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Tkanové kultury pro studium prionovych
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Cell Cultures for the Study of Prion Diseases

Souhrn

Transmisivni spongiformni encefalopatie neboli prionovd onemocnéni jsou smrtelné neu-
rodegenerativni choroby, pro néz je charakteristickd akumulace patologické izoformy prio-
nového proteinu v mozku postizenych jedinc. BéZnym modelovym systémem pro studium
jejich patogeneze jsou laboratorni zvifata. Experimenty na pokusnych zvifatech jsou vsak
zdlouhavé, drahé a eticky sporné. Navic moznost detailniho studia biochemickych procest
spojenych s témito chorobami je velmi omezena. Radu nevyhod odstrariuje pouziti tkariovych
kultur. Bunécné linie schopné propagace patologické formy prionového proteinu umoznuiji
rychle detekovat prionovou infektivitu a na molekuldrni Urovni studovat procesy spojené
S prenosem a propagaci priond. PouZziti tkafovych kultur s sebou nese i omezeni spojena
s malym poctem linii schopnych dlouhodobé propagovat priony a také se schopnosti mode-
lovat pouze nékteré aspekty prionové infekce. Presto tkanové kultury vyznamné posouvaji
moznosti studia prionovych chorob, a to od vyzkumu zékladnich mechanizmd propagace
priond az po testovani antiprionovych latek, které by mohly najit uplatnéni pfi jejich 1écbé.

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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TKANOVE KULTURY PRO STUDIUM PRIONOVYCH CHOROB

Uvod
Transmisivni spongiformni encefalopa-
tie (TSE) postihuji jak ¢lovéka, tak zvitata.
Lidské TSE mohou mit formu sporadickou
(Creutzfeldtova-Jakobova choroba, sCIN),
genetickou (GSS, FFI, fCJN) a infek¢ni
(iICJN, vCJN, kuru), viz tab. 1, vice viz [1].
Zajem o TSE prudce stoupl béhem 90. let
20. stoleti v dasledku rozsahlé epidemie
bovinni spongiformni encefalopatie (BSE)
ve Velké Britanii a nasledného prenosu BSE
na c¢lovéka ve formé nové varianty CJN
(VCJN). Pro tento prenos existuje fada ne-
primych dikazt [2-4]. Zavedenim bezpec-
nostnich opatreni, jako je zékaz zkrmovani
masokostni moucky a rozsahlé testovani
dobytka s nucenou porazkou postizenych
stad, se podafilo epidemii BSE potlacit. Na-
Stésti se také nenaplnily katastrofické scé-
nafe mozného rozsahu epidemie vCJN.
Od roku 2000 dochazi k pozvolnému po-
klesu ro¢né zaznamenanych pfipadd. Nic-

méné naddle z(stava nejasné, jaké mnoz-
stvi lidi inkubuje vCJN priony bez klinickych
pfiznakl a zda mohou takto postizeni je-
dinci byt sekundarnim zdrojem vCIN Site-
ného nosokomidlni cestou. V soucasnosti
se navic v Severni Americe lavinovité Siti
chronické chradnuti jelenovité zvére (chro-
nic wasting diseases, CWD), existuji tedy
obavy z mozného prenosu CWD na hos-
podarska zvitata ¢i pfimo na ¢lovéka. Tato
situace spole¢né s dokumentovanou moz-
nosti pfenosu TSE transplantaci rohovky
[5,6] nebo krevni transfuzi [7,8] podtrhuje
potrebu vyvoje preklinického testu pro TSE
a nalezeni ucinné lécby.

Hlavnim diferencidlnim znakem TSE je
pfitomnost konformacné odlisné patolo-
gické formy (PrP™E) bézné se vyskytujiciho
bunéc¢ného prionového proteinu (PrPc),
ktery je nejvice exprimovan v neuronalni
tkani. PrP¢ je povrchovy glykoprotein s do-
posud nepfesné specifikovanou funkdi,

ktery se vyskytuje u viech savcd, ale také
u ptakd, plazt nebo ryb. Predpokladany
infek¢ni mechanizmus stojici za priono-
vymi onemocnénimi je schopnost abnor-
malniho prionového proteinu PrP™t zmé-
nit konformaci PrP¢ na PrP™t bez Gcasti
kodujicich nukleovych kyselin [9]. Prestoze
souvislost PrP™E s prionovymi onemocné-
nimi byla popsana pred vice nez 25 lety,
stale nejsou zodpovézeny zakladni otazky
spojené s konverzi PrP¢ na PrP™f, mecha-
nizmem propagace PrP™t v burikach, pod-
minkami pfenosu PrP™t a fyziologickou
funkci PrP<. Hledani odpovédi na né kom-
plikuje fada faktort, k nimz patfi zejména
velkd podobnost molekul PrP™t a PrpPc,
které se odlisuji prakticky pouze rozdilnou
konformaci. PrP™t obsahuije vice nez 40 %
struktury B sklddaného listu [10], zatimco
PrPc obsahuje pfiblizné 3 % této struktury
[11]. Dalsim faktorem, ktery komplikuje
studium PrP i prionovych chorob obecné,

Tab.1. Prehled lidskych TSE.

