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přehledNý referát

Tkáňové kultury pro studium prionových 
chorob

Cell Cultures for the Study of prion diseases

Souhrn
transmisivní spongiformní encefalopatie neboli prionová onemocnění jsou smrtelné neu-
rodegenerativní choroby, pro něž je charakteristická akumulace patologické izoformy prio-
nového proteinu v mozku postižených jedinců. Běžným modelovým systémem pro studium 
jejich patogeneze jsou laboratorní zvířata. experimenty na pokusných zvířatech jsou však 
zdlouhavé, drahé a eticky sporné. Navíc možnost detailního studia biochemických procesů 
spojených s těmito chorobami je velmi omezena. řadu nevýhod odstraňuje použití tkáňových 
kultur. Buněčné linie schopné propagace patologické formy prionového proteinu umožňují 
rychle detekovat prionovou infektivitu a na molekulární úrovni studovat procesy spojené 
s přenosem a propagací prionů. použití tkáňových kultur s sebou nese i omezení spojená 
s malým počtem linií schopných dlouhodobě propagovat priony a také se schopností mode-
lovat pouze některé aspekty prionové infekce. přesto tkáňové kultury významně posouvají 
možnosti studia prionových chorob, a to od výzkumu základních mechanizmů propagace 
prionů až po testování antiprionových látek, které by mohly najít uplatnění při jejich léčbě.

Abstract
transmissible spongiform encephalopathies, or prion diseases, comprise a group of fatal neu-
rodegenerative disorders. Common to all these diseases is the accumulation of pathogenic 
prion protein isoforms in the brain. Much of the pathogenesis of prion diseases is studied in 
animal models. these experiments are time-consuming, expensive and ethically disturbing. 
In addition, animal models provide only limited scope for the study of biochemical aspects 
of these disorders in detail. Considerable efforts have been made to establish cell culture 
models supporting prion agent replication, but only a few permissive cell cultures have been 
found in which the stable propagation of prions can take place. Another restriction is associ-
ated with their ability to model only certain aspects of these diseases. the main advantage of 
cell culture is that it allows the rapid detection of prion infectivity and detailed study of pro-
cesses linked to the propagation and spread of prions. despite their limitations, cell cultures 
remain a powerful tool for the study of the mechanisms of prion propagation and the testing 
of anti-prion compounds that have much relevance to treatment of these diseases.
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Úvod
transmisivní spongiformní encefalopa-
tie (tSe) postihují jak člověka, tak zvířata. 
lidské tSe mohou mít formu sporadickou 
(Creutzfeldtova-Jakobova choroba, sCJN), 
genetickou (GSS, ffI, fCJN) a infekční 
(iCJN, vCJN, kuru), viz tab. 1, více viz [1].

Zájem o tSe prudce stoupl během 90. let 
20. století v důsledku rozsáhlé epidemie 
bovinní spongiformní encefalopatie (BSe) 
ve velké Británii a následného přenosu BSe 
na člověka ve formě nové varianty CJN 
(vCJN). pro tento přenos existuje řada ne-
přímých důkazů [2–4]. Zavedením bezpeč-
nostních opatření, jako je zákaz zkrmování 
masokostní moučky a rozsáhlé testování 
dobytka s nucenou porážkou postižených 
stád, se podařilo epidemii BSe potlačit. Na-
štěstí se také nenaplnily katastrofické scé-
náře možného rozsahu epidemie vCJN. 
od roku 2000 dochází k pozvolnému po-
klesu ročně zaznamenaných případů. Nic-

méně nadále zůstává nejasné, jaké množ-
ství lidí inkubuje vCJN priony bez klinických 
příznaků a zda mohou takto postižení je-
dinci být sekundárním zdrojem vCJN šíře-
ného nosokomiální cestou. v současnosti 
se navíc v Severní Americe lavinovitě šíří 
chronické chřadnutí jelenovité zvěře (chro-
nic wasting diseases, CWd), existují tedy 
obavy z možného přenosu CWd na hos-
podářská zvířata či přímo na člověka. tato 
situace společně s dokumentovanou mož-
ností přenosu tSe transplantací rohovky 
[5,6] nebo krevní transfuzí [7,8] podtrhuje 
potřebu vývoje preklinického testu pro tSe 
a nalezení účinné léčby.

