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Anotace  

Tato bakalářská práce je věnována neurálním buněčným liniím a jejich využití 

při testování neurotoxicity. V úvodní části práce jsou zmíněny nejvýznamnější vybrané 

přírodní a syntetické neurotoxiny a zároveň je popsáno jejich neurotoxické působení 

na organismus. Jedna z kapitol dále pojednává o neurotoxicitě nanočástic. Zmíněny jsou 

obecné vlastnosti nanočástic a důraz je kladen zejména na popis mechanismu jejich 

toxického působení, kterým je indukce oxidačního stresu. Dále jsou v práci definovány 

obecné mechanismy, kterými je neurotoxické působení zprostředkováno. Podrobně je 

popsán mechanismus neurotoxického působení glutamátu. Druhá část práce se věnuje 

vlastnímu testování neurotoxicky působících látek na buněčných liniích. Na základě této 

práce byly vytipovány a charakterizovány nejčastěji využívané buněčné linie 

pro testování neurotoxicity. Následně byly u nejvýznamnějších zejména lidských 

buněčných linií porovnány přednosti a nedostatky jejich použití.  
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Annotation 

This bachelor thesis is dedicated to cell lines and their use in neurotoxicity testing. 

In the 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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Úvod 

Nervová soustava hraje hlavní úlohu v řízení organismu a správná funkce její 

centrální i periferní části je pro lidskou existenci nezbytně důležitá. Nervové buňky jsou 

velmi náchylné na působení toxinů, které mohou díky neurotoxickému působení jejich 

funkci závažně narušit. Mozek má k dispozici mechanismy, kterými se snaží množství 

toxinů včetně neurotoxinů v těle eliminovat. Vzhledem ke struktuře nervové soustavy 

však už nízké hladiny neurotoxinů dokáží vyvolat nekrotické, apoptotické nebo jiné 

nevratné poškození buněk. 

Za neurotoxiny mohou být označeny jakékoli přírodní nebo uměle vytvořené 

látky, které v organismu způsobují defekty ve funkci neuronů. Řadí se mezi ně těžké 

kovy, léčiva, syntetické drogy, pesticidy a řada dalších. Silně toxické pro lidské neurony 

jsou paralytické jedy využívané jinými organismy na jejich vlastní obranu nebo útok. 

I látka jakou je glutamát, který je primárně excitačním neurotransmiterem  plnícím 

v mozku nenahraditelnou funkci, po nahromadění a překročení fyziologických hodnot 

způsobuje odumírání nervových buněk.  

Za poslední dvě desetiletí byla objasněna celá řada mechanismů, jakými 

neurotoxicky působící agens poškozují nervovou soustavu. Právě glutamát je spojen 

s významným neurony poškozujícím mechanismem zvaným excitotoxicita, který často 

končí buněčnou smrtí. Významné postavení v procesu neurotoxického působení látek 

zaujímá oxidační stres a volné radikály, které značně poškozují nukleové kyseliny, 

proteiny i lipidy buněk a narušují regulační mechanismy v těle.  

V současnosti se do popředí dostává také studium neurotoxického působení 

nanočástic, a to zejména z důvodu rychlého rozvoje nanomateriálů a jejich všeobecné 

rozšířenosti. Díky velmi malé velikosti, dokáží nanočástice snadno do lidského těla 

proniknout mnoha cestami a zároveň jsou z těla jen obtížně eliminovány. Z místa 

vstupu jsou dále distribuovány do tkání, včetně mozku, kde se kumulují a mohou 

vyvolávat apoptózu neuronů, záněty, nebo způsobovat vznik mozkových nádorů 

a rovněž další závažná neurodegenerativní onemocnění.  

Buněčné neurální linie slouží ke zkoumání a testování patogeneze nejrůznějších 

neurologických onemocnění a poruch, ke zjišťování mechanismů působení řady 

neurotoxinů nebo k objevování nových škodlivých látek. Existuje jich již celá řada 

a jsou stále zdokonalovány a zároveň objevovány další. K získání vhodné kultury 

se vychází jak ze zvířecích, tak i lidských buněk. Snahou je dojít k takovým buněčným 
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liniím, které by co nejpřesněji napodobovaly buňky in vivo a tím představovaly 

co nejpodobnější modely konkrétních typů lidských nervových buněk, jež by dokázaly 

s vysokou vypovídací schopností určit neurotoxicitu studovaných látek. 
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1. Neurotoxicita a neurotoxiny 

Neurotoxicita představuje funkční nebo strukturní poškození centrální nervové 

soustavy (CNS) či periferního nervového systému (PNS). Příčinou tohoto poškození 

jsou neurotoxiny, tedy přírodní nebo člověkem vytvořené toxické látky. Každoročně 

je řada nových chemických látek zařazena do průmyslového odvětví farmacie, chemie, 

zemědělství, energetiky a dále do biotechnologického či těžebního průmyslu. Zásadní 

problém představuje fakt, že u velké většiny z těchto nových chemických sloučenin 

nejsou individuálně testovány jejich neurotoxické vlastnosti. Celá řada těchto nových 

chemických sloučenin může vzhledem ke struktuře a funkci CNS a PNS působit toxicky 

již v extrémně nízkých koncentracích (Pogue et al., 2016). 

Příznaky neurotoxicity se mohou z počátku zdát nejasné a nesouvislé. Navíc 

se ani všechny neurotoxiny nechovají totožně. Některé vyvolávají příznaky a zdravotní 

komplikace, které po expozici do těla poměrně rychle odezní. Na druhé straně 

ale účinky jiných toxinů mohou přetrvávat velice dlouho. Určité látky se pouze 

v konkrétních dávkách nebo dobách expozice stávají neurotoxickými. Je tedy zřejmé, 

že je působení neurotoxinů na organismus podmíněno mnoha faktory, které mohou být 

společně provázány. V takových případech je obtížné objevit opravdového původce 

neurotoxicity (Suhre et al., 2015).  

Poškození nervové soustavy lze posuzovat prostřednictvím speciálních vyšetření 

CNS a PNS. Pro radiologa nebo neurologa však nemusí být výsledek vyšetření, 

jakým je například magnetická rezonance nebo počítačová tomografie, zcela 

jednoznačný. Poskytuje totiž pouze statický a poměrně hrubý pohled na nervovou 

strukturu (Voller et al., 1999). Nejčastěji používaným a zároveň uznávaným způsobem 

hodnocení funkce mozku jsou neuropsychologická vyšetření, mezi něž patří například 

pozitronová emisní tomografie (PET) a jednofotonová emisní počítačová tomografie 

(SPECT). Tyto techniky nabízejí dynamičtější pohled na strukturu mozku 

(Ruff et al., 1989). I mírné poškození nervového systému může způsobit problémy 

s pamětí a koncentrací, zhoršenou koordinaci končetin, rovnováhy, křeče, bolesti hlavy, 

migrény, poruchy spánku, problémy se zrakem i sluchem, svalovou slabost, deprese, 

úzkost, záchvaty paniky nebo dýchací problémy. Všechny tyto potíže mohou postupně 

dospět až do chronického nebo ireverzibilního stadia (Rana, 2008). 

Za neurotoxin je obecně považována každá látka, která má negativní účinek 

na nervový systém. Takových látek s negativním vlivem na lidskou nervovou soustavu 
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existuje celá řada. Neurotoxiny mohou způsobovat jak akutní, tak chronickou 

neurotoxicitu. Rozhodující pro odlišení akutní a chronické neurotoxicity je doba 

mezi prvotním kontaktem neurotoxinu s organismem a vyvoláním zdravotních potíží. 

U akutní neurotoxicity je již po jednorázové expozici znatelný rychlý patologický 

následek. Takto dokáží působit například jedy některých obratlovců (Phui et al., 2004). 

Oproti tomu v případě chronické toxicity jednorázový kontakt s neurotoxinem 

organismus nepoškodí. Pokud ale k expozici dojde opakovaně, neurotoxický účinek 

se již projeví. V případě chronické neurotoxicity může mít zcela zásadní negativní vliv 

i opakovaná expozice s poměrně nízkými koncentracemi neurotoxinu. K patologické 

odezvě ovšem dojde až s odstupem času, což může představovat období několika 

měsíců, ale i let od první expozice dané látky. Projevem může být například neplodnost 

nebo degenerační poruchy na potomcích (Ambrožová, 2003). Látkami s chronickým 

neurotoxickým účinkem jsou například těžké kovy. 

 

1.1 Vybrané přírodní a umělé neurotoxiny 

Dalším způsobem, jak lze klasifikovat neurotoxicky působící látky, je na přírodní 

a umělé neurotoxiny. Každý rok se zvyšuje množství přírodních a syntetických 

bioaktivních látek, sloučenin a chemikálií, které mají schopnost negativně ovlivňovat 

lidské zdraví a konkrétně nervovou soustavu (Pogue et al., 2016). 

