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Diagnostika prionskih bolezni temelji na imunohistokemijskem dolo~anju ob uporabi proti-
teles proti prionskemu proteinu (PrP), ki ne razlikujejo med celi~no obliko PrP (PrPC) in
patolo{ko izoobliko (PrPSc). Zato zahteva ta metoda mo~ne predobdelave za odstranjevanje
PrPC in razkrivanje epitopa na PrPSc v parafinskih rezinah umrlih za prionsko boleznijo.
Namen na{e naloge je bil testirati monoklonska protitelesa proti PrPSc (MPt) V5B2, K4B3,
A4/5 in E5/9, ki so jih pripravili na Zavodu RS za transfuzijo krvi, jih primerjati s kontrolni-
mi, komercialno dostopnimi MPt 3F4 in 6H4, ter poiskati enostavnej{o predobdelavo za
razkrivanje epitopa na PrPSc.

Parafinske histolo{ke rezine vzorcev mo`gan {tirih umrlih za sporadi~no Creutzfeldt-Ja-
kobovo boleznijo (sCJB) in dveh umrlih primerljive starosti, ki nista imela CJB, smo obdelali
s prilagojeno standardno imunohistokemijsko metodo avidin-biotin kompleks (ABC) ob upo-
rabi na{ih MPt, kontrolnih MPt in {tirih predobdelav. Imunohistokemijsko reakcijo (IHR)
z na{imi MPt in PrPSc smo primerjali z IHR med kontrolnima MPt (3F4 in 6H4) in PrPSc z ozi-
rom na jakost signala IHR in {tevilo pozitivnih reakcij. Ista MPt smo uporabili tudi na zaledenelih
rezinah vzorcev dveh ne-CJB-mo`gan brez kakr{nekoli predobdelave.

V nalogi smo pokazali, da so vsa {tiri testirana MPt specifi~na za PrPSc, saj za razliko od
dveh kontrolnih MPt niso prikazala PrPC v zaledenelih rezinah sve`ih ne-CJB-mo`gan. Prav
tako smo pokazali, da se z mo~nej{imi predobdelavami histolo{kih rezin IHR izbolj{a, tako
v jakosti kot tudi v {tevilu pozitivnih reakcij (p < 0,05). Na{e MPt V5B2 je ob~utljivej{e od kon-
trolnega MPt 3F4 (p = 0,03) in je zmo`no z manj intenzivno predobdelavo zanesljivo ozna~iti
PrPSc v mo`ganih obolelih za CJB.

Z omenjenimi rezultati smo dokazali specifi~nost vseh na{ih MPt za PrPSc. Pokazali smo,
da se ta MPt med seboj razlikujejo po ob~utljivosti in da je za diagnostiko sCJB najbolj pri-
merno MPt V5B2, primernej{e tudi od dveh kontrolnih MPt. Domnevamo, da je MPt V5B2
primerno za izdelavo testov za dokazovanje PrPSc v zaledenelih rezinah potencialno oku`e-
nih tkiv ali pa v telesnih teko~inah.

1 Senta Frol, {tud. med., In{titut za patologijo, Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani, Korytkova 2,
1000 Ljubljana.
2 Martin Hren, {tud. med., In{titut za patologijo, Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani, Korytkova 2,
1000 Ljubljana.
3 Delo je bilo nagrajeno s Pre{ernovim priznanjem za {tudente za leto 2001.
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ABSTRACT
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Reliable diagnosis of prion diseases is based on a positive immunohistochemical reaction (IHR)
using antibodies against prion protein (PrP). Unfortunately, this does not distinguish between
cellular PrP (PrPC) and the pathological isoform (PrPSc). Consequently, this method requi-
res intensive pre-treatments to remove PrPC and retrieve the epitope of PrPSc in paraffin sections
of the brains of patients with prion disease.

The aim of this study was to test anti-PrP monoclonal antibodies (MAb) V5B2, K4B3, A4/5
and E5/9, which were prepared at the Blood Transfusion Center of Slovenia, in order to com-
pare them with commercially available MAb 3F4 and 6H4, and to design a simple antigen
retrieval method to label PrPSc in immunohistochemistry.

