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Anotace

Tato bakalarska prace je vénovdna neurdlnim bunéénym liniim a jejich vyuziti
pii testovani neurotoxicity. V tivodni ¢asti prace jsou zminény nejvyznamnéjsi vybrané
ptirodni a syntetické neurotoxiny a zaroven je popsano jejich neurotoxické plisobeni
na organismus. Jedna z kapitol dale pojednava o neurotoxicité nanoc¢astic. Zminény jsou
obecné vlastnosti nanocastic a duraz je kladen zejména na popis mechanismu jejich
toxického ptisobeni, kterym je indukce oxidacniho stresu. Dale jsou v praci definovany
obecné mechanismy, kterymi je neurotoxické pisobeni zprostiedkovano. Podrobn¢ je
popsan mechanismus neurotoxického ptisobeni glutamatu. Druha ¢ast prace se vénuje
vlastnimu testovani neurotoxicky plsobicich latek na bunéénych liniich. Na zéklad¢ této
prace byly vytipovany a charakterizovany nejcastéji vyuzivané bunécéné linie
pro testovani neurotoxicity. Nasledné¢ byly u nejvyznamnéjsich zejména lidskych

bunécnych linii porovnany piednosti a nedostatky jejich pouziti.
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Annotation

This bachelor thesis is dedicated to cell lines and their use in neurotoxicity testing.
Inthe first part of the work, the most important selected natural and synthetic
neurotoxins and their neurotoxic effects on the organism are mentioned. Other chapter
describes the neurotoxicity of nanoparticles. The general properties of nanoparticles are
mentioned followed by the overview of the mechanism of toxic action including
induction of oxidative stress. In addition, the general mechanisms mediating neurotoxic
action are compiled in the thesis. The neurotoxic mechanism of glutamate acting is
described in detail. The second part of the thesis deals with the testing of neurotoxic
substances in cell lines. The most commonly used cell lines for neurotoxicity testing
were selected and characterized including description of advantages and disadvantages

of their use.
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Uvod

Nervova soustava hraje hlavni ulohu Vv fizeni organismu a spravna funkce jeji
centralni i periferni ¢asti je pro lidskou existenci nezbytné diilezitd. Nervové buinky jsou
velmi nachylné na ptsobeni toxint, které mohou diky neurotoxickému ptisobeni jejich
funkci zavazné narusit. Mozek ma Kk dispozici mechanismy, kterymi se snazi mnozstvi
toxinl v¢etné neurotoxint v téle eliminovat. Vzhledem ke struktufe nervové soustavy
vSak uz nizké hladiny neurotoxini dokazi vyvolat nekrotické, apoptotické nebo jiné
nevratné poskozeni bunck.

Za neurotoxiny mohou byt oznaCeny jakékoli piirodni nebo uméle vytvoiené
latky, které v organismu zptisobuji defekty ve funkci neurontl. Radi se mezi né t&7ké
kovy, 1éCiva, syntetické drogy, pesticidy a fada dalsich. Siln¢ toxické pro lidské neurony
jsou paralytické jedy vyuzivané jinymi organismy na jejich vlastni obranu nebo utok.
| latka jakou je glutamat, ktery je primdrné excitacnim neurotransmiterem plnicim
v mozku nenahraditelnou funkci, po nahromadéni a prekroceni fyziologickych hodnot
zpusobuje odumirani nervovych bunék.

Za posledni dveé desetileti byla objasnéna celd fada mechanismi, jakymi
neurotoxicky plisobici agens poskozuji nervovou soustavu. Pravé glutamat je spojen
S vyznamnym neurony poSkozujicim mechanismem zvanym excitotoxicita, ktery casto
kon¢i bunéénou smrti. Vyznamné postaveni v procesu neurotoxického plisobeni latek
zaujima oxidacni stres a volné radikaly, které znac¢né poSkozuji nukleové kyseliny,
proteiny i lipidy buné€k a narusuji regula¢ni mechanismy v téle.

V soucasnosti se do poptfedi dostava také studium neurotoxického plisobeni
nanocastic, a to zejména z divodu rychlého rozvoje nanomateriall a jejich vSeobecné
rozsifenosti. Diky velmi malé velikosti, dok&zi nanocastice snadno do lidského téla
proniknout mnoha cestami a zaroven jsou ztéla jen obtizné eliminovany. Z mista
vstupu jsou dale distribuovany do tkani, véetné mozku, kde se kumuluji a mohou
vyvolavat apoptézu neuronl, zanéty, nebo zpusobovat vznik mozkovych nadora
a rovnéz dalsi zavazna neurodegenerativni onemocnéni.

Bunécné neuralni linie slouzi ke zkoumani a testovani patogeneze nejruznéjsich
neurologickych onemocnéni a poruch, ke zjistovani mechanismi pusobeni fady
neurotoxind nebo kK objevovani novych Skodlivych latek. Existuje jich jiz cela fada
ajsou stale zdokonalovany a zaroven objevovany dals$i. K ziskdni vhodné kultury

se vychazi jak ze zvitecich, tak i lidskych bun€k. Snahou je dojit k takovym bunéénym
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liniim, které by co nejpfesnéji napodobovaly buiiky in vivo a tim piedstavovaly
co nejpodobnéjsi modely konkrétnich typt lidskych nervovych buné€k, jez by dokazaly

s vysokou vypovidaci schopnosti ur¢it neurotoxicitu studovanych latek.
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1. Neurotoxicita a neurotoxiny

Neurotoxicita ptedstavuje funkéni nebo strukturni poSkozeni centralni nervové
soustavy (CNS) ¢i periferniho nervového systému (PNS). Pfi¢inou tohoto poskozeni
jsou neurotoxiny, tedy pfirodni nebo ¢lovékem vytvoiené toxické latky. Kazdoro¢né
je fada novych chemickych latek zafazena do pramyslového odvétvi farmacie, chemie,
zemédélstvi, energetiky a dale do biotechnologického ¢i tézebniho primyslu. Zasadni
problém predstavuje fakt, ze u velké vétSiny z téchto novych chemickych sloucenin
nejsou individualné testovany jejich neurotoxické vlastnosti. Celd fada téchto novych
chemickych slouc¢enin mize vzhledem ke struktuie a funkci CNS a PNS piisobit toxicky
jiz v extrémné nizkych koncentracich (Pogue et al., 2016).

Ptiznaky neurotoxicity se mohou z pocatku zdat nejasné a nesouvislé. Navic
se ani vSechny neurotoxiny nechovaji totozn¢. Nékteré vyvolavaji pfiznaky a zdravotni
komplikace, které po expozici do téla pomérné¢ rychle odezni. Na druhé strané
ale i¢inky jinych toxind mohou pfetrvavat velice dlouho. Urc¢ité latky se pouze
v konkrétnich davkach nebo dobach expozice stavaji neurotoxickymi. Je tedy zifejmé,
Ze je pusobeni neurotoxinll na organiSmus podminéno mnoha faktory, které mohou byt
spole¢né provazany. V takovych ptipadech je obtizné objevit opravdového piivodce
neurotoxicity (Suhre et al., 2015).

Poskozeni nervové soustavy lze posuzovat prostiednictvim specidlnich vySetieni
CNS a PNS. Pro radiologa nebo neurologa vSak nemusi byt vysledek vySetieni,
jakym je napiiklad magneticka rezonance nebo pocitatova tomografie, zcela
jednoznaény. Poskytuje totiz pouze staticky a pomérné hruby pohled na nervovou
strukturu (Voller et al., 1999). Nejc¢astéji pouzivanym a zaroven uznavanym zpusobem
hodnoceni funkce mozku jsou neuropsychologicka vySetfeni, mezi néz patii naptiklad
pozitronova emisni tomografie (PET) a jednofotonova emisni pocitatovd tomografie
(SPECT). Tyto techniky nabizeji dynamictéjsi pohled na strukturu mozku
(Ruff et al., 1989). I mirné poSkozeni nervového systému muze zpusobit problémy
s pam¢éti a koncentraci, zhorSenou koordinaci koncetin, rovnovahy, kiece, bolesti hlavy,
migrény, poruchy spanku, problémy se zrakem i sluchem, svalovou slabost, deprese,
uzkost, zachvaty paniky nebo dychaci problémy. Vsechny tyto potize mohou postupné
dospét az do chronického nebo ireverzibilniho stadia (Rana, 2008).

Za neurotoxin je obecné¢ povazovana kazda latka, kterd ma negativni UCinek

na nervovy systém. Takovych latek s negativnim vlivem na lidskou nervovou soustavu
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existuje cela fada. Neurotoxiny mohou zplsobovat jak akutni, tak chronickou
neurotoxicitu. Rozhodujici pro odliSeni akutni a chronické neurotoxicity je doba
mezi prvotnim kontaktem neurotoxinu s organismem a vyvolanim zdravotnich potiZi.
U akutni neurotoxicity je jiZ po jednorazové expozici znatelny rychly patologicky
nasledek. Takto dokazi pasobit napiiklad jedy nékterych obratlovct (Phui et al., 2004).
Oproti tomu v piipadé chronické toxicity jednorazovy kontakt s neurotoxinem
organismus neposkodi. Pokud ale k expozici dojde opakované, neurotoxicky ucinek
se jiz projevi. V ptipad¢é chronické neurotoxicity mize mit zcela zdsadni negativni vliv
I opakovana expozice s pomérné¢ nizkymi koncentracemi neurotoxinu. K patologické
odezvé ovSem dojde azs odstupem casu, coz muze predstavovat obdobi nékolika
mesict, ale i let od prvni expozice dan¢ latky. Projevem muze byt naptiklad neplodnost
nebo degeneracni poruchy na potomcich (dmbrozova, 2003). Latkami s chronickym

neurotoxickym ucinkem jsou naptiklad tézké kovy.

1.1 Vybrané prirodni a umélé neurotoxiny

Dalsim zplsobem, jak lze klasifikovat neurotoxicky pusobici latky, je na pfirodni
a umélé neurotoxiny. Kazdy rok se zvySuje mnozstvi pfirodnich a syntetickych
bioaktivnich latek, sloucenin a chemikalii, které maji schopnost negativn¢ ovliviiovat
lidské zdravi a konkrétné nervovou soustavu (Pogue et al., 2016).