hlavním diferenciálním znakem tSe je 
přítomnost konformačně odlišné patolo-
gické formy (prptSe) běžně se vyskytujícího 
buněčného prionového proteinu (prpC), 
který je nejvíce exprimován v neuronální 
tkáni. prpC je povrchový glykoprotein s do-
posud nepřesně specifikovanou funkcí, 

který se vyskytuje u všech savců, ale také 
u ptáků, plazů nebo ryb. předpokládaný 
infekční mechanizmus stojící za priono-
vými onemocněními je schopnost abnor-
málního prionového proteinu prptSe změ-
nit konformaci prpC na prptSe bez účasti 
kódujících nukleových kyselin [9]. přestože 
souvislost prptSe s prionovými onemocně-
ními byla popsána před více než 25 lety, 
stále nejsou zodpovězeny základní otázky 
spojené s konverzí prpC na prptSe, mecha-
nizmem propagace prptSe v buňkách, pod-
mínkami přenosu prptSe a fyziologickou 
funkcí prpC. hledání odpovědí na ně kom-
plikuje řada faktorů, k nimž patří zejména 
velká podobnost molekul prptSe a prpC, 
které se odlišují prakticky pouze rozdílnou 
konformací. prptSe obsahuje více než 40 % 
struktury β skládaného listu [10], zatímco 
prpC obsahuje přibližně 3 % této struktury 
[11]. dalším faktorem, který komplikuje 
studium prp i prionových chorob obecně, 

Tab.1. Přehled lidských TSE.

Lidské TSE

TSE Příznaky onemocnění Neuropatologie Poznámky

sporadická Creutzfeldtova- 
-Jakobova choroba (sCJN) demence, kterou  

doprovází myoklonus,  
extrapyramidové  

a pyramidové příznaky,  
mozečková ataxie  

a mutizmus

spongiformní  
degenerace mozku,  
ztráta či vakuolizace  

neuronů, glióza, 
ukládání amyloidových 

plak

nejčastější z forem CJd, cca 85 % pří-
padů, tato forma nemá dědičnou ani 

infekční etiologii

iatrogenní/náhodně
 přenesená CJN

přenos prionové infekce kontaminova-
nými chirurgickými nástroji, transplan-

tací rohovky, tvrdé pleny atd.

dědičná CJN
autozomálně dominantní dědičnost, 
objevení příznaků kolem 60. roku ži-

vota, spojena s mutacemi v prNp genu

variantní CJN (vCJN)

mladší věk pacientů, delší prů-
běh nemoci, mozečková ata-
xie, dysestezie, poruchy cho-
vání, postupně se rozvíjející 

demence

velké množství amyloido-
vých plak v mozku a mo-

zečku, glióza, ztráta 
neuronů především v ob-

lasti bazálních ganglií 
a thalamu

vysoce pravděpodobná souvislost 
s BSe, dokumentována možnost  

přenosu krevní transfuzí

fatální familiální
insomnie (ffI)

zpočátku poruchy spánku 
a dysautonomie, později 

úplná insomnie, demence,  
rigidita a mutizmus

rozsáhlá atrofie thalamu 
se ztrátou 80–90 % neu-

ronů, která je doprovázena 
nárůstem počtu astrocytů, 
spongiformní změny větši-

nou nejsou patrné

nejčastěji jako dědičné autozo-
málně dominantní onemocnění 

s mutací d178N genu prNp při ko-
donu129 M/M, objevení příznaků  

mezi 36. a 62. rokem života

Gerstmannův-Sträusslerův-S-
cheinkerův syndrom (GSS)

pomalu postupující mozeč-
ková ataxie s hyporeflexií, 

a pyramidovými příznaky, de-
mence se objevuje v pozděj-

ších stadiích choroby

degenerace a ztráta neu-
ronů, spongiformní změny, 
glióza, více lokalizovaných 

amyloidových plak

nejčastěji jako autozomálně domi-
nantní choroba, prNp gen může  
být mutován v několika odlišných  
místech, objevení příznaků mezi  

30. a 50. rokem života

kuru
nejvýznamnějším příznakem je 
postupující ataxie a demence

rozsáhlá neurodegene-
race, intenzivní glióza, velké 
množství amyloidových plak

výskyt v populaci domorodého kmene 
na papui Nové Guiney, přenos způso-

ben rituálním kanibalizmem
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jsou specifické fyzikálněchemické vlast-
nosti prptSe, především jeho sklon k tvorbě 
agregátů [12,13], a dále pak dlouhá inku-
bační doba, která je u člověka 5–30 let, 
u krávy 3–6 let a u myši asi 150 dní. právě 
inkubační doba je jednou z největších ne-
výhod využití zvířecích modelů při studiu 
tSe. dalšími nevýhodami jsou odlišnosti 
v expresi prpC u různých živočišných druhů 
[10,14], finanční náročnost experimentů 
a obtížnost studia detailních biochemic-
kých procesů v živém organizmu.

