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Streszczenie |

Summary |

Choroba Creutzfeldta-Jakoba (Creutzfeldt-Jakob disease, CID) nalezy do grupy choréb wywotanych przez priony,
ktorych diagnostyka nastrecza trudnosci ze wzgledu na brak nieinwazyjnych metod umozliwiajacych przyzyciowe
definitywne rozpoznanie. Rutynowe badania laboratoryjne wspomagajace diagnostyke polegaja na oznaczaniu
obecnosci biatka 14-3-3 w plynie mozgowo-rdzeniowym. Biatko to jest jednak jedynie nieswoistym markerem roz-
padu neuronéw. Rowniez badania obrazowe oraz EEG sg niewystarczajace do pewnego potwierdzenia rozpo-
znania. Obecnie duze nadzieje wiaze si¢ z rozwojem czulych i swoistych metod wykrywania §ladowych ilosci nie-
prawidlowych konformerdw biatka PrPS¢ — markera jednoznacznie zwigzanego z chorobami wywolanymi przez
priony — znajdujacych si¢ w plynie mézgowo-rdzeniowym lub krwi chorych z CJD. W artykule oméwiono opraco-
wane w ostatnich latach metody, w ktdrych wykorzystuje sie zdolnos¢ biatka prionu do indukowania przeksztaice-
nia struktury przestrzennej czasteczek PrPe w patologiczng izoform¢ PrPSc. Najwicksze nadzieje na praktyczne za-
stosowanie budzi obecnie metoda konwersji indukowanej przez wytrzasanie (quaking-induced conversion, QulC),
oparta na amplifikacji nieprawidiowych konformeréw biatka prionu w warunkach in vitro z zastosowaniem oczysz-
czonego zrekombinowanego biatka PrPe jako substratu. Oméwiono zasade metody, wyniki najnowszych badan
nad jej optymalizacja oraz perspektywy wykorzystania w celach diagnostycznych i naukowych.

Stowa kluczowe: choroba Creutzfeldta-Jakoba, markery diagnostyczne, amplifikacja biatka prionu, cykliczna ampli-
fikacja nieprawidiowej struktury biatka (PMCA), konwersja indukowana przez wytrzasanie (QulC)

The diagnostics of prion diseases, including Creutzfeldt-Jakob disease (CJD), is still challenging as none of cur-
rently available tests, including magnetic resonance imaging, electroencephalogram and detection of 14-3-3 pro-
tein in cerebrospinal fluid, are sufficient for definite premortem diagnosis. This paper presents sensitive methods
based on the ability of PrP5¢ protein to induce the PrP< to PrP5¢ conversion in vitro which have been developed within
the last few years in order to detect trace amounts of the abnormal prion protein in cerebrospinal fluid or blood.
Among those methods, the quaking-induced conversion (QulC) with the use of purified recombined PrP protein
as a substrate seems to be the most promising. We discuss the current research in optimization of the method as
well as the perspectives of its possible applications in diagnostics and scientific investigations.

Key words: Creutzfeldt-Jakob disease, diagnostic markers, prion protein amplification, protein misfolding cyclic
amplification (PMCA), quaking-induced conversion (QulC)
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disease, CJD) nalezy do grupy pasazowalnych

