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KRÁTKÉ SDĚLENÍ

Vyšetřování proteinu 14- 3- 3 v mozkomíšním 
moku –  klinicko-patologická korelace

Protein 14- 3- 3 Detecti on in Cerebrospinal Fluid –  
Clinico- Pathological Correlati on

So uhrn
Úvod: Skupinu proteinu 14- 3- 3 tvoří sedm izotypových signálních molekul, jejichž přesná funkce 
však doposud není známa zcela jednoznačně. Nález ß- podjednotky proteinu 14- 3- 3 v cerebro-
spinálním likvoru je jedním z hlavních paraklinických di agnostických markerů sporadické formy 
Cre utzfeldtovy- Jakobovy nemoci (sCJN). Jedná se o marker nespecifi cký, jehož senzitivita a spe-
cifi cita je výrazně ovlivněna techniko u a načasováním odběru a zejména indikací vyšetření. Me-
todika: Průkaz proteinu 14- 3- 3 byl prováděn standardizovano u metodo u western blot s chemi-
luminiscenční detekcí ß- podjednotky ve vzorku likvoru paci entů s podezřením na CJN. Výsledky: 
Z celkového počtu 280 likvorových vzorků bylo 57 pozitivních v průkazu proteinu 14- 3- 3 a 20 ná-
lezů bylo pozitivních hraničně/ slabě. Ze všech paci entů (275), od nichž byl vzorek získán, bylo 
ne uropatologicky vyšetřeno 62 (22 %). Ve 25 případech pozitivity proteinu 14- 3- 3 v likvoru 
a u šesti hraničních nálezů a utopsi e potvrdila pri onové onemocnění typu CJN. V 18 případech 
později hodnocených jako prokázaná CJN bylo vyšetření proteinu 14- 3- 3 negativní. Ve dvo u 
případech pozitivity a dvo u případech hraniční pozitivity bylo ne uropatologicky nalezeno jiné 
než pri onové onemocnění. Závěr: Naše výsledky odpovídají literárním údajům o rozporuplnosti 
stanovování ß- podjednotky proteinu 14- 3- 3 v likvoru. V porovnání s recentními publikacemi je 
senzitivita a specifi cita průkazu proteinu 14- 3- 3 v likvoru pro di agnózu CJN v našem so uboru 
významně nižší, což může být ovlivněno menším počtem vyšetřených paci entů. Průkaz proteinu 
14- 3- 3 v likvoru je dle doporučení WHO jedno u z podmínek pro klinicko u di agnózu CJN. Vzhle-
dem k jeho relativně nízké specifi citě je však důležité pozitivní výsledek hodnotit s rezervo u 
a vždy s přihlédnutím k celkovému klinickému kontextu u daného paci enta.

Abstract
Introducti on: The 14- 3- 3 –  protein gro up is formed by seven isotope signal molecules. The exact 
functi on of these molecules is not known yet. Detecti on of the ß- subunit of the 14- 3- 3 pro-
tein in cerebrospinal fl uid is one of the most important paraclinical markers in sporadic Cre ut-
zfeldt- Jakob dise ase (sCJD) di agnostic procedure. This marker is not specifi c and its specifi city 
and sensitivity are infl uenced by the timing and technical aspects of sampling and especi ally 
by proper indicati on. Methods: Protein 14- 3- 3 detecti on was performed by a standardized 
method using western blot with chemoluminiscent detecti on of ß- subunit in cerebrospinal 
fl uid samples from pati ents with clinical suspecti on of CJD. Results: 57 cerebrospinal fl uid sam-
ples were 14- 3- 3 –  positive and 20 were we akly positive from all 280 samples in total. From 
the total number (275) of pati ents, 62 were examined ne uropathologically (22%) post mor-
tem. In 25 cases and in six we akly positive cases of 14- 3- 3 positivity, pri on dise ase of CJD type 
was proven on a utopsy. In other 18 CJD a utopsy proved cases, nevertheless, the 14- 3- 3 pro-
tein was evalu ated as negative. In two cases of 14- 3- 3 positivity and in two we akly positive 
cases a different ne uropathological substrate than pri on dise ase was fo und. Conclusi on: Our 
results correspond to previ o usly published data, where a predictive value in ß- subunit of protein 
14- 3- 3 detecti on in CSF is discussed. In comparison to recent publicati ons both sensitivity and 
specifi city of 14- 3- 3 protein detecti on for CJD di agnosis is signifi cantly lower in o ur pati ent 
gro up. This observati on can be infl uenced by o ur small pati ent gro up. Nevertheless, a positive 
fi nding of protein 14- 3- 3 in the cerebrospinal fl uid is one of the requirements for CJD di agnosis 
according to WHO di agnostic criteri a. Beca use of its relatively low specifi city it is important to 
consider the relevance of 14- 3- 3 positive test in e ach particular clinical case.
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Úvod
Pri onová onemocnění jso u skupino u 
ne urodegenerativních nemocí postihu-
jících zvířata i člověka. Pojem pri on vy-
tvořil roku 1982 Prusiner a označoval jím 
„malé bílkovinné infekční částice, které 
jso u odolné vůči inaktivaci postupy, jež 
mění nukle ové kyseliny“. Nejčastějším 
pri onovým onemocněním je sporadická 
forma Cre utzfeldtovy- Jakobovy nemoci 
(sCJN). Další formy (famili ární CJN, i atro-
genní CJN –  nověji označovaná jako ná-
hodně přenesená CJN, nová vari anta 
CJN, Gerstmannův- Sträusslerův- Sche-
inkerův syndrom, fatální famili ární in-
somni e a kuru) tvoří odhadem méně než 
10 % případů pri onových onemocnění 
u člověka.

