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Razvoj zazivljenjske diagnostike bolezenskih
beljakovinskih odlag v mozganih:

prionske bolezni

Development of in vivo diagnosis of pathologic protein
deposits in the brains of prion disease patients

Lojze M. Smid,** Mara Bresjanac’

Izvleéek

Translacijska medicina obsega sistemati¢na pri-
zadevanja za ustrezno preverbo in prenos razi-
skovalnih spoznanj temeljnih raziskav v upo-
rabno medicinsko prakso. Prispevek orisuje
raziskave diagnosti¢ne uporabnosti pozitronske
izsevne tomografije z radioizotopsko ozna¢enim
molekulskim sledilcem [18F]FDDNP za zgodnjo
zazivljenjsko prepoznavo bolezenskih beljako-
vinskih odlag v mozganih bolnikov s prionskimi
boleznimi. Raziskave, v katerih imajo pomemb-
no vlogo tudi slovenski znanstveniki, so peljale
od laboratorijskih poskusov do klini¢ne $tudije
in predstavljajo dober primer translacijske ne-
Vroznanosti.

Abstract

Translational medicine is a term describing sys-
tematic efforts for adequate testing and transfer
of basic research findings into clinical practice.
The paper outlines a series of studies aimed at
evaluating a diagnostic potential of positron
emission tomography with a radioisotope probe
[18F]FDDNP for early recognition of pathologic
protein deposits in the brains of prion disease
patients. Slovene scientists contributed signi-
ficantly to all studies in this bench-to-bedside
sequence of translational neuroscience.

Prionske bolezni (prenosljive spongi-
formne encefalopatije) so skupina neizbe-
zno smrtnih nevrodegenerativnih bolezni.
Ceprav so po nastanku, poteku in klini¢ni
sliki raznolike, je za vse prionske bolezni
znacilno in patogenetsko pomembno odla-
ganje konformacijsko spremenjene prionske
beljakovine (priona) v bolnikovih mozga-
nih. Prion je poglavitni, ¢e ne celo izklju¢ni,
nosilec prenosljivosti (kuznosti) prionskih
bolezni. Postavitev gotove diagnoze je nava-
dno mogoca sele po bolnikovi smrti z doka-
zom prionov v mozganih. Razvoj zanesljive
metode za prepoznavo prionskih odlag, ki bi
pripomogla k zgodnji zazivljenjski diagnozi,
je zato eno vrocih raziskovalnih podrocij v

nevroznanosti. Nedavno je skupina sloven-
skih raziskovalcev v sodelovanju z razisko-
valnima skupinama v Kaliforniji ter Indiani,
ZDA, uspe$no uporabila pozitronsko izsev-
no tomografijo (angl. positron emission to-
mography, PET) z molekulskim oznaceval-
cem amiloidnih odlag v centralnem ziv¢evju
([F-18]FDDNP) za prikaz bolezenskih odlag
v mozganih bolnikov z dedno prionsko bo-
leznijo, imenovano Gerstmann-Straussler-
-Scheinkerjev sindrom (GSS).!

Prionske bolezni se lahko pojavijo spo-
radi¢no zaradi neznane posttranslacijske
spremembe, ki spodbudi pretvorbo normal-
ne prionske beljakovine v prion (najpogo-
stejSa je sporadi¢na Creutzfeldt-Jakobova
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bolezen, sCJB); nekatere oblike so dedne in
so posledica ene izmed Stevilnih mutacij v
genu za prionsko beljakovino, ki so podlaga
konformacijske spremembe prionske belja-
kovine v prion (med njimi tudi GSS), mozen
pa je tudi prenos prionov - in s tem bolezni
- z bolnih ljudi ali Zivali na zdravo osebo.
V slednjo skupino sodita tako prva opisa-
na prionska bolezen, kuru, kot tudi najbolj
znana med njimi, razli¢ica Creutzfeldt-Jako-
bove bolezni (vC]B), ki se je v devetdesetih
letih dvajsetega stoletja v Angliji pojavila
v povezavi s spongiformno encefalopatijo
govedi. Poti prenosa konformacijsko spre-
menjene prionske beljakovine in nastanka
pridobljenih oblik bolezni so raznolike: od
zauzitja prionov s hrano (kuru, vC]B) do
vnosa v organizem s presadkom dure, ¢lo-
ve$kim rastnim hormonom, transfuzijo krvi
ali z nevrokirurskimi in elektrofiziologkimi
instrumenti (iatrogene oblike bolezni), saj
so prioni odporni na obicajne postopke ste-
rilizacije.