Je známo, že látky využívané živočichy na jejich vlastní ochranu nebo útok 

jsou pro lidský organismus silně toxické. Do této kategorie se řadí například paralytické 

jedy měkkýšů, hadů nebo pavouků. I bakterie mohou produkovat pro člověka 

nebezpečné neurotoxiny. Takovým je například botulotoxin tvořený v různých 

antigenních typech bakteriálními kmeny Clostridium botulinum, Clostridium butyricum 

a Clostridium baratii. Jedná se o nejjedovatější přírodní toxin způsobující onemocnění 

zvané botulismus (Arnon et al., 2001). Do těla se dostává nejčastěji sporami bakterií, 

které se mohou nacházet ve špatně tepelně zpracovaných konzervách. Zároveň 

je ale tento toxin také využíván jako velmi účinný léčivý přípravek. Aby mohl být 

pro léčbu využit, musí u něho dojít k inhibici aktivity proteázy. Ta je totiž podstatou 

jeho toxického účinku. Botulotoxin je aplikován v  léčbě patologických stavů 

způsobených neregulovanou exocytózou acetylcholinu (Cherington, 2004). Dále 

se uplatňuje i v estetické medicíně. Nedávné studie také prokazují, že by botulotoxin 

mohl být využíván k úspěšné léčbě rakoviny (Arnon et al., 2001).  
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Dokonce i látky přirozeně se vyskytující v lidském těle se mohou řadit 

mezi přírodní neurotoxiny. V okamžiku, kdy je překročeno jejich fyziologické množství 

v mozku, tak právě jejich vyšší koncentrace může působit jeho poškozování.  Příkladem 

látky s těmito vlastnostmi je glutamát (GLU). Jeho toxické účinky mohou vést 

až k neurodegenerativním onemocněním jako je Parkinsonova choroba 

nebo Alzheimerova choroba (Kim et al., 2015). Jeho výskyt v příliš vysokých 

koncentracích však způsobuje i jiné zdravotní potíže. Nadměrná aktivita synaptického 

glutamátu může být mimo jiné také příčinou zhoršení zraku. Tato porucha často končí 

až úplnou ztrátou zraku (Bourne et al., 2010). Glutamátu a popisu mechanismu jeho 

působení se podrobněji věnuje samostatná kapitola.  

Druhou kategorií v klasifikaci podle původu neurotoxinů jsou synteticky 

vyrobené látky, které za určitých podmínek mohou způsobovat neurotoxicitu. Látek 

spadajících do této skupiny je značné množství a jejich výčet díky současnému pokroku 

neustále narůstá. Vývoj organické syntézy vede ke vzniku látek a prostředků, 

jež přinášejí značné výhody celé společnosti. Z jejich výčtu můžeme jmenovat 

farmaceutické výrobky, barviva, kosmetiku, či chemikálie využívané v zemědělství, 

potravinářství, ale také v diagnostice, medicíně a vývoji technologických materiálů 

(Nicolaou et al., 2008). Na druhé straně tyto látky mohou způsobovat i zdravotní 

komplikace, kterými významně narušují funkci a strukturu lidského organismu. 

Pro lidský organismus představují toxickou hrozbu i v nízkých hladinách a to zejména 

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

 

1.1.1 Těžké kovy 

Těžké kovy vyvolávají v těle různé nežádoucí účinky. Mezi zástupce těchto kovů 

patří například olovo, arsen, rtuť nebo kadmium (Sharma et al., 2014). Potenciálním 

přírodním zdrojem expozice těžkých kovů jsou podzemní vody, kovové rudy 

nebo kontaminované potraviny. Prakticky všechny těžké kovy jsou toxické, pokud jsou 

kumulovány v dostatečném množství. Svým působením postihují orgány trávicího 

traktu, renální systém, hematopoetický a kardiovaskulární systém a v neposlední řadě 

i nervovou soustavu. Toxické působení těžkých kovů spočívá v tom, že mohou 

napodobovat úlohu různých biomolekul potřebných pro rutinní homeostatické 

buněčné funkce, díky tomu získat přístup k důležitým molekulárním cílům, 

poškozovat signalizační cesty CNS a nakonec vést k trvalým neurologickým 
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defektům (Tasneem et al., 2016). Testy ukázaly, že vystavení zvířat nadměrným 

koncentracím těchto prvků může zvýšit produkci volných radikálů, které způsobují 

oxidační stres, ten dále ovlivňuje centrální nervový systém. Vedle neurotoxického 

působení se těžké kovy vyznačují současně i hepatotoxickým a nefrotoxickým vlivem, 

který lze pozorovat jak u lidí, tak u zvířat (Sharma et al., 2014). Výzkum dále odhalil, 

že těžké kovy působí neurotoxicky již v mnohem nižších koncentracích, než je jejich 

„bezpečná“ hladina. Ta představuje takovou koncentraci těžkého kovu, při které by 

již jeho negativní účinek na zdraví neměl být patrný (Matés et al., 2010). Obzvláště 

nebezpečný je kontakt těžkých kovů s organismem v prenatálním vývoji. V potaz musí 

být brána zranitelnost a zvýšená permeabilita hematoencefalické bariéry ve fetálních 

stádiích. Do buněk a dále do celých tkání se tak může dostat řada neurotoxicky 

působících těžkých kovů. V takovém případě mechanismus toxického působení přináší 

ještě více nepříznivých účinků než při postnatální expozici. Takto vyvolané zdravotní 

potíže vedou k nedostatečnému vývoji, postižení a poruchám kognitivních funkcí 

(Sharma et al., 2014).  

Platina je jedním z hlavních prvků řadících se mezi těžké kovy. Sloučeniny 

platiny jsou široce používány a patří mezi velmi účinná protirakovinná činidla. Zejména 

cisplatina (cis-diaminodichloroplatina II, CDDP), se k tomuto účelu používá již řadu let. 

Až u 50 % takto léčených pacientů se však objevuje toxické poškození periferního 

nervového systému. Periferní neurotoxicita je tedy hlavním 

vedlejším účinkem omezujícím dávku léčiva (Quasthoff et al., 2002). Oxoplatina 

(oxalato trans-1,2-diaminocyklohexan platina II, OHP) je účinná i při léčbě rakoviny, 

která nereaguje na léčbu cisplatinou. Při jejím využití se příznaky neurotoxicity 

projevují již za několik hodin po podání infuze až u 90 % pacientů (Amptoulach et al., 

2011).  

 

1.1.2 Léčiva 

Léčivé přípravky mohou v určitých případech působit toxicky. Léčiva se řadí 

mezi skupinu umělých, tedy člověkem vytvořených neurotoxických látek. Mohou 

ale místo žádaných příznivých účinků vyvolat více či méně vážná poškození organismu. 

Tyto nežádoucí důsledky mohou být zapříčiněny množstvím různých faktorů, 

které jsou specifické pro každý daný organismus. Jako příklad lze uvést užívání léku 

v nesprávných dávkách nebo po příliš dlouhou dobu. Nepříznivý vliv může 
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také představovat kombinace více různých léčiv. Jsou to například chemoterapeutika, 

antidepresiva, antiarytmika, antimigrenika a další léky, u kterých je toto riziko 

podle výzkumu vysoké. Mezi často neurotoxicky působící léčiva patří antineoplastika 

nebo anti-HIV léčiva. Tyto látky jsou často spojovány s poškozením senzitivních, 

motorických nebo autonomních periferních nervů (Hur et al., 2014). 

 

1.1.3 Jiné syntetické neurotoxiny 

Další skupinou látek, kterou lze zahrnout do uměle vyrobených neurotoxinů, jsou 

insekticidy, herbicidy nebo pesticidy. S rychle se rozšiřujícím počtem obyvatel, 

technologickým pokrokem a potřebou nových chemikálií používaných k posílení 

produkce potravin, je tato skupina aktuálně i do budoucna velice významná 

(Tasneem et al., 2016). Další podobnou skupinou je běžně používaná kosmetika 

nebo čistící rozpouštědla. Mnohé z těchto látek obsahují i těžké kovy, které představují 

pro organismus toxické nebezpečí. Dále se sem řadí syntetické drogy, jako například 

MDMA (3,4-methylendioxy-N-methamfetamin) způsobující kognitivní dysfunkci 

(Murphy et al., 2010). 

 

1.2 Obecné mechanismy působení neurotoxinů 

Způsobů jakými různé neurotoxiny poškozují organismus, existuje celá řada. 

Zpravidla však mají tyto procesy podobně závažné důsledky. Velmi často je 

mechanismus působení neurotoxinů spojen se vznikem endokrinních poruch, zánětů, 

genetických polymorfismů a s indukcí oxidačního stresu, či stresu endoplazmatického 

retikula (Forman et al., 2004). Jedním z hlavních škodlivých následků v působení 

neurotoxinů je bez pochyby vznik neurodegenerativních onemocnění. Ty jsou u lidí 

charakterizovány především progresivní dysfunkcí a ztrátou neuronů indukovanou 

určitými neurologickými deficity, což negativně ovlivňuje duševní i fyzické schopnosti 

pacientů (Hague et al., 2005). V posledních dvaceti letech byla objasněna celá řada 

mechanismů, které hrají významnou roli v patogenezi neurodegenerativních poruch. 

Jedním z nejvýznamnějších mechanismů je excitotoxicita, při které dochází k poškození 

nervových buněk, podrobněji je popsána v samostatné podkapitole. Zvláště zajímavým 

mechanismem indukujícím poškození neurálních buněk je indukce oxidačního stresu 

prostřednictvím působení neurotoxinů.  
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1.2.1 Oxidační stres 

Oxidační stres je stav v organismu, kdy dochází k nerovnováze mezi produkcí 

reaktivních forem kyslíku (ROS) a schopností buněk se bránit proti jejich škodlivým 

účinkům (Porta et al., 2007). Antioxidační obranný systém zodpovídá za odstranění 

rizik spojených se zvýšenou tvorbou ROS a díky jeho správnému fungování je 

organismus schopný snadno detoxikovat a odbourávat reaktivní meziprodukty kyslíku 

nebo i odstraňovat jimi indukovaná poškození. Dobře známými buněčnými antioxidanty 

jsou kataláza, superoxid dismutáza nebo glutathionperoxidáza (Albers et al., 2001). 

Oxidační stres je spojen s produkcí vysokých hladin ROS. Nejprve byl tento proces 

považován za hlavní mechanismus toxicity těžkých kovů, později bylo ale zjištěno, 

že tento děj využívá více různých neurotoxinů (Sharma et al., 2014). Způsob, jakým 

oxidační stres ovlivňuje nervové buňky, poškozuje nukleové kyseliny, proteiny 

nebo lipidy byl již do značné míry prozkoumán. Volné radikály jsou označovány jako 

oxidační činidla a jsou běžně produkovány uvnitř organismu v rámci buněčných 

metabolických procesů. Za fyziologických okolností dochází ke vzniku reaktivních 

forem kyslíku v mitochondriích během oxidační fosforylace (Albers et al., 2001). 

