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Souhrn

Lidské prionové choroby, Creutzfeldtova-Jakobova nemoc (CJN)
sporadicka, familiarni, iatrogenni i jeji nova varianta, Gerstmann-Straussler(v-
Scheinkeruv syndrom, fatalni familiarni i sporadicka insomnie a kuru jsou velmi
vzacna, vzdy smrtici onemocnéni, epidemiologicky, historicky, klinicky a neuro-
biologicky zavazna. V Cerstvé paméti je epidemie bovinni spongiformni
encefalopatie (BSE), ktera decimovala anglické chovy. BSE se pfenesla do
Evropy a vyskytuje se i v Ceské republice. Spletita historie poznavani prio-
novych nemoci zacala r. 1738, neni ukonena dodnes. Objev povahy agens
zménil pfedstavy o infekénich chorobach, objev replikace agens, zménil pfed-
stavu o zakladnim biologickém dogmatu. Oba objevy ziskaly svou Nobelovu
cenu. Odolnost prionl vaci vSem béznym metodam desinfekce a s tim spjata
rizika jsou ddvodem povinného dohledu nad vyskytem prionovych nemoci
v Evropé a Cin&. Narodni referenéni laboratof lidskych prionovych chorob
(NRL) byla zalozena r. 2001 pfi oddéleni patologie Fakultni Thomayerovy
nemocnice s poliklinikou. Roku 2003 byla NRL zafazena do evropské sité la-

boratofi dohlizejicich na prionova onemocnéni.



Summary

Human prion diseases i.e. Creutzfeldt-Jakob disease (CJD) sporadic,
familial, diseases accidentally transmitted (iatrogenic), Gerstmann-Straussler-
Scheinker’s syndrome, fatal familial and sporadic insomnia and kuru are rare ,
always fatal fascinating historically, clinically and neurobiologically and
important epidemiologically. The bovine spongiform encefalopathy which
decimated England animal husbandry is in recent memory. The BSE has found
its way in Europe, the Czech Republic included. Sinuous history of research of
prion diseases which started at 1738 continues until today. The discovery of
nature of prions changed the concept of infectious diseases. The disclosure of
probable prion replication changed fundamental biological dogma. The Nobel
Price awarded both of these breakthroughs (Carleton Gajdusek 1976, Stanley
Prusiner, 1997). The prion’s resistence toward common disinfection is the
reason why there is obligatory surveillance of prion diseases in Europe.
National Reference Laboratory of Human Prion Disease of the Czech Republic
(NRL) was founded 1.7.2001 at the Department of Pathology of Thomayer's
Teaching Hospital. NRL was included in the network of European prion

surveillance laboratories in the year 2003.



Uvod

Prionova onemocnéni neboli pfenosné, Cili transmisivni spongiformni
encefalopatie jsou vzdy smrtici, historicky, klinicky i neurobiologicky vzacna
onemocnéni postihujici lidi a zvifata. Pfedstavitelem téchto chorob u lidi jsou
sporadicka a variantni Creutzfeldtova-Jakobova nemoc . Pro prionové choroby
je typickd akumulace abnormalniho prionového proteinu PrP>¢ ve formé
amyloidnich plakd v centralnim nervovém systému. Zachyt kazdého, byt jen
mozného, nebo pravdépodobného pfipadu lidskych prionovych onemocnéni,
muze znamenat ztratu nejméné jednoho lidského Zivota, naro¢na hygienicka
opatfeni, bedlivou klinickou ostrazitost i sloZitou a nakladnou diferencialni
diagnostiku spocivajici ve vySetfeni pacienta na prislusném oddéleni
Neurologické kliniky Fakultni Thomayerovy nemocnice v Praze.

Narodni referenéni laboratof lidskych prionovych chorob byla zaloZena r.
2001 pfi oddéleni patologie Fakultni Thomayerovy nemocnice s poliklinikou.
Roku 2003 byla NRL zafazena do evropské sité laboratofi dohlizejicich na
prionova onemocnéni. Jeji dobudovani r. 2006 spolu s nejmodernéjSim vyba-
venim umoziuje neurohistologickou, imunologickou a molekularné genetickou
diagnostiku a diferencialni diagnostiku lidskych prionovych a dalSich neurode-

generativnich nemaoci.



1. Teoreticka cast

1.1. Co je to prion

Pojem prion vytvofil roku 1982 Prusiner, oznacCoval jim malé bilkovinné
infek¢ni Castice, které jsou odolné vici inaktivaci postupy, které méni nukleové
kyseliny.

Prion je zkratka pro proteinaceous infectious particle. Jde o infekéni
agens, které nenese genetickou informaci ulozenou v nukleové kyseliné. Jak
jsou ale priony syntetizovany? Byly navrzeny tfi moznosti. Prvni moznost tvrdi,
Ze by pfece jen mohly priony obsahovat nukleovou kyselinu, ktera vSak ur€itym
zpusobem unika naSi detekci. Tato moznost je v8ak pfi souCasném stupni
poznani o prionech nepravdépodobna.

Nabizi se druha moznost, tedy Zze priony mohou né&jakym zpusobem
specifikovat svoji aminokyselinovou sekvenci. To by se mohlo dit napf. pomoci
tzv. reverzni translace, tj. zpétného pfepisu informace z hotového prionového
proteinu do nukleovych kyselin, pfipadné by priony mohly pfimo katalyzovat
svoji vlastni syntézu. Ani jedna z téchto dvou moznosti v8ak zatim nebyla
pozorovana, jejich objev by znamenal prevrat v molekularni biologii.

KonecCné je tu tfeti moznost: vnimavé bunky nesou gen, ktery koduje
odpovidajici prionovy protein. Teprve infekce téchto bunék prionem zpusobi

aktivaci tohoto genu. Posledni hypotéza se jevi jako nejpravdépodobné;jsi.

