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Pregledni ~lanak

U radu se prikazuju prve prionske bolesti od kojih je ve}ina genetskog podrijetla.

Uklju~uju to~kaste mutacije (promjena jednog baznog para, change in a single

base pair Adenine/Guanine, Thymin/Cytosine) DNA, insercija oktapeptida u

N-ti dio prionskog proteina (3 do 216 oktapeptida), delecije (samo dva ili tri su

poznata do sada). Tri ili vi{e insercija potrebna za ovu bolest. To je 35 to~kastih

mutacija (naj~e{}e su na kodonima 102, 178 i 200). Najnovija varijanta CJB,

koja nastaje konzumacijom mesa zara`enog goveda, karakterizira polimorfi-

zam Metionin/Metionon (M/M) na kodonu 129 u 98 posto slu~ajeva. U ostalih

oblika prionske bolesti nema zabilje`enih promjena u prionskom genomu.

To~kaste mutacije karakterizira jedna promjena u jednom baznom paru od 10
9

postoje}ih u ljudskom genomu. Genetske prionske bolesti ~ine 10–15 posto svih

slu~ajeva prionske bolesti. Ne-genetske prionske bolesti ~ine 85–90 posto

slu~ajeva, a zajedno se javljaju u 1,5–2,5 slu~aja na milijun stanovnika.

Genetske prionske bolesti su istovremeno i infektivne. Patolo{ki prionski pro-

tein (PrP
Sc) potreban je za postavljanje dijagnoze. Klini~ka dijagnoza genetskih

i ne-genetskih prionskih bolesti ~ini se vrlo kompliciranom. U bolesnika s

genetskim prionskim bolestima ponekad postoje anamnesti~ki podaci o sli~nim

slu~ajevima koji su se pojavili u ovoj ili prija{njim generacijama. Genetske pri-

onske bolesti mogu se dijagnosticirati analizom baznih parova laboratorijskom

metodom ili automatskim ure|ajem ili citokemijom, metodom lan~ane reakcije

polimerazom, Western blot metodom, imunoenzimskim testom (ELISA). Za iz-

vo|enje ovih metoda potrebno je konstruirati tzv. "primere" ili po~etnice za

kodone 102, 178 i 200. Rade se i obdukcije, biopsije, elektroneurodijagnostika i

analiza cerebrospinalnih markera prionskih bolesti. Diferencijalna dijagnostika

na druge bolesti je tako|er vrlo va`na. Najvi{e publikacija objavio je Prusiner,

koji je dobio i Nobelovu nagradu. On je nedavno promijenio svoje mi{ljenje o

eliminaciji proteina X i prihvatio tezu o utjecaju stranih ~imbenika. Patolo{ki

prionski protein PrPSc ne mo`e nastati iz prionskog proteina PrPC jer PrPSc, kao

protein, ne mo`e stvarati nove proteine. PrPSc je proizvod gena, {to zna~i da je

produkt nukleoproteina. U radu smo sa`eto prikazali njegove ideje o genetskim

prionskim bolestima. Infektivnost genetskih i ne-genetskih prionskih bolesti

~ini se vrlo niska. 

U posljednjih 40 godina analizirana je kultura tkiva: mnogo puta je bila pozi-

tivna i uzro~nik je mogao pro}i "pasa`e". Godine 2007. objavljen je rad o virus-

noj etiologiji prionskih bolesti. Me|utim, mnogi sojevi otkriveni do danas

mogli su se uspore|ivati samo elektronskim mikroskopiranjem. Prona|ene su

~estice veli~ine 20 do 50 nanometra, koje su se smatrale virusima, ali usporedba

nije bila mogu}a. Nekoliko drugih neurotropnih virusa tako|er je detektirano,

~ime se zakomplicirala dijagnostika prionskog uzro~nika. Potrebna su daljnja

istra`ivanja kulture tkiva, {to je razvidno iz brojne do sada objavljene literature. 

Spongious encephalopathy

(1920–2010)

Review paper

We have studied the first prion diseases of which most cases were of genetic ori-

gin. They include point mutations (change in a single base pair Adenine/

Guanine, Thymin/Cytosine) in the DNA, insertions of octapeptides in the N-

-part of the prion protein (3 to 216 octapeptide) and deletions (only two or three

have been known until now). Three or more insertions are needed for the dis-

ease. They are 35 point mutations (the most frequent are at codon 102, 178 and

200). The newest variant CJD, which is caused by eating infected meat from in-
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pretpostavljalo da je uzrok bolesti konzumacija mozga

ovaca, ali to nije dokazano [9]. Zatim se razmatralo o dva

mogu}a na~ina vertikalnog prijenosa [10]: do prijenosa

mo`e do}i i konatalno, kao {to je to slu~aj kod scrapiea

ovce [11] ili Bovine spongiformne encefalopatije (BSE)

[12]. Konatalnih prijenosa bolesti u ~ovjeka nisu na{li,

izuzev{i genetsku etiologiju s mogu}om vi{edesetljetnom

inkubacijom. Do oboljenja ~ovjeka mo`e do}i i jatrogeno:

kod transplantacije corneae [13] ili neurokirur{kog zahva-

ta [14] ako je davaoc bolesnik s CJB, i ako instrumenti nisu

adekvatno dekontaminirani [15]. Ovdje genetika nije etio-

lo{ki odgovorna za prijenos bolesti, ali mo`e imati utjeca-

ja na fenotip [16].

Pregled jatrogenih infekata

Neurokirurgija – naj~e{}e transplantacija Durae mater.

Op}a kirurgija – rad s inficiranim perifernim tkivima.

Okulistika – transplantacija Corneae, aplanacijska to-

nometrija.

Krv – transfuzija konzerviranih krvnih stanica i sasto-

jaka (rijetko).

Hormoni hipofize – hipofizni hormon rasta (HHR).

Neu~inkovita dekontaminacija instrumenata – pre-

poru~uju se instrumenti za jednokratnu upotrebu.

O u~estalosti pojave CJB i srodnih oboljenja objavljeni

su brojni radovi. Naj~e{}e se javlja u etni~kim skupinama

u Izraelu [8], Slova~koj [17] te Italiji [18]. Skupina stru~-

njaka u Eurocidu [19] objavila je podatke iz 6 europskih

zemalja (Finske, Danske, Italije, Nizozemske, Belgije,

Ujedinjenog kraljevstva) [20]. Prikazali su 567 bolesnika s

CJB, od tih su u 14,5 % na{li malformacije u prionskom

genu. Kod manje od polovice tih bolesnika na{li su sli~ne

bolesti u obitelji. Godine 2005. je ista skupina u Eurocidu

[21] objavila rezultate iz devet zemalja Europe te Austra-

lije i Kanade u razdoblju od 1993.–2002. godine. Prikazali

Uvod

Te{ku neurodegerativnu bolest, s uvijek smrtnim za-

vr{etkom, opisali su u Njema~koj, dvadesetih godina

pro{log stolje}a [1, 2]. Bolest nakon toga i danas poznaje-

mo pod imenom Creutzfeldt-Jakobova bolest (CJB). Dugo

se godina dijagnostika zasnivala na klini~kom pregledu i

histopatolo{kom nalazu. Klini~ko-patolo{ku triadu je

opisao Hadlow W.J. [3], jedan od starijih istra`iva~a na

tom podru~ju: a) histolo{ki se nalaze male okrugle ili

ovalne vakuole u neuronima sive supstance mozga (koje je

ponekad mogu}e vidjeti golim okom), b) stanice sive sup-

stance postaju tamne, skvr~ene i atrofi~ne, {to uzrokuje ve-

lik gubitak neurona, c) astrocitoza uklju~uje hipertrofiju i

hiperplaziju astrocita u sivoj supstanci. Iako astrocitoza

nekada mo`e biti prvi znak bolesti, danas se ipak to smatra

samo reaktivnim odgovorom. Oko neurona se mogu vid-

jeti fine granule, fibrilarne strukture, sa svojstvima amiloi-

da. Zbog nedostatka upalnih znakova proces je nazvan

encefalopatija [4]. Dijagnosti~ka biopsija mozga, izvede-

na kod dva bolesnika s CJB, otkrila je u oba bolesnika

upalni profil sa signifikantnom pleocitozom u cerebro-

spinalnom likvoru (CSL) {to bi upu}ivalo da se radi o kro-

ni~noj infekciji u CJB-i [5].

Na sli~nu bolest te mogu}nost hereditarnog (obitelj-

skog) prijenosa bolesti, upozoreno je ve} 1928. i 1936. go-

dine [6, 7]. Klini~ki je bolest podsje}ala na CJB, a prema

autorima su je nazvali Gerstmann-Sträussler-Scheinkerov

sindrom (GSS). Na takav, hereditarni tip bolesti upozorili

su i kod Libijskih @idova koji su emigrirali u Izrael [8].