V příliš vysokých hladinách mají volné radikály schopnost snadno indukovat lipidovou 

peroxidaci, oxidaci sulfhydrylových skupin proteinů a poškození DNA buněk 

fragmentací (Sharma et al., 2014).  

Mezi reaktivní formy kyslíku v první řadě patří hydroxylový radikál. V těle 

představuje extrémně reaktivní tříelektronový stav, který vzniká redukcí dalšího 

významného zástupce této skupiny, kterým je peroxynitrit. Popisovaný radikál napadá 

většinu částí buněk. Peroxynitrit je vysoce reaktivní oxidant a vzniká reakcí oxidu 

dusnatého se superoxidovým radikálem. Třetím oxidantem je superoxidový anion, 

obsahující pouze jeden volný elektron. Je nebezpečný hlavně kvůli své schopnosti 

uvolňování železnatého kationtu z proteinů a ferritinu. Posledním významným 

zástupcem volných radikálů je peroxid vodíku, jenž má schopnost difundovat 

přes buněčné membrány (Forman et al., 2004).  

Společně s oxidačním stresem je spojena produkce oxidu dusnatého. V důsledku 

jeho působení dochází ke vzniku onemocnění, jakým je Alzheimerova choroba. 

Toxicita této látky pravděpodobně vyplývá z jeho následného metabolitu, kterým je 

zmiňovaný  peroxynitrit (Sharma et al., 2014). Kromě poškození spojených s tímto 

metabolitem oxid dusnatý navíc podle nedávných studií indukuje nadměrnou expresi 

metaloproteináz. Ty dále narušují extracelulární matrici, ničí prostředí obklopující 
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neurony a mohou přispět až k rozdělení vzájemně propojené struktury buněk a jejich 

apoptóze (Farooqui et al., 2009). 

Tvorba ROS a stres endoplazmatického retikula jsou úzce spjaté procesy. 

Kvůli  nesprávnému složení bílkovin v endoplazmatickém retikulu totiž může docházet 

k produkci volných radikálů (Malhotra et al., 2007). Ty jsou potenciálně 

škodlivé, i když proti nim mají buňky své obranné mechanismy. Zvýšený stres 

endoplazmatického retikula často přispívá ke vzniku neurodegenerativních chorob. 

V souvislosti s generací reaktivních forem kyslíku ovšem dochází ke snížení schopnosti 

regulace antioxidačního obranného systému organismu. Pokud produkce volných 

radikálů převýší jejich eliminaci, je tím zahlcen antioxidační systém, a to nenávratně 

vyústí až ke smrti neuronů prostřednictvím apoptózy nebo nekrózy (Farooqui et al., 

2009). Velmi často je vznik oxidačního stresu spojen s působením nanočástic (Veronesi 

et al., 2005).  

 

1.2.2 Glutamát a mechanismus jeho účinku 

Glutamatergní systém tvoří hlavní excitační systém v centrální nervové soustavě, 

a tím tedy zaujímá klíčové postavení v mnoha neurofyziologických funkcích. Glutamát 

je důležitý excitační neurotransmiter a jeho koncentrace je v mozku přísně kontrolována 

(Meldrum, 2000). Za fyziologických podmínek jsou jeho funkcemi zprostředkovávání 

nervové plasticity, přenos nervového vzruchu a procesy spjaté s pamětí včetně učení 

(Kocahan et al., 2013). Po vykonání svého úkolu se glutamát dostává do astrocytů, kde 

dochází k dalším syntetickým reakcím, kterých se glutamát účastní (obr. 1).  
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Obr. 1: Reakce glutamátu v astrocytech (Schousboe et al., 2014). 

(GABA – kyselina γ-aminomáselná; GAD – glutamátdekarboxyláza; GLN – glutamin;  

GS – glutaminsyntáza; PG – fosfát glutamináza; GDH – glutamátdehydrogenáza;  

α-KG – α  ketoglutarát; BCAT – aminokyselinová aminotransferáza s rozvětveným řetězcem; 

ALAT – alaninaminotransferáza; AAT – aspartátaminotransferáza; SSA – sukcinát 

semialdehyd; GABA-T – GABA-transamináza;  BCAA – aminokyselina s rozvětveným 

řetězcem;  PYR – pyruvát; ALA – alanin; OAA – oxalacetát; ASP – aspartát.) 

 

 

Metabolismus GLU v mozku je velmi složitý a hlavní úlohou astrocytů je jeho 

odbourávání ze synaptické štěrbiny po depolarizaci a následná konverze na glutamin. 

To může proběhnout mnoha různými reakcemi za koordinace různých enzymů 

(Meldrum, 2000). Glutamátovým prekurzorem je glutamin. Po deaminaci za katalýzy 

fosfátem aktivovanou glutaminázou vzniká jako produkt reakce glutamát společně 

s amoniakem. Aktivita alaninaminotransferázy není v porovnání s ostatními enzymy 

moc vysoká, ale i přesto nalézá významnou úlohu jak v astrocytech, tak v neuronech 

při přenosu amoniakálního dusíku mezi těmito buňkami za vzniku aminokyselin 

z původních ketokyselin. Reakce v kontaktu s glutamátdehydrogenázou je důležitým 
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mechanismem pro fixaci amoniaku v případě, že je inhibována aktivita 

glutaminsyntetázy, která se účastní zpětné reakce převedení glutamátu na glutamin. 

Enzym je klíčovým regulátorem metabolismu dusíku a odbourávání amoniaku z mozku, 

na jehož toxicitu je obzvláště citlivý. Tento enzym a celý děj je již výhradně lokalizován 

v astrocytech (Castegna et al., 2018). Glutamát je klíčovým meziproduktem cyklu 

trikarboxylové kyseliny, která je v reakcích obecně katalyzovaných enzymy 

aminotransferázami převedena na α–ketoglutarát. Současně v mozku představuje 

po dekarboxylaci za katalýzy glutamátdekarboxylázou a za použití NAD(P)+ prekurzor 

pro vznik kyseliny γ-aminomáselné. Reakce katalyzované enzymem 

aspartátaminotransferázou probíhají snadno v obou směrech. A stejně tak, jako je tomu 

u aspartátu a oxalacetátu tím enzym zajišťuje rovnováhu mezi aminokyselinou 

glutamátem a jeho meziproduktem α–ketoglutarátem (Schousboe et al., 2014). 

Neurony obsahující excitační aminokyseliny hrají významnou roli 

v psychologických funkcích. Regulace množství glutamátu je v mozku nezbytná, 

jelikož nadměrné uvolňování glutamátu do extracelulárního prostoru mozku 

je pro nervové buňky škodlivé (Clark et al., 2016), (obr. 2). Jsou tak kaskádovitě 

spuštěny chemické procesy, které zapříčiňují poškození nervových buněk. Už lehce 

zvýšené koncentrace glutamátu vyvolávají v nervových buňkách negativní buněčné 

procesy, které je poškozují a dále vedou až k jejich apoptóze (Ankarcrona et al., 1995). 
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Obr. 2: Znázornění spojení neuronů s fyziologickou hladinou glutamátu (a) a spojení 

neuronů s nadměrným množstvím glutamátu (b) (Clark et al., 2016). 

 

 

Je nutné zmínit, že glutamát hraje klíčovou roli nejen v mozku, ale i ve všech 

ostatních orgánech a tkáních, kde je spojen metabolismus cukrů a aminokyselin 

(Schousboe et al., 2014). V důsledku přítomnosti nadměrného množství GLU dochází 

v oblasti CNS k aktivaci většího počtu různých glutamátových receptorů a je 

tak způsobena řada komplikací (Nishizawa, 2001), (obr. 3). Tyto receptory lze rozdělit 
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na dva hlavní podtypy. Jedním z nich jsou metabotropní glutamátové receptory, 

které jsou spojené s G proteinem, jež je důležitý pro vnitrobuněčnou signalizaci 

(Watkins et al., 2006). Ionotropní glutamátové receptory představují druhý podtyp 

receptorů, které dále zahrnují α-amino-3-hydroxy-5-methylisoxazol-4-propionátové 

(AMPA) a kainátergní a N- methyl-D-aspartátové receptory (NMDAR) (Platt, 2007). 

Stimulaci nebo otevření všech těchto kanálů iniciují sodné nebo vápenaté kationty 

(Choi, 1992). Významný je především typ NMDAR. Jeho role je důležitá v rychlém 

synaptickém přenosu a plasticitě. Tyto signály se účastní vysokých kognitivních funkcí, 

učení, paměti a správného vývoje. Bylo dokázáno, že dysfunkce těchto receptorů 

souvisí s řadou nervových poruch a onemocnění. Nadměrná aktivace NMDAR 

podporuje aktivaci proteáz, které jsou závislé na vápníku, a fungují 

tak jako signalizátory buněčné smrti (Volbracht et al., 2005). Receptory glutamátu 

typu AMPA přispívají k nervové degeneraci především při ischemii (Platt, 2007). 
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Obr. 3: Klasifikace glutamátových receptorů (převzato a upraveno z: Watkins et al.,2006)  

iGluR –  ionotropní glutamátové receptory; mGluR – metabotropní glutamátové receptory; 

NMDAR – N-methyl-D-aspartátové receptory; AMPA – α-amino-3-hydroxy-5-methylisoxazol-

4-propionátové receptory; skupina I – zahrnuje mGlu1 a mGlu5 a je spojená s aktivací 

fosfolipázy C a způsobuje zvýšení koncentrace intracelulárního trisfosfátu inositolu a mobilizaci 

vápníku;  skupiny II (zahrnuje  mGlu2  a mGlu3) a III (zahrnuje mGlu4, 6, 7 a 8), obě inhibují 

aktivitu adenylylcyklázy; NR1, NR2,  NR3  –  podjednotky NMDA; GluR 1-4 – podjednotky 

AMPA; GluR 5-7 – podjednotky receptoru kainátového typu; KA 1, KA 2 – podjednotky 

receptoru kainátového typu; mGlu  1- 8  –  podjednotky metabotropního receptoru. 