Je zndmo, ze latky vyuzivané zivoCichy na jejich vlastni ochranu nebo tutok
jsou pro lidsky organismus silné toxické. Do této kategorie se fadi naptiklad paralytické
jedy meékkysi, hadi nebo pavoukl. I bakterie mohou produkovat pro clovéka
nebezpeéné neurotoxiny. Takovym je napiiklad botulotoxin tvofeny v riznych
antigennich typech bakterialnimi kmeny Clostridium botulinum, Clostridium butyricum
a Clostridium baratii. Jedna se o nejjedovatéjsi pfirodni toxin zplisobujici onemocnéni
zvané botulismus (Arnon et al., 2001). Do téla se dostava nejCastéji sporami bakterii,
kter¢ se mohou nachazet ve Spatné tepelné zpracovanych konzervach. Zaroven
je ale tento toxin také vyuzivan jako velmi ucinny 1éCivy piipravek. Aby mohl byt
pro lécbu vyuzit, musi u né¢ho dojit k inhibici aktivity proteazy. Ta je totiz podstatou
jeho toxického ucCinku. Botulotoxin je aplikovan v 1écbé patologickych stavl
zpusobenych neregulovanou exocytdézou acetylcholinu (Cherington, 2004). Dale
se uplatnuje 1 v estetické medicin€. Nedadvné studie také prokazuji, ze by botulotoxin

mohl byt vyuzivan k Gspésné 1écbé rakoviny (Arnon et al., 2001).
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Dokonce i latky pfirozené se vyskytujici v lidském téle se mohou fadit
mezi ptirodni neurotoxiny. V okamziku, kdy je ptekroceno jejich fyziologické mnozstvi
v mozku, tak pravé jejich vyssi koncentrace mize pusobit jeho poSkozovani. Piikladem
latky s témito vlastnostmi je glutamat (GLU). Jeho toxické ucinky mohou vést
az k neurodegenerativnim  onemocnénim  jako je  Parkinsonova  choroba
nebo Alzheimerova choroba (Kim et al., 2015). Jeho vyskyt v pfilis vysokych
koncentracich vSak zptisobuje i jiné zdravotni potize. Nadmérna aktivita synaptického
glutamatu mize byt mimo jiné také pfi¢inou zhorSeni zraku. Tato porucha Casto konci
az uplnou ztratou zraku (Bourne et al., 2010). Glutamatu a popisu mechanismu jeho
pusobeni se podrobnéji vénuje samostatna kapitola.

Druhou kategorii v klasifikaci podle plvodu neurotoxinli jsou synteticky
vyrobené latky, které¢ za urcitych podminek mohou zpiisobovat neurotoxicitu. Latek
spadajicich do této skupiny je zna¢né mnozstvi a jejich vycet diky sou¢asnému pokroku
neustale nardstad. Vyvoj organické syntézy vede ke vzniku latek a prostredkd,
jez pfinaSeji znacné vyhody celé spolecnosti. Z jejich vyctu milzeme jmenovat
farmaceutické¢ vyrobky, barviva, kosmetiku, ¢i chemikélie vyuzivané v zeméd¢lstvi,
potravinafstvi, ale také v diagnostice, mediciné¢ a vyvoji technologickych materiali
(Nicolaou et al., 2008). Na druhé strané tyto latky mohou zptisobovat i zdravotni
komplikace, kterymi vyznamné naruSuji funkci a strukturu lidského organismu.
Pro lidsky organismus piedstavuji toxickou hrozbu i v nizkych hladinach a to zejména

vzhledem ke struktuie a funkci CNS a PNS (Pogue et al., 2016).

1.1.1 Tézké kovy

Tézké kovy vyvolavaji v téle rizné nezddouci ucinky. Mezi zastupce téchto kovt
patii naptiklad olovo, arsen, rtut nebo kadmium (Sharma et al., 2014). Potencialnim
ptirodnim zdrojem expozice tézkych kovi jsou podzemni vody, kovové rudy
nebo kontaminované potraviny. Prakticky vSechny tézké kovy jsou toxické, pokud jsou
kumulovany v dostateéném mnozstvi. Svym pusobenim postihuji organy traviciho
traktu, rendlni systém, hematopoeticky a kardiovaskularni systém a v neposledni fad¢
I nervovou soustavu. Toxické pusobeni tézkych kovi spociva vtom, ze mohou
napodobovat Ulohu riznych biomolekul potiebnych pro rutinni homeostatické
bunécné funkce, diky tomu =ziskat pristup k dilezitym molekularnim cildm,

poskozovat signalizaéni cesty CNS a nakonec vést k trvalym neurologickym

17



defektim (Tasneem et al., 2016). Testy ukazaly, Ze vystaveni zvifat nadmérnym
koncentracim téchto prvkli mize zvysit produkci volnych radikalt, které zpiisobuji
oxidaéni stres, ten dale ovliviiuje centralni nervovy systém. Vedle neurotoxického
pusobeni se t¢Zké kovy vyznacuji soucasné i hepatotoxickym a nefrotoxickym vlivem,
ktery lze pozorovat jak u lidi, tak u zvitat (Sharma et al., 2014). Vyzkum dale odhalil,
ze t¢zké kovy piisobi neurotoxicky jiz v mnohem niz$ich koncentracich, nez je jejich
,bezpecna“ hladina. Ta predstavuje takovou koncentraci t€Zkého kovu, pii které by
jiz jeho negativni u¢inek na zdravi nemél byt patrny (Matés et al., 2010). Obzvlasté
nebezpecny je kontakt tézkych kovii s organismem v prenatalnim vyvoji. V potaz musi
byt brana zranitelnost a zvySena permeabilita hematoencefalické bariéry ve fetalnich
stadiich. Do bunék a dale do celych tkani se tak muze dostat fada neurotoxicky
jesté vice nepriznivych ucinkl nez pfi postnatalni expozici. Takto vyvolané zdravotni
potize vedou k nedostate¢nému vyvoji, postizeni a poruchdm kognitivnich funkci
(Sharma et al., 2014).

Platina je jednim z hlavnich prvkid fadicich se mezi tézké kovy. Slouceniny
platiny jsou Siroce pouzivany a patii mezi velmi ucinna protirakovinna ¢inidla. Zejména
cisplatina (cis-diaminodichloroplatina 11, CDDP), se k tomuto ucelu pouziva jiz fadu let.
Az u 50 % takto lécenych pacientli se vSak objevuje toxické poSkozeni periferniho
nervového systému. Periferni neurotoxicita je tedy hlavnim
vedlej$im uc¢inkem omezujicim davku 1é¢iva (Quasthoff et al., 2002). Oxoplatina
(oxalato trans-1,2-diaminocyklohexan platina II, OHP) je u¢inna i pii 1é¢bé rakoviny,
ktera nereaguje na 1éCbu cisplatinou. Pfi jejim vyuziti Se ptiznaky neurotoxicity

ey ee

2011).

1.1.2 Léciva

Lécivé ptipravky mohou v urcitych piipadech pusobit toxicky. Léciva se tadi
mezi skupinu umélych, tedy clovékem vytvofenych neurotoxickych latek. Mohou
ale misto zadanych pfiznivych ucinkt vyvolat vice ¢i mén¢ vazna poskozeni organismu.
které jsou specifické pro kazdy dany organismus. Jako piiklad lze uvést uzivani 1éku

Vv nespravnych davkach nebo po pfiliS dlouhou dobu. Nepfiznivy vliv mize
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také predstavovat kombinace vice riznych 1é¢iv. Jsou to napiiklad chemoterapeutika,
antidepresiva, antiarytmika, antimigrenika a dalsi 1éky, u kterych je toto riziko
podle vyzkumu vysoké. Mezi Casto neurotoxicky pusobici 1é¢iva patii antineoplastika
nebo anti-HIV 1é¢iva. Tyto latky jsou Casto spojovany s poSkozenim senzitivnich,

motorickych nebo autonomnich perifernich nervii (Hur et al., 2014).

1.1.3 Jiné syntetické neurotoxiny

Dalsi skupinou latek, kterou Ize zahrnout do uméle vyrobenych neurotoxind, jsou
insekticidy, herbicidy nebo pesticidy. Srychle se rozsifujicim poctem obyvatel,
technologickym pokrokem a potfebou novych chemikélii pouZzivanych k posileni
produkce potravin, je tato skupina aktudlné i do budoucna velice vyznamna
(Tasneem et al., 2016). Dalsi podobnou skupinou je bézné¢ pouzivana kosmetika
nebo cistici rozpoustédla. Mnohé z téchto latek obsahuji i tézké kovy, které predstavuji
pro organismus toxické nebezpeci. Déle se sem tadi syntetické¢ drogy, jako naptiklad
MDMA (3,4-methylendioxy-N-methamfetamin) zptsobujici kognitivni dysfunkci
(Murphy et al., 2010).

1.2 Obecné mechanismy piuisobeni neurotoxint

Zpisobi jakymi razné neurotoxiny poskozuji organismus, existuje cela tada.
Zpravidla vSak maji tyto procesy podobné zavazné dusledky. Velmi casto je
mechanismus plsobeni neurotoxinl spojen se vznikem endokrinnich poruch, zanéti,
genetickych polymorfismil a s indukci oxida¢niho stresu, €i stresu endoplazmatického
retikula (Forman et al., 2004). Jednim z hlavnich Skodlivych nasledki v puasobeni
neurotoxind je bez pochyby vznik neurodegenerativnich onemocnéni. Ty jsou u lidi
charakterizovany pifedev§im progresivni dysfunkci a ztratou neurond indukovanou
ur¢itymi neurologickymi deficity, coZ negativné ovliviiuje dusevni 1 fyzické schopnosti
pacientd (Hague et al., 2005). V poslednich dvaceti letech byla objasnéna cela fada
mechanismi, které hraji vyznamnou roli v patogenezi neurodegenerativnich poruch.
Jednim z nejvyznamnéjsich mechanismu je excitotoxicita, pti které dochazi k poskozeni
nervovych bunék, podrobné&ji je popsana v samostatné podkapitole. Zvlasté zajimavym
mechanismem indukujicim poSkozeni neurdlnich bunék je indukce oxidacniho stresu

prostiednictvim pisobeni neurotoxind.
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1.2.1 Oxida¢ni stres

Oxidacni stres je stav v organismu, kdy dochézi k nerovnovaze mezi produkci
reaktivnich forem kysliku (ROS) a schopnosti bunék se branit proti jejich Skodlivym
ucinkim (Porta et al., 2007). Antioxida¢ni obranny systém zodpovida za odstranéni
rizik spojenych se zvySenou tvorbou ROS a diky jeho spravnému fungovani je
organismus schopny snadno detoxikovat a odbouravat reaktivni meziprodukty kysliku
nebo 1 odstranovat jimi indukovana poskozeni. Dobfe zndmymi bunéénymi antioxidanty
jsou katalaza, superoxid dismutdza nebo glutathionperoxidaza (Albers et al., 2001).
Oxidac¢ni stres je spojen s produkci vysokych hladin ROS. Nejprve byl tento proces
povazovan za hlavni mechanismus toxicity tézkych kovl, pozdéji bylo ale zjiSténo,
ze tento d&j vyuziva vice rtuznych neurotoxini (Sharma et al., 2014). Zpisob, jakym
oxidacni stres ovliviluje nervové bunky, poskozuje nukleové kyseliny, proteiny
nebo lipidy byl jiz do zna¢né miry prozkouman. Volné radikaly jsou oznacovany jako
oxidacni c¢inidla a jsou bézn€ produkovany uvnitf organismu v rdmci bunéénych
metabolickych procesti. Za fyziologickych okolnosti dochazi ke vzniku reaktivnich
forem kysliku v mitochondriich béhem oxida¢ni fosforylace (Albers et al., 2001).
V piili$ vysokych hladinach maji volné radikaly schopnost snadno indukovat lipidovou
peroxidaci, oxidaci sulfthydrylovych skupin proteini a poskozeni DNA bunck
fragmentaci (Sharma et al., 2014).