U~estalost bolesti u toj etni~koj skupini bila je trideset pu-

ta ve}a od u~estalosti u drugim etni~kim skupinama u

Sjevernoj Africi ili u Europi (javljao se 1–2 slu~aja CJB ili

manje na milijun stanovnika). Opisano je 1974. godine 13

bolesnika u Libijskih @idova te pojedina~ni u Izraelu,

Maroku, Al`iru, Tunisu te u Isto~noj Europi. Najprije se

fected beef is characterized by polimorphism Methionine/

Methionone (M/M) at codon 129 in 98 percent of cases. The other

cases of prion disease have no change in the prion genome. Point

mutations are characterized by a single change in one base pair

of 109 available in the human genome. Genetic prion diseases

make up to 10–15 percent of all prion disease cases. Non genetic

prion diseases are 85–90 percent; they together make up to

1,5–2,5 per million of inhabitants. Genetic prion diseases are si-

multaneously also infectious. PrP
Sc is needed for the diagnosis.

Clinical diagnosis of genetic and nongenetic prion diseases ap-

pears very complicated. Genetic disease has sometimes anamne-

stic information on similar cases appearing in this or earlier gen-

eration. Genetic prion disease can be diagnosed by the study of

base pairs by a laboratory method or by an automatic device or

by Cytochemistry, Polymerase chain reaction, Western blot,

Enzyme immunoassay (ELISA). Genetic methods need primers

for the codon 102, 178 and 200. There are also autopsy, biopsy,

electroneurodiagnostic and substances in the cerebrospinal flu-

id. The differential diagnostic to other diseases is very important.

Most publications are from Prusiner, who received the Nobel

prize. He changed recently his mind in eliminating the protein X

and accepted clearly effects of foreign factors. PrPSc cannot orig-

inate from PrPC because both are proteins. The PrPSc is a product

of the gene, i.e. that means it is nucleoprotein. We have summa-

rized his ideas on genetic prion disease in the text. The infectivi-

ty of genetic and nongenetic prion diseases appears very low.

The last 40 years tissue culture was tried: they were many

times positive and the agents could be passaged. In 2007 a publi-

cation appeared as the virus of prion diseases was found. But

many strains detected until now could only be compared with

electron microscopic appearance. 20 to 50 nanometer great for-

mations were found but the tissue itself did not function and a

comparison was not possible. Several other neurotropic viruses

were also found and this complicates the diagnosis of the prion

agent. The tissue culture studies should be helped as evident

from numerous publications in the world literature.



Spongiozna encefalopatija (1920.–2010.)

Infektolo{ki glasnik 30:4, 177–194 (2010) 179

M. JUNG

su 4.441 slu~aj CJB, od kojih je 445 bilo hereditarnog,

genetskog izvora, tj. 10,2 %. To se sla`e s dana{njim is-

tra`ivanjem, da je u~estalost CJB op}enito ve}a, 2–2,5 na

milijun stanovnika ([vicarska 2,4). Mo`da je tome pri-

donijela bolja etiolo{ka dijagnostika molekularno-bio-

lo{kim metodama. Krajem 70-ih godina zapo~eo je brz

razvoj laboratorijske dijagnostike s posebnim interesom

za uzro~nika za kojeg se ve} 1967. godine smatralo da je

proteinske prirode [22, 23]. To je potvr|eno 15 godina kas-

nije [24, 25] i to vrijedi jo{ i danas, a uzro~nik je nazvan

PRION ({to bi zna~ilo: protein infekciozni), no do danas

jo{ nije u potpunosti isklju~ena ni virusna teorija [26].

KURU

Godine 1957. opisani su brojni bolesnici s te{kom neu-

rodegenerativnom bolesti u domorodaca u Novoj Gvineji

(Teritorij Australije). Uzrok (Gajdusek, 1957.) razvoja

bolesti nije bio poznat. Pretpostavljalo se da se bolest

prenosi ritualnim kanibalizmom. Intenzivnim epidemio-

lo{kim mjerama bolest je postepeno i{~eznula. Oboljenje

je nazvano „Kuru“ {to na domoroda~kom jeziku zna~i

„tresti“ (tremor). Godine 1966. uspjelo se eksperimental-

no prenijeti mo`dano tkivo bolesnika od Kuru na ~im-

panze (Gajdusek, 1966.) {to je dalo naslutiti virusnu eti-

ologiju. Isti je autor inokulirao mozak Kuru bolesnika na

Rhesus majmune i izazvao bolest `ivotinje s kratkom

inkubacijom od 6 mjeseci (Gajdusek, 1972.) Tako je prvi

puta prenjeta spongiformna virusna encefalopatija s ~ovje-

ka na ̀ ivotinju. Neurolo{ka slika Kurua je pokazala velike

sli~nosti sa scrapiem, oboljenjem ovaca (Hadlow, 1959).

Scrapie i Kuru spadaju u istu neurolo{ku grupu bolesti kao

i Creutzfeldt-Jakob bolest, te Bovina spongiformna ence-

falopatija. Premda neurolo{ko-patolo{ka slika nije pot-

puno identi~na u obje bolesti ipak je signifikantno sli~na

(vakuolarna degeneracija neurona, vakuolizacija cito-

plazme, smanjenje neuralnih stanica, te astrocitna glioza).

Upalne promjene nisu bile na|ene.

Za bolest je karakteristi~no mentalno propadanje, di-

zartrija, tremor i ja~i gr~evi te paralize (Goldfarb, 2004.).

Epidemija bolesti je dosegla vrhunac 1950. godine, a

i{~eznula oko 1990. godine.

PRIONSKA GENETIKA

Prionski gen su opisali 1985. godine [27], a njegovu

lokaciju na kromosomu 20, 1987. godine [28]. Humani

genom se sastoji od oko 7×109 baznih purinsko (A adenin

– G guanin) pirimidinskih (T timin – C citozin) parova: A-

G, T-C (Bp) i toliko ih je u svakoj diploidnoj stanici.

Genomsku strukturu prionskog gena (PRNP) su opisali

1991. godine [29], kasnije opisan je dvojnik PRNP gena,

ali njegov zna~aj nije poznat [30]. Iz objavljenog rada je

vidljiva sekvenca (redosljed) baznih parova (Bp) {to ~ini

osnovu cijele genetike. Prikaz gena je na Slici 1. i na|eno

je oko 2300 baznih parova. Ekson PRNP eksprimira prion-

ski protein (PrPC); C ozna~ava normalni celularni protein.

Grafi~ki je to jednostavno prikazano na Slici 2. Kod prion-

skog oboljenja dolazi, poslije translacije, do patolo{kog

PrPSc (Sc od scrapie, prionske bolesti ovaca). Proces

stvaranja PrPSc nije jo{ rije{en. PrPSc je ustvari marker in-

fekcije i njegovim dokazom potvr|ena je dijagnoza

bolesti. Kod oboljenja dolazi do porasta PrPSc, ali to nasta-

je promjenom, a ne umno`avanjem PrPC, jer PrPSc, kao

protein, ne mo`e stvarati nove proteine. Za to su odgovorni

nukleotidi (Bp).

Precizna uloga prionskog gena nije jo{ u potpunosti

jasna. Iz pokusa na `ivotinjama znamo da dolazi do odre-

|enih biolo{kih promjena u 24-sata (cirkadian), ako se pri-

onski gen odstrani, `ivotinje postaju otporne na infekt s

prionima, jer poslije odstranjenja prionskog gena ne mogu

vi{e oboljeti od BSE  ({to se poku{ava primijeniti u go-

vedarstvu) [31]. Isto tako nisu uspjeli dokazati infek-

tivnosti PrP
Sc

in vitro [32]. Kod nekih pokusa su dobili ne-

jasne rezultate. Godine 2000. su opisali polimorfni prion-

ski gen, tzv. dvojnik. Taj gen nije bio promijenjen u infici-

ranim stanicama mozga kod ov~jeg scrapiea niti u mo`-

danim stanicama bolesnika s CJB.

Prionski protein (PrP)

Prionski protein ~ine 254 aminokiseline kodirane, od 1

do 254. Na svakom diploidnom kodonu su dvije amino-

kiseline, jednake (homozigoti) ili razli~ite (heterozigoti).

Terminalne regije su N (1–25) i C (231–254). Podru~je

51–91 slu`i za insercije (umetanje) ili za deleciju (brisa-

nje) oktapeptida (oktapepid: 24 Bp: 8 aminokiselina). U

regiji 102–231 su to~kaste mutacije (najva`nije mutacije u

genu). Redoslijed (sekvenca) baznih parova (Bp) PrPC i

PrPSc je identi~an i stoga ~ovjek ne stvara protutijela na

PrPSc tako da serolo{ke pretrage ne mogu poslu`iti u dijag-

nosti~ke svrhe. Zato u dijagnostici koristimo male glo-

davce s drugom Bp sekvencom. PrPSc je prion koji ima

ne{to manje aminokiselina, razli~itu konformaciju (ori-

jentaciju u prostoru) i djelomi~no je otporan na razgradnju

proteazama {to PrPC nije. Zbog manjeg broja aminokiseli-

na ima i manju molekularnu te`inu (27–30 kilodaltona).

