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ANOTACE

Bakalarska prace ,Bunécna linie SH-SY5Y jako model pro testovani
neurotoxicity“ pojednava o neuralni dopaminergni lidské bunééné linii SH-SY5Y
a jejim vyuZziti pfi testovani neurotoxického pusobeni latek. Cilem této prace
bylo zhodnotit vlastnosti této bunécné linie a na zakladé literarni reSerSe
posoudit, zda je vhodnym modelem pro testovani neurotoxicity latek,
které by mohly negativné ovlivnit lidsky organismus. Uvodni &ast prace
je zaméfena na charakterizaci bunécné linie SH-SY5Y a popis jejiho vzniku.
Nasledné je podrobné popsana diferenciace SH-SY5Y bunék v&etné vybranych
hlavnich diferencianich Cinidel. V hlavni ¢asti prace jsou pak zminény vyhody
a nevyhody vyuziti SH-SY5Y bunék pro testovani neurotoxicity, a dale
jsou uvedeny i latky, jejichz testovani je s bunécnou linii SH-SY5Y CcCasto
spojovano. Zavérem jsou v praci popsany i dalsi bunééné linie, které jsou rovnéz

bunécnymi modely pro studium neurotoxicity.

KLICOVA SLOVA

bunécna linie SH-SY5Y, neurotoxicita, diferenciace, kyselina retinova



ANNOTATION

Bachelor thesis "SH-SY5Y cell line as a model for neurotoxicity testing"
deals with human neural dopaminergic cell line SH-SY5Y and its utilization
in testing of neurotoxic effects of substances. The aim of this study was
to evaluate the properties of this cell line and to verify whether it is a suitable
model for testing the neurotoxicity of substances that could negatively affect
the human organism. The introductory part focuses on characterization of SH-
SY5Y cell line and description of its origin. Subsequently, differentiation of SH-
SY5Y cells including main selected differentiation agents is described in detail.
Advantages and disadvantages of utilizing SH-SY5Y cells for neurotoxicity
testing are mentioned in the main part of the thesis as well as substances, which
testing is often associated with SH-SY5Y cell line. Other cell lines which are also
cell models for neurotoxicity studies, are described at the end.
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SH-SY5Y cell line, Neurotoxicity, Differentiation, Retinoic acid
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uvoD

Toxicitu latek a ucCinnost I€Civ je tfeba pfed jejich pouzitim testovat.
NejCastéji jsou k testovani vyuzivany zvifeci modely. S postupem Casu je vSak
z etickych a moralnich divodd upfednostfiovano testovani Skodlivych latek
na nové vyvijenych bunécnych modelech, které dokazou zvifeci modely piné
nahradit. Mezi velké objevy v neurologii patfily neuralni bunééné linie SK-N-SH,
SK-N-MC, SK-N-BE a zejména SH-SY5Y, které slouzi k pochopeni
neurologickych onemocnéni a objevovani novych Skodlivych latek pro lidsky
organismus.

SH-SY5Y je lidska bunécna linie, ktera byla ziskana klonovanim
z bunécné linie SK-N-SH. Dulezité je, ze tato linie je diky svym vlastnostem hojné
vyuzivana jako neuralni model v neurologickych experimentalnich studii
tykajicich se neurotoxického pusobeni latek na lidsky organismus. Bunééna linie
SH-SY5Y se vytvafi za pfisnych aseptickych podminek slozitym postupem,
ktery je slozen z mnoha kroku. Bunécna linie SH-SY5Y je Casto diferencovana
ve zralé neuralni bunky za pouziti riznych latek, zejména je diferenciace
provadéna pomoci kyseliny retinové. SH-SYSY buriky se tak stavaji stabilnim
modelem pro studium neurodegenerativnich onemocnéni. Bunécna linie
SH-SY5Y se pouziva ke zkoumani Parkinsonovy a Alzheimerovy choroby,
patogeneze virovych infekci, lidského cytomegaloviru, viru varicella-zoster,
enteroviru 71, viru herpes simplex a k hledani pfirodnich nebo uméle vytvofenych
neurotoxint Ci neuroprotektantd. Existuji i jiné alternativni bunécné linie,
které jsou pro testovani neurotoxicity vyuzivany. Jedna se zejména o linie
SK-N-SH, SK-N-MC, SK-N-BE, ale jejich vyznam neni takovy, jako linie
SH-SY5Y.
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1 BUNECNA LINIE SH-SY5Y

Vhodné systémy in vivo a in vitro, které poskytuji translacni modely
lidskych nemoci, jsou nedilnou soucasti vyzkumu v neurobiologii a neurovédach.
Mezi tradiCni experimentalni modely in vitro pouzivané v neurobiologii patfi
primarni neuralni kultury potkand a mysi, neuroblastomové bunécné linie véetné
bunék krys B35, mysi buiky Neuro-2A, &i potkani burfiky PC12. | kdyZ mnoho
védeckych pracovniki na tyto modely spoléha, postradaji lidskou slozku
a pozorované experimentalni u€inky by mohly byt specifické pouze pro pfislusny
druh, ze kterého buriky pochazi. Ackoli jsou tyto buriky neuralniho puvodu,
mohou mit nestabilni karyotypy, coz Cini jejich pouziti problematickym napfiklad
pro studie genové exprese a reprodukCni studie bunécné signalizace.
Pro studium lidskych neurologickych onemocnéni je dulezité pouzivat modely
konzistentnéjSi (Shipley et at., 2016).

SH-SY5Y bunky jsou podobné neuroblastim, jsou totiz subklonem
neklonované rodiCovské neuroblastomové bunécéné linie SK-N-SH (Shipley et al.,
2016; Biedler et al., 1973). Ztéto bunécné linie byly pfipraveny az tfetim
klonovanim. Nejprve byly klonovany jako SH-SY, poté jako SH-SY5, a nakonec
pfi tfetim klonovani byla vytvorena linie SH-SY5Y (Kovalevich et al., 2013).
Rodic¢ovska bunécna linie byla plvodné vytvorena v roce 1970 biopsii z kostni
dfené pacienta s neuroblastomem, ktery byl sympatického adrenergniho
ganglialniho pdvodu (Biedler et al., 1973). Takto ziskana bunécna linie
obsahovala buriky podobné neuroblastim i epitelu (Shipley et al., 2016; Biedler
et al.,, 1973). SK-N-SH bunéc¢na linie je od pocatku 80. let Siroce vyuzivana
jako neuralni model, nebot tyto buriky maji mnoho biochemickych a funkénich
vlastnosti neurond. Bunécna linie SK-N-SH obsahuje buriky se tfemi rdznymi
fenotypy: neuralni bunky (typ N), Schwannovy buiky (typ S) a burky
mezibunéné hmoty (typ 1) (Joshi et al., 2006). Buné&na linie SH-SY5Y
je pomérné homogenni neuroblastomova bunécéna linie typu N. Vykazuje aktivitu
enzymU0 neuralnich markert tyrosinu (TYR) a dopamin-B-hydroxylazy (DBH),
specifické vychytavani noradrenalinu (NA) a exprimuje jeden nebo vice proteinu
neurofilamenta. Tyto buriky také exprimuji receptory opioidniho, muskarinového
a nervového rustového faktoru (NGF) (Ciccarone et al., 1989). Navic buriky

SH-SY5Y maji schopnost proliferace, coz znamena dlouhodobou moZnost
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mnozeni bunék v kultufe, a proto maji predpoklady byt in vitro bunéénym
modelem. SH-SY5Y buriky maji  stabilni karyotyp skladajici
se ze 47 chromozom(. Zaroven je mozné u SH-SY5Y bunék navodit jejich
diferenciaci pomoci riznych latek, zejména pomoci kyseliny retinové (RA)
(Singh et al., 2007; Kovalevich etal., 2013), pomoci esterd fosfolu,
mezi kterymi je dulezité zminit fosfol-12-O-tetradekarbol-13-acetat (TPA)
(Kovalevich et al., 2013; Pahiman et al., 1981). Dale se pro bunéénou diferenciaci
vyuzivaji neurotropiny, kde se uplatfiuje pfedevsim mozkovy neurotrofni faktor
(BDNF) (Cernaianu et al., 2008), dibutyrylcyklicky adenosinmonofosfat (dbcAMP)
(Kume et al., 2008; Kovalevich et al., 2013), nebo staurosporin (Kovalevich et al.,
2013). V dusledku toho je bunécna linie SH-SY5Y &iroce pouzivana
v experimentalnich neurologickych studiich, vcetné analyzy diferenciace
neurond, metabolismu afunkce souvisejici s neurodegenerativnimi
a neuroadaptivnimi procesy, neurotoxicitou a neuroochranou. Pfedchozi dikazy
naznacuji, ze pouziti rdznych metod muzZe selektovat specifické neuronové
podtypy, jako jsou adrenergni, cholinergni a dopaminergni neurony (Pahiman
et al.,, 1984; Xie et al., 2010). Tento aspekt €ini SH-SY5Y bunky uziteCnymi

pro fadu neurobiologickych experimenta.
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1.1 Kultivace SH-SY5Y bunék

Pasazovani, zmrazeni, rozmrazeni, kultivace nerozliSenych bunék
a diferenciace SH-SY5Y bunék v prabéhu jednotlivych dnu se provadi
za pfisnych aseptickych podminek a béhem 18 dnu Ize vytvofit vysoce
Zivotaschopné, homogenni, diferencované neuronové kultury, které Ize pouzit
pro nasledné biochemické a zobrazovaci analyzy. Mezi faktory,
které jsou zasadni pro ziskani reprodukovatelnych a Zivotaschopnych neuralnich
kultur, patfi pouziti tepelné inaktivovaného fetalniho bovinniho séra (hiFBS),
minimalizace doby inkubace bunék s trypsinem a jemné rozmélfiovani pevné
latky na prasek. Diferenciace SH-SY5Y bunék zavisi na postupné sérové
deprivaci, na pfidani RA, BDNF, extracelularnich matrixovych proteinu
a na sériovém déleni s cilem vybrat diferencované zralé pfidruzené neurony
(Shipley et al., 2016).