encefalopatii gabczastych — Smiertelnych cho-
rob neurodegeneracyjnych, u podioza ktorych lezy prze-
ksztatcenie komorkowego biatka prionu PrP¢, kodowa-
nego przez gen PRNP, w patologiczng izoforme PrPsc,
ktora rozni si¢ od prawidlowego biatka jedynie konfor-
macjg przestrzenng. Charakterystyczna dla izoformy
PrPs¢ przewaga struktury B-fatdowej powoduje, ze biat-
ko to staje si¢ nierozpuszczalne i niewrazliwe na trawie-
nie proteazami, a jego ztogi gromadza si¢ w oSrodko-
wym uktadzie nerwowym. Wielu badaczy sadzi, ze biatko
PrP5¢ jest ponadto czynnikiem zakaZnym - posiada zdol-
noS¢ indukowania przeksztalcenia struktury przestrzen-
nej czasteczek PrPe w patologiczng izoformg Prpse®.
CJD moze wystgpowac w postaci sporadycznej (sCID),
ktora uwazana jest za samoistng, oraz rodzinnej (fCJD),
uwarunkowanej obecnosciag mutacji w genie PRNP. Po-
sta¢ jatrogenna (iCJD) jest z kolei wynikiem przeniesie-
nia choroby z pacjentdéw z sCJD przez stosowanie hor-
monu wzrostu otrzymywanego z przysadek ze zwlok oraz
przeszczepy opony twardej i rogowki, natomiast wariant
CJD (vCID) spowodowany jest spozyciem mig¢sa krow
zarazonych encefalopatig gabczastg bydfa (BSE)©@.
Najczestsza sposrod chordb wywotanych przez priony jest
sporadyczna CJD - zwykle notuje si¢ rocznie 1-2 przy-
padki zachorowan na milion 0s6b®. W Polsce czgstos¢
wystepowania sCJD jest nieco nizsza od Srednich war-
toSci obserwowanych w innych krajach i rocznie wynosi
0,3-0,9 zachorowania na milion 0sdb, co moze sugero-
wac, ze czgS¢ przypadkdw pozostaje nierozpoznana.
Sporadyczna CJD charakteryzuje si¢ szybko postepu-
jacym otepieniem oraz obecnoscig mioklonii, objawow
moézdzkowych, objawow piramidowych lub pozapira-
midowych, a takze mutyzmu akinetycznego. Z reguty
zgon nastepuje w czasie krotszym niz dwa lata, cz¢sto
w ciagu kilku miesi¢cy od wystapienia pierwszych obja-
wow. Na podstawie klinicznego przebiegu chorob¢ moz-
na zaklasyfikowac¢ jako mozliwa, zgodnie z kryteriami
diagnostycznymi zalecanymi przez Swiatowa Organiza-
cj¢ Zdrowia (tabela 1). Na rozpoznanie prawdopodob-
nej sCJD, oprocz objawdw klinicznych, pozwala zapis
EEG z periodycznie wystgpujacymi zespotami fali wol-
nej z ostra (periodic sharp wave complexes, PSWC) i/lub
obecnos¢ biatka 14-3-3 w ptynie mézgowo-rdzeniowym.
Od 2010 roku do kryteriow diagnostycznych prawdopo-
dobnej sCJD zalicza si¢ rowniez badanie mozgu za po-
mocg rezonansu magnetycznego metodg obrazowania
zaleznego od dyfuzji (diffusion-weighted, DWI) lub ttu-
mienia sygnatu wolnego plynu (fluid attenuated inversion
recovery, FLAIR). Hiperintensywny sygnat w jadrach
kresomozgowia (w jadrze ogoniastym i w skorupie) lub
przynajmniej w dwoch regionach kory (skroniowym, cie-
mieniowym, potylicznym) — podobnie jak charaktery-
styczny zapis EEG oraz dodatni wynik testu na obecnos¢
biatka 14-3-3 w plynie mézgowo-rdzeniowym — pozwala
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na zmian¢ rozpoznania z mozliwego na prawdopodob-
ne®?. Aby definitywnie potwierdzi¢ rozpoznanie CJD,
konieczne jest jednak badanie neuropatologiczne mozgu,
w celu potwierdzenia charakterystycznych zmian gab-
czastych oraz obecnoSci ztogdw biatka PrPSc. Badania
takie mozliwe sa dopiero po wykonaniu autopsji. Alter-
natywa moze by¢ ewentualnie biopsja mozgu, ktora jed-
nak rzadko si¢ wykonuje, poniewaz obarczona jest duzym
ryzykiem.

Nalezy zaznaczy¢, ze wymienione dost¢pne obecnie ru-
tynowe badania wspomagajace przyzyciowa diagnosty-
ke CJD nie daja wynikow charakterystycznych wytgcznie
dla tej choroby. Biatko 14-3-3 jest nieswoistym marke-
rem rozpadu neurondw — jego pojawienie si¢ w ptynie
mobzgowo-rdzeniowym Swiadczy o postgpujacym proce-
sie obumierania komorek w oSrodkowym uktadzie ner-
wowym, nie dostarcza jednak informacji na temat przy-
czyn tego procesu. Poza chorobami wywotanymi przez
priony dodatnie wyniki tego testu stwierdzano w wielu
roznych chorobach, takich jak bakteryjne lub wirusowe
stany zapalne w obrebie osrodkowego uktadu nerwo-
wego, udar niedokrwienny, krwotoki domozgowe czy —
rzadziej — choroby neurodegeneracyjne niezwigzane
z prionami®!V. Z kolei u okoto 10% potwierdzonych
neuropatologicznie przypadkdow sCJD nie wykrywa si¢
biatka 14-3-312 a zatem wynik dodatni testu nie pozwa-
la na ostateczne potwierdzenie CJD, podobnie jak wynik
ujemny nie wyklucza takiego rozpoznania. Ogotem test
na obecnoS¢ biatka 14-3-3 uwazany jest za przydatny
w diagnostyce, o ile podejrzenie sCJD jest rzeczywiScie
uzasadnione. Badanie to nie jest jednak zalecane jako
przesiewowe w przypadkach niespetniajacych pozosta-
tych kryteriow diagnostycznych lub przy braku wystar-
czajacych danych na temat historii choroby lub wynikow
innych badan"*%. Co istotne, dodatni wynik w takich
przypadkach nie powinien prowadzi¢ do zaniechania
poszukiwan alternatywnej diagnozy ani wykluczac roz-
poznania innych, odwracalnych przyczyn otgpienia®.
Dodatkowo sCJD jest chorobg heterogenng klinicznie.
Niekiedy moze przebiegac z nietypowymi objawami, a jej
czas trwania moze by¢ wydtuzony. W nietypowych przy-
padkach istnieje wigksze prawdopodobienstwo uzyska-
nia wyniku fatszywie ujemnego®!”. Na stezenie biatka
14-3-3 w ptynie mézgowo-rdzeniowym (PMR) (i zara-
zem mozliwoS¢ jego wykrycia za pomoca metody western
blotting) moze mieC wplyw takze faza choroby, w ktorej
wykonano nakfucie ledZzwiowe'®, przy czym w literatu-
rze opisywano zarowno wzrost, jak i spadek wykrywalno-
Sci tego biatka w trakcie przebiegu choroby®192%. Z kolei
w wariancie CJD biatko 14-3-3 jest znacznie mniej uzy-
tecznym markerem diagnostycznym niz w sCJD — wyni-
ki dodatnie otrzymuje si¢ tylko u okoto 50% chorych®V.
Podobnie jak w przypadku badan biatka 14-3-3, wynik
EEG charakterystyczny dla sporadycznej postaci CJD
moze by¢ uzalezniony od wieku chorego i/lub diugosci
trwania choroby. Stwierdzono, ze typowe zmiany w EEG,
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1. Szybko postepujace otepienie

I1. Inne objawy kliniczne:
a. mioklonie
b. zaburzenia widzenia lub mézdzkowe
¢. objawy piramidowe lub pozapiramidowe
d. mutyzm akinetyczny

11l Wyniki badan:

magnetycznym w sekwengji FLAIR lub DWI

a. EEG z periodycznie wystepujacymi falami wolnymi i ostrymi (niezaleznie od czasu trwania choroby)
b. dodatni wynik badania biatka 14-3-3 w ptynie mdzgowo-rdzeniowym (przy chorobie trwajacej ponizej 2 lat)
¢. wzmocniony sygnat w jadrze ogoniastym i skorupie lub przynajmniej w dwdch regionach korowych (skroniowy — ciemieniowy — potyliczny) w rezonansie

Rozpoznanie definitywne:

zwiazanych ze scrapie
Rozpoznanie prawdopodobne:

Rozpoznanie mozliwe:

Typowy obraz neuropatologiczny i/lub stwierdzenie ztogdw PrP (immunohistochemicznie), i/lub PrP opomego na proteinaze K (western blotting), i/lub wtdkienek

. i przynajmniej 2 objawy z punktu II, i przynajmniej 1 wynik dodatni z punktu I, i rutynowe badania nie wskazuja na inne rozpoznanie

. i przynajmniej 2 objawy z punktu Il, i czas trwania choroby ponizej 2 lat, i rutynowe badania nie wskazuja na inne rozpoznanie

Tabela 1. Kryteria diagnostyczne w sporadycznej chorobie Creutzfeldta-Jakoba, zalecane przez Swiatowg Organizacje Zdrowia'®”

zwykle obserwowane u okoto 2/3 chorych z sCID®@?,
widoczne sg rzadziej, jeSli choroba trwa dfuzej niz 6 mie-
siecy (w takich przypadkach prawdopodobienstwo wy-
stapienia PSWC spada ponizej 50%), a takze u chorych
przed 50. rokiem zycia®. Z drugiej strony zmiany typu
PSWC w EEG opisywano takze w 5-7% przypadkow
szybko postepujacego otepienia o etiologii niezwigza-
nej z prionami, na przyktad w chorobie Alzheimera,
otepieniu naczyniopochodnym czy otgpieniu z ciatami
Lewy’ego®29,

Badania obrazowe za pomocg rezonansu magnetycz-
nego (FLAIR i DWI), jako element skfadowy kryte-
riow diagnostycznych sCJD, charakteryzuja si¢ wysoka
(siegajaca ponad 90%) czuloScig i swoistoScig 1 stano-
wig uzyteczne narzedzie w roznicowaniu sCJD z innymi
szybko postepujacymi otepieniami, szczegolnie we weze-
snych stadiach choroby®-*. Nadal jednak nie ma niein-
wazyjnych metod pozwalajacych na przyzyciowe ustale-
nie definitywnego rozpoznania.

Najlepszym markerem pozwalajacym na jednoznaczne
potwierdzenie CJD jest niewatpliwie biatko PrPs¢, kto-
rego obecnoS¢ w organizmie wigze si¢ wylacznie z cho-
robami wywofanymi przez priony. Biatko to wystepuje
w duzych iloSciach w tkankach mézgu, w ktorych moze
by¢ identyfikowane na przykiad za pomoca immunohi-
stochemii. Aby jednak mozliwe byto wykonanie badania
przyzyciowego, analizom nalezaloby poddawac¢ mate-
riat fatwy do pobrania, na przyktad PMR lub krew. Udo-
wodniono eksperymentalnie, ze czynnik zakazny scra-
pie jest obecny we krwi — moZliwe jest przeniesienie scrapie
z chorych owiec na zdrowe zwierzeta przez podanie leu-

210 | kocytow oraz osocza®?. W sporadycznej postaci CJD

biatko PrP5¢ gromadzi si¢ gtownie w tkankach o$rod-
kowego uktadu nerwowego i galki ocznej, zakazny jest
rowniez PMR®. W wariancie CJD z kolei wiasciwo-
Sci zakazne posiadaja rowniez inne tkanki, w tym limfa-
tyczne. W Wielkiej Brytanii zanotowano przypadki jatro-
gennego przeniesienia VCJD w wyniku transfuzji krwi®,
przy czym zakazenia byly skutkiem podania prepara-
tow krwiopochodnych pochodzacych od dawcow, u kto-
rych objawy vCID rozwingly si¢ dopiero kilka lat pdz-
niej. Czynnik zakazny musiaf si¢ zatem znajdowac we
krwi w okresie przedklinicznym. Przyzyciowe, mozliwie
wczesne wykrywanie chordéb wywotanych przez priony
pozwoliloby zapobiegac ich jatrogennemu przenoszeniu.
Niestety, niskie stezenie biatka PrPS w ptynie mézgowo-
-rdzeniowym czy krwi uniemozliwia jego wykrywanie za
pomocg metod identyfikacji bialek opartych na immu-
nodetekeji. Stwierdzenie obecnosci czynnika zakaznego
w plynach ustrojowych do niedawna wymagato wykony-
wania czasochlonnych i kosztownych testow na zwierze-
tach laboratoryjnych®”. Krew i PMR mogtyby by¢ do-
brym materialem do celow diagnostycznych, jednak pod
warunkiem opracowania odpowiednio czulych metod
detekcji biatka Prpse.

Aby wyeliminowa¢ problem dotyczacy progu wykrywal-
noSci, w roznych osrodkach naukowych prowadzone sg
intensywne prace nad mozliwoscig praktycznego wyko-
rzystania zdolnoSci biatka PrPS¢ do indukowania kon-
wersji prawidfowej izoformy PrPe w PrPsc. Dzigki tej
wiasciwosci niewielkie ilosci biatka PrPSc obecne w mate-
riale pobranym od chorych moga odgrywac rol¢ matry-
cy zapoczatkowujacej zmiang struktury czasteczek PrPe —
w efekcie konformery PrPS¢ mogg zosta¢ ,namnozone”

AKTUALN NEUROL 2013, 13 (3), p. 208-216




SYMPOZJUM — PRIONY | PRIONOIDY

w warunkach laboratoryjnych do uzyskania st¢zenia wy-
krywalnego dostepnymi metodami analitycznymi.
Pierwsze doniesienia dotyczace mozliwoSci przeksztatce-
nia PrP® w PrPS¢ w warunkach in vitro pochodzily z lat
90.612_jednak poczatkowe eksperymenty byty mato wy-
dajne — przy duzym nadmiarze czasteczek PrPS¢ uzyska-
no konwersj¢ niewielkiej ilosci PrPe w PrPse.

W tworzeniu in vitro wtokien amyloidowych zbudowa-
nych z biatka PrPS® mozna wyodrebni¢ dwie fazy: naj-
pierw zachodzi proces nukleacji (nazywany takze zarod-
kowaniem, seeding), w ktorym czasteczki biatka prionu
tacza si¢ w oligomery i rownoczeSnie uzyskuja niepra-
widtowa konformacje. Proces ten przebiega stosunkowo
powoli i ogranicza ogolng predkoS¢ powstawania agre-
gatow biatka PrPsc. W drugiej fazie oligomery PrP5¢ od-
grywaja role jader krystalizacji, ,zarodkow” (seeds), do
ktorych przytaczaja si¢ kolejne czasteczki, a rosnace
agregaty PrP5 uzyskuja forme widkien amyloidowych.
W koficu proces wydtuzania widkien osiaga faze pla-
teau®. Znaczne przyspieszenie i zwigkszenie wydajnosci
procesu tworzenia agregatow PrPS¢ uzyskano dzigki za-
stosowaniu metody zwanej cykliczng amplifikacja nie-
prawidlowej struktury biatka (protein misfolding cyclic
amplification, PMCA). Metoda polega na powielaniu
konformeréw PrPS¢, powstajacych z dodanych do mie-
szaniny reakcyjnej prawidlowych czasteczek PrP¢, dzigki
cyklicznemu powtarzaniu dwoch etapow: inkubacji i so-
nikacji mieszaniny biatkowej. W pierwszym etapie bada-
na proba zawierajaca niewielkie iloSci PrPS¢ (okre$lane
takze jako PrP-res — niewrazliwe na trawienie proteazami)
inkubowana jest w obecnosci nadmiaru czasteczek PrPe
(PrP-sen — wrazliwe na proteazy), co skutkuje przyfa-
czaniem do oligomerdw PrPS¢ czasteczek PrPe, ich kon-
wersja w PrPS¢ i powigkszaniem si¢ agregatow zbudowa-
nych z biatka PrP%. W drugim etapie powstate agregaty
PrP5¢ rozbijane sq za pomoca ultradZzwickdw na mniej-
sze fragmenty, ktore staja sic nowymi jadrami krystali-
zacji — przylaczaja kolejne czasteczki PrP¢ i przeksztat-
caja je w PrPS¢. Naprzemienne etapy inkubacji i sonikacji
powtarzane sg wielokrotnie. Kazda kolejna fragmenta-
cja duzych agregatow PrP-res dostarcza nowych zarod-
kow i w efekcie umozliwia przyspieszenie procesu ampli-
fikacji (rys. 1)®*39. Nalezy zaznaczy¢, ze nie mamy tutaj
do czynienia z powielaniem biatka w doktadnym znacze-
niu tego stowa, poniewaz ogolna liczba czasteczek (mo-
nomerow) pozostaje bez zmian, nast¢puje jednak przy-
rost liczby konformerow PrPSe kosztem czasteczek PrPe,
z ktorych powstaja.

W eksperymentach prowadzonych z wykorzystaniem
szczepu scrapie 263K otrzymanego z mozgu zakazo-
nych doswiadczalnie chomikéw Saborio i wsp. uzyskali
wyktadniczy wzrost stgzenia PrPS¢ w reakcji zapoczat-
kowanej przez niewielkie iloSci tego biatka. Jako zrodio
substratu wykorzystany zostal homogenat mozgu cho-
mika zawierajacy prawidiowe biatko PrP¢. Reakcja pro-
wadzona byta w probowkach, za$§ sonikacj¢ wykonywano
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w regularnych odst¢pach czasu, umieszczajac sonde
emitujacg ultradZzwicki w mieszaninie reakcyjnej. Po za-
koficzonym procesiec PMCA badane probki poddawane
byly trawieniu proteinaza K w celu usuni¢cia czasteczek
PrP*, zas niewrazliwe na proteoliz¢ biatko PrPS uwidacz-
niane byto za pomoca metody western blotting. Autorzy
wykazali, ze do przeksztaicenia PrP® w PrP3¢ dochodzi
w obecnoSci matrycy — czasteczek PrPs¢, ktore zapo-
czatkowujq proces konwersji, i odwrotnie — iloS¢ biatka
PrP% w analizowanym materiale nie wzrasta przy braku
odpowiedniego substratu w postaci PrP<¢%. Ekspery-
menty te odegraly wazna rol¢ w badaniach nad biolo-
gig priondw jako czynnikow zakaznych, nadzieje budzita
réwniez mozliwoS¢ potencjalnego zastosowania metody
PMCA do wykrywania niewielkich ilosci biatka prionu
w celach diagnostycznych®®. W nast¢pnych latach pro-
wadzone byly dalsze badania nad ulepszaniem metody
oraz jej wykorzystaniem do amplifikacji biatka PrP% po-
chodzacego z rozcieniczonych homogenatow mozgu gry-
zoni i owiec zakazonych scrapie, bydta z BSE oraz ludzi
chorych na CJD®37, Ukazaly si¢ ponadto doniesienia
dotyczace zastosowania PMCA do wykrywania biatka
PrPS¢ we krwi chomikow i owiec ze scrapie, w tym nie tyl-
ko u zwierzat w zaawansowanej fazie choroby, lecz takze
w okresie przedobjawowym®-40. Ogdtem dzigki amplifi-
kacji PMCA mozliwa jest detekcja biatka PrPS obecne-
go w badanym materiale w bardzo niewielkich iloSciach —
nawet rz¢du attogramow (107 g) — z uzyciem substratu
w postaci homogenatu tkanek mézgu lub rekombinowa-
nego biatka PrP¢ otrzymywanego w hodowlach bakte-
rii4?, Zastosowanie biatka rekombinowanego stwarza
dodatkowe mozliwosci tatwego oczyszczania i zagesz-
czania PrP-sen, tak aby otrzymac preparat pozbawiony
innych biafek, lipidow czy kwasow nukleinowych obec-
nych w homogenacie tkankowym. Umozliwia takze wpro-
wadzanie do sekwencji biatka celowych modyfikacji (mu-
tacji) lub przylaczanie znacznikow“?. Za wade metody
mozna uzna¢ dlugi czas trwania procesu amplifikacji
(kilka dni).

Kolejna proba opracowania czulego testu diagnostycz-
nego polegata na zastosowaniu wytrzasania zamiast ul-
tradzwickow w procedurze cyklicznej amplifikacji biatka
PrPSc. Wytrzasanie jest zardwno technicznie tatwiejsze
niz sonikacja, jak i bardziej dogodne do standaryzacji.
Nowa metoda, konwersja indukowana przez wytrzgsa-
nie (quaking-induced conversion, QulC)“  pozwolita na
wykrycie biatka PrPS¢ obecnego w iloSci femtogramow
(105 g) w homogenizowanych tkankach mézgu oraz
na potwierdzenie eksperymentalnego zakazenia scrapie
u chomikéw na podstawie analizy bardzo niewielkiej ob-
jetosci (2 ul) PMR, w czasie jednego dnia“?. Nast¢pne
eksperymenty obejmowaly amplifikacje PrPS w rozcien-
czonych preparatach homogenatu mézgu pochodza-
cych od owiec ze scrapie oraz ludzi z vCJD w procedurze
trwajacej 1-2 dni, z czutodcig 10-100 fg PrPSe“9. Meto-
de QuIC zastosowano takze z pozytywnym skutkiem do
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detekcji biatka PrPSc w PMR owiec zakazonych scrapie.
Jako Zrodlo substratu wykorzystano oczyszczone rekom-
binowane biatko PrP¢ chomika, owcy i cztowieka®?.