Od proteaza se jo{ i danas koristi isklju~ivo Proteinaza K.

Izomere PrP je prikazao Prusiner (Grafikon 3.) u suradnji s

Ball 1988. godine, University California i Italfarmaco

Research Center, Milano, 1996. godine te Hall H.L.

University California, 2001. godine. PrP je vezan na

povr{ini stanice s Glucophosphaditidinositolom, a ima

jednu disulfidnu vezu i tri mogu}e veze sa {e}erima (jedna,

dvije ili bez), tzv. glikozilacija. Glikozilacija i konformaci-

ja igraju bitnu ulogu kod stvaranja tipova ili sojeva PrPSc

koji, kod prijenosa na isti ili drugi soj, perzistiraju ne-

promijenjeni. Sojeve PrPSc je ispitivala Bruce kod scrapiea
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Slika 1. Sekvenca nukleotida genomskog fragmenta (PRNP) koji kodira prionski protein (PrP)

Figure 1.Nucleotide sequence of genomic fragment containing the coding the human prion protein (PRNP)

Slika 2. Ekspresija proteina

Figure 2.Protein expression

Gen je zapravo samo odre|eni redosljed (sek-

venca) baznih parova (Bp) u kodiraju}oj DNK (jed-

na aminokiselina - 3 Bp)

A gene consist of a given sequence of base pairs

(Bp) in the coding DNA (one aminoacid - 3 Bp)
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i BSE, a ispitivala je i raspodjelu lezija u mozgu (Lesion

profile), prenosivost i inkubaciju [33]. Inkubacija je od-

lu~uju}a kod scrapiea [33]. Collinge [34] je metodom

Western blot (WB) mogao razlikovati sporadi~nu i iatro-

genu CJB te varijantu CJB (vCJB), PrPSc u sporadi~ne i

BSE bio je identi~an; to je bio jedan od prvih dokaza za

identi~nost vCJB, odnosno BSE. To je skoro istovremeno

potvr|eno i u [kotskoj [35]. 

Brzi napredak molekularne biologije s transgeni~nim

laboratorijskim `ivotinjama kao npr. mi{ s prionskim

genom goveda (Mo
Bo

umjesto Mo
Mo

) zna~ajno je povisio

osjetljivost na eksperimentalni prijenos bolesti govedo-

-mi{. I na taj na~in je dokazana identi~nost BSE i vJCB

[36]. Prenosivost intra- ili inter-speciesa je zna~ajna, ovis-

na o redoslijedu baznih parova, Bp [37]. Zato genetski fak-

tori mogu igrati ulogu i kod ne-genetskih slu~ajeva {to se

najbolje vidi kod polimorfizma, gdje ne dolazi do mutacije

u prionskom genu.

Polimorfizam

Kod polimorfizma se radi o mogu}nosti ugradnje

baznih parova (Bp) aminokiselina na diploidnom lokusu

prionskog proteina. Najva`niji je kodon 129. Par amino-

kiselina ~ine metionin (m) i valin (v), a tri mogu}nosti su

homozigoti m/m i v/v i heterozigot m/v. Kodon 129 je

daleko najzna~ajniji, a to smo opisali 2003. godine [38].

Homozigoti (m/m) i heterozigoti (m/v) su podjednako ~e-

sto dokazani, a homozigoti v/v su znatno rje|i (izuzev u

skupini jatrogenih oblika). Homozigoti su dokazani u

98–99 % slu~ajeva oboljelih od varijante CJB, koja je

rezultat konzumacije s BSE inficirane govedine [39].

Heterozigot m/v je dokazan u samo  jednog oboljelog od

vCJB poslije transfuzije [40], ali ve} u drugog posttranfu-

zijskog slu~aja je opet dokazan homozigot m/m [41].

Homozigoti m/m pokazuju ve}u osjetljivost na infekt. Kod

genetskih prionskih bolesti uloga m/m na kodonu 129 nije

tako jasna, no ponekad o~ito utje~e na klini~ku sliku.

Polimorfizam m/m igra ulogu i kod fatalne insomnije, ali

na kodonu 178 i od toga ovisi da li }e se razviti fatalna ili

sporadi~na insomnija.

Po nekim autorima }e broj slu~ajeva vCJB biti znatno

ve}i, jer bi broj klini~ki asimptomatskih slu~ajeva mogao

iznositi i do 237 na milijun stanovnika [42].

Insercija

Inserciju (umetanje) oktapeptida (8-aminokiselina

odnosno 24 Bp) u prionski protein u regiji 51–91 [43].

Zapravo su ~etiri oktapeptida i jedan nonapeptid, a

ozna~eni su kao R1, R2, R3, R4. Opisani su kao 5 (nor-

malan) 6/5+1, 7/5+2, 8/5+3, 9/5+4, 10/5+5, 11/5+6,

12/5+7, 13/5+8, 14/5+9. Npr. insercija 2: R1 R2 R2 R2a

R2a R3 R3. Tako napisana mutacija je opisana u jednoj

Infektolo{ki glasnik 30:4, 177–194 (2010) 181
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Slika 3. Izomere prionskog proteina

Figure 3.Isomers of prion protein



182

maloj obitelji u UK 1992. godine, a u brojnom srodstvu su

geneolo{ki dokazali jo{ 50 osoba [44]. Godine 2005. su

dokazali zajedni~ki hereditarni faktor te male obitelji i

brojne rodbine s oko 80 dokazanih, ali klini~ki inaparent-

nih slu~ajeva, te 100 sumnjivih slu~ajeva, kod kojih je bila

potrebna detaljna obrada. Isto su tako na{li neo~ekivano

visok broj takvih mutacija, daleko vi{i od klasi~nih

to~kastih mutacija, ali o broju klini~ki asimptomatskih

slu~ajeva nemamo podataka. Smatra se da je za klini~ki

manifestnu bolest potrebna insercija od najmanje tri ok-

tapeptida [16]. Radove na tom polju nastavili su sve do naj-

novijeg doba. Godine 2003. dokazana je ponavljaju}a

insercija oktapeptida (Octapeptide-Repeat-Insertion) [45]

sa 7 oktapeptida, 168 Bp. Radilo se o bolesniku s

obiteljsko familijarnim oblikom bolesti koja je po~ela u

dobi od 26 godina starosti, a trajala je 16 godina. Drugi

bolesnik je 68 godi{nji Japanac kod kojeg je na|ena inser-

cija 3 oktapeptida (72 Bp). Bolesnik je umro nakon 3 go-

dine zbog pneumonije [46]. Kod jednog bolesnika sa

slikom sporadi~ne CJB dokazana je insercija 5 oktapepti-

da (120 Bp) [47]. Kod drugog bolesnika sa slikom spora-

di~ne CJB na|ena je insercija sa 6 oktapeptida [48].

Molekularno-genetska dijagnostika je pokazala neobi~ne

neuropatolo{ke promjene. Kod spomenutog bolesnika

nisu [48] na{li slu~aj oboljenja u obitelji.

Pokusima na ̀ ivotinjama su do{li do rezultata da inser-

cije mogu utjecati na stvaranje patolo{kog prionskog pro-

teina (PrPSc
), {to mo`e biti od zna~aja za po~etak bolesti

kod hereditarnih oblika. Ispitivanja polimorfizma kod ki-

neske populacije pokazalo je inserciju 73 Bp kod 11-ero

djece i njihovih majki, ali ne i kod o~eva [49]. Zaklju~eno

je da oktapeptid insercije utje~u na porast PrP
Sc [50].

Godine 2005. objavljena je prva insercija (5 oktapeptida)

na|ena u Japanu [51].

Fenotip 86 oboljelih osoba s insercijom 6 oktapeptida,

te 84 sumnjivih slu~ajeva opisani su 2006. godine [52].

Kod mnogih je opa`en rani po~etak demencije te razli~ite

klini~ke slike. Obrnuto proporcionalan je bio odnos

izme|u starosti bolesnika i trajanja bolesti. Polimorfizam

na kodonu PrP 129 nije imao utjecaja na trajanje bolesti.

Ista skupina autora opisala je tri obitelji s razli~itom inser-

cijom 5 oktapeptida [53]. Kod afri~ke obitelji opa`ena je

rapidna progresivna demencija s Kuru-sli~nim (amiloid-

nim) plo~icama u mozgu. Originalna mutacija kod te

obitelji se vjerojatno sastojala u deleciji jednog polipepti-

da. Na osnovi podataka u literaturi se ~ini da slu~ajevi sa

insercijom 5 oktapeptida obolijevaju kasnije od slu~ajeva

sa 6 oktapeptida. Kodon 129 mo`e modificirati oboljenje.

Pove}anje patolo{kog PrP
Sc

je znatno u slu~ajevima insert

mutacija [54], tako da broj inserata mo`e utjecati na pato-

genezu hereditarne prionske bolesti. Nagla{avamo, da je

za razvitak bolesti potrebna insercija od najmanje 3 ok-

tapeptida [16]. Inserciju smo opisali 2003. godine [55].