Zanesljivo prepoznavanje prionskih bo-
lezni za ¢asa bolnikovega Zivljenja bi omo-
gocilo vpogled v potek bolezni in odprlo
moznost za razvoj zdravljenja, hkrati pa bi
imelo tudi javnozdravstveno vrednost pri
prepoznanem tveganju za prenos bolezni
(npr. pri presaditvi ali transfuziji krvi). Z iz-
jemo dokaza mutacije gena pri dednih pri-
onskih boleznih imajo trenutne zazivljenj-
ske preiskovalne metode, ki so v klini¢ni
rabi, omejeno obcutljivost in specifi¢nost.
Razvili so konformacijsko specifi¢cna proti-
telesa,” ki bi na¢eloma omogocala hitro pre-
poznavo prionov v vzorcih telesnih tekocin.
Ovira je bodisi nizka vsebnost prionov ali
njihova neprepoznavna oblika v telesnih te-
koc¢inah. Vprasljiva je tudi zanesljivost pre-
poznave zgodnjih oblik bolezni, saj bi lahko
bile bolj ali manj omejene na centralni Zivc-
ni sistem bolnikov in prionov v perifernih
tkivih ali krvi praviloma ne bi bilo lahko
najti. Zato je nedavni razmah razli¢nih sli-
kovnih metod (npr. magnetnoresonancno
slikanje, PET), ki omogocajo neinvazivno
preiskovanje mozganov, ponudil nove dia-
gnosti¢ne moznosti tudi za prionske bole-
zni. Posebno obetavna je uporaba majhnih
radioizotopsko oznacenih molekul, ki se
vezejo na patoloske beljakovinske odlage,

njihovo vezavo in razporeditev v mozganih
pa zaznamo z uporabo slikanja s PET. Pri
bolnikih z Alzheimerjevo boleznijo (AB) je
tak pristop omogocil zazivljenjsko prepo-
znavo in spremljanje sprememb v mozganih
bolnikov z razvijajo¢o se demenco. Med to-
vrstnimi molekulami je bila prva, ki je bila
uspesno uporabljena in vivo, 2-(1-{6-[(2-[F-
18]fluoroetil) (metil)amino]-2-naftil} etili-
den)malononitril, znana po kratici FDDNP.
FDDNP je majhna, hidrofobna molekula, ki
dobro prehaja krvno-mozgansko pregrado.
Ker je FDDNP fluorescentna molekula, ki
po vezavi na beljakovinske agregate mocno
poveca svojo fluorescenco, je primerna tudi
za raziskave in vitro z razli¢nimi metodami,
ki zaznavajo emitirano svetlobo.

Glede na izku$nje z uporabo FDDNP kot
oznacevalca amiloida in amiloidu podobnih
odlag pri AB smo preverili njegovo more-
bitno uporabnost pri prionskih boleznih.
Sprva smo in vitro ugotovili, da FDDNP na
tkivnih rezinah mozganov oznacuje prion-
ske odlage pri sCJB, GSS in vCJB.> V nasle-
dnji raziskavi smo sistemati¢no primerjali
oznacevanje amiloidnih in amiloidu podob-
nih odlag razli¢nega beljakovinskega izvora
v histoloskih vzorcih mozganov umrlih za
razlicnimi nevrodegenerativnimi bolezni-
mi, ki bi bile diferencialnodiagnosti¢no po-
membne pri obravnavi bolnikov s sumom
na prionske bolezni.* Ugotovili smo, da se
poleg senilnih plakov pri AB prav prionski
plaki oznacujejo najbolj zanesljivo in pono-
vljivo. Ti izsledki so napovedovali potencial-
no uporabnost FDDNP pri sumu na prion-
ske bolezni.

