢), alkoxylovy (RO¢), peroxylovy (ROO¢), superoxidovy anionovy
radikal (O;*’), peroxid vodika (H,0,), kyslikovy singlet ('0,), oxidu dusnaty (NO) a
peroxynitritovy anion (ONOO’). VolIné radikdly teda mozno rozdelit na reaktivne

formy kysliku (ROS) alebo dusiku (RNS) (Lobo et al. 2010).

ROS vznikaji ako bezné medziprodukty fyziologického aerébneho metabolizmu
buniek a v niz8§ich koncentracidch zohravaju doleziti Ulohu v intracelularnych
signalnych drahach a homeostaze, v bunkovej smrti, ochrane organizmu pred r6znymi
patogénmi. Okrem endogénnej produkcie vSak modze byt ich wvznik u c¢loveka
indukovany roéznymi exogénnymi zdrojmi ako je UV Ziarenie, ionizujlce Ziarenie,
zivotny Styl, stres, fajcenie alebo rdzne chemické latky. Bunky Tl'udského tela su
vybavené réznymi antioxidacnymi mechanizmami, ktoré su schopné regulovat’ hladinu
vol'nych radikalov a udrziavaju tak spravnu fyziologicku funkciu. Existuje vSak stav,
ktory je zndmy pod pojmom oxidacny stres. Tento stav vznika v pripade, Zze dochadza k
nadmernej produkcii volnych radikalov, ktor¢é moézu dalej poskodzovat rdzne

makromolekuly v tele ako proteiny, lipidy a nukleové kyseliny (Katerji et al. 2019).

NO zohrava taktiez vyznamnu fyziologicku ulohu v organizme, avSak jeho
nadmerna produkcia moéze byt spojend sroéznymi patofyziologickymi stavmi.

V biologickym systémoch je zdrojom RNS prave NO. Jednou z hlavnym ciest tvorby
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RNS v organizme je reakcia NO s réznymi volnymi radikdlmi. NajvyznamnejSou je
prave reakcia so O, ktord vedie ku formacii ONOO , ktory je pomerne nestabilny.
Z tohto dovodu moze dochadzat’ ku jeho interakcii s r6znymi biomolekulami ako su
lipidy, tioly, bazy DNA ale aj nizkomolekulové antioxidanty. Tieto procesy mézu viest
k naslednej cytotoxicite (Patel et al. 1999). Sledovanie oxida¢ného stresu je mozné
pomocou viacerych pristupov. NajcastejSie je vyuzivané priame stanovenie volnych

radikalov a stanovenie produktov oxidacného poSkodenia (Katerji et al. 2019).
1.1.3.1 Moznosti stanovenia vol’'nych radikalov

NajjednoduchSou cestou, ktora umoziuje sledovat’ oxidacny stres, je priame
stanovenie volnych radikdlov pomocou pouzitia réznych fluorescenénych sond, ktoré
mozno rozdelit' na neSpecifické a Specifické sondy. Okrem fluorescencnych sond je

mozné vyuzitie aj réznych kolorimetrickych metod.

NajcastejSie pouzivanou fluorescenc¢nou probou je 2,7-dichlorodihydrofluorescein
diacetat (DCF-DA). Jedna so o nesSpecifickii sondu, ktord prenika do buniek cez
membranu. Pomocou tohto fluorescencného farbiva je mozné stanovenie celého spektra
volnych radikélov, ako napr. HOs, RO+ ROO- radikaly, po pripade ONOO . Farbivo je
schopné pasivne prenikat’ do buniek, kde je nasledne deacetylované cytoplazmatickymi
esterasami na nefluorescencnu latku. V pripade pritomnosti reaktivnych foriem kyslika
a dusika (RONS) je tato latka oxidovana na dichlorofluorescein (DCF). DCF vykazuje
vysoku fluorescenciu, priCom intenzita fluorescencie je priamo Umerna intracelularne;j

hladine RONS (Gomes et al. 2005; Yazdani 2015).

DalSou nespecifickou fluorescenénou sondou je dihydrorodamin 123. Vdaka
svojim lipofilnym vlastnostiam moéZze jednoducho prenikat’ cez bunkové membrany do
intracelularneho priestoru. Okrem detekcie H,O,, ku ktorej je vSak potrebna pritomnost’
peroxidasy, je mozné sledovat aj hladinu ONOO™ po pripade kyseliny hypochlornej
(HOCI) (Winterbourn 2014; Gomes et al. 2005).

K nespecifickych fluorescencnym sonddm je mozné zaradit’ aj 3'-(p-aminofenyl)
fluorescein (APF) a3'-(p-hydroxyfenyl) fluorescein (HPF). Sonda APF je
nefluorescencné farbivo, ktoré umoziuje stanovenia HO+, HOCI, ONOO™ alebo ROOe-.
APF moze byt transformované na fluorescencni formu pomocou H,O, v pritomnosti

chrenovej peroxidasy (HRP). Nefluorescencné farbivo HPF je premenené na
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vysokofluorescenény produkt v pritomnosti HO+ alebo ONOO". HPF sa vSak vyznacuje
vyssou Specifitou k HOe, priCom intenzita fluorescencie produkovanej reakciou farbiva
a spomenutych volnych radikélov je 6-krat vyssia prave v pripade pritomnosti vo'ného

radikalu HOe< (Tomizawa et al. 2005; Cohn et al. 2009).

K najéastejSie pouzivanym Specifickym fluorescenénym sonddm sa radi
dihydroetidium  (5-ethyl-5,6-dihydro-6-phenyl-3,8-diaminophenanthridine, = DHE).
Pomocou tohto farbiva je mozné stanovit’ O,¢". Tato hydrofobna zlicenina je schopna
prenikat’ extra- aintraceluldrnymi membrédnami. Farbivo v bunke podlieha
v pritomnosti vol'ného radikalu dvojelektronovej oxidacii za vzniku fluorescenéného
produktu etidium (Kalyanaraman et al. 2012; Yazdani 2015). K sledovaniu O,*" mozno
pouzit’ aj fluorescencnu sondu 2-(2-pyridil)-benzothiazolin, ktord je prave v pritomnosti
O,* metabolizovana na vysokofluorescenny produkt 2-(2-pyridil)-benzotiazol (Gomes

et al. 2005).

Pomocou fluorescencného farbiva 1,3-difenylisobenzofuran (DPBF) je mozné
stanovit’ taktie O,+”. Okrem toho radikilu je mozné stanovenia aj 'O,. DPBF silno
absorbuje svetlo okolo vinovej dizky 410 nm a emituje svetlomodra fluorescenciu pri
vinovej dizke 458 nm. V pritomnosti 'O, dochadza ku kvantitativnej reakcii za vzniku
o-dibenzoylbenzénu, ktory nasledne naruSuje systém m-izobenzofuran, o ma za
nasledok neschopnost’ absorpcie svetla a naslednej emitéacie. Z tohto dovodu je zniZenie
intenzity fluorescencie priamo (imerné vygenerovanému mnozstvu 'O, (Zhang a Li

2011)

K sledovaniu hladiny 'O, st dostupné aj nasledné tri fluorescenéné proby, a to
9,10-dimetylantracén  (DMA), 9-[2-(3-carboxy-9,10-difenyl)antryl]-6-hydroxy-3H-
xanten-3-on (DPAX) a 9-[2-(3-Carboxy-9,10-dimetyl)antryl]-6-hydroxy-3H-xanten-3-
on (DMAX) (Gomes et al. 2005).

K stanoveniu H,O, je mozné pouzitie prirodzene vyskytujucej sa fluorescencne;j
latky skopoletin (7-hydroxy-6-methoxy-kumarin). H,O, v pritomnosti HRP alebo
katalasy vytvara komplex, ktory je schopny oxidovat’® skopoletin za vzniku
nefluorescencného produktu. Pokles intenzity fluorescencie je teda v korelacii s

koncentraciou HO, (Wu et al. 2018).
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Hladinu H,0, je mozné stanovit za pomoci N-acetyl-3,7-dihydroxyfenoxazinu
(,,Amplex Red"). Jedna sa o nefluorescencnu latku, ktord je v pritomnosti HRP a H,0O,
metabolizovana na vysokofluorescencny produkt resofurin. Toto fluorescencné farbivo
moze byt pouzit€¢ aj na stanovenie O,* za vyuzitia superoxiddismutasy, ktora

metabolizuje O, na H,O, (Votyakova a Reynolds 2004; Gomes et al. 2005).

Kyselina homovanilova [kyselina (4-hydroxy-3-metoxyfenyl) octova] predstavuje
doélezity metabolit dopaminu v mozgu. Jedna sa o nefluorescencnu molekulu, z ktorej
reakciou s H,O; v pritomnosti HRP vznika fluorescenény dimér (Werner 2003; Gomes

et al. 2005).

Najcastejsie vyuzivanou fluorescencnou sondou pre detekciu NO je 4,5-
diaminofluorescein diacetét (4,5-DAF). Toto farbivo prenika do buniek, kde je t€¢inkom
cytoplazmatickych esteras hydrolyzované za odstiepenia diacetdtovych skupin. Vznika
nefluorescencny produkt 4,5-diaminofluorescein, ktory je nasledne v pritomnosti NO
nitrozovany a tvori tak vysokofluoreskujici produkt triazolofluorescein. Dalgou sondou,
ktort mozno pouzit’ pre sledovanie formacie NO, je 2,3-diaminonaftalén (2,3-DAN).
Nefluorescen¢na sonda reaguje pomerne rychlo s N,Os, ktory vznika pri interakcii NO
s kyslikom alebo zkyseliny dusitej. Pri tejto reakcii dochadza ku vzniku
vysokofluorescenéného produktu 2,3-naftotriazolu (Bryan a Grisham 2007). Okrem
vysSie spomenutych fluorescencnych sond je pre detekciu NO zname aj vyuZitie
kolorimetrickej metddy. Tato metdda vyuziva dvojkrokovu diazotaéni Griessovu
reakciu. Dusitany pritomné v kultivatnom médiu reaguji so sulfanylamidom v kyslom
prostredi, ¢im sa vytvori prechodna diazoniova sol. Ta d’alej reaguje s kopulaénym
¢inidlom N-naftyletyléndiaminom za vzniku azozliceniny, ktoré je mozné detekovat’

spektrofotometricky (Griendling et al. 2016).
1.1.3.2 Moznosti stanovenia markerov oxida¢ného stresu

Biomarkery oxida¢né€ho stresu si charakterizované ako molekuly, ktoré moézu byt
modifikované po interakcii s ROS alebo RNS a tiez molekuly antioxidacného systému,

ktoré sa menia v suvislosti s odpoved’ou na zvySujuci sa oxidacny stres.

Jednym z mechanizmov, ktorym oxidacny stres mdze sposobit’ poSkodenie buniek,
je lipidovéa peroxidacia. Lipidy st pomerne citlivé k oxidaénému poSkodeniu a to hlavne

z doévodu ich molekulovej Struktury, ktora je bohata ma vysokoreaktivne dvojité vazby.
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NajcastejSie  sledovanymi  markermi lipidovej peroxidacie su  isoprostany
a malondialdehyd (MDA) (Ho et al. 2013). Isoprostany su stabilné prostaglandinové
produkty peroxidacie lipidov, ktoré su tvorené¢ pri oxidacnom poskodeni
polynenasytenych mastnych kyselin. Ako marker oxidacné¢ho stresu sa najcastejSie
stanovuju v plazme alebo v moc¢i pomocou rdznych chromatografickych metod

(Labuschagne et al. 2013).

V bunkovych lyzatoch sa najCastejSie stanovuje MDA ako marker lipidovej
peroxiddcie. MDA modze byt stanoveny pomocou reaktivnych molekal kyseliny
tiobarbiturovej (TBARS). V bunkovom lyzate po pripade v kultivatnom médiu reaguje
MDA s kyselinou tiobarbiturovou za vzniku fluorescenénych produktov (Potter et al.
2011). Okrem tejto metdody mozno stanovit MDA v bunkovych lyzatoch aj pomocou
roznych chromatografickych metéd doplnené detekciou za pouzita hmotnostnej

spektrometrie (Vanova et al. 2018a).

Cielom posobenia volnych radikalov st aj proteiny. Volné radikdly posobia
najcastejSie na jednotlivé aminokyseliny, ¢o mé za nasledok stratu biologickej funkcie
celého proteinu. K hlavnym produktov oxida¢ného poskodenia proteinov mozno zaradit’
karbonylové derivaty a nitroproteiny. Detekcia karbonylovych derivitov moéze byt
uskuto¢nena pomocou viacerych metod, pricom vicSina sa opiera o derivatizaciu
karbonylovej skupiny. NajcastejSie pouzivanym postupom pre detekciu proteinovych
karbonylov je ich derivatizacia s 2,4-dinitrofenylhydrazinom s naslednou detekciou
spektrofotometrickymi alebo fluorescenénymi metdédami, vysokotuc¢innou kvapalinovou
chromatografiou, alebo pouzitim anti-DNP protildtok v imunoblottingu, po pripade

pomocou enzymovej imunoanalyzy (Weber et al. 2015).

Nitracia tyrozinu je jedna z najbeZnejSich posttranslacnych modifikécii, ktora je
asociovana s oxidaénym stresom. Pri nitracii tyrozinu zohrdva najdélezitejSiu tlohu
ONOQO . Detekcia a kvantifikacia nitrotyrozinu moze byt uskutocnend celym spektrom
metod, ku ktorym mozno zaradit' imunoanalyzu, spektrofotometriu, plynova alebo
vysokoucinnou kvapalinovi chromatografiu s naslednou absorp¢nou, fluorescencnou,

elektrochemickou alebo hmotnostnou detekciou (Yang et al. 2010).

K oxida¢nému poSkodeniu st rovnako citlivé aj nukleové kyseliny. Vplyvom HO-

dochadza k destrukcii sacharidu v DNA, ¢o ma za nasledok rozpletenie dvojzavitnice
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DNA. Tento radikal je schopny reakcie s purinovymi a pyrimidinovymi béazami.
Dochédza pritom k oxidacii za vzniku hydroxyderivatov a oxoderivatov. Za
najzavaznejSie poskodenie DNA vplyvom oxidacného stresu mozno povazovat
oxidaciu guaninu v polohe C8, pricom vznika 8-hydroxydeoxyguanosin (8-oxodG)
s ndslednym vznikom roéznych mutécii. Prave 8-oxodG je najcastejSim markerom
oxida¢ného poskodenia DNA (Lee a Pervaiz 2011). Tento marker je mozné stanovit’
viacerymi metddami. NajCastejSie sa pritom vyuzivaju rozne chromatografické pristupy
najcastejSie v kombindacii s hmotnostnou spektroskopiou. Okrem nich je mozZné pouzitie
imunofluorescencnej metddy s néaslednou konfokalnou mikroskopiou, réozne PCR
techniky a pouzitie kometovej analyzy (Soultanakis et al. 2000; Ravanat et al. 1998;
Gonzalez-Hunt et al. 2018).

1.1.4 Vyvoj potencidlnych lieciv a antidot na pracovisti

Vyvoj nového lieciva mozno opisat’ ako proces, pomocou ktorého je identifikovana
nova chemickd entita, ktord ma potencidl stat’ sa latkou s réznym terapeutickym
ucinkom. Tento proces mozZno rozdelit’ na dva zékladné Casti, a to preklinické a klinické
testovanie (Sinha a Vohora 2018). Délezitou sucastou preklinického testovania
potencialnych lieCiv prave vyuzitie rézny in vitro pristupov, ktoré zahriiuji okrem
sledovania funkénych vlastnosti novej chemickej entity aj stanovenia cytotoxicity

danych latok alebo vplyv na oxidoredukéntl rovnovahu buniek (Andrade et al. 2016).

Hlavnym zameranim Katedry toxikologie a vojenské farmacie (KTVF) s rozne
modulatory aktivity AChE. Jedn4 sa predovSetkym o reaktivatory (rAChE) a inhibitory
AChE (1AChE). Pocas riesenie predkladanej dizertacnej prace sme sa zamerali na in
vitro charakterizdciu tychto moduldtorov pomocou ich interakcie zrdéznymi typmi

bunkovych kultar.
1.2 Latky modulujuce aktivitu AChE

1.2.1 Acetylcholinesterasa

ACHhE je s ohl'adom na svoju rychlostnu konStantu jeden z najicinnejSich enzymov
nervového systému, ktory sa sustred’'uje predovSetkym na cholinergnych synapsiach
(ChS) a neuromuskularnych spojeniach. Hlavnou biologickou ulohou tohto enzymu je

termindcia nervového impulzu na ChS a to rychlou hydrolyzou neurotrasmiteru
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acetylcholinu (ACh) na cholin a acetat (Tripathi a Srivastava 2010; Sussman a Silman
1992). U c¢loveka je AChE kodovana génom, ktory je lokalizovany na dlhom ramene
chromozému 7 v pozicii q22 (Getman et al. 1992). Gén pre AChE mdze produkovat
niekol’ko kédujucich sekvencii, ktoré sa liSia alternativnou volbou akceptorového
zostrihového miesta v oblasti 3'. Na zaklade tohto procesu mozu byt vytvorené rozne
izoformy AChE, ktoré su oznatované ako AChEgr, AChEy a AChEr. Tieto izoformy
obsahuju rovnaku katalyticki doménu, ale odlisni C-termindlnu doménu (Chen et al.
2011). AChER je rozpustny monomér, ktory je v mozgu regulovany stresovymi
podmienkami. Fyziologicky sa v mozgu mysi vyskytuje len vo vel'mi malom mnozstve,
avsak v stresovych podmienkach alebo po otravach somanom, dochadza ku zvysenej
expresii  (priblizne 3-nasobnej; Perrier et al. 2006). AChEy sa viaze
s glykofosfatidylinozitolom a je hlavne exprimovana v ¢ervenych krvinkéach. Jej vyskyt
bol sledovany aj v hrubom ¢reve (Chen et al. 2011; Montenegro et al. 2006). Izoforma
AChEr sa modze v organizme vytvarat homooligoméry ato solubilné amfifilné
monoméry (Gla), diméry (G2a) alebo tetraméry (G4a) a taktiez neamfifilné tetraméry
(G4na). DalSou skupinou st heterooligomérne formy. V nervovosvalovych platni¢kach
sa vyskytuje asymetricka forma, ktora sa skladd z kotviaceho proteinu kolagénu Q
(ColQ) azo 4 (A4), 8 (A8) alebo 12 (A12) podjednotick AChEt. Predovsetkym
v nervove] sustave sa vyskytuji komplexy tetramérnych globularnych foriem spolu
s kotviacim transmembranovym proteinom PRiMA (z angl. ,proline-rich membrane

anchor ““; Massouli¢ 2002; Chen et al. 2011).

3D Struktira AChE bola prvy krat popisand Sussmanom v roku 1991 na proteine
izolovanom z Torpedo carlifornica (Sussman et al. 1991). Struktdra katalytickej
domény AChE zr6znych druhov ako je 7. californica, mys alebo clovek je vel'mi
podobna (Tripathi a Srivastava 2010). AChE je serinovd hydrolasa, ktord patri do
rodiny esteras u vysSich eukaryotov, pricom enzymy tejto rodiny pdsobia na rdzne
estery karboxylovych kyselin (Gupta 2009). Monomér enzymu maé molekulova
hmotnost’ priblizne 6 kDa. Jednd sa o elipsoidni molekulu o velkosti priblizne
45A x 60A x 65A, ktora sa sklada z 12 centralnych B-skladanych listov obklopenych
14 o-hélixovymi Struktarami (Sussman a Silman 1992; Tripathi a Srivastava 2010).
Katalytické miesto enzymu je lokalizované priblizne 4 A od dna rovnej priehlbiny

hlbokej ~ 20 A a pozostava z dvoch podjednotiek a to anionickej a esteraticke;.
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Anionicka podjednotka je nenabita a lipofilnd. Viaze kvartérny amin cholinovej skupiny
ACh, rézne kvartérne ligandy ako napriklad edrofoénium a taktiez oximy, ktoré
reaktivuji AChE inhibovanu organofosfatom. Kationové substraty nie su viazané
zaporne nabitou aminokyselinou v anibnovom mieste, ale interakciou 14 aromatickych
zvySkov, ktoré lemuju priehlbinu vedicu k aktivnemu miestu enzymu. Spomedzi
aromatickych aminokyselin je rozhodujuci tryptofain 84 a jeho nahradenie alaninom
sposobuje 3000-nasobné znizenie aktivity enzymu (Colovié et al. 2013). Esteraticka
podjednotka je zodpovedna za hydrolyzu ACh na cholin a acetat a obsahuje katalyticka
triddu troch aminokyselin, a to Ser203, His447 a Glu334 (Zhou et al. 2010).

Vyznam AChE prameni vo fakte, ze je cielovym enzymom pre mnohé liecivéa napr.
na Alzheimerovu chorobu (AD) alebo iné neurodegenerativne ochorenia a taktiez pre
chemické bojové latky — nervovoparalytické latky (NPL) — a organofosforové (OP)
pesticidy, u ktorych sa ako antidota vyuzivaju prave rAChE (Tripathi a Srivastava 2010;
Dawson 1994).

1.2.2 Reaktivatory AChE

rAChE zohravaja délezitu tlohu v terapie otrav NPL alebo OP pesticidmi. NPL
su vysoko toxické OP zluceniny, ktorych zakladnym mechanizmom toxicity je
ireverzibilnd inhibicia AChE a tym padom nésledna akumulacia ACh na cholinergnych
synapsiach. Hromadenie ACh na synapsiach vedie ku cholinergnej hyperstimulécii
a dlhotrvajicej stimulacii muskarinovych a nikotinovych ACh receptorov. Priznaky
otravy mozno rozdelit na muskarinové, nikotinové a centrdlne. K muskarinovym
symptomom mozno zaradit’: diarrheu, midzu, bronchospazmus, slzenie, slinenie a iné.
Stimulacia nikotinovych receptorov vedie k tachykardii, vysokému krvnému tlaku,
svalovym fascikuldciam az k paralyze dychacich svalov. Centralnymi priznakmi su
najcastejSie nepokoj, koma, kf¢e. Smrt' najCastejSie nastdva v dosledku respiracnej
nedostatocnosti, generalizovanych kf¢ov alebo multiorganového zlyhania (Kassa et al.

2008b; Lorke a Petroianu 2019).

Oximové reaktivatory boli objavené v 2. polovici 20. storocia. V 50. rokoch Wilson
poukdzal na to, ze hydroxylamin a kyselina nikotinhydroxamova st schopné
reaktivovat’ dietylfosforylovani AChE (Wilson 1951; 1952; Mercey et al. 2012). Tieto

informacie rychlo viedli kobjavu dalSich latok, ato hlavne kvartérnych
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heteroaromatickych zlucenin, ktoré vo svojej molekule obsahuju oximova skupinu
(Musilek et al. 2011). rAChE vyuzivané v klinickej aplikacii mozno rozdelit’ do dvoch
skupin. St nimi monopyridiniové a bispyridiniové reaktivatory. V sucasnosti je jedinym
monopyridiniovym oximom vyuzivanym v klinickej praxi pralidoxim (2-PAM). Zo
skupiny bispyridiniovych oximov s najvyznamnejsie trimedoxim (TMB-4), obidoxim

(LiiH-6), metoxim (MMB-4) a asoxim (HI-6, Jokanovi¢ 2009; Zunec et al. 2015).

V roku 1955 v USA bol prvy krat syntetizovany 2-PAM. Tento rAChE je schopny
reaktivovat AChE inhibovanl sarinom alebo latkou VX, avSak v pripade otravy
somanom alebo tabunom je tento reaktivator neucinny (Wilson a Ginsburg 1955;
Jokanovi¢ a Stojiljkovi¢ 2006; Gupta 2009). TMB-4 bol prvy krat pripraveny taktiez v
USA roku 1957. Bola sledovana jeho uc¢innost’ reaktivovat’ AChE u experimentalnych
zvierat otravenych tabunom, sarinom alebo latkou VX. V pripade intoxik4cie somanom
bol aj tento rAChE netc¢inny (Gupta 2009; Jokanovi¢ a Stojiljkovi¢ 2006). Nemecko
predstavilo v roku 1964 d’alsi bispyridiniovy reaktivator — LiiH-6. Pri r6znych in vivo
experimentoch bola sledovand ucinnost” reaktivovatt AChE inhibovani tabunom,
sarinom a latkou VX. V porovnani s TMB-4 je LiiH-6 G¢innejSim rAChE v pripade
intoxikacie tabunom (Heilbronn a Tolagen 1965; Jokanovi¢ a Stojiljkovi¢ 2006).
Hobbiger a Sadler v roku 1959 prvy krat predstavili molekulu MMB-4 (Hobbiger a
Sadler 1959). V porovnani s TMB-4 je MMB-4 Ucinnej$i pri otravach sarinom a
somanom (Marrs et al. 2007). Poslednym bispyridiniovym rAChE pouZivanym v praxi
je HI-6. Tento reaktivator bol prvy krat syntetizovany vo Freiburgu Hagedornom,
Schoeneom and Starkom v roku 1966 (Eyer a Hell 1985; Kepner a Wolthuis 1978).
Tento oxim je najefektivnejSim v reaktivacii AChE inhibovanej somanom. U viacerych
druhov laboratérnych zvierat bola dokdzand jeho UucCinnost’ reaktivovat AChE
inhibovanu sarinom a latkou VX. V pripade intoxikécie tabunom je v§ak HI-6 net¢inny

(Antonijevic a Stojiljkovic 2007; Jokanovi¢ a Stojiljkovi¢ 2006).

Doposial’ nebol syntetizovany ziaden oximovy reaktivator, ktory by vykazoval
zrovnateI'nu U€innost’ voc¢i vSetkym NPL a OP pesticidom (Jokanovi¢ a Prostran 2009).
Z tohto dovodu sa laboratéria po celom svete snazia syntetizovat’ nové rAChE. K-
oximy, ktoré boli syntetizované na KTVF, Fakulty vojenského zdravotnictvi Univerzity

obrany v Brn¢ (FVZ UO) sa javia ako sl'ubné reaktivatory inhibovanej AChE r6znymi
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NPL (Antonijevic a Stojiljkovic 2007; Kassa et al. 2008a; Zunec et al. 2015; Kuca et al.
2015).