Delecija

Kod delecija (brisanja) se radi o gubitku 24 bazna paro-

va (Bp), {to odgovara 8 aminokiselina ili jedan oktapeptid.

I delecije su opisane 2003. godine [55]. Postoji mogu}nost

da do|e do delecije 48 Bp {to odgovara 16 aminokiselina

(2 oktapeptida). Prikaz delecije je u Grafikonu 4. U deset-

lje}u 1990.–2002. godine opisano je desetak slu~ajeva

delecije i kod skoro polovice bolesnika su dijagnoze bile

negativne ili nejasne. Ve} 1993. godine do{lo se do zaklju~-

ka da delecije nisu u vezi s CJB [56], a taj zaklju~ak vrijedi

jo{ i danas [16]. Zanimljivo je da su deleciju na{li i u HeLa

stanicama jedne bolesnice s karcinomom cerviksa [57].

To~kaste mutacije (Point mutations)

Naj~e{}i su oblik promjena u prionskom genu PRNP, a

radi se o promjeni samo jednog purinsko-pirimidinskog

baznog para (Bp) izme|u 7 × 109
(milijardi) baznih parova

koji su u jezgri svake diploidne stanice [58]. To dovodi do

promjene sekvence aminokiseline na tom kodonu, jer je

aminokiselina rezultat sekvence tri bazna para.

Na taj se na~in mijenja i sekvenca aminokiselina u pri-

onskom proteinu (PrP), a to je od sudbonosnog zna~aja.

Sekvence nukleotida, odgovorne za ekspresiju amino-

kiselina smo znali analizirati pred vi{e od trideset godina

kemijskim enzimskim metodama [59, 60]. Metoda se

postepeno pro{irila i u manje laboratorije, a koristila se u
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Slika 4. Delecija nukleotida (24-Bp) u prionskom genu (PRNP)

Figure 4.Deletion of nucleotide (24-Bp) in the prion protein gene (PRNP)
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dokazu o~instva te u kriminalistici [61]. Kori{tenje tehnike

u humanoj medicini dovelo je do neslu}enog napretka

[62]. Metoda se po~ela koristiti i za istra`ivanje patogenih

bakterija i virusa, kao i pomo} pri genetskoj terapiji malig-

nih tumora, istra`ivanju `ive okolice, itd. Danas kori{tena

metoda pirosekvenciranja nikleinskih kiselina primjenom

454 sekvencera omogu}uje ~itanje znatno du`ih DNK

sekvenci, {to je od naro~itog zna~aja za viruse. Novim

generacijama sekvencera mo`emo odrediti 400–500 nuk-

leotida × 1 milijun. 25 milijuna Bp mo`e se odrediti za 4

sata s to~no{}u od 99 %. 

Na Slici 6. su prikazane sve humane prionske bolesti

uklju~iv{i insercije, delecije te to~kaste mutacije. Non-

genetskih oblika je samo 4, {to je na izgled ~udno jer oni

ipak ~ine 80–90 % svih prionskih bolesti. Dvije nove

to~kaste mutacije opisane su 2008. i 2009. godine [63, 64].
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Slika 5. To~kasta mutacija

Figure 5.Point mutation

Slika 6. Sindrom humanih prenosivih

prionskih oboljenja

Figure 6.Syndrome of human transmissi-

ble prion diseases

parovi

parovi
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Tipovi to~kastih mutacija

1. P102L

Prva to~kasta mutacija opisana je 1989. godine [65]

kod jednog bolesnika s GSS u Europi i drugog u SAD-u s

dokazanim hereditarnim porijeklom bolesti. Za etiolo{ku

dijagnozu bili su dovoljni prijenosi mo`dane supstance

bolesnika na glodavce, objavljeni pred skoro 10 godina

prije genetske dijagnoze [66–68]. U to se vrijeme mislilo

da je u~estalost tih slu~ajeva izme|u 1 i 10 na 100 milijuna

stanovnika (!), {to se nije potvrdilo. Genetska dijagnoza je

dokaz zamjene (supstitucije) leucina (L) prolinom (P) i oz-

na~ava se kao P102L. Za potvrdu etiolo{ke dijagnoze nisu

smatrali dovoljno specifi~nom histopatologiju mozga pri

autopsiji ve} su zahtijevali imunoblot pretragu mo`danog

tkiva [69]. Autori su prona{li tri razli~ite forme: a) atak-

si~na forma, b) dementna forma i c) demencija s patolo-

{kom koli~inom zamr{enih neurofibrila [70]. Na kodonu

102, zamjena leucina – prolinom P102L se ~ini specifi~-

nom za ataksi~nu formu GSS. Skoro istovremeno se

pokazalo da mutacija P102L, iako naj~e{}a, nije jedina

mutacija kod GSS forme prionske bolesti [71]. Poslije 3

godine su kod jednog drugog bolesnika s GSS sindromom

dokazali inserciju 8 oktapeptida izme|u kodona 51–91

prionskog proteina [72]. Godine 1997. objavljen je slu~aj

u jednoj japanskoj obitelji s varijantom GSS [73].

Mutacija P102L je bila kasnije povezana s mutacijama

F198S, A117V, P105L, G131V, Y145X, H187R te D178N

mutacijama. Godine 1996. opisan je prvi slu~aj GSS u ki-

neskoj obitelji s mutacijom P102L [74].

Vrlo dobro istra`ena i poznata heterogenost Gerst-

mann-Sträussler-Scheinkerovog sindroma (GSS) obzirom

na fenotip je molekularno-biolo{ki ispitivana u prionskom

laboratoriju u blizini Londona [75]. Mutacija P102L je po-

vezana s razli~itom propagacijom proteaza-rezistentnog,

divljeg PrPSc
te postoje}om proteinskom mutacijom.

Godine 2008. opisan je slu~aj iste mutacije, kod jedne

obitelji u Italiji, do sada neopisane [76]. Slu~ajevi obo-

ljelih s P102L mutacijom te vrlo razli~itim fenotipom bili

su ispitivani klini~ki, metodom neuroimaging, te elek-

trofiziolo{ki kod kineskih obitelji u Taiwanu [77]. Odnos

genetskih mutacija na 128 dokazanih slu~ajeva genetske

prionske bolesti u Japanu (ukupno 918 ispitanih bolesni-

ka) iznosio je 19,6 % za mutaciju P102L [78].

2. D178N

Prionsko oboljenje s to~kastom mutacijom D178N

(arginin D zamijenjen asparaginskom kiselinom N na

kodonu PrP 178) opisali su Medori i Goldfarb sa suradnici-

ma [79, 80]. Godine 1995. eksperimentalno su dokazali

prijenos bolesti na pokusne glodavce [81]. Oboljenje s

takvom mutacijom mo`e razviti klini~ku sliku cerebelarne

ataksije (podsje}aju}i na GSS sindrom) bez insomnije

[82]. U to se vrijeme po~elo sumnjati na drugi, dodatni,

genetski faktor, koji bi igrao ulogu kod varijabilnosti

fenotipa. Pokazalo se da, kod toga, igra dominantnu ulogu

polimorfizam na kodonu 129 PrP (metionin/valin), {to je

dobro poznato iz prionske genetike [38, 83]. Takav fenotip

mo`e podsje}ati na GSS sindrom. Mutaciju na kodonu

D178N opisali su u brojnoj Finskoj obitelji. Bolest se

razvila kao brza demencija s cerebelarnim znacima, o{te-

}enjem gornjeg motornog neurona te mi{i}nom ridigitetu i

mioklonusima. Opisana to~kasta mutacija je sigurno po-

vezana s bole{}u [84]. Opisanu mutaciju potvrdili su i u

Kini [85]. Mutacija D178N je jedna od naj~e{}e opisivanih

to~kastih mutacija. Karakteristi~an je vrlo razli~it po~etak

bolesti te razli~iti fenotipovi, o ~emu se jo{ i danas ras-

pravlja [86]. Iako jedna od naj~e{}ih, u Japanu je bila vrlo

rijetka, samo u 1,8 %.

Vrlo je zanimljivo da su kod bolesnika u Koreji tako|er

na{li razli~ite to~kaste mutacije, koje su podsje}ale na ve}

opisane mutacije u svijetu [87].

Mutacija D178N odgovorna je za fatalnu familijarnu

insomniju (FFI). Vrlo je va`na fenotipska varijabilnost is-

tra`ivana 1998. godine [88]. Danas je opisan spektar

fenotipova FFI, genetske i sporadi~ne CJB, kojem treba

dodati jo{ i GSS sindrom [89]. Izra`ena je i intrafamilijar-

na varijabilnost. To~na je dijagnoza mogu}a samo genet-

skim istra`ivanjem sekvence Bp. Bolest se obi~no javlja

kasno u ̀ ivotu, a mogu}e je da se uop}e ne pojavi.

