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PŘEHLEDNÝ REFERÁT

Konformačně specifické protilátky 
a diagnostika prionových chorob 

Conformation Specific Antibodies and Diagnosis of Prion Diseases

Souhrn
Transmisivní spongiformní encefalopatie neboli prionová onemocnění jsou smrtelné neuro-
degenerativní choroby s dlouhou inkubační dobou a rychlým průběhem. K definitivní dia
gnóze dochází obvykle až post mortem detekcí prionů v mozkové tkáni. Klíčovým krokem 
diagnostiky prionových chorob bývá použití proteinázy K, která rozštěpí fyziologické proteiny 
a umožní následnou imunochemickou detekci proteáza-rezistentního prionového proteinu. 
V posledních pěti letech se celosvětově objevuje stále více případů prionopatií zapříčiněných 
proteáza-senzitivními priony, které jsou běžnými metodami vyhodnocovány falešně nega-
tivně. Řešením problému by mohla být příprava diagnostického testu založeného na použití 
monoklonálních protilátek konformačně specifických pro patologický prionový protein, které 
by umožnily potvrzení diagnózy bez použití proteolýzy. Náš text shrnuje dostupné informace 
o připravených konformačně specifických protilátkách a diskutuje o jejich použití v diagnos-
tice prionových 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.

E. Dvořáková, K. Holada

Ústav imunologie a mikrobiologie,  
1. LF UK a VFN v Praze

*	
Ing. Karel Holada, Ph.D.
Ústav imunologie a mikrobiologie
1. LF UK v Praze
Studničkova 7
128 00 Praha 2
e-mail: Karel.Holada@lf1.cuni.cz

Přijato k recenzi: 4. 10. 2011
Přijato do tisku: 28. 11. 2011

Klíčová slova
transmisivní spongiformní encefalopatie – 
prionový protein – konformačně specifické 
protilátky – Creutzfeldtova-Jakobova 
nemoc

Key words
transmissible spongiform encephalopathy –  
prion protein – conformation-specific 
antibodies – Creutzfeldt-Jakob disease

Zdroj podpory: grant IGA MZ NS10335-3

Autoři děkují dr. Olze Janouškové  
(1. LF UK v Praze) za poskytnutí obrázku 
western blotu.

Úvod
Prionové choroby neboli transmisivní 
spongiformní encefalopatie (TSE) jsou 
neurodegenerativní onemocnění spo-
jené s  úbytkem neuronů, spongiform-
ními změnami, gliózou a ukládáním pa-
tologické formy prionového proteinu 
v  mozku [1]. Onemocnění se projevuje 
například jako klusavka („scrapie“) ovcí 

a  koz, bovinní spongiformní encefalo-
patie (BSE) skotu nebo chronické chřad-
nutí (CWD) jelenovitých. První lidská prio-
nová choroba byla popsána v letech 1920 
a 1921 Hansem Creutzfeldtem a Alfon-
sem Jakobem [2,3]. V 50. letech 20. stol. 
došlo na Nové Guinei k  epidemii kuru, 
která se rozšířila u příslušníků domoro-
dého kmene Fore během rituálního ka-

nibalizmu [4]. Celosvětově je nejčastější 
lidskou prionovou chorobou Creutzfeld-
tova-Jakobova nemoc (CJN) s  incidencí 
onemocnění 1–2 případy na milion oby-
vatel ročně. Onemocnění většinou vzniká 
bez známých příčin (85 % případů), může 
ale být i dědičné (10–15 % případů) nebo 
získané (2–3 % případů). Vzácněji se vy-
skytuje dědičný Gerstmann-Sträussler- 
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-Scheinkerův syndrom (GSS) a fatální fami-
liární insomnie (FFI) [5]. V současnosti vel-
kou pozornost poutá variantní CJN (vCJN),  
která vznikla s největší pravděpodobností 
alimentárním přenosem BSE prionů na 
člověka. Na rozdíl od klasické CJN posti-
huje především mladé lidi,  vCJN priony 
se akumulují i v orgánech imunitního sys-
tému a choroba je přenosná krevní trans-
fuzí [6,7].

Podle prionové hypotézy je infekčním 
agens prionových chorob patologicky 
složený prionový protein (PrPTSE, někdy 
též značený PrPSc), který se množí pří-
mým kontaktem s buněčným prionovým 
proteinem (PrPC), jemuž dokáže vnutit 
svoji patologickou, na struktury β skláda-
ného listu bohatou konformaci [1]. PrPC 
se vyskytuje na povrchu většiny buněk 
v  těle  [1,8] a  jeho fyziologická funkce 
zatím nebyla objasněna. Uvažuje se na-
příklad o jeho úloze v metabolizmu mědi, 
regulaci apoptózy, v procesu učení a pa-
měti, signální transdukci, přenosu vzru-
chu na synaptické membráně, ovlivnění 
cirkadiálního rytmu, buněčné diferenciaci, 
antioxidační ochraně, neuroprotekčních 
procesech a dalších buněčných dějích [9]. 
Molekula PrPC obsahuje ve své sekundární 
struktuře vysoký podíl α šroubovice, což ji 
činí dobře štěpitelnou proteázami. Polo-
čas života molekuly PrPC v buňce se odha-
duje na 3–6 hod [10,11]. Oproti tomu mo-
lekula PrPTSE je v průběhu konformačních 
změn obohacena o  strukturu β skláda-
ného listu (z pouhých 3 % u PrPC na 34 % 
u P rPTSE) [12,13], která ji činí částečně 
odolnou vůči proteolýze. PrPTSE navíc 
agreguje za tvorby amyloidových fibril 
a vytváří v mozku depozita, která se po-
dílí na rozvoji onemocnění. Konformační 
změny prionového proteinu zároveň zvy-
šují afinitu PrPTSE k PrPC, čímž usnadňují 
další kontakt obou molekul, a tím i pro-
pagaci patologické konformace [14,15].

V této fázi již onemocnění nelze zasta-
vit, po dlouhé inkubační době bez pří-
znaků dojde k propuknutí choroby s rych-
lým koncem. Smrt nastává za 5–7 měsíců 
po prvním projevu příznaků u  většiny 
sporadických a  dědičných případů a  za 
9–22 měsíců u vCJN. Byla nalezena řada 
látek schopných interferovat s propagací 
prionů a odléčit prionem infikované tká-
ňové kultury [přehled v 16], avšak snahy 
o vyléčení nebo alespoň pozastavení prů-
běhu onemocnění u  lidí se ukázaly být 
dosud neúspěšné [17,18]. Nejnaděj-

nější výsledky poskytlo použití doxycyc-
linu, který vedl k signifikantnímu prodlou-
žení doby přežití CJN pacientů – medián 
292 dnů (n = 51) oproti 167 dnům u histo-
rických kontrol [19]. Vzhledem k identické 
primární struktuře obou forem prionového 
proteinu a  jen velmi slabé imunogenicitě 
patologické konformace PrPTSE se v orga-
nizmu protilátky specifické pro prionová 
onemocnění v relevantních titrech netvoří 
[význam IS u prionových chorob v 20]. Ne-

dávno provedené studie na větším sou-
boru infikovaných myší (143 a 117 jedinců) 
ukázaly, že jen zhruba 5 % sér odebraných 
v terminálním stadiu vykazovalo mírně zvý-
šené titry protilátek proti prionovému pro-
teinu [21]. U lidí se zvýšené titry protilátek 
proti PrPTSE zatím detekovat nepodařilo.

Diagnostika prionových chorob
Přítomnost PrPTSE je jediným známým 
specifickým znakem prionových chorob. 

Obr. 1. Detekce patologického prionového proteinu na základě jeho odolnosti 
vůči proteolytickému štěpení.
Obr. 1a) Patologický prionový protein (PrPTSE) se od normálního buněčného prionového 
proteinu (PrPC) liší konfomací s vysokým obsahem struktur b skládaného listu, která ho 
činí odolným vůči proteolýze. Po inkubaci s proteinázou K dochází ke kompletnímu 
rozštěpení PrPC, zatímco u PrPTSE dojde odštěpení pouze nestrukturovaného fragmentu 
z N konce a zbytek molekuly je vůči štěpení rezistentní (PrPres).
Obr. 1b) Detekce PrPC a PrPTSE v myším mozkovém homogenátu pomocí western blotu. 
Bez inkubace s proteinázou K (PK) detekujeme v normálním myším mozku tři izo-
formy PrPC (neglykosylovanou, monoglykosylovanou a diglykosylovanou), proteolýza 
pak vede ke kompletnímu vymizení signálu. Proteolýza PrPTSE v homogenátu myši infi-
kované RML kmenem „scrapie“, vede pouze k charakteristickému zvýšení elektrofore-
tické pohyblivosti jednotlivých izoforem PrPres (bílé šipky), které je způsobené snížením 
molekulové hmotnosti izoforem po odštěpení jejich N terminálů.
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K diagnostice nelze z výše uvedených dů-
vodů použít běžné sérologické metody. 
Detekce je ve většině případů založena na 
rozdílech odolnosti PrPTSE a PrPC vůči ště-
pení proteinázou K (obr. 1). Zatímco mole-
kula PrPC se působením proteáz zcela roz-
štěpí, z molekuly PrPTSE se odštěpí pouze 
N konec a  rezistentní C koncová část  
(PrPres) je imunochemicky detekována ně-
kterou z protilátek proti prionovému pro-
teinu [přehled detekčních metod v 22]. 
Tyto testy vycházejí z předpokladu, že re-
zistentní forma PrPTSE je původcem one-
mocnění, a tedy i v organizmu přítomna 
a  posléze detekována. V  mozku je ale 
většina molekul PrPTSE proteáza-senzitiv-
ních (senPrPTSE), PrPres tvoří pouhých 
10–30 %  [23–25]. V některých tkáních 
pacientů s CJN, jako třeba v krvi, se PrPTSE 
pravděpodobně vyskytuje jen jako sen-
PrPTSE [26]. Detekce PrPTSE v krvi je navíc 
komplikována přítomností velkého množ-
ství PrPC [27–29].

Až donedávna měla prionová komu-
nita za to, že senPrPTSE tvoří mezistupeň 
při tvorbě PrPres a  je součástí průběhu 
onemocnění [30,31]. SenPrPTSE izolovaný 
gradientovou centrifugací z  infikovaného 
křeččího mozkového homogenátu byl do-
konce schopen konvertovat PrPC na pro
teáza-rezistentní PrPTSE [32]. V  poslední 
době se ale začínají objevovat případy prio-
nových chorob zvané „proteáza-senzitivní 
prionopatie“, které mohou, ale nemusejí, 
mít klinické příznaky podobné klasickým 
prionovým chorobám [33]. U těchto pří-
padů při běžných testech nebyl prokázán 
PrPres, ale při použití šetrnějších metod byl 
prokázán senPrPTSE [34–36]. Celosvětově 
se objevují stále další případy proteáza- 
-senzitivních prionopatií, často po reeva-
luaci starších případů vyhodnocených jako 
„blíže nespecifikované demence“ nebo 
„atypická Alzheimerova choroba“  [37]. 
Jaká je četnost těchto atypických priono-
patií, není v současné době známo.

Problémy s přípravou 
konformačně specifických 
protilátek
Nevýhodou diagnostických testů založe-
ných na štěpení prionového proteinu pro-
teinázou K je to, že detekci proteáza-sen-
zitivních prionopatií neumožňují. To by 
umožnila například konformačně speci-
fická protilátka proti PrPTSE, která by zá-
roveň nereagovala s PrPC. Snahy o připra-
vení takové protilátky existují již od 90. let 

minulého století [38], zdaleka ne vždy se 
ale setkávají s úspěchem. Problémů s pří-
pravou konformačně specifických proti-
látek je hned několik. Zaprvé je to slabá 
imunogenicita PrPTSE, daná shodou pri-
mární struktury s fyziologicky se vyskytují-
cím PrPC. Vzhledem k vysoce mezidruhově 
konzervativní primární struktuře priono-
vého proteinu tento problém neumož-
ňuje obejít ani xenogenní imunizace. Ně-
kterým autorům se sice povedlo imunitní 
reakci podpořit silnými adjuvanty [39,40], 
problém se nicméně podařilo vyřešit až 
přípravou geneticky upravených myší, 
kterým byl odstraněn gen pro prionový 
protein (Prnp0/0 myši) [41,42] a které po 
běžné imunizaci vykazovaly dobrou imu-
nitní odpověď. Druhým úskalím při pří-
pravě konformačních protilátek je sku-
tečnost, že dosud není známa prostorová 
struktura PrPTSE, a nelze tedy s přesností 
určit epitopy specifické pro patologický 
prionový protein. Během konformačních 
změn sice dochází u prionového proteinu 
k odhalení epitopů, které jsou v molekule 
PrPC nedostupné [43,44], jejich imunoge-
nicita ovšem nemusí být – a nebývá – vy-
soká. Po imunizaci Prnp0/0 myší prionovým 
proteinem tak dojde ke tvorbě celé řady 
protilátek proti PrP, konformačně spe-
cifické se mezi nimi ale běžně nevysky-
tují [45,46]. Jednotlivé laboratoře se tento 
problém pokusily řešit různě. Korth et al 
použili k  imunizaci agregovaný rekom-
binantní prionový protein, který umožnil 
tvorbu protilátek proti oligomerům PrP, 
jež se běžně vyskytují v agregátech PrPTSE, 
ale ne u rozpustného PrPC [38]. Parami-
thiotis et al a Jones et al imunizovali pep-
tidem molekuly PrP, který vybrali s ohle-
dem na předchozí studie konformačních 
změn při přechodu z  α šroubovice na 
β helix, k nimž dochází i u PrPTSE [43,47]. 
Jiné laboratoře zase izolovaly a purifiko-
valy PrPTSE z mozkového homogenátu in-
fikovaných myší a použily jej jako antigen 
pro imunizaci a následně i pro selekci pro-
tilátek [48,49]. Náš text shrnuje dostupné 
informace o připravených konformačně 
specifických protilátkách a diskutuje o je-
jich použití v  diagnostice prionových 
chorob.

Konformačně specifické 
protilátky
15B3
První konformačně specifická protilátka 
byla připravena v  roce 1997 imunizací 

Prnp0/0 myší rekombinantním bovinním 
prionovým proteinem. Jedná se o mono-
klonální protilátku 15B3, třídy IgM, která 
reaguje s  bovinním, myším a  lidským 
PrPTSE [38]. 15B3 je schopna z  infikova-
ných mozkových homogenátů imuno-
precipitovat PrPTSE různě citlivý ke štěpení 
proteinázou K. Při bližší charakterizaci 
epitopu protilátky 15B3 spektrem pep-
tidů byly identifikovány vazebné sekvence 
142–148, 162–170 a 214–226 bovinního 
PrP (tab. 1). Jedná se tedy o epitop slo-
žený, který podle autorů vzniká buď aso-
ciací dvou nebo více molekul prionového 
proteinu, nebo strukturálními změnami 
v rámci jedné molekuly PrP [38]. Protilátka 
byla patentována, nicméně se od té doby 
neobjevila ani na trhu s diagnostickými 
testy, ani v  jiné vědecké práci zaměřené 
na použití v diagnostice. Až v roce 2008 
Biasini et al ve studii na mutantních for-
mách PrP konformačně specifickými pro-
tilátkami uveřejnili, že protilátka 15B3 má 
mnohem širší reaktivitu, než se původně 
myslelo [50]. Vedle proteáza rezistent-
ních i senzitivních forem PrPTSE z infikova-
ných vzorků je 15B3 schopna imunopre-
cipitovat i neinfekční prionové agregáty, 
které se spontánně tvoří u  neinfikova-
ných transgenních myší s  nadprodukcí 
PrP a  s  inserčními, delečními nebo sub-
stitučními mutacemi genu pro PrP. Au-
toři ve své studii šli ještě dále a zjistili, že 
15B3 je schopna detekovat i uměle preci-
pitovaný PrPC z mozkových homogenátů 
zdravých „wild type“ myší nebo agrego-
vanou formu rekombinantního (neinfekč-
ního) PrP [50].

Hybridní IgG protilátky
V roce 2004 Moroncini et al připravili dvě 
hybridní protilátky obsahující peptidy PrPC 
schopné specificky vázat PrPTSE  [51]. Au-
toři nejprve identifikovali sekvence, kte-
rými se PrPC váže na molekulu PrPTSE [52]. 
Vazebné sekvence 89–112 a  136–158 
myšího PrPC pak vložili do recipientní pro-
tilátky IgG1 12b [53] v oblasti determinu-
jící komplementaritu na těžkém řetězci. 
Takto připravené rekombinantní protilátky 
IgG 89–112 a IgG 136–158 imunoprecipi-
tovaly myší, lidský a křeččí PrPTSE, ale ne 
rozpustný PrPC [51]. O několik let později 
se stejná laboratoř pokusila zmapovat va-
zebná místa PrPC na PrPTSE přípravou hyb-
ridních protilátek obsahujících postupně 
peptidy celé sekvence myšího prionového 
proteinu (moPrP23–231)  [54]. Z 20 při-
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pravených protilátek s PrPTSE specificky re-
agovaly pouze tři: nově IgG 19–33 a IgG  
89–112 a  136–158 identifikované již 
v  roce 2004 Moroncinim et al (tab. 1). 
Všechny tři konformačně specifické hyb-
ridní protilátky reagovaly, stejně jako 
15B3, i  s  agregáty neinfekčního PrPC 
a s agregáty neinfekčního rekombinant-
ního PrP [50].

Tyr-Tyr-Arg protilátky
Další konformačně specifické protilátky 
vznikly imunizací peptidem obsahujícím 
aminokyselinový motiv Tyr-Tyr-Arg (Glu), 
který se nachází na třech místech mole-
kuly PrP a je u savců mezidruhově konzer-
vativní (tab. 1). Tyrosinové zbytky motivu 
Tyr-Tyr-Arg jsou v  molekule PrPC orien-
továny dovnitř, zatímco u PrPTSE jsou ex-
ponovány na povrch [43] a  představují  
PrPTSE-specifický epitop. Získané protilátky 
selektivně imunoprecipitují PrPTSE z infiko-
vaných myších, křeččích, ovčích, bovin-
ních a  lidských mozkových homogenátů, 
avšak vedle PrPTSE rozeznávají i nefyziolo-
gicky složený a proteáza-senzitivní prio
nový protein [43]. Protilátky se na trhu 
s diagnostickými testy neobjevily, nicméně 
motiv konformačně specifického epitopu 
Tyr-Tyr-Arg využila v  roce 2009 skupina  
S. Nappera, která se pokusila vyvinout vak-
cínu proti prionovým chorobám. Autoři 
nejprve optimalizovali epitop ovčího pri-

onového proteinu obsahujícího motiv Tyr- 
-Tyr-Arg tak, aby došlo k dostatečně silné 
imunitní odpovědi a  zároveň nedošlo 
k aktivaci imunitního systému vůči PrPC. 
Po ukončení imunizace byla u ovcí zazna-
menána PrPTSE specifická imunitní odpo-
věď, specifické protilátky třídy IgG byly 
stanoveny v  séru, mozkomíšním moku 
a mukózních sekretech a žádná z  imuni-
zovaných ovcí nevykazovala autoimunitní 
reakci proti PrPC [44]. Nicméně účinnost 
této vakcíny v prevenci a léčbě prionových 
chorob nebyla zatím prokázána.

V5B2
Imunizaci konformačně specifickými pep-
tidy využila i  skupina profesorky Šerbe-
cové k přípravě protilátky V5B2 [55]. Ze 
studií zaměřených na identifikaci PrPTSE-
-specifických epitopů vybrali tři peptidy 
ze sekvence lidského PrP (P1: 214–226,  
P2: 167–179 a P3: 139–150), které po-
užili k  imunizaci BALB/c myší. Z  připra-
vených protilátek třídy IgG nejlépe rea-
govala protilátka V5B2 namířená proti 
C terminální části lidského PrP (sekvence  
214–226) (tab. 1). V5B2 se zpočátku 
zdála reagovat PrPTSE specificky: roze-
znávala CJN+ mozkové homogenáty de-
tekované dot blotem nebo ELISOU od  
CJN-vzorků, se kterými nereagovala. Na 
rozdíl od většiny ostatních konformačně 
specifických protilátek nereagovala V5B2 

s agregovaným ani s rozpustným rekom-
binantním lidským nebo bovinním PrP 
(23–230), reagovala pouze s peptidem P1 
(214–226) [55]. Další několikaletou prací 
s protilátkou V5B2 však bylo zjištěno, že 
protilátka nerozeznává PrPTSE od PrPC na 
základě konformačních rozdílů, ale pouze 
rozeznává fragment molekuly PrPC zakon-
čený aminokyselinou 226 [56].

OCD4 a g5p
V roce 2004 dokázali Zou et al specificky 
rozlišit PrPTSE od PrPC pomocí anti-DNA 
protilátek a genového proteinu 5 (g5p). 
Ke studii použili monoklonální protilátku 
OCD4 namířenou proti jaderné DNA 
a  g5p používaný k  detekci jednořetěz-
cové DNA [57]. OCD4 a g5p rozlišovaly 
komplex DNA-PrPTSE, který se u PrPC ne-
vyskytuje. Studie interakcí rekombinant-
ního PrP s nukleovými kyselinami ukázaly, 
že DNA je schopna konvertovat α heli-
kální strukturu C terminální části priono-
vého proteinu do β skládaného listu [58]. 
Podle autorů studie dochází v  této části 
molekuly vlivem konformačních změn 
prionového proteinu ke tvorbě stabil-
ního komplexu DNA-PrPTSE a vazba není 
zrušena ani působením nukleázy (benzo-
názy), ani působením proteinázy K  [57]. 
OCD4 a g5p specificky imunoprecipito-
valy PrPTSE z mozkového homogenátu pří-
padů s C JN, zatímco s  negativními ho-

Tab. 1. Pozice epitopů známých konformačně specifických protilátek proti prionovému proteinu.
Srovnané aminokyselinové sekvence lidského (Homo sapiens, NP_001073592), hovězího (Bos taurus, DAA23426) a myšího 
(Mus musculus, NP_035300) prionového proteinu s barevně zvýrazněnými epitopy konformačně specifických protilátek. Podtr-
žené sekvence na začátku a konci molekuly představují signální peptidy, které jsou odštěpeny v průběhu postranslačních mo-
difikací. Primární struktura prionového proteinu je vysoce konzervovaná, hvězdička ukazuje úplnou shodu mezi jednotlivými 
druhy, tečka, dvojtečka a mezera pak upozorňuje na rozdíly mezi živočišnými druhy. Většina známých epitopů konformačních 
protilátek se nachází na C koncové polovině molekuly prionového proteinu. Konformační protilátky obvykle nejsou druhově 
specifické a rozeznávají PrPTSE více živočišných druhů (tab. 2).
Tab. 1

Homo sapiens --MANLGCWMLVLFVATWSDLGLCKKRPKPGG-WNTGGSRYPGQGSPGGNRYPPQGGGGWGQPHGGGWGQPHGGGWGQPHGGGWGQPHGGGWGQ------ 91
Bos taurus MVKSHIGSWILVLFVAMWSDVGLCKKRPKPGGGWNTGGSRYPGQGSPGGNRYPPQGGGGWGQPHGGGWGQPHGGGWGQPHGGGWGQPHGGGWGQPHGGGG 100
Mus musculus --MANLGYWLLALFVTMWTDVGLCKKRPKPGG-WNTGGSRYPGQGSPGGNRYPPQGG-TWGQPHGGGWGQPHGGSWGQPHGGSWGQPHGGGWGQ------ 90 
                   ::::*:*:*.***::*:*:*********** ************************ :***************.*******.***********      

Homo sapiens  --GGGTHSQWNKPSKPKTNMKHMAGAAAAGAVVGGLGGYMLGSAMSRPIIHFGSDYEDRYYRENMHRYPNQVYYRPMDEYSNQNNFVHDCVNITIKQHTV 189
Bos taurus  WGQGGTHGQWNKPSKPKTNMKHVAGAAAAGAVVGGLGGYMLGSAMSRPLIHFGSDYEDRYYRENMHRYPNQVYYRPVDQYSNQNNFVHDCVNITVKEHTV 200
Mus musculus  --GGGTHNQWNKPSKPKTNLKHVAGAAAAGAVVGGLGGYMLGSAMSRPMIHFGNDWEDRYYRENMYRYPNQVYYRPVDQYSNQNNFVHDCVNITIKQHTV 188
                   :****.***********:**:*************************:****.*:*********:**********:*:***************:*:***

Homo sapiens  TTTTKGENFTETDVKMMERVVEQMCITQYERESQAYYQ--RGSSMVLFSSPPVILLISFLIFLIVG 253
Bos taurus  TTTTKGENFTETDIKMMERVVEQMCITQYQRESQAYYQ--RGASVILFSSPPVILLISFLIFLIVG 264
Mus musculus  TTTTKGENFTETDVKMMERVVEQMCVTQYQKESQAYYDGRRSSSTVLFSSPPVILLISFLIFLIVG 254
                 *************:***********:***::******:  *.:*::********************

MAbs: 15B3 ---; IgG 19-33 ---; IgG 89-112 ---; IgG 136-158 ---;YYR ---; V5B2 ---; P1:1 ---; 6H10 ---; PRIOC1 ---, PRIOC3 ---  
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mogenáty ani s  homogenáty z  jiných 
neurologických případů (např. AD) nerea
govaly. Protilátka OCD4 byla schopná de-
tekovat jak různé kmeny lidských prio
nů (sporadickou, dědičnou i  získanou 
formu CJN a případy GSS), tak i různé zví-
řecí prionové kmeny (bovinní, ovčí, jelení, 
křeččí a myší). Zhruba 20 % PrPTSE imuno-
precipitovaného pomocí OCD4 bylo pro-
teáza-senzitivní [57].

P1:1
Jones et al použili k  přípravě protilátek 
agregovaný peptid 106–126 lidského 
PrP [47]. Jedná se o centrální část prio-
nového proteinu, která je u savců mezi-
druhově vysoce konzervovaná (tab. 1) 
a která během konformačních změn mění 
svoji strukturu z neuspořádané na struk-
turu β skládaného listu. Imunizací Prnp0/0 
myší agregovaným peptidem 106–126 
sekvence lidského PrP byla získána mo-
noklonální protilátka P1:1 třídy IgM, která 
v nativních podmínkách selektivně imu-
noprecipitovala PrPTSE z  lidských tkání. 
S negativními kontrolami ani s  tkáněmi 
pacientů s jinými neurologickými diagnó-
zami P1:1 nereagovala. Protilátka byla 
navíc schopna rozlišovat mezi typem 1 
a 2 lidských prionových onemocnění cha-
rakterizovaných rozdílnou elektroforetic-
kou mobilitou PrPres [59]. Autoři nicméně 
neprovedli testy reaktivity P1:1 s agrego-
vaným rekombinantním (neinfekčním) 
prionovým proteinem ani s uměle agre-
govaným neinfekčním PrPC v homogená-
tech zdravých mozků.

6H10
Horiuchi et al připravili monoklonální pro-
tilátky třídy IgG imunizací Prnp0/0 myší 
nedenaturovaným PrPTSE, purifikovaným 
z  infikovaného myšího mozkového ho-
mogenátu. Jedna z protilátek, 6H10, rea
govala s nedenaturovaným myším PrPTSE, 
ale ne s  rekombinantním myším PrP ani 
s denaturovaným PrPTSE [48]. 6H10 speci-
ficky imunoprecipitovala PrPTSE z myších, 
ovčích a bovinních mozkových homoge-
nátů před štěpením proteinázou K  i po 
něm, zatímco s neinfikovanými homoge-
náty nereagovala. V  reakci na Biasiniho 
studii otestovali autoři protilátku 6H10 
i s agregovaným rekombinantním priono-
vým proteinem a jeho C terminálním frag-
mentem (PrP23–231, resp. PrP89–231),  
se kterými protilátka nereagovala. 6H10 
reagovala s mozkovou tkání infikovaných 

myší na histoblotu před štěpením protei-
názou K  i po něm. Reaktivita 6H10 byla 
výrazně redukována autoklávováním his-
toblotu, během kterého došlo pravdě-
podobně ke zrušení PrPTSE specifického 
epitopu. Podobně reaktivita 6H10 po-
stupně slábla se zvyšující se koncentrací 
denaturačního činidla guanidin hydro-
chloridu. Při snaze o bližší charakterizaci 
vazebného epitopu autoři prokázali, že se 
jedná o složený, PrPTSE-konformačně spe-
cifický epitop (tab. 1), jehož částí jsou ně-
které aminokyseliny C konce molekuly PrP 
(sekvence 215–228).

W261
Purifikovaný PrPTSE k přípravě konformačně 
specifických protilátek použili i Petsch et 
al v roce 2011 [49]. Autoři izolovali PrPTSE 
z infikovaných myších mozkových homo-
genátů vysrážením s kyselinou fosforeč-
no-wolframovou a použili ho k imunizaci 
Prnp0/0 myší. Jedna z připravených proti-
látek, W261, třídy IgG, selektivně imu-
noprecipitovala PrPTSE z myších, křeččích, 
ovčích, jeleních a lidských mozkových ho-
mogenátů, zatímco se vzorky tkání zdra-
vých jedinců nereagovala. Izolovaný PrPTSE 
byl částečně odolný vůči štěpení proteiná-
zou K. Autoři ve snaze ukázat použitel-
nost protilátky W261 k diagnostickému 
testování zavedli sendvičovou ELISU, kde 
jako vyvazující protilátku použili W261 
a  k  detekci běžně používanou anti-PrP 
protilátku 6H4 konjugovanou s  peroxi-
dázou. Následnou chemiluminiscencí byl 
bez použití proteinázy K detekován prio-
nový protein z  infikovaných ovčích (scra-
pie) a lidských (variantní CJN) mozkových 
homogenátů, ale ne ze zdravých kontrol-
ních vzorků. Autoři však nevylučují, že by 
W261 mohla vázat i neinfekční agregáty 
prionového proteinu [49].

PRIOC
Další skupina se pokusila připravit PrPTSE 
specifické protilátky imunizací Prnp0/0 myší 
infikovaným myším mozkovým homoge-
nátem štěpeným proteinázou K a adsor-
bovaným na magnetické mikropartikule 
(Dynabeads). Byly tak připraveny mono-
klonální protilátky PRIOC 1–4, třídy IgM, 
schopné detekovat rozpustné oligomery 
PrPTSE a dalších amyloidogenních proteinů, 
ale ne jejich monomery [60]. Při bližším ur-
čování epitopu nebyly protilátky schopny 
vázat rekombinantní ani buněčný PrP, 
ale byly schopny vázat kratší syntetické 

peptidy. PRIOC 1 a  2 rozeznávaly sek-
venci PrP90–109 a PRIOC 3 a 4 sekvenci 
PrP170–189 (tab. 1). Protilátky selek-
tivně vyvazovaly nativní (nedenaturovaný) 
PrPTSE z  myších (RML) a  lidských (vCJN) 
mozkových homogenátů před  proteo-
lýzou i po ní, zatímco se zdravými kon-
trolami nereagovaly. Žádná z protilátek 
překvapivě nereagovala s  tkáněmi pří-
padů sporadické CJN. Autoři dále vyvinuli 
sendvičovou ELISU k  detekci oligomerů 
PrPTSE v  nedenaturujících podmínkách. 
PRIOC protilátku ukotvili na stěnu des-
tičky a po vyvázání antigenu z RML infiko-
vaného mozkového homogenátu použili 
tutéž protilátku k detekci v biotinylované 
formě. Všechny čtyři protilátky dobře de-
tekovaly oligomery PrPTSE, ale s monomery 
PrP nedávaly žádný signál. Stejný systém 
byl použit i k testování rekombinantního 
prionového proteinu, protilátky deteko-
valy pouze rozpustné oligomery recPrP, 
s  monomery ani s  nerozpustnými fibri-
lami recPrP nereagovaly. Podobných vý-
sledků bylo za použití PRIOC protilátek 
dosaženo i při detekci oligomerů peptidu 
amyloidu β (Aβ) a α synukleinu [60]. Pro-
tilátky schopné rozeznat rozpustné oligo-
mery amyloidogenních proteinů byly při-
praveny i  jinou skupinou v  roce 2003. 
Kayed et al připravili oligomer-specifické 
polyklonální sérum imunizací králíků syn-
tetickými oligomery peptidu Aβ  [61]. 
Sérum nereagovalo s monomery ani s fib-
rilami amyloidu β, ale reagovalo s oligo-
mery α synukleinu, amylinu (IAPP), poly-
glutaminu, lysozymu, lidského inzulinu 
a  prionového peptidu 106–126. Autoři 
ve studii uvedli, že všechny výše zmíněné 
rozpustné oligomery sdílejí stejnou kon-
formačně-dependentní strukturu, která je 
nezávislá na sekvenci [61].

Závěr
Použití konformačně specifických pro-
tilátek by vedle detekce proteáza-rezis-
tentního PrPres umožnilo detekovat i pro-
teáza-senzitivní formy PrPTSE, které se 
u některých případů prionových onemoc-
nění zdají být jediným zdrojem patoge-
neze i diagnostické informace. Protilátek 
schopných rozeznat proteáza-senzitivní 
PrPTSE byla za posledních 15 let vyvinuta 
celá řada (tab. 2), nicméně otázkou zů-
stává jejich využití v  praxi. Jejich užití 
pro detekci senPrPTSE v  mozkové tkáni 
při post mortem diagnostice priono-
vých chorob je limitováno nutností pou-
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verzálního testování dárců krve se nezdá 
být ve většině států světa za současné si-
tuace praktické. Epidemiologická data 
nenaznačují, že by transfuze krve hrála 
důležitou úlohu v přenosu klasické CJN 
a počet úmrtí na vCJN ve Velké Británii se 
od roku 2005 drží na pěti a méně přípa-
dech ročně. Navíc přes prokázanou pře-
nositelnost vCJN krevní transfuzí [7] zatím 
nedochází k nárůstu počtu takto způso-
bených případů. Kromě vysokých nákladů 
by univerzální testování přineslo i nemalé 
etické problémy spojené s  informováním 
zdravého dárce o možnosti, že má neléči-
telnou neurodegenerativní chorobu. Nic-
méně to v žádném případě neznamená, 
že by se vědecká komunita neměla snažit 
o co nejrychlejší vývoj preklinického testu 
pro prionová onemocnění. Probíhající epi-
demie chronického chřadnutí (CWD) je-
lenovité zvěře v Severní Americe a obavy 
z možného přenosu CWD na hospodář-
ská zvířata a člověka naznačují, že s prio
novými chorobami je nutné počítat i do 
budoucna. 

Samostatnou kapitolu tvoří otázka 
možného terapeutického použití PrPTSE 
specifických protilátek. Řada protilátek 
proti různým epitopům PrPC byla schopna 
inhibovat propagaci prionů in vitro a vy-
léčit priony infikované buněčné kul-
tury [68]. Některé z protilátek byly navíc 
schopné prodloužit dobu přežití experi-
mentálně infikovaných zvířat, zejména 
pokud byly podány profylakticky [69]. 
Předpokládá se, že vazba protilátky na 
PrPC ovlivňuje dynamiku jeho interakce 

takové modifikace je glykace, neenzyma-
tická reakce redukujících cukrů s volnými 
aminoskupinami proteinů, jež pro svou 
pomalou rychlost může preferenčně mo-
difikovat stabilní amyloidová depozita 
PrPTSE, zatímco PrPC zůstává pro svůj krátký 
buněčný poločas neglykovaný [62,63]. 
Protilátky specifické pro glykovaný PrPTSE 
by pak mohly být použitelné pro jeho de-
tekci i za denaturujících podmínek [64], 
např. pomocí western blotu. Obrovským 
pokrokem, který by mohly přinést kon-
formačně specifické protilátky, by byla ru-
tinní detekce senPrPTSE v krvi nebo moz-
komíšním moku pacientů umožňující 
potvrzení diagnózy před smrtí pacienta. 
Tyto tkáně zřejmě obsahují jen nepatrné 
množství PrPres, avšak obsah senPrPTSE by 
v  nich mohl být vyšší [26]. Včasná dia
gnóza je nezbytným předpokladem pro 
vývoj a posléze i  implementaci dnes ne-
existující účinné terapie. V  současnosti 
se v diagnostice prionových chorob začí-
nají uplatňovat vysoce rozlišující zobrazo-
vací metody, jako jsou různé formy mag-
netické rezonance [65,66], avšak ani ty 
se neobejdou bez potvrzení nálezu kon-
firmačním testem. Další oblastí, kde by 
spolehlivý pre mortem test měl hrát dů-
ležitou úlohu, je prevence možného no-
zokomiálního šíření prionových chorob 
v  rámci invazivních lékařských zákroků, 
například v neurochirurgii. V naší repub-
lice jsou na přítomnost PrPTSE povinně 
vyšetřováni všichni dárci oční rohovky, 
všechny vyšetřené vzorky byly zatím nega-
tivní [67]. Na druhou stranu zavedení uni-

žití nedenaturujících technik zachováva-
jících konformaci senPrPTSE. Bohužel tyto 
techniky, např. imunoprecipitace, jsou 
často méně robustní a mohou vést k fa-
lešným výsledkům. Vše navíc komplikují 
vlastnosti buněčného prionového pro-
teinu, PrPC, a jeho ochota tvořit po solu-
bilizaci membrán agregáty v nedenaturu-
jícím prostředí. U většiny konformačních 
protilátek proti PrPTSE bylo prokázáno, že 
vážou také agregovaný neinfekční PrP, 
a tudíž mohou poskytnout falešně pozi-
tivní výsledky. Zdá se tedy, že širšímu po-
užití konformačně specifických protilá-
tek v diagnostice prionových chorob stojí 
v cestě především vývoj odpovídající de-
tekční techniky. Za nadějné lze považovat 
v publikacích popsané ELISA testy [51,61], 
ale i ty čeká důsledná validace s klinickými 
vzorky. Za v současné době nejpropraco-
vanější metodu schopnou detekce sen-
PrPTSE lze považovat „Conformation De-
pendent Immunoassay – CDI“ vyvinutý 
Jiřím Šafářem et al [23,24]. Metoda CDI 
je založena na opačném přístupu, využívá 
protilátku 3F4, která rozeznává PrPC, ale 
v molekule PrPTSE je její epitop skryt. Epi-
top v molekule PrPTSE lze odkrýt denatu-
rací vzorku. Rozdíl signálu mezi denaturo-
vaným a nativním vzorkem pak odpovídá 
množství PrPTSE včetně senPrPTSE ve vzorku. 
Pro vzorky normálních tkání je tento roz-
díl nulový. Alternativou ke konformačně 
specifickým testům by mohlo být nalezení 
kovalentní modifikace prionového pro-
teinu, která by byla specifická pro PrPTSE 
a u PrPC by se nevyskytovala. Kandidátem 

Tab. 2. Přehled konformačně-specifických protilátek proti PrPTSE.

Název protilátky Třída Specificita (PrP) Epitop Autor Citace
15B3 IgM bo, mo, hu diskontinuální, Korth et al 38

142–148, 162–170, 214–226

IgG 19–33 IgG 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 protilátky IgG, IgM mo, hu, ha, bo, ov 149–151, 162–164, 225–227 Paramithiotis et al 43

V5B2 IgG hu, bo, ov 214–226 Curin Serbec et al 55

OCD4 mo, hu, ha, bo, ov, d DNA-PrPTSE Zou et al 57

P1:1 IgM hu 106–126 Jones et al 47

6H10 IgG mo, bo, ov diskontinuální, obsahuje 215–228 Horiuchi et al 48

W261 IgG mo, hu, ha, ov, d C terminus Petsch et al 49

PRIOC 1 a 2 IgM mo, hu 90–109 Tayebi et al 60

PRIOC 3 a 4 IgM mo, hu 170–189 Tayebi et al 60

bo – bovinní, mo – myší, hu – lidské, ha – křeččí, ov – ovčí, d – jelení
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s PrPTSE. Tím dojde k zpomalení propagace 
PrPTSE a buňka získá čas na jeho odbou-
rání. Terapeutické použití protilátek proti 
PrPC je však spojeno s nebezpečím, že vy-
vázání buněčného PrPC povede vzhledem 
k  jeho nejasné fyziologické úloze k ne-
předvídatelné a potenciálně nebezpečné 
reakci organizmu. Intracerebrální aplikace 
PrPC protilátek, ale i  jejich F(ab)2 a F ab 
fragmentů vedla u  transgenních myší 
k neurodegeneraci [70]. Toto nebezpečí 
by mohlo pomoci překlenout právě po-
užití PrPTSE specifických protilátek, které 
se na normální PrPC v těle neváží. Samo-
zřejmě i v tomto případě by komplikujícím 
faktorem terapie zůstala nutnost překo-
nání hematoencefalické bariéry. Přes tyto 
problémy zůstává vývoj imunoterapie pro 
prionové choroby, ale i pro ostatní neuro-
degenerativní proteinopatie velmi naděj-
nou a atraktivní možností [71].

Závěrem lze shrnout, že konformačně 
specifické protilátky detekující senPrPTSE 
představují perspektivní nástroj, který by 
měl pomoci nejen s  diagnostikou pro-
teáza-senzitivní prionopatií, ale i  s  de-
tekcí prionů u preklinických případů CJN, 
a umožnit tak prevenci nozokomiálního 
přenosu prionových chorob a zároveň zís-
kat čas pro aplikaci dnes chybějící účinné 
terapie.
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