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Konformacné specifické protilatky
a diagnostika prionovych chorob

Conformation Specific Antibodies and Diagnosis of Prion Diseases

Souhrn

Transmisivni spongiformni encefalopatie neboli prionovd onemocnéni jsou smrtelné neuro-
degenerativni choroby s dlouhou inkubacni dobou a rychlym prabéhem. K definitivni dia-
gnoéze dochdzi obvykle az post mortem detekci prionl v mozkové tkani. Kli¢covym krokem
diagnostiky prionovych chorob byva pouziti proteindzy K, ktera rozstépi fyziologické proteiny
a umozni naslednou imunochemickou detekci protedza-rezistentniho prionového proteinu.
V poslednich péti letech se celosvétové objevuje stale vice pfipadl prionopatii zapficinénych
protedza-senzitivnimi priony, které jsou béznymi metodami vyhodnocovany falesné nega-
tivné. Resenim problému by mohla byt pFiprava diagnostického testu zaloZzeného na pouziti
monoklonalnich protilatek konformacné specifickych pro patologicky prionovy protein, které
by umoznily potvrzeni diagndzy bez pouziti proteolyzy. N&3 text shrnuje dostupné informace
o pripravenych konformacné specifickych protilatkach a diskutuje o jejich pouziti v diagnos-
tice prionovych chorob.

Abstract

Transmissible spongiform encephalopathies, or prion diseases, are fatal neurodegenerative
disorders with long incubation period and short clinical phase. The diagnosis is usually con-
firmed from post mortem detection of prions in the brain tissue. Most diagnostic methods
are based on treatment with Proteinase K that cleaves out physiological proteins and makes
the resistant form of pathological prion protein detectable with anti-prion antibodies. Over
the last five years, there is a growing evidence of prionopathies caused by protease-sensitive
prions escaping detection with the standard diagnostic methods. Conformation-specific
monoclonal antibodies to the pathological prion proteins could overcome the problem sim-
ply by detecting the pathological conformation of both prion isoforms without the need for
proteolysis. Our review summarizes available information on conformation-specific prion
antibodies and discusses their use in the diagnosis of prion diseases.
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Uvod

Prionové choroby neboli transmisivni
spongiformni encefalopatie (TSE) jsou
neurodegenerativni onemocnéni spo-
jené s Ubytkem neuront, spongiform-
nimi zménami, gliézou a ukladanim pa-
tologické formy prionového proteinu
v mozku [1]. Onemocnéni se projevuje
napfiklad jako klusavka (,scrapie”) ovci

a koz, bovinni spongiformni encefalo-
patie (BSE) skotu nebo chronické chrad-
nuti (CWD) jelenovitych. Prvni lidskd prio-
nova choroba byla popsana v letech 1920
a 1921 Hansem Creutzfeldtem a Alfon-
sem Jakobem [2,3]. V 50. letech 20. stol.
doslo na Nové Guinei k epidemii kuru,
kterd se rozsitila u pfislusnik domoro-
dého kmene Fore béhem ritudlniho ka-

nibalizmu [4]. Celosvétové je nejcastéjsi
lidskou prionovou chorobou Creutzfeld-
tova-Jakobova nemoc (CJN) s incidenci
onemocnéni 1-2 pfipady na milion oby-
vatel ro¢né. Onemocnéni vétsinou vznika
bez zndmych pficin (85 % pfipadl), mize
ale byt i dédicné (10-15 % pfipadl) nebo
ziskané (2-3 % pfipadl). Vzacnéji se vy-
skytuje dédi¢ny Gerstmann-Straussler-
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-Scheinkertv syndrom (GSS) a fatalni fami-
lidrnf insomnie (FFI) [5]. V soucasnosti vel-
kou pozornost poutd variantni CIN (vCJN),
ktera vznikla s nejvétsi pravdépodobnosti
alimentarnim prenosem BSE priond na
Clovéka. Na rozdil od klasické CJN posti-
huje predevsim mladé lidi, vCJN priony
se akumuluji i v organech imunitniho sys-
tému a choroba je prenosna krevni trans-
fuzi [6,7].

Podle prionové hypotézy je infek¢nim
agens prionovych chorob patologicky
slozeny prionovy protein (PrP™E, nékdy
téZz znaceny PrPSc), ktery se mnozi pfi-
mym kontaktem s bunéénym prionovym
proteinem (PrP¢), jemuZ dokaze vnutit
svoji patologickou, na struktury p sklada-
ného listu bohatou konformaci [1]. PrP¢
se vyskytuje na povrchu vétsiny bunék
v téle [1,8] a jeho fyziologickd funkce
zatim nebyla objasnéna. UvaZuje se na-
pfiklad o jeho Uloze v metabolizmu médi,
regulaci apoptdzy, v procesu uceni a pa-
méti, signalni transdukci, pfenosu vzru-
chu na synaptické membrané, ovlivnéni
cirkadialniho rytmu, bunéc¢né diferenciaci,
antioxida¢ni ochrané, neuroprotekénich
procesech a dal3ich buné¢nych déjich [9].
Molekula PrP¢ obsahuje ve své sekundarni
strukture vysoky podil a Sroubovice, coZ ji
¢inf dobfe Stépitelnou protedazami. Polo-
Cas Zivota molekuly PrP¢ v bunce se odha-
duje na 3-6 hod [10,11]. Oproti tomu mo-
lekula PrP™t je v priibéhu konformacnich
zmén obohacena o strukturu p sklada-
ného listu (z pouhych 3 % u PrP¢ na 34 %
u PrP™F) [12,13], kterd ji cini castecné
odolnou vac¢i proteolyze. PrP™t navic
agreguje za tvorby amyloidovych fibril
a vytvali v mozku depozita, ktera se po-
dili na rozvoji onemocnéni. Konformacni
zmény prionového proteinu zaroven zvy-
Suji afinitu PrP™E k PrP¢, ¢imz usnadnuji
dal3i kontakt obou molekul, a tim i pro-
pagaci patologické konformace [14,15].

V této fazi jiz onemocnéni nelze zasta-
vit, po dlouhé inkubacni dobé bez pfi-
znakl dojde k propuknuti choroby s rych-
lym koncem. Smrt nastdva za 5-7 mésict
po prvnim projevu pfiznakd u vétsiny
sporadickych a dédi¢nych pfipadl a za
9-22 meésicl u vCIN. Byla nalezena fada
latek schopnych interferovat s propagaci
prionG a odlécit prionem infikované tka-
nové kultury [prehled v 16], aviak snahy
0 vyléceni nebo alespor pozastaveni pri-
béhu onemocnéni u lidi se ukazaly byt
dosud nelspésné [17,18]. Nejnadéj-

néjsi vysledky poskytlo pouziti doxycyc-
linu, ktery vedl k signifikantnimu prodlou-
Zeni doby preziti CJN pacientl — median
292 dnti (n = 51) oproti 167 dnlim u histo-
rickych kontrol [19]. Vzhledem k identické
primarni struktufe obou forem prionového
proteinu a jen velmi slabé imunogenicité
patologické konformace PrP™ se v orga-
nizmu protilatky specifické pro prionova

davno provedené studie na vétsim sou-
boru infikovanych mysi (143 a 117 jedinc()
ukdzaly, Ze jen zhruba 5 % sér odebranych
v termindlnim stadiu vykazovalo mirné zvy-
Sené titry protilatek proti prionovému pro-
teinu [21]. U lidi se zvySené titry protilatek
proti PrP™E zatim detekovat nepodafilo.

Diagnostika prionovych chorob

onemocnéni v relevantnich titrech netvori
[vyznam IS u prionovych chorob v 20]. Ne-

Pfitomnost PrP™E je jedinym zndmym
specifickym znakem prionovych chorob.
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Obr. 1. Detekce patologického prionového proteinu na zakladé jeho odolnosti
vUci proteolytickému $tépeni.

Obr. 1a) Patologicky prionovy protein (PrP™E) se od normalniho buné¢ného prionového
proteinu (PrP°) lisi konfomaci s vysokym obsahem struktur p sklddaného listu, kterd ho
¢ini odolnym vici proteolyze. Po inkubaci s proteindzou K dochazi ke kompletnimu
rozstépeni PrP¢, zatimco u PrP™E dojde odstépeni pouze nestrukturovaného fragmentu
z N konce a zbytek molekuly je v{ci Stépeni rezistentn{ (PrP%s).

Obr. 1b) Detekce PrP< a PrP™t v mysim mozkovém homogenatu pomoci western blotu.
Bez inkubace s proteindzou K (PK) detekujeme v normalnim mysim mozku tfi izo-
formy PrP¢ (neglykosylovanou, monoglykosylovanou a diglykosylovanou), proteolyza
pak vede ke kompletnimu vymizeni signalu. Proteolyza PrP™t v homogenatu mysi infi-
kované RML kmenem ,scrapie”, vede pouze k charakteristickému zvyseni elektrofore-
tické pohyblivosti jednotlivych izoforem PrPRe (bilé Sipky), které je zplsobené snizenim
molekulové hmotnosti izoforem po odstépent jejich N terminald.
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K diagnostice nelze z vySe uvedenych di-
vodl pouZzit bézné sérologické metody.
Detekce je ve vétsiné pripadl zaloZzena na
rozdilech odolnosti PrP™E a PrP¢ vici Sté-
peni proteindzou K (obr. 1). Zatimco mole-
kula PrP¢ se plsobenim proteaz zcela roz-
Stépi, z molekuly PrP™E se odStépi pouze
N konec a rezistentni C koncova cast
(PrPREs) je imunochemicky detekovana né-
kterou z protilatek proti prionovému pro-
teinu [prehled detekénich metod v 22].
Tyto testy vychazeji z pfedpokladu, Ze re-
zistentni forma PrP™t je plvodcem one-
mocnéni, a tedy i v organizmu pfitomna
a posléze detekovana. V mozku je ale
vétSina molekul PrP™E protedza-senzitiv-
nich (senPrPTsE), PrPR& tvofi pouhych
10-30 % [23-25]. V nékterych tkdnich
pacientl s CJN, jako tfeba v krvi, se PrP™t
pravdépodobné vyskytuje jen jako sen-
PrP™st [26]. Detekce PrP™E v krvi je navic
komplikovana pfitomnosti velkého mnoz-
stvi PrP¢ [27-29].

A7 doneddvna méla prionova komu-
nita za to, Ze senPrP™E tvofi mezistuper
pfi tvorbé PrPRE a je soucasti pribéhu
onemocnéni [30,31]. SenPrP™t izolovany
gradientovou centrifugaci z infikovaného
krecciho mozkového homogenatu byl do-
konce schopen konvertovat PrP¢ na pro-
tedza-rezistentni PrP™t [32]. V posledni
dobé se ale zacinaji objevovat pfipady prio-
novych chorob zvané , protedza-senzitivn{
prionopatie”, které mohou, ale nemuseji,
mit klinické priznaky podobné klasickym
prionovym chorobdm [33]. U téchto pfi-
padl pfi béZnych testech nebyl prokazan
PrPres, ale pfi pouziti Setrnéjsich metod byl
prokdzan senPrP™t [34-36]. Celosvétové
se objevuji stale dalsi pfipady protedza-
-senzitivnich prionopatii, ¢asto po reeva-
luaci starsich pfipadd vyhodnocenych jako
.blize nespecifikované demence” nebo
Latypicka Alzheimerova choroba” [37].
Jaka je Cetnost téchto atypickych priono-
patif, neni v souc¢asné dobé zndmo.

Problémy s pfipravou
konformacné specifickych
protilatek

Nevyhodou diagnostickych testl zaloZe-
nych na Stépeni prionového proteinu pro-
teindzou K je to, Ze detekci protedza-sen-
zitivnich prionopatii neumoznuji. To by
umoznila napfiklad konformacné speci-
ficka protilatka proti PrP™E, kterd by za-
roveri nereagovala s PrP¢. Snahy o pfipra-

minulého stoleti [38], zdaleka ne vzdy se
ale setkdavaji s Uspéchem. Problémd s pfi-
pravou konformacné specifickych proti-
latek je hned nékolik. Zaprvé je to slaba
imunogenicita PrP™, dana shodou pri-
marnf struktury s fyziologicky se vyskytuji-
cim PrP¢. Vzhledem k vysoce mezidruhoveé
konzervativni primarni struktufe priono-
vého proteinu tento problém neumoz-
fiuje obejit ani xenogenni imunizace. Né-
kterym autordm se sice povedlo imunitni
reakci podpofit silnymi adjuvanty [39,40],
problém se nicméné podafrilo vyresit az
pfipravou geneticky upravenych mysi,
kterym byl odstranén gen pro prionovy
protein (Prnp®° mysi) [41,42] a které po
bézné imunizaci vykazovaly dobrou imu-
nitni odpovéd. Druhym uskalim pfi pfi-
pravé konformacnich protilatek je sku-
te¢nost, Ze dosud nenf zndma prostorova
struktura PrP™E, a nelze tedy s presnosti
urcit epitopy specifické pro patologicky
prionovy protein. Béhem konformacnich
zmén sice dochazi u prionového proteinu
k odhalenf epitopU, které jsou v molekule
PrP¢ nedostupné [43,44], jejich imunoge-
nicita ovsem nemusi byt — a nebyva — vy-
soka. Po imunizaci Prnp%° mysi prionovym
proteinem tak dojde ke tvorbé celé fady
protildtek proti PrP, konformac¢né spe-
cifické se mezi nimi ale bézné nevysky-
tuji [45,46]. Jednotlivé laboratore se tento
problém pokusily fesit rizné. Korth et al
pouzili k imunizaci agregovany rekom-
binantni prionovy protein, ktery umoZznil
tvorbu protilatek proti oligomerdm PrP,
jez se bézné vyskytuji v agregatech PrPTst,
ale ne u rozpustného PrP< [38]. Parami-
thiotis et al a Jones et al imunizovali pep-
tidem molekuly PrP, ktery vybrali s ohle-
dem na predchozi studie konformacnich
zmén pfi prechodu z o Sroubovice na
B helix, k nimz dochazi i u PrP™ [43,47].
Jiné laboratorfe zase izolovaly a purifiko-
valy PrP™t z mozkového homogenatu in-
fikovanych mysi a pouZily jej jako antigen
pro imunizaci a nasledné i pro selekci pro-
tildtek [48,49]. N&3 text shrnuje dostupné
informace o pfipravenych konformacné
specifickych protiladtkdch a diskutuje o je-
jich pouziti v diagnostice prionovych
chorob.

Konformacné specifické
protilatky

15B3

Prvni konformacné specificka protildtka
byla pfipravena v roce 1997 imunizaci

Prnp®° mysi rekombinantnim bovinnim
prionovym proteinem. Jedna se o mono-
klondlni protildtku 15B3, tridy IgM, ktera
reaguje s bovinnim, mysim a lidskym
PrP™t [38]. 15B3 je schopna z infikova-
nych mozkovych homogenatd imuno-
precipitovat PrP™ razné citlivy ke Stépeni
proteindzou K. Pri blizs{ charakterizaci
epitopu protilatky 15B3 spektrem pep-
tida byly identifikovény vazebné sekvence
142-148, 162-170 a 214-226 bovinniho
PrP (tab. 1). Jedna se tedy o epitop slo-
Zeny, ktery podle autorl vznikd bud aso-
ciaci dvou nebo vice molekul prionového
proteinu, nebo strukturalnimi zménami
v ramci jedné molekuly PrP [38]. Protilatka
byla patentovéana, nicméné se od té doby
neobjevila ani na trhu s diagnostickymi
testy, ani v jiné védecké praci zamérené
na pouZiti v diagnostice. Az v roce 2008
Biasini et al ve studii na mutantnich for-
mach PrP konformacné specifickymi pro-
tildtkami uverejnili, Ze protildtka 15B3 ma
mnohem 3irsi reaktivitu, nez se pdvodné
myslelo [50]. Vedle protedza rezistent-
nich i senzitivnich forem PrP™t z infikova-
nych vzork( je 15B3 schopna imunopre-
cipitovat i neinfekéni prionové agregaty,
které se spontanné tvofi u neinfikova-
nych transgennich mysi s nadprodukci
PrP a s inser¢nimi, dele¢nimi nebo sub-
stitu¢nimi mutacemi genu pro PrP. Au-
tofi ve své studii sli jesté dale a zjistili, Ze
15B3 je schopna detekovat i uméle preci-
pitovany PrP¢ z mozkovych homogenatt
zdravych ,wild type” mysi nebo agrego-
vanou formu rekombinantniho (neinfek¢-
niho) PrP [50].

Hybridni IgG protilatky

V roce 2004 Moroncini et al pfipravili dvé
hybridni protildtky obsahujici peptidy PrP¢
schopné specificky vazat PrP™E [51]. Au-
tofi nejprve identifikovali sekvence, kte-
rymi se PrP¢ vaze na molekulu PrP™E [52].
Vazebné sekvence 89-112 a 136-158
mysiho PrP¢ pak vloZili do recipientni pro-
tildtky IgG1 12b [53] v oblasti determinu-
jici komplementaritu na tézkém retézci.
Takto pfipravené rekombinantni protilatky
IgG 89-112 a lgG 136-158 imunoprecipi-
tovaly mysi, lidsky a krec¢i PrP™E, ale ne
rozpustny PrP¢ [51]. O nékolik let pozdéji
se stejna laboratof pokusila zmapovat va-
zebna mista PrP na PrP™t pfipravou hyb-
ridnich protilatek obsahujicich postupné
peptidy celé sekvence mysiho prionového
proteinu (moPrP23-231) [54]. Z 20 pfi-
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Tab. 1. Pozice epitopl znamych konformacné specifickych protilatek proti prionovému proteinu.

Srovnané aminokyselinové sekvence lidského (Homo sapiens, NP_001073592), hovéziho (Bos taurus, DAA23426) a mysiho
(Mus musculus, NP_035300) prionového proteinu s barevné zvyraznénymi epitopy konformacné specifickych protildtek. Podtr-
Zené sekvence na zacatku a konci molekuly predstavuji signdlni peptidy, které jsou odstépeny v priibéhu postranslac¢nich mo-
difikaci. Primarni struktura prionového proteinu je vysoce konzervovana, hvézdicka ukazuje Uplnou shodu mezi jednotlivymi
druhy, tecka, dvojtecka a mezera pak upozornuje na rozdily mezi zivocisnymi druhy. Vétsina znamych epitopt konformacnich
protildtek se nachazi na C koncové poloviné molekuly prionového proteinu. Konformacni protilatky obvykle nejsou druhové
specifické a rozeznavaji PrP™t vice zivocisnych druhd (tab. 2).
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pravenych protildtek s PrP™t specificky re-
agovaly pouze tfi: nové IgG 19-33 a IgG
89-112 a 136-158 identifikované jiz
v roce 2004 Moroncinim et al (tab. 1).
Vsechny tfi konformacné specifické hyb-
ridni protilatky reagovaly, stejné jako
15B3, i s agregaty neinfek¢niho PrpP¢
a s agregaty neinfek¢niho rekombinant-
niho PrP [50].

Tyr-Tyr-Arg protilatky

Daldi konformacné specifické protilatky
vznikly imunizaci peptidem obsahujicim
aminokyselinovy motiv Tyr-Tyr-Arg (Glu),
ktery se nachazi na tfech mistech mole-
kuly PrP a je u savcl mezidruhové konzer-
vativni (tab. 1). Tyrosinové zbytky motivu
Tyr-Tyr-Arg jsou v molekule PrP¢ orien-
tovany dovnitF, zatimco u PrP™t jsou ex-
ponovéany na povrch [43] a predstavuji
PrP™E-specificky epitop. Ziskané protilatky
selektivné imunoprecipituji PrP™ z infiko-
vanych mysich, kfeccich, ovcich, bovin-
nich a lidskych mozkovych homogenatd,
avsak vedle PrP™E rozeznavaiji i nefyziolo-
gicky sloZzeny a protedza-senzitivni prio-
novy protein [43]. Protildtky se na trhu
s diagnostickymi testy neobjevily, nicméné
motiv konformacné specifického epitopu
Tyr-Tyr-Arg vyuZila v roce 2009 skupina
S. Nappera, kteréa se pokusila vyvinout vak-
cinu proti prionovym chorobdm. Autofi
nejprve optimalizovali epitop ov¢iho pri-

onového proteinu obsahujiciho motiv Tyr-
-Tyr-Arg tak, aby doslo k dostate¢né silné
imunitni odpovédi a zaroveri nedoslo
k aktivaci imunitniho systému vaci Prpe.
Po ukonceni imunizace byla u ovci zazna-
menana PrP™t specifickd imunitni odpo-
véd, specifické protilatky tfidy IgG byly
stanoveny v séru, mozkomisnim moku
a mukdznich sekretech a Zadna z imuni-
zovanych ovci nevykazovala autoimunitni
reakci proti PrP¢ [44]. Nicméné ucinnost
této vakciny v prevenci a lé¢bé prionovych
chorob nebyla zatim prokazana.

V5B2

Imunizaci konformacné specifickymi pep-
tidy vyuzila i skupina profesorky Serbe-
cové k pripravé protilatky V5B2 [55]. Ze
studii zaméfenych na identifikaci PrP™E-
-specifickych epitopl vybrali tfi peptidy
ze sekvence lidského PrP (P1: 214-226,
P2: 167-179 a P3: 139-150), které po-
uzili k imunizaci BALB/c mysi. Z pfipra-
venych protilatek tfidy IgG nejlépe rea-
govala protilatka V5B2 namifend proti
C terminalni ¢asti lidského PrP (sekvence
214-226) (tab. 1). V5B2 se zpocatku
zdala reagovat PrP™F specificky: roze-
zndvala CJN+ mozkové homogenaty de-
tekované dot blotem nebo ELISOU od
CJN-vzorkd, se kterymi nereagovala. Na
rozdil od vétsiny ostatnich konformac¢né
specifickych protildtek nereagovala V5B2

s agregovanym ani s rozpustnym rekom-
binantnim lidskym nebo bovinnim PrP
(23-230), reagovala pouze s peptidem P1
(214-226) [55]. Daldi nékolikaletou praci
s protilatkou V5B2 v3ak bylo zjisténo, Ze
protildtka nerozezndva PrP™t od PrP¢ na
zakladé konformacnich rozdild, ale pouze
rozeznava fragment molekuly PrP¢ zakon-
¢eny aminokyselinou 226 [56].

OCD4 a g5p

V roce 2004 dokazali Zou et al specificky
rozlisit PrP™t od PrP¢ pomoci anti-DNA
protildtek a genového proteinu 5 (g5p).
Ke studii pouzili monoklonalni protildtku
OCD4 namifenou proti jaderné DNA
a g5p pouzivany k detekci jednofetéz-
cové DNA [57]. OCD4 a g5p rozlisovaly
komplex DNA-PrP™E, ktery se u PrP< ne-
vyskytuje. Studie interakci rekombinant-
niho PrP s nukleovymi kyselinami ukazaly,
Ze DNA je schopna konvertovat a heli-
kalni strukturu C termindlni ¢asti priono-
vého proteinu do B sklddaného listu [58].
Podle autord studie dochdzi v této ¢asti
molekuly vlivem konformacnich zmén
prionového proteinu ke tvorbé stabil-
niho komplexu DNA-PrP™t a vazba neni
zrudena ani plUsobenim nukledzy (benzo-
ndazy), ani plsobenim proteindzy K [57].
OCD4 a gbp specificky imunoprecipito-
valy PrP™t z mozkového homogendétu pfi-
padl s CJN, zatimco s negativnimi ho-
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mogenaty ani s homogenaty z jinych
neurologickych pripadd (napf. AD) nerea-
govaly. Protildtka OCD4 byla schopna de-
tekovat jak rlzné kmeny lidskych prio-
nd (sporadickou, dédi¢nou i ziskanou
formu CIN a pfipady GSS), tak i rizné zvi-
feci prionové kmeny (bovinni, ovdi, jelent,
krecci a mysi). Zhruba 20 % PrP™f imuno-
precipitovaného pomoci OCD4 bylo pro-
tedza-senzitivni [57].

P1:1

Jones et al pouzili k pfipravé protilatek
agregovany peptid 106-126 lidského
PrP [47]. Jednd se o centrdlni ¢ast prio-
nového proteinu, kterd je u savcl mezi-
druhové vysoce konzervovana (tab. 1)
a kterd béhem konformacnich zmén méni
svoji strukturu z neusporddané na struk-
turu B skladaného listu. Imunizaci Prnp®°
mysi agregovanym peptidem 106-126
sekvence lidského PrP byla ziskdna mo-
noklonalni protilatka P1:1 tfidy IgM, ktera
v nativnich podminkach selektivné imu-
noprecipitovala PrP™t z lidskych tkani.
S negativnimi kontrolami ani s tkanémi
pacientd s jinymi neurologickymi diagno-
zami P1:1 nereagovala. Protildtka byla
navic schopna rozliSovat mezi typem 1
a 2 lidskych prionovych onemocnéni cha-
rakterizovanych rozdilnou elektroforetic-
kou mobilitou PrPREs [59]. Autofi nicméné
neprovedli testy reaktivity P1:1 s agrego-
vanym rekombinantnim (neinfek¢nim)
prionovym proteinem ani s uméle agre-
govanym neinfek¢nim PrP¢ v homogena-
tech zdravych mozka.

6H10

Horiuchi et al pfipravili monoklonalni pro-
tilatky tfidy IgG imunizaci Prnp®° mysi
nedenaturovanym PrP™E, purifikovanym
z infikovaného mysiho mozkového ho-
mogenatu. Jedna z protildtek, 6H10, rea-
govala s nedenaturovanym mysim PrPTsE,
ale ne s rekombinantnim mysim PrP ani
s denaturovanym PrP™E [48]. 6H10 speci-
ficky imunoprecipitovala PrP™E z mysich,
ov¢ich a bovinnich mozkovych homoge-
natl pred stépenim proteindzou K i po
ném, zatimco s neinfikovanymi homoge-
ndty nereagovala. V reakci na Biasiniho
studii otestovali autofi protilatku 6H10
i s agregovanym rekombinantnim priono-
vym proteinem a jeho C terminalnim frag-
mentem (PrP23-231, resp. PrP89-231),
se kterymi protildtka nereagovala. 6H10
reagovala s mozkovou tkani infikovanych

mysi na histoblotu pred Stépenim protei-
nazou K i po ném. Reaktivita 6H10 byla
vyrazné redukovana autoklavovanim his-
toblotu, béhem kterého doslo pravdé-
podobné ke zruseni PrP™E specifického
epitopu. Podobné reaktivita 6H10 po-
stupné slabla se zvy3ujici se koncentraci
denatura¢niho ¢inidla guanidin hydro-
chloridu. PFi snaze o blizSi charakterizaci
vazebného epitopu autofi prokazali, ze se
jednéd o sloZeny, PrP™t-konformacné spe-
cificky epitop (tab. 1), jehoz ¢asti jsou né-
které aminokyseliny C konce molekuly PrP
(sekvence 215-228).

W261

Purifikovany PrP™t k piipravé konformacné
specifickych protildtek pouZili i Petsch et
al v roce 2011 [49]. Autofi izolovali PrPTsE
z infikovanych mysich mozkovych homo-
genatl vysraZzenim s kyselinou fosforec-
no-wolframovou a pouzili ho k imunizaci
Prnp®° mysi. Jedna z pfipravenych proti-
latek, W261, tfidy 1gG, selektivné imu-
noprecipitovala PrP™t z mysich, kfeccich,
ovcich, jelenich a lidskych mozkovych ho-
mogenatl, zatimco se vzorky tkani zdra-
vych jedincl nereagovala. Izolovany PrP™E
byl ¢aste¢né odolny vici Stépeni proteina-
zou K. Autofi ve snaze ukazat pouZitel-
nost protilatky W261 k diagnostickému
testovani zavedli sendvicovou ELISU, kde
jako vyvazujici protilatku pouzili W261
a k detekci bézné pouzivanou anti-PrP
protilatku 6H4 konjugovanou s peroxi-
dazou. Naslednou chemiluminiscenci byl
bez pouziti proteindzy K detekovan prio-
novy protein z infikovanych ovcich (scra-
pie) a lidskych (variantni CJN) mozkovych
homogenatd, ale ne ze zdravych kontrol-
nich vzorkd. Autofi viak nevylucuji, Ze by
W261 mohla vazat i neinfekéni agregaty
prionového proteinu [49].

PRIOC

Dalsi skupina se pokusila pfipravit PrP™E
specifické protilatky imunizaci Prnp®° mysi
infikovanym mysim mozkovym homoge-
natem Stépenym proteindzou K a adsor-
bovanym na magnetické mikropartikule
(Dynabeads). Byly tak pripraveny mono-
klonalni protilatky PRIOC 1-4, tfidy IgM,
schopné detekovat rozpustné oligomery
PrP™E a dalSich amyloidogennich proteind,
ale ne jejich monomery [60]. P¥i blizSim ur-
¢ovani epitopu nebyly protilatky schopny
vazat rekombinantni ani bunécny PrP,
ale byly schopny vazat kratsi syntetické

peptidy. PRIOC 1 a 2 rozeznavaly sek-
venci PrP90-109 a PRIOC 3 a 4 sekvenci
PrP170-189 (tab. 1). Protilatky selek-
tivné vyvazovaly nativni (nedenaturovany)
PrP™E z mysich (RML) a lidskych (vCIN)
mozkovych homogenatd pred proteo-
lyzou i po ni, zatimco se zdravymi kon-
trolami nereagovaly. Zadna z protilatek
prekvapivé nereagovala s tkanémi pfi-
padd sporadické CJN. Autofi dale vyvinuli
sendvicovou ELISU k detekci oligomer(
PrP™E v nedenaturujicich podminkach.
PRIOC protilatku ukotvili na sténu des-
ticky a po vyvazani antigenu z RML infiko-
vaného mozkového homogenatu pouZili
tutéz protilatku k detekci v biotinylované
formé. V3echny ctyfi protilatky dobre de-
tekovaly oligomery PrP™E, ale s monomery
PrP nedavaly Zadny signal. Stejny systém
byl pouZit i k testovani rekombinantniho
prionového proteinu, protilatky deteko-
valy pouze rozpustné oligomery recPrP,
s monomery ani s nerozpustnymi fibri-
lami recPrP nereagovaly. Podobnych vy-
sledkd bylo za pouZiti PRIOC protilatek
dosaZzeno i pfi detekci oligomerl peptidu
amyloidu B (AB) a a synukleinu [60]. Pro-
tilatky schopné rozeznat rozpustné oligo-
mery amyloidogennich proteint byly pfi-
praveny i jinou skupinou v roce 2003.
Kayed et al pfipravili oligomer-specifické
polyklonalni sérum imunizaci kralikd syn-
tetickymi oligomery peptidu A [61].
Sérum nereagovalo s monomery ani s fib-
rilami amyloidu B, ale reagovalo s oligo-
mery a synukleinu, amylinu (IAPP), poly-
glutaminu, lysozymu, lidského inzulinu
a prionového peptidu 106-126. Autofi
ve studii uvedli, Ze vsechny vyse zminéné
rozpustné oligomery sdileji stejnou kon-
formacné-dependentni strukturu, ktera je
nezavisla na sekvenci [61].

Zaver

Pouziti konformacné specifickych pro-
tildtek by vedle detekce protedza-rezis-
tentniho PrPR umoznilo detekovat i pro-
tedza-senzitivni formy PrP™, které se
u nékterych pfipadd prionovych onemoc-
néni zdaji byt jedinym zdrojem patoge-
neze i diagnostické informace. Protilatek
schopnych rozeznat protedza-senzitivni
PrP™t byla za poslednich 15 let vyvinuta
celd rada (tab. 2), nicméné otézkou zG-
stava jejich vyuziti v praxi. Jejich uziti
pro detekci senPrP™t v mozkové tkani
pfi post mortem diagnostice priono-
vych chorob je limitovano nutnosti pou-
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Tab. 2. Pfehled konformacné-specifickych protilatek proti PrPTsE,
Nazev protilatky Trida Specificita (PrP) Epitop Autor Citace
15B3 IgM bo, mo, hu diskontinualni, Korth et al 38
142-148, 162-170, 214-226

IgG 19-33 [s]€] mo, hu, ha 23-33 Solforosi et al 54
IgG 89-112 IgG mo, hu, ha 89-112 Moroncini et al 51
IgG 136-158 IgG mo, hu, ha 136-158 Moroncini et al 51
Tyr-Tyr-Arg protilatky — IgG, IgM  mo, hu, ha, bo, ov 149-151, 162-164, 225-227 Paramithiotis et al 43
V5B2 [e[€ hu, bo, ov 214-226 Curin Serbec et al 55
0CD4 mo, hu, ha, bo, ov, d DNA-PrPTSE Zou et al 57
P1:1 IgM hu 106-126 Jones et al 47
6H10 I9G mo, bo, ov diskontinualni, obsahuje 215-228 Horiuchi et al 48
W261 [e]€] mo, hu, ha, ov, d C terminus Petsch et al 49
PRIOC 1 a2 IgM mo, hu 90-109 Tayebi et al 60
PRIOC 3a 4 IgM mo, hu 170-189 Tayebi et al 60
bo — bovinni, mo — mysi, hu — lidské, ha — kfecci, ov — ovci, d — jeleni

Ziti nedenaturujicich technik zachovava-
jicich konformaci senPrP™E. Bohuzel tyto
techniky, napf. imunoprecipitace, jsou
¢asto méné robustni a mohou vést k fa-
leSnym vysledk@m. V3e navic komplikuji
vlastnosti bunécného prionového pro-
teinu, PrP¢, a jeho ochota tvofit po solu-
bilizaci membran agregaty v nedenaturu-
jicim prostfedi. U vétsiny konformacnich
protilatek proti PrP™E bylo prokazano, Ze
vazou také agregovany neinfekéni PrP,
a tudiz mohou poskytnout falesné pozi-
tivni vysledky. Zda se tedy, Ze SirSimu po-
uziti konformacné specifickych protila-
tek v diagnostice prionovych chorob stoji
v cesté predevsim vyvoj odpovidajici de-
tek¢ni techniky. Za nadéjné Ize povaZovat
v publikacich popsané ELISA testy [51,61],
ale i ty ¢eka dusledna validace s klinickymi
vzorky. Za v soucasné dobé nejpropraco-
vanéjsi metodu schopnou detekce sen-
PrPTE |ze povazovat ,Conformation De-
pendent Immunoassay — CDI” vyvinuty
Jitim Safarem et al [23,24]. Metoda CDI
je zaloZena na opac¢ném pfistupu, vyuziva
protilatku 3F4, kterd rozeznava PrP¢, ale
v molekule PrP™t je jeji epitop skryt. Epi-
top v molekule PrP™t Ize odkryt denatu-
raci vzorku. Rozdil signdlu mezi denaturo-
vanym a nativnim vzorkem pak odpovida
mnozstvi PrP™E v¢etné senPrP™E ve vzorku.
Pro vzorky normélnich tkani je tento roz-
dil nulovy. Alternativou ke konformacné
specifickym testdm by mohlo byt nalezeni
kovalentni modifikace prionového pro-
teinu, kterd by byla specifickd pro PrP™t
a u PrP¢ by se nevyskytovala. Kandidatem

takové modifikace je glykace, neenzyma-
ticka reakce redukujicich cukrd s volnymi
aminoskupinami proteind, jeZ pro svou
pomalou rychlost maze preferen¢né mo-
difikovat stabilni amyloidovd depozita
PrP™E, zatimco PrP¢ zdstava pro svij kratky
bunécny polocas neglykovany [62,63].
Protilatky specifické pro glykovany PrpTst
by pak mohly byt pouZitelné pro jeho de-
tekci i za denaturujicich podminek [64],
napf. pomoci western blotu. Obrovskym
pokrokem, ktery by mohly pfinést kon-
formacné specifické protilatky, by byla ru-
tinni detekce senPrP™t v krvi nebo moz-
komisnim moku pacientdl umoznujici
potvrzeni diagndzy pred smrti pacienta.
Tyto tkané zfejmé obsahuji jen nepatrné
mnoZstvi PrPRes, avsak obsah senPrP™E by
v nich mohl byt vyssi [26]. Vc¢asna dia-
gndza je nezbytnym predpokladem pro
Vyvoj a posléze i implementaci dnes ne-
existujici ucinné terapie. V soucasnosti
se v diagnostice prionovych chorob zaci-
naji uplatnovat vysoce rozlisujici zobrazo-
vaci metody, jako jsou rtzné formy mag-
netické rezonance [65,66], aviak ani ty
se neobejdou bez potvrzeni nalezu kon-
firmacnim testem. Dalsi oblasti, kde by
spolehlivy pre mortem test mél hrat du-
leZitou Ulohu, je prevence mozného no-
zokomidlniho Sifeni prionovych chorob
v rdmci invazivnich lékarskych zakrokd,
napfiklad v neurochirurgii. V nasi repub-
lice jsou na pfitomnost PrP™t povinné
vySetfovani vsichni darci o¢ni rohovky,
vsechny vysetiené vzorky byly zatim nega-
tivni [67]. Na druhou stranu zavedeni uni-

verzalniho testovani darcl krve se nezda
byt ve vétsiné statd svéta za soucasné si-
tuace praktické. Epidemiologickd data
nenaznacuji, ze by transfuze krve hréla
ddleZitou Ulohu v prenosu klasické CJN
a pocet umrti na vCJN ve Velké Britanii se
od roku 2005 drZi na péti a méné pfipa-
dech ro¢né. Navic pres prokazanou pre-
nositelnost vCJN krevni transfuzi [7] zatim
nedochazi k narlstu poctu takto zpUso-
benych pfipadd. Kromé vysokych naklad
by univerzalni testovani prineslo i nemalé
etické problémy spojené s informovanim
zdravého darce o moznosti, ze ma neléci-
telnou neurodegenerativni chorobu. Nic-
méné to v zZddném piipadé neznamens,
Ze by se védeckd komunita neméla snazit
o co nejrychlejsi vyvoj preklinického testu
pro prionova onemocnéni. Probihajici epi-
demie chronického chfadnuti (CWD) je-
lenovité zvére v Severni Americe a obavy
z moZzného prenosu CWD na hospodar-
ska zvitata a ¢lovéka naznacuji, Ze s prio-
novymi chorobami je nutné pocitat i do
budoucna.

Samostatnou kapitolu tvofi otdzka
mozného terapeutického pouZiti PrP™t
specifickych protilatek. Rada protilatek
proti raznym epitoplm PrP< byla schopna
inhibovat propagaci priond in vitro a vy-
lécit priony infikované bunécné kul-
tury [68]. Nékteré z protilatek byly navic
schopné prodlouzit dobu preziti experi-
mentalné infikovanych zvifat, zejména
pokud byly podéany profylakticky [69].
Predpoklada se, Ze vazba protildtky na
PrP¢ ovliviiuje dynamiku jeho interakce
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s PrP™E. Tim dojde k zpomaleni propagace
PrP™t a burika ziskd ¢as na jeho odbou-
rani. Terapeutické pouziti protildtek proti
PrP¢ je vsak spojeno s nebezpedim, Ze vy-
vazani bunécného PrP¢ povede vzhledem
k jeho nejasné fyziologické uloze k ne-
pfedvidatelné a potencidlné nebezpecné
reakci organizmu. Intracerebralni aplikace
PrP¢ protilatek, ale i jejich F(ab)2 a Fab
fragmentl vedla u transgennich mysi
k neurodegeneraci [70]. Toto nebezpeci
by mohlo pomoci preklenout pravé po-
uziti PrP™E specifickych protilatek, které
se na normalni PrP¢ v téle nevazi. Samo-
zfejmé i v tomto pripadé by komplikujicim
faktorem terapie zlstala nutnost preko-
nani hematoencefalické bariéry. Pres tyto
problémy zUstdva vyvoj imunoterapie pro
prionové choroby, ale i pro ostatni neuro-
degenerativni proteinopatie velmi nadé;-
nou a atraktivni moznosti [71].

Zavérem lze shrnout, Ze konformacné
specifické protildtky detekujici senPrPTt
predstavuji perspektivni nastroj, ktery by
mél pomoci nejen s diagnostikou pro-
tedza-senzitivni prionopatii, ale i s de-
tekci priond u preklinickych pfipadd CIN,
a umoznit tak prevenci nozokomialniho
pfenosu prionovych chorob a zaroven zis-
kat ¢as pro aplikaci dnes chybéjici i¢inné
terapie.
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