Mezi reaktivni formy kysliku v prvni fadé patii hydroxylovy radikal. V téle
pfedstavuje extrémné reaktivni tiielektronovy stav, ktery vznik4 redukci dalSiho
vyznamného zastupce této skupiny, kterym je peroxynitrit. Popisovany radikal napada
vétSinu casti bunck. Peroxynitrit je vysoce reaktivni oxidant a vznika reakci oxidu
dusnatého se superoxidovym radikdlem. Ttetim oxidantem je superoxidovy anion,
obsahujici pouze jeden volny elektron. Je nebezpecny hlavné kvuli své schopnosti
uvolnovani Zeleznatého kationtu z proteini a ferritinu. Poslednim vyznamnym
zastupcem volnych radikali je peroxid vodiku, jenZ mé schopnost difundovat
ptes bunééné membrany (Forman et al., 2004).

Spolecné s oxida¢nim stresem je spojena produkce oxidu dusnatého. V dasledku
jeho pusobeni dochazi ke vzniku onemocnéni, jakym je Alzheimerova choroba.
Toxicita této latky pravdépodobné vyplyva zjeho nésledného metabolitu, kterym je
zminovany peroxynitrit (Sharma et al., 2014). Kromé& poskozeni spojenych s timto
metabolitem oxid dusnaty navic podle nedavnych studii indukuje nadmérnou expresi

metaloproteindz. Ty dale naruSuji extraceluldrni matrici, ni¢i prostfedi obklopujici
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neurony a mohou pfispét az k rozdéleni vzajemné propojené struktury bunck a jejich
apoptoze (Farooqui et al., 2009).

Tvorba ROS a stres endoplazmatického retikula jsou uzce spjaté procesy.
Kvuli nespravnému slozeni bilkovin v endoplazmatickém retikulu totiz mize dochazet
k produkci volnych radikald (Malhotra et al., 2007). Ty jsou potencialné
Skodlivé, i kdyz proti nim maji bunky své obranné mechanismy. ZvySeny stres
endoplazmatického retikula Casto pfispiva ke vzniku neurodegenerativnich chorob.
V souvislosti s generaci reaktivnich forem kysliku ov§em dochazi ke sniZeni schopnosti
regulace antioxida¢niho obranného systému organismu. Pokud produkce volnych
radikald prevysi jejich eliminaci, je tim zahlcen antioxidacni systém, a to nenavratné
vyGsti az ke smrti neuronli prostfednictvim apoptdzy nebo nekrézy (Farooqui et al.,
2009). Velmi ¢asto je vznik oxida¢niho stresu spojen s pisobenim nanocastic (Veronesi

et al., 2005).

1.2.2 Glutamat a mechanismus jeho u¢inku

Glutamatergni systém tvoii hlavni excita¢ni systém v centralni nervové soustave,
a tim tedy zaujima klicové postaveni v mnoha neurofyziologickych funkcich. Glutamat
je dulezity excitacni neurotransmiter a jeho koncentrace je v mozku ptisné kontrolovana
(Meldrum, 2000). Za fyziologickych podminek jsou jeho funkcemi zprostiedkovavani
nervové plasticity, pfenos nervového vzruchu a procesy spjaté s paméti véetné uceni
(Kocahan et al., 2013). Po vykonani svého tikolu se glutamat dostava do astrocyti, kde

dochézi k dal$im syntetickym reakcim, kterych se glutamat Gi€astni (obr. 1).
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Obr. 1: Reakce glutamatu v astrocytech (Schousboe et al., 2014).

(GABA — kyselina y-aminomaselna; GAD — glutamatdekarboxylaza; GLN — glutamin;
GS — glutaminsyntaza; PG — fosfat glutaminaza; GDH — glutamatdehydrogenaza;
o-KG — a ketoglutarat; BCAT — aminokyselinova aminotransferaza s rozvétvenym fetézcem;
ALAT — alaninaminotransferaza; AAT — aspartataminotransferaza; SSA — sukcinat
semialdehyd; GABA-T — GABA-transaminaza; BCAA — aminokyselina s rozvétvenym
fetézcem; PYR — pyruvat; ALA — alanin; OAA — oxalacetat; ASP — aspartat.)

Metabolismus GLU v mozku je velmi slozity a hlavni ulohou astrocytt je jeho
odbouravani ze synaptické $térbiny po depolarizaci a nasledna konverze na glutamin.
To mlze probéhnout mnoha riznymi reakcemi za koordinace riznych enzymi
(Meldrum, 2000). Glutamatovym prekurzorem je glutamin. Po deaminaci za katalyzy
fosfatem aktivovanou glutaminazou vznikd jako produkt reakce glutamat spolecné
s amoniakem. Aktivita alaninaminotransferdzy neni v porovnani s ostatnimi enzymy
moc vysoka, ale I pfesto nalézd vyznamnou ulohu jak v astrocytech, tak v neuronech
pii pfenosu amoniakalniho dusiku mezi témito bunikami za vzniku aminokyselin

z puvodnich ketokyselin. Reakce v kontaktu s glutamatdehydrogenazou je dulezitym
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mechanismem pro fixaci amoniaku v pfipadé, Ze je inhibovana aktivita
glutaminsyntetazy, ktera se ucastni zpétné reakce pievedeni glutamatu na glutamin.
Enzym je klicovym regulatorem metabolismu dusiku a odbouravani amoniaku z mozku,
na jehoz toxicitu je obzvlasté citlivy. Tento enzym a cely d¢j je jiz vyhradné lokalizovan
v astrocytech (Castegna et al., 2018). Glutamat je kliCovym meziproduktem cyklu
trikarboxylové kyseliny, ktera je vreakcich obecné katalyzovanych enzymy
aminotransferaizami pievedena na a—ketoglutarat. SouCasn¢ V mozku predstavuje
po dekarboxylaci za katalyzy glutamatdekarboxylazou a za pouziti NAD(P)" prekurzor
pro vznik  Kkyseliny  y-aminomaselné. = Reakce  katalyzované  enzymem
aspartataminotransferazou probihaji snadno v obou smérech. A stejné tak, jako je tomu
uaspartatu a oxalacetatu tim enzym zajiStuje rovnovdhu mezi aminokyselinou
glutamatem a jeho meziproduktem o—ketoglutaratem (Schousboe et al., 2014).

Neurony obsahujici excitacni aminokyseliny hraji  vyznamnou roli
Vv psychologickych funkcich. Regulace mnozstvi glutamatu je v mozku nezbytna,
jelikoz nadmérné uvoliiovani glutamatu do extraceluldrniho prostoru mozku
je pro nervové bunky skodlivé (Clark et al., 2016), (obr. 2). Jsou tak kaskadovité
spustény chemické procesy, které zapftiCinuji poskozeni nervovych bunék. Uz lehce
zvySené koncentrace glutamatu vyvolavaji v nervovych bunkach negativni bunééné

procesy, které je poSkozuji a dale vedou az k jejich apoptoze (Ankarcrona et al., 1995).
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Obr. 2: Znazornéni spojeni neuroni s fyziologickou hladinou glutamatu (a) a spojeni
neuronid s nadmérnym mnoZstvim glutamatu (b) (Clark et al., 2016).

Je nutné zminit, Ze glutamat hraje klicovou roli nejen v mozku, ale 1 ve vSech
ostatnich organech a tkanich, kde je spojen metabolismus cukrii a aminokyselin
(Schousboe et al., 2014). V dasledku pfitomnosti nadmérného mnozstvi GLU dochazi
voblasti CNS k aktivaci vétsiho poctu ruznych glutamatovych receptoru a je

tak zptsobena fada komplikaci (Nishizawa, 2001), (obr. 3). Tyto receptory lze rozdélit
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na dva hlavni podtypy. Jednim z nich jsou metabotropni glutamatové receptory,
které jsou spojené s G proteinem, jez je dilezity pro vnitrobuné¢nou signalizaci
(Watkins et al., 2006). Ionotropni glutamatové receptory piedstavuji druhy podtyp
receptort, které dale zahrnuji a-amino-3-hydroxy-5-methylisoxazol-4-propionatové
(AMPA) a kainatergni a N- methyl-D-aspartatové receptory (NMDAR) (Platt, 2007).
Stimulaci nebo otevieni vSech téchto kanall iniciuji sodné nebo vapenaté kationty
(Choi, 1992). Vyznamny je piedev§im typ NMDAR. Jeho role je dulezita v rychlém
synaptickém ptenosu a plasticité. Tyto signdly se tcastni vysokych kognitivnich funkci,
uceni, paméti a spravného vyvoje. Bylo dokdzano, ze dysfunkce téchto receptort
souvisi stadou nervovych poruch a onemocnéni. Nadmérna aktivace NMDAR
podporuje aktivaci protedz, které jsou zavislé na vapniku, a funguji
tak jako signalizatory buné&cné smrti (Volbracht et al., 2005). Receptory glutamatu
typu AMPA piispivaji k nervové degeneraci piedevs§im pii ischemii (Platt, 2007).
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RECEPTORY GLUTAMATU

1GluR mGlluR
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GluR1-4 GluR 5-7
NR 2 NE3 KAl EA2 mGle 1 a-d mGlul mGlu dab
(zh) (AD) mGlu S2b mGlu3 mGlu 6
mGlu Ta, b
mGlu 8 ab

Obr. 3: Klasifikace glutamatovych receptora (prevzato a upraveno z: Watkins et al.,2006)
iGIUR — ionotropni glutamatové receptory; mGluR — metabotropni glutamatové receptory;
NMDAR — N-methyl-D-aspartatové receptory; AMPA — a-amino-3-hydroxy-5-methylisoxazol-
4-propionatové receptory; skupina I — zahrnuje mGlul a mGlu$ a je spojena s aktivaci
fosfolipazy C a zpuisobuje zvyseni koncentrace intracelularniho trisfosfatu inositolu a mobilizaci
vapniku; skupiny Il (zahrnuje mGlu2 a mGlu3) a III (zahrnuje mGlu4, 6, 7 a 8), ob¢ inhibuji
aktivitu adenylylcyklazy; NR1, NR2, NR3 — podjednotky NMDA,; GIuR 1-4 — podjednotky
AMPA; GIUR 5-7 — podjednotky receptoru kainatového typu; KA 1, KA 2 — podjednotky
receptoru kainatového typu; mGlu 1- 8 — podjednotky metabotropniho receptoru.