 

 

1.2.3 Excitotoxicita 

Prodlouženou expozicí GLU je způsoben jev označovaný jako receptorová 

glutamátová excitotoxicita, rovněž způsobující závažná neurodegenerativní 

onemocnění. Tou je myšlena buněčná smrt vyplývající z toxického účinku tohoto 

excitačního neurotransmiteru (Berliocchi et al., 2005). Ve srovnání s oxidačním stresem 

zde nehrají hlavní roli volné radikály, ale excitační aminokyseliny, které jsou v těle opět 

běžně přítomny a jsou nezbytné pro zprostředkování nervového přenosu. Ovšem velice 

škodlivá je jejich nadměrná aktivita.  Stejně, jako je tomu v případě oxidačního stresu, 

může končit až buněčnou smrtí neuronů (Farooqui et al., 2009). Následně tak dochází 

k nadměrnému přílivu iontů do buňky. Zvlášť významná je vysoká permeabilita buněk 

vůči vápníku (Del Río et al., 2008). V takovém případě je v intracelulárním prostoru 

tedy přílišné množství tohoto prvku, což je pro nervové buňky zvláště toxické. 
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V důsledku toho je aktivována kaskáda dějů a to prostřednictvím aktivity katabolických 

enzymů, které degradují proteiny, membrány a nukleové kyseliny. Výsledkem celého 

děje je apoptóza nervových buněk a akumulace reaktivních forem kyslíku (Lipton, 

1999). Tyto látky mohou dále také poškozovat proteiny a nukleové kyseliny, což vede 

taktéž ke smrti buněk, a to buď nekrózou nebo apoptózou (Gilgun-Sherki et al., 2002). 

Uvolňováním GLU zároveň v kombinaci se znemožněním jeho odstranění, je také 

současně u cerebrovaskulárních onemocnění aktivována syntéza oxidu dusnatého. 

Hlavní faktor toxicity představuje reakce oxidu dusnatého se superoxidovými radikály, 

kdy následně vzniká peroxynitrit. Společně tyto látky indikují oxidační poškození DNA. 

To dále opět vede k nadměrné aktivaci NMDA receptoru a k přebytku vápenatých 

kationtů (Law et al., 2001). 

Dalším příkladem, kdy může vedle glutamátu docházet k excitotoxicitě, je 

při dysfunkci mitochondrií. Tyto organely buněčného dýchání a oxidativní fosforylace, 

hrají současně důležitou roli v udržování nízké koncentrace vápníku v cytosolu. Tím 

dokáží mitochondrie chránit nervové buňky před přechodným zvýšeným množstvím 

vápenatých iontů. Pokud ovšem dojde k narušení této regulace, intracelulární 

koncentrace vápníku se zvýší (Del Río et al., 2008). Pokud k této poruše dojde, začnou 

astrocyty a endotelové buňky produkovat větší množství oxidu dusnatého, který dále 

potencuje oxidační stres a zvýší se tak tvorba volných radikálů. Tento celý kaskádovitý 

systém vede, stejně jako při účasti glutamátu, k neurodegenerativním poruchám 

(Gilgun-Sherki et al., 2002). 

 

1.2.4 Regulace koncentrace glutamátu v mozku 

Pro správnou funkci mozku je nezbytné, aby bylo množství glutamátu 

eliminováno pouze na určitou fyziologickou hladinu. V úloze regulace glutamátu 

v mozku je zásadní role enzymu glutaminsyntázy (obr. 4). Glutamin představuje 

nejhojněji se vyskytující aminokyselinu v krvi savců, která je nezbytná pro tvorbu 

dalších aminokyselin a proteinů. Má ale také významnou neurochemickou funkci. 

Vyvažuje synaptické přenosy extracelulárním vychytáváním, ale také syntézou 

a uvolňováním glutamátu z buněk. Mozková glutaminsyntáza je velice důležitá 

v cyklu kyseliny glutamin glutamát-γ-aminomáselné (Bak et al., 2006). Katalyzuje 

reakci, která se odehrává převážně v astrocytech a dochází při ní k syntéze glutaminu 

z glutamátu a amoniaku. Tato reakce může probíhat i v mikrogliích, které mohou 
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regulovat vlastní reakci na zánětlivý podnět a spustí tak konverzi glutamátu na glutamin 

(Castegna et al., 2018).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 4: Role glutaminsyntázy ve fyziologii mozku (Castegna, 2018). 

Vlevo správně fungující neuron. Vpravo vážně poškozený neuron. 

GS – glutaminsyntáza; LPS – lipopolysacharidy; TNF-α – tumor nekrotizující faktor-alfa; 

MSO – methionin sulfoxid; IL-12 – interleukin 12; IL-6 – interleukin 6; IL-1β – interleukin 1β; 

PGE2 – prostaglandin E2; ROS – reaktivní formy kyslíku; TLR-4 – Toll-like receptor 4. 

 

 

Podmínkou je, aby u mikroglií fungoval jejich endogenní mechanismus 

na modulaci odpovědi na prozánětlivé látky. Těmi mohou být například 

lipopolysacharidy. Pokud vše funguje správně, neuron je proti působení škodlivých 

látek chráněn a lipopolysacharidy jsou z neuronů bezpečně odbourány. V případě, že je 

však tato schopnost u mikroglií ztracena, v rámci silné zánětlivé reakce 

na lipopolysacharidy produkují mediátory a efektory zánětu. Dochází tak k oxidaci, 

inhibici glutaminsyntázy a výsledkem je vznik oxidačního stresu a vážné poškození 

neuronu (Castegna, 2018).  

Ke ztrátě funkce enzymu glutaminsyntázy dochází v důsledku oxidace 

reaktivními formami kyslíku. Tím je dokázáno, že je tento enzym na oxidační stres 

a stav redoxní rovnováhy velmi citlivý. To je spojeno se snížením aktivity 

glutaminsyntázy a následně až s úplnou inhibicí její aktivity a zvýšením poměru 
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glutamát/glutamin (Schousboe et al., 2014). Významně je pokles enzymu pozorován 

u pacientů s neurodegenerativními chorobami. Podobný postupný pokles hladiny 

glutaminsyntázy je zaznamenáván i u starších lidí (Gilgun-Sherki et al., 2002).  

Po zprostředkování synaptického přenosu vzruchu přejde glutamát do astrocytů, 

kde je konvertován právě za působení glutaminsyntázy na L-glutamin 

(Schousboe et al., 2014). Poté dojde k jeho recyklaci, tedy nikoli odbourání, po ní může 

být glutamin opět převeden na funkční glutamát. Díky tomu je zabráněno poškozování 

neuronů, excitotoxicitě, a tak vzniku neurodegenerativních chorob (Castegna et al., 

2018). 

 

1.2.5 Alzheimerova choroba 

Mechanismus odbourávání glutamátu může být za určitých okolností poškozen. 

Vzhledem k toxickým účinkům vysoké koncentrace GLU v mozku, hraje tento 

neurotransmiter důležitou roli ve vzniku Alzheimerovy choroby. Ta je 

neurodegenerativním onemocněním centrální nervové soustavy, které se ve velké 

většině případů objevuje v pokročilejším věku. Jedná se o nejčastěji se vyskytující typ 

demence v lidské populaci. Mezi charakteristické znaky tohoto nevyléčitelného 

onemocnění patří smrt nervových buněk a ztráta synapsí, což je spojeno s progresivní 

kognitivní a paměťovou ztrátou (Povová et al., 2012). Glutamát zprostředkovává 

nervovou plasticitu, která je nezbytná pro nervový přenos, paměťové procesy a učení 

(Kocahan et al., 2013). Jelikož je synaptická plasticita základní součástí paměti a učení, 

s excitotoxicitou, oxidačním stresem a dalšími komplikacemi koreluje ztráta funkčnosti 

těchto dovedností a dalších kognitivních funkcí. Tyto deficity se projevují výrazně 

v počátečních stádiích onemocnění. Je tedy potvrzeno, že patogeneze Alzheimerovy 

choroby je silně spojena se změnami signalizace glutamátu. Navíc bylo také zjištěno, 

že tkáně postižené Alzheimerovou chorobou obsahují velké množství glutamatergních 

neuronů (Danysz et al., 2012).  

Navzdory masivním investicím vkládaným do objevování léků a terapií 

neurodegenerativních onemocnění, zůstává tato kategorie chorob stále v sekci 

nevyléčitelných. Současným výzkumem byly identifikovány pouze čtyři léky, 

které dokáží zmírnit příznaky neurodegenerativních poruch. Nejsou však schopné zcela 

zastavit nebo zabránit progresi onemocnění (Han et al., 2018). Antagonisté NMDAR 

mají významný potenciál pro terapeutické zlepšení Alzheimerovy choroby. Takovým 
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receptorovým antagonistou je například memantin, který mění vlastnosti 

neurotransmiteru glutamátu a tím zlepšuje paměť i kognitivní schopnosti nemocného. 

Látka je schválena pro léčbu osob trpících středně závažnou až vážnou formou nemoci. 

Prodáván je ve formě stejnojmenného léku (Danysz et al., 2003). 
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2. Neurotoxicita nanočástic 

Nanočástice (NČ) usnadňují každodenní život. Z důvodu jejich jedinečných 

fyzikálně chemických vlastností se nanomateriály nyní stávají stále populárnějšími 

a mají široké uplatnění v mnoha oblastech, jako je biologie, medicína a biochemické 

inženýrství. Jejich užívání má ale také značné nevýhody. Zejména pro ty, kteří pracují 

v průmyslových odvětvích zahrnujících použití těchto materiálů (Pelclova et al., 2016). 