Odlaganje prionov se v mozganih pric-
ne pred nastopom klini¢ne bolezni, gostota
odlag pa je domnevno sorazmerna stopnji
prizadetosti bolnika. Zato je bil za odlo¢itev
o raziskavi uporabnosti FDDNP in vivo po-
meben rezultat slepe analize na tkivnih rezi-
nah mozganov, ki je pokazala, da je FDDNP
oznacil prepoznavne prionske plake tudi v
mozganih v nezgodi umrlega predsimpto-
matskega nosilca mutacije za GSS, vendar je
bilo pomembno ve¢ prionskih odlag ozna-
¢enih na tkivnih rezinah mozganov umrlih
z napredovalo boleznijo.

GSS je avtosomno dominantno dedna
prionska bolezen. Zaradi visoke penetrance
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Slika 1: Histoloski

rezini malih moZganov
(a - ¢) in skorje velikih
mozganov (d -f) bolnika,
ki je umrl za prionsko
boleznijo Gerstmann-
Streussler-Scheinker.
Visaka rezina je bila
zaporedno oznalena s
fluorescentnim sledilcem
FDDNP (zeleno v ain d)
in zimunohistokemi¢nim
postopkom za prikaz
bolezenskih odlag
prionov (rjavo v b, rdece
v ¢) ter hiperfosforilirane
beljakovine tau (rjavo

v e, rdece v f). Analiza
soupadanja fluorescence
FDDNP s specifi¢no
oznatenimi odlagami
obeh bolezensko
spremenjenih beljakovin
(cin f) pokaZe, da FDDNP
najmocneje oznatuje
mesta najgostejSih

odlag prionov (rumeno-
oranzno v c), medtem ko
se signala FDDNP in tau
prekrivata le na obrobju
plakov. Merilo: 100
mikrom (a-c), 20 mikrom
(d-f).
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mutacije gena za prionski protein (PRNP)
je zanesljivo diagnozo mogoce postaviti Ze
zacasa bolnikovega zivljenja. Genetsko testi-
ranje omogoca prepoznavo nosilcev mutira-
nega gena pri bolnikovih sorodnikih dolgo
pred nastopom znakov bolezni, amiloidne
prionske odlage v mozganih bolnikov pa so
obilne in imajo znacilno razporeditev. Zara-
di teh lastnosti je bil GSS primerna bolezen
za raziskavo, katere namen je bil preveriti,
ali je ['*F]JFDDNP-PET uporaben za zgo-
dnjo zazivljenjsko diagnostiko in sledenje
razvoja prionskih bolezni.

V raziskavo smo vkljucili $est nosilcev
patogenih mutacij gena PRNP, §tiri z razvi-
to klini¢no sliko GSS (noslici mutacij PRNP
Pio2L, A117V in F198S) in dva brez zna-
kov bolezni (nosilca F198S) ter primerjalni
skupini, ki so ju sestavljali zdravi preisko-
vanci in bolniki z AB. [**F]JFDDNP-PET je
pri preiskovancih z izrazenim GSS pokazal
obsezno vezavo [**F] FDDNP v bazalnih
ganglijih in talamusu, malih mozganih (z
izjemo nosilca mutacije A117V s telencefa-
li¢no razlic¢ico bolezni) in v razli¢nih podro-
¢jih skorje velikih mozganov. Razporeditev
signala je bila v skladu s klini¢no sliko (t.j.
ekstrapiramidni znaki, motnje koordinacije
gibov in hoje, upad spoznavnih sposobno-
sti). Pri enem asimptomatskem nosilcu mu-
tacije se vezava ['*FJFDDNP ni pomembno
razlikovala od tiste, izmerjene pri zdravih
preiskovancih, medtem ko smo pri drugem
izmerili pomebno visje kopic¢enje oznace-
valca v repatem jedru (n. caudatus). Slednji