Protein 14- 3- 3 byl poprvé popsán 
Mo orem a Pertezem v roce 1967 [1] 
jako významná kyselá frakce mozkových 
proteinů. Skupinu proteinu 14- 3- 3 tvoří 
sedm izotypových signálních molekul 
(beta, gama, delta, ypsilon, éta, sigma, 
zeta a ta u) vyskytujících se ve všech 
e ukaryotických buňkách. Tyto proteiny 
se účastní mnoha klíčových fyzi ologic-
kých pochodů zejména v CNS [2], je-
jich přesná funkce však doposud není 
jednoznačně známa. Předpokládá se 
účast v regulačních mechanizmech bu-
něčného cyklu [3] a modulaci ně kte-
rých onkogenů [4]. Název 14- 3- 3 od-
povídá frakčnímu číslu této proteinové 
molekuly v rámci systematického třídění 
mozkových proteinů pomocí chromato-
grafi ckých metodik. O důležitosti tohoto 
proteinu vypovídá fakt, že tvoří celé 1 % 
proteinů mozku [2].

Přítomnost ß- podjednotky proteinu 
14- 3- 3 v mozkomíšním moku je v so učas-
nosti považována za jeden z hlavních 
paraklinických di agnostických markerů 
sporadické formy Cre utzfeldtovy- Jako-
bovy nemoci a je so učástí di agnostic-
kých kritéri í (tab. 1).

Platná WHO kritéri a pro di agnózu 
sporadické Cre utzfeldtovy- Jakobovy ne-
moci [5] defi nují následující tři úrovně 
di agnostické pravděpodobnosti: mož-
no u, pravděpodobno u a prokázano u 
(jisto u) sCJD (tab. 1).

Z uvedených kritéri í vyplývá klíčová role 
proteinu 14- 3- 3 (vedle typických EEG 

projevů) pro zařazení paci enta s pode-
zřením na sCJN do kategori e pravděpo-
dobná sporadická Cre utzfeldtova- Jako-
bova nemoc, se všemi dalšími důsledky, 
které z toho vyplývají (infa ustní pro-
gnóza, absence ka uzální terapi e, po-
vinné hlášení hygi enickému dozoru).

Na druho u stranu je nezbytné zdůraz-
nit, že protein 14- 3- 3 je nespecifi ckým 
markerem ne uronálního rozpadu, jehož 
senzitivita a specifi cita je navíc výrazně 
ovlivněna techniko u odběru a indikací 
vyšetření [6,7]. Protein 14- 3- 3 bývá pro-
kazatelný u řady ne urologických one-
mocnění spojených s významno u par-
enchymovo u lézí různé eti ologi e. Jeho 
zvýšené hladiny v mozkomíšním moku 
byly opakovaně popisovány u širokého 
spektra ne urologických onemocnění. Ty-
pické jso u vysoké hladiny u mozkových 
hemoragi í, tumorů CNS, encefalitid, 
rozsáhlejších ischemi í mozkové tkáně, 
ale přítomnost proteinu 14- 3- 3 v moz-
komíšním moku byla popsána i u pa-
rane oplastického syndromu [8], trans-
verzální myelitidy [9], Hashimotovy 
encefalitidy [10] a roztro ušené sklerózy 
mozkomíšní [11,12].

Cílem naší studi e je určit míru shody 
mezi pozitivito u proteinu 14- 3- 3 v li-
kvoru a následno u ne uropatologicko u 
verifi kací pri onového onemocnění u pa-
ci entů s klinickým podezřením na CJN.

Metodika
Ke stanovení proteinu 14- 3- 3 bylo 
po užito malé množství likvoru odebra-
ného v rámci standardního di agnostic-
kého postupu paci entům s klinickým 
podezřením na pri onové onemocnění 
odpovídajícím kritéri ím WHO pro mož-
no u sCJN (tab. 1). Lumbální punkce byla 
provedena vsedě, u nespolupracujících 
nebo nepohