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2 ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra biologickych a lékafskych véd

Kandidat: Bc. Veronika Sedlakova

Vedouci: PharmDr. Jana Rathouska, Ph.D.

Konzultant: Ing. Magdalena Smétakova

Nazev prace: Prionové onemocnéni Cloveka - CREUTZFELDTOVA-
JAKOBOVA NEMOC

Cil prace: Teoreticka Cast prace podava ucelenou teorii nejen o prionech, ale
I 0 Cretzfeldtové-Jakobové nemoci obecné. Cilem experimentalni prace bylo
zhodnotit a kvantifikovat mozkomisni mok a mozkovou tkan u osmi jedincu
s podezienim na prionové onemocnéni Creutzfeldtovou-Jakobovou nemoci.
Metody: Pro stanoveni pfitomnosti 14-3-3 proteinu v mozkomisnim moku
a prionového proteinu v nativni mozkové tkani byla pouzita metoda Western blot.
Vysledky byly vyjadfeny pouze kvalitativné. Pro lepSi specifitu byla diferencialni
diagnostika doplnéna o imunologické vySetfeni likvorového tripletu (p-TAU, h-
TAU, B-amyloid). Toto kvantitativni stanoveni bylo provedeno metodou
enzymové imunoanalyzy (ELISA).

Vysledky: U v8ech osmi podezielych jedincu bylo potvrzeno onemocnéni
Creutzfeldtovou-Jakobovou chorobou. Velkym pfinosem pro definitivni potvrzeni
této nemoci bylo stanoveni prionového proteinu post mortem. Prukaz pfitomnosti
B-podjednotky 14-3-3 proteinu neni specificky, protoze je pozitivni u vSech
rychlych rozpadu mozkové tkané. Pfi vySetfeni likvorového tripletu byla u -
amyloidu naméfena koncentrace v normé az lehce snizena, kdezto pro celkové
h-TAU byly naméfeny vyrazné zvySené koncentrace. Tento nalez je typicky pro
Creutzfeldtovu-Jakobovu nemoc. U fosforylované formy TAU (p-TAU) proteinu
byly koncentrace v mozkomiSnim moku naméreny ve fyziologickém rozmezi az
lehce zvySené.

Zavér: Nami naméfené hodnoty u osmi vzorkd urCenych pro diferencialni
diagnostiku Creutzfeldtovy-Jakobovy nemoci odpovidaji hodnotam uvedenym
v souCasné literatufre a metody tedy lze s vyhodou vyuzit v ramci zpfesnéni

diagnostiky této choroby.



Klicova slova: prionovy protein, prionové onemocnéni, Creutzfeldtova-

Jakobova nemoc, 14-3-3 protein, h-TAU, p-TAU, B-amyloid

3 ABSTRACT

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Biological and Medical Sciences

Candidate: Bc. Veronika Sedlakova

Leader: PharmDr. Jana Rathouska, Ph.D.

Consultant: Ing. Magdalena Smétakova

Title of diploma thesis: Human prion disease — CREUTZFELDT-JAKOB
DISEASE

Objective: Theoretical part of the thesis includes a comprehensive theory not
only about prions, but also about Creutzfeldt-Jakob disease in general. The aim
of the experimental part was to evaluate and quantify the cerebrospinal fluid and
brain tissue of eight individuals suspected from prion disease, Creutzfeldt-Jakob
disease specifically.

Methods: To determine the presence of 14-3-3 protein in cerebrospinal fluid and
prion protein in the native brain tissue an analytical method called Western
blotting was used. Results were expressed only qualitatively. For better
differential diagnosis, immunological examination of so-called CSF triplet (p-TAU,
h-TAU, B-amyloid) was completed. The quantitative determination was performed
by enzyme immunoassay (ELISA).

Results: All eight subjects suspected from the prion disease were confirmed with
the diagnosis of Creutzfeldt-Jakob disease. Determination of the prion protein
post mortem has a great benefit for final confirmation of the disease. Detection of
presence of 14-3-3 B-subunit is not specific as it is positive for all fast decays of
brain tissue. During the examination of CSF triplet the 3-amyloid concentrations
were estimated from normal to slightly reduced values whereas the total h-TAU
protein concentrations were significantly increased. These findings are typical for

Creutzfeldt-Jakob disease. Measuring the concentrations of the phosphorylated



form of TAU (p-TAU) protein gave values within the physiological range or slightly
elevated.

Conclusion: Our results of eight samples determined for differential diagnosis of
Creutzfeldt-Jakob disease correspond to the values stated in the current literature
and therefore the methods can be advantageously used for more precise
diagnosis of this disease.

Keywords: prion protein, prion disease, Creutzfeldt-Jakob disease, 14-3-3
protein, h-TAU, p-TAU, p-amyloid



4 UVOD

Prvni zminka o prionovém onemocnéni scrapie saha az do roku 1738, kdy
bylo objeveno u ovci a koz. Do podvédomi vefejnosti se prionové onemocnéni
dostalo v souvislosti s bovinni spongiformni encefalopatii v roce 1986 ve Velké
Britanii. Epidemie zasahla skot, jenz se nakazil krmivem kontaminovanym
prionovym proteinem. O deset let pozdéji byla u ¢lovéka diagnostikovana nova
varianta (vVCJIN), ktera je zpusobena alimentarni nakazou z masa postizeného
skotu (FRANKOVA & KRAUSOVA, 2008).

Za puvodce vSech prionovych onemocnéni se povazuji prionové Castice.
Tyto infekéni patogeny zpuUsobuji skupinu smrtelnych neurodegenerativnich
onemocnéni. Podstatou prionového onemocnéni je ukladani patologicky
zmé&néného prionového proteinu PrPS¢ ve formé amyloidovych plaki v mozkové
tkani s postupnym zanikem neuront (PRUSINER, 1998). Prvni informace
o prionech podal S. B. Prusiner, ktery po nékolika letech vyzkumu ziskal
Nobelovu cenu (1997) za formulaci prionové hypotézy.

Za nejCastéjSi a také uplné prvni popsané lidské prionové onemocnéni se
povazuje Creutzfeldtova-Jakobova nemoc. RozliSujeme tfi formy CJN:
sporadickou, iatrogenni a familiarni. Mezi dalSi familiarni onemocnéni fadime
fatalni familiarni insomnii a Gerstmann(v-Strausslertv-Scheinkeriv syndrom.

Diagnostika CJN je zaloZena na typickém klinickém obrazu: rychle
progredujici demence, myoklonus, ataxie, pyramidové, extrapyramidové
a prodromalnimi pfiznaky. Je doplnéna dalSimi vySetfenimi: MRI, EEG,
stanovenim pfitomnosti 14-3-3 proteinu a koncentrace tripletu (hlavné proteinu
h-TAU) v likvoru. Definitivni potvrzeni pfitomnosti patogenniho prionu v mozkové
tkani je zaloZzeno na neurohistologickém vySetfeni s klasickymi zménami
spongiformni dystrofie, numerické atrofie neuronl a izomorfni astroglidzy,
doplnéné o laboratorni diagnostiku metodou Western blot a molekularné
genetickou analyzou pro ureni polymorfismu kodonu 129 PRNP genu (RUSINA
& MATEJ, 2014; FRANKOVA & KRAUSOVA, 2008)

Diferencialni diagnostiku provadi Narodni referencni laborator lidskych
prionovych chorob v Thomayerové nemocnici Praze, ktera byla zalozena v roce
2001. Pfi podezieni na prionové onemocnéni je v CR povinna autopticka

verifikace, ktera podléha hygienicko-epidemiologickému sledovani. Narodni



referenéni laborator byla v roce 2003 za¢lenéna do mezinarodni sité laboratofi.
Hlavni konziliarni laboratof sidli ve skotském Edinburghu. Na zakladé
transplantaéniho zakona Ceské republiky zadala od roku 2007 jako prvni
laboratof na svété povinné testovat mozkovou tkan vSech darci rohovek
anavazala spolupraci se v8emi oénimi bankami v CR (KOUKOLIK, 2007;
RUSINA & MATEJ, 2014).
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5 ZADANI - CiL PRACE

Diplomova prace v teoretické Casti pojednava o charakteristice prionu,
popisuje lidska i zvifeci prionova onemocnéni. NejrozsahlejSi reSersni Casti je
popis vyskytu, forem, ale pfedevSim diagnostika Creutzfeldtovy-Jakobovy
nemoci.

Cilem experimentalni casti prace bylo vySetfit mozkomiSni mok
a mozkovou tkan u zemrelych pacientd s podezienim na neurodegenerativni
onemocnéni, zameéfené pfedevsim na Creutzfeldtovu-Jakobovu nemoc. Jednalo
se o stanoveni jednotlivych markert této nemoci. Diagnostika CJIN je zaloZena
na vysSetfeni pfitomnosti prionového proteinu v mozkové tkani post mortem
metodou Western blot pomoci dvou primarnich protilatek (12F10 a 6H4)
a sekundarni protilatky 1gG-HRP. Stejnou metodou je kvalitativné analyzovan
protein 14-3-3 v mozkomiSnim moku odebrany ante mortem pomoci primarni
protilatky 14-3-3 B (K19) a sekundarni protilatky 1gG-HRP. Pro diagnostiku
Creutzfeldtovy-Jakobovy nemoci je vySetfeni doplnéno o stanoveni likvorového
tripletu (p-TAU, h-TAU, B-amyloid) provadéné metodou ELISA. Stanoveni bylo
provadéno se vzorky osmi zemrelych pacientl, odebranych jak ante mortem
(mozkomisni mok), tak post mortem (mozkomisni mok a mozkova tkan). Vzorky
mozkomidniho moku odebrané post mortem byly vySetfeny jen v ramci této

diplomové prace.
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6 TEORETICKA CAST
6.1 Prion

Terminem prion se rozumi mala proteinova infekéni Castice
(,proteinaceous infectious particle®). Nazev prionovy protein (PrP) zaved| Stanley
B. Prusiner v roce 1982 (KOUKOLIK, 2007). Priony se li$i od ostatnich infek&nich
¢astic v riznych ohledech - neobsahuji nukleovou kyselinu, obsahuji jedinou
znamou modifikovanou formu bunééného prionového proteinu, jenZz je
zakodovan v hostitelském genomu (PRNP), a k patogenezi prionového onemoc-
néni prispivaji zménou konformace normalni formy PrP na formu infekéni
(SMETAKOVA, 2015).

6.1.1 Prionovy protein PrP a jeho molekularni struktura

Bunécny PrP, ktery je tvofen glykoproteinem, je exprimovan na povrchu
témér vSech bunék v organismu. Jeho hlavni vlastnosti je vysoka citlivost na
pusobeni proteinazy. Molekuly PrP byly nalezeny na vnéjSim povrchu
plazmatickych membran, tzv. lipidovych raftech, zejména na nervovych burkach.
Na membrané jsou ukotveny prostfednictvim glykofosfatidylinositolu (GPI), jenz
muze fungovat jako membranovy receptor. Dale se mohou nachazet i v jinych
tkanich a bunkach, napf. T- a B-lymfocytech a slizniCnich bunkach
gastrointestinalniho traktu (WHO, 2003).

Gen PRNP prionového proteinu koduje 253 aminokyselin a je umistén na
kratkém raménku chromozomu 20. Strukturalné je PrP protein slozeny ze
signalniho peptidu (1 — 22 AMK), nestrukturované N-koncové domény (23 — 120
AMK) obsahuijici tandemové repetice oktapeptidu bohatého na prolin/glycin se
zvySenou afinitou k Cu?*, Zn?*, Ni?* nebo Mn?*. Centralni ¢ast prionového
proteinu je tvofena hydrofobni oblasti. Nasleduje strukturovana C-terminalni
doména (121 — 231 AMK), ktera je usporadana do tfi a-helixa (144 — 154, 175 -
193, 200 — 219 AMK) a prolozena dvéma malymi antiparalelnimi Useky [-
skladaného listu (128 — 131, 161 — 164 AMK). V této doméné je navazan
disulfidovy mistek mezi AMK Cysi79 a Cys214, ktery strukturu PrP stabilizuje. Dale
tato doména obsahuje dvé N-glykosylacni mista na pozici Aspisi a Aspie7
(ACEVEDO-MORANTES & HOLGER, 2014; HANUSOVA & KOL., 2015;
SMETAKOVA, 2015).

12



Primarni struktura celularniho fyziologického prionového proteinu (PrPC¢)
je neménna, ke zméné dochazi az v sekundarni struktufe. Pfevazuje zde
konformace a-helixu (45 %) a B-skladaného listu (3 %) sloZzeného ze dvou
kratkych fetézcl. Molekulova hmotnost tohoto proteinu Cini pfiblizné 33 — 35 kDa
(AGUZZI & CALLELA, 2009; WHO, 2003).

Pfed post-translacni modifikaci je k C-konci v pozici (232 — 245 AMK)
navazana GPl kotva. Ukotvenim PrP na vnéjSi stranu membrany nebo
v endomembranovém systému nasledné dochazi k odstépeni 23 AMK C-
terminalni domény a 22 AMK N-terminalni domény proteinu (ACEVEDO-
MORANTES & HOLGER, 2014; HANUSOVA & KOL., 2015).

Fyziologicka funkce prionového proteinu nebyla zatim zcela objasnéna.
Experimentalni data pfisuzuji jeho uUlohu v fadé déji podle lokalizace bunky
(HORIN, 2002). Ve velkém mnoZstvi je obsaZen na neuronovych spojich
a Ucastni se synaptickych pfenosu. Také se mu pfisuzuje role v procesech
proliferace a diferenciace neuralnich bunék. Podili se na obnové hematopoetic-
kych kmenovych bunék a metabolismu médi. Dale je mu pfipisovana Fada
imunologickych funkci. Ugastni se vyvoje T-lymfocytd a inhibice fagocytézy
v makrofazich, aktivuje a interaguje s dendritickymi bufikami. (SMETAKOVA,
2015; KOUKOLIK, 2007; HANUSOVA & KOL., 2015). Nedavné studie objasnily,
Ze PrPC¢ pulsobi jako specificky receptor pro oligomery B-amyloidu, ktery zaroven
nevaze monomery ani fibrily. Zfejmé se muze podilet na synaptické toxicité
zprostiedkované oligomery B-amyloidu, jez pfispivaji k rozvoji a progresi
Alzheimerovy choroby (HANUSOVA & KOL., 2015).

13



Obrazek 1: Schématicka struktura PrP¢
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Fyziologicky PrP je slozeny z 253 AMK zbytku, obsahujici signalni peptid
(1 — 22), oktadopeptidovou repetici (51 — 90), hydrofobni ¢ast (113 — 115), jednu
disulfidovou vazbu mezi cysteinovymi zbytky (179 a 214), dvé vazebna N-
glykosylaéni mista na AMK zbytcich (181 a 197) a GPI kotva pfipojena k C-
terminalni doméné (232 — 254).

Pfevzato z (ACEVEDO-MORANTES & HOLGER, 2014).

6.1.2 Infekéni prionovy protein PrPS¢ a jeho molekularni struktura

PrPS¢ znadi patogenni izoformu, ktera vznika z fyziologického PrP¢
konformacni zménou. U této izoformy previada struktura B-skladaného listu
(45 %), podil a-helixu je snizen (na 30 %) (WHO, 2003). Konformaéni zména pro
oblast B-skladaného listu nastala v N-koncové doméng, zatimco v C-terminalni
oblasti zustaly ao-helix a az-helix nezménény (ACEVEDO-MORANTES &
HOLGER, 2014). | presto, Ze je struktura PrPS¢jina, molekulova hmotnost zlistala
nezménéna. Jedna se o nerozpustnou izoformu scrapie (onemocnéni ovci), ktera
je rezistentni k plsobeni proteindz (také oznacovana PrPRes)  predevsim
proteinaze K. Pusobenim proteinazy K dochazi k hydrolyze N-terminalni domény
a vznika tak redukovana forma PrPS¢ o délce 142 AMK (velikosti cca 27 — 30
kDa). U PrP¢ dojde plUsobenim enzymu proteinazy K k degradaci molekuly.
Rezistence k pusobeni enzymu proteinazy K se vyuziva jako ,zlaty standard®
v imunologické diagnostice (KOUKOLIK, 2007; AGUZZI & CALLELA, 2009;
WHO, 2003; SMETAKOVA, 2015).

V této odolné formé s vysokym obsahem B-skladaného listu se PrPs¢

v burice hromadi za vzniku proteinovych agregati. Polymeraci téchto agregatu
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vznikaji fibrily amyloidu, které se ukladaji do mozkové tkané ve formé plaku
a zpusobuji degeneraci nervové tkané (STORCHOVA, 1998; PRUSINER, 1998).
Hlavni vlastnosti PrPS¢ je prave infekénost. Staci vnést do buriky jediny patogenni
protein a ten zpusobi rozvoj nemoci (viz kap. 6.1.3). Jelikoz se PrPS¢ lisi od PrP¢
pouze tvarem molekuly, neni imunitni systém schopen odliSit priony jako cizi.
Navic slouzi jako prvotni misto pomnozeni prionti (STORCHOVA, 1998;
HANUSOVA & KOL., 2015).