preiskovanec je bil tudi eden od dveh, ki sta
bila slikana veckrat. V ¢asu opazovanja se
pri njem bolezen ni razvila in tudi vezava
['*F]FDDNP se po 12 oz. 28 mesecih od pr-
vega slikanja ni zvisala. Drugace pa je bilo
pri bolniku z mutacijo P1o2L v PRNP, kjer
smo po 12 oz. 28 mesecih izmerili vi$je ve-
zavne vrednosti [**F]JFDDNP zlasti v skorji
sencenga in temenskega reznja, ker je bila v
skladu s hkratnima kognitivnim in nevrolo-
$kim upadom. Ker je raziskava vkljucevala
tudi spremljanje presnove v mozganih istih
bolnikov s fluorodeoksiglukozo (['*F]FDG)
in PET, so rezultati ponudili tudi vpogled
v odnos med kopic¢enjem prionskih odlag
(vezava ['*F]JFDDNP) in presnovo (vezava
["*F]FDG) v istih predelih mozganov. Po-
kazalo se je, da podro¢ja z visjim signalom
['*F]FDDNP kaZejo zmanjsano vezavo ['°F]
FDG: obilnejse odlage so sovpadale z bolj
okrnjeno presnovo.'

Pri GSS z mutacijo F198S v PRNP spre-
mljajo prionske odlage v mozganih tudi obil-
ne odlage hiperfosforiliranega tau (hT). Pri
AB se tudi del odlag hT oznacuje s FDDNP.?
Zato je obstajala verjetnost, da pri nosilcih
mutacije F198S v PRNP signal [**F]FDDNP-
-PET izvira predvsem ali tudi iz vezave FD-
DNP na odlage hT. Kolokalizacijska analiza
fluorescentega oznacevanja odlag s FDDNP
in imunohistokemijsko prepoznanih be-
ljakovin ugotovili, da podro¢ja, oznacena s
FDDNP, prostorsko sovpadajo z odlagami
prionov in ne hT. Na podlagi te ugotovitve
smo sklepali, da je tudi signal ['**FJFDDNP
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izmerjen in vivo z uporabo PET predvsem
posledica vezave ['*F]JFDDNP na prionski
amiloid. To potrjuje tudi obilna vezava ['°F]
FDDNP pri bolnikih, ki imajo v mozganih le
odlage prionov.

Izsledki opisane serije raziskav uporab-
nosti FDDNP so dober primer translacij-
ske nevroznanosti, ki spoznanja iz bazi¢nih
raziskav pripelje do klini¢no uporabnih re-
zultatov. Ugotovitve so pomembne za more-
bitno uporabo ['*F]JFDDNP-PET pri sumu
na prionske bolezni, ki niso dednega izvora,
npr. vCJB. Kazejo namreg, da je s ['°*F]FD-
DNP-PET mogoce zgodaj v razvoju bolezni
zaznati prionske odlage v mozganih, da raz-
poreditev teh odlag na [**F]JFDDNP-PET
slikah pri razviti bolezni sovpada z podrodji
zmanj$ane presnove v mozganih in klinic¢-
no sliko bolezni in da napredovanje bolezni
spremlja tudi obilnejsa vezava ['*F]JFDDNP
v mozganih.

Zlasti dragocena utegne biti moznost
spremljanja koli¢ine amiloidnih odlag v mo-
zganih bolnikov med razvojem morebitnih
antiagregacijskih pristopov k zdravljenju to-
vrstnih nevrodegenerativnih bolezni.
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