W obydwu opisanych metodach po zakoficzonej amplifi-
kacji konieczne jest potwierdzenie — za pomocg odrebnej
techniki — czy minimalna ilo$¢ konformeréw PrP5¢, znaj-
dujaca si¢ poczatkowo w analizowanej probie, zwigk-
szyla si¢ do wykrywalnego poziomu. Do tego celu zwy-
kle wykorzystuje si¢ metody oparte na immunodetekcji,
gtownie western blotting, z reguly po uprzednim usunig-
ciu prawidtowych czasteczek PrP¢ za pomocg trawienia
proteinaza K. Konieczno$¢ wykonania detekeji biatka
jako dodatkowego i czasochlonnego etapu badania wy-
dtuza i komplikuje przeprowadzenie testu na obecnoS¢
PrPS¢ w badanym materiale. Ponadto western blotting nie
jest metoda iloSciowa — umozliwia stwierdzenie, czy po-
szukiwane biatko znajduje si¢ w badanej probie (to jest
czy jego stezenie przekracza prog wykrywalnosci), nie
pozwala jednak na wiarygodng oceng¢ jego ilosci. Opty-
malnie nalezaloby zatem opracowa¢ metode wykrywania
amplifikowanych czasteczek biatka prionu bezpoSrednio
w mieszaninie reakcyjnej, bez koniecznosci stosowania
dodatkowych technik, najlepiej z mozliwoScia monitoro-
wania przyrostu agregatow PrPS w czasie.

Jako alternatywe wobec trawienia prob proteinaza Kiim-
munodetekcji mozna zastosowac tioflawing T (ThT) —
barwnik fluorescencyjny, ktory w obecnosci widkien amy-
loidowych zmienia dtugos¢ fali wzbudzenia/emisji Swiatta
7 342/430 nm na 442/482 nm. Fluorescencj¢ o okreslo-
nej dtugosci fali mozna tatwo mierzyc, dlatego tez ThT
moze by¢ uzytecznym znacznikiem umozliwiajacym
wykrywanie konformacyjnych zmian bialek w roztworze,
w tym detekcje powstajacych w procesie amplifikacji
in vitro agregatow PrPsc. Colby i wsp. wykorzystali ThT
jako znacznik w metodzie nazwanej ASA (amyloid seeding
asssay) do monitorowania tworzenia amyloidu biatka
prionu™. Do zapoczatkowania reakcji konwersji uzyto
roznych szczepow priondw pasazowanych eksperymen-
talnie na zwierzetach laboratoryjnych, z kolei substratem
byto rozpuszczalne rekombinowane prawidiowe biatko
PrPe myszy i chomika. Mieszaniny reakcyjne, w skfad kto-
rych wechodzity badane proby (zawierajace lub niezawie-
rajace biatka PrP%¢), roztwor substratu (PrP°) oraz ThT,
inkubowano z cigglym wytrzasaniem; przyrost amylo-
idu PrP5¢ oceniano na podstawie pomiaru fluorescencji.
W przeprowadzonych eksperymentach najmniejsza ilo$¢
biatka prionu mozliwa do wykrycia mierzona byta w fg,
przy tym wykazano, ze czufo§¢ metody zalezata od ba-
danego szczepu prionu. Stwierdzono ponadto, ze reakcja
konwersji 1 tworzenie si¢ amyloidu byly mozliwe rowniez
wowczas, gdy biatko prionu petniace funkcje jadra kry-
stalizacji oraz substrat pochodzity z r6znych gatunkow
zwierzat (mysz, chomik). Za pomocg tej samej metody
uzyskano rowniez amplifikacj¢ biatka PrPS¢ pochodza-
cego z homogenatow tkanek mozgu od 0sob ze sporadycz-
ng postacig CJD, z zastosowaniem rekombinowanego
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biatka PrP¢ cztowieka jako substratu®’. Réwnoczes$nie
zaobserwowano, ze w metodzie ASA widkna amyloido-
we moga powstawac spontanicznie z biatka substratu,
bez udziatu PrP%¢ jako zarodka, co stanowi utrudnienie
w praktycznym zastosowaniu tej techniki®4.
Najnowsza modyfikacja metody amplifikacji konforme-
row PrPse in vitro zostata nazwana QulC w czasie rze-
czywistym (real-time QulC, RT-QulC) przez analogi¢
do metody real-time PCR, w ktdrej mozna §ledzi¢ ampli-
fikacje DNA na biezgco w trakcie trwania reakcji PCR.
Metoda RT-QuIC faczy zalety konwersji indukowane;
przez wytrzasanie z odczytem fluorescencji ThT, zna-
nym z metody ASA, z tym ze tutaj — dzigki odpowiednio
dobranemu sktadowi mieszaniny reakcyjnej oraz zasto-
sowaniu intensywnego wytrzasania w odst¢pach czasu
(zamiast w sposob ciagly) — ograniczone zostato spon-
taniczne tworzenie widkien amyloidowych z rekombino-
wanego biatka substratu PrP-sen. Ponadto dzigki pro-
wadzeniu reakcji w 96-dotkowych ptytkach (zamiast
w probowkach) mozna analizowa¢ wiele prob réwno-
czeSnie. Metoda ta jest takze bardziej bezpieczna niz
PMCA, poniewaz probki zawierajgce material zakazny
pozostaja w zamknigtej plytce przez caly czas trwania
procedury®®49. Przyrost agregatow PrP-res monitoru-
je si¢ za poSrednictwem pomiaru fluorescencji prowa-
dzonego w czasie reakcji (rys. 2).

