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Vysetrovani proteinu 14-3-3 v mozkomisnim
moku - klinicko-patologicka korelace

Protein 14-3-3 Detection in Cerebrospinal Fluid —

Clinico-Pathological Correlation

Souhrn

Uvod: Skupinu proteinu 14-3-3 tvoii sedm izotypovych signélnich molekul, jejichZ pfesna funkce
vsak doposud neni zndma zcela jednoznacné. Nélez B-podjednotky proteinu 14-3-3 v cerebro-
spindlnim likvoru je jednim z hlavnich paraklinickych diagnostickych markerd sporadické formy
Creutzfeldtovy-Jakobovy nemoci (sCIN). Jedna se o marker nespecificky, jehoZ senzitivita a spe-
cificita je vyrazné ovlivnéna technikou a nacasovanim odbéru a zejména indikaci vysetfeni. Me-
todika: Prikaz proteinu 14-3-3 byl provadén standardizovanou metodou western blot s chemi-
luminiscen¢ni detekci B-podjednotky ve vzorku likvoru pacientd s podezienim na CIN. Vysledky:
Z celkového poctu 280 likvorovych vzorkd bylo 57 pozitivnich v prikazu proteinu 14-3-3 a 20 na-
lezG bylo pozitivnich hrani¢né/slabé. Ze vsech pacientl (275), od nichz byl vzorek ziskan, bylo
neuropatologicky vysetfeno 62 (22 %). Ve 25 pfipadech pozitivity proteinu 14-3-3 v likvoru
a u Sesti hranicnich nalez( autopsie potvrdila prionové onemocnéni typu CIN. V 18 pfipadech
pozdé&ji hodnocenych jako prokdzana CIN bylo vySetfeni proteinu 14-3-3 negativni. Ve dvou
pfipadech pozitivity a dvou pfipadech hrani¢ni pozitivity bylo neuropatologicky nalezeno jiné
nez prionové onemocnéni. Zavér: Nase vysledky odpovidaji literarnim Gdajim o rozporuplnosti
stanovovani B-podjednotky proteinu 14-3-3 v likvoru. V porovndni s recentnimi publikacemi je
senzitivita a specificita prikazu proteinu 14-3-3 v likvoru pro diagnézu CIJN v nasem souboru
vyznamneé nizsi, coz maze byt ovlivnéno mensim poctem vysetfenych pacientd. Prikaz proteinu
14-3-3 v likvoru je dle doporuceni WHO jednou z podminek pro klinickou diagnézu CIN. Vzhle-
dem k jeho relativné nizké specificité je vsak dudlezité pozitivni vysledek hodnotit s rezervou
a vzdy s prihlédnutim k celkovému klinickému kontextu u daného pacienta.

Abstract

Introduction: The 14-3-3 — protein group is formed by seven isotope signal molecules. The exact
function of these molecules is not known yet. Detection of the B-subunit of the 14-3-3 pro-
tein in cerebrospinal fluid is one of the most important paraclinical markers in sporadic Creut-
zfeldt-Jakob disease (sCJD) diagnostic procedure. This marker is not specific and its specificity
and sensitivity are influenced by the timing and technical aspects of sampling and especially
by proper indication. Methods: Protein 14-3-3 detection was performed by a standardized
method using western blot with chemoluminiscent detection of B-subunit in cerebrospinal
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fluid samples from patients with clinical suspection of CJD. Results: 57 cerebrospinal fluid sam-
ples were 14-3-3 — positive and 20 were weakly positive from all 280 samples in total. From
the total number (275) of patients, 62 were examined neuropathologically (22%) post mor-
tem. In 25 cases and in six weakly positive cases of 14-3-3 positivity, prion disease of CJD type
was proven on autopsy. In other 18 CJD autopsy proved cases, nevertheless, the 14-3-3 pro-
tein was evaluated as negative. In two cases of 14-3-3 positivity and in two weakly positive
cases a different neuropathological substrate than prion disease was found. Conclusion: Our
results correspond to previously published data, where a predictive value in B-subunit of protein
14-3-3 detection in CSF is discussed. In comparison to recent publications both sensitivity and
specificity of 14-3-3 protein detection for CJD diagnosis is significantly lower in our patient
group. This observation can be influenced by our small patient group. Nevertheless, a positive
finding of protein 14-3-3 in the cerebrospinal fluid is one of the requirements for CJD diagnosis
according to WHO diagnostic criteria. Because of its relatively low specificity it is important to
consider the relevance of 14-3-3 positive test in each particular clinical case.
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Uvod