I v běžném životě mohou být lidé vystaveni působení NČ. Proto je důležité kontrolovat 

jejich potenciální toxicitu, aby byla zajištěna jejich bezpečnost. Problém ale představuje 

nejen fakt, že dosavadní studium nanotoxicity je primárně omezeno na zkoumání 

toxicity anorganických částic, ale i ten, že výzkum možných zdravotních rizik expozice 

NČ zaostává za rychlým vývojem nanotechnologií (Saracino et al., 2013). 

 

2.1 Mechanismus toxického působení nanočástic 

Nanočástice mohou vzhledem k jejich velikosti (1-100 nm) do lidského těla 

vstoupit prostřednictvím inhalace nebo požitím a dále jsou distribuovány do tkání, 

včetně mozku (obr. 5). Tak dochází k poškození funkce mozku, které může přejít 

až v poškození ireverzibilní. Některé NČ jsou totiž organismem obtížně eliminovány 

a mohou se dlouhodobě akumulovat v mozku a tím zde vyvolávat toxické účinky 

a způsobovat neurodegenerativní onemocnění (Hu et al., 2010). Incidence těchto chorob 

jako jsou Alzheimerova choroba, Parkinsonova choroba či mozkové nádory, se stále 

zvyšuje. I když etiologie těchto onemocnění není zcela známá, znečisťující složky 

životního prostředí, včetně NČ, mohou být významným rizikovým faktorem pro vznik 

těchto onemocnění. Některé studie tvrdí, že čichový nerv představuje cestu, která by 

měla být považována za hlavní vstupní bránu pro tyto částice do centrálního nervového 

systému. To platí zejména u lidí, kteří pracují nebo se dlouhodobě vyskytují 

znečištěnému ovzduší (Takenaka et al., 2001). NČ mají schopnost narušit 

hematoencefalickou bariéru a tím jim je umožněn vstup do mozku. Dalším důležitým 

zjištěním je, že NČ mohou vyvolat aktivitu volných radikálů na povrchu částic a tím 

zapříčinit oxidační stres, kterým je mozek zvláště ohrožen kvůli jeho vysoké energetické 

náročnosti, nízké hladině antioxidantů a vysokému obsahu lipidů a bílkovin, které jsou 

právě oxidačním stresem poškozovány (Veronesi et al., 2005). 
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Obr. 5: Potenciální cesty neurotoxicity vyvolané nanočásticemi 
(převzato a upraveno z: Win- Shwe et al., 2011). 

 

 

Další vstupní branou pro expozici NČ je systémový oběh. Přítomností NČ 

v mozku dojde k aktivaci mikroglií a astrocytů, uvolnění mediátorů a indukci 

oxidačního stresu. Dále může docházet k tvorbě zánětu nebo mohou buňky 

podstupovat apoptotickou buněčnou smrt. Podle další produkce mediátorů dojde 

buď k neurodegeneraci (spojena s produkcí toxických mediátorů) nebo neuroregeneraci 

(Win- Shwe et al., 2011). 

Působení oxidačního stresu vede k poškození biomolekul a iniciaci apoptózy 

nervových buněk, poškození neurotransmiterů nebo také ke změně exprese genů. 

Především právě z důvodu poklesu antioxidační schopnosti, hraje oxidační stres 

rozhodující roli v poškozování nervových buněk (Borza, 2013). 
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2.2 Nanočástice vyrobené a vzniklé spalováním 

Nanočástice jsou obecně děleny do dvou skupin. Na NČ vzniklé spalováním 

(např. částice výfukových plynů nafty, svařovací výpary) a NČ vyrobené nebo upravené 

(např. oxid titaničitý, saze, stříbro). V současné době se mnoho komerčně vyráběných 

nebo upravených NČ v kosmetice, v elektrotechnice pro počítačové displeje, v léčivech 

nebo textilu (Donaldson, 2006). Ačkoli obě tyto skupiny mohou mít stejnou velikost, 

tedy menší než 100 nm v průměru, existují mezi nimi zřetelné rozdíly. V případě NČ 

vzniklých spalováním studie prokazují, že jejich zvýšené hladiny v ovzduší 

jsou spojeny s nepříznivými účinky na lidské zdraví. Jejich toxicita závisí na fyzikálně 

chemických vlastnostech jejich povrchu (Oberdörster et al., 2005). Z druhé skupiny 

vyráběných NČ můžeme uvést jako příklad fullereny C60 nebo uhlíkové nanotrubice. 

Ty vytvářejí zejména v souvislosti s vystavením UV záření reaktivní formy kyslíku, 

které jsou dále spojeny s již zmíněnými neurodegenerativními poruchami (Win-

 Shwe et al., 2011). 
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3. Kultivace nervových buněk 

Kultivace buněk zaujímá v experimentální oblasti dnes již své nenahraditelné 

postavení a patří mezi základní techniky využívané v aplikovaném výzkumu. Studie 

prováděné na buněčných liniích představují důležitý pilíř v oblasti vědy a výzkumu. 

Velký význam mají například v procesu testování léčiv, ale i v dalších oblastech vědy 

(Patrizii et al., 2018).  

Kultivace nervových buněk je obzvláště náročná, neboť zralé neurony nepodléhají 

buněčnému dělení. Příprava primární kultury je obecně obtížná bez ohledu na typ 

izolované tkáně. Navíc v cestě stojí i problém, že tyto buňky podléhají stárnutí a nejsou 

tak schopné poskytovat dostatečné zásoby homogenních buněk potřebných pro testy. 

Jednou z možností, jak tento problém překonat, je využívání sekundárních buněčných 

linií, odvozených od nervových nádorů. Mezi významné výhody využívání takto 

získaných linií patří snazší kultivace a lepší schopnost množení. Obecně lze o těchto 

buněčných liniích říci, že jsou svým způsobem nesmrtelné a to díky tomu, že oproti 

primárním kulturám nepodléhají procesu stárnutí. Mohou být tedy pěstovány tak, aby 

dle potřeb poskytly dostatečné počty buněk. Pro kultivaci nervových buněk jsou 

rozhodující substráty, na které se buňky nasazují a složení kultivačního média. Zde je 

podstatné brát ohled zejména na růstové faktory a sérum. V neposlední řadě je 

podstatná také frekvence a hustota nasazení buněk (Gordon et al., 2013). 

Kultivaci buněk je možné provádět i z jiných orgánů, než pouze z mozku. 

V gastrointestinálním traktu ve stěně střev se nachází komplexní síť neuronů, která zde 

tvoří cévní nervový systém. Ovšem v porovnání s izolací neuronů z mozku, izolace 

těchto neuronů představuje poměrně významné technické potíže (Gordon et al., 2013). 
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4. Buněčné linie 

Buněčné linie poskytují slibnou základnu pro pochopení molekulárních 

mechanismů a charakterizaci patologie infekcí a onemocnění, včetně 

neurodegenerativních onemocnění. Práce s buněčnými kulturami navíc přináší 

v porovnání s použitím laboratorních zvířat nebo izolovaného orgánu či tkáně četné 

výhody. Na kultivovaných buňkách lze provádět experimenty, při nichž do jisté míry 

existuje riziko, že dojde ke zničení kultury. Naproti tomu jakékoliv „poškození“ 

pokusného zvířete přináší etické problémy a případné pokusy na lidech jsou zcela 

nemyslitelné (Gordon et al., 2013). Používání vhodných in vitro modelových systémů 

ve výzkumu a experimentech významně napomáhá k rychlosti vývoje neurobiologie. 

Řadu buněčných linií lze snadno kultivovat, a tak v krátkém časovém úseku je možné 

získat poměrně velké množství homogenního materiálu s přesnými vlastnostmi.  

Mezi hlavní využívané typy modelů patří kultury neuronů získané od potkanů 

a myší, na nichž byla provedena již celá řada experimentálních studií. Jako příklad 

vhodného zvířecího modelu lze uvést potkaní feochromocytomy PC12. 

Přes to, že používání zvířecích buněčných linií ve vědě od svého počátku značně 

pokročilo, lze vymezit množství faktorů, které mohou ovlivnit výsledky zkoumání. 

V zásadě podstata všech těchto komplikací spočívá v nedostatku lidské složky. 

Mezi základní nedostatky zvířecích modelů patří druhově specifické rozdíly 

mezi zvířecími a lidskými metabolickými procesy, rozdíl v genové expresi, rozdíly 

v projevech onemocnění nebo v buněčné signalizaci. Proto jsou modely hlodavců 

v testování poněkud omezeny (Shipley et al., 2016). 

Vhodnější variantou pro provádění vědeckých pokusů je využití lidských 

buněčných modelů. Jsou jimi lidské nervové buňky odvozené od karcinomů. Stejně jako 

je tomu u normální tkáně, i rakovinná tkáň je složena z  heterogenních buněčných 

populací. Uvnitř tumoru buňky procházejí jednotlivými stádii vývoje. Nachází 

se tu buňky s různým typem proliferace a nádorového potenciálu (Clarke et al., 2006). 

Příkladem takového modelu je tetrakarcinom N-Tera-2. Jsou to lidské pluripotentní 

embryonální buněčné linie, které dokáží být diferencovány na funkční neurony. 

Diferenciace buněk tetrakarcinomu N-Tera-2 však vede k tvorbě směsi populace 

neuronů, obsahující astrocyty i gliové buňky (Coyle et al., 2011). Z toho důvodu by byl 

dále nutný další krok pro separaci těchto jednotlivých druhů od sebe. Navíc až 72 % 

takto získaných buněk vykazuje velice variabilní karyotyp s více než 60 chromozomy 
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(Mostert et al., 1996), což není žádoucí. Alternativou je využívání pluripotentních 

kmenových buněk. 

 

4.1 Indukované pluripotentní kmenové buňky 

Schopnost se množit je hlavní rozdíl mezi neurony a kmenovými buňkami. Navíc 

tento druhý typ buněk je schopen dlouhodobé sebeobnovy (Gordon et al., 2013). 

Za vhodných podmínek lze lidské pluripotentní kmenové buňky (LPKB) diferencovat 

dále na jakýkoli libovolný typ buněk, včetně nervových. Obecně poskytují nepochybně 

lepší obraz pro pochopení mechanismů onemocnění než současné zvířecí nebo buněčné 

modely. Navíc také umožňují užitečné sledování potenciálních léčebných 

postupů (obr. 6). S příchodem LPKB začal rychlý vzestup na farmaceutickém 

a biotechnologickém poli (Passier et al., 2016). 

Jednou z hlavních překážek, kterým čelí výzkumní pracovníci zabývající 

se neurodegenerativními poruchami, představuje rozdíl mezi patofyziologickými rysy 

u lidí a zvířat. Problémem je také nedostatek přístupu k lidské živé mozkové tkáni. Zde 

mohou být zvířecí modely použity jako náhrada, ale farmakoterapie nemusí nutně 

fungovat u obou druhů (Yue et al., 2014). Zavedením indukované technologie LPKB 

byla poskytnuta naděje na schopnost modelování neurodegenerativních onemocnění 

(Brennand et al., 2011). 

Nicméně i v tomto případě se naráží na komplikace, které mohou vést 

k nepřesnosti výsledků. Vykazují totiž variabilitu diferenciace a mění tak diferenciační 

účinnost (Hu et al., 2010). Je zároveň nutné zmínit, že využívání kmenových buněk je 

oproti zavedeným buněčným liniím časově i technicky náročnější a v neposlední řadě 

jsou k takovým výzkumům nutné daleko větší finanční prostředky. Z tohoto výčtu 

vyplývá, že pro výzkum je žádoucí mít stálý a reprodukovatelný model lidských 

neuronů a vyhnout se tak těmto kritickým faktorům. 
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Obr. 6: Využití buněk pacientů ke generování modelů onemocnění založených 

na pluripotentních kmenových buňkách in vitro. Ilustrace tvorby léků a aplikace     

modelů odvozených od pacienta (Ghaffari et al., 2018). 

 

 

4.2 Lidský neuroblastom 

Neuroblastom je příkladem dalšího nervového nádoru, který je využíván 

k získávání buněčných linií. Nejběžněji se objevuje u dětí, konkrétně novorozenců. 

Často je diagnostikován již v perinatálním období jedince, přičemž dále způsobuje 

potíže v novorozeneckém období (Sharp et al., 2011). Představuje více než 7 % 

dětských rakovin a týká se ho 15 % úmrtí souvisejících s rakovinou (Maris et al., 

2007). Primární nádory se mohou objevit kdekoli od krku až k pánvi podél sympatické 

sítě.  
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Neuroblastom je také zároveň představitelem karcinomu se stabilním karyotypem 

a obecně disponuje vhodnými vlastnostmi pro výhodný výzkumný model. 

Neuroblastom vzniká z prekurzorů sympatického nervového systému, které se nedaří 

diferencovat a jsou stěžejní pro diferenciační terapii (Cruz, 2012). 

 

4.3 Diferenciační terapie 

Diferenciační terapie je alternativním a zároveň i atraktivním přístupem 

pro slibnou účinnou léčbu rakoviny. Její princip spočívá v aplikování takových látek 

pacientovi, které mají tendenci přispět k diferenciaci buněk karcinomu a tím tento 

karcinom oslabit. Většina pacientů s neuroblastomem nejprve reagovala pozitivně 

na klasickou chemoterapii, ať už před operací nebo po ní, ale nakonec jejich organismus 

získal vůči lékům rezistenci a léčba se tak zastavila. Obecně má lidský neuroblastom 

špatnou prognózu. Přibližně polovina všech dětských pacientů je klasifikována jako 

vysoce riziková i přes to, že léčba probíhala intenzivně a započala včas. Kromě toho 

konvenční terapie, jakou je právě chemoterapie nebo také radioterapie, mají nežádoucí 

vedlejší účinky na celé tělo. Mezi ty nejzávažnější patří poškozování zdravých 

nenádorových buněk (Maris, 2010). Z těchto důvodů je zde velký zájem na objevení 

účinnější terapie pro zlepšení diagnózy.  

Diferenciační terapie je obecně důležitým fenoménem v rakovinných buňkách. 

Metoda je užitečná především pro léčbu pokročilých nebo agresivních maligních 

onemocnění, kde buňky začínají proces dozrávání a následný přechod 

do specializovaných zralých buněk. Stupeň diferenciace představuje kritický 

prognostický parametr při histopatologické analýze pevných malignit a je tak silně 

spojen s chováním nádoru. Obecně se dá říci, že je nezralý nádor agresivnější než ten 

s vysokým stupněm diferenciace. Ten se naopak může těšit lepší prognóze 

(Jogi et al., 2012). 

Skrz diferenciaci buněk karcinomu přispívá k regresi tumoru řada genetických 

procesů a chemických látek. Diferenciační látky mají tendenci mít menší toxicitu, 

než mají ty v běžných léčbách rakoviny (Murakami et al., 2015). Možnosti 

diferenciace neuroblastomových buněk se využívá nejen k léčbě, ale uplatňuje se také 

právě v souvislosti s testováním na buněčných liniích (Jogi et al., 2012).  
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5. Buněčné linie v testování neurotoxicity 

Jak již bylo zmíněno, lidé jsou v běžném životě vystavováni neustále rostoucímu 

množství potenciálně toxických látek. Tradiční toxikologické studie nemusí být vždy 

nejlepší volbou ve zkoumání toxinů. Je to především vzhledem k jejich časové 

náročnosti a ceně. Z tohoto důvodu je i při testování neurotoxicity výhodné využívat 

jednoduchých in vitro buněčných modelů. Vývoj spolehlivého buněčného modelu 

lidských neurálních kultur je nezbytný k umožnění provádět experimenty, které by co 

nejpřesněji dokázaly modelovat lidský nervový systém. Práce  s buněčnými liniemi je 

daleko rychlejší než výzkum prováděný na zvířatech. Zároveň poskytuje současné 

toxikologické vyšetření velkého množství chemických látek. Pokud in vitro metoda není 

v rámci výzkumu zvolena jako hlavní, je užitečná alespoň jako doplněk ke složitějším 

zkouškám na zvířatech, a to zejména pro studium specifických mechanismů toxicity 

indukovaných chemickými látkami (Harry et al., 1998). Vhodným modelem 

s dostatečnou kapacitou pro testování neurotoxicity jsou lidské neuroblastomové buňky 

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

 

5.1 Buněčná linie SH-SY5Y 

Lidská buněčná neuroblastomová linie SH-SY5Y je třetím subklonem 

její rodičovské buněčné linie SK-N-SH (Biedler et al., 1973). V dnešní době jsou 

již běžně zavedeným a hojně používaným modelem pro in vitro testování 

neurobiologických poruch. Často se využívá k vyšetření Parkinsonovy 

nebo Alzheimerovy choroby. Další využití nachází při studiu patogeneze herpes viru, 

enteroviru, polioviru a dalších virových onemocnění. Buněčná linie SH-SY5Y je tak 

často používaná, jelikož přináší řadu výhod. Karyotyp těchto neuroblastomových buněk 

sestávající ze 47 chromozomů je stabilní, což je u buněčné linie využívané 

při experimentech rozhodně žádoucí. Svůj vývoj tyto buňky zastavují v G1 fázi 

a po léčbě diferenciačními činidly dochází k morfologickým změnám a expresi 

biochemických a funkčních neuronových markerů. Ty se pak fenotypově podobají 

požadovaným neuronům (Pahlman et al., 1984).  

 

 



40 
 

5.2 Diferenciace buněčné linie SH-SY5Y 

Je tedy možné specifikovat, že buňky SH-SY5Y jsou užitečné jako modelový 

systém pro studium molekulárních mechanismů, které se podílejí na diferenciaci 

neuronů (Pahlman et al., 1995). Mohou být diferencovány ze stádia neuroblastomu 

až do zralých lidských nervových buněk. Pro svou variabilnost jsou užitečné ve velkém 

množství neurobiologických studií a experimentů. Samotná diferenciace může být 

provedena různými metodami. Stejně tak je možné k tomuto procesu využít řadu 

různorodých diferenciačních činidel. Tento diferenciační proces zahrnuje četné 

morfologické a biochemické změny, než se buňka dostane do podoby zralého fenotypu 

(Lopes et al., 2010). Retinoidy se užívají jako činidla indukující diferenciaci, proliferaci 

i apoptózu různých buněčných typů. Mohou tak nervové buňky během zrání pohánět 

prakticky všemi možnými směry. Aktivně se vyskytují ve třech formách: jako alkohol 

(retinol), dále jako aldehyd (retinaldehyd) a konečně jako kyselina (kyselina retinová). 

Poslední zmíněná forma je tou pro buněčné linie nejdůležitější. Hraje významnou roli 

ve vývoji, růstu a diferenciaci cílových genů. Je nejčastější používanou látkou 

pro diferenciaci nervových buněk (Meyer et al., 1996). Tyto její vlastnosti byly 

objeveny již v roce 1982 (Sidell, 1982). Schopnost transformace a zamezení proliferace 

buněk se však odvíjí od stupně stádia nádoru, kdy agresivní a rychle se rozšiřující 

nádorové buňky jsou vhodnější. Pomocí kyseliny retinové je možné docílit až inhibice 

apoptózy, což by fakticky znamenalo buněčnou nesmrtelnost (Meyer et al., 1996).  