tkáňové kultury (tK) neboli buněčné 
linie schopné propagovat priony nabízejí 
možnosti, jak tyto limity překonat. tK jsou 
buňky, které jsou odvozeny od mnohobu-
něčných eukaryot, lze kultivovat in vitro 
v přesně kontrolovaných podmínkách 

(vhodná teplota, kultivační média, nasy-
cení Co2

 apod.). primárně izolované bu-
něčné linie, např. pokusných zvířat mají 
omezenou životnost, podléhají stárnutí 
a po určité době se buňky přestanou dělit. 
Široce využívané jsou proto tkáňové kul-
tury, které jsou „nesmrtelné“. Zpravidla 
jde o buňky získané z nádorů nebo uměle 
imortalizované vnesením vhodných genů. 
v tomto případě se hovoří o kontinuál-
ních buněčných liniích. I v nich si buňky 
obvykle zachovávají částečnou schop-
nost regulace buněčného dělení. pokud ji 
ztratí a dělí se nekontrolovaně, mluvíme 
o transformované buněčné linii.

většina buněčných linií vyžaduje k růstu 
vhodný povrch – adherentní kultury. Ně-
které typy buněk dokáží přežívat a dělit se 

v suspenzi; například buněčné linie odvo-
zené od krevních buněk.

při dlouhodobé práci s buněčnou linií 
se zpravidla krátce před dosažením kon-
fluence buňky od povrchu kultivační ná-
doby uvolní nejčastěji působením tryp-
sinu nebo chelátorů dvojmocných iontů 
– edtA. vzniklá suspenze se naředí a na-
sadí do nových kultivačních nádob. Celý 
postup se označuje jako pasáž.

pro studium prionových chorob je 
v současné době využíváno více než 15 
adherentních buněčných linií, které jsou 
schopné dlouhodobé propagace prptSe.

Tkáňové kultury
Mezi nejpoužívanější buněčné linie patří 
především myší [15–17], několik králi-

Tab. 2.  Přehled nejpoužívanějších tkáňových kultur.

Buněčná 
linie

Druh
Tkáň původu nebo 

buněčný typ

Prionové kmeny, 
které infikují uve­

dené buněčné linie
Poznámky Citace

N2a myš neuroblastom rMl, 22l, Chandler
neprodukuje velké množství prpC,  
častěji se používají její subklony 

[15,30]

N2a58 myš
neuroblastom, 
 sub-klon N2a

Chandler, 22l
6krát vyšší exprese prpC oproti N2a,  
transfekovaná plazmidem nesoucím  

myší prnp cdNA
[15]

Gt1 myš hypothalamus
Sy, fU, Chandler, 
rMl, 22l, 139A

jediná linie vykazující znaky 
neurodegenerace

[14,15,31,32]

Gt1–7 myš
hypothalamus, 
 subklon Gt1

Chandler, 139A, 22l, 
fU, Sy

8krát vyšší exprese prpC oproti N2a,  
buňky imortalizované velkým t  

antigenem viru Sv40
[14,15,28,31]

pC12 krysa feochromocytom 139A
v přítomnosti NGf diferencuje na  

neuronům podobné buňky
[19]

ShSy–5y člověk neuroblastom CJd nestabilní produkce prptSe [20]

hpl3–4 myš hipokampus 22l
neprodukuje prpC, po transfekci  
ektopicky produkuje myší prpC 

[23]

SMB-pS myš

mezodermální buňky 
izolované z mozků 
myší infikovaných 

scrapie

Chandler, 22f
SMB linie vyléčena od prionové  

infekce pentosan sulfátem
[26]

CAd myš
katecholaminergní 

neurony z CNS 
rMl, Me7, 301C, 22l schopnost reverzibilní diferenciace [33,34]

NIh/3t3 myš fibroblasty 22l nízká produkce prpC [16]

morK13 králík
ledvinové epiteliální 

buňky
fukuoka-1, Chandler, 

22l, M100
rK13 po transfekci ektopicky  

produkuje myší prpC [29,35]

rov králík
ledvinové epiteliální 

buňky
ovčí scrapie

vyvinuta z rK13, ektopická  
produkce  ovčího prpC [17]

rov9 králík
ledvinové epiteliální 
buňky, subklon rov

ovčí scrapie
oproti rov zvýšená produkce  

ovčího prpC [36]

l929 myš fibroblasty rMl, 22l, Me7 nízká produkce prpC [16]

Cho křeček buňky ovaria
adaptovaný křeččí 

scrapie kmen
nedetekovatelná produkce prpC [18]
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čích [18], křeččí [19] a krysí buněčné linie 
[20]; více viz tab. 2. podařilo se sice vytvo-
řit i několik lidských linií [21,22], bohužel 
žádná z nich zatím není spolehlivým mo-
delem pro studium prptSe. používané bu-
něčné linie jsou jak neuronálního, tak i ji-
ného původu (fibroblasty, ledvinné buňky, 
buňky ovaria).