1.2. Prionové bilkoviny

Nervové buiiky savcll obsahuji prionové bilkoviny (PrP, pfipadné PrP¢
pro zdravou bunécnou bilkovinu). M4 se zato, Ze tyto prionové bilkoviny hraji
dUlezitou ulohu pfi odpoc&inku a spanku, mozna i pro tvorbu dlouhodobé paméti.
Priony se nachazeji na buné&né membrané fady bunék. Na 20 chromozomu
Clovéka je lokalizovan gen, ktery vznik prionového proteinu koduje. Obdobnou
bilkovinu vytvari i jiné organismy. Této bilkoviné fikame buné&ény nebo také

prionovy protein PrP°. Patologicky PrPS¢

(Sc od scrapie, neboli klusavky) je
vlastné patogenni forma normalniho prionu.
Na primarni urovni se obé formy shoduji (maji stejné poradi AK), rozdil

mezi prionem a prionovym proteinem nachazime na Urovni sekundarni, je dan



konformaci: v prionech se oproti prionovym bilkovinam vyskytuje vétsi podil -
skladanych listli. Patologické priony bohaté na struktury 3-skladaného listu maji
tendence agregovat a vytvaret fibrily. Jinymi slovy, prion je odliSné poskladana

prionova bilkovina.

PrP° PrpS©

Obrazek ¢. 1. Molekulami model struktury

Toto jiné poskladani mu vSak propujcuje vrazedné vlastnosti:

e vykazuji vysokou tendenci ke shlukovani (shluky priond se vyskytuji
bud pfimo v nervovych burikach nebo v mezibunécnych prostorach)

e jsou velmi odolné: vidi teploté, UV zafeni, nizkému pH, rozpoustéd-
ldm (infekce je schopny prach po vystaveni teploté 600°C suchého
tepla!)

e odolavaji proteazam (enzymy, které Stépi bilkoviny)

e recept na zniCeni: 130°C vlhkého tepla pfi tlaku 3 bary po dobu 20

minut, ale také napf. Savo.

1.3. Typy priont

Subklasifikace priond na zakladé strukturalnich charakteristik, které
definuji jejich patologicky profil:
e liSi se inkubacni dobou a neuropatologickymi znaky, i kdyz jsou
zpUsobeny stejnym proteinem (PrP*°)
e existence rdznych typa prionl: jsou chemicky identické, ale odliSuji se

konformaci
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Jednotlivé typy priontd maiji specifické cilové tkané, inkubacni dobu a

patogenezi.

1.4. Prionové choroby

Transmisivni spongiformni encefalopatie (TSE), neboli prionova onemoc-
néni tvofi skupinu neurodegenerativnich chorob postihujici zvifata a lidi. Jejich

poznani ma dlouhou a slozitou historii.

1.4.1. Historie onemocnéni

Nejstar§im znamym onemocnénim je scrapie(klusavka) postihujici ovce,
popsana byla roku 1738. Nové popsané prionové choroby zvifat jsou encefalo-
patie norkd (1947), chronické kachektizujici onemocnéni losu a jelent (CWD,
1967), koCiCi spongiformni encefalopatie (FFE, 1990), bovinni spongiformni
encefalopatie (BSE, 1986), a stejné onemocnéni dalSich desitek zvifecich dru-
ha v evropskych zoologickych zahradach v&etné bizona a tygra (1986). V roce
1936 byla scrapie pfenesena na zdravé ovce a kozy. Napadna byla dlouha
inkubacni doba. Pfedpokladalo se, Ze pfi€inou onemocnéni je virus.

Nejvice pfipadl se objevovalo na mléénych farmach v jizni Anglii, tedy
v oblasti, kde jsou krdvy chovany na mléko. Chudsi oblasti severni Anglie a

Skotska byly nemoci Silenych krav postizeny podstatné mensi mirou.

2. Lidska prionova onemocnéni

Lidska prionova onemocnéni jsou sporadicka, familiarni a iatrogenni
Creutzfeldtova-Jakobova nemoc, nova varianta CJN, Gerstmann-Strausslertv-
Scheinkeruav syndrom, kuru, fatalni familiarni insomnie.

Creutzfeldtovu - Jakobovu nemoc nezavisle na sobé& poprvé popsali
v roce 1920, rakousky neurolog Alfons- Maria Jakob a némecky neurolog Hans
Bernard Creutzfeldt. Oba |ékafi uverejnili popis Sesti pfipadu degenerativniho
onemocnéni mozku , které nazvali spasticka pseudoskleroza. Pozdéji byl ale
onemocnéni pfisouzen nazev uznavajici zasluhy obou lékafl. Nemoci se
zacalo fikat Creutzfeldtova- Jakobova nemoc. CJN postihuje obvykle lidi ve
véku kolem padesati let. Zfidka se s ni setkdvame u lidi mladSich nez Ctyficet

roku a téch, ktefi prekrocCily osmdeséatku.
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Prvnimi  pfiznaky mohou byt drobné vypadky paméti. V pocateCnich
stadiich jsou také Casté zmény nalady, ztrata zajmu o okoli a neochota ucastnit
se spoleCenského zivota. Nasleduje pokles pracovni vykonnosti s tim, jak se
V této fazi se maze choroba jevit jako deprese. Béhem nékolika tydni nemocny
ztraci stabilitu pfi chuzi, trpi poruchami vidéni, mohou se dostavit i halucinace.
Choroba poznamenava i feé. Clovék mluvi pomalu, nezietelné vyslovuje a pfi
konverzaci s obtizemi hleda vhodna slova. Pak udalosti naberou rychly spad.
Nemocny neudrzi moc, jeho pohyby jsou trhavé a roztfesené, koncCetiny mu
tuhnou. Nakonec se uz nedokaze ani pohybovat ani mluvit.

Proces se sice pomalu, ale nezadrzitelné Sifi mozkovou tkani, neni
doprovazen imunitni odezvou, ale mikroskopicky obraz poskozené tkané je

typicky pro spongiformni encefalopatie.

2.1. Sporadicka Creutzfeldtova- Jakobova nemoc

Sporadickd CJIN se vyskytuje ve v8ech zemi svéta, kde je mozno tuto
chorobu diagnostikovat. Odhadovany vyskyt je 1 pfipad/milion lidi/rok. V mésts-
ké populaci a populaci lidi starSich nez 65 let jakozZ i v populaci psychiatrickych
léCeben muze byt jeji vyskyt az 5x vysSi. PFi€ina rustu poctu pfipadu je nejasna.
Diskutuje se moznost lepSiho poznavani choroby, iatrogenniho pfenosu a pre-
nosu prionoveé zoonadzy (Glatzel et al.,2002).

Mezi CJIN a scrapie nebyl doloZzen epidemiologicky vztah. Pfi¢ina spo-
radické CJIN je nezndma. Predpoklada se moznost spontanni konverze PrP
nebo somatické mutace. V nékterych rodinach se vyskytuji jak pfipady spliujici
kriteria CIN i GSS (viz nize), tak atypické pripady, které je nesplriuji. U téchto
atypickych prionovych chorob se nemusi objevit neurohistologické diagnostické
znaky jako je spongiformni encefalopatie, ale imunohistochemické zmény byvaji
pozitivni. Klinické diagnéze napomaha zjisténi proteinu 14-3-3 v mozkomisnim
moku (green et al.,2001). Klinické pfiznaky téchto atypickych prionovych chorob
zahrnovaly v rozliSnych kombinacich progresivni demenci, choreu, myoklonus
extrapyramidové priznaky, pseudobulbarni pfiznaky, epileptiformni kiecCe i
amyotrofické zmeény (Collinge, 2001). Stfedni doziti od prvnich pfiznakd byva

kratSi nez 12 mésicu.
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2.2. latrogenni Creutzfeldtova- Jakobova nemoc

V souCasnosti se uziva termin nahodné pfenesena. Byla zplUsobena
transplantaci rohovky, uZitim nedostateCné sterilizovanych intracerebralnich
elektrod, transplantaci dura mater, dale uzitim rdstového hormonu a gona-
dotrofinu ziskaného z kadaverdznich hypofyz (Prusiner, 2001, Report, 1997).
Prionové choroby jsou s ohledem na mimofadnou odolnost priond vici béznym
desinfekénim prostfedkim, dlouhou inkubaéni dobou, pravdépodobnou infek-
tivitu jiz v pribéhu inkubace tézkym epidemiologickym problémem vSech ope-
ranich oboru i transplantacni mediciny, coz dokazal nedavny britsky pfipad
pacienta, jemuZz byla provedena appendectomie. Nastroje byly sterilizovany
obvyklym zpUGsobem, jez ponechavaji priony nedotéené. Sest mésic poté pro-
pukly u pacienta pfiznaky vCJN.

Pripady, které byly dusledkem intracerebralnich nebo intraokularni ino-
kulace, jsou klinicky blizké klasické CJIN s rychle progredujici demenci. Inku-
bace po transplantaci dura mater se pohybovala mezi 19-46 mésici, inkubace
po periferni inokulaci byla v praméru 15ti let. V Ceské republice jsou znamy dva
pfipady nasledného uziti nastrojd kontaminovanych pfi mozkové biopsii u

pacientky postizené v této dobé nediagnostikovanou sCJN.

2.3. Familiarni Creutzfeldtova- Jakobova nemoc

Familiarni podoba CJN je zplsobena mutacemi PRNP. Diagnostikuje se
na zakladé neuropsychiatrickych pfiznaku, z nichz Ize vyvodit pravdépodobnou,
moznou, pfipadné definitivni diagnézu CJN, dale na zakladé pravdépodobné,
mozné nebo definitivni diagnézy CJIN u pfibuzného a na zakladé zjisténi muta
ce PRNP charakteristické pro takové onemocnéni.

Rodokmeny postizené t€émito onemocnénimi se vyskytuji v oblasti Kysu-
ce a na jiznim Slovensku s pfesahem do pfilehlé oblasti Madarska. (Mitrova,
1999).

PFiblizné 15% pfipadd CJIN je dédicnych. U v8ech dosud znamych
familiarnich pfipadua byly zjistény mutace genu pro prionovy protein (PRNP),
v soucasnosti je jich znamo vice nez 20. Tato mutace je dlsledkem substituce
jedné aminokyseliny PrP, v jednom pfipadé byl zastiZzen stop kodon, dusledkem

byl rozvétveny PrP.
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U téchto onemocnéni jde o autosomalné dominantni typ dédi¢nosti.
Pfipady téchto prionovych chorob je mozno diagnostikovat analysou PRNP.
Genetickym kli¢em vnimavosti vaéi sporadickym a ziskanym prionovym choro-
bam je PRNP polymorfismus v oblasti kodonu 129, kde je kédovan bud

methionin nebo valin. VétsSina chorob postihuje homozygoty.

2.4. Nova varianta Creutzfeldtovy- Jakobovy nemoci

Nova varianta CJN - je to lidska obdoba nemoci Silenych krav a byla
puvodné popsana na 10 pfipadech, které byly vysledkem epidemiologického
dohledu nad vyskytem CJN ve Spojeném kralovstvi. Smyslem dozoru bylo
ovéfit vyskyt této nemoci ve vztahu k epidemii BSE, ktera v této zemi zacala
v roce 1986.

2.4.1. Teorie vzniku prionovych onemocnéni

Bovinni spongiformni encefalopatie (BSE) se objevila ve Velké Britanii.
Prvni pfipady byly zaznamenany v roce 1985. Dnes se vyskytuje v fadé ze-
mi,napf. Svycarsku, Francii, Spanélsku, Portugalsku, Némecku a Ceské republ-
ice.

Jedna skupina expertl je pfesvédCena, ze se priony dostaly do nedosta-
te€né chemicky a tepelné zpracované masokostni moucky z ovci uhynulych na
scrapii.

Druha velka skupina expertd vini ze vzniku BSE priony skotu. Zastanci
této teorie predpokladaji, ze nejprve musely vzniknout v téle nékterych kusl
skotu priony zcela spontanné, podobné jako v pfipadech sporadické Creut-
zfeldtovy-Jakobovy nemoci lidi, napfiklad mutaci nebo spontanni konformaci.
KdyZ toto zvife poslo nebo bylo zabito pro chatrné zdravi, dostalo se jeho télo

do masokostni moucky, kterou byly nakrmeny dalSi kravy.

2.4.2. Moznosti prenosu infekénich prionu

Lasmézas et al.(2001) dolozil, Ze BSE Ize pfenést mezi primaty
intravendzni cestou. BSE priony se adaptuji na makaky a byly zjistény jak
v pfipadech vCJN v Britanii, tak i ve Francii.

Predpoklada se, Ze pfenos priond BSE na lidi je alimentarni (konzumaci

mozku, michy, nékterych miznich uzlin, sleziny, brzliku nebo morkovych kosti
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z kusu nakazeného BSE). Odhaduje se, Ze do lidského potravniho fetézce se
dostalo pred rokem 1986 asi 50 000 kusu infikovanych zvifat, podstatné vétsi
poCet poté. Zakaz uzivani rizikovych soucasti z pordZzek byl ve Spojeném
kralovstvi vysloven r. 1989.

Pravdépodobnost pfenosu zalezi na individualni davce, genetické vnima-
vosti a vySi mezidruhové bariéry mezi hovézim dobytkem a Clovékem. Pred-
poklada se, Ze ta je zavisla na odliSnych genotypech PRNP. Podle dosavadnich
Zjisténi jsou vnimavi jen homozygoti met-met na 129 kodonu PRNP, coZ je asi
37% dosud vySetfované populace. Mechanismus, jimZz se priony dostavaji do
CNS, je nejasny. Primarni cilovou tkani pfi alimentarnim pfenosu by mohla byt
lymforetikularni tkan zazivaci trubice a sleziny.

Dnes uz mame téméfr stoprocentni jistotu, Ze vCJIN vyvolavaji priony

skotu a ze to je vlastné lidska forma nemoci Silenych krav.

2.4.3. Situace v Ceské republice

BSE v Cechach: veterinafi zjistili v CR prvni kus dobytka nakazeny BSE
v roce 2001, jesté tyz rok pfibyl druhy pfipad. V roce 2002 se objevila opét dvé
nakazena zvifata. V roce 2003 byly zjistény Ctyfi pfipady, v roce 2004 sedm.
Zatimco predloni bylo v CR zjisténo osm pripadil BSE, coZ bylo nejvice za
dobu, kdy se na nemoc Silenych krav porazeny skot vySetfuje, loni se v

tuzemsku vyskytly pouze tfi pfipady a letos zatim jeden.

2.5. Gerstmann-Strausslerav-Scheinkerilv syndrom

GSS je autosomalné dominantni onemocnéni, které se klinicky projevuje
mozeckovou ataxii s pyramidovymi pfiznaky, pozdéji nastupuje demence, ktera
nemusi byt hluboka. Kromé téchto pfiznakl se také objevuje dysfagie,
dysarthrie, hyporeflexie. Prubéh onemocnéni je obvykle pétilety. Prvni pfiznaky
se objevuji ve treti nebo ¢tvrté dekadé zivota. Jde o syndrom, jenz je dusled-

kem nékolika druht mutaci.

2.6. Kuru

V horskych pralesich vychodni Nové Guineje byla po druhé svétové
valce objevena u pfisludnikl kmene Fore choroba oznacovana jako kuru. V té

dobé bylo kuru zodpovédné za plnou polovinu umrti mezi forejskymi Zenami.
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Choroba nastupovala témeér nepozorované, prvnimi pfiznaky byly zavraté a
chvilkova slabost. Nasledovaly uporné bolesti hlavy, kfeCe v nohou a nezvlad-
nutelny tfes. Muzi obvykle boj s chorobou zahy vzdali, pfestali jist a bud zemfreli
hlady nebo jinym zpisobem. Obéti kuru umiraji obvykle do dvou let od okamzi-
ku, kdy se u nich objevi prvni pfiznaky nemoci. Lékafi tohoto uzemi byly
presvédceni, Zze nejde i infekEni chorobu, ale prokleti ze strany Saman. Pozdéji
Gajdusek zkoumal mozky obéti kuru dovezené z Nové Guineje a konstatoval,
Ze kuru patfi mezi choroby zplisobené zvlastnimi viry.

Kuru se Sifilo ritualnim kanibalismem. Foreové provozovali kanibalismus
jen jako soucast pohfebnich obfadu.

Kuru postihuje obé pohlavi, Castéji vSak zeny a déti. NejmladSi postizené
déti byly pétileté, nejstarSim nemocnym bylo vice nez 60 let. Onemocnéni trva
v primeéru 12 mésicl. Klicovym pfiznakem je progresivni ataxie mozecku(slovo
kuru oznacuje v mistnim jazyce tfes). Demence se obvykle nevyviji. Pred-
poklada se, Ze pramen kuru byl pfipad sporadické CJN na pocatku 20. stoleti.

Inkubaéni doba kuru je nej¢astéji kolem 12 let, mize pfesahnout 40let.

2.7. Fatalni familiarni a sporadicka insomnie

FFI se projevuje nespavosti a dysautonomii, pozdéji se objevuje
ataxiedysarthrie,myoklonus a pyramidové pfiznaky. V zavéru onemocnéni je
insomnie Uplna, doprovazeji je demence, rigidita, mutismus.

PfiCinou v obou pfipadech je mutace D178N genu PRNP asociovana
s methioninovym kodonem 129 na stejné alele (Medori et al., 1992). V Ceské

republice nebyla FFI zastizena.
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Rok prvniho Pramérny |Inkubacni

Nemoc Zpusob nakazy Symptomy
popisu vék doba
KURU |1957 kanibalismus jakykoliv | 2-40 let ataxie
spontanni
55-70
(~90%)
. . - |1,5-30 :
CJD [1920 iatrogenni (1%) |jakykoliv i ataxie,demence
rokd
hereditarni(5-
stfedni
15%)
o . ataxie,
GSS |[1936 hereditarni stfedni  |-------
demence
FFI 1986 hereditarni sttedni  |------- poruchy spanku

Tabulka ¢. 1 Prionoveé choroby (100% mortalita)

2.8. Opatreni Evropské unie

Evropska unie vytvofila v srpnu 2000 seznam zemi, v nichz je riziko na-
kazy krajné nepravdépodobné. Je to napf. Argentina, Australie , Novy Zéland,
Chile, Norsko. V zajmu ochrany spotiebitele by méli mastné zavody dat vysetfit
vSechny jednotlivé kusy dobytka na pfitomnost BSE, coz je prakticky nereéiné.
Avsak ani potom by nebylo riziko 100% vylou€eno, protoze dosavadni testy ne-
prokazou infekci, zejména u mladsich zvifat.

Od prvniho fijna 2000 musi byt ve vSech 15 &lenskych zemi EU od-
strannovan z jateCné opracovanych tél skotu, ovci a koz specificky rizikovy ma-
terial. Mezi tento material se radi lebka, mandle, micha, Useky tenkého stfeva.

Rozhodnuti komise EU 29.01.2000 k upravé pouziti uréeného materialu
zivo¢iSného plavodu s ohledem na riziko pfenosu BSE a ke zméné rozhodnuti
94/474/EG nafizuje vSem Clenskym statim zabranit aby se Zivoc&iSné tkané po-
tencialné infikované pivodcem BSE od 1. fijna 2000 nedostavaly do potravniho
a krmivového fetézce.Pro dovoz masa z tfetich zemi plati odpovidajici uprava

od 1. dubna 2001. Odstranovani tzv. specifického rizikového materialu (SRM) v

17




ramci zemi EU a uhynulych zvifat z krmivového fetézce snizuje riziko
rozSifovani BSE ve stadech zvifat, odstrafiovani z potravniho fetézce snizuje
riziko BSE pro spotiebitele. Prvni pfipad BSE v Dansku, zjiStény v bfeznu
tohoto roku dale osvétlil, jak je nezbytné bojovat cilené proti pfenosu BSE ve
vSech zemich EU. Ve vSech Clenskych statech odstrariuji jatky a asanacni
ustavy tyto tkané:

lebku (v€etné mozku a oci), tonzily a michu ovci a koz starSich 12
mésicl slezinu ovci a koz v§ech vékovych kategorii.

Ve Velké Britanii a v Portugalsku (v téchto zemich existuje zvySené riziko
BSE) musi jatka a asanacCni ustavy odstrafiovat navic tento material: celou
hlavu (bez jazyka, ale s mozkem, o€ima a tonzilami), brzlik, slezinu, vnitfnosti a
slezinu skotu star§iho 6 mésicl patefr véetné spinalnich ganglii skotu starsiho
nad 30 mésicu. Rozhodnuti dale zakazuje od 31. 12. 2000 stanovené jatecni
techniky, u kterych se mlze dostat tkan infikovana pivodcem BSE do krevniho
feCisté a takto kontaminovat krev.

Odebrany rizikovy material se obarvi a zcela zni€i. Lze jej bud ihned
spalit nebo zpracovat v asanacnim ustavu a nasledné spalit nebo zahrabat na
schvéalenych skladkach. Povoleno je pfepravovat tento rizikovy material do
jinych &lenskych statl za ucelem spéleni. Po smrti pacienta, u kterého byla
potvrzena TSE nebo u kterého existovalo podezieni na TSE, se podle
rozhodnuti ministerstva zdravotnictvi z prosince 2000 zfidila Narodni referen¢ni
laboratof pro transmisivni spongiformni encefalopatie (NRL TSE) ve Fakultni
Thomayerové nemocnici v Praze.

Kazdy, i suspektni pfipad lidské pfenosné TSE (CJN, vCJN) podléha
povinnému hlaseni dle zakona a hlasi se do spadové hygienické stanice stan-
dardnim zpUsoben véetné prevozu téla na specialni pracovisté ve Fakultni

Thomayerové nemocnici v Praze.
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3. Diagnhostika

3.1. Definitivni diagnéza lidskych prionovych chorob

Definitivni diagnéza lidskych prionovych chorob je zaloZena na neuro-
histologickém vysSetfeni doplnéném imunohistochemickymi metodami, gene-
tickym vySetfenim a metodou westernblot, které ovéruji pfitomnost priona ve
tkani. Klasickou neurohistologickou trojici zmén pfi prionovych nemocech je
spongiformni dystrofie, numericka atrofie neuroni a gliéza. Spongiformni
dystrofii charakterizuji vakuoly v neuropilu jejichz pramér je 2-20 um. Objevuji
se loziskové, je nutné odliSit je od artefaktll a od vakuol, které se objevuiji
v hornich  korovych vrstvach pfi riznych pfi¢inach korové atrofie.
Imunohistochemické vySetfeni uziva rizné typy protilatek ozfejmujicich vyskyt
prionu ve tkani. Vysoce charakteristické je, Ze priony ve tkani nevyvolavaji
zanétlivou odpovéd, coz byl jeden z dlivodu dlouhého tapani pfi objasfiovani
povahy této nemoci. Nalez pfi vCJN se od zmén pfi s CJN odliSuje histologicky i
imunohistochemicky. Novou variantu CJN charakterizuje velky pocet ,floridnich®
plak v kdfe mozku i mozeCku, shluky malych plak v imunohistochemickém
obraze, amorfni pericelularni a perivaskularni kupeni PrP, tézké spogniformni
zmény a perineuronalni a axonalni kupeni PrP v neostriatu, vyrazna
astrocytéza a numericka atrofie neuronl v zadnich talamickych jadrech a
mezencefalu, perineuralni a retikularni kupeni PrP v Sedé hmoté kmene a
spinalni michy. Kromé toho odliSuje vCIN od s CIN i analyza westernblotu
(Ironside et al., 2000).

3.2. Vysetiovany material

Materialem k potvrzeni ¢&i vylou€eni diagnosy CJN je mozkova tkan
ziskana jen vzacné biopsii, obvykle pfi kompletni autopsii. Pfi odbéru tkani je
povinnosti pouzivat ochranny odév na jedno pouziti v€etné chirurgické Cepice,
plasté, zastéry, dvojitych rukavic a clony na oci. Nastroje na jedno nebo vice
pouZiti jsou doporu€eny pro minimalizaci rizika kontaminace Zivotniho prostiedi.
Pouziva se pouze manualnich pil. Pro praci s témito tkanémi musi mit laboratof

vyClenény laboratorni prostor, zafizeni, nastroje, sklo a reagens.
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Odebrany mozek se nejprve fixuje v 10% roztoku formalinu a po 4 — 6
tydnech tvrzeni se tkan pfikroji. Vlastni pfikrojeni materialu se provadi ve
specialnich hazard boxech s laminarnim proudénim vzduchu. Je tfeba pozna-
menat, Zze tkané fixované formaldehydem nebo glutaraldehydem si zachovavaiji
nakaZzlivost po dlouha obdobi, ale nikoli nekone¢né. Proto tkané povazujeme za
infek&ni po celou dobu procesu fixace, implantace, krajeni, barveni a pfeneseni
na mikroskopické sklicko, dokud nebudou vystaveny puasobeni kyseliny
mravenci. Plsobeni kyseliny mravenci snizuje nakazlivost na zanedbatelnou
uroven. Pusobeni kyseliny mravenéi spociva v umisténi malych kousku
fixované tkané do 50-100ml 95% kyseliny mravenéi na jednu hodinu, a poté
jejich pfemisténi do Cerstvého formalinu na dalSi dva dny pfed dalSim zpra-
covanim.

VSechny nasledné kroky, které jsou soucasti pfenaseni blokd z formalinu
do etanolu na 24 hodin a poté do parafinu, jsou provadény manualné nebo
v automatickém procesoru pro tkané TSE. Je také nutno vyclenit mikrotom pro
krajeni blok( tkan&, ktera neni vystavena plsobeni kyseliny mravendi. Casti
vystavené pusobenim Kkyseliny mraven¢i mohou byt krajeny na standardnim

mikrotomu.

4. Pracovni postupy

4.1. Neurohistologické vysetreni.

Nejprve se zhotovuji fezy krajené na vySe uvedeném mikrotomu silné asi
4mi, které se barvi jednak metodou hematoxylin eosin, luxolovou modfi a

kone¢né metodou na organizatory jadérek (NOR).

4.2. Metoda hematoxylin eosin:

Hematoxylin je nazloutly prasek, ktery sam o sobé& nebarvi, teprve po
oxidaci v hematein. Oxidaci urychlujeme nejCastéji jodi€cnanem sodnym nebo
draselnym. Po pfidani mofidla hlavné kamencu(kamenec draselny a Zelezity)
pfipravime barevny lak hemateinu. Z kamencovych hematoxylinu se nej¢astéji
pouzivame Mayerlv hematoxylin. Eosin se rozpousti v alkoholu a pouzivame
ho jako 1%-0,5%roztoku v 96%alkoholu.

20



K barveni pouzivame vodnych roztok( barviv a proto musime fezy nej-

prve zbavit parafinu odparafinovanim nasledujicim zptsobem:

xylen 15minut
96% alkohol
96% alkohol
80% alkohol
70% alkohol
50% alkohol
40% alkohol

destilovana voda

Odparafinované  fezy vyprané v destilované vodé  barvime

hematoxylinem 10 minut. Obarvené fezy oplachneme v destilované vodé a dale

barvime eosinem 1 minutu. Obarvené fezy odvodnime dvéma laznémi 96%

alkoholu, aceton, aceton/xylen a projasnime dvéma laznémi xylenu po 1

minuté. Kazdy takto obarveny preparat uzavirame neboli montujeme mezi

podlozni a kryci sklicko do uzaviraciho média (solakryl).