Buněčná linie SH-SY5Y dává možnost získávat různé specifické neuronové 

podtypy, ať už jde o adrenergní, cholinergní nebo dopaminergní nervové 

buňky (Påhlman et al., 1984). Pomocí látek, jakými jsou, kromě již zmíněné kyseliny 

retinové, dále například forbol ester nebo specifické neurotrofiny, se dokáží 

diferencovat na neurony podobné buňkám in vitro. Konkrétně při stimulaci buněk     

SH-SY5Y právě kyselinou retinovou se diferencují na dopaminergní nervové buňky, 

které jsou navíc velmi snadno modifikovatelné (Korecka et al., 2013). 

Není tedy pochyb, že diferenciace hraje, co se vlastností buněčných modelů týče, 

velkou roli. Na buněčné linii SH-SY5Y bylo vědecky prováděno již mnoho studií. 

Během nich byly zaznamenány významné rozdíly mezi využitím buněk 

nediferencovaných oproti jejich diferenciované formě. Ty buňky, které neprošly 

procesem diferenciace rychle proliferují, mají kulatý tvar, často rostou ve shlucích. 

Na okrajích shluků se rozšiřují zpravidla jen v krátké neurity a zdají se být 
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nepolarizované (obr. 7). Navíc vykazují markery indikující nezralé neurony 

(Påhlman et al., 1995). Oproti tomu při diferenciaci se tyto buňky prodlužují, mají tvar 

připomínající pyramidu, jejich buněčné procesy odpovídají zralým buňkám a naopak 

snižují proliferaci a v některých případech navíc polarizují (Kovalevich et al., 2013), 

(obr. 8). Diferencované neuroblastomové buňky byly dříve demonstrovány na expresi 

různých markerů zralých neuronů. Plně diferencované neuroblastomové buňky 

přestavují homogenní populaci neuronů a jejich přežití je závislé na trofických 

faktorech. Totiž po odstranění růstového neurotrofního faktoru dochází k jejich 

apoptóze, stejně jako je tomu u dospělých neuronů (Encinas  et al., 2000). Důležité bylo 

řešení otázky diferenciace vzhledem k pozorované infekci v neurovirologii a faktu, zda 

byl vývoj nemoci u diferencovaných neuronů odlišný oproti těm, které diferenciací 

neprošly. V případě výše zmíněného herpes viru potvrdily svou vyšší účinnost 

vychytávání infekce buňky diferencované oproti těm nediferencovaným. Hlavním 

důvodem je pravděpodobně nedostatek povrchových receptorů nediferencovaných 

buněk, které herpes virus váží. Toto je tedy důkaz, že je zásadní, aby při navrhování 

experimentu na testování in vitro modelů byly buňky SH-SY5Y diferencovány. Jedině 

tak může být dosaženo co nejpřesnějších výsledků a srovnání s testováním in vivo 

(Gimenez-Cassina et al., 2006). 
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Obr. 7: Nediferencované buňky linie SH-SY5Y (Kovalevich et al., 2013). 

Horní šipka ukazuje krátký neurit nediferenciované buňky při okraji shluku, jež je na obrázku 

označen středovou šipkou. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 8: Diferencované buňky linie SH-SY5Y (Kovalevich et al., 2013). 
Šipky označují pyramidový buněčný tvar těla typický pro diferenciované buňky. 
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5.3 Buněčná linie SK-N-SH 

Biopsií kostní dřeně u pacientů s neuroblastem byly dosud získány čtyři typy 

buněčných linií lišící se svými buněčnými vlastnostmi. Jsou to buněčné linie SK-N-SH, 

SK-N-MC a SK-N-BE typu 1 a 2 (Biedler et al., 1973). Studie dokázaly, že vlastnosti 

všech těchto linií se shodují s fenotypem skutečných neuronů (Biedler et al., 1978). 

Lidská buněčná linie SK-N-SH je rodičovskou linií SH-SY5Y. Vytvořena byla 

poprvé v roce 1970. V těchto letech se u čtyřleté dívky objevil v horní i dolní části 

hrudníku velký neuroblastom. Během léčby se u pacientky objevily i metastáze v kostní 

dřeni. Z té byla pomocí biopsie získána buněčná linie SK-N-SH.  Pozorováním bylo 

zjištěno, že obsahuje dva druhy zřetelně morfologicky odlišných typů buněk. Jedním 

z nich jsou malé, krátké neuroblastomové buňky. Druhý typ zastupují, 

oproti předchozím daleko větší, epiteliální buňky. Ty po kultivaci začínají proliferovat 

jako první. Z celkového počtu buněk se tento druhý typ však vyskytuje pouze 

v menšinovém množství (Biedler et al., 1973). Jiná teorie říká, že typů, na které lze dělit 

tyto buňky je větší množství, než pouhé dva. Podle toho by linie SK-N-SH měly být 

klasifikovány na N-typ, tedy neuroblastomové buňky, dále S-typ, ten zahrnuje 

substrátový typ buněk a nakonec I-typ buněk meziproduktů (Akkuratov et al., 2015). 

Shodné zatím ale zůstává, že dosud bylo stanoveno celkem šest SK-N-SH subklonů. 

Mezi nejvýznamnější z nich se řadí právě podrobněji zmiňovaná linie SH-SY5Y 

(Biedler et al., 1973).  

Tato linie je často využívána ke studiím zabývající se neurotoxicitou. Široce 

se uplatňuje v určování toxických účinků xenobiotik. Buňky SK-N-SH jsou užitečné 

také při výzkumu a charakterizaci neurotoxicity kovů a jejich sloučenin (Garcia-

Ramos et al., 2017).  

 

5.4 Buněčná linie SK-N-MC 

U dvanáctileté dívky byl v roce 1971 objeven neuroblastom, z jehož metastází 

v kostní dřeni byla kultivována buněčná linie SK-N-MC (obr. 9). Její buňky jsou 

podobné lidským fibroblastům s tím rozdílem, že je jejich velikost o něco menší a mají 

v porovnání i malý cytoplazmatický prostor. Pozorováním bylo zjištěno, že se v této 

SK-N-MC linii pravděpodobně vyskytují dva různé typy kolonií, při čemž jeden z nich 

měl na okraji více výrazných paprskovitých buněk. Teorie se potvrdila a byla tím 

vytvořena subklonová linie SK-MCIX. Ze stejné metastatické nádorové hmoty byla 
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vytvořena dvakrát klonovaná dceřiná linie SK-MC-IIE, složená z druhého typu buněk. 

(Biedler et al., 1973).  

Tato lidská neuroblastomová buněčná linie slouží jako významný model 

ve vyšetřování patogeneze Alzheimerovy choroby. Důležitá je nejen pro porozumění 

průběhu nemoci, ale také při vývoji nových strategií pro prevenci a léčbu pacientů 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

 

5.5 Buněčná linie SK-N-BE 

V roce 1972 byla in vitro biopsií kostní dřeně izolována buněčná linie SK-N-BE. 

Ještě v tomtéž roce byla opět provedena biopsie stejnému pacientovi a poskytla 

tak druhou souvislou linii. Z tohoto důvodu jsou linie rozlišovány do dvou typů 

a to  SK-N-BE (1) a SK-N-BE (2). I když jsou izolovány od jediného pacienta, 

ale v různých časech, i přes to mají společné biochemické rysy (Biedler et al., 1978).  
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5.6 Buněčná linie PC12 

Buňky feochromocytové linie PC12  jsou původně odvozeny nikoli od lidského 

neuroblastomu, ale od potkaních karcinomů (Reimann-Philipp et al., 2001). 

I přes to ve výzkumu zaujímají významné postavení. Pro in vitro studie je linie široce 

využívána jako hlavní model dopaminergních neuronů v molekulárních vědách. Je často 

používaným substrátem pro vyšetřování spousty aspektů a cest vzniku neurologických 

poruch. Především pokud se jedná o glutamátovou excitotoxicitu, epilepsii, 

Alzheimerovu nebo Parkinsonovu chorobu. Dále je linie často využívána pro studium 

oxidačního stresu a pozorování jeho škodlivých důsledků, které v organismu způsobuje 

(Lahiani et al., 2018).  
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6. Studie na buněčných liniích 

Z posledních let jsou k dispozici mnohé studie, které popisují práci s nádorovými 

buňkami lidského neuroblastomu. Využívá se při nich jejich charakteristických 

biochemických vlastností, které jsou velmi blízké lidským neuronům in vivo. Tento fakt 

dokazují četné klinické biochemické studie, které byly na kultivovaných 

neuroblastomových buněčných liniích provedeny. Bylo potvrzeno, že tyto nádorové 

buňky jsou multipotencionální a mají rozsáhlé možnosti funkční diverzity 

(Biedler et al., 1978).  

 

6.1 Alzheimerova choroba a diabetes mellitus - buněčná linie                 

SK-N-MC 

Některé výzkumy se shodují a jiné naopak popírají souvislost mezi 

Alzheimerovou chorobou a poruchou metabolismu glukózy při diabetes mellitus (DM). 

Ze zpráv, které myšlenku souvislosti obou onemocnění potvrzují, vyplývá, že 

metabolismus cholesterolu současně s hyperglykémií při diabetes mellitus může hrát 

významnou roli při neurologických dysfunkcích. Dále je v nich popisováno, že výskyt 

DM souvisí s akumulací prekurzorů amyloidu β v mozku a to značně přispívá 

k patogenezi Alzheimerovy choroby (Lee et al., 2016).  