Obrazek 2: Molekularni struktura PrP¢ a PrPS¢

B

A - PrPC s 45 % a-helixu a 3 % B-skladaného listu

B - PrPS¢ s 30 % a-helixu a 45 % B-skladaného listu

Pfevzato z https://ucsf.edu/sites/default/files/legacy_files/072902a.jpg [2016-02-
26].

6.1.3 Patogeneze prionového proteinu

Zakladnim faktorem prionové patogeneze je konformacéni preména z PrP¢
do patogenni izoformy PrPS¢. Podle prionové hypotézy existuji dva zpusoby
konverze PrP¢ na PrPs¢. Prvni model se nazyva ,refolding” — fizeny templatem.
Kontakt PrP¢ s patologicky zménénym PrPs¢ vyvola v PrP¢ preménu, ktery se
tak také stava patogenni. Tato zménéna forma je schopna vyvolat onemocnéni
a pfenést jej na dalSiho jedince. Vysoka energeticka bariéra brani spontanni
pfemé&né& molekul na dalsi PrPsc. (HORIN, 2002; AGUZZI & CALLELA, 20009;
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GLIEROVA & HOLADA, 2006). Druhy model nukleace, tzv. seeding, je postaven
na existenci reverzibilni termodynamické rovnovahy mezi PrP¢ a nepatrnym
mnozstvim PrPS¢ (GLIEROVA & HOLADA, 2006). Molekuly PrPS¢ se nahromadi
do usporadaného nerozpustného agregatu a pridavaji se dal$i monomery PrPsc,
které nasledné vytvofi amyloidové plaky. Amyloid se mize rozpadnout na nékolik
infekénich loZisek (,seeds®) (SMETAKOVA, 2015; GLIEROVA & HOLADA,
2006).

Obrazek 3: Mechanismus pfemény fyziologického proteinu PrP€ na infekéni
formu proteinu Prps¢
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(very slow) PrPSC (fast) infectious seeds

A) ,Refolding“ konverze fizena templatem. Spontanni interakci endogenniho
PrP¢ s exogennim PrPs¢ dochazi prekonani energetické bariéry a pie-
méné dalSich PrPse.

B) ,Seeding“ model se nachazi v termodynamické rovnovaze mezi obéma
formami PrP¢ a PrPs¢. Zména termodynamické rovnovahy ve prospéch
PrPs¢ tvori dalSi loZiska (,seeds”) az do vzniku amyloidu, ktery se mize
rozpadnout na dalSi infekéni loziska (,seeds").

Prevzato z (AGUZZI & AL., 2001).
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6.1.4 Prionové kmeny

Existence prionovych kmenl je jeden z nejzahadnéjSich jeva, ale
i vyznamnou vlastnosti priond. Prionové kmeny jsou definovany jako infekéni
izolaty, které pokud jsou pfeneseny do totoZzného hostitele, mohou navozovat
rizné formy prionového onemocnéni. LiSi se fenotypickymi vlastnostmi: délkou
inkubacéni doby, profily histopatologickych 1ézi, specifickymi neuronalnimi cilo-
vymi oblastmi a znaky proteinovych agregatd (AGUZZI & CALLELA, 2009;
HORIN, 2002).

Velmi vyznamné rozliSeni prionovych kmenu je pfedevsim u CJN, kde byly
identifikovany &tyfi hlavni typy (HORIN, 2002). Tyto jednotlivé kmeny se rozliduji
relativnim zastoupenim tfi forem. PrPS¢ muze existovat monoglykosylovany,
diglykosylovany a nebo zlstat v neglykosylované formé. Metodou Western blot
je Ize rozlisit na zakladé jednotlivych band (SMETAKOVA, 2015; KOUKOLIK,
2007).

Obrazek 4: Zastoupeni tfi glykosylovanych forem PrPS¢ po ptisobeni enzymu

proteinazy K

sCJD, iCJD vCJD BSE
. A v S A

Diglycosylated

Monoglycosylated

Unglycosylated

Typ_le 1 T}fge 2 Type 3 Tyge 4 Typ_le 4

VSechny pfipady sporadické a iatrogenni formy CJN jsou spojeny s typy
1 — 3. Nova varianta CJN je spojena s typem 4, stejné jako bovinni spongiformni
encefalopatie (BSE).
Prevzato z (AGUZZI & CALLELA, 2009)
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6.1.5 Prionové onemocnéni

Prionové onemocnéni nebo také transmisivni spongiformni encefalopatie
(TSE - transmissible spongiform encephalopathy), zahrnuje skupinu onemoc-
néni zplusobenych ukladanim patologicky zménéného prionového proteinu ve
formé amyloidovych plaki v mozkové tkani. Nasledkem onemocnéni dochazi
k postupnému zaniku neurond. Prionova onemocnéni se liSi rizné dlouhou
inkubaéni dobou a zplisobem pienosu prionového proteinu (RUSINA & MATEJ,
2014; ROHAN & KOL., 2015). Tyto neurodegenerativni choroby postihuji nejen
lidi, ale také zvifata. Ve vSech pfipadech maiji fatalni nasledky (KOUKOLIK,
2007).

6.1.5.1 Lidska prionova onemocnéni

Lidska prionova onemocnéni nejsou Casta. NejCastéji se v populaci
vyskytuje Creutzfeldtova-Jakobova choroba (viz kap. 6.2). Mezi dalSi lidska
prionova onemocnéni fadime Kuru, Gerstmannlv-Straussleriv-Scheinkerv
syndrom (GSS) a fatalni familiarni insomnii (FFI). V8echna tato onemocnéni maji
charakteristicky klinicky obraz rychle progredujici demence s mozeckovou
a extrapyramidovou symptomatologii. Definitivni potvrzeni diagn6zy prionovych
onemocnéni je zaloZzeno na neuropatologickém vysSetfeni mozkové tkané, které
je doplnéno o vySetfeni imunologické (Western blot, imunohistochemie)
a molekularné genetické (RUSINA & MATEJ, 2014; ROHAN & KOL., 2015).

e Kuru

Vroce 1950 bylo toto onemocnéni popsano americkym Iékafem
slovenského plvodu Danielem Carletonem Gajdusekem. D. C. Gajdusek ziskal
v roce 1979 Nobelovu cenu za zdafeny experimentalni pfenos infekéniho agens
na Simpanze.

Onemocnéni kuru (,Jaughing death®), které se vyskytovalo endemicky
mezi ¢leny kmene Fore v ¢asti Papuy-Nové Guineji, vzniklo v disledku ritualniho
kanibalismu. K pfenosu infekce doslo pfi pojidani tepelné neupravenych mozku
zemielych (KROMBHOLZ, 2015; RUSINA & MATEJ, 2014; KOUKOLIK, 2007).
Ke klinickym projeviim dochazelo pomérné pozdé. Inkuba¢ni doba nemoci byla
4 az vice nez 35 let. Nemoc postihovala pfedevSim Zeny a déti, nemoc trvala
prumérné 3 — 9 mésicl, av8ak nejdelSi prabéh nemoci byly 2 roky. Typickym
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klinickym pfiznakem byl tfes, odtud také pochazi nazev ,kuru®. DalSi klinické
priznaky byly progredujici mozeCkova ataxie, choreatické pohyby, emocni
labilita, dysartrie, nepfiliS hlubokd demence. V soucCasnosti je kuru zcela
vymycené diky zamezeni ritualniho kanibalismu (RUSINA & MATEJ, 2014;
KROMBHOLZ, 2015; WHO, 2003).

e Gerstmannuv-Strausslertiv-Scheinkeriv syndrom (GSS)

Vzacné autosomalné dominantni onemocnéni bylo objeveno v roce 1936
(KOUKOLIK, 2007). Onemocnéni je zpisobeno nékolika mutacemi PRNP genu
na 20. chromozomu, a to nejCastéji P102L (asi 80 % veskerych pfipadu), které
bylo zjisténo v rakouské rodiné a popsano Gerstmannem, Strausslerem
a Scheinkerem. (RUSINA & MATEJ, 2014; KROMBHOLZ, 2015). U GSS se
prokazuje také dalSi mutace A133V s rozmanitym klinickym prabéhem
pfipominajicim progresivni supranuklearni obrnu (ROHAN & KOL., 2013).
Existuji i jiné mutace, napf. Q217R/129V a F198S/129V (WHO, 2003).

Klinické pfiznaky se objevuji mezi 3. a 4. dekddou s mnohem delSim
prubéhem (az 5 let) nez je u CJN. Onemocnéni se projevuje se mozeckovou
ataxii s pyramidovymi pfiznaky, pozdé&ji kognitivni deterioraci. Pro toto
onemocnéni je charakteristicky neurohistologicky obraz pfitomnosti tvarové
i tink&né typickych amyloidovych plak( v bilé hmot& (RUSINA & MATEJ, 2014;
KROMBHOLZ, 2015; ROHAN & KOL., 2013).

Prvni informace o zachytu GSS onemocnéni v Ceské republice byly na
konci 80. let minulého stoleti. Do sou€asnosti byly autopticky ovéreny 3 pfipady
GSS s patogenni variaci P102L v PRNP (ROHAN & KOL., 2013).

e Fatalni familiarni insomnie (FFI)

Fatalni familiarni insomnie je autosomalné-dominantné dédi¢né
onemocnéni, které bylo poprvé popsano vroce 1990. Muze vSak existovat
i vzacna sporadicka forma tohoto onemocnéni (KOUKOLIK, 2007). Vzacné
onemocnéni FFI je zpadsobeno bodovou mutaci D178N genu PRNP v kombinaci
s metioninem na kodonu 129. Projevuje se pfevaznou nespavosti, autonomni
dysfunkci, Castymi pyramidovymi pfiznaky, myoklonii a v pokrocilém stadiu pak
dochazi k uplné insomnii, t&zké demenci a mutismu (RUSINA & MATEJ, 2014;
KROMBHOLZ, 2015; ROHAN & KOL., 2013). U homozygotl je prib&h nemoci
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mnohem rychlej§i, nez vykazuiji heterozygoti (SMETAKOVA, 2015). V Ceské
republice dosud nebyla Zadna forma FFI prokazana (ROHAN & KOL., 2013).

6.1.5.2 Prionové choroby u zvirat

O prionovych chorobach zvifat vznikly zaznamy mnohem dfive nez u lidi.
Prvni zminka saha do roku 1738, kdy byla popsana ve Francii scrapie neboli
Jklusavka“ (KOUKOLIK, 2007). Klusavka je typické TSE degenerativni
onemocnéni postihujici CNS ovci a koz. Postizena zvifata maji tendenci si
nasilné vySkubavat a dfit kozichy o pevné pfedméty. Pfesny mechanismus Sifeni
klusavky zatim zUstava nejasny, ale v Uvahu pfichazi jak infekéni pfinosy, tak
genetické faktory. Pfenos infekce zlstava v ramci stejného druhu. S nejvétsi
pravdépodobnosti dochazi k pfenosu pfi bahnéni. Z poCatku jsou Kklinické
pfiznaky nepatrné, kdy dochazi ke zméné chovani doprovazené neurologickymi
pfiznaky, ke zméné drzeni téla, pohybu a znamkam kozniho poskozeni (WHO,
2003).

O par let pozdéji byly popsany spongiformni encefalopatie norki (TME),
koCi¢i spongiformni encefalopatie (FSE), chronické kachektizujici onemocnéni
jelenu a losti (CWD), ale také u antilop i jinych druhl exotickych zvifat v zoo
(KOUKOLIK, 2007).

Bovinni spongiformni encefalopatie (BSE) neboli ,nemoc Silenych krav*
byla poprvé zaznamenana ve Velké Britanii v roce 1986. PfiCinnou vzniku je
pravdépodobné mutace v genu PRNP &i nahodné zmény konformace bovinniho
proteinu bez imunitni odezvy (KOUKOLIK, 2007). Sifeni nakazy bylo pravdé&po-
dobné zpusobeno pouzitim krmiv obsahujicich masokostni moucku
kontaminovanou prionovym proteinem. Problém nastal vrecyklaci a zmé-
nach nastaveni zafizeni, kde dochazelo ke zpracovani uhynulych zvifat
a zivocisnych odpadu. Po dvou letech byl ve Velké Britanii vydan zakon o zakazu
zkrmovani hospodarskych zvifat. Vyskyt nakazy BSE podléha povinnému
hlaseni (AGUZZI & CALLELA, 2009; WHO, 2003). Inkubacni doba je rdzna
a muze dosahovat délky az 5 let. Neexistuje zadna ucinna lécba a dusledky

onemocnéni jsou fatalni (WHO, 2003).
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6.2 Creutzfeldtova-Jakobova choroba

Creutzfeldtova-Jakobova nemoc (CJN) je vzacné neurodegenerativni
onemocnéni. Je nejCastéjSi formou transmisivni spongiformni encefalopatie,
ktera je zplsobena akumulaci patologického prionového proteinu (PrPS¢) v CNS.
Hlavni pfi¢inou CJN je konformacni pfeména fyziologického prionového proteinu,
ktery se nachazi v mnoha tkanich, na strukturu patologickou (RUSINA & MATEJ,
2014). PrPS¢ ma v mozkové tkani tendenci agregovat do tzv. amyloidovych plaku.
Postupné dochazi k vakuolizaci neuritd, zaniku neuronl a zmnozeni bunék
astrocytl. VSechny tyto znaky se spojuji v jeden pojem spongiformni dystrofii,
ktera ma za nasledek houbovity vzhled mozkové tkané (ROHAN & KOL., 2015).

Patologické PrP se vyskytuji ve formé riznych kmenu, které se liSi
fenotypy prionovych chorob, délkou inkubacni doby a patologickymi pfiznaky
(AGUZZI & CALLELA, 2009). CJN se vyskytuje ve Ctyfech formach:

- sporadicky (nejcastéjsi forma)

- familiarné (genovou mutaci)

- iatrogenné (nahodnym pfenosem v souvislosti s |€kafskym vykonem)

- variantné (nova varianta) (ROHAN & KOL., 2015).

Diagnostika CJN je zaloZzena na kombinaci klinického obrazu (rychle
progredujici demence, myoklonie, zrakové poruchy) a nalezu pomocnych
vySetfeni (likvor, EEG, MRI). Definitivni diagnostika vyZaduje potvrzeni
neurohistologicky, imunohistochemicky a molekularné geneticky. Tato vySetreni
v Ceské republice zajistuje Narodni referenéni laboratof lidskych prionovych
chorob v Thomayerové nemocnici v Praze (ROHAN & KOL., 2013; RUSINA &
MATEJ, 2012).

6.2.1 Historie

Prvni lidské prionové onemocnéni typu CJN bylo popsano v roce 1920
némeckymi neurology Hansem Gerhardem Creutzfeldtem a Alfonsem Mariem
Jakobem (KROMBHOLZ, 2015). Na vyro¢nim zasedani v Némecku byly
zverejnény informace od A. M. Jakoba, jenz popsal klinicko-patologicky syndrom
trech pacientd (dvou Zen ve véku 51 a 34 let a jednoho muze ve véku 43 let).

Tento syndrom se projevoval kifieCovymi stavy a progresivni demenci s kortikalni
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degeneraci patefe. Nezavisle na sobé byl H. G. Creutzfeldtem v tehdejSi dobé
popsan pripad 22leté Zeny s 6letou progresivni mozkovou dysfunkci. Creutzfeldt
sledoval pacientku od jejich 16 let, kdy se nemoc zacala projevovat. Z pocatku
se nemoc projevovala dosti nepravidelné. Dochazelo ke zménam v chovani
a vyvojové ataxii. Pozdéji se zaCaly projevovat pyramidové pfiznaky, tfes,
myoklonie, nystagmus a demence. Nakonec pacientka zemiela pfi epileptickém
zachvatu.

Oba lékafi si peclivé zaznamenavali svoje zapisky. Zatimco Creutzfeldt
sledoval pouze jeden pfipad, Jakobovi pocet pfipadu vzrostl na sedm. U téchto
pripadu se klinické pfiznaky zcela liSily. Prvni tfi pfipady nepovazoval za skupinu
onemocnéni CJN. Diagnostikoval zde syfilis, malarii a chronicky alkoholismus
| pfesto, Zze se pfipady podobaly klinickymi pfiznaky CJN. Klinické pfiznaky
u Casti pacientd, ktefi pochazeli z jedné rodiny, se projevovaly jako nervové
poruchy se spongiformni zménou v mozkové tkani. Jakob tyto neuropatologické
zmeény klinicky pojmenoval jako ,spasticka pseudoskler6za“. Creutzfeldt vSak mél
k tomuto nazvu namitky a navrhl vSeobecnéjsi pojem ,pseudoskleréza‘“. Pozdéjsi
studie ukazaly, ze Creutzfeldtlv pfipad 22leté pacientky nebyla CJIN, ale
Wilsonova choroba. Jakobovy popisky pfipadt odpovidaly klinickym pFiznakiim
CJIN a tudiz se mu pfipisuje prvni popis vyskytu CJN. Diagnéza CJN byla
potvrzena identifikaci mutace v genu PRNP (TRIARHOU, 2009). Pozdéji byly
popsany dalSi pfipady této formy onemocnéni. Pojem ,Creutzfeldtova-Jakobova
nemoc” byl zaveden némeckym lékafem Waltherem Spielmeyerem v roce 1922
(WHO, 2003; TRIARHOU, 2009).