Prionova onemocnéni jsou skupinou
neurodegenerativnich nemoci postihu-
jicich zvifata i ¢lovéka. Pojem prion vy-
tvofil roku 1982 Prusiner a oznacoval jim
,malé bilkovinné infek¢ni ¢astice, které
jsou odolné v{ci inaktivaci postupy, jez
méni nukleové kyseliny”. Nejcastéjsim
prionovym onemocnénim je sporadicka
forma Creutzfeldtovy-Jakobovy nemoci
(sCJN). Dalsi formy (familiarni CIN, iatro-
genni CJN — novéji oznacovana jako na-
hodné prenesend CJN, nova varianta
CJN, GerstmannUv-Strausslerdv-Sche-
inkerQv syndrom, fatélni familiarni in-
somnie a kuru) tvoii odhadem méné nez
10 % pfipadd prionovych onemocnéni
u ¢lovéka.

Protein 14-3-3 byl poprvé popsan
Moorem a Pertezem v roce 1967 [1]
jako vyznamna kysela frakce mozkovych
proteind. Skupinu proteinu 14-3-3 tvoii
sedm izotypovych signalnich molekul
(beta, gama, delta, ypsilon, éta, sigma,
zeta a tau) vyskytujicich se ve vsech
eukaryotickych burikach. Tyto proteiny
se Ucastni mnoha klicovych fyziologic-
kych pochodl zejména v CNS [2], je-
jich pfesna funkce vsak doposud neni
jednoznac¢né znama. Predpoklada se
Ucast v regulac¢nich mechanizmech bu-
nécného cyklu [3] a modulaci nékte-
rych onkogenl [4]. Nazev 14-3-3 od-
povida frakénimu ¢islu této proteinové
molekuly v rdmci systematického tfidéni
mozkovych proteint pomoci chromato-
grafickych metodik. O duleZitosti tohoto
proteinu vypovida fakt, Ze tvofi celé 1 %
proteint mozku [2].

Pritomnost B-podjednotky proteinu
14-3-3 v mozkomisnim moku je v soucas-
nosti povazovana za jeden z hlavnich
paraklinickych diagnostickych markerd
sporadické formy Creutzfeldtovy-Jako-
bovy nemoci a je soucasti diagnostic-
kych kritérif (tab. 1).

Platnd WHO kritéria pro diagnézu
sporadické Creutzfeldtovy-Jakobovy ne-
moci [5] definuji nasledujici tfi drovné
diagnostické pravdépodobnosti: moz-
nou, pravdépodobnou a prokazanou
(jistou) sCJD (tab. 1).

Z uvedenych kritérii vyplyva klicova role
proteinu 14-3-3 (vedle typickych EEG

Mozna sCJIN:

znaky z nésledujiciho vybéru:
* myoklonie

e kineticky mutizmus
Pravdépodobna sCIN:

Jista (prokdzand) sCJN:

Tab. 1. Diagnosticka kritéria WHO pro sporadickou Creutzfeldtovu-Ja-
kobovu nemoc z roku 2002 (upraveno).

Diagnosticka kritéria sporadické formy Creutzfeldtovy-Jakobovy nemoci dle WHO

Demence s rychlym prabéhem nepresahujicim dva roky a nejméné dva dalsi pfi-

e zrakové projevy, mozeckova ataxie, nystagmus
e pyramidové priznaky, extrapyramidovy syndrom

Mozna sCIN a pozitivni ndlez proteinu 14-3-3 v likvoru, nebo

Mozna sCIN a typické EEG projevy (obraz generalizovanych trifazickych nebo poly-
fazickych vin, které se periodicky opakuji v intervalech 0,5-2 s, trvaji 100-300 ms)

Neurohistologické vySetfeni doplné&né imunohistochemickymi metodami a metodou
westernblot, které ovéruji pfitomnost prion v mozkové tkani

projevl) pro zarazeni pacienta s pode-
zfenim na sCJN do kategorie pravdépo-
dobna sporadicka Creutzfeldtova-Jako-
bova nemoc, se vsemi dalSimi dusledky,
které z toho vyplyvaji (infaustni pro-
gnoéza, absence kauzalni terapie, po-
vinné hlaseni hygienickému dozoru).

Na druhou stranu je nezbytné zduraz-
nit, Zze protein 14-3-3 je nespecifickym
markerem neurondlniho rozpadu, jehoz
senzitivita a specificita je navic vyrazné
ovlivnéna technikou odbéru a indikaci
vySetieni [6,7]. Protein 14-3-3 byva pro-
kazatelny u fady neurologickych one-
mocnéni spojenych s vyznamnou par-
enchymovou |ézi rGzné etiologie. Jeho
zvysené hladiny v mozkomisnim moku
byly opakované popisovany u sirokého
spektra neurologickych onemocnéni. Ty-
pické jsou vysoké hladiny u mozkovych
hemoragif, tumort CNS, encefalitid,
rozsahlejsich ischemii mozkové tkané,
ale pfitomnost proteinu 14-3-3 v moz-
komiSnim moku byla popséna i u pa-
raneoplastického syndromu [8], trans-
verzalni myelitidy [9], Hashimotovy
encefalitidy [10] a roztrousené sklerdzy
mozkomisni [11,12].

Cilem nasi studie je urcit miru shody
mezi pozitivitou proteinu 14-3-3 v li-
kvoru a naslednou neuropatologickou
verifikaci prionového onemocnéni u pa-
cientl s klinickym podezienim na CJIN.

B 1 2 B8 4 N

Obr. 1. Vysledek vysetrfeni ¢tyr CSF
na pritomnost B-podjednotky pro-
teinu 14-3-3. P: pozitivni kontrola,
N: negativni kontrola; 1-3: negativni
vzorky, 4: pozitivni vzorek.

Metodika

Ke stanoveni proteinu 14-3-3 bylo
pouZzito malé mnozstvi likvoru odebra-
ného v rdmci standardniho diagnostic-
kého postupu pacientdm s klinickym
podezfenim na prionové onemocnéni
odpovidajicim kritériim WHO pro moz-
nou sCJN (tab. 1). Lumbalni punkce byla
provedena vsedé, u nespolupracujicich
nebo nepohyblivych pacientd vleZe. Pa-
cienti podepsali informovany souhlas.
Pokud toho nebyli schopni, bylo vy3et-
feni realizovano s pisemnym souhla-
sem nejblizsich pribuznych. Kromé toho
byly vySetfeny vzorky likvort od pacientd
s podezienim na prionové onemocnéni
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z ostatnich pracovist celé Ceské repub-
liky. VSechny odebrané vzorky byly vy-
Setfovany v Narodni referencni laboratofi
pro diagnostiku lidskych prionovych one-
mocnéni pfi Oddéleni patologie a mole-
kularni mediciny FTNsP v Praze.

Dle standardizovaného protokolu bylo
separovano 30 pl mozkomisniho moku
metodou elektroforézy v polyakryla-
midovém gelu v pfitomnosti dodecyl-
siranu sodného (SDS-PAGE) a posléze
blokovano na nitrocelulézovou mem-
branu. Po blokaci nespecifickych vazeb
byla detekovana B-podjednotka pro-
teinu 14-3-3 polyklonalni krali¢i proti-
latkou (Santa Cruz Biotechnology, USA)
v fedéni 1 : 2 000. Jako sekundarni de-
tek¢ni protilatka byla uzita kozi protikra-
li¢i protildtka znacena kfenovou peroxi-
dazou (Santa Cruz Biotechnology, USA)
vfedéni 1:2 000. K chemiluminiscencni
detekci byl pouzit kit ECL+ (GE Heal-
thcare), obr. 1.

Neuropatologicka verifikace zemrelych
s podezienim na prionové onemocnéni
probihd v Narodni referen¢ni labora-
tofi pro diagnostiku lidskych prionovych
onemocnéni pfi Oddéleni patologie
a molekularni mediciny FTNsP v Praze za
dodrzeni platnych bezpecnostnich hy-
gienicko-epidemiologickych opatrenti.
Po ctyftydenni fixaci je mozkova tkan
detailné neuropatologicky vysetfena
i za uZiti speciadlnich metodik. Defini-
tivni priikaz prionového onemocnéni se
kromé charakteristického neurohistolo-
gického obrazu opira o imunohistoche-
micky prakaz patogenniho prionového
proteinu nepfimou imunohistochemii.
Po vylouceni prionového onemocnéni je
cilené patrano po jinych neuropatologic-
kych entitdch, které mohly byt podkla-
dem klinického obrazu pacienta.

Vysledky
Celkem bylo odebrédno 280 vzorkl li-
kvoru (u 275 pacientt) ke stanoveni
proteinu 14-3-3 (graf 1). Z toho bylo
203 vysledkd negativnich; v 77 pfipa-
dech byla nalezena B-podjednotka pro-
teinu 14-3-3 (57 vzorkU bylo pozitivnich
silné a 20 pozitivnich hrani¢né/slabé).
Mame k dispozici skupinu 62 pacient(
(22,5% z 275 pacientl), u nichz byl

pozitivni
W negativni

44

pozitivni 14-3-3
B negativni 14-3-3

Graf 1. Celkové vysledky vysetreni
14-3-3 proteinu. Z celkového po-
¢tu 280 vysetifenych mozkomidnich
moku bylo 203 negativnich a 77 po-
zitivnich v prikazu B-podjednotky
proteinu 14-3-3.

v ramci diagnostického procesu odebran
likvor ke stanoveni proteinu 14-3-3 a po
umrti provedena autopsie, kterd defini-
tivné potvrdila nebo vyloucila diagnézu
CIN. Tento postup umoznil porovnat po-
zitivitu ¢i negativitu proteinu 14-3-3 v lik-
voru na jedné strané a neuropatologic-
kou diagnézu prionového onemocnéni
na strané druhé.