tK nabízejí řadu výhod oproti experi-
mentům využívajícím zvířecí modely. Je 
to snadná tvorba buněčných linií s ovlivni-
telnou expresí prpC a tvorba různých prpC 
mutant, které pomáhají především při stu-
diu vlastností prionových kmenů (různé 
prptSe se shodnou aminokyselinovou sek-
vencí, ale odlišnými biologickými a che-
micko-fyzikálními vlastnostmi [23]), pod-
staty mezidruhové bariéry (minimalizace 
nebo ne účinnost přenosu infekce mezi 
jednotlivými živočišnými druhy) a mecha-
nizmu konformační změny prpC na prptSe 
nebo šíření prptSe z buňky na buňku. dal-
ším významným přínosem je využití tK 
pro rychlou detekci prionové infektivity 
v krátké době po infekci a snadné testo-
vání látek s anti-prionovým účinkem.

použití tkáňových kultur má své li-
mity, které je nutné brát při jejich aplikaci 
v úvahu. především je obtížné získat bu-
něčné linie senzitivní k prionové infekci, 
přičemž tyto buňky jsou schopné pro-
pagovat jen omezený počet prionových 
kmenů. Klíčovým kritériem pro dlouhodo-
bou nebo trvalou senzitivitu buněk k pri-
onové infekci je exprese prpC. to bylo 
potvrzeno pokusy in vitro na hpl3–4 bu-
něčné linii odvozené z buněk hipokampu 
myší s deletovaným prNp genem [24], 
které byly zcela rezistentní k prionové in-
fekci a shodovaly se s předchozími vý-
sledky in vivo experimentů [25]. exprese 
prpC je klíčovým, ale pravděpodobně ni-
koli jediným nezbytným faktorem, který 
hraje roli v propagaci prptSe (více viz pod-
kapitola přenos prionové infekce v tkáňo-
vých kulturách).

Nejpoužívanější buněčné linie 
využívané pro studium prionového 
proteinu a aspektů prionových 
onemocnění

SMB
linie odvozená z buněk myšího mozku 
infikovaného prionovým kmenem Chan-
dler [26]. Neinfekční analog byl získán vy-
léčením buněk pomocí pentosan sulfátu, 
tj. polyaniontový sulfátový glykan [27].

PC12
linie odvozená z buněk krysího feochro-
mocytomu [20]. v přítomnosti nervového 
růstového faktoru (NGf) v nízké koncen-
traci dochází k diferenciaci, která vede 
k rozšíření neuritů, vývoji vzrušivé mem-
brány a syntéze neurotransmiterů. tato 
diferenciace umožnila studování funkce 
prpC v buňkách s vlastnostmi neuronů.

N2a
linie odvozená z myších neuroblastomo-
vých buněk je jednou z nejpoužívanějších 
buněčných linií. Sama o sobě neprodu-
kuje velké množství prpC, proto byly se-
lektovány její subklony, které produkují 
jeho větší množství. v současné době 
patří mezi nejpoužívanější subklony pK1 
linie [28].

GT1
linie odvozená z myších hypothalamic-
kých buněk; oproti N2a stabilně produ-
kuje až 8krát větší množství prpC [16]. 
patří k malému počtu buněčných linií, 
u kterých byla během prionové infekce 
pozorována neurodegenerace [15,29]. 
Slouží tedy jako jedinečný model pro stu-
dium neurodegenerace a apoptózy způ-
sobené prionovou infekcí.

CAD
linie je subklonem buněk odvozených z my-
ších katecholaminergních neuronů CNS, vy-
kazuje vlastnosti neuronů, ale postrádá je-
jich morfologii. při kultivaci bez přídavku 
séra prochází reverzibilní morfologickou di-
ferenciací do podoby neuronálních proge-
nitorů. Slouží tedy jako jedinečný model pro 
studium neuronální diferenciace.

RK13
linie odvozená z králičích epiteliálních 
buněk, produkuje minimální nebo žádné 
množství endogenního králičího prpC. 
Buňky jsou však schopny ektopicky expri-
movat ovčí (rov linie) nebo myší (morK13 
linie) prpC, a proto je možné je infikovat 
ovčí scrapie [18] nebo adaptovanými my-
šími prionovými kmeny [30].

HpL3–4
tato linie má obdobné vlastnosti jako 
rK13; je odvozena z buněk hipokampu 
myší s deletovaným prNp genem. při ek-
topické expresi myšího prpC byly buňky 
senzitivní k infekci adaptovanými myšími 
prionovými kmeny [24]. Spolu s rK13 bu-

něčnou linií přináší možnost vytvoření no-
vých modelů propagujících a přenášejících 
prptSe z druhů, ke kterým zatím neexistují 
buněčné linie.

SH-SY5Y
tato lidská neuroblastomová linie po in-
fekci mozkovým homogenátem pacientů 
trpících sporadickou formou CJN produ-
kuje prptSe. Jeho přítomnost byla deteko-
vána i po 30 pasážích. tato buněčná linie 
však není pro studium CJN spolehlivým 
modelem, protože produkce prptSe není 
stabilně detekovatelná [21].

výše uvedený výčet buněčných linií není 
vyčerpávající, avšak postihuje nejdůleži-
tější zástupce tK, které jsou pro studium 
prp a aspektů prionových chorob použí-
vány nejčastěji. Z uvedených kultur jsou 
v naší laboratoři využívány myší linie neu-
rálního původu CAd5, pK1, N2a, SMB-pS 
a fibroblastoidní linie l929 a NIh3t3. 
linie CAd5 a pK1 patří v současné době 
k liniím, které jsou k infekci adaptova-
nými myšími kmeny scrapie nejcitlivější. 
Buněčné linie nám slouží ke sledování pů-
sobení antiprionových látek, vlivu růsto-
vých podmínek na infikovatelnost buněk 
a studiu mechanizmu prionové infekce. 
velkým přínosem bylo zavedení a v sou-
časné době již rutinní využívání in vitro 
metod detekce prionové infektivity.

Detekce PrPTSE

Spolehlivá detekce prionové infekce má 
význam především pro zabránění přenosu 
tSe, např. krevní transfuzí [7], kontamino-
vanými neurochirurgickými nástroji [38], 
kontaminovaným krmivem, nebo pro tes-
tování antiprionových látek.

potvrzení diagnózy tSe je obvykle za-
loženo na stanovení přítomnosti prptSe ve 
vzorku mozkové tkáně, kde je koncen-
trace prptSe největší. při jeho detekci se vy-
užívá rozdílná citlivost prpC a prptSe k prote-
olytickému štěpení proteinázou K. prpC je 
beze zbytku štěpen jako většina proteinů. 
Z prptSe je odštěpeno přibližně prvních 
90 AK a zůstává neštěpitelný zbytek o ve-
likosti asi 142 AK označovaný jako prpres, 
který lze detekovat řadou metod, jakými 
jsou např. imunohistochemie, pet blot, 
elISA nebo western blot (obr. 1a poří-
zený v naší laboratoři). průkaz prpres je po-
važován za znak tSe infekce. v některých 
případech hladina prpres neodpovídá sta-
diu onemocnění [39]. A ve vzácných pří-
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padech nemusí být prionové onemocnění 
spojeno s přítomností detekovatelného 
množství prpres [40]. proto nepřítomnost 
prpres není vždy spolehlivým ukazatelem 
vylučujícím prionovou infekci.

přímou detekci prionové infektivity 
umožňuje myší bioassay, která je jednou 
z nejcitlivějších metod. principem je intra-
cerebrální očkování indikátorových zvířat 
homogenátem studované tkáně. pokud 
byl vzorek infekční, po několika měsí-
cích začne myš projevovat příznaky tSe 
a následně umírá [41]. Myší bioassay má 
kromě etického hlediska dvě zásadní ne-
výhody, které brání jejímu širokému pou-
žití, a to dlouhou dobu trvání (cca 20–40 
týdnů) a velkou finanční náročnost.

Na bázi tK byly v posledních letech vyvi-
nuty in vitro testy pro rychlou detekci prio-
nové infektivity – metoda buněčného blotu 
[14] (obr. 1b z naší laboratoře) a scrapie 
buněčného testu [15], který se svou citli-
vostí vyrovná myší bioassay. prionová in-
fekce je detekovatelná po inkubaci indiká-
torových buněk s vyšetřovaným mozkovým 
homogenátem při jeho ředění 10-7 až 10-8. 
Metoda je však 10krát rychlejší a zhruba 
100krát levnější než myší bioassay [42].

právě výše zmíněné in vitro testy by 
mohly být do budoucna slibnou metodou, 
jak detekovat infekční vzorky zvířecích či 
lidských tkání v krátkém časovém úseku 
s dostatečnou citlivostí. Již dnes lze pomocí 
různé míry infekce indikátorových buněč-
ných linií, nejčastěji CAd5 nebo pK1, cha-
rakterizovat odlišné prionové kmeny [35], 
podobně jako jsou např. charakterizovány 
odlišnými histopatologickými změnami 
v mozku postižených jedinců.