Klini~ki podaci iz 1995. godine 
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D178N- V kodon 129

Demencija, ataksija, mioklonus,

spongioformna degeneracija u kori

mozga i subkortikalnim ganglijama

te astroglioza

D178N-M kodon 129

Insomnija, disautonomija, ataksija,

mioklonus, atrofije odre|enih tala-

mi~kih jezgara

D178N-M kodon 129

Insomnija, konfuzija, demencija,

uko~enost, astrocitoza, lokalizirana

spongioza

3. E200K

Ove to~kaste mutacije su dokazane 1989. godine na

Sveu~ili{tu u New Yorku i u Nacionalnom Institutu za

zdravstvo u Bethesdi (NIH), Maryland [90, 91]. Za genet-

ski dokaz su primijenili metodu PCR koriste}i dva

primera (→ ←), sintetizirana oligonukleotida iz po~etnice

otvorenog okvira za ~itanje PRNP (open reading frame).

Tako je do{lo do promjene glutamina u lizin E200K.

Opisana mutacija je bila prisutna kod vi{e ~lanova

obitelji. Naknadno je prona|ena identi~na to~kasta mu-

tacija u skupinama oboljelih od CJB u seoskoj populaciji



Spongiozna encefalopatija (1920.–2010.)

Slova~ke [92]. Za dijagnostiku je kori{teno direktno sek-

venciranje baznih parova (Bp) kod bolesnika, ro|aka i

drugih osoba na podru~ju pojave CJB. U Slova~koj regiji

Orava su na{li 22 bolesnika oboljela od CJB, a troje su

dokazani i prijenosom bolesti na laboratorijske glodavce.

Mutacija je dokazana u 11 slu~ajeva CJB i u 12 od 40 zdra-

vih, ro|aka prvog koljena. U~estalost CJB je bila nekoliko

stotina puta vi{a od u~estalosti u ostaloj populaciji.

Ispitivanja su izvr{ena u Gr~koj, Poljskoj i ^ehoslo-

va~koj. Iste godine je ispitana prisutnost identi~ne mutaci-

je u 171 osobe, od toga su 102 bile zdrave. U 30 oboljelih

sa sporadi~nom CJB (sCJB) mutacija je dokazana samo

kod dva slu~aja, tako da se danas sCJB ne ubrajaju u strik-

tno genetske prionske bolesti [93]. Koriste}i opisanu

metodu (sekvenciranje Bp) otkrivena je ista mutacija

E200K u libijskih Jevreja u Izraelu te kod sefardi~nih

slu~ajeva (Jevreji u [panjolskoj, Tunisu i Gr~koj) [94].

Ve} sljede}e godine [95] dokazane su insercije oktapepti-

da u prionski protein gen. Na{li su 5, 7 ili 8 oktapeptida. Te

insercije predisponiraju CJB. U suradnji Bethesde, CSSR,

Izraela, Santiago Chilea, ispitano je 55 klini~ki dijagnosti-

ciranih slu~ajeva s vjerojatnom ili mogu}om CJB

[96–101]. Istra`ivanja na bolesnicima s CJB i to~kastim

mutacijama nastavljaju se i u najnovije vrijeme [102]. U

nekih bolesnika je na|en thalamus sindrom, a dijagnoza je

postavljena uz pomo} „Single photon emission computed

tomography (99 m)“ tzv. Tc-ethyl cysteinate dimer. U

Italiji je 2009. godine opisan slu~aj E200K mutacije s os-

vrtom na dosada poznatu literaturu [103].

Zanimljivo je da, kod to~kaste mutacije E218K domi-

nantni negativni efekt i ne zahtijeva prisutnost Protein X

[104].

Klini~ki podaci iz 1995. godine [105]

~lanak o tome je objavila Priola [37]. Ispitivanje drugih oso-

ba iste obitelji (klini~ki zdravih) je mogu}e (u specijalizi-

ranim laboratorijima), ali je neeti~no, jer eventualno pozi-

tivni nalaz u osobe koje mogu biti klini~ki zdrave, a razvoj

bolesti je mogu}e o~ekivati nakon vi{e godina, desetlje}a

ili nikada. Takove osobe s poznatom genetskom malfor-

macijom, dodu{e asimptomatskom, mogu zapasti u depre-

siju, psihozu, po~initi suicid i to samo zbog saznanja o

genetskom kodu.

Elektro-neuro-dijagnostika. Metoda je op{irno pri-

kazana 2003. godine [106] te tehni~ki sa`eta 2009. godine

[107]. Kompjuterizirana tomografija (CT) ne pokazuje ab-

normalnosti. Magnetska rezonanca (Magnetic resonance

imaging) mo`e ponekad otkriti stanovitu artrofiju mo`da-

nog tkiva i vrlo je korisna za dijagnostiku varijante CJB.

Od velikog je dijagnosti~kog zna~aja elektroencefalogram

(EEG) pomo}u kojeg se mogu identificirati pojedine faze

bolesti, u kojima mo`e do}i do dezorganizacije normalnog

osnovnog ritma, disritmija te pojave interminentnih ili

za{iljenih bi- ili tri- faznih valova. Tipi~na je pojava za{i-

ljenih trofaznih valova u intervalu jedne sekunde, PSW
Sc

[108]. Nedostatak takvog nalaza do 12 tjedna bolesti ne

isklju~uje dijagnozu sporadi~ne CJB [109]. O tome se

raspravljalo 1988. godine [110], kada jo{ molekularna di-

jagnostika prionskih bolesti nije bila tako razvijena kao

danas.

Biopsija mozga. Kod biopsije mozga se uobi~ajeno

uzima mali komadi} sub-dominantnog frontalnog kortek-

sa, pod op}om anestezijom. U oko 5 % kasnije potvr|ene

dijagnoze CJB rezultat biopsije mo`e biti la`no negativan

zbog razli~ite distribucije patolo{kih promjena, „Lesion

profile“. Biopsija mo`e biti pra}ena ozbiljnim komplikaci-

jama uklju~iv{i cerebralni apces ili krvarenje [111].

Rezultati biopsije mozga kod bolesnika sa sumnjom na

CJB u Njema~koj, izme|u 1993.–2005. godine [112],

prikazani su u 26 bolesnika. CJB je potvr|ena u 11 bolesni-

ka. Kod preostalih 15 bolesnika nisu na{li znakove CJB.

Histolo{ki su tra`ene spongiformne promjene, gubitak

neurona te glioza. To je kombinirano s imunokemijskim

pretragama. Diferencijalno-dijagnosti~ki su do{li u obzir

tumori, paraneoplasti~ke bolesti, vaskulitis te Alzheime-

rova bolest. Ponekad je bilo mogu}e dokazati kroni~ni

encefalitis sa znacima upalnog procesa. Dijagnoza Alz-

heimerove bolesti mo`e biti odlu~uju}a za primjenu te-

rapije i to je jedan od razloga za biopsiju mozga. Dijagnoza

prionske bolesti je druga naj~e{}a dijagnoza poslije Alz-

heimerove bolesti [113]. U svakom je slu~aju potrebno,

prije biopsije analizirati rezultate svih, a napose moleku-

larno biolo{kih pretraga. Biopsija mozga je svakako po-

trebna u slu~aju demencije nepoznatog uzroka. Suradnja

neurologa, neurokirurga, neuroradiologa i neuropatologa

daje najbolje dijagnosti~ke rezultate.

Autopsija. Rezultati autopsije 60 umrlih s klini~kom

dijagnozom CJB su opisani 2009. godine [114]. Neuropa-
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E200K-M kodon 129

Demencija, ataksija, mioklonus, pi-

ramidalni znakovi, EEG, PHD,

{iroko rasprostranjena spongioform-

na degeneracija, astrocitoza, gubitak

neurona

DIJAGNOSTIKA

Za vrijeme `ivota se dijagnostika genetskih prionskih

oboljenja osniva na anamnesti~kim podacima o klini~ki

sli~nim, te{kim neurolo{kim oboljenjima u istoj obitelji.

Analizom redoslijeda (sekvence) baznih parova (Bp)

u prionskom genu i potvrdom aminokiselina u prionskom

proteinu (PrP) rutinski je mogu}e dokazati to~kastu mu-

taciju, inserciju ili deleciju, promjene u prionskom genu.

Zna~aj sekvence BP u PRNP te aminokiselina u PrP od-

lu~uje o prenosivosti na ljude ili laboratorijske ̀ ivotinje te

klini~ke karakteristike fenotipa. Izvrstan i jednostavan
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tolo{ki je klini~ka dijagnoza potvr|ena u 53 slu~aja.

Mioklonus je bio dijagnosticiran  kod 53, a periodi~ni {i-

ljati valovi (PSW
Sc

) u EEG-u na|eni su u 49 bolesnika. U 7

bolesnika, nije se radilo o CJB nego su bolovali od: cere-

bralnog infarkta, hipoksi~ne encefalopatije, limfoma, kro-

ni~nog alkoholizma sa subduralnim hematomom, asep-

ti~nog meningitisa, alkoholizma i dr. Zbog klini~kih simp-

toma poreme}aja svijesti, smetnji hoda i vrtoglavice svi su

ti bolesnici ozna~eni kao mogu}a CJB.

Cerebrospinalni markeri prionskih bolesti. Bjelan-

~evine 14-3-3 opisane 1967. godine [115] sastoje se od

dvije putuju}e komponente, ozna~ene kao 130 ili 131, ta

metoda je uvedena u prionsku dijagnostiku 1986. godine

[116]. Ispitani su rezultati dijagnosti~ke osjetljivosti i

specifi~nosti 1996. godine [117]. Na 389 ispitanih bolesni-

ka osjetljivost testa je iznosila 98 %, a specifi~nost 99 %.

Test 14-3-3 je jedini priznat od strane Svjetske zdravstvene

organizacije, SZO [118].

Kisela fibrilarna bjelan~evina (Glial fibrillary acidic

protein) GFAP je marker za astrocitne stanice [119], a nji-

hova je koncentracija kod prionskih bolesti znatno

povi{ena. Isto je prona|eno kod eksperimentalno infici-

ranih hr~aka te scrapiea ovaca. Test nije na{ao velike dijag-

nosti~ke primjene, ali se koristi i danas [120]. GFAP test je

kori{ten kao dokaz prisutnosti  fibrilarne bjelan~evine u

tkivu mozga i medulle spinalis [121].

Neuron specifi~na enolaza. U ranom stadiju CJB

dokazan je visok nivo tog enzima u cerebrospinalnom

likvoru [122]. Metoda se jo{ uvijek koristi [123].

Protein S100. Ova bjelan~evina je heterodimer iz dvi-

je izomeri~ne subjedinice s homolognim sekvencama

aminokiselina. Protutijela za dijagnostiku dobivena su ci-

jepljenjem kuni}a i komercijalno su dostupna za imunoen-

zimski test. Koncentracije S100 kod bolesnika s CJB su

bile znatno vi{e [124]. Dijagnosti~ka vrijednost testa je

znatno manja ako je do{lo do subarahnoidalnog krvarenja

ili mo`dane kapi [125].

Ostale metode za dokaz patolo{kog PrP

Hematoksilin-Eosin (HE) metoda. Metoda bojenja

Hematoksilin-Eosinom se koristi i danas, pouzdana je i br-

zo gotova. U prvom je redu potrebno dekontaminirati pri-

one (PrPSc). Dijelovi mo`danog tkiva (3×3×1 cm) se stav-

ljaju u 5 volumena puferirane formol-fiziolo{ke otopine.

Fiksacija je zavr{ena nakon dva dana. Kod ve}ih koli~ina

tkiva materijal se stavlja u 98 % mravlju kiselinu kroz 1

sat, a zatim se dekantira u otopinu 2M NaOH te kona~no

tretira s 5 volumena 10 % puferirane formol-fiziolo{ke

otopine kroz 1 sat. Otopinu je potrebno promijeniti naj-

manje jednom da bi se odstranila mravlja kiselina.

Bojenje metodom HE: materijal je naj~e{}e parafinira-

no tkivo centralnog nervnog sistema (CNS). Deparafi-

nizacija se vr{i: 1) trostrukom promjenom ksilena; 2) 1–2

min. alkohol 10, 90 te 70 %, te ispiranje vodom; 3) materi-

jal se prenese u otopinu filtrirane boje (Harris Hematoxilin

BDH na 5 min.; 4) kratko ispiranje vodovodnom vodom te

diferencijacija u apsolutnom alkoholu s 1 % HCL. Dobro

ispiranje vodovodnom vodom. Bojenje se kontrolira

mikroskopski, stani~ne jezgre su plave boje; 6) nakon ispi-

ranja vodovodnom vodom dodaje se 0,5 % otopine Eosina

Y (2–3 min.); 7) ispiranje preparata 1–2 min. sa 70, 90 i

100 % alkoholom s ksilenom, 8) preparati se ~uvaju u

Pentex mediju na osnovi ksilena (Cox Scientific). 

Western blot (WB) je danas naj~e{}e kori{tena dijag-

nosti~ka metoda [126]. Koristi se  suspenzija mo`danog

tkiva (poslije smrti) ili neki drugi materijal, prije smrti, u

kojem je potrebno dokazati PrP
Sc. S proteinazom K se

odstranjuje PrPC. Pokazalo se da fosfotungstenova kiseli-

na stvara komplekse s PrPSc, ali ne i sa PrPC. To znatno po-

visuje osjetljivost testa i danas se sve vi{e koristi u znan-

stvenim laboratorijima [127]. Suspenzija tkiva se pod-

vrgne elektroforezi na akrilamidogelu. Nakon zavr{ene

elektroforeze materijal se prenosi, posebnom metodom (to

je i princip testa) na nitreoceluloznu foliju. Sada se dodaje

monoklonalno mi{je protutijelo za humani PrPSc
(humano

protutijelo ne postoji, jer ~ovjek ne stvara protutijelo na

vlastiti prionski protein). U pozitivnom slu~aju dolazi do

stvaranja kompleksa anti PrP
Sc

(mi{) – PrP
Sc

(~ovjek).

Sada dodajemo protutijelo za imunoglobuline mi{a (koji

su u kompleksu), koje je konjugirano s odgovaraju}im en-

zimom ili supstratom za vizualizaciju (senfova peroksi-

daza, aminobenzidin ili drugo). Ta metoda se koristi u

poznatom MRC (Medical Research Council). Danas je na

raspolaganju jednostavnija, automatizirana metoda, ko-

mercijalno dostupna, a prvi je rezultat ve} vidljiv za neko-

liko sati. Pozitivne je rezultate potrebno potvrditi u odgo-

varaju}em specijalnom laboratoriju. Rezultat WB je u ob-

liku traka, razli~ite {irine i intenziteta, a ovisan je o

molekularnoj masi. Specifi~nost metode je vrlo visoka.

Metodom WB su otkriveni i razli~iti tipovi priona [33, 34]

i onih koji uzrokuju varijantu CJB. Tako su na|ene razli-

~ite forme priona i za sporadi~nu, jatrogenu i nedefiniranu

varijantu bolesti. Veliki napredak je dosegao Scott M.R.

[36], koji je radio s transgenim mi{evima, kojima je prion-

ski gen bio zamijenjen prionskim genom ~ovjeka ili gove-

da. Danas je metoda usavr{ena i omogu}en je pregled ve-

likog broja uzoraka. Na`alost kod BSE inficiranih goveda,

koje su bez simptoma, rezultat je naj~e{}e la`no negativan.

Apsolutan dokaz posti`e se tzv. Bioassayom odnosno, pri-

jenos uzro~nika na laboratorijsku `ivotinju koja oboli s

tipi~nom klini~kom slikom. Za to se naj~e{}e koriste

mi{evi (moBo) da bi se izbjegla species barijera.

Enzimski imunotest (Enzyme Immunoassay) temelji

se na ~injenici da jedna molekula enzima mo`e katalizirati
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velik broj supstrata, tako da dolazi do krajnjeg produkta

molekule. Tu su metodu opisali Engvall E. i Perlmann P.

[128, 129]. Metoda je u u usporedbi s Western Blotom

(WB) manje osjetljiva, ali omogu}ava testiranje velikog

broja `ivotinja. U metodi se koriste mikrotitracijske plo-

~ice s 100 zdenaca u koje se stavlja anti-mi{ji PrP
Sc

. Tom

serumu dodaje se materijal ~ovjeka ili `ivotinje koji se

ispituje na patolo{ki prion. Za vizualizaciju metode dodaju

se alkalna fosfataza ili drugo. Metoda je prihva}ena op}e-

nito pa i od Svjetske zdravstvene organizacije (Raeberi i

Oesch [130].

PCR (Polymerase Chain Reaction) je tehnika koju ko-

ristimo za dokaz vrlo malih koli~ina infekcioznog materi-

jala prisutnih u ispitanom uzorku, pove~avaju}i koli~inu

specifi~nih nukleotidnih sekvenci uz pomo} direktne

DNA sinteze, {to su opisali Mullis i Faloona 1987. godine

[131]. Za izvo|enje ove metode potrebno je konstruirati

tzv. „primere“ ili po~etnice. Reakcija se sastoji iz 3 dijela:

denaturacije DNK u uzorku, vezanja specifi~nih po~etnica

koje okru`uju sekvencu koja }e se amplificirati te eksten-

ziju po~etnica DNK polimerazom nakon ~ega nastaju dvi-

je kopije orginalnog slijeda nukleotida. Tako je DNK, loci-

rana izme|u dva primera, amplificirana. Nakon 30 ciklusa

amplifikacija specifi~nog DNK segmenta je postignuta.

Nukleotidni slijed mora biti poznat. PCR treba biti

izvedena tako da je minimalna mogu}nost kontaminacije

izvana. Velik problem predstavlja vanjska DNK. Neki ko-

riste posebne prostore za izvedbu testa, a koriste i „sealed“

kontejnere.

Genetska dijagnostika. Kod sumnje na genetsku pri-

onsku bolest va`na je anamneza o sli~noj bolesti u obitelji.

Bolest je karakteristi~na i dugotrajna tako da nije mogu}a

zabluda. Genetski oblici bolesti su na|eni u samo 10–15 %

svih prionskih bolesti, a kojih je oko 2 bolesnika na milijun

stanovnika. Genetsko istra`ivanje pokazuje promjene u re-

doslijedu baznih parova. Istra`ivanja se izvode u velikim

laboratorijima koji imaju posebne aparate. Mutacije su

naj~e{}e na kodonima prionskog proteina 102 (P102L),

178 (D178L) i 200 (E200K). Za njihovo istra`ivanje

moramo imati na raspolaganju odgovaraju}e po~etnice.

Primeri za mutacije P102L, D178N i E200K

P102L 5
–

GAC CTG GGC CTC TGG AAG AAG CGC-

-3 forward

5
–

GGC ACT TCC CAG CAT GTA GCC G-3 

reverse

D178N 5
–

CTA TGC ACT CAT TCA TTA TGC -3         

forward

5
–

GTT TTC CAG TGG CCA TCA GTG -3       

reverse

E200K 5
–

CTA TGC ACT CAT TCA TTA TGG -3        

forward

5
–

GTT TTC CAG TGC CCA TCA GTG -3        

reverse

Zbog malog broja bolesnika s genetskim prionskim

promjenama dijagnostika se radi u malom broju centara

[120]. Za nas se dijagnostika vr{i u laboratoriju za pri-

onske bolesti u Londonu.

Citokemija. Metodu je uveo Bell 1997. godine [132].

On je pripremio serume za humani PrP
Sc i ustupio ga

drugim laboratorijima. Metoda je vrlo korisna i njome je

bilo mogu}e pretra`ivati bioptat mozga. Ubrzo nakon nje-

govog otkri}a po~eli su i drugi laboratoriji pripremati svo-

je antiserume. U me|uvremenu su otkrili antiserume po-

mo}u kojih su mogli razlikovati PrPC i PrPSc, {to je bio ve-

lik napredak u diferencijalnoj dijagnozi.
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Urin. Dokaz patolo{kog PrP
Sc

u urinu bio bi od velikog

epidemiolo{kog zna~aja jer za dobivanje uzorka nije

potrebno koristiti invazivnu metodu, a signifikantno pozi-

tivan rezultat bi ukazao na infekt. Znamo da inkubacija

bolesti mo`e trajati desetlje}ima, a istra`ivanje asimpto-

matske infekcije nije mogu}e. Ne smije se zanemariti is-

tra`ivanje jatrogene infekcije, a to je ~esto ote`ano, jer se

bolesni~ki dokumenti ~uvaju samo 10 godina. Za dokaz

PrP
Sc

u urinu koristi se metoda WB. Urin se prvo obradi s

proteinazom K, da se odstrani PrP
C
. Nakon elektroforeze

materijal se prenosi na specijalnu foliju i tretira s anti-

PrP
Sc

serumom, koji se obilje`en peroksidazom iz hrena

(Horseradish peroxidase). Tako nastaje kompleks uri-

narnog PrP
Sc

s imunoglobulinom iz upotrebljenog anti-

seruma. Ve}ina radova s pozitivnim PrP
Sc

nalazom u urinu

je objavljena posljednjih godina [133, 134]. O signifikant-

nosti metode se jo{ uvijek raspravlja. PrP
Sc

su dokazali i u

urinu ovaca [135]. PrP
Sc

se dugo zadr`ava u tlu {to je mo`-

da i razlog za infektivnost pa{njaka na kome uzgajaju ovce

[136] to je ranije i dokazano [137].

TEORIJA VIRUSNE ETIOLOGIJE CJB

Transmisivne spongiformne encefalopatije (TSE), kao

{to su endemski scrapie ovaca, sporadi~na CJB (sCJB) i

epidemi~na Bovina spongiformna encefalopatija (BSE)

mogu biti uzrokovane klasom tzv. slow-virusa. Takav kon-

cept ostaje, do danas, najbolje obja{njenje i korektno pred-

vi|anje {irenja TSE agensa na razli~ite uzorke. S popular-

izacijom „priona“ (infekciozni protein) osnovni podaci o

TSE virusima su bili zapostavljeni. Niti jedan oblik PrP ne

ispunjava Kochove postulate za infekciju. Patolo{ki PrP

nije potreban za infektivnost. Spontana PrP mutacija i nev-

idljiv oblik infekcioznog PrP mogu protuma~iti inkompat-

ibilnost rezultata. Svojstvo je brojnih virusa da mogu

pre`ivjeti te{ke uvjete okoline te enzimatske utjecaje.

Visoko infektivni materijali imaju nukleinske kiseline od

1–5 Kb ~ak nakon intenzivne digestije. Sedimentiranje i

elektronska mikroskopija [138] otkrivaju ~estice veli~ine

25–35 nm u dijametru. One bi mogle akomodirati viralni

genom od 1–4 Kb, {to je dovoljno za kodiranje protek-

tivnog nukleokapsida ili enzima, potrebnog za replikaciju.

Najzna~ajniji „krak“ mo`e proizvesti visoku infektivnost.

Tako se mogu brzo identificirati virusne i „strain“–speci-

fi~ne molekule, koje su va`ne za dijagnozu, prevenciju te

osnovno razumijevanje.

Na poku{ajima izolacije su radili mnogi autori [139,

140]. Manuelidis, Gorgacz i Manuelidis 1978. godine su

inokulirali 11 mi{eva; mi{evi su bili inokulirani s 0.05 ml

intracerebralno i 0.01 ml intraperitonealno [141]. Pet ̀ ivo-

tinja je uginulo 5 dana poslije inokulacije, a ostali 354–588

dana poslije inokulacije. Jedan mi{ je imao sindrom “~e-

{anja”, a ostali su bili bez znakova. Za vrijeme druge pa-

sa`e jedan mi{ sa sindromom “~e{anja” je uginuo, a 4 mi{a

s istim znacima su bili `rtvovani. Kod autopsije su dva

mi{a iz prve pasa`e i jedan mi{ iz druge pasa`e imali mak-

simalno pro{irenje mokra}nog mjehura, a promjene na

mozgu su bile sli~ne kao kod mi{eva inficiranih sa

scrapiem. Neurolo{ke i astrocitne promjene te status spon-

giosus su na{li kod mi{eva inficiranih s CJB, a naro~ito u

cerebralnom korteksu, bazalnim jezgrama i talamusu.

Dalje su na|ene degenerativne promjene i gubitak `iv-

~anih stanica. U neuronima cerebralnog korteksa je na|e-

no ne{to malih vakuola. Nije na|eno amiloidnih vlakana.

Umjereno je bila uve}ana mikroglia. Sve su te promjene

sli~ne onima opisanim u prvoj pasa`i. Kod zdravih mi{eva

tih promjena nisu na{li. Kako je CJB prenesena na

zamor~ad, hr~ke i mi{eve te promjene mogu biti bli`e CJB.

Manuelidis, Fritch i Xi YG 1997. godine su istra`ivali novi

agens varijante CJB koji mo`e inficirati ljude [142].

Istra`ivali su BSE, koji je postao problem javnoga zdrav-

stva jer su obolijevali i ljudi. Taj novi agens je inficirao

ljude daju}i neobi~nu klini~ku sliku varijantu CJB (vCJB).

Taj novi vCJB agens je provocirao sli~ne amiloidne

plakove i cerebralnu patologiju. Prve pasa`e tog novog

agensa na mi{evima su pokazale sli~nu klini~ku sliku i ak-

tivirali su mikrogliu, ali su imali neznatnu koli~inu PrP-res

(proteaze-rezistentnog PrP) i cerebralne lezije [143, 144].

Mikroglia i astrociti participiraju u selekciji soja jer se

agens stabilizirao i reproducirao BSE-like bolest u sljede-

}im pasa`ama. Rane vakuolarne promjene u neuronima su

aktivirale mikrogliu, a astrociti su prethodili signifikantnoj

PrP-res akumulaciji. Ovo istra`ivanje otkriva upalnu reak-

ciju doma}ina prema jednom egzogenom agensu. U~inje-

no je mnogo mikrofotografija od kojih su neke zna~ajne.

Virusni plakovi pokazuju jasnu sliku kri`a malte{kog reda

koja se mo`e usporediti sa slikama u obiteljskom CJB.

Arjona i sur. 2004. godine su istra`ivali razne sojeve i na{li

su da humana CJB i sli~ne neurodegenerativne bolesti

mogu biti uzrokovane razli~itim srodnim agensima [145].

Oni su povezani s abnormalnim PrP-res i daju rezistentne

PrP-res trake. Isti~emo da PrP-res nije infektivan. Razli-

kuju se dva soja CJB agensa PrP-res, {to je dokazano

pasa`ama na mozgu mi{eva. Brzi CJB soj FU daje mnoge

PrP-res depozite, a polagani, SY soj, ih daje malo. PrP-res

FU i SY sojevi su identi~ni, ali SY inficirane stanice moz-

ga uzrokuju sporo razvijaju}e bolesti.