1.2.3 EXxcitotoxicita

Prodlouzenou expozici GLU je zplsoben jev oznacovany jako receptorova
glutamatova  excitotoxicita, rovnéz zplsobujici zavazna neurodegenerativni
onemocnéni. Tou je mySlena bunééna smrt vyplyvajici z toxického ucinku tohoto
excitaéniho neurotransmiteru (Berliocchi et al., 2005). Ve srovnani s oxidaénim stresem
zde nehraji hlavni roli volné radikély, ale excita¢ni aminokyseliny, které¢ jsou v téle opét
bézn¢ ptitomny a jsou nezbytné pro zprosttedkovani nervového pienosu. Ovsem velice
Skodliva je jejich nadmérna aktivita. Stejné, jako je tomu Vv pfipadé oxidacniho stresu,
muze koncit az bunécnou smrti neurontt (Farooqui et al., 2009). Nasledné tak dochazi
k nadmérnému pfilivu iontd do burniky. Zvlast’ vyznamna je vysoka permeabilita bunék
vaci vapniku (Del Rio et al., 2008). V takovém piipad¢ je Vv intracelularnim prostoru

tedy pfiliSné mnoZstvi tohoto prvku, coz je pro nervové buinky zvlasté toxické.
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V dusledku toho je aktivovana kaskada déju a to prostfednictvim aktivity katabolickych
enzymu, které degraduji proteiny, membrany a nukleové kyseliny. Vysledkem celého
déje je apoptéza nervovych bunék a akumulace reaktivnich forem kysliku (Lipton,
1999). Tyto latky mohou dale také poSkozovat proteiny a nukleové kyseliny, coz vede
taktéz ke smrti bunék, a to bud’ nekrdézou nebo apoptdozou (Gilgun-Sherki et al., 2002).
Uvolnovanim GLU zarovenl v kombinaci se znemoznénim jeho odstranéni, je také
soucasn¢ u cerebrovaskularnich onemocnéni aktivovana syntéza oxidu dusnatého.
Hlavni faktor toxicity piedstavuje reakce oxidu dusnatého se superoxidovymi radikaly,
kdy nasledn¢ vzniké peroxynitrit. Spolecné tyto latky indikuji oxida¢ni poskozeni DNA.
To dale opét vede k nadmérné aktivaci NMDA receptoru a K ptebytku vapenatych
kationtd (Law et al., 2001).

Dalsim ptikladem, kdy muze vedle glutamatu dochazet Kk excitotoxicité, je
pti dysfunkci mitochondrii. Tyto organely bunééného dychani a oxidativni fosforylace,
hraji soucasné dulezitou roli v udrzovani nizké koncentrace vapniku v cytosolu. Tim
dokazi mitochondrie chrénit nervové bunky pied pfechodnym zvySenym mnozstvim
vapenatych iontli. Pokud ovSem dojde knaruSeni této regulace, intracelularni
koncentrace vapniku se zvysi (Del Rio et al., 2008). Pokud K této poruse dojde, zaénou
astrocyty a endotelové bunky produkovat vétsi mnozstvi oxidu dusnatého, ktery dale
potencuje oxidacni stres a zvysi se tak tvorba volnych radikali. Tento cely kaskadovity
systém vede, stejné¢ jako pii UCasti glutamatu, k neurodegenerativnim porucham

(Gilgun-Sherki et al., 2002).

1.2.4 Regulace koncentrace glutamatu v mozku

Pro spravnou funkci mozku je nezbytné, aby bylo mnoZstvi glutamatu
eliminovano pouze na urcitou fyziologickou hladinu. V uloze regulace glutamatu
vmozku je zasadni role enzymu glutaminsyntazy (obr. 4). Glutamin ptedstavuje
nejhojnéji se vyskytujici aminokyselinu v krvi savcll, kterd je nezbytnd pro tvorbu
dalSich aminokyselin a proteini. Ma ale také vyznamnou neurochemickou funkci.
Vyvazuje synaptické pienosy extracelularnim vychytavanim, ale také syntézou
auvoliovanim glutamatu zbunék. Mozkova glutaminsyntaza je velice dulezita
v cyklu kyseliny glutamin glutamat-y-aminomaselné (Bak et al., 2006). Katalyzuje
reakci, kterd se odehrava prevazné v astrocytech a dochazi pfi ni k syntéze glutaminu

z glutamatu a amoniaku. Tato reakce muze probihat i v mikrogliich, které mohou
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regulovat vlastni reakci na zanétlivy podnét a spusti tak konverzi glutamétu na glutamin

(Castegna et al., 2018).
_ Neuron
(severe damage)
MSO
Gene KO

%ﬁcmlin
LPS 3 .o..:‘ )

Obr. 4: Role glutaminsyntazy ve fyziologii mozku (Castegna, 2018).
Vlevo spravné fungujici neuron. Vpravo vazné€ poskozeny neuron.
GS — glutaminsyntaza; LPS — lipopolysacharidy; TNF-a — tumor nekrotizujici faktor-alfa;
MSO — methionin sulfoxid; IL-12 — interleukin 12; IL-6 — interleukin 6; IL-1B — interleukin 1pB;
PGE2 — prostaglandin E2; ROS — reaktivni formy kysliku; TLR-4 — Toll-like receptor 4.

Podminkou je, aby u mikroglii fungoval jejich endogenni mechanismus
na modulaci odpovédi na prozanétlivé latky. Témi mohou byt napiiklad
lipopolysacharidy. Pokud vSe funguje spravné, neuron je proti plsobeni Skodlivych
latek chranén a lipopolysacharidy jsou z neuronti bezpecné odbourany. V ptipadé, ze je
vSak tato schopnost u mikroglii ztracena, vradmci silné zanétlivé reakce
na lipopolysacharidy produkuji mediatory a efektory zanétu. Dochazi tak k oxidaci,
inhibici glutaminsyntdzy a vysledkem je vznik oxida¢niho stresu a vdzné poSkozeni
neuronu (Castegna, 2018).

Ke ztrat¢ funkce enzymu glutaminsyntazy dochazi v dasledku oxidace
reaktivnimi formami kysliku. Tim je dokazéano, Ze je tento enzym na oxidacni stres
astav redoxni rovnovahy velmi citlivy. To je spojeno se snizenim aktivity

glutaminsyntdzy a nasledn¢ az s uplnou inhibici jeji aktivity a zvySenim poméru
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glutamat/glutamin (Schousboe et al., 2014). Vyznamné je pokles enzymu pozorovan
U pacientll s neurodegenerativnimi chorobami. Podobny postupny pokles hladiny
glutaminsyntazy je zaznamenavan i u starSich lidi (Gilgun-Sherki et al., 2002).

Po zprostiedkovani synaptického pienosu vzruchu prejde glutamat do astrocyta,
kde je konvertovan pravé za pusobeni glutaminsyntdzy na L-glutamin
(Schousboe et al., 2014). Poté dojde k jeho recyklaci, tedy nikoli odbourani, po ni mtze
byt glutamin opét pifeveden na funkéni glutaméat. Diky tomu je zabranéno poskozovani

neurond, excitotoxicité, a tak vzniku neurodegenerativnich chorob (Castegna et al.,

2018).

1.2.5 Alzheimerova choroba

Mechanismus odbouravani glutamatu muize byt za urcitych okolnosti poskozen.
Vzhledem Kk toxickym ucinkim vysoké koncentrace GLU v mozku, hraje tento
neurotransmiter duleZitou roli ve vzniku Alzheimerovy choroby. Ta je
neurodegenerativnim onemocnénim centralni nervové soustavy, které se ve velké
veétsSing pripadl objevuje v pokrocilejsim véku. Jedna se o nejéastéji se vyskytujici typ
demence v lidské populaci. Mezi charakteristické znaky tohoto nevylécitelného
onemocnéni patii smrt nervovych bunck a ztrata synapsi, coz je spojeno s progresivni
kognitivni a pamétovou ztratou (Povovd et al, 2012). Glutamat zprostfedkovava
nervovou plasticitu, kterd je nezbytna pro nervovy pienos, pamét'ové procesy a uceni
(Kocahan et al., 2013). Jelikoz je synapticka plasticita zakladni soucasti paméti a uceni,
s excitotoxicitou, oxidacnim stresem a dal$imi komplikacemi koreluje ztrata funkénosti
téchto dovednosti a dalSich kognitivnich funkci. Tyto deficity se projevuji vyrazné
V pocatecnich stadiich onemocnéni. Je tedy potvrzeno, ze patogeneze Alzheimerovy
choroby je siln€ spojena se zmé&nami signalizace glutamatu. Navic bylo také zjiSténo,
ze tkan€ postizené Alzheimerovou chorobou obsahuji velké mnozstvi glutamatergnich
neuronti (Danysz et al., 2012).

Navzdory masivnim investicim vklddanym do objevovani 1€kt a terapii
neurodegenerativnich onemocnéni, zustava tato kategorie chorob stale v sekci
nevyléCitelnych. Soufasnym vyzkumem byly identifikovany pouze ctyfi 1éky,
které dokazi zmirnit pfiznaky neurodegenerativnich poruch. Nejsou vSak schopné zcela
zastavit nebo zabranit progresi onemocnéni (Han et al., 2018). Antagonist¢ NMDAR

maji vyznamny potencial pro terapeutické zlepSeni Alzheimerovy choroby. Takovym
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receptorovym antagonistou je napiiklad memantin, ktery méni vlastnosti
neurotransmiteru glutamatu a tim zlepSuje pamét’ i kognitivni schopnosti nemocného.
Latka je schvalena pro 1é¢bu osob trpicich stfedné zavaznou az vaznou formou nemoci.

