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Streszczenie |

Choroba Gerstmanna-Strausslera-Scheinkera (GSS) jest genetycznie uwarunkowang chorobg wywolywang przez priony.
Jest ona unikalna, poniewaz udato si¢ przepasazowa¢ GSS na naczelne i gryzonie przynajmniej z mozgu obarczonego
mutacja kodonu 102. Tym samym jest to jedyne schorzenie jednocze$nie genetycznie uwarunkowane i zakazne, aczkol-
wiek natura czynnika infekcyjnego (prionu) nadal stanowi przedmiot dyskusji. W obrazie klinicznym GSS dominuje po-
stepujaca ataksja mozdzkowa z towarzyszacym otepieniem i objawami piramidowo-pozapiramidowymi. Jest to jednak
choroba heterogenna, o rznym obrazie klinicznym u nosicieli réznych mutacji, a nawet u nosicieli tej samej mutacji.
Obraz neuropatologiczny obejmuje obecnos¢ PrP¢ — immunododatnich ztogéw amyloidu pod postacia blaszek, zwtasz-
cza tzw. blaszek wielordzeniowych. Istnieje kilka modeli GSS. U myszy transgenicznych z nadekspresja zmutowanego genu
kodujacego PrP obserwuje si¢ spontaniczna chorobe zwyrodnieniowa, pasazowalng na myszy transgeniczne o niskiej licz-
bie transgenu. U myszy transgenicznych uzyskanych droga wzajemnej rekombinacji, a wigc bez nadeskpresji, nie wystepuje
choroba spontaniczna, niemniej staja si¢ one wrazliwe na zakazenie GSS.

Stowa kluczowe: choroba Gerstmanna-Strausslera-Scheinkera, GSS, priony, blaszki wielordzeniowe, biatko prionu, PrP,
choroba Creutzfeldta-Jakoba

Summary |

Gerstmann-Straussler-Scheinker disease (GSS) is a hereditary form of prion disease. GSS, in particular the form caused
by the PRNP gene P102L mutation, is transmissible to primates and rodents. Thus, GSS is a unique disease that is both
genetic and transmissible; however, the exact nature of the transmissible agent is not clear. The clinical picture of GSS
comprises cerebellar ataxia, dementia and pyramidal and extrapyramidal signs and symptoms. However, the disease is
heterogeneous and in different families and different mutations the clinical picture may vary. The neuropathological pic-
ture is characterized by the presence of amyloid plaques — mainly multicentric plaques. There are several models of GSS
in transgenic mice and in Drosophila sp. In mice produced with an overexpressed transgene that carries the P101L muta-
tion (corresponding to the P102L mutation in humans), “spontaneous” neurodegeneration is observed and this, in turn,
is transmissible but to transgenic mice with a low copy number. In contrast, P101L transgenic mice produced by means
of reciprocal recombination show no spontaneous neurodegeneration, but instead become more susceptible to transmis-
sion of human GSS following inoculation.

Key words: Gerstmann-Straussler-Scheinker disease, GSS, prions, multicentric plaques, prion protein, PrP, Creutzfeldt-
Jakob disease
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to powoli postepujaca choroba neurozwyrodnieniowa

oSrodkowego ukfadu nerwowego (OUN), dziedziczaca
si¢ autosomalnie dominujaco (OMIM: 137440). Jest to rowniez
pierwsza choroba z grupy pasazowalnych encefalopatii gabcza-
stych (ransmissible spongiform encephalopathies, TSE), w kto-
rej wykryto mutacj¢ w genie kodujacym biatko prionu!-*. Pre-
walencja jest trudna do oceny, ale podaje si¢ liczby w przedziale
1-10/100 000 000.
Budka i wsp.® definiujg GSS jako chorobe neurozwyrodnieniows
wystepujaca ,,rodzinnie z dziedziczaca si¢ dominujaco ataksja i/lub
otepieniem: encefalo(mielo)patie z blaszkami wielordzeniowymi”.
Pierwsza opisana przez Dimitza® rodzina z GSS to tak zwana ro-
dzina ,H” z Wiednia, znana wiedefiskim neuropsychiatrom z po-
czatkow XX wieku. Kolejne prace to Gerstmanna z 1928 roku®
oraz klasyczna i najpetniejsza praca Gerstmanna®, Striusslera
i Scheinkera z 1936 .12 Co interesujace, w oryginalnej pracy
z 1936 roku sa podane peine imiona Gerstmanna i Striusslera,
ale jedynie inicjat ,I” (Isaak) Scheinkera. W obliczu nadciagaja-
cego nazizmu Scheinker obawiat si¢ podac swoje imig, wyjechat
pd7niej do USA, gdzie stat si¢ znanym neuropatologiem i wydat
ksiazke Neuropathology in Its Clinicopathologic Aspects'.
Gerstmann w 1928 roku opisat nowy odruch - gdy choremu po-
leca si¢ wyprostowac oba ramiona, a glowe skreci¢ w jedng stro-
ne, ramiona krzyzuja sie, zbaczajac w kierunku linii Srodkowej™.
Rami¢ przeciwstronne do kierunku skretu glowy znajduje si¢ po-
wyzej drugiego ramienia.
Kolejne przypadki z rodziny ,,H” zostaly opisane przez von Brau-
mithla®? 1 Seitelbergera, Owczesnego dyrektora Instytutu Neu-
rologii (Instytut Obsersteinera) w Wiedniu*%. Seitelberger, na
4 lata przed odkryciem pasazowalnej (zakaZnej) natury kuru
przez Gajduska i wsp."?, podkreslit podobieistwo blaszek kuru
i blaszek obserwowanych w GSS i tak ,,przewidzial” pasazowal-
ng naturg GSS, co wykazali Masters i wsp.1® wiele lat poZniej.
Oryginalna rodzina ,H” pochodzita z matego miasteczka w Au-
strii 1 zostata zdiagnozowana przez miejscowego lekarza jako
dotknigta rodzinng postacig kity. Poniewaz takie rozpoznanie
stygmatyzowato cztonkow tej rodziny, przestali si¢ oni zglaszac
do lekarzy. W roku 1990 prof. Herbert Budka, obecny dyrektor
Instytutu Obsersteinera, konsultowat preparaty chorego, ktore-
go ojciec cierpial na ,ataksje Friedreicha”. Paniefiskie nazwisko
tego przypadku bylo nazwiskiem rodziny ,H”""!¥. Odkrycie to
umozliwito wspotczesne badania tej fascynujacej rodziny.
Jak wspomniano, w 1981 roku Mastres i wsp.'9 opisali kilka
przypadkdw GSS przepasazowanych na naczelne. Innym pa-
sazowalnym szczepem jest szczep Fujisaki (Fukuoka-1) opi-
sany przez Tateishi 1 wsp."”), ktory przepasazowano na myszy,
szczury, $winki morskie i matpe wiewiorkowatg (squirrel mon-
key). Przypadek, z ktdrego wyizolowano ten szczep, byt takze
nosicielem mutacji kodonu 102. genu kodujacego PrP. Kolejny
przypadek, rowniez obdarzony tg samg mutacja kodonu 102.,
przepasazowano na matpe pajakowatg (spider monkey) i na
marmozety®. Podsumowujac, do chwili obecnej jedynie przy-

C horoba Gerstmanna-Strausslera-Scheinkera (GSS) jest
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Warto zwrociC uwage, ze wsrod przypadkow opisanych przez
Mastersa i wsp.' wymienia si¢ rodzing ,CG” opisang przez
Worster-Drougha i wsp.?*>. Rodzina ta, aczkolwick fenoty-
powo podobna do GSS, jest jednak obecnie klasyfikowana jako
wrodzinne otepienie brytyjskie” (familial British dementia)™®®.

MUTACJA KODONU 102. (102 129Met)

GSS obarczona mutacjg kodonu 102. genu kodujacego biatko
prionu (PRNP) byla pierwszym celem badafi molekularnych,
ktore wykryly mutacje PRNP sprzezong z wystepowaniem dzie-
dzicznej choroby neurozwyrodnieniowej w 1989 roku®”. Muta-
cja ta prowadzi do substytucji proliny (CCG) leucyna (CTG).
Mutacja ta zostafa nastgpnie wykryta w szeregu innych rodzin,
w tym w japoriskiej rodzinie ,,I”?**, niemieckiej — bardzo dobrze
scharakteryzowanej rodzinie ,ScH™*39, w Izraelu®, w rodzinie
wegierskiej®, polskiej©®, brytyjskiej®™**, wloskiej**+" oraz w ory-
ginalnej rodzinie ,H” z Wiednia“?. Ostatnio opisano pierwszg ro-
dzing z GSS z Chin“? i Korei*.

Oryginalna rodzina ,H” opisana przez Seitelbergera!? liczyla
wowczas 81 czionkow i 4 przypadki GSS, a ostatnio 221 czton-
kow 120 definitywnych przypadkéw GSS?. Choroba manifestuje
si¢ jako powoli narastajaca ataksja mozdzkowa z towarzyszacym,
w pdzniejszej fazie, otepieniem. Ostatni przypadek z oryginalnej
rodziny ,H” (dzieci tej osoby testowano na obecno$¢ mutacji 102.
— z wynikiem negatywnym) wykazywat takze objawy skadinad ty-
powe dla choroby Creutzfeldta-Jakoba, to jest wezesne otepienie
oraz charakterystyczny periodyczny zapis EEG.

Dla kilku rodzin z mutacjg kodonu 102. charakterystyczne jest
zjawisko heterogennosci objawow. Klasyczny typ taktyczny
rozpoczyna si¢ pomiedzy 2. a 6. dekada zycia (Sredni wiek za-
chorowania — 50 lat), a czas trwania choroby wynosi od kil-
ku miesiecy do kilku lat (7-132 miesiecy, Srednio 49 miesiecy).
Dyzartria, zaburzenia sakkadowych ruchéw gatek ocznych, ze-
spot piramidowo-pozapiramidowy, zmiany kognitywne prowa-
dzace do petnoobjawowego otepienia sg typowymi cechami.
W niewielkim odsetku przypadkéw obserwuje si¢ cechy CID
- mioklonie, oraz periodyczny zapis EEG. MRI wykazuje nie-
wielkiego stopnia zaniki mozdzku i mozgu.

Wedlug danych Webba i wsp.“ najczgstszymi objawami, wy-
stepujacymi u 72% chorych, sa zaburzenia chodu, zaburzenia
kognitywne (28%) i ostabienie koficzyn dolnych (22%), bdle i pa-
restezje koficzyn dolnych (16%) oraz powazne zaburzenia psy-
chiatryczne (10%). Gluchota o niedawnym poczatku, drgawki,
parkinsonizm i diplopia wystepowaly u 2% jako poczatkowe ob-
jawy choroby. Odnotowano zaburzenia ze strony dolnego mo-
toneuronu - zniesienie odruchow i ostabienie sity mig§niowej
obserwowano u wickszosci chorych (79%). U pewnego odset-
ka obserwowano mioklonie i drgawki (odpowiednio 36% i 7%).
U jednego chorego odnotowano uogolniong dystoni¢. Badanie
EEG wykazywato zwykle nieswoiste zmiany, w jednym przypad-
ku uogolnione wyladowania padaczkowe.

Badania obrazowe (MRI, CT) wykazywaty uogolnione zani-
ki mozgu; w jednym przypadku obserwowano ogniskowe zani-
ki kory mézdzku. Badanie MRI wykonane u 4 chorych ujawnito
obecnos¢ wieloogniskowych zmian istoty biatej. U 2 na 3 chorych,
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Rys. 2. Komarki mikroglejowe w obrebie blaszki amyloidowej w przypadku GSS. Barwienie przeciwcialami anty-CD68 z podbarwieniem hematoksyling | §9
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Rys. 3. Ultrastruktura GSS: a) kilka rdzeni amyloidowych; (b) rdzenie amyloidowe zlewajqce sie w jedng blaszke wielordzeniowg. Mikroskopia elek-
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Rys. 3. Ultrastruktura GSS: (c) komdrka mikroglejowa w sqgsiedz-
twie blaszki amyloidowej. Mikroskopia elektronowa

u ktorych wykonano to badanie, obserwowano obecno$¢ biai-
ka 14-3-3 (patrz Ewa Golafiska, Pawet P. Liberski, Biatko 14-3-3
w diagnostyce sporadycznej choroby Creutzfeldta-Jakoba, s. 37-42).

Odrgbnym zagadnieniem jest status kodonu 129. na tym samym
allelu co mutacja kodonu 102. W znaczacej wigkszosci przypad-
kéw mutacja kodonu102M jest sprz¢zona z 129M¢, Sprzezenie ze
129% jest rzadkie“*. Young i wsp.“® opisali przypadek 33-let-
niego mezcezyzny z choroba manifestujaca sig drgawkami jako ob-
jawem poczatkowym, parestezjami koficzyn dolnych oraz obu-
stronng gtuchotg. Nie wystepowato otgpienie. Mezczyzna ten
zmart w wieku 45 lat, 12 lat po wystapieniu pierwszych objawdw.

Jak wspominano, GSS z mutacjg kodonu 102. jest pasazowalna
na naczelne"s2" i na gryzonie?.

Cechg badania neuropatologicznego, ktora definiuje GSS®1747,
jest obecno$¢ blaszek wielordzeniowych (multicentric plaques)
- blaszek amyloidowych utworzonych ze zlewajacych si¢ rdze-
ni. Blaszki te sa PAS-dodatnie, kongofilne (barwig si¢ czerwienig
Kongo) oraz wykazuja dwufomno$¢ w §wietle spolaryzowanym
po zabarwieniu tioflawing“®. Blaszki zawieraja komorki mikro-
glejowe (rys. 2)¥). Wszystkie powyzsze cechy to charakterysty-
ki ,,amyloidu” odzwierciedlajgce struktur¢ p-faldowa tworzace-
go je biatka, w tym przypadku PrPSc. Ultrastrukturalnie blaszki
sa utworzone z wiokien amyloidowych (rys. 3), komorek gleju
i astrocytow'®, co udato si¢ modelowa¢ w 3D metodami ma-
tematycznymi®®Y, W oczywisty sposob blaszki s PrP-immu-
nododatnie. Typowa dla blaszek GSS jest obecnos¢ dystroficz-
nych neurytow zawierajacych lizosomy i ciata elektronowo geste.
Dystroficzne neuryty barwig si¢ przeciwciatami przeciwko pre-
kursorowi B-amyloidu (BAPP)®?. W mikroskopii konfokalnej
wida¢ kolokalizacje PrP-amyloidu i GFAP-immunododatnich
komorek astrocytarnych (rys. 4).
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Przeciwciata uzyskane przeciwko roznym segmentom sekwen-
cji PrP pomogly wyjasnic¢ skiad blaszek w GSS®?. Blaszki bar-
wily si¢ przeciwciatami przeciwko segmentowi 90-102 PrP oraz,
ale w znacznie mniejszej proporcji, przeciwciatami przeciwko se-
kwencji 58-71. Rdzenie blaszek barwily si¢ przeciwciatami prze-
ciwko segmentowi 95-108, 127-147 oraz 151-165. Przeciwcia-
ta uzyskane przeciwko segmentowi 23-40 (N-koniec) 1 220-231
(C-koniec) barwily obrzeza blaszek pod postacig pierscienio-
watego zabarwienia. Niektore blaszki barwily si¢ za pomoca
wszystkich przeciwcial, co sugeruje, ze zaréwno petna sekwen-
cja peptydu PrP, jak i jego skrocona (truncated) forma sg odkta-
dane w obrebie blaszek.

Oprdcz depozytow PrP w tym wariancie GSS opisywano zwy-
rodnienie widkienkowe Alzheimera (NFT) utworzone z MAP-t,
zwykle w dystroficznych neurytach otaczajacych PrP-immuno-
reaktywne blaszki amyloidowe®®. Poza dystroficznymi neury-
tami opisano pretangle i nici neuropilowe. Wang i wsp.®® wy-
kazali, ze PrP i MAP-t tworzg kompleksy poprzez N-koniec
(aa 168-283) MAP-1.

Badania eksperymentalnego GSS u myszy (szczep Fujisaki,
K-Fu) zostaly opublikowane przez Liberskiego i wsp.“>¢¢%). Wy-
kazano, 7e czynnik infekcyjny K-Fu szerzy si¢ wzdtuz szlakow
nerwowych, co przypomina klasyczne wirusy, np. wscieklizny®”.
K-Fu jest szczepem panencefalopatycznym, to znaczy poza typo-
wym zajeciem istoty szarej obserwuje si¢ wakuolizacj¢ wewnatrz
blaszek ostonek mielinowych z towarzyszaca reakcja astrocytar-
ng i makrofagowo-mikroglejowa. Tak jak w innych chorobach
tej grupy, wykazano obecno$¢ tak zwanych struktur tubulope-
cherzykowych, wirusowopodobnych czastek pozbawionych PrP,
o nigjasnym znaczeniu®®. Podobne zmiany obserwuje si¢ w ner-
wie wzrokowym®?. Wykazano takze predylekcyjne zajecie ukfa-
du GABA-ergicznego®”, apoptoz¢™* i autofagi¢®® neuronéw

Rys. 4. PrP-immunododatnia blaszka amyloidowa — widok z mi-
kroskopu konfokalnego. Sygnat zielony, PrP: sygnat czerwo-
ny, GFAP. Dzieki uprzejmosci Dr hab. n. med. B. Sikorskiej
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oraz nasilone uwalnianie pozapalnych cytokin z astrocytow i mi-
krogleju(®69,

MUTACJA KODONU 105. (105" 129"

Mutacje t¢ odkryto u kilku rodzin z Japonii®™. Choroba przed-
stawia obraz kliniczny paraparezy spastycznej ze wzmozony-
mi glebokimi odruchami oraz obecnoscig objawu Babifiskiego.
W koficowej fazie choroby pacjent wykazuje cechy tetraplegii z to-
warzyszacym otepieniem, sztywnoscia koficzyn i drzeniem. Cho-
roba zaczyna si¢ okoto 40.-50. roku zycia i trwa od 6 do 12 lat.
Ztogi PrP? spotyka si¢ gléwnie w korze mozgu oraz, rzadziej,
w striatum. Mozdzek, w odrdznieniu od przypadkow GSS cha-
rakteryzujacych sig mutacja kodonu 102., jest zajgty w minimal-
nym stopniu. W dwoch przypadkach®™ obserwowano zwyrod-
nienie widkienkowe Alzheimera (neurofibrillary tangles, NFT)
utworzone z hiperfosforylowanego biatka MAP-t. W przypad-
ku opisanym przez Amano i wsp.® obserwowano odmienny typ
blaszek - zlokalizowanych w V i VI warstwie kory mdzgu, stabo
PAS-dodatnich, zlewajacych si¢ i o laminarnej dystrybugj.
Ostatnio opisano dwie nowe mutacje w tym kodonie. Mutacja
P10ST zostata opisana przez Rogayewa i wsp.? oraz przez grupg
Agguziego® u 38-letniego chorego z objawami ataksji mozdzko-
wej, zaburzeniami pamieci oraz zespolem mozdzkowym obejmu-
jacym zaburzenia ruchow sakkadowych gatek ocznych. Badanie
MRI w sekwencji FLAIR i obrazowanie dyfuzyjne wykazato obec-
no$¢ hiperintensywnych ognisk w korze mozgu i wzgérzu. Ba-
danie neuropatologiczne ujawnito zmiany gabczaste, astroglejo-
z¢, synaptyczne zfogi PrP oraz nieliczne PrP-immunoreaktywne
blaszki amyloidowe. MPA (magnetic-bead-based ELISA assay)
wykazalo obecnos¢ nieprawidiowo zwinigtego PrP¢. Western blot
ujawnit fragment wielkoSci 6 kDa po deglikozylacji i dwa wigksze,
czesciowo glikozylowane fragmenty wielkoSci 15125 kDa.
Mutacja P105T zostata opisana przez Tunnell i wsp.®" u 30-let-
niej kobiety z afazja, echolalig, zaburzeniami zachowania obej-
mujacymi takze kompulsywne zakupy, przetrwalym $wiadem
skory oraz objawami zespotu parkinsonowskiego, ale bez wyraz-
nej ataksji. W badaniu neuropatologicznym stwierdzono obec-
no$¢ zmian gabezastych i bardzo licznych PrP-immunoreaktyw-
nych blaszek wielordzeniowych. Western blot wykazat obecnos¢
PrP?pod postacig dwdch prazkow o wielkosci 21 126 kDa. Wzo-
rzec ten nie jest typowy dla GSS, ale obserwowano go w fCJD
spowodowanym mutacjami T183A oraz V180L

MUTACJA KODONU 117. (117% 129"

Mutacje t¢ odkryto w rodzinach charakteryzujacych si¢ ote-
pieniem bez wyraznych cech typowej skadinad dla GSS ataksji
— tzw. telencefaliczny typ GSS®$2%, Mastrianni i wsp.® opi-
sali dodatkowo zespot mozdzkowy. W rodzinie z Alzacji we
wezesniejszych pokoleniach obserwowano jedynie ,.czysty” ze-
spot otgpienny, natomiast poZniej opisano bardziej ztozony
fenotyp kliniczny. Mallucci i wsp.®” wykazali znaczng hetero-
genno$¢ objawow klinicznych u nosicieli mutacji 117%! podob-
nie jak to ma miejsce w przypadku nosicieli mutacji kodonu

54 | 102" Osiowym zespolem u nosicieli mutacji 117" jest otgpienie

1 ataksja mozdzkowa, natomiast klasyczny dla GSS zespot na-
silonej ataksji z otgpieniem pojawiajacym si¢ pozniej byt obser-
wowany z mniejszg czgstoscia. U niektorych chorych otepienie
stanowito praktycznie jedyny objaw, u innych dominowaty atak-
sja, dyzartria i zaburzenia koordynacji. Obserwowano zespdt
parkinsonowski, objawy piramidowe i zesp6t pseudoopuszko-
wy. Charakterystyczne byly zaburzenia zachowania, zachowa-
nia agresywne i gwattowne, co prowadzito do zachowan kry-
minalnych i instytucjonalizacji tych chorych. Nieakceptowane
spofecznie zachowania poprzedzaly pojawienie si¢ objawow
neurologicznych. Badanie EEG nie ujawniafo odchylef od nor-
my lub obecnosci zmian nieswoistych. Zaniki mozgu, Srednie-
go stopnia, obserwowano w badaniu MRI. Blaszki amyloido-
we wykazywaly immunoreaktywnos$¢ z przeciwciatami anty-PrP
przeciwko centralnej sekwencji biatka, natomiast przeciwciata
przeciwko N- 1 C-konicowi PrP barwily pierSciefi na obrzezu bla-
szek. Metoda Western blotu stwierdzono obecno$¢ skrocone-
go peptydu wiclkosci 7 kDa®'%. W niektorych przypadkach nie
obserwowano obecnosci PrP! ©>*9 oraz , synaptycznego” wzor-
ca immunoekspresji PrP!®. Roznice migdzy pracami, w kt6-
rych sugerowano brak PrP4“>%)a tymi, w ktorych odnotowano
obecno$¢ opornego na proteinaz¢ K krotkiego peptydu wiel-
kosci 7 kDa®, nalezy wytlumaczy¢ mniejsza opornoscia pep-
tydu 7 kDa w odrdznieniu od peptydéw obecnych w mozgach
GSS obarczonych innymi mutacjami. Wykazano takze obec-
no$¢ zwyrodnienia widkienkowego Alzheimera®”.

MUTACJA KODONU 131. (131Met 129V4)

Mutacje te wykryto w pojedynczej rodzinie charakteryzujacej si¢
obecnoscig otepienia, apraksji, ataksji mozdzkowej, zespotu po-
zapiramidowego oraz wygérowaniem odruchéw glebokich®.
Choroba rozpoczyna sig w 5. dekadzie zycia i trwa okofo 9 lat.
MRI wykazuje zaniki mozgu i mézdzku. W badaniu neuropa-
tologicznym stwierdzono obecno$¢ licznych blaszek amyloido-
wych oraz rozlanych PrP-immunoreaktywnych depozytow w ko-
rze mozdzku, jadrach kresomdzgowia i mozdzku.

MUTACJA KODONU 145. (1455TP)

Mutacje t¢ odkryli Kitamoto i wsp.®® w przypadku charaktery-
zujacym si¢ spastyczng paraparezg i postepujacym otepieniem.
Badanie neuropatologiczne wykazafo obecno$¢ typowych bla-
szek oraz PrP-immunoreaktywnych depozytéw w Scianie naczyn
(PrP-kongofilng angiopati¢). Obserwowano zwyrodnienie wio-
kienkowe Alzheimera.

MUTACJA KODONU 187. (1874 129"¥)

Mutacje odkryto w pojedynczej amerykafiskiej rodzinie z USA®™.
Dziewig¢ opisanych przypadkow charakteryzowato si¢ otgpie-
niem, ataksja moézdzkowa, obecnoscig mioklonii i drgawek,
a wiec fenotypem przypominajacym CJD. Sredni wiek zachoro-
wania wynosi 42 lata (33-50 lat), a czas trwania choroby obejmu-
je od 8 do 19 lat. Badanie neuropatologiczne wykazafo obecnos¢
charakterystycznie ,fukowatych” (curly), o laminarnym uktadzie
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PrP-immunoreaktywnych depozytow w korze mozgu, jedno-
i wielordzeniowe blaszki oraz zwyrodnienie wiokienkowe Alz-
heimera®®. Nie obserwowano zmian gabczastych. W mézgach
2 chorych stwierdzono obecnos¢ PrP! pod postacia peptydéw
wielkosci 30-35 kDa, 29-27 kDa, 14 kDa i 7 kDa. Peptydy 14
i 7 kDa koficzyly si¢ z N-kofica na resztach 90, 97, 99 i 82, 86
190.

MUTACJA KODONU 198. (1985 129V2)

Mutacja ta zostata odkryta w stynnej rodzinie ze stanu Indiana
- Indiana kindred (IK)®, a nastgpnie w drugiej, niespokrewnionej

Subject 10158 (F1985) asymptomatic
FDDNP

Subject 10136 (F198S) symptomatic
FDDNP MRI FDG

FDDWP DVR: 0.9

rodzinie"”. Chorzy s homozygotami lub heterozygotami pod
wzgledem statusu kodonu 129. genu PRNP.

Rodzina ze stanu Indiana charakteryzuje si¢ mieszaning obja-
wow piramidowych 1 pozapiramidowych, ot¢pieniem, dyzar-
trig i postepujaca apraksja, trudnoSciami w chodzeniu, obecno-
$cig zespotu parkinsonowskiego, bradykinezja, sztywnoscia typu
Lrury ofowianej”, ale bez drzenia, zaburzeniami snu i wystgpo-
waniem oczoplasu optokinetycznego!?1. Zaburzenia ruchow
szarpanych gatek ocznych (saccadic movements)1%® pojawiajq
si¢ wezesniej niz inne objawy. Choroba rozpoczyna si¢ pomie-
dzy 40. a 70. rokiem zycia; u chorych bgdacych homozygota-
mi 129% zwykle poczatek jest wezeSniejszy o okofo 10 lat niz

Subject 10142 (F198S) asymptomatic
FDDNP MRI

”

Rys. 5. Badanie [F-18]FDDNP PET, MRI i [F-18]FDG PET w przypadkach czterech nosicieli mutacji GSS F198S. Asymptomatyczny nosiciel 10142
wykazuje zwiekszony sygnat [F-18]FDDNP PET oraz zmniejszony [F-18]FDG PET Obaj symptomatyczni nosiciele mutacji 10136 1 10151
wykazujq zwigkszony sygnal [F-18]FDDNP PET w jgdrach kresomdzgowia i wzgdrzu oraz réwnolegle zmniejszony sygnat [F-18]FDG PET.

Obaj nosiciele mutacji wigzq znacznik [F-18]FDDNP do zlogow PrP-amyloidu. Dzigki uprzejmosci Prof. Jorge R. Barrio, Elizabeth and
Thomas Plott Chair in Gerontology; Distinguished Professor of Molecular and Medical Pharmacology; David Geffen UCLA School of Medi-
cine; Founding Editor-in-Chief, Molecular Imaging and Biology: Chair, MRSC/RDRC:; Los Angeles, USA oraz Redaktora , Brain Pathology” | §§
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u heterozygot 129% M, Choroba trwa okoto 10 lat (od 2 do 12
lat), ale obserwuje si¢ przebiegi szybkie - 1-, 2-letnie.

IK jest bardzo dobrze opisana. Badanie neuropatologiczne wy-
kazuje cechy typowe dla GSS1*!®. Charakterystyczne jest wy-
stepowanie zwyrodnienia wiokienkowego Alzheimera, utworzo-
nego z PHF (paired helical filaments), kiérych skfadnikiem jest
hiperfosforylowane biatko MAP-t. Zmiany gabczaste widuje si¢
wokot blaszek amyloidowych.

Przeciwciata przeciwko roznym segmentom sekwencji PrP umoz-
liwity odpowiedZ na pytanie, jak duzy jest peptyd tworzacy zto-
gi PrP21 Blaszki sa utworzone z dwoch peptydow: 71 11 kDa
odpowiadajacych odpowiednio sekwencjom 81-150 i 59-150 PrP.
Natomiast pre-amyloid (niefibrylarna forma PrP) barwi si¢ prze-
ciwciatami przeciw sekwencji 23-40 PrP1220-231 PrP™V. Przeciw-
ciata przeciwko N-koficowi (23-40) i C-koficowi (220-231) barwig
pierscieniowatg strukturg obrzeza blaszek!'V.

Ostatnio opublikowano wyniki badafi z uzyciem pozytronowej
tomografii emisyjnej (PET) oraz znacznika FDDNP-18 wiaza-
cego si¢ z amyloidem (rys. 5)™?. [F-18]FDDNP PET wykazato
podwyzszony sygnat w okolicach podkorowych oraz w mézdzku
u wszystkich symptomatycznych chorych z IK GSS. FDDNP wig-
ze si¢ z blaszkami amyloidowymi oraz dyfuzyjnymi w badaniach
in vitro wykorzystujacych materiat z IK GSS. U bezobjawowych
nosicieli mutacji F198S, [F-18]JFDDNP PET wykazywato albo
normalne nat¢zenie sygnatu, albo podwyzszone wigzanie znacz-
nika w strukturach podkorowych 1 korze. Obserwowano zwickszo-
ne wigzanie znacznika, co sugeruje postep choroby. Dodatkowo
wykonano badanie [F-18]FDDNP PET u chorego z GSS P102L,
uzyskujac dystrybucje znacznika w mozdzku, jadrach kresomo-
zgowia, wzgoOrzu 1 placie skroniowym, co odpowiada dystrybucji
PrP-immunoraektywnych depozytow w tej jednostce chorobowej.

MUTACJA KODONU 202. (2024 129V
1212, (212Pr 129Met)(13-119

Czas trwania choroby w przypadku mutacji 2024 wynosit 6 lat,
choroba rozpoczeta si¢ w 8. dekadzie zycia, objawiajac si¢ otepie-
niem oraz zespotem moézdzkowym. Blaszki wystepowaly zaréwno
wmozgu, jak i w mozdzku. W korze mozgu obserwowano zwyrod-
nienie wiokienkowe Alzheimera. Chory obarczony mutacjg 212"
zachorowat w wieku 60 lat, choroba trwafa 8 lat®”, manifestujac si¢
zaburzeniami mowy oraz ataksja mozdzkowa prowadzaca do cat-
kowitego unieruchomienia. Nie odnotowano cech ot¢pienia. PrP-
-immunoreaktywne blaszki amyloidowe obserwowano zardwno
w moOzgu, jak i w mozdzku, ale ich gestosc byta bardzo niska.

MUTACJA KODONU 217. (2174 129%")

Mutacje t¢ opisali Karen Hsiao i wsp.® u dwdch chorych z rodzi-
ny szwedzko-amerykanskiej ™'Y, Obraz kliniczny charaktery-
zuje si¢ zaburzeniami psychicznymi o typie psychozy maniakal-
no-depresyjnej, otepieniem, ataksjq i zespofem parkinsonowskim.
Badanie neuropatologiczne wykazuje zmiany typowe dla tych
spotykanych w rodzinie ze stanu Indiana - liczne blaszki amylo-
idowe i zwyrodnienie wiokienkowe Alzheimera. W blaszkach wy-

56 | kazano koegzystencjg PrP* i Ap.

MUTACJA KODONU 218. (2184"129")

Alzualde 1 wsp.!"® opisali przypadek 61-letniej kobiety z zaburze-
niami mowy o typie afazji bez ptynnosci mowy (nonfluent aphasia),
agrafia, apraksja oraz zwolnieniem zapisu EEG. Choroba trwa-
fa okoto 6 lat. W koricowej fazie obserwowano odruchowe mio-
klonie, mioklonie koficzyn gornych i obustronny odruch chwytny,
bez ataksji. Badanie neuropatologiczne ujawnito obecno$¢ bardzo
licznych PrP-immunoreaktywnych blaszek amyloidowych, zmiany
gabczaste w powierzchownych warstwach kory czofowej i skronio-
wej oraz bardzo liczne MAP-t-immunoreaktywne neuryty.

MUTACJA KODONU 232. (232™)

Mutacje t¢ wykryli Liberski i wsp.!"*" u chorego, u kt6rego rozpo-
znano wezesniej zanik mostowo-oliwkowo-mézdzkowy z parapa-
rezq spastyczng i otgpieniem. Choroba rozpoczeta sig w 5. dekadzie
zycia i trwata 6 lat. Liczne PrP-immunoreaktywne blaszki wystepo-
waly w korze mdzgu i mozdzku. Co interesujace, poczatkowe se-
kwencjonowanie, nieobejmujace kodonu 232., nie wykazato obec-
noSci mutacji i przypadek ten zostat opublikowany jako przypadek
sporadycznej postaci choroby Creutzfeldta-Jakoba (CID) o fenoty-
pie GSSU1", Mutacje ostatniego kodonu PrP znaleziono przypad-
kowo, sekwencjonujac catg otwartg ramke odczytu genu. U syna
wspomnianego chorego nie stwierdzono nosicielstwa mutacji.

MUTACJA POD POSTACIA
INSERTU 365-388 dup™*

Hinnell i wsp.®!” opisali nowa mutacjg pod postacig insertu o diu-
gosci 24 nukleotydéw kodujacych 8 aminokwasow u 34-letniego
chorego ze stanem padaczkowym drgawek toniczno-klonicznych
jako poczatkowym objawem. U chorego rozwinat si¢ nastepnie ze-
spdt neurologiczny, na ktéry sktadaly si¢ ataktyczny chdd, zama-
zana mowa i zaburzenia osobowosci, zaburzenia sakkadowych ru-
chow gatek ocznych oraz rozlana paratonia i sztywno$¢ osiowa.
Badanie obrazowe wykazato zaniki korowe i robaka mézdzku nie-
wielkiego stopnia. Badanie ptynu mozgowo-rdzeniowego ujawnito
obecnos¢ biatka 14-3-3 oraz MAP-t. Osiem lat wezesniej pacjent
doswiadczat Igkéw nocnych (night terrors), trwajacych 6 lat.

MUTACIJE NIEZNANE

Opublikowano kilka rodzin o fenotypie GSS (wlosko-kanadyjska
rodzina’®, rodzina ,N" i kilka innych!?12), w kt6rych mu-
tacja sprawcza nie jest znana. Przypadek opisany przez Courten-
-Myers i Mandybura? okazat si¢ przypadkiem choroby Alzhe-
imera®,

BIOLOGIA GSS
NOMENKLATURA
PrP¢ jest to patologicznie zwinigte biatko, nierozpuszczalne w de-

naturujacych detergentach i oporne na proteinazg¢ K; ostatnio
wykazano jednak, ze niektére izoformy PrP¢ nie s3 oporne na
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proteinaz¢ K. Neutralny termin — ,,PrP?” - oznacza izoforme
PrP sprzgzong z fenotypem choroby niezaleznie od faktu, czy
jest ono wrazliwe na proteinaze K212,

PrP PEPTYDY W GSS

Biatko prionu (PrP) wystepuje pod dwiema postaciami izoform
- jako prawidtowa, komorkowa izoforma (PrP¥) oraz izoforma
patologiczna (PrPS lub PrP¢, od disease)"'. Pelnej diugosci
PrPe ma wielko$¢ 35 kDa (27 kDa po deglikozylacji); obserwu-
je sie takze obecnos¢ krotszych peptydow, wielkosci 26-30 kDa,
pozbawionych N-kofica oraz jeszcze krotszych, pozbawionych
N-kofica peptydéw — C1 wielkoSci 18 kDa i 21 kDa.
Metabolizm PrP jest bardzo ztozony*”. Najpierw natywny PrP
jest importowany do $wiatta retikulum endoplazmatycznego
(ER), gdzie podlega procesowaniu, glikozylacji, dodaniu kotwi-
cy fosfoglikozyloinozytolowej [glycosylphosphatidyl inositol (GPI)
anchor], na koniec prawidtowemu zwini¢ciu przed przesunig-
ciem do uktadu Golgiego, a nastepnie na powierzchni¢ komorki.
Dojrzaty PrPe podlega endocytozie, a nastepnie recyklingowi lub
degradacji w lizosomach.

W chorobach wywotywanych przez priony, zwtaszcza w CID, wy-
stepuja dwa peptydy PrP¢ pozbawione reszt glikozylowych - typ 1.
(21 kDa) 1 typ 2. (19 kDa). W GSS spotyka si¢ natomiast mate
peptydy, wielkosci 7-8 kDa. W GSS 102t obserwuje si¢ dwa
wzorce PrP w badaniu Western blot: pojedynczy prazek wielkosci
8 kDa lub 3 prazki wielkosci 21, 27129 kDa"". Peptyd o wielko-
§ci21 kDa jest pozbawiony N-kofica, natomiast peptyd wielkoSci
8 kDa jest pozbawiony zarowno N-, jak i C-kofica. Sekwencjo-
nowanie N-kofica 8§ kDa peptydu wykazato miejsce cigcia w miej-
scu 78., 80. lub 82. reszty aminokwasowej, natomiast dla peptydu
21 kDa - 78 kDa i 82 kDa. Dodatkowe miejsce cigcia dla N-kori-
ca 8 kDa peptydu to reszta 74. Co interesujace, peptyd o wielkosci
21 kDa oczyszczono jedynie z tych mozgow z GSS, ktore wyka-
zuja takze zmiany gabczaste. Mniejszy peptyd o wielkosci 7 kDa
jest obecny w mézgach z GSS 11740, Migjsce cigcia z N-kofica
to reszty 85.-93., najczesciej 88., 90. 192. C-koniec koficzyt si¢ na
resztach 148., 152. lub 153.

Odrebnym zagadnieniem jest pochodzenie peptydow PrP! - czy
sa one kodowane przez prawidtowy, czy zmutowany allel genu
kodujacego PrP (PRNP)*2. Autorzy cytowanej pracy uzyli mo-
zgow GSS 1024 oraz swoistych przeciwcial do wykrywania ,,dzi-
kiej” (3F4) i zmutowanej (ICSM35) formy PrP¢, uzyskujac detek-
cje peptydow wielkosci 21-301 8 kDa. Przeciwciato 3F4 wykrywato
PrP¢ typu 1. w dwdch przypadkach GSS, a typu 2. w kolejnym
przypadku. Okoto 40% peptydéw PrP? o wielkosci 21-30 kDa po-
chodzito ze zmutowanego allelu i s3 one wykrywane przez prze-
ciwciata ICSM35, natomiast peptyd wielkosci 8 kDa pochodzit je-
dynie z niezmutowanego allelu. Takze profil glikozylacji peptydow
byt odmienny: peptydy pochodzace z niezmutowanego allelu byly
gtéwnie nieglikozylowane, natomiast wsrod tych, ktorych Zrodtem
byt allel zmutowany, dominowafa izoforma diglikozylowana.
Takze badanie immunohistochemiczne wykazafo obecnos¢ bla-
szek amyloidowych zawierajacych PrP¢ pochodzacy z niezmuto-
wanego allelu; w przypadku z oryginalnej rodziny ,.H” z Wied-
nia"” wykazano kolokalizacj¢ PrP¢ pochodzacego zaréwno ze
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zmutowanego, jak i z niezmutowanego allelu. Co wigcej, przy-
padek ten wykazywat obecno$¢ synaptycznego wzorca immuno-
reaktywnosci PrP¢ takze pochodzacego zaréwno ze zmutowane-
g0, jak i z niezmutowanego allelu. Podsumowujac, w badaniach
tych stwierdzono obecno$¢ PrP! pochodzacego zaréwno ze
zmutowanego, jak i z niezmutowanego allelu w blaszkach amy-
loidowych i w ,,synaptycznych” depozytach w GSS.
Metabolizm PrP'* jest odmienny od metabolizmu PrP¥, co ob-
jawia si¢ akumulacjg 20 kDa peptydu na powierzchni komor-
ki®®9. Peptyd ten pochodzi prawdopodobnie z transbionowej
formy “PrP, postulowanej jako szczegdlnie istotna w patoge-
nezie tych chorob.

TRANSBLONOWE FORMY PrP

Poczatkowo natywny peptyd PrP jest rozpoznawany przez cza-
steczki rozpoznajace sygnat (signal recognition particle, SRP),
transportowany do ER, a nastepnie oddziatuje z komplek-
sem Sect oraz biatkami TRAM i TRAP. Gdy z rybosoméw zej-
dzie domena hydrofobowa (hydrophobic domain, HD) i zostanie
translokowana przez kanat Sec6, caly PrP jest juz translokowa-
ny na zewnatrz komérki'*?, Pewien odsetek natywnego PrP zo-
staje jednak zakotwiczony poprzez HD w blonie, tworzac NmPrP.
Niemniej HD moze dziata¢ jako sekwencja sygnafowa, wowczas
peptyd ,odwraca si¢” i powstaje “"PrP. Wreszcie niewielki procent
PrP pozostaje nietranslokowany - jest to “PrP. W prawidiowych
warunkach jedynie niewielki odsetek natywnego PrP staje si¢
CmPrp, NmPrP [ub “PrP, ale mutacje GSS (Pro102Leu; Alal17Val;
Gly131Val) prowadzace do nasilonej hydrofobosci HD zwigkszaja
odsetek form “™PrP i nasilenie neurodegneracji u myszy transge-
nicznych1%, 7 kolei mutacja ST 145 prowadzi do zwickszenia
formy - “PrP. Warto podkresli¢, ze ani “"PrP, ani “PrP nie wiaza
sie z pasazowalnoScia choroby, prowadza wicc do proteinopati,
przy czym poziom ekspresji “PrP koreluje z ,,okresem inkubacji”
neurodegeneracji®®?. Innymi stowy, im poziom ekspresji “™Pr wyz-
szy, tym ,okres inkubacji” krotszy. Problem pasazowalnosci i pa-
togenezy GSS wigze si¢ badz z akumulacja PrP? jako bezposred-
nig przyczyng neurodegeneracji, badz z dysregulacja metabolizmu
PrP. T rzeczywiscie, w niektdrych rodzinach z rodzinng postacia
CJD (niebedacych przedmiotem niniejszego opracowania) ob-
serwuje si¢ akumulacje PrP!i pasazowalno$¢ choroby, natomiast
w GSS (np. P102L lub F198S) stwierdza si¢ akumulacje PrP¢, ale
o mnigjszej wielkosci peptydu i brak pasazowalnosci (F198S).

MODELE EKSPERYMENTALNE GSS

MODEL U MYSZY TRANSGENICZNYCH

Badania eksperymentalne z uzyciem myszy transgenicznych (Tg)
bedacych nosicielami mutacji kodonu 101. (analogicznej do mu-
tacji kodonu 102. spotykanej w rodzinach z GSS; u myszy, w po-
rownaniu z cztowiekiem, wystepuje delecja kodonu 53. genu PrP)
stanowilyby gtéwny dowdd na istnienie ,priondw”, gdyby nie
trwajaca od ponad 20 lat dyskusja nad znaczeniem i interpre-
tacjq tych badan. Myszy te zostaly skonstruowane przez Karen
Hsiao w laboratorium Prusinera™®. Hsiao postuzyla si¢ typowa
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metodg mikroiniekeji do zaptodnionych oocytéw. Transgen sta-
nowit sklonowany w kosmidzie fragment genu PrP myszy, w kt6-
rym segment ORF PrP szczepu NZW (czyli o krotkim okresie
inkubacji, Prn-p?) zostat wymieniony na homologiczny segment
myszy I/Ln (czyli o diugim okresie inkubacji, Prn-p®). Segment
transgenu o dtugosci okoto 100 nukleotydow wokdt kodonu 101.
zostat tak zmodyfikowany, iz wykazywat homologi¢ z PrP my-
szy na poziomie biatka, natomiast na poziomie DNA homolo-
gie z genem chomika (hamsterized), co umozliwiato poszukiwa-
nie transgenu za pomocg odpowiednio skonstruowanej sondy.
Poczatkowo otrzymano trzy linie transgenicznych myszy:
Tg(GSS PrP)174 (64 kopie tandemowo utozonego transge-
nu), Tg(GSS PrP)180 (9 kopii) oraz Tg(GSS PrP)196 (6 ko-
pii). Meski ,,zatozyciel” (founder) Tg(GSS PrP)174 rozmnazat
sie, natomiast ,,zatozyciel” Tg(GSS PRP)180 byt bezptodny.
U myszy Tg(GSS PrP)174 po 7-39 tygodniach Zycia rozwingly sig
ataksja, senno$¢ i sztywnos¢, a badanie neuropatologiczne mo-
zgu wykazywato zmiany gabczaste i astroglejoze. Poczatkowo nie
znaleziono blaszek amyloidowych, postugujac sig zardwno me-
todami klasycznej neuropatologii, jak 1 immunohistochemia PrP,
pd7niej znaleziono nieliczne PrP-immunododatnie blaszki amy-
loidowe. Nalezy szczegdlnie podkreslic, iz ilos¢ PrP? byla prak-
tycznie niewykrywalna lub niezwykle mafa w metodzie typu We-
stern blotting. Poniewaz istniafla mozliwo$¢ interakcji miedzy
transgenem a prawidtowym genem PrP myszy, grupa Prusinera
skonstruowata nastgpne myszy transgeniczne, w ktérych zmuto-
wany transgen wprowadzono w genom myszy ,knock-outow”,
a zatem pozbawionych prawidowego genu PrP — Tg(MoPrP-
-P101L)-PrP Tak uzyskane myszy transgeniczne Tg(Mo-
PrP-P101L)2247/FVB i Tg(MoPrP-P101L)2866/FVB wykazy-
waly o§miokrotnie wyzszg ekspresje PrP<, a myszy transgeniczne
Tg(MoPrP-P101L)2862/FVB 32-krotny wzrost poziomu PrP*.
Myszy Tg(MoPrP-P101L)2247/FVB i 2262/FVB wykazywaly
objawy ataksji, sztywno&ci i sennoci mi¢dzy 150. a 200. dniem
zycia. Co zaskakujace, u myszy Tg(MoPrP-P101L)2862/FVB,
0 32-krotnie wyzszym poziomie ekspresji transgenu, choroba po-
jawiafa si¢ poZniej, a nie, jak si¢ spodziewano, wezesniej. Ponie-
waz myszy Tg(MoPrP-P101L)2247/FVB i 2262/FVB r6zniq si¢
od myszy Tg(PrP-A)4053/FFB tylko jednym aminokwasem (ko-
don 101.), wydawalo si¢, ze odpowiedzialna za wywotanie spon-
tanicznej choroby zwyrodnieniowej OUN jest ta wiasnie muta-
cja, a nie poziom ekspresji PrP* (wszystkie trzy linie maja ten sam
poziom ekspresji).

Kolejny eksperyment polegat na konstrukcji myszy Tg(MoPrP-
-P101L)2866/PrP", powstatych w wyniku krzyzowania my-
szy Tg(MoPrP-P101L)2866/FVB z pozbawionymi PrP mysza-
mi ,knock-outami” (PrP%). U tych z kolei myszy spontaniczna
choroba zwyrodnieniowa OUN rozwijafa si¢ w waskim ,,oknie”
czasowym 14612 dni. Uzyskanie, w wyniku krzyzowania, homo-
zygoty MoPrP-P101L powodowato dalsze skrdcenie okresu inku-
bacji do 85+2 dni. Mdzgi myszy Tg(MoPrP-P101L)2866/PrPo°
wykazywaty obecno$¢ bardzo licznych PrP-immunododatnich
blaszek amyloidowych, natomiast PrP¢ nie dawato si¢ wykryé
metoda typu Western blotting.

Najbardziej kontrowersyjng czgScig eksperymentu jest ,pasaz”

58 | z mozgu myszy transgenicznych**14D. Pasaz z myszy transge-

nicznych Tg(MoPrP-P101L) z nadekspresjg transgenu zacho-
dzit, ale jedynie na myszy transgeniczne Tgl96, bedace nosi-
cielami <10 kopii transgenu. Okres inkubacji dla tego ekspery-
mentu wynosit 226-712 dni. Z kolei pasaz na myszy CD-1 byt
nieudany, u zadnej z 350 zainokulowanych myszy nie wystapity
objawy choroby powyzej 500 dni po inokulacji. Z kolei okazato
sig, ze 9 7 148 chomikow jest wrazliwych na inokulacje homogena-
tem mozgéw myszy transgenicznych Tg(MoPrP-P101L). Dalszy
pasaz z mOzgow myszy Tg196 na mozgi myszy Tg196 byt uda-
ny z okresem inkubacji okolo 1 roku. PrP¢ byt niewykrywalny me-
todg typu Western blotting zaréwno u myszy Tg(MoPrP-P101L),
jak 1 Tg196, niezaleznie od obecnosci PrP-immunododatnich bla-
szek amyloidowych.

Analogicznie do myszy uzyskanych przez Hsiao, uzyskano pa-
saz z myszy Tg(MoPrP-P101L)2247/FVB i 2866/FVB na my-
szy Tg(MoPrP-P101L)196/PrP% i Tg(MoPrP-P101L) 196/FVB,
u ktorych spontaniczna choroba zwyrodnieniowa OUN rozwija
sie bardzo p6zno i ktore wykazujg niski poziom ekspresji trans-
genu. Tak jak w poprzednich eksperymentach, nie mozna prze-
nie$¢ ,genetycznie skonstruowanych prionéw” na prawidtowe
nietransgenetyczne zwierzgta, co moze sugerowac, ze tak zwany
pasaz odzwierciedla jedynie poziom nadekspresji transgenu albo
blizej nieokreslone wspoidziafanie transgen — transgen. Rozwia-
zanie tej zagadki umozliwito jedynie skonstruowanie analogicz-
nych myszy transgenicznych, ale bez nadekspresji transgenu.
Model"*? opracowany przez Jeane Manson u myszy PrP% po-
zbawionych PrP za pomocg transgenu MoPrP™"'t charakteryzu-
je sie brakiem nadekspresji PrP, co bylo cecha charakterystyczng
modeli Hsiao. Myszy te (TgPrup*®'t), obserwowane przez diugi
czas (do okoto 900 dni), nie wykazywaty objawdw ,spontanicz-
nej choroby neurozwyrodnieniowej”. Analogicznie do modelu
Hsiao myszy TgPrnp"'* nie wykazywaty immunockspresji PrP¢
ani obecnosci PrP! metoda Western blotu. Myszy TgPrap!O'
inokulowane zawiesing mézgu z GSS (mutacja kodonu 102.)
wykazywaly objawy choroby; u homozygot TgPrap*®'t okres
inkubacji wynosit od 254 do 317 dni. U 5 myszy obserwowano
objawy kliniczne oraz wakuolizacj¢ w badaniu neuropatologicz-
nym, ale nie immunoekspresj¢ PrP, a u nastgpnych 5 myszy mini-
malng immunoekspresj¢ PrP. PrP zostat wykryty w minimalnych
ilosciach metoda Western blotu. U heterozygot TgPrup 0
po inokulacji GSS okres inkubacji byt zmienny, od braku obja-
wow klinicznych po rozw6j objawow klinicznych pomigdzy 411
a 540 dniami i immunoekspresj¢ PrP. Z kolei inokulat uzyska-
ny od homozygot TgPrnp*"'* zakazonych GSS byt zakazny dla
homozygot TgPrap*'*'t, heterozygot TgPrnp*"''/* oraz homo-
zygot Prup*™; homozygoty TgPrnp*'*' wykazywaly najkrotszy
okres inkubacij.

Powyzsze eksperymenty sa interpretowane w dwojaki sposob.
W opinii Prusinera i jego zwolennikow eksperymenty te Swiad-
cza o mozliwoSci genetycznego skonstruowania czynnika in-
fekeyjnego, czyli ,prionu” in vivo. Jednak tak skonstruowany
czynnik zachowuje si¢ inaczej niz wszystkie inne izolaty, po-
niewaz mozna go przenie$¢ jedynie na myszy transgeniczne,
ktore juz wykazuja ekspresje transgenu MoPrP-P101L, acz-
kolwiek prawdopodobnie niewystarczajaca do wywofania sa-
moistnej choroby?. Eksperymenty Manson przeczg jednak
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tej hipotezie, poniewaz substytucja Pro Leu bez nadekspre-
sji nie wywoluje objawow klinicznych GSS. Istnieje formalna
mozliwo$¢, ze myszy zyja zbyt krotko, zeby mutacja wywotata
chorobg (tak jak u cztowieka) i do zniwelowania efektu wieku
nadekspresja jest konieczna. Innymi stowy nadekspresja zno-
si efekt roznicy czasu zycia cziowieka i myszy. Jednak ekspe-
ryment Chiesa i wsp.!*, w ktérym choroba neurologiczna
rozwinela si¢ u transgenicznych myszy bedacych nosicielami
mutacji, ale bez nadekspresji, $wiadczy przeciwko powyzsze-
mu wytlumaczeniu.

Dtugotrwata dyskusja nad interpretacjq roznic pomiedzy eks-
perymentami grupy Prusinera twierdzacego, ze eksperymenty
Hsiao i wsp.*® nalezy interpretowac jako ostateczny dowod ist-
nienia ,,priondw”, a Manson argumentujaca, ze ,,spontaniczna
choroba neurozwyrodnieniowa” jest jedynie proteinopatig beda-
ca skutkiem akeeleraciji zachodzacego procesu, uzyskata wzmoc-
nienie pod postacig danych opublikowanych przez Nazora
iwsp.(¥ wspierajacych argumenty Manson. Nazor i wsp.* uzy-
skali 4 linie myszy Tg(P101L), u kt6rych ,spontaniczna choroba
neurozwyrodnieniowa” rozwijata si¢ mniej wigcej po 165 dniach
u Tg(P101L)22 wykazujacych 12-krotng nadeskpresje PrP lub
weale u myszy Tg(P101L)2 wykazujacych brak nadekspresji PrP.
Podobnie jak w eksperymentach Hsiao, nie wykazano obecnosci
PrP¢ opornego na PK, natomiast mtMoPrP-P101L bylo immu-
noprecypitowane przez PrPd-swoiste przeciwciata 15B3. Zna-
czy to, ze w mozgach myszy Tg(P101L)22 obserwuje si¢ wraz-
liwe na PK PrP niewykazujace cech PrPY, ale takze nicobecne
w zdrowych mézgach Tg(P101L)22. ,Spontanicznej choroby
neurozwyrodnieniowe]” u Tg(P101L)22 nie mozna byto prze-
nie$¢ na Tg(P101L)2 o normalnej ekspresji transgenu. Z kolei
myszy Tg(P101L)12 o 6-krotnej nadekspresji transgenu wyka-
zywaly objawy ,,spontanicznej choroby”, natomiast po inokula-
¢ji materiatem uzyskanym z Tg(P101L)22 okres inkubacji skra-
cat si¢ o ponad 200 dni. Podsumowujac, w eksperymentach
z Tg(P101L) nie mamy do czynienia z prawdziwym ,pasazem”,
ale akeeleracja juz istniejacego procesu chorobowego. Istnienie
populacji PrP wrazliwych na PK (sPrP%) zostalo potwierdzo-
ne przez Tremblaya i wsp.!* Takze syntetyczny peptyd 55-mer
MoPrP obejmujacy reszty 89-143, a zatem zawierajacy mutacje
P101L, wywotywat chorobe u myszy Tgl196 o niskim poziomie
ekspresji transgenu, ale jedynie po takim zwinieciu, ktore fawo-
ryzowalo powstanie struktury arkusza-p™®. U tak inokulowa-
nych myszy Tg196 wykrywano sPrPS¢. Z mozgéw myszy Tg196,
u ktorych rozwineta si¢ choroba po inokulacji peptydem
MoPrP(89-143, P101L), udato si¢ dokona¢ pasazu (akcelera-
¢ji) choroby na myszy Tgl96.

Jak wspominano, z mozgow chorych z GSS P102L izoluje si¢
generalnie dwa typy PrP peptydéw - 21 kDa (jezeli obserwu-
je si¢ w mdzgu zmiany gabczaste, tak jak w CJD) i 8 kDa#".
Myszy transgeniczne 101LL inokulowane ekstraktem zawiera-
jacym peptyd 21 kDa (P-21) wykazywaly objawy choroby 245-
-330 dni po inokulacji, natomiast te inokulowane ekstraktem
zawierajacym peptyd wielkoSci 8 kDa (P-8) nie wykazywaty ob-
jawow choroby, poza jednym zwierzeciem (TgPrPLL-8s), u kto-
rego objawy choroby wystapity po ponad 600 dniach. U asymp-
tomatycznych Tgl01LL myszy inokulowanych ekstraktem GSS
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zawierajacym peptyd P-8 (TgPrPLL-8a) obserwowano wielkie
ztogi amyloidu w obrebie spoidfa wielkiego oraz glejoze widkni-
st i zmiany gabczaste w obrebie wzgorza. Poziom PrPebyt ni-
ski lub niewykrywalny u myszy TgPrPLL-21 oraz TgPrPLL-8a
pomimo obecnosci ztogéw amyloidu, poza jednym przypad-
kiem TgPrPLL-8a charakteryzujacym si¢ obecnoScig PrPd-im-
munoreaktywnych blaszek amyloidowych. Z mozgéw myszy
TgPrPLL-8s i TgPrPLL-21 udalo si¢ przenieS¢ chorobg na
TgPrPLL po okresie inkubacji krotszym niz ten dla myszy
TgPrPLL inokulowanych GSS, natomiast myszy TgPrPLL in-
okulowane materiatem z TgPrPLL-8s nie wykazywaty objawow
choroby, ale ich mdzgi ponownie zawieraly wielkie ztogi amylo-
idu. Podsumowujac, dane te sugeruja, Ze interakcja pomiedzy
zmutowanym transgenem myszy TgPrPLL a amyloidem w m6-
zgach myszy TgPrPLL-8a jest wystarczajaca do uruchomienia
mechanizmu amyloidogenezy, ale nie jest wystarczajaca do wy-
generowania czynnika infekcyjnego.

Ostatnio Mastrianni 1 wsp. uzyskali model transgenetyczny GSS
Alal17Val™®. U myszy Tg(A116V), z ponad 6-krotng nadekspre-
sja transgenu, obserwowano rozwodj ,spontanicznej choroby
neurozwyrodnieniowej” rozpoczynajacej si¢ okofo 5. miesigca
zycia. Badanie neuropatologiczne wykazato obecno$¢ PrP-im-
munoreaktywnych blaszek amyloidowych, gtownie z jednym
rdzeniem, ale niekiedy z wieloma peryferyjnie ufozonymi depo-
zytami, co bardziej przypomina typowe dla GSS blaszki wielo-
rdzeniowe. Blaszki zawieraly calg sekwencj¢ PrP; PrP¢ wielkosci
13 kDa wykazywato nierozpuszczalno$¢ w detergentach i opor-
no$¢ na proteinaze¢ K, aczkolwiek poziom frakcji PrP¢, wykazu-
jacej obie te cechy, byt bardzo niski.

MODEL TRANSGENICZNY U DROSOPHILA

Interesujacy model opracowano u muchy owocowej Drosophi-
la melanogaster (DM) transfekowanej MoPrPP!L poréwnujac
g0 z modelem uzyskanym za pomocg transgenu MoPrO3F14),
W modelu tym w ,mo6zgach” much obserwuje sig akumulacje od-
pornego na proteinaz¢ K PrP™"'t efekty behawioralne oraz im-
munoreaktywne zfogi PrP, nieprzypominajace jednak blaszek wie-
lordzeniowych GSS. Autorzy obserwowali réwniez duze wakuole,
takze w niczym nieprzypominajace wakuoli zmian gabczastych.
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