Sections of paraffin-embedded brain tissue for four cases of sporadic Creutzfeldt-Jakob
disease (sCJD) and of two deceased patients of similar age who had not had CJD were trea-
ted with a modified standard ABC immunohistochemical method using our MAb, control
MAb and four pre-treatments. The IHR of our MAb was compared with the IHR of the con-
trol MAb (3F4 and 6H4) with regard to the intensity of IHR and the number of positive
reactions. The same MAb were tested on the frozen sections of two brains not affected by
CJD without any pre-treatment.

The results showed that all four tested MAbs were specific for PrPSc since, unlike the two
control MAbs, they did not react with PrPC in the frozen sections of non-CJD brain. An impro-
vement in IHR at more intense section pre-treatments of tissues was also demonstrated in
terms of intensity and the number of positive reactions (p < 0.05). Our MAb V5B2 is more
sensitive than the control MAb 3F4 (p = 0.03). It does not need an equally intense pre-treat-
ment as MAb 3F4 to label PrPSc in CJD-affected brain.

The obtained results confirmed the hypothesis on the specificity of our MAb for PrPSc.
Furthermore, we found that MAbs differ in terms of sensitivity and that MAb V5B2 is best
suited for the diagnosis of CJD, even more so than the two control MAbs. MAb V5B2 is assu-
med to be suitable for the development of tests capable of detecting native PrPSc in frozen
sections of potentially infected tissues, or in the bodily fluids of patients with prion diseases.
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Prion

Danes velja, da prionske bolezni povzro~ajo
prioni. Prion je po hipotezi Stanleyja B. Pru-
sinerja definiran kot beljakovinski ku`ni
delec, brez nukleinske kisline (1, 2). Sama
zamisel je v za~etku povzro~ila mnogo dvo-
mov – nekateri so mrzli~no iskali sledove
kakr{nekoli nukleinske kisline, da bi dokazali
obstoj neke vrste po~asnega virusa. Danda-
nes je eksperimentalnih dokazov preprosto
preve~, da bi se jim dalo oporekati, poglavje
o prionskih boleznih pa nas je s svojo svojs-
tvenostjo nau~ilo tudi strpnosti do idej, ki se
v za~etku zdijo nesprejemljive. Prusiner je

leta 1997 za prionsko hipotezo prejel Nobe-
lovo nagrado za medicino (1–3).

Prion (PrPSc) je patolo{ka izoforma prion-
skega glikoproteina, ki je v svoji fiziolo{ki
obliki normalno prisoten na celi~ni membrani
razli~nih celic, vendar je najmo~neje izra`en
v mo`ganih. S poskusi na mi{kah je dokaza-
no, da je njegova prisotnost nujno potrebna
za razvoj prionskih bolezni (2).

PrPC in PrPSc se ne razlikujeta v aminoki-
slinskem zaporedju, razlikujeta pa se po svoji
terciarni strukturi. Pribli`no 40 % molekule
PrPC ima obliko α-vija~nice, zelo majhen del
je v obliki β-nagubanega lista, medtem ko
je v PrPSc le pribli`no 30 % molekule v obliki
α-vija~nice in kar 45 % v obliki β-nagubane-
ga lista (2).
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Ku`nost prionov je neuni~ljiva z obi~aj-
nimi metodami, ki sicer uni~ijo vse ostale
povzro~itelje ku`nih bolezni (formalin,
X-`arki, UV-`arki, obi~ajno avtoklaviranje,
nukleaze) (4). Njihova odpornost je tudi raz-
log za nastanek iatrogenih oblik prionskih
bolezni, kjer prihaja do prenosa prionov
z obi~ajno steriliziranimi kirur{kimi instru-
menti in stereotakti~nimi elektrodami ter
s kadavrskimi tkivi.

Prionske bolezni

Prionske bolezni so edinstvene zaradi njiho-
ve pojavnosti v razli~nih oblikah, tako
patogenetskih kot tudi klini~nih in histo-
patolo{kih. To so namre~ edine, do tega
trenutka znane bolezni, ki se pojavljajo v spo-
radi~ni, dedni in ku`ni obliki, vsaka s svojimi
posebnostmi, vendar z enakim etiolo{kim
dejavnikom. Prav tako so dedne prionske
bolezni edine dedne bolezni, ki so lahko pre-
nosne oz. ku`ne.