1.2.2.1 Mechanizmus reaktivacie inhibovanej AChE

Katalyticky mechanizmus AChE pozostdva z dvoch krokov. V prvom kroku
dochadza acetylécii, priCom Ser203 atakuje acetylovu skupinu ACh a nésledne vznika
acetylovany enzym a dochadza k uvol'neniu cholinu. V d’alSom kroku je acetylovany
enzym hydrolyzovany, pricom ddjde k rozkladu na enzym a kyselinu octovi. Tento
mechanizmus je vel'mi u¢inny, pricom kazda molekula AChE dokéZze hydrolyzovat viac

ako 10* molektl ACh za sekundu (Mercey et al. 2012).

V pripade intoxikacie OP zluceninou je hydroxylova skupina Ser203 v aktivnom
mieste fosforylovand sposobom analogickym acetylacii enzymu. Na rozdiel od
acetylovaného enzymu je fosforylovany enzym vysoko stabilny, ireverzibilne
inhibovany a neschopny vykonavat’ svoju fyziologicki funkciu (Fukuto 1990). Pri
inhibicii AChE nejakou OP zlu¢eninou méze vel'mi pomaly dochédzat’ k spontanne;j
reaktivacii alebo modze postupne dochadzat k,starnutiu“ enzymu (obrazok 1).
V druhom pripade dochadza k dealkylacii komplexu organofosfat-serin, po ktorej nie je

mozna pripadna reaktivacia AChE pomocou oximovych reaktivatorov (Vale 2016).

V pripade, Ze eSte nedoSlo k procesu starnutia enzymu, je mozné pouZit prave
rAChE. Mechanizmus reaktivacie AChE pomocou oximovych reaktivatorov (obrazok
2) spociva v nukleofilnom ataku hydroxyiminometylovej, teda oximovej skupiny oproti
OP zvySku na fosforylovanej AChE. Tento proces vedie k Stiepeniu vzniknutej
kovalentnej vdzby medzi OP zliceninou a serinom v aktivnom mieste, priCom vznika
komplex organofosfat-reaktivator (fosforylovany oxim) a enzym, ktory je schopny plnit’

dalej svoju fyziologicku funkciu (Colovié et al. 2013).
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Obrazok 1 - Schéma inhibicie AChE somanom (b, ¢) a nasledna spontanna reaktivacia (d)
alebo ,,starnutie enzymu. Modifikované podl'a (Vale 2016)
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Obrazok 2 - Mechanizmus reaktivacie AChE inhibovanej sarinom pomocou 2-PAM. a)
inhibovana AChE sarinom — vznik kovalentnej vizby medzi serinom a sarinom. Pri reaktivacii
dochadza ku vzniku vodikovej vdzby medzi histidinom a 2-PAM. b) vznik nestabilného
komplexu medzi inhibovanym enzymom a oximom. c¢) 2-PAM sa naviaZze na isopropyl
metylfosfonylovy zvySok a enzym je reaktivovany. Modifikované podl'a (Vale 2016)

1.2.2.2 Vztah medzi Strukturov a u¢innost’ou rAChE

Existuju rozne Strukturne aspekty, ktoré maju vplyv na schopnost’ latky reaktivovat’
inhibovanu AChE. Mozno ku nim zaradit’ pritomnost’ kvartérneho dusika, pritomnost’

oximovej skupiny, dizku a charakter spojovacieho retazca.

Kvartérny dusik je zodpovedny za afinitu rAChE ku samotnému enzymu. Tento
dusik interaguje pomocou nevdzbovych interakcii s anionickou castou enzymu
v aktivnom mieste. Z tohto dovodu maju rAChE schopnost’ kompetitivne inhibovat’

AChE, avsak iba v pomerne vysokych koncentraciach. Pritomnost’ kvartérneho dusika
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v molekule ma rovnako vplyv aj na ich farmakokinetiku. Ovplyviiuje hlavne schopnost’
penetrovat’ cez hematoenfecalicku bariéru (BBB) do mozgu (Kuca et al. 2006; Patocka

etal. 2005).

Oximova skupina je nukleofil, ktory je schopny deprotonovat’ v zéavislosti na
okolnom pH na oximatovy aniéon. Ten je zodpovedny prave za reaktivacny proces.
V strukture reaktivatora moze figurovat’ viacej oximovych skupin, avsak bolo zistené,
ze nie pocet oximovych skupin, ale prave ich poloha na pyridiniovom kruhu ma vplyv
na schopnost’ reaktivacie inhibovan¢ho enzymu. NajlepSou polohou oximovej skupiny

na pyridiniovom kruhu je poloha 2 alebo 4 (Bajgar 2009; De Paula et al. 2018).

V pripade dizky spojovacieho retazca sa ukazalo, Ze prave spojovaci retazec
o dizke 3C alebo 4C u biskvartérnych reaktivatorov sa javil ako najuéinnejsi. V pripade
dizky postranného refazca umonokvartérnych reaktivatorov bola sledovana
najvyraznejSia reaktiva¢na ucinnost’ u latok s najkrat$im postrannym retazcom (metyl).
Pritomnost’ dvojitej vizby v spojovocom retazci rovnako ako aj roznych heteroatomov

mdze mat’ vplyv na reaktivacny potencial oximov (Bajgar 2009; Patocka et al. 2005).

1.2.3 Inhibitory AChE

1IAChE je moZné rozdelit do dvoch skupin, ato reverzibilné a ireverzibilné
inhibitory.  Mechanizmus  G¢inku  ireverzibilnych 1AChE bol spomenuty
v predchadzajicej kapitole. Reverzibilné inhibitory mozno rozdelit dalej na
kompetitivne, nekompetitivne a latky kombinujuce oba typy inhibicie. Vac¢Sinou maja
roznu terapeuticku aplikaciu, po pripade je mozné ich pouzit’ ako profylaktika proti
otravam NPL alebo inych OP zlt€enin. K tymto inhibitorom moZno zaradit’ zli¢eniny
sroznymi funkénymi skupinami ako je karbamatovd, kvartérna alebo tercidrna

amoniova skupina (Colovié et al. 2013).

Pyridostigmin patri do skupiny karbamatovych pseudoreverzibilnych iAChE. Pre
tento inhibitor je charakteristickd kvartérna amoniova Struktra. Z tohto dovodu nie je
pyridostigmin schopny prenikat bunkovou membranou ani prechddzat cez BBB.
NajcCastejsie sa pouziva pri lieCbe autoimunitného ochorenia myasthenia gravis. Okrem
inhibi¢nych vlastnosti je schopny aj zvySenej aktivacie cholinergnych nikotinovych
receptorov. Pyridostigmin sa vel'mi Casto pouziva aj ako profylaktikum proti otravam
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NPL (Anderson a Pope 2017; Colovi¢ et al. 2013; Pellegrini et al. 2000; Nair a Hunter
2004; Petrov et al. 2018).

V terapii AD sa vyuzivaju roézne reverzibilné iAChE. Mozno k nim zaradit’

predovsetkym donepezil, rivastigmin, galantamin a takrin.

Donepezil je piperidinovy derivat a jedna sa o selektivny iAChE, ktory je schopny
sa viazat’ na periférne aniénové miesto. Okrem anticholinergného mechanizmu sa
donepezil vyznacuje aj d’alSimi noncholinergnymi mechanizmami. Je schopny zvySovat
citlivost’ nikotinovych receptorov v kortikdlnych neurénoch, ¢o potenciuje jeho
neuroprotektivne U¢inky a taktiez ma vplyv na ukladanie amyloidnych plakov (Kumar a

Sharma 2020).

Rivastigmin je karbamatovy iAChE vyznacujici sa prolongovanou inhibiciou.
Pomerne l'ahko prenikda cez BBB. Viaze sa na esteraticki Cast’ aktivneho miesta
enzymu. Rivastigmin je neselektivny a nekompetitivny inhibitor, ktory okrem AChE
inhibuje aj enzym butyrylcholinesterasu (BChE, EC 3.1.1.8). Okrem terapie AD sa
rivastigmin pomerne Casto vyuziva aj pri demencii asociovanej s Parkinsonovou
chorobou (Colovié et al. 2013; Aracava et al. 2009). Okrem toho bolo sledované, Ze
rivastigmin je U¢inny aj pri zniZzeni poSkodenia kognitivnych funkeii pri traumatickou
poSkodeni mozgu. Lavon et al. (2015) testovali bezpeCnost rivastigminu pre
profylaktické podanie proti otravam spdsobenych OP  zlu¢eninami, jeho
farmakokinetiku a farmakodynamiku na skupine 19 zdravych dobrovolnikoch vo
vekovom rozmedzi od 18 do 40 rokov. Zistenia viacerych neZiaducich uc¢inkov,
nelinearnych farmakologickych vlastnosti, negativneho vplyvu na niektoré kognitivne
vlastnosti pocas tejto Stadie obmedzuji potencidlne pouzitie rivastigminu ako

profylaktickej terapii proti otravam NPL (Lavon et al. 2015).

Galantamin je terciarny alkaloid, ktory bol izolovany z cibuli sneZienky (rod
Galanthus). Jednéa sa o selektivny a kompetitivny 1AChE, ktory sa viaze na aktivne
miesto enzymu v anionickej podjednotke a tieZ v aromatickej priehlbine. Mimoriadne
dolezité s jeho inhibi¢né ucinky na AChE v hipokampélnych oblastiach mozgu a vo
frontdlnom kortexe. NajcastejSie sa pouziva v terapii AD pri jej miernom az strednom
priebehu. Okrem inhibi¢nych vlastnosti sa vyznacuje aj schopnostou pozitivnej

alosterickej modulacie nikotinovych ACh receptorov (Lilienfeld 2002; Scott a Goa
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2000; Colovi¢ et al. 2013). Albuquerque et al. (2006) vo svojej §tadii demonstrovali
potencidl galantaminu na zlepSenie G¢inku antidotalnej terapie v pripade otravy sarinom
alebo somanom u morcat. Mechanizmus protektivneho uc¢inku vSak nie je uplne
objasneny. Mozno predpokladat’, Ze ulohu zohrava hlavne Specifita galantaminu ku
AChE. Plazmatickd BChE ostadva neinhibovand, ¢o pomaha zachovat jej vychytavaciu
kapacitu pre OP zluceniny v plazme, zatial ¢o mozgova AChE je chranend pred
ireverzibilnou inhibiciou spésobenou OP zluc¢eninami (Albuquerque et al. 2006; Pereira

et al. 2010).

Takrin ~ (9-amino-1,2,3,4-tetrahydroakridin, THA) je centrdlne posobiaci
reverzibilny iAChE znamy od roku 1949. Tato latka sa vyznacuje zmieSanym typom
reverzibilnej inhibicie, vykazuje teda vlastnosti kompetitivneho aj nekompetitivneho
1AChE. Jedna sa o neSpecificky inhibitor, ktory inhibuje taktiez BChE. Okrem
inhibi¢nych vlastnosti sa vyznacuje aj schopnostou modulovat muskarinové
a nikotinové receptory a taktiez posobi na amyloidnu cestu rozvoja AD. Jeho klinické
pouzitie je vyrazne limitované predovSetkym hepatotoxicitou. Z tohto dovodu bola
snaha vyvinut' latku, ktord by vykazovala niZSie toxické ucinky. Jednym z takychto
derivatov THA je 7-metoxytakrin (7-MEOTA). Za jeho niZ§iu toxicitu moZe byt
zodpovedny jeho hlavny metabolit 7-hydroxytakrin, ktory v organizme vznika
demetylaciou. Tento metabolit je po konjugécii s kyselinou glukuronovou vylucovany

mocom (Tsopelas a Marin 2001; Korabecny et al. 2012).
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2. Ciel prace

Cielom predkladanej dizertatnej prace bolo charakterizovat' latky modulujuce
aktivitu AChE pomocou réznych in vitro metdd. Testovanymi latkami boli antidota
proti NPL — konvenc¢ne dostupné mono- alebo biskvartérne rAChE (2-PAM, TMB-4,
MMB-4, LiiH-6 a HI-6) a oximy z K-série (K027, K048, K074, K075 a K203). Dalsou
skupinou latok boli reverzibilné, po pripade pseudoreverzibilné iAChE [THA, 7-
MEOTA, 6-chlorotakrin  (CI-THA) , donepezil, rivastigmin, galantamin
a pyridostigmin], ktoré mozno vyuzit’ k profylaktickej terapii intoxikécie NPL alebo ako

lieciva niektorych neurodegenerativnych ochoreni.
Jednotlivymi ciel'mi prace bolo u vysSie spomenutych latok:

1. Stanovenie cytotoxicity latok vyjadrenej pomocou toxikologickych indexov ICs
vyuzitim kolorimetrickej a elektroimpedacnej (EI) metdédy na bunkovych

modeloch HepG2, ACHN, SH-SY5Y a NHLF,

2. Stanovenie apoptického profilu buniek HepG2, ACHN, SH-SY5Y a NHLF po
ich ovplyvneni rAChE ai1AChE v koncentracii, ktord odpovedala hodnotam
jednotlivych toxikologickym indexom ICs,

3. Sledovanie zmeny intracelularnej hladiny vol'nych radikalov pomocou réznych

fluorescen¢nych sond,

4. Sledovanie antioxida¢nych ucinkov jednotlivych testovanych latok pomocou

fluorescencie.
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3. Material a metodika

3.1 Testované latky

Testovanymi latkami boli rozne modulatory aktivity AChE. Jednalo sa

o reaktivatory a reverzibilné, po pripade pseudoreverzibilné inhibitory tohto enzymu.

Pocas rieSenie dizertacnej prace boli pouzité konvencne pouzivané rAChE (obrazok
3), ato HI-6 (CAS No. 34433-31-3), 2-PAM (CAS No. 6735-59-7), LiiH-6 (CAS No.
114-90-9), MMB-4 (CAS No. 51026-61-0) a TMB-4 (CAS No. 56-97-3) syntetizované
na KTVF, FVZ UO v Brn¢.
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Obrazok 3 - Struktura konvenéne pouZivanych reaktivatorov AChE

DalSimi testovanymi latkami boli oximy zo série Kato zluceniny

1-(4-hydroxyiminometylpyridinium)-3-(4-carbamoylpyridinium)  propan  dibromid
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(K027), 1-(4-hydroxyimino-metylpyridinium)-3-(4-carbamoylpyridinium) butan
dibromid (K048) 1,4-bis(4-hydroxyiminometylpyridinium) butan dibromid (K074), (E)-
1,4-bis(4-hydroxyimino-metylpyridinium)-but-2-én  dibromid (K075) a (E)-1-(4-
carbamoyl-pyridinium)-4-(4-hydroxyiminometylpyridinium)-but-2-én dibromid (K203,
obrazok 4) syntetizované na KTVF, FVZ UO.
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Obrazok 4 - Struktara oximovych reaktivatorov so série K

Zo skupiny reverzibilnych alebo pseudoreverzibilnych iAChE boli testované
nasledovné latky: THA (CAS No. 321-64-2), 7-MEOTA (CAS No. 5778-80-3), Cl-
THA. (CAS No. 5778-84-7), donepezil (CAS No. 120014-06-4, Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA), rivastigmin (CAS No. 123441-03-2, Sigma-Aldrich), galantamin
(CAS No. 357-70-0, Sigma-Aldrich) a pyridostigmin (CAS No. 101-26-8, Sigma-
Aldrich, obrazok 5). THA, 7-MEOTA a CI-THA boli pripravené¢ na KTVF, FVZ.
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Obrazok 5 - Chemicka Struktara reverzibilnych inhibitorov acetylcholinesterasy

3.2 Pouzité in vitro modely

K sledovaniu jednotlivych toxikologickych parametrov testovanych latok boli

pouzité¢ 4 bunkové linie na zéklade porovnatelnosti s d’alSimi pracami, a to: HepG2,
ACHN, SH-SYS5Y (American Type Culture Collection, Manassas, VA, USA) a NHLF
(Lonza, Walkersville, MD, USA).

HepG2 bunky (obrazok 6a) boli pouzit¢ ako model pecenoveého l'udského tkaniva.

Tato linia buniek je izolovana z hepatocelularneho karcindmu 15-roéného muza. Ako

model vylucovacej sustavy ¢loveka boli pouzité bunky ACHN (obrazok 6b), ktoré st

izolované z adenokarcindmu obli¢iek 22-roéného muza. Ako model nervového tkaniva

boli pouzit¢ bunky SH-SY5Y (obrazok 6c¢) izolované z neuroblastomu 4-ro¢nej zeny.

Poslednou pouzitou bunkovou liniu boli normalne 'udské plicne fibroblasty (NHLF,

obrazok 6d).

Bunkové linie HepG2, ACHN aNHLF boli kultivované v Eaglovom médiu

modifikovanom Dulbeccom (DMEM, Biosera, Nuaille, Franctizsko), ktoré bolo d’alej

suplementované fetdlnym bovinnym sérom (FBS, findlna koncentracia v kultivatnom

médiu bola 10 %, Biosera), L-glutaminom (finalna koncentracia 4 mmol.dm™, Sigma-

Aldrich) a zmesou antibiotik penicilin-streptomycin (ATB, findlna koncentracia bola 1

%, Sigma-Aldrich). Bunky SH-SY5Y boli kultivované v rastovom médium DMEM
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obohatenom zmesou zivin F12 (DMEM/F12, Biosera) a suplementovanom FBS (finélna
koncentracia 10 %), L-glutaminom (finalna koncentrécia 2,5 mmol.dm'3), ATB (finalna
koncentréacia 1 %) a roztokom neesencialnych aminokyselin (findlna koncentracia 1 %,
ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA). Bunky boli inkubované pri
podmienkach 37 °C, 5 % CO; a pri 85 — 90% relativnej vlhkosti vzduchu (CO,
inkubator CB 160, Binder, Tuttlingen, Nemecko).

Obrazok 6 - Pouzité in vitro modely: a) HepG2, b) ACHN, c) SH-SY5Y, d) NHLF. Snimky
boli opatrené pomocou invertovaného svetelného mikroskopu s fdzovym kontrastom (Nikon
Eclipse TS100-F, Nikon, Tokio, Japonsko) vybavenym digitalnou kamerou (AM7023CT Dino-
Lite, Nova Tchaj-pej, Taiwan) pri zvacseni 200 x

3.3 Stanovenie cytotoxicity testovanych latok

K stanoveniu cytotoxicity latok modulujucich aktivitu AChE bola pouzita

kolorimetrickd metéda vyuzivajuca farbivo MTT (Sigma-Aldrich). K verifikécii
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vysledkov ziskanych pomocou MTT testu bola pouzitd EI metdda, ktorda umoziuje

sledovanie viability buniek v redlnom case.
3.3.1 Kolorimetricka metdda a postup stanovenia cytotoxicity

MTT je vo vode rozpustnd tetrazoliova sol, ktoru st schopné viabilné bunky
metabolicky redukovat’ pomocou svojej enzymatickej vybavy na nerozpustné krystaly
formazanu. Tieto krystdly su kumulované v intracelularnom priestore. Vo vodnom
prostredi nerozpustné krystaly formazanu sa nasledne vyextrahuji pomocou DMSO
(Sigma-Aldrich) za vzniku fialovo zafarbeného roztoku. Intenzita zafarbenia, ktord je
priamo Umernd metabolickej aktivite buniek, ateda aj ich viabilite, je detekovana

spektrofotometricky.
Postup stanovenia

Do 96-jamkovej mikrotitracnej dosticky (Techno Plastic Products AG, TPP,
Trasadingen, Svajéiarsko) boli nasadené bunky resuspendované v kultivaénom médiu
DMEM alebo DMEM/F12 v mnozstve 15 x 10° (HepG2), 10 x 10° (ACHN), 35 x 10’
(SH-SY5Y) a 9 x 10° (NHLF) buniek/jamku a nésledne boli inkubované cez noc pri
podmienkach 37 °C, 5 % CO;, a pri 85 — 90% relativnej vlhkosti vzduchu (CO;
inkubator CB 160). Nasledujuci deii boli bunky ovplyvnené sériovo nariedenymi
roztokmi jednotlivych reaktivatorov v kultivatnom médiu a boli inkubované d’alSich 24
hodin. V pripade iAChE boli vprvom kroku zo zdsobnych roztokov v DMSO
pripravené pracovné roztoky o urcitej koncentracii. Pracovné roztoky boli d’alej sériovo
riedené v kultivanom médiu v pomeru 1:1. Takto pripravend koncentra¢na rada bola
pridana k bunkdm nasadenym v 96-jamkovej dosticke, ktora bola 24 hodin inkubovana
pri podmienkach 37 °C, 5 % CO; a pri 85 — 90% relativnej vlhkosti vzduchu (CO;
inkubator CB 160). Po uplynuti tejto doby inkubacie bolo médium odsaté a k bunkdm
bolo pridanych 100 ul roztoku MTT (5 mg.ml™) na 1 hodinu (inkubécia pri 37 °C, 5 %
CO; a pri 8 — 90% relativnej vlhkosti vzduchu, CO, inkubator CB 160).
Po 1-hodinovej inkubécii bolo médium obsahujice MTT odsaté a krystaly formazanu
boli extrahované pomocou DMSO. Po premieSani obsahu jamiek na trepacke prebehlo
meranie absorbancie pomocou multidetekéného readeru Synergy 2 Multi-Mode

Microplate reader (BioTek Instruments, Winooski, VT, USA) pri vinovej dizke 570 nm.
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Meranie cytotoxicity testovanych latok bolo uskutocnené v triplikatoch. Hodnota 1Csg

bolo vyjadrena ako priemer z 3 nezavislych experimentov £ SEM.
3.3.2 Elektroimpedanéna metoda a postup stanovenia cytotoxicity

Verifikacia vysledkov ziskanych z MTT testu bola uskutocnena pomocou EI
metddy monitorovanim viability buniek vredlnom case s vyuzitim systému
xCELLigence (ACEA Biosciences, Inc., San Diego, CA, USA). Tento systém vyuziva
Specidlne zhotovené 96-jamkové dosticky (e-plate, ACEA Biosciences, Inc.)
s integrovanymi zlatymi mikroelektrodami na dne kazdej jamky. Rast, proliferacia a
zmena viability adherentnych buniek je merand ako zmena elektrickej impedancie a

vyjadrend pomocou CI.
Postup stanovenia

Do e-plate bolo v prvom kroku pridané kultivatné¢ médium (50 pl) k zmeraniu
impedan¢ného signalu pozadia (background). Nasledne bolo pridané do kazdej jamky
100 pl bunkovej suspenzie v hustote 9 — 35 x 10°/ jamku podla charakteru buniek (vid’
kapitola 3.3.1). E-plate bola vloZend do pristroja a proliferacia buniek bola
monitorovand cez noc za podmienok 37 °C, 5 % CO; a85 - 90% vlhkosti (CO,
inkubator CB 160) v intervale 1 hodina. Dalsi deni bolo odobrané z kazdej jamky 50 pl
média a nahradené¢ médiom obsahujicim testované koncentracie reaktivatorov a
inhibitorov pripravené sériovym riedenim. Pracovné roztoky a sériovo riedena
koncentra¢nad rada bolo pripravend rovnako ako v pripade MTT testu. Elektricka
impedancia vyjadrena ako CI bola d’alej automaticky zaznamenavané kazdych 60 min
po dobu 48 hodin. Cytotoxicita jednotlivych latok bola vypocitand z hodndt CI pre
interval 24 h od ovplyvnenia a vyjadrena ako hodnota ICsy. Hodnoty boli vyjadrené ako

priemer hodndt ziskanych z 3 nezavislych experimentov + SEM.
3.4 Sledovanie apoptickej aktivity buniek

Pre sledovanie apoptickej aktivity po ovplyvneni buniek rAChE a iAChE bolo
pouzita metdda mikrokapilarnej prietokovej cytometrie. Tato metdoda vyuziva anexin
V a7-AAD. Tato kombinacia umoznuje pocas analyzy odliSenie 4 populécii buniek

(tabulka 2).
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Tabul'ka 2 - Populacia buniek, ktoré umoziuje stanovit’ metdoda vyuzivajuca anexin

Va7-AAD
Populacia buniek Anexin V 7-AAD
Zivé bunky - -
Véasna faza apoptdzy + -
Neskora faza apoptdzy/ mitve bunky + +
Mftve bunky - +

3.4.1 Postup stanovenia apoptickej aktivity

Pre sledovanie zmeny apoptickej aktivity boli pouzité 12-jamkové kultivacné
dogticky (TPP). Do kazdej jamky boli nasadené bunky o hustote 1,5 x 10° a boli
inkubované cez noc pri podmienkach 37 °C, 5 % CO, a85 - 90% vlhkosti (CO;
inkubator CB 160). Experimenty boli uskutocnené¢ na bunkovych linidch HepG?2,
ACHN, NHLF a SH-SYS5Y. Nasledujuci denn boli k bunkam pridané testované latky.
Testovanymi koncentraciami jednotlivych reaktivatorov a inhibitorov boli ich hodnoty
ICsp zistené pomocou MTT testu. Po uplynuti 24-hodinovej inkubacie boli vzorky
spracované nasledujucim postupom. Z jednotlivych jamodk bolo odsat¢ médium
a prepipetované do centrifugacnych skumaviek. Bunky boli prevedené do suspenzie
pomocou trypsinu a nasledne pridané k médiu v centrifugacnej skimavke. Jamka bola
niekol’kokrat oplachnutd pomocou fosfatového pufru (PSB, Sigma-Aldrich) a tekutina
bola pridand k obsahu v skiimavke. Nésledne bola suspenzia buniek centrifugovana
4 minuty pri rychlosti 1000 otacok za minutu (stolnd centrifiiga Universal 320/320R,
Hettich, Tuttlingen, Nemecko). Po centrifugacii bol supernatant odsaty a peleta buniek
resuspendovand v 100 pl kultivaéného média. K resuspedovanym bunkdm bolo
pridanych 100 pl reagencie z kitu Muse Annexin V & Dead Cell Assay (Merck
Millipore, Darmstadt, Nemecko). Takto upravend vzorka bola inkubovand pri
laboratornej teplote bez pristupu svetla 20 mintit a néasledne analyzovana pomocou
pristroja Muse Cell Analyzer (Merck Millipore). Experimenty boli uskuto¢nené
v triplikatoch a v 3 nezéavislych experimentoch a vysledky boli vyjadrené ako priemer +

SEM.
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3.5 Sledovanie zmeny intracelularnej hladiny vol’nych radikalov

3.5.1 Pouzité fluorescen¢né sondy

Pre stanovenie intraceluldrnej hladiny RONS bola pouzitd metdda, ktord vyuziva
nespecificki fluorescenéni sondu DCF-DA (Cayman Chemicals, Ann Arbor, MI,
USA). Pre sledovanie intracelularnej hladiny O, bola pouzita vysoko Specificka
fluorescen¢na sonda DHE (Sigma-Aldrich). Pre sledovanie vzniku NO v bunkéch bola

pouzitd fluorescencna sonda 4,5-DAF (Sigma-Aldrich).