Pavodcem CJN jsou priony, které popsal v roce 1982 Stanley B. Prusiner.
Problematikou se zacal zabyvat v roce 1972, kdyZ mu zemriel pacient na CJN.
Zjistil, ze podobné symptomy odpovidaji chorobé popsané u ovci — scrapii. Pro
prukaz infekéniho agens si zfidil experimentalni laboratof. Postupné dokazal, ze
infekéni material nema nukleovou kyselinu a nemlze se nadale replikovat.
Prusiner a jeho tym pokracCovali ve vyzkumu. lzolovali gen koédujici prionovy
protein. Diky zdafilému vyzkumu mohli prozkoumat charakteristické vlastnosti
PrP. Objasnili, ze néktera prionova onemocnéni mohou byt dédi¢na a jina mohou
byt nasledkem bodové mutace. Prusiner na zakladé této védecké Cinnosti ziskal
mnoho cen, ale vrcholem bylo az ziskani Nobelovy ceny v roce 1997 za tzv.

prionovou hypotézu, viz kap. 6.1.3. Svoji ulohu sehralo také objeveni nové
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varianty CJN (vCJN). Prvni pfipady vCJN byly diagnostikovany ve Velké Britanii
v roce 1996 u konzumentl hovéziho masa, které pochazelo z krav postizenych

transmisivni spongiformni encefalopatii (FERENCIK, 1998).

6.2.2 Vyskyt

CJN je vzacné neurodegenerativni onemocnéni. Prvni zminka o CJN
pochazi z roku 1920 z Velké Britanie. Vyskyt CJN neni pfiliS Casty, nejvétsi
procento zaznamenanych pfipadl neustale pochazi z Velké Britanie.

U sCJN je zaznamenan celosvétovy vyskyt v 1 — 2 pfipadech na milion
obyvatel ro¢né. Tato statistika se tyka prevazné starsi populace (kolem 65 let)
bez ohledu na pohlavi.

NiZe je uveden graf definitivniho poc¢tu umrti na CIN ve Velké Britanii za
poslednich 10 let. Posledni aktualizace téchto udaji byla provedena k datu
7. 3. 2016. Na tomto grafu je zfejmé, Ze vyskyt onemocnéni CJN stoupda. Od roku
2014 vSak dochazi k pozvolnému poklesu zaznamenanych pfipadd umrti.
V daném grafu jsou uvedeny pfipady onemocnéni jednotlivymi formami CJN.

Za poslednich 10 let jsou zaznamenany pouze jednotliva onemocnéni
riznych forem CJN, nejvice onemocnéni tvofi forma sCJN, kdy se jedna

maximalné o desitky pfipadl roéné.

23



Graf 1: Definitivni pocet umrti ve Velké Britanii v obdobi 2006 - 2016 (stav k
7. 3.2016)
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B iCJN 1 2 5 2 3 4 5 2 3 0

B vCIN 5 5 2 3 3 5 0 1 0 0 0
e=@=celkem 83 81 97 93 97 114 109 117 112 95 18

Pfevzato a upraveno z http://www.cjd.ed.ac.uk/documents/figs.pdf [2016-03-07].

V ramci Ceské republiky bylo statisticky zahrnuto obdobi od roku 2006 do
&asti roku 2016. Do sougasné doby byl v Ceské republice zaznamenan pouze
vyskyt familiarni a sporadické formy onemocnéni. Nesmime vSak opomenout, Ze
riziko vyskytu zbylych dvou variant onemocnéni je neustale realné. Prubézné
zaznamenané poéty onemocnéni CJN v Ceské republice stoupaji. Tato vedena
statistika v ramci Ceské republiky souhlasi s celosvétovym vyskytem onemoc-

néni, tedy 1 — 2 pfipady na milion obyvatel ro¢né.
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Graf 2: Definitivni pocet umrti v Ceské republice v obdobi 2006 - 2016 (stav k
17. 3. 2016)
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Pfevzato a upraveno z (ROHAN & KOL., 2015; Interni data Narodni referen¢ni

laboratofe lidskych prionovych chorob v Thomayerové nemocnici v Praze).

6.2.3 Rizikové faktory
Na vznik CJN ma vliv fada faktord. Dle rizikovych faktord muzeme CJN

pfedbézné zaradit do jednotlivych forem onemocnéni.

e Veék — neni pfilis rozhoduijici, ale presto jsou v jednotlivych formach rozdily.
Sporadické forma CJN se spiSe vyskytuje u starsi populace bez ohledu na
pohlavi. Primérny vék v obdobi vzniku onemocnéni je 65 let. Naopak
u nové varianty CJN je primérny vék umrti 29 let. Nemoc této formy
postihuje mladsi jedince od 20 do 40 let (RUSINA & MATEJ, 2014).

e Genetické vlivy — maji svoji podstatu u dédi¢nych forem, které jsou
zpUsobeny mutacemi kodujici v oblasti genu PRNP. Pfi vzniku CJN hraje
vyznamnou ulohu polymorfismus kodonu 129. Ten sam o sobé prionové
onemocnéni nezpusobuje, ale maze ovlivnit riziko rozvoje €i prabéh CJN.
Polymorfismus genu PRNP v oblasti kodonu 129 se vyskytuje ve vice

alelach a genotyp tohoto genu ovliviiuje vnimavost ke vzniku onemocnéni.
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Diky zaméné nukleotidd v kodonu 129 se mlize vyskytovat aminokyselina
metionin (M) nebo valin (V). Mohou vytvaret genotyp homozygotni (MM ¢i
VV), ktery ma nejvétsi vnimavost vuci prionovym onemocnénim. Naopak
minimalni vnimavost maji heterozygoti (MV) (HORIN, 2002; RUSINA &
MATEJ, 2014; ROHAN & KOL., 2013; RUSINA & MATEJ, 2012).

e Nahodny pfenos — pfrenos infekéniho agens zosoby na osobu
prostfednictvim kontaktu neni znam. K tomuto zpUsobu pfenosu dochazi
ojedinéle s rGzné dlouhou inkubaci. NejCastéji k pfenosu dochazi pfi
neurochirurgickych vykonech ¢i kontaminovanym duralnim Stépem.
Moznost pfenosu krevni transfuzi je spojovana jen novou variantou CJN
(RUSINA & MATEJ, 2014).

6.2.4 Formy onemocnéni CJN

V soucasnosti jsou popsany Ctyfi formy CJN:

sporadicka

familiarni

iatrogenni

nova varianta

6.2.4.1 Sporadicka CJN (sCJN)

Sporadicka forma CJN je vzacné neurodegenerativnhi onemocnéni
s nejCastéjSim vyskytem pripadd (az 85 %). U této formy onemocnéni nebyly
identifikovany zadné zjevné rizikové faktory. Obvykle se projevuje rychle
progredujici demenci s rznymi neurologickymi pfiznaky. Predispozici pro vznik
sCJN je vyskyt polymorfismu v oblasti kodonu 129 genu PRNP, jenz muze byt
kédovan aminokyselinou metioninem nebo valinem (RUSINA & MATEJ, 2014).
Samotny polymorfismus neni patologicky. Homozygotni varianta MM zvySuje
riziko vyskytu sCJN asi 0 72 % a u VV 0 17 %. U heterozygotni varianty MV je
frekvence vyskytu sCJN nizSi 0 17 % nez u bézné populace, v tomto pfipadé ma
spiSe protektivni charakter (GDOVINOVA, 2013). Tyto polymorfismy se také
vyznacuji specifickymi subtypy s rozdilnym klinickym obrazem (ROHAN & KOL.,
2015). RozliSujeme 6 subtypu sCJIN. LiSi se od sebe rozdilnymi fyzikalné-
chemickymi vlastnostmi PrPRes tykajici se typu 1 a typu 2. Také se mohou
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vyskytovat soucasné 2 subtypy. NejCastéjsi subtyp MM1 se vyskytuje ve 40 %
pfipadu a v kombinaci MM1 + MV1 asi v 70 % pfipadu. Subtypy MM1/MV1 jsou
slouCeny do jednoho podtypu, protoZe jsou fenotypové prakticky nerozpozna-
telné (GDOVINOVA, 2013; PARCHI, 2012). Pravé tyto subtypy jsou nejtypi&t&jsi
svymi klinickymi pfiznaky, jako je rychle progredujici demence, ataxie, myoklonie
a porucha zraku. Asi z 15 % se vyskytuje subtyp VV2, u néjz dominuje ataxie.
Myoklonie a demence vznika pozdéji nebo vibec. DalSi subtypy jsou v mensim
procentualnim zastoupeni a liSi se svymi klinickymi pfiznaky minimalné. Pro
snadnéjsi a rychlejSi diagnostiku mizeme subtypy rozdélit do dvou skupin. Prvni
skupina je typicka pro kognitivni subtypy MM1, MV1, MM2, VV1 a druha skupina
subtypl VV2, MV2 s pfevazuijici ataxii (GDOVINOVA, 2013).

Dobfe rozpoznatelna, ale vzacna varianta sporadické formy se nazyva
Heidenhainova. U této varianty pfevaZzuji projevy postiZzeni zrakové-prostorovych
funkci, v€etné vizualnich halucinaci a korové slepoty. Dal8i vzacna varianta
vypovida o vyrazné cerebelarni ataxii s nystagmem. Jedna se o variantu
Brownellovu-Oppenheimerovu (RUSINA & MATEJ, 2014).

Klinicky obraz

Na pocatku onemocnéni je primérny vék pacienta 65 let. Doba trvani
rozvinuté nemoci je prumérné asi 8 mésicu. 90 % pacientd umira do 1 roku po
stanovené diagn6ze a necelé 4 % pacientu pfeziji 2 roky. PostiZzeni nemocnych
je stejné bez ohledu na pohlavi (KROMBHOLZ, 2015; RUSINA & MATEJ, 2012).

Sporadicka CJN se nejprve projevuje nespecifickymi pfiznaky a to unavou,
bolesti hlavy, nespavosti, depresi a snizenim hmotnosti. Nasledné dochazi
k rychle se vyvijejici demenci minimalné se dvéma soucasné pfitomnymi
typickymi pfiznaky, kterymi mohou byt myoklonie, pyramidové a extrapyramidové
projevy (vedou ke zménam svalového tonu s ataxii, poruchami chize),
mozeCkova ataxie, zrakové dysfunkce (vypadky zorného pole, zrakové
halucinace), nystagmus a pfipadné akineticky mutizmus (pacient je nepohyblivy,
rigidni, neni schopen souvislé feci). Tato kritéria jsou typicka pro dané
onemocnéni a pro vyloudeni jinych forem CJN (RUSINA & MATEJ, 2014;

RUSINA & MATEJ, 2012).
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6.2.4.2 Familiarni CJN (fCJN)

Geneticka forma CJN se vyskytuje asi u 10 — 15 % pfipadu. Jedna se
0 autozomalné dominantni typ dédi¢nosti s 50 % rizikem onemocnéni v prvni linii.
Familiarni CJN Kklinicky probiha uplné stejné jako sporadicka forma, avSak
v rliznych generacich stejné rodiny se muze liSit. Proto je dalezité, aby byla pfi
diagn6ze splnéna kritéria CJN u pfibuzného v 1. stupni pfibuznosti
(KROMBHOLZ, 2015; RUSINA & MATEJ, 2014). Familiarni CJN je zpusobena
mutacemi genu PRNP na 20. chromozomu. V soucasnosti je popsano nejméné
dvacet riznych mutaci. Dasledkem je zaména jedné aminokyseliny bodovou
mutaci ¢i zména poctu oktapeptidovych repetic na N-konci PrP inzerci ¢i deleci
(RUSINA & MATEJ, 2014; RUSINA & MATEJ, 2012).

Nejéast&jsi zastoupeni mutace E200K je u Zidl libyjského plvodu, ale
také hojné na Slovensku (v oblasti Oravy). V Ceské republice byl zaznamenan
tento typ mutace u 25 pfipadi. Déale byly zachyceny v CR mutace D178N
u 5 pfipadu a velmi vzacna mutace R208H u 1 pfipadu. DalSi velmi rozSifenou
mutaci je D178N, ktera v kombinaci s valinem na 129 kodonu dava vznik fCJN,
kdezto v kombinaci s metioninem na 129 kodonu vyvolava FFIl. RozSifena je
I v zapadni Evropé. Pravdépodobnost, Zze se onemocnéni projevi béhem Zivota,
je vysoka a zvySuje se vékem, napf. na Slovensku a v Italii dosahuje 60 %,
u jinych populaci je po 85. roce Zivota az 100 % (ROHAN & KOL., 2015; RUSINA
& MATEJ, 2014; ROHAN & KOL., 2013).

6.2.4.3 latrogenni CJN (iCJN)

Dnes se pouziva pojem nahodné prenesena (accidentally transmitted)
CJIN. K nahodnému pfenosu dochazi pfi neurochirurgickych vykonech. Ten je
nejCastéji zpusoben transplantaci rohovky, transplantaci dura mater, uzitim
rustového hormonu a gonadotropinu ziskanych z kadaveréznich hypofyz,
pouzitim nedostateCné sterilizovanych intracerebralnich elektrod a jinych
chirurgickych nastroji. Proto bylo Ceské republice od roku 2007 zavedeno
vySetfeni mozku vdech darcu rohovek. V sou€asnosti bylo ve svété popsano pres
400 pfipadud s inkubacni dobou 1 — 30 let dle zpUsobu pfenosu. Klinické projevy
iCIN odpovidaji klinickému prab&hu sCJN (RUSINA & MATEJ, 2014;
KOUKOLIK, 2007; KROMBHOLZ, 2015).
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Nebyly zjiStény zadné nové zdroje nakazy. V souCasné praxi se neustale
kombinuji postupy a zlepSuji metody desinfekce pro citlivé chirurgické nastroje
Proto je nutnosti dodrZeni preventivnich opatfeni pfi chirurgickych zakrocich,
oznaceni biologicky nebezpecnych vzorkl, spravné opatfeni pfi Ccisténi
a dekontaminaci nastrojd (RUSINA & MATEJ, 2012).

6.2.4.4 Nova varianta CJN (vCJN)

Nova varianta nebo také Willova nemoc byla popsana ve Velké Britanii
vroce 1996. Nejvétsim predpokladem vyskytu vCJIN u Clovéka je alimentarni
prenos pfi konzumaci hovéziho masa z dobytka nakazeného BSE (ROHAN &
KOL., 2015). VSechny pfipady vCJN jsou 100 % homozygoti MM v kodonu 129
genu PRNP (RUSINA & MATEJ, 2014).

Klinicky obraz

Klinické pfiznaky vCJN se pomérné liSi od sCJN. Nemoc vétSinou
postihuje mladsi jedince mezi 20 a 40 lety. Umrti nastava priimérné ve véku 29 let
(RUSINA & MATEJ, 2014). Inkubaéni doba byva dosti variabilni. Doba trvani
nemoci je pfiblizné 14 mésicu. Klinicky pribéh onemocnéni byva o néco poma-
lejsi, nez je tomu u sCIJN (KROMBHOLZ, 2015).

vCJUN se projevuje Casnymi psychiatrickymi projevy: depresi, uzkosti,
agresivitou (prudké vybuchy zlosti, zachvaty kfiku, rozbijeni véci), emocni
labilitou a také pfiznaky podobajicimi se schizofrenii. Symptomatologii
neurologickych projevl jsou mozecCkova ataxie, poruchy ¢Citi (s bolestivymi
parestéziemi a dysestéziemi na koncetinach) a zhorSené vidéni s diplopii.
Pozdéji se postupné rozviji demence a muze se vyskytovat i myoklonie (RUSINA
& MATEJ, 2014; ROHAN & KOL., 2015; RUSINA & MATEJ, 2012).

6.2.5 Diagnostika onemocnéni

Prvotni diagnostika zavisi pfedevsim na klinickych pfiznacich a prabéhu
onemocnéni, kterymi mizeme poukazovat na konkrétni formy CJN. Jsou
nezbytna pro potvrzeni klinické diagnézy. Do téchto pomocnych vySetfeni fadime
EEG, MRI a vySetfeni likvoru (RUSINA & MATEJ, 2012; EDINBURGH, 2016).

Definitivni diagnostika jakékoliv formy prionového onemocnéni vyZaduje
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neurohistologické vySetreni, které je doplnéné imunohistochemickymi metodami,
imunologickymi metodami (Western blot) a molekularné-genetickymi. Pro
uzavfeni definitivni diagnézy jsou mozné pouze kombinace téchto pfistupl
(RUSINA & MATEJ, 2014; ROHAN & KOL., 2015).