Využití tkáňových kultur při 
studiu prionového proteinu
tK se využívají jak k objasnění fyziologické 
funkce prpC, jeho lokalizace v buňce, tak 
ke studiu lokalizace a průběhu konfor-
mační změny prpC v prptSe. dále slouží pro 
studium podmínek propagace a přenosu 
prionové infekce, charakterizaci priono-
vých kmenů, mezidruhové bariéry, iden-
tifikaci buněčných vazebných partnerů 
prptSe a v neposlední řadě i pro testování 
látek s možným anti-prptSe účinkem.

tK na jedné straně umožňují detailně 
studovat nezodpovězené otázky, na 
straně druhé před nás kladou úkol dobře 
porozumět procesům probíhajícím in vitro 
tak, aby bylo možné poznatky aplikovat 
in vivo a do humánní medicíny.

Obr. 1. Detekce PrPRes western blotem a buněčným blotem.

a) detekce prpC a prpres western blotem v myších neuronálních CAd5 buňkách. Ne-
infekované CAd5 buňky neobsahují abnormální prionový protein. prptSe je přítomen 
v CAd5 buňkách infikovaných rMl kmenem myší laboratorní scrapie. Buněčné ly-
záty byly inkubovány s proteinázou K (+pK) nebo bez proteinázy K (-pK). prionový pro-
tein byl detekován pomocí monoklonální protilátky Ah6. prionový protein se vyskytuje 
ve třech izoformách – neglykosylované, monoglykosylované a diglykosylované. po ště-
pení proteinázou K došlo u neinfekčních buněk ke kompletní degradaci prpC. U infiko-
vaných buněk detekujeme prpres u kterého došlo ke snížení molekulové hmotnosti jed-
notlivých isoforem po odštěpení části molekuly prptSe.

b) detekce prpres buněčným blotem v myších neuronálních N2a buňkách infikovaných my-
ším prionovým kmenem rMl. princip buněčného blotu spočívá v přenosu rostoucích buněk 
(po třetí pasáži od inkubace s infekčním agens) na nitrocelulózovou membránu, kde je prpres 
detekován obdobným způsobem jako při western blotu (štěpení prp proteinázou K a de-
tekce prpres pomocí protilátky). Negativní kontrola – neinfikované N2a buňky, 0,1% rMl – 
N2a buňky infikované 0,1% infekčním rMl mozkovým homogenátem, 1% rMl – N2a 
buňky infikované 1% infekčním rMl mozkovým homogenátem, N2a 22l – pozitivní kont-
rola (N2a buňky stabilně infikované 22l kmenem myší laboratorní scrapie).

b) Detekce PrPRes buněčným blotem

a) Detekce PrPRes western blotem

35kda –

25kda –

15kda –

-pK  +pK  -pK  +pK 

neinfekční
CAd5 buňky

negativní 
kontrola

0,1% 
rMl

1% 
rMl

N2a 22l 
pozitivní kontrola

CAd5 buňky
infikované rMl

Přenos prionové infekce 
v tkáňových kulturách
většina tK neprojevuje po infekci pri-
ony žádné změny. Šíření prionů in vitro 
je ovlivněno typem buněk. v některých 
případech je přenos prptSe závislý na pří-

mém buněčném kontaktu, v jiných pří-
padech však nikoli [24,36,43]. Jednotlivé 
kmeny prionů jsou selektivně propago-
vány pouze některými buněčnými liniemi. 
Kritériem pro odlišení prionových kmenů 
in vitro je především rozdílná elektrofo-
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tuře a in vivo prodlužují až 4krát inku-
bační dobu u infikovaných laboratorních 
zvířat. Mechanizmus účinku je pravdě-
podobně založen na inhibici vazby prptSe 
a prpC [37].

větvené polyamidy, mezi něž patří 
p-dendrimery, in vitro interagují s prp. In-
hibiční účinek byl pozorován u buněk již 
exprimujících prptSe. In vivo byla pozoro-
vána inhibice akumulace prptSe ve slezině 
myší intraperitoneálně infikovaných pri-
ony [53].

