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Úvod

Před několika měsíci vydala Evropská komise seznam výzkumných projektů, zabývajících se  BSE, bovinní spongiformní encelopatií, které jsou financovány z jejích zdrojů. BSE je také nazývána “nemocí šílených krav” kvůli příznakům, které toto onemocnění doprovázejí: dobytek se třese a má problémy udržet se na nohou.

BSE je pro vědce choroba nová. Delší dobu víme pouze o existenci takových chorob, jako je Creutzfeld-Jacobova nemoc (CJD) u lidí nebo skrapie u ovcí – tyto dvě vzácné choroby patří do stejné skupiny jako BSE. Dnes jsou klasifikovány jako “prionové” nemoci. Odborníci o nich vědí, protože po desetiletí sledovali klinické případy, ale o biologickém mechanizmu nemoci je známo jen velmi málo. Ví se například, že při výskytu skrapie ve stádu ovcí nedochází k přenosu onemocnění na člověka. Na základě takovýchto pozorování potvrzených výzkumnou prací došli vědci k názoru, že tento typ choroby se mezi různými živočišnými druhy nepřenáší. Takže předtím, než se objevila nová forma CJD, nepovažovali odborníci vznik epidemie BSE za riziko pro člověka.

Objevením BSE a možnosti jejího přenosu na člověka se radikálně změnilo zaměření výzkumu směrem k prionovým onemocněním. Evropská vědecká komunita spojila své síly a s pomocí členských států a Evropské komise stále roste počet odborníků, kteří se výzkumem BSE zabývají. Den za dnem víme více a postupujeme krok za krokem, i když k tomu, abychom znali odpovědi na všechny otázky, které před námi vyvstávají, máme stále ještě daleko. V tomto dokumentu chceme spotřebitelům poskytnout obecný přehled o tom, v jakém stadiu se výzkum na poli BSE nachází, jaké otázky odborníci řeší a jak se s nimi vypořádává evropská vědecká komunita.

Co je BSE?

To je první otázka, kterou člověk položí a samozřejmě také první otázka, kterou si kladou sami vědci: s jakou nemocí se to tu vlastně potýkáme?

Pozorováním klinických případů byli odborníci poměrně rychle schopni určit, že se jedná o infekční přenosnou nemoc, která má inkubaci několik let a způsobuje destrukci nervových buněk, vedoucí až ke smrti zvířete.

Výrazem “přenosná”  nemoc je myšlena nemoc, kdy se infekční agens dostane do organizmu, tam se pomnoží a po určité době jsou tkáně v organizmu natolik infekční, že mohou infikovat další. Tento postup onemocnění lze sledovat například při vstříknutí extraktu z mozku nemocného zvířete do myši.

BSE je infekční onemocnění stejně jako skrapie. Infekční charakter skrapie byl pro vědce dlouhá léta záhadou. Při posmrtné analýze infikovaných zvířat bylo zjištěno, že nehledě na přítomnou infekci, imunitní systém zvířat nereagoval tak, jak obvykle za podobných okolností reaguje. Vědci také nebyli schopni najít agens, které nemoc vyvolává. Objev skutečné podstaty infekčního agens v osmdesátých letech byl rozhodujícím krokem ve výzkumu této choroby.

Teorie prionů
Agens, zodpovědné za vznik takovéto neuro-vegetativní choroby je natolik odolné vůči metodám inaktivace virů a bakterií, že mnoho vědců došlo v šedesátých letech k názoru, že se s největší pravděpodobností jedná o protein. Stanley Prusiner se pokusil tuto teorii v osmdesátých letech prokázat. Pro nezvyklé agens použil název Prion – infekční protein. Za práci na toto téma byl v roce 1997 oceněn Nobelovou cenou. Prionová teorie je nyní přijímána většinou vědecké obce, i když je potřeba upozornit, že někteří vědci na základě experimentů, jejichž výsledky do teorie prionu nezapadají, o čistě proteinové povaze agens pochybují.

Jak už bylo řečeno, přesná povaha agens, které prionovou nemoc způsobuje, ještě známa není. Předpokládá se, že se jedná o protein se speciální prostorovou strukturou, která mu dává vysokou tepelnou rezistenci; to je důvod, proč se může šířit nedostatečně tepelně zpracovanou kostní moučkou. Priony jsou také zřejmě odolné proti působení enzymů přítomných v buňkách, které normálně proteiny po smrti buňky rozštěpí (proteázy). 

