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Prion diseases — characteristics, diagnostics and

therapy Transmissible spongiform encephalopathies (TSEs), or

prion diseases, are fatal neurodegenerative disorders in humans

and animals for which no effective therapy exists. The pathogenesis
of prion diseases is based on the presence of PrPSc, a protease-
resistant isoform of the normal cellular prion protein called PrPC.
The emergence of acquired forms of human TSEs in younger people,
such as variant CJD (vCJD) and iatrogenic CJD (iCJD), have highlighted

the urgent need for effective treatments. The paper presents an
overview of the current knowledge about the etiology, classification,
therapeutic strategies, such as application of RNAi or other effective
compounds may hold real promise for the effective therapy of prion

disease. The article is based on both Polish and foreign literature,
describing of prion diseases.
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horoby prionowe sg powolnymi, letalnymi neu-

rodegeneracyjnymi schorzeniami ludzi i wielu
gatunkow zwierzat. Pomimo, ze choroby prionowe
u ludzi wystepuja bardzo rzadko, to w chwili obec-
nej obserwuje sie znaczacy wzrost tego typu za-
chorowarn szczeg6lnie dotyczy to wariantu choroby
Creutzfeldta-Jacoba, ktérej przypadki w ostatnich
latach ulegty nasileniu, prawdopodobnie jako re-
zultat ekspozycji ludzi na priony infekcyjne wywo-
tujace chorobe BSE u kréow [1-3]. Wedtug hipotezy
biatkowej infekcyjne proteiny zwane prionami skta-
daja sie gtownie, jesli nie wytacznie, ze zmienionej
izomerycznej odmiany normalnego biatka komorko-
wego [4]. Infekcyjne czasteczki prionowe w komoérce
wykazujg zdolnos¢ wptywania i wywotywania zmian
konformacyjnych normalnie sktadanych biatek PrP
(nieinfekcyjnych) w infekcyjne formy. W ten sposéb
biatka prionowe moga sie powielac i infekowac inne
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komorki organizmu. Kiedy po raz pierwszy zasuge-
rowano, ze czynnikami infekcyjnymi, powodujgcymi
wiele neurodegeneracyjnych zaburzen centralne-
go systemu nerwowego u zwierzat i cztowieka s3
czasteczki prostego biatka, wywotato to ogrom-
na fale sceptycyzmu i niedowierzania. Wydaje sig,
ze czasteczki zakazne, zwane prionami, naleza do
najdziwniejszych czasteczek biatkowych wywotu-
jacych choroby zakazne. Juz w latach 60. ubiegtego
wieku J.S. Griffith dowodzit, ze niektére przenosne
gabczaste choroby mézgu, tzw. encefalopatie gab-
czaste sg wywotywane przez infekcyjne proteiny.
Teoria ta wyjasniata zagadke czynnikéw powodu-
jacych chorobe scarpie i Creutzfeldta-Jacoba, kt6-
re byty oporne na promieniowanie ultrafioletowe
degradujace kwasy nukleinowe znajdujace sie we
wszystkich zywych patogenach [5, 6]. Teoria prio-
néw juz od chwili ogtoszenia spotykata sie z duzym
sceptycyzmem, poniewaz wystepowata przeciw-
ko centralnemu dogmatowi biologii molekularnej,
ogtoszonemu przez F. Crica — odkrywce struktury
dwuniciwej helisy DNA, ktéry postulowat, ze prze-
ptyw informacji genetycznej przebiega w kierunku
DNA—RNA—biatko [7]. Po odkryciu procesu odwrot-
nej transkrypcji, w ktérym informacja genetyczna
jest przekazywana z RNA na DNA, wérod niekto-
rych badaczy zakietkowata mysl, ze gtoszona przez
J.S. Griffith hipoteza dotyczaca infekcyjnych protein
moze by¢ prawdziwa. W 1982 r. Stanley B. Prusiner
z University of California otrzymat materiat infekcyj-
ny z zakazonych zwierzat, ktéry sktadat sie wytacz-
nie z protein. Prusiner wprowadzit nazwe dla tych
czasteczek infekcyjnych — priony (ang. prion, od pro-
teinaceous infectious particle — zakazna czasteczka
biatkowa). Za badania nad prionami i sformutowa-
nie rewolucyjnej teorii, ze biatka prionowe wykazu-
ja charakter infekcyjny, profesor Stanley B. Prusiner
otrzymat w 1997 r. Nagrode Nobla z medycyny [8,
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9]. Niezwyktos¢ odkrytych czasteczek wynika z fak-
tu, ze priony sg samopowielajacymi sie strukturami
proteinowymi. Nie zawierajg one kwasu nukleino-
wego, nie wykazuja metabolizmu, ale zachowuja
sie jak biatkowa forma zycia. Przez wiele lat przyj-
mowano, ze to wirusy stojg na pograniczu zycia
i materii nieozywionej. Bez wiekszego oporu przyj-
mowano istnienie czynnikéw chorobotwdrczych, ta-
kich jak wiroidy, ktére sa ztozone wytacznie z kwasu
nukleinowego (RNA lub DNA) pozbawionego biat-
kowej ostonki (tzw. kapsydu). To kwas nukleinowy
jest noénikiem informacji genetycznej, ktéra wy-
starczy aby wykazywac nature zywej materii. Trud-
no jednak byto przyja¢, ze czynnik zakazny, ktory
sktada sie wytacznie z biatka moze mie¢ podobna
nature. Spory na ten temat trwajg do tej pory. Jed-
nak dla medycyny najwazniejszy jest fakt, ze priony
sa infekcyjnymi czasteczkami biatka, ktére powo-
duja nurodegeneracyjne choroby uktadu nerwowe-
go. Niezwykle trudno jeszcze méwic o terapii choréb
prionowych, ze wzgledu na fakt, ze nie poznalisSmy
do kohca natury czynnikéw wywotujacych te cho-
roby. Biatkowa hipoteza choréb prionowych wy-
wotata wiele kontrowersji i spekulacji. Wyjasnienie
patogenezy chordéb prionowych, przy jednoczesnym
wykazaniu braku kwaséw nukleinowych w materia-
le zakaznym, spotkato sie z niedowierzaniem i eks-
perymenty te wielokrotnie byty powtarzane. Wielu
badaczy nadal uwaza, ze choroby prionowe powodo-
wane sg przez wirus nieznanego pochodzenia. Brak
reakcji uktadu immunologicznego wyjasniaja spe-
cyficzng budowa wirusa, ktéry moze zawiera¢ sam
kwas nukleinowy, catkowicie otoczony amyloidem,
bez ptaszcza biatkowego, lub posiadac ptaszcz biat-
kowy, otoczony dodatkowo warstwg amyloidowg.
Taka budowa uniemozliwiataby pobudzenie ukta-
du immunologicznego, a mechanizm powielania
bytby podobny do wiruséw [10]. W 2007 r. w Proce-
edings of the National Academy of Science ukazat
sie artykut, w ktérym autorzy wykazali w kulturach
tkankowych zainfekowanych scarpie, obecnos¢ nie-
znanych wiruséw (25nm Srednicy), ktore prawdopo-
dobnie moga powodowac te chorobe, a jesli badania
zostang potwierdzone bedzie to duza sensacja na-
ukowa [11, 12].

Natura prionéw

Szczegbtowe badania wykazaty, ze naturalne biat-
ka prionowe sg prostymi polipeptydami zbudowany-
mi z okoto 250 aminokwaséw, o masie czgsteczkowej
od 30 do 37 kDa. Wystepuja one w komérkach zdro-
wych organizméw zwierzat i ludzi — PrP¢ (prionowa

proteina komodrkowa), natomiast
priony infekcyjne obecne w materia-
le zakaznym posiadaja inna strukture
konformacyjna i wykazujg opornos¢
na proteazy —enzymy, ktére sa zdolne
do degradacji naturalnych prionow.
Traktowanie PrP¢ proteinaza K powo-
duje catkowita destrukcje tego biatka,
podczas gdy PrPs (biatko infekcyjne)
jest jedynie skracane w regionie ami-
noterminalnym, w wyniku czego po-
wstaje czasteczka o masie 27-30
kDa, ktéra zachowuje zdolnos¢ zaka-
zania. Jest ona charakterystyczna dla
wszystkich choréb prionowych i z tego
wzgledu wykorzystywana jest do ce-
6w diagnostycznych [6]. Czasteczki
PrP normalnie wystepuja w komor-
kach ssakéw, gdzie sg zakotwiczo-
ne w btonach komérkowych. S3 one
rozmieszczone transbtonowo i wy-
stepuja w potaczeniach z glikolipida-
mi. Z potgczen tych sg one uwalniane
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Wedtug hipotezy biatkowej
infekcyjne proteiny zwane
prionami sktadaja sie
gtéwnie, jesli nie wytacznie,
ze zmienionej izomerycznej
odmiany normalnego

biatka komérkowego Biatko
prionowe infekcyjne po
wprowadzeniu do komérek
zdrowego organizmu
wywotuje chorobe,

bowiem utrzymuje swoje
wiasciwosci autokatalityczne
i chorobotwércze wykazujac
zdolnos¢ oddziatywania na
formy biatka endogennego
powodujgc zmiang ich
konformacji przestrzennej

w infekcyjne formy. W ten
sposob infekcyjne priony
moga sie powielac i zakazaé
inne komérki organizmu.

przez specyficzng fosfolipaze, ktéra
wykazuje zdolnos¢ odcinania glikolipi-
déw od biatek prionowych [13]. Ze wzgledu na natu-
re biatkowa niemozliwy jest proces replikowania sie
czasteczki prionowej bez udziatu kwasu nukleinowe-
go. Odkrycie genu PRNP u cztowieka i analogicznych
gendw u wiekszosci zwierzat wyzszych (wszystkich
ssakow, gadow i ptazéw) wskazato, ze istnieja geny
odpowiedzialne za ekspresje niepatologicznych bia-
tek prionowych. Gen PRNP obecny jest w kazdej
ludzkiej komérce. Biatko prionowe PrP¢ w komérce
jest synetetyzowane przez jedng kopie komérkowe-
go genu, w ktérym wystepuje jeden ekson w pozy-
cji 2-53. Szczegbtowe mapowanie wykazato, ze gen
PRNP wystepuje u ludzi na krétkim ramieniu chro-
mosomu 20-tego. Poziom ekspresji tego genu jest
natomiast uzalezniony od typu komérek [14, 15].
W badaniach na modelu zwierzecym wykazano, ze
myszy z nieaktywnymi genami prionéw wykazujg
nieprawidtowe dziatanie neuroprzekaznika, kwasu
y-aminomastowego (GABA), co sugeruje udziat natu-
ralnych biatek prionowych w przekazywaniu sygna-
tow w OUN. Uwaza sie réwniez, ze biatka prionowe
moga u pewnych organizméw odgrywac role w an-
ty-oksydacyjnych potaczeniach z atomami Cu [16—
18]. Badania prowadzone nad prionami wykazaty,
ze czasteczki te wystepuja nie tylko u organizmoéw
wyzszych. W 1997 proteiny podobne do biatek prio-
nowych odkryto réwniez u grzybéw Podospora an-
serina® (drozdze) [19].

Po odwirowaniu DNA z komérek drozdzy, na dnie probéwek z DNA zostawaty metne resztki, ktére zidentyfikowano jako biatka prionowe. Podczas

podziatu komérki, DNA jest kopiowane, za$ priony ulegaja podzieleniu na dwa identyczne biatka, ktére nastepnie dobudowuja sobie drugg czgs¢
przez przemiane innej proteiny. Badacze doszli do wniosku, ze priony sa niezbedne w cyklu rozwojowym komérek drozdzy [20]. Do tej pory nie zna-
leziono zadnego zwiagzku miedzy chorobg drozdzy, za ktérg odpowiedzialne bytyby drozdzowe biatka prionowe [21].
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Terminologia

Ze wzgledu na ztozonos$¢ choréb prionowych, no-
menklatura oznaczania prionéw formy zjadliwej od
niezjadliwej czy zmutowanej od niezmutowanej zo-
stata bardzo uproszczona. Niepatologiczne biatko
PrP, niewywotujgce choroby, produkowane konstytu-
tywnie przez komorki ludzi i zwierzat oznacza sie jako
biatko PrP¢ (C z ang. cellular — komodrkowe), natomiast
priony wywotujgce choroby prionowe oznaczane sg
PrPs<(od scrapie) lub PrP8sE (BSE). Indeks ,,Sc” pierwot-
nie pochodzi od nazwy scrapie, poniewaz choroba ta
stanowi prototypowa chorobe prionowa. Ze wzgledu
na to, ze we wszystkich obecnie znanych chorobach
prionowych ssakéw mozna znalez¢ zmienione kon-
formacyjnie czasteczki PrP podobne do tych, ktore
sg obserwowane w chorobie scrapie u owiec. Uzywa-
nie indeksu ,,Sc” jest stosowane dla wszystkich pa-
togennych odmian izomerycznych PrP. W przypadku
ludzi priony patologiczne oznacza sie jako PrP®P bez
wzgledu na typ prionowego zaburzenia, czy jest to
zaburzenie wywotane sporadycznie, mutacja czy na-
byte w wyniku infekcji.

Priony obecne w tkankach i ko-
morkach w warunkach fizjologicznych

Hipoteza wirusowa zaktada,
ze choroby prionowe
powodowane sg przez
nieznanego pochodzenia
wirusa. Brak reakgji

uktadu immunologicznego
wyijasniaja specyficzng
budowa wirusa, ktéry
moze zawiera¢ sam kwas
nukleinowy, catkowicie
otoczony amyloidem, bez
ptaszcza biatkowego, lub
posiadac ptaszcz biatkowy,
ale dodatkowo otoczony
warstwa amyloidowa. Taka
budowa uniemozliwiataby
pobudzenie uktadu
immunologicznego,

a mechanizm powielania
bytby podobny do wiruséw.

i patologicznych posiadaja identycz-
na strukture pierwszorzedowa (czyli
sekwencje aminokwasowg), ale r6z-
nig sie struktura drugorzedowa (kon-
formacja przestrzenna), co wiaze sie
z odmiennymi wtasciwosciami fizy-
kochemicznymi i biologicznymi. Biat-
ko PrP¢ jest catkowicie rozpuszczalne
w wodzie i denaturujacych detergen-
tach, natomiast PrPs¢ jest nierozpusz-
czalne w wodzie. Niepatologiczne
proteiny PrP® majg w przewazajacej
czesci strukture a-helikalng, czyli spi-
ralnie zwinieta. Priony o wtasciwo-
Sciach infekcyjnych maja natomiast
w przewazajacej czesci struktu-
re B-harmonijkowa. W strukturze
B-harmonijkowej tafncuchy amino-
kwaséw uktadaja sie réwnolegle, co
daje im postac liniowa. Biatko prio-
nowe patogenne po wprowadzeniu
do komoérek zdrowego organizmu wy-

wotuje chorobe, bowiem utrzymuje swoje wtasci-
wosci autokatalityczne i chorobotwércze, wykazuje
zdolnos¢ oddziatywania na formy biatka endogen-
nego, powodujac zmiane ich konformacji przestrzen-
nej [22]. Podczas tego procesu czesé struktury
a-helikalnej naturalnych PrP¢ ulega przemianie do po-
staci B-harmonijki, w efekcie tego procesu powstaja
priony PrPsc o catkowicie odmiennych wtasciwosciach
fizykochemicznych [3, 20]. Zrédtem patogennych prio-
néw sa nie tylko zmiany konformacyjne naturalnych
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biatek PrP¢ pod wptywem patologicznych form PrPse,
ale réwniez zmutowane geny. Mutacje genéw kodu-
jacych naturalne proteiny PrP powodujg powstawa-
nie czasteczek biatkowych o zmienionej konformacji,
posiadajacej wtasciwosci zblizone do patogennych
protein PrPsc. Patogenne biatka prionowe, ktére do-
staty sie do organizmu (egzogenne) oraz syntetyzo-
wane w wyniku mutacji genéw (endogenne) ulegaja
kumulacji we wnetrzu komérek. W czasie infekcji lo-
kalne stezenie prionéw PrPS¢ w neuronach jest okoto
100 razy wieksze niz naturalnych biatek PrPc. Wyso-
kie stezenie porionéw PrPs stymuluje ich asocjacje,
co powoduje tworzenie ztogdw przypominajgcych
ztogi amyloidowe wystepujace w wielu chorobach
neurodegeneracyjnych. Ziarnistosci powstaja w wyni-
ku polimeryzacji poszczegdlnych infekcyjnych biatek
prionowych w $cisle upakowane wtékna, ktére od-
ktadaja sie w mézgach zwierzat i ludzi cierpigcych na
choroby prionowe [22]. W ten sposéb patogenne biat-
ka prionowe powstajgce w duzych ilosciach wywotu-
ja zaburzenia w funkcjonowaniu komoérek i tkanek,
prowadzac do ich degeneracji i smierci. W obrazie
mikroskopowym maézgu obserwuje sie wakualizacje
komérek oraz wykrywa sie ptytki biatek prionowych,
zwanych pateczkami prionowymi. Badania wykazaty,
ze priony w formie infekcyjnej odktadaja sie w postaci
ztogow w lizosomach komérek mézgu. Dalszy mecha-
nizm degeneracji neuronu nie zostat doktadnie pozna-
ny. Prawdopodobnie wypetnione prionami lizosomy
pekaja i uwalniaja trawiace enzymy do cytozolu, po-
wodujac lize neurondw. Postuluje sie tez, ze ,,zdrowa”
forma prionu chroni komérke przed programowang
Smiercia (@poptoza) [21]. Gdy nastepuje lawinowy pro-
ces tworzenia form patologicznych —ochrona ta znika.
Na uwage zastuguje zagadnienie, w jaki sposdb prio-
ny sktadajace sie z jednego rodzaju biatka moga wy-
wotywac tak wiele réznych objawéw chorobowych.
Badania prowadzone przez H. Pattisona w Agriculture
Research Council w Compton wykazaty istnienie prio-
néw patologicznych o réznych konformacjach, ktére
wykazywaty ré6zne symptomy choroby. W badaniach
zastosowano priony wyizolowane z kdz, jeden izolat
powodowat u zainfekowanych zwierzat sennos¢, na-
tomiast drugi nadpobudliwosé. Wiemy obecnie, ze
niektére biatka prionowe powoduja chorobe bardzo
szybko, a niektére po pewnym czasie. Wydaje sie, ze
réznica wynika z faktu, ze priony posiadaja zdolnos¢
przybierania wielu konformacji. Prion pofatdowany
w jeden sposéb moze wykazywac powinowactwo do
pewnej populacji neurondw w moézgu, natomiast dru-
gi do innej, w wyniku czego pojawiaja sie zupetnie roz-
ne objawy chorobowe [22] (rycina 1).

Charakterystyka choréb prionowych

Infekcyjne biatka prionowe wywotuja szereg cho-
rob o charakterze zakaznym. Wszystkie znane do
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tej pory choroby prionowe sg Smiertelne i okresla-
ne czasami terminem pasazowalnych encefalopati
gabczastych (ang. transmissible spongiform ence-
falopathies — TSE). TSE stanowig grupe kilkunastu
spokrewnionych ze sobg choréb neurozwyrodnie-
niowych, wystepujacych u ludzi i zwierzat. Przebieg
choréb prionowych jest rézny u poszczegélnych ga-
tunkéw. Ich wspdlng cecha jest dtugi okres inkubacji
(od kilkunastu miesiecy do kilkudziesieciu lat), letal-
nos¢ oraz charakterystyczny dla catej grupy choro-
bowej, patomorfologiczny obraz zmian w mézdzku
i korze mézgowej, przypominajacy porowata struk-
ture gabki, bedacy nastepstwem zaniku neuronéw
[23]. Do grupy zwierzecych TSE zalicza sie m.in.: scar-
pie pojawiajaca sie wérdd owiec, koz i muflonow, gab-
czasta encefalopatie u bydta, tzw. chorobe szalonych
kréw (ang. Bovine Spongiform Encephalopathy — BSE),
przewlekta, wyniszczajaca chorobe zwierzyny ptowej:
tosi i jeleni (Chronic Wasting Disease — CWD), ence-
falopatie gabczasta kotéw (Feline Spongiform Ence-
phalopathy — FSE) oraz pasazowalna encefalopatie
norek (Transmissible Minke Encephalopathy — TME)
[24]. Zainfekowane zwierzeta wykazuja podobne ob-
jawy: drzenie, utrate koordynacji ruchowej. W ostat-
niej fazie porazenia nie moga utrzymac sie na nogach,
staja sie pobudliwe, a w niektérych przypadkach od-
czuwaja tak intensywne swedzenie, ze wydrapuja ze
skory wetne lub siers¢ (ang. scrape — drapac sie), co
jest powodem licznych skaleczen skory [24].

W przypadku ludzi najgrozniejsza z choréb prio-
nowych (ze wzgledu na czestotliwos¢ wystepowa-
nia) jest choroba Creutzfeldta-Jacoba (CJD), ktéra jest
chorobg uwarunkowana genetycznie oraz postacia ja-
trogenng przenoszong za posrednictwem zabiegow
lekarskich. Natomiast nowy wariant choroby Creutz-
feldta-Jacoba (vCJD) jest przenoszony za pomocg in-
fekcyjnych prionéw pochodzacych od chorych na BSE
zwierzat [25]. Choroba Creutzfeldta-Jacoba (CJD) na-
lezy do grupy neurozwyrodnieniowych choréb ukta-
du nerwowego. CJD charakteryzuje sie jak wczesniej
wspomniano, odktadaniem w osrodkowym uktadzie
nerwowym oraz niektérych innych tkankach zmienio-
nych konformacyjnie, tzw. izoform biatka prionowe-
go (PrP%¢). Na obraz patologiczny choroby sktadaja sie
gabczenie gtebokich warstw kory mézgowej oraz gle-
joza wibknista. Patogeneza choréb pionowych, w tym
rowniez CJD, do tej pory nastrecza wiele trudnosci ba-
dawczych, takze ze wzgledu na sama definicje biatka
PrpPse, ktére w klasycznym podejéciu oznacza izoforme
PrP czesciowo odporna na proteinaze, zas w Swietle
nowych badan PrP moze podlegac zmianom struktu-
ralnym zwigzanym z chorobg, ktére nie nadaja natu-
ralnej odpornosci na proteaze [3]. Wiadomo jednak,
ze nieprawidtowa izoforma biatka prionowego aku-
muluje sie w komorce, prowadzac do jej zmian zwy-
rodnieniowych [26]. W latach 1920-1921 Creutzfeldt
i Jacob opisali pierwsze objawy choroby, prowadzgce
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A. PrP¢ — biatko prionowe komérkowe normalne

B. PrP5¢ — biatko prionowe komérkowe chorobotwércze

Rycina 1. Schemat zmian konformacyjnych podczas przeksztatcania naturalnego
biatka prionowego w prionowe biatko infekcyjne. W prionowym biatku
infekcyjnym udziat struktur a-helikalnych jest mniejszy, niz w naturalnych
biatkach prionowych, natomiast udziat struktur B-harmonijkowych (B-fatdowych)
jest wiekszy, niz w naturalnych biatkach prionowych

do demencji i utraty kontroli nad ruchami. Objawa-

mi choroby byty: drzenie miesni, gwattowne zmiany

stanéw emocjonalnych, zaburzenia réwnowagi i syn-

chronizacji ruchéw, nasilajaca sie utrata kontroli nad

wykonywanymi ruchami, zaniki pamieci, sennos¢,

apatia, wreszcie omamy wzrokowe i stuchowe, zabu-

rzenia mowy, $pigczka. CJD na ogoét pojawia sie spo-

radycznie, atakujac jedng osobe na milion. W 10-15%

przypadkéw jest to choroba dziedziczna.

Mutacje genu PRNP

We wszystkich dziedzicznych przypadkach choro-
by nastepuje mutacja genu PRNP. Do tej pory zidenty-
fikowano wiele r6znych mutacji genu PRNP. W wyniku
pojedynczej mutacji powstaje nieprawidtowe biatko,
ktére moze przyjac infekcyjna konformacje i stop-
niowo zwiekszac¢ swa ilos¢, az jego stezenie prze-
kroczy pewien okreslony prég, wywotujac objawy
chorobowe. Pierwsze mutacje genu PRNP wywotuja-
ce chorobe prionowa odkryto w kodonie 102. Mutacja

597



Zrodtem patogennych
prionéw sg nie tylko zmiany
konformacyjne naturalnych
biatek PrP¢ pod wptywem
infekcyjnych form PrP*c ale
réwniez zmutowane geny.

Mutacje genéw kodujacych
proteiny PrPc powoduja
powstawanie czasteczek
biatkowych o zmienionej
konformacji posiadajacej
wiasciwosci zblizone do
patogennych protein PrPc.

wywotujaca zamiane leucyny w proline w pozycji 102,
powoduje wystgpienie na modelu zwierzecym syn-
dromu Gerstmanna-Strausslera-Scheinkera [27, 28].
Dalsze badania molekularne doprowadzity do odkry-
cia nowych mutacji powodujacych prionowe zabu-
rzenia. Mutacja genu PRNP w pozycji 198, 217, moze
doprowadzi¢ do objawéw GSS, ale rowniez mutacje
tego typu moga powodowac powstawanie zmian
neurozwyrodnieniowych podobnych do choroby Al-
zheimera. Podobnie jest w przypadku kodonu 178,
mutacja w tej pozycji zostata wykryta w rodzinnej
Smiertelnej bezsennosci (FFI), ale rowniez mutacja
tego typu wystepuje w rodzinnej chorobie CJD. Po-
mimo, ze mutacja w tych dwéch jednostkach cho-
robowych polega na zamianie aminokwasu Asn na
Asp, to obraz chorobowy jest rézny. Sporadyczna po-
sta¢ choroby CJD wynika prawdopodobnie z mozli-
wosci zwiazanej z wiekiem, tj. powstawania mutacji
w genie PRNP. Jezeli powstanie mutacja prowadzaca
do formy PrP? nawet w jednym neuronie, to znajac
patomechanizm rozwoju choréb prionowych mozna
przypuszczac, ze w wyniku reakcji tancuchowej cho-
roba rozprzestrzeni sie na inne neurony.

Podatnos¢ na chorobe CJD moze by¢ réwniez
uwarunkowana genetycznie. Kluczowe znacze-
nie ma kombinacja dwdéch aminokwaséw: metioni-
ny (Met) i waliny (Val), kodowanych przez odcinek
DNA zwany polimorficznym kodonem 129. Wszyst-
kie dotychczasowe przypadki wariantu CJD charak-
teryzowaty sie kombinacja Met/Met. Kombinacja
metioniny i waliny decyduje najpraw-
dopodobniej o dtugosci okresu inku-
bacji, a nie o catkowitej odpornosci
na chorobe. Doswiadczenia z jatrogen-
nymi przypadkami choroby Creutz-
feldta-Jacoba wskazuja, ze osoby
z uktadem metionina-metionina cho-
ruja jako pierwsze, pézniej zapada-
ja pacjenci z uktadem walina-walina,
a jako ostatni z uktadem heterozygo-
tycznym metionina-walina [30, 33].
Choroba Creutzfeldta-Jacoba poja-
wia sie praktycznie na catym Swiecie,
ale jej wariant vCJD wystepuje prawie
wytacznie w Wielkiej Brytanii (99,6%
przypadkéw). Obraz kliniczny choroby
CJD wystepuje najczesciej u ludzi star-
szych, przecietny wiek 65 lat, natomiast w przypad-
ku vCDJ choroba moze wystepowac u ludzi mtodych
przecietny wiek 29 lat, przebieg choroby jest dtuzszy,
dominuja zaburzenia psychiczne (halucynacje, uroje-
nia, depresje), zmiany osobowosci i agresja [29, 30].
W badaniach wykazano, ze vCJD mozna traktowac jak
chorobe odzwierzeca, zoonoze, gdyz zrodtem zaka-
zenia jest przeniesienie na cztowieka prionéw infek-
cyjnych w wyniku spozywania miesa pochodzacego
od kréw chorych na BSE [31]. Ze wzgledu na dtugi,
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typowy dla choréb prionowych okres inkubacji trud-
no prognozowac liczbe zachorowan na vCJD. Istnieja
jednak nadzieje, ze ze wzgledu na liczne obostrzenia
w handlu miesem i hodowli, choroba ta ulegnie wyga-
Snieciu [32]. Nastepna choroba u ludzi wywotywanga
przez priony jest kuru (Curu = kuru —drzenie, ,$mieja-
ca sie $mierc”). Choroba ta zostata wykrytaw 1957 r.
i wystepuje wsréd mieszkancow gorskich regiondw
Papui-Nowej Gwinei. Stwierdzono, ze podczas za-
razenia ta choroba nastepowata utrata koordynacji
ruchow (ataksja), a pézniej narastato otepienie (de-
mencja). Chorzy osobnicy z plemienia Fore zarazali
sie prawdopodobnie podczas rytualnego kanibali-
zmu, chcac oddac czes¢ swym zmartym, zjadali ich
mozgi. Priony zawarte w ludzkich organach, gtéwnie
w moézgu przenikaty do organizmu, a po dtugim okre-
sie inkubacji od kilku miesiecy do 40 lat rozpoczynat
sie powolny proces umierania na te chorobe. Choroba
objawia sie zaburzeniami emocjonalnymi, napadem
Smiechu lub ptaczu, drzeniem nerwowo-miesniowym,
zaburzeniami réwnowagi, utrata kontroli nad rucha-
mi, wreszcie smiercig. W obrazie histopatologicznym
mozgu widoczne sg zmiany zwyrodnieniowe i ztogo-
we wywotane odktadaniem sig biatek prionowych.
Odkad rzad Nowej Gwinei zakazat tych praktyk, cho-
roba kuru zanikta. Pozostate choroby prionowe to
syndrom Gerstmanna-Strausselera-Scheinkera (GSS).
Syndrom ten jest skrajnie rzadka, wrodzona choro-
ba autosomalna dominujaca, w ktérej typowa jest
przewlekta postepujaca ataksja i zejSciowe otepienie
oraz inne objawy wskazujace na uszkodzenie mézdz-
ku, np. utrata koordynacji ruchowej. Przebieg klinicz-
ny utrzymuje sie od 2 do 10 lat. Nastepna choroba
to $miertelna dziedziczna bezsennos¢ (ang. Fatal Fa-
miliar Insomnia — FFI), w ktérej po okresie trudnosci
w zasypianiu wystepuje otepienie oraz objawy natury
psychicznej, utrata tozsamosci, halucynacje. Prowa-
dzi sie badania prébujace oceni¢, czy priony infekcyj-
ne moga réwniez odgrywac jakas role w powszechnie
wystepujacych chorobach neurodegeneracyjnych, ta-
kich jak: choroba Alzhaimera, Parkinsona czy stward-
nienie zanikowe boczne. Te wystepujace wsrdd ludzi
choroby taczy znaczne podobienstwo. Podobnie jak
w przypadku choréb prionowych maja podobne ob-
jawy histologiczne, wystepuje bowiem degeneracja
neuronéw, akumulacja biatek amyloidowych w posta-
ci ptytek, powiekszenie komoérek glejowych, podtrzy-
mujacych i odzywiajacych komérki nerwowe w reakcji
na uszkodzone neurony. W zadnej z tych choréb, nie
ma odpowiedzi uktadu immunologicznego w postaci
whnikania biatych krwinek do mézgu, co czesto naste-
puje w przypadku infekcyjnych choréb wirusowych
czy bakteryjnych [34]. Dla wszystkich znanych cho-
réb prionowych wystepujacych u ludzi istnieja mo-
dele zwierzece pomocne w badaniach molekularnych
choroby. Eksperymenty prowadzone na modelach po-
winny pogtebi¢ nasza wiedze na temat degeneracji
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mozgu wywotanego prionami, a takze umozliwi¢ oce-
ne przydatnosci okreslonych terapii przeciwpriono-
wych.

Drogi przenoszenia prionow

Poznanie Zrédta zakazenia choréb prionowych
byto istotne z punktu widzenia ich zapobiegania
i ograniczania rozprzestrzeniania sie wsréd ludzi.
Wydaje sig, ze w przeciwienstwie do choréb wiru-
sowych czy bakteryjnych, choroby prionowe nie sg
zakazne droga powietrzng (kropelkowa), czy w wy-
niku kontaktu z chorymi pacjentami. Choroby prio-
nowe szczegblnie CJD mozna podzieli¢ ze wzgledu
na tryb przenoszenia. Wyrézniamy forme infekcyjna
dla vCJD (zwiazana z BSE), odmiane jatrogenna jCJD
(zwiazang z terapiag hormonem wzrostu, gonadotro-
ping, przeszczepami twardéwki, uzywaniem narzg-
dzi neurochirurgicznych), kuru (zwigzana z rytualnym
kanibalizmem wéréd plemion Fore w Papui-Nowej
Gwinei), forme dziedziczng dla fCJD, FFI, GSS (zwig-
zang z mutacja genu PRNP) oraz forme sporadyczna
dla sCJD, ktérej etiologia nie jest do kofica wyjasnio-
na [35]. O mozliwosci zakazenia i wywotania cho-
roby vCDJ u cztowieka prionami pochodzacymi od
chorych zwierzat na BSE przekonaty doswiadczenia
Lasmezasa i wsp. w 1996 r., prowadzone na naczel-
nych. W przypadku vCJD obraz klinicznych i histopa-
tologicznych zmian u naczelnych matp jest podobny
do zmian obserwowanych u cztowieka. W czasie ba-
dan zakazono domézgowo ekstraktami mézgowia
kréw chorych na BSE matpy z rodziny makakowatych.
Po pewnym czasie w badaniach klinicznych zaobser-
wowano u matp uszkodzenia mézdzku (zaburzenia
réwnowagi). W badaniach histopatologicznych wy-
kryto obecnos¢ ztogéw biatek prionowych identycz-
nych jak u ludzi chorych na vCJD. Najwyzsze miana
prionéw zostaty znalezione w mdzgu i rdzeniu krego-
wym, szczegblnie oponach mézgowych. W badaniach
na zwierzetach wykazano réwniez wysokie steze-
nie prionéw w Sledzionie, grasicy, weztach chton-
nych i w ptucach. Ponadto obecnos¢ patalogicznych
prionéw PrP®e obserwowano w migdatkach, prze-
wodzie pokarmowym, $ledzionie, w zwojach grzbie-
towych i brzusznych nerwéw czuciowych szyjnego
odcinka rdzenia kregowego [36, 37]. W dalszych ba-
daniach potwierdzono mozliwos¢ doustnego zaka-
zenia naczelnych czynnikiem BSE, co stanowito silny
argument potwierdzajacy mozliwos¢ transmisji tego
czynnika na ludzi droga pokarmowa [38]. Obecnie
przyjmowany jest nastepujacy model rozprzestrze-
niania sie¢ prionéw droga pokarmowa. Po spozyciu za-
kazonego pokarmu priony infekcyjne dostaja sie do
Swiatta jelita, skad przenikaja do tkanki limfatycznej.
Nastepnie naczyniami limfatycznymi przedostaja sie
do $ledziony, weztow limfatycznych oraz migdatkow.
W narzadach tych ulegaja namnozeniu i przedostaja
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sie do unerwiajacych te narzady nerwdw. Nastepnie
przez wtdkna nerwowe priony docieraja do rdzenia
kregowego i moézgu, gdzie zachodzi ich kumulacja
i tworzenie tzw. agregatéw PrPsc. Istotna role w roz-
przestrzenianiu sie prionéw w obrebie uktadu lim-
fatycznego i OUN odgrywaja limfocyty B [39-41].
Infekcji prionowej nie towarzyszy odpowiedz uktadu
immunologicznego, gdyz chorobotwércze PrPs¢ nie
s3 rozpoznawane przez organizm jako obce biatka
[29]. Transmisja infekcyjnych prionéw miedzy rézny-
mi gatunkami zwierzat jest ograniczona ze wzgledu
na istnienie bariery miedzygatunkowej. W niektérych
jednak przypadkach bariera ta nie jest wystarczajaco
silna, dotyczy to przeniesienia tej choroby z chorych

kréw na cztowieka. Bariera miedzyga-
tunkowa zalezy od sekwencji amino-
kwasowej czynnika PrP, im bardziej
sekwencja aminokwasowa czynnika
infekcyjnego przypomina sekwencje
aminokwasowg gospodarza, tym ta-
twiej choroba prionowa bedzie ule-
gata transmisji z jednego gatunku na
drugi[42, 43].

Wazny problem transmisji choréb
prionowych zwigzany jest z mozliwo-
Scig przenoszenia choroby za pomo-
ca uktadu krwionosnego, co wigze
sie z obecnoscig czynnika zakazne-
go w uktadzie limfatycznym. Badania
wykazaty, ze podanie krwi ludzi cho-
rych na vCJD myszom, nie prowadzi-
to do rozwoju choroby [44]. Wiadomo
jednak, ze czynnik wywotujacy vCLD
jest obecny we krwi i pomimo tego,
ze jego miano jest bardzo niskie, stwa-
rza niebezpieczenstwo transmisji cho-
roby w wyniku transfuzji krwi [45, 46].
Ostatnie badania donosz3a o przypad-
kach vCJD wynikajacych z infekcji prio-
nami na skutek transfuzji krwi[47, 48],
co wywotuje obawy dotyczgce bezpie-
czehstwa produktow krwiopochod-
nych, jak rowniez mozliwos¢ drugiej
epidemii vCJD.

Choroby prionowe
wystepujace wiréd

ludzi takie jak: choroba
Creutzfeldta-Jacoba (CJD),
syndrom Gerstmanna-
Strausselera-Scheinkera
czy kuru tacza znaczne
podobienstwo. Maja

one podobne objawy
histologiczne, wystepuje
degeneracja neuronéw,
akumulacja biatek
prionowych w postaci
ptytek, powiekszenie
komérek glejowych

— podtrzymujacych

i odzywiajacych komérki
nerwowe. W zadnej z tych
choréb, nie ma odpowiedzi
uktadu immunologiczne

w postaci wnikania
biatych krwinek do mézgu,
co czesto nastepuje

w przypadku infekcyjnych
choréb wirusowych czy
bakteryjnych.

Zdarzaty sie réwniez przypadki, gdy choroba ta

zostata wywotana w wyniku btedu personelu me-
dycznego podczas zabiegbw medycznych. Do jej
wystapienia dochodzito podczas transplantacji ro-
gowki, implantacji opony twardej lub elektrod do
mozgu, wskutek uzywania zakazonych narzedzi chi-
rurgicznych, czy podczas iniekcji hormonu wzrostu
pochodzacego z ludzkich przysadek (zanim zacze-
to stosowac hormon wzrostu otrzymany metodami
inzynierii genetycznej [49]. Procedury postepowa-
nia z pacjentami z rozpoznaniem choroby prionowej
powinny by¢ ograniczane do minimum, ze wzgle-
du na ryzyko przeniesienia prionéw na pacjenta na
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powierzchni narzedzi stosowanych w zabiegach me-
dycznych. Zostat opisany przypadek, w ktérym cho-
roba CJD zostata przekazana od jednego pacjenta na
dwoch innych, ktérzy zostali poddani operacji neuro-
chirurgicznej w tej samej sali operacyjnej w krétkim
odstepie czasu. Nie ma jednak w petni udokumento-
wanych dowodéw na przeniesienie prionéw na ludzi
z krwig lub ptynem mézgowo-rdzeniowym, lub przez
kontakt z nienaruszong skéra. Mozliwe jest jednak
whnikanie prionéw przez uszkodzone nabtonki i na-
skérek do uktadu chtonnego [50].

Filogeneza molekularna prionow

Przy wykorzystywaniu nowoczesnych technik bio-
logii molekularnej udato sie zsekwencjonowaé geny
prionéw u réznych organizméw i na ich podstawie
sporzadzono drzewo filogenetyczne [51]. Badania wy-
kazaty niezwykta topologie tych genéw i kodowanych
przez nie biatek. Ciekawym faktem jest to, ze wyste-
puje ewolucja zbiezna biatka prionowego ludzkiego
i bydlecego. Szczegétowa analiza sekwencji amino-
kwasowej wykazata, ze cztowiek podobnie jak goryl,
szympans i niektére naczelne w pozycji 143 posia-
da aminokwas seryne, a w pozycji 155 histydyne.
W wiekszosci pozostatych organizméw w tych miej-
scach znajduja sie aminokwasy, takie jak asparagina
i tyrozyna. Jedynym gatunkiem wsréd pozostatych
badanych zwierzat, majacych te same aminokwa-
sy (seryna i histydyna) w tych pozycjach, jest bydto.
Wydaje sie, ze wspdlne cechy priondw ludzkich i by-
dlecych moga odpowiada¢ za podatnos¢ cztowieka
na zakazania sie bydleca wersja choroby prionowe;j.
Hipoteza ta wydaje sie prawdopodobna gdyz, nie
wykazano zakazenia ludzi przez owcze priony, powo-
dujace chorobe scrapie u owiec. Mozna przypuszczac,
ze dzieki temu jestesmy naturalnie oporni na owcze
priony, ktére choc¢ blisko spokrewnione z prionami
bydlecymi to jednak nie posiadaja dwoch identycz-
nych, co u ludzi podstawien aminokwasoéw w pozycji
143 i 155. Hipoteza ta jest jeszcze nieudowodniona,
a jej silnym kontrargumentem jest zakazenie myszy
i owiec przez BSE, cho¢ biatka tych zwierzat nie po-
siadaja owych aminokwaséw w wyzej wymienionych
pozycjach [52].

Technologia farmaceutyczna a priony

Biatka prionowe charakteryzuje wyjatkowa od-
pornos¢ na konwencjonalne procedury inaktywujace
wiele innych zarazkéw. Problem ten jest szczegblnie
wazny w przemysle farmaceutycznym i kosmetycz-
nym, gdyz surowce pochodzace od bydta wykorzy-
stuje sie w tych gateziach przemystu. Na liscie takich
produktoéw znajduja sie tysiace pozycji — leki, para-
farmaceutyki, kremy, itp. Firmy farmaceutyczne sta-
raja sie unika¢ stosowania surowcéw pochodzenia
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bydlecego, jednak nie zawsze jest to mozliwe. Dlatego
bydto na uzytek przemystu farmaceutycznego hodo-
wane jest w specjalnych, zamknietych stadach, w kra-
jach, gdzie choroba BSE nie wystepuje. Pracownicy
przemystu farmaceutycznego sa narazeni na stycz-
nos¢ z materiatem zakazonym prionami, podczas wy-
korzystywania surowcéw pochodzacych od bydta do
produkcji lekéw lub szczepionek. Dotyczy to gtéwnie
zelatyny stosowanej powszechnie do produkcji kapsu-
tek oraz albuminy otrzymywanej od bydta. Obecnos¢
prionéw wykazano réwniez w bydlecych preparatach
hormonalnych [39]. Zelatyna jest mieszaning poli-
peptydéw uzyskanych w wyniku czeSciowej hydro-
lizy kolagenu zawartego w kosciach i skérze. Proces
technologiczny stuzacy do otrzymywania tego pro-
duktu obejmuje odttuszczanie, zakwaszanie, tugowa-
nie, ptukanie, filtracje, wymiane jonowa i sterylizacje.
Istniejg przypuszczenia, ze priony moga przetrzy-
mac te wszystkie etapy, i ze wzgledow bezpieczen-
stwa nalezy otrzymywac zelatyne z przebadanych
zwierzat, u ktérych nie wykazano obecnosci czynni-
kéw PrP i objawdw choroby BSE [53]. O tym, Ze priony
sg zdolne do przetrzymania proceséw technologicz-
nych zwigzanych z produkcja, np. zelatyny, Swiadcza
dane o ich dezaktywacji, ktére wykazuja, ze priony
sa bardzo odporne na denaturacje wywotana pro-
teazami, nukleazami, wysoka temperatura, radiacja,
promieniowaniem UV o dtugosci 254 nm, hydroksy-
lamina i formalina. Rozmiar 30-55 kDa powoduje, ze
priony nie sg zatrzymywane przez wiekszos¢ filtrow,
ktére sa w stanie efektywnie wyeliminowac bakterie
i wirusy. Z powodu tworzenia agregatow réznej wiel-
kosci poddaja sie dziataniu detergentéw dopiero po
denaturacji. W zadnym przypadku nie mozna pole-
gac na tzw. ,sterylizacji” sprzetu medycznego przez
gotowanie lub stosowanie suchego goracego powie-
trza. Zachowuja zakaznos¢ pomimo dziatania alkoho-
lu, B-propiolaktonu, psoralenéw, dwuwartosciowych
kationéw, metalicznych chelatoréw jonowych, kwa-
sow o pH 3-7. W autoklawie, w temperaturze 132°C
podlegaja unieczynnieniu po okoto godzinie. Wyda-
je sie, ze jedynym skutecznym sposobem petnej in-
aktywacji czynnika zakaznego s3 stezone roztwory
podchlorynu sodu lub gorace roztwory wodorotlen-
ku sodu [54, 55]. Ze wzgledu na wyjatkowo wysoka
odpornos¢ prionow infekcyjnych na srodki fizyko-che-
miczne, konieczne jest doktadne zweryfikowanie sto-
sowanych metod dezynfekcji i sterylizacji w stosunku
do tych czynnikéw, gdyz taka wysoka odpornosé prio-
néw posiada istotne znaczenie w technologii farma-
ceutycznej [56).

Diagnostyka choréb prionowych
W przesztosci kryteria diagnostyczne sporadycz-

nej postaci CJD opieraty sie gtéwnie na klinicznych
objawach choroby. Cechami wspélnymi dla takich
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rozpoznan byty mioklonie, zaburzenia widzenia lub
zaburzenia mézdzkowe, zaburzenia uktadu piramido-
wego lub pozapiramidowego. Aby mozna byto rozpo-
znac¢ CJD, obok co najmniej 2 objawéw wymienionych
powyzej, chory musiat prezentowac postepujace ote-
pienie oraz czas trwania choroby nie krotszy niz 2
lata. W praktyce rozpoznanie pewnej CJD mozna byto
ustali¢ dopiero po Smierci pacjenta, na podstawie
charakterystycznego obrazu neuropatologicznego.
Obecnie diagnostyka choréb prionowych opiera sie
na swoistych przeciwciatach rozpoznajacych biat-
ka prionowe. Przeciwciata monoklonalne tego typu
odkryto w latach 90. ubiegtego wieku. Przeciwcia-
ta monoklonalne (15B3), specyficznie wytracaja by-
dlece, mysie i ludzkie PrP, co wskazuje na fakt, ze
przeciwciata te rozpoznaja wspolny epitop (czes¢ an-
tygenu, ktéra kontaktuje sie z miejscem wigzacym
przeciwciato) prionéw pochodzacych od cztowie-
ka i réznych gatunkéw zwierzat [57]. W diagnostyce
prionéw niezwykle pomocne moga by¢ dwa biat-
ka o masie czasteczkowej 130 kDa oraz 131 kDa,
wystepujace w ptynie mdzgowo-rdzeniowym oséb
chorych na CJD i nieobecne u zdrowych pacjentéw.
Biatka te sg najprawdopodobniej niespecyficznym
efektem uszkodzen tkanki mézgowej przez choro-
be prionowa. Uzyskanie przeciwciat przeciwko biat-
kom 130 i 131 pozwoli na optymalng diagnostyke
choroby Creutzfeldta-Jacoba [58—61]. Wazna spra-
w3 jest wykrycie obecnosci prionéw w surowcach
pochodzenia zwierzecego uzytych w technologii far-
maceutycznej. Wczesne objawy choroby u zwierzat
wykorzystywanych przez przemyst farmaceutycz-
ny sa mato specyficzne i obejmuja zmniejszenie wy-
dajnosci mlecznej oraz lekliwos¢. Aby uchronié sie
przed mozliwoscig uzycia chorych zwierzat, wprowa-
dzono ostre rygory sanitarne, wtacznie z uzywaniem
do celéw farmaceutycznych tylko zwierzat pocho-
dzacych z odpowiednich farm hodowlanych. Do wy-
krywania obecnosci prionéw w tkankach zwierzat
uzywa sie specyficznych przeciwciat monoklonalnych
uzyskanych technikami biologii molekularnej. Uzycie
przeciwciat monoklonalnych jest najczulsza metoda
oznaczania obecnosci prionéw. Do badania na zawar-
tos¢ prionéw uzywa sie tkanek o najwiekszej ilosci
biatek prionowych, tj. mézgowia i rdzenia kregowe-
go. Najczesciej do testu na obecnos¢ prionéw infek-
cyjnych uzywa sie przeciwciat monoklonalnych 6H4
firmy farmaceutycznej Priones. Uzywane do badania
biatko 6H4 rozpoznaje normalne biatka prionowe PrP¢
oraz specyficzne dla BSE biatka PrP®E. Z tego wzgledu
proces wykrywania obecnosci infekcyjnych prionéw
podzielony jest na dwa etapy. W pierwszym etapie
wykorzystujemy fakt, Zze biatka PrP®E sg odporne na
dziatanie enzyméw proteolitycznych [62]. Wykorzy-
stujac te enzymy degradujemy normalne biatka PrP,
podczas gdy u specyficznego biatka PrPesE odcieta zo-
staje jego niewielka czes¢. Nastepnie do mieszaniny

Tom 65 - nr8 - 2009

() PATOGENEZA CHOROB | TERAPIA

reakcyjnej dodajemy przeciwciata 6H4, ktéry przyta-
cza sie do niestrawionego biatka PrP8sE, Wykrywanie
potaczenia przeciwciata 6H4 z biatkiem PrPBsE jest
mozliwe dzieki dotaczonemu do przeciwciata enzy-
mowi, ktory wysyta dajacy sie zmierzy¢ sygnat Swietl-
ny [63]. Obecnosé niestrawionych biatek PrP8E mozna
wykry¢ za pomoca elektroforezy zelowej. Po rozdzia-
le elektroforetycznym biatka z zelu mozna przenies¢
na membrane, na ktérej obecnos¢ biatek PrP8SE moz-
na dodatkowo wykry¢ poprzez uzycie przeciwciat
monoklonalnych. Wynik dodatni testu z obecnoscia
przeciwciat monoklonalnych stanowi niepodwazalny
dowdd obecnosci choroby prionowej [64].

Testy diagnostyczne

Standartowe testy w diagnostyce na obecnos¢
prionéw infekcyjnych przeprowadza sie wykorzystu-
jacistnienie fizykochemicznych réznic pomiedzy nor-
malng a chorobotwércza forma PrP. Najwazniejsza
réznica obu form jest r6zna wrazliwo$é na dziata-
nie proteaz.

Podczas trawienia proteinaza K biatko prionowe
PrP jest catkowicie trawione do aminokwaséw, pod-
czas gdy w infekcyjnych prionach proteinaza K usu-
wa tylko 67 aminokwaséw z N-konca. W wyniku tego
trawienia otrzymujemy biatko prionowe 27-30 kDa
(PrP27-30), ktore nie traci na infekcyjnosci [65). Po-
mimo faktu, ze PrP27-30 jest markerem powszech-
nie stosowanym w diagnostyce TSE, to nie mozna
obecnosci choroby prionowej diagnozowac tylko na
podstawie opornosci na trawienie proteinaza K. Wy-
kazano bowiem, ze podczas choroby czgsteczki PrP¢
moga ulega¢ takim modyfikacjom strukturalnym,
ktére nie powoduja zmiany w opornosci na trawie-
nie proteaza K[66]. W oparciu o te wyniki wydaje sie,
ze najbardziej wiarygodny bedzie test diagnostyczny
wykrywajacy niewielkie ilosci patogennych form PrP,
bez koniecznosci uzycia proteinazy. W tym celu do ba-
dan diagnostycznych na obecnos¢ prionowych biatek
infekcyjnych prébuje sie zastosowac specyficzne cza-
steczki RNA nazywane aptamerami.

Aptamery w diagnostyce

Aptamery to kilkunasto- lub kilkudziesiecionu-
kleotydowe sekwencje RNA lub DNA, ktére wy-
kazuja zdolnos¢ wigzania okreslonych czasteczek
chemicznych, za pomocga wigzah wodorowych czy
hydrofobowo-hyrofilowych [67]. Nazwa ich pochodzi
z tacinskiego stowa aptus, oznaczajacego: dopaso-
wany, przyczepiony. Nazwe te zawdzieczaja fakto-
wi, ze posiadaja strukture przestrzenna dopasowana
do budowy czasteczki docelowej, ktéra przytaczaja.
To dopasowanie osiggaja w toku kombinatoryczne-
go procesu syntezy i cyklicznej selekcji w warunkach
in vitro. Wsréd czasteczek chemicznych, ktére sa

601




Procedury postepowania
z pacjentami z rozpoznaniem
choroby prionowej
powinny by¢ ograniczane
do minimum ze wzgledu
na ryzyko przeniesienia
infekcyjnych prionéw na
pacjenta z powierzchni
narzedzi stosowanych

w zabiegach medycznych.
Nie ma jednak w petni
udokumentowanych
dowodéw na przeniesienie
prionéw na ludzi z krwia
lub ptynem mézgowo-
rdzeniowym, lub przez
kontakt z nietknieta
skéra. Mozliwe jest jednak
whnikanie prionéw przez
uszkodzone nabtonki

i naskérek do uktadu
chtonnego.

selektywnie wigzane do aptameréw
s3 miedzy innymi: jony metali, barw-
niki organiczne, aminokwasy, witami-
ny, antybiotyki, nukleotydy, lipidy oraz
peptydy i biatka [68]. Wysokie powi-
nowactwo i precyzyjne wigzanie sie
aptamerdéw do Scisle okreslonych bio-
molekut wynika z danej sekwencji nu-
kleotydowej aptameru i specyficznej
konformacji przestrzennej kazdego li-
ganda [69]. Dzieki wysokiej specyficz-
nosci przytgczania oraz stosunkowo
tatwej, w poréwnaniu do przeciwciat,
zdolnosci chemicznej modyfikacji, jak
znakowanie radioaktywnymi izoto-
pami [67], czy koniugacji z barwnika-
mi fluorescencyjnymi [68], aptamery
moga konkurowac z przeciwciatami
0 miano uniwersalnych receptoréw.
Dzieki tym wtasciwosciom mozna je
wykorzystaé jako narzedzie rozpozna-
nia molekularnego w metodach dia-
gnostycznych [10].

Aptamery wiazace PrP

Pierwsze informacje o otrzymaniu aptameréw
o strukturze RNA zdolnych wigza¢ biatka prionowe
pojawity sie w 1997 r.[70]. Analiza sekwencyjna apta-
merdw RNA (oznaczonych Apl i Ap2) wigzacych spe-
cyficzna rekombinowang czasteczke rPrP¢ wykazata
obecnos¢ w aptamerze tzw. kwartetéw guaninowych
w ich strukturze, ktére biorg aktywny udziat w two-
rzeniu wigzan apatmer-czasteczka docelowa. Region
biatka prionowego, ktéry oddziatywuje z tym kwarte-
tem guaninowym zlokalizowany jest na N-koricu (od
23 do 52 aminokwasu) [71]. Ze wzgledu na fakt, Zze ko-
niec biatka PrP® moze oddziatywac z szeregiem innych
molekut, w tym z kwasami nukleinowymi, wyselek-
cjonowano aptamer (SAF-93), ktory wykazywat powi-
nowactwo do form B-fatdowanych niemal 10-krotnie
wigksze niz do form a-helikalnych biatek prionowych.
Wyniki te wskazaty na istnienie dwdch miejsc wigza-
nia w czasteczce PrP: pierwszego znajdujacego sie
w N-koncowym odcinku kazdego PrP, odpowiedzial-
nego za niespecyficzne wigzanie RNA oraz drugie-
go, umiejscowionego w C-terminalnym, 3-fatdowym
odcinku PrP, specyficznie rozpoznawanym przez ap-
tamer SAF-93 [72]. Zastosowanie specyficznych apta-
merdéw rozrézniajacych poszczegdlne izoformy biatka
PrP umozliwi skuteczna detekcje i diagnostyke cho-
réb prionowych [73].

Metody terapii choréb prionowych

W chwili obecnej nie znamy sposobu leczenia
farmakologicznego choréb prionowych, ani nawet
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opdznienia ich rozwoju. Odkrycie podstaw molekular-
nych choréb prionowych zainicjowato badania zmie-
rzajace do ich leczenia za pomoca terapii genowej lub
innych technik molekularnych.

Terapia genowa

W badaniach na modelach zwierzecych udato sie
powstrzymac tworzenie sie nieprawidtowych biatek
prionowych. Wykazano, ze istnieje mozliwos¢ wyta-
czenia ekspresji genow kodujgcych priony, co w istot-
ny sposéb op6znia rozwdj choroby. Jedna z idei tego
typu terapii polega na wykorzystaniu technologii,w-
strzeliwania sie” (targeting) w okreslony gen. W bada-
niach na myszach za pomoca tej techniki otrzymano
szczep myszy z zablokowana aktywnoscia genu PrP,
niezdolny do produkcji biatka PrP. Szczep ze wzgledu
na brak biatka PrP byt oporny na infekcje patologicz-
nymi prionami. Ten typ terapii powi6dt sie dlatego,
ze uzwierzat ktérym brakuje biatka PrP, nie wystapi-
ty zadne widoczne anormalnosci. Gdyby okazato sie,
ze brak biatka PrP nie jest grozny dla organizmu czto-
wieka, mozna by rozpatrzy¢ zastosowanie terapii an-
tysens lub terapii antygenowej w moézgu pacjentow
z objawami choroby prionowej. Jak wykazaty bada-
nia, obnizenie poziomu PrP¢ wydtuza okres przezycia
i ogranicza infekcje komoérek przez chorobotwércze
priony. W celu obnizenia pozioméw PrP¢ wykorzy-
stano zjawisko interferencji RNAI, ktére jest potran-
skrypcyjnym wewnatrzkomérkowym mechanizmem
wyciszania aktywnosci gendw. Na modelu zwierzeg-
cym przy wykorzystaniu wektoréw wirusowych udato
sie zahamowac w neuronach ekspresje genéw i bio-
synteze biatek PrP¢, co powodowato ograniczenie roz-
woju choroby. Terapeutyczny potencjat interferencji
RNA wykazano réwniez w terapii choroby Alzhaime-
ra czy plasawicy Hantingtona [74-77]. Interferencja
RNA jest bardzo konserwatywnym ewolucyjnie spe-
cyficznym potranskrypcyjnym systemem wyciszania
aktywnosci odpowiednich gendéw, w ktérym krot-
kie interferencyjne odcinki podwoéjnego RNA—siRNA,
tworzg odpowiednie wigzania komplementarne z od-
powiednim mRNA, ktéry ulega nastepnie degradacji,
co powoduje zahamowanie ekspresji odpowiednie-
go genu kodowanego przez degradowana czastecz-
ke mRNA [78,79]. Czasteczki siRNA sg otrzymywane
endogennie w komorce lub moga by¢ dostarczane
za pomocg wektorow ekspresyjnych w wyniku te-
rapii genowej. Czasteczki te aktywuja odpowiedni
kompleks wyciszajacy o nazwie RISC, ktory wykazu-
je zdolnos¢ degradacji odpowiedniego mRNA [80, 81].
Najwieksza przeszkoda w wykorzystaniu interferen-
¢ji RNA do hamowania aktywnosci gendw dla biatek
prionowych PrP zwigzana jest z dostarczaniem te-
rapeutycznych genéw do OUN. W chwili obecnej do
przenoszenia terapeutycznych gendw wykorzysty-
wane sg wektory wirusowe konstruowane na bazie
lentiwirusow, ktére naleza do rodziny retroviruséw
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i z tego wzgledu moga przenosic terapeutyczne geny
bezposrednio do genoméw niedzielgcych sie komo-
rek nerwowych, a przenoszone przez nie terapeu-
tyczne geny wykazuja stata i dtugotrwata ekspresje
SiIRNA w komérkach nerwowych [83, 83]. Wyniki ba-
dan prowadzone w warunkach in vitro i in vivo s3
bardzo optymistyczne. Przy zastosowaniu wektoréw
lentiwirusowych udato sie wprowadzi¢ terapeutycz-
ny iRNA hamujacy powstawanie biatek PrP w komor-
kach zwierzecych [84]. Zahamowanie produkgcji biatek
PrP hamowato jednoczesnie replikacje prionow w li-
niach komérkowych. Wektory lentivirusowe sg dobrze
tolerowane przez system immunologiczny i z wysoka
wydajnoscia przenoszg terapeutyczne geny do neu-
ronéw na modelu zwierzecym.

Szczepionka na priony

W wielu przypadkach szczepienia sg efektywna
metoda w leczeniu infekcji wywotanych przez rézne
patogeny, takie jak wirusy czy bakterie. W przypad-
ku choréb prionowych szczepienia moga by¢ skutecz-
nym narzedziem w celu obrony naszych organizmow
przed chorobami prionowymi. O skutecznosci tego
podejscia przekonuja badania na hodowlach komor-
kowych, w ktérych uzyto specyficznych przeciwciat
monoklonalnych. W badaniach tych udato sie zaha-
mowac powielanie prionéw. Dodatkowo wykazano,
ze dodanie do komérkowej hodowli przeciwciat (tzw.
Fab D18) nie tylko zahamowato tworzenie w komor-
kach nowych prionéw, ale i usuneto te, ktére juz tam
byty. W ten sposéb przy uzyciu przeciwciat udato sie
wyleczy¢” hodowane komérki, ale czy ta metoda
okaze sie skuteczna w terapii vCJD okaze sie w nie-
dalekiej przysztosci [85, 86].

Nanotechnologia

Wydaje sie, ze réwniez nanotechnologia, ktéra
zajmuje sie wytwarzaniem precyzyjnych struktur
o wielkosci kilku nanometréw bedzie miata co$ do
powiedzenia w kwestii terapii choréb prionowych.
Na poczatku lat 80. w Stanach Zjednoczonych po raz
pierwszy zsyntetyzowano superrozgatezione polime-
ry, ktére nazwano dendrymerami, dla podkreslenia
ich drzewiastej struktury. Okazuje sie, ze tak zbudo-
wane zwigzki mogg znalez¢ zastosowanie w medycy-
nie, a szczegblnie sa one potencjalnymi czynnikami
terapeutycznymiw chorobach neurodegeneracyjnych,
u podtoza ktérych lezy tworzenie sie ztogow amylo-
idowych. Wtasciwosci dendrymeréw pozwalaja im
rozbija¢ agregaty biatkowe powstajace w chorobach
prionowych. Prace nad tym tematem sg prowadzone
w wielu osrodkach naukowych.

Terapia biatkowa

Innaidea, w ktérej mozna wykorzysta¢ nowe zdo-
bycze inzynierii biatkowe] polega na mozliwosci syn-
tetyzowania peptydéw o réznych, przypadkowych
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sekwencjach. Mozna otrzymac ogromna réznorod-
nos¢ peptyddw i znalez¢ odpowiedni peptyd, ktory
wigzatby sie z odpowiednig sekwencja aminokwa-
sowa prionu patologicznego. Po poznaniu sekwencji
tego specyficznego biatka, mozna otrzymac fragment
DNA kodujacy sekwencje takiego peptydu i nastep-
nie wklonowac go do odpowiedniego wektora eks-
presyjnego wykorzystywanego w terapii genowe;j.
Taki ,,biatkowy antysens” neutralizowatby niepoza-
dane, patologiczne priony, zapobiegajac tworzeniu
sie ztogdw w mézgu. Natomiast w kilku laboratoriach
na Swiecie (m.in. w pracowni Stanleya Prusinera, od-
krywcy prionéw) trwaja prace nad peptydami, maja-
cymi zapobiega¢ przyjmowaniu przez prion postaci
zakaznej, préby z peptydami hamujacymi te przemia-
ne sg jednak dopiero we wstepnym etapie badan.

Terapia choréb prionowych przy uzyciu

aptameréw

Wykorzystanie specyficznych aptameréw rozpo-
znajacych strukture B-fatdowa, typowa dla infekcyj-
nych prionéw PrPs¢, pozwolito na skuteczng inhibicje
procesu konwersji prionéw naturalnych PrP¢w priony
infekcyjne PrPScw warunkach in vitro [21]. Wyniki po-
zwalaja przypuszczad, ze bedzie mozna wykorzystaé
aptamery RNA do blokowania powielania prionéw in-
fekcyjnych w tkance mézgowej pacjentow.

Farmakoterapia

Istnieja réwniez nadzieje, ze dzieki farmakoterapii
wykorzystujacej powszechnie dostepne leki mozna
zwalczy¢ Smiertelna do tej pory chorobe vCJD. Za-
uwazono, ze za zmiane biatek PrP w chorobotwoércze
priony odpowiadaja ich fragmenty, do ktérych przy-
taczone sg czasteczki cholesterolu. W hodowlach
komérkowych wykazano, ze leki obnizajgce poziom
cholesterolu blokuja zmiany konformacyjne biatek
prionowych. Niestety, ich zastosowanie wigze sie ze
zbyt duzym ryzykiem. Trzeba bowiem podawac je
w tak duzych dawkach, ze stezenie cholesterolu spa-
dtoby w mézgu do bardzo niskich wartosci, co bytoby
szczegolnie niebezpieczne dla komorek nerwowych.
Pewne nadzieje wigze sie z lekami, ktére juz od wie-
lu lat sa stosowane w terapii [84]. Do tych zwiazkéw
nalezy zaliczy¢ atabryne — do dzi$ stosowang u cho-
rych na malarig, drugim zwigzkiem jest chloropro-
mazyna, znana od lat 50. jako lek psychotropowy.
Zwiazki te potrafig przekraczac bariere krew-moézg
i docierac¢ bezposrednio do zaatakowanych przez
priony tkanek, blokujac bogate w cholesterol obsza-
ry normalnych biatek prionowych, powodujac hamo-
wanie ich przemiany w infekcyjne priony. Badania
nad lekami trwaja nadal, a skutecznos¢ terapii za po-
moca tych zwigzkéw nie jest jeszcze udowodniona.
Pewne nadzieje budza zwiazki posiadajace anty-prio-
nowe dziatanie. Do takich substancji zaliczamy porfi-
ryny i pochodne ftalocyjanianéw [87]. Zastosowanie
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tych zwiazkéw na modelu zwierzecym umozliwito
Znaczaca poprawe czasu przezycia zwierzat podczas
choroby prionowej. Zwigzki te jednak wykazuja dzia-
tanie zastosowane tuz przed infekcja, zanim zakazne
priony dotra do OUN [88]. Innym przyktadem terapii
jest oddziatywanie bezposrednio na strukture biatek
PrP. Poznanie struktury tréjwymiarowej biatek prio-
nowych moze doprowadzi¢ do opracowania metod
leczenia tej choroby. Jesli na przyktad model zakta-
dajacy istnienie czterech helikalnych petli jest prawi-
dtowy, mozna zaprojektowac lek, ktory wigzatby sie
z tworzong przez nieumiejscowiong centralnie kie-
szonka. W ten sposéb zwigzany lek mogtby stabi-
lizowac¢ helisy biatka PrP i powodowaé hamowanie
przeksztatcania struktury helisy w strukture beta.

Podsumowanie

Wprowadzenie efektywnych metod w terapii
i diagnostyce choréb prionowych nastrecza szereg
trudnosci, ktére wynikaja z natury fizykochemicznej
infekcyjnych czasteczek PrPs<, ich struktury, sposobu
replikacji oraz mechanizmu patogenezy. Wydaje sie,
ze wprowadzenie nowoczesnych technik terapii ge-
nowej i nowych biomolekut, tj. aptameréw pozwoli
wprowadzi¢ skuteczne metody terapii i diagnosty-

ki tych choréb.
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