3.5.2 Postup stanovenia vol'nych radikalov pomocou roznych

fluorescen¢nych sond

Pre stanovenie hladiny RONS pomocou DCF-DA boli pouzité Cierne 96-jamkové
dosticky s transparentnym dnom pre meranie fluorescencie (Greiner Bio-One,
Kremsmiinster, Rakusko). Do kaZdej jamky boli nasadené HepG2 bunky o hustote 15 x
10° buniek/jamku a inkubované cez noc za podmienok 37 °C, 5 % CO, a 85-90 %
vlhkosti (CO; inkubator CB 160). Nasledujuci deii boli bunky ovplyvnené sériovo
riedenymi roztokmi jednotlivych rAChE a iAChE v kultivathom médiu DMEM
obdobne ako pri stanoveni toxikologickych indexov ICsy. Po uplynuti 4 alebo 24 hodin,
bol obsah jamiek odsaty. Do kazdej jamky bolo pridanych 80 pl DCF-DA o
koncentracii 20 uM v bezfarebnom kultivaénom médiu (Biosera) s obsahom antibiotik.
Stibezne s meranim intracelularne; hladiny RONS bola merana aj viabilita buniek

pomocou MTT testu.

Okrem sondy DCF-DA boli pouzit¢ aj dalSie Specifické fluorescenéné farbiva, a
to DHE (Oy¢) a 4,5-DAF (NO). Bunky HepG2 boli nasadené do ciernych 96-
jamkovych dosti¢iek s transparentnym dnom v rovnakej hustote ako pri
predchddzajicom experimente. Nasledujuci denn boli bunky ovplyvnené roztokmi
jednotlivych rAChE, pricom koncentracia tychto roztokov odpovedala hodnotam ICs
stanovenych pomocou MTT testu. Paralelne so stanovenim intracelularnej hladiny
jednotlivych volnych radikalov bola za rovnakych podmienok stanovena aj viabilita
buniek pomocou MTT testu. Detekcia vol'nych radikalov spolu s viabilitou buniek bola
stanovend v troch roznych ¢asovych intervaloch 1, 4 a 24 hodin. Po uplynuti stanovenej
inkubacnej doby bol obsah jamiek odsaty anahradeny 80 pl roztoku jednotlivych
fluorescencnych sond. V pripade DCF-DA sa jednalo o 20 uM roztok v bezfarebnom
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médiu, v pripade DHE o0 1000 uM roztok v PBS a v pripade 4,5-DAF o0 5 uM roztok
v PBS. Bunky boli s jednotlivymi fluorescenénymi farbivami inkubované 1 hodinu.
Nasledne bola detekovana intenzita fluorescencného signalu, pri réznych vlnovych
dizkach charakteristickych pre jednotlivé pouzité fluorescenéné sondy (DCF-DA -
excitatna 485 nm a emisna 535 nm, DHE - excitacna 528 nm a emisna 590 nm, 4,5-
DAF — excitacna 485 nm a emisna 535 nm) pomocou pristroja Synergy 2 Multi-Mode
Microplate reader. Experimenty boli uskutocnené v triplikdtoch v 3 nezavislych

experimentoch a vysledky boli vyjadrené ako priemer + SEM.
3.6 Sledovanie antioxidacnej aktivity testovanych latok

K stanoveniu antioxidacnej aktivity jednotlivych latok (rAChE aiAChE) bola

pouzita fluorescencnéd sonda DCF-DA.
3.6.1 Postup stanovenia antioxida¢nej aktivity

HepG2 bunky boli nasadené v kultivaénom médium DMEM do ¢iernej 96-jamkovej
dosticky s transparentnym dnom o hustote 15 % 10°. Takto nasadené bunky inkubované
cez noc za podmienok 37 °C, 5 % CO; a 85-90 % vlhkosti (CO, inkubator CB 160).
Nasledujiici den bolo kultivatné médium aspirované a nahradené roztokom
fluorescen¢nej sondy DCF-DA o koncentracii 20 uM v bezfarebnom médiu. Bunky boli
s fluorescenénym farbivom inkubované po dobu 1 hodiny. Po uplynuti ¢asu inkubacie
bol roztok obsahujuci DCF-DA odsaty a bunky boli opatrne oplachnut¢ PBS. Pre
vyvolanie oxida¢ného stresu bol pouzity tert-butylhydroperoxid (tBuOOH, Sigma-
Aldrich) v koncentrécii, ktord odpovedala hodnote ICsy (0,13 mmol.dm'S). K takto
ovplyvnenym bunkdm boli pridané roztoky jednotlivych testovanych latok, pri¢om
koncentracia tychto roztokov odpovedala koncentracii, ktord nemala vplyv po 24
hodinovej inkubdacii ani na viabilitu buniek ani na zmenu intracelularnej hladiny RONS.
Subezne s testovanymi rAChE a iAChE bol ako antioxidant testovany aj redukovany
glutation (rGLU, Sigma Aldrich), taktiez v koncentracii, ktord nesposobila pokles
viability ani ndrast RONS po 24 hodinovej inkubdcii. Intenzita fluorescencie bola
u takto ovplyvnenych buniek monitorovand ithned’ po pridani testovanych latok (0
minut), nasledne kazdych 15 mintt po dobu 2 hodin pomocou multifunkéného pristroja

Synergy 2 Multi-Mode Microplate reader pri excitatnej vlnovej dizke 485 nm a emisnej
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535 nm. Experimenty boli uskutocnené v triplikich av3 na sebe nezavislych

experimentoch a vysledky boli vyjadrené ako priemer = SEM.
3.7 Statistické spracovanie vysledkov

Analyza ziskanych dat bola uskutoénend pomocou Statistického programu
GraphPad Prism (verzia 6.05, GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). Hodnoty
toxikologickych indexov ICsy boli ziskané pouzitim 4-parametrickej nelinearnej
regresie. Pre porovnanie hodnot ICsg ziskanych z MTT testu a pomocou EI metody bol

pouzity neparovy t-test (95% konfiden¢ny interval).

Vysledky ziskané pri stanoveni apoptézy mikrokapildrnou prietokovou cytometriou
a intracelularnej hladiny RONS pomocou r6znych fluorescenénych sond boli
spracované pomocou programu Microsoft Excel (Microsoft, Redmond, WA, USA) a
nasledne Statisticky vyhodnotené pomocou softwaru GraphPad Prism. Pre uréenie
Statisticky vyznamnych rozdielov bola pouzita jednocestnd alebo dvojcestna analyza
rozptylu (ANOVA) spolu s Dunnettovym testom pri Statistickej hladine vyznamnosti
a=0,05.
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4. Vysledky

4.1 Sledovanie cytotoxicity testovanych latok

4.1.1 Reaktivatory AChE

Cytotoxicita rAChE bola stanovend pomocou dvoch metdéd — kolorimetrickej
metoédy vyuzivajucej tetrazoliovi sol’ MTT a EI metddy sledujucej viabilitu buniek
v realnom case. Jednotlivé bunkové linie boli vystavené testovanym latkam po dobu 24
hodin. Cytotoxicita jednotlivych rAChE bola vyjadrena toxikologickym indexom ICsg

(mmol.dm™).

U bunkovej linie HepG2 bol oxim K027 najmenej toxicky (MTT test ICso = 40,06

mmol.dm™ , EI metoda 1Csq = 38,92 mmol.dm'3, priemernad hodnota ICs, [pICs], ktora

reprezentuje priemer z oboch pouzitych metdd bola 39,49 mmol.dm?, tabul’ka 3).

Tabul'ka 3 - Porovnanie toxikologickych indexov ICsg reaktivatorov AChE
testovanych na bunkovej linii HepG2 stanovenych pomocou kolorimetrickej metody
(MTT test) a elektroimpedan¢nou metdédou (EI metoda) a priemernd hodnota ICs
(pICso, mmol.dm™). Medzi hodnotami ziskanymi oboma metédami nebol zisteny
Statisticky vyznamny rozdiel (vSetky p > 0,05)

Testovana MTT test EI metoda IC
L ICs¢ £ SEM, ICs0 £ SEM, p-hodnota pitso, 3
latka 3 3 mmol.dm
mmol.dm mmol.dm

2-PAM 22,84 + 0,84 22,04 £ 0,76 0,52 22.44

TMB-4 21,47 £0,45 22,48 £0,71 0,29 21,96

LiH-6 4,02 +£0,28 4,32 +0,07 0,35 4,17

MMB-4 3,55+0,22 3,64 +£ 0,05 0,70 3,60
HI-6 2,76 £ 0,08 2,92 +0,10 0,28 2,84
K027 40,06 = 0,63 38,92+ 1,59 0,54 39,49
K048 30,60 +£ 2,17 29,80+ 1,12 0,76 30,20
K074 34,36 + 1,57 32,76 £ 1,61 0,52 33,56
K075 2,18+£0,23 2,22 +£0,12 0,88 2,20
K203 1,58 £ 0,09 2,20+ 0,22 0,06 1,89
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Cytotoxicita testovanych latok sa postupne zvysovala od oximu K074, K048, 2-
PAM, TMB-4, LiiH-6, MMB-4, HI-6, K075 ku K203, pricom hodnota pICs, bola nizsia
1,2-, 1,3-, 1,7-, 1,8-,9,5-, 10,9-,13,9-, 17,9- a 20,9-krat.

U ACHN buniek bol najmenej toxicky uc¢inok pozorovany u oximu K048 (MTT
test ICso = 34,58 mmol.dm'3, EI metoda ICsqg = 34,25 mmol.dm'3, pICso = 32,92
mmol.dm™, tabulka 4). V porovnani soximom K048 pICs, postupne klesala
u testovanych latok v nasledujucom poradi TMB-4, K027, 2-PAM, K074, K203, K075,
HI-6, LiiH-6 a MMB-4, pricom hodnota pICs, bola nizsia 1,3-, 1,4-, 2,3-, 2,7-, 2,9-,
4,9-, 6,1-, 6,5- a 34,9- krat.

Tabul’ka 4 - Porovnanie toxikologickych indexov ICs, reaktivatorov AChE
testovanych na bunkovej linit ACHN stanovenych pomocou kolorimetrickej metody
(MTT test) a elektroimpedanénou metddou (EI metdda) a priemerna hodnota ICs
(pICso, mmol.dm™). Medzi hodnotami ziskanymi oboma metédami nebol zisteny
Statisticky vyznamny rozdiel (vSetky p > 0,05)

Testovana MTT test EI metoda IC
. ICsy = SEM, ICso = SEM, p-hodnota Pi%-s0, 3
latka 3 3 mmol.dm
mmol.dm mmol.dm

2-PAM 14,24 +£ 0,26 13,92 + 0,43 0,52 14,08

TMB-4 25,26 +£0,12 24,64 £ 0,40 0,29 2495

LiiH-6 5,33 +£0,23 4,84 £ 0,21 0,35 5,09

MMB-4 0,92 + 0,04 0,99 + 0,02 0,70 0,96
HI-6 5,42 +£ 0,07 5,36 £ 0,07 0,28 5,39
K027 24,48 + 1,09 23,63 + 0,89 0,54 24,06
K048 31,58 +£ 1,46 3425 +2,13 0,76 32,92
K074 11,73 £ 0,28 12,26 £ 0,10 0,52 12,00
K075 6,90 + 0,35 6,66 £ 0,38 0,88 6,78
K203 11,20 +£ 0,45 11,33 £ 0,25 0,06 11,27

cv v

latka K027 (MTT test ICsp = 26,27 mmol.dm™, EI metoda ICso = 25,43 mmol.dm>,
pICso = 25,85 mmol.dm™; tabulka 5). Cytotoxicita ostatnych oximov sa postupne

zvySovala v poradi od 2-PAM, K048, TMB-4, HI-6, K074, LiH-6, K075, K203 ku
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MMB-4, pricom toxikologické indexy boli v porovnani s plCsy oximu K027 nizSie

1,2-, 1,3,-, 2,0-, 4,7-, 5,4-, 8,0-, 15,2-, 16,4- a 19,0-krat.

Tabul’ka 5 - Porovnanie toxikologickych indexov ICs reaktivatorov AChE
testovanych na bunkovej linii SH-SY5Y stanovenych pomocou kolorimetrickej metody
(MTT test) a elektroimpedan¢nou metddou (EI metodda) a priemernd hodnota I1Csg
(pICso, mmol.dm™). Medzi hodnotami ziskanymi oboma metddami nebol zisteny
Statisticky vyznamny rozdiel (vSetky p > 0,05)

Testovans MTT test EI metoda IC
. ICsy = SEM, ICsy = SEM, p-hodnota pi%s0, |
latka 3 3 mmol.dm
mmol.dm mmol.dm

2-PAM 21,45+ 0,56 22,66+ 0,40 0,15 22,06

TMB-4 12,99 £ 0,45 12,46 £ 1,01 0,66 12,73
LiiH-6 3,25+0,03 3,20+ 0,11 0,66 3,23

MMB-4 1,41 +£0,10 1,31 £ 0,03 0,38 1,36
HI-6 5,81 0,07 5,24+0,42 0,26 5,53
K027 26,27 + 0,89 25,43 £0,32 0,42 25,85
K048 19,77 £ 0,88 20,17 + 0,69 0,85 19,97
K074 4,93 +£0,10 4,72 +0,02 0,10 4,83
K075 1,62 + 0,07 1,78 £ 0,04 0,13 1,70
K203 1,48 £ 0,05 1,68 £ 0,08 0,12 1,58

Pre bunkovu liniu NHLF bola najmenej toxicka latka K048 (MTT test ICso = 30,54

mmol.dm?, EI metoda ICsy = 29,34 mmol.dm™, pICsy = 29,94 mmol.dm™; tabulka 6).
U ostatnych testovanych oximov sa toxicky potencial latky postupne zvySoval
v nasledujucom poradi: TMB-4, K027, 2-PAM, K203, K074, HI-6, LiH-6, K075
a MMB-4, pricom hodnoty pICs, sa postupne znizovali 1,0-, 1,1-, 1,2-, 2,7-, 3,3-, 4,0-,
4,0-, 4,4- az 8,5-krat oproti hodnote pICsy oximu K048.
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Tabul'ka 6 - Porovnanie toxikologickych indexov ICs, reaktivatorov AChE
testovanych na bunkovej linii NHLF stanovenych pomocou kolorimetrickej metody
(MTT test) a elektroimpedan¢nou metédou (EI metdda) a priemerna hodnota ICs
(pICso, mmol.dm™). Medzi hodnotami ziskanymi oboma metédami nebol zisteny
Statisticky vyznamny rozdiel (vSetky p > 0,05)

Testovans MTT test EI metoda IC
. ICs5o £ SEM, IC5o £ SEM, p-hodnota p1%-s0, 3
latka 3 3 mmol.dm
mmol.dm mmol.dm

2-PAM 29,13+ 0,37 29,19 £ 0,73 0,95 29,16

TMB-4 30,63 +£0,20 29,14 £ 0,62 0,08 29.89

LiiH-6 7,53 +0,17 7,45+0,12 0,72 7,49

MMB-4 3,60+ 0,05 342+0,15 0,31 3,51
HI-6 7,44 £ 0,06 7,60 +0,11 0,26 7,52
K027 27,73 £ 0,55 26,85+ 0,57 0,33 27,29
K048 30,54 £0,71 29,34+ 1,24 0,57 29,94
K074 8,57 £0,28 9,48 £ 0,79 0,34 9,03
K075 6,97 £ 0,20 6,66 = 0,20 0,38 6,82
K203 11,70 £ 0,23 10,78 £ 0,37 0,10 11,24

4.1.2 Inhibitory AChE

Cytotoxicita iIAChE bola stanovend rovnako ako u rAChE dvoma metédami, a to
MTT testom a EI metédou v redlnom case. Cytotoxicita jednotlivych 1AChE bola
vyjadrena toxikologickym indexom ICsy (mmol.dm™) po 24-hodinovom &asovom

intervale.

Pre liniu buniek HepG2 bol najmenej toxickych inhibitorom pyridostigmin (MTT
test ICso = 21,16 mmol.dm™, EI metéda ICsy = 20,89 mmol.dm™, pICsy = 21,03
mmol.dm™; tabulka 7). Toxicky potencial jednotlivych latok narastal v poradi
galantamin, rivastigmin, THA a donepezil. Latky boli v porovnani s najmenej toxickou
latkou 5,3-, 6,0, 124,4- a 136,6-krat toxickejSie. CI-THA a 7-MEOTA vykazovali

rovnaka mieru cytotoxicity (457,2-krat vyssia cytotoxicita ako u pyridostigminu).
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Tabul’ka 7 - Porovnanie toxikologickych indexov ICsy inhibitorov AChE
testovanych na bunkovej linii HepG2 stanovenych pomocou kolorimetrickej metody
(MTT test) a elektroimpedan¢nou metédou (EI metdda) a priemerna hodnota ICs
(pICso, mmol.dm™). Medzi hodnotami ziskanymi oboma metédami nebol zisteny
Statisticky vyznamny rozdiel (vSetky p > 0,05)

Testovana MTT test EI metoda IC
. ICsy = SEM, ICso+SEM, | p-hodnota Pits0,
latka 3 3 mmol.dm
mmol.dm mmol.dm
THA 0,168 = 0,003 0,170 = 0,001 0,76 0,169
7-MEOTA 0,044 + 0,003 0,048 = 0,001 0,37 0,046
CI-THA 0,043 £ 0,001 0,049 + 0,004 0,24 0,046
Donepezil 0,154 + 0,002 0,153 +£ 0,002 0,48 0,154
Galantamin 4,19 £0,21 3,80 £ 0,04 0,26 3,99
Pyridostigmin 21,16 £ 1,68 20,89 + 0,32 0,90 21,03
Rivastigmin 3,42+0,21 3,54 £0,05 0,67 3,48
U bunkovej linii ACHN bol pozorovany najnizs$i toxicky efekt opat

u pyridostigminu (MTT test ICsy =

mmol.dm'S, pICso= 43,69 mmol.dm'3; tabul’ka 8).

42,62 mmol.dm™, EI metoda ICs, = 44,76

Tabulka 8 - Porovnanie toxikologickych indexov ICsg inhibitorov AChE
testovanych na bunkovej liniit ACHN stanovenych pomocou kolorimetrickej metody
(MTT test) a elektroimpedan¢nou metdédou (EI metoda) a priemernd hodnota ICs
(pICso, mmol.dm™). Medzi hodnotami ziskanymi oboma metédami nebol zisteny
Statisticky vyznamny rozdiel (vSetky p > 0,05)

Testovans MTT test EI metoda IC
) ICso = SEM, ICso+SEM, | p-hodnota pitso,
latka 3 3 mmol.dm
mmol.dm mmol.dm
THA 0,155+ 0,001 0,151 +£0,001 0,14 0,153
7-MEOTA 0,049 + 0,003 0,042 + 0,002 0,19 0,046
CI-THA 0,055 £ 0,003 0,046 + 0,006 0,11 0,051
Donepezil 0,280 + 0,007 0,291 + 0,009 0,42 0,286
Galantamin 7,79 £ 0,02 7,36 +0,23 0,27 7,56
Pyridostigmin 42,62 +£1,12 4476 + 0,76 0,28 43,69
Rivastigmin 11,14 £ 0,60 9,87 £ 0,40 0,20 11,51
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U tejto linie sa cytotoxicita testovanych inhibitorov postupne zvySovala od
najmenej toxickej latky v poradi rivastigmin, galantamin, donepezil, THA, CI-THA

a 7- MEOTA, pri¢om plCsy boli niZsie 3,8-, 5,8-, 152,8-, 285,6-, 586,7- a 949,8-krat.

Pseudoreverzibilny inhibitor pyridostigmin bol najmenej toxickou testovanou
latkou aj u buniek izolovanych z neuroblastomu (MTT test ICso = 27,02 mmol.dm>, EI
metoda ICsy = 25,91 mmol.dm™ , pICso = 26,47 mmol.dm'3; tabulka 9). Hodnota pICsg
postupne klesala u jednotlivych inhibitorov v poradi: galantamin, rivastigmin,
donepezil, THA, 7-MEOTA a CI-THA, pricom ich hodnota sa postupne znizovala 5,7-,

6,5-, 155,7-,206,8-, 490,2- a 575,4-krét.

Tabul’ka 9 - Porovnanie toxikologickych indexov ICsg inhibitorov AChE
testovanych na bunkovej linii SH-SYSY stanovenych pomocou kolorimetrickej metody
(MTT test) a elektroimpedanénou metddou (EI metdda) a priemerna hodnota ICs
(pICso, mmol.dm™). Medzi hodnotami ziskanymi oboma metédami nebol zisteny
Statisticky vyznamny rozdiel (vSetky p > 0,05)

Testovana MTT test EI metoda IC
, ICso = SEM, ICs¢ =+ SEM, p-hodnota PA%-s0, 3
latka 3 3 mmol.dm
mmol.dm mmol.dm
THA 0,122 +0,012 0,134 £ 0,013 0,06 0,128
7-MEOTA 0,053 + 0,003 0,054 + 0,002 0,98 0,046
CI-THA 0,050 + 0,002 0,054 + 0,002 0,13 0,054
Donepezil 0,173 £ 0,005 0,166 + 0,012 0,37 0,170
Galantamin 4,65+0,21 4,63 +0,05 0,95 4,64
Pyridostigmin 27,02 +£0,02 2591 +£1,83 0,67 26,47
Rivastigmin 4,07 £ 0,09 4,09 +0,43 0,28 4,08

Podobne ako u predchadzajiucich bunkovych linii, aj u buniek NHLF vykazoval

inhibitor pyridostigmin najniz§i toxicky efekt (MTT test ICso = 29,10 mmol.dm™, EI
metdda 1Cso = 28,62 mmol.dm™ , pICso = 28,86 mmol.dm'3; tabul’ka 10). Cytotoxicita
testovanych latok sa postupne zvySovala v nasledujuicom poradi: galantamin,
rivastigmin, donepezil, THA, 7-MEOTA a CI-THA, pri¢om jednotlivé latky boli 2,8-,
4,7-,64,0-, 132,4-, 317,1- a 627,4-krat toxickejSie v porovnani s inhibitorom s najnizSou

cytotoxicitou.
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Tabulka 10 - Porovnanie toxikologickych indexov ICs, inhibitorov AChE
testovanych na bunkovej linii NHLF stanovenych pomocou kolorimetrickej metody
(MTT test) a elektroimpedan¢nou metédou (EI metdda) a priemerna hodnota ICs
(pICso, mmol.dm™). Medzi hodnotami ziskanymi oboma metédami nebol zisteny

Statisticky vyznamny rozdiel (vSetky p > 0,05)

Testovans MTT test EI metoda IC
, IC5¢ £ SEM, IC50 £ SEM, p-hodnota p1%-s0, 3
latka 3 3 mmol.dm
mmol.dm mmol.dm
THA 0,208 £ 0,016 0,227 +£ 0,017 0,06 0,218
7-MEOTA 0,089 + 0,007 0,093 £ 0,005 0,52 0,046
CIl-THA 0,079 + 0,003 0,081 £+ 0,005 0,15 0,091
Donepezil 0,447 +£ 0,007 0,455+0,014 0,63 0,451
Galantamin 9,88 +0,52 11,03 +£ 0,62 0,28 10,46
Pyridostigmin 29,10+ 1,35 28,62 + 0,84 0,83 28,86
Rivastigmin 6,32+0,14 5,92 +£ 0,40 0,24 6,12

4.2 Sledovanie apoptickej aktivity

4.2.1 Reaktivitory AChE

Apoptické zmeny boli sledované na bunkovych linidch HepG2, ACHN, SH-SY5Y a
NHLF po 24-hodinovej dobe inkubécie s testovanymi reaktivatormi. Testovanymi

koncentraciami boli hodnoty ICsy, ktoré sme predtym ziskali pomocou MTT testu.

Zmeny v apoptickej aktivite buniek HepG2 st znazornené na obrazku 7. Populacia
zivych buniek sa po ich ovplyvneni jednotlivymi rAChE pohybovala v rozmedzi 50 %

do 57 %, pricom medzi latkami nebol pozorovany signifikatny rozdiel.

Bunky vo v€asnej fazy apoptézy boli v najvy$Som zastlipeni po ich ovplyvneni
reaktivatorom HI-6, priCom oproti neovplyvnenej kontrole sa pocet v€asne apoptickych
buniek zvysil 043 %. Populacia buniek vo vcCasnej faze apoptdozy sa postupne
zmenSovala v nasledujicom poradi: MMB-4, K027, K048, TMB-4, 2-PAM, K074,
LiH-6, K075 a K203, pricom bol detekovany narast 0 26 %, 18 %, 18 %, 17 %, 13 %,
13 %, 12 %, 10 % a 6 %.

Populacia buniek v neskorej fazy apoptézy bola najvyraznejSia po ich

ovplyvneni oximom K075, pricom doslo k 22% narastu. Zastipenie buniek v neskorej
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fazy apoptdzy sa postupne znizovalo u jednotlivych testovanych latok v poradi: 2-PAM,
K074, LuH-6, K203, TMB-4, K048, MMB-4, K027 aHI-6. Populacia buniek
v neskorej faze apoptdzy bola zvysSend o 21 %, 18 %, 12 %, 10 %, 8 %, 7 %, 7 %, 6 %

a 2 % oproti neovplyvnenej kontrole.
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Obrazok 7 - Zmeny apoptickej aktivity u buniek HepG2 vyvolanych rAChE v
casovom intervale 24 hodin. Data st reprezentované ako priemer z 3 nezéavislych
experimentov + SEM. Statistické hodnotenie prebehlo pomocou jednocestnej ANOVY
a Dunnettovym testom post-hoc pri Statistickej hladine vyznamnosti o = 0,05.
Statisticky vyznamny rozdiel oproti neovplyvnenej kontrole je vyznateny * v pripade,
zep<0,05

Poslednou sledovanou bunkovou populdciou boli mftve bunky. Tato populacia
buniek bola najvyraznejSie zastipena po expozicii buniek oximu K203 a oproti
neovplyvnenej kontrole doslo k 22% zvyseniu. K poklesu poctu nekrotickych buniek
v porovnani s K203 doslo v poradi: K048, LiiH-6, K027, TMB-4 a MMB-4 a bol

sledovany narast o 17 %, 15 %, 15 %, 14 % a 9 % v porovnani s kontrolnymi bunkami.
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Zmeny percentudlneho zastiipenia populdcie zivych, v€asne apoptickych, buniek
v neskorej faze apoptdzy anekrotickych buniek po ich ovplyvneni jednotlivymi

testovanymi latkami u bunkovej linie ACHN st zndzornen¢ na obrazku 8.
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Obrazok 8 - Zmeny apoptickej aktivity u buniek ACHN vyvolanych rAChE v
casovom intervale 24 hodin. Data st reprezentované ako priemer z 3 nezavislych
experimentov + SEM. Statistické hodnotenie prebehlo pomocou jednocestnej ANOVY
a Dunnettovym testom post-hoc pri Statistickej hladine vyznamnosti o = 0,05.
Statisticky vyznamny rozdiel oproti neovplyvnenej kontrole je vyznadeny * v pripade,
zep<0,05

Pocet zivotaschopnych buniek sa pohyboval vrozmedzi od 46 % az 57 %
v porovnani s neovplyvnenou kontrolou a medzi jednotlivymi rAChE nebol sledovany

signifikatny rozdiel.

Najvyraznejsi narast populacie buniek vo vc€asnej faze apoptdzy bol pozorovany
u oximu K075 (29% zvySenie oproti neovplyvnenej kontrole). Po ovplyvneni buniek

testovanymi latkami populacia véasne apoptickych buniek postupne klesala v poradi:
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LiH-6, 2-PAM, MMB-4, HI-6, K074, K203, K027 a K048, pricom bol detekovany
18%, 13%, 12%, 11%, 6%, 5%, 5% a 5% narast oproti neovplyvnenej kontrole. Po
inkubacii buniek s TMB-4 nedoslo k signifikantnej zmene v zastupeni buniek v tejto

faze.

Bunky ovplyvnené oximom K027 vykazovali najvyssi narast populdcie neskorej
fazy apoptozy a oproti neovplyvnenej kontrole doslo k 36% narastu. Po inkubacii
stAChE K074, K048, K203, HI-6, 2-PAM, MMB-4, TMB-4, LiH-6 a K075 sa
populécia buniek v neskorej faze apoptodzy postupne zmensSovala v porovnani s oximom
K027. Oproti kontrolnym bunkam bolo detekované zvysenie poctu neskoro apoptickych

buniek o 33 %, 33 %, 32 %, 30 %, 29 %, 28 %, 26 %, 24 % a 14 %.

Najvyssie zastipenie nekrotickych buniek bolo pozorované u buniek inkubovanych
s TMB-4 (11% narast populdcie v porovnani s neovplyvnenymi bunkami). Populacia
nekrotickych buniek dalej postupne klesala u buniek ovplyvnenych jednotlivymi
rAChE v poradi: MMB-4 (zvySenie o 10 %), K203 (o 8 %), K048 (o 6 %) a K075 (o 5
%). U oximov K027, K074, LiiH-6 a 2-PAM a HI-6 nedoslo k signifikantnej zmene

oproti neovplyvnenej kontrole.

Zmeny percentudlneho zastupenia populacie zivych, vC€asne apoptickych, buniek
v neskorej faze apoptdzy anekrotickych buniek po ich ovplyvneni jednotlivymi

testovanymi latkami u bunkovej linie SH-SY5Y su znazornené na obrazku 9.

Po 24-hodinovej inkubacii s testovanymi oximami bol detekovany pocet viabilnych
buniek v rozmedzi 47 % az 55 %. Medzi jednotlivymi testovanymi oximami nebol

sledovany Statisticky vyznamny rozdiel.

NajvyraznejSie zastupenie buniek vo vcasnej faze apoptézy bolo pozorované
u buniek, ktoré boli inkubované spolu s LiiH-6, TMB-4 a K074 (vo vsetkych 3
pripadoch narast o 13 % oproti kontrolnym bunkédm). Populdcia v€asne apoptickych
buniek sa postupne zmensSovala po ich ovplyvneni jednotlivymi testovanymi latkami
v nasledujicom poradi: K027, K048, MMB-4, K075 a K203, priCom bol oproti
neovplyvnenej kontrole detekovany narast v pocte v€asne apoptickych buniek o 11 %,

10 %, 8 %, 5 % a 4 %.
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Obrazok 9 - Zmeny apoptickej aktivity u buniek SH-SYS5Y vyvolanych rAChE v
casovom intervale 24 hodin. Data st reprezentované ako priemer z 3 nezavislych
experimentov = SEM. Statistické hodnotenie prebehlo pomocou jednocestnej ANOVY
a Dunnettovym testom post-hoc pri Statistickej hladine vyznamnosti o = 0,05.
Statisticky vyznamny rozdiel oproti neovplyvnenej kontrole je vyznadeny * v pripade,
zep<0,05

Bunky v neskorej fdze apoptdézy boli najviac zastipené u latok K027 a K048
(u oboch narast oproti kontrole o031 %). K redukcii buniek v tejto faze apoptodzy
dochadzalo postupne v poradi: K075, LiiH-6, K203, TMB-4, MMB-4, 2-PAM, K074 az
HI-6, pricom v porovnani s kontrolnymi bunkami bol sledovany 30%, 27%, 27%, 23%,
19%, 15%, 11% a 8% narast.

V populécii nekrotickych buniek bolo zistené najvyraznejSie zastipenie u buniek
inkubovanych s HI-6, kedy doSlo k narastu poctu tychto buniek o040 %. V poradi
2-PAM, MMB-4, K074, K075, K203, TMB-4 a LiiH-6 dochéadzalo k postupnému

zniZzeniu poctu nekrotickych buniek, priCom v porovnani s neovplyvnenymi bunkami
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doslo k 31%, 18%, 17%, 13%, 12%, 7% a 5% narastu tejto populacie. U reaktivatorov
K048 a K027 nedoslo k signifikantnej zmene v tejto skupine buniek.

Zmeny Vv percentudlnom zastupeni sledovanych populédcii buniek NHLF (zivé,
vCasne apoptické, bunky v neskorej faze apoptézy a mrtve bunky) po 24-hodinovej

inkubdcii s testovanymi latkami st vyjadrené na obrazku 10.

V sledovanom c¢asovom intervale zivé bunky predstavovali 47 % az 53 %
populacie. Medzi jednotlivymi latkami nebol pozorovany Statisticky vyznamny rozdiel

v poklese zivotaschopnosti buniek.
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Obrazok 10 - Zmeny apoptickej aktivity u buniek NHLF vyvolanych rAChE v
casovom intervale 24 hodin. Data st reprezentované ako priemer z 3 nezéavislych
experimentov + SEM. Statistické hodnotenie prebehlo pomocou jednocestnej ANOVY
a Dunnettovym testom post-hoc pri Statistickej hladine vyznamnosti o = 0,05.
Statisticky vyznamny rozdiel oproti neovplyvnenej kontrole je vyznateny * v pripade,
zep<0,05
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Najvyraznejsi narast poctu buniek vo v€asnej faze apoptdzy oproti neovplyvnenej
kontrole bol pozorovany po inkubdcii buniek s LiiH-6 (23% nérast). Populacia buniek
v tejto faze apoptozy sa postupne zmenSovala po ich inkubacii s testovanymi
substanciami v poradi: MMB-4, K075, HI-6, K074 a 2-PAM, pricom bolo detekované
21%, 9%, 5%, 4% a 3% zvySenie. U buniek inkubovanych spolu s reaktivatormi
TMB-4, K203, KO027, KO048 nenastala signifikantnd zmena v porovnani

s neovplyvnenymi bunkami.

Oproti kontrolnym bunkdm dosSlo k najvysSiemu nérastu buniek v neskorej faze
apoptdzy po ich inkubacii s HI-6, 2-PAM, TMB-4 a K048 (narast populacie o 31 %).
U buniek, ktoré boli inkubované spolu s d’al§imi testovanymi reaktivatormi populacia
buniek v neskorej faze apoptdzy postupne klesala v nasledujicom poradi: K027, K074,
LiH-6, MMB-4, K075 a K203. V porovnani s neovplyvnenymi bunkami doslo k 30%,
27%, 19%, 17%, 17% a 11% zvySeniu poctu buniek v tejto faze.

Poslednou sledovanou populaciou buniek boli nekrotické bunky. Najvyraznejsie
zastlpenie tejto populacie buniek bolo pozorované po ovplyvneni buniek oximom K203
a bolo pozorované zvysenie poc¢tu nekrotickych buniek o 35 %. Po ovplyvneni buniek
ostatnymi testovanymi latkami doslo k postupnému poklesu poctu nekrotickych buniek
v poradi K075, K027, TMB-4, K074, K048, 2-PAM a HI-6, pricom doslo v porovnani
s neovplyvnenou kontrolou k 20%, 18%, 17%, 15%, 15%, 11% a 10% nérastu.
V porovnani s kontrolnymi bunkami nebol pozorovany signifikantny rozdiel v populacii

nekrotickych buniek po ich ovplyvneni MMB-4 a LiiH-6.
4.2.2 Inhibitory AChE

Zmeny percentudlneho zastiipenie buniek v jednotlivych fazach apoptoézy boli
sledované u bunkovych linii HepG2, ACHN, SH-SY5Y a NHLF po 24-hodinovej
inkubacii s IAChE. Testované koncentracie vychadzali obdobne ako u reaktivatorov z

hodnot ICs, ktoré boli ziskané pomocou MTT testu.

Apopticky profil ubuniek HepG2 po ich 24-hodinovej interakcii s testovanymi
latkami je zndzorneny na obrazku 11. U tejto bunkovej linie Zivé bunky predstavovali

49 — 51 % a medzi jednotlivymi latkami nebol sledovany Statisticky vyznamny rozdiel.
Vo vclasne] faze apoptéozy boli bunky najviac zastipené po ich ovplyvneni
pyridostigminom (11% nérast oproti neovplyvnenym bunkam). Tato populécia buniek
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sa postupne zmenSovala po ich inkubdcii s jednotlivymi inhibitormi, ato v poradi:
donepezil, rivastigmin, CI-THA, THA a 7-MEOTA. U tychto inhibitorov bola
populécia vcasne apoptickych buniek zvySend oproti kontrole o 7 %, 6 %, 6 %, 6 % a 5
%. Po ovplyvneni buniek galantaminom nedoslo k Statisticky vyznamnej zmene oproti

neovplyvnenej kontrole.
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Obrazok 11 - Zmeny apoptickej aktivity u buniek HepG2 vyvolanych
reverzibilnymi/pseudoreverzibilnymi iAChE v ¢asovom intervale 24 hodin. Déta su
reprezentované ako priemer z 3 nezavislych experimentov + SEM. Statistické
hodnotenie prebehlo pomocou jednocestnej ANOVY a Dunnettovym testom post-hoc
pri $tatistickej hladine vyznamnosti a = 0,05. Statisticky vyznamny rozdiel oproti
neovplyvnenej kontrole je vyznaceny * v pripade, ze p < 0,05

Populacia buniek v neskorej faze apoptdzy bola najvyraznejSie zastipena po
interakcii buniek s galantaminom (narast oproti neovplyvnenej kontrole 17 %). Pokles
poctu buniek v tejto faze bol pozorovany po ovplyvneni s ostatnymi testovanymi

latkami, ato v poradi pyridostigmin, rivastigmin, 7-MEOTA, CI-THA,
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THA a donepezil, pri¢om bol v porovnani s negativnou kontrolou pozorovany 15%, 8%,

8%, 7%, 6% a 5% narast populacie buniek v neskorej apoptdze.

Najvyraznejsie zastupenie nekrotickych buniek bolo detekované po ich ovplyvneni
THA (zvysenie o 37 %). Pocet nekrotickych buniek sa d’alej postupne znizoval v poradi
CI-THA, donepezil, rivastigmin, 7-MEOTA, galantamin a pyridostigmin. V porovnani
s kontrolnymi bunkami bolo sledované zvysenie poctu nekrotickych buniek o 36 %, 35

%, 35 %, 34 %, 30 % a 22 %.

Zmeny v apoptickej aktivite ACHN buniek po ich 24-hodinovej inkubacii
s testovanymi 1AChE st znazornené na obrazku 12. Po uplynuti stanovej inkubacie

predstavovali viabilné bunky 47 — 49 %. Medzi testovanymi latkami nebol sledovany

signifikantny rozdiel.
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Obrazok 12 - Zmeny apoptickej aktivity u buniek ACHN vyvolanych
reverzibilnymi/ pseudoreverzibilnymi iAChE v €asovom intervale 24 hodin. Data st
reprezentované ako priemer z 3 nezavislych experimentov + SEM. Statistické
hodnotenie prebehlo pomocou jednocestnej ANOVY a Dunnettovym testom post-hoc
pri $tatistickej hladine vyznamnosti a = 0,05. Statisticky vyznamny rozdiel oproti
neovplyvnenej kontrole je vyznaceny * v pripade, ze p < 0,05
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K najvyraznejSiemu narastu buniek vo v¢asnej faze apoptozy doslo po ich interakcii
s THA (15% nérast v porovnani s kontrolnymi bunkami). Populécia buniek v tejto faze
postupne klesala po inkubacii s latkami v poradi: 7-MEOTA, CI-THA, rivastigmin,
pyridostigmin, donepezil a galantamin, priCom bol v porovnani s neovplyvnenou

kontrolou sledovany 10%, 8%, 7%, 7%, 6% a 4% narast.

Neskora faza apoptdzy bola najvyraznejsia u buniek inkubovanych spolu s CI-THA,
pricom doslo k narastu tejto populécie o 23 %. Pocet buniek v tejto fdze postupne klesal
po ich ovplyvneni jednotlivymi iAChE: donepezil > galantamin > THA > 7-MEOTA >
pyridostigmin > rivastigmin. V porovnani s kontrolnymi bunkami bol pozorovany

narast 0 20 %, 19 %, 19 %, 19 % 19 % a 15 %.

Poslednd sledovana populacia predstavovala nekrotické bunky. NajvyraznejSie
zastupenie bolo pozorované po 24-hodinovej inkubacii buniek s rivastigminom (narast
025 %). Dalej sa pocet nekrotickych buniek postupne znizoval po ich ovplyvneni
latkami galantamin, donepezil, pyridostigmin (u vSetkych ndrast oproti kontrolnym

bunkam o 24 %), 7-MEQOTA (o 21 %), CI-THA (o 17 %) a THA (o 15 %).

Percentudlna zmena apoptického profilu buniek SH-SYS5Y je znazornend na
obrazku 13. Po ovplyvneni tychto buniek jednotlivymi 1AChE bolo detekovanych
48 — 51 % viabilnych buniek anebol medzi nimi sledovany Statisticky vyznamny

rozdiel.

Populacia vcasne apoptickych buniek bola najviac zastipend u buniek
ovplyvnenych pyridostigminom (narast o 13 % oproti kontrolnym bunkdm). Populacia
buniek v tejto faze sa postupne znizovala v poradi: donepezil > CI-THA > rivastigmin >
7-MEOTA > THA > galantamin. Oproti bunkam kultivovanym iba v kultivaénom
médiu bol sledovany 10%, 8%, 8%, 8%, 8%, 7% a 4% narast populacie buniek vo

vc€asnej faze apoptdzy.

Dal$ou sledovanou fazou bola neskora apoptdza. Najvyraznejsie zastapenie buniek
v tejto faze bolo pozorované po ich ovplyvneni galantaminom (ndrast o 19 % oproti
kontrolnym bunkam), nasledovany dvojicou iAChE pyridostigmin a rivastigmin (oba
narast o 13 %). Dalej sa podet buniek v tejto fize postupne znizoval u buniek

kultivovanych  spolu CI-THA, 7-MEOTA, THA adonepezil. V porovnani
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s neovplyvnenou kontrolou bol sledovany narast poctu buniek v tejto faze o 10 %,

10 %, 8 % a7 %.

Nasledujucou sledovanou populaciou boli nekrotické bunky, pricom najviac boli
zastapené po ovplyvneni SH-SYSY buniek donepezilom (pocet mftvych buniek bol
zvyseny o 34 %), nasledovany THA s 33% néarastom podtu nekrotickych buniek. Dalej
sa tato populacia postupne zmensovala v porovnani s kontrolnymi bunkami v poradi
7-MEOTA > rivastigmin > CI-THA > galantamin > pyridostigmin, pricom pocet
nekrotickych buniek bol zvySeny v porovnani s neovplyvnenymi bunkami o 30 %,

30 %, 29 %, 27 % a 23 %.
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Obrazok 13 - Zmeny apoptickej aktivity u buniek SH-SY5Y vyvolanych
reverzibilnymi/pseudoreverzibilnymi iAChE v ¢asovom intervale 24 hodin. Data su
reprezentované ako priemer z 3 nezavislych experimentov + SEM. Statistické
hodnotenie prebehlo pomocou jednocestnej ANOVY a Dunnettovym testom post-hoc
pri Statistickej hladine vyznamnosti o = 0,05. Statisticky vyznamny rozdiel oproti
neovplyvnenej kontrole je vyznaceny * v pripade, ze p < 0,05
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NHLF boli poslednou liniou buniek, na ktorych bolo sledované percentudlne
zastupenie buniek v jednotlivych faza apoptdzy (obrazok 14). Pocet zivych buniek po
ovplyvneni jednotlivymi testovanymi latkami predstavoval 49 az 51 %, pricom medzi

testovanymi latkami nebol sledovany signifikantny rozdiel.

Bunky vo vcasnej faze apoptozy boli najviac zastupené po ich ovplyvneni THA
(11% narast oproti kontrole). Populdcia buniek v tejto faze sa postupne znizovali
v poradi: 7-MEQOTA, CI-THA, rivastigmin, pyridostigmin a donepezil (zvySenie poctu
vCasne apoptickych buniek o8 %, 5 %, 5 %, 3 % a2 %). U buniek inkubovanych

galantaminom nebol pozorovany S$tatistiky vyznamny rozdiel.
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Obrazok 14 - Zmeny apoptickej aktivity u bunieck NHLF vyvolanych
reverzibilnymi/ pseudoreverzibilnymi iAChE v €asovom intervale 24 hodin. Data st
reprezentované ako priemer z 3 nezavislych experimentov + SEM. Statistické
hodnotenie prebehlo pomocou jednocestnej ANOVY a Dunnettovym testom post-hoc
pri $tatistickej hladine vyznamnosti a = 0,05. Statisticky vyznamny rozdiel oproti
neovplyvnenej kontrole je vyznaceny * v pripade, ze p < 0,05
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Bunky v neskorej faze apoptdzy boli najviac zastipené po ich ovplyvneni CI-THA
(21% zviacsenie populacie buniek v porovnani s kontrolnymi bunkami). Tato populacia
sa dalej zmensSovala po inkubdcii s jednotlivymi iAChE v poradi: 7-MEOTA,
donepezil, THA, pyridostigmin, galantamin a rivastigmin. Jej narast v porovnani

s neovplyvnenou kontrolou bol o 18 %, 17 %, 16 %, 16 %, 15 % a 12 %.

Najvyssi podiel nekrotickych buniek v porovnani s kontrolnymi bunkami bol
sledovany po ich inkubécii s galantaminom (narast o 34 % oproti kontrole). Pocet
nekrotickych buniek klesal po inkubécii s testovanymi iAChE v nasledujicom poradi:
rivastigmin, donepezil, pyridostigmin, 7-MEOTA, CI-THA a THA (pocet mftvych
buniek bol zvyseny o 31 %, 31 %, 30 %, 24 %, 23 % a 22 % v porovnani s kontrolnymi

bunkami).

4.3 Zmeny intracelularnej hladiny RONS v kontexte s viabilitou

buniek

4.3.1 Reaktivatory AChE

Sledovanie zmien intracelularnej hladiny RONS po 4- a 24-hodinovej inkubdcii
s jednotlivymi testovanymi rAChE bolo prevedené pomocou metddy, ktord vyuziva
fluorescenént sondu DCF-DA. K stanoveniu viability buniek (rovnaké Casové intervaly
ako pri detekcii RONS) bola pouzita kolorimetrickd metoda vyuzivajica MTT. Toto

testovanie bolo uskuto¢nené na bunkovej linii HepG2.

Zmena intracelularnej hladiny RONS spolu so zmenou viability buniek po ich
ovplyvneni 2-PAM v 4- a 24-hodinovom ¢asovom intervale je zndzornena na obrazku

15.

Po 4 hodinach inkubécie nastal pokles viability, v pripade Ze bunky boli
kultivované s 2-PAM v koncentraciach 75 a 150 mmol.dm™ (8% a 19% pokles oproti
neovplyvnenej kontrole). Intracelularna hladina RONS bola zvySena po 4-hodinove;j
inkubdécii v pripade, Ze bunky boli vystavené koncentracidm v rozsahu 25 — 150
mmol.dm™ s maximom pri koncentracii 75 mmol.dm™ (hladina RONS zvysena 1,4-
krat). Pokles zivotaschopnosti buniek po 24 hodinach bol pozorovany pri testovanych

koncentraciach v rozmedzi 25 — 150 mmol.dm™ (zniZenie preZivajicich buniek oproti
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neovplyvnenej kontrole o055 — 97 %). Signifikantny ndrast hladiny RONS bol
pozorovany po 24 hodinich v rozsahu koncentracii 1,25 — 50 mmol.dm™, pricom
maximalne zvysenie bolo sledované pri koncentracii 25 mmol.dm™ (hladina RONS

zvysena 1,3-krat).
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Obrazok 15 - Zmena hladiny intracelularnych RONS v kontexte s viabilitou buniek
v ¢asovom intervale 4 a 24 hodin od ovplyvnenia buniek reaktivatorom 2-PAM. Déta st
reprezentované ako priemer z 3 nezavislych experimentov + SEM. Statistické
hodnotenie prebehlo pomocou jednocestnej ANOVY a Dunnettovym testom post-hoc
pri $tatistickej hladine vyznamnosti a = 0,05. Statisticky vyznamny rozdiel (p < 0,05)
v porovnani s neovplyvnenou kontrolou je zndzorneny:

x zmena intracelularnej hladiny RONS po 4 hodinovej inkubacii (plna krivka),
*zmena intracelularnej hladiny RONS po 24 hodinovej inkubécii (prerusovana krivka),
® viabilita buniek po 4 hodinovej inkubécii (biely stipec),

# viabilita buniek po 24 hodinovej inkubécii (stipec so vzorom)

Zmeny intracelularnej hladiny RONS a bunkovej viability po ich ovplyvneni

TMB-4 v 4- a 24-hodinovom ¢asovom intervale s znazornené na obrazku 16.

Pokles viability buniek po 4 hodinach inkubécie bol sledovany pri testovanej
koncentracii 100 mmol.dm™ (zniZenie viability o7 %). Narast hladiny RONS
v bunkach bol pozorovany po 4-hodinovej inkubacii pri pouzitych koncentraciach
vrozmedzi 6,25 — 100 mmol.dm™. Maximaélne zvySenie hladiny RONS bolo
pozorované pri koncentracii 100 mmol.dm™, priGom bol pozorovany 1,9-nasobny
narast. Pokles zivotaschopnosti buniek po 24 hodinach bol pozorovany pri testovanych
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koncentraciach v rozmedzi 12,50 — 100 mmol.dm™ (zisteny 10- az 86% pokles viability
buniek). Po 24 hodinach bola zmena hladiny RONS pozorovana pri testovanych
koncentraciach v rozsahu 6,25 — 100 mmol.dm™, priom najvy3si narast bol sledovany

pri koncentracii 50 mmol.dm™ (hladina RONS zvysena 1,7-krat).
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Obrazok 16 - Zmena hladiny intracelularnych RONS v kontexte s viabilitou buniek
v ¢asovom intervale 4 a 24 hodin od ovplyvnenia buniek reaktivatorom TMB-4. Déta st
reprezentované ako priemer z 3 nezavislych experimentov = SEM. Statistické
hodnotenie prebehlo pomocou jednocestnej ANOVY a Dunnettovym testom post-hoc
pri $tatistickej hladine vyznamnosti a = 0,05. Statisticky vyznamny rozdiel
(p <0,05) v porovnani s neovplyvnenou kontrolou je znazorneny:

x zmena intracelularnej hladiny RONS po 4 hodinovej inkubacii (plna krivka),
*zmena intracelularnej hladiny RONS po 24 hodinovej inkubdcii (prerusovana krivka),
® viabilita buniek po 4 hodinovej inkubécii (biely stipec),

# viabilita buniek po 24 hodinovej inkubécii (stipec so vzorom)

Na obrazku 17 je znazornend zmena produkcie RONS v bunkiach spolu
s prezivanim buniek po 4- a 24- hodinovej inkubécii s LiiH-6.

Viabilita buniek signifikantne poklesla po 4 hodinach pri koncentraciach 12,50

mmol.dm™

a25 mmol.dm™ (pokles 07 % a9 % oproti neovplyvnenej kontrole).
Produkcia intracelulirnych RONS kontinudlne narastala v rozmedzi testovanych
koncentracii 3,13 az 25 mmol.dm™, pritom maximum dosiahla pri koncentracii 25

mmol.dm™ (narast RONS oproti neovplyvnenej kontrole 2,7-krat). V 24-hodinovom
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intervale bol sledovany vyznamny pokles zivotaschopnosti buniek v porovnani
s kontrolnymi bunkami po ich ovplyvneni koncentraciami v rozsahu od 1,56 do 25
mmol.dm™ (zniZenie preZivajucich buniek o 55 — 96 %). Zmena intraceluldrnej hladiny
RONS oproti neovplyvnenym bunkdm bola v 24-hodinovom intervale zistena
v rozmedzi koncentracii 1,56 — 25 mmol.dm™, pritom najvyraznejsia zmena bola

pozorovand pri koncentracii 12,5 mmol.dm™ (2,1-ndsobné zvysenie produkcie RONS).
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Obrazok 17 - Zmena hladiny intracelularnych RONS v kontexte s viabilitou buniek
v Casovom intervale 4 a 24 hodin od ovplyvnenia buniek reaktivatorom LiiH-6. Data st
reprezentované ako priemer z 3 nezavislych experimentov + SEM. Statistické
hodnotenie prebehlo pomocou jednocestnej ANOVY a Dunnettovym testom post-hoc
pri §tatistickej hladine vyznamnosti a = 0,05. Statisticky vyznamny rozdiel
(p <0,05) v porovnani s neovplyvnenou kontrolou je zndzorneny:

x zmena intracelularnej hladiny RONS po 4 hodinovej inkubécii (plné krivka),
*zmena intracelularnej hladiny RONS po 24 hodinovej inkubécii (prerusovana krivka),
® viabilita buniek po 4 hodinovej inkubécii (biely stipec),

# viabilita buniek po 24 hodinovej inkubacii (stipec so vzorom)

Indukcia produkcie RONS a zmena bunkovej viability v sledovanych ¢asovych

intervaloch po ovplyvneni reaktivaitorom MMB-4 je zndzornend na obrazku 18.

V 4-hodinovom ¢asom intervale doSlo k vyznamnému poklesu Zivych buniek po ich

ovplyvneni MMB-4 koncentraciami od 6,25 do 25 mmol.dm™ 06,2 — 43 %. Hladina
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intracelularnych RONS bola po 4-hodinovej inkubécii spolu s testovanou latkou
MMB-4 v koncentréaciach 3,13 — 25 mmol.dm™ zvysena. Maximum bolo dosiahnuté pri
pouziti koncentracie 25 mmol.dm™ (2,1-ndsobné zvysenie v porovnani s kontrolnymi
bunkami). V ¢asovom intervale 24 hodin doSlo k poklesu viability buniek, v pripade
inkubacie buniek spolu s koncentraciami 1,56 — 25 mmol.dm™ (pokles Zivotaschopnosti
buniek v porovnani s kontrolnymi bunkami 040 — 97 %). Signifikantné zvySenie
intracelularnej hladiny RONS bolo sledované po ovplyvneni buniek koncentraciami
0,78 az 3,13 mmol.dm™, pricom najvyraznej$i narast bol zisteny pri pouZite]
koncentracii 3,13 mmol.dm™ (zvy3enie produkcie RONS oproti neovplyvnenej kontrole

1,3-krat).
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Obrazok 18 - Zmena hladiny intracelularnych RONS v kontexte s viabilitou buniek
v Casovom intervale 4 a 24 hodin od ovplyvnenia buniek reaktivitorom MMB-4. Déta
st reprezentované ako priemer z 3 nezavislych experimentov + SEM. Statistické
hodnotenie prebehlo pomocou jednocestnej ANOVY a Dunnettovym testom post-hoc
pri $tatistickej hladine vyznamnosti a = 0,05. Statisticky vyznamny rozdiel
(p <0,05) v porovnani s neovplyvnenou kontrolou je zndzorneny:

x zmena intracelularnej hladiny RONS po 4 hodinovej inkubécii (plné krivka),
*zmena intracelularnej hladiny RONS po 24 hodinovej inkubécii (prerusovana krivka),
® viabilita buniek po 4 hodinovej inkubécii (biely stipec),

# viabilita buniek po 24 hodinovej inkubécii (stipec so vzorom)
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Zmena bunkovej viability a intracelularnej hladiny RONS v ¢asovych intervaloch 4

a 24 hodin po ovplyvneni buniek reaktivatorom HI-6 je zndzornena na obrazku 19.

Vyznamny pokles zivotaschopnych buniek nastal v 4-hodinovom intervale pri
pouziti koncentréacii 6,25 — 25 mmol.dm™ (oproti neovplyvnenej kontrole bola viabilita
buniek znizend 09 az 52 %). ZvySenie hladiny RONS v bunkich bolo sledované
v koncentraciach 6,25 — 25 mmol.dm™, pric¢om maximélna produkcia RONS bola

dosiahnuta pri koncentracii 25 mmol.dm™ (2,1-nasobné zvy3enie oproti hladine RONS

v kontrolnych bunkéach).
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Obrazok 19 - Zmena hladiny intracelularnych RONS v kontexte s viabilitou buniek
v ¢asovom intervale 4 a 24 hodin od ovplyvnenia buniek reaktivatorom HI-6. Data st
reprezentované ako priemer z 3 nezavislych experimentov + SEM. Statistické
hodnotenie prebehlo pomocou jednocestnej ANOVY a Dunnettovym testom post-hoc
pri $tatistickej hladine vyznamnosti o = 0,05. Statisticky vyznamny rozdiel
(p <0,05) v porovnani s neovplyvnenou kontrolou je zndzorneny:

x zmena intracelularnej hladiny RONS po 4 hodinovej inkubacii (plna krivka),
*zmena intracelularnej hladiny RONS po 24 hodinovej inkubacii (prerusovana krivka),
® viabilita buniek po 4 hodinovej inkubécii (biely stipec),

# viabilita buniek po 24 hodinovej inkubécii (stipec so vzorom)

Po 24 hodinach inkubacie s HI-6 doslo k Statisticky vyznamnému poklesu

prezivajiicich buniek pri pouziti koncentracii v rozsahu 1,56 — 25 mmol.dm™ (40 — 95%
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znizenie). Signifikantné zvySenie produkcie RONS bolo sledované v ¢asovom intervale
24 hodin v pripade zvolenej koncentracie 6,25 az 25 mmol.dm™, pri¢om maximalna
indukcia produkcie RONS bolo pozorované pri koncentracii 12,5 mmol.dm™ (1,3-

nasobny intracelularny narast RONS oproti kontrole).

DalSou testovanou latkou bol oxim KO027. Jeho U&inok na viabilitu buniek

a intracelularnu hladinu RONS je zndzorneny na obrazku 20.

Statisticky vyznamny pokles Zivych buniek nastal po ich ovplyvneni oximom K027
v koncentraciach 25 — 100 mmol.dm™ v &asom intervale 4 hodiny (zaznamenany pokles
v porovnani s kontrolnymi bunkami o 13 — 40 %). Po 4 hodinach bol sledovany narast
RONS po pouziti koncentracii 12,5 — 100 mmol.dm™. Maximélna produkcia bola
zistend po ovplyvneni buniek koncentraciou 100 mmol.dm™ (2,0-nasobny ndrast oproti

kontrole).
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Obrazok 20 - Zmena hladiny intracelularnych RONS v kontexte s viabilitou buniek
v Casovom intervale 4 a 24 hodin od ovplyvnenia buniek oximom K027. Data st
reprezentované ako priemer z 3 nezavislych experimentov + SEM. Statistické
hodnotenie prebehlo pomocou jednocestnej ANOVY a Dunnettovym testom post-hoc
pri §tatistickej hladine vyznamnosti a = 0,05. Statisticky vyznamny rozdiel
(p <0,05) v porovnani s neovplyvnenou kontrolou je zndzorneny:

x zmena intracelularnej hladiny RONS po 4 hodinovej inkubacii (plna krivka),
*zmena intracelularnej hladiny RONS po 24 hodinovej inkubdcii (preruSovana krivka),
® viabilita buniek po 4 hodinovej inkubécii (biely stipec),

# viabilita buniek po 24 hodinovej inkubécii (stipec so vzorom)
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Pokles bunkovej viability po 24-hodinovej inkubacii bol zisteny pri koncentraciach
v rozsahu od 25 do 100 mmol.dm™ (v porovnani s kontrolnymi bunkami sa viabilita
buniek zniZila o 64 az 90 %). V rozsahu pouzitych koncentracii 12,5 — 100 mmol.dm™
bol sledovany po 24-hodinovej inkubacii Signifikantny narast produkcie RONS, pricom
maximum bolo dosiahnuté pri 25 mmol.dm™ (oproti neovplyvnenym bunkam doslo

k 1,8-nasobnému narastu intracelularnych RONS).

Zmena bunkovej viability a intraceluldrnej hladiny RONS po ovplyvneni buniek

oximom K048 je znazornena na obrazku 21.
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Obrazok 21 - Zmena hladiny intracelularnych RONS v kontexte s viabilitou buniek
v ¢asovom intervale 4 a 24 hodin od ovplyvnenia buniek oximom K048. Data st
reprezentované ako priemer z 3 nezavislych experimentov + SEM. Statistické
hodnotenie prebehlo pomocou jednocestnej ANOVY a Dunnettovym testom post-hoc
pri $tatistickej hladine vyznamnosti o = 0,05. Statisticky vyznamny rozdiel
(p <0,05) v porovnani s neovplyvnenou kontrolou je zndzorneny:

x zmena intracelularnej hladiny RONS po 4 hodinovej inkubacii (plna krivka),
*zmena intracelularnej hladiny RONS po 24 hodinovej inkubacii (prerusovana krivka),
® viabilita buniek po 4 hodinovej inkubécii (biely stipec),

# viabilita buniek po 24 hodinovej inkubécii (stipec so vzorom)

Oxim K048 vyvolal signifikantny pokles viability buniek po 4-hodinovom ¢asovom

intervale iba pri najvysiej testovanej koncentracii (80 mmol.dm™, 12% pokles oproti
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neovplyvnenej kontrole). Po 4 hodinovej inkubacie s oximom K048 bola hladina RONS
v bunkach zvysena po pouziti koncentracii vrozmedzi od 10 do 80 mmol.dm™.
Najvyraznejsie zvysenie RONS bolo pozorované pri koncentracii 80 mmol.dm™ (nérast
RONS 2,3-krat oproti kontrolnym bunkam). Statisticky vyznamny pokles viabilnych
buniek voci kontrole bol po 24-hodinovom c¢asovom intervale sledovany v pripade
pouzitia koncentracii 10 a7 80 mmol.dm™ (bunkova viabilita bola zniZend o 14 az
71 %). Intracelularny level RONS sa vyrazne zvysil po 24-hodinovej inkubacii buniek
spolu s K048 v koncentraciach 5 — 80 mmol.dm™. Maximdlny nérast bol pritom
pozorovany pri koncentracii 20 mmol.dm™ (2,2-nasobné zvysenie hladiny RONS oproti

kontrolnym bunkam).

Dal§im testovanym oximom zo série K bola latka K074. Zmena viability

a hladiny RONS v bunkach po 4- a 24-hodinovej inkubdcii je zobrazena na obrazku 22.

400 - 400
_ 3504 - 350
> P
S 3004 -300 §
- 4
S 2501 - 250 ®
X . * e
£ 1507 — ;g - 150 g,
S 1004 R P e e 1400 &
S o] =2 =

50 # - 50

7z L *],

LI
& 0 0 PSS S S

& N o 0 Ny ) Y -
~€‘(@b QY O N LG 0T S Ao &
4“?\ sl:\
\;e-° < Koncentracia K074,

mmol.dm™

Obrazok 22 - Zmena hladiny intracelularnych RONS v kontexte s viabilitou buniek
v ¢asovom intervale 4 a 24 hodin od ovplyvnenia buniek oximom K074. Data st
reprezentované ako priemer z 3 nezavislych experimentov + SEM. Statistické
hodnotenie prebehlo pomocou jednocestnej ANOVY a Dunnettovym testom post-hoc
pri $tatistickej hladine vyznamnosti o = 0,05. Statisticky vyznamny rozdiel
(p <0,05) v porovnani s neovplyvnenou kontrolou je zndzorneny:

x zmena intracelularnej hladiny RONS po 4 hodinovej inkubacii (plna krivka),
*zmena intracelularnej hladiny RONS po 24 hodinovej inkubacii (prerusovand krivka),
® viabilita buniek po 4 hodinovej inkubacii (biely stipec),

# viabilita buniek po 24 hodinovej inkubacii (stipec so vzorom)
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Po 4-hodinovej inkubacii s oximom K074 bol pozorovany pokles viability pri
pouzitych koncentraciach 50 — 150 mmol.dm™ (11 — 36% pokles oproti kontrole, ktora
reprezentovala neovplyvnené bunky). Intracelularna hladina RONS bola signifikantne
zvysena oproti kontrolnym bunkach po ovplyvneni koncentraciami v rozmedzi od 12,5
az 150 mmol.dm™, pri¢om najvyraznejsi narast bol pozorovany pri koncentracii 50

mmol.dm™ (hladina RONS v bunkéch bola zvy3ena oproti kontrole 2,0-krat).

V 24-hodinovom intervale doslo k Statisticky vyznamnému poklesu viability buniek
po ich inkubacii soximom K074 v koncentraciach 25 — 150 mmol.dm™ (pokles
v porovnani s kontrolnymi bunkami o 7 — 97 %). Vnutrobunkova hladina RONS po 24
hodinach inkubacie bola zvysena v koncentraénom rozmedzi od 12,5 do 50 mmol.dm™.
Najvyraznejsi vzostup volnych radikélov v bunkach bol sledovany pri 12,5 mmol.dm™,
pricom bol v porovnani s neovplyvnenou kontrolou detekovany 1,4-ndsobny narast

RONS.

Dalsou latkou, ktora bola testovana, bol oxim K075 a jeho schopnost’ indukovat

zmenu viability a hladiny RONS v bunke je zndzornena na obrazku 23.

Po jeho 4-hodinovom pdsobeni na bunky HepG2 sme sledovali pokles viability iba
v najvy$sej testovanej koncentracii (25 mmol.dm™, 11% pokles oproti kontrolnym
bunkdm). ZvySend produkcia RONS v bunkiach po 4 hodinovej inkubacii bola
pozorovana pri koncentraciach v rozmedzi 1,56 - 25 mmol.dm™. Najvyraznej§i narast
bol pritom pozorovany pri koncentracii 25 mmol.dm™ (zvysenie hladiny RONS 2,7-krat

v porovnani s kontrolou).

Pokles bunkovej viability po 24 hodinach bol sledovany v rozmedzi koncentrécii
1,56 — 25 mmol.dm™. Pri inkubAcii s oximom K075 v tomto koncentraénom rozmedzi
bol sledovany pokles Zivotaschopnosti buniek medzi 54 az 96 %. Intracelularna hladina
RONS bola v 24-hodinovom intervale zvySend pri koncentraciach od 1,56 — 25
mmol.dm?, pritom pri koncentracii 12,5 mmol.dm™ sme sledovali najvyraznejsie
zvySenie hladiny vol'nych radikalov (1,9-nasobny nérast v porovnani s neovplyvnenymi

bunkami).
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Obrazok 23 - Zmena hladiny intracelularnych RONS v kontexte s viabilitou buniek
v ¢asovom intervale 4 a 24 hodin od ovplyvnenia buniek oximom K075. Déta su
reprezentované ako priemer z 3 nezavislych experimentov + SEM. Statistické
hodnotenie prebehlo pomocou jednocestnej ANOVY a Dunnettovym testom post-hoc
pri $tatistickej hladine vyznamnosti a = 0,05. Statisticky vyznamny rozdiel
(p <0,05) v porovnani s neovplyvnenou kontrolou je znazorneny:

x zmena intracelularnej hladiny RONS po 4 hodinovej inkubacii (plna krivka),
*zmena intracelularnej hladiny RONS po 24 hodinovej inkubécii (prerusovana krivka),
® viabilita buniek po 4 hodinovej inkubécii (biely stipec),

# viabilita buniek po 24 hodinovej inkubécii (stipec so vzorom)

Poslednym testovanym reaktivatorom zo série K bol oxim K203. Zmena

bunkovej viability a RONS v bunkach je zndzornena na obrazku 24.

Viabilita buniek po 4 hodindch inkubacie poklesla pri koncentraciach
v intervale 6,25 — 25 mmol.dm™, pricom bolo pozorované zniZenie Zivotaschopnosti
buniek o 7 — 11 % v porovnani s kontrolnymi bunkami. V ¢asovom intervale 4 hodiny
bola hladina RONS v bunkach zvySena v pripade pouZitia testovanych koncentracii
v rozmedzi 3,13 — 25 mmol.dm™. Najvyraznejsi narast produkcie RONS bol sledovany
pri 25 mmol.dm™ (2,2-nasobné zvysenie v porovnani s neovplyvnenou kontrolou). Po
24 hodinach doslo k poklesu viability buniek v koncentraénom rozmedzi 1,56 — 25
mmol.dm™ (pri¢om bol detekovany pokles o 61 — 96 %). Intracelularna hladina RONS

bola po 24-hodinovej inkubacii signifikantne zvysSena v koncentraciach od 1,56 do 25
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mmol.dm™, smaximom pri koncentracii 3,13 mmol.dm?, priom narast oproti

neovplyvnenej kontrole bol 1,9-nasobny.
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Obrazok 24 - Zmena hladiny intracelularnych RONS v kontexte s viabilitou buniek
v Casovom intervale 4 a 24 hodin od ovplyvnenia buniek oximom K203. Data st
reprezentované ako priemer z 3 nezavislych experimentov + SEM. Statistické
hodnotenie prebehlo pomocou jednocestnej ANOVY a Dunnettovym testom post-hoc
pri §tatistickej hladine vyznamnosti a = 0,05. Statisticky vyznamny rozdiel
(p £0,05) v porovnani s neovplyvnenou kontrolou je znazorneny:

x zmena intracelularnej hladiny RONS po 4 hodinovej inkubécii (plna krivka),
*zmena intracelularnej hladiny RONS po 24 hodinovej inkubdcii (preruSovana krivka),
® viabilita buniek po 4 hodinovej inkubécii (biely stipec),

# viabilita buniek po 24 hodinovej inkubacii (stipec so vzorom)

4.3.1.1 Porovnanie schopnosti rAChE indukcie RONS v bunkach

Pre porovnanie schopnosti rAChE indukovat zmenu intracelularnej hladiny
kyslikatych a dusikatych vol'nych radikalov, boli bunky HepG2 vystavené posobeniu
testovanymi oximami po dobu 1, 4 a24 hodin v koncentraciach, ktoré odpovedali
jednotlivym hodnotam ICsp. Volné radikaly v bunkdch boli stanovené pouzitim 3
fluorescen¢nych sond, ato DCF-DA, DHE a4,5-DAF. Paralelne som stanovenim
hladiny RONS v bunkach bola stanovend aj viabilita buniek v jednotlivych ¢asovych

intervaloch pomocou kolorimetrickej metdédy vyuzivajicej tetrazoliova sol MTT.
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Zmena bunkovej viability po ich ovplyvneni $tandardne pouzivanymi rAChE

v asovych intervaloch 1, 4 a 24 hodin je zndzornena na obrazku 25.
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Obrazok 25 - Zmena viability buniek po ich ovplyvneni Standardne pouzivanych
rAChE koncentraciou odpovedajicou hodnotam toxikologickych indexov ICsy v
gasovom intervale 1 (Sierny stipec), 4 (Sedy stipec) a 24 (biely stipec) hodin. Data su
reprezentované ako priemer z 3 nezavislych experimentov + SEM. Statistické
hodnotenie prebehlo pomocou jednocestnej ANOVY a Dunnettovym testom post-hoc
pri $tatistickej hladine vyznamnosti a = 0,05. Statisticky vyznamny rozdiel (p < 0,05)
v porovnani s neovplyvnenou kontrolou je zndzorneny *

Po 1-hodinovej inkubacii neboli pozorované ziadne signifikatné zmeny. V casovom
intervale 4 hodiny poklesla Zivotaschopnost’ buniek po ich ovplyvneni reaktivatorom
LiH-6, MMB-4 aHI-6 na 85 %, 89 % a95 % viabilnych buniek v porovnani
s neovplyvnenou kontrolou. Po 24-hodinvej inkubdcii predstavovali zivé bunky 48 %
(2-PAM), 47 % (TMB-4), 48 % (Liih-6), 53 % (MMB-4) a 50 % (HI-6). Medzi

jednotlivymi testovanymi latkami nebol pozorovany signifikantny rozdiel.

Zmena viability buniek po ich inkubacii s oximami zo série K: K027, K048, K074,

K075 a K203 v ¢asovom intervale 1, 4 a 24 hodin je zndzornena na obrazku 26.

V 1- a4-hodinovom intervale nebol v porovnani s neovplyvnenymi bunkami
pozorovany ziadny Statisticky vyznamny rozdiel. Po 24-hodinovej inkubdacii doslo
k poklesu zivych buniek na 50 % (K027), 51 % (K048), 49 % (K074), 50 % (K075)
a 51 % (K203) a medzi jednotlivymi latkami nebol sledovany signifikantny rozdiel.

92



150+

100+ ax

% kontroly
*
*
*

[$4]
o
1

Obrazok 26 - Zmena viability buniek po ich ovplyvneni oximami zo série K
koncentraciou odpovedajiucou hodnotam toxikologickych indexov ICsy v asovom
intervale 1 (Cierny stipec), 4 (3edy stipec) a 24 (biely stipec) hodin. Data su
reprezentované ako priemer z 3 nezavislych experimentov + SEM. Statistické
hodnotenie prebehlo pomocou jednocestnej ANOVY a Dunnettovym testom post-hoc
pri $tatistickej hladine vyznamnosti a = 0,05. Statisticky vyznamny rozdiel (p < 0,05)
v porovnani s neovplyvnenou kontrolou je zndzorneny *

Zmena intracelularnej hladiny RONS detekovand pomocou fluorescencnej sondy
DCF-DA v casovych intervaloch 1, 4 a24 hodin po ovplyvneni S$tandardne

pouzivanymi rAChE je zndzornena na obrazku 27.

Po 1-hodinovom ¢asovom intervale bolo mnozstvo RONS signifikantne zvysSené po
ovplyvneni buniek vSetkymi sledovanymi latkami, priCom najvyraznej$ia zmena bola
detekovana u LiiH-6 (zvySenie hladiny RONS v porovnani s neovplyvnenou kontrolou
3,5-krat) nasledovany reaktivatormi TMB-4 (2,6-krat), 2-PAM (1,4-krat) a MMB-4
(1,4-krat). V Casovom intervale 4 hodiny bola sledovand opit’ najvyraznej§ia zmena
v hladine RONS po ovplyvneni buniek LiH-6 (zvySenie RONS 4,2-krat v porovnani
s kontrolnymi bunkami) nasledovanym TMB-4 (2,3-krat), 2-PAM (1,6-krat) a MMB-4
(1,6-krat). LiiH-6 vyvolal najsilnejSiu indukciu RONS v bunkach aj po 24-hodinovej
inkubacii (narast 3,4-krat v porovnani s neovplyvnenou kontrolou). Hladina RONS
postupne klesala po ovplyvneni buniek jednotlivymi latkami v poradi TMB-4 (1,8-
nasobne), 2-PAM a MMB-4 (obe latky indukovali 1,4-ndsobny narast).

93



5001

* % %
4004
- e
S 300+ * * %
e
2
< 2004 * % % * % %
Nl ﬂ i
0- T | L L T T
@ D M © M ©
S ‘e Q X Q N
{\oe’ qj? N S -@“\ 'S
W @
&
N

Obrazok 27 - Zmena intraceluldrnej hladiny RONS pomocou fluorescencnej sondy
DCF-DA po ovplyvneni buniek $tandardne pouzivanymi rAChE koncentraciou
odpovedajucou hodnotam toxikologickych indexov ICsy v ¢asovom intervale 1 (Cierny
stipec), 4 (3edy stipec) a 24 (biely stipec) hodin. Déta st reprezentované ako priemer z 3
nezavislych experimentov + SEM. Statistické hodnotenie prebehlo pomocou
jednocestnej ANOVY a Dunnettovym testom post-hoc pri Statistickej hladine
vyznamnosti a = 0,05. Statisticky vyznamny rozdiel (p < 0,05) v porovnani
s neovplyvnenou kontrolou je znazorneny *

Zmena hladiny RONS v bunkach po ich ovplyvneni oximami zo série K po 1-, 4-

a 24-hodinovom ¢asovom intervale je znazornené na obrazku 28.

V porovnani s bunkami inkubovanymi so samotnym kultivaénym médiom bola po
1-hodinovej inkubacii detekovana najvyraznejSia zmena po ich ovplyvneni oximom
K074 (2,1-nasobny néarast) nasledovany oximami K027 a K048 (oba 1,9-nasobny),
K075 (1,5-n4dsobny) a K203 (1,2-nasobny).