Prionske bolezni, ki so jih opisali pri lju-
deh: Creutzfeldt-Jakobova bolezen (CJB),
usodna dru`inska nespe~nost (FFI – fatalna
familiarna insomnia), Gerstmann-Sträus-
sler-Scheinkerjev sindrom (GSS), kuru (4, 5),
nova razli~ica CJB (vCJB) (6). Pri `ivalih so
najbolj prou~ene prionske bolezni: praskavec,
BSE (1, 4) itn. [tevilni posredni dokazi ka`e-
jo, da naj bi pri{lo do prenosa govejih prionov
na ~loveka (6–9).

Diagnostika prionskih bolezni –
pomen imunohistokemije

Zaradi narave prionskih bolezni in njiho-
vega povzro~itelja je njihova natan~na
diagnostika tako pri ~loveku kot tudi pri
`ivalih neizmernega pomena. Najpomemb-
nej{e je namre~ prepre~evanje prenosa
prionov s ~loveka na ~loveka (mo`nost iatro-
gene oblike CJB) in z goveda na ~loveka
(vCJB). Dodaten problem pri prepre~evanju
prenosa je dolga inkubacijska doba teh bolez-
ni, v kateri je mo`en prenos bolezni, preden
se pojavijo klini~ni znaki. Patohistolo{ke spre-
membe v mo`ganih so nespecifi~ne, torej na
podlagi le-teh ni mo`na zanesljiva diagnoza
prionskih bolezni (10).

Zadnje desetletje je metoda izbire za
potrditev klini~ne diagnoze prionskih bolez-

ni imunohistokemija, to je prepoznavanje
antigenov v tkivnih rezinah s pomo~jo spe-
cifi~nih protiteles. Metoda se uporablja na
histolo{kih rezinah vzorcev mo`gan umrlih
za prionskimi boleznimi in je visoko specifi~-
na (10–12).

Pri imunohistokemijski metodi pa se sre-
~ujemo predvsem z dvema te`avama. Prva je
zakritje epitopov na molekuli priona po fik-
saciji mo`gan v formalinu (13). Zato je treba
razkriti vezno mesto za protitelo, kar je kla-
si~ni korak pri imunohistokemijski obdelavi
kateregakoli tkiva, ki je bilo dlje ~asa fiksira-
no. Druga te`ava je dejstvo, da do dana{njega
dne {e niso opisali protitelesa, ki bi bilo spe-
cifi~no za PrPSc in ne bi hkrati ozna~ilo tudi
v mo`ganih prisotnega PrPC. Da bi ob{li obe
te`avi, so raziskovalci preizku{ali razne na~i-
ne predobdelave tkiva (10, 12–14). Pri tem so
izkoristili odpornost prionov na delovanje pro-
teoliznih encimov, s katerimi so najprej uni~ili
PrPC, da so nato lahko prikazali samo preo-
stali PrPSc tudi z nespecifi~nimi protitelesi.
Multicentri~na {tudija, ki je bila opravljena
leta 1997 v Veliki Britaniji, narekuje uporabo
avtoklaviranja (10 minut pri 121°C), mrav-
lji~ne kisline (5 minut, 96 % HCOOH) in
4M-gvanidijevega tiocianata (2uri pri 4°C) kot
najbolj{o kombinacijo predobdelav, ki re{i obe
te`avi, s katerimi se sre~ujemo pri dokazovanju
prionov z imunohistokemijsko metodo (14).

S protitelesi, specifi~nimi za PrPSc, bi se
izognili zamudnim in zahtevnim predobde-
lavam, ki ve~krat uni~ijo histolo{ko rezino.
Tak{na protitelesa bi lahko uporabili tudi za
razvoj metod, ki bi predstavljale hitrej{o,
enostavnej{o in zato tudi cenej{o diagnosti-
ko BSE v klavnicah.

NAMEN RAZISKAVE
Na Zavodu RS za transfuzijo krvi v Ljubljani
so z imunizacijo mi{i BALB/c s 13-aminoki-
slinskim peptidom, izbranim iz primarne
strukture humanega PrP, ki je bil vezan na
nosilno molekulo, dobili izredno dober imun-
ski odziv. Izolirali so paleto MPt-s (15–17), ki
so jih nato testirali tudi s pomo~jo IHR na
parafinskih histolo{kih rezinah vzorcev mo`-
gan dvanajstih bolnikov, ki so v Sloveniji
umrli zaradi sporadi~ne obilke CJB (sCJB)
v obdobju od leta 1988 do leta 2001, in na
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enakem {tevilu ne-CJB-mo`ganov primer-
ljive starosti. [tiri MPt-a z oznakami V5B2,
K4B3, A3/4 in E9/5, ki so ozna~ila le PrPSc

v CJB-mo`ganih in nobene strukture v ne-CJB-
mo`ganih, smo izbrali z namenom, da doka`e-
mo njihovo specifi~nost za PrPSc z imuno-
histokemijsko metodo ter da standardiziramo
enostavno imunohistokemijsko metodo za
dokazovanje prionov s temi MPt. Ta metoda
bo omogo~ila zanesljivo diagnostiko prionskih
bolezni.

MATERIAL IN METODE

Imunohistokemijska reakcija
na parafinskih rezinah sCJB-
in ne-CJB-mo`gan

Izbrana MPt-a smo testirali in standardizira-
li na parafinskih rezinah vzorcev velikih in
malih mo`gan {tirih bolnikov, ki so umrli za
sCJB. Za kontrolo smo uporabili vzorce mo`-
gan dveh umrlih primerljive starosti, ki niso
vsebovali prionov. IHR na{ih MPt-s smo pri-
merjali z dvema komercialno dostopnima
MPt, 3F4 (Senetek, ZDA) in 6H4 (Prionics,
[vica), ki ne razlikujeta med PrPC in PrPSc.

Po {tirinajstdnevni fiksaciji v 10 % forma-
linu smo po en vzorec iz malih in velikih
mo`ganov eno uro razku`evali v 96 % mrav-
lji~ni kislini (18). Na ta na~in smo prepre~ili
vnos prionov v laboratorij in morebitno oku`-
bo tehni~nih delavcev. Po tridesetminutnem
izpiranju v teko~i vodi smo vzorce dehidrira-
li v nara{~ajo~ih koncentracijah etanola (70%,
95 % in 100 %) in ksilolu ter jih vklopili v pa-
rafin. Z mikrotomom smo odrezali 10µ debele
histolo{ke rezine in jih postavili na adheziv-
na predmetna stekelca firme Menzel. Sledilo
je su{enje histolo{kih rezin v termostatu na
59°C ~ez no~. Ohlajene rezine smo depara-
finirali v treh izmenjavah ksilola po 5 minut,
nato smo jih rehidrirali po 3 minute v pada-

jo~ih koncentracijah etanola (100 %, 95 % in
70 %) in sprali v destilirani vodi. Pred upora-
bo primarnih protiteles smo histolo{ke rezine
razdelili v {tiri skupine in jih obdelali na {tiri
na~ine (angl. pre-treatment – PT), z namenom
razkriti epitope na PrPSc in uni~iti PrPC (ta-
bela 1).

Nadaljnji postopek je potekal avtomati~-
no v stroju Ventana Nexes firme Ventana iz
ZDA, ki uporablja avidin-biotin kompleks
imunohistokemijsko metodo.

Prvi korak v stroju je 4-minutna blokada
endogene peroksidaze s peroksidom, ki je
razred~en v pufru. Primarna MPt smo upo-
rabili v obliki supernatanta v koncentraciji
1–2 µg/ml. Komercialni protitelesi, 3F4 in
6H4, smo uporabili v enaki koncentraciji.
Inkubacija primarnih MPt na histolo{kih
rezinah je trajala 20 minut pri temperaturi
38°C, ki je delovna temperatura za celotno
IHR. Nato je sledila inkubacija s komercial-
nimi biotiniliranimi sekundarnimi kozjimi
protitelesi proti mi{jim imunoglobulinom
8 minut. Tako pove~ano molekulo smo ozna-
~ili z avidinom, ki se je vezal na biotin 8 minut.
Komercialno pripravljena raztopina peroksi-
daze se je v osmih minutah vezala na avidin.
Mesto vezave primarnega MPt-a smo pokazali
s 3,3-diaminobezidinom (DAB), ki se je obo-
ril kot rjavo barvilo. Obarjanje DAB-a je
omogo~ila reakcija med peroksidazo, ki je
vezana na avidin, in peroksidom, ki ga je stroj
nakapal na histolo{ko rezino neposredno
pred DAB. Stroj je med posameznimi fazami
dela histolo{ke rezine mo~no izpiral s pufri,
tako da so bila vsa protitelesa, ki se niso veza-
la, odstranjena. Vsi reagenti, razen protiteles
proti PrP, ki so vklju~eni v sistem avtomati~-
ne IHR, so izdelki firme Ventana. Njihova
natan~na sestava nam ni znana.

Za kontrolo samega postopka IHR smo pri
seriji rezin iz vseh testiranih vzorcev mo`gan
izpustili primarno MPt.

PT I – brez kakr{nekoli predobdelave
PT II – 5 minut v 96 % mravlji~ni kislini
PT III – 10 minut v mikrovalovni pe~ici v EDTA-pufru (temperatura 97°C, pH = 8), sledi 15 minut hlajenja na sobni temperaturi, zatem {e 5 mi-

nut v 96 % mravlji~ni kislini na sobni temperaturi
PT IV – 30 minut avtoklaviranja v malem avtoklavu v citratnem pufru pH = 7,3 na temperaturi 121°C, zatem hlajenje 5 minut v hladni destilirani

vodi, potem {e 5 minut v 96 % mravlji~ni kislini

Tabela 1. Tkivne predobdelave, ki smo jih uporabili na parafinskih rezinah malih in velikih mo`gan bolnikov s sporadi~no CJB.
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Zaradi la`jega ocenjevanja lokalizacije
IHR smo jedra v histolo{kih rezinah kontra-
stirali 4 minute z Mayerjevim hematoksilinom.

Nato smo histolo{ke rezine pokrili s krovni-
mi stekelci v stroju RCM (angl. robot coverslipping
machine) 2000 tovarne Medite-Meisai, Japonska.

Imunohistokemijska reakcija v za-
ledenelih rezinah ne-CJB-mo`gan

Na zaledenelih rezinah malih mo`ganov
dveh umrlih, ki nista imela CJB, smo izved-
li imunohistokemijsko reakcijo z istimi MPt-i
(V5B2, K4B3, A3/4, E9/5, 3F4 in 6H4) brez
uporabe kakr{nekoli predobdelave.

Sve`e vzorce malih mo`gan smo postavili
na kovinske podlo`ke, pokrite s krioprotektiv-
nim medijem, ki {~iti tkivo pred po{kodbo pri
zmrzovanju. Pet minut smo jih zamrzovali
v kriostatu na temperaturi –25°C. Nato smo,
prav tako v kriostatu, rezali 10 µ debele rezi-
ne, jih postavili na predmetna stekelca, ki so
tovarni{ko prevle~ena z adhezivno snovjo. Po
su{enju na zraku eno uro smo jih inkubirali
v normalnem konjskem serumu. Sledila je
inkubacija s primarnimi MPt v koncentraci-
ji 1–2 µg/ml, dve uri na sobni temperaturi.
Biotinilirano konjsko sekundarno protitelo
proti mi{jim imunoglobulinom (Vector Labo-
ratories, ZDA) smo razred~ili 1 : 1500 in ga
nanesli na histolo{ke rezine za 90 minut, nato
je sledilo 60 minut inkubacije histolo{kih
rezin z avidin-biotin-peroksidaznim kom-
pleksom (ABC Elite Standard Kit, Vector
Laboratories, ZDA). IHR smo vizualizirali
z DAB v prisotnosti H2O2. Po ve~kratnem izpi-
ranju smo kontrastirali jedra z Mayerjevim
hematoksilinom. Histolo{ke rezine smo trajno
pokrili z DePeX (Chema, Nem~ija) in krovni-
mi stekelci.

REZULTATI

IHR med anti-PrPsc MPt in PrPsc
na parafinskih histolo{kih
rezinah vzorcev iz {tirih CJB-
in dveh ne-CJB-mo`gan

Nobeno od na{ih MPt-s ni reagiralo s PrPC,
ne glede na predobdelavo. Tudi komercialni
MP, 3F4 in 6H4, nista kazali imunoreaktivnosti
s PrPC pod enakimi pogoji. Imunoreaktivnost
vseh MPt s PrPSc je nara{~ala od PT I do PT

IV. Jakost IHR pri MPt V5B2 in K4B3 je
mo~nej{a ̀ e pri {ibkej{ih PT (PT I in II) v pri-
merjavi z MPt A3/4, E9/5, 3F4 in 6H4. MPt
V5B2 in K4B3 sta najmo~neje ozna~ila PrPSc

ob uporabi PT III, kar je zadosten signal za
diagnozo CJB. Komercialno MPt 3F4, ki sicer
ni ozna~ilo PrPSc ob uporabi dveh {ibkej{ih
PT I in II in je ob uporabi PT III ozna~ilo le
`ari{~no PrPSc, je ob uporabi najmo~nej{ega
PT IV ozna~ilo PrPSc nekoliko mo~neje kot
V5B2 in K4B3 (tabela 2, slika 1). Pomanjklji-
vost te predobdelave je, da hudo okvari
histolo{ke rezine zaradi dalj{ega kuhanja
le-teh.