Prodavan je ve formé stejnojmenného 1éku (Danysz et al., 2003).
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2. Neurotoxicita nanocastic

Nano¢astice (NC) usnadiiuji kazdodenni zivot. Z diivodu jejich jedine&nych
fyzikéln¢ chemickych vlastnosti se nanomateridly nyni stavaji stile popularnéj$imi
amaji Siroké uplatnéni v mnoha oblastech, jako je biologie, medicina a biochemické
inzenyrstvi. Jejich uzivani ma ale také znacné nevyhody. Zejména pro ty, ktefi pracuji
v primyslovych odvétvich zahrnujicich pouziti téchto materialt (Pelclova et al., 2016).
| v bézném Zivoté mohou byt lidé vystaveni ptisobeni NC. Proto je duleZité kontrolovat
jejich potencialni toxicitu, aby byla zajiSténa jejich bezpecnost. Problém ale predstavuje
nejen fakt, Zze dosavadni studium nanotoxicity je primarn¢ omezeno na zkoumani
toxicity anorganickych ¢astic, ale i ten, Ze vyzkum moznych zdravotnich rizik expozice

NC zaostava za rychlym vyvojem nanotechnologii (Saracino et al., 2013).

2.1 Mechanismus toxického plisobeni nanocastic

Nanocastice mohou vzhledem k jejich velikosti (1-100 nm) do lidského téla
vstoupit prostfednictvim inhalace nebo pozitim a dale jsou distribuovany do tkani,
véetné mozku (obr. 5). Tak dochazi k poSkozeni funkce mozku, které mulze piejit
az v poskozeni ireverzibilni. Nékteré NC jsou totiz organismem obtizn& eliminovany
amohou se dlouhodob¢ akumulovat v mozku a tim zde vyvolavat toxické ucinky
a zpusobovat neurodegenerativni onemocnéni (Hu et al., 2010). Incidence téchto chorob
jako jsou Alzheimerova choroba, Parkinsonova choroba ¢i mozkové nadory, se stale
zvysuje. I kdyz etiologie téchto onemocnéni neni zcela zndmad, znecistujici slozky
zivotniho prostiedi, véetné NC, mohou byt vyznamnym rizikovym faktorem pro vznik
téchto onemocnéni. Nékteré studie tvrdi, Ze ¢ichovy nerv pfedstavuje cestu, kterd by
méla byt povazovana za hlavni vstupni branu pro tyto ¢astice do centralniho nervového
systtmu. To plati zejména ulidi, ktefi pracuji nebo se dlouhodobé vyskytuji
znedisténému ovzdusi (Takenaka et al., 2001). NC maji schopnost narusit
hematoencefalickou bariéru a tim jim je umoznén vstup do mozku. Dalsim dulezitym
zjisténim je, ze NC mohou vyvolat aktivitu volnych radikalti na povrchu &astic a tim
zapticinit oxidacni stres, kterym je mozek zv1asté ohroZen kvili jeho vysoké energetické
narocnosti, nizké hlading antioxidantl a vysokému obsahu lipidii a bilkovin, které jsou

praveé oxidac¢nim stresem poskozovany (Veronesi et al., 2005).
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Obr. 5: Potenciilni cesty neurotoxicity vyvolané nanocasticemi
(prevzato a upraveno z: Win- Shwe et al., 2011).

Dalsi vstupni branou pro expozici NC je systémovy obéh. Piitomnosti NC

v mozku dojde kaktivaci mikroglii a astrocytd, uvolnéni mediatord a indukci

oxidacniho stresu. Dale mulZe dochéazet k tvorbé zanétu nebo mohou bunky

podstupovat apoptotickou buné¢nou smrt. Podle dal$i produkce mediatora dojde

bud’ k neurodegeneraci (spojena s produkci toxickych mediatortt) nebo neuroregeneraci
(Win- Shwe et al., 2011).

Pisobeni oxida¢niho stresu vede k poskozeni biomolekul a iniciaci apoptozy

nervovych bunék, poSkozeni neurotransmiteri nebo také ke zméné exprese geni.

Piedevsim pravé z divodu poklesu antioxida¢ni schopnosti, hraje oxidacni stres

rozhodujici roli v po§kozovani nervovych bun¢k (Borza, 2013).
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2.2 Nanocastice vyrobené a vzniklé spalovanim

Nanogastice jsou obecné déleny do dvou skupin. Na NC vzniklé spalovanim
(napf. &astice vyfukovych plyni nafty, svafovaci vypary) a NC vyrobené nebo upravené
(napf. oxid titanicity, saze, stfibro). V soucasné dobé se mnoho komercné vyrabénych
nebo upravenych NC v kosmetice, v elektrotechnice pro poéitacové displeje, v 1é¢ivech
nebo textilu (Donaldson, 2006). Ackoli ob¢ tyto skupiny mohou mit stejnou velikost,
tedy mensi nez 100 nm v priméru, existuji mezi nimi zietelné rozdily. V piipadé NC
vzniklych spalovanim studie prokazuji, Ze jejich zvySené hladiny v ovzdusi
Jsou spojeny s nepiiznivymi G¢inky na lidské zdravi. Jejich toxicita zavisi na fyzikalné
chemickych vlastnostech jejich povrchu (Oberdorster et al., 2005). Z druhé skupiny
vyrabénych NC muiizeme uvést jako piiklad fullereny C60 nebo uhlikové nanotrubice.
Ty vytvareji zejména v souvislosti s vystavenim UV zafeni reaktivni formy kysliku,
které jsou dale spojeny sjiz zminénymi neurodegenerativnimi poruchami (Win-

Shwe et al., 2011).
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3. Kultivace nervovych bunék

Kultivace bun¢k zaujima v experimentalni oblasti dnes jiz své nenahraditelné
postaveni a patii mezi zékladni techniky vyuZzivané v aplikovaném vyzkumu. Studie
provadéné na bunécnych liniich predstavuji dilezity pilif v oblasti védy a vyzkumu.
Velky vyznam maji napiiklad v procesu testovani 1éC¢iv, ale i v dalSich oblastech védy
(Patrizii et al., 2018).

Kultivace nervovych bunék je obzvlasté narocnd, nebot’ zralé¢ neurony nepodléhaji
bunéénému déleni. Piiprava primarni kultury je obecné obtizna bez ohledu na typ
izolované tkan€. Navic v cesté stoji i problém, ze tyto buiniky podlé€haji starnuti a nejsou
tak schopné poskytovat dostatecné zasoby homogennich bunck potiebnych pro testy.
Jednou z moznosti, jak tento problém piekonat, je vyuzivani sekundarnich bunéénych
linii, odvozenych od nervovych nadord. Mezi vyznamné vyhody vyuzivani takto
ziskanych linii patii snazsi kultivace a lepsi schopnost mnozeni. Obecné Ize o téchto
bunéénych liniich fici, Ze jsou svym zpisobem nesmrtelné a to diky tomu, ze oproti
primarnim kulturdm nepodlé€haji procesu starnuti. Mohou byt tedy péstovany tak, aby
dle potfeb poskytly dostatené pocty bunck. Pro kultivaci nervovych bunck jsou
rozhodujici substraty, na které se buiniky nasazuji a slozeni kultivaéniho média. Zde je
podstatné brat ohled zejména na rastové faktory asérum. V neposledni tadé je
podstatna také frekvence a hustota nasazeni bunék (Gordon et al., 2013).

Kultivaci bun€k je mozné provadét i zjinych organd, nez pouze z mozku.
V gastrointestindlnim traktu ve sténé stiev se nachazi komplexni sit’ neuront, ktera zde
tvoii cévni nervovy systém. OvSem v porovnani s izolaci neurontt z mozku, izolace

téchto neuront predstavuje pomérné vyznamné technické potize (Gordon et al., 2013).
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4. Bunécné linie

Bunééné linie poskytuji slibnou zdkladnu pro pochopeni molekularnich
mechanismii a  charakterizaci  patologie infekci a onemocnéni, vcetné
neurodegenerativnich onemocnéni. Prace sbunéénymi kulturami navic piinasi
V porovnani s pouzitim laboratornich zvifat nebo izolovaného organu ¢i tkan¢ Cetné
vyhody. Na kultivovanych buiikdch 1ze provadét experimenty, pfi nichz do jisté miry
existuje riziko, Zze dojde ke zni¢eni kultury. Naproti tomu jakékoliv ,,poskozeni‘
pokusného zvifete pfinasi etické problémy a ptipadné pokusy na lidech jsou zcela
nemyslitelné (Gordon et al., 2013). Pouzivani vhodnych in vitro modelovych systému
ve vyzkumu a experimentech vyznamné napomaha k rychlosti vyvoje neurobiologie.
Radu bunéénych linii 1ze snadno kultivovat, a tak v kratkém ¢asovém useku je mozné
ziskat pomérné velké mnozstvi homogenniho materidlu s presnymi vlastnostmi.

Mezi hlavni vyuzivané typy modelli patii kultury neuront ziskané od potkant
amysi, na nichz byla provedena jiz celd fada experimentalnich studii. Jako ptiklad
vhodného zvifeciho modelu Ize wuvést potkani feochromocytomy PCI12.
Ptes to, ze pouzivani zvifecich bunécnych linii ve v&dé od svého pocatku znacné
pokrocilo, 1ze vymezit mnozstvi faktor, které mohou ovlivnit vysledky zkouméni.
V zasad¢ podstata vSech téchto komplikaci spociva v nedostatku lidské slozky.
Mezi zakladni nedostatky zvifecich modeld patfi druhové specifické rozdily
mezi zvitecimi a lidskymi metabolickymi procesy, rozdil v genové expresi, rozdily
Vv projevech onemocnéni nebo v bunééné signalizaci. Proto jsou modely hlodavci
Vv testovani pon¢kud omezeny (Shipley et al., 2016).

