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1. Priony

1.1 Uvod

Transmisivni spongiformni encefalopatie (TSES), znamé také pod ozna¢enim prionové
choroby, predstavuji skupinu fatalnich neurodegenerativnich onemocnéni, ktera se tykaji
nejenom zvifat, ale také ¢lovéka. Podle pficiny 1ze TSEs rozdélit na sporadické, familiarni a
ziskané. Snad Kk nejznamé&jSim prionovym chorobam patii bovinni spongiformni
encefalopatie u hovéziho dobytka a Creutzfeldt-Jakobova choroba u ¢lovéka. Ackoliv
prionové choroby nepatii mezi bézna onemocnéni S vysokou incidenci, nelze je brat na
lehkou vahu, nebot’ stale jesté existuji nezodpoveézené otazky, jejichz odpovedi jsou dulezité
nejenom z hlediska védeckého, ale také z hlediska nastaveni vhodné 1écby — v soucasné dobé

totiZ neexistuje pro tyto neurodegenerativni choroby zadny Iék.

Za puvodce transmisivnich spongiformnich encefalopatii jsou v souladu s prionovou
hypotézou povazovany priony jakozto proteinové infekéni Castice prosté kodujici nukleové
kyseliny, jez pravdépodobné sestavaji vyhradné z modifikovaného proteinu, ktery
oznatujeme jako PrPS¢. Predpoklada se, ze tato patologicka izoforma vznika konverzi
normalniho prionového proteinu (PrPC), ktery se bézné vyskytuje v buiikach fady savéich

tkani.

V soucasné dob¢ je prionova hypotéza, znama také jako ,,protein-only* hypotéza,
vSeobecné ptijimana, ackoliv kvili své kontroverznosti dlouha 1éta Celila jisté skepsi. Byly
proto navrhovany i teorie alternativni ve snaze lépe objasnit nékteré neobvyklé vlastnosti
infekéniho agens, jako je napiiklad existence prionovych kmenil. Snahy o ukonceni dohada
vedly ke shodnému zavéru, ze prionova hypotéza bude prokazana tehdy, az se podafi

uspésné vytvorit infekéni agens in vitro.



1.2 PRNP gen

Lidsky gen, ktery koduje bunéény prionovy protein, se nazyva PRNP a je umistén na
kratkém raménku 20. chromozomu, konkrétné v misté 20p12, a obsahuje dva exony, z nichz
pravé ten vétsi nese kompletni otevieny éteci ramec, ktery koduje prionovy protein (Imran a
Mahmood, 2011b; Jeong a Kim, 2014).

Dosud bylo v otevieném ¢tecim ramci PRNP genu zaznamenano vice nez 30 mutaci a
K tomu jesté mnoho polymorfismi. Tyto mutace jsou pii¢inou vzniku dédi¢nych prionovych
chorob, mezi které tadime familiarni Creutzfeld-Jakobovu chorobu (fCJD), Gerstmann-
Stréussler-Scheinkertiv syndrom a fatalni familiarni insomnii. Pfikladem bé&znych mutaci
mohou byt E200K a V1801, ob¢ spojené s fCID. Co se tyka polymorfismii, velmi dulezitou
roli hraji tzv. jednonukleotidové polymorfismy v kodonech 129 a 219, které maji zna¢ny vliv
na citlivost k prionovym chorobam. Tak napiiklad v kodonu 129 je kddovan bud’ metionin,
nebo valin, coZ nam poskytuje tii mozné varianty — MM, MV a VV, pficemz mezi pacienty
jasné prevladaji homozygoti. Nejvice oc€ividné je to u piipadid nové varianty Creutzfeld-
Jakobovy choroby, kdy byli vsichni pacienti v tomto kodonu homozygotni na metionin
(Takada a Geschwind, 2013; Jeong a Kim, 2014).

V laboratornim prostiedi byly vytvofeny mysi s oznatenim Prnp®®.

Tyto mysi
postradaly PRNP gen a kromé toho, Ze u nich byly zjistény abnormality v mozkovych
synapsich, se ukazaly byt rezistentni vii¢i prionovym chorobam, coz naznacuje kli¢ovou roli
PRNP genu, respektive prionového proteinu, pii rozvoji prionového onemocnéni (Colby a

Prusiner, 2011).
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Obréazek 1: Piehled mutaci v PRNP genu zpusobujicich Creutzfeldt-Jakobovu chorobu ¢i
fatalni familiarni insomnii. OPRI a OPRD znaci inzerce a delece oktapeptidovych repetic,
GPI znac¢i glykosylfosfatidylinositol a CHO glykosyla¢ni mista spojena s asparaginem
(Jeong a Kim, 2014).

1.3 PrpP¢

PrP¢ je bunéény prionovy protein, ktery se u dospélych savcil vyskytuje v nejvétsim
mnozstvi Vv tkdni centralniho nervového systému. V nizsich koncentracich ho vsak lze najit i
jinde, naptiklad v srdci, slezing, jatrech, ledvindch ¢i v tkani gastrointestinalniho traktu
(Peralta a Eyestone, 2009). Ptitomnost této izoformy prionového proteinu je tedy ve
zdravém organismu bé&zna, prava podstata jeji fyziologické funkce vsak védcim stale unika.
V Gvahu zatim pfipadd jeden ¢i vice nasledujicich biologickych procest: metabolismus
neurotransmiterd, aktivace bunék imunitniho systému, buné¢na adheze, signalni transdukce,
metabolismus médi a ochrana buné¢k proti oxidativnimu stresu a apopt6ze (Zomosa-Signoret
et al., 2007).

Z hlediska struktury jde o glykoprotein, ktery u ¢lovéka sestava z 253 aminokyselin, a
jeho molekulovd hmotnost se pohybuje mezi 35 a 36 kDa (Dormont, 2002). V ramci
flexibilni a pomérné nestrukturované N-terminalni domény muzeme nalézt Ctyfi nebo pét
oktapeptidovych repetic, které se vyznacuji vysokou afinitou k méd’natym iontim, a N-
terminalni signalni peptid. Prvnich 22 aminokyselin N-terminalni domény je z proteinu
odstranéno po jeho transportu do endoplazmatického retikula. V centru proteinu se pak

vyskytuje hydrofobni oblast. Strukturovand C-terminalni doména obsahuje jednu



disulfidickou vazbu mezi cysteinovymi zbytky a dvé N-glykosyla¢ni mista. Poslednich 23
aminokyselin této domény je odstipnuto po piidani tzv. GPI kotvy. (Imran a Mahmood,
2011b; Acevado-Morantes a Wille, 2014).

C-konec prionového proteinu proto také hraje dulezitou roli v pfipojeni k bunéénému
povrchu. Prionovy protein se totiz vyskytuje piedev§im na vnéjsim povrchu bunék, k jejichz
vnéjSimu listu membrany je piichycen pravé prostiednictvim vySe zminéné GPI kotvy. GPI
je slozity glykolipid glykosylfosfatidylinositol, k némuz je koncova aminokyselina C-konce
extracelularniho proteinu vdzéana kovalentni vazbou (Weissmann et al., 2002). Prionové
proteiny ukotvené pomoci glykosylfosfatidylinositolu se koncentruji v tzv. raftovych
mikrodoménéach neboli lipovych raftech. Jedna se o ¢asti bunééné membrany, které maji ve
srovnani s jejimi neraftovymi ¢astmi ponékud jiné sloZeni, jsou bohaté na cholesterol, lipidy
a glykolipidy. Byla vsak detekovana i subpopulace neurond hipokampu, thalamu a
neokortexu, u nichz se prionovy protein nachazel ptrevazné v cytosolu (Mironov et al.,
2003).

S pomoci FTIR spektroskopie (infraéervené spektroskopie s Fourierovou transformaci)
bylo zjisténo, ze sekundarni struktura bunétného prionového proteinu sestava ze 42 % z o-

helixu a z pouhych 3 % z B-sklddaného listu (Requena a Wille, 2014).
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Obrazek 2: Uspotadani lidského prionového proteinu (Acevado-Morantes a Wille, 2014).



14 Prps

Nerozpustnost PrPS¢ spolecné s netispésnymi pokusy krystalizovat jeho heterogenni
multimery neumoziuje studium struktury tohoto proteinu metodami s vysokym
rozlisenim. I pfes tento problém vsak bylo vytvofeno hned né€kolik modeld navrhujicich
jeho molekularni strukturu. Dosavadni navrhy se vSak mezi sebou neshoduji a ani jeden
z nich neposkytuje uspokojujici vysvétleni struktury PrPS¢, Z téchto diivodi toho neni o
struktufe tohoto patogenniho proteinu ani zdaleka zndmo tolik jako je tomu v ptipadé jeho
normalni bunééné formy (Vazquez-Fernandez et al., 2012; Requena a Wille, 2014).

PrPS® se lisi od své fyziologické bun&éné formy nejen svou sekundarni a terciarni
strukturou, ale téz tvoii agregaty, je vysoce nerozpustny v detergentech neiontového
charakteru a vyznacuje se ¢aste¢nou rezistenci vaci G¢inkiim protedzy. Bylo ale zjisténo, ze
ne vsechny PrPS® molekuly jsou takto rezistentni a Ze stupefi rezistence se lisi u réiznych

druhi (Colby a Prusiner, 2011; Halliday et al., 2014).

S pomoci FTIR spektroskopie bylo zjiiténo, ze sekundarni struktura PrPS¢ sestava
2 30 % z a-helixu, ptiemz B-skladany list tvoii vyrazné vétsi procento nez v piipadé PrPC,

ato 43 % (Requena a Wille, 2014).

1.5 Konverze prionového proteinu

V soucasné dobé stale neni osvétlen piesny molekularni mechanismus zodpovédny za
tvorbu infekénich PrPS¢ konformaci, podobné jako neni objasnéna terciarni struktura této
patologické formy prionového proteinu (Supattapone, 2014). Pavodni hypotéza navrzena
Johnem S. Griffithem a Stanleym B. Prusinerem piedpoklada, ze PrPS° dokaze spustit
autokatalytickou konverzi normalniho PrP¢, jemuz vtiskne svou chybnou formu — PrP¢ se

tak pfeméni na patologickou formu, PrP%° (Acquatella-Tran Van Ba et al., 2013).

Velky pocet diikazii naznaduje, Ze pfeména endogenniho PrPC je katalyzovana malym

mnozstvim exogenniho PrPS¢. Patologicky protein miiZze jednat jako jadro, které nabira



molekuly PrP®, indukuje jejich konverzi na patologickou formu a posléze takto pfeménéné
molekuly zaclefiuje do rostouciho oligomeru. Timto zptisobem je PrPS¢ polymer postupné
prodluzovan, az dojde k jeho fragmentaci, kterou vznikne vice jader schopnych katalyzovat
konverzi dal$ich molekul PrP® (Soto, 2011; Morales et al., 2012).

V piipadé familiarni formy transmisivnich spongiformnich encefalopatii je konverze
prionového proteinu usnadnéna mutacemi v PRNP genu. U ziskanych spongiformnich
encefalopatii pak prionovou replikaci iniciuji pfenosem nabyté molekuly PrPS a u

sporadickych forem dochazi ke konverzi PrP® na PrPS¢ spontdnné (Makarava et al., 2016).

1.6 Prionové kmeny

Podobné jako struktura PrP%¢, i existence tzv. prionovych kmeni je obestfena fadou
nezodpovézenych otazek. Prionové kmeny byly poprvé pozorovany v souvislosti s
klusavkou, kdy se u koz infikovanych stejnou varkou scrapie agens vyvinuly odlisné
Klinické fenotypy. Od té doby bylo izolovano ptiblizn¢ 20 rtiznych kment z ovci a koz
postizenych touto nakazou (Liberski a Jaskolski, 2002; Solforosi et al., 2013).

S ohledem na prionovou hypotézu, kterd u prionu predpokladd absenci genetické
vybavy, je v soucasné dobé piijimana hypotéza, ze za vznikem prionovych kmenl stoji
s nejvétsi pravdépodobnosti pouze odlisné konformace PrPSC. Protoze ale zatim nejsou
k dispozici informace o struktufe PrP¢ ve vysokém rozliSeni, usuzuje se tak pouze na
zékladé odlisnych biochemickych a Dbiofyzikalnich vlastnosti jednotlivych kment
(Kretzschmar a Tatzelt, 2013). Infekce riznymi prionovymi kmeny se totiz li$i riznou
délkou inkubaéni doby, klinickymi symptomy i neuropatologickymi znaky. Puvodce Ize
klasifikovat i na zaklad¢ biochemickych parametrt jako je naptiklad podil glykosylace, mira
rezistence K proteinaze K (PK) ¢i elektroforeticka mobilita po stépeni PK (Solforosi et al.,
2013).