PrP Sc
PT I PT II PT III PT IV

V5B2 0–1 1 1–2 1–3
K4B3 0–1 1 1–2 1–3
A3/4 0–1 0–1 0–1 1–2
E9/5 0 0–1 0–1 1–2
3F4 0 0 0–1 2–3
6H4 0–1 0–1 0–2 2

Tabela 2. Jakost imunohistokemijske reakcije med posamez-
nimi protitelesi in PrPSc v histolo{kih preparatih mo`gan
4 bolnikov, umrlih za sCJB. Podani so razponi ocen jakosti IHR,
ugotovljeni na mo`ganskih rezinah 4 primerov CJB.

Legenda: 0 – brez vidne IHR; 1 – blaga IHR; 2 – zmerna IHR; 3 – mo~na
IHR; PT I–IV, razli~ne predobdelave rezin (glej tabelo 1).

Nobeno MPt ne ozna~i PrPSc po PT I
(a, ~, f). Po PT III V5B2 najbolje ozna~i PrPSc

(b) v primerjavi s 3F4 (d) in 6H4 (g). PT IV
najbolj poja~a IHR med V5B2 in PrPSc (c),
nekoliko manj, vendar tudi med 3F4 in PrPSc

(e), medtem ko ta predobdelava ne vpliva bis-
tveno na IHR med 6H4 in PrPSc (h). PT IV
mo~no po{koduje histolo{ke rezine (c, e, h).

Merilo na sliki h predstavlja 30 µ za sli-
ke a, b, ~, d, f, g, in 60 µ za slike c, e, h.

Na histolo{kih rezinah vzorca velikih
mo`gan umrlega, ki ni imel klini~nih znakov
okvare osrednjega `iv~evja in v katerih
mikroskopski pregled ni pokazal nobenih spre-
memb, ter vzorca velikih mo`gan umrlega, ki
je imel Alzheimerjevo bolezen (negativna
kontrola), ki smo jih testirali pod enakimi
pogoji in z enakimi MPt-i, nismo opazili
vzorca IHR, ki bi bil zna~ilen za katerikoli
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Slika 1. Prikaz jakosti IHR z V5B2, 3F4 in 6H4 po PT I, PT III in PT IV v histolo{kih rezinah malih mo`gan s sinapti~nim vzorcem
odlaganja PrPSc.
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na~in odlaganja PrPSc, prav tako pa ni bilo nik-
jer opaziti IHR na PrPC.

Kontrola imunohistokemijske metode, ki
smo jo opravili na vseh testiranih vzorcih tako,
da smo iz postopka izpustili primarno mono-
klonsko protitelo, je pokazala, da se nobena
druga kemikalija v postopku IHR ni vezala na
histolo{ke rezine.

IHR med anti-PrPsc MPt in PrPc
na zaledenelih histolo{kih
rezinah ne-CJB-mo`gan

Nobeno od {tirih MPt, pripravljenih na ZTK,
ni v zaledenelih rezinah ne-CJB-mo`gan pri-

kazalo PrPC, medtem ko sta obe komercialni
MPt (3F4 in 6H4) ozna~ili PrPC (slika 2). Zara-
di prevelikega tveganja za oku`bo nismo
opravili pregleda zaledenelih rezin sve`ih
CJB- mo`gan. Jakost IHR med 3F4 in PrPC je
bila zmerna v nevropilu skorje malih mo`gan
in mo~na v Purkinjevih celicah, medtem ko
MPt 6H4 ni ozna~ilo PrPC v Purkinjevih
celicah, ampak je le blago ozna~ilo PrPC v ne-
vropilu skorje malih mo`gan (slika 2).

(a) V5B2 ne ozna~i nobene strukture v za-
ledeneli rezini skorje malih ne-CJB-mo`gan, kot
tudi ne K4B3 (d) in A3/4 (e). Imunoreak-
tivnost s temi MPt je popolnoma enaka

Slika 2. Prikaz IHR z V5B2, 3F4 in 6H4 na zaledenelih rezinah ne-CJB mo`gan, v katerih je le PrPC.
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imunoreaktivnosti v histolo{ki rezini na sli-
ki b, ko smo iz imunohistokemijske reakcije
izpustili primarno protitelo (-K). (c) 3F4 je
mo~no reagiral s PrPC v Purkinjevih celicah
(pu{~ica) in za spoznanje {ibkeje s PrPC v os-
talih strukturah skorje malih mo`gan. (~)
Reakcija med 6H4 in PrPC v zaledeneli rezi-
ni malih mo`gan je le blago pozitivna. To MPt
ne ozna~i Purkinjevih celic.

Merilo na sliki e predstavlja 120 µ in velja
za vse slike.

S pomo~jo t-parjenja smo izra~unali
t-vrednosti primerjave jakosti IHR pri upora-
bi MPt V5B2 in 3F4 (tabela 3). Na podlagi teh
rezultatov smo lahko podali relativno oceno
kvalitete obeh MPt-s pri uporabi v imunohi-
stokemiji. Ugotovili smo, da je MPt V5B2
bolj{e (bolj ob~utljivo) kakor kontrolno MPt
3F4 (p = 0,03). To lahko trdimo s 97 % zanes-
ljivostjo.

ne ter so zaradi tega neprimerne za rutinsko
vsakodnevno diagnostiko. Prav tako so te pre-
dobdelave neprimerne za diagnostiko prionov
v telesnih teko~inah (23, 24). V telesnih teko-
~inah sicer ni te`av zaradi zakritja epitopa (ni
fiksacije v formalinu), vendar problem pred-
stavlja nespecifi~nost MPt, saj je znano, da je
PrPC izra`en tudi na eritrocitih, trombocitih,
limfocitih in granulocitih (25).

S protitelesi, ki bi razlikovala med obema
izooblikama PrP oz. bi bila specifi~na za
PrPSc, bi se zapletenost imunohistokemijskih
predobdelav na parafinskih rezinah mo`gan
umrlih za CJB zmanj{ala, saj bi morali samo
{e razkriti epitope na PrPSc, ne bi pa bilo ve~
treba uni~evati PrPC. Taka protitelesa bi
omogo~ila enostavno diagnostiko prionov
v sve`em mo`ganskem tkivu (BSE) in v tele-
snih teko~inah (vCJB) brez strahu pred la`no
pozitivnimi rezultati in bi omogo~ila izdela-
vo hitrih testov, ki bi poenostavili diagnostiko
prionskih bolezni (24).

Upo{tevajo~ vsa ta dejstva, smo v na{i
raziskavi sku{ali dokazati specifi~nost testi-
ranih MPt za PrPSc tudi z imunohistokemijsko
metodo in jo optimirati na tak{en na~in, da
bi bila njihova uporaba ~im bolj preprosta,
kljub temu pa bi dosegli enako ob~utljivost,
kot jo imajo komercialno dostopna protitelesa
z zahtevnej{imi in zamudnej{imi predobde-
lavami (10).

Na podlagi dobljenih rezultatov sklepamo,
da so vsa na{a MPt specifi~na za PrPSc, saj niso
reagirala s PrPC v njegovi nativni obliki. Tre-
ba pa se je zavedati, da imunohistokemija ni
visoko ob~utljiva metoda in da zaradi tega {e
vedno obstaja mo`nost vezave na{ih MPt na
majhno {tevilo molekul PrPC, ki je premajh-
no za zaznavo z IHR. To je treba ugotoviti
z drugimi metodami. Prav tako moramo ome-
niti, da nismo imeli pogojev, da bi opravili IHR
z na{imi MPt-i in nativno ku`nino v zalede-
nelih rezih CJB-mo`gan.

Glede na to, da na podlagi na{ega poskusa
menimo, da sta na{i MPt-i V5B2 in K4B3 spe-
cifi~ni za PrPSc in da v parafinskih rezinah
zanesljivo prika`eta odlaganje PrPSc tudi ob
uporabi enostavnej{e predobdelave (PT III),
ki ne uni~uje histolo{kih rezin, lahko trdimo,
da sta primernej{i za uporabo v diagnostiki
prionskih bolezni na parafinskih rezinah od
komercialnih protiteles.