TSE

Pfiznaky onemocnéni

Lidské TSE

Neuropatologie

Poznamky

sporadickd Creutzfeldtova-
-Jakobova choroba (sCJN)

iatrogenni/nahodné
prenesena CJN

dédicnd CJN

demence, kterou
doprovazi myoklonus,
extrapyramidové
a pyramidové priznaky,
mozeckova ataxie
a mutizmus

spongiformnf
degenerace mozku,
ztrdta Ci vakuolizace
neurond, glidza,
ukladani amyloidovych
plak

velké mnozstvi amyloido-

variantni CJN (vCJN)

fataini familialni
insomnie (FFI)

GerstmannUv-Strausslerdv-S-
cheinkertv syndrom (GSS)

mladsi vék pacientd, delsi pru-
béh nemoci, mozeckova ata-
xie, dysestezie, poruchy cho-
vani, postupné se rozvijejici
demence

zpocatku poruchy spanku

a dysautonomie, pozdéji

Uplna insomnie, demence,
rigidita a mutizmus

pomalu postupujici mozec-
kovéd ataxie s hyporeflexif,
a pyramidovymi pfiznaky, de-
mence se objevuje v pozdéj-
Sich stadiich choroby

nejvyznamnéjsim priznakem je

vych plak v mozku a mo-
zecku, glioza, ztrata
neuronl predevsim v ob-
lasti bazalnich ganglif
a thalamu

rozsahla atrofie thalamu
se ztratou 80-90 % neu-
rond, kterd je doprovazena
narlstem poctu astrocytd,
spongiformni zmény vétsi-
nou nejsou patrné

degenerace a ztrata neu-

rond, spongiformni zmény,

glidza, vice lokalizovanych
amyloidovych plak

rozsahla neurodegene-

nejcastéjsi z forem CJD, cca 85 % pfi-
padd, tato forma nemé dédi¢nou ani
infekeni etiologii

prenos prionové infekce kontaminova-
nymi chirurgickymi nastroji, transplan-
taci rohovky, tvrdé pleny atd.

autozomalné dominantni dédi¢nost,
objeveni pfiznakd kolem 60. roku Zi-
vota, spojena s mutacemi v PRNP genu

vysoce pravdépodobna souvislost
s BSE, dokumentovdna moznost
prenosu krevni transfuzi

nejcastéji jako dédi¢né autozo-
malné dominantni onemocnéni
s mutaci D178N genu PRNP pfi ko-
donu129 M/M, objeveni pfiznakd
mezi 36. a 62. rokem Zivota

nejcastéji jako autozomalné domi-
nantni choroba, PRNP gen muze
byt mutovan v nékolika odlisnych
mistech, objeveni pfiznak mezi
30. a 50. rokem Zivota

vyskyt v populaci domorodého kmene

kuru o . race, intenzivni gliéza, velké  na Papui Nové Guiney, pfenos zplso-
postupujici ataxie a demence .y ; , s oo
mnozstvi amyloidovych plak ben ritudlnim kanibalizmem
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jsou specifické fyzikalnéchemické vlast-
nosti PrP™E, pfedevsim jeho sklon k tvorbé
agregatd [12,13], a déle pak dlouha inku-
bacni doba, kterd je u ¢lovéka 5-30 let,
u kravy 3-6 let a u mysi asi 150 dni. Pravé
inkubacni doba je jednou z nejvétsich ne-
vyhod vyuZiti zvifecich modeld pfi studiu
TSE. Dalsimi nevyhodami jsou odlisnosti
v expresi PrP¢ u rdznych Zivocisnych druhd
[10,14], finan¢ni naro¢nost experimentd
a obtiznost studia detailnich biochemic-
kych procest v zivém organizmu.
Tkanové kultury (TK) neboli bunécné
linie schopné propagovat priony nabizeji
moznosti, jak tyto limity pfekonat. TK jsou
buriky, které jsou odvozeny od mnohobu-
nécnych eukaryot, Ize kultivovat in vitro
v pfesné kontrolovanych podminkéach

(vhodna teplota, kultiva¢ni média, nasy-
ceni CO, apod.). Primarné izolované bu-
nécné linie, napf. pokusnych zvifat majf
omezenou Zivotnost, podléhaji starnuti
a po urcité dobé se buriky prestanou délit.
Siroce vyuzivané jsou proto tkanové kul-
tury, které jsou ,nesmrtelné”. Zpravidla
jde o buriky ziskané z nddort nebo uméle
imortalizované vnesenim vhodnych gend.
V tomto pfipadé se hovoii o kontinual-
nich bunécnych liniich. I v nich si buriky
obvykle zachovavaji ¢aste¢nou schop-
nost regulace bunécného déleni. Pokud ji
ztrati a déli se nekontrolované, mluvime
o transformované bunécné linii.