V d’alSom ¢asovom intervale (4 hodiny) doSlo v porovnani s kontrolnymi bunkami
k signifikantnému narastu u vSetkych testovanych oximov, pricom najsilnejsiu indukciu
RONS v bunkéch vyvolal oxim K074 (zvySenie 2,8-krat) nasledovany oximami K048
(2,4-krat), K027 (2,3-krat), KO75 (1,58-krat) a K203 (1,2-krét). V poslednom ¢asovom
intervale bola detekovand Statisticky vyznamna zmena v porovnani s neovplyvnenymi
bunkami opét” u vSetkych sledovanych oximov, priCom najvyraznejSia zmena bola

zistena u oximu K074 (narast 2,7-krat). Produkcia RONS v bunkach postupne klesala
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v nasledujucom poradi: K027 (2,3-krat), K048 (2,2-krat), KO75(1,6-krat) a K203 (1,3-
krat).
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Obrazok 28 - Zmena intraceluldrnej hladiny RONS pomocou fluorescencnej sondy
DCEF-DA po ovplyvneni buniek oximami zo série K koncentraciou odpovedajiicou
hodnotdm toxikologickych indexov ICsy v Easovom intervale 1 (Gierny stipec), 4 (3edy
stipec) a 24 (biely stipec) hodin. Data st reprezentované ako priemer z 3 nezéavislych
experimentov = SEM. Statistické hodnotenie prebehlo pomocou jednocestnej ANOVY
a Dunnettovym testom post-hoc pri $tatistickej hladine vyznamnosti a = 0,05.
Statisticky vyznamny rozdiel (p < 0,05) v porovnani s neovplyvnenou kontrolou je
znazorneny *

Zmena hladiny O, v bunkach bola detekovand pomocou fluorescencnej sondy
DHE v ¢asovych intervaloch 1, 4 a 24 hodin po ovplyvneni §tandardne pouzivanymi

rAChE a je znazornena na obrazku 29.

V ¢asovom intervale 1 hodina doSlo v porovnani s neovplyvnenymi bunkami
k signifikantnému nérastu produkcie O, po inkubécii buniek s LiiH-6 (1,1-nasobny
narast). Po 4 hodinach inkubécie s testovanymi rAChE doslo k Statisticky vyznamnému
zvySeniu hladiny O,*'v pripade pouzitia MMB-4 (1,1-ndsobny zvySenie). Na druhe;j
strane v pripade inkubacie buniek s TMB-4 doslo k signifikantnému poklesu produkcie

03¢ 021 %. V poslednom casovom intervale (24 hodin) nastal Statisticky vyznamny
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pokles hladiny O+ po ovplyvneni bunieck TMB-4 (pokles o 37 %), MMB-4 (20 %) a 2-
PAM (6 %).

500+
400+
300-

2004

A FENLN

% kontroly

,QV‘ & .-\\ ‘ Q) \’
\\:\ oY R v

&
o‘?"°

Obrazok 29 - Zmena hladiny O, v bunkach detekovana pomocou fluorescenénej
sondy DHE po ovplyvneni buniek po ovplyvneni buniek Standardne pouzivanymi
rAChE koncentraciou odpovedajucou hodnotam toxikologickych indexov ICsy v

gasovom intervale 1 (ierny stipec), 4 (Sedy stipec) a 24 (biely stipec) hodin. Data su
reprezentované ako priemer z 3 nezavislych experimentov + SEM. Statistické
hodnotenie prebehlo pomocou jednocestnej ANOVY a Dunnettovym testom post-hoc
pri $tatistickej hladine vyznamnosti a = 0,05. Statisticky vyznamny rozdiel (p < 0,05)
v porovnani s neovplyvnenou kontrolou je zndzorneny *

Zmena hladiny O,*” v bunkach po 1, 4 a 24 hodinach inkubacie spolu s oximami

z K-série je zndzornena na obrazku 30.

V prvom ¢asovom useku (1 hodina) nebola pozorovand ziadna signifikantnd zmena
v porovnani s neovplyvnenou kontrolou. Po 4-hodinovej inkubacii s testovanymi
latkami doSlo k Statisticky vyznamnému narastu u oximov K075 a K203 (v oboch
pripadoch bol sledovany 1,1-nasobny narast v porovnani s kontrolnymi bunkami).
Naopak po ovplyvneni buniek oximom K048 bol po 4 hodinach zisteny signifikantny
pokles hladiny O, 0 12 %. V poslednom sledovanom inkuba¢nom intervale 24 hodin
bol pozorovany pokles hladiny O, po ovplyvneni buniek oximami K027, K048
a K074. Najvyraznej$i zostup levelu intracelularneho O, bol detekovany u oximu

K048 (0 17 %) nasledovany oximami K027 (16 %) a K074 (14 %).
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Obrazok 30 - Zmena hladiny O2e- v bunkach detekovana pomocou fluorescencnej
sondy DHE po ovplyvneni buniek oximami zo série K koncentraciou odpovedajicou
hodnotdm toxikologickych indexov ICsy v Easovom intervale 1 (Gierny stipec), 4 (3edy
stipec) a 24 (biely stipec) hodin. Data st reprezentované ako priemer z 3 nezéavislych
experimentov + SEM. Statistické hodnotenie prebehlo pomocou jednocestnej ANOVY
a Dunnettovym testom post-hoc pri Statistickej hladine vyznamnosti a = 0,05.
Statisticky vyznamny rozdiel (p < 0,05) v porovnani s neovplyvnenou kontrolou je
znazorneny *

Zmena intracelularnej hladiny NO, ktord bola detekovana pomocou fluorescenc¢nej

sondy 4,5-DAF v ¢asovom intervale 1, 4 a 24 hodin je na obrazku 31.

Po 1-hodinovej inkubécii doSlo k signifikantnej zmene po ovplyvneni buniek
TMB-4, LiiH-6 a MMB-4, priCom najvyraznej$i narast NO v bunkach vyvolal LiiH-6
(2,3-ndsobny ndrast v porovnani s neovplyvnenymi bunkami), nasledovany MMB-4
(1,7-krat) a TMB-4 (1,6-krat). V d’alSom sledovanom intervale (4 hodiny) vyvolal
LiiH-6 opdt najsilnejSiu indukciu produkcie NO (2,8-nasobné zvySenie v porovnani
s kontrolnymi bunkami). Signifikantni zmenu opét’ vyvolal aj MMB-4 (2,1-ndsobné
zvySenie) a TMB-4 (1,9-nasobné zvysenie). V poslednom sledovanom intervale bola
znova pozorovand najsilnejSie produkcia NO v bunkdach sledované po stimulacii buniek
LiiH-6 (1,8-nasobné zvysenie oproti kontrole) a Statisticky vyznamny nérast levelu NO

vyvolal aj MMB-4 (zvySenie 1,8-krat) a TMB-4 (1,6-krat).
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Obrazok 31 - Zmena intracelularnej hladiny NO detekovana pomocou
fluorescencnej sondy 4,5-DAF po ovplyvneni buniek Standardne pouZzivanymi rAChE
koncentraciou odpovedajiicou hodnotdm toxikologickych indexov ICsy v casovom
intervale 1 (Cierny stipec), 4 (3edy stipec) a 24 (biely stipec) hodin. Data su
reprezentované ako priemer z 3 nezavislych experimentov + SEM. Statistické
hodnotenie prebehlo pomocou jednocestnej ANOVY a Dunnettovym testom post-hoc
pri $tatistickej hladine vyznamnosti a = 0,05. Statisticky vyznamny rozdiel (p < 0,05)
v porovnani s neovplyvnenou kontrolou je zndzorneny *

Zmena hladiny NO v bunkich vyvoland po 1-, 4- a24-hodinovej inkubécii
s oximami z K-série je znazornend na obrazku 32. V prvom sledovanom c¢asovom
intervale sa ako najsilnej$i induktor produkcie NO javil oxim K074 (v porovnani
s kontrolou nérast intracelularneho NO 1,9-krat). Produkcia NO po 1-hodinove;j
stimuldcii buniek jednotlivymi oximami d’alej klesala v poradi K048 (1,6-nasobny
narast), K075 (1,5-ndsobny narast), K027 (1,3-n4dsobny nérast) a K203 (1,2-nasobny
narast). V 4-hodinovom c¢asovom intervale bola opédt najsilnejSim induktorom
produkcie NO oxim K074 (2,2-ndsobné zvySenie v porovnani s neovplyvnenymi
bunkami) nasledovany oximami K048 (zvysenie 1,9-kréat), K027 (zvySenie 1,5-krat),
K075 (1,4-krat) a K203 (1,2-krat). Po 24 hodinach inkubéacie vyvolal oxim K074
najvysSiu intraceluldrnu  produkciu  NO (2,1-ndsobné zvySenie v porovnani
s kontrolnymi bunkami). Mnozstvo NO v bunkach sa postupne zniZzovalo po ovplyvneni
jednotlivymi oximami v 24-hodinovom ¢asovom intervale v poradi K048 (zvySenie 1,9-

krat), K075 (1,4-krat), K027 (1,3-krat) a K203 (1,2-krét).
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Obrazok 32 Zmena intracelularnej hladiny NO detekovana pomocou fluorescen¢nej
sondy 4,5-DAF po ovplyvneni buniek oximami zo série K koncentraciou
odpovedajucou hodnotam toxikologickych indexov ICsy v ¢asovom intervale 1 (Cierny
stipec), 4 (3edy stipec) a 24 (biely stipec) hodin. Déta st reprezentované ako priemer z 3
nezavislych experimentov = SEM. Statistické hodnotenie prebehlo pomocou
jednocestnej ANOVY a Dunnettovym testom post-hoc pri Statistickej hladine
vyznamnosti a = 0,05. Statisticky vyznamny rozdiel (p < 0,05) v porovnani
s neovplyvnenou kontrolou je zndzorneny *

4.3.2 Inhibitory AChE

Sledovanie zmien intracelularnej hladiny RONS po 4- a 24-hodinovej inkubacii
s jednotlivymi testovanymi iAChE bolo prevedené pomocou metédy vyuzivajicej
fluorescencné farbivo DCF-DA. Subezne so sledovanim intracelularnej hladiny RONS
bola testovanid aj viabilita buniek v rovnakych c¢asovych intervaloch pomocou
kolorimetrickej metddy vyuzivajucej tetrazoliova sol’ MTT.

Zmena intracelularnej hladiny RONS spolu so zmenou viability buniek po ich

ovplyvneni THA v 4- a 24-hodinovom ¢asovom intervale je znazornend na obrazku 33.

V Casovom intervale 4 hodiny bol detekovany pokles viability buniek o 15 a 28 %
v pripade pouzitia koncentracii 0,256 a 0,512 mmol.dm™ v porovnani s kontrolou, ktora
predstavovala  bunky inkubované s cistym  kultivaénym médiom. Pokles

zivotaschopnosti buniek po 24 hodinach bol pozorovany pri testovanych koncentraciach
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v rozmedzi 0,128 — 0,512 mmol.dm™, pricom bolo sledované znizenie prezivajucich
buniek oproti neovplyvnenej kontrole o 35 az 95 %. Po 24-hodinovej inkubacii bol
sledovany signifikantny pokles intracelularnej hladiny RONS pri pouziti koncentracii
v rozsahu 0,064 — 0,512 mmol.dm'3, pricom hladina RONS bol znizena o 10 — 64 %

v porovnani s neovplyvnenou kontrolou.
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Obrazok 33 - Zmena hladiny intracelularnych RONS v kontexte s viabilitou buniek
v Casovom intervale 4 a 24 hodin od ovplyvnenia buniek inhibitorom THA. Déta st
reprezentované ako priemer z 3 nezavislych experimentov + SEM. Statistické
hodnotenie prebehlo pomocou jednocestnej ANOVY a Dunnettovym testom post-hoc
pri $tatistickej hladine vyznamnosti a = 0,05. Statisticky vyznamny rozdiel
(p <0,05) v porovnani s neovplyvnenou kontrolou je zndzorneny:

x zmena intracelularnej hladiny RONS po 4 hodinovej inkubécii (plna krivka),
*zmena intracelularnej hladiny RONS po 24 hodinovej inkubécii (prerusovana krivka),
® viabilita buniek po 4 hodinovej inkubécii (biely stipec),

# viabilita buniek po 24 hodinovej inkubécii (stipec so vzorom)

V pripade inkubacie buniek spolu s reverzibilnym iAChE CI-THA (obrazok 34) po
dobu 4 hodiny doSlo k signifikantnému poklesu viability buniek pri najvysSich
testovanych koncentraciach, a to 0,256 mmol.dm™ (pokles o 35 %) a 0,128 mmol.dm™

(o 16 %). Pri oboch vyssie spomenutych koncentraciach doslo v 4-hodinovom ¢asovom
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intervale aj k poklesu intracelularnych RONS 020 a8 % v porovnani s kontrolnymi

bunkami.
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Obrazok 34 - Zmena hladiny intracelularnych RONS v kontexte s viabilitou buniek
v Casovom intervale 4 a 24 hodin od ovplyvnenia buniek inhibitorom
CI-THA. Déta su reprezentované ako priemer z 3 nezavislych experimentov + SEM.
Statistické hodnotenie prebehlo pomocou jednocestnej ANOVY a Dunnettovym testom
post-hoc pri $tatistickej hladine vyznamnosti o. = 0,05. Statisticky vyznamny rozdiel (p
<0,05) v porovnani s neovplyvnenou kontrolou je zndzorneny:

x zmena intracelularnej hladiny RONS po 4 hodinovej inkubécii (plné krivka),
*zmena intracelularnej hladiny RONS po 24 hodinovej inkubdcii (preruSovana krivka),
® viabilita buniek po 4 hodinovej inkubacii (biely stipec),

# viabilita buniek po 24 hodinovej inkubécii (stipec so vzorom)

Po 24-hodinovej inkubacii doSlo k Statisticky vyznamnému znizeniu bunkovej
zivotaschopnosti v rozmedzi koncentracii 0,032 — 0,256 mmol.dm'3, pricom bol
pozorovany oproti kontrolnym bunkdm 21 az 99% pokles viability. S poklesom
viability bola taktieZ pozorovana redukcia hladiny RONS v bunkdch pri vyssie
zmienenych koncentraciach (28 az 66% znizenie hladiny intracelularnych RONS

v porovnani s neovplyvnenou kontrolou).

Zmena viability buniek a intracelularnej hladiny RONS po ich inkubacii s
7-MEOTA je zndzornena na obrazku 35.
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Obrazok 35 - Zmena hladiny intracelularnych RONS v kontexte s viabilitou buniek
v ¢asovom intervale 4 a 24 hodin od ovplyvnenia buniek inhibitorom
7-MEOTA. Data su reprezentované ako priemer z 3 nezavislych experimentov + SEM.
Statistické hodnotenie prebehlo pomocou jednocestnej ANOVY a Dunnettovym testom
post-hoc pri $tatistickej hladine vyznamnosti o. = 0,05. Statisticky vyznamny rozdiel (p
<0,05) v porovnani s neovplyvnenou kontrolou je zndzorneny:

x zmena intracelularnej hladiny RONS po 4 hodinovej inkubacii (plna krivka),
*zmena intracelularnej hladiny RONS po 24 hodinovej inkubécii (prerusovana krivka),
® viabilita buniek po 4 hodinovej inkubécii (biely stipec),

# viabilita buniek po 24 hodinovej inkubacii (stipec so vzorom)

V Casovom intervale 4 hodiny bol sledovany signifikantny pokles viability
a intracelularnej hladiny RONS pri testovanych koncentraciach 0,128 a 0,256
mmol.dm™. Zivotaschopnost’ buniek poklesla o 18 a40 % a hladina RONS bunkach
bola znizena 9 a20 % v porovnani s neovplyvnenymi bunkami. Po 24 hodinovej
inkubacii doslo k poklesu viability a hladiny RONS pri pouzitych koncentraciach
vrozsahu od 0,032 do 0,256 mmol.dm™, pricom bol v porovnani s kontrolnymi
bunkami zaznamenany 21 az 99% pokles viability buniek a28 az 67% pokles

intracelularnej hladiny RONS.

Zmena hladiny RONS v bunkéch aich viability po 4- a 24-hodinovej inkubécii s

galantaminom je zndzornend na obrazku 36.
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Obrazok 36 - Zmena hladiny intracelularnych RONS v kontexte s viabilitou buniek
v ¢asovom intervale 4 a 24 hodin od ovplyvnenia buniek inhibitorom
galantaminom. Data su reprezentované ako priemer z 3 nezavislych experimentov +
SEM. Statistické hodnotenie prebehlo pomocou jednocestnej ANOVY a Dunnettovym
testom post-hoc pri $tatistickej hladine vyznamnosti o = 0,05. Statisticky vyznamny
rozdiel (p < 0,05) v porovnani s neovplyvnenou kontrolou je zndzorneny:

x zmena intracelularnej hladiny RONS po 4 hodinovej inkubacii (plna krivka),
*zmena intracelularnej hladiny RONS po 24 hodinovej inkubécii (prerusovand krivka),
® viabilita buniek po 4 hodinovej inkubécii (biely stipec),

# viabilita buniek po 24 hodinovej inkubacii (stipec so vzorom)

V ¢asovom intervale 4 hodiny doSlo k Statisticky vyznamnému poklesu
Zivotaschopnosti buniek pri najvyssej sledovanej koncentracii 10 mmol.dm™, ato o
19 %. V pripade intracelularnej hladiny RONS nebol v tomto ¢ase pozorovany ziaden
signifikantny rozdiel v porovnani s neovplyvnenou kontrolou. V d’alSom ¢asovom
intervale (24 hodin) bol sledovany pokles viability buniek v rozmedzi koncentrécii 2,5 —
10 mmol.dm™, pric¢om bolo zaznamenané 20 — 97% zniZenie. Pri testovanych
koncentraciach (2,5 — 10 mmol.dm™) nastala taktiez signifikantna redukcia
intracelularnej hladiny RONS a bolo pozorované 17 — 61% znizenie oproti kontrolnym

bunkam.

Dalsim testovanym iAChE bol donepezil. Zmena viability buniek a intracelularnej
hladiny RONS po 4 a 24 hodinach inkubdcia s tymto inhibitorom je zndzornena na
obrazku 37.

103



150 - 150
> T
£ G5 9
2 1004+ % % ..... / MEEaas -100 2
- 7 2 V- S
""E o
- / -~
s 7 3
= 504 =1
o /’ =2
3 / =<
S -

0 L] 1 L] L] 1

e M L o A
& S & NP
Ky ° N

&

@ A ni :
7 0 Koncentracia donepezilu,

mmol.dm™

Obrazok 37 - Zmena hladiny intracelularnych RONS v kontexte s viabilitou buniek
v ¢asovom intervale 4 a 24 hodin od ovplyvnenia buniek inhibitorom
donepezilom. Data st reprezentované ako priemer z 3 nezavislych experimentov +
SEM. Statistické hodnotenie prebehlo pomocou jednocestnej ANOVY a Dunnettovym
testom post-hoc pri $tatistickej hladine vyznamnosti o = 0,05. Statisticky vyznamny
rozdiel (p < 0,05) v porovnani s neovplyvnenou kontrolou je zndzorneny:

x zmena intracelularnej hladiny RONS po 4 hodinovej inkubacii (plna krivka),
*zmena intracelularnej hladiny RONS po 24 hodinovej inkubécii (prerusovand krivka),
® viabilita buniek po 4 hodinovej inkubécii (biely stipec),

# viabilita buniek po 24 hodinovej inkubacii (stipec so vzorom)

V prvom sledovanom ¢asovom useku (4 hodiny) doslo k signifikantnému poklesu
bunkovej viability pri najvysSej testovanej koncentrcii (0,512 mmol.dm™). Oproti
neovplyvnenym bunkam, ktoré boli inkubované s Cistym kultivaénym médiom doslo
24% poklesu Zzivotaschopnosti buniek. V tomto ¢asovom intervale nedoSlo k Ziadnej
signifikantnej zmene intracelularnej hladiny RONS. Po 24 hodinovej inkubacii nastal
Statisticky vyznamny pokles bunkovej viability v pripade, Ze boli pouzité koncentracie
v rozmedzi od 0,064 do 0,512 mmol.dm™. V porovnani s kontrolnymi bunkami doglo
k redukcii viabilnych buniek o 14 az 98 %. Podobne ako u sledovania preZivania
buniek, doslo k poklesu intracelularnej hladiny RONS pri rovnakych koncentraciach a
bolo pozorované 13 az 66% zniZenie mnozstva volnych radikdlov v bunkach

v porovnani s neovplyvnenymi kontrolnymi bunkami.
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Zmena viability buniek a vnutrobunkovej hladiny RONS po ovplyvneni buniek

rivastigminom po dobu 4 a 24 hodin je zndzornena na obrazku 38.

V Casovom intervale 4 hodiny nastal signifikantny pokles viability buniek iba
v pripade pouzitia najvy$ej testovanej koncentracie (10 mmol.dm™), pricom bolo
detekované 13% znizenie Zivotaschopnosti buniek v porovnani s kontrolnymi bunkami.
Mnozstvo intracelularnych volnych radikdlov nebolo vtomto casovom useku

signifikantne zmenené.
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Obrazok 38 - Zmena hladiny intraceluldrnych RONS v kontexte s viabilitou buniek
v ¢asovom intervale 4 a 24 hodin od ovplyvnenia buniek inhibitorom
rivastigminom. Déta st reprezentované ako priemer z 3 nezavislych experimentov +
SEM. Statistické hodnotenie prebehlo pomocou jednocestnej ANOVY a Dunnettovym
testom post-hoc pri $tatistickej hladine vyznamnosti o = 0,05. Statisticky vyznamny
rozdiel (p < 0,05) v porovnani s neovplyvnenou kontrolou je zndzorneny:

x zmena intracelularnej hladiny RONS po 4 hodinovej inkubécii (plna krivka),
*zmena intracelularnej hladiny RONS po 24 hodinovej inkubécii (prerusovana krivka),
® viabilita buniek po 4 hodinovej inkubacii (biely stipec),

# viabilita buniek po 24 hodinovej inkubécii (stipec so vzorom)

Po 24 hodinovej inkubdcii bol sledovany signifikantny pokles zivych buniek pri
koncentraciach v rozmedzi 2,5 a7 10 mmol.dm™, pricom bol sledovany 25 az 100%

pokles viabilnych buniek v porovnani s kontrolnymi bunkami. V pripade intracelularnej
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hladiny RONS nastal Statisticky vyznamny pokles pri rovnakych koncentraciach (pokles

0 16 az 84 % v porovnani s neovplyvnenou kontrolou).

Poslednym testovanym inhibitorom bol pyridostigmin. Odpoved’ buniek (zmena
viability a intracelularnej hladiny RONS) po 4 a 24 hodinach inkubdcie s tymto iAChE

je znazornena na obrazku 39.

V prvom spomenutom c¢asovom intervale (4 hodiny) nedoslo ku ziadnym
signifikantnym zmendm v porovnani s neovplyvnenymi bunkami ani v pripade

sledovania bunkovej viability ani v pripade vnutrobunkového levelu RONS.
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Obrazok 39 - Zmena hladiny intracelularnych RONS v kontexte s viabilitou buniek
v ¢asovom intervale 4 a 24 hodin od ovplyvnenia buniek inhibitorom pyridostigminom.
Data st reprezentované ako priemer z 3 nezavislych experimentov
+ SEM. Statistické hodnotenie prebehlo pomocou jednocestnej ANOVY a
Dunnettovym testom post-hoc pri $tatistickej hladine vyznamnosti a = 0,05. Statisticky
vyznamny rozdiel (p < 0,05) v porovnani s neovplyvnenou kontrolou je zndzorneny:

x zmena intracelularnej hladiny RONS po 4 hodinovej inkubécii (plné krivka),
*zmena intracelularnej hladiny RONS po 24 hodinovej inkubécii (prerusovana krivka),
® viabilita buniek po 4 hodinovej inkubécii (biely stipec),

# viabilita buniek po 24 hodinovej inkubécii (stipec so vzorom)

V 24-hodinovom casovom intervale bol detekovany pokles zivotaschopnosti buniek

v koncentraénom rozmedzi 2,5 — 40 mmol.dm™, pri¢om viabilita buniek bola oproti
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kontrolnym bunkdm znizena o 24 az 63 %. Pokles intracelularneho levelu RONS po
24-hodinovej inkubdacii bol sledovany pri koncentraciach v rozmedzi od 5 do 40
mmol.dm™. V pripade zrovnania s neovplyvnenymi bunkami sa jednalo o0 9 az 47%

pokles.
4.4 Sledovanie antioxidacnej aktivity

Pre stanovenie antioxidacnej u¢innosti jednotlivych rAChE a iAChE bola pouzita
fluorescen¢na sonda DCF-DA. Experimenty boli uskuto¢nené na bunkovej linii HepG2.
Subezne s testovanymi rAChE a iAChE bol testovany ako Standardny antioxidant rGLU
v koncentracii, ktord nemala vplyv na viabilitu buniek ani na intracelularnu hladinu
RONS (0,75 mmol.dm™). tBuOOH bol pouzity ako latka spOsobujiica narast

intraceluldrnej hladiny RONS v koncentracii totoznej s jeho ICsy (0,13 mmol.dm™).
4.4.1 Reaktivatory AChE

Testované koncentracie jednotlivych rAChE odpovedajice koncentracii, ktorad
nemala vplyv po 24 hodinovej inkubdcii ani na viabilitu buniek ani na zmenu

intracelularnej hladiny RONS st zosumarizované v tabul’ke 11.

Tabulka 11 - Prehl'ad testovanych koncentracii jednotlivych rAChE

rAChE Testovana konce_gltrécia,
mmol.dm
2-PAM 0,13
TMB-4 0,63
LiH-6 0,16
MMB-4 0,39
HI-6 0,16
K027 6,27
K048 2,50
K074 1,25
K075 0,16
K203 0,16
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Antioxidac¢ny efekt Standardne pouzivanych rAChE po vyvolani oxida¢ného stresu
tBuOOH je znazorneny na obrazku 40 aoximov zo série K na obrazku 41. Ako
pozitivna kontrola bol zvoleny antioxidant rGLU, ktory vyvolal pokles RONS
v bunkach v priemere o 87 + 5 % (priemerna hodnota ¢asovych intervalov 15 az 120

minut) oproti hladine RONS v bunkéch stimulovanych tBuOOH.

