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Prenos prionovych chorob krvi a novinky
v detekci abnormalniho prionového proteinu

Brouckova A.
Ustav imunologie a mikrobiologie, 1. LF UK, Praha

Souhrn

Prionové choroby, neboli transmisivni spongiformni encefalopatie (TSE), jsou neurodegenerativni onemocnéni, ktera
postihuji lidi i zvirata. Lidské TSE lze rozdélit na sporadické (85 % pripadu), dédi¢né (10-15 % pripadii) a ziskané (2-3
% pripadu). Nejcetnéjsi je sporadicka Creutzfeldt-Jakobova choroba (sCJD). O jejich pri¢iné a progresi chybi mnoho
informaci, a tak stale neni k dispozici 1écba a co vic, neexistuje rychly test pro detekci infekéniho prionu ante mortem.
Ve Velké Britanii byly nedavno publikované dva pripady pravdépodobného prenosu variantni Creutzfeldt-Jakobovy
choroby (vCJD) krevni transfuzi. vCJD vznika v disledku konzumace potravin kontaminovanych infek¢énimi priony
z tzv. $ilenych krav, tedy dobytka trpiciho bovinni spongiformni encefalopatii (BSE). vCJD se dosud v Ceské republice
neobjevila, BSE nicméné ano, a ackoliv jsou dodrzovina bezpefnostni opatieni, nelze stoprocentné vylou¢it moznost
vyskytu vCJD. Takova moznost p¥i soucasné neexistenci testu pro detekci prionovych chorob ante mortem je alarmuyji-
ci pro transfuzni medicinu. Tento ¢lanek seznamuje ¢tenare se zakladnimi fakty o vCJD a pienosu této prionové choro-
by krvi, v zavéru informuje o novinkach na poli detekce infektivity v krvi.
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Summary
Brouckova A.: Transmission of prion disease by blood and hot news in detection methods of abnormal prion
protein

Prion diseases, so called transmissible spongiform encephalopathies (TSE), are neurodegenerative diseases, which
affect both human and animals. Around 85% of human prion diseases is sporadic, 10-15% is inherited and 2-3%
is acquired. The most frequent one is sporadic Creutzfeldt-Jakob disease (sCJD). As yet there is no treatment avai-
lable, moreover we are not able to rapidly detect prion protein ante mortem. In England two cases of variant
Creutzfeldt-Jakob disease (vCJD) transmitted by blood have been reported recently. vCJD rises due to exposure to
bovine spongiform encephalopathy (BSE) contaminated food. There has been no case of vCJD in Czech Republic
yet, however, despite preventive measures 20 cases of BSE have been already detected. Therefore, we can not exclu-
de incidence of vCJD in Czech Republic. Such a case is a threat for transfusion medicine, as there is no available
screening test. This article is dedicated to vCJD and transmission of this disease by blood. Hot topics from diagnos-
tic field are presented at the end.
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proteinu v mozkové tkani. Ta se také povaZuje za nejris-

Uvod

Za ptvodce prionovych chorob (tab. 1) je povazovana
patologickd forma normélniho bunécného prionového
proteinu (PrPc), kterd se oznacuje zkratkou PrPsc (1).
Prionova teorie predpoklada, ze kontaktem mezi t€émito
dvéma proteiny vznika z normélniho fyziologického pro-
teinu patologicky, liSici se od pivodniho pouze konfor-
maci. Pfedpoklada se, Ze pro Sifeni PrPsc je vyznamna
exprese PrPc v jednotlivych tkanich. Tato hypotéza je
podpofena experimentem, ktery ukazal, Ze mysi neexpri-
mujici PrPc nemohou byt prionovou chorobou nakazeny.
PrPc je membranovy protein vyskytujici se na mnoha
typech bunék. Je kédovany na kriatkém raménku chro-
mozomu 20. Je lokalizovan na butikdch nervového systé-
mu, ale nalezneme ho napfiklad i na krevnich butikach.
Funkce proteinu neni dosud zndmd, hypotetizuje se
o antioxidacni funkci (2), funkci v homeostaze médi (3),
v bunécné adhezi (4),v bunécné signalizaci (5) a funkci
v ristu neuritd (6).

Prionové choroby se prokazuji ndlezem patologického

kantnéjsi z hlediska konzumace a jednim z opatfeni tyka-
jicich se BSE je vylouceni soucasti nervové soustavy ze
zpracovani v potravinafstvi. vCJD se od ostatnich lid-
skych prionovych chorob odli§uje ndlezem PrPsc i mimo
nervovou tkan, a to predevsim v lymforetikuldrni tkani
(7). Tato lokalizace patologického proteinu pravdépo-
dobné souvisi se zptisobem jeho prenosu, ktery je ali-
mentarni. Pfedpoklada se, Ze do centrdlni nervové sou-
stavy se PrPsc dostava pres lymfatickou tkan asociova-
nou se stfevy a dale pres periferni nervovy systém.

Infekéni protein dosud nebyl detekovan v krvi paci-
ent s vCJD, nebot citlivost dostupnych testii neni
dostacujici pro tak nizké hladiny proteinu. Vzhledem
k pfitomnosti PrPsc v lymforetikularni tkéni v pfipadé
vCID se jeho vyskyt v krvi poklada témét za jisty.
S vyskytem PrPsc v krvi ale souvisi dal§i kvantum ota-
zek. Nevi se, v jaké krevni frakci je koncentrovan, zda
se nachazi na membrané krevnich bunék nebo v jejich
cytoplazmé. Tyto informace jsou potiebné jak pro
pochopeni patogeneze vCJID, tak pro vyvoj testu pro
detekci priont v krvi.
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Variantni Creutzfeldt-Jakobova choroba

Creutzfeldt-Jakobova choroba byla poprvé popsana na
pocatku dvacéatych let minulého stoleti Creutzfeldtem
a Jakobem. Vykazuje se fadou neurologickych projevi,
jako je napriklad progresivni demence, myoklonus, pro-
gresivni motoricka dysfunkce a charakteristicky zdznam
EEG. Zajimava je nepfitomnost imunitni reakce.

V osmdesétych letech vypukla ve Velké Britanii epi-
demie bovinni spongiformni encefalopatie, tzv. nemoci
Silenych krav. Zprvu se povazovala za disledek pfenosu
pivodce nemoci scrapie prostfednictvim potravy (scra-
pie je prionova choroba postihujici ovce, kterd se pova-
Zuje za neprenositelnou na ¢lovéka). Tato domnénka byla
zahy vyvracena (8, 9). Vznik epidemie BSE se nové
vysvétluje rozsifenim sporadického ptipadu BSE maso-
kostni mouckou. Inkubacéni doba BSE je 5-6 let. V sou-
Casnosti je BSE ve Velké Britanii po zavedeni bezpec-
nostnich opatfenich na ustupu.

V roce 1996 bylo ve Velké Britanii zachyceno deset
pripadt nové formy Creutzfeldt-Jakobovy choroby (10).
Dalsi pripady vCID byly odhaleny také ve Francii, Irsku,
Italii, USA a Kanadé. Od ostatnich ptipadi CJD se odli-
Sovaly nizkym v€kem postiZzeného, klinickymi nélezy
i EEG netypickym pro CJD. Primérny vék postizenych
byl 26 let. Nova forma CJD se ihned zacala davat do
souvislosti s epidemii BSE (obr. 1). Biochemické studie
tuto spojitost potvrdily analyzou prionovych kment,
které jsou charakteristické glykosylaci a molekulovou
hmotnosti PrPsc (11). Prionové kmeny lze odlisit naoc-
kovanim inbrednich mysi a sledovanim délky inkubacéni
doby a lokalizace PrPsc v rtiznych ¢astech mozku. PrPsc
izolovany z mozkd vCJD pfipadt se odliSuje od PrPsc
sporadické a iatrogenni CJD, zatimco vykazuje podob-
nost s BSE priony.

Ve Velké Britanii bylo potvrzeno pfiblizné¢ 180 000
pripadd BSE, ale aktudlni odhady zminuji ¢islo jeden
milion. Pfedpoklada se, Ze do lidského potravniho fetéz-
ce vstoupilo kolem 750 000 kust dobytka infikovaného
BSE (12).

A7 dosud ve Velké Britanii zemfelo zhruba 155 paci-
entd na vCJD, ve vSech pripadech se jednalo o homozy-
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Tab. 1. Prehled transmisivnich spongiformnich encefalopatii (TSE)
postihujicich lidi a zvirata.

TSE Druh
Sporadické Creutzfeldt-Jakobova choroba (sCJD) | ¢lovek
Familiarni Creutzfeldt-Jakobova choroba (fCJD) | ¢lovék
Variantni Creutzfeldt-Jakobova choroba (vCIJD) | ¢lovék
Tatrogenni Creutzfeldt-Jakobova choroba (iCJD) | ¢lovék
Gerstmanndv-Stridusslerv syndrom (GSS) Clovek
Fatédlni familidrni insomnie (FFI) ¢lovek
Kuru Clovek
Transmisivni encefalopatie norkt norek
Bovinni spongiformni encefalopatie (BSE) dobytek
Chronické kachektizujici onemocnéni (CWD) los, jelen
Kocici spongifromni encefalopatie (FSE) kockovité Selmy
Scrapie (klusavka) ovce

goty pro methionin na kodonu (129 MM) v genu pro pri-
onovy protein (ve Velké Britanii je jedna tfetina popula-
ce homozygoti 129 MM). Pro¢ pravé MM homozygoti?
Dnes se predpoklada, Ze MM homozygoti jsou k choro-
bé vnimavéjsi. Je otazkou, zda nemd choroba v jejich
pfipadé jen kratsi inkubacni dobu. Infikovani jedinci
s jinym genotypem a pravdépodobné delSi inkubacni
dobou by tedy mohli byt nosici choroby, a tim padem
také velkym epidemiologickym problémem. Soucasny
pokles v incidenci vCJID by v takovém piipadé mohl byt
jen zdanlivy.

Zpusob, jakym se infek¢ni protein §ifi do centrélni
nervové soustavy, neni dosud zcela zndm. Jsou mozZné
dvé cesty — krvi a pfes periferni nervovou soustavu.
Otazkou vSak ziistava, jestli je schopen infek¢ni prion
prekrocit hematoencefalickou bariéru. Neddvno reali-
zovana studie na myS$ich naznacila, Ze by to mohlo byt
mozné (13). V propagaci PrPsc hraji daleZitou roli
buriky imunitniho systému. SCID mysi, kterym chybi
funk¢éni B lymfocyty a folikularni dendritické buiiky
(FDC), jsou pfti intraperitonedlni inokulaci rezistentni
k infekci. Oproti tomu je pribéh choroby pfii intrace-
rebralni inokulaci stejny jako u normalnich mysi. Dalsi
studie se vénovaly tloze B bunék a FDC v progresi
choroby s vyuzitim mySich modeld. Bylo zjisténo, Ze

v mnoZeni infektivity v orgdnech imu-

Obr. 1. Epidemiologické data BSE (W) a vCJD (0O) pro Velkou Britanii.

Data pochazeji ze udaju zvefejnénych na strankach World Organisation for Animal Health
(OIE) a Department of Health UK. Poéty pripadii BSE jsou udané v tisicich, poéty pripadi
vCID v jednotkach. Stav k fijnu 2005 ve Velké Britanii je 151 umrtni s diagnézou vCJD.
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- 30 nitniho systému se uplatiiuji predev§im
FDC. U mysi bez FDC nebyl PrPsc po

125 inokulaci lokalizovdn ve slezing.
159 Funkce B bunék v Sifeni infektivity je
zifejmé nepiima — umoznuji diferencia-

T 15 ci pfimému aktéru v podobé FDC. Tato
1 40 hypotéza byla podpofena experimen-
tem, kdy my$i bez PrPc na B buiikach

+5 propagovaly  patologicky protein,
N . zatimco exprese PrPc na FDC byla pro

‘ Sifeni infektivity nutna (14, 15).
P
(1/
Prenos prionovych chorob krvi
Na zédkladé provedenych studii se
pfedpoklada, Ze vétSina PrPc v krvi se
nachazi v plazmé, zbyla tfetina na krev-
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nich elementech. Nejvice PrPc, uvaZzujeme-li pocet
molekul na jednu buiiku, se nachdzi na lymfocytech.
Bereme-li v ivahu pocty krevnich elementt, je nejvétsi
frakce bunécného PrPc na krevnich destickach (16).
Pivod plazmatického PrPc je moZzné vztahovat k mik-
ropartikulim vznikajicich pfi apoptéze endotelidlnich
bunék (17). Jina studie ukdzala, Ze se pfi skladovani
krevnich desti¢ek odebranych aferézou uvoliluje PrPc
do okoli (18). Pfedpoklada se, Ze se jednd o intracelu-
larni pool proteinu, konkrétné o frakci z o-granuli.
Otazkou je, jestli k podobnému uvoliiovani dochazi i za
podminek in vivo. A jakou roli by hral uvolnény prote-
in v destickovém koncentratu u nosice prionové choro-
by s urcitou hladinou infekéniho proteinu v plazmé.
Mohl by fungovat jako substrat pro namnozeni infekti-
vity?

Na zacdtku ¢lanku byly zminény dva ptfipady pravdé-
podobného pienosu vCJD krevni transfuzi (19, 20).
V prvnim pfipadé€ se jednalo o pacienta, ktery obdrzel
pét jednotek erytrocytt, pficemz jedna jednotka pocha-
zela od darce, u kterého se symptomy vCJD objevily 3
roky po darovani krve. Pfijemce zemfel 6,5 let po trans-
fuzi (2002), jednalo se o homozygota MM v kodonu
129 pro prionovy protein. V druhém piipadé obdrZel
pacient nedeleukotizované erytrocyty od darce, ktery
zemfel po 18 mésicich od darovéni krve. Pacient zem-
fel 5 let po transfuzi z jiné pfi¢iny, neZ vCJD, nicméné,
v jeho sleziné byl nalezen PrPsc. V mozku patologicky
protein nalezen nebyl. Jednalo se tedy o preklinicky
ptipad, zajimavy tim, Ze pacient byl heterozygotem MV
v kodonu 129. Tento pfipad naznadil, Ze i heterozygoti
jsou vnimavi k chorobé a mohou byt latentnimi nosici
infekce.

Prenositelnost prionovych chorob krvi a tloha jednot-
livych krevnich elementti byla studovana na fadé zvife-
cich modeld, nicméné, teprve vySe popsané piipady
tykajici se humanni mediciny, pfinesly na tomto poli
zvrat. V obou piipadech se jednalo o transfuzi erytrocy-
th, o infektivité dalSich transfuznich pripravki ¢i krev-
nich derivati mame k dispozici pouze experimentdlni
prukazy na zvifecich modelech.

Prenositelnost infekéniho cinitele vCJD prokazal
difive Herzog studii na primatech Macaca fascicularis
(21). Porovnanim intraven6zniho a ordlniho pfenosu
dosahli  zajimavych vysledki: inkubacni doba byla
v pripad¢ intravenézniho pfenosu vyznamné kratsi,
distribuce PrPres byla podobnd — slezina, mandle,
Peyerovy plaky, svalova inervace, periferni pohybové
nervy a autonomni nervovy systém. Pokud vztihneme
tyto vysledky na vCJID, lze oc¢ekdvat v pfipadé pfenosu
krevni cestou krat$i inkuba¢ni dobu neZ po niakaze kon-
zumaci BSE infikované potravy. Ke zkraceni inkubacni
doby pfi prenosu krvi by méla pfispét nepifitomnost
mezidruhové bariéry.

Jaké je rozloZeni infektivity v krvi ukazaly nékteré
studie na zvifecich modelech se spole¢nym vysledkem —
infektivita se zdd byt koncentrovana v buffy coatu, pfi-
¢emZz béhem inkubacéni faze choroby obsahuje 5-10
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IU/ml a béhem symptomatické faze se zvysi az na 100
IU/ml (22, 23). Mezi bezpecnostni opatfeni v UK patii
deleukotizace transfuznich pfipravkt. V klinické fazi
choroby infikované mysi byla infektivita nalezena
i v plazmé. Na infektivitu plazmy ma ovSem vliv jeji
zpracovani, naptiklad Cohnova frakcionace (24).

Detekce infekéniho prionu v krvi — novinky ve vyzkumu

V soucasné dobé neexistuje spolehlivi metoda pro
diagnostiku  prionovych chorob ante mortem.
Pouzivané metody jsou optimalizovany pro post mor-
tem detekci PrPsc v mozku nebo v lymforetikuldrni
tkani k potvrzeni diagnézy. Naprostd vétSina metod
zahrnuje krok, pfi kterém je infek¢ni materidl Stépen
proteinazou K (PK). Zatimco je norméalni prionovy pro-
tein zcela degradovan, PrPsc je k PK rezistentni
a odstépuje pouze ¢ast proteinového fetézce z N-konce.
PrPsc po odstépeni tohoto fragmentu se nazyva PrPres.
Po rozdéleni SDS-elektroforézou a ,,pfeblotovani* neni
na neinfekénich vzorcich detekovatelny Zadny protein
a na infekénich ano. Diky odStépeni ¢asti proteinového
fetézce sledujeme i pokles molekulové hmotnosti, ktery
je charakteristicky pro rzné varianty prionovych cho-
rob a ma tudiz informacni hodnotu (25). Podle elektro-
foretické pohyblivosti PrPres se lidské TSE rozdéluji do
Ctyf typu: pro sporadickou CJD je to typ 1 a 2, u ziska-
nych CJD se vyskytuje typ 3 a pro vCJD je charakteris-
ticky typ 4 (26).

Pro detekci PrPsc v mozku je k dispozici fada testd,
pro post mortem diagnézu BSE existuji testy schvalené
EU. Jedna se o testy na principu ELISA nebo Western
blot s riznymi usporddanimi. Ke klasickym zptisobtim
diagndzy patii histologické vySetfeni mozkové tkanég, pri
kterém se sleduji neuropatologické znaky jako je spongi-
formni degenerace, astrogli6za a tbytek neuront a jako
specificky znak depozita PrPsc.

Vsechny dostupné testy jsou pouZivané pro post mor-
tem pfipady, pro stavy ante mortem byly publikovany
metody detekce PrPsc na zvifecich modelech. Detekce
priont v krvi zistava stale jednou z nejvice problematic-
kych oblasti, pokusy na zvifecich modelech byly uspés-
né, ale pro lidskou diagnostiku se zatim nepodafilo eva-
luovat zadny test. Dostupné metody vyuzivajici PK se
nezdaji byt vhodnymi kandidaty, protoZe se ukazuje, Ze
v krvi je pfitomnd frakce PK senzitivniho PrPsc (27).
Hladina infek¢éniho proteinu v krvi je velmi nizka, coz
znesnadnuje jeho prukaz a sniZeni jeho koncentrace pro-
teinasovou degradaci by snizovalo citlivost testu.

O moznostech detekovat PrPsc v krvi informuje pre-
hledny ¢lanek od Holady (28). Posledni novinky vyzku-
mu v této problematice jsou prezentovany nize. Jedna se
o Ctyfi metody, kde dvé zahrnuji krok s PK, jedna meto-
da je zaloZena na interakci PrPsc se specifickym ligan-
dem, dvé vyuzivaji protilatky, avsak bez PK Stépeni, pfi-
¢emz jedna z nich vyuziva i specificky ligand.

,»Protein misfolding cyclic amplification‘“ (PMCA)
Tato metoda je zaloZena na amplifikaci malého
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Obr. 2. Princip metody Protein misfolding cyclic amplification.

Malé mnozstvi infekéniho vzorku se inkubuje s pfebytkem PrPc doda-
ného v podobé normalniho mozkového homogenatu. Béhem inkubace
dochazi k transformaci PrPc za vzniku agregata PrPsc, které jsou
v nasledujicim kroku rozbity sonikaci. Stfiddnim kroki inkubace/soni-
kace dojde k namnoZeni abnormdlniho proteinu na mez, kterou je
mozno detekovat standardnimi metodami.
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mnozstvi PrPres izolovaného z testované tkané (po Sté-
peni PK) inkubaci s normalnim mozkovym homogena-
tem jako zdrojem PrPc, ktery slouZi jako substrat (obr.
2). Béhem inkubace vznikaji agregaty, které jsou
v nasledujicim kroku rozbity sonikaci. Vzniknou tak
mens$i agregaty, které funguji jako reakéni mista pro
preménu dalSich molekul PrPc. Opakovanim cykla
sonikace a inkubace se docili namnozeni PrPres, které
jsme jiZ schopni detekovat metodou western blot. Tato
metoda byla uspé$né pouzita pro amplifikaci PrPres
z mozkového homogenatu kieckd infikovanych
263K kmenem laboratorniho scrapie v presymptoma-
tické fazi choroby (29) a v posledni publikované studii
také v krvi kieCkll s 89% senzitivitou a 100% specifi-
citou (30). Probihajici studie stejné skupiny ukazuji
moznost detekce infekéniho prionu v krvi intraperito-
nedlné infikovanych kfeckti 20 dn@ po inokulaci
a objevuji se zpravy o uUspésné detekci priond v krvi
BSE krav.

Poufiti specifického ligandu

Streptomycin je schopen za urcitych fyzikalné-che-
mickych podminek véazat PrPres ve vzorcich po PK
Stépeni. Takto agregovany protein je specificky vyva-
zany chemickou latkou calix-6-aren sulfondt, coZ
umoziuje jeji zvlasStni makrocyklicka struktura s kavi-
tou. Néasleduje vyhodnoceni pomoci anti-PrP protilat-
ky. Perron takto urcil devét z deseti krevnich vzorka
CJD pacienti jako pozitivni a Zadny z pétiset zdravych
darct nebyl uréen jako pozitivni (31).
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Obr. 3. Princip metody Misfolded protein diagnostic assay.

Interakce PrPsc s palindromickymi peptidy navodi zménu jejich kon-
formace. Postupné takto konvertuji v§echny peptidy ve smési, cozZ vede
k amplifikaci fluorescen¢niho signalu odpovidajici pfitomnosti PrPsc
(32).
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Obr. 4. Princip metody chemické modifikace epitopt.

Vysoce reaktivni chemické ¢inidlo modifikuje pristupné epitopy prote-
ind. Na molekule PrPc je modifikovano 99 % epitopt (A), zatimco na
agregéatech PrPsc pouze epitopy exponované do prostiedi (B). Po disa-
gregaci (C) se nemodifikované epitopy odkryji a 1ze je detekovat proti-
latkou (D).

Misfolded protein diagnostic assay (MPD)

Tato metoda vyuziva syntetické palyndromatické
peptidy obsahujici mezi druhy vysoce konzervovanou
sekvenci z N-konce PrP. Interakce mezi timto pepti-
dem a PrPsc vede ke zméné konformace peptidu,
podobné, jako se méni prevazné a-helikalni konforma-
ce PrPc po interakci s PrPsc na konformaci bohatou na
B-struktury (obr. 3). A stejné jako je infek¢ni protein
schopen indukovat zménu konformace dalSich PrPc
molekul, je peptid schopen indukovat zménu konfor-
mace dalSich peptidi. Na peptidech je navazana fluo-
rescencni znacka. Zménou konformace peptidu na -
helikdlni dochéazi ke zméné€ emisniho maxima, coz
umoziiuje snadné vyhodnoceni metody. Grosset publi-
koval detekci PrPsc touto metodou v mozku experi-
mentdlné infikovanych kieccich, optimalizace pro
detekci v krvi zatim probihd (32, 33).

Chemickd modifikace epitopii

Stépeni vzorku PK je nutné ve chvili, kdy chceme
odstranit normalni prionovy protein. Protilatka pak dete-
kuje zbyly infekéni protein. Pokud by byla k dispozici
kvalitni specificka anti-PrPsc protilatka, neni tento krok
nutny. V takovém piipadé bychom se nemuseli obdvat
sniZzeni citlivosti testu odstranénim PK citlivé frakce
PrPsc. Dosud vsak nebyla validovana metoda vyuZivaji-
ci specifickou protilatku, ac¢koliv vyzkum se jimi inten-
zivné zabyva.

Metoda chemické modifikace epitopli umoziuje
detekovat PrPsc ve vzorku anti-PrP monoklonalni pro-
tilatkou bez pouZiti PK. Vzorek obsahujici PrPsc
a velky prebytek PrPc je inkubovan s vysoce reaktiv-
nim chemickym ¢inidlem s kratkym polocasem Zivota.
Béhem inkubace se modifikuji aminokyseliny expono-
vané do prostfedi. Ostermann zjistil, Ze na molekule
PrPc je takto zmodifikovano, a tedy protilatce nepfi-
stupno, 99 % epitopt (34). Naproti tomu, u PrPsc se
modifikuje pouze povrch agregatu a kvili kratkému
polocasu chemického ¢inidla nejsou modifikovany epi-
topy skryté uvnitt (obr. 4). Po disagregaci mohou byt
detekovany standardnimi metodami, napfiklad meto-
dou DELFIA.
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Zavér

O biologii prionového proteinu a patogenezi priono-
vych chorob je k dispozici obrovské kvantum informa-
ci. Pomineme-li zakladni mystérium — existenci infek¢-
niho proteinu, které nedd mnoha védctim spat, zlistava-
ji dva nevyfeSené problémy. Diagnostika a terapie,
jedno souvisi s druhym. Jak ukazaly dva britské piipa-
dy, mize byt krev zdrojem infektivity. Krev je také nej-
pristupnéjsi tkani pro preklinickou detekci choroby,
zatim se vSak zadny z existujicich testd pro detekci
PrPsc neosvédcil. Hlavnim problémem je nizké hladina
infek¢éniho proteinu, ktera se muze jesté vice snizit kro-
kem pouzivajicim proteinazu K. Slibnym pfistupem je
amplifikace PrPsc, at uz koncentraci chemickou cestou
nebo fyzikdlnimi metodami, jako je tomu u metody
PMCA. Dalsi cestou, ktera se zcela vyhyba proteolytic-
kému kroku, je vyuziti specifickych protilitek nebo
ligandt. Pozitivem tohoto pfistupu je snizeni pozadi
zpusobeného prebytkem PrPc ve vzorku. Ukazuje se, Ze
v populaci se mohou vyskytovat latentni nosic¢i vCID.
Vyvoj preklinického testu pro detekci PrPsc je tedy
velmi dulezity z hlediska screeningu darcti krve, obec-
né&ji, z hlediska diagnézy a terapie.