Vétsina bunécnych linif vyzaduje k rastu
vhodny povrch — adherentni kultury. Né-
které typy bunék dokazi prezivat a délit se

v suspenzi; napfiklad buné¢né linie odvo-
zené od krevnich bunék.

Pfi dlouhodobé praci s bunéc¢nou linif
se zpravidla kratce pred dosazenim kon-
fluence bunky od povrchu kultivani na-
doby uvolni nejcastéji pasobenim tryp-
sinu nebo cheldtort dvojmocnych iontl
— EDTA. Vznikld suspenze se naredi a na-
sadi do novych kultivacnich nadob. Cely
postup se oznacuje jako pasaz.

Pro studium prionovych chorob je
v soucasné dobé vyuZzivano vice nez 15
adherentnich bunécnych linii, které jsou
schopné dlouhodobé propagace PrP™E.

Tkanové kultury
Mezi nejpouzivanéjsi bunécné linie patfi
predevsim mysi [15-17], nékolik krali-

Tab. 2. Prehled nejpouzivanéjsich tkanovych kultur.
. (x e Prionové kmeny,
B_u_necna Druh Tkan puvaOQU nebo které infikuji uve- Poznamky Citace
linie bunécny typ . e s
dené bunécné linie
. - P
N2a mys neuroblastom RML, 22L, Chandler nveprczc_i'ukUJe vgllke”mr?’ozstw PrPe, [15,30]
Castéji se pouzivaji jeji subklony
neuroblastom 6krat vyssi exprese PrP¢ oproti N2a,
N2a58 mys sub-Klon N2a' Chandler, 22L transfekovana plazmidem nesoucim [15]
mysi prnp cDNA
y SY, FU, Chandler, jedina linie vykazujici znaky
G mys hypothalamus RML, 22L, 139A neurodegenerace (14.15,31,32]
8krat vyssi exprese PrP¢ oproti N2a,
GT1-7 my3 hg’fgﬂ:)ar:agﬁs' Cha”d'eFrL'J 1533A' 2L " puitky imortalizované velkym T [14,15,28,31]
' antigenem viru SV40
PC12 krysa feochromocytom 139A v pntomnoestl NGF dlfe’renCVUJe na [19]
neurondm podobné buriky
SHSY-5Y clovék neuroblastom CJD nestabilni produkce PrPTt [20]
. y . neprodukuje PrP<, po transfekci
HpL3-4 my> hipokampus 22 ektopicky produkuje mysi PrP¢ [23]
mezodermalni burnky
. izolované z mozkd SMB linie vylé¢ena od prionové
SIS my> mysi infikovanych Crmeler, 227 infekce pentosan sulfatem [26]
scrapie
CAD mys ka;ng;;l}a;n;r&e’\rlgnl RML, Me7, 301C, 22L schopnost reverzibilni diferenciace [33,34]
NIH/3T3 mys fibroblasty 221 nizka produkce PrP¢ [16]
i ledvinové epitelidini  Fukuoka-1, Chandler, RK13 po transfekci ektopicky
MORK13 kralik buriky 22L, M100 produkuje mysi PrP¢ [29,35]
Al ledvinové epitelidlni o . vyvinuta z RK13, ektopicka
Rov kralik bURKY, ovci scrapie produkce oveiho PrPS [17]
(i ledvinové epitelidlni » . oproti Rov zvysena produkce
Rovd krélik buriky, subklon Rov ovel scrapie ovc¢iho PrP© (36]
L929 mys fibroblasty RML, 22L, Me7 nizka produkce PrP¢ [16]
CHO krecek buriky ovaria adjcpr‘;cg/iznkyﬁ;co nedetekovatelnd produkce PrPc [18]
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¢ich [18], krecci [19] a krysi bunécné linie
[20]; vice viz tab. 2. Podafilo se sice vytvo-
fit i nékolik lidskych linif [21,22], bohuZzel
2adna z nich zatim nenf spolehlivym mo-
delem pro studium PrP™. Pouzivané bu-
nécné linie jsou jak neurondlniho, tak i ji-
ného plvodu (fibroblasty, ledvinné buriky,
buriky ovaria).

TK nabizeji fadu vyhod oproti experi-
mentlm vyuZivajicim zvifeci modely. Je
to snadna tvorba bunécnych linii s ovlivni-
telnou expresi PrP¢ a tvorba rliznych PrP¢
mutant, které pomahaji predevsim pfi stu-
diu vlastnosti prionovych kment (réizné
PrP™t se shodnou aminokyselinovou sek-
venci, ale odlisnymi biologickymi a che-
micko-fyzikalnimi vlastnostmi [23]), pod-
staty mezidruhové bariéry (minimalizace
nebo neucinnost prenosu infekce mezi
jednotlivymi Zivocisnymi druhy) a mecha-
nizmu konformacni zmény PrP¢ na PrP™s*
nebo 3ifeni PrP™t z buriky na buriku. Dal-
§im vyznamnym pfinosem je vyuziti TK
pro rychlou detekci prionové infektivity
v kratké dobé po infekci a snadné testo-
vani latek s anti-prionovym ucinkem.