Monoklonální protilátky proti prp inhi-
bují in vitro konverzi prpC na prptSe, dochází 
tak k potlačení vzniku prptSe. v některých 
případech vedla tato terapie k úplnému 
vyléčení buněk [55]. In vivo byla testována 
jak aktivní, tak i pasivní imunizace, které 
v řadě případů vedly k prodloužení inku-
bační doby a zmírnění projevů onemoc-
nění [57,59]. Úspěch terapie je však zá-
vislý na použití určitých monoklonálních 
protilátek proti prp [54,56,58].

příkladem sulfátového glykanu je po-
lyaniontový pentosan polysulfát (ppS), 
který byl použit k odléčení prionové in-
fekce ve stabilně infikované buněčné kul-
tuře [27]. ppS byl injektován pokusným 
myším přímo do mozku [60]. tato terapie 
výrazně prodloužila inkubační dobu one-
mocnění. ppS byl také použit pro terapii 
v humánní medicíně. Na univerzitě fu-
kuoka v Japonsku se podrobilo intraven-
trikulárnímu podávání ppS 11 pacientů 
(3 s dědičným typem CJN, 2 s iatrogenní 
CJN, 6 se sporadickou CJN a 1 s GSS). 
pacientům byl ppS podáván kontinu-
álně ventrikulárním katétrem zavedeným 
přímo do mozku a připojeným na subku-
tánní infuzní pumpu. dávky ppS postupně 
stoupaly od 1 do 120  µg/ kg/ den. terapie 
byla dobře snášena; pouze u některých 
pacientů se po intraventrikulárním podání 
ppS objevil subdurální hydrom. průměrná 
doba života při podání ppS byla 24,2 mě-
síců; sedm osob zemřelo na sepsi a pneu-
monii. terapie neovlivnila klinické pří-
znaky, pouze prodloužila život pacientů 
[61]. od roku 2003 absolvovalo terapii in-
traventrikulárním podáváním ppS více než 
25 pacientů; výrazného benefitu však ne-
bylo dosaženo.

další látkou, jejíž antiprionové účinky 
byly testovány in vitro a také in vivo při ex-
perimentech na zvířatech, jakož i pro te-
rapii v humánní medicíně, je quinacrine. 
Quinacrine je původně antimalarikum. při 
použití in vitro byla tato látka schopna vy-

rimentů. vedle esenciální úlohy prpC tyto 
výsledky naznačují důležitost dalších fak-
torů, které mohou modulovat procesy 
spojené s průběhem a projevy onemoc-
nění. Specifické faktory buňky, jako pro-
teiny, glykosaminoglykany [48], endo-
genní retroviry [49] nebo mikro rNA [50], 
se mohou spolupodílet na těchto proce-
sech jako předpovězený, ale dosud nena-
lezený „protein/faktor X“ [51,52].

Příznaky prionových onemocnění 
v tkáňových kulturách
projevy neurodegenerace in vitro nejsou 
u většiny buněčných linií patrné a buňky 
nenesou žádné známky onemocnění. 
Jedním z důvodů může být imortalizace 
a transformace tK, u nichž se, na rozdíl 
od diferencované mozkové tkáně, neu-
rodegenerace neprojevuje. Znaky neuro-
degenerace a apoptózy byly pozorovány 
u Gt1 linie dlouhodobě propagující prio-
novou infekci [15,29]. Sedmiměsíční ex-
prese prptSe se u Gt1 buněk projevila změ-
nami v životaschopnosti, době zdvojení, 
morfologii, cytopatologii a apoptóze. 
U prionem infikovaných Gt1 buněk po-
klesla životaschopnost o 11 %, prodlou-
žila se doba zdvojení z 1,5 na 2–2,5 dny. 
Buňky přestaly růst v jedné vrstvě a začaly 
vytvářet shluky, zvýšil se počet autofagic-
kých vakuol a v buňkách byly detekovány 
fragmenty dNA. všechny tyto příznaky 
byly reverzibilně zmírnitelné přidáním ner-
vových růstových faktorů [15]. Sledování 
cytopatologických změn in vitro může 
zprostředkovat bližší porozumění mecha-
nizmům spongiformní dystrofie a tvorby 
amyloidových plak a následně napomoci 
hledání cest k eliminaci těchto patologic-
kých projevů.

Hledání látek pro léčbu prionových 
onemocnění
Možnost detekce malého či minimálního 
množství prptSe i během časných fází in-
fekce nabízí využití tK jako vhodného 
nástroje pro hledání látek s anti-prptSe 
účinkem. při studiích in vitro se během po-
sledních let podařilo objevit několik látek 
s anti-prptSe účinkem, které je možné vyu-
žít také při léčbě in vivo. Mezi nejvýznam-
nější patří cyklické tetrapyroly [37], vět-
vené polyaminy [53], protilátky proti prp 
[28,45–59] a sulfátové glykany [27].