Seznam pouzitych zkratek

TSE transmisivni spongiformni encefalopatie

sCID sporadické Creutzfeldt-Jakobova choroba

vCID variantni Creutzfeldt-Jakobova choroba

BSE bovinni spongiformni encefalopatie

PrPc normélni prionovy protein

PrPsc patologicky (abnormalni) prionovy protein

PrPres resistentni prionovy protein

FDC folikularni dendritické burnky

U infek¢ni jednotka

PK proteinasa K

ELISA Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

PMCA Protein Misfolding Cyclic Amplification

MPD Misfolded Protein Diagnostic assay

DELFIA Dissociation Enhancement Lanthanide
Fluoroimmunoassay

Literatura

1. Prusiner SB. The prion diseases. Brain pathology 8, 1998;
499-513.

2. Milhavet O, McMahon HE, Rachidi W, et al. Prion infection
impairs the cellular response to oxidative stress. Proc Natl cad Sci
USA 2000; 97: 13937-13942.

3. Brown DR, Clive C, Haswell SJ. Antioxidant activity related to
copper binding of native prion protein. J Neurochem 2001; 76:
69-76.

4. Gauczynski S, Hundt C, Leucht S, et al. Interaction of prion
proteins with cell surface receptors, molecular chaperons, and
other molecules. Adv Protein Chem 2001; 57: 229-227.

5. Spielhaupter C, Schatzl HM. PrPC directly interacts with prote-
ins involved in signaling pathways. J Biol Chem 2001; 27:
44604-44612.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

,,437,

Chen S, Mange A, Dong L, Lehmann S, et al. Prion protein as
trans-interacting partner for neurons is involved in neurite outg-
rowth and neuronal survival. Mol Cell Neurosci 2003; 22:
227-233.

Hill AF, Butterworth RJ, Joiner S, et al. Investigation of variant
Creutzfeldt-Jakob disease and other human prion diseases with
tonsil biopsy samples. The Lancet 1999; 353: 183-189.

Bruce M, Chree A, McConnell 1., et al. Transmission of bovine
spongiform encephalopathy and scrapie to mice: stain variation
and the species barrier. Philos Trans R Soc Lond B Biol Sci 1994;
343: 405-411.

Cutlip RC, Miller JM, Race RE, et al. Intracerebral transmissi-
on of scrapie to cattle. J Infect Dis 1994; 169: 814-820.

Will RG, Ironside JW, Zeidler M, et al. A new variant of
Creutzfeldt-Jakob disease in the UK. Lancet 1996; 347: 921-925.
Safar J, Wille H, Itri V, et al. Eight prion strains have prpSc
molecules with different conformations. Nat Med 1998; 4:
1157-1165.

Anderson RM, Donnelly CA, Ferguson NM, et al.
Transmission dynamics and epidemiology of BSE in British catt-
le. Nature 1996; 382: 779-788.

Banks WA, Niehoff ML, Adessi C, et al. Passage of murine
scrapie prion protein across the mouse vascular blood-brain barri-
er. Biochem Biophys Res Commun. 2004; 318: 125-130.

Klein MA, Frigg R, Raeber AJ, et al. PrP expression in B lymp-
hocytes is not required for prion neuroinvasion. Nature 1998; 4:
1429-1433.

Brown KL, Stewart K, Ritchie DL, et al. Scrapie replication in
lymphoid tissues depends on prion protein-expressing follicular
dendritic cells. Nat Med 1999; 5: 1308-1312.

Holada K, Vostal JG. Different levels of prion protein (PrPc)
expression on hamster, mouse and human blood cells. Br
J Haematol 2000; 110: 472-480.

Simak J, Holada K, D"Agnillo F, et al. Cellular protein is
expressed on endothelial cells and is released during apoptosis on
membrane microparticles found in human plasma. Transfusion
2002; 42: 334-342.

Bessos H, Drummond O, Prowse Ch, et al. The release of prion
protein from platelets during storage of apheresis platelets.
Transfusion 2001; 41: 61-66.

. Llewelyn CA, Hewitt PE, Knight RSG, et al. Possible trans-

mission of variant Creutzfeldt-Jakob disease by blood transfusion.
The Lancet 2004; 363: 417-421.

Peden AH, Head MW, Ritchie DL, et al. Preclinical vCID after
blood transfusion in a PRNP codon 129 heterozygous patient. The
Lancet 2004; 264: 527-529.

Herzog C, Sales N, Etchergaray N, et al. Tissue distribution of
bovine spongiform encephalopathy agent in primates after intra-
venous or oral infection. The Lancet 2004; 363: 422-428.
Brown P, Cervenikova L, McShane LM, Barber P, et al.
Further studies of blood infectivity in an experimental model of
transmissible spongiform encephalopathy with an explanation of
why blood components do not transmit Creutzfeldt-Jakob disease
in humans. Transfusion 1999; 36: 1169-1178.

Bons N, Lehmann S, Mestre-Frances N, et al. Brain and buffy
coat transmission of bovine spongiform encephalopathy to the
primate Microcebus murinus. Transfusion 2002; 42: 513-516.
Brown P, Rohwer RG, Dunstan BC, et al. The distribution of
infectivity in blood components and plasma derivatives in experi-
mental models of transmissible spongiform encephalopathy.
Transfusion 1998; 38: 810-816.

Notari S, Capellari S, Giese A, et al. Effects of different experi-
mental conditions on the PrPSc core generated by protease diges-
tion: implications for strain typing and molecular classification of
CJD. ] Biol Chem 2004; 279: 16797-16804.

Hill AF, Joiner S, Wadsworth JD, et al. Molecular classificati-
on of sporadic Creutzfeldt-Jakob disease. Brain 2003; 126:
1333-1346.

Yakovleva O, Janiak A, McKenzie C, et al. Effect of protease
treatment on plasma infectivity in variant Creutzfeldt-Jakob dise-
ase mice. Transfusion 2004; 44: 1700-1705.

Holada K. Prionové choroby a pokrok ve vyvoji testu pro pekli-

35



Transfuze 1/06

29.

30.

31.

32.

33.

34.

zlom 28.3.2006 10:25 Strénka 36 - \/E L

nickou detekci abnormélniho prionového proteinu (PrPsc). Klin
Mikrob Inf Lék 2005; 5: 151-160.

Soto C, Anderes L, Suardi S, et al. Pre-symptomatic detection of
prions by cyclic amplification of protein misfolding. FEBS Lett
2005; 579: 638—642.

Castilla J, Saa O, Soto C. Detection of prions in blood. Nat Med
2005; 11: 982-985.

Perron H, Dupin M, Cecillon S, et al. novel immunoassay for the
detection of resistant prion protein (PrPres) in human plasma. Prion
2005; ORAL-4S, 67.

Grosset A, Moskowitz K, Nelsen C, et al. Rapid presymptomatic
detection of PrPSC via conformationally responsive palindromic PrP
peptides. Peptides 2005; in press.

Orser C, Pan T, Sethi J, et al. A new TSE diagnostic blood test.
Prion 2005; ORAL-50, 69.

Ostermann J, Lehto M, Gong B, et al. Epitope protection as

a novel tool to characterize prion structures and for diagnosis of
prion infections. Prion 2005; ORAL-51, 70.

Podékovdni
Podporovdno grantem IGA MZ 7416-3 a DG GACR 201175.
Dékuji Dr. Holadovi za odborné pripominky.

Ing. Adéla Brouckovd

Prionovd laborator

Ustav imunologie a mikrobiologie

1. lékarskd fakulta Univerzity Karlovy v Praze
Studnickova 7, 128 20 Praha 2

e-mail: adela.brouckova@Ifl.cuni.cz

Doslo do redakce: 28. 11. 2005
Prijato: 20. 12. 2005

M. Ferentik, J. Rovensky, Y. Shoenfeld, V. Matha

IMUNITNI

IMUNITNI SYSTEM

M. Ferencik, J. Rovensky, Y. Shoenfeld, V. Matha

SYSTEM Preklad skvéle napsané knihy slovenského autorského kolektivu (pred-

mluvu napsala prof. MUDr. J. BartGinkova, DrSc.). Publikace je pfinosem

INFORMACE PRO KAZDEHO pro odborniky i laiky — je ur€ena zejména studentim stfedoSkolského

i vysokoskolského studia, laborantiim, medikdm, farmaceutiim, bioche-
mikdm, biologm a samozfejmé lékafim.Tato ucCebnice ma leccos
navic, co v existujicich ¢eskych imunologiich dosud nezaznélo: jsou
zafazeny kapitoly o prion6zach, o imunotoxikologii, o vztazich nervové-
ho, endokrinniho a imunitniho systému. To jsou okruhy, kterym se vétsi-
na autor( pro naroc¢nost obvykle vyhyba. Kniha by rozhodné neméla
chybét ve Vasi knihovnicce.

Vydala Grada Publishing v roce 2005. ISBN 80-247-1196-6, kat. cislo 1400,

170 x 230, broz. vazba, 240 str., cena 345 K¢.

Objednavku miiZete poslat na adresu: Nakladatelské a tiskové stiredisko CLS JEP, Sokolska 31, 120 26 Praha 2,
fax: 224 266 226, e-mail: nts@cls.cz

36