Napiiklad vrédmci sporadické Creutzfeld-Jakobovy choroby (sCJD) byly
identifikovany dva riizné fragmenty na proteazu rezistentniho PrPS° — typ 1 s molekularni

hmotnosti 21 kDa a typ 2 s molekularni hmotnosti 19 kDa. Dalsi studie pak poukazaly na to,



7e tyto dva typy PrP%° se mohou riizné kombinovat se tfemi PRNP genotypy (129 MM, 129
MV a 129 VV), coz umoznuje existenci celkem Sesti odlisSnych fenotypti — Sesti riznych
kmeni. Tuto klasifikaci, jejiz spravnost nebyla zatim definitivné potvrzena, navrhl Parchi et
al., ktefi spojuji pét téchto fenotypti s sCJD, Sesty fenotyp pak se sporadickou fatalni
insomnii (Gambetti et al., 2011; Poggiolini et al., 2013).

1.7 Priony u nizSich eukaryot

Brian Cox popsal vroce 1965 [PSI'] — nemendelisticky faktor v kvasince
Saccharomyces cerevisiae, ktery zvySoval G¢innost slabého ochre-supresoru SUQ5 vedouci
k chybnému ¢teni stop kodonu UAA jako kodonu kédujiciho aminokyselinu. Pozdé&ji vyslo
najevo, ze dokdze zvysit U€innost ¢teni vSech tif ,,nonsense* kodoni, tedy UAA, UAG 1
UGA. Tento faktor se ukazal byt dominantni a dédény nemendelistickym zptsobem — faktor
je fyzicky pfenaSen z jedné bunky do druhé prostiednictvim cytodukce ¢ili smisenim
cytoplazem (Liebman a Derkatch, 1999; Wickner et al., 2006; Shkundina a Ter-Avanesyan,
2007). Francois Lacroute poté o Sest let pozdé&ji objevil u Saccharomyces cerevisiae dalsi
geneticky element, ktery byl taktéz dédén nemendelistickym zpuisobem a pfenaSen mezi
bunikami cytodukci. Tento element pojmenoval [URE3] (Masison et al., 2000). V roce 1994
byl vydan ¢lanek Reeda Wicknera, v némz navrhl, Ze [URE3] a [PSI'] jsou prionové formy
kvasinkovych proteini Ure2 a Sup35. Navrh to byl sice revoluc¢ni, nicméné dobie
vysvétloval neobvyklou nemendelistickou povahu téchto genetickych elementi. Kvasinkové
priony tedy byly definovény jako proteiny, které se chovaji jako nemendelistické genetickée
elementy, jez ptenasi biologickou informaci za nepfitomnosti nukleové kyseliny (Soto a

Castilla, 2004).

Kvasinkové priony hraji roli v regulaci exprese genetické informace a mohou tak
nepfimo ovlivitovat Sirokou Skalu bunécénych procesii. Na rozdil od sav¢ich prionti vSak
mohou byt bunce i prospésné kuptikladu tim, Ze zvySuji zivotaschopnost kvasinek za
nepiiznivych podminek. Naptiklad pfitomnost [PSI'] v bufice zvySuje jeji rezistenci
k teplotnimu Soku (Shkundina a Ter-Avanesyan, 2007; Tuite a Serio, 2011). Stejné jako
savei priony existuji ve dvou formach — rozpustné a k proteaze sensitivni ¢i nerozpustné a kK

protedze rezistentni. Také bylo prokazano, ze prionovy faktor mtize byt vylécitelny, pticemz



se ale muze Vtéze buiice znovu spontdnné objevit, a také Zze zvySend exprese daného
proteinu zvysuje pravdépodobnost spontanniho vzniku jeho prionové formy (Soto a Castilla,

2004).

Vedle [PSI'] a [URE3] byly objeveny i dalsi kvasinkové priony, napiiklad [SWI'],
[OCT'], [MOT3"] ¢&i [ISP*]. Kvasinky vSak nepiedstavuji jediného zastupce nizSich
eukaryot, u néhoz byly nalezeny priony. U vieckovytrusné houby Podospora anserina byl
nalezen prion oznacovany jako [Het-s], ktery v piipadé vegetativni inkompatibility béhem
fuze hyf zabraiuje potencidlnimu pfenosu virGk usmrcenim vzniklého heterokaryonu

(Shkundina a Ter-Avanesyan, 2007; Tuite a Serio, 2011).

Existence téchto forem prionl byla védci vyuzita i ke studiu savc€ich priond, respektive

k ovéteni prionové hypotézy (Soto a Castilla, 2004).



2. Transmisivni spongiformni encefalopatie

Priony jsou tedy puvodci pienosnych spongiformnich encefalopatii, jinak také

prionovych onemocnéni, které postihuji nejenom zvirata, ale i ¢loveéka (Prusiner, 1998).

VS8echna prionova onemocnéni spojuje dlouhd inkuba¢ni doba, rychld progrese
symptomu a nevyhnutelné fatalni dopad na mozkovou tkan. Hlavni histopatologické projevy
téchto chorob se omezuji na centrdlni nervovy systém, pticemz za nejcharakteristictéjsi znak
se povazuje vakuolizace mozkové tkang, ktera byla védci poprvé popsana jiz v roce 1898
vramci studia ovei nakaZzenych klusavkou (Wang a Ma, 2013). Tento jev, ktery se
histologicky projevuje piitomnosti velmi cetnych malych vakuol v mozkové tkani a je
zodpovédny za typicky houbovity vzhled degenerované mozkové tkané, je divodem, proc se
tato skupina chorob nazyva spongiformni encefalopatie. Strukturni zmény se tykaji pievazné
Sedé kary mozkové, dochazi i ke ztraté neuront a astroglioze (Field a Peat, 1969; Macak a
Macakova, 2004). V centralnim nervovém systému se hromadi patologicka forma bunééného
prionového proteinu — PrPS¢ (Soto a Castilla, 2004). Jako klicovy klinicky projev je

Vv ptipad¢ lidskych prionovych onemocnéni shledavana demence (Caine et al., 2015).

Mezi zndmé zvifeci prionova onemocnéni patii scrapie, transmisivni encefalopatie
nork (TME), chronické chiadnuti jelenovitych (CWD), bovinni spongiformni encefalopatie
(BSE) a jeji analogie u né€kolika exotickych druhil antilop a divokych kockovitych Selem a
felinni spongiformni encefalopatiec u domestikovanych koc¢ek (FSE). Lidskd prionova
onemocnéni zahrnuji  Creutzfeldt-Jakobovu chorobu (CJD), Gerstmann-Straussler-
Scheinkeriv (GSS) syndrom, fatalni familiarni insomnii (FFI), kuru a pomérné nedavno

objevenou variabilni na protedzu senzitivni prionopatii (VPSPr) (Liberski, 2012).

Lidska prionovd onemocnéni lze rozdélit dle etiologie na sporadicka, familidrni a
ziskana. Sporadické prionové choroby jsou nejrozsitené;si (tvoii 85-95 % vSech ptipadl) a
pravdépodobné vznikaji samovolnou zménou konformace celularniho prionového proteinu
na jeho patologickou formu, vuvahu vsak pfipada i somaticka mutace v PRNP genu.
Familiarni onemocnéni jsou geneticky podminénd — zplisobuji je mutace v PRNP genu

vykazujici autozomalné¢ dominantni typ dédic¢nosti, a tvoii asi 10-15 % vSech piipadu.



Ziskana prionova onemocnéni jSOU V soucasné dobé na ustupu a tvoii tak zhruba 1-3 %
piipadi. Vznikaji bud’ jako nasledek kontaminace chirurgického nacini ¢i lékarského
materialu, nebo jako nasledek konzumace tkani nemocného jedince, zejmena tedy tkani

bohatych na prionové bilkoviny (Imran a Mahmood, 2011b; Takada a Geschwind, 2013).

2.1 Transmisivni spongiformni encefalopatie ¢lovéka

2.1.1 Kuru

Vibec prvni dokument tykajici se této choroby byl vydan védci Carletonem
Gajduskem a Vincentem Zigasem v roce 1957. O 2 roky pozdé&ji si William J. Hadlow
povsiml podobnosti mezi kuru a klusavkou, o ¢emz posléze korespondencné zpravil
Gajduska, kterého tato informace piiméla k navstéve institutu v Edinburghu, v té dob¢ centra
pro vyzkum scrapie. V roce 1965 pak Gajdusek, Gibbs a Alpers oznamili uspé$ny pienos
kuru na Simpanze intracerebralni inokulaci. V roce 1967 se kuru oficidlné stala prvni

popsanou lidskou transmisivni spongiformni encefalopatii (Alpers, 2008; Liberski, 2012.)

Kuru suzovala lid kmene Fore a jeho blizké sousedy na Uzemi Papui-Nové Guingji.
Postizeny byvaly nejvice mladé dosp€lé Zzeny a déti bez ohledu na pohlavi, coz, jak se
pozdéji ukazalo, Gzce souviselo se zvyky mistniho obyvatelstva. Lidé kmene Fore totiz
praktikovali ritualni kanibalismus, pficemz muZi konzumovali pfevazné maso, Zeny a déti
naopak vnitinosti véetné mozkové tkang, ktera byla bohatd na prionové bilkoviny (Alpers,
2008).

Nejvyraznéjsim projevem nemoci je bezesporu tremor postihujici hlavu, trup i
koncetiny, a ataxie. Oba tyto pfiznaky se prohlubuji s pribéhem nemoci a dopliuji napadné
zmény chovéni, nejCastéji v podobé emocionalni nestability a nepfiméfenych projevi
veselosti. Pfipadny intelektualni Gpadek je mozné pozorovat az v terminalnim stadiu nemoci
(Brown, 1990).

Inkubaéni doba se pohybuje pfiblizné v rozmezi od 4 do 40 let, mize byt vsak i

vyrazné delsi. V piipadé dospélych muzi postizenych touto chorobou byla inkubacni doba
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stanovena na 50 a vice let. S vladnim potla¢enim kanibalismu epidemie dle predpokladu
slabla, v dusledku dlouhé inkubaéni doby se vSak nékolik piipadt kuru vyskytlo i ve 21.
stoleti (Alpers, 2008; Mathews, 2008).

2.1.2 Creutzfeldt-Jakobova choroba

Ptipady Creutzfeldt-Jakobovy choroby byly vibec poprvé publikovany v roce 1920
Hansem G. Creutzfeldtem a Alfonsem M. Jakobem, a to nezavisle na sobé. O 2 roky pozdé&ji

pak byla tato choroba pojmenovana Waltherem Spielmeyerem (Triarhou, 2009).

Toto neurodegenerativni onemocnéni je vzacné a Casto obtizn¢ diagnostikovatelné,
nicméné by mélo byt brano v Uvahu v ptipadé progresivni demence s klinickymi nalezy
zahrnujicimi  myoklonus, zrakové poruchy a také mozeCkové a pyramidové ¢&i
extrapyramidové piiznaky, které zahrnuji omezeni hybnosti a abnormalni drzeni ¢asti téla
nebo mimovolni pohyby. V pozdnim stadiu dochézi k rozvoji akinetického mutismu, kdy
postiZzeny sice pusobi bdéle, neni vSak schopen fe¢i ani samovolného pohybu. Smrt je
nevyhnutelna a nastava casto v pribéhu 12 mésicu od pocatku onemocnéni (Mumenthaler et
al., 2008; Kojima et al., 2013). V soucasné dobé rozliSujeme celkem ¢tyfi ruzné formy
Creutzfeldt-Jakobovy choroby — sporadickou (sCJD), familiarni (fCJD), iatrogenni (iCJD) a
novou variantu (vCJD) (Degnan a Levy, 2013).

Sporadicka forma je nejdéle znamou a také nejbéznéjsi variantou Creutzfeldt-Jakobovy
choroby. Jeji celosvétova roéni incidence se udava 1-2 piipady na milion obyvatel. Nemocni

se nejéasteji nachazeji ve vékové skupiné mezi 60 a 80 lety (Kojima et al., 2013).

V5-15 % vSech ptipadi CIJD se jednd o fCJD, ktera vykazuje autozomalné
dominantni formu dédi¢nosti, a je zptisobena riznymi mutacemi v PRNP genu, z nichz asi

v

nejznaméjsi je bodova mutace E200K (Imran a Mahmood, 2011b; Degnan a Levy, 2013).

V piipad¢ iatrogenni formy onemocnéni jde o nechtény ptenos v pribéhu lékatskych ¢i
chirurgickych procedur, pfi¢emz prvni piipad, zaznamenany v roce 1974, byl zplisoben

transplantaci rohovky za pouziti §t€pu z osoby trpici sCJD. Obdobny pienos byl zjistén 1 pii
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neurochirurgickych vykonech s pouzitim kontaminovanych nastroju ¢i skrze kontaminovany

lidsky rastovy hormon (Aguzzi a Calella, 2009).

Nova varianta Creutzfeldt-Jakobovy choroby byla poprvé popséna v roce 1996 ve
Velké Britanii a z hlediska etiologie jde pravdépodobné 0 nakazu konzumaci masa
Z hovéziho dobytka infikovaného BSE. Na rozdil od ostatnich forem nemoci se nova
varianta vyskytuje u mladsich osob, prub&éh nemoci byva delsi a v pocatcich lze pozorovat

pomérné vyrazné psychické abnormality (Aguzzi a Calella, 2009; Atalay et al., 2015).

2.1.3 Gerstmann-Straussler-Scheinkeriv syndrom

Gerstmann-Straussler-Scheinkeriv syndrom byl poprvé pozorovan v roce 1936 u
pocetné rakouské rodiny. Nemoc vykazovala autozomdlné¢ dominantni typ dédiCnosti a

Vv kazdém ptipadé byla smrtelna (Park MJ et al., 2010; Imran a Mahmood, 2011b).

Tento vzacny syndrom s ro¢ni incidenci 1 piipad na 100 miliént obyvatel se typicky
projevuje pomalu postupujici cerebelarni ataxii, kterou nasleduje pozdni nastup kognitivniho
upadku. Vlivem poskozeni mozecku se mohou objevit riizné ptiznaky, napiiklad abnormalni
zpusob chiize, porucha motorické realizace fe¢i jako celku (dysartrie), nepravidelné kmitani
o¢nich kouli v klidu po pfedchozim volnim pohybu (okulérni dysmetrie), méné cetny
myoklonus, ktery se projevuje prudkymi, nepravidelnymi zaskuby svalt, ¢i spasticka
paraparéza projevujici se ochrnutim jedné poloviny téla, nejéastéji dolnich konéetin, pticemz
svaly nejsou ochablé, ale napjaté, a kladou odpor pasivnimu ohybéani. Demence se vyviji
v pozdnim stadiu nemoci (Park MJ et al., 2010; Imran a Mahmood, 2011b; Ambler, 2011;
Lukas a Zak, 2014; Vokurka a Hugo, 2015).

Pocatek nemoci se nejCastéji objevuje mezi 40. a 60. rokem zivota, miize vSak nastat
jiz ve véku 25 let. Jeji prabeh se pohybuje mezi 3 a 8 ¢i vice lety, primérnéd doba trvani vSak
byva 5 let. Ve srovnani s CJD, pribéh GSS je vyrazné delsi (Park MJ et al., 2010; Takada a
Geschwind, 2013).
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Jako dédi¢na prionova choroba je spojena s mutacemi v PRNP genu, pfi¢emz se hovofi
pfinejmensim o 15 riznych mutacich. Konkrétné jde o bodové mutace v kodonech 102, 105,
117, 131, 145, 160, 187, 198, 202, 211, 212, 217, 226 a 227 a 0 inzeréni mutace 8 a 9
oktapeptidovych repetic. (Bechtel a Geschwind, 2013; Jeong a Kim, 2014). Nejbézng&jsi
pticinou GSS je mutace v kodonu 102, konkrétné P120L (Imran a Mahmood, 2011b).

Druh mutace ma vliv na délku trvani nemoci i jeji pfiznaky. V nékterych piipadech
byly namisto ataxie jakozto primarniho znaku pozorovany zmény chovani a brzka demence

(Takada a Geschwind, 2013; Bechtel a Geschwind, 2013).

2.1.4 Fatalni familiarni insomnie

Fatalni familiarni insomnie je velmi vzacné prionové onemocnéni, které bylo popsano
Vv roce 1986, pticemz do roku 2011 bylo zaznamenano téméf 40 postizenych rodin z riznych

zemi po celém svéte (Imran a Mahmood, 2011Db).

Tato choroba také vykazuje autozomaln¢ dominantni typ dédi¢nosti, jeji pfi¢inou je
vsak jedina bodova mutace v PRNP genu, ktera vede k zaméné asparaginu za kyselinu
asparagovou. Tato mutace je jeSté navic asociovana s metioninovym kodonem 129 na témze
chromozomu a haplotyp tak nese oznaceni D178N-129M (Mastrianni et al., 1999; Takada a
Geschwind, 2013). Existuji vSak 2 genotypy — 129 MM (Met/Met) a 129 MV (Met/Val),

mezi nimiz byly pozorovany mensi rozdily v pribéhu choroby (Imran a Mahmood, 2011b).

Hlavnim klinickym pfiznakem, jak uz nazev nemoci napovida, je insomnie. Tato
porucha no¢niho spanku mize byt doprovazena fadou dalSich symptomt, naptiklad ataxii,
dysartrii, dysfagii, myoklonem ¢i pyramidovymi pfiznaky. V zadvéru onemocnéni dochézi
k rozvoji demence a nakonec i Uumrti pacienta (Tabarnero et al., 2000; Mac¢ak a Mac¢akova,
2004; Jeong a Kim, 2014). V pitipadé homozygoti (129 MM) jsou Vv pocatku nemoci
pozorovany spise autonomni poruchy a insomnie, pfi¢emz nemoc u nich trva kratsi dobu —
casto méné nez 1 rok. Naopak u heterozygotli (129 MV) pievazuje v pocatku ataxie

s dysartrii a nemoc miva delsi prib&h nez u homozygotnich pacientt (Cortelli et al., 1999).
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Fatalni familiarni insomnie se rozviji mezi 20. a 72. rokem zivota, pfi¢emz pramérny
vék byva 50 let. Primérna doba trvani této nemoci je 18,4 mésici, muze se vSak pohybovat

Vv rozmezi 6 az 33 meésict (Jeong a Kim, 2014).

V roce 1999 byli poprvé zaznamenéni pacienti, ktefi po klinické i neuropatologické
strance vykazovali fatalni familiarni insomnii, postradali vSak pozitivni rodinnou anamnézu
a mutaci v PRNP genu. Nemoc ziskala nazev sporadickd fatalni insomnie (Imran a
Mahmood, 2011b).

2.1.5 Variabilni na protedzu senzitivni prionopatie

V roce 2008 byla celkem u 11 pacientll zaznamendna atypickd demence, pfiCemz
v§ichni nemocni jedinci byli homozygotni pro valin v kodonu 129 a vice nez polovina z nich
méla pozitivni rodinnou anamnézu, co se demence tyce. V mozkové tkani zemfielych byla
navic piekvapivé zjisténa piitomnost PrPS citlivého k proteinaze K (Imran a Mahmood,
2011b; Zou et al., 2013).

S novymi piipady ptfibylo poznani, Ze se tato prionova choroba nevyhyba ani jedincim
s genotypy 129 MM a 129 MV a Ze dany genotyp méa vliv na miru citlivosti abnormalniho
PrPS¢ k proteolyze, coz pfineslo nemoci kompletni nazev — variabilni na protedzu senzitivni
prionopatie (VPSPr). Do roku 2014 vzrostl pocet ptipadit VPSPr na 30, pficemz 62 % z nich
bylo detekovano u pacientti s genotypem 129 VV (Diack et al., 2014).

2.2 Transmisivni spongiformni encefalopatie zvirat

2.2.1 Scrapie

Scrapie, u nds znama také jako klusavka ¢i drbavka, je nejdéle zndma transmisivni
spongiformni encefalopatie, jez byla zaznamenana ve Velké Britanii jiz vroce 1732
(Plummer, 1946). Nazev scrapie, resp. drbavka, vystihuje jeji charakteristicky ptiznak
V podobé urputného drbani, ptipadné hryzani a odirani se o rizné predméty, ¢imz infikovana

zvitata reaguji na podrazdéni kize. Zmény v chovani nemocnych zvifat, tremor, obtizna a
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bolestivd lokomoce, ataxie, Spatna koordinace a paréza, ktera muze vyustit az v paraplegii,
patii k hlavnim projeviim degenerace v rdmci centralni nervové soustavy (Plummer, 1946;
Imran a Mahmood, 2011a).

Ptirozen¢ se klusavka vyskytuje u ovci a koz, ve stddé je pak nemoc udrzovana
v disledku horizontalniho ptenosu, pravdépodobné prostiednictvim exkreti a sekreti,
v nichz bylo PrP%° identifikovano. V piipadé ovci plati, Ze nachylnost k této nemoci je silné
zavisla na ov¢im PrP genotypu. U koz je tato zavislost naopak vyrazné mensi. Choroba se
Vv piipadé ovci rozviji nejcastéji mezi druhym a patym rokem zivota jedince, pricemz
inkubaéni doba byva obvykle delsi nez 1 rok. Smrt nastava v rozmezi 2 tydnt az 6 mésica od
pocatku klinickych piiznaka. Etiologie této nemoci ziistava neznama (Gavier-Widén et al.,

2005; Imran a Mahmood 2011a).

V roce 1998 na Uzemi Norska byl poprvé zaznamenan a popsan piipad atypické
klusavky, jez dostala oznaceni Nor98. Dalsi pfipady byly zachyceny ve vét§in€ zemi Evropy,
na Falklandskych ostrovech a v Severni Americe. Bylo zaznamenano i nékolik piipadu této
atypické formy u koz. Pozorované klinické piiznaky nejsou ve vSech piipadech jednotné,
nejcastéjsi vSak byva ztrata t€lesné kondice a ataxie zadnich konéetin. Naopak pruritus neni

bézny (Gavier-Widén et al., 2005; Benestad et al., 2007).

2.2.2 Transmisivni encefalopatie norku

Tato vzacna choroba tykajici se norki uréenych pro kozesinovy primysl, byla poprvé
popsana v roce 1947 na uzemi Spojenych stati americkych, konkrétné ve Wisconsinu.
Trvalo vSak dalSich Sestnact let, nez byla v roce 1963 konecné spojena se scrapie (Hadlow,
1999). TME byla zaznamenana pouze u dospélych jedinct, u mladat se nerozvinula ani

Vv pfipadé, Ze byla v bezprostfedni blizkosti a péci nakazenych matek (Barlow, 1972).

V pocatcich jsou u nemocnych zvifat zaznamenany zmény v chovani zahrnujici
zvySenou agresivitu, hyperestézii, neklid a zanedbavani rodiCovské péce a péce o srst.
Pozdéji se objevuji poruchy lokomoce a ataxie, charakterizované nekoordinovanosti,

strnulosti a trhavymi pohyby. Casto je mozné pozorovat sebeposkozovani, zejména
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okusovani ocasu. Nakonec nemocni jedinci prestavaji reagovat na podnéty a rozviji se u nich
somnolence. Inkubaéni doba pfirozené se vyskytujici choroby trva 6 az 12 mésica, klinicky
prubéh 2 az 8 tydnd. Mortalita byva 100% (Barlow, 1972; Imran a Mahmood, 2011a).

Nejpravdépodobnéjsi piicinou této nemoci se zda byt agens BSE L-typu, pfiCemz za

hlavni zdroj nakazy je povaZzovana kontaminovana strava (Imran a Mahmood, 2011a).

2.2.3 Chronické chradnuti jelenovitych

V roce 1967 byl poprvé pozorovan neznamy syndrom u jelence drzeného v zajeti
v rdmci vyzkumnych praci tykajicich se studia vyzivy jelenovitych. Radu let se nepomyslelo
na moznou infek¢éni podstatu onemocnéni. Za mozné piiciny byly povazovany stres, nutricni
nedostatky ¢i expozice toxickym latkdm. Teprve v roce 1978 byl tento syndrom zafazen

mezi transmisivni spongiformni encefalopatie (Hadlow, 1999).

CWD ptirozené postihuje nejenom jedince chované v zajeti, ale i jelenovité Zijici ve
volné pfirodé. Choroba byla zatim zaznamenana u nésledujicich druht: jelenec usaty
(Odocoileus hemionus), jelenec béloocasy (Odocoileus virginianus), jelenec Eernoocasy
(Odocoileus hemionus columbianus), wapiti Nelsontiv (Cervus canadensis nelsoni) a los
yellowstonsky (Alces americanus shirasi) (Imran a Mahmood, 2011a). S vyjimkou nékolika
importovanych ptipadi v Korejské republice, syndrom chronického chiadnuti je prozatim
pouze zalezitosti Kanady a Spojenych statli. Monitoring volné Zijicich zvifat je vSak velmi
komplikovanou zalezitosti, piehled o situaci proto nemize byt patfi¢né spolehlivy (Bunk,

2004).

Mezi nespecifické, avSak predni pfiznaky nemoci patii zmény chovani a Ubytek télesné
hmotnosti. Déale je mozné pozorovat skiipani zubu, ataxii, tremor hlavy, nadmérnou
produkci slin v disledku potizi s polykanim, regurgitaci a aspira¢ni pneumonii, ktera mize
byt pfi¢inou nahlé smrti postizeného jedince. Mozna je i nadmérna ziznivost (polydipsie)
s ndsledovnym castym a vydatnym mocenim (polyurii). Obecné lze fici, Ze v terminalnim
stddiu nemoci jsou ptiznaky méné zietelné u jelena wapiti (Williams, 2005; Vokurka a
Hugo, 2015).
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Choroba se pravdépodobné $iii cestou horizontalni a nepfimé transmise. Zdrojem
infekce jsou nejspisSe pastviny infikované slinami, mo¢i a vykaly nemocnych jedinct.
Inkubacni doba se pohybuje mezi 16 mésici a 5 lety, pficemz smrt obvykle pfichazi
Vv pritbéhu jednoho roku od objeveni se prvnich klinickych projevi nemoci (Williams, 2005;
Imran and Mahmood, 2011a).

2.2.4 Bovinni spongiformni encefalopatie

Bovinni spongiformni encefalopatie, u Siroké vefejnosti zndma spiSe jako ,,nemoc
Silenych krav®, byla poprvé zaznamenana v roce 1986 ve Velké Britanii a brzy nato dosahla

epidemickych rozmért (Peralta, 2011).

Tato choroba se zdaleka netyka pouze hovéziho dobytka. Piekracuje druhovou bariéru
a byla identifikovana nejenom u ¢eledé turoviti (Bovidae), ale i u ¢eledé koc¢koviti (Felidae)
a u primata. U lidi byla zaznamenéna nova varianta Creutzfeld-Jakobovy choroby, jejiz

puvod je taktéz spojovan s BSE (Gavier-Widén et al., 2005).

Béznym klinickym ptiznakem nemoci je zména chovani, projevujici se nervozitou a
pocity strachu. Dalsimi obvyklymi znaky byvaji abnormalni postoj a chtze, neobvyklé
drzeni hlavy, tremor, pfehnané reakce na senzorické podnéty, ataxie zadnich koncetin a
obcCasné pady. 1 pfes béznou konzumaci potravy zvife rapidné ubyva na vaze. Pozd&ji se

mohou nekoordinované pohyby rozvinout v parézu ¢i paralyzu (Davis et al., 1991).

Pivod této nemoci dosud nebyl objasnén. Jednou z moznych variant je spontanni
destabilizace a konverze PrP na jeho patologickou formu. Mrtva téla takto postizenych
jedincti mohla byt nadsledné zpracovana na masokostni moucku a pouzita jako krmivo pro
dalsi dobytek, ¢imz se nemoc povedlo rychle rozsifit (Peralta, 2011). I pfes nejasnosti
Vv pivodu této transmisivni spongiformni encefalopatie, horizontilni transmise nebyla
potvrzena — infikované krmivo se tak zda byt nejpravdépodobné;jsi cestou pienosu. Svédci o
tom i fakt, Ze po zakazu pouzivani masokostni moucky doslo k poklesu incidence (Imran a
Mahmood, 2011a). Inkubac¢ni doba je dlouhd a zavisi na hostiteli — u dobytka trva v priméru
5 let. Smrt nastava ve 100 % ptipadii (Almond, 1998).
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Vroce 2004 byly v Italii zaznamenany dva neobvyklé piipady transmisivni
spongiformni encefalopatie u dobytka, jiz byl dan ndzev bovinni amyloidni spongiformni
encefalopatie (BASE) (Watts et al., 2006). Z histopatologického hlediska, rozdil mezi BASE
a BSE spociva v pfitomnosti tzv. amyloidnich plaki. Zatimco u klasické BSE se tvoii jen
vzacné a lze je nalézt hlavné v thalamu, u atypické varianty se vyskytuji prevazné v bilé
hmoté mozkové. Podle vyzkumi se BASE podoba sporadickeé form¢ Creutzfeld-Jakobovy
choroby (Gavier-Widén et al., 2005; Peralta, 2011).

2.2.5 Felinni spongiformni encefalopatie

Vroce 1990 byla poprvé diagnostikovana spongiformni encefalopatie u
domestikované siamské kocky, a to na Uzemi Velké Britanie. FSE byla pozdé&ji zaznamenana

u dalSich domestikovanych ko¢ek a mimoto i u divokych kockovitych Selem drzenych
v zajeti (Bradley, 2002; Bencsik et al., 2009).

Pfiznaky zahrnuji zmény chovani, zanedbavani péce o srst, abnormalni chizi a ataxii,
zejména zadnich koncetin. Postizena zvirata Casto Spatn¢ odhaduji vzdalenost a vykazuji
zvySené vnimani senzitivnich podnéti (hyperestézii), mize se u nich objevit i tremor.
Pozorovana byla i nadmérna produkce slin, chorobné zvySeny piijem potravy (polyfagie),
polydipsie a rozsifené zornice. V terminalnim stadiu nemoci je bézna somnolence jakozto
lehéi porucha védomi se snizenou bdélosti (Pattison, 1998; Imran a Mahmood, 2011a;
Lukas a Zak, 2014; Vokurka a Hugo, 2015).

Nejpravdépodobnéjsim zdrojem nakazy se zda byt krmivo infikované BSE priony.
Tuto teorii potvrzuji nejenom studie zaméfené na podobnost obou prionovych kment, ale 1
fakt, ze od roku 1989, kdy bylo zakazano pouzivani hovézich vnitinosti pro vyrobu zvifeciho
krmiva, incidence onemocnéni vyznamné poklesla (Pattison, 1998; Imran a Mahmood,
2011a).

Inkubaéni doba neni znama, ale v€k vétSiny postiZenych zvitat se pohyboval mezi 4 a
9 lety. Smrt nastala zpravidla v rozmezi 3 az 10 tydnd od objeveni klinickych ptiznakt
(Bencsik et al., 2009; Imran a Mahmood, 2011a).
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3. Prionova hypotéza a teorie alternativni

Stru¢né feceno, prionova hypotéza vychazi z predpokladu, Ze priony jsou proteinové
infekéni ¢astice (Liberski a Jaskolski, 2002). Skute¢nost, ze pouha Spatné slozend bilkovina
bez ptitomnosti nukleové kyseliny miize byt pfi¢inou zavaznych infekénich onemocnéni
podobn¢ jako viry ¢i bakterie, ¢ini priony velmi neobvyklymi infekénimi agens a objektem
nebyvalého védeckého zajmu. Od té doby, co byla prionova hypotéza piednesena poprvé,

bylo provedeno nes¢etné mnozstvi pokust ve snaze definitivné ji potvrdit, ale 1 vyvratit.

3.1 Historické pozadi let 1848-1982

Kdyz nastoupila na scénu klusavka, objevila se postupné cela fada navrhi tykajicich se
jeji etiologie — sexualni hyperaktivita berani, boufe, degenerace zplsobena intenzivnim
piibuzenskym k#izenim ¢i svalovi parazité, konkrétné sarkosporidie (Pattison, 1972; Liberski
a Jaskolski, 2002).

Ackoliv se fada védct snazila o experimentalni prenos klusavky, uspés$ni byli az v roce
1936 jejich francouzsti kolegové Jean Cullie a Paul-Louis Chelle, kteti infikovali ovce
inokulaci za pouziti misni anebo mozkové emulze. Také prokazali, Zze etiologické agens je
filtrovatelné ptes bakterialni Chamberlandtv L3 filtr, v disledku ¢ehoz piedpokladali virovy
puvod klusavky (Plummer, 1946; Pattison, 1972). Zdarny, ackoliv zcela neplanovany,
prenos klusavky se povedl také veterinafi Williamovi S. Gordonovi béhem vyvoje vakciny
proti fatalni encefalitidé ovci zptisobené RNA virem vrtivky rodu Flavivirus z celedi
Flaviviridae. V roce 1953 inokuloval populaci ovci vakcinou obsahujici homogenizovanou
mozkovou, misni a slezinnou tkan, solny roztok a formaldehyd. Protoze vSak tkan pochazela
z ovci uhynulych na klusavku, zacala néktera zvifata o dva roky pozdéji vykazovat znamky
scrapie. Ve vysledku se jednalo zhruba o 7 % vsech imunizovanych zvitat (Soto a Castilla,
2004; Kiheung, 2006; Balseiro et al., 2012).

David R. Wilson byl jediny, kdo po roce 1939 pon¢kud samotaisky patral po dosud

neznamém ,,viru“. Béhem vyzkumu si povSiml neobvyklé rezistence infekéniho agens
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k vysokym teplotdm, formalinu, fenolu, chloroformu a také znaéné davce UV zafeni.
Zaznamenal 1 dal$i skutec¢nosti, vétSina jeho prace vSak nebyla nikdy publikovana. Téz se

snazil o ptfenos klusavky na mensi laboratorni zvifata, bohuzel netispésné (Pattison, 1972;

Liberski, 2012).

V rozmezi let 1953 a 1960 pak byla potvrzena rezistence agens na teplo, formalin,
DNézu 1 RNazu ¢i opakované mrazeni a rozmrazovani. Probihaly neuspésné pokusy 0
kultivaci, nalezeni piislusnych protilatek i odhaleni agens pomoci elektronové mikroskopie.
(Pattison, 1972; Kiheung, 2006). V roce 1954 piedstavil islandsky védec Bjorn Sigurdsson
novy koncept tzv. pomalych virovych infekci. Tyto se vyznaGovaly pomalou progresi
v prub¢hu mésici a let a obvykle i velmi dlouhou inkubacni dobou (Field, 1967; Weber,
1971). Tento koncept mnohé védce zaujal, a tak puvodce klusavky ziskal na n&jaky cas

oznaceni ,,pomaly virus®.

V roce 1957 zapocal Gordon experiment ponékud vétSich rozméru s cilem prokazat
dulezitost genetického pozadi v citlivosti k experimentalni klusavce. Po inokulaci 24
riznych plemen pfedstavujicich celkem 1027 ovci, znichZz nékteré byly inokulovany
intracerebralné a jiné subkutanné, byla tato zvifata sledovana po dva roky. Vysledky
nakonec dopadly ve prospéch Gordonova cile — incidence se skutecné velmi lisila napfic
riznymi plemeny, pficemz nejvyssi byla u plemene Herdwick. Jako rezistentni se ukézalo

byt plemeno Dorset Down s nulovou incidenci (Pattison, 1972; Hadlow, 1999).

Na samotném konci tohoto obdobi, v roce 1960, ptfisel Herbert B. Parry s hypotézou,
ze scrapie je neobvykla geneticka choroba, ktera vykazuje znamky autozomalné recesivni
dédicnosti. Nevylouc¢il vSak jiné zpusoby dédicnosti jako napiiklad dominantni typ
dédicnosti s variabilni expresi. Zaroven takeé nepopiel prenosnost choroby — navrhl, ze u
homozygotné recesivnich jedinci dochazi ke vzniku scrapie agens, které je schopné
autoreplikace, nevyvolava odpovéd imunitniho systému, a které U(zce souvisi
s degenerativnimi zménami V né€kterych organovych soustavach (Parry, 1960; Liberski a
Jaskolski, 2002).

20



V roce 1961 lain H. Pattison a Geoffrey C. Millson odhalili pfi experimentalnim
pfenosu klusavky na kozy existenci dvou odlisnych forem klusavky — ,,drowsy“ a
,,scratching®. Jesté tentyz rok, Richard L. Chandler inokuloval tfi kmeny mysi (C57, CBA a
Swiss) dvéma odlisnymi formami kozi klusavky a o par mésict pozd€ji mohl oznamit
uspésny experimentalni prenos klusavky na laboratorni mysi, coz bylo pfijato s velkym
nadSenim, protoze tak byl umoznén a usnadnén vyzkum v $irSim méfitku. | pies tento
vyznamny krok dopfedu se vSak stale nedafilo agens identifikovat, coz v kombinaci s jeho
neobvyklymi vlastnostmi zacalo vyvolavat pochybnosti o jeho virovém pivodu i mezi témi,
ktefi se k nému pfiklanéli. Nasledovaly dalsi vyzkumy. Nélez Pattisona a Millsona zaujal
genetika Alana G. Dickinsona, ktery se svymi kolegy v poloviné 60. let Gspésné
identifikoval a izoloval celkem devét odlisnych kmeni puvodce scrapie (Pattison, 1972;
Kiheung, 2006).

Tikvah Alperova spole¢né s Davidem A. Haigem a Michaelem C. Clarkem podrobila
v roce 1966 scrapie agens ionizujicimu zateni, pficemz z jeho davky potiebné k inaktivaci
odhadli velikost zkoumaného agens. Avsak odhadovana molekularni hmotnost se ukazala
byt ne vétsi nez 2 x 10° Da ¢&ili piili§ mala pro virus obsahujici nukleovou kyselinu. Navic,
pii vystaveni agens znac¢né¢ vysokym davkam ultrafialového zéafeni nedoSlo k zZadnému
vyraznému snizZeni jeho aktivity. Tyto zavéry vedly Alperovou a jeji kolegy k alternativnimu

zavéru, ze scrapie agens neobsahuje nukleovou kyselinu (Alper et al., 1966).

Hned nésledujici rok byly navrZzeny dal$i mozné modely, které by vysvétlovaly
podstatu scrapie agens. D. H. Adams a E. A. Caspary sice navrhli jako mozny model
rezistentni jadro s nukleovou kyselinou opatfené polysacharidovym plastém, ovSem tento
model nefesil problém s nukleovou kyselinou (Mould, 1969). Richard A. Gibbons a Gordon
D. Hunter vedle sebe postavili celkem ¢tyfi razné hypotézy, které vié dobé kolovaly
védeckym prostfedim — virovou, proteinovou, polysacharidovou a membranovou, pfi¢emz se
nakonec vyslovili ve prospéch posledni z nich (Gajdusek, 1972; Nunnally a Krull, 2004).
Navrzena membranova struktura méla byt podle modelu schopna autoreplikace bud’
preskupenim cukernych ¢i polysacharidovych molekul piipojenych k prostym membranam,
nebo skrze autoreplikaci polysacharidii na povrchu téchto membran (Wang a Ma, 2013).

Ptedpoklad pro membranovou hypotézu vychazel ze zpravy o tom, ze je scrapie agens uzce

21



spjaté sbunéCnymi membranami, a zmarnych pokusi o uvolnéni scrapie agens
z membranovych frakci (Prusiner, 1982). Matematik John S. Griffith se oproti tomu pfiklonil
k proteinové podstaté agens a piedlozil hned tii rizné modely vysvétlujici zptisoby, jakymi
by se mohl protein replikovat bez nukleové kyseliny. V jeho druhém modelu ptedpokladal,
7e infekéni agens ptedstavujici proteinovy dimer by mohlo pfeménit normalni celul&rni

protein s odlisnou konformaci v dalsi proteinové dimery (Wang a Ma, 2013).

Alperova v roce 1970 provedla ve spolupraci s pafizskym Insitut du Radium dalsi
experiment, v némz byly porovnany t¢innosti riznych vinovych délek ultrafialového zafeni
v inaktivaci scrapie agens. Vysledky ukazaly, ze vinova délka 237 nm byla ctyfikrat
ucinngjsi nez vlnové délky 250, 267 ¢i 280 nm, které mély velice podobnou miru ucinnosti.
V porovnani s témito vysledky, G¢innost vinové délky 240 nm v piipadé inaktivace vir a
genovych markerti byla mnohem mensi nez G¢innost délky 237 nm V piipadé¢ zkoumaného
agens. Navic jejich inaktivace byla viibec nejucinngjsi pti vinovych délkach 260 az 270 nm,
pficemz inaktivace scrapie agens pii vinové délce 267 nm sice G¢inna byla, ale v porovnani
snimi méné. Vysledky Alperovou utvrdily v nazoru, ze zkoumané agens postrada

pritomnost nukleové kyseliny (Alper, 1972; Wang a Ma, 2013).

V roce 1972 Theodor O. Diener navrhl moznost, Ze molekuldrni struktura scrapie
agens by mohla byt podobna té, kterou maji viroidy — v té dobé nové objevené infekeni
Castice sestavajici z malé molekuly RNA. Jeho navrh vychézel z podobnych vlastnosti PTSV
(potato spindle tuber viroid) a scrapie agens. V roce 1974, Richard L. Ward spoleéné
s kolegy podrobil scrapie agens experimentu, kdy se ukazalo, ze extrakéni metody zahrnujici
i fenol nemaji vliv na snizeni infek¢nosti viroidi. Pfedpokladem pro tento experiment tedy
bylo, Zze pokud je scrapie agens viroid, jeho infek¢nost by méla byt po oSetieni zachovana.
mozkova tkan mysi inokulovanych timto extrahovanym materidlem nevykazovala po roce
zadné znamky nemoci, Ward a kolegové dosli k zavéru, Ze zkoumané agens viroidem
pravdépodobné neni (Ward et al., 1974; Diener et al., 1982). Pozd¢ji vysly najevo dalsi
rozdily mezi témito agens. Zatimco viroidy byly rezistentni na proteindzu K a trypsin a
DEPC (diethylpyrokarbonat) zpiisoboval jen mirnou inaktivaci, scrapie agens vSechny tyto

procedury snaSelo velmi Spatn€. Naopak, viroidy byly na rozdil od scrapie agens velice
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citlivé k RNéaze. Nutno dodat, Ze na rozdil od mysteriézniho agens, struktura viroida véetné
kompletnich nukleotidovych sekvenci byla pomérné brzy osvétlena. Navic, jakékoliv snahy
0 izolaci nukleoveé kyseliny z mozkovych homogenati infikovanych zvitat stale nepfinasely
kyzeny vysledek a ani elektronova mikroskopie neposkytovala zadné poznatky tykajici se
jeho struktury (Diener et al., 1982; Carp et al., 1985).

Trojice Alperova, Haig a Clarke provedli vroce 1978 dalsi experiment za pouziti
ionizujiciho zafeni. Tentokrat vychazeli z faktu, Ze se ucinek zafeni obvykle v pfitomnosti
kysliku zvySuje. Pomér dvou riznych davek zafeni, jedné k dosazeni urcitého efektu na
buiku v pfitomnosti kysliku a druhé k dosazeni téhoz efektu v jeho nepfitomnosti, vyjadiuje
tzv. OER (oxygen enhancement ratio). Tento kyslikovy pomér se obvykle pohybuje mezi 2 a
3 u vysSich bun€k a mezi 4 a 5 u n¢kterych druhti bakterii. V ptipadé€ bakterioftagt (S13, T1),
holé bakteriofigové DNA ¢i bakterialni tRNA se kyslik naopak projevuje jako ochranny
prvek a hodnota OER pak neni vétsi nez 1. Naopak jeho pifitomnost vyznamné zvySuje
Skodlivy efekt zareni na biologické membrany. Soucésti experimentu byla také expozice
zkoumaného agens ultrafialovému, téméf monochromatickému, zafeni. Vystavili tedy
ziedénou vodni suspenzi zkoumaného agens ionizujicimu zafeni v pfitomnosti 1
neptitomnosti kysliku. Ukazalo se, ze OER pro zkoumané agens bylo okolo 12, coz je
hodnota podobna OER lysozomu s hodnotou OER Vv rozmezi 10 az 20. Dale se ukazalo, ze
»akéni spektrum® scrapie agens je velmi podobné absorpénimu spektru bakteridlniho
endotoxinu, slozce bakterialni membrany. Vysledky tedy poskytly dalsi dikaz o absenci
nukleové kyseliny, navic poukazaly na moznost, Ze sloZkou nezbytnou pro replikaci agens je
lipidova frakce, ¢imz dodate¢né podpofili membranovou hypotézu Gibbonse a Huntera
(Alper et al., 1978; Wang a Ma, 2013).

Téhoz roku ptisel Richard F. Marsh spole¢né s kolegy s experimentem, v némz se
scrapie agens ukazalo byt citlivé k DNaze. Ta totiz dokazala zniéit vice nez 90 % infekénosti
materidlu pochéazejiciho z mozkové tkané kieckl infikovanych klusavkou. Vysledky je
dovedly k zavéru, Ze zkoumané agens obsahuje DNA, jez je nezbytnd pro jeho infek¢nost.
Tento zavér vSak nebyl v souladu s rezistenci agens vici radiaci, navic ptedchozi pokusy

zamétené na vliv DNazy na scrapie agens dopadly opac¢né. Paul Brown se tehdy
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k vysledkiim tohoto experimentu vyjadfil velmi opatrng, a to ve smyslu, ze pted vyvozenim

zavéru je nutné vysledky nejprve zopakovat (Marsh et al., 1978; Marx, 1979).

Alan G. Dickinson a George W. Outram ptisli v roce 1979 s novym navrhem. V jejich
hypotéze vystupuje nizkomolekularni nukleova kyselina v kombinaci s ochrannym
hostitelskym proteinem — toto agens nese nazev ,\Vvirino“. Nukleova kyselina pfitom
nekdduje zadny protein, ale slouzi jako templat, pficemz jeji replikace je uskuteCnéna
enzymy hostitele. Pivod proteinu by vysvétloval obtiznou separaci agens z infek¢éniho
materidlu a také pro¢ v téle infikovanych zvifat nedochazi k patficnym reakcim imunitniho
systemu. Mala velikost nukleové kyseliny by zase vysvétlovala rezistenci agens k ozafovani

a téz problémy s jeji izolaci (Carp et al., 1985).

V roce 1981 podrobili David T. Kingsbury a jeho kolegové T-lymfocyty ziskané ze
sleziny mysi infikované klusavkou experimentu, v némz zkoumali schopnost téchto bun¢k
navodit imunitni odpovéd’ v kultufe obsahujici infikované i neinfikované burniky sleziny.
Ackoliv byla slezinna tkan ziskana béhem jejiho infekéniho maxima, imunitni reakce nebyla
pozorovana. Vysledek dovedl skupinu védcu k zavéru, Ze agens postrada na povrchu
vystavené antigeny, ¢i je skryto uvnitf membrany (Kingsbury et al., 1981). Téhoz roku
provedl Stanley B. Prusiner spolecné s kolegy experiment, jehoZ vysledky poskytly dikaz,
zZe scrapie agens obsahuje protein, ktery ma pravdépodobné hydrofobni charakter. Proteinaza
K zni¢ila vice nez 99,9 % infekénosti purifikovanych preparatt, taktéz i DEPC agens
uspésné inaktivovalo. Stupen purifikace zkoumaného agens se ukézal byt dileZity, nebot’
v mén¢ purifikovanych preparatech se nepodatilo infek¢énost redukovat ani jednim z obou
jmenovanych prostfedkl. V piipadé proteinazy K zaleZelo i na koncentraci enzymu a teploté
i délce trvani digesce. Dtikazem 0 hydrofobnim charakteru zkoumaného agens byla jeho
vysokd afinita k fenolovym skupinam navazanych na sefaréze béhem hydrofobni

elektroforézy (Prusiner et al., 1981).

V dubnu roku 1982 byl vydan ¢lanek Prusinera, v némz vibec poprvé spatfilo svétlo
svéta slovo ,,prion“. Tento zcela novy termin byl vymyslen pro oznaceni malé proteinové
infek¢ni Castice, jeZ je rezistentni k inaktivaci vétSinami procedur, které modifikuji nukleové

kyseliny. Prusiner vsak touto definici scrapie agens zcela nevylouc¢il moznou pfitomnost
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malé molekuly nukleové kyseliny, jez by v takovém piipadé byla obklopena proteinovym
plastém, pouze podotkl, Ze neni k dispozici zadny dikaz o jejim vyskytu v agens. Navrhl
tedy i pon¢kud odvaznou variantu, ze diskutované agens je zkratka infek¢ni protein, ¢astice

prosta nukleové kyseliny (Prusiner, 1982).

3.2 Hypotezy

3.2.1 Prionovéa hypotéza

Studie ukazaly, ze diskutované agens skute¢né obsahuje protein, a ze tento protein je
zodpovédny za jeho infektivitu (Prusiner, 1984). Dale bylo zjisténo, ze ma tento patologicky
protein, oznacovany jako PrP%¢, stejnou aminokyselinovou sekvenci jako normalni bunéény
protein, oznadovany jako PrP®. Po chemické strince nebyly mezi témito proteiny
zaznamenany rozdily, bylo vSak zjisténo, ze se vzajemné lisi svou konformaci. Také byl
vV savéim genomu nalezen gen (PRNP) kodujici bunécny prionovy protein. Tato zjisténi
nakonec vedla ke zformulovani hypotézy, podle niz je infekéni &astici pravé PrPS°, ktery

dokaze indukovat autokatalytickou konverzi PrPC na PrPS¢ (Abid a Soto, 2006; Soto, 2011).

Piestoze byla Prusinerova teorie nejednou oznacena za kacifskou, byla mu za jeho
objev prionl jakoZto novych infek¢nich agens vroce 1997 ud€lena Nobelova cena za
fyziologii a medicinu. Tento vyznamny krok sice znamenal oficidlni pfijeti prionové
hypotézy védeckou spolecnosti jako takovou, nestacil v§ak na presvédceni nékterych jejich
odptrct, v jejichz ocich nebyla tato teorie v té dobé dosud uspokojivé dokazana (Coles,

1997).

Mezi dikazy podporujici prionovou hypotézu patii fada pokusti o inaktivaci scrapie
agens nejruznéj$imi procedurami. V ¢lanku Prusinera z roku 1982 byly mimo jiné shrnuty
dosavadni dikazy o rezistenci, pfipadné citlivosti agens, k riznym proceduram. Inaktivace
agens s pomoci proteinazy K, trypsinu, DEPC, butandionu, PMSF
(fenylmethylsulfonylfluorid), SDS (dodecylsulfat sodny), chaotropnimi solemi, moc¢ovinou
¢i fenolem podpotili navrh, ze protein je jeho soucasti. Rezistence agens k RNaze, DNaze,

ultrafialovému zafeni o vlnové délce 254 nm, zinecnatym iontim, hydroxylaminu a
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psoralenim pak mluvila ve prospéch tvrzeni, Ze scrapie agens postrada nukleovou kyselinu.
(Prusiner et al., 1981; Prusiner, 1982). Argument pro prionovou hypotézu pak piedstavovaly
také pokusy o urceni velikosti diskutovaného agens, které¢ se ukéazalo byt ptili§ malé na to,
aby mohlo obsahovat nukleovou kyselinu (Narang, 1987; Soto, 2011). Dalsi podporu
pfedstavuje pokus, v némz byly pouzity transgenni mysi, které v disledku absence PRNP
genu netvofily PrPC. Tyto mysi se ukazaly byt rezistentni ke klusavce, coz poukazalo na
vyznamnou roli PrP® v prionovych onemocnénich (Josefson, 1997). Také objev
kvasinkovych proteinti, které vykazuji podobné chovani jako sav¢i prionové proteiny, posilil
prionovou hypotézu. V roce 2004 se podafilo bakterialné vyprodukované a zelenym
fluorescenénim proteinem oznacené N-terminalni fragmenty kvasinkového prionu Sup35
transformovat do amyloidnich fibril skrze inkubaci s infekénimi agregaty kvasinkoveho
puvodu. Vytvorené fibrily byly posléze schopné propagovat pftislusny fenotyp
v kvasinkovych bunkach (King a Diaz-Avalos, 2004). Teorii nahrava také fakt, ze zadny
Z odpirct dosud neptedlozil nezpochybnitelné diikazy o nukleové kyseliné trvale asociované

s infek&nimi preparaty PrP¢ (Soto a Castilla, 2004).

Na druhé strané vSak stoji existence prionovych kmend, nejcastéjSi argument
pouzivany oponenty prionové hypotézy. Tentyz kmen mulze byt izolovan z odlisného
hostitele a tentyZ hostitel miize byt infikovan odliSnym kmenem. Navic bylo zaznamenano,
ze urCity kmen miZze podlehnout zménam a dat vzniknout novému kmenu s novymi
vlastnostmi. Piikladem mutize byt izolace mutantniho kmenu 263K, jehoz vlastnosti byly
kompletné odlisné od ptvodniho izoldtu (Liberski, 2012). Tento fenomén by byl snaze
vysvétlitelny, kdyby priony disponovaly nukleovou kyselinou, nebot’ v ptipadé standardnich
infek¢énich onemocnéni vznikaji odliSné kmeny na zékladé mutaci ¢i polymorfismil
Vv genetické vybavé infek¢énich agens — proto také tento fenomén nahrava alternativnim
hypotézam. Aby byla existence prionovych kment konzistentni s hypotézou prionovou, bylo
navrzeno, ze podstata téchto kmenti tkvi v odlisné konformaci PrPS¢. Tyto odlisné varianty
infekéniho prionového proteinu by mohly réizné katalyzovat konverzi PrPC a cilit na riizné
oblasti mozkové tkané, ¢imz by se vysvétlovala rozli¢nost klinickych symptomt a
neuropatologickych zmén (Soto a Castilla, 2004). K podpoieni tohoto néavrhu piispélo
predvedeni fenoménu prionovych kment in vitro s pomoci metody cyklické amplifikace

prionového proteinu (PMCA) ¢ili v nepfitomnosti Zivych bunék. Bylo pouzito celkem 5
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riiznych mysich kmenti, pfiemz vytvoreny PrP*¢ si dokézal udrZet specifické vlastnosti pro
dany kmen a po inokulaci dokazal u ,,wild-type® mysi vyvolat onemocnéni, které svymi
ptiznaky odpovidalo ptislusnému kmenu (Castilla et al., 2008). VySe zminény pokus Kinga
a Diaz-Avalose z roku 2004 také mimo jiné podpotil domnénku, Ze rozdily mezi prionovymi
kmeny vyplyvaji ze struktury proteinu (King a Diaz-Avalos, 2004). Nicmén¢ fakt, ze by
samostatny protein mohl existovat v mnoha konformacich, je obtizné sjednotit
s termodynamickymi pravidly skladani proteinti. Neni totiz jisté, zda by vSechny pozadované
konformace mohly byt dostatecné termodynamicky stabilni (Cancellotti et al., 2013; Ma a
Wang, 2014).

3.2.2 Virova hypotéza

Teorie, v niz je diskutovanym agens dosud neidentifikovany virus, se zdala byt
VvV pocatcich vyzkumu pravdépodobnd. Viry jsou vSak castice disponujici nukleovou
kyselinou, jez je schopna kodovat vSechny ¢i alesponi nékteré jejich proteiny. S piihlédnutim
k tomuto faktu a vzhledem k tomu, Ze velké mnozstvi pokusti o odhaleni nukleové kyseliny
specifické pro scrapie agens Ci takové, ktera by byla dostatecné dlouha, aby byla schopna
kodovat alesponn maly protein, nedopadlo uspésné, neziskala virova teorie pfili§ podpory.
Navic opakované selhavaly i pokusy o nalezeni typickych virovych ¢astic v mozkové tkani
zvitat infikovanych klusavkou, a tak nakonec virova hypotéza ustoupila do pozadi (Narang,
1987; Weissmann, 2004).

V roce 2007 vSak Laura Manuelidis vydala ¢lanek podporujici virovou hypotézu,
v némz predstavila fotografie z elektronového mikroskopu zachycujici sférické, virim
podobné ¢astice o pruméru 25 nm pochdzejici z mozkové tkané kieckd infikovanych CJD.
Tyto nalezené castice nevazaly PrP protilatky a po oddéleni od PrP neztracely svoji
infektivitu. Manuelidis tedy navrhla, ze tyto ¢astice by mohly byt virovym pivodcem
prionovych onemocnéni s genomem o velikosti 1-4 kb, pti¢emz hostitelsky prionovy protein
by mél byt pouze bunéénou strukturou, kterou virus vyuziva K uskuteénéni infekéniho
procesu. Svij navrh navic podpofila nélezy podobnych objektt ve starSich publikacich
jinych védct (Manuelidis, 2007). Pro dalsi vyzkum by byla zapotfebi izolace a blizsi

identifikace téchto virim podobnych ¢astic, avSak sama Manuelidis tvrdi, Ze jejich izolace je
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velmi obtizna. Nékteti védci, naptiklad Chesebro a Weissmann, reagovali na nalez téchto
Castic tim, Ze data nejsou dostatecné presvédCiva, piipadné Ze jsou nucené interpretovana

tak, aby byla konzistentni s virovou hypotézou (Couzin-Frankel, 2011).

3.2.3 ,Virino*“ hypotéza

Tato hypotéza, zformulovana v roce 1979 Dickinsonem a Outramem, pomérné dobie
reaguje na nékteré neobvyklé vlastnosti infekéniho agens vcetné existence prionovych
kmentl, nedostate¢né imunitni odpovédi u infikovanych zvitat, obtiznosti purifikovat agens i
jeho rezistence vici ultrafialovému zatreni. Navrhované agens, ,,virino*, disponuje nukleovou
kyselinou o nizké molekularni hmotnosti, ktera je chranéna proteinem hostitelského ptivodu
a ktera neni schopna kédovat zadny jiny produkt nez kopie sebe samé. Replikace nukleové
kyseliny infekéniho agens je zajiSténa hostitelskymi enzymy (Carp et al., 1985; Narang,
1987; Schreuder, 1993).

3.2.4 ,Unified theory*

V roce 1991 navrhl Charles Weissmann tzv. ,,unified theory“, v niz je hypoteticka
izoforma prionového proteinu, oznaCovana jako PrP*, ptedstavena jako esencialni slozka
scrapie agens, jehoz vlastnosti mohou byt modifikovany asociaci s malou molekulou RNA,
oznacovanou jako ,,co-prion“. Weissmann navrhl jako mozné kandidaty pro ptedpokladany
,»co-prion malé nekodujici molekuly RNA — siRNA ¢i miRNA, jejichz replikace by
probihala v hostitelskych bufikach a byla by podnécovana ptitomnosti PrP*. Timto
Vv podstaté skloubil ,,virino“ hypotézu s hypotézou prionovou. Hypoteticka pFitomnost
molekuly siRNA lépe koresponduje s existenci prionovych kmend — odlisné kmeny by byly
disledkem odlisnych molekul téchto RNA, zaroven by vSak nebyly zodpovédné za
prionovou infektivitu. Potencialni ,,co-prion* vSak zatim nebyl objeven (Weissmann, 1991;
Weissmann, 2004; Liberski, 2012).
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4. KoneCny experiment

Nakonec se dosp€lo k zavéru, ze k ukonceni vSech dohadii je zapotiebi uspé$na
syntéza plné infekéniho prionového proteinu (PrP%) in vitro spouzitim vysoce
purifikovaneého syntetického PrP a v nepfitomnosti zivych bunék, ktery by sam dokazal

vyvolat pifislusnou infekci u zdravych zvifat (Enserink, 2005; Diaz-Espinoza a Soto, 2010).

Vroce 2001 vyvinul Claudio Soto se svymi spolupracovniky systém umoziujici
efektivni konverzi PrP¢ na PrP*¢in vitro, nazvany cyklicka amplifikace prionového proteinu
a oznaCovany zkratkou PMCA (z angl. Protein Misfolding Cyclic Amplification). Tato
metoda predstavuje vylepSeni plvodniho bezbunécného systému navrzeného Byronem
Caugheym (Zou a Gambetti, 2005; Diaz-Espinoza a Soto, 2010). PMCA vyuziva
mechanismus podobny polymerazové fetézové reakci (PCR). Malé mnozstvi templatu
v podobé PrP je smichano s velkym mnozZstvim substratu v podobé PrPC. V cyklické reakci
dochazi k tvorbé PrPS¢ agregatli rostoucich na tukor substratu, pfiemz je mezi jednotlivé
cykly konverze PrP® na PrP%¢ vlozen krok v podobé sonikace, s jejiz pomoci jsou vzniklé
PrPS¢ agregaty rozbijeny na mensi utvary, které slouzi jako nova jadra pro dal$i preménu
PrP€ na PrP*¢ v dalsim procesu inkubace. Cyklus je mnohokrat opakovan pro dosaZeni
exponencialni amplifikace PrPS¢ (Zou a Gambetti, 2005; Saa a Cervenakova, 2014).
S pomoci této metody si vznikly materidl udrzuje vSechny biologické, biochemické a
strukturalni vlastnosti priont produkovanych in vivo a je schopny vyvolat infekei u ,,wild-

type* jedinct (Diaz-Espinoza a Soto, 2010).
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Obrazek 3: Schéma cyklické amplifikace prionového proteinu (PMCA). Templat (Seda
barva) je smichan se substratem (zelena barva) a po inkubaci pii 37 °C je vystaven sonikaci
za celem fragmentace vytvorenych PrPS agregatii (oranzova barva). Cyklus se mnohokrat
opakuje pro dosazeni exponencialni amplifikace nepatrného mnozstvi pivodniho templéatu
(Saé a Cervenakova, 2014).

S pomoci PMCA bylo provedeno velké mnozstvi pokust s umyslem definitivné potvrdit
prionovou hypotézu. Jeden z nejsilngjsich dikazi poskytl v roce 2010 Wang et al. Védci
vyuzili PMCA k vytvofeni infekénich prionti s pouZitim mysSiho rekombinantniho
prionového proteinu purifikovaného z bakterie Escherichia coli v pfitomnosti syntetického
fosfolipidu, konkrétné POPG (1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-fosfoglycerol), a kompletni
jaterni RNA. Takto vytvofené priony vykazovaly vSechny vlastnosti patogenni izoformy PrP
a dokazaly u ,wild-type” mysi vyvolat po relativné kratké inkubacni dobé prionové
onemocnéni, kterému tato zvifata nakonec podlehla. Pii zaméné€ kompletni jaterni RNA za
syntetickou polyriboadenylovou kyselinu, poly(rA), byl vytvofeny rekombinantni prionovy
protein stejné infekéni, a co je hlavni, pouzitd poly(rA) neobsahovala kodujici genetickou
informaci, coz vylou¢ilo moznou zodpovédnost genetické informace nukleové kyseliny za

vyslednou infektivitu (Acquatella-Tran Van Ba et al., 2013; Ma a Wang, 2014).

V roce 2012 se podaiilo tspésné vytvofit infekéni rekombinantni PrPS¢ (recPrPSc)
Vv ptitomnosti jediného kofaktoru, syntetickeho fosfatidylethanolaminu (PE). Jiné fosfolipidy
zahrnujici fosfatidylcholin, fosfatidylserin, fosfatidylinositol a fosfatidylglycerol vsak nebyly
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schopné umoznit vznik PrPs¢ Vv nepfitomnosti RNA (Deleault et al., 2012; Ma a Wang,
2014).

4.1 Kofaktor

Uspé&sné vytvoreni vysoce infekénich rekombinantnich priond in vitro sice podporuje
prionovou hypotézu, respektive piedpoklad, ze za infektivitu v piipadé prionovych chorob je
zodpovédné infekéni agens proteinového charakteru urcité konformace, na misté vSak
vyvstava otazka, zda v piipadé prionové infektivity sehrava roli i jiny faktor nez prionovy
protein, jak naznaCuji experimenty. P¥ipadna existence komplexu tvofeného PrP¢ a
kofaktorem by naptiklad 1épe vysvétlovala fenomén prionovych kment. Piedstava, ze jediny
protein miize vytvaret relativné velké mnozstvi riznych kment (vice nez 20 u mysi), a to
pouze na zékladé odlisné konformace, je mén¢ uvétitelnd, nez pripadna spoluticast kofaktoru
na tomto fenoménu. Riznorodé stabilni konformace infekéniho PrP*¢ by mohly byt tvoieny
naptiklad s pomoci odlisnych molekul fosfolipidi ¢i riznymi poméry prionového proteinu a
kofaktoru (Ma a Wang, 2014).

Zapojeni bunéénych kofaktorti do prionové replikace zduraznily zejména studie
vyuzivajici PMCA. K vytvofeni infekénich PrP je v soudasné dobé kromé adekvatniho
PrPC substratu zapotiebi polyaniontdi, zejména RNA. Také lipidy patii mezi mozné
kandidaty umoziujici konverzi PrP¢ na PrP%¢. Protoze viak RNA a lipidy piedstavuji po
chemické strance velmi odlisné molekuly, je pravdépodobné, ze existuje vice rtznych
molekul slouZzicich jako kofaktory. Takové tfidy kofaktori by mohly byt zodpovédné za
propagaci priont riznych kment ¢i priontt pochézejicich z riznych druht zvitat (Morales et

al., 2012; Supattapone, 2014)

Tyto molekuly se zdaji byt ndpomocné v uchovavani infekéni konformace PrPS¢ a také
vV urcovani kmenovych vlastnosti, kter¢ dle prionové hypotézy vychazeji pravé z odlisnych
konformaci patologické formy PrP. Potencialni tloha kofaktorti by vSak mohla zahrnovat i

i¢ast na fragmentaci PrPS° polymert &i navySovani biologické stability prionti snizovanim
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jejich in vivo clearance. Kofaktor by také mohl jednat jako nezbytny katalyzéator pro

prionovou replikaci (Soto, 2011).

411 RNA

Doposud se nepodafilo identifikovat nukleovou kyselinu, ktera by pfedstavovala
zakladni, nepostradatelnou slozku infekéniho agens. Piesto vSak existuje moznost, Ze
nukleova kyselina funguje jako kofaktor hrajici roli v komplexnim procesu prionove
konverze, respektive v utvareni a zachovani specifické konformace infekéniho prionu

(Baskakov a Breydo, 2007; Supattapone, 2014).

Rada experimentii ukazala, ze molekuly RNA umoziuji in vitro amplifikaci infekéniho
PrPS¢, Supattapone spole¢né s kolegy v roce 2003 provedli experiment, jehoz vysledky
naznacily, ze RNA mize slouzit jako kofaktor pro rizné kmeny kie¢éich priond. Homogenni
substraty z kie¢¢i mozkové tkané byly podrobeny riznym oSetfenim, ktera byla zaméfena na
degradaci specifickych tid molekul. Posléze byl vyhodnocen efekt téchto osetieni na PrPS°
amplifikaci. Ukazalo se, ze selektivni degradace jednofetézcové RNA (ssRNA) vydlstila
v inhibici amplifikace PrPS¢ molekul pochézejicich z n&kolika kmenti kfe¢&ich priond.
Navic, znovuobnoveni téchto homogenati ochuzenych o RNA vedlo i k obnoveni PrP%

amplifikace (Supattapone, 2014).

Jeong et al. zjistovali moznost, zda mohou byt endogenni RNA molekuly zodpovédné
za prionovou infektivitu. V jejich ¢lanku z roku 2009 popsali oSetfeni homogenatu scrapie
mozkové tkané hydridem hlinito-lithnym (LiAlH4), silnym redukénim agens schopnym
degradovat molekuly RNA, po némz zaznamenali redukci prionové infektivity. AvSak
vzhledem k tomu, ze je LiAlH4 nespecifickym agens, které dokaze znicit i fadu dalsich
makromolekul vcetné proteinli, nebylo mozné definitivné potvrdit, ze divodem snizené

infektivity byla pravé degradace RNA (Piro et al., 2011; Piro a Supattapone; 2011).

O dva roky pozdgji Piro et al. prezkoumali potencidlni roli polyaniontti v udrzovani

prionové infektivity s pouzitim rekombinantniho PrP a syntetickych oligonukleotidu, které
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byly po zaclenéni do nukleoproteinovych komplexii selektivné hydrolyzovany UV zéfenim.
Priony obsahujici takto degradované oligonukleotidy ztstaly infekéni, coz védce dovedlo
k zavéru, ze pritomnost polyaniontd ziejmé€ neni pro udrZeni prionové infektivity
vyzadovéna, ackoliv i zde nelze hovofit o definitivnim priikazu. V PrP¢ molekulach mohl
zustat nedetekovatelné mnozstvi zafenim nedoteného oligonukleotidu, ptipadné se jako
kofaktor mohly angazovat endogenni lipidy asociované s PrP substratem, jez byl pfi tomto

experimentu pouzit (Piro et al., 2011).

Deleault et al. v experimentu z roku 2010 dosli k zavéru, Ze nutnost RNA pro in vitro
amplifikaci PrPS° s pomoci PMCA miize byt zavisla na druhu, nebot’ zatimco tvorba PrP
ke¢tiho pivodu byla z velké &asti zavisla na piitomnosti RNA, PrPS¢ mysiho ptvodu pro

svou amplifikaci pfitomnost RNA nevyzadoval (Saa et al., 2012).

V roce 2015 pak Simoneau et al. publikovali data, ktera naznacuji specifickou roli
kratkych, nekodujicich molekul RNA v utvateni priond. Védci nejdiive extrahovali malé
molekuly RNA z prionového infekéniho agens (kmen 263K). V piitomnosti téchto molekul
posléze uskuteénili konverzi neinfekéniho recPrP v izoformu bohatou na B-skladany list,
ktera byla schopna vyvolat chorobu pfipominajici vychozi chorobu typickou pro 263K
(Simoneau et al., 2015; Daus, 2016).

Naopak, vy$e zminény experiment, v némz se podafilo vytvofit infekéni recPrPS
Vv ptitomnosti jediného kofaktoru, a to syntetického PE, naznacuje, Ze RNA pro prionovou
infektivitu esencialni neni. Nevyluuje to vSak moznost, ze tyto molekuly hraji roli
V utvafeni ¢i zachovani prionovych kment. Piesna role RNA v amplifikaénim procesu tedy

zUstava neznama (Saé a Cervenakova, 2014; Ma a Wang, 2014).

412 Lipidy
PrP¢ je glykoprotein pfipojeny k bunééné membrané skrze GPI kotvu a z lipidové

membrany ho Ize uvolnit po odstépeni GPI kotvy fosfoinositid-specifickou fosfolipazou C

(PI-PCL). Oproti tomu je interakce PrP>° s lipidovymi membranami mnohem pevnéjsi a PI-

33



PCL digesce kuvolnéni PrP® z membran nevede. Navic, v upraveném bezbun&¢ném
systétmu pro konverzi PrP, ktery vyluCuje uziti denaturanti a detergentd, byla piima
interakce mezi prionovym proteinem a lipidovymi membranami shledana esencialni pro

uskute¢néni konverze (Wang a Ma, 2013).

Také Morillas et al. vroce 1999 poskytl dalsi experiment poukazujici na moznou
dilezitost lipida v konverzi prionového proteinu. Ukazalo se, ze vazba lidského recPrP se
syntetickymi lipozomy zalozena na interakci mezi pozitivné nabitymi aminokyselinovymi
zbytky prionového proteinu a negativné nabitymi fosfolipidovymi skupinami vede k
destabilizaci C-terminalni domény recPrP. Tento proces vyustil v pfeménu recPrP na
konformaci nesouci podobné biochemické vlastnosti jako infekéni PrPS¢, ¢ili bohatou na p-
skladany list a rezistentni vic¢i PK. Vysledky dovedly védce k navrhu, Ze interakce s lipidy
muze recPrP uvést do reaktivniho stavu, tim snizit energetickou bariéru a umoznit tak
snadn&jsi konverzi na PrP*¢. I Pinheiro spole¢né s kolegy ve svych studiich ukézali, Zze vazba
s lipidovou membranou mize vést ke zménam struktury recPrP, jeho agregaci a fibrilizaci

(Wang a Ma, 2013; Ma a Wang, 2014).

V roce 2010 byl vydan clanek ohledné role vysoce konzervovaného centralniho
regionu prionového proteinu v PrP-lipidovych interakcich. V experimentu byla vyuzita fada
recPrP mutaci, s pomoci nichz se podafilo podpofit domnénku, Ze interakce mezi PrP a
lipidy sehréva roli v patogenezi prionovych chorob. Delece konzervované hydrofobni oblasti
znemoznila recPrP-lipidovou hydrofobni interakci a vyustila ve ztratu rezistence na PK.
Také mutace P102L a P105L, obé& spojené s lidskymi spongiformnimi encefalopatiemi,
pozménily PrP-lipidovou interakci. Ackoliv kazda z téchto mutaci méla odlisny vliv na
interakci mezi recPrP a lipidy, obé ve vysledku ovlivnily PK-rezistenci — P102L ji dokonce

kompletné zrusila (Wang a Ma, 2013).

Uspé&iné vytvofeni vysoce infekénich recPrPS s pomoci PE jakozto jediného kofaktoru
velmi podpoftila roli fosfolipidli v utvareni prionové infektivity. Dodatecné experimenty
posléze ukazaly, ze PE je schopny umoznit propagaci PrPS¢ molekul pochazejicich z vice
mySich kmenid a dokonce i nékterych kife¢ich kmentl,, ackoliv s mensi ucinnosti

(Supattapone, 2014).
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4.2 Kofaktory a prionova hypotéza

Zapojeni dalsich faktori do procesu prionové replikace, jak naznacuje fada in vitro
experimentl, piedstavuje jisty problém z hlediska prionové hypotézy, nebot’ naznacuje, ze
PrPS¢ neni jedinou komponentou infekéniho agens. V takovém piipadé je tieba rozlisit mezi
faktory, jez jsou nutnou soucasti infekéniho agens, a hostitelskymi faktory zapojenymi
v konforma¢ni zméné vedouci k tvorbé infekéniho PrPS¢. Pokud by se ukéazalo, Ze jsou
piipadné kofaktory normalnimi bunéénymi slozkami, které se mimo svoji béznou funkci
nahodou podileji na prionové konverzi, nemusely by byt poklddany za soucést infekéniho
agens, ale pouze za molekuly podporujici u¢innou prionovou replikaci (Diaz-Espinoza a
Soto, 2010; Soto, 2011). Dalsi pohled na véc je z hlediska samotné interpretace prionové
hypotézy. Bude-li ,,protein-only” hypotéza brana V nejstriktnéj$im slova smyslu, tedy ze
7adny dalsi faktor neni vyzadovan pro propagaci infekéniho PrP%¢, pak zapojeni jakékoliv
dalsi molekuly do tohoto procesu nemuze byt konzistentni s prionovou teorii. Pokud by vSak
byla interpretovana tak, ze je informace pro prionovou infektivitu nesena pouze konformaci
proteinu, pak by zapojeni pfipadnych kofaktor bylo s prionovou hypotézou slucitelné. Pro
osvétleni této zalezitosti je zapotiebi dalSich studii pro specifikaci role ¢i roli kofaktort

v procesu prionove replikace (Ma a Wang, 2014).
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5. Diskuze

Roc¢ni incidence sporadické formy Creutzfeldt-Jakobovy choroby je se svymi 1-2
ptipady na milion obyvatel v ostrém kontrastu s odhadovanym poétem zemielych na AIDS
za rok 2014, ktery dle WHO ¢inil 1,2 milionu lidi. I pfes tento propastny rozdil v po¢tu obé&ti
se vSak stale jedna o lidské zivoty — vyzkum na poli prionovych chorob je proto Zadany,
zvlaste s ptihlédnutim k faktu, Ze spongiformni encefalopatie jsou fatalni ve 100 % ptipadi.
Ze stejného diivodu by nemély byt podceniovany ani prionové choroby zvirat. Kuptikladu
bovinni spongiformni encefalopatie nas zasahla nejenom z hlediska ekonomického, ale
ohrozila také vetfejné zdravi, jak dokazuje dalsi idaj WHO, tentokrat 224 obéti nové varianty

Creutzfeldt-Jakobovy choroby za rozmezi let 1996-2011.

Za desitkami let studia infekéniho agens zodpovédného za transmisivni spongiformni
encefalopatie stoji nesCetné mnozstvi experimentl, velké mnozstvi poznatkti, ale i mnoho
dohadl. Pfedmétem védeckych pii byla zejména samotnd biologickd podstata infekéniho
agens. Mezi nejvyznamnéjsi teorie na toto téma patii hypotéza virova, ,,virino a prionova,
z nich nejkontroverznéjsi. K témto v roce 1991 ptipojil Charles Weissmann jesté ,,unified
theory*. Neshody zcela neutisilo dokonce ani udileni Nobelovych cen v roce 1997. Presto
vSak Zadny z odpirci nedokazal predloZit takovy diikaz, ktery by prionovou teorii spolehlivé
otfasl. Nepodatilo se fadné¢ identifikovat ani virové Castice, ani kodujici nukleové kyseliny
asociované s infekénim agens. A tak dnes, zejména zasluhou moderni metody PMCA
umoziujici amplifikaci prionového proteinu in vitro, fada védcti povazuje prionovou teorii
kone¢né za uspokojivé dokazanou. Alternativni teorie vSak také maji své pfiznivce. Zcela
jisté nejzarputilej$i oponentkou prionové hypotézy a zaroven zastankyni virového ptvodu
infekéniho agens je Laura Manuelidis, jejiz praci se vSak v soucasnosti pfili§ podpory
nedostava. Je vice nez ziejmé, ze se vSemi nashromazdénymi daty, které jsou za dlouhé roky
vyzkumu na poli prionovych chorob k dispozici, se prionova hypotéza jiz nezda byt tak
kontroverzni jako kdysi a pravdépodobné neni tieba se obavat prudkého obratu v podobé
odhaleni neodhalitelného viru skryvajiciho se za agregity chybné slozené¢ho proteinu.
Pivodctim prionovych chorob ziejmé jejich proteinovéd podstata odebrana nebude. To vSak

neznamena, Ze nas priony jiz nemaji ¢im piekvapit.
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Ackoliv prionovy vyzkum zaznamenal v poslednich letech vyznamny pokrok, visi nad
priony fada otdzek cCekajicich na odpovédi. Kupiikladu ndm stidle neni piesné zndma
fyziologicka role PrPC. Také zbyva uréit ptesnou trojrozmérnou strukturu PrPS¢ stejné jako
mechanismus konverze PrP° na jeho patologickou formu. Velky otaznik piedstavuje mozné
zapojeni kofaktori do procesu prionové replikace, které je v poslednich letech velmi
diskutovano. S objasnénim mnohého by mohlo pomoci pravé odhaleni trojrozmérné
struktury priont. S nedostatkem informaci ohledné¢ specifickych strukturnich uspotadani,
kterych diskutované infek¢ni agens miize nabyvat, a ze jich je mnoho, je znemoznéno plné
porozumét podstaté prionovych kmenti, procesu konverze PrP¢ na PrPSc, vyvinuti
spolehlivych diagnostickych metod a také stanoveni G¢inné terapie. Jednim z piedpokladi
pro Uspésné stanoveni struktury diskutovaného agens je systematickd produkce vysokého
titru infek¢nich prionti v takové formé, aby je bylo mozné podrobit fadné strukturni analyze.
Christian Schmidt se svymi kolegy provedl loiiského roku vyzkum zaméfeny praveé na tuto
problematiku. Ve snaze stanovit podminky vcetné pripadnych kofaktort, pti nichz by bylo
mozné docilit produkce vysokého titru infekéniho materialu, dospéli k nepftili§ radostnému
zavéru. Jejich vysledky potvrzuji, Ze vytvofeni syntetické prionové infektivity z recPrP sice
neni nemozné, je vSak obtizné, a zfeyjm¢ vyZaduje eukaryoticky exprimovany a
posttranslacné modifikovany PrP a/nebo specifické kofaktory. Zaroven navrhuji, Ze o néco
slibngjsi by mohlo byt zaméfeni se na autentické ex vivo priony véetné zdokonaleni technik
purifikace ex vivo priont a také porozuméni ptipadnych kofaktord, jez jsou béznou soucasti
mozkové tkané a jsou nezbytné pro Géinnou prionovou replikaci (Schmidt et al., 2015). |
Martin D. Laus ve svém ¢lanku z roku 2015 upozoriiuje na fakt, Ze chybné sloZzeny recPrP
Casto v nepfitomnosti kofaktorti pozbyva infektivity a tudiz nemusi vhodné reprezentovat
presnou strukturu in vivo PrP¢ (Daus, 2015). Mozn4 pravé zaméfeni se na zptsob, jak
izolovat vysoce purifikované autentické priony namisto téch vytvofenych in vitro by

pomohlo odhalit piesnou strukturu infekéniho agens a vyuzit ji k vyfeSeni dal$ich nejasnosti.

Ackoliv se zda byt zaplnéni mezer a vysvétleni zbyvajicich otdzek na dosah ruky,
ziejmé jesté néjakou chvili potrva a pravdépodobné pujde ruku v ruce se zdokonalovanim
nékterych soucasnych technik a postupd, podobné jako pied 15 lety tym Claudia Sota
vylepsil bezbunécny systém Byrona Caugheyho do podoby PMCA.

37



6. Zaver

Priony jsou puavodci transmisivnich spongiformnich encefalopatii — smrtelnych
neurodegenerativnich chorob, které suzuji nejenom zvitata, ale také ¢lovéka. Mezi lidské
prionové choroby fadime kuru, Creutzfeldt-Jakobovu chorobu, Gerstmann-Straussler-
Scheinkeriv syndrom, fatilni familiarni insomnii a variabilni na proteazu senzitivni
prionopatii. Zviteci prionové choroby zahrnuji klusavku (scrapie), transmisivni encefalopatii
norkti, chronické chfadnuti jelenovitych, bovinni spongiformni encefalopatii a felinni

spongiformni encefalopatii.

Pétrani po infekénim agens stojicim za témito chorobami vedlo k vytvofeni celé fady
ruznych teorii, z nichz je v soucasné dobé vSeobecné uznavana prionova neboli ,,protein-
only“ hypotéza. Ta vychazi z pfedpokladu, ze priony jsou proteinové infekéni ¢astice prosté
nukleové kyseliny, které sestavaji vyhradné anebo pievazné z PrP*¢, patologické izoformy
normalniho prionovénho proteinu (PrP®). Ackoliv doposud nebyla pIné objasnéna struktura
PrP%¢ ani pfesny mechanismus konverze PrP® na PrP%¢, predpoklada se, ze PrP*¢ jedna jako

jadro, které nabira molekuly PrP¢ a indukuje jejich konverzi na tutéz patologickou formu.

Rada experimentll zaméfena na tvorbu infekéniho PrPS¢ in vitro poskytla
Vv poslednich letech velmi vérohodné dukazy podporujici prionovou hypotézu, které pro
mnohé védce znamenaji definitivni potvrzeni spravnosti prionové teorie. S pouzitim metody
PMCA se také povedlo uspésné reprodukovat fenomén prionovych kment, jejichz existence
je pouzivana jako nejcastéj$i argument proti prionové hypotéze. Zaroven vsak tyto studie
poukdzaly na moznou nutnost kofaktor v procesu prionové replikace a na misté vyvstava
dalsi otazka. Jsou-li tyto molekuly skute¢né potiebné pro prionovou infektivitu, vyvracuje to
prionovou hypotézu? Bude-li prionova hypotéza brana pouze jako ,,PrPS°-only“, pak
zapojeni jakékoliv dalsi molekuly nemiize byt s teorii konzistentni. V opa¢ném piipadé vsak
pfipadna existence kofaktoru nepopira zakladni myslenku hypotézy a to tu, Ze infekénim
agens je Castice na bazi proteinu, ktery podléhd konformacéni zméné. K zodpovézeni téchto
otazek je v budoucnu zapotiebi objasnit pesny mechanismus konverze PrP¢ a také stanovit

ptesné role piipadnych kofaktord.
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7. Seznam zkratek

BASE
BSE
CJD
DEPC
fCJD
FFI
FTIR
GPI
GSS
ICJD
miRNA
OER
OPRD
OPRI
PCR
PE
PI-PCL
PK
PMCA

PMSF
POPG
PRNP
PrP
Prp¢
Prpse
PTSV

recPrP
RNA

bovinni amyloidni spongiformni encefalopatie
bovinni spongiformni encefalopatie
Creutzfeldt-Jakobova choroba

diethyl pyrokarbonat

familiarni Creutzfeldt-Jakobova choroba

fatalni familiarni insomnie

infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci

glykosylfosfatidylinositol
Gerstmann-Straussler-Scheinkertv syndrom
iatrogenni Creutzfeldt-Jakobova choroba
microRNA

oxygen enhancement ratio

delece oktapeptidovych repetic

inzerce oktapeptidovych repetic
polymerazova fetézova reakce
fosfatidylethanolamin
fosfoinositid-specificka fosfolipaza C
proteinaza K

protein misfolding cyclic amplification
cyklicka amplifikace prionového proteinu
fenylmetylsulfonyl fluorid
1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-fosfoglycerol
prion protein gene

prionovy protein

bunéény prionovy protein

scrapie prionovy protein

potato spindle tuber viroid

viroid vietenovitosti bramboru
rekombinantni prionovy protein

ribonukleova kyselina
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sCJD
SDS
SIRNA
SSRNA
TSEs
vCJD
VPSPr

sporadicka Creutzfeldt-Jakobova choroba
sodiumdodecylsulfat

small interfering RNA

jednofetézcova RNA

transmisivni spongiformni encefalopatie
nova varianta Creutzfeldt-Jakobovy choroby

variabilni na protedzu senzitivni prionopatie
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