Vhodnégj§i variantou pro provadéni védeckych pokusti je vyuziti lidskych
bunécénych modelt. Jsou jimi lidské nervové builky odvozené od karcinomu. Stejné jako
je tomu u normalni tkané, i1 rakovinnd tkan je sloZena z heterogennich bunécnych
populaci. Uvnitf tumoru bunky prochézeji jednotlivymi stadii vyvoje. Nachazi
se tu bunky s riznym typem proliferace a nadorového potencialu (Clarke et al., 2006).
Piikladem takového modelu je tetrakarcinom N-Tera-2. Jsou to lidské pluripotentni
embryonalni bunécné linie, které¢ dokazi byt diferencovany na funkéni neurony.
Diferenciace bunék tetrakarcinomu N-Tera-2 vSak vede k tvorbé smeési populace
neuront, obsahujici astrocyty i gliové burnky (Coyle et al., 2011). Z toho divodu by byl
dale nutny dalsi krok pro separaci téchto jednotlivych druhii od sebe. Navic az 72 %

takto ziskanych bunék vykazuje velice variabilni karyotyp s vice nez 60 chromozomy
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(Mostert et al., 1996), coz neni zadouci. Alternativou je vyuzivani pluripotentnich

kmenovych bunék.

4.1 Indukované pluripotentni kmenové buinky

Schopnost se mnozit je hlavni rozdil mezi neurony a kmenovymi buitkami. Navic
tento druhy typ bunék je schopen dlouhodobé sebeobnovy (Gordon et al., 2013).
Za vhodnych podminek Ize lidské pluripotentni kmenové bunky (LPKB) diferencovat
dale na jakykoli libovolny typ bun¢k, véetné nervovych. Obecné poskytuji nepochybné
lepsi obraz pro pochopeni mechanismii onemocnéni nez soucasné zvireci nebo bunécné
modely. Navic také umoziuji uzitecné sledovani potencidlnich 1écebnych
postupt (obr. 6). S piichodem LPKB zacal rychly vzestup na farmaceutickém
a biotechnologickém poli (Passier et al., 2016).

Jednou z hlavnich ptekazek, kterym celi vyzkumni pracovnici zabyvajici
se neurodegenerativnimi poruchami, piedstavuje rozdil mezi patofyziologickymi rysy
u lidi a zvirat. Problémem je také nedostatek ptistupu k lidské zivé mozkové tkani. Zde
mohou byt zvifeci modely pouzity jako ndhrada, ale farmakoterapie nemusi nutné
fungovat u obou druhu (Yue et al., 2014). Zavedenim indukované technologie LPKB
byla poskytnuta nadé€je na schopnost modelovani neurodegenerativnich onemocnéni
(Brennand et al., 2011).

Nicméné 1 vtomto piipadé se narazi nakomplikace, které mohou vést
Kk nepiesnosti vysledkt. Vykazuji totiz variabilitu diferenciace a méni tak diferenciacni
ucinnost (Hu et al., 2010). Je zaroven nutné zminit, Ze vyuzivani kmenovych bunék je
jsou k takovym vyzkumim nutné daleko vétSi finanéni prostiedky. Z tohoto vyctu
vyplyvé, Zze pro vyzkum je zadouci mit staly a reprodukovatelny model lidskych

neuroni a vyhnout se tak témto kritickym faktortim.
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Obr. 6: Vyuziti bunék pacienti ke generovani modeli onemocnéni zaloZenych
na pluripotentnich kmenovych buiikach in vitro. Ilustrace tvorby léku a aplikace
modeld odvozenych od pacienta (Ghaffari et al., 2018).

4.2 Lidsky neuroblastom

Neuroblastom je piikladem dal§iho nervového nadoru, ktery je vyuzivan
k ziskavani buné¢nych linii. Nejbézné&ji se objevuje u déti, konkrétné novorozencu.
Casto je diagnostikovan jiz v perinatdlnim obdobi jedince, pii¢emZ dale zpisobuje
potize v novorozeneckém obdobi (Sharp et al., 2011). Predstavuje vice nez 7 %
détskych rakovin a tyka se ho 15 % umrti souvisejicich s rakovinou (Maris et al.,
2007). Primarni nadory se mohou objevit kdekoli od krku az k panvi podél sympatické

site.

37



Neuroblastom je také zaroven piedstavitelem karcinomu se stabilnim karyotypem
a obecné¢ disponuje vhodnymi vlastnostmi pro vyhodny vyzkumny model.
Neuroblastom vznika z prekurzorti sympatického nervového systému, které se nedari

diferencovat a jsou stézejni pro diferencia¢ni terapii (Cruz, 2012).

4.3 Diferenciacni terapie

Diferenciacni terapie je alternativnim a zdroveil 1 atraktivnim pfistupem
pro slibnou uc¢innou 1éc¢bu rakoviny. Jeji princip spoc¢iva v aplikovani takovych latek
pacientovi, které maji tendenci ptispét k diferenciaci bun€k karcinomu a tim tento
karcinom oslabit. Vé&tSina pacientll s neuroblastomem nejprve reagovala pozitivné
na klasickou chemoterapii, at’ uz pted operaci nebo po ni, ale nakonec jejich organismus
ziskal vici 1ékiim rezistenci a 1écba se tak zastavila. Obecné ma lidsky neuroblastom
Spatnou prognozu. Pfiblizné polovina vSech détskych pacientii je klasifikovana jako
vysoce rizikova i pies to, ze 1é¢ba probihala intenzivné a zapocala v¢as. Kromé toho
konvencni terapie, jakou je pravé chemoterapie nebo také radioterapie, maji nezddouci
nenadorovych bun¢k (Maris, 2010). Z téchto duvodu je zde velky zajem na objeveni
ucinngjsi terapie pro zlepsSeni diagnozy.

Diferenciacni terapie je obecné dulezitym fenoménem v rakovinnych bunkach.
Metoda je uzitecna predevSim pro 1é€bu pokrocilych nebo agresivnich malignich
onemocnéni, kde bunky zacinaji proces dozravani a nasledny prechod
do specializovanych zralych bunék. Stupenn diferenciace predstavuje kriticky
prognosticky parametr pii histopatologické analyze pevnych malignit a je tak silné
spojen s chovanim nadoru. Obecné se da fici, Ze je nezraly nador agresivnéjsi nez ten
s vysokym stupném diferenciace. Ten se naopak muZe t&Sit lepSi prognoze
(Jogi et al., 2012).

Skrz diferenciaci bun€k karcinomu pfispiva k regresi tumoru fada genetickych
procesit a chemickych latek. Diferenciacni latky maji tendenci mit mensSi toxicitu,
nezmaji ty vbéznych lécbach rakoviny (Murakami et al., 2015). Moznosti
diferenciace neuroblastomovych bunék se vyuziva nejen k 1écbe, ale uplatiluje se také

praveé v souvislosti s testovanim na bunéénych liniich (Jogi et al., 2012).
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5. Buné¢né linie v testovani neurotoxicity

Jak jiz bylo zminéno, lidé jsou v bézném Zzivoté vystavovani neustale rostoucimu
mnozstvi potencidlné toxickych latek. Tradi¢ni toxikologické studie nemusi byt vzdy
nejlepsi volbou ve zkoumani toxinu. Je to predevSim vzhledem k jejich casové
naro¢nosti a cené. Z tohoto diivodu je 1 pfi testovani neurotoxicity vyhodné vyuzivat
jednoduchych invitro bunétnych modeli. Vyvoj spolehlivého bunééného modelu
lidskych neuralnich kultur je nezbytny k umoznéni provadét experimenty, které by co
nejpiesnéji dokazaly modelovat lidsky nervovy systém. Prace s buné¢nymi liniemi je
daleko rychlejsi nez vyzkum provadény na zvifatech. Zaroven poskytuje soucasné
toxikologické vysetieni velkého mnozstvi chemickych latek. Pokud in vitro metoda neni
zkouSkam na zvifatech, a to zejména pro studium specifickych mechanismi toxicity
indukovanych chemickymi latkami (Harry et al., 1998). Vhodnym modelem
s dostate¢nou kapacitou pro testovani neurotoxicity jsou lidské neuroblastomové bunky

SH-SY5Y (Parran et al., 2001).

5.1 Buné¢na linie SH-SY5Y

Lidskd bunéénd neuroblastomovd linie SH-SYS5Y je tfetim subklonem
jeji rodiovské bunééné linie SK-N-SH (Biedler et al., 1973). V dnes$ni dobé¢ jsou
jizb&zné zavedenym a hojné pouzivanym modelem pro in vitro testovani
neurobiologickych  poruch. Casto se vyuziva kvySetfeni  Parkinsonovy
nebo Alzheimerovy choroby. Dalsi vyuziti nachazi pti studiu patogeneze herpes viru,
enteroviru, polioviru a dalSich virovych onemocnéni. Buné¢na linie SH-SY5Y je tak
Casto pouzivand, jelikoZ ptinasi fadu vyhod. Karyotyp téchto neuroblastomovych bun¢k
sestavajici ze 47 chromozomi je stabilni, coz je ubunétné linie vyuzivané
pfi experimentech rozhodné zadouci. Svlij vyvoj tyto buiky zastavuji v G1 fazi
apolécbe diferenciacnimi Cinidly dochazi k morfologickym zménam a expresi
biochemickych a funkénich neuronovych markeri. Ty se pak fenotypové podobaji

pozadovanym neuronim (Pahlman et al., 1984).
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5.2 Diferenciace bunééné linie SH-SY5Y

Je tedy mozné specifikovat, ze bunky SH-SYSY jsou uzitecné jako modelovy
systétm pro studium molekuldrnich mechanismu, které se podileji na diferenciaci
neuront (Pahlman et al., 1995). Mohou byt diferencovany ze stadia neuroblastomu
az do zralych lidskych nervovych bunék. Pro svou variabilnost jsou uzitecné ve velkém
mnozstvi neurobiologickych studii a experimenti. Samotnd diferenciace mutize byt
provedena riznymi metodami. Stejné¢ tak je mozné k tomuto procesu vyuzit fadu
ruznorodych diferencia¢nich cinidel. Tento diferenciaéni proces zahrnuje cetné
morfologické a biochemické zmény, nez se burika dostane do podoby zralého fenotypu
(Lopes et al., 2010). Retinoidy se uzivaji jako ¢inidla indukujici diferenciaci, proliferaci
1 apoptozu rtiznych bunéénych typl. Mohou tak nervové bunky béhem zrani pohdnét
prakticky vSemi moznymi sméry. Aktivné se vyskytuji ve tiech formach: jako alkohol
(retinol), dale jako aldehyd (retinaldehyd) a kone¢n¢ jako kyselina (kyselina retinova).
ve vyvoji, rustu a diferenciaci cilovych genti. Je nejcastéjSi pouZzivanou latkou
pro diferenciaci nervovych buné¢k (Meyer et al., 1996). Tyto jeji vlastnosti byly
objeveny jiz v roce 1982 (Sidell, 1982). Schopnost transformace a zamezeni proliferace
bunck se vSak odviji od stupné stddia nadoru, kdy agresivni a rychle se rozsitfujici
nadorové burnky jsou vhodngjsi. Pomoci kyseliny retinové je mozné docilit az inhibice
apoptozy, coz by fakticky znamenalo bunéénou nesmrtelnost (Meyer et al., 1996).