Pfed pouzitim je nutné nechat médium zahfat a vyrovnat pH v inkubatoru,
aby prfed kazdym krokem doslo k vytvofeni spravné pH rovnovahy. NejCastéji
je pouzivan dvoustupriovy postup Stépeni, ktery vyzaduje, aby byly Castecné
diferencované SH-SY5Y buriky trypsinizovany. Pro tyto mimoradné kiehké buriky
je to stresujici proces, a proto je dllezité inkubovat buriky v trypsinu po minimalni
dobu. To umozni pfednostni uvolnéni neuronu, takze burnky podobné epitelu
zustanou stale pfipojeny k misce. Rozmélnéni diferencovanych bunék se provadi
pomalou rychlosti. Vlastni postupy pfipravy bunécné linie SH-SY5Y byly popsany

ve studii Shipley et al., 2016 a jsou uvedeny v tabulce 1.
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Tab. I: Pokyny pro pripravu bunééné linie SH-SY5Y (prevzato a upraveno z Shipley et al.,
2016); zkratky: RA — kyselina retinova, EtOH - ethanol; KCI — chlorid draselny;
db-cAMP — dibutyrylcyklicky adenosinmonofosfat, BDNF — mozkovy neurotrofni faktor;

hiFBS — tepelné inaktivované fetalni bovinni sérum.

Zasobni
Slozka Mr koncentrace Pfiprava a uchovavani
latky
10 uM
Promichat 50 mg RA ve 33,3 ml
RA
95% EtOH. Uchovavat ve tmé
(Citliva . . o Lo
(300,44 5mM pfi4°C. PFf pouziti naredit
na teplo, . L o ;
g/mol) v diferenénim meédiu v poméru
svétlo a
1:500.
vzduch.)
B-27
1x B-27 neuvedena | Skladovat pfi —80 °C.
pridavek
20 mM
1M K 18,6 g KClI pfidat 250 ml vody.
KCI (74,55 g/mol)
2mM
db-cAMP
. (491,37 Promichat lahvicku  pfidanim
(Citlivy na 1M
g/mol) 2,04 ml vody do 1 g db-cAMP.
svétlo a
vlihkost.)
10 pyg BDNF promichat v 1 ml
Neurobazalniho média + 1x B27
(nebo 5 pg ampulky v 0,5 ml
50 ng/ml Neurobazalniho média + 1x B27),
neuvedena neuvedena
BDNF aby bylo ziskano 10 pg/ml.
Pfi pouziti nafedit v diferencni
meédiu v poméru 1:200. Skladovat
pfi —80 °C.
Zahtat na 56 °C ve vodni lazni po
hiFBS neuvedena neuvedena | dobu 30 min a kazdych 10 minut
obracet. Skladovat pfi —20 °C.
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1.1.1 Pasaz udrzovacich kultur SH-SY5Y

Nejprve je nutné rozdélit udrzovaci kultury. To je provadéno v okamziku,
kdy bunky dosahnou konfluence, tj. splynuti na kultivacni nadobé, a jejich Cislo
pasaze se pohybuje v rozmezi mezi 10. a 15. pasazi. Kultury je obvykle potfeba
pasazovat jednou za 3-5 dni (Kovalevich et al., 2013; Shipley et al., 2016).
Pasazovani je proces, pfi kterém dochazi k pfeneseni plvodnich kultivovanych
bunék do nové kultivacni nadoby s Cerstvym Zivhym prostredim.
Zaroven pfitomto procesu dochazi k redukci poc¢tu plvodnich kultivovanych
bunék, protoZze je do nové kultivacni nadoby nasazena pouze cast bunék
puvodnich. Kultivaéni nadoba s burikami je proplachnuta pomoci pfiblizné 10 mi
fosfatového pufru (PBS), ktery je nasledné odsan. Poté je nutné pfidat 2,5 ml
0,05% trypsin ethylendiamintetraoctové kyseliny (Trypsin-EDTA), ktera ucinkuje
efektivnéji pfi absenci séra, protoze sérum inhibuje jeho aktivitu (Kovalevich et
al.,, 2013; Shipley et al., 2016). Po splnéni tohoto postupu probé&hne
2-3minutova inkubace v inkubatoru a po jejim skonceni je kultivacni nadoba
opatrné naklonéna, aby se uvolnily buiky z povrchu. Dale je tfeba pfidat 10 ml
zakladniho rUstového média a 1-2krat triturovat, ¢imz dojde k jemnému
rozmélnéni pevné latky na prasek. Nasleduje centrifugace po dobu 2 minut pfi 1
000 x g, odsati média a promichani pelety s 5 ml zakladniho ristového média.
Zavérem dojde k ziedéni bunék v poméru 1:3 az 1:5 v celkovém objemu 20 ml
pro normalni nanaseni do kultivaéni nadoby T-75 nebo je spocitana a oznacena

desti¢ka pro rozliSeni (Shipley et al., 2016).

1.1.2 Zamrazeni bunék SH-SY5Y

Pfi zamrazovani bunécnych linii je tfeba dodrzet nékolik z&kladnich
pravidel. Velmi dllezité je zamrazovat pouze Casné pasaze neuroblastom
SH-SY5Y v zakladnim ristovém médiu (Kovalevich et al., 2013; Shipley et al.,
2016), které je doplnéné o 5% (v/v) dimethylsulfoxidu (DMSO). V prvni fazi
zamrazeni jsou ¢asti bunék zmrazeny na teplotu —80 °C, a to po dobu 24 hodin.
Poté dojde k pfevedeni jiz zamrazenych bunék do kapalného dusiku, kde mohou

byt dlouhodobé uchovavany (Kovalevich et al., 2013; Shipley et al., 2016).
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1.1.3 Rozmrazeni a kultivace nerozliSenych bunék SH-SY5Y

K rozmrazeni bunék dojde ve vodni lazni o teploté 37 °C béhem 2 minut
(Kovalevich et al., 2013). Nasledné je nutné bunky promichat v 9 ml zakladniho
ristového média a centrifugovat po dobu 2 minut pfi 1000 x g. Poté je odsan
supernatant a bunky je tfeba jemné promichat v 10 ml zakladniho rlstového
meédia. Zavérem dojde k preneseni do kultivaCni nadoby a vyméné média,

aby byly odstranény odumfelé bunky (Shipley et al., 2016).
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1.2 Vyhody a nevyhody bunééné linie SH-SY5Y

K vyhodam patfi schopnost rozsahlé expanze prfed diferenciaci s relativni
snadnosti a nizkymi naklady ve srovnani s primarnimi neurony.
Jelikoz jsou buiky SH-SY5Y bunécnou linii, etické obavy spojené s lidskymi
primarnimi neuralnimi kulturami se jich netykaji. Navic vzhledem k tomu,
ze SH-SY5Y bunky jsou lidského pavodu, vyjadfuji mnozstvi proteinu
specifickych pro Clovéka a proteinovych izoforem, které se v primarnich kulturach
hlodavcu nevyskytuji. Diferenciace navic synchronizuje bunécny cyklus,
ktery muze dramaticky kolisat v nediferencovanych SH-SY5Y burikach a dalSich
bézné pouzivanych bunécnych liniich a vytvafet homogenni populaci neuralnich
bunék (Encias et al., 2000; Ross et al., 1983).

Ackoli nediferencované a diferencované SH-SY5Y buriky jsou Siroce
pouzivany jako bunéény model pro studium Parkinsonovy choroby (PD), pouZziti
nediferencovanych SH-SY5Y bunék s sebou nese urcité nevyhody. Prvni z nich
je, Ze patfi mezi kontinualné se délici bunééné linie a pocet nediferencovanych
SH-SY5Y bunék se v pribéhu experimentu zvySuje, takze je obtizné rozlisit,
zda neuroprotektivni a neurotoxické latky ovliviiuji rychlost proliferace
nebo rychlost odumirani bunék (Datki et al., 2003). Druhou vyznamnou
nevyhodou je, Ze SH-SY5Y bunky jsou v kulturach nesynchronizované, a ne vzdy
vykazuji typické markery zralych neuronl, coz pfi experimentech vede
k nejistoté. Treti nevyhodou je, Zze nediferencované SH-SY5Y bunky nevyjadiu;ji
vysoké hladiny syntetickych enzymi dopaminu (DA) a dopaminovych
transportéri (DAT) (Presgraves et al., 2004). Posledni nevyhodou je,
ze nediferencované SH-SY5Y bunky vykazuji nizSi citlivost na neurotoxiny
a neuroprotektivni latky nez primarni mezencefalické neurony (Storch et al.,
2000). Problémem, ktery je také tfeba feSit, je vstup 1-methyl-4-fenylpyridinimu
(MPP*) do nediferencovanych SH-SY5Y bunék, ktery je odliSny od vstupu
do neuront in vivo. Navic nizka exprese DA receptorl ztézuje studium lé¢ebnych
ucinkd agonistd DA u PD. Prestoze buriky SH-SY5Y exprimuji aktivitu DBH
a tyrosin-hydroxylazy (TH), mize byt syntéza katecholamini DA a NA omezena
nedostatkem aktivity dihydroxyfenylalanin-dekarboxylazy (Ikeda et al., 1994).
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1.3 Diferenciace bunééné linie SH-SY5Y

Schopnost védcu diferencovat neuroblastomové buriky SH-SY5Y
na bufiky s vyspélejSim neuronovym fenotypem pomoci manipulace
s kultivaénim médiem pfinesla fadu vyhod v oblasti neurovédeckého vyzkumu
(Kovalevich et al., 2013). P¥i diferenciaci maji buriky SH-SY5Y vice biochemicke,
ultrastrukturalni, morfologické a elektrofyziologické podobnosti s neurony (Xie
et al., 2010). Po diferenciaci se bunky pfestanou mnoZzit, stanou se stabilni
populaci a vykazuji rozsahly ,nervovy vyrlistek® (Fagerstrom et al., 1996)
s morfologickou podobnosti s Zivymi neurony v lidském mozku. Od roku 1981,
kdy byl bioaktivni TPA poprvé pouzit k indukci diferenciace SH-SY5Y bunék,
bylo zvefejnéno velké mnozstvi diferenciacnich protokoll. Diferencované burky
se od nediferencovanych bunék |i§i také uUrovni neurotransmiterovych
a neuropeptidovych receptord, jako je DA (Millan et al., 2004) a opioidy (Jenab
et al., 2002). Vysoké hladiny DBH, TH a DAT aktivity v diferencovanych SH-SY5Y
bufikach jsou rovnéz funkénimi ukazateli diference adrenergnich neurona.
Tyto vlastnosti naznacuji, Ze diky diferenciaci dochazi k velké podobnosti
s vlastnostmi zralych neuronu. Ackoliv se diferencované SH-SY5Y burky liSi
od dospélych neuront v lidském mozku, diferencované SH-SY5Y bunky

Existuji dukazy, ze diferencované SH-SY5Y buriky jsou vice excitovatelné
a jejich membranovy potencial se oproti nediferencovanym burikam zvySuje.
Tyto bunky napfiklad zacinaji uvolfiovat NA po stimulaci acetylcholinu (Akerman
et al., 1984), expresi funkénich zmén vodivosti drasliku (Tosetti et al., 1998)
a vstupu Ca?* indukovaného hormony (Brown et al., 2005).