Pouziti tkanovych kultur ma své li-
mity, které je nutné brat pfi jejich aplikaci
v Uvahu. Pfedevsim je obtizné ziskat bu-
nécné linie senzitivni k prionové infekdi,
pficemZ tyto bunky jsou schopné pro-
pagovat jen omezeny pocet prionovych
kmenU. Kli¢ovym kritériem pro dlouhodo-
bou nebo trvalou senzitivitu bunék k pri-
onové infekci je exprese PrPc. To bylo
potvrzeno pokusy in vitro na HpL3-4 bu-
nécné linii odvozené z bunék hipokampu
mysi s deletovanym PRNP genem [24],
které byly zcela rezistentni k prionové in-
fekci a shodovaly se s prfedchozimi vy-
sledky in vivo experimentl [25]. Exprese
PrP< je klicovym, ale pravdépodobné ni-
koli jedinym nezbytnym faktorem, ktery
hraje roli v propagaci PrP™F (vice viz pod-
kapitola Pfenos prionové infekce v tkaro-
vych kulturach).

Nejpouzivanéjsi bunécné linie
vyuzivané pro studium prionového
proteinu a aspektl prionovych
onemocnéni

SMB

Linie odvozend z bunék mysiho mozku
infikovaného prionovym kmenem Chan-
dler [26]. Neinfek¢nf analog byl ziskan vy-
lécenim bunék pomoci pentosan sulfatu,
tj. polyaniontovy sulfatovy glykan [27].

PC12

Linie odvozend z bunék krysiho feochro-
mocytomu [20]. V pfitomnosti nervového
ristového faktoru (NGF) v nizké koncen-
traci dochazi k diferenciaci, kterd vede
k rozsifeni neuritl, vyvoji vzrusivé mem-
brany a syntéze neurotransmiterd. Tato
diferenciace umoznila studovani funkce
PrP¢ v bunkach s vlastnostmi neurond.

N2a

Linie odvozend z mysich neuroblastomo-
vych bunék je jednou z nejpouzivanéjsich
bunécnych linii. Sama o sobé neprodu-
kuje velké mnozstvi PrP¢, proto byly se-
lektovany jeji subklony, které produkujf
jeho vétsi mnozstvi. V soucasné dobé
patfi mezi nejpouzivanéjsi subklony PK1
linie [28].

GT1

Linie odvozena z mysich hypothalamic-
kych bunék; oproti N2a stabilné produ-
kuje az 8krat vétsi mnozstvi PrPc [16].
Patfi k malému poctu bunécnych linii,
u kterych byla béhem prionové infekce
pozorovéna neurodegenerace [15,29].
SlouZi tedy jako jedine¢ny model pro stu-
dium neurodegenerace a apoptdzy zpU-
sobené prionovou infekdi.

CAD

Linie je subklonem bunék odvozenych z my-
sich katecholaminergnich neuront CNS, vy-
kazuje vlastnosti neurond, ale postrada je-
jich morfologii. Pfi kultivaci bez pridavku
séra prochazi reverzibilni morfologickou di-
ferenciaci do podoby neuronalnich proge-
nitord. SlouZi tedy jako jedine¢ny model pro
studium neurondlni diferenciace.

RK13

Linie odvozena z kralicich epitelidinich
bunék, produkuje minimalni nebo Zadné
mnozstvi endogenniho krali¢ciho PrPc.
Buriky jsou vsak schopny ektopicky expri-
movat ov¢i (Rov linie) nebo mysi (moRK13
linie) PrP<, a proto je mozné je infikovat
ov¢i scrapie [18] nebo adaptovanymi my-
$imi prionovymi kmeny [30].

HpL3-4

Tato linie ma obdobné vlastnosti jako
RK13; je odvozena z bunék hipokampu
mysi s deletovanym PRNP genem. Pfi ek-
topické expresi mysiho PrP¢ byly buriky
senzitivni k infekci adaptovanymi mysimi
prionovymi kmeny [24]. Spolu s RK13 bu-

nécnou linif pfindsi moZnost vytvoreni no-
vych modeld propaguijicich a prendsejicich
PrP™t z druhd, ke kterym zatim neexistujf
bunécné linie.

SH-SY5Y

Tato lidskd neuroblastomova linie po in-
fekci mozkovym homogenatem pacientd
trpicich sporadickou formou CJN produ-
kuje PrP™E. Jeho pfitomnost byla deteko-
vana i po 30 pasazich. Tato bunéc¢na linie
v3ak nenf pro studium CJN spolehlivym
modelem, protoZe produkce PrP™E nenf
stabilné detekovatelnd [21].

Vyse uvedeny vycet bunécnych linif nenf
vyCerpavajici, avsak postihuje nejdllezi-
t&jsi zastupce TK, které jsou pro studium
PrP a aspektt prionovych chorob pouzi-
vany nejcastéji. Z uvedenych kultur jsou
v nasi laboratofi vyuzivany mysf linie neu-
ralniho pivodu CADS5, PK1, N2a, SMB-PS
a fibroblastoidn{ linie L929 a NIH3T3.
Linie CAD5 a PK1 patfi v soucasné dobé
k linifm, které jsou k infekci adaptova-
nymi mysimi kmeny scrapie nejcitlivéjsi.
Bunécné linie nam slouZi ke sledovani pl-
sobeni antiprionovych latek, vlivu rlsto-
vych podminek na infikovatelnost bunék
a studiu mechanizmu prionové infekce.
Velkym pfinosem bylo zavedeni a v sou-
Casné dobé jiz rutinni vyuzivani in vitro
metod detekce prionové infektivity.

Detekce PrP™st

Spolehlivd detekce prionové infekce ma
vyznam predevsim pro zabranéni prenosu
TSE, napt. krevni transfuzi [7], kontamino-
vanymi neurochirurgickymi nastroji [38],
kontaminovanym krmivem, nebo pro tes-
tovani antiprionovych latek.

Potvrzeni diagndzy TSE je obvykle za-
loZeno na stanoveni pfitomnosti PrP™t ve
vzorku mozkové tkdné, kde je koncen-
trace PrP™E nejvétsi. PFi jeho detekdi se vy-
uziva rozdilna citlivost PrP¢ a PrP™f k prote-
olytickému Stépeni proteindzou K. PrP¢ je
beze zbytku $tépen jako vétsina proteind.
Z PrP™E je odStépeno pfiblizné prvnich
90 AK a zUstava nestépitelny zbytek o ve-
likosti asi 142 AK oznacovany jako PrPFes,
ktery Ize detekovat fadou metod, jakymi
jsou napf. imunohistochemie, PET blot,
ELISA nebo western blot (obr. 1a pofi-
zeny v nasi laboratofi). Prtikaz PrPfe je po-
vazovan za znak TSE infekce. V nékterych
pfipadech hladina PrP* neodpovida sta-
diu onemocnéni [39]. A ve vzacnych pfi-
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padech nemusi byt prionové onemocnéni
spojeno s pritomnosti detekovatelného
mnozstvi PrP%s [40]. Proto nepfitomnost
PrP®es neni vzdy spolehlivym ukazatelem
vylucujicim prionovou infekci.

Pfimou detekci prionové infektivity
umoziiuje mysi bioassay, ktera je jednou
z nejcitlivéjSich metod. Principem je intra-
cerebralni ockovani indikatorovych zvirat
homogenatem studované tkané. Pokud
byl vzorek infekéni, po nékolika mési-
cich za¢ne mys projevovat priznaky TSE
a nasledné umira [41]. Mysi bioassay ma
kromé etického hlediska dvé zasadni ne-
vyhody, které brani jejimu Sirokému pou-
Ziti, a to dlouhou dobu trvani (cca 20-40
tydnU) a velkou finan¢ni naro¢nost.

Na bazi TK byly v poslednich letech vyvi-
nuty in vitro testy pro rychlou detekci prio-
nové infektivity — metoda bunéc¢ného blotu
[14] (obr. 1b z nasi laboratore) a scrapie
bunécného testu [15], ktery se svou citli-
vosti vyrovna mysi bioassay. Prionova in-
fekce je detekovatelna po inkubaci indika-
torovych bunék s vy3etfovanym mozkovym
homogendatem pfi jeho fedéni 107 az 108
Metoda je v3ak 10krat rychlejsi a zhruba
100krat levnéjsi nez mysi bioassay [42].

Pravé vyse zminéné in vitro testy by
mohly byt do budoucna slibnou metodou,
jak detekovat infekéni vzorky zvitecich ¢i
lidskych tkani v kratkém casovém Useku
s dostate¢nou citlivosti. JiZ dnes Ize pomoci
rtzné miry infekce indikatorovych bunéc-
nych linii, nejcastéji CAD5 nebo PK1, cha-
rakterizovat odlisné prionové kmeny [35],
podobné jako jsou napf. charakterizovany
odlisnymi histopatologickymi zménami
v mozku postizenych jedincd.

Vyuziti tkanovych kultur pfi

studiu prionového proteinu

TK se vyuzivaji jak k objasnéni fyziologické
funkce PrP¢, jeho lokalizace v burice, tak
ke studiu lokalizace a prtbéhu konfor-
macni zmény PrP¢ v PrP™E, Déle slouzi pro
studium podminek propagace a prenosu
prionové infekce, charakterizaci priono-
vych kmend, mezidruhové bariéry, iden-
tifikaci bunécnych vazebnych partnert
PrP™t a v neposledni fadé i pro testovani
latek s moznym anti-PrP™E Ucinkem.

TK na jedné strané umoZznuji detailné
studovat nezodpovézené otdzky, na
strané druhé pred nés kladou ukol dobre
porozumét procestim probihajicim in vitro
tak, aby bylo mozné poznatky aplikovat
in vivo a do humdnni mediciny.

a) Detekce PrPRes western blotem

-
25kDa —
15kDa -
-PK  +PK -PK +PK
neinfekéni CAD5 buriky
CADS5 bunky infikované RML

b) Detekce PrPRe buné¢nym blotem

0,1% 1%
RML RML

N2a 22L
pozitivni kontrola

negativni
kontrola

Obr. 1. Detekce PrP?es western blotem a buné¢nym blotem.

a) Detekce PrP¢ a PrPfes western blotem v mysich neuronélnich CAD5 burikach. Ne-
infekované CAD5 bunky neobsahuji abnormalni prionovy protein. PrP™E je pfitomen

v CAD5 burikach infikovanych RML kmenem mysi laboratorni scrapie. Bunécné ly-
zaty byly inkubovany s proteindzou K (+PK) nebo bez proteindzy K (-PK). Prionovy pro-
tein byl detekovan pomoci monoklonalni protilatky AH6. Prionovy protein se vyskytuje
ve tfech izoformach — neglykosylované, monoglykosylované a diglykosylované. Po sté-
peni proteindzou K doslo u neinfekénich bunék ke kompletni degradaci PrP<. U infiko-
vanych bunék detekujeme PrP"s u kterého doslo ke snizenf molekulové hmotnosti jed-
notlivych isoforem po odstépeni ¢asti molekuly PrPTsE,

b) Detekce PrP*e bunécnym blotem v mysich neuronalnich N2a burnkach infikovanych my-
sim prionovym kmenem RML. Princip bunécného blotu spociva v pfenosu rostoucich bunék
(po treti pasazi od inkubace s infek¢nim agens) na nitrocelulézovou membranu, kde je PrPRes
detekovan obdobnym zptsobem jako pfi western blotu (Stépeni PrP proteindzou K a de-
tekce PrPfe pomoci protildtky). Negativni kontrola — neinfikované N2a buriky, 0,1% RML —
N2a buniky infikované 0,1% infekénim RML mozkovym homogenétem, 1% RML — N2a
buriky infikované 1% infekénim RML mozkovym homogendtem, N2a 22L — pozitivni kont-
rola (N2a bunky stabilné infikované 22L kmenem mysf laboratorni scrapie).

Pfenos prionové infekce

v tkanovych kulturach

Vétsina TK neprojevuje po infekci pri-
ony zadné zmény. Sifeni prion@ in vitro
je ovlivnéno typem bunék. V nékterych
pfipadech je pfenos PrP™E zavisly na pri-

mém bunécném kontaktu, v jinych pfi-
padech v3ak nikoli [24,36,43]. Jednotlivé
kmeny prionl jsou selektivné propago-
vany pouze nékterymi bunécnymi liniemi.
Kritériem pro odliseni prionovych kment
in vitro je predevsim rozdilna elektrofo-
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retickd pohyblivost PrP?es po Stépeni pro-
teindzou K a odlisné zastoupen/ jednotli-
vych glykoforem PrP™t, které zavisi kromé
kmenu prionl i na typu bunék [16]. Stu-
dium podstaty téchto charakteristik by
mohlo vyrazné pomoci pfi hledani da-
vodu selektivni akumulace PrP™t v od-
lisnych oblastech mozku [44], objasnénf
rozdilné délky inkubac¢ni doby nebo vy-
svétleni otazky, pro¢ dochazi k rozdilnym
histopatologickym zménam v mozku in-
fikovanych jedinct pfi infekci rdznymi
kmeny priond.

Problematika druhové bariéry se ob-
jevuje i pfi experimentech in vitro. Po-
dobné jako u experimentalnich zvifat je
velmi obtizné infikovat bunéc¢né kultury
priony pochéazejicimi z jiného Zivocisného
druhu. Tento problém Ize nékdy obejit
modifikaci bunék tak, aby exprimovaly
bunécny prionovy protein odpovidajici
Zivocisnému druhu, jehoZ priony pouZzi-
vame pro infekci. S vyuZitim TK bylo také
ukdzano, Ze mezidruhovy prenos nenf
pravdépodobné ovlivnén jen rozdilnou
aminokyselinovou sekvenci PrP, ale také
konformaci PrP™E,

Typ bunék a rychlost jejich délenf rov-
néz ovliviiuje akumulaci priond v bu-
nécné kulture [45,46]. Studie vyuZivajici
mysi neuroblastomové N2a buriky uka-
zaly, Ze pozadavky pro dlouhodobou in-
fekci bunécné kultury maji specifika dopo-
sud nepozorovana v podminkach in vivo.
Weismann [46] popisuje, Ze pfi rych-
losti bunécné proliferace, jez prekracuje
rychlost Sifeni prionl, nemiZe dochazet
k perzistentni infekci, a naopak dochazi
k jejich fedéni a moznému vymizeni in-
fekce. Oproti tomu Ghaemmaghami et al
[45] dosli pfi studiu N2a bunék k vysled-
kdm naznacujicim, Ze bunécné déleni sice
ovliviiuje hladinu exprese PrP™E, avsak ne-
dochézi ani ke kompletnimu vyredéni in-
fekce, ani k exponencidlnimu nérdstu
hladiny PrP™E. Vorberg et al [47] navic
pfi pokusech s N2a a fibroblastoidni linif
ukazali, Ze béhem prvnich 24 hod po in-
fekci dochézelo ke vzniku nového PrP™E
Tvorba nového PrP™t ale automaticky ne-
znamenala dlouhodobou nebo trvalou
propagaci PrP™E u obou linii. K dlouho-
dobé infekci doslo pouze u fibroblasto-
idni bunécné linie.

Vysledky fady studii ukazuji vyznamné
rozdily v pfenosu a Sifeni infekce pfi pou-
Ziti rozdilného typu bunéc¢nych linif, prio-
novych kmend a také v usporadani expe-

rimentd. Vedle esencidlni dlohy PrP¢ tyto
vysledky naznacuji dtlezitost dalsich fak-
tord, které mohou modulovat procesy
spojené s prabéhem a projevy onemoc-
néni. Specifické faktory burky, jako pro-
teiny, glykosaminoglykany [48], endo-
genni retroviry [49] nebo mikro RNA [50],
se mohou spolupodilet na téchto proce-
sech jako predpovézeny, ale dosud nena-
lezeny , protein/faktor X" [51,52].

Pfiznaky prionovych onemocnéni

v tkanovych kulturach

Projevy neurodegenerace in vitro nejsou
u vétsiny bunécnych linii patrné a buriky
nenesou zadné znamky onemocnéni.
Jednim z dlvod( mZe byt imortalizace
a transformace TK, u nichZ se, na rozdil
od diferencované mozkové tkané, neu-
rodegenerace neprojevuje. Znaky neuro-
degenerace a apoptdzy byly pozorovany
u GT1 linie dlouhodobé propagujici prio-
novou infekci [15,29]. Sedmimési¢ni ex-
prese PrP™t se u GT1 bunék projevila zmé-
nami v Zivotaschopnosti, dobé zdvojeni,
morfologii, cytopatologii a apoptdze.
U prionem infikovanych GT1 bunék po-
klesla Zivotaschopnost o 11 %, prodlou-
Zila se doba zdvojeni z 1,5 na 2-2,5 dny.
Buriky prestaly rlst v jedné vrstvé a zacaly
vytvaret shluky, zvysil se pocet autofagic-
kych vakuol a v burikach byly detekovany
fragmenty DNA. V3echny tyto pfiznaky
byly reverzibilné zmirnitelné pfidanim ner-
vovych rastovych faktort [15]. Sledovani
cytopatologickych zmén in vitro maze
zprostiedkovat blizsi porozuméni mecha-
nizmdm spongiformni dystrofie a tvorby
amyloidovych plak a nasledné napomoci
hledani cest k eliminaci téchto patologic-
kych projevd.

Hledani latek pro Ié¢bu prionovych
onemocnéni
Moznost detekce malého ¢ minimalniho
mnozstvi PrP™E i béhem casnych fazi in-
fekce nabizi vyuziti TK jako vhodného
nastroje pro hledani latek s anti-PrP™t
Ucinkem. Pfi studiich in vitro se béhem po-
slednich let podafilo objevit nékolik latek
s anti-PrP™E (cinkem, které je mozné vyu-
Zit také pfi lécbé in vivo. Mezi nejvyznam-
néjsi patii cyklické tetrapyroly [37], vét-
vené polyaminy [53], protilatky proti PrP
[28,45-59] a sulfatové glykany [27].

Mezi cyklické tetrapyroly nélezi por-
fyriny a ftalocyaniny. Tyto latky in vitro
inhibuji akumulaci PrP™t v bunécné kul-

tufe a in vivo prodluzuji az 4krat inku-
bacni dobu u infikovanych laboratornich
zvifat. Mechanizmus Gcinku je pravdé-
podobné zaloZen na inhibici vazby PrpTE
a PrPc [37].

Vétvené polyamidy, mezi néz patii
P-dendrimery, in vitro interaguji s PrP. In-
hibi¢ni ucinek byl pozorovan u bunék jiz
exprimujicich PrP™E. In vivo byla pozoro-
vana inhibice akumulace PrP™t ve sleziné
mysi intraperitonealné infikovanych pri-
ony [53].

Monoklonalni protilatky proti PrP inhi-
buiji in vitro konverzi PrP¢ na PrP™t, dochazf
tak k potlaceni vzniku PrP™t. V nékterych
pfipadech vedla tato terapie k Uplnému
vyléceni bunék [55]. In vivo byla testovéna
jak aktivni, tak i pasivni imunizace, které
v fadé pfipadd vedly k prodlouzeni inku-
bacni doby a zmirnéni projevd onemoc-
néni [57,59]. Uspéch terapie je viak za-
visly na pouZiti urc¢itych monoklonalnich
protilatek proti PrP [54,56,58].

Prikladem sulfatového glykanu je po-
lyaniontovy pentosan polysulfat (PPS),
ktery byl pouZzit k odléceni prionové in-
fekce ve stabilné infikované bunéc¢né kul-
tufe [27]. PPS byl injektovan pokusnym
mysim pfimo do mozku [60]. Tato terapie
vyrazné prodlouZila inkubacni dobu one-
mocnéni. PPS byl také pouZzit pro terapii
v humanni mediciné. Na univerzité Fu-
kuoka v Japonsku se podrobilo intraven-
trikuldrnimu podavani PPS 11 pacientl
(3 s dédi¢nym typem CIN, 2 s iatrogenni
CIN, 6 se sporadickou CJN a 1 s GSS).
Pacientdim byl PPS poddvan kontinu-
alné ventrikularnim katétrem zavedenym
pfimo do mozku a pfipojenym na subku-
tanni infuzni pumpu. Davky PPS postupné
stoupaly od 1 do 120 pg/kg/den. Terapie
byla dobfe snasena; pouze u nékterych
pacientd se po intraventrikuldrnim podanf
PPS objevil subduraini hydrom. Primérna
doba Zivota pfi podani PPS byla 24,2 mé-
sicll; sedm osob zemrelo na sepsi a pneu-
monii. Terapie neovlivnila klinické pfi-
znaky, pouze prodlouzila Zivot pacientl
[61]. Od roku 2003 absolvovalo terapii in-
traventrikuldrnim poddvanim PPS vice nez
25 pacientl; vyrazného benefitu vsak ne-
bylo dosaZeno.

Dalsi latkou, jejiz antiprionové ucinky
byly testovany in vitro a také in vivo pfi ex-
perimentech na zvifatech, jakoZ i pro te-
rapii v humanni medicing, je quinacrine.
Quinacrine je plvodné antimalarikum. P¥i
pouZziti in vitro byla tato latka schopna vy-
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lécit infikované bunécné kultury [62,63].
V klinickych experimentech v3ak nepfi-
nesla ocekdvany vysledek. U nékterych
pacientd pfechodné zmirnila pfiznaky
onemocnéni, u vétsiny vsak neméla zadny
efekt [64]. Quinacrine $patné prochazi
hematoencefalickou bariérou. U experi-
mentdlnich zvitat byla penetrace zvysena
modifikaci transportérd odpovédnych za
prenos latek do mozku.

Latky ucinné pri odléceni bunék od pri-
onové infekce in vitro nemusi byt vhodné
pro pouzitl in vivo. Ddvodem mUZe byt
predevsim jejich toxicita, neschopnost
prostupovat hematoencefalickou barié-
rou, ale také odlisSné podminky propagace
prionl in vivo a in vitro. V kontinudlné se
délici bunécné kulture mize byt Gcinnost
antiprionovych latek potencovana redé-
nim priond v prabéhu déleni bunék, které
in vivo v diferencované mozkové tkani
nepfispiva k procesu akumulace, sekrece
a degradace PrP™E

Zaver

Tkarové kultury jiz dnes predstavuji rychly
a efektivni nastroj pro studium mecha-
nizmu bunécné propagace a sifeni priond.
Jejich vyuziti by mélo pfinést odpovédi na
otazky tykajici se fyziologické ulohy PrP¢
a mechanizmu stojictho za odumiranim
priony infikovanych neurond. Navic jsou
vyuZitelné i pro rychlou detekci prionové
infektivity a prvotni testovani Sirokého
spektra latek s antiprionovym Ucinkem,
nezbytného pro nalezeni ucinného pro-
stfedku pro |é¢bu TSE. DileZitym krokem
pro dalsf vyuziti tkanovych kultur bude
pfiprava kultur schopnych stabilné propa-
govat lidské priony a vytvoreni bunécnych
modell prionové infekce na neproliferu-
jicich burikach lépe napodobuijicich situ-
aci v mozkové tkani. Pres svoje limity maji
bunécné modely prionové infekce poten-
cial vyznamné prispét k objasnéni cetnych
neznamych ve vyzkumu prionovych cho-
rob, a pomoci tak jejich zafazeni mezi lé-
Citelné nemoci.
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