Metody laboratorniho vySetfeni CJN jsou stanoveny mezinarodné
dohodnutymi diagnostickymi kritérii. Je dulezité provadét vySetfeni tak, aby
pomahala v€asné a prfesné diagndéze jednotlivych forem CJN (EDINBURGH,
2016).

Tabulka 1: Diagnosticka kriteria WHO pro vCJIN

Hlavni
kritéria
A Progresivni neuropsychiatrické onemocnéni
B Trvani nemoci > 6 mésicu
I C Vysledky rutinniho vySetfovani nenabizeji alternativni diagnozu
D Nepritomnost potencialni iatrogenni expozice v anamnéze
E | Nejedna se o fCIN
A Psychiatrické pfiznaky (deprese, Uzkosti, apatie, halucinace)
B Perzistujici bolestivé senzorické projevy
I C | Ataxie
D Splnéno alespori 1 kritérium (myoklonus, chorea, dystonie)
E Vysledky rutinniho vySetfovani nenabizeji alternativni diagnézu
A EEG: generalizované trifazické komplexy s periodicitou 1 s, nebo neni
M provedeno EEG
B MRI symetrického hypersignalu v talamickém pulvinaru
v A | Pozitivni biopsie tonsil

PFevzato a upraveno z (RUSINA & MATEJ, 2014).
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Ciselna kritéria ztabulky 1 jsou dale vyuZita v navazujici tabulce 2
diagnostickych kritérii dle WHO.

Tabulka 2: Diagnosticka kritéria WHO pro sCJN a vCJN

MozZna CJN
(Klinicky obraz)

sCJN

vCJIN

Progresivni demence

kritéria |

Trvani nemoci < 2 roky

Negativni EEG

Splnény alespori 4 z 5 kritérii
Il

Myoklonus
Zrakové nebo mozeckové projevy

Pyramidové a extrapyramidove
postizeni

Akineticky mutismus

[l A (negativni EEG)

Pravdépodobna CJN

(klinicky obraz +
pomocna vySetfeni)

mozna sCJN

Splnéna kritéria |

EGG s typickym nalezem

Spinény alespon 4 z 5 kritérii
Il

pritomnost proteinu 14-3-3

MRI hyperintenzni
putamen

signaly v

FLAIR sekvence - korové prouzky

Difuzni vazeni

I A + Ill B (negativni EEG,
typicky MRI nalez) nebo | +
IV (biopsie mandle)

Definitivni CJN

(neuropatologicky
prukaz)

Histologicky nalez (spongiformni
dystrofie, numericka  atrofie
neurony a glioza)

Kritéria | A

Imunohistochemicky nalez

Neuropatologicky
spongiformnich zmén

prukaz

Western blot (PrPs¢)

Extenzivni depozita PrP

s floridnimi plakami

Genetické  vySetfeni  (urCeni
polymorfismu kodonu 129 genu
PRPN a familiarni formy)

Pfevzato a upraveno z (RUSINA & MATEJ, 2014).
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6.2.5.1 Elektroencefalografie (EEG)

EEG je jedinou diagnostickou metodou, ktera sleduje mozkovou aktivitu
pfimo. Neni pro neurodegenerativni onemocnéni pfilis specificka, ale u rychle
progredujicich demenci mlze podpofit diferencialni diagnostiku. EEG metoda je
pfiznacna pro sporadickou formu CJN, u vCJN nachazime nespecificky obraz
velmi pomalych difuznich vin, coz zpochybnuje vysledek. V EEG zaznamu
pacientd s sCJN nachazime typicky obraz generalizovanych symetrickych
trifazickych Ci polyfazickych periodicky se opakujicich vin o délce 100 — 300 ms
v intervalech 0,5 — 2 s. Specifita této metody je 86 % s 67 % senzitivitou. Jelikoz
se zmény EEG postupné vyvijeji, je tfeba vySetfeni opakovat. EEG metoda se
stala soudasti diagnostickych kritérii pro sCJN (RUSINA & MATEJ, 2014;
RUSINA & MATEJ, 2012).

6.2.5.2 Magneticka rezonance (MRI)

Teprve od roku 2010 se magneticka rezonance pouziva k diagnostice CJN
a je soucasti diagnostickych kritérii. Jedna se o moderni zobrazovaci metodu,
ktera se pouziva k pfesnému zobrazeni jednotlivych FezG mozku. Cilem
magnetické resonance u CJN je zhodnoceni rozsahu, symetrie a lokalizace
atrofie.

Pro sporadickou formu CJN se nejvice vyuziva zobrazeni tzv. FLAIR
sekvence (sekvence na magnetické rezonanci s potlacenim signalu volné vody)
s difuznim vazenim se 67 % senzitivitou a az 93 % specifitou (RUSINA & MATEJ,
2012; RUSINA & MATEJ, 2014). Zobrazeni v difuznim vazeni (DWI) je postaveno
na principu T2-vazeného obrazu v horizontalni roviné. Na DWI obrazech se
zobrazuji vysoké signaly pfi ischemickych zménach a edémech. Predevsim
v oblasti bazalnich ganglii, putamen, nukleus caudatus, inzule a korovych
prouzkach na FLAIR sekvenci. FLAIR sekvence se pouziva pro odliseni
zobrazeni T2-vazeného obrazu v transverzalni roviné. Velmi pfinosné je
doplnéni FLAIR sekvence se zobrazenim v difuznim vazeni. FLAIR sekvence
nékteré patologické zmény neodliSi a zpUsobi tak na obrazech artefakty. DalSim
zobrazenim pro sCJN je T1 vazeni. Je nejvhodnéjSi pro zobrazeni atrofie v 3D
modelu. ZvySeny signal se muze vyskytovat v oblasti globus pallidus.

U vCJN je také charakteristicky MRI nalez, ktery je prokazan az u 90 %
pfipadu. Typickym nalezem jsou symetrické hypersignaly v oblasti pulvinaru
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a oblasti pfedniho putamenu: pulvinarovy pfiznak — ,hokejky“ (RUSINA &
MATEJ, 2012; RUSINA & MATEJ, 2014; KOUKOLIK, 2007).

6.2.5.3 Laboratorni diagnostika likvoru

Laboratorni diagnostika proteinu 14-3-3, h-TAU, p-TAU a B-amyloidu
z mozkomi$niho moku je pro CIN znaéné senzitivni. Zadné z t&chto stanoveni
vS8ak neni pro prionova onemocnéni 100 % specifické. V mnoha publikacich byl
pro CJIN potvrzen velky vyznam stanoveni h-TAU proteinu. VyuZiti vySe
zminénych proteinl v diagnostice bylo omezeno na pokrocilejsi stadia onemoc-
néni (LUKAN & AL., 2013; ENGELBORGHS & AL., 2008). Kombinace téchto
marker zvySuje specificnost pro CJN v ramci jinych neurodegenerativnich
onemocnéni (ENGELBORGHS & AL., 2008). VSechna tato vysetfeni se

provadéji v Narodni referen¢ni laboratofi lidskych prionovych chorob v Praze.

e Protein 14-3-3

Protein 14-3-3 jako vyznamny mozkovy protein byl poprvé popsan
Moorem a Pertezem v roce 1967 (RUSINA & MATEJ, 2014; MATEJ &
KOL., 2008). Vyskytuje se na vSech eukaryotickych bufikach a uc€astni se
fyziologickych pochodd CNS, zejména v neuronalnich synapsich (MATEJ
& KOL., 2008; SCHMITZ & AL., 2016). V bunkach se nachazi celkem
sedm odlisnych izoforem (alfa, beta, gama, éta, epsilon, zeta, sigma
a tau). Izoformy alfa, beta a gama 14-3-3 proteinu jsou povazovany za
specifické markery pro diagnostiku sCJN z mozkomisniho moku
(SCHMITZ & AL., 2016). Doposud neni znama pfesna funkce téchto
proteind (RUSINA & MATEJ, 2014). Vzhledem k jejich roli pfi regulaci
signalni transdukce, signalnich kaskad, bunééného cyklu a apoptézy jsou
pfevladajicim faktorem pro onemocnéni jako je neurodegenerace,
rakovina a poruchy reprodukce (AGHAZADEH & PAPADOPOULOS,
2016). Stanoveni proteinu 14-3-3 ma prakticky vyznam u rychle
progredujicich neurodegenerativnich demenci. Tento nespecificky marker
je dulezity pro klinické potvrzeni sCJN formy a je soucasti diagnostickych
kritérii (RUSINA & MATEJ, 2014).

Vétsi vyznam pozitivniho vysledku proteinu 14-3-3 v likvoru se
priklada rychle progredujici demenci. U jinych neurodegenerativnich
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onemocnéni dochazi k pozvolnému neuronalnimu rozpadu, coz
zpusobuje komplikaci pro detekci tohoto proteinu. Proto neni diagnostika
u CJN specificka a vysledek nemusi byt vzdy pozitivni. Analyza 14-3-3
proteinu je soucasti diagnostickych kritérii, kdy hodnota specifity
a senzitivity je kolem 93 %. Prikaz se provadi z mozkomisniho moku
metodou Western blot a vysledek je tak vydan kvalitativné. Pfitomnost
proteinu 14-3-3 v mozkomisnim moku u vCJN byva negativni (RUSINA &
MATEJ, 2014; RUSINA & MATEJ, 2012).

Celkovy tau protein (h-TAU)

Nazev TAU je odvozen z anglického nazvu ,tubulin associated unit®
(RUSINA & MATEJ, 2014). Patfi do skupiny proteind, které se spojuji jen
s mikrotubuly (MAP) (KOLAROVA & AL., 2012). Protein h-TAU se
fyziologicky vyskytuje v neuronech, kde reguluje rast neuritd. Fosforylaci
stabilizuje mikrotubularni strukturu v axonech centradlné nervového
systému. Velmi vyznamny je pro usporadani tubulinovych monomer( do
mikrotubull a jejich nasledné seskupeni ve tvaru sité. Udrzuje strukturu
a umoznuje napojeni mikrotubull na ostatni elementy, které jsou soucasti
cytoskeletu (VALIS, 2008a; JOHNSON & STOOTHOFF, 2004). Velmi
vyznamné se podili na regulaci axonalniho transportu (JOHNSON &
STOOTHOFF, 2004).

Protein je sloZzeny ze Sesti izoforem srlznou délkou
polypeptidového fetézce 352 — 441 AMK. Existuji i menSi izoformy, které
se vyskytuji pfevazné v perifernim nervovém systému (FIALOVA & KOL.,
2011; RUSINA & MATEJ, 2014; MANDELKOW & MANDELKOW, 2012).
Gen pro TAU protein se vyskytuje na 17. chromozomu a je kédovan
genem MAPT (microtubulin associated unit) (RUSINA & MATEJ, 2014).

Fosforylace TAU proteinu hraje v burice ulohou nejen fyziologickou,
ale také patologickou (JOHNSON & STOOTHOFF, 2004). Pokud je TAU
protein nadmérné fosforylovan 3-glykogensyntazou, agreguje do fibril,
¢imz ztraci stabilitu, dochazi k poruSeni transportu v axonech a rozpadu
cytoskeletu. Nakonec protein vytvofi neurofibriliarni klubka (tangles)
slozena z parové helikalni filamenty a tim dochazi k zaniku neurond
a demenci (KOUDELKOVA, 2009). Diky velkému a rychlému rozpadu
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neuronud u CJN dochazi k vyraznému zvySeni koncentrace TAU proteinu
v mozkomignim moku (FIALOVA & KOL., 2011; RUSINA & MATEJ, 2014).
ZvySena koncentrace také zavisi na rychlosti progrese onemocnéni
(HORT & KOL., 2007).

Fosforylovany protein (p-TAU)

Bézné uzivany nazev fosforylovany (hyperfosforylovany) TAU
protein Ize podle vSeho oznacit za zavadéjici nazev. Celkovy TAU i p-
TAU protein obsahuji fosforylaci. Izoforma p-TAU proteinu je fosforylovana
na specifickych pozicich 231 (threonin), 199 (serin) a 181 (threonin), coz
je hlavni rozdil od h-TAU proteinu (BARTOS & KOL., 2012).

Jeho koncentrace koreluje s mnozstvim neurofibriliarnich klubek.
Protein p-TAU ma pro odliSeni Alzheimerovy choroby od jinych typu
demenci o néco vysSi specifitu nez h-TAU protein. Pro diagnostiku CIN
neni az tak vyznamny - ma koncentraci vnormé az lehce zvySenou
(RUSINA & MATEJ, 2014).

B-amyloid

Fyziologickou soucasti bunéfné membrany je prekurzor
amyloidového proteinu, ktery je Stépen a-sekretazou, ¢imz vznika solubilni
B-peptid o velikosti 39 — 40 AMK (HORT & KOL., 2007; KOUDELKOVA,
2009; VALIS, 2008a). B-amyloid se vyskytuje ve dvou hlavnich
izoformach: kratsi forma koncici fetézec valinem na pozici 40 (AB-40)
a deldi forma konCici Ffetézec alaninem na pozici 42 (AB-42). Za
normalnich okolnosti pfevazuje kratSi forma AB-40, ktera je solubilni
a télem vyluCovana (HORT & KOL., 2007). ApB-40 se aktivné ucastni pfi
tvorb& novych neurondlnich synapsi (JIRAK, 2008). Pokud dojde
k patologickym podminkam, je prekurzor amyloidového proteinu $tépen
enzymy B-sekretazou a nasledné y-sekretazou, ¢imz vznika B-amyloid
0 délce 42 — 43 AMK (KOUDELKOVA, 2009; VALIS, 2008a; MUCHY &
LEVINE, 2010). Tyto fragmenty mezi sebou nejprve oligomeruji
a agregacnim procesem vznikaji velmi neurotoxické molekuly. Nasledné
tyto peptidy polymeruji a vznikaji tak patologické B-amyloidy. KratSi forma
AB-40 se prevazné akumuluje do cév a do mozkové kary. DelSi forma ARB-
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42 tvofi zakladni jadro v perineuronalnich neuritickych placich (JIRAK,
2008; PERL, 2010; MUCHY & LEVINE, 2010). V oblasti vyskytu -
amyloidu dojde nasledkem jeho toxicity ke spusténi dalSich procesu, jako
jsou zanétlivé pusobky s aktivaci zanétlivych enzym( cyklooxygenaz,
uvolnéni nadmérného mnozstvi excitatnich AMK, aktivace proteinkinaz
a degradace proteinu TAU. Tim vznikaji neurofibrilarni klubka (,tangles®)
v axonech i télech neuronu. Vysledkem je zanik neuront (HORT & KOL.,
2007; KOUDELKOVA, 2009; JIRAK, 2008).

Stanoveni samotného AB-42 neni pro CJIN nikterak vyznamné,
protoze se vyskytuje v normalnich az mirné snizenych hodnotach. Je
mnohem vyznamnéjSi pro odliSeni jinych demenci, pfedevSim pro
Alzheimerovu chorobu, kdy dochazi k vyraznému snizeni hodnot AB-42
(VAN EVERBROECK & AL., 1999).

6.2.5.4 Neuropatologie

Neuropatologie je zaloZzena na neurohistologickém vySetfeni mozkové
tkané a doplnéna dvéma laboratornimi metodami: imunohistochemii a Western
blotem. Typickou neurohistologickou zménou je u sCJN spongiformni dystrofie,
ktera se vyskytuje v bazalnich gangliich a kiife mozec¢ku. Charakterizuiji ji vakuoly
v Sedé hmoté& mozkoveé, které pronikaji do vSech korovych vrstev. Vakuoly se
objevuji v loziskach a je dulezité je odliSit od artefaktl, vakuol a mozkového
edému, jenz se vyskytuji pfi frontotemporalnich lobarnich degeneracich. Jsou
doprovazené numerickou atrofii neurond a zmnozenim astroglii. Metodou
Western blot je uréen subtyp patologicky zménéného prionového proteinu. Na
imunohistologickém vysSetfeni je zalozeno stanoveni pfitomnosti patologického
prionového proteinu. Ke stanoveni vyuziva raznych typU protilatek, napf. 3F4,
12F10, 6H4. U sCJN je mozné provést mozkovou biopsii, u VCIN zase biopsii
tonsil. Senzitivita biopsie mozku nepfesahuje 35 %, proto neni tato diagnostika
prilis Casta. Navic jsou pacienti vystaveni riziku iatrogenniho pfenosu infekéniho
agens.

Novou variantu CJIN Ize od sCJN jednoznacné rozlisit, nebot je
charakterizovana velkym poctem floridnich plakd v mozkové kiife a mozecku.
Tyto plaky se vyskytuji v pokrocilém stadiu spongiformni dystrofie. Dochazi ke

snizeni mnozstvi neuronu a astroglioze pfedevsim v zadnich jadrech talamu,
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v mozkové kufe a mozecku. Pro imunohistochemickou reakci jsou typicka
perineurondlni a axonalni depozita ve striatu a shluky depozit PrPS¢. Tato
depozita se také daji prokazat v mezencefalu a Sedé hmoté mozkového kmene
a prodlouzené michy. Zcela odlisny je od sCJN obraz imunologicky. Prionové
proteiny muZzeme prokazat imunohistochemicky v perifernich lymforetikularnich
tkanich, do kterych fadime tonsilu, apendix, slezinu a lymfatické uzliny. Biopsie
tonsil se pouziva jako podpurna diagnostika pfi podezieni na vCJN. Provedeni
biopsie se provadi chirurgicky a je tfeba dbat na bezpecénostni opatfeni pro
mozny vyskyt infekce. Biopsie se nedoporuCuje pacientim s pozitivnim EEG,
negativnim nalezem MRI nebo u atypickych pfipadti (RUSINA & MATEJ, 2014;
KOUKOLIK, 2007; RUSINA & MATEJ, 2012; ROHAN & KOL., 2013;
GDOVINOVA, 2013; EDINBURGH, 2016).