Nékolik studii zaznamenalo vyznamné rozdily mezi SH-SY5Y burikami
vjejich nediferencovanych a diferencovanych stavech. Je dulezité,
aby pfi diferenciaci SH-SY5Y bunék byly bunky inkubovany trypsinem
po minimalni dobu, aby se zajistilo, Ze se z misky uvolni pouze neurony.
Nediferencované epitelialni buriky, které by jinak kontaminovaly diferencovanou
populaci neuralnich bunék, se diky kratkodobé trypsinizaci nestihnou uvolnit
ze dna kultivaéni nadoby. Neuronové charakteristiky pIné diferencovanych
SH-SY5Y bunék jsou demonstrovany technikami, jako je imunofluorescenéni
detekce klasickych neuralnich markera (Shipley et al., 2016).
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Obrazek 1. Imunofluorescenéné zna¢ené markery neuralni diferenciace

(prevzato a upraveno z Shipley et al., 2016).
A) vlevo Anti-SMI31 (zelena) barvi fosforylované neurofilamentum H v rozsahlé siti neuritd,
vpravo odpovidajici obraz ve fazovém kontrastu
B) vlevo AntiMAP2 (Cervend) oznacuje protein 2 spojeny s mikrotubuly a odhaluje neurélini télo
a proximalni ¢ast neuritt, vpravo odpovidajici obraz ve fazovém kontrastu

obraceny epifluorescencni mikroskop; zvétseni 10x; méritko 100 um.

Nediferencované buriky se rychle mnozi a jevi se jako nepolarizované
s velmi malym po&tem kratkych vybé&zki rozsitujicich se ven. Casto maji tendenci
rist ve shlucich a jejich expresni znaky svédci o tom, ze jsou velmi blizké
nezralym neurondm (Kovalevich et al., 2013; Pahiman et al., 1995).
Buriky neuroblastomu (Shipley et al., 2016) kontinualné proliferuji, exprimuji
markery nezralych neuronu a postradaji markery zralych (Pahiman et al., 1984).
NerozliSené bunky nejvice pfipominaji nezralé katecholaminergni neurony
(Lopes et al., 2010; Xie et al., 2010).
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Obrazek 2. Morfologicky vzhled nediferencovanych a diferencovanych SH-SY5Y bunék

(prevzato a upraveno z Shipley et al., 2016).
A) nediferencované SH-SY5Y buriky
B) diferencované SH-SYSY buriky s protahlymi axony neuront

obraceny epifluorescencni mikroskop; zvétseni 20%; méritko 100 um.

Diferencované bunky maji naopak nékolik neuritickych vybézka,
které se pfipojuji k okolnim burikdm (Shipley et al., 2016), prodluzuji dlouhé
rozvétvené vybézky, snizuji proliferaci a v nékterych pfipadech i polarizuji
(Gimenez-Cassina et al., 2006; Kovalevich et al., 2013). Diferencované SH-SY5Y
bunky predstavuji homogenni neuralni populaci a odstranéni BDNF vede
k buné€né apoptdéze (Encinas et al.,, 2000). To naznaluje, Ze preziti
diferencovanych SH-SY5Y bunék zavisi na trofickych faktorech, podobnych
vyspélym neuronum. Neexprimuji sice gliové markery, jako je gliovy fibrilaCni
acidicky protein (GFAP) (Encias et al., 2000), ale bylo prokazano, ze plné
diferencované SH-SYSY buriky exprimuji celou fadu riznych markert zralych
neuronu vcetné proteinu asociovaného s rlistem (GAP-43), proteinu spojeny
s mikrotubuly (MAP), proteinu neuralnich jader (NeuN), neuron specifické
enolasy (NSE), synaptofysinu (SYN) a synaptického vezikularniho proteinu Il
(SV2) (Gimenez-Cassina et al., 2006; Cheung et al., 2009; Xie et al., 2010).
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1.3.1 Vznik SH-SY5Y bunék v pribéhu jednotlivych dnii

Nejprve musi dojit ke kryti bunék pro diferenciaci. Nediferencované buriky
je tfeba jednou oplachnout pomoci PBS, odsat a poté trypsinizovat za pouZziti
1-2 ml zahfatého 0,05% roztoku Trypsin-EDTA. Po spojeni bunék s trypsinem
je nadoba vlozena pfiblizné na 3 minuty do inkubatoru. Jakmile uplyne inkubacni
doba, musi byt vyjmuta kultivacni nadoba z inkubatoru, dale musi byt pfidano
10 ml zakladniho rastového média, oplachnuty stény kultivacni nadoby
a poté jemné 1-3krat triturovat. Nasledné je obsah pfenesen do centrifugacni
zkumavky a vloZzen do centrifugy, kde se odstfeduje pfiblizné 2 minuty
pfi 1000 x g. Po skonceni dojde k odsati média, resuspendaci zbylé pelety v 5 ml
ristového média a opét k trituraci. Nasleduje scitani bunék pomoci
hemocytometru a zfedéni zakladnim rustovym médiem, asi 2 ml bunék
se nanesou na misku a umisti zpét do inkubatoru (Shipley et al., 2016).

DalSi den dojde ke zméné média (RozliSovaci médium €. 1). RozliSovaci
médium €. 1 o objemu 50 ml je vyhfato na 37 °C, a poté ponechano hodinu
v inkubatoru (37 °C, 5 % CO2), aby se pFfed pouzitim vytvofila spravna
pH rovnovaha. Do zahfatého a rovnovazného média je bezprostfedné pred jeho
pridanim do misek aplikovana RA. Nasledné dojde k odsati starych médii, pridani
2 ml rozliSovaciho média ¢. 1 s RA na misku a vloZzeni zpét do inkubatoru.
VSe se po dobu 3 dnu opakuje.

Diky pfidani RA do zahratého a rovnovazného rozliSovaciho média €. 1
dojde k rozdéleni bunék 1:1 a k odsati starych médii. Do kultivaéni nadoby
je nutné pfidat 200 pl zahfatého roztoku 0,05% Trypsin EDTA a vSe zahrat
v inkubatoru po dobu pfiblizné 2-3 minut. Pfidanim 2 ml rozliSovaciho média
¢. 1 s RA na misku dojde k potladeni trypsinu a pomoci média k oplachnuti
zbyvajicich neuralnich bunék. Poté je obsah pfenesen do nové kultivacni nadoby
o0 objemu 50 ml a pouze 2 ml bunééné suspenze jsou pfeneseny do misek
a uloZeny zpét do inkubatoru. V dalSim kroku dojde ke zméné média (RozliSovaci
médium ¢&. 2), kdy je do zahfatych a rovnovaznych médii pfidana RA
bezprostfedné pred pfidanim média do misek. Stara média je opét nutné odsat.
Nasleduje pfidani 2 ml rozliSovaciho média €. 2 s RA na misku a ulozeni
do inkubatoru (Shipley et al., 2016).

Devaty den je pfipravena extracelularni matrice (ECM) rozpusténim jedné

lahviCky roztoku ECM na ledu, kterou je nutno zfedit v poméru 1:100 na studené
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Dulbeccovo modifikované Eaglovo médium (DMEM). Do kazdé misky se pfidaji
2 ml smési a nasledné umisti do inkubatoru (37 °C, 5 % CO2) na 1 hodinu
nebo maximalné pres noc. Smés aspiratu je potfeba nechat v digestofi oschnout
na pfiblizné 1 hodinu a uchovat pfi pokojové teploté po dobu az 2 mésicu.
Dalsi den se bunky pfevadi na nanesené desky ECM 1:1. Do zahfatych
a rovnovaznych médii je pfidana RA a jsou odsata média. Kazda miska
je poté obohacena o 200 ul zahfatého trypsinu a uloZena do inkubatoru
pfi pokojové teploté po dobu pfiblizné 1-2 minut nebo dokud nebudou neurony
viditelné zvednuty z misek pozorovanych pod mikroskopem. Trypsin muize
byt potlacen pfidanim 2 ml rozliSovaciho média €. 2 na misku a pomoci média
se nasledné oplachnou zbyvajici neuralni buriky. Poté je obsah pFfenesen
do kuzelovité kultivaéni nadoby o objemu 50 ml, nasledné dojde k vyjmuti 2 ml
bunécné suspenze do misek potazenych ECM a umisténi zpét do inkubatoru.
Jedenacty den dojde ke zméné média (RozliSovaci médium ¢&. 3),
kdy se do zahfatych a rovnovaznych médii pfida RA, a dale k odsati starych
meédii. Poté jsou pfidany 2 ml rozliSovaciho média ¢. 3 s RA na misku
a vse je vlozeno opét do inkubatoru. DalSi dva dny se tento postup opakuje
a poslednim dnem jsou neuralni kultury pfipravené k pouziti. Pro udrzeni
neuronového zdravi je médium kazdé 3 dny vyménéno na Cerstvé rozliSovaci

médium &. 3 s RA.
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Obrazek 3. Harmonogram postupu diferenciace
(prevzato z Shipley et al., 2016).

Proces diferenciace sestava z 11 krokt rozloZzenych do 18 dnd. Prvni den diferenciaéniho
protokolu (den 0) se na nepotaZzené misky o velikosti 36 mm nanese 25 000 aZ 100 000 bunék.
1., 3. a 5. den je odstranéno staré médium a je pouzita metoda rozliSovaciho média ¢. 1. 7. den

jsou buriky rozdéleny 1:1 na nenatirané 35 mm nadobi v rozliSovacim médiu ¢. 1. 8. den
je médium zménéno na rozliSovaci médium ¢&. 2 a 10. den jsou buriky opét rozdéleny v poméru

1:1, ale tentokrat na 35 mm misky v ECM obalu v rozliSovacim médiu ¢. 2. 11., 14. a 17. den
Je odstranéno staré médium a pouZito rozliSovaci médium ¢. 3. 18. den jsou diferencované

neurony pfipraveny k pouZiti pro nasledné aplikace.

Kultury jsou obvykle stabilni az 14 dni po terminalni diferenciaci, nicméné
trvani zivotaschopnosti neuronll zavisi na poCtu pasaze nediferencovanych
bunék na zacCatku diferenciace. VyS$Si poCty pasazi poskytuji diferencované
neurony s kratSi dobou Zivotnosti (Shipley et al., 2016).
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Obrazek 4. Prubézné kroky diferenciace

(prevzato a upraveno z Shipley et al., 2016).

A) 1. den diferenciace: pfed zavedenim diferenciacniho média ¢. 1 maji buriky plochy zasunuty
fenotyp s kratkymi vybézky. B) 5. den buriky diferenciace: buriky SH-SY5Y vyvijeji delsi
projekce a vykazuji vice neuralni fenotyp. C) 7. den diferenciace: buriky vykazuji vysoky pocet
dlouhych vybézku, pficemz mensi pocet bunék vykazuje epitelialni fenotyp. D) 8. den
diferenciace: po rozdéleni se vytvofi shluky bunécnych téles a vybézky se v dusledku prichodu
Jevi jako kratké. E) 10. den diferenciace: buriky demonstruji delsi vybézKy, které navazuji
spojeni s blizkymi burikami. F) 11. den diferenciace: buriky jsou po druhé pasazi vystresované
a mnoho neuron je nakonec ztraceno.

Zbyvajici populace je Zivotaschopna, homogenni a neuralni ve fenotypu. Bunécéna télesa

produkuji vétsi shluky a vybézky zacinaji emitovat ze zakladny shluku.
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1.3.2 Diferenciace navozena kyselinou retinovou

Kyselina retinova (RA) je nejCastéji pouzivanym cCinidlem pro diferenciaci
a jeji u€inky na SH-SY5Y bunky jsou dobfe charakterizovany. Obvykle se podava
do média bez séra v koncentraci 10 uM po dobu minimalné 3-5 dnu,
aby se vyvolala diferenciace (Pahlman et al.,, 1984; Cheung et al.,, 2009).
Patfi mezi derivaty vitaminu A, o némz je znamo, Ze ma silné rustové a bunécné
diferenciaéni vlastnosti. Ve skutecnosti je ale jeho nedostatek spojen s rozvojem
skvamdzni metaplazie v ruznych epitelialnich tkanich, zatimco podavani
vitaminu A muze tyto ucinky zvratit a obnovit normalni bunécnou diferenciaci
(Lotan, 1996).

Kyselina retinova uplatriuje své ucinky vazbou na receptory kyseliny
retinové (RAR) a receptory retinoického X (RXR), coz jsou skupiny nesteroidnich
receptorld jaderného hormonu. Ackoliv se RA muzZe vazat pouze na RAR,
aktivovana RAR heterodimerizuje s RXR a RAR/RXR heterodimery se vazi
na prvek reakce RA (RARE), coZ ma za nasledek transkripéni aktivaci RA (Joshi
et al., 2006).

Fenotyp bunék SH-SY5Y |é€enych RA je v literatufe pfedmétem nékterych
kontroverzi. PFi 1é€bé RA dochazi po stimulaci karbacholem k uvolfovani NA
(Encias et al., 2000), ¢imzZ nasledné dochazi k diferenciaci SH-SY5Y bunék
na adrenergni fenotyp. Jiné zpravy v8ak ukazaly, Ze RA-diferencované SH-SY5Y
buriky jsou zralého cholinergniho fenotypu (Pahiman et al., 1984), coz naznacuje
vyS8Si expresi aktivity cholin acetyltransferazy (ChAT) (Adem et al., 1987)
a vezikularniho monoaminového transportéru (VMAT) (Presgraves et al., 2004).
VSechny zdroje naznacuji, Ze neexistuji vyznamné rozdily v expresi DAT a TH
mezi RA-diferencovanymi a nediferencovanymi SH-SY5Y burikami (Cheung
et al., 2009; Presgraves et al., 2004). Nékteré DAergni/adrenergni vlastnosti
SH-SY5Y bunécéné linie byly snizeny Ié€bou RA, zatimco cholinergni viastnosti
byly zvySeny. Ackoliv RA sama produkuje fenotyp cholinergni neuraini
diferenciace, RA spolu s dalSimi latkami, jako je cholesterol (Sarkanen et al.,
2007) nebo TPA (Presgraves et al.,, 2004), maze indukovat dopaminergni
neuralni fenotyp.

Bylo prokazano, Ze pouZiti RA podporuje preziti SH-SY5Y bunék
prostfednictvim aktivace signalni drahy 3-kinazy fosfatidylinizolu/Akt a zvySuje
regulaci antiapoptotického proteinu Bcl-2 (Lopez-Carballo et al., 2002; Itano
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etal.,, 1996). Nékteré studie navic ukazuji, Zze RA-diferencované bunky
jsouméné  zranitelné nez nediferencované bunky va&i @ toxinu,
ktery zprostfedkovava bunécnou smrt neboli apoptézu (Cheung et al., 2009).
Apoptdza je jednim z typu programované bunécné smrti, ktera probiha
prevazné u zivocichl. Je to dédi¢na forma buné&ného zaniku naprogramovaného
ve vSech normalnich bunkach, ktera umoznuje burice spachat
molekularné-kontrolovanou sebevrazdu, pficemz nedochazi k zanétu, poskozeni
sousednich bunék ani prostfedi buriky (Green et al., 2015; Fulda et al., 2010).
Zahrnuje tedy sled biochemickych reakci, které maji za nasledek zmény vzhledu
buniky: degradaci cytoskeletu, smrsténi buriky, membranové blebovani,
nebo fragmentaci chromozomu (pyknéza). Dochazi i k odstranéni zbytkd téchto
fragmentu, ¢imz se burika liSi od nekrdzy, u které se pravé vyvine zanét (Green
et al., 2015; Fulda et al., 2010). Apoptické mechanismy se obecné fadi do tfi
drah. Vnéjsi cesta smrtelného receptoru, vnitfni mitochondrialni cesta a draha
zavisla na granzymu (Green et al., 2015; Elmore et al., 2016). Mitochondrialni
draha se spousti na zakladé ztraty integrity vnéjsSi mitochondrialni membrany,
ktera pomoci skupiny proteint Bcl-2 umoziuje uvolfiovani proapoptickych faktort
(napf. cytochrom C) z mitochondrie do cytosolu, coz konci aktivaci kaspazovych
protedz a Stépenim intracelularnich proteint, a proto dojde ke zminéné
,<demontazi“ bunky (Green et al., 2015; Fulda et al., 2010; Elmore et al., 2016).

1.3.3 Diferenciace navozena estery fosfolu

Kromé diferenciace zprostifedkované RA bylo prokazano, ze SH-SY5Y
buriky se diferencuji % pfitomnosti esteru fosfolu,
jako je napf. acetat 12-O-tetradecanoyl-fosfol-13 (TPA) (Pahlman et al., 1981)
a maji drastické u€inky na rist a diferenciaci bunék. Pouziti TPA mélo
za nasledek Caste€nou inhibici rdstu, snizeni aktivity ornithin-dekarboxylazy
(ODC), priblizné dvojnasobné zvySeni aktivity NSE a vyskyt cytoplazmatické
neurosekrecni granule, kterou Ize vizualizovat pomoci elektronové mikroskopie
(Pahiman et al., 1981; Pahiman et al., 1984). Bylo prokazano, ze buriky SH-SY5Y
vystavené 1,6 x 1078 M TPA po dobu 4 dnU se jevily morfologicky diferencované
s dlouhymi, rovnymi vybézky nerovhomeérného vzhledu a s pfitomnosti Castych
varikozit (Pahlman et al., 1981).
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Diferenciacni ucinky esterl fosfolu jsou primarné zprostfedkovany
izoformami proteinkinazy C (PKC). Ta muze zvysit uvolfiovani NA v SH-SY5Y
burikdch zvySenim aktivity Ca?" kandlu (Fagerstrom et al, 1996).
Jeden z hlavnich rozdili mezi diferenciaci SH-SY5Y bunék za pomoci TPA a RA
je, ze pouziti TPA pfi optimalni koncentraci vyvolava dvésténasobny narust NA,
zatimco u RA je narast pozorovan pouze Ctyfnasobny (Pahlman et al., 1984).
TPA diferencované SH-SY5Y buriky navic vykazuji fadu vlastnosti adrenergniho
neuralniho fenotypu, vCetné exprese TH, neuropeptidu tyrosinu Y (NPY)
a také NSE (Jalava et al., 1992).

Dostupné udaje naznacuji, ze RA a TPA mohou vyvolat diferenciaci
SH-SY5Y bunék na cholinergni a adrenergni fenotypy prostfednictvim riznych
uCinkd na transformujici rdstovy faktor 1 (TGF-B1) a kostni morfogeneticky
protein 2 (BMP-2) (Gomez-Santos et al., 2002). TGF- zvySuje expresi TH a tento
ucinek je neutralizovan BMP-2, coz naznaCuje, ze prevalence jednoho
nebo druhého z téchto faktord mulze byt dllezita pro konecné ziskani
adrenergniho nebo cholinergniho fenotypu. Nicméné SH-SYS5Y buriky léCené
nejprve RA a poté TPA vyvijeji DAergni fenotyp a maji vysSi hladiny TH a DAT,
ale niz8i hladiny VMAT nez nediferencované bunky. Dulezité je, ze bunky
diferencované RA/TPA maiji vysokou hustotu receptord D2 a D3 ve srovnani
s nediferencovanymi, RA-diferencovanymi nebo TPA diferencovanymi burikami

(Presgraves et al., 2004).

1.3.4 Diferenciace navozena pomoci dibutyryl-cAMP

Hormony a neurotransmitery, které reguluji intracelularni hladiny
cyklického adenosinmonofosfatu (cAMP), podporuji diferenciaci v neuralnich
bunikach (Frey et al.,, 1993; Sanchez et al., 2004). Expozice SH-SY5Y bunék
pomoci dbcAMP vede k rozSifeni neuritu a také ke zvySené expresi GAP43
souvisejiciho s rastem neuralniho markeru (Sanchez et al., 2004; Kume et al.,
2008). Bylo prokazano, ze pfi pouziti 1 mM dbcAMP po dobu 3 dnu se snizuje
bunéfnd agregace, ktera pfipomina béZné pozorovanou agregaci
u nediferencovanych kultur a vyvolava vyznamné neuritové elongace a vétveni
(Kume et al., 2008). Dibutyryl-cAMP snizuje Bcl-2, na rozdil od RA a TPA,

které expresi  Bcl-2  zvySuji, coz zduraziuje biochemicky  rozdil
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mezi diferenciaCnimi metodami. Déale bylo prokazano, ze diferenciace SH-SY5Y
bunék pomoci dbcAMP vytvafi morfologicky fenotyp podobny tomu,
ktery je pozorovan u bunék s diferencovanou RA a TPA, a Ze diferencovanou

kulturu tvofi pfedevsim bunky adrenergniho typu (Kovalevich et al., 2013).

1.3.5 Diferenciace navozena neurotropiny

Ukazalo se, Zze neurotropiny moduluji pfeziti, diferenciaci, synaptogenezi
a aktivitu neuronl. Rodina neurotropind se sklada predevsim z NGF, BDNF,
neurotrophinu-4 (NT-4/5) a neurotrophinu-3 (NT-3). Tyto neurotropiny se mohou
vazat na dva typy povrchovych receptord bunék: na receptory tyrosinkinazy
(TRK) a receptory neurotropinu (NTR). Tyto receptory zprostfedkovavaji témér
v8echny své aktivity podporujici preziti, pficemz NGF aktivuji pfednostné TrkA
a BDNF, NT-4/5 aktivuji TrkB a NT-3 aktivuji TrkC (Kaplan et al., 2000).
Kromeé toho se na indukci bunécéné diferenciace podili i nékolik dalSich rastovych
faktord, vc€etné zakladniho fibroblastového rlstového faktoru (bFGF),
inzulinovového rastového faktor | (IGF1), neurotrofického faktoru odvozeného
z gliovych bunék (GDNF) a ciliarniho neurotrofického faktoru (CNTF). Z téchto
ristovych faktort ucinné indukuji diferenciaci SH-SY5Y bunék prevazné bFGF
a IGF1 (Lavenius et al., 1994).

SH-SY5Y bunécné linie obecné postradaji funkéni neurotropinové
receptory a pfi stimulaci neurotropiny nerozliSuji. Nicméné IéCba RA
vSak zpusobuje zvySenou regulaci neurotropinovych receptorli, coz zpUlsobuje,
ze SH-SY5Y bunky reaguji na neurotropiny (Cernaianu et al., 2008).
Preziti léCenych bunék je zavislé na nepretrzité koexistenci neurotropinu
v kultivaCnim meédiu (Kou et al., 2008). Jakmile jsou neurotropiny odstranény
z kultivaéniho média, buriky vstupuji do apoptotické bunééné smrti doprovazené
pokusem o znovuzahajeni bunééného cyklu.

ProtoZze pfidani BDNF muize zamezit hromadéni S-typu v burikach
SH-SY5Y s RA (Encinas et al., 2000), sekven¢ni diferenciace s RA a BDNF
(RA/BDNF) dava témér homogenni populaci diferencovanych bunék podobnych
lidskym neuronim. Byly poskytnuty dukazy, Ze [é€ba RA/BDNF vedla ke zvySené
expresi genl vdeobecnych neuralnich markeru, cholinergnich markerovych gent

vezikularniho acetylcholinového transportéru (VAChT) a ChAT, coz naznacuje,
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Zze l|éCba SH-SY5Y bunék RA/BDNF vyvolava posun od sympatického
noradrenergniho fenotypu k cholinergnimu neuralnimu fenotypu (Edsjo et al.,
2003). Takeé bylo zjisténo, Zze bunky SH-SY5Y léCené RA/BDNF maiji nizkou
hladinu NA a nedostatek indukce TH, ale exprese NPY je zvySena, coz by mohlo
naznaCovat, ze se bunky SH-SY5Y |éCené RA/BDNF vyvijeji v sympaticky
cholinergni neuralni fenotyp (Edsjo et al., 2003). DalSi zjisténi bylo, Ze bunky
SH-SY&Y léCené RA/BDNF vykazuji mnoho vlastnosti primarnich DAergnich
neurond, vCetné aktivity TH a DAT, absorpce DA a uvolnéni DA po stimulaci K*
(Mastroeni et al., 2009). K ur€eni jejich fenotypu bude zapotfebi dalsi studie
SH-SYS5Y bunék IéCenych RA/BDNF.

1.3.6 Diferenciace navozena dalSimi latkami

Byla popsana i fada méné obvyklych alternativnich metod k vyvolani
diferenciace v bunkach SH-SY5Y (Kovalevich et al., 2013). Staurosporin,
neselektivni inhibitor PKC, je silnym induktorem diferenciace bunécné linie
SH-SY5Y. Pouziti staurosporinu vykazuje zvy$enou nachylnost k toxickym
inzulindm vc&etné cisplatiny, 5-fluorouracilu, 6-OHDA a y-zafeni a vyjadfuji
snizenou hladinu Bcl-2 (Tieu et al., 1999). V dusledku toho buriky lé¢ené
staurosporinem podléhaji apoptéze v zavislosti na davce (Kovalevich et al.,
2013). Indukuje zraly adrenergni neuralni fenotyp charakterizovany vzestupnou
regulaci aktivity TH, DAT a NPY a tficetinasobnym zvySenim obsahu NA (Jalava
et al., 1993). Guanosin a guanosin-5'-trifosfat vyvolavaji zastavu bunééného
cyklu v SH-SY5Y bunkach a silny nartst hladiny TH a DAT. Tento jev podporuje
nazor, ze tyto puriny indukuji DAergni/adrenergni fenotyp (Guarnieri et al., 2009).

Mezi dalSi metody patfi 1éEba cholesterolem, vitaminem D, inzulinem
nebo kultivace bunék na substratu, ktery je ureny k podpofe diferenciace
neuronu a preziti (Kovalevich et al., 2013).

Hypoxie muze také vyvolat fenotypové zmény v burikach neuroblastomu.
V hypoxickych podminkach tyto buriky pfipominaji nezralé kmenové bunky.
Molekularni mechanismy, které jsou zakladem diferenciace vyvolané hypoxii,

jsou slozité (Edsjo et al., 2007).
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2 VYUZITI SH-SY5Y BUNEK PRO TESTOVANI
NEUROTOCICITY

Neurotoxikologie se zabyva studiem nezadoucich uc€inkd chemickych
Ci biologickych neurotoxint a nékterych fyzikalnich Ciniteld na nervovy systém.
Nervovy systém se sklada z centralniho nervového systému (CNS),
kam mUzeme zaradit mozek a michu, a periferniho nervového systému (PNS),
ktery se sklada z ganglii a perifernich nervd. V nervovém systému se nachazi
dva typy bunék: neuroglialni buriky a neurony, které maji vlastnosti axonu
a dendritd a umoznuji vedeni nervovych impulsd pro komunikaci s jinymi
nervovymi bunikami. Latky, které negativné ovliviiuji nebo poSkozuji nervovy
systém, oznacujeme jako neurotoxiny. S fadou z nich se setkavame v bézném
zivoté (Harry et al., 1998).
vyrobenych bioaktivnich chemikalii, slouCenin a biologickych latek,
muZe nepfiznivé ovlivnit lidské zdravi. Rada t&chto latek je &asto i ve velmi
nizkych koncentracich toxicka pro lidsky CNS a PNS, a dokonce nékteré
chemické latky také vyznamné narusuji lidsky genom. Dale doSlo k objevu,
Ze i léCiva jsou v urCité mife ,hepatotoxicka®“, coz vyvolava zvySené obavy
u starSich pacientd, ktefi maji ve stafi zhorSenou funkci jater (Pogue et al., 2016).
Chemikalie, pesticidy, herbicidy €i neurotoxické prvky, plyny a zejména kovy
se podileji na vzniku nékolika lidskych neurologickych poruch véetné
Alzheimerovy choroby (AD) a poruchy autistického spektra (ASD).
Diky rozsahlému pouzivani téchto latek mizeme ocekavat, Zze neurologické
poruchy budou v dohledné dobé jesté vyznamnéjsi a slozitéjsSi (Pogue et al.,
2016; Pogue et al., 2014; Virk et al., 2015).

Pouziti SH-SY5Y bunék se od zaloZeni subklonu v roce 1978 zvysilo
(Biedler et al., 1978). Mezi pfiklady jejich vyuziti patfi zkoumani Parkinsonovy
(Xie et al., 2010) a Alzheimerovy choroby (Agholme et al., 2010), patogeneze
virové infekce vcetné polioviru (La Monica et al., 1989), enteroviru 71 (EV71)
(Cordey et al., 2012; Xu et al., 2013), viru varicella-zoster (VZV) (Christensen
et al., 2011), lidského cytomegaloviru (Luo et al., 2007) a viru herpes simplex
(HSV) (Gimenez-Cassina et al., 2006; Sun et al., 2010). Je dulezité poznamenat,
Ze nékolik studii pouzilo SH-SY5Y buriky v jejich nediferencované formé,
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zejména v oblasti neurovirologie (Yun et al., 2014; Garrity-Moses et al., 2005;
Kalia et al., 2013; Xu et al, 2014). Rozdil pozorovaného fenotypu
nediferencovanych oproti diferencovanym SH-SY5Y burikam vyvolava otazku,
zda by pozorovana progrese infekce byla odliSna u zralych diferencovanych
neuronud. Napfiklad diferencované SH-SY5Y bunky maji vy8Si uc€innost
vychytavani HSV-1 oproti nediferencovanym proliferujicim SH-SY5Y burikam,
coz muze byt zpusobeno nedostatkem povrchovych receptort, které se vazou
na HSV a moduluji vstup na nediferencovanych
SH-SY5Y bunkach (Gimenez-Cassina et al.,, 2006). Je proto nezbytné,
aby pfi navrhovani experimentu zamérfeného na testovani neurond in vitro
byly SH-SY5Y buriky diferencovany tak, aby byly ziskany co nejpfesnéjsi
vysledky pro pfeklad a srovnani s in vivo modely.

Vyvoj spolehlivé metody pro vytvareni lidskych neuralnich kultur
je nezbytny k tomu, aby vyzkumnici mohli provadét translacni experimenty,
které pfesné modeluji lidskou nervovou soustavu. V souCasné dobé existuje
mnoho pFipadud Y oblasti neurobiologie a neurovirologie,
kdy jsou nediferencované SH-SY5Y bunky pouzivany jako funkéni model
pro lidské neurony (Yun et al., 2014; Garrity-Moses et al., 2005; Kalia et al., 2013;
Xu et al.,, 2014) a je dulezité, ze nediferencované buriky mohou postradat
fenotypy, jako je optimalni vychytavani virl (Gimenez-Cassina et al., 2006),
které jsou nezbytné pro pfesnou interpretaci. Je potfeba, aby pfi pouziti
SH-SY5Y bunék nebo jakéhokoli jiného neuralniho systému in vitro byly bunky
vhodné diferencovany na neurony s cilem ziskat udaje, které co nejlépe

reprezentuji to, co se muze v neuronech vyskytovat in vivo.

2.1 Parkinsonova choroba

Parkinsonova choroba (PD) je progresivni neurodegenerativni porucha
souvisejici s vékem a prevalenci 1-2% u lidi starSich 50 let, ktera neni zpisobena
genetickymi, ale ekologickymi faktory Zivotniho prostfedi (Tanner et al.,1999).
Toto onemocnéni je spojeno se ztratou dopaminergnich neuront v nigro-
striatalni oblasti mozku a odhaduje se, ze 60-80% téchto neuronl se ztrati
pfed nastupem viditelnych symptom0d onemocnéni. Tyto dopaminergni neurony

jsou pozoruhodné pritomnosti DA, DAT, VMAT a receptortl DA. PFi€ina ztraty
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dopaminergnich neuron( v nigro-striatalni oblasti neni znama, ale posmrtné
vySetfeni mozku pacientu s PD ukazuje, Ze na dopaminergni neurony v této
oblasti pasobi zvySeny oxidacni stres (Shavali et al., 2008). Vzhledem ke svému
rozSifeni a nedostatku ucinné lécby pfedstavuje PD zavazny zdravotni problém
spolecnosti. V posledni dobé doslo k vyznamnému pokroku v experimentalnich
studiich PD, zejména diky pouziti buné&nych modeld.

Vyvoj stabilniho a spolehlivého modelu DAergnich neuralnich bunék je
nezbytny zejména pro studium patogeneze PD a rozvoj terapeutickych strategii.
Idealni model PD bunék in vitro by mél byt vytvofen v postmitotickych lidskych
DAergnich neuralnich burfikach vnimavych k neurotoxindm produkovanych
béhem PD, aby bylo mozZné feSit otazky tykajici se selektivni ztraty DAergnich
neurony v substantia nigra. V sou€asné dobé zahrnuji modely PD bunék
primarné neuralni bunécéné linie nadorovych bunék, jako jsou PC12 buriky (Koch
et al., 2009), neuralni nadorové bunécné linie reprezentované burikami lidského
neuroblastomu (Cheng et al.,, 2009) a primarni mesencefalické neurony
(Takeuchi et al., 2009). Tyto burniky napodobuji mnoho aspektd umrti DAergnich
neuronu pozorovanych pfi lé€bé PD neurotoxiny, jako je MPP+, 6-hydroxopamin
nebo rotenon. Primarni mezencefalické neurony jsou vhodnym zdrojem
DAergickych neuronu. Lidské primarni neurony je vSak mimofadné obtizné
ziskat, kultivovat a zvladnout. Aplikaci tohoto bunééného zdroje navic omezuji
i etické obtize pfiziskavani dostateCnych a vhodnych lidskych primarnich
neuronud. Bunécna linie SH-SY5Y poskytuje neomezenou zasobu bunék lidského
puvodu s podobnymi biochemickymi vlastnostmi jako lidské DAergické neurony.

Patologicky je PD charakterizovana ztratou mezencefalickych DAergnich
neuronu. Jelikoz burfiky SH-SY5Y maji mnoho vlastnosti DAergickych neurond,
byla bunécna linie SH-SY5Y nedavno pouzita jako DAergicky neuralni model
pro vyzkum PD. Nékolik vlastnosti bunécné linie SH-SY5Y ji Cini uziteCnou
jako model pro DAergické neurony: zaprvé, buriky SH-SY5Y maji schopnost
syntetizovat DA a NA, protoze bunky exprimuji TYR a DBH. Za druhé, bunky
SH-SY5Y exprimuji DAT, coz je bilkovina exprimovana pouze v neuronech
DAergnich uvnitf centralniho nervového systému a DAT reguluje DA homeostazu
specifickym vychytavanim a sekvestraci DA (Takahashi et al., 1994). Zatfeti,
ackoliv SH-SY5Y bunky exprimuji pouze nizké hladiny DA receptort, mohou

byt agonisté DA, ktefi mohou byt neuroprotektivni. SH-SY5Y burnky mohou byt
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diferencovany na vyraznéjSi DAergni neuralni fenotyp za pfitomnosti rdznych
latek a nékteré diferencované SH-SY5Y bunky jsou podobné primarnim
mezencefalickym neuronim. Latky (napfiklad RA), které indukuji diferenciaci,
také propujcuji SH-SY5Y burikam toleranci, proto nelze roli toxicity nebo ochrany
hodnotit v téchto diferencovanych burikach (Cheung et al., 2009). To znamena,
Ze nediferencované SH-SY5Y bunky, ale nikoli diferencované bunky,
jsou vhodnym bunécnym modelem pro studium neurotoxicity

nebo neuroochrany, a jsou tedy relevantni v experimentalnim vyzkumu PD.

2.2 Cisplatina a oxaliplatina

Slouceniny platiny jsou S8iroce pouzivané a jsou velmi udcinnymi
protinadorovymi latkami. Cisplatina (cis-diaminedichlorplatinum (1), CDDP)
se pouziva v klinické praxi a patfi stale mezi |éCiva prvni volby pfi feSeni
problémU s nadory. V prubéhu let ale doSlo k omezeni jejiho vyuziti,
protoZe vysoké davky CDDP zpUsobily u pacientl nefrotoxicitu a periferni
neurotoxicitu (Quasthoff et al., 2002). Oxaliplatina
(oxalato (transl-1,2 diamminocyklohexan) platina (lI), OHP) je nova sloucenina
platiny, ktera je ucinna i u rakoviny, ktera nereaguje na lébu CDDP (Raymond
et al., 1998). Rozpousti se Iépe nez CDDP a nefrotoxicita proto nepfedstavuje
pro tuto slou€eninu problém (Culy et al., 2000). Navzdory tomuto pozitivhimu
objevu IéEba pomoci OHP vyvolava ,akutni® neurotoxicitu (Screnci et al., 1999).
| kdyz je OHP méné neurotoxickd nez CDDP, tak obé platinové slouceniny
jsou toxické a  zpusobuji  buné&tnou smrt vyvolanim  apoptdzy.
Zpusoby neurotoxicity CDDP a OHP jsou velmi podobné a zahrnuji nejen
poskozeni DNA, ale také modulaci specifickych molekul podilejicich
se na regulaci buné¢né rovnovahy mezi apoptotickou smrti a buné€nym cyklem
(Donzelli et al., 2004).

Bylo prokazano, Ze chronickou neurotoxicitu CDDP i OHP na bunécné
urovni Ize vysvétlit nejen poskozenim DNA, ale také aktivaci molekularnich drah,
které vedou bunky k apoptdéze, protoze OHP i CDDP aktivuji specifické
mitogenem aktivované proteinkinazy (MAPK), o nichz je znamo, ze se podileji
na apoptotické smrti. Pozdéji byl také zpozorovan ubytek proteind Bcl-2, p53

a MAPK. Tento ucinek je pravdépodobné zplsoben posSkozenim DNA
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a naslednym snizenim syntézy RNA. Bylo prokazano, Ze cisplatina je schopna
vyvolat apoptdézu u postmitotickych neuronovych kultur prostfednictvim pokusu
neuronl o opétovny vstup do bunécného cyklu (Gill et al., 1998). Diky tomuto
zjisténi o CDDP jsou lidské neuroblastové buriky SH-SY5Y spolehlivym modelem
pro studium neurotoxicity platinovych slouc€enin, i pfesto, Zze to jsou buriky,

které se stale déli (Donzelli et al., 2004).

2.3 Kremik

Kfemik (Si) je stopovy a druhy nejrozSifenéjSi prvek v zemské kure,
ktery byl po mnoho let povazovan za znecistujici latku Zivotniho prostredi,
i kdyZz mnohé studie uvadély, zZe je zakladnim prvkem pro zivé buriky (Greenwood
et al., 1997). Caste&né blokuje bun&éné poskozeni spojené s oxidaénim stresem
a zabranuje toxicité hliniku (Al) tim, Ze snizuje jeho absorpci a usnadfiuje jeho
vylu€ovani (Birchall et al., 1989). Snizena hladina Si byla zjisténa zejména
u starSi populace, protoZze muze byt spojena s aterosklerézou, ktera patfi
mezi degenerativni onemocnéni (Pérez-Granados et al., 2002). Na druhé strané
kfemicité nanocCastice vykazuji Skodlivé ucinky a krystalicky oxid kfemicity mize
dokonce vyvolat poskozeni a zanét bunék (Garcimartin et al., 2015).

Uginek Si zavisi na testovanych koncentracich a vysledky zd(raznuji dvoji
funkci Si — bud jako protektora, nebo jako neurotoxického Cinitele v zavislosti
na koncentraci. V nizkych koncentracich pusobi Si jako neuroprotektor tim,
Ze vyvolava antiapoptotické uCinky a sniZzuje zanét sniZzenim hladiny TNF.
Organicky Si zvySuje zivotaschopnost bazalnich bunék a snizuje aktivaci
kaspazy-3 a -8, aniz by ovlivihoval uvolfovani laktat-dehydrogenazy (LDH).
Tyto vysledky tedy naznacuji, Ze nizké koncentrace Si maji ochranny ucinek
na bunécnou linii SH-SY5Y, pravdépodobné zprostfedkovany antiapoptotickym
mechanismem. Naopak pfi vysokych koncentracich pusobi Si jako neurotoxicka
latka prostfednictvim dvou mechanismu: nekrézy, ktera navozuje uvolnéni LDH,
a apoptozy, zvySujici aktivitu kaspazy-3 a produkujici fragmentaci DNA
(Garcimartin et al.,, 2015). Neuronové modely, jako je bunécna linie lidského
neuroblastomu SH-SYS5Y, se jevi jako wuziteCny nastroj pro hodnoceni
neuroprotektivnich nebo neurotoxickych ucinkd kiemiku (Xie et al., 2010).
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2.4 Arsen adopamin

Arsen (As) je latka, ktera znecistuje Zivotni prostfedi tim, Ze se vyskytuje
v podzemnich vodach, pramyslovych odpadech a hnojivech. Agentura pro registr
latek pfitomnych v Zivotnim prostfedi (Shavali et al., 2008). Odhaduje se,
ze nékolik miliont lidi na celém svété trpi diky As toxicitou zplUsobenou
uvolfiovanim do Zivotniho prostfedi (Centeno et al., 2002). Arsen muaze ovlivnit
periferni i centralni nervovy systém (CNS), a bylo zjis§téno, Ze by mohl hrat
vyznamnou roli pfi vyvolani neurologickych onemocnéni (Rodriguez, 2003).
Pomoci studie na zvifatech bylo prokazano, Zze dokaze prekonat
hematoencefalickou bariéru, hromadi se v riznych oblastech mozku, méni
syntézu a uvolhovani neurotransmitert a snizuje pohybovou aktivitu (Tadanobu
et al., 1990; Rodriguez, 2003).

Pfi experimentech s cilem stanovit Uroven expozice DA i As*3,
ktera byla minimalni nutnou urovni k vyvolani vyznamné ztraty Zivotaschopnosti
SH-SY5Y bunék, byly SH-SY5Y bunky po dobu 24 hodin expozice vystaveny
stupriované sérii koncentraci DA a As*3. Bylo prokazano, Zze koncentrace 100 uM
DA a 10 uyM As*3 jsou minimalni Urovni, které by vyvolaly vyznamnou ztratu
Zivotaschopnosti bunék. Tyto dvé Urovné expozice As*3 a DA byly poté pouzity
ke stanoveni uCinku kombinace obou chemickych latek dohromady
na zZivotaschopnost SH-SY5Y bunék a bylo prokazano, ze smés 10uM As*3
a 100pM DA zpusobila zvySenim toxicity témér uplnou ztratu zivotaschopnosti
bunék, zatimco kazda latka samotna méla toxicitu minimalni (Shavali et al.,
2008). Neurotoxické ucinky smési As*® a DA jsou zprostfedkovany
intracelularnimi déji a pfedpoklada se, ze tato smés muize produkovat vysoce
toxické volné radikdly, jako je DA-chinon (Sulzer et al., 1999) nebo
6-hydroxydopamin v bufikach SH-SY5Y. ZvySeny oxidaéni stres je zodpovédny
za ztratu zZivotaschopnosti bunék a studie ukazuji, Ze odumirani bunék vyvolané
smési As*3 a DA na burikdch SH-SY5Y by mohlo byt oslabeno antioxidanty
N-acetylcysteinem (NAC) a sulforafenem, které snizuji toxicitu smési (Shavali et
al., 2008).
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2.5 Amfetamin a jeho metabolity

Amfetamin (AMPH) je Siroce zneuzivana psychotropni droga diky svym
stimula¢nim, euforickym a halucinogennim uc€inkim. Ackoli jsou amfetaminy
obecné uznavany jako syntetické drogy, z nichz amfetamin, metamfetamin
a 3,4-methylenedioxymethamphetamin (MDMA, extaze) jsou dobfe znamymi
priklady, lidé pouzivaji pfirodni amfetaminy po nékolik tisicileti prostfednictvim
konzumace amfetamind vyrabénych v rostlinach, konkrétné katinonu (khat),
ziskavaného z rostliny Catha edulis a efedrinu, ziskavaného z rtznych rostlin
rodu Ephedra. Po celém svété se bézné pouziva v 1éEbé narkolepsie, obezity
a poruchy pozornosti s hyperaktivitou (ADHD). Podle Evropského
monitorovaciho centra pro drogy a drogovou zavislost konzumovalo amfetaminy
jen v Evropé 12 milionu lidi a jsou to druhé nejCastéji uzivané nedovolené latky.
Potencialni  neurotoxicita ~ AMPH je hlaSena jiz  nékolik let,
zejména u dopaminergniho systému, ale zakladni mechanismy jsou stale malo
znamé. Hlavni metabolity AMPH jsou 4-hydroxynorefedrin (4-OHNE)
a 4-hydroxyamphetamin (4-OHAMPH). Je o nichZz je znamo, Zze v mozku
pretrvavaji déle nez AMPH (Feio-Azevedo et al., 2017; Carvalho et al., 2012).

Neurotoxické u€inky AMPH ovliviiuji dopaminergni systém (Ricaurte et al.,
2005), a proto jsou neuralni dopaminergni SH-SY5Y lidské burky vhodnym
in vitro modelem. Jako jeden z hlavnich plvodci AMPH toxicity byl mnohokrat
popsany oxida¢ni stres (Carvalho et al., 2001). AMPH zpulsobuje toxicitu zavislou
na koncentraci v dopaminergné diferencovanych bunkach SH-SY5Y.
Bunky byly vystaveny AMPH (rozsah koncentraci 0-5 mM), 4-OHAMPH
a 4-OHNE (rozsah koncentraci 0-10 mM) po dobu 24 nebo 48 hodin.
Zivotaschopnost byla stanovena testy 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyl-
tetrazolium-bromidem (MTT) a LDH. Vysledky ukazaly, Zze jak u AMPH,
tak i u metabolitll byla pozorovana toxicita zavisla na koncentraci. Toxicka
koncentrace 50 % (TC50) pro AMPH a 4-OHNE po 24 hodinové expozici
byla cca 3,5 mM, resp. 8 mM. Metabolit 4-OHNE zpUsobil vyznamné poskozeni
bunék a pfi srovnani s AMPH byla pozorovana postupna bunécna smrt tim,
Ze byly poSkozeny neurity a dochazelo k pozdni apoptotické a nekrotické

bunécné smrti. U 4-OHAMPH nebylo v testovaném rozsahu koncentraci

v wviv s
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4-OHAMPH, nicméné obé latky jsou in vitro méné toxické nez matefska
slou€enina. Je dulezité poznamenat, Ze existuji i latky N-acetyl cystein (NAC),
methylfenidat (MPH), L-karnitin a cykloheximid (CHX), které snizuji toxicitu
vyvolanou AMPH (Feio-Azevedo et al., 2017).

2.6 Methylrtut, kyselina okadaova a akrylamid

Methylrtut (MeHg) je organicka forma rtuti (Hg) tézkych kovd.
Rtut’ se preménuje na MeHg v bakteriich (Schaefer et al., 2011) a akumuluje
se v rybach (Souza-Araujo et al., 2016), tim padem se k Clovéku dostane diky
konzumaci mofskych plodu. Je vysoce toxicka pro CNS a zejména pro vyvijejici
se mozek (Ekino et al., 2007). Jednim z KkliCovych cild toxicity MeHg
je antioxidacni systém glutathionu (GSH) (Choi et al., 1996; Sanfeliu et al., 2001),
ale u lidskych neurond, astrocytd a SH-SY5Y bunék chrani pfed cytotoxicitou
vyvolanou MeHg extracelularni |éba GSH. Dale inhibuje mikrotubulovou
polymerizaci v cytoskeletu in vitro (Sager et al., 1983), coz je dUlezity proces
pro udrzeni bunécéné struktury a Zivotaschopnosti (Poulain et al., 2010), inhibuje
vyrustek neuritu a zpusobuje degeneraci neuritu. Kyselina okadaova je morsky
biotoxin zodpovédny za prajmoveé otravy z mékkysa. Akrylamid je Siroce vyuzivan
v prumyslu po celém svété a pfirozené se tvofi i ve Skrobu, ktery se vyskytuje
v potravinach varenych pfi vysokych teplotach (Exon, 2006; Popova et al., 2017).

Studie prokazaly, ze buniky SH-SY5Y jsou zranitelné vic&i neurotoxicité
vyvolané MeHg pfi expozici na pocatku diferenciaénich procest. V burkach
SH-SY5Y lé¢enych RA byla MeHg toxicka v niz§ich koncentracich, kdyz se spolu
s RA zavedla na zaCatku procesu diferenciace, nez po 2 dnech diferenciace (Kim
et al., 2007). MeHg vyvolala v diferencovanych burikdch SH-SY5Y toxicitu
zavislou na koncentraci, ktera byla od 1 yM. Kyselina okadaova nevykazovala
statisticky vyznamnou toxicitu v burikach SH-SY5Y a akrylamid taktéz vyznamné
neovlivnil zivotaschopnost SH-SY5Y bunéénych linii. | kdyz doslo k objevu,
Ze akrylamid aplikovany na SH-SYS5Y buriky na pocCatku procesu diferenciace
podobu 3-6 dnu znacné snizil proliferaci bunék pfi stejné koncentraci.
Stejna studie navic uvedla, ze akrylamid po 3 dnech expozice naruSil vyristek
neuritu pfi koncentraci 100 nM. To by mohlo naznacovat, ze buriky SH-SY5Y
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jsou nachylngjSi k neurotoxicité akrylamidu v rané fazi diferenciace
nez v pozdéjsi fazi (Popova et al., 2017).

pro studium neurotoxickych ucinkd chemickych latek jsou neurony P19,

protoze jsou citlivéjSi na detekci cytotoxicity MeHg, kyseliny okadaoveé
a akrylamidu nez SH-SY5Y bunky (Popova et al., 2017).
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3 DALSI BUNECNE MODELY PRO TESTOVANI
NEUROTOXICITY

Kromé bunécéné linie SH-SYSY existuji i dalSi vhodné modely bunéénych
linii pro testovani neurotoxicity, které byly ziskany biopsii kostni dfené
od pacientd s neuroblastem. Do této skupiny muzZeme zafadit bunécné linie
SK-N-SH, SK-N-MC a SK-N-BE (Biedler et al., 1973). VSechny slouzi pro studie
tykajicich se studia rustu nadorovych a neuralnich bunék (Biedler et al., 1978).

Vysledky studii o téchto bunkach naznacuji, Ze odrazeji vlastnosti

nadoru, ze kterého byly ziskany (Biedler et al., 1973).

3.1 Bunéc¢na linie SK-N-SH

V kvétnu 1970 byla u Ctyfleté divky neznamé etniky diagnostikovana
infekce hornich cest dychacich, ktera byla rezistentni na antibiotika.
Protoze dusnost neustupovala ani po torakocentéze C&i podani fibrinolyzinu
a doSlo k celkovému zhorSeni stavu, bylo provedeno nékolik rentgenovych
vySetfeni, které prokazaly nadorové bujeni v hrudniku. Béhem operace
byl nalezen velky neuroblastom v horni €asti hrudniku, ktery tym lékaft z Casti
odstranil a hned po operaci byla zahajena radioterapie a chemoterapie pomoci
vinkristinu, cyklofosfamidu a daunomycinu. | pfesto, Ze 1é¢ba byla zahajena,
doslo v prosinci 1970 k rozvinuti metastazi do stehenni kosti, jater a kostni dfené.
Tento nalez vedl k aspiraci neboli biopsii kostni dfené, ze které byla kultivovanim
metastatickych bunék vytvofena bunécna linie SK-N-SH (Biedler et al., 1973).

Bunécna neuroblastomova linie SK-N-SH je S§iroce vyuzivana
jako neuralni model, protoze obsahuje bunky se tfemi riGznymi fenotypy: neuralni
bunky (typ N), Schwannovy buriky (typ S) a mezibuné€na hmota (typ 1) (Joshi
et al., 2006). DalSi studie ukazuji, ze linie byla slozena ze 2 morfologicky
odlisnych typu bunék. Jednou z nich byla mala husta ostnata burika s Fidkym
cytoplazmatem a druhym typem byla velka epiteloidni burika. Bufiky SK-N-SH
se vyznacCuji vysokou aktivitou DBH. Ztéto linie byla pfipravena tfetim
klonovanim podrobné zmifiovana bunécna linie SH-SY5Y. Diferencuji za pouziti
RA a nasledné pfijmou neuralni fenotyp, ktery je charakterizovany rozsahlym

vyristkem nervovych bunék. Diky tomu aspektu je tato bunécna linie dulezita
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pro vymezeni signalnich drah, které se podileji na diferenciaci neurond.
Dale je znamo, Ze burniky SK-N-SH tvofi nadory u imunokompromitovanych mysi
(Biedler etal., 1973; Helson et al., 1975) a pouZzivaji se pro zkouseni neurotoxicity
rozpoustédla 2, 5 hexanedionu (Shastry et al., 2009).

3.2 Bunécéna linie SK-N-MC

Vunoru 1968 byl u dvanactileté divky objeven nalez,
ktery byl diagnostikovan jako neuroblastom. Béhem operace doSlo k jeho
odstranéni a zahajila se intenzivni radioterapie, diky které doS$lo v bfeznu 1970
k proptoze, coz je vychyleni o¢ni hmoty smérem dopfedu (Rakul Nambiar et al.,
2017) anasledné k biopsii. Vysledkem tohoto vySetfeni byl dal$i nalez
neuroblastomu. Ani po nasazeni chemoterapie, kdy se stfidal vinkristin
a cyklofosfamid po dobu 8 mésiclu, nedoSlo ke zlepSeni stavu pacienta.
V listopadu 1970 se opét objevila proptéza a dalSi komplikace spojené
s nadorovym onemocnénim, které byly léCeny chemoterapeutickymi latkami
az do dubna 1971. Jedinym vychodiskem byla enukleace neboli odstranéni oka
a biopsie metastatického mista, ktery byl kultivovan, a vznikla tim bunécna linie
SK-N-MC (Biedler et al., 1973).

SK-N-MC byla pavodné popsana jako neuroblastomova bunécna linie,
pozdéji ale bylo zjisténo, ze tato linie pochazi z Ewingovy skupiny nadord,
které se u déti a adolescentld vyskytuji nejCastéji mezi 5-30 rokem Zivota
a zpUsobuji maligni nadory kosti (Griinewald et al., 2018). Bunky SK-N-MC
jsou podobné lidskym fibroblastim, maji malou aktivitu DBH, ale vykazuji
zvySenou aktivitu ChAT ve srovnani s jinymi neuroblastomovymi bunécnymi
liniemi, jako jsou SK-N-SH a SH-SY5Y. Je znamo, Ze tyto bunky tvofi nadory
u imunokompromitovanych mysi (Biedler et al., 1973; Biedler et al., 1978; Helson
et al., 1975).

3.3 Bunécna linie SK-N-BE

Neklonovana SK-N-BE linie se rozliSuje na velmi podobné typy.
SK-N-BE(1) bunééna linie neuroblastomu byla ziskana in vitro v ¢ervnu 1972
z biopsie kostni dfené dvouletého chlapce s neuroblastomem. V listopadu 1972
byla provedena dalSi biopsie kostni dfené od stejného pacienta, ktera pfinesla
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druhou neklonovanou linii  neuroblastomu oznacenou SK-N-BE(2),
ktera vykazovala nejvétsi schopnost pfemény TYR na DA (Anagnoste et al.,
1972; Biedler et al.,, 1978). Linie jsou morfologicky a biochemicky podobné,
maji stfedné vysokou hladinu aktivity DBH a jsou slozeny z malych bunék
s kratkymi neuritovymi bunécnymi vybézky (Biedler et al.,1978). Bunéc¢na linie
neuroblastomu SK-N-BE se pouziva jako model pro hodnoceni neurotoxickych

ucinkd fenthionu a jeho metabolitd (Shastry et al., 2009).
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ZAVER

Cilem této bakalarské prace bylo vypracovat literarni reSersi o bunécné
linii SH-SY5Y a jejim vyuZziti pfi testovani neurotoxicity. Lidské neuroblastomové
bunky SH-SYS5Y jsou tfetim subklonem rodiCovské linie SK-N-SH,
ktera byla ziskana biopsii kostni dfené a nasledné kultivovanim metastatickych
bunék roku 1970. Diky svym vlastnostem je bunécna linie SH-SY5Y Siroce
vyuzivana jako neuralni model pro studium neurodegenerativhich onemocnéni,
jako je Parkinsonova a Alzheimerova choroba, dale se pouZiva pro zkoumani
patogeneze viroveé infekce a také se diky této linii zjistuji neuroprotektorove
¢i neurotoxické latky, které by mohly nepfiznivé ovlivnit lidsky organismus
a zpusobit poruchu spravné funkce nervové soustavy. Vytvoreni této linie
se sklada z nékolika krok(l. Proces zaCina pasazovanim, zmrazenim,
rozmrazenim, kultivaci nerozliSenych bunék a nakonec diferenciaci. Diferenciace
je proces, ktery pomoci diferenciacnich Cinidel, jako jsou kyselina retinova, estery
fosfolu, dibutyryl-cAMP, neurotropiny nebo staurosporin vytvofi za zhruba 18 dni
bunky, které jsou vice podobné zralym neuronim v mozku. Po tomto procesu
jsou bunky pfipraveny pro neurobiologické experimenty. K vyhodam patfi nizké
naklady na kulturu ve srovnani s primarnimi neurony a schopnost rozsahlé
a snadné expanze bunék pred diferenciaci. Pouziti nediferencovanych SH-SY5Y
bunék s sebou nese urcité nevyhody. Je obtizné rozliSit, zda neuroprotektivni
nebo neurotoxické latky ovliviuji rychlost proliferace nebo rychlost odumirani
bunék, protoze vykazuji nizSi citlivost na neurotoxiny a neuroprotektivni latky
nez primarni mezencefalické neurony.

Bunécna linie SH-SYS5Y se dale vyuziva ke zkoumani pfirodnich nebo uméle
vytvofenych neurotoxinl €i neuroprotektoru. V této praci bylo popsano pusobeni
cisplatiny a oxaliplatiny, kfemiku, arsenu a dopaminu, amfetaminu
a jeho metabolitd, methylrtuti, kyseliny okadaové a akrylamidu na bunécénou linii
SH-SY5Y. VSechny tyto zminéné latky se jevily pro SH-SY5Y buriky v ur€itych
koncentracich jako neurotoxické, aZz na Kkyselinu okadaovou a kfemik.
Kyselina okadaova vyznamné neovlivnila Zivotaschopnost bunék a kiemik
v nizkych koncentracich naopak pusobil na SH-SY5Y buriky jako neuroprotektor,
ktery ma ochranny ucinek pravdépodobné zprostfedkovany antiapoptotickym

mechanismem. V posledni fadé byly zminény i dalSi modely bunéénych linii
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pro testovani neurotoxicity, kterymi jsou bunécné linie SK-N-SH, SK-N-MC
a SK-N-BE. Zavérem je dulezité poznamenat, Zze diky témto informacim
bylo vyhodnoceno, ze lidska bunécéna linie SH-SYS5Y je velmi ¢astym a vhodnym
modelem pro testovani neurotoxicity, pomoci které mizeme odhalovat pficiny
onemocnéni zpusobenych neurotoxickymi latkami, objevovat nové potencialni

neurotoxiny a pfispét k eradikaci chorob.
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