Mezi cyklické tetrapyroly náleží por-
fyriny a ftalocyaniny. tyto látky in vitro 
inhibují akumulaci prptSe v buněčné kul-

retická pohyblivost prpres po štěpení pro-
teinázou K a odlišné zastoupení jednotli-
vých glykoforem prptSe, které závisí kromě 
kmenu prionů i na typu buněk [16]. Stu-
dium podstaty těchto charakteristik by 
mohlo výrazně pomoci při hledání dů-
vodu selektivní akumulace prptSe v od-
lišných oblastech mozku [44], objasnění 
rozdílné délky inkubační doby nebo vy-
světlení otázky, proč dochází k rozdílným 
histopatologickým změnám v mozku in-
fikovaných jedinců při infekci různými 
kmeny prionů.

problematika druhové bariéry se ob-
jevuje i při experimentech in vitro. po-
dobně jako u experimentálních zvířat je 
velmi obtížné infikovat buněčné kultury 
priony pocházejícími z jiného živočišného 
druhu. tento problém lze někdy obejít 
modifikací buněk tak, aby exprimovaly 
buněčný prionový protein odpovídající 
živočišnému druhu, jehož priony použí-
váme pro infekci. S využitím tK bylo také 
ukázáno, že mezidruhový přenos není 
pravděpodobně ovlivněn jen rozdílnou 
aminokyselinovou sekvencí prp, ale také 
konformací prptSe.

typ buněk a rychlost jejich dělení rov-
něž ovlivňuje akumulaci prionů v bu-
něčné kultuře [45,46]. Studie využívající 
myší neuroblastomové N2a buňky uká-
zaly, že požadavky pro dlouhodobou in-
fekci buněčné kultury mají specifika dopo-
sud nepozorovaná v podmínkách in vivo. 
Weismann [46] popisuje, že při rych-
losti buněčné proliferace, jež překračuje 
rychlost šíření prionů, nemůže docházet 
k perzistentní infekci, a naopak dochází 
k jejich ředění a možnému vymizení in-
fekce. oproti tomu Ghaemmaghami et al 
[45] došli při studiu N2a buněk k výsled-
kům naznačujícím, že buněčné dělení sice 
ovlivňuje hladinu exprese prptSe, avšak ne-
dochází ani ke kompletnímu vyředění in-
fekce, ani k exponenciálnímu nárůstu 
hladiny prptSe. vorberg et al [47] navíc 
při pokusech s N2a a fibroblastoidní linií 
ukázali, že během prvních 24 hod po in-
fekci docházelo ke vzniku nového prptSe. 
tvorba nového prptSe ale automaticky ne-
znamenala dlouhodobou nebo trvalou 
propagaci prptSe u obou linií. K dlouho-
dobé infekci došlo pouze u fibroblasto-
idní buněčné linie.

výsledky řady studií ukazují významné 
rozdíly v přenosu a šíření infekce při pou-
žití rozdílného typu buněčných linií, prio-
nových kmenů a také v uspořádání expe-
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léčit infikované buněčné kultury [62,63]. 
v klinických experimentech však nepři-
nesla očekávaný výsledek. U některých 
pacientů přechodně zmírnila příznaky 
onemocnění, u většiny však neměla žádný 
efekt [64]. Quinacrine špatně prochází 
hematoencefalickou bariérou. U experi-
mentálních zvířat byla penetrace zvýšena 
modifikací transportérů odpovědných za 
přenos látek do mozku.

látky účinné při odléčení buněk od pri-
onové infekce in vitro nemusí být vhodné 
pro použití in vivo. důvodem může být 
především jejich toxicita, neschopnost 
prostupovat hematoencefalickou barié-
rou, ale také odlišné podmínky propagace 
prionů in vivo a in vitro. v kontinuálně se 
dělící buněčné kultuře může být účinnost 
antiprionových látek potencována ředě-
ním prionů v průběhu dělení buněk, které 
in vivo v diferencované mozkové tkáni 
nepřispívá k procesu akumulace, sekrece 
a degradace prptSe.

Závěr
tkáňové kultury již dnes představují rychlý 
a efektivní nástroj pro studium mecha-
nizmu buněčné propagace a šíření prionů. 
Jejich využití by mělo přinést odpovědi na 
otázky týkající se fyziologické úlohy prpC 
a mechanizmu stojícího za odumíráním 
priony infikovaných neuronů. Navíc jsou 
využitelné i pro rychlou detekci prionové 
infektivity a prvotní testování širokého 
spektra látek s antiprionovým účinkem, 
nezbytného pro nalezení účinného pro-
středku pro léčbu tSe. důležitým krokem 
pro další využití tkáňových kultur bude 
příprava kultur schopných stabilně propa-
govat lidské priony a vytvoření buněčných 
modelů prionové infekce na neproliferu-
jících buňkách lépe napodobujících situ-
aci v mozkové tkáni. přes svoje limity mají 
buněčné modely prionové infekce poten-
ciál významně přispět k objasnění četných 
neznámých ve výzkumu prionových cho-
rob, a pomoci tak jejich zařazení mezi lé-
čitelné nemoci.
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