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PrP* : nové detekéni metody a nové poznatky
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Ptfes pochybnosti stdle mensiho poc¢tu nedivéfivet nevyvoldvaji tzv. prionové nemoci
viry, ale abnormalni forma proteinu hostitele. Rozdil mezi obvyklou formou proteinu a jeji
nemoc vyvolavajici formou je zplisoben odliSnym uspofadanim proteinu. Prionové nemoci
mohou byt dédicné, prenosné ba i spontdnné vznikaji pfi ndhodném mylném usporadani
proteinu. Je jisté, Ze takto vzniklé prionové proteiny (PrP) jsou jediné zndmé molekuly, které
jsou pro tato onemocnéni specifické a charakterické. Prikaz ptitomnosti PrP se stal
praktickym ukazatelem nemoci. Specifi¢nost na ném zalozené diagndzy je ddna mirou, v jaké
test dokaze odligit normalni prionové proteiny (PrP® od riiznych abnormalné uspotadanych
variant, jako jsou PrP SC, PrP B, PrP®? a PrP YO0 . 1 kdyz neni zndm nezbytny pocet
molekul prionti, postacujicich k vyvoldni onemocnéni lidi, pokusy na kieccich naznacuji, ze
minimélni letdlni dévka je asi mensi nez 10.000 molekul PrP°“. Tento pocet znamena, ze
jakykoliv diagnosticky test k tomu, aby zachytil jednu infekéni molekulu, musi mit schopnost
odhalit méné nez 1 fg (<10 g) abnormalniho PrP. Pokud k vyvolani nemoci sta¢i jen
nékolik molekul PrP bylo by tieba, aby test byl jesté¢ 1000x citlivejsi.

Soucasné detekéni metody odlisuji PrP¢ od PrP tim, Ze vyuzivaji jejich odlisné fyzikalni
a chemické vlastnosti. PrP°¢ se obvykle prokazuje podle relativni odolnosti k degradaci K-
proteazou, nebo podle nerozpustnosti v sarkosylu (anionové detergens). Nevyhoda je v tom,
ze tyto testy jsou pomalé a malo citlivé. Teoreticky by bylo mozné vyuzit protilatek
specificky zam&fenych proti PrP*C.

V leto$nim roce bylo referovdno o tfech novych testech k prohloubeni diagnostiky
prionovych nemoci. Skupina odbornikl, vedena M. Maissen-ovou, uvedla, ze PrPSC, ne vsak
PrP© ruznych druh Zivocichil, je selektivné vazan lidskym plasminogenem. Zda se tedy, ze
plasminogen rozeznava strukturu PrP, ne vSak jeho specifické sekvence. Druhym ohlaSenym
testem je nova selektivni precipitace pomoci kyseliny sodnofosfowolframové (NaPTA), které
dokaze odlisit PrP°¢ od PrP®. Kombinace NaPTA s imunoblotem (Western blotting) a
s enhacovanou chemiluminiscenci vede k vysoce citlivému testu, schopnému spolehlivé zjistit
i velmi nizké koncentrace PrP°C v homogenatu réiznych tkani. Hraniéni hodnota detekce
odpovida asi 0,0001 koncentrace PrP°® v mozku pacienta se sekénd prokdzanym
onemocnénim vCJD. Pomoci tohoto testu vySetfovali také jiné tkané nez z CNS. Pravidelné
nachézeli PrP% v lymfatickych uzlinach, mandlich a slezing pacientd s vCJD. Viechny jiné
vySetfované tkané, s vyjimkou thymu, nadledvinek a rekta, které byly pozitivni jen u
nékterého pacienta, byly PrP°¢ negativni. Jedno ze sedmi vy3etieni sitnice a optického nervu
u pacientdl s vCID bylo také PrP°¢ pozitivni. Je tieba vySetfit mnohem v&t§i podet réizného
materidlu nez bude mozné fici, Ze priony vCJD se nachdzi hlavné v tkanich CNS a RES.

Piekvapujicim zjisténim byl prikaz nové formy prionového proteinu, resistentni vuci
proteaze, v moci kieckd, krav a lidi s prionovymi nemocemi. Tato nova forma, pojmenovana
objeviteli jako UPrP%¢, je specificka pro prionové infekce, nebot’ je nalézana jen u
infikovanych jedinctl, ale chybi u zdravych kontrol. Pravddpodobny vyznam nalezu UPrP¢
pro diagnostiku prionovych nemoci byl sledovan na experimentalné infikovanych kieccich:
ve vzorcich moce byl prokazovan mnohem dfive, nez se objevily znamky nemoci. Na rozdil
od PrP*¢ z mozkové tkang, UPrPC izolovany z moce infikovanych kieckd, pii podani stejné
davky vnimavym kie¢kam, nevedl k poskozeni CNS. Ackoliv kietci po inokulaci UPrP¢
zastali klinicky zdravi, vyluGovali mo& UPrP*“ a v mozku nejméné jednoho se nachazel



protedza-resistentni prionovy protein. Je mozné, ze UPrPC je infekéni, ale Ze jim vyvolané
»onemocnéni® ma delSi inkubaci nez skrejpi u kieckl, nebo Ze jde o dvé klinicky odlisna
onemocné&ni. Pokud oviem UPrP*® je infekéni, co to znamena pro pienos prionovych infekci
u lidi a zvifat ?

Patogeneze prionovych nemoci byva u riznych hostiteld a kmeni prionti odlisna. Je jisté,
ze patogeneze vCJID se podstatné 1isi od od jinych forem CJD. V tonsilach pacienti s vCID se
pravidelng nachazi zvlastni typ PrP°¢, oznaGovany jako typ 4t. Proto biopsie tonsil Ize uzit jiz
in vivo k diagnostice vCJD. Dosud u vSech pacientli s pozitivni biopsii madli byla vCID
prokédzana sekéné, nebo naslednym prabéhem nemoci, odpovidajici obrazu vCJD. Naopak, u
vSech pacientll s negativni biopsii madli, byla vCJD vyloucena a zji§t€no jiné onemocnéni.
Vzhledem k prednostnimu postizeni lymforetikularnich tkani lze PrP5¢ prokézat v inkubaéni
dobé pomérné brzy, jesté pied zjistitelnym poSkozenim CNS. Na tomto zjisténi je zaloZeno
nékolik studii, zam&fenych na vysetfovani PrP°® v materialu odebraném pfi tonsilektomiich a
apendektomiich. Vysledky by mohly poslouzit k ¢asné detekci vCJID.

Obavy z toho, Ze nemaly pocet lidi proziva inkubaci vCJID, vedou také k domnénce, Ze je
mozny Casty iatrogenni pienos infekce. Byt chybi epidemiologické dikazy o riziku pfenosu
CJD transfuzemi krve, zjisténi, ze k pronikéni prionit do CNS jsou nezbytné B lymfocyty, jina
patogeneze vCJD a nezndma, ale potencialné vysoka prevalence preklinickych stavi vCJD,
vedlo ufady v Britanii k opatfenim, majicim sniZit pfipadny pfenos krvi a krevnimi produkty.
Obavy vzbuzuje také moznost iatrogenniho pfenosu kontaminovanymi chirurgickymi nastroji.
Priony mohou pfezit obvyklé sterilizani postupy. Je znamo, ze klasickou CJD lze prenést
neurochirurgickymi nastroji. Jsou naznaky toho, Ze riziko nakazy klasickou CJD predstavuje i
anamnesticky udaj o podstoupeni operace na gastrointestindlnim traktu. Sondy z nerezu po
zavedeni do homogenatii mozku vdZou na sebe priony a po implantaci mySim snadno tak
pfenasi infekci. Doporucované hojnéjSi uzivani nastroji na jedno pouziti u nékterych
procedur narazi na nedostatek poznatki o pfitomnosti prionii v rtiznych tkéanich.

Jedinou moZznosti formalniho prikazu nakazlivosti je pokus na zvifeti. Ten vSak mtze byt
znacné ovlivnén specifickou druhovou bariérou. Pouziva se proto transgennich mysi, které
exprimuji misto mysiho lidsky PrP. Jsou pak vysoce vnimavé k ndkaze vSemi typy priont
klasické CJD. Bohuzel se ukdzalo, Ze transgenni mysi priony vCJD tak snadno neptenasi. To
je velka prekazka prikazu nizsiho stupné nakazlivosti.

Rozséhlé studie patogeneze BSE u experimentalné infikovanych krav vyuZivaly
k pritkazu nakazlivosti pokusi na konven¢nich mySich. Nésledkem druhové bariéry mezi
kravou a mysi se ukazalo, Ze k infekci mysi dochéazi az po davce 1000 infekénich jednotek pro
kravu. Pokusy na mySich byla zji§téna nakaZlivost pouze nervovych tkani (mozek, micha,
zadni kofeny miSni a spindlni ganglia). Po ptlro¢nim intervalu od expozice byl zjiStén také
ptenos tkani termindlniho Useku stfeva telat a asi 1 kostni dfeni ze sterna.

Kolektiv pracovniki vedeny Wadsworthem vypracoval metodu imunoblotu snadno
zjistujici PrP>° ve vsech homogenatech mozkii od vCID, véetnd téch, jejichz inokulace
transgennim mySim nevedla u nich k onemocnéni. To svéd¢i o mnohem vétsi citlivosti této
metody neZ ma pokus na mySich.

Pro odhaleni klinicky némé infekce vCJID je nejlepSim zptisobem biopsie madli. Prikaz
PrP*¢ se dafi jiz pii 0,1% koncentraci maximalni hodnoty, nalézané v terminalnim stadiu
nemoci. Kupodivu snaha o detekci PrP°C v tkani apendixu (vysetfeno jen 5 vzorki) byla
dosud marna. Podafilo se také touto citlivou detekéni metodou prokézat piitomnost PrP>
v nizké koncentraci (10 az 10” maximalni hladiny v mozku) v jinych vysetfovanych tkanich
téhoZz pacienta: v brzliku, nadledvinkdch a rektu. Je mozné ocekavat, ze také tyto tkané
obsahuji PrP*, ale v mnozstvich, ktera jsou pod limitem zachytnosti pouzité metody. Z toho
vyplyva riziko iatrogenniho pienosu PrP*¢ nastroji, uZivanymi pii b&zné rektoskopii. Také
biopticka vySetiovani dalSich tkani gastrointestinalniho traktu, obsahujicich vétsi podil



lymfatické tkané, predstavuji riziko iatrogenniho ptenosu priontt vCJD. Na druhé strané v
fads chirurgicky dileZitych tkani (srdce, plice, pankreas, ledviny, jatra a kiize) se PrP5® nedaii
prokézat. Velké obavy v soucasnosti z rizika iatrogenniho pfenosu pii operacich o¢i vyvolava
ukladani PrP°¢ v ogich pacientti s vCID, Pfes zdokonalovani metod detekce PrP*C v riiznych
tkanich pacient s vCJD je dilezité si uvédomit, Ze negativni nalez tohoto proteinu nemusi
znamenat chybéni nakazlivosti tkané.

Vsichni pacienti s vCJD,vySetfeni skupinou Wadswortha, m¢li stejny genotyp PRNP a
byli homozygotni co do pfitomnosti methioninu na pozici 129. Polymorfni variabilita PRPN a
jinych lokusti genotypu miize mit vliv na patogenezi. Fenotypové varianty infekce lidi BSE
mohou mit jinou distribuci v tkénich a tak ménit jejich pfedpokladanou nakazlivost.
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Poznamky prekladatele:

Pod nazvem ,,Nemocni trpici nemoci BSE jiz maji nadé&ji* uvetejnila Svoboda (15.8.2001)
zpravu, ze nositel Nobelovy ceny za objev prionii, S. Prusiner se svym pracovnim tymem
z kalifornské univerzity v San Francisku, informoval Americkou akademii véd, Ze zjistili dvé
molekuly, které by mohly slouzit k 1é€bé vCID. Jde pry o jedno antimalarikum a o
neuroleptikum. Prusinerovi bych 1 véfil, ale zpravy z denniho tisku neoplyvaji vérohodnosti.

Piekvapivou informaci zvefejnil také vysoce renomovany, odborny tisk Nature, 408,
2000,s. 479-483. Podle zpravy, kterou komentuje ve Vesmiru (to je také nas vyborny casopis)
Jan Cerny, se §vycarskému tymu Aguzzi-ho podafilo nalézt molekulu, ktera specificky vaze
infekéni PrP°C. M4 ji byt plasminogen, neaktivni forma enzymu, zniZ po roz§tépeni
urokinazou vznika aktivni plasmin- enzym §tépici proteiny. Ten hlavné reguluje srdzeni krve,
nebot’ ve spojeni s dalSi protedzou — elastinem, je schopen §tépit fibrin. Systém plasminogen
s urokindzou hraje asi také vyznamnou roli v nervové tkani. Vazebnad doména lyzinu, ktera je
¢asti molekuly plasminogenu je schopna sama o sob¢ specificky vazat infekéni formu PrP.
Mutace v genu kodujicim PrP, pfi niz kyselinu glutamovou nahrazuje lyzin, vede ke geneticky
zalozené odolnosti proti prionové nemoci. To by znalilo, Ze tyto osoby se nikdy nenakazi
BSE. Ukéazalo se, ze plasminogen specificky véaze jen ,,infekcni, ne vSak ,,normalni“ formu
prionového proteinu. Objevu je mozné vyuzit k detekci plivodce BSE, mozZna 1 k inaktivaci
infekéni krve odstranénim plasminogenu, na néjz je navazan infek¢ni prion. Ten vazbou na
plasminogen v mozku asi lokaln& brzdi §tépeni bilkovin plasminem. Stdpeni je viak potiebné
pro prestavbu nervovych zakonceni, nezbytného pfedpokladu pro pamét. Mozek pak ztraci
schopnost regenerace, prizptisobivosti a uceni. To by mohlo vysvétlovat vznik demence pii
prionovych nemocech. (Vesmir, Vol.60, 2001, €. 7, s. 377).

Dne 28.6.2001 doporucila Komise pro transmisivni spongiformni encefalopatie (TSEAC)
americkému ufadu FDA dalsi omezeni odbérii krve od osob, které pobyvaly v Evrop€ a mohly
se tam infikovat BSE. Nema byt pouzivana krev od darct, ktefi zili po roce 1980 celkem 5 a
vice let v kterémkoliv evropském staté (vyjma Britanie), a od osob, které v roce 1980 a
pozdéji dostaly transfuzi krve v Britanii. Timto jsou rozSifeny soucasné smérnice FDA
zakazujici darcovstvi krve osobdm, které pobyvaly v letech 1980 az 1996 v Britanii po dobu
Sesti mésicu, ¢i delsi. Doporuceni bylo pfijato s velkymi rozpaky a protesty, nebot’ je zalozeno
na teoretickém riziku infekce vCJD, proti némuzZ stoji redlné riziko nedostatku krve a
krevnich derivati. Americky Cerveny kiiz, obhospodafujici témét polovinu krevnich zasob



v USA, vSak pfijal v srpnu 2001 jesté ptisnéjsi zasady vybéru déarct krve: krev nemd byt
odebrana osobé¢, ktera stravila v Britanii v r.1980 a pozdéji kumulativné 3 a vice mésicti, nebo
po roce 1980 zila v kterékoli evropské zemi Sest a vice mésict, nebo po roce 1980 dostala
v Britdnii transfuzi krve. Americké krevni centrum (ABC), dodavatel druhé poloviny
krevnich produktl, zvolilo mirngj$i opatfeni: zdkaz odbéru krve u osob, které pobyvaly
v Britanii v roce 1980 a pozd¢ji tfi a vice mésicii, a u osob, které zily po dobu deseti a vice let
ve Francii a Portugalsku (staty s nejvys$sim poctem piipadii BSE mimo Anglii).

Je znamo, ze asi 100 osob, z toho 95 v Britanii, 3 ve Francii a 1 v Portugalsku zemfelo na
vCJD. Predpoklada se, ze se tato nemoc pienasi konzumaci hovéziho masa od krav s BSE.
Dosud nebyl zjistén zadny ptipad prenosu vCJD transfuzi krve, ale teoretickou moZnost
takového prenosu nelze vyloucit. Dosud neni znam Zadny test k odhaleni piivodce vCJD u lidi
nebo v jejich krvi. (JAMA, Vol.286, 2001, ¢.4, s. 408).

Rad také upozoriiuji ¢tenafe na vyborné ¢lanky o vCJD, uveiejnéné ve Zpravach
CEM (SZU Praha), ¢. 6/2001, s. 234-6 a v Cisle 7/2001, s. 298. Zpravy si stale udrzuji
vysoky standart a aktualnost, stoji za pravidelné sledovani.