Z klinického pohledu - v pripadé,
ze byla splnéna WHO diagnosticka
kritéria pro moznou sCJD (graf 1-2) —
bylo nasledné vysetfeni likvoru nega-
tivni v 18 pfipadech z 62 postmortalné
vysetfenych pacientd (29 %). Protein
14-3-3 byl zastizen ve vzorku likvoru od
zbyvajicich 44 pacientl (71 %) — z toho
ve 31 pripadech (25 silné pozitivnich
a Sest hrani¢nich nélez() byla nasledné
neuropatologicky prokazéna jistd CJN
(graf 2).

Dulezité je zjisténi, Ze ve zbyvajicich
péti pfipadech nalezu 14-3-3vlikvoru (ve
dvou pfipadech pozitivity vyrazné a ve
tfech pfipadech hrani¢ni) nebylo proka-
zano prionové onemocnéni (!). Neuro-
patologické vysetfeni nalezlo ischemické
postizeni mozku typu subkortikalni vas-
kuldrni demence, Alzheimerovu nemoc,
nasledky abuzu alkoholu, frontotempo-
ralni lobarni degeneraci s ubikvitin pozi-

Graf 2. Soubor neuropatologicky ve-
rifikovanych pacientl. Celkem byl
neuropatologicky ovéren soubor
62 vysetifenych pripadd, u kterych
byla testovana ptitomnost B-pod-
jednotky proteinu 14-3-3 v moz-
komisnim moku. V tomto souboru
bylo 71 % pripadd pozitivnich na
pfitomnost B-podjednotky proteinu
14-3-3 (a).

tivnimi inkluzemi (FTLD-U) a u jednoho
pripadu nebyla definitivni diagnéza sta-
novena (prozatimni diagnéza je de-
mence bez histopatologického obrazu),
nicméné prionové onemocnéni bylo jed-
noznacné vylouceno.

Z neuropatologického pohledu
(grafy 3-5) byla diagndza CJN potvrzena
ve 48 mozkovych tkdnich z 62 pitvanych
(77,4 %, graf 3), u ostatnich 14 zemfe-
lych (22,6 %) bylo pfi autopsii nalezeno
jiné nez prionové onemocnéni (graf 4).
Z téchto zmiflovanych 48 neuropatolo-
gicky prokazanych pfipad CJD byl pro-
tein 14-3-3 nalezen v likvoru 31 pa-
cientl (64,5 %), zatimco v 17 pfipadech
prokazan nebyl (35,5 %, graf 5). U dvou
z téchto negativnich pfipadd jsme na-
sledné stanoveni B-podjednotky pro-
teinu 14-3-3 zopakovali z postmortal-
niho odbéru likvoru a tento vysledek pak
byl pozitivni.

Zavér a diskuze

Protein 14-3-3 je nespecifickym mar-
kerem neurondlniho rozpadu, ktery
byva prokazatelny u fady neurologic-
kych onemocnéni spojenych s rozsah-
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48

jistd CJD
B jina neuropat. onemocnéni

14-3-3 protein pozitivni
M 14-3-3 protein negativni

31

14-3-3 pozitivni
M 14-3-3 negativni

Graf 3. Soubor neuropatologicky ve-
rifikovanych pacientd. 77,4 % neuro-
patologicky vySetfenych pripadd
bylo diagnostikovano jako jista CIN,
ve 14 pfipadech byla diagnéza jisté
CJN zamitnuta a bylo nalezeno jiné
onemocnéni.

lejsi parenchymovou lézi (od hemoragif
pres tumory po encefalitidy nebo i roz-
sahlejsi ischemie) [2,13]. Jeho stanoveni
ma prakticky vyznam pouze v kontextu
rychle progredujici demence s neurolo-
gickymi pfiznaky, a to k potvrzeni klinic-
kého podezfeni na CJN dle kritérii WHO,
které pak vede k zarazeni do kategorie
.pravdépodobna sCIN”.

Senzitivita i specificita tohoto vysetfeni
je pomérné Siroce rozebirdna v litera-
tufe, presto patfi v soucasnosti do stan-
dardniho vysetfovaciho postupu CIN dle
doporuceni WHO (tab. 1).