RT-QulC moze by¢ rowniez metoda iloSciowa. W tym
celu wykonuje si¢ seri¢ rozcienczefn badanego materia-
tu 1 okresla, przy jakim rozcieficzeniu proba zachowuje
zdolnos¢ zapoczatkowania procesu amplifikacji w 50%
powtorzen reakcji (50% seeding dose, SDs;), w sposOb
analogiczny do ustalania 50% dawki Smiertelnej, LDsj,
w testach z wykorzystaniem zwierzat®?.

Skutecznos¢ metody RT-QulC jest porownywalna do
testow na eksperymentalnie zakazanych zwierzetach.
Dzi¢ki wysokiej czutoSci tej metody mozliwe byto po-
twierdzenie obecnosci nieprawidtowych konformeréw
biatka prionu w PMR i wydzielinie z nosa chomikow za-
kazonych scrapie®”. Dalsze ulepszenia metody polegaty
na optymalizacji warunkow procesu — modyfikowano pH
i sktad buforu, w ktérym prowadzi si¢ reakcje, oraz do-
bierano intensywnoS$¢ wytrzasania“”. Jedng z analizowa-
nych kwestii byto takze Zrédto biatka PrP-sen stosowane-
go jako substrat. Zaobserwowano, ze reakcja amplifikacji
moze zachodzi¢, jeSli zarodek krystalizacji i substrat po-
chodzg z r6znych organizméw, na przykifad PrP-res od
chorego z sCJD moze zapoczatkowac reakcje konwersji
i agregacji biatka PrP-sen krowy lub chomika — w takim
przypadku wydajnos¢ reakcji jest jednak nizsza niz przy
zgodnosci gatunkow“?. Inni autorzy stwierdzili z kolei
wicksza czulo$¢ oraz mniejsza sktonno$¢ do spontanicz-
nego tworzenia wiokien w reakcji amplifikacji zapoczat-
kowanej przez homogenat mozgu chorego z vCID, jesli
jako substrat wykorzystano rekombinowane biatko chime-
rowe PrP-sen owcy i chomika (w poréwnaniu z homolo-
gicznym biatkiem PrP-sen cztowieka)“®.
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Rys. 2. Proyktadowy wynik RT-QuiIC. Amplifikacja nieprawidlowych konformerow PrP% z zastosowaniem biatka PrP chomika jako substratu,
monitorowana za posrednictwem pomiaru intensywnosci fluorescencji tioflawiny T.
Wazrost fluorescencji obserwuje sie w probach, ktdre zawieraty biatko PrP* zdolne do zapoczqtkowania reakcji konwersji. W kontrolach
ujemnych (probach pozbawionych PrP%) fluorescencja pozostaje na poziomie tta. Wykres otrzymano dzieki uprzejmosci dr Alison Green
i dr Lynne McGuire z National CJD Research & Surveillance Unit w Edynburgu

W kolejnych eksperymentach wykazano, ze czas, po ja-
kim nastepuje wzrost fluorescencji, oraz osiggane maksi-
mum fluorescencji, na podstawie ktorych wnioskuje si¢
0 szybkoSci przebiegu i ogdlnej wydajnosci reakeji, uza-
leznione sa od podtypu molekularnego biatka PrPSc uzy-
tego jako zarodek krystalizacji. Dla przyktadu reakcja
konwersji zachodzita wolniej, jesli zostata zapoczatko-
wana przez PrPS typu MM2 i VV1 w poréwnaniu z po-
zostatymi podtypami sCJD. Z kolei biatko PrPs otrzy-
mane z homogenatu mézgu chorych na vCJD bylto mniej
wydajnym jadrem krystalizacji w poréwnaniu z analo-
gicznym preparatem pochodzacym z sCJD. Przyczyny
tego zjawiska nie zostaly jednoznacznie wyjasnione“”.
Testujac mozliwosS¢ diagnostycznego zastosowania
RT-QuIC, Atarashi i wsp. analizowali proby piynu mo-
zgowo-rdzeniowego pobrane od chorych z sCJD oraz ze
schorzeniami neurologicznymi niezwigzanymi z priona-
mi (np. z chorobg Alzheimera). Jako substrat do ampli-
fikacji zastosowano rekombinowane biatko PrP-sen czto-
wieka. W badaniach obejmujgcych ponad 200 probek
PMR autorzy wykazali ponad 80-procentowa czutos¢
metody RT-QulC w rozpoznawaniu sCJD oraz 100-pro-
centowa swoistoS¢ (nie stwierdzono wynikow falszywie
dodatnich w prébach niepochodzacych z CID)“9,
Metoda RT-QulIC okazata si¢ przydatna do wykrywa-
nia biatka prionu w r6znego rodzaju materiale biologicz-
nym. Wykazano jednak, ze reakcja moze by¢ hamowa-
na w niektorych rodzajach probek, takich jak krew peina,
osocze czy tkanki zawierajace domieszke krwi. Aby roz-
wigzac ten problem, Orru i wsp. opracowali nowa mody-