MPt 3F4 V5B2

Povpre~na jakost IHR 0,8125 1,4375
Napaka SD 0,5896 0,2772

Korelacija med MPt V5B2/3F4
t = –2,24
p = 0,03
1 – p = 0,97

Tabela 3. Povpre~ne vrednosti IHR (rezultati vseh PT) za MPt
3F4 in MPt V5B2 ter korelacija med obema rezultatoma. SD –
standardna deviacija; povpre~na jakost IHR od 0 do 3.

RAZPRAVLJANJE
Uspe{na in zanesljiva diagnostika prionskih
bolezni je najpomembnej{e orodje za prepre-
~evanje njihovega {irjenja. Pri izpopolnjevanju
tega orodja so raziskovalci v preteklih letih
postavili na prvo mesto imunohistokemijo, ki
ima zaradi nespecifi~nih in nestalnih patohi-
stolo{kih sprememb jasne prednosti pred
klasi~no histologijo (5, 11). Imunohistokemija
je tudi potrdilna diagnosti~na metoda (19, 20).
Glavni te`avi, s katerimi se v imunohistokemi-
ji sre~ujemo, sta nespecifi~nost dostopnih
protiteles za PrPSc in zakritje epitopov na
molekuli priona zaradi fiksacije tkiva v forma-
linu (21, 22). Priporo~ene predobdelave
mo`ganskega tkiva, s katerimi se izognemo
obema te`avama, so dokaj zapletene in zamud-
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ZAKLJU^KI
Rezultati raziskovalne naloge potrjujejo hipo-
tezo, da so {tiri MPt (V5B2, K4B3, A3/4 in
E9/5), ki so jih pripravili na Zavodu RS za
transfuzijo krvi, specifi~na za PrPSc v primer-
javi s komercialnima MPt, 3F4 in 6H4, ki ne
razlikujeta med PrPC in PrPSc.

Menimo, da je PT III najprimernej{a
predobdelava za diagnostiko prionskih
bolezni pri ljudeh na parafinskih histolo{kih
rezinah, ker je enostavna, ne po{koduje histo-
lo{kih rezin in omogo~a zanesljivo IHR med
MPt V5B2 in PrPSc v mo`ganih umrlih za CJB.
V primeru negativne reakcije ob mo~nem kli-
ni~nem sumu na CJB pa predlagamo uporabo
PT IV, ki bo z MPt V5B2 ta sum zanesljivo
potrdila ali ovrgla.

V Sloveniji izdelana MPt bi bila zaradi svo-
je specifi~nosti idealna za izdelavo hitrih
testov, ki bi omogo~ili hitro in zanesljivo
dokazovanje prionov v mo`ganih govedi,

organov, namenjenih transplantacijam in
v tkivnih teko~inah. Treba je {e dokazati, da
se ta protitelesa ve`ejo na nativno ku`nino.
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V 1. {tevilki 41. letnika revije Medicinski
razgledi je v ~lanku avtorjev Sente Frol in
Martina Hrena z naslovom Izbira primernih
protiteles in optimizacija imunohistokemijske
metode za dokazovanje patolo{kega prionskega
proteina v mo`ganih bolnikov s sporadi~no

obliko Creutzfeldt-Jakobove bolezni ̀ al pri{lo
do zamenjave slike 2 na strani 9. Pravilno sliko
s pripadajo~im besedilom ponovno objavljamo.

Za zamenjavo se avtorjema in bralcem
opravi~ujemo.

Uredni{tvo Medicinskih razgledov

Obvestilo uredni{tva!
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CC ^̂

DD EE

Slika 2. Prikaz IHR z V5B2, 3F4 in 6H4 na zaledenelih rezinah ne-CJB mo`gan, v katerih je le PrPC.
Slika a – V5B2 ne oznaci nobene strukture v zaledeneli rezini skorje malih ne-CJB mo`gan, kot tudi ne K4B3 (slika d) in A3/4
(slika e). Imunoreaktivnost s temi MPt-i je popolnoma enaka imunoreaktivnosti v histolo{ki rezini na sliki b, ko smo iz imuno-
histokemijske reakcije izpustili primarno protitelo (-K). Slika c – 3F4 je mo~no reagiral s PrPC v Purkinjevih celicah (pu{cica) in za
spoznanje {ibkeje s PrPC v ostalih strukturah skorje malih mo`gan. Slika c – Reakcija med 6H4 in PrPC v zaledeneli rezini malih
mo`gan je le blago pozitivna. Merilo na sliki e predstavlja 120 m in velja za vse slike.
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