U ostatnich neurodegenerativnich
onemocnéni (od Alzheimerovy nemoci
pres frontotemporalni demenci po de-
mence s Lewyho télisky) se pfedpoklada,
Ze dochéazi k neurondlnimu rozpadu pfi-
li§ pozvolné na to, aby bylo mozno de-
tekovat pfitomnost B-podjednotky pro-
teinu 14-3-3 v likvoru. Naproti tomu
v pfipadé CJN je rychlost progrese one-
mocnéni a s tim spojeny zanik neuron(
natolik intenzivni, Ze zvySené mnoZzstvi
uvolnéného proteinu 14-3-3 Ize deteko-
vat v likvoru [14].

Nase vysledky pfispivaji k fadé re-
centnich literdrnich Udajd o vyznamu
stanovovani B-podjednotky proteinu

Graf 4. Jind neuropatologicka one-
mocnéni (14). 5 ze 14 neuropatolo-
gicky zamitnutych pripadd CJN mélo
pozitivnivysledek pfitomnosti B-pod-
jednotky proteinu 14-3-3 v likvoru.

14-3-3 v mozkomiSnim moku [15-18].
V porovnani s nékterymi publikacemi
zaloZzenymi na velkych souborech je
senzitivita a specificita tohoto vyset-
feni v ramci diferenciadlni diagnézy CIN
v nasem souboru vyznamné nizsi a od-
povida tak publikacim zejména americ-
kych autor [15]. Celkové nejsou nazory
i pfes fadu provedenych studif jednotné,
a tak nase vysledky pfispivaji k Sirsi dis-
kuzi na toto téma.

Vysledky publikovanych praci mohou
byt ovlivnény velikosti soubord, ale ne-
pochybné se na nich podileji i dalsi vlivy,
z nichZ nejpodstatnégjsi jsou: 1. do pu-
blikovanych souborl byvaji zatazeny
i pfipady definitivné neuropatologicky
neovérené (klinické stadium ,, probable”,
tab. 1); 2. pfitomnost B-podjednotky
proteinu 14-3-3 v likvoru se v pribéhu
vyvoje onemocnéni méni, a tedy muize
zalezet i na ,nacasovani” odbéru CSF.
Tuto skutecnost doklada i priklad dvou
nasich pacientd s neuropatologicky jis-
tou CJN, u nichz stanoveni 14-3-3 v li-
kvoru vyslo negativné, a pak nasledné
byl protein prokdzén v postmortélné
odebraném likvoru.

Prikaz proteinu 14-3-3 v likvoru je dle
doporuceni WHO jednou z podminek
pro klinickou diagnézu pravdépodobné
SCIN. Vzhledem k jeho relativné nizké

Graf 5. Definitivni CJD - 48 pfipadu.
Z neuropatologicky ovérenych pfi-
pady jisté CJN mélo 70 % pozitivni
vysledek pfitomnosti B-podjednotky
proteinu 14-3-3 v likvoru.

specificité je vsak dulezité pozitivni vy-
sledek hodnotit s rezervou a vzdy s pfi-
hlédnutim k celkovému klinickému kon-
textu u daného pacienta.

Dal3i moznosti zlep3eni paraklinickych
testd v ramci diagnostiky CIN pfinasi
stanovovani jinych markert v likvoru.
V minulosti byly testovany nejrdz-
néjsi proteiny s rdznou mirou senziti-
vity a specificity. Podle poslednich udajd
velmi nadéjné vyhliZi stanovovani hod-
not tau proteinu, jeho fosforylované
formy a amyloid-B-peptidu [19,20], je-
jichZ vysetifovani vyznamné pfispiva ke
zlepSovani intravitalni klinické diagnos-
tiky neurodegenerativnich onemocnéni,
a bylo jiz opakované popsano i ces-
kymi autory [21]. N&které literarni pra-
meny dokonce hovoli o vy3si senzitivité
a specificité v porovnani s proteinem
14-3-3 [17]. Avsak ani tyto vysledky ne-
vedly k pfehodnoceni diagnostickych
kritérii a urcujicim likvorologickym vy-
Setfenim v diferencidlné diagnostickém
postupu prionovych onemocnéni zU-
stava i nadale pozitivita B-podjednotky
proteinu 14-3-3. Zhodnoceni hladin
tau proteinu, jeho fosforylované formy
a amyloid-B-peptidu v mozkomisnim
moku tedy |ze povaZzovat za vhodné do-
pliujici vysetfeni v ramci diferencidlné
diagnostického postupu.
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