214 | fikacj¢ metody, zwang wzmocnionym QulC (enhanced

QulC, eQulC). W metodzie tej, w celu zwigkszenia czu-
fosci, przed rozpoczeciem reakcji amplifikacji stosuje si¢
immunoprecypitacje PrPS¢ — kulki optaszczone przeciw-
ciatami monoklonalnymi wychwytujacymi oligomery PrpPs
inkubowane sg z badanym materialem biologicznym,
a po zwiazaniu biatka PrP5¢ umieszczane sa wraz z sub-
stratem w dotkach, w ktorych nastgpnie prowadzi si¢ re-
akcje RT-QulC. Dodatkowo w trakcie trwania procesu
czgSciowo zuzyty roztwor PrP-sen wymienia si¢ na nowa
porcje substratu. Dzigki tym modyfikacjom w metodzie
eQulC udafo si¢ osiagna¢ czuto$¢ wyzsza o kilka rzedow
wielkosci niz w standardowej metodzie RT-QulC. Wyniki
dodatnie uzyskiwano, na przyklad stosujac do zapoczat-
kowania reakcji homogenat mé6zgu lub osocze od chomi-
kow zakazonych scrapie, rozciehczone w stosunku 10,
Przygotowane w ten sposob rozcienczenia zawieraly atto-
gramowe iloSci biatka PrP-res, przy czym | ag odpowiada
masie okoto 20 czasteczek PrP-res®-0,

Sposrod wszystkich omdwionych technik, opartych
na amplifikacji nieprawidtowych konformeréw PrPSe,
najwigksze szanse na zastosowanie w celach diagno-
stycznych ma obecnie metoda RT-QulC. Dotychczaso-
we proby oszacowania przydatnosci tej metody w dia-
gnostyce sCJD, na podstawie analizy PMR, wykazaty
porownywalng czutos¢ (85-91%), ale znacznie wigksza
swoistos¢ (98-100%) niz dla innych biomarkerow 647D,
Jak dotad dodatni wynik w metodzie RT-QulC otrzy-
mano tylko w jednej sposrdd analizowanych w rdéznych
pracach prob kontrolnych. PMR pochodzit od chorego
z podejrzeniem otgpienia naczyniopochodnego, chociaz
na podstawie objawdw klinicznych rozpoznanie CJD nie
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zostato catkowicie wykluczone. Poniewaz jednak w tym
przypadku nie wykonano autopsji, ostateczne neuropato-
logiczne potwierdzenie rozpoznania nie bylo mozliwe —
nie wiadomo zatem, czy probg t¢ istotnie mozna uznac
za kontrolg¢ ujemng®?.

Badania wykonane u 56 0s6b z rodzinnymi chorobami
wywolanymi przez priony rowniez wykazaty wysoka czu-
tos¢ metody RT-QulIC. Wyniki dodatnie uzyskano w 78%
przypadkow choroby Gerstmanna-Strausslera-Schein-
kera (GSS), w 87% przypadkow rodzinnej postaci CJID
z mutacja E200K oraz we wszystkich analizowanych
przypadkach Smiertelnej rodzinnej bezsennosci (FFI),
a takze fCJD z mutacja V203L. Dla poréwnania w tej sa-
mej badanej grupie chorych czulo$¢ testu na obecnos¢
biatka 14-3-3 w PMR byla znacznie nizsza i wynosita za-
ledwie 11% dla GSS, 73% dla fCJD E200K, 67% dla f{CID
V203L i 0% dla FFI®®. W badaniach innej grupy cho-
rych z rodzinnymi postaciami choréb wywolanych przez
priony wykazano obecnos¢ biatka PrPS w PMR u ponad
80% chorych z mutacjami E200K, M232R i P102L oraz
w 39% przypadkow z mutacja V1801. Ci sami autorzy za-
obserwowali, ze negatywny wynik badania PMR metoda
RT-QuIC byt zwigzany z pdzniejszym wiekiem zachoro-
wania®?. Mozna przypuszczaé, ze najnowsza modyfika-
cja metody — eQulC — umozliwi dalsze zwigkszenie czufo-
Sci w odniesieniu do rozpoznawania chorob wywotanych
przez priony. Szczegdlne nadzieje wigze si¢ z potencjalng
mozliwoscig zastosowania tej techniki do wezesnego dia-
gnozowania chorych z vCJD.

Pomimo obiecujacych wynikow metoda RT-QulC nadal
pozostaje na etapie badan naukowych i nie zostata jesz-
cze wlaczona do rutynowej diagnostyki. Aby mogta by¢
powszechnie stosowana, konieczna jest dalsza optymali-
zacja technicznych warunkéw wykonywania reakcji oraz
jej standaryzacja, tak aby w r6znych laboratoriach zaj-
mujacych si¢ badaniami naukowymi i diagnostycznymi
w CJD analizy wykonywane byly w poréwnywalny spo-
sob. Warunkiem wykorzystania RT-QulC jako testu dia-
gnostycznego jest rowniez fatwa komercyjna dostepnos¢
rekombinowanego biatka PrP-sen jako substratu do
reakcji. Poza zastosowaniem diagnostycznym metoda
RT-QulIC moze by¢ rdwniez przydatna w badaniach nad
mechanizmem powstawania agregatow PrP5¢, w tym nad
znaczeniem zgodnoSci sekwencji aminokwasowej zarod-
ka i substratu. W konsekwencji metoda ta moze pomoc
w zrozumieniu molekularnych podstaw szerzenia si¢
chorob wywotanych przez priony“”.
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