Bunééna linie SH-SYSY dava mozZnost ziskavat rizné specifické neuronoveé
podtypy, at uz jde o adrenergni, cholinergni nebo dopaminergni nervové
buniky (Pahlman et al., 1984). Pomoci latek, jakymi jsou, kromé jiz zminéné kyseliny
retinové, dale naptiklad forbol ester nebo specifické neurotrofiny, se dokazi
diferencovat na neurony podobné buiikam in vitro. Konkrétné pii stimulaci bunék
SH-SYSY pravé kyselinou retinovou se diferencuji na dopaminergni nervové buiiky,
které jsou navic velmi snadno modifikovatelné (Korecka et al., 2013).

Neni tedy pochyb, Ze diferenciace hraje, co se vlastnosti bunéénych modeli tyce,
velkou roli. Na bunécné linii SH-SYSY bylo védecky provadéno jiz mnoho studii.
Béhem nich byly zaznamenany vyznamné rozdily mezi vyuzitim bunék
nediferencovanych oproti jejich diferenciované formé. Ty buiky, které neprosly
procesem diferenciace rychle proliferuji, maji kulaty tvar, ¢asto rostou ve shlucich.

Na okrajich shluk se rozsifuji zpravidla jen v kratké neurity a zdaji se byt
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nepolarizované (obr. 7). Navic vykazuji markery indikujici nezralé neurony
(Pdhlman et al., 1995). Oproti tomu pii diferenciaci se tyto buniky prodluzuji, maji tvar
pfipominajici pyramidu, jejich buné¢né procesy odpovidaji zralym buiikam a naopak
snizuji proliferaci a v nékterych ptipadech navic polarizuji (Kovalevich et al., 2013),
(obr. 8). Diferencované neuroblastomové bunky byly diive demonstrovany na expresi
riznych markertt zralych neuronti. Pln¢ diferencované neuroblastomové bunky
prestavuji homogenni populaci neuronti a jejich pfeziti je zavislé na trofickych
faktorech. Totiz po odstranéni rastového neurotrofniho faktoru dochazi k jejich
apoptoze, stejné jako je tomu u dospélych neuront (Encinas et al., 2000). Dulezité bylo
feseni otazky diferenciace vzhledem k pozorované infekci v neurovirologii a faktu, zda
byl vyvoj nemoci u diferencovanych neuroni odlisny oproti tém, které diferenciaci
neprosly. V pfipadé vySe zminéného herpes viru potvrdily svou vyssi Uc€innost
vychytavani infekce bunky diferencované oproti tém nediferencovanym. Hlavnim
divodem je pravdépodobné¢ nedostatek povrchovych receptorti nediferencovanych
bunck, které herpes virus vazi. Toto je tedy diikaz, ze je zasadni, aby pfi navrhovani
experimentu na testovani in vitro modelt byly buiikky SH-SY5Y diferencovany. Jeding
tak muize byt dosazeno co nejpiesnéjSich vysledkli a srovnani s testovanim in Vivo

(Gimenez-Cassina et al., 2006).
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Obr. 7: Nediferencované buiiky linie SH-SY5Y (Kovalevich et al., 2013).
Horni Sipka ukazuje kratky neurit nediferenciované buiiky pii okraji shluku, jez je na obrazku
oznacen stiedovou Sipkou.

Sipky oznaéuji pyramidovy bun&ény tvar téla typicky pro diferenciované busiky.
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5.3 Bunééna linie SK-N-SH

Biopsii kostni diené¢ u pacientii s neuroblastem byly dosud ziskany Ctyfi typy
bunécnych linii lisici se svymi bunéénymi vlastnostmi. Jsou to bunééné linie SK-N-SH,
SK-N-MC a SK-N-BE typu 1 a 2 (Biedler et al., 1973). Studie dokazaly, ze vlastnosti
vSech téchto linii se shoduji s fenotypem skuteénych neurona (Biedler et al., 1978).

Lidska bunécné linie SK-N-SH je rodi¢ovskou linii SH-SYS5Y. Vytvofena byla
poprvé v roce 1970. V téchto letech se u cCtyfleté divky objevil v horni i dolni casti
hrudniku velky neuroblastom. Béhem 1é¢by se u pacientky objevily i metastdze v kostni
dfeni. Z t¢ byla pomoci biopsie ziskdna bunécné linie SK-N-SH. Pozorovanim bylo
zjiSténo, Ze obsahuje dva druhy zfetelné¢ morfologicky odlisnych typl bunék. Jednim
znich jsou malé, kratké neuroblastomové bunky. Druhy typ zastupuji,
oproti piedchozim daleko vétsi, epitelialni buniky. Ty po kultivaci za¢inaji proliferovat
jako prvni. Z celkového poctu bunck setento druhy typ vSak vyskytuje pouze
v mensinovém mnozstvi (Biedler et al., 1973). Jina teorie fika, Ze typu, na které 1ze délit
tyto bunky je vEétSi mnozstvi, nez pouhé dva. Podle toho by linie SK-N-SH mély byt
klasifikovany na N-typ, tedy neuroblastomové bunky, dale S-typ, ten zahrnuje
substratovy typ bun¢k a nakonec I-typ bunék meziprodukti (Akkuratov et al., 2015).
Shodné zatim ale zlistava, ze dosud bylo stanoveno celkem Sest SK-N-SH subklon.
Mezi nejvyznamnégj$i znich se fadi pravé podrobnéji zminovand linie SH-SY5Y
(Biedler et al., 1973).

Tato linie je ¢asto vyuZivana ke studiim zabyvajici se neurotoxicitou. Siroce
se uplatiiuje v ur€ovani toxickych ucinkit xenobiotik. Buitky SK-N-SH jsou uZite¢né
také ptfi vyzkumu a charakterizaci neurotoxicity kovl a jejich sloucenin (Garcia-

Ramos et al., 2017).

5.4 Buné¢na linie SK-N-MC

U dvanactileté divky byl vroce 1971 objeven neuroblastom, z jehoz metastazi
V kostni dieni byla kultivovdna bunécna linie SK-N-MC (obr. 9). Jeji buiky jsou
podobné lidskym fibroblastim s tim rozdilem, Ze je jejich velikost o néco mensi a maji
V porovnani 1 maly cytoplazmaticky prostor. Pozorovanim bylo zjiSténo, Ze se v této
SK-N-MC linii pravdépodobné vyskytuji dva rizné typy kolonii, pti ¢emz jeden z nich
mél na okraji vice vyraznych paprskovitych buné€k. Teorie se potvrdila a byla tim

vytvofena subklonova linie SK-MCIX. Ze stejné metastatické nadorové hmoty byla
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vytvofena dvakrat klonovana dcefind linie SK-MC-IIE, sloZzena z druhého typu bunck.
(Biedler et al., 1973).

Tato lidskd neuroblastomova bunéfna linie slouzi jako vyznamny model
ve vySetfovani patogeneze Alzheimerovy choroby. Dtlezita je nejen pro porozuméni
priabéhu nemoci, ale také pti vyvoji novych strategii pro prevenci a 1écbu pacientli

trpicich touto chorobou (Lee et al., 2016).

Obr. 9: Bunéen4 linie SK-N-MC (Lee et al., 2016).

5.5 Buné¢na linie SK-N-BE

V roce 1972 byla in vitro biopsii kostni dien¢ izolovana buné¢na linie SK-N-BE.
Jesté vtomtéz roce byla opét provedena biopsie stejnému pacientovi a poskytla
tak druhou souvislou linii. Z tohoto divodu jsou linie rozliSovany do dvou typu
ato SK-N-BE (1) a SK-N-BE (2). I kdyz jsou izolovany od jediného pacienta,

ale v ruznych ¢asech, i pies to maji spolecné biochemické rysy (Biedler et al., 1978).
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5.6 Buné¢na linie PC12

Buniky feochromocytové linie PC12 jsou ptivodné odvozeny nikoli od lidského
neuroblastomu, ale od potkanich karcinomd (Reimann-Philipp et al., 2001).
| ptes to ve vyzkumu zaujimaji vyznamné postaveni. Pro in vitro studie je linie Siroce
vyuzivana jako hlavni model dopaminergnich neuronii v molekularnich védach. Je ¢asto
pouzivanym substratem pro vysetiovani spousty aspektii a cest vzniku neurologickych
poruch. Piedev§im pokud se jedna o glutamatovou excitotoxicitu, epilepsii,
Alzheimerovu nebo Parkinsonovu chorobu. Dale je linie ¢asto vyuzivana pro studium
oxidaéniho stresu a pozorovani jeho Skodlivych dasledku, které v organismu zptsobuje

(Lahiani et al., 2018).
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6. Studie na bunéénych liniich

Z poslednich let jsou k dispozici mnoh¢ studie, které popisuji praci s nddorovymi
bunikami lidského neuroblastomu. Vyuziva se pii nich jejich charakteristickych
biochemickych vlastnosti, které jsou velmi blizké lidskym neurontim in vivo. Tento fakt
dokazuji Cetné klinické biochemické studie, které byly na kultivovanych
neuroblastomovych bunéénych liniich provedeny. Bylo potvrzeno, ze tyto nadorové

buiky jsou multipotencionalni a maji rozsdhlé moznosti funkéni diverzity

(Biedler et al., 1978).

6.1 Alzheimerova choroba a diabetes mellitus - bunééna linie

SK-N-MC

Neékteré¢ vyzkumy se shoduji a jiné naopak popiraji souvislost mezi
Alzheimerovou chorobou a poruchou metabolismu glukézy pii diabetes mellitus (DM).
Ze zprav, které mySlenku souvislosti obou onemocnéni potvrzuji, vyplyva, Zze
metabolismus cholesterolu soucasné s hyperglykémii pti diabetes mellitus mtize hrat
vyznamnou roli pii neurologickych dysfunkcich. Dale je v nich popisovano, ze vyskyt
DM souvisi s akumulaci prekurzori amyloidu B v mozku a to znacné pfispiva
k patogenezi Alzheimerovy choroby (Lee et al., 2016).