Buněčná linie SK-N-MC je velmi vhodný in vitro model pro porozumění 

patogeneze Alzheimerovy choroby současně s výskytem DM a tím je i vhodnou 

platformou pro generaci nových strategií pro léčbu a prevenci toho 

neurodegeneratvního onemocnění (Biedler et al., 1978). V porovnání s potkaním 

buněčným modelem běžně využívaným pro testování diabetes mellitus kvůli vysokým 

koncentracím glukózy, bylo potvrzeno, že buňky SK-N-MC jsou rovněž vhodné 

pro analýzu tohoto onemocnění. Po provedení experimentu tak bylo potvrzeno, 

že hyperglykemický stav je spojen s neuropatií a apoptózou nervových buněk. Dále byla 

také potvrzena produkce a akumualce amyloidu β v mozku v takové dávce, která je 

kritická pro apoptózu neuronů. Pouhý diabetes mellitus není dostatečným podnětem 

k vyvolání Alzheimerovy choroby, ovšem pravděpodobně zhoršuje patogenezi 

a urychluje nástup neurodegenerativního onemocnění (Lee et al., 2016). 
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6.2 Cerebrální ischémie - buněčná linie PC12 

Cerebrální ischémie je i přes veškerou prevenci a velký pokrok v léčbě velmi 

častá příčina smrti u lidí mladších 65 let (Biedler et al., 1973). Z toho důvodu je 

vyvíjena snaha na objev nových neuroprotektivních látek, které by zabránily nervové 

apoptóze vedoucí k nervovým poruchám jakou je ischémie. Potkaní feochromocytová 

buněčná linie PC12 byla využita jako vhodný model v experimentu pozorování snížení 

koncentrací glukózy, kyslíku a dalších důležitých živin nezbytné ke správné funkci 

neuronů. Následkem jejich nedostatku může být právě zmiňovaná mozková ischémie 

(Reimann-Philipp et al., 2001).  

Pozorováním bylo zjištěno, že pohyb koncentrace glukózy koreluje s aktivitou 

a ochranným účinkem antioxidantů glukosaminem a jeho acetylovým derivátem          

N-acetylglukosaminem. Obě látky mají antioxidační a současně i antiapoptotické 

účinky na lidské nervové buňky. Na základě testování buněk linie PC12 s poškozením 

indukovaným sníženou hodnotou glukózy a současně zkoumání ochranného účinku 

glukosaminu a N-acetylglukosaminu, byla získána možnost správně popsat molekulární 

cesty mechanismu poranění mozku během ischémie (Lahiani et al., 2018). 

V závěru studie bylo vyhodnoceno, že dávky glukosaminu a N-acetylglukosaminu 

potřebné pro záchranu poškozených buněk nejsou pro neurony cytotoxické. A navíc, 

ošetření neuronů těmito látkami významně zvyšuje přežití buněk a snižuje jejich 

náchylnost k apoptóze při nízkých koncentracích glukózy (Biedler et al., 1978). Navíc 

data potvrdila i inhibiční účinek na intracelulární generaci ROS. Oba antioxidanty jsou 

tedy vhodné pro léčbu a prevenci ischemie nervových buněk (Lahiani et al., 2018). 
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7. Porovnání buněčných linií 

Nově objevená buněčná linie musí nejprve projít řadou experimentů, které mimo 

jiné zahrnují zjištění morfologie a biochemických vlastností. Poté je možné zahájit 

testování na daném buněčném modelu. Z mnoha prováděných studií vyplývá, že velmi 

vhodným výchozím modelem pro testování neurotoxického účinku látek se vedle 

potkaních a krysích prekurzorových buněk zdají být buňky lidského neuroblastomu 

(Biedler et al., 1973). Z tohoto nádorového onemocnění vyskytujícího se převážně 

v dětském věku, byla odvozena již řada buněčných linií, které se podobají lidským 

neuronům. Z rodičovských buněčných modelů jsou dále získávány jejich nové 

subklony, které jsou stejně nebo i více spolehlivé, s charakterističtějšími vlastnostmi 

a rozličnějšími typy buněk. Jelikož každá buněčná linie vykazuje podobnost k jiným 

typům poškozených neuronů, s narůstajícím počtem objevených modelů roste i možnost 

rozšiřování prováděných experimentů. Výzkumy se tak mohou zaměřit na vznik, 

patogenezi a následky neurodegenerativních chorob jako celku, ale mají také možnost 

zabývat se konkrétními jednotlivými nemocemi. Spousta studií byla provedena 

například pro objasnění příčin Alzheimerovy choroby. V tomto testování byly buněčné 

linie tak užitečné, že je díky nim nastíněna řada cest k předcházení vzniku této choroby, 

zpomalení rychlosti degradace neuronů v průběhu nemoci nebo i naděje na její částečné 

vyléčení. Vhodné buněčné linie dávají prostor v testování mechanismů neurotoxicity 

jednotlivých neurotoxinů. Studie již nemusí být zaměřeny například pouze na studium 

skupiny těžkých kovů, jako tomu bylo dříve, ale existuje možnost a prostor 

pro testování konkrétních prvků jako je arsen, kadmium a další (Biedler et al., 1973). 

Linie SK-N-SH je často využívána při studiích týkajících se neurotoxicity kovů 

a to převážně arsenu a jeho sloučenin (Garcia- Ramos et al., 2017). Její dceřiná buněčná 

linie SK-N-MC je velmi vhodným modelem pro vyšetřování neurodegenerativních 

chorob (Lee et al., 2016). Stejně tak jsou pro experimenty v této oblasti velmi často 

využívány linie SH-SY5Y a linie získaná z potkaních feochromocytomů PC12.  

Podle četnosti využívání linie PC12 v experimentech, dále šíře jejího uplatnění, 

množství mechanismů způsobující neurotoxicitu, které se na ní dají testovat a relativní 

snadnosti získání buněk ze zvířete, by se mohlo zdát, že je mezi vybranými zmíněnými 

nejvhodnější. Je využívána například pro testování excitotoxicity způsobené 

glutamátem, oxidačního stresu nebo epilepsie (Lahiani et al., 2018). Ovšem hlavní 

a také již zmiňovaný problém představuje to, že je získávána ze zvířat. A i když jsou 
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výzkumy a studie prováděné na této linii užitečné a pomohly objasnit mechanismy 

působení oxidačního stresu, stresu endoplazmatického retikula a dalších, nikdy nebude 

typ těchto buněk zcela shodný s lidskými neurony. A to může vytvářet bariéru, kvůli 

které někteří vědci nechtějí uznat výsledky testů získaných současně s použitím této 

linie. Využívání linie PC12 je tedy výhodné z hlediska finanční nákladů, které jsou nižší 

než při získávání neuroblastomových buněk a jejímu širokému uplatnění. Pokud je 

ale k jistému výsledku vyžadována co největší podobnost s lidskými neurony in vivo, 

jsou upřednostňovány linie odvozené od lidského neuroblastomu (Biedler et al., 1978). 

Podobně četné zastoupení v mnoha výzkumech má lidská neuroblastomová linie, 

objevena téměř již před padesáti lety, SH-SY5Y. Řeší navíc problém rozdílnosti 

mezi potkaním a lidským typem buněk. Její velkou výhodou je její stabilita. Stejně 

tak, jako je tomu u feochromocytové buněčné linie, je možnost jejího využití velmi 

široká. Výsledky experimentů na ní provedené posunuly vědu o výrazný kus dál 

ve vyšetřování Alzheimerovy a Parkinsonovy choroby. Jako jedna z mála je používána 

i na testování virových onemocnění (Pahlman et al., 1984).   

Buněčná linie SK-N-SH, která je rodičovským prekurzorem pro většinu ze zbytku 

neuroblastomových linií, má svou výhodu ve dvou různých typech buněk, 

které obsahuje (Biedler et al., 1973). Některé výzkumy dokonce tvrdí, že počet jejich 

typů je ještě větší (Akkuratov et al., 2015). Je možné, že další uplatnění této linie ve 

výzkumech bude ještě v budoucnosti objeveno.  

Je těžké stanovit jedinou nejlepší buněčnou linii pro testování neurotoxických 

účinků látek z celého velkého množství známých buněčných linií. Pro výzkum 

nejvhodnější ze zvířecích modelů se zdá být linie PC12 díky jejímu výše popsanému 

širokému uplatnění. Ve vědě nejpoužívanější z lidských typů je neuroblastomová linie 

SH-SY5Y, která rozhodně může být díky svým vlastnostem adeptem na jednu 

z nejvhodnějších buněčných linií pro testování neurotoxicity.  
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8. Závěr 

Bakalářská práce je literární rešerší, jejímž cílem bylo zmínit a charakterizovat 

nejčastěji používané buněčné linie využívané v testování neurotoxicity. Buněčný model 

PC12 odvozený od potkaních feochromocytomů představuje vhodnou platformu 

pro experimentální studie. Ovšem lidské a potkaní buňky se liší v mnoha faktorech, 

a tudíž nejsou tak často využívány v testování neurotoxicity u lidí. Velice vhodným 

materiálem se zdají být buňky lidského neuroblastomu. Často využívaným modelem 

vhodným pro testování neurotoxicity jsou lidské neuroblastomové buňky SH-SY5Y. 

Odvozeny jsou od původní rodičovské linie SK-N-SH, která poskytuje ještě další řadu 

subklonů rovněž využívaných při experimentech.  

Díky buněčným liniím a jejich využití v oblasti výzkumu neurotoxicity je 

umožněno odhalovat patogenezi onemocnění způsobených neurotoxickými agens. 

Mezi ty nejzávažnější patří Alzheimerova a Parkinsonova choroba. V neposlední řadě 

se současné studie zaměřují na podrobnější charakterizaci nanotoxicity a možná 

zdravotní rizika způsobená nanočásticemi. Buněčné linie napomáhají v rámci 

vědeckého výzkumu objevovat další nebezpečné neurotoxiny, odhalovat a pochopit 

mechanismy jejich působení a do budoucna snad i pomáhat co nejvíce eliminovat 

výskyt neurodegenerativních onemocnění. 
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