4.3. Metoda luxolovou modfi (LUX):

Barveni LUX je pohodiné barveni se spolehlivymi vysledky. Jako u pfed-

choziho barveni je nutno fezy odparafinovat stejnym zplsobem. Luxolovou

modF pouzivame jako 0,1% v 96% alkoholu a nechame puUsobit 2 hodiny. Nasle-

duje diferenciace: 96% alkohol, 70% alkohol, 0,05% roztok uhli¢itanu lithého,

destilovana voda. Takto obarvené fezy jeSté dobarvime hematoxylinem a

eosinem. Nasleduje odvodnéni a montovani.
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4.4, Metoda NOR:

Jedna se o metodu impregnacni, zalozenou na prosycovani tkané solemi
téZkych kovu, nejcastéji stfibra(dusi€nanu stfibrného), které se redukuji v ¢erné
zbarvené stfibro. Roztok se pfipravuje jako 2% roztok Zelatiny v 1% kyseliné
mravenci a 50% vodny roztok dusiCnanu stfibrného. VSe smichame v poméru
1:2 a barvime 2 hodiny pfi pokojové teploté. Tomuto barveni samoziejmé
pfechazi odparafinovani. Oplachneme vodou a nechame 5 minut pasobit 5%
sirnatan sodny. Poté promyjeme destilovanou vodou, projasnime a montujeme.
Oblasti organizatoru jadérek jsou znazornény jako syté Cerné body v jadrech

bunék.

4.5. Imunohistochemické vysetreni:

Terminem imunohistochemie oznacujeme vSechny techniky vyuzivajici
mono nebo polyklonalni protilatky, kterymi lokalizujeme a vizualizujeme pfis-
lusné tkanové antigeny. Prikaz prionového proteinu provadime metodou nepfi-
mé imunohistochemie v parafinovém fezu. Tyto nepfimé IHC metody spocivaji
v navrstveni jednoho a vice neznaCenych imunoglobulinovych reagens na pfi-
marni protilatku. IHC reakce vyuZivaji specialni postupy jak odparafinovani fe-
zu tak samostatné reakce.

1. Deparafinace
e dvé lazné xylenu po 8 minutach
e isopropylalkohol 4 minuty
e 96% alkohol 2 minuty
e 70% alkohol
e destilovana voda
e promytv PBS pufru Ph 7,2-7,4
2. Blokovani endogenni aktivity enzymu: pro dukaz antigen-protilatky
se bézné vyuzivaji protilatky, které jsou znalené enzymy
(peroxidaza, alkalicka fosfataza, glukoso oxidaza a jiné). Protoze

se tyto enzymy pfirozené vyskytuji v tkanich, mohou znehodnotit
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vysledek reakce. Jako blokovaci substrat pouzijeme 3% roztok
peroxidu vodiku v destilované vodé po dobu 30 minut.

3. Demaskovani antigenu: nepfiznivé vlivy fixacnich tekutin na
tkanové antigenni struktury se daji do jisté miry zmirnit. Je proto
vhodné tkanové fezy pred dalSim zpracovanim oSetfit tak, aby
jejich povrchy Iépe nabizely antigeny primarni protilatce, tzn. aby
nebyly prekryty jinymi molekulami branicimi specifické reakce.
Pouziti mikrovin po dobu asi 3x10 minut vstupuje do procesu
revitalizace antigennich struktur tepelny efekt, ktery urychluje
difuzi, podporuje vznik chemické reakce a stabilizuje bilkoviny.
DoporuCujeme fezy demaskovat v pfipadé pouziti primarni
protilatky 2 MMOL HCI. V pfipadé tfeti protilatky Prionix tris pufr
pH 6,0. Po 20 minutach chladnuti fezy oSetfime Kkyselinou
mravenci.

4. Pred aplikovanim primarni protilatky je nutno fezy oSetfit

proteolytickym enzymem (Proteindza K) nebo pusobenim proteo-

lytického Cinidla (guanidin thiokyanat).

Obrazek ¢.3 pusobeni proteinazy K, guanidin thiokyanatu
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5. Vazba primarni protilatky: nasleduje vlastni reakce tkanového
antigenu s primarni protilatkou. Vlastnim principem IHC vySetfeni
je specifickad vazba monoklonalni anti-PrP protilatky na PrP¢ v
mozkoveé tkani , s naslednou vizualizaci této vazby pomoci sekun-
darni protilatky znacené chromogenem. Metoda ma vice variant li-
Sicich se postupem zpracovani vzorku a typem pouzitych protila-
tek. PFi inkubaci protilatky s tkani v chladu a pfes noc lze uzit vét-
8i nafedéni (tj. niz8i koncentraci) ve srovnani s inkubaci v ter-
mostatu pfi 37 °C
Monoklonalni protilatky:

e klon3F4 1:25 (Dako)
e klon 12F10 1:1000 (Cayman Research)
e klon 6H4 1:2000 (Prionics)

6. Detekeni systém: vazba antigenu s protilatkou ve tkanich probiha
bez viditelné reakce. Je nutno k vizualizaci lokalizace antigenu a
na n&j navazanych molekul v preparatu pouzit dalSich latek, tzv.
chromogenu, nejCastéji imunoenzymovych. Je-li detekéni kom-
plex znaceny peroxidazou, pouzivame jako chromogen 3,3"- di-
aminobenzidin (DAB). Oxidaci puvodné rozpustného DAB, ktery
se této reakce ucastni jako donor elektrond, vznika stabilni hnédy
produkt, ktery je nerozpustny v alkoholu a proto se b&éhem dehyd-
ratace pfed montovanim fezl nevyplavi.