Z konvenéne pouzivanych rAChE (obrazok 40) vyvolal miernu redukciu
intracelularneho levelu RONS iba po ovplyvneni 2-PAM. V porovnani s bunkami, ktoré
boli ovplyvnené iba tBuOOH doSlo po pridani 2-PAM k bunkdm v ¢asovych

intervaloch 15 — 120 minut k poklesu v priemere o 20 £ 3 %.

O I T T T T T T T T
0 15 30 45 60 75 90 105 120
¢as (min)
—— tBuOOH —— HI-6 —— LUH-6
_._ Redukovany —— MMB-4 —— TMB-4
glutation —=— 2-PAM

Obrazok 40 - Antioxidacny efekt testovanych Standardne pouzivanych rAChE
sledovany kontinudlne kazdych 15 minat po dobu 2 hodin. Ako oxida¢né ¢inidlo bol
pouzity tBuOOH (Cervena krivka) a ako pozitivna kontrola bol pouzity antioxidant
rGLU (modra krivka). Statistické hodnotenie prebehlo pomocou dvojcestnej ANOVY a
Dunnettovym testom post-hoc pri §tatistickej hladine vyznamnosti a = 0,05. Statisticky
vyznamny rozdiel (p < 0,05) v porovnani s bunkami ovplyvnenymi samotnym tBuOOH
je znazorneny *. Data st vyjadrené ako priemer z 3 nezavislych experimentov + SEM

Testované biskvartérne oximy MMB-4, LiiH-6 a TMB-4 vyvolali dokonca d’alsi

narast produkcie volnych radikdlov v bunkach v porovnani sbunkami, ktoré boli
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inkubované iba stBuOOH. U tychto rAChE doslo zvySeniu produkcie RONS
v priemere 0 31 +5 %, 21 £3 % a 31+ 6 %.

Pokles hladiny intracelularnych RONS bol pozorovany po stimulacii buniek
tBuOOH a naslednom ovplyvneni buniek oximami KO075 a K203 (obrazok 41).
Redukcia RONS v bunkach bola u oboch vyssie spomenutych latok signifikantna uz od
15 minaty inkubacie, pricom oxim K075 vyvolal pokles v priemere o 80 + 4 % a oxim
K203 v priemere 98 + 3 % v porovnani s hladiny RONS v bunkéch po ich ovplyvneni
samotnym tBuOOH. Dalsie testované rAChE K027, K048 a K074 sposobili narast
produkcie RONS v porovnani s bunkami inkubovanymi so samotnych tBuOOH a to

v priemere 0 36 +5 %, 25+ 5 % a 16 £ 3%.

0 | I | I I | I I I
0 15 30 45 60 75 90 105 120
¢as (min)
—— tBuOOH —— K027 —— K074
. Redukovany =~ —— K048 —— K075
glutation —=— K203

Obrazok 41 - Antioxidacny efekt testovanych rAChE z K-série sledovany
kontinudlne kazdych 15 minuat po dobu 2 hodin. Ako oxida¢né ¢inidlo bol pouzity
tBuOOH (Cervena krivka) a ako pozitivna kontrola bol pouzity antioxidant rGLU
(modra krivka). Statistické hodnotenie prebehlo pomocou dvojcestnej ANOVY a

Dunnettovym testom post-hoc pri $tatistickej hladine vyznamnosti o = 0,05. Statisticky
vyznamny rozdiel (p < 0,05) v porovnani s bunkami ovplyvnenymi samotnym tBuOOH
je znazorneny *. Data s vyjadrené ako priemer z 3 nezavislych experimentov = SEM
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4.4.2 Inhibitory AChE

Testované koncentracie jednotlivych iAChE odpovedajuce koncentracii, ktora
nemala vplyv po 24 hodinovej inkubacii ani na viabilitu buniek ani na zmenu

intracelularnej hladiny RONS st zosumarizované v tabul’ke 12.

Tabul'ka 12 - Prehl’ad testovanych koncentracii jednotlivych iAChE

iAChE Testm(/jlnnéil ;(lf)(;lrfﬁg;trécia
THA 0,032
7-MEOTA 0,016
6-C1-THA 0,016
Donepezil 0,032
Galantamin 1,25
Rivastigmin 1,25
Pyridostigmin 1,25

Zmena intracelularnej hladiny RONS po stimuldcii buniek tBuOOH aich

naslednym ovplyvnenim iAChE je znazornené na obrazku 42.

Ako pozitivna kontrola bol zvoleny rGLU. V jednotlivych ¢asovych intervaloch
vyvolal signifikantni zmenu oproti bunkdm kultivovanym iba so samotnym tBuOOH
vo vSetkych sledovanych ¢asovych intervaloch v rozmedzi 15 - 120 mintt, pricom bol
detekovany pokles RONS v bunkach v priemere o072 = 8 %. Antioxidacné ucinky
vykazovali aj 3 testované iAChE ato donepezil, rivastigmin a galantamin. U buniek
ovplyvnenych tBuOOH spolu s donepezilom bola pozorovanid redukcia mnoZstva
intracelularnych RONS, pricom doslo k ich poklesu v priemere o 50 £ 8 %. Podobny
efekt na hladinu RONS v bunkach bol sledovany aj po ovplyvneni buniek
galantaminom, pricom bol detekovany pokles v priemere o 54 + 9 %. Poslednym
inhibitorom, ktory vyvolal signifikantny pokles volnych radikdlov v bunkéch, bol
rivastigmin, pricom po ovplyvneni buniek tBuOOH v kombinacii s tymto iAChE doslo

k poklesu v priemere 0 27 £ 5 %.
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0 | I 1 | I I I | I
0 15 30 45 60 75 90 105 120
¢as (min)
—— tBuOOH —— THA —— Donepezil —— Rijvastigmin
Redukovany ~ —— 7-MEOTA —=— Galantamin —s— Pyridostigmin
glutatién —— B6-CI-THA

Obrazok 42 - Antioxidacny efekt testovanych iAChE sledovany kontinualne
kazdych 15 minut po dobu 2 hodin. Ako oxida¢né ¢inidlo bol pouzity tBuOOH (Cervena
krivka) a ako pozitivna kontrola bol pouZity antioxidant rtGLU (modra krivka).
Statistické hodnotenie prebehlo pomocou dvojcestnej ANOVY a Dunnettovym testom
post-hoc pri $tatistickej hladine vyznamnosti o = 0,05. Statisticky vyznamny rozdiel (p
<0,05) v porovnani s bunkami ovplyvnenymi samotnym tBuOOH je znazorneny *.
Déta st vyjadrené ako priemer z 3 nezavislych experimentov £ SEM
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5. Diskusia

Dostupnost’ réznych in vitro pristupov poskytuje dolezity nastroj pre lepSie
pochopenie ucinkov novych chemickych derivatov, ktoré by mohli byt vyuzité ako
potencialne lieCiva. V snahe obmedzit' pouzivanie zvierat pri experimentoch boli
navrhnuté rozne alternativne metody, ktoré umoznuju zniZzenie poctu zvierat
nevyhnutnych pre experiment, po pripade nahradzuji zvieracie modely za nezvieracie

(Kandarovéa a Letasiova 2011).

Predkladana dizertacna praca bola zamerana na in vitro charakterizaciu latok, ktoré
st schopné ovplyvnit’ aktivitu AChE (rAChE aiAChE). Testované boli cytotoxické
ucinky, ich vplyv na apopticku aktivitu buniek, vplyv na narusenie oxida¢no-redukcne;j

rovnovahy a taktiez antioxidacny potencidl danych latok.
5.1 Cytotoxické ucinky testovanych latok

Vplyv testovanych latok na bunkovl viabilitu bol sledovany u 4 roéznych
bunkovych linidch, a to HepG2, ACHN, SH-SY5Y a NHLF. Cytotoxicita latok bola
stanovena pomocou dvoch principidlne odliSnych metod, a to kolorimetrickou metédou

vyuzivajicou MTT a EI metodou.
5.1.1 Reaktivatory AChE

U jednotlivych rAChE bola stanovena hodnota pICsy v rozmedzi od 0,96 do 39,49
mmol.dm™. Napriek tomu, Ze sa pouzité bunkové kultiry vyznadovali odlisnou
citlivost'ou k jednotlivym testovanych rAChE, pri¢om rozdielnost’ medzi nimi by mohla
byt spdsobend prave rozdielnou metabolickou kapacitou jednotlivych bunkovych
modelov (diskutované v kapitole 5.2.2), je mozné najst’ urcit¢é podobnosti medzi
jednotlivymi liniami.

Existuju rézne Strukturalne aspekty, ktoré maju vplyv na reaktivacny potencial
jednotlivych rAChE, ku ktorym moZno zaradit’ pocet oximovych skupin v molekule, ich
polohy na pyridiniovom kruhu, dizka spojovacieho retazca medzi 2 pyridiniovymi
kruhmi a taktiez pritomnost’ kysliku alebo dvojitej vdzby v spojovacom ret'azci (Patocka
et al. 2005; Bajgar 2009; De Paula et al. 2018; Kuca et al. 2006). Prave na sledovanie
tychto faktorov som sa zamerala aj pri sledovani vztahu cytotoxicity a Struktury
testovanych latok.
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Najmenej toxickou latkou ubunkovej linie HepG2 bol oxim K027, ktory je
predstavitelom rAChE s 3-uhlikatym spojovacim retazcom a jednou oximovou
skupinou v polohe 4. Toxicky potencial latok s 3C sa zvysil v pripade pritomnosti 2
oximovych skupin v polohe 4 (TMB-4). Cytotoxicita latok bola d’alej intenzifikovana
v pripade pritomnosti kyslika v spojovacom retazci (LiiH-6). ESte vyraznej$i narast
cytotoxicity bol detekovany v pripade kombinacie kyslikovej inzercie v uhlikatom
retazci a 1 oximovej skupiny v polohe 2 (HI-6). ZvySenie toxicity v poradi K027 <
LiiH-6 < HI-6 koreluje so znizenim expresie multiliekového rezistentného proteinu 2,
ktord bola detekovand in vivo (Pejchal et al. 2008). Inkorporacia kyslika do
spojovacieho retazca by mohla ovplyvnit exkréciu pecene atym padom by mohla
zohravat’ vyznamnl ulohu pri hepatotoxicite rAChE. Cytotoxicita testovanych rAChE
sa mierne zvysila aj v pripade spojovacieho retazca s dizkou 4C (oximy K074 a K048),
pricom u tychto dvoch latok sme nepozorovali vplyv poctu oximovych skupin na ich
cytotoxicky potencidl. V 4C zlucenindch mala vplyv na zvySenie cytotoxickych
vlastnosti pritomnost’ dvojitej vizby v spojovacom retazci (oximy KO075 a K203).
Najvyraznej$i ndrast cytotoxického potencidlu bol pozorovany v pripade skratenia
spojovacieho retazca na 1C (MMB-4). Jediny testovany monopyridiniovy rAChE 2-
PAM vykazoval podobny cytotoxicky efekt ako TMB-4.

U buniek ACHN bol najmenej toxicky oxim K048 so 4-uhlikatym spojovacim
retazcom a 1 oximovou skupinou. U tejto bunkovej linie v porovnani s HepG2 bunkami
naopak pridanie druhej oximovej skupiny vyrazne zvysilo cytotoxicky potencial latok
so 4C retazcom (oxim K074). Urcitd podobnost’ s HepG2 bunkami bola sledovana pri
inkorporéacia dvojitej vdzby do spojovacieho retazca, kedy taktiez dosSlo k vyraznému
zhorSeniu cytotoxickych ucinkov rAChE (oxim K203 a K075). Skratenie uhlikatého
retazca na 3C spdsobilo v porovnani s KO48 mierny narast toxického uc¢inku (K027
a TMB-4), pri¢om vplyv poctu oximovych skupin nebol v tomto pripade pozorovany.
Naopak obdobne ako u HepG2 buniek inkorporacia kyslika do spojovacieho retazca
mala vyrazny vplyv na zvysenie neziaducich u¢inkov rAChE (HI-6 a LiiH-6). A taktiez
dalSie skratenie uhlikatého retazca na 1C vyrazne zvysilo toxicky potencial rAChE

(MMB-4).

Rovnako ako ubunkovej linie HepG2 aj pre bunky SH-SYS5Y bol najmenej

toxickym reaktivatorom predstavitel s 3C spojovacim retazcom a jednou oximovou
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skupinou v polohe 4 (K027). Pridanim druhej oximovej skupiny (TMB-4) sa
cytotoxicita zvysila priblizne 2-krat. Podobny trend ako v pripade HepG2 a ACHN
buniek nastal aj v pripade inkorporacie kyslika do 3C spojovacieho ret'azca (oximy HI-6
a LiiH-6) a taktiez skratenie uhlikového retazca na 1C vyznamne zvysilo cytotoxické
vlastnosti latok (MMB-4). Takmer rovnakymi toxickymi t¢inkami, ktoré boli sledované
u oximu K027, sa vyznacoval aj jediny testovany monopyridiniovy oxim (2-PAM).
V pripade skupiny oximov so 4C spojovacim retazcom bola najmenej toxickou latka
oxim K048, ktory obsahuje jednu oximovi skupinu. Pridanim druhej (oxim K074)
doSlo k vyraznému nérastu toxického ucinku latky, pricom doslo k priblizne
4-nasobnému zvyseniu. Rovnako ako v pripade bunkovych modelov HepG2 a ACHN
zavedenie dvojitej vizby do 4C retazca malo negativny vplyv na cytotoxicitu latok

(oximy K075 a K203).

U NHLF buniek bol rovnako ako u ACHN najmenej toxickym rAChE oxim K048.
Dalsim pridanim oximovej skupiny, inkorporaciou dvojitej vizby, skratenim retazca na
3C po pripade na 1C, a taktiez pridanim molekuly kyslika do spojovacieho retazca sa

cytotoxicita latok zvySovala.
5.1.2 Inhibitory AChE

Rovnako ako u predchadzajticej skupiny latok, tak aj u 1AChE bola stanovena ich
cytotoxicita na vy$Sie spomenutych bunkovych modeloch. Cytotoxicita tychto latok sa
pohybovala v rozmedzi od 0,046 do 43,69 mmol.dm™.

Najmenej toxickou latkou wuvSetkych sledovanych bunkovych linii bol
hmotnost’ (181,21 g.mol™). Tento karbamatovy pseudoreverzibilny iAChE sa pouziva
najcCastejSie pri terapii myastenia gravis. Okrem toho sa pouZziva vo viacerych arméadach
aj ako profylaktikum proti otravam OP zluceninami. Kvoli svojej neschopnosti prenikat’

cez BBB, je pyridostigmin schopny chrénit’ iba periférnu AChE (Kassa et al. 2017).
Reverzibilné 1AChE rivastigmin a galantamin mali druht najnizSiu cytotoxicitu.

V porovnanim s najmenej toxickym pyridostigminom maji tieto latky vysSiu

molekulovii  hmotnost (250,33 a287, 354 gmol'). Tieto nepriame

parasympatomimetika sa pouzivaju pri lieCbe AD, a to hlavne pri miernom az stredne
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tazkom priebehu tohto ochorenia. Tieto latky uz vo svojej molekule neobsahuju

kvartérny amoéniovy dusik, preto 'ahko prenikaju cez BBB (Svihovec et al. 2018).

Stvrtym najmenej toxickym iAChE bol donepezil, ktory sa taktieZ radi medzi
nepriame parasympatomimetika a pouziva sa k terapii AD. Zo Standardne pouzivanych
iAChE v lietbe AD ma donepezil najvyssiu molekulova hmotnost’ (379,50 g.mol™)

a taktiez najvysSiu cytotoxicitu.

Dalgiu skupinu testovanych iAChE tvoril THA ajeho derivaty 7-MEOTA a
CI-THA. iAChE na baze THA patria z dovodu ich terapeutického vyuzitia k najviac
prestudovanym inhibitorom. THA je schopny inhibovat AChE na zdklade svojich
biologickych vlastnosti uz vo velmi nizkych koncentraciach (nmol.dm™). Rovnako sa
vyznacuje aj vybornou schopnost'ou prenikat’ cez BBB (Korabecny et al. 2012). THA sa
vSak kvoli svojim silnym hepatotoxickym uc¢inkom v klinickej praxi uz nevyuziva.
7-MEOTA bola syntetizovana ako menej hepatotoxicky inhibitor, avSak s obdobnymi
terapeutickymi vlastnostami pri liecbe AD. Na rozdiel od in vivo experimentov
(Patocka a Kuca 2008; Soukup et al. 2013), kedy bola sledovand u inhibitora 7-MEOTA
nizSia toxicita ako u THA, u vSetkych sledovanych in vitro modelov bol sledovany
opacny trend. 7-MEOTA bola v porovnani s THA takmer 4-krat toxickejSia. Tento
opacny trend mozno vysvetlit’ tym, ze v pripade in vitro testovania sa pdsobi priamo na
bunky, ktoré maji oproti bunkdm odpovedajicich organov in vivo niz$iu metabolickt
aktivitu. Prave rozdielu v metabolizacii latok sa pripisuje niZSia in vivo toxicita u 7-
MEOTA. THA podliecha metabolizmu pomocou mikrozomalneho cytochromu P450.
Mo6Zu vznikat' r6zne hydroxy-THA, ktoré sa vyznacuju len miernou toxicitou, avSak
modze dochadzat' aj ku vzniku vysokoreaktivnej formy chinén methidu, ktora dalej
moze sposobit’ poskodenie buniek prostrednictvom interakcie s tiolovymi skupinami
bunkovych proteinov (Soukup et al. 2013). Hlavnhym metabolitom 7-MEOTA je 7-
hydroxytakrin, ktory vznikd demetyldciou metoxy- skupiny, ktory je nésledne
konjugovany s kyselinou glukuronovou a vylu€ovany mocom (Patocka a Kuca 2008;
Korabecny et al. 2012). Dalgia latka CI-THA sa vyznalovala velmi podobnou
cytotoxicitou ako 7-MEOTA na vsetkych sledovanych bunkovych modeloch. Zvysenie
cytotoxicity oproti vychodzej molekuly THA moze byt sposobené prave pritomnost’ou
atomu chloru v jeho molekule. Tento aspekt Struktury moéze byt spojeny so zvySenou

lipofilicitou latky. Na druhej strane prave zvySenie lipofilicity zvySuje inhibi¢ny
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potencidl v dosledku lepSej interakcie v hydrofébnej casti AChE (Misik et al. 2018).
Z tohto dovodu je potrebné posudzovat’ jednotlivé latky nielen z pohladu ich toxicity
ale je nutné posudzovat’ aj ich uc¢innost’, nakol’ko v pripade latky s vysSou ucinnostou

nemusi byt’ zvySena toxicita nutnou prekazkou pre ich lieCebné vyuzitie.
5.2 Sledovanie apoptického profilu

Schopnost’ testovanych latok indukovat apoptézu bola uskuto¢nena na vsetkych
zvolenych bunkovych modeloch pri koncentraciach, ktoré odpovedali ich hodnotam
ICso, ktoré boli ziskané v predchadzajucich experimentoch pomocou MTT testu po

24-hodinovej inkubécii.
5.2.1 Reaktivatory AChE

Z vysledkov je zrejmé, ze vSetky reaktivatory u jednotlivych bunkovych linii
aktivuju urcité zmeny v apoptdze. Medzi jednotlivymi liniami a testovanymi latkami st
vSak zrejmé urcité rozdiely, ktoré moézu byt vyvolané ¢i uz tym, ze boli pouzité¢ ako
nadorové (HepG2, ACHN a SH-SYS5Y) tak aj primarna 'udska bunkova linia (NHLF),
po pripade rozdielnou metabolickou kapacitou jednotlivych buniek. Obdobne ako pri
sledovani cytotoxicity, je moZzné aj u hodnotenia ¢i uz apoptického profilu alebo poctu

nekrotickych buniek n4jst’ vzt'ah k urétym Strukturdlnym aspektom testovanych latok.

U bunkovej linie HepG2 u vSetkych testovanych latok s vynimkou oximu K203
prevazovali bunky s prvkami apoptézy nad nekrotickymi bunkami. Oxim K203 vo
svojej molekule obsahuje kombinaciu 4C spojovacieho retazca, dvojitej vdzby a jednej
oximovej skupiny. Medzi rAChE, u ktorych prevladala celkova populacia apoptickych
buniek sme pozorovali urcité rozdiely. V pripade 3C spojovacieho retazca (K027
aTMB-4) a3C spojovacieho retazca s kyslikom (LiiH-6) sme sledovali priblizne
rovnaké rozloZenie buniek vo v€asnej a neskorej faze apoptozy. AvSak pri kombinacii
kyslikového substituentu a 1 oximovej skupiny v polohe 2 (HI-6) doSlo k vyraznému
narastu poctu vcasne apoptickych buniek. V pripade kombinacie 4C spojovacieho
retazca al oximove] skupiny (K048) sme sledovali vySSie zastlpenie vcasne
apoptickych buniek, avSak v pridanim d’alSej oximovej skupiny sa tento pomer obratil
(oximy K074 a K075). Pritomnost’ dvojitej vdzby v spojovacou retazci, eSte mierne
zvysila pocet buniek v neskorej fadze apoptdzy. Skratenie uhlikového retazca na 1C

(MMB-4) vyvolalo vyrazny narast poCtu buniek vo vcasnej faze apoptdzy. Naopak
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monopyridiniova Struktira (2-PAM) spdsobila narast poctu buniek v neskorej faze

apoptozy na ukor v¢asne apoptickych buniek.

V pripade ACHN buniek nebola ani u jedného sledovaného reaktivatora pozorovana
prevaha nekrotickych buniek v porovnani s apoptickymi bunkami. Jediny reaktivator,
u ktorého po ovplyvneni buniek prevazovala vcasne apoptickd faza nad neskorou
apoptézou bol oxim KO75 (4C sdvojitou védzbou vo spojovacom retazci as 2
oximovymi skupinami v polohe 4). Naopak v pritomnosti 1 oximovej skupiny (K203)
sa tento pomer uplne otoc€il. U zastupcom rAChE s 3C a 4C spojovacim retazcom bez
ohl'adu na pocet oximovych skupin vyrazne prevySoval pocet neskoro apoptickych
buniek. 1C uhlikaty retazec (MMB-4), 3C retazec s kyslikom a jednou oximovou
skupinou na pyridiniovom kruhu v polohe 2 (HI-6) a monopyridiniova Struktira (2-
PAM) sa pocet vcasne apoptickych buniek mierne zvysil, avSak neprekrocil pocet
neskoro apoptickych buniek. Rozdiel v poc¢te buniek vo vcCasnej a neskorej faze
apoptdzy sa dalej znizil v pripade kombinacie inkorporacie kyslika do 3C retazca a 2
oximovych skupin v polohe 4 (LiiH-6), avSak aj v tomto pripade nad’alej prevySoval

pocet neskoro apoptickych buniek nad v€asne apoptickymi bunkami.

U bunkovej linie SH-SYSY bola prevaha nekrotickych buniek pozorovana u
2-PAM (monopyridiniova Struktira) a HI-6 (kyslik v spojovacom retazci a 1 oximova
skupina v polohe 2). Dalej sme pozorovali skupinu latok, uktorého bol pomer
apoptickych a nekrotickych buniek priblizne rovnaky. Tento jav bol pozorovany
u MMB-4 (1C spojovaci retazec) a oximu K074 (4C spojovaci ret'azec a 2 oximovymi
skupinami). U d’alSich sledovanych reaktivatorov opét’ prevySovali apoptické bunky.
Z vysledkov sa moze zdat, ze u Struktury, ktord obsahovala 4C uhlikaty retazec spolu
s dvojitou védzbou, vyrazne prevySoval pocet buniek v neskorej faze apoptdzy nad
vCasne apoptickymi bunkami. Aj u oximov s 3C (1 alebo 2 oximové skupiny, K027
alebo TMB-4), 4C (1 oximova skupina, K048) a 3C inkorporovany o atom kyslika
(LiiH-6) bola sledovana prevaha buniek v neskorej faze apoptodzy, avSak nie s takym

rozdielom ako v pripade oximov K075 a K203.

Poslednou bunkovou liniou bola NHLF. U tychto buniek sme pozorovali rovnako
ako u HepG2 buniek prevahu nekrotickych buniek nad apoptickymi bunkami u jediného
oximu a to K203. U dalSieho oximu, ktory vo svojej Strukture obsahuje dvojitti vizbu,
bol pomer nekrotickych a apoptickych buniek priblizne 1:1,5, pricom z buniek
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v apoptoze boli viac zastupené bunky v neskorej faze. U ostatnych oximov pocet buniek
v apoptoze vyrazne prevySoval pocet nekrotickych buniek. U rAChE LiiH-6 (3C,
kyslikovy atom) a MMB-4 (1C) bol pomer v¢asne a neskoro apoptickych priblizne 1:1.
U ostatnych rAChE prevySovali bunky v neskorej faze apoptézy nad vcasne

apoptickymi, priCom sme u tejto linie nesledovali nejak Strukturalnu zavislost'.
5.2.2 Inhibitory AChE

Apoptické aktivita bola sledovana aj po ovplyvneni buniek iAChE po 24 hodinovej
inkubécii s koncentraciami, ktoré odpovedali ich hodnotdm ICso. Nakolko sa jednalo
o pomerne rdéznorodu skupinu latok, ¢o sa tyka Struktary, nie je celkom mozné v tejto
Casti diskutovat urcité Strukturalne aspekty, ktoré by mohli mat’ vplyv na vstup buniek

do apoptdzy, ¢i nekrdzy.