6.2.6 Lécba

Klinicky prabéh Creutzfeldtovy-Jakobovy choroby je terapeuticky zcela
neovlivnitelny a vzdy konci fatalné. V soucCasnosti neexistuji pro IéCbu zadné
terapeutické postupy, proto se u vétsiny pacientl provadi Ié¢ba symptomaticka.
Tato terapie je zaméfena na potlaceni doprovodnych potizi onemocnéni, nikoli
na priciny. Léky, které se pouZzivaji pro symptomatickou |éCbu, dokazi pozastavit
a stabilizovat prubéh onemocnéni. Zmirfiuji, popfipadé odstranuji pfiznaky
neklidu, halucinaci a uzkosti. Také se pouzivaji pro zmirnéni bolesti. Pro
potlageni myoklonu se pouzivaji klonazepamy nebo valproaty. U extrpyramido-
vych pfiznakd se pouzivaji tiapridy & melperony (RUSINA & MATEJ, 2014;
KROMBHOLZ, 2015; GDOVINOVA, 2013). Jakmile onemocnéni prejde do
pokrocCilé az terminalni faze, je tfeba zahajit paliativni |éCbu. Velmi Casto se
pacient v dobé uréeni diagndzy nachazi v pokrocilé fazi demence. Nastava tak
velka komplikace s rozhodovanim lécby, jelikoz pacient sdm nema mozZnost
rozhodnout o dalSim postupu. V tomto pfipadé se musi zvazovat nazory
Iékafského tymu a pFibuznych pacienta. Cilem léCby je prodlouzeni a zlep$eni
kvality Zivota a zaji$téni dastojného umirani (RUSINA & MATEJ, 2014; RUSINA
& KOL., 2010).
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7 PRAKTICKA CAST

Pro praktickou ¢ast jsme pouzili vzorky od 8 pacientl (3 zen a 5 muza)
s klinickym podezifenim na prionové onemocnéni. VSechny odebrané vzorky
jsme pouzili z roku 2012 az 2015 s rtizné dlouhou dobou nemoci. V tabulce 3
(kap. 8.2) jsou shrnuta data o pouZitych biologickych vzorcich. VSichni pacienti
zemreli ve véku nad 45 let.

Ke stanoveni 3 — podjednotky proteinu 14-3-3 a likvoroveho tripletu jsme
pouzili mozkomisni mok, ktery byl odebrany lumbalni punkci vsedé Ci vleze dle
standardniho diagnostického postupu. Je velmi dulezité, aby byly pro odbér
a transport likvoru pouzity polypropylenové zkumavky. Vzorky dodané v den od-
béru a maximalné tfi dny po ném se doporucuje prevazet pfi teploté 4 — 8 °C,
pokud je transport planovan za delSi ¢asové obdobi, je nutné vzorky zamrazit
(-18 az -25 °C). V mrazu se pak také uchovavaji do doby analyzy. Pro stanoveni
jsme nechali vytemperovat zmrazené vzorky (-20 °C) na pokojovou teplotu. Ke
stanoveni koncentrace likvorového tripletu jsme pouzili komeréné dostupné kity
INNOTEST B-amyloid, INNOTEST h-TAU Ag, INNOTEST p-TAU, které jsou za-
loZzeny na principu metody ELISA. Vysledné hodnoty jsme porovnavali s fyziolo-
gickymi hodnotami. Pro prikaz proteinu 14-3-3 jsme pouzili separa¢ni metodou
elektroforézu v polyakrylamidovém gelu a Western blot s chemiluminiscencni
detekci.

Pro potvrzeni ¢&i vylouCeni definitivni diagnézy prionového onemocnéni
byla po umrti pacienta provedena autopsie. Pro stanoveni pfitomnosti PrPRes byly
pouzity vzorky nativni mozkové tkané, konkrétné pravy frontotemporaini lalok.
Tento materiadl je vysoce infekéni, proto bylo dulezité postupovat podle pokynu
pro praci s priony. Na toto stanoveni jsme pouzili metodu elektroforézu
v polyakrylamidovém gelu a Western blot.

VSechny odebrané vzorky jsme analyzovali v Narodni referen¢ni laboratofi
lidskych prionovych chorob v Thomayerové nemocnici v Praze. Tato laborator je
diky bezpe&nostnim opatfenim jako jedina v Ceské republice vhodna pro

vySetfeni priona.
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7.1 Metody pro vysetreni likvoru a mozkové tkané
7.1.1 Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu (PAGE)

| kdyz je elektroforéza v polyakrylamidovém gelu pomérné pracnou
metodou, je hojné vyuzivana v mnoha oborech. V tomto pfipadé je vyuZivana
k vySetfeni pfitomnosti B-podjednotky 14-3-3 proteinu a prionového proteinu.
PAGE je klasicka metoda pro separaci protein(, zaloZzena na rozdilném pohybu
nabitych Castic ve stejnosmérném elektrickém poli. Pohyblivost protein zavisi
na jejich molekulové hmotnosti. PAGE vyuziva pfitomnost detergenéniho €inidla
dodecylsulfatu sodného (SDS).

Polyakrylamidové gely jsou idealni pro separaci bilkovin, protoZe jsou
chemicky inertni, neutralni, hydrofilni a transparentni pro optickou detekci. Gely
jsou pfipraveny polymeraci akrylamidového monomeru a €inidla bis-akrylamidu,
které vytvofi sitovou strukturu gelu. Polymerace je zahajena pfidanim persulfatu
amonného (APS), ktery pracuje jako katalyzator reakce a dodava volné radikaly.
Pfidanim roztoku N, N, N, N-tetramethylethylendiaminu (TEMED) se cela
polymerizacni reakce urychli a stabilizuje. Do gelu se také pfidava pufr pro
stabilizaci hodnoty pH. Polyakrylamidové gely mohou byt pfipraveny v rGznych
koncentracich, ¢imz Ize ovlivnit velikost pord pro co nejlepsi separaci molekul.
Porozitu gelu miizeme vypogitat pomoci nasledujiciho vzorce (STASTKOVA &
KOL., 2012; BARTA & KOL., 2010; BIO-RAD, 2016).

Vypocet porozity gelu pro rozpéti molekulovych hmotnosti:

akrylamid + bis — akrylamid
celk.objem

%T = x 100

%C — b|§ - ak.rylamld %100
akrylamid + bis — akrylamid

Ve vySe uvedenych vzorcich pak T % udava procentualni zastoupeni
akrylamidu a bis-akrylamidu, zatimco C % urCuje procentualni zastoupeni
sitovaciho Cinidla bis-akrylamidu. Hodnoty vypovidaji, ze se zvysSujici se

koncentraci akrylamidu a bis-akrylamidu se pory v gelu stahuji, separace je
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mnohem pomalej$i a je tedy vhodnéj$i pro separaci mensich molekul (BARTA &
KOL., 2010; BIO-RAD, 2016). Pro lepsi rozliSeni protein ve vzorku se separacni
gel prevrstvi gelem zaostfovacim. Zaostfovaci gel ma nizSi koncentraci
(obsahuje vétsi pory) a jednotlivé vzorky se v ném pfi prostupovani soustredu;ji
do uzké zony na rozhrani mezi zaostfovacim a separacnim gelem. K vlastni
separaci proteint dle velikosti molekuly pak dochazi v separaénim gelu. Takto
pfipravené gely se vkladaji do elektroforetické vany, jako elektrolyt pak slouzi
specialni pufr.

Do jamek, vytvofenych pomoci hiebink( pfi pfipravé gelu, se nanaseji
pfipravené vzorky. Vzorek je pfedem smichan se vzorkovym pufrem, ktery
obsahuje barvivo pro zvyraznéni vzorkl a glycerol pro jejich zahusténi. Dale
obsahuje SDS, ktery denaturuje protein na jednotlivé podjednotky a udéluje
proteinim zaporny naboj. Proteiny tak v zasaditém prostfedi prostupuji od katody
k anodé a rozdéluji se na zakladé molekulové hmotnosti. Vétsi molekuly urazi
v gelu mnohem kratSi vzdalenost nez mensi molekuly. Pro lepS$i identifikaci
velikosti fragmentll se nanasi hmotnostni standard, tzv. ladder, s danymi
velikostmi fragmentd. Timto zplsobem lze urcit relativni molekulovou hmotnost
proteind. Pro identifikaci proteinu je tfeba pouzit protilatky, které se
k analyzovanému proteinu specificky navazou. Nejprve je vSak potieba proteiny
pfenést na vhodny material, na kterém je jejich detekce snadno proveditelna.
Tento zplisob se provadi metodou Western blot (STASTKOVA & KOL., 2012;
BARTA & KOL., 2010; BIO-RAD, 2016).

7.1.2 Western blot (WB)

Western blot je citliva technika, diky které je mozné ve vzorcich
identifikovat specifické proteiny. Tato metoda se sklada ze dvou kli¢ovych krok.
Prvnim krokem je metoda PAGE, o které je zminéno v pfedeslé kapitole 7.1.1.
Ve druhém kroku dochazi k vlastnimu pfenosu proteint, neboli ,blotovani*
(MAHMOOD & YANG, 2012).

Separované proteiny se v blotovacim zafizeni pfenesou z gelu na
nitrocelulézovou membranu pomoci elektrického pole. Mohou se pouzivat i jiné
membrany, jako je napfiklad polyvinylidendifluoridova nebo na nylonové bazi
(SCIENCE, 2011).
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Pro pfenos proteind na membranu se pfipravi tzv. sandwich usporadani,
které je sestaveno nasledovné: filtracni papir — nitrocelul6zova membrana — gel —
filtraCni papir. V8e musi byt poskladano tak, aby nitrocelul6zova membrana
sméfovala ke kladné elektrodé a gel k zaporné elektrodé. Membrana i filtraCni
papiry jsou navlhéené pfenosovym pufrem, ktery slouzi jako elekrolyt. Pfenasi
negativné nabité proteiny z gelu na membranu smérem k anodé a kopiruje jejich
migracni pozice v gelu. Tento typ pfenosu je provadén za polosuchych podminek
v horizontalni poloze. Pfenos proteinu je pomérné rychly a spotfeba pfenosového
pufru je mala. Také ma tento pfenos mnohem lepSi retenéni schopnosti
(MAHMOOD & YANG, 2012; SCIENCE, 2011). DalSi moznou variantou je pfenos
proteini za mokrych podminek. Tyto podminky jsou mnohem spolehlivéjsi,
protoze nedochazi k vysuseni gelu, a jsou vhodnéjsi pro vétsi velikost proteinu.
Nevyhodou tohoto pfenosu je velka spotfeba pufru. ,Sandwich® uspofadani
mokrého pfenosu se od usporadani polosuchého lisi v tom, Ze obsahuje vice
vrstev: houba —filtraéni papir — nitrocelul6zova membrana — gel — filtraéni papir —
houba. Toto uspofradani je navic vloZzeno do specialni kazety a zcela ponofeno
v pfenosovém roztoku. Vana s roztokem je pfipojena ke chladicimu zafizeni
(SCIENCE, 2011; THERMOFISHER, 2015a).

Obrazek 5: Schématické usporadani polosuchého pfenosového systému

v horizontalni poloze

katoda (-)

filtraCni papir

gel

membrana

filtracni papir

anoda (+)

Pfevzato a upraveno z http://www.bio-rad.com/en-cz/applicationstechnolo-
gies/protein-blotting-methods [2016-06-26].
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Nasledujicim, velmi dulezitym krokem je blokace, ktera zamezuje
nespecifické vazbé protilatek na membranu. Jako blokovaci roztok se nejCastéji
pouziva 5 % roztok BSA €i suSené odtuc¢néné mléko rozpusténé v T-PBS. T-PBS
je fyziologicky roztok pufrovany fosfore€nanem s pfidanim Tweenu. Blokovaci
roztoky by méli snizit interferenci na pozadi a tim zlepsSit citlivost testu a pomér
signalu k Sumu. Blokovaci roztok se susenym odtu¢nénym mlékem je cenové
velmi vyhodny, snadno dostupny a dava Cisté pozadi. Nevyhodou T-PBS roztoku
je moznost zamaskovani nékterych antigend (MAHMOOD & YANG, 2012;
SCIENCE, 2011; THERMOFISHER, 2015a).

Ke stanoveni pfislusného proteinu se musi pouzit takova primarni
protilatka, ktera pfislusny antigen rozpozna. Jednotlivé kroky inkubace jsou
prokladany promyvanim. To je nezbytné pro odstranéni nenavazanych reakénich
2011; THERMOFISHER, 2015a). Pro vizualizaci je tfeba pouzit sekundarni
protilatku, ktera je znaCena enzymem, jenz signal reakce zesili. V naSem pfipadé
se pouziva enzym kifenova peroxidaza (HRP). Vyhodou tohoto enzymu je nizka
cena, dobra stabilita, Siroka dostupnost (vybér) substratu, ale hlavné vysoka
enzymova aktivita. Jako druhy enzym se pouZziva alkalicka fosfataza, ktera ma
stejné vyuziti jako HRP pro chromogenni, chemiluminiscencni a fluorogenni
substraty (SCIENCE, 2011; THERMOFISHER, 2015a).

Poslednim c&asti Western blotu je detekce. Do reakce je pfidan
chemiluminiscenéni substrat, ktery reaguje s enzymem specificky navazanym na
sekundarni protilatku. Chemiluminiscenc¢ni substrat se stava nestabilnim, emituje
fotony, aby dosahly zakladniho excitacniho stavu, a tim dochazi k vyzafovani
chemiluminiscencniho svétla. Uvolnéné svétlo je detekovano CCD kamerou &i na
rentgenovém filmu. Intenzita signalu je pfimo umérna mnozstvi detekovaného

proteinu.
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Obrazek 6: Chemiluminiscencni reakce
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Oxidace luminolu peroxidem vodiku v pfitomnosti enzymu HRP za vzniku
3-aminoftalatu v excitovaném stavu. Tento produkt se rozklada pfi uvolnéni
fotonU svétla do energeticky niz§iho stavu.

Pfevzato z https://www.thermofisher.com/cz/en/home/life-science/protein-biolo-
gy/protein-biology-learning-center/protein-biology-resource-library/pierce-
protein-methods/chemiluminescent-western-blotting.html [2016-06-15].

Vyhodou chemiluminiscenéni detekce je vicenasobna expozice, diky které
je mozné dosahnout nejlepSiho vysledku. Umoziuje tak kvantifikaci pro velky
rozsah koncentraci a dava nejvétsi citlivost ze vSech detekénich metod.
(THERMOFISHER, 2015b; SCIENCE, 2011; MAHMOOD & YANG, 2012).

7.1.3 ELISA

ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) je Siroce vyuzivana
heterogenni imunochemicka metoda, ktera je zaloZzena na jednoduchém
imunoenzymatickém principu pro detekci a kvantifikaci protilatky €i antigenu.
ELISA metody jsou povazovany za vysoce citlivé a specifické.

Principem metody je interakce antigenu se specifickou protilatkou. Pevna
faze je pokryta specifickou protilatkou & antigenem. Po naneseni vzorku
obsahujiciho neznamé mnozstvi méfeného antigenu ¢i protilatky vznika
imunokomplex. Na néj se v dalSim kroku vaze detekcni sekundarni protilatka, na
kterou je kovalentné navazan enzym. Nej¢astéji pouzivanymi enzymy jsou
kifenova peroxidaza a alkalicka fosfataza. Sekundarni protilatky maji mnoho
vyhod: zvySuiji citlivost, coZz umoznuje zvySeni signalu, je k dispozici Siroky vybér
protilatek a jejich pouZitim si primarni protilatka zachovava maximalni

imunoreaktivitu. Jednotlivé kroky postupu jsou prokladany promytim, cCimz
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dochazi k odstranéni nenavazanych antigenu a nadbytku protilatky. Promytim se
mysli opakované plnéni a odsati jamek mikrotitracni desticky promyvacim
roztokem. Pokud je promyvani nedostatecné, mize dojit k vysokému signalu
pozadi, ¢imz se snizuje pomér signalu k Sumu. Po poslednim promyti je pfidan
chromogenni substrat organického ¢i anorganického charakteru (o-fenylendia-
min, tetramethylbenzidin a jiné). Substrat specificky reaguje s enzymem za
vzniku reakce provazené barevnou zménou. Nasledné je reakce zastavena
pfidanim STOP roztoku obsahujicim kyselinu. Intenzita signalu je méfena
spektrofotometricky.