Manuelidis, Liu i Mullins su 2009. godine ispitali 11

sojeva sCJB, GSS, vCJB, BSE, Kuru i Scrapie [146].

Rezultati su navedeni u tablici 1. Na{li su da su svojstva

specifi~na za soj vCJB kodirana agensom, a ne proteinom

doma}ina. To je bitna razlika od teorije priona. To je publi-

cirao i Prusiner [147].

Prva dva soja humane sCJB imaju dugu inkubaciju i

ograni~enu patologiju u mozgu, isto takav je jo{ jedan soj

GSS. Jedan drugi soj iz Japana ima kra}u inkubaciju ali,

velike amiloidne promjene. Jedan drugi ljudski soj vCJB

ima sli~ne promjene s amiloidom i kratku inkubaciju.

Jedan soj goveda ima isto tako kratku inkubaciju i Kuru-
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specifi~ne promjene Dva soja scrapiea ovaca imaju kratku

inkubaciju i varijantu scrapia u mo`danom tkivu, a

posljednji soj scrapiea ima dugu inkubaciju i specifi~nu

Kuru sliku u mozgu.

Jasno se vide razlike u tipovima promjena u mozgu i

inkubaciji. Kuru agens se razlikuje od CJB sojeva po inku-

baciji i neuropatologiji kod 2 mi{ja genotipa. sCJB se lako

prenosi na kulture hr~ka. Kulture slezene razlikuju Kuru i

sCJB agense. Jasno je da se Kuru javlja samo u Novoj Gvi-

neji dok se japanska CJB javlja u Japanu.

Slow virusi su srodna skupina infektivnih virusa. BSE

je patogen za mnoge vrste, pa i ~ovjeka, ali vrlo duge

inkubacije. TSE agensi se mogu adaptirati na mnoge vrste

te postaju virulentniji, ali odr`avaju stabilni identitet.

Pojedini virusi se razlikuju po inkubaciji, mo`danoj neu-

ropatologiji te limforetikularnom odgovoru. TSE agensi se

mogu jako razlikovati u virulenciji za species, u inkubaciji

i neuropatolo{kom nalazu [148]. Tako je dokazano da je

infekciozni agens Kuru razli~it od CJB i scrapie agensa.

Strain-specifi~na svojstva virusa CJB kodira agens, a ne

PrP doma}ina, usprkos toga {to stanice eksprimiraju oba

PrP gena [149]. [to je s proteinom X? Izme|u PrPSc
i PrP

C

postoje razlike u konformaciji. Da li su razlike u konfor-

maciji odgovorne za prionske razlike treba utvrditi.

Akumulacija PrP
Sc

u mozgu na|ena je kod velike ve}ine

humanih prionskih bolesti, ali ne kod svih. Neki istra`iva~i

su na{li male koli~ine PrP
Sc

, {to bi zna~ilo da neurodege-

neracija nastaje abnormalnim mehanizmom mutantnog

PrP
Sc

, ali to je potrebno dokazati.

Modeli stani~nih kultura daju novu, uzbudljivu teh-

niku, koja daje kriti~ne, fundamentalne eksperimente in-

fekcioznog TSE agensa. Viralne ili prionske molekule

mogu biti evaluirane na infektivnost i svojstva izoliranog

soja. Tako mogu biti ispitani brojni izolati i preparati koji

odgovaraju Kochovim postulatima. Na tom podru~ju su

radili mnogi autori. Prvi je David Ferreira, 1968. godine

[150] opisao “Virus like” ~estice, veli~ine 35 nm u mozgu.

Lampert je 1971. godine na{ao sli~ne ~estice u mozgu,

Bignami i Parry 1971. godine te Narang 1974. godine

[151–153], koji su mislili da je to TSE agens. Barringer i

Prusiner [154] su 1978. godine na{li sli~ne kristalne

tvorbe, veli~ine 25 nm. To je pogodovalo kasnijoj tvrdnji

da to nije virus. Mnogo radova je objavila Manuelidis

1976., 1978. i 1979. godine [155–157]. Daljnja istra`iva-

nja su otkrila ~estice 25–35 nm koje su se smatrale virusi-

ma (Manuelidis, 2007.) One ne ve`u PrP antitijela dok ih

celularni PrP ve`e. Disrupcija tih stanica uni{tava patoge-

nost. Na temelju tih rezultata zaklju~uju da se radi o virusi-

ma. Brojni se radovi sla`u s virusnom etiologijom, a is-

tra`ivanja provedena kratko iza toga su otkrila mnogo de-

talja koji govore u prilog tome. Ve} smo spomenuli da

PrPSc ne mo`e stvarati nove PrPSc, jer je za to potreban

nukleoprotein.

Za sada jo{ uvijek nije na|ena scrapie nukleinska

kiselina. Osnovne razlike izme|u prionske i virusne teori-

je postoje, a sakupio ih je Prusiner, 1994. godine i prika-

zane su u tablici 2.

Kao poseban dokaz navodimo uklanjanje PrP
Sc, koji je

vrlo rezistentan na konvencionalne metode inaktivacije.

To naro~ito vrijedi za biofarmaceutske produkte, priprav-

ljene iz humanih stanica. Potrebno je odstraniti PrPSc s

nano-filtracijskom metodom mije{anjem solucije lim-
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Porijeklo Dijagnoza Inkubacija u mi{a Patologija u mi{a

US – ~ovjek sCJB 370 (307) dana Ograni~eno

Italija – ~ovjek sCJB 380 (324) dana Ograni~eno

UK – ~ovjek GSS 380 (350) dana Ograni~eno

Japan – ~ovjek GSS 120 (70) dana Ra{ireno+amiloid

Japan – ~ovjek GSS 130 dana Ra{ireno+amiloid

UK – ~ovjek vCJB 185 (126) dana BSE tip+amiloid

UK – krava BSE 160 dana BSE+amiloid

Kuru – ~ovjek Kuru 440 (154) dana kCJD specifi~no

UK – ovca Scrapie 140 (87) dana Scrapie varijanta

UK – ovca Scrapie 120 dana Scrapie varijanta

UK – ovca Scrapie 330 (310) dana Kuru specifi~no

Tablica 1. Rezultati ispitivanja Manuelidisa i suradnika u 11 bolesnika sa sCJD

Table 1. The results of research of Manuelidis and collaborators on 11 patients with sCJB
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foglobulina s CJB-homogenatom mo`dane supstance [158].

Ekvini limfoglobulin i antihumani timocitni imunoglobu-

lin su selektivni agensi koji djeluju na T limfocite. Kao in-

dikacija se navodi transplantacija mo`dane ovoj-nice da bi

se sprije~ila jetrogena infekcija. Proces nanofiltracije je

uspje{an, preostali PrP
Sc

se dokazuje WB-tehnikom.

Poznato je da prionska bolest ne vodi do stvaranja spe-

cifi~nih protutijela, {to je jedinstveno u infektivnoj pa-

tologiji. Tom problemu nije posve}eno dovoljno pa`nje.

Potrebno je spomenuti, da virolozi jo{ i danas, nakon vi{e-

godi{njeg istra`ivanja smatraju da je uzro~nik bolesti vi-

rus, a u infektivnom materijalu su i nakon ekstenzivne di-

gestije nukleinskog materijala na{li nukleinske kiseline

1–5 Kb. Uzro~nike je bilo mogu}e dr`ati u kulturi, obi~no

mi{eva, a za uspore|ivanje su slu`ile elektronske slike,

ponekad vrlo jasne. Usporedba dva virusa je vrlo te{ka ili

nemogu}a. Trebalo bi istra`iti protutijela u takvom materi-

jalu, a ne u prionskom proteinu, a izgledi za terapiju bi bili

znatno bolji, jer antiviralne supstance daju dobre rezultate

kod nekih, virusnih infekcija (Herpes simpleks, zoster

virus i dr.). Napredak bi trebao i}i u tom smjeru.

ZAKLJU^AK

1. Nakon prvih opisa JCB 1920. godine pa sve do danas

nisu rije{ene sve dileme o etiologiji spomenute bolesti

2. Dana{nje gledanje na genetske prionske bolesti ne tre-

ba mijenjati. To vrijedi naro~ito za to~kaste mutacije na

kodonima 102, 178 i 200. Isto vrijedi za polimorfizme

(kodon 129). Me|utim ove genetske bolesti ljudi ~ine

svega 10–15 %.

3. Preostali 85–90 % bolesnika s CJB, vCJB te jatroge-

nim infekcijama (nakon transplantacije dure mater, ko-

rnee, transfuzije krvi, primjene hormona rasta, radom s

kontaminiranim instrumentima, kod tonometrije u

okulistici i dr.), te bolesnici s Kuru bole{}u u Novoj

Gvineju mogu se uvrstiti u virusne bolesti (slow vi-

rusi?).

4. Isto se mo`e tvrditi za bolesti ovaca (scrapie) te goveda

(BSE) i nekih drugih ̀ ivotinja.
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