U bunkovej linie HepG2, ktord sa vyznacuje nizkou hladinou cytochromov, ale
normalnou hladinou enzymov fazy II s vynimkou UDP-glukuronosyl transferasy
(Westerink a Schoonen 2007), prevladala u vSetkych testovanych iAChE, s vynimkou
pyridostigminu, populacia nekrotickych buniek. U pyridostigminu, ktory sa vyznacoval
najniz§im cytotoxickym potencidlom, sme sledovali priblizne rovnaky pocet
apoptickych a nekrotickych buniek (pomer 1,18 : 1). Naopak u buniek ACHN, ktoré sa
vyznacuju extrémne nizkou metabolickou aktivitou vo faze I a II (Khoury et al. 2016),
bola sledovana prevaha apoptickych buniek u troch sledovanych iAChE a to THA, 7-
MEOTA aCl-THA. U ostatnych iAChE sme pozorovali priblizne rovnaky pomer
zastupenia apoptickych a nekrotickych buniek. Rozdiel v metabolickej kapacite vysSie

spomenutych bunkovych linii by mohol byt zodpovedny za odlisné zastipenie buniek

v jednotlivych populéciach.

Obdobny trend v distribucii buniek v apoptdze alebo nekroze ako u HepG2 buniek
bol sledovany aj u SH-SYSY bunkovej linie. U vSetkych testovanych iAChE prevladali
nekrotické bunky s vynimkou pyridostigminu a galantaminu, kedy bola populécia
apoptickych a nekrotickych buniek priblizne v rovnovédhe. Mann a Tyndale (2010)
sledovali, ze prave SH-SYS5Y bunky st schopné expresie cytochrému P450 2D6
enzymu a taktiez potvrdili jeho metabolicku aktivitu v tychto bunkach. Tento enzym sa
vyskytuje v peCeni, ale taktiez v mozgu. Jednd sa oenzym, ktory je schopny

metabolizovat’ rdzne lieciva a taktiez toxiny (Mann a Tyndale 2010). Prave podobna
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metabolicka aktivita tychto dvoch bunkovych linii by mohla byt zodpovedna, za

rovnaku distribtciu buniek v apoptdze a nekrdze.

U NHLF prevladali nekrotické bunky u iAChE donepezil, galantamin, rivastigmin
a pyridostigmin. Naopak u THA ajeho derivatov bola populdcia nekrotickych
a apoptickych buniek priblizne rovnako distribuovand. Fibroblasty su hlavnou zlozkou
spojivového tkaniva. Tento typ buniek zohrdva dolezitd tlohu predovsetkym
v produkcii extraceluldrnej matrix, kolagénu, fibronektinu, cytokinov a rastovych
faktorov a zohrdvaju teda hlavnu tlohu v patologickych procesoch, ktoré vedu k fibroze
(Golpour et al. 2014). Fibroblasty produkuju predovsetkym enzym kolagenasu a d’alSie
faktory ako rdzne prostaglandiny a aktivator plasminogénu, priCom su schopné
modulovat’ funkciu d’alSich typov buniek obsiahnutych v pl'icach (Thum et al. 2006;
Harkema et al. 2018).

Na zaver je dolezité je podotknut, Ze bunky, u ktorych nastane externalizacia PS,
teda su anexin V pozitivne, nemusia podlichat’ len apoptickému procesu, nakolko
u buniek ktoré podliehaju nekroptdéze dochadza taktiez k externalizdcii PS. Z tohto
dovodu bude do budicna dolezité pre d’alSie rozliSenie potrebné sledovanie aktivity
kaspas, nakol'’ko nekroptdza nie je zavisla na aktivacii tychto enzymov (Zargarian et al.

2017).
5.3 Vplyv latok na oxida¢no-redukénu rovnovahu

NaruSenie oxidacno-redukénej rovnovahy buniek moZno povazovat za jeden
zmoznych mechanizmov cytotoxicity latok. Z tohto dovodu som sa zamerala na

sledovanie zmeny intracelularnej hladiny RONS vo vzt'ahu k viabilite buniek.
5.3.1 Reaktivatory AChE

Schopnost’ latok indukovat’ produkciu vol'nych radikélov bola sledovand pomocou
fluorescencnej sondy DC-FDA vdvoch casovych intervaloch 4 a24 hodin.
Koncentra¢né rady pouzité v tento experimente boli rovnaké ako pri stanoveni hodnot

ICsp pomocou MTT testu a EI metody.

V jednotlivych sledovanych ¢asovych intervaloch a koncentraciach boli pozorované
rozne zmeny produkcie RONS a taktiez bunkovej viability. Z vysledkov je zrejmé, ze

v pripade indukcie RONS je pozorovana urc¢ita koncentra¢na zavislost’, priCom pri
9
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najvyssich testovanych koncentraciach bola hladina vol'nych radikalov po 4-hodinove;j
inkubdcii signifikantne zvysena u vSetkych testovanych rAChE. Aj po 24-hodinove;j
inkubacii s testovanymi latkami sme pozorovali u najvyssich sledovanych koncentracii
narast RONS u vsetkych testovanych latok s vynimkou MMB-4, 2-PAM a K074. Pri
najvyssich koncentracidch jednotlivych rAChE dochadzalo aj k urcitému poklesu

viability a to po 4-hodinovej inkubdcii, tak aj po 24-hodinovej inkubdcii.

Na zéklade vysledkov je mozné konStatovat, ze urcity ndrast hladiny RONS
(priblizne do 50 %) v bunkach nevyvolal signifikantny pokles viability, ¢o by mohlo
byt pripisané urcitej antioxidacnej kapacite buniek. Napr. u oximu K027 (koncentracia
12,5 mmol.dm™) bol sledovany néarast 043 % v 4 hodinovom &asovom intervale,
pricom po 24 hodindch inkubacie doslo dokonca k poklesu intracelularnych vol'nych
radikalov na 29%. Podobny efekt bol sledovany aj uoximu K048, K074, TMB-4,
LiiH-6. Naopak pri vysSich sledovanych koncentraciach, kedy bola hladina RONS
zvySena o viac ako 50 % dochadzalo nésledne k poklesu viability buniek, ¢i uz po 4
alebo 24 hodinach.. U tychto oximov by sa mohlo teda predpokladat, Ze ich
mechanizmom cytotoxicity by mohlo byt aspoil z ur€itej Casti narusSenie oxidacno-

reduk¢nej rovnovahy.

U oximov K203 a K075 nedochadzalo k vyraznému poklesu viability, ani pri
prekroc¢eni pomyselnej antioxidacnej kapacite po 4 hodinovej inkubacii. AvSak po 24
hodinach u tychto koncentracii dochadzalo k vyraznému poklesu viability. Na zaklade
tychto zisteni sa mdéze mechanizmus cytotoxicity javit’ ako kombinovany, v ktorom by

mohla zohravat urcita tlohu aj zvySena produkcia vol'nych radikalov.

Dalej by bolo mozné vytvorit’ skupinu latok, do ktorej je mozné zaradit’ oxim HI-6
a MMB-4, u ktorych dochadzalo v néarastu hladiny RONS aZz vo velmi vysokych
koncentraciach, pricom u nizSich koncentracii nebol pozorovany signifikantny ndrast
RONS, avSak pokles viability bol uz sledovany. Z tohto dovodu mozno usudit, ze
mechanizmus cytotoxicity HI-6 aMMB-4 by bol byt odliSny v porovnani
s predchadzajucou skupinou, priCom zvySend produkcia RONS pri vysokych

koncentraciach by mohla byt spdsobend v suvislosti s bunkovou smrt'ou.

U oximu 2-PAM bol sledovany pokles viability aj pri vel'mi nizkej produkcii RONS

v 24 hodinovou casovom intervale. Nakol'ko zvySenie hladiny RONS nepresiahlo
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hranicu, ktorad by sme na zéklade vysledkov prvej skupiny mohli oznacit' ako
antioxida¢nu kapacitu buniek, teda 50 %, je mozné predpokladat’, ze sa jednd o iny

mechanizmus cytotoxicity.

Pre lepsSie pochopenie mechanizmu cytotoxicity testovanych latok, by bolo potrebné
vyuzitie dalSich metodik, ato napr. sledovanie genotoxického ucinku, zmeny
v antioxida¢nej kapacite buniek, po pripade priebehu zépalového procesu v bunkach

a naruSenie funkcie jednotlivych bunkovych organel a kompartmentov.

Nakol’ko pri jednotlivych testovanych koncentraénych raddch dochédzalo k vel'mi
variabilnym vysledkom, boli d’alej pre lepSie porovnanie schopnosti jednotlivych
rAChE indukovat’ tvorbu volnych radikalov uskutocnené experimenty pouzitim

koncentracii, ktoré odpovedali ich hodnotam ICsy.
5.3.1.1 Indukcia oxida¢ného stresu pri hodnotach ICs

K sledovaniu zmeny intracelularnej hladiny po ovplyvneni buniek hodnotami, ktoré
odpovedali ICsy boli pouzité 3 rézne fluorescenéné sondy, ato neSpecifickd sonda
DC-FDA (RONS) a 2 $pecifické sondy DHE (O;¢) a 4,5-DAF (NO). Sledovanie zmeny
jednotlivych volnych radikdlov v bunkdch bolo uskutocnené v troch c¢asovych

intervaloch (1, 4 a 24 hodin).

Z vysledkov je zrejmé, Ze najsilnejSim induktorom oxida¢ného stresu bol LiiH-6,
ktory vyvolal najvyraznej$i ndrast fluorescencie v pripade pouzitia sondy DC-FDA
a4,5-DAF (vo vSetkych sledovanych casovych intervaloch), a ve'mi mierny narast
v pripade DHE (v casovom intervale 1 hodina). Okrem toho LiiH-6 vyvolal aj
najvyraznejSiu produkciu MDA, ktory odraza lipidova peroxidaciu a membranové
poskodenie, v 24 hodinovom ¢asovom intervale (Muckova et al. 2019). Obdobne LiiH-6
vyvolal po 24 hodinovej inkubécii aj najvyraznej$i narast 3-NT (biomarker nitracie
proteinov) a taktieZ najrozsiahlejSiu dysregulaciu metabolizmu tiolov (Muckova et al.
2019). V skupine konvencne dostupnych rAChE produkcia volnych radikalov
v bunkach klesala v poradi TMB-4 > MMB-4 > 2-PAM > HI-6. V skupine oximovych
rAChE so série K bol najvyraznejsi narast RONS detekovany pomocou DCF-DA
pozorovany uoximu K074 vo vSetkych casovych intervaloch. Hladina volnych
radikalov postupne klesala v poradi K048 > K027 > K075 > K203. Obdobne aj pri

sledovani intracelularnej produkcie NO bol vyvolany najvyraznej§i narast po
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ovplyvneni buniek rAChE K074, pricom dalej mnozstvo NO v bunkach klesalo
v rovnakom poradi ako pri pouziti sondy DCF-DA. K velmi nizkemu, ale
signifikantnému narastu O,*" v bunkach doslo v 4 hodinovom c¢asovom intervale po

ovplyvneni buniek oximami K203 a K075.

Na zéklade vysledkov by sme mohli predpokladat, ze na zmenu hladiny volnych
radikdlov v bunkdch by mohla mat vplyv prave Struktura latok. V pripade prvej
sledovanej skupiny konvenc¢ne pouzivanych rAChE sme pozorovali najvyraznej$i narast
RONS po ovplyvneni buniek oximami LiiH-6 a TMB-4. Pre tieto biskvartérne oximy je
charakteristickd pritomnost 2 oximovych skupin v pozicii 4 adalej sa liSia len
charakterom spojovacieho retazca (oba disponuju 3-uhlikatym spojovacim retazcom,
avsak Struktura LiiH-6 je d’alej suplementovand o atém kyslika v spojovacom ret’azci).
Oxim MMB-4 (uhlikovy retazec 1C, 2 oximové skupiny) a monokvartérny oxim 2-

PAM s 1 oximovou skupinou indukovali priblizne rovnaky narast RONS v bunkéch..

Najvyznamnej$i Strukturalny aspekt, ktory mal vplyv na hladinu NO v bunkach, bol
prave pocet oximovych skupin. U vSetkych rAChE, ktoré vyvolali narast NO, st
pritomné 2 oximové skupiny v polohe 4, pricom je zrejmé, Ze substittcia atdmu kyslika

do 3C spojovacieho retazca este prehibila schopnost’ latky indukovat’ produkciu NO.

V skupine oximov zo série K vyvolal najvyraznej$i narast RONS, detekovany
sondou DCF-DA oxim K074, pre ktory je charakteristicky 4C uhlikaty ret'azec medzi
pyridiniovymi kruhmi a pritomnost’ 2 oximovych skupin. Niz§i potencidl produkovat’
RONS mali oximy K048 a K027, pre ktoré je charakteristicka 1 oximové skupina
amedzi sebou sa lisia dizkou spojovacieho retazca (4C a 3C). Este niz§iu produkciu
volnych radikélov vyvolala dvojica oximov K075 a K203, pricom tieto dve latky sa od
ostatnych liSia pritomnostou dvojitej vdzby v 4C uhlikovom retazci. Je dolezité
podotknt’, ze aj v tejto dvojici bol sledovany vplyv poctu oximovych skupin, nakol’ko
oxim K075 (2 oximové skupiny) vyvolal vysSiu produkciu RONS v porovnani s K203
(1 oximova skupina). Tieto dve latky ako jediné signifikantne zvysSili hladinu Oy¢
v bunkdéch, za ¢o mdze byt’ zodpovedna prave pritomnost’ dvojitej vizby v spojovacom

retazci medzi pyridiniovymi kruhmi.

Obdobne ako u skupiny konvencéne dostupnych rAChE, aj u oximov zo série K, mal

na produkciu NO vplyv podet oximovych skupin, charakter a dizka spojovacicho
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ret'azca. Najvyraznejsi narast vyvolal oxim K074 (2 oximové skupiny, 4C) nasledovany
oximom K048 (1 oximova skupina, 4C). V pripade dvojice oximovom s dvojitou
vazbou bol opit’ silnejsim induktorom produkcie NO oxim K075 (2 oximové skupiny)
v porovnani s K203 (1 oximova skupina). Oxim K027, ktory sa svojou Struktirou
odlisuje od TMB-4 iba poctom oximovych skupin (K027 1 oximova skupina), vyvolal
podobny narast ako K075 a K203, avsak v porovnani s TMB-4 vyvolal niz$iu produkciu
NO.

5.3.2 Inhibitory AChE

Detekcia schopnosti latky narusit’ oxidaéno-redukénti rovnovéahu buniek bola
sledovana aj u skupiny latok, do ktorych boli zaradené r6zne iAChE. Produkcia RONS
v bunkach akombinacii so sledovanim bunkovej viability bola uskutocnena
v rozli¢nych koncentraénych radach (rovnaké ako pri stanoveni hodnét ICsy pomocou

MTT testu a EI metody) v dvoch réznych casovych intervaloch (4 a 24 hodin).

V porovnani s predchadzajiucou skupinou testovanych latok, iAChE negenerovali
pri Ziadnej sledovanej koncentracii produkciu volnych radikalov. Naopak oproti
kontrolnym skupindm buniek bol sledovany pokles intracelularnych RONS, ktory
pomerne dobre koreloval s poklesom poctu viabilnych buniek. U bunkovej linie HepG2
sme pri stanoveni apoptickej aktivity buniek sledovali u vSetkych testovanych iAChE
s vynimkou pyridostigminu prevahu nekrotickych buniek. Z dévodu, Ze po ovplyvneni
buniek iAChE nebol detekovany Ziaden narast RONS v porovnani s kontrolou, by bolo
mozné konStatovat’, Ze mechanizmom cytotoxicity tejto skupiny latok moze byt prave
dysreguldcia hladina véapnika v bunkach, ktora zohrava vyznamnu ulohu pri
nekrotickych zmendch buniek. PoCas nekrozy vedie dysregulacia hladiny véapnika
v cytosole k pretaZeniu mitochondrii a k aktivacii proteas a fosfolipas, ¢o mdze viest’

k destabilizacii membrany (Vanlangenakker et al. 2008; Celsi et al. 2009).
5.4 Sledovanie antioxida¢nej aktivity

Oxidacny stres je povazovany za jeden z moznych mechanizmov toxicity OP latok
pri akutnych a chronickych intoxikécidch. Zohrdva rovnako pomerne dolezitii tlohu
v patogenéze AD (Vanova et al. 2018b; HUANG et al. 2016). Z tohto doévodu bola
odtestovand schopnost’ jednotlivych latok redukovat hladinu volnych radikélov

indukovant pomocou tBuOOH na HepG2 bunkach.
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5.4.1 Reaktivatory AChE

Sledovanie antioxidacnej aktivity testovanych rAChE bolo stanovené kontinuadlne
v Case po dobu 2 hodin. Na zaklade vysledkov je mozné rAChE rozdelit do troch
skupin, ato na (a) latky, ktoré hladinu volnych radikdlov d’alej mierne zvySovali aj
napriek zvolenej koncentracii, ktord v predchadzajlicom experimente nemala vplyv na
viabilitu buniek a na intracelularnu hladinu RONS, (b) latky, ktoré na intraceluldrnu
hladinu vol'nych radikalov indukovant tBuOOH nemali Ziaden vplyv a (c) latky, ktoré

sa vyznacovali schopnost'ou znizit’ mnozstvo detekovatel'nych vol'nych radikalov.

K latkam, ktoré d’alej zvySovali hladinu RONS oproti kontrolnej skupine buniek
inkubované so samotnym tBuOOH, patrili MMB-4, TMB-4, LiiH-6 a z oximov zo
série Kto boli latky K027, K048 a K074. U biskvartérneho rAChE HI-6 nebola

detekovana ziadna zmena v mnozstve vol'nych radikalov v bunkéch.

Naopak udvoch oximovych rAChE, K075 a K203, bolo detekované¢ vyrazné
zniZenie hladiny RONS v bunkach, ktoré bolo zrovnatel'né s antioxida¢nym u¢inkom
rGLU. Pre Strukturu tychto latok je charakteristickd dvojita vdzba v spojovacom retazci
medzi dvoma pyridiniovymi kruhmi. Prave pritomnost’ dvojitej vdzby v molekule je
povazovana za Struktarny aspekt, ktory by mohol zvySovat’ schopnost’ latky vychytavat

vol'né radikaly (Chen 2018; Bendary et al. 2013; Li et al. 2018).

Mierny pokles, avSak tak vyznamny ako v pripade K075 a K203 sposobil aj jediny
testovany monokvartérny rAChE 2-PAM.

5.4.2 Inhibitory AChE

Sledovanie antioxidacnych vlastnosti iAChE bolo uskuto¢nené obdobne ako pri
predchadzajicej skupine latok. V porovnani s predchadzajucimi latkami, je mozné na
zéklade ziskanych dat rozdelit iAChE do dvoch skupin, ato (a) latky, ktoré na
intracelularnu hladinu volnych radikalov indukovanu tBuOOH nemali Ziaden vplyv, (b)
latky, ktoré sa vyznaCovali schopnostou zniZit mnoZstvo detekovate'nych volnych

radikalov.

K latkam, ktoré nemali vplyv na hladinu vol'nych radikéalov, ktoré boli indukované
tBuOOH patrili THA ajeho derivaty 7-MEOTA a CI-THA, a d’alej pyridostigmin.

Naopak donepezil arivastigmin vykazovali zrovnatelnti antioxida¢ni aktivitu
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v porovnani s rGLU. Tieto dva iAChE si povazované za najucinnejSie a najCastejSie
pouzivané iAChE pre farmakoterapiu AD. Antioxidacné vlastnosti donepezilu boli
potvrdené v réznych S$tadidch. Munishamappa et al. (2019) sledovali schopnost’
donepezilu vychytavat’ vol'né radikaly meranim NO syntasy a pomocou DPPH metddy.
Na zaklade ich vysledkov konstatovali, ze donepezil sa vyznacuje podobnymi
antioxidacnymi vlastnost'ami ako vitamin C (Munishamappa et al. 2019). Antioxida¢né
vlastnosti samotné¢ho donepezilu alebo v jeho kombinacii s kofeinom boli sledované
apotvrdené aj pri in vivo experimentoch na potkanoch, kedy bola sledovana
koncentracia MDA v ich mozgu a taktiez enzymaticky a neenzymaticky antioxidacny
status v mozgu potkanov (Oboh et al. 2017). Rivastigmin sa okrem antioxidacnych
vlastnosti vyznacuje aj schopnostou redukovat’ glutamatom indukovani excitotoxicitu
a taktiez protizapalovymi vlastnostami a to redukciou produkcie cytokinov a inhibicia
reaktivity encefalitogénnych T-lymfocytov (Egbuna et al. 2020; Goschorska et al.
2018).

Galantamin je znadmym scavengerom ROS apoOsobi tak neuroprotektivne
(Tsvetkova et al. 2013). Z vysledkov ziskanych pocas rieSenie prace je zrejmé, ze
galantamin sa vyznaCujeme mierne slabSimi, ale signifikantnymi antioxidaénymi
vlastnost'ami. Antioxida¢né vlastnosti a schopnost’ vychytavat rozne volné radikaly
potvrdili vo svojej Stadii pomocou chemiluminiscencie a spektrofotometrie zavislej na
luminolu aj Traykova et al. (2003). Protektivne G¢inky galantamimu boli sledované aj
pouzitim buniek SK-N-SH, ktoré boli inkubované s H,O, anasledne ovplyvnené
galantaminom, pricom doSlo k 50% poklesu mnozstva volnych radikalov a taktiez
k signifikantnej inhibicii produkcie nitritu indukovanej pomocou H>O; (Ezoulin et al.

2008).
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6. Prinos prace

Hlavnym prinosom predkladanej dizertacnej prace je zavedenie niekol’kych novych
metdd pre in vitro charakterizaciu latok. Okrem metdd, ktoré uz boli na pracovisku
zavedené (sledovanie cytotoxicity pomocou MTT testu a metédou vyuzivajicou systém
xCelligence), boli pocas rieSenia experimentalnej Casti dizertacnej prace zavedené 3
fluorescenéné metddy, pomocou ktorych je mozné sledovanie hladiny volnych
radikalov v bunkach. Korelécia fluorescenénych metdd spolu so stanovenim MDA, 3-
NT atiolovej redoxnej rovnovdhy pomocou LC-MS/MS a HLPC-UV zavedené v
laboratoriu analytickej chémie KTVF, FVZ UO poskytujo komplexny nastroj pre
hodnotenie oxida¢ného poskodenia buniek in vitro, ktory je dalej vyuziteIny pri
sledovani cytoxicity latok a mozného mechanizmu toxicity novych potencidlnych
antidot pri otravach NPL alebo lie¢iv. Nakol'ko jednym z mechanizmov toxicity NPL je
oxidacny stres, ktory rovnako zohrdva aj ur¢iti Ulohu pri patogenéze rdéznych
neurodegenerativnych ochoreni, je mozné pomocou tychto fluorescencnych sond
sledovanie antioxida¢ného tginku novych potencidlnych antidot a lieciv. Dalej boli
sledovany aj urcité Struktirne aspekty, ktory by mohli mat’ vplyv na toxicitu latok
rovnako ako schopnost’ indukovat RONS, po pripade mat vplyv na antioxidacné
vlastnosti latok. Nakolko eSte stile neexistuje ziaden univerzalny rAChE, tieto

poznatky by sa mohli uplatnit’ pri ich vyvoji.
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7. Zaver

Sledovanie cytotoxicity in vitro a sledovanie moznych mechanizmov toxicity latok
je mozné zaradit medzi zakladné procesy, ktoré sa uskutoc¢iiuji v preklinickou
hodnoteni novych potencidlnych lieCiv, po pripade r6znych antidot. Aj napriek tomu, ze
rozne in vitro modely nedokdzu uplne nahradit experimenty na laboratornych
zvieratach, umoziuju urcity skrining celého spektra chemickych entit a nésledne ich tak
vylucit' z d’alSieho procesu testovania. Tato primarna selekcia latok tak vedie k urcitej
redukcii poctu laboratérnych zvierat. Okrem cytoxicity po pripade schopnosti
indukovat’ oxidacné poskodenie, ¢i vstup buniek do apoptozy alebo nekrozy, je nutné

posudzovat tieto latky aj s pohl'adu ich ucinnosti.

Pocas rieSenie predkladanej prace bolo zistené, ze existuju urcité Struktirne aspekty
rAChE, ktory by mohli mat’ vplyv na ich cytotoxicitu, rovnako ako aj vstup bunky do
apoptdzy ¢i nekrozy, schopnost’ latky narusit’ oxida¢no-redukénti rovnovahu buniek , po
pripade vykazovat’ urcité antioxida¢né vlastnosti. K tymto aspektom Struktury mozno
dizku a charakter spojovacieho retazca medzi pyridiniovymi kruhy, podet oximovych
skupin a taktiez ich polohu na pyridiniovom kruhu. U iAChE sme nepozorovali Ziadne
Strukturne zavislosti vo vzt'ahu k toxicite latok, avSak ¢im bola molekulova hmotnost’
latky vysSia, tym sme pozorovali aj vyssi cytotoxicky potencial (u latok pyridostigmin,
rivastigmin, galantamin a donepezil). THA ajeho derivaty 7-MEOTA a ClI-THA
vykazovali najvyssi toxicky potencial. Nakolko uiAChE nebola detekovand Ziadna
dysbalancia v oxida¢no-redukénej rovnovéhe, je mozné predpoklad, Ze mechanizmom

cytotoxicity tychto latok je dysregulacia hladiny vapnika v bunkéch.

Na zaver je vSak ddlezité podotknut’, ze medzi testovanim toxicity na bunkach a in
vivo experimentami je mozné mnohokrat sledovat’ urcité rozdiely. Tieto odliSnosti
mozno vysvetlit tym, Zze pri in vitro experimentoch prichddzaji do kontaktu
s testovanymi  latkami  bunky, nakol’ko laboratorne  zviera  predstavuje
vysokoorganizovany systém roznych typov buniek. Z tohto dovodu je do budicna
dolezité zaviest’ na pracovisku bunkové modely, pomocou ktorych by sme sa priblizili

¢o najviac prave ku komplexnosti zvieracich modelov.
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