Bunééna linie SK-N-MC je velmi vhodny in vitro model pro porozuméni
patogeneze Alzheimerovy choroby soucasné s vyskytem DM a tim je i vhodnou
platformou pro generaci novych strategii pro 1é¢bu a prevenci toho
neurodegeneratvniho onemocnéni (Biedler et al., 1978). V porovnani s potkanim
bunéénym modelem bézn& vyuzivanym pro testovani diabetes mellitus kviili vysokym
koncentracim glukézy, bylo potvrzeno, ze buiiky SK-N-MC jsou rovnéz vhodné
pro analyzu tohoto onemocnéni. Po provedeni experimentu tak bylo potvrzeno,
ze hyperglykemicky stav je spojen s neuropatii a apoptdzou nervovych bunék. Dale byla
také potvrzena produkce a akumualce amyloidu B v mozku v takové davce, ktera je
kriticka pro apoptézu neurontl. Pouhy diabetes mellitus neni dostatecnym podnétem
k vyvolani Alzheimerovy choroby, ovSem pravdépodobné zhorSuje patogenezi

a urychluje nastup neurodegenerativniho onemocnéni (Lee et al., 2016).
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6.2 Cerebralni ischémie - bunécna linie PC12

Cerebralni ischémie je i pfes veskerou prevenci a velky pokrok v 1écbé¢ velmi
Casta pfi¢ina smrti u lidi mladsich 65 let (Biedler et al., 1973). Ztoho duvodu je
vyvijena snaha na objev novych neuroprotektivnich latek, které by zabranily nervové
apoptoze vedouci k nervovym porucham jakou je ischémie. Potkani feochromocytova
bunécna linie PC12 byla vyuzita jako vhodny model v experimentu pozorovani snizeni
koncentraci glukozy, kysliku a dalSich dulezitych zivin nezbytné ke spravné funkci
neuronll. Nasledkem jejich nedostatku mize byt pravé zminovana mozkova ischémie
(Reimann-Philipp et al., 2001).

Pozorovanim bylo zjisténo, Ze pohyb koncentrace glukézy koreluje s aktivitou
a ochrannym uc¢inkem antioxidantli glukosaminem a jeho acetylovym derivatem
N-acetylglukosaminem. Ob¢ latky maji antioxida¢ni a soucasné¢ i antiapoptotické
ucinky na lidské nervové buiky. Na zékladé testovani bun¢k linie PC12 s poskozenim
indukovanym sniZzenou hodnotou glukézy a soucasné zkoumani ochranného ucinku
glukosaminu a N-acetylglukosaminu, byla ziskana mozZnost spravné popsat molekularni
cesty mechanismu poranéni mozku béhem ischémie (Lahiani et al., 2018).

V zavéru studie bylo vyhodnoceno, ze davky glukosaminu a N-acetylglukosaminu
pottebné pro zachranu poskozenych bunék nejsou pro neurony cytotoxické. A navic,
oSetfeni neuronll témito latkami vyznamné zvySuje pieZiti bun€k a sniZuje jejich
nachylnost k apoptoze pii nizkych koncentracich glukozy (Biedler et al., 1978). Navic
data potvrdila i1 inhibi¢ni u¢inek na intraceluldrni generaci ROS. Oba antioxidanty jsou

tedy vhodné pro 1é¢bu a prevenci ischemie nervovych bun¢k (Lahiani et al., 2018).
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7. Porovnani bunéénych linii

Nové objevena bunécna linie musi nejprve projit fadou experimentd, které mimo
jiné zahrnuji zjisténi morfologie a biochemickych vlastnosti. Poté je mozné zahajit
testovani na daném buné¢ném modelu. Z mnoha provadénych studii vyplyva, ze velmi
vhodnym vychozim modelem pro testovani neurotoxického ucinku latek se vedle
potkanich a krysich prekurzorovych bunék zdaji byt buiiky lidského neuroblastomu
(Biedler et al., 1973). Z tohoto nadorového onemocnéni vyskytujiciho se prevazné
v détském veéku, byla odvozena jiz fada bunécnych linii, které se podobaji lidskym
neuroniim. Z rodicovskych bunécnych modelt jsou dale ziskdvany jejich nové
subklony, které jsou stejné nebo i vice spolehlivé, s charakteristi¢téj§imi vlastnostmi
a rozlicngjsimi typy bunék. Jelikoz kazda bunééna linie vykazuje podobnost K jinym
typiim poskozenych neuronti, s nartstajicim poc¢tem objevenych modell roste i moZnost
roz§ifovani provadénych experimentd. Vyzkumy se tak mohou zaméfit na vznik,
patogenezi a nasledky neurodegenerativnich chorob jako celku, ale maji také moznost
zabyvat se konkrétnimi jednotlivymi nemocemi. Spousta studii byla provedena
naptiklad pro objasnéni pfi¢in Alzheimerovy choroby. V tomto testovani byly bunécné
linie tak uziteéné, Ze je diky nim nastinéna fada cest k pfedchazeni vzniku této choroby,
zpomaleni rychlosti degradace neuronti v pritbé¢hu nemoci nebo i nadéje na jeji ¢astecné
vyléCeni. Vhodné bunécné linie davaji prostor v testovani mechanismi neurotoxicity
jednotlivych neurotoxind. Studie jiz nemusi byt zaméfeny naptiklad pouze na studium
skupiny tézkych kovl, jako tomu bylo dfive, ale existuje moznost a prostor
pro testovani konkrétnich prvku jako je arsen, kadmium a dalsi (Biedler et al., 1973).

Linie SK-N-SH je ¢asto vyuzivana pii studiich tykajicich se neurotoxicity kovu
a to pievazné arsenu a jeho sloucenin (Garcia- Ramos et al., 2017). Jeji dcetina bunééna
linie SK-N-MC je velmi vhodnym modelem pro vySetfovani neurodegenerativnich
chorob (Lee et al., 2016). Stejné tak jsou pro experimenty v této oblasti velmi Casto
vyuzivany linie SH-SY5Y a linie ziskana z potkanich feochromocytomii PC12.

Podle Cetnosti vyuzivani linie PC12 v experimentech, déle Sife jejiho uplatnéni,
mnozstvi mechanismti zptisobujici neurotoxicitu, které se na ni daji testovat a relativni
snadnosti ziskani bun¢k ze zvitete, by se mohlo zdat, ze je mezi vybranymi zminénymi
nejvhodnéj$i. Je vyuzivana napiiklad pro testovani excitotoxicity zpiisobené
glutamatem, oxida¢niho stresu nebo epilepsie (Lahiani et al., 2018). OvSem hlavni

a také jiz zminovany problém predstavuje to, Ze je ziskavana ze zvifat. A 1 kdyz jsou
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vyzkumy a studie provadéné na této linii uzitecné a pomohly objasnit mechanismy
pusobeni oxidacniho stresu, stresu endoplazmatického retikula a dalsich, nikdy nebude
typ téchto bunék zcela shodny s lidskymi neurony. A to mize vytvaret bariéru, kvili
které néktefi védci nechtéji uznat vysledky testii ziskanych soucasné s pouzitim této
nez pii ziskavani neuroblastomovych bunck a jejimu Sirokému uplatnéni. Pokud je
ale k jist¢ému vysledku vyzadovana co nejvétsi podobnost s lidskymi neurony in vivo,
jsou upiednostiiovany linie odvozené od lidského neuroblastomu (Biedler et al., 1978).

Podobné¢ cetné zastoupeni v mnoha vyzkumech ma lidska neuroblastomova linie,
mezi potkanim a lidskym typem bunék. Jeji velkou vyhodou je jeji stabilita. Stejné
tak, jako je tomu u feochromocytové bunécné linie, je moznost jejiho vyuziti velmi
Sirokd. Vysledky experimentd na ni provedené posunuly védu o vyrazny kus dal
ve vySetiovani Alzheimerovy a Parkinsonovy choroby. Jako jedna z mala je pouzivana
I na testovani virovych onemocnéni (Pahlman et al., 1984).

Bunééna linie SK-N-SH, ktera je rodi¢ovskym prekurzorem pro vétsinu ze zbytku
neuroblastomovych linii, ma svou vyhodu ve dvou ruznych typech bungk,
které obsahuje (Biedler et al., 1973). N¢které vyzkumy dokonce tvrdi, ze pocet jejich
typt je jesté veétsi (Akkuratov et al., 2015). Je mozné, ze dalsi uplatnéni této linie ve
vyzkumech bude jesté v budoucnosti objeveno.

Je tézké stanovit jedinou nejlepsi bunétnou linii pro testovani neurotoxickych
ucinkdt latek z celého velkého mnozZstvi zndmych bunéénych linii. Pro vyzkum
nejvhodnéjsi ze zvitecich model se zda byt linie PC12 diky jejimu vySe popsanému
Sirokému uplatnéni. Ve védé nejpouzivanéjsi z lidskych typt je neuroblastomova linie
SH-SYS5Y, ktera rozhodné muze byt diky svym vlastnostem adeptem na jednu

z nejvhodnéjsich bunéénych linii pro testovani neurotoxicity.
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8. Zavér

Bakalatska prace je literarni resersi, jejimz cilem bylo zminit a charakterizovat
nejcasteji pouzivané bunécné linie vyuzivané v testovani neurotoxicity. Bunécny model
PC12 odvozeny od potkanich feochromocytomt piedstavuje vhodnou platformu
pro experimentalni studie. OvSem lidské a potkani bunky se 1i§i v mnoha faktorech,
a tudiz nejsou tak ¢asto vyuzivany v testovani neurotoxicity u lidi. Velice vhodnym
materialem se zdaji byt buiiky lidského neuroblastomu. Casto vyuzivanym modelem
vhodnym pro testovani neurotoxicity jsou lidské neuroblastomové bunky SH-SYS5Y.
Odvozeny jsou od pivodni rodi¢ovské linie SK-N-SH, ktera poskytuje jesté dalsi fadu
subklonil rovnéz vyuzivanych pfi experimentech.

Diky bunéénym liniim a jejich vyuziti v oblasti vyzkumu neurotoxicity je
umoznéno odhalovat patogenezi onemocnéni zplsobenych neurotoxickymi agens.
se soucasné studie zaméfuji na podrobnéjsi charakterizaci nanotoxicity a mozna
zdravotni rizika zplisobend nanocCasticemi. Bunécné linie napomahaji Vv ramci
védeckého vyzkumu objevovat dal$i nebezpe¢né neurotoxiny, odhalovat a pochopit
mechanismy jejich pusobeni a do budoucna snad i pomahat co nejvice eliminovat

vyskyt neurodegenerativnich onemocnéni.
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