Prionový protein je přirozený protein ze zvířecích buněk. Tento protein je přítomen ve všech savčích buňkách a je exprimován zvláště v nervových buňkách a buňkách imunitního systému. Tento protein se může stát infekční. Přirozená a infekční forma proteinu se od sebe liší pouze prostorovým uspořádáním. Tato informace je velmi důležitá, protože teď už víme, že činnost proteinu je do velké míry podmíněny jeho konformací (prostorovým uspořádáním).

Existence tohoto normálního proteinu se stejnou strukturou vysvětluje, proč imunitní systém napadených zvířat nereaguje: nedokáže rozlišit normální prionový protein a jeho abnormální infekční formu. 

Jak se priony multiplikují?

Také tato otázka odborníky dlouho trápila. Protein není živý organizmus – jak se tedy dokáže sám reprodukovat?

Laboratorní pokusy přinesly následující odpověď: priony se multiplikují tak, že svůj tvar ´vnutí´ normálním proteinům se stejnou strukturou. Normální proteiny přítomné v buňce změní tvar – a tím i svou funkci – po kontaktu s prionem. Mechanizmus této přeměny je stále velkou neznámou.

Je potřeba také vědět, zda mohou normální proteiny spontánně změnit tvar a stát se priony. Odborníci studují i tuto hypotézu. Je proto potřeba přesně určit chemickou látku, která může být přítomná v buňce nebo její membráně – pak teprve lze sledovat její vliv na konformační změny proteinu. Výsledky pokusů, které byly doposud provedeny, naznačují, že tuto teorii nelze jen tak narychlo zavrhnout.

Pozornost odborníků se zaměřuje především na dva typy buněk, ve kterých se priony pravděpodobně nejčastěji multiplikují – na nervové buňky a buňky imunitního systému. U těchto buněk buď dochází k expresi více, než u jiných, a nebo je příčina v tom, že se jedná o formy, které multiplikaci prionu umožňují.

Jak priony působí?

Bylo pozorováno, že se priony kumulují v určitých buňkách – v nervových buňkách – tak dlouho, dokud je nezničí.V současnosti ještě nevíme, jak může takový jednoduchý protein, dokonce i pokud má speciální vlastnosti, způsobit tolik škody. K akumulaci možná dochází díky jeho rezistenci k proteázám.

Aby vědci pochopili podstatu poškození buněk způsobenou priony, musí nejdřív vědět, jak přesně fungují buňky neinfikované. Proto Evropská komise podporuje i výzkumy, které se zabývají strukturou, rolí a funkcí “normálního” proteinu.

Vědcům se protein podařilo lokalizovat: nachází se především v plazmatické membráně nervových buněk. Stejně jako všechny ostatní proteiny je na konci svého “života” vtažen zpět do buňky, kde má být zničen proteázami. “Životní cyklus” proteinu v buňce je teď podrobně studován, aby bylo možné určit přesný okamžik prionové infekce. To by umožnilo vytvořit postupy pro prevenci a léčení infekce například ve smyslu zabránění kontaktu mezi normálním proteinem a prionem.

Přesná struktura normálního proteinu není doposud známa, takže se vědci nemohou soustředit na studium jeho přeměny na protein infekční. Velký krok dopředu znamenala izolace normálního hovězího proteinu, protože tak mohli vědci určit jeho prostorovou strukturu.

O funkci normálního proteinu v buňce však máme zatím příliš málo informací. Celoevropský výzkum je soustředěn na všechny tyto předestřené otázky.

Jak se priony šíří?

Jak se pohybují od jedné buňky ke druhé? Mechanizmus a způsob šíření infekčních proteinů je stále velkým tajemstvím. Jejich studiem se zabývá několik týmů vědců v rámci evropských výzkumných projektů. Pokroky na tomto poli by měly umožnit najít způsoby prevence nebo zastavení šíření nemoci tak, že bude infekčním proteinům zabráněno migrovat mezi buňkami.

Screening 
S vypuknutím epidemie a případu odhalení BSE téměř všude v Evropě vyvstává otázka, jak vyhledat nemocná zvířata ještě předtím, než se dostanou na trh. Výzkumní pracovníci, zabývající se tímto problémem, narazili na řadu těžkostí.

V první řadě je tu dlouhá inkubační doba, tedy období, kdy nejsou patrné žádné příznaky. Nemoc je známá poměrně krátkou dobu a odborníci tedy ještě nejsou schopni minimální inkubační dobu stanovit. Proto nelze říct, že pětiletý kus, který nevykazuje žádné příznaky, je skutečně zdravý. Protože je nyní sledováno více případů BSE, začínáme mít o inkubační době nemoci přece jenom přesnější informace.

Dalším problémem je metoda detekce. Při zdokonalování metody detekce prionu odvádějí vědci úctyhodný kus práce. Takže teď již ví, jak připravit protilátky, které od sebe dokáží odlišit normální a infekční protein. Další zdokonalování těchto protilátek závisí na znalosti přesné struktury prionu, takže Evropská komise podporuje výzkumné programy i v této oblasti.

Přesto již několik společností nabízí imunochemické testy na stanovení rezistentní formy prionu. Díky existenci testů mohly být zahájeny programy plošného vyhledávání nemoci na jatkách v celé Evropě.

Jedním ze směrů současného výzkumu je další zvyšování citlivosti těchto testů natolik, abychom byli schopni stanovovat i nepatrná množství prionu. Další cestou je nalézt způsob, jak vyhledat a identifikovat molekuly, které se zřejmě objeví v krvi ve chvíli, kdy dojde k infekci. Nejedná se tedy jenom o detekci samotných prionů, ale i fyziologických známek jejich přítomnosti v organizmu. Poslední výsledky, dosažené na tomto poli, jsou velmi povzbuzující. 

Výzkum je také zaměřen na otázku, zda je pomocí metody NMR (nukleární magnetické rezonance) možné po dobu vývoje CJD odhalit anatomické změny. Je tedy potřeba sesbírat data pacientů ve všech stadiích choroby a porovnat je. Tento přístup by umožnil využití neinvazivních diagnostických metod (bez chirurgického zásahu).

Ať už se řešitelé rozhodnout pro kteroukoli z metod, musí brát v úvahu, že screeningové testy se budou provádět v širokém měřítku. Test by měl být rychlý a jednoduchý, takže je také třeba nalézt rychlé a efektivní metody odběru vzorků a musí být nalezeny takové testovací metody, které nevyžadují příliš složité procedury.

Výzkum vyhledávacích (screeningových) testů bude samozřejmě pokračovat a pravděpodobně bude i v dalších letech jednou z priorit výzkumu v Evropě.

Určení rizika infekce člověka. 

Existuje vztah mezi výskytem BSE a nvCJD?
Jak zjistíme, jestli se BSE přenáší na člověka? To je jen první z technických obtíží. Jakmile se jedná o člověka, vedení experimentů je mnohem složitější: nelze provádět takovéto in vivo pokusy na lidech. Řešitelé proto zdokonalili modelový systém tzv. “humanizovaných” myší. Do myší byly vloženy geny pro tvorbu původního proteinu, o kterém se předpokládá, že je napadán infekčním prionem. Po infekci těchto myší BSE vyvolávajícím agens pak můžeme dostat výsledky, ze kterých budeme moci získat dílčí informace o přenosu na člověka. Tyto výsledky je třeba brát s velikou rezervou, protože přestože se jedná o lidský gen, organizmus myši nereaguje stejně jako organizmus člověka.

Ve skutečnosti se vědci velmi dlouhou dobu domnívali, že se BSE, stejně jako skrapie, na člověka přenést nemůže. Pochybnosti se objevily spolu s výskytem prvních případů tzv. nové varianty CJD. To, že se jedná o novou variantu, bylo prokázáno při porovnání výsledků autopsií obětí – mozkové léze byly jiné, než u “klasické “ CJD. Při porovnání s lézemi mozku nemocného dobytka však byla nalezena zneklidňující podobnost.

Takže se vědci pustili do hledání agens, zodpovědného za vznik nové varianty, aby ho mohli porovnat s tím, který působí BSE. A znovu byla nalezena nápadná podobnost. Obě agens se výrazně odlišovala od původce klasické formy CJD.

V současnosti sice neexistuje jednoznačný důkaz o přenosnosti BSE na člověka, ale nashromážděné podklady svědčí o tom, že se jedná o velmi pravděpodobnou hypotézu. A k tomuto pojetí se okamžitě vynořují další otázky: jak předejít riziku přenosu BSE na člověka? Přenáší se infekce prostřednictvím potravy? Jak máme vědět, které výrobky mohou být infekční? Odpovědi na tyto otázky se hledají v rámci mnoha výzkumných projektů, ale v současnosti ještě nejsou známy.

S pomocí geneticky modifikovaných myší studují vědci různé způsoby přenosu infekce: především jídlem a krevní transfuzí. Víme, že se priony tvoří hlavně v nervovém systému a proto je výzkum zaměřen na tyto tkáně.

Epidemiologické studie

Epidemiologie se zabývá sběrem údajů o výskytu případů dané nemoci a pak studuje faktory, které ovlivňují jejich frekvenci, geografické rozložení a podobně. Faktory mohou mít souvislost s životním stylem, prostředím, individuálními charakteristikami atd. Epidemiologické studie BSE jsou velmi cenné. Poskytli nám již například důležité informace o pravděpodobné souvislosti mezi nemocí a konzumací hovězí kostní moučky. Byly zahájeny i epidemiologické studie nové varianty CJD.

Abychom získali co nejpřesnější obraz nemoci, je nutné nejenom vytvořit systém sledování výskytu choroby v celé Evropě, ale je také potřeba sjednotit kritéria pro diagnostiku a nastavit je co nejlépe. Proto vědci stále pracují na zpřesnění kritérií diagnózy BSE a nové varianty CJD, což je vzhledem k nízkému výskytu mnohem obtížnější.

Kritéria a výzkumné metody, používané ve všech evropských zemích umožňují spolu s informacemi o zachycených případech stanovit potenciální rizikové faktory.

Obrana a prevence

Pokud se potvrdí, že je agens, vyvolávající BSE, přenosné na člověka, jak můžeme infekci zabránit?

První obranou proti šíření nemoci je identifikace zdrojů nákazy a odstranění těchto zdrojů z potravin. Přesně toto předběžné opatření zavedly vlády i Evropská komise na základě rad různých vědeckých komisí. Úkolem výzkumných pracovníků je dozvědět se o problematice ještě více a poznatky přenést do předběžných opatření, vydaných v boji proti těmto nemocem. 

Je rovněž nezbytné mít k dispozici metody zničení nebo eliminace prionů. Některé výzkumné týmy pracují na vývoji metod, které by mohly být v budoucnu využívány při ošetřování výrobků z jatečních zvířat, nebo při údržbě zařízení, které přišlo do kontaktu s priony a mohlo by se tedy stát přenašečem nákazy.

Ještě nebyla nalezena spolehlivá metoda extrakce prionů. Při extrakci totiž nesmí dojít k poškození proteinu a zvláště jeho biologických a biochemických vlastností. Rychleji postupuje výzkum způsobu inaktivace prionů. Existuje množství možností: prevence kontaktu prionu s normálním proteinem, prevence přechodu prionu z jedné buňky do druhé, deaktivace prionu, změna konformace – protože se ví, že funkce proteinu významně závisí na prostorové struktuře,  nalezení enzymů, schopných prion zničit, atd. A vědci jistě přijdou i na další způsoby! Ale ve většině případů je optimalizace těchto metod závislá na lepším poznání infekčního agens a mechanizmu jeho působení.

Obtíže při studiu prionů: experimentální modely

Při studiu přenosu, vývoje a mechanizmu jakékoli choroby je potřeba mít k dispozici experimentální model.