Metoda ELISA ma celou fadu modifikaci. Antigen ¢i protilatku mizeme
detekovat pfimou ¢€i nepfimou metodou, nekompetitivni ,sandwich“ metodou,
kompetitivni €i capture metodou. Kazdou tuto metodu Ize pouzit jak pro
hodnoceni kvantitativni (pouziti kalibra¢ni kfivky), tak i pro kvalitativni (tzv. cut-
off) (SCIENTIFIC, 2015; GAN & PATEL, 2013).

Pro stanoveni koncentrace B-amyloidu, h-TAU a p-TAU proteinu jsme
pouzili kompletni ELISA kity — INNOTEST. V nasledujicim textu uvedu stanoveni
B-amyloidu v mozkomiSnim moku na principu ,sandwich® metody. Na
monoklonalni protilatku 21F12 (IgG2a), ktera je vazana na pevny nosi¢, se
navaze B-amyloid (antigen) ze vzorku mozkomi$niho moku. Pro nepfimou
detekci antigenu je po inkubaci pfidana sekundarni protilatka 3D6 (IgG2b), ktera
je znacena biotinem. Jednotlivé kroky jsou prokladany promytim jamek
mikrotitracni destiCky promyvacim roztokem. PouZziva se fyziologicky roztok
pufrovany fosforeChanem. Pfidanim enzymu kfenové peroxidazy znacené
streptavidinem a substratu tetramethylenbenzidinu dochazi k chemické reakci,
ktera se projevi zménou barvy roztoku, konkrétné z €iré na modrou barvu. Po
pfidani STOP roztoku, obsahujiciho kyselinu sirovou, se modra barva roztoku
zméni na zlutou. Méfi se intenzita zbarveni tohoto roztoku spektrofotometricky
pfi 450 nm. Intenzita vysledného zbarveni je pfimo Uumérna koncentraci
stanoveného B-amyloidu (antigenu). VypocCtem z kalibraéni kfivky ziskame
koncentraci B-amyloidu ve vzorku (FUJIREBIO, 2015).
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Obrazek 7: Princip INNOTESTU B-amyloid (1-42)
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Pfevzato z https://www.fujirebio-europe.com/products-services/product-
browser/innotestr-v-amyloid1-42 [2016-06-16].

Princip metody pro stanoveni proteint p-TAU a h-TAU je stejny. LiSi se
vS8ak pouzitymi primarnimi a sekundarnimi protilatkami. Pro stanoveni proteinu h-
TAU je na pevném nosici navazana primarni protilatka AT120 (IgG1), sekundarni
protilatky jsou v tomto pfipadé dvé, a to HT7 (IgG1) a BT2 (IgG1). V pfipadé
stanoveni proteinu p-TAU je na pevném nosici navazana primarni protilatka HT7
(IgG1), jako sekundarni protilatka je pouzita AT270 (IgG1l) (FUJIREBIO, 2015;
SCIENTIFIC, 2015).
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Obrazek 8: Princip INNOTESTU h-TAU
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Pfevzato z https://lwww.fujirebio-europe.com/products-services/productbrow-
ser/innotestr-htau-ag-2 [2016-06-16].

Obrazek 9: Princip INNOTESTU p-TAU(s1p)
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Pfevzato z https://www.fujirebio-europe.com/products-services/productbrow-
ser/innotestr-phospho-taul81p-1 [2016-06-16].
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7.2 VysSetreni pritomnosti B — podjednotky 14-3-3 proteinu

Material

— mozkomisni mok

Pomucky a pfristroje

— odmérné valce, kadinky, pipety, Petriho misky

— mikrozkumavky, Spicky, stojanky

— buni€ina, papirova desticka, filtraéni papir, potravinova folie,
nitrocelul6zova membrana

— nazky, pinzety

— automatické pipety (Finpipette, Biohit)

— nadoba na ELFO, zdroj elektrického proudu (BioRad)

— pfristroj na blotovani (Semidry blot, v. ¢.: 221BR34948)

— tfepacka (Biosan, v. ¢.: 010152-1202-0127)

— vortex (Bio Vortex V1, v. €.: 580610005)

— kazeta na rentgenovy film, rentgenovy film (Fujifilm), vyvolavaci automat
(Chirana)

— lednice, mrazak

Reagencie

— Novex® Tris-Glycine SDS Sample Buffer (2x) (= vzorkovy pufr)

— SeeBlue® Plus2 Pre-Stained Protein Standard (= ladder)

— Running pufr, Iékarna (60 ml running pufru+ 450 ml destilované vody)

— Transfer pufr, Iékarna (100 ml transfer pufru + 200 ml metanolu + 700 ml
destilované vody)

— T-PBS pufr, Iékarna (1 | PBS + 1 ml Tween 20)

— 5% roztok odtuénéného mléka (10 g suSeného odtuénéného miéka
+ 200 ml T-PBS pufru)

— 14-3-3 B (K19), Santa Cruz Biotechnology

— Goat anti-mouse IgG (H+L), Jackson Immuno Research Laboratories

— Pierce® ECL Plus Western Blotting Substrate (= ECL pufr a ¢inidlo)

— vyvojka a ustalovac (Anatomix, fa. Fuji Hunt)
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Polyakrylamidovy gel (tloustka 1,5mm)
— pouzili jsme Cerstvé pfipraveny 10% amonium persulfat (0,1g APS + 1 ml

destilované vody)

Priprava dvou gelu:

Separacni gel (12%)
Destilovana voda 5,025 ml
1,5 M Tris-HCI, pH 8,8 3,75 ml
10% roztok SDS 150 pl
30% bis-akrylamid 6 mi
10% APS 150 pl
TEMED 7,5 l

gel jsme nalili mezi dvé sklicka do pozadované vysky, prevrstvili etanolem

a nechali priblizné 30 min tuhnout

Zaostrovaci gel (4%)
Destilovana voda 9,15 ml
0,5 M Tris-HClI, pH 6,8 3,75 ml
10% roztok SDS 150 pl
30% bis-akrylamid 2 mi
10% APS 150 pl
TEMED 15 pl

— po ztuhnuti separacniho gelu jsme etanol vylili, doplnili prostor mezi

skli¢ky zaostfovacim gelem, vlozili hfebinky a nechali gel ztuhnout
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Pracovni postup
1. Priprava vzorku

— k25 pl vzorkového pufru jsme pomalu pridavali 75 pl vzorku

2. ELFO
— pfipravili jsme si ELFO nadobu s gely o tloustce 1,5 mm
— do této nadoby jsme nalili running pufr
— nanesli jsme 40 pul pfipraveného vzorku, 40 ul PK, 10 pl ladderu
— nastavili jsme na zdroji napéti 80 V a nechali béZet 30 min
— poté jsme napéti zvysili na 100 V a nechali bézet 1 — 1,5 hod (€elo 0,5 cm

ode dna)

3. WB
— do blotovaciho zafizeni jsme pfenesli pfipraveny ,sandwich® (filtraCni
papir — membrana — gel — filtraéni papir)

— nastavili jsme na zdroji napéti 9 V a nechali bézet 1 hod

4. Blokace
— poté jsme membranu pfenesli do 5% roztoku odtuénéného mléka

a nechali blokovat 1 hod pfi pokojové teploté za stalého tfepani

5. Inkubace s primarni protilatkou

— do Petriho misky jsme napipetovali 20 ml 5% roztoku odtuénéného miléka
a 20 pl primarni protilatky 14-3-3 B (K19)

— nechali jsme inkubovat do druhého dne v lednici

— druhy den jsme membranu promyli 2x po 8 min 5% roztokem odtu¢néného
mléka

— poté jsme membranu oplachli T-PBS pufrem a nasledné promyli 2x po
10 min v T-PBS pufru

6. inkubace se sekundarni protilatkou
— do jiné Petriho misky jsme napipetovali 20 ml 5% roztoku odtu¢néného
mléka a 20 pl sekundarni protilatky IgG-HRP
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— nechali jsme inkubovat 1 hod pfi pokojové teploté za stalého tfepani
— poté jsme membranu promyli 2x po 8 min 5% roztokem odtu¢néného
mléka

— nasledné jsme membranu oplachli T-PBS a promyli 2x po 12 min v T-PBS

7. Detekce
— membranu jsme osusili ve filtraénim papife
— nasledné jsme membranu vlozili do pfipravené Petriho misky naplnéné
5 ml ECL pufru a 125 ul ECL ¢inidla a tfepali v ruce 3 min

— vS8e jsme provadéli v pFitmi

8. Expozice
— osuSenou membranu jsme polozili na papirovou desticku a zabalili do
potravinové folie
— v temné komofe jsme nechali membranu exponovat na rentgenovy film po
dobu 1 min, 2 min, 3 min, 5 min a 7 min

— poté jsme vyvolali rentgenovy film ve vyvolavacim automatu

7.3 VysSetreni pritomnosti prionového proteinu

Material

— nativni mozkova tkan (pravy frontotemporalni lalok)

Pomlicky a pristroje
— odmeérny valec, kadinky, pipety, Petriho misky
— polystyrenové zkumavky, mikrozkumavky, $pi¢ky, stojanky
— buni¢ina, papirova desticka, filtraéni papir, potravinova folie,
nitrocelul6zova membrana
— nazky, pinzety, skalpel
— automatické pipety (Finpipette, Biohit)
— nadoba na ELFO, zdroj elektrického proudu (BioRad)
— pfistroj na blotovani (Semidry blot, v. €.: 221BR34948)
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trepacCka (Biosan, v. €.: 010152-1202-0127)

vortex (Bio Vortex V1, v. ¢€.: 580610005)

vaha (Boeco, v. ¢.: 18406633)

termoblok (Biosan TDB-100, v. ¢.: 670701011)

homogenizator (Ultra Turrax, v. €.: 441267)

biohazard box (Jouan, v. €.: NFX 44-201)

kazeta na rentgenovy film, rentgenovy film (Fujifilm), vyvolavaci automat
(Chirana)

lednice, mrazak

Reagencie

Prionics®-Check WESTERN, Prionics® (travici pufr, proteaza K, roztok
k zastaveni traveni)

SeeBlue® Plus2 Pre-Stained Protein Standard (= ladder)

Running pufr, Iékarna (60 ml running pufru+ 450 ml destilované vody)
Transfer pufr, I€karna (100 ml transfer pufru + 200 ml metanolu + 700 ml
destilované vody)

T-PBS pufr, Iékarna (1 | PBS + 1 ml Tween 20)

5% roztok odtu¢néného miéka (10 g suSeného odtuénéného miéka
+ 200 ml T-PBS pufru)

Anti Prion Protein Monoclonal Antibody 12F10, SPIbio (= 12F10)
Monoclonal Antibody 6H4, Prionics® (= 6H4)

Polyclonal Goat Anti-Mouse Immunoglobulins/HRP, DakoCytomation
(= DAKO)

Pierce® ECL Plus Western Blotting Substrate (ECL pufr a éinidlo)

fedici roztok na vzorky tkani, Iékarna

vyvojka a ustalova¢ (Anatomix, fa. Fuji Hunt)

Polyakrylamidovy gel (tloustka 1 mm)

pouzili jsme Cerstvé pfipraveny 10% amonium persulfat (0,1g APS + 1 ml

destilované vody)
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Priprava dvou gelu:

Separacni gel (12%)
Destilovana voda 3,35 ml
1,5 M Tris-HCI, pH 8,8 2,5 ml
10% roztok SDS 100 pl
30% bis-akrylamid 4 ml
10% APS 100 pl
TEMED 5 ul

gel jsme nalili mezi dvé sklicka do pozadované vysky, pfevrstvili etanolem

a nechali pfiblizné 30 min tuhnout

Zaostrovaci gel (4%)
Destilovana voda 6,1 ml
0,5 M Tris-HClI, pH 6,8 2,5ml
10% roztok SDS 100 pl
30% bis-akrylamid 1,33 ml
10% APS 100 pl
TEMED 10 pl

— po ztuhnuti separacniho gelu jsme etanol vylili, doplnili prostor mezi

sklicky zaostfovacim gelem, vlozZili hfebinky a nechali gel ztuhnout

Pracovni postup
1. Priprava vzorku
— pfipravili jsme 10% homogenat mozkove tkané: napf. k 0,3 g Sedé hmoty
mozkové jsme pfidali 3 ml extrakéniho pufru a 1 min jsme homogenizovali
— do mikrozkumavky jsme napipetovali 100 yl homogenatu a pfidali 10 pl

traviciho pufru a 10 ul proteazy K

52



vSe jsme dobfe promichali na vortexu a nechali inkubovat v termobloku pfi
50 °C 40 min

poté jsme ke vzorku pfidali 10 pl roztoku k zastaveni traveni a opét
promichali

dale jsme k tomuto vzorku pfidali 100 ul fediciho pufru pro PAGE

opét jsme vSe promichali a nechali jsme inkubovat v termobloku
pfi 96 °C 5 min

2. ELFO

3. WB

pfipravili jsme si ELFO nadobu s gely o tloustce 1 mm

do této nadoby jsme nalili running pufr

nanesli jsme 10 ul pfipraveného vzorku, 10 ul PK, 10 ul NKa 10 ul ladderu
nastavili jsme na zdroji napéti 200 V a nechali bézet 35 — 40 min (Celo asi

0,5 cm ode dna)

do blotovaciho zafizeni jsme pFenesli pfipraveny ,sandwich® (filtracni
papir — membrana — gel — filtraéni papir)

nastavili na zdroji napéti 12 V a nechali bézet 1 hod

4. Blokace

poté jsme membranu pfenesli do 5% roztoku odtuénéného miéka

nechali jsme blokovat 1 hod pfi pokojové teploté za stalého tfepani

5. Inkubace s primarni protilatkou

do Petriho misky jsme napipetovali 10 ml T-PBS pufru, 5 yl primarni
protilatky 12F10 a vlozili do ni prvni membranu

do druhé Petriho misky jsme napipetovali 10 ml T-PBS pufru, 1,1 ul
primarni protilatky 6H4 a vlozili druhou membranu

obé& membrany jsme nechali inkubovat 1 hod pfi pokojové teploté za
stalého trepani

nasledné jsme vzorky promyli 3x po 5 min v T-PBS pufru
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6. Inkubace se sekundarni protilatkou

po promyti jsme do prvni Petriho misky (pro 12F10) napipetovali 10 ml
T-PBS pufru a 8 pl sekundarni kozi protilatky DAKO

do druhé misky (pro 6H4) jsme napipetovali 12 ml T-PBS pufru a 2 pl
sekundarni kozi protilatky DAKO

membrany jsme nechali inkubovat 45 min pfi pokojové teploté za stalého
trepani

nasledné promyli 5x po 5 min T-PBS pufrem

7. Detekce

obé& membrany jsme osusili ve filtranim papife
nasledné jsme membrany vloZili do pfipravené Petriho misky naplnéné
5 ml ECL pufru a 125 ul ECL ¢inidla a tfepali v ruce 3 min

vse jsme provadéli v pfitmi

8. Expozice

osusené membrany jsme polozili na papirovou destiCku a zabalili do
potravinové folie

v temné komore jsme nechali membranu exponovat na rentgenovy film po
dobu 30 s, 1 min, 2 min, 3 min

poté jsme vyvolali rentgenovy film ve vyvolavacim automatu

7.4 Stanoveni koncentrace B-amyloidu

Material

mozkomisSni mok

Pomlicky a pristroje

odmérné valce, kadinky, pipety, Petriho misky
mikrozkumavky, $pic¢ky, stojanky
bunicina

automatické pipety (Finpipette, Biohit)
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vortex (Bio Vortex V1, v. ¢€.: 580610005)

trepacka (Titertek, v. €.: 541307)

termostat (Binder, v. ¢.: 15-03048)

promyvacka (Dynawash-E, v. €.: 3107-0025)

vertikalni kolorimetr (ELISA reader ELX 800, v. €.: 199061)
software KC junior/KC4

lednice, mrazak

Reagencie

INNOTEST B-AMYLOID(1-42), Fujirebio, Inc., kat. €.: 81576, €. S.:
401000, exp.:5-2016
AB-42) CAL-RVC pack, Fujirebio, Inc., kat. €.: 81577, €. $.: 401023

Pracovni postup

do kazdé jamky jsme napipetovali 75 ul pracovniho roztoku K1 (45 ul
konjugatu 1 + 4,5 ml diluentu konjugatu 1)

dale jsme napipetovali 25 ul vzork, valida¢nich kontrol, kalibratort a IKK
destiCku jsme poté protfepali a nechali inkubovat 60 min pfi teploté
25°C+2°C

nasledné jsme jamky 5x promyli promyvacim roztokem (10 ml
promyvaciho roztoku + 240 ml destilované vody) a osusili vyklepnutim
zbylého roztoku

do kazdé jamky jsme napipetovali 100 pl pracovniho roztoku K2 (60 ul
konjugatu 2 + 6 ml diluentu konjugatu 2)

destiCku jsme protiepali a nechali inkubovat 30 min pfi 25 °C £ 2 °C

opét jsme jamky 5x promyli promyvacim roztokem a osusili vyklepnutim
zbylého roztoku

nasledné jsme do kazdé jamky napipetovali 100 ul substratu S (60 pl
substratu TMB + 6 ml substratového pufru), protfepali a nechali inkubovat
ve tmé 30 min pfi 25 °C £ 2 °C

pfidanim 50 pl STOP roztoku do kazdé jamky jsme zastavili reakci

a zméfili jsme intenzitu zbarveni pfi 450 nm
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7.5 Stanoveni koncentrace proteinu h-TAU

Material

mozkomisSni mok

Pomiicky a pristroje

odmeérné valce, kadinky, pipety, Petriho misky
mikrozkumavky, Spicky, stojanky

bunicina

automatické pipety (Finpipette, Biohit)

vortex (Bio Vortex V1, v. ¢.: 580610005)

trepacka (Titertek, v. €.: 541307)

termostat (Binder, v. ¢.: 15-03048)

promyvacka (Dynawash-E, v. €.: 3107-0025)

vertikalni kolorimetr (ELISA reader ELX 800, v. €.: 199061)
software KC junior/KC4

lednice, mrazak

Reagencie

INNOTEST hTAU Ag, Fujirebio, Inc., kat. &.: 81572, €. §.: 401603, exp.:
7-2016
Tau Ag CAL-RVC pack, Fuijirebio, Inc., kat. ¢.: 81573, €. §.: 401605

Pracovni postup

do kazdé jamky jsme napipetovali 75 pl pracovniho roztoku K1 (45 ul
konjugatu 1 + 4,5 ml diluentu konjugatu 1)

dale jsme napipetovali 25 ul vzorkd, validaénich kontrol, kalibratorti a IKK
destiCku jsme poté protfepali a nechali inkubovat pfes noc pfi teploté
25°C+2°C

na druhy den jsme jamky 5x promyli promyvacim roztokem (10 ml
promyvaciho roztoku + 240 ml destilované vody) a osusili vyklepnutim
zbylého roztoku
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do kazdé jamky jsme napipetovali 100 pl pracovniho roztoku K2 (60 pl
konjugatu 2 + 6 ml diluentu konjugatu 2)

desti¢ku jsme protiepali a nechali inkubovat 30 min pfi 25 °C £ 2 °C

opét jsme jamky 5x promyli promyvacim roztokem a osusili vyklepnutim
zbylého roztoku

nasledné jsme do kazdé jamky napipetovali 100 ul substratu S (60 pl
substratu TMB + 6 ml substratového pufru), protfepali a nechali inkubovat
ve tmé 30 min pfi 25 °C +2 °C

pfidanim 50 pyl STOP roztoku do kazdé jamky jsme zastavili reakci

a zméfili jsme intenzitu zbarveni pfi 450 nm

7.6 Stanoveni koncentrace proteinu p-TAU

Material

mozkomisni mok

Pomiicky a pristroje

odmeérné valce, kadinky, pipety, Petriho misky
mikrozkumavky, $picky, stojanky

bunicina

automatické pipety (Finpipette, Biohit)

vortex (Bio Vortex V1, v. €.: 580610005)

trepacka (Titertek, v. €.: 541307)

termostat (Binder, v. ¢.: 15-03048)

promyvacka (Dynawash-E, v. ¢.: 3107-0025)

vertikalni kolorimetr (ELISA reader ELX 800, v. €.: 199061)
software KC junior/KC4

lednice, mrazak
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Reagencie

INNOTEST PHOSPHO-TAU@s1r), Fujirebio, Inc., kat. €.: 81574, €. S.:
401697, exp.: 10-2016

Phospho-Tau CAL-RVC pack, Fujirebio, Inc., kat. ¢.: 81575, €. §.:
401699

Pracovni postup

do kazdé jamky jsme napipetovali 25 yl pracovniho roztoku K1 (25 pl
konjugatu 1 + 2,5 ml diluentu konjugatu 1)

dale jsme napipetovali 75 ul vzork(, valida¢nich kontrol, kalibratort a IKK
destiCku jsme poté protfepali a nechali inkubovat pfes noc v lednici pfi
teploté 2 -8 °C

na druhy den jsme jamky 5x promyli promyvacim roztokem (10 ml
promyvaciho roztoku + 240 ml destilované vody) a osusili vyklepnutim
zbylého roztoku

do kazdé jamky jsme napipetovali 100 pl roztoku K2 (60 pl konjugatu 2
+ 6 ml diluentu konjugatu 2)

mikrotitracni destiCku jsme protfepali a nechali inkubovat 60 min pfi
25°C+x2°C

opét jsme jamky 5x promyli promyvacim roztokem a osusili vyklepnutim
zbylého roztoku

nasledné jsme do kazdé jamky napipetovali 100 ul roztoku substratu S
(60 ul substratu TMB + 6 ml substratového pufru), protfepali a nechali
inkubovat ve tmé 30 min pfi 25 °C £ 2 °C

pfidanim 50 pl STOP roztoku do kazdé jamky jsme zastavili reakci

a zmeéfili jsme intenzitu zbarveni pfi 450 nm
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8 VYSLEDKY
8.1 VysSetieni pfitomnosti B — podjednotky 14-3-3 proteinu

U osmi pfipadu jsme vySetfovali pfitomnost protein 14-3-3 z likvoru, ktery
byl odebrany ante mortem a post mortem. Stanoveni jsme provedli metodou
Western blot za pouZziti primarni protilatky 14-3-3  (K19) a sekundarni protilatky
IgG-HRP. Membranu jsme exponovali na rentgenovy film po dobu 1 min, 2 min,
3 min, 5 min a 7 min. Na obrazku nize (obr. 10a) je patrné, Ze vzorky odebrané
ante mortem €. 1 a 2 jsou slabé pozitivni, vzorek €. 3 je negativni a vzorek €. 4 je
silné pozitivni. VySetfeni vzorkd bylo provedeno v duplikatu s pozitivni kontrolou
(P) a markerem molekulovych hmotnosti (L). Na druhém obrazku (obr. 10b) jsou
uvedeny vysledky vzorkl ¢€. 5 — 8 odebrané taktéz ante mortem. Jednoznacné
pozitivni vysledek je ve vzorku €. 5, vzorky €. 6 a 8 jsou slabé pozitivni, negativni

vysledek je u vzorku €. 7.

Obrazek 10: VyS$etieni vzorku odebranych ante mortem

a) Expozice 7. min, vzorky znacené 1A —4A

—30 kDa
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b) Expozice 2. min, vzorky znacené 5A — 8A

30 kDa

Vysvétlivky: 1 — 8 vzorky

A ante mortem
L marker molekulovych hmotnosti ,ladder®
P pozitivni kontrola

Vysledky vySetfeni vSech vzork( mozkomisniho moku odebranych post
mortem jsou na pfitomnost proteinu 14-3-3 pozitivni.
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Obrazek 11: VySetfeni vzorki odebranych post mortem

a) Expozice 7. min, vzorky znacené 1B — 4B

30 kDa

b) Expozice 2. min, vzorky znacené 5B — 8B

30 kDa

Vysvétlivky: 1 — 8 vzorky

B post mortem
L marker molekulovych hmotnosti ,ladder”
P pozitivni kontrola
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8.2 VysSetieni pritomnosti prionového proteinu

VySetfeni pfitomnosti patogenni formy prionového proteinu v mozkové
tkani jsme provedli metodou Western blot za pouziti dvou primarnich protilatek
(12F10 a 6H4) a jedné sekundarni protilatky (IgG-HRP). V tomto pfipadé jsme
nechali membranu exponovat na rentgenovy film po dobu 30s, 1 min, 2 min
a 3 min. Ke stanoveni jsme pouzili pozitivni (P1, P2) a negativni kontrolu (N)
a marker molekulovych hmotnosti (L). Po detekci protilatkou 12F10 (viz obr. 12a,
b) byly v8echny vzorky €. 1B — 8B pozitivni, vyjma vzorku €. 2B, ktery byl
negativni. Po detekci protilatkou 6H4 (viz obr. 13a, b) byly vSechny vzorky
pozitivni, vzorek €. 2B byl slabé pozitivni. U vzorkd &. 2B, 4B, 7B a 8B jsme
prokazali sporadickou formu CJN u homozygotnich pacientu, coz vypovida o typu
1 s molekulovou hmotnosti (21 kDa). U zbyvajicich vzorka &. 1B, 3B, 5B a 6B
jsme analyzovali typ 2A s niz§i molekulovou hmotnosti (19 kDa) sporadické

formy homozygotnich pacientd.

Obrazek 12: VySetieni priond - detekce protilatkou 12F10

a) Expozice 30 s, vzorky znacené 1B — 4B

21 kDa
19 kDa
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b) Expozice 1. min, vzorky znacené 5B — 8B

21 kDa
19 kDa

Vysvétlivky: 1 — 8 vzorky
B post mortem
L marker molekulovych hmotnosti ,ladder”
P1  pozitivni kontrola 1
P2  pozitivni kontrola 2

N negativni kontrola
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Obrazek 13: VySetfeni priont - detekce protilatkou 6H4

a) Expozice 30 s, vzorky znacené 1B — 4B

21 kDa
19 kDa

b) Expozice 1. min, vzorky znacené 5B — 8B

21 kDa
19 kDa

N 5B 6B P1 P2 7B 8B P1 P2 L

Vysvétlivky: 1 — 8 vzorky
B post mortem
L marker molekulovych hmotnosti ,ladder*
P1 pozitivni kontrola 1
P2 pozitivni kontrola 2

N negativni kontrola

64



V tabulce 3 jsou shrnuty vySe uvedené vysledky vySetfeni.

Tabulka 3: VySetreni pfitomnosti B — podjednotky 14-3-3 proteinu a prionového

proteinu

vzorky

protein 14-3-3 8

12F10

6H4

1A
17. 10. 2013

+/-

N/A

N/A

1B
4.11. 2013

2A
9. 10. 2014

+/-

N/A

2B
16. 2. 2015

3A
26.9. 2012

N/A

3B
6.6.2014

4A
5. 6. 2015

N/A

N/A

4B
30. 6. 2015

5A
16. 1. 2013

N/A

N/A

5B
23. 1. 2013

6A
11.12. 2013

+/-

N/A

N/A

6B
27.12. 2013

TA
19. 6. 2014

N/A

N/A

7B
25. 8. 2015

8A
7.8.2014

N/A

N/A

8B
2.9.2014
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Vysvétlivky: A ante mortem
B post mortem
Datum A datum pfijeti materialu od Zivého pacienta

Datum B datum pitvy pacienta

+ pozitivni

- negativni

+/- slabé pozitivni
N/A nedostupna data

8.3 Stanoveni koncentrace 3-amyloidu

B-amyloid jsme vySetfovali pomoci metody ELISA z osmi
vzork( mozkomisniho moku odebranych jak ante mortem, tak post mortem.
VSechny vzorky byly analyzované v duplikatu. Nize uvedena tabulka 4 odpovida

pfesnému pofadi nanesenych reagencii pro vzorky B-amyloid, h-TAU, p-TAU.

Tabulka 4: Poradi nanaseni jednotlivych vzorku

1 2 3 4 5 6
A K1 K1 1A 1A 1B 1B
B K2 K2 2A 2A 2B 2B
C K3 K3 3A 3A 3B 3B
D K4 K4 4A 4A 4B 4B
E K5 K5 5A 5A 5B 5B
F K6 K6 6A 6A 6B 6B
G RVC1 RVC1 7A TA 7B 7B
H RVC2 RvVC2 8A 8A 8B 8B
Vysvétlivky: K1-K6 kalibratory

RVC1-2 validacni kontroly

A ante mortem

B post mortem
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Na obrazku 14 Ize vidét modré zbarveni jamek, které nastalo po inkubaci
se substratem TMB. Pro zastaveni reakce jsme pouZzili STOP roztok, ktery
obsahuje kyselinu sirovou. DoSlo k barevné zméné z modré barvy na Zlutou. Pro
nezbarvené vzorky 1B — 8B, odebranych post mortem, nebylo mozné absorbanci

Zmeérit.

Obrazek 14: Pred a po pridani STOP roztoku pro stanoveni 3-amyloidu

V nasledujici tabulce 5 jsou zaznamenany body Kkalibraéni kfivky.

Koncentrace jednotlivych kalibrator( jsou pfipravené od vyrobce a lisi dle Sarzi.

Tabulka 5: Koncentrace kalibratort 8-amyloidu

Kontrola K1 K2 K3 K4 K5 K6

Koncentrace

38356 |1700,7| 980,1 | 4774 | 1278 | 625
(pg/ml)

Z naméfrenych hodnot absorbanci bodu kalibracni kfivky byla definovana

kalibra¢ni kfivka a z ni jsme pak stanovili koncentraci f-amyloidu v osmi vzorcich.
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Graf 3: Kalibracni kfivka B-amyloidu
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Zmeérené hodnoty vzorkl odebranych jak ante mortem, tak post mortem

jsou uvedeny v tabulce 6 (viz nize). U vSech vzork( odebranych post mortem

v v

€. 1 — 8 odebrané ante mortem se nachazeji v referen¢nim rozmezi (viz tabulka

7), vyjma vzorku €. 7, ktery ma lehce snizenou hodnotu.

Tabulka 6: Zmérené koncentrace vzorkt €. 1 — 8 pro -amyloid

Vzorky 1A | 1B | 2a | 2] 3a | 38 | an | 4B
Ko?sge/r;:;"ce 9206 | <62,5 | 992.8 | <62.5| 926,5 | <625 | 874.8 | <62,5

Vzorky 5A 5B 6A 6B TA 7B 8A 8B

K t
oncentrace | oo 7 | <625 | 817.3 | <625 | 511.4 | <62,5 | 937.1 | <62.5
(pg/ml)
Vysvétlivky: A ante mortem
B post mortem
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Tabulka 7: Referen¢ni rozmezi hodnot S-amyloidu

Vék CSF (pg/ml)
21 -51 610 — 974
51-70 562 — 1018

=71 567 — 1027

8.4 Stanoveni koncentrace h-TAU

Na nize uvedeném obrazku 15 je mozno vidét modré zbarveni kalibratord,
valida¢ni kontroly a zelené zbarveni témér vzork( po inkubaci substratu TMB.
Pro zastaveni reakce jsme pouzili STOP roztok, ktery obsahuje kyselinu sirovou.
Doslo k barevné zméné z modré/zelené barvy na Zlutou. Vzorky €. 1 — 8 vykazuji
nemeéfitelné hodnoty, z divodu velmi vysoké koncentrace méfeného analytu, to

vS8ak neplati u vzorku &. 3A.

Obrazek 15: Pred a po pridani STOP roztoku pro stanoveni h-TAU proteinu

V nasledujici tabulce 8 jsou zaznamenany body kalibracni kfivky.

Koncentrace jednotlivych kalibratord jsou pfipravené od vyrobce a lisi dle Sarzi.
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Tabulka 8: Koncentrace kalibratorti h-TAU

Kontrola K1 K2 K3 K4 K5 K6

Koncentrace

2268,9| 8539 | 573 | 250 | 116,3 | 3838
(pg/ml)

Z naméfenych hodnot absorbanci bodl kalibrani kfivky byla definovana
kalibracni kfivka (graf 4, viz nize) a z ni jsme pak stanovili koncentraci h-TAU
v osmi vzorcich. Vysoké hodnoty koncentrace vzorku jsou vy$si nez nejvyssi bod
kalibracni krivky, tedy 2268,9 pg/ml.

Graf 4: Kalibracni krivka h-TAU
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Tabulka 9 uvadi zméfené koncentrace u vzorkd odebranych ante mortem
a post mortem. V3echny tyto hodnoty jsou vySSi nez nejvySSi bod kalibracni

kfivky, vyjma vzorku €. 3A.
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Tabulka 9: Zméfené koncentrace vzork(d €. 1 — 8 pro h-TAU

Vzorky 1A | 18 | 2a | 28 | 3a 3B 4A | 4B
K
oncentrace | -, -68.9 522689 | 8533 |>22680| 22680
(pg/ml)
Vzorky sA | 58 | 6a | 6B | 7A 7B 8A | 8B
Koncentrace | . 689 >2268.9 >2268.9 >2268.9
(pg/ml)
Vysvétlivky: A ante mortem

B pOSt mortem

Tabulka 10: Referenéni rozmezi hodnot h-TAU

Vék CSF (pg/ml)
21-51 47 — 225
51-70 116 — 370

71 170 -512
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8.5 Stanoveni koncentrace p-TAU

Na obrazku 16 (viz nize) je mozno vidét modré zbarveni kalibratoru
a vzorkd, po inkubaci substratu TMB. Pro zastaveni reakce jsme pouzili STOP
roztok, ktery obsahuje kyselinu sirovou. DoSlo k barevné zméné z modré barvy
na Zlutou. Tmavé zbarveni vzorku €. 1B — 8B ukazuji na vysoké koncentrace p-
TAU.

Obrazek 16: Pred a po pridani STOP roztoku pro stanoveni p-TAU proteinu

V nasledujici tabulce 11 jsou zaznamenany body kalibracni kfivky

pfipravenych od vyrobce. Koncentrace kalibratoru se lisi dle Sarzi.

Tabulka 11: Koncentrace kalibratort p-TAU

Kontrola K1 K2 K3 K4 K5 K6

Koncentrace

967 | 2294 | 1156 | 576 | 288 | 156
(pg/ml)

Z naméfenych hodnot absorbanci bodu kalibraéni kfivky byla definovana
kalibrani kfivka a z ni jsme pak stanovili koncentraci p-TAU proteinu v osmi

vzorcich.
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Graf 5: Kalibracni kfivka p-TAU
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Koncentrace vSech vzork(l odebranych post mortem byly vy$Si nez

nejvyssi bod kalibracni kfivky. Koncentrace vzorkl odebranych ante mortem se

nachazi ve fyziologickém rozmezi, kromé vzorkl €. 1A a 2A, u nichz je

koncentrace vySsi.

Tabulka 12: Zméfené koncentrace vzorki ¢. 1 — 8 pro p-TAU

Vzorky 1A | 1B | 2a | 2] 38 | 38 | an | 4B
Koncentrace | o0 1 | sa67 | 9256 | 067 | 432 | 967 | 4655 | >967

(pg/ml)

Vzorky 5sA | 58 | ea | 68 | 7a | 78 | 8a | sB
Koncentrace | /o8 | so67 | 57 | >067 | 211 | 967 | 459 | >967

(pg/ml)

Vysvétlivky: A

B post mortem

ante mortem
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Tabulka 13: Referencni rozmezi hodnot p-TAU

Vék CSF (pg/ml)
18 - 44 20 — 46
245 36 — 66
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9 DISKUZE

Nasim cilem bylo zhodnotit vysledky vySetfeni mozkomiSniho moku
u osmi jedincu s podezfenim na prionové onemocnéni typu Creutzfeldtovy-
Jakobovy nemoci. Rozdily mezi naméfenymi hodnotami mohou nastat
nevhodnou dobou odbéru vzorkli (ENGELBORGHS & AL., 2008). Jako vhodnéjsi
moznost pro diagnostiku ante mortem je uvazovana detekce PrPS¢ v krvi, coZ by
dostateéné neodpovidala specifité a senzitivitt (SMETAKOVA, 2015). Pro
stanoveni PrPSc tak zUstava zlatym standardem vySetfeni mozkové tkané
odebrané post mortem. Mozkovou tkan Ize odebrat i biopsii, ale jen v pfipadé
jasné diferencialni diagnostiky lymfomu, encefalitidy i vaskulitidy. V pfipadé
prionového onemocnéni by mohlo dojit k iatrogennimu pfenosu (RUSINA &
MATEJ, 2014).

PFi podezieni na prionové onemocnéni se u zemrelych pacientl stanovuje
pFitomnost patogenni formy prionového proteinu. Plvodni velikost PrPS¢ 33 —
35 kDa je proteinazou K redukovana na velikost 27 — 30 kDa. Tento zbyvajici
fragment, oznacovany jako PrP?’-3°, je k pusobeni proteindazy K rezistentni.
Pokud proteinazou K o$etfime vzorek obsahujici PrP¢, dojde zcela k degradaci
této molekuly. Pravé tohoto rozdilného puUsobeni proteinazy se vyuziva ke
stanoveni pfitomnosti PrPS¢ (PRIONICS, 2015).

VSech osm vzorkd vykazuje na rentgenovych snimcich (viz obr. 12, 13)
pozitivitu, az na vzorek €. 2B. Pfi detekci protilatky 12F10 u vzorku €. 2B je
vysledek negativni a pfi detekci protilatkou 6H4 slabé pozitivni. U vSech osmi
vzorkl se prokazalo, Ze umrti pacientd zpusobila sporadicka forma
Creutzfeldtovy-Jakobovy nemoci, ktera se také vyskytuje nejCastéjsi. Pro
potvrzeni CJN staci jen slaba pozitivita, jak je tomu u vzorku €. 2B.

Existuje stale vice dukazt, Ze biomarkery jsou pfi stanoveni
neurodegenerativnich onemocnéni velmi uziteCné i presto, ze je za zlaty
standard stale povazovana patologicka diagnéza (ENGELBORGHS & AL.,
2008).

V souCasné dobé je dle vySetfovacich postupl WHO (viz tab. 2) za
standardni diagnostiku pfi podezieni na sCJN povazovano testovani pfitomnosti

B — podjednotky 14-3-3 proteinu v mozkomiSnim moku. Tento nespecificky
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marker se prokazuje u neurologického onemocnéni zpusobeného rychlou
destrukci nervové tkané. Udava pomérné vysokou specifitu a senzitivitu (kolem
93 %), ktera je vyznamné ovlivnéna technikou odbéru a indikaci vySetieni. Proto
ma stanoveni tohoto markeru prakticky vyznam pouze u rychle progredujici
demence s neurologickymi pfiznaky a také k potvrzeni podezieni na CJIN
(SCHMITZ & AL., 2016; MATEJ & KOL., 2008).

Provedli jsme stanoveni pfitomnosti B — podjednotky 14-3-3 proteinu
u osmi vzorkh mozkomisniho moku odebranych jak ante mortem, tak post
mortem. U v8ech osmi jedincu bylo prokazano umrti na Creutzfeldtovu-Jakobovu
nemoc. Vzorky €. 4 a 5 vykazuiji silnou pozitivitu proteinu 14-3-3 jiz pfi vySetfeni
mozkomidniho moku odebraného ante mortem. Oba tito pacienti zemfreli par dni
po odbéru moku na toto vysetfeni. Velky vyznam vysSetfeni Ize u téchto pacient(
prikladat rychlé masivni destrukci neurond v CNS (RUSINA & MATEJ, 2014).
Vysledky vzorkUl €. 3 a 7 odebranych ante mortem jsou negativni. U téchto vzorku
byl vSak pozitivni vysledek prokazan po umrti, které nastalo po vice nez jednom
roce od odbéru moku. Vysledek mohl byt ovlivnén Spatné nacasovanym
odbérem, protoze se pfitomnost proteinu 14-3-3 v mozkomisnim moku v prabéhu
onemocné&ni méni (MATEJ & KOL., 2008). Slabou pozitivitu vykazuiji zbylé vzorky
¢. 1, 2, 6 a 8 odebrané ante mortem. U téchto pfipadl byla doba umrti v obdobi
od 14 dnu po 4 mésice po odbéru (viz tab. 3).

Rozdilné vysledky téchto vzorkd odebranych ante mortem mohou byt vSak
také ovlivnény dlouhou dobou skladovani po odbéru. Déle bylo potvrzeno, Ze
vzorky mohou byt pfi nevhodném odbéru vzorkt lumbalni punkci kontaminovany
krvi a ovlivnit vysledek na faleSné pozitivni (HYEON & AL., 2015). Hladina
proteinu 14-3-3 je také zavisla na délce a pokrogilosti onemocnéni (VALIS,
2008b). Jelikoz se protein 14-3-3 stanovuje pouze kvalitativné, je neustale snaha
tyto aspekty zlepSit. Jako potencialni diagnosticka metoda byla navrzena ELISA.
Pro diagnostiku CJN v$ak jesté neni v laboratofich Siroce pouzivana (HYEON &
AL., 2015). Proto je dulezité doplnit vySetfeni proteinu 14-3-3 vySetfenim
likvorového tripletu.

Pfi podezfeni na CJN je u pacientd dulezité provést také stanoveni
likvorového tripletu (B-amyloid, h-TAU, p-TAU). Toto stanoveni sice neni soucasti
diagnostickych kritérii, ale maji mnohem lepSi pfesnost nez stanoveni proteinu
14-3-3 (RUSINA & MATEJ, 2014).
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Imunologickou metodou ELISA jsme u jediného vzorku [(-amyloidu
odebraného ante mortem naméfili hodnotu, ktera byla lehce snizena pod
fyziologické rozmezi. Toto Ize vysvétlit ukladanim B-amyloidu do senilnich plaku
v mozku, v likvoru se pak protein vyskytuje v malém mnozstvi nebo vibec
(RUSINA & MATEJ, Neurodegenerativni onemocnéni, 2014). Ostatni naméfené
hodnoty z mozkomisniho moku odebraného ante mortem se pohybovaly
v rozmezi fyziologickych hodnot, coZ odpovida prikazu Creutzfeldtovy-Jakobovy
nemoci, kdy koncentrace B-amyloidu nabyvaji normalnich az mirné snizenych
hodnot (RUSINA & MATEJ, 2014). Ve vzorcich, které byly odebrany post
mortem, nebyl B-amyloid vlibec detekovatelny, coz koresponduje s vyse
uvedenou tvorbou senilnich plaku.

Stanoveni celkového h-TAU proteinu jsme provedli u vSech vzorkl
odebranych ante mortem a post mortem metodou ELISA. Témér vSechny
koncentrace celkového h-TAU proteinu u vzork( ¢ 1 — 8 odebranych ante
mortem a post mortem byly, vyjma vzorku €. 3 odebraného ante mortem, vyssi
nez nejvyssi bod kalibracni kfivky, pfesnou koncentraci tak nebylo mozné
stanovit. Jedinou méfitelnou hodnotou byl vzorek &. 3 odebrany ante mortem,
hodnota vSak stale presahovala hladiny referen¢niho rozmezi. PFitomnost
celkového TAU proteinu v likvoru je pravdépodobné spojena s mirou neuronal-
niho poskozeni a degeneraci (KOUDELKOVA, 2009). Lze soudit, Ze mnozstvi
TAU proteinu uvolnéné do likvoru je zavislé na rychlosti progrese onemocnéni pfi
poskozeni az zaniku neuront. CJN je spojovana s vysokymi hladinami TAU
proteinu, které jsou vyrazné specifické pro toto kvantitativni stanoveni (VALIS,
2008b). Hladina TAU proteinu je také zavisla na délce a pokrocilosti onemocnéni
(VALIS, 2008b), coz koresponduije i s nasimi naméfenymi hodnotami.

VySetfeni p-TAU proteinu jsme provadéli stejnym zpisobem jako predesla
stanoveni B-amyloidu a h-TAU proteinu u vzorkl likvoru ante mortem a post
mortem metodou ELISA. PFi vySetifeni koncentrace p-TAU proteinu byly vzorky
odebrané ante mortem v rozmezi kalibracni kfivky, avSak vzorky odebrané post
mortem byly opét neméritelné. Hodnoty vysledné koncentrace zde byly vy$Si nez
nejvyssi bod kalibra¢ni kfivky. Vysledné koncentrace u vzorka €. 1 a €. 2
odebranych ante mortem byly hodnoty méfitelné, avSak stale vysSi nez fyziolo-
gicka hodnota. Zvysené hodnoty tohoto proteinu mohou byt zpisobené fosfory-
laci TAU proteinu anebo uvolnénim p-TAU proteinu do mozkomisniho moku
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(BUERGER & AL., 2006), protoze p-TAU je hlavni slozkou neurofibrilarnich
klubek a jejich po&et koreluje s koncentraci v likvoru (RUSINA & MATEJ, 2014).
U vzorku €. 7 ante mortem jsme naopak naméfili koncentraci nizSi, nez je
fyziologické rozmezi. Ostatni vzorky mély koncentraci ve fyziologickém rozmezi
hodnot. Pfi potvrzeni Creutzfeldtovy-Jakobovy nemoci byva hladina koncentrace
p-TAU proteinu v norm&, nebo mirné& zvy$ena (RUSINA & MATEJ, 2014).
Vysledky nami naméfené ante mortem tedy odpovidaji hodnotam uvedenym v
uvedené literature.

Nase vysledky potvrzuji, Ze vSichni vySetfovani jedinci zemfeli na
neurodegenerativni onemocnéni typu Creutzfeldtovy-Jakobovy nemoci. Dale
bylo z nasich vysledkl patrné, Ze zakomponovani vySetfeni likvorového tripletu
zpresniuje diagnostiku Creutzfeltovy-Jakobovy nemoci (HORT & KOL., 2007).
Stanoveni jednotlivych markert by nemélo pro diagnostiku CJN takovy vyznam
jako jejich kombinace. Tento likvorovy triplet je dllezity nejen pro diagnostiku
CJN, ale také pro vylou€eni jinych demenci. Napf. u Alzheimerovy nemoci se
také vyskytuje vy$si hodnota celkového h-TAU a p-TAU proteinu, ale vyrazné
nizky B-amyloid. Ten se snizi az o 50 %, coz je vyraznym znakem pro rozeznani
Alzheimerovy choroby od CIN (RUSINA & MATEJ, 2014). Pozitivni vysledky h-
TAU a 14-3-3 proteinu nemuseji poukazovat jen na neurodegenerativni
onemocnéni, ale i na virové encefalopatie, cévni mozkové pfihody, jiné
onemocnéni podobaijici se pfiznaky CJN (VAN EVERBROECK & AL., 1999).
Uzavieni definitivni diagnézy CJN lze pouze kombinaci metod a vySetieni
(ROHAN & KOL., 2015). Je velmi dulezité spravné identifikovat IéCitelné nemoci
od CJN, které ma bohuzel infaustni vyusténi a pribéh nemoci terapeuticky zcela

neovlivnitelny.
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10 ZAVER

Vysetfenim likvoru a nativni mozkové tkané u vSech podezielych jedincu
jsme potvrdili pfitomnost sporadické formy Creutzfeldtovy-Jakobovy nemoci.
Vysledky ukazuji, Zze likvorovy triplet (h-TAU, p-TAU a B-amyloid) provedeny
metodou ELISA je stejné€ vyznamny a mozna i pfesnéjSi, nez pfitomnost [3-
podjednotky 14-3-3 proteinu, jejiz vySetfeni je soucasti kritérii diferencialni
diagnostiky. Kombinace téchto markeru zlepSuje a zpfesfiuje diferencialni
diagnostiku CJN, ale také vyznamné rozliSuje ostatni neurodegenerativni
onemocnéni, a to pfedevsSim Alzheimerovu nemoc a demenci s Lewyho télisky.
U proteinu 14-3-3 je stanoveni pouze kvalitativni, proto je neustale snaha
o zlepSeni diagnostiky. Dosud nebyla vyvinuta Zzadna metoda pro pfimé stano-
veni PrPS¢ ante mortem. Pravé proto se pouziva vySetfeni vySe zminénych
marker(. Pro definitivni potvrzeni diagndzy vsak stale zistava zlatym standar-
dem stanoveni pfitomnosti prionového proteinu v mozkové tkani odebrané post
mortem.

U nékterych literarnich zdroji mulze dochazet krozporim ohledné
hrani¢nich koncentraci likvorového tripletu. Proto je nutnosti, aby si kazda
laboratof vytvofila vlastni normy. Sjednoceni pfesnych referenénich hodnot je
otazkou dalSiho vyzkumu.

PFi podezfeni na prionové onemocnéni je v Ceské republice povinna
autopticka verifikace. Proto ma zasadni vyznam spravné rozpoznani prionového
onemocnéni u pacienta, stejné tak jako u jeho rodiny, pfedevsim u prokazaného
dédicného onemocnéni. V souCasné dobé& neexistuje zZadna ucinna lécba
Creutzfeldtovy-Jakobovy nemoci. Proto je vhodné zahdjit v€asnou paliativni péci

a usetfit pacienta dalSich zbyteCnych vySetreni.
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11 POUZITE ZKRATKY

AMK
APS
AB-40
AB-42
BSA
BSE
CJN
CNS
CSF
CR
DWI
ECL
EEG
ELFO
ELISA
FFI
GPI
GSS
h-TAU
HRP
IKK

MAP
MRI
NK
p-TAU
PAGE
PK
PrP
PrP¢
PrPRes
Prpse

aminokyselina

amonium persulfat

beta amyloid 40

beta amyloid 42

bovinni sérovy albumin

bovinni spongiformni encefalopatie
Creutzfeldtova-Jakobova nemoc
centralni nervovy systém
mozkomisni mok

Ceska republika

difuzni vazené zobrazeni
chemiluminiscenéni substrat
elektroencefalografie

vertikalni elektroforéza
enzymova imunoanalyza

fatalni familiarni insomnie
glykofosfatidylinositol
Gerstmannuv-Straussleriiv-Scheineriiv syndrom
celkovy TAU protein

kfenova peroxidaza

interni kontrola kvality

kontrola

protein spojeny s mikrotubuly
magneticka rezonance
negativni kontrola

fosforylovany TAU protein
elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
pozitivni kontrola

prionovy protein

prionovy protein celularni
prionovy protein rezistentni

prionovy protein scrapie
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RVC
SDS
TAU
T-PBS
TEMED
TSE
wB
WHO

validacni kontrola

dodecylsulfat sodny

TAU protein

promyvaci pufr s pfidanim Tweenu
N,N,N,N-tetramethylethylendiamin
transmisivni spongiformni encefalopatie
Western blot

Svétova zdravotnicka organizace
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