7. Barveni pozadi: ani pfi pouzivani IHC technik se kvuli pfedbézné
orientaci v preparatu ¢asto nevyhneme potfebé paralelniho vyuZziti
prehlednych typl histologickych barveni, resp. alespori dobarveni
jader v IHC preparatu, a to zejména pro lokalizaci pozitivni reakce
vucéi okolnim znamym strukturdm preparatu. Proto sklicka
dobarvime hematoxylinem

8. Dehydratace a montaz preparatu: stejnym zpusobem jako vySe

uvedené barveni hematoxylin eosin.
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Obrazek ¢. 4 IHC barveni protilatkou 3F4

Obecné Ize postup nasledovné shrnout:

odbér a fixace tkané

krajeni a napinani histologickych fez(
deparafinace

blok aktivity endogennich enzymu
optimalizace prezentace antigent
proteinaza K

guanidin thiokyanat

vazba primarni protilatky

vazba sekundarni protilatky
detekéni systém

barveni pozadi

dehydratace a montaz preparatu

4.6. Genetické vySetieni

Lidsky prionovy gen (PRNP) je na kratkém raménku chromosomu 20. Ma
dva exony a jeden intron. Cela kodujici ¢ast je v oblasti exonu 2. Zde se zjistuji
bodové mutace a inzerce v rodinach postizenych dédi€énymi prionovymi nemo-
cemi. Mutaci zjisténych u familiarnich lidskych prionovych nemoci je vice nez
dvacet. Prfiklady: mutace P102L se vyskytuje u CJIN / FFIl. U familiarnich
pfipadd CJN na naSem uUzemi jsme zatim zjistili mutaci D178N (zaména

aminokyseliny aspartat / asparagin) a E200K (zaména glutamat / lysin).
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4.6.1. Metody uzivané k analyze mutaci

Zakladnim predpokladem uspésné analyzy je ziskani dostatecného
mnoZstvi molekul se sekvenci, ktera nas zajima. PCR je rychla, snadno
pouzitelna metoda pro amplifikaci urCitého useku DNA. To znamena, Ze vzorku
obsahujici celou lidskou DNA jsme pomoci PCR schopni specificky amplifikovat
napf. jeden jediny exon, v némz chceme hledat mutaci. Samostatna reakce pro-
bih&a ve tfech zakladnich krocich: denaturace, hybridizace primert a enzymova
syntéza nového fetézce DNA. Kazdy krok probiha pfi specifické teploté. Nové
vzniklé i pavodni fetézce DNA jsou templatem pro syntézu novych fetézcl
v dalSim kole. Amplifikace probiha tedy exponencialni fadou. S pouZitim spe-
cialnich pfristroju thermocyklertl, které jsou schopny rychle a pfesné meénit
reakCni teploty, je po 30 cyklech pozadovany usek DNA pfitomen v mnoha

milionech kopii.

4.6.2. Sekvenovani

Sekvenovani je analyticka metoda, kterou jsme schopni Cist bazi po bazi
usek DNA, ktery nas zajima. Jako templat slouzi obvykle PCR produkt. V reak-
¢ni smési je polymeraza, déle je pfitomen jeden primer komplementarni k
sekvenaci templatu a smés deoxynukleotidi a dideoxynukleotid. Polymeraza
pfidava na 3’konci primeru base komplementarni k sekvenci templatu. Pokud
se pfipoji deoxynukleotid, polymeraza dale pokraCuje pfipojenim dalSi base.
Pokud se pfipoji dideoxynukleotid je fragment ukon&en. Kazdy ze 4 dideoxy-
nukleotidd oznacen fluorescencéni znackou specifické barvy. Z délky fragmentu
a barvy je proto mozné urcit polohu a typ base. K rozdéléni fragmentl a precte-
ni fluorescence potfebujeme pfistroj sekvenator. Jemné rozdéleni fragmentu
umoznuje elektroforéza v kapilafe o priméru 75um. Ziskanou sekvenci poro-

vhavame s referenéni sekvenci dané oblasti.
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300 310 320 330
CLAGGGGOGAG A ACTTCACCRAG ACCGACGTTARBGATE G AETT GG A

o ‘_L&ud A.A\M‘A&.‘.Ahm“

Obrazek ¢.5 Mutace E200K-zaména G-A.
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5. Zaveér

PfiCina ,sporadické“CJN (odlisSné od vCJN) neni dosud jasna.
Pfedpoklada se bud spontanni mutace prionového genu nebo spontanni
konformace prionového proteinu. Do dnesni doby zemrelo ve Velké Britanii a
v nékolika dalSich zemich svéta na variantni Creutzfeldtovu-Jakobovu chorobu
176 lidi.

O sporadické CJN je znamo, Ze postihuje starsi lidi a presto, Ze je znama
jiz fadu let, nikdy u ni nebyla prokazana vazba na pozieni infikovaného hové-
ziho masa. Nyni néktefi vyzkumnici fikaji, ze u nékolika pfipadl sporadické
CJN u lidi, ktefi v osmdesatych a zaCatkem devadesatych let konzumovali infi-
kovaného hovéziho, by mohl byt takovy vztah prokazan. S velkou obavou je
mezi odborniky sledovan také nardst pacientd s chorobou CJN ve Svycarsku.
Svycarsko je jednou ze zemi, jejiz chovy skotu nasledné& po vzplanuti BSE ve
Velké Britanii, byly vazné postizeny. Pocet pfipadl skotu nemocného BSE
kulminoval v roce 1996. S odstupem deseti let Svycarsti epidemiologové zaz-
namenavaji nahly narast CJN choroby u lidi. Neni v3ak jasné, zda jde o
skute€ny rast poctu pfipadd nebo o zlepSenou diagnostickou pozornost.

Na pracovisti NRL TSE bylo klinicky vySetfeno 98 podezrelych a z toho
bylo u 49 stanovena definitivni dg CJN, u 43 pfipadd byla stanovena dg.
sporadické CJN a 6 pfipadu familiarni CJN.
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