Výzkum in vitro se provádí na buněčných kulturách. Takže pro studium přenosu nebo účinku prionů na nervové buňky potřebují řešitelé kultury nervových buněk. Existují sbírky laboratorních buněčných kultur, nicméně jejich počet je omezený. Aby mohli odborníci reprodukovat přenos nákazy ve zkumavce, potřebují širší spektrum buněčných kultur. Některé kmeny se speciálnímu prostředí ve zkumavce přizpůsobují snadněji, než jiné. Samotné provedení in vitro testu bývá jednodušší, než pokusy na zvířatech a má tu výhodu, že je možné buňky pozorovat přímo. Jsou ale také nahodilejší. Aby bylo například možno studovat mechanizmus přenosu prionu z jedné buňky do druhé, je třeba vyizolovat buňky, které si přejeme pozorovat a před pozorováním je zaočkovat prionem v patogenní formě. Aby byl tento zdánlivě jednoduchý experiment úspěšný, je však třeba dodržet řadu podmínek: buňky musí přežívat mimo organizmus, musí reagovat na infekci stejně, jako za reálných podmínek, a musí přežít v experimentálních podmínkách, dokud pokus nedoběhne až do konce. Výzkum prionů je zatím v plenkách a odborníci stále hledají kmen buněk, který by nejlépe vyhovoval tomuto typu experimentu. Cílem některých projektů je vytvoření “bank”, které by mohly výzkumným pracovníkům poskytovat přirozeně infikovaný materiál (tkáně, tělesné tekutiny) z případů BSE nebo CJD.

Rovněž testy in vivo nelze vynechat. Při výzkumu BSE již před časem nahradili vědci dobytek za laboratorní myši, které jsou citlivé na prion BSE. Jsou levnější, vyžadují méně místa a výsledky jsou k dispozici dříve – protože mají kratší životní cyklus, vývoj nemoci je rychlejší. Ovšem myši nejsou přirozeně citlivé na lidskou formu prionu, o které se předpokládá, že vyvolává novou variantu CJD. Je zřejmé, že nelze experimenty provádět na člověku. Jako model by mohly sloužit opice, ale ty se využívají velmi zřídka. Nejpraktičtější je použít myši, ty se však od lidí hodně liší. Určitého pokroku bylo dosaženo, když vědce napadlo vnést myším gen, kódující lidský prionový protein. Tyto myši by pak logicky reagovaly na infekční agens stejně, jako lidé, nebo by přinejmenším mohly poskytnout představu o tom, jak by reagoval lidský organizmus. Výzkum byl veden tak, aby bylo možno ověřit jeho spolehlivost – především srovnáním s výsledky, získanými při pokusech s opicemi.

Pokud se podaří tyto metody ověřit, výzkumníci získají hodnotné nástroje pro studium účinků prionu na lidi.

Nezbytnost koordinace výzkumných aktivit na evropské úrovni
Evropská komise představila roku 1996 poprvé akční plán, který byl zaměřen nejen na podporu výzkumu prionů, ale i všech souvisejících oblastí, organizovaných na evropské úrovni. Nejedná se jenom o koordinovaný výzkum, ale i o spojení vybavení, dat a materiálu... O základnu nejen pro poskytování tkání a tekutin, odebraných u případů BSE a CJD, ale i pro dokončení výrobního programu takovýchto vzorků pro případ, že dojdou zásoby, pro vytvoření pravidel pro skladování a dodávku těchto tkání a pro vytvoření databáze dostupných vzorků... Uvědomujeme si důležitost vybudování nástrojů, bez kterých by výzkum jednoduše nemohl pokračovat.

Poděkování  

Autor by rád poděkoval doktoru Ronaldovi Melkimu z Laboratoire d’Enzymologie et de Biochimie Structurales při Centre National de la Recherche Scientifique (C.N.R.S.), za laskavou korekturu rukopisu a Evropské komisi za podporu projektu (No. QLK1-2000-00040) v 5. rámcovém programu (5th Framework Programme) v sekci Kvalita života a využití přírodních zdrojů (Quality of Life and Management of Living Resources), Key Action 1.  

Další literatura

· Transmissible Spongiform Encephalopathies: the European initiative. European Commission.  EUR 19369 EN ; ISBN 92-828-9581-5 ; 129 pages.  Quality-of-life@cec.eu.int 

R T D i n f o N ° 29 A p r i l 2 0 0 1

· Mad cow disease, a source of wisdom? RTD Info- Magazine for European Research. Feature -BSE.  European Commission. No. 29, April 2001; pages 5-12.  http://europa.eu.int/comm/research/rtdinfo/en/29/index.html 

· www.eurocjd.ed.ac.uk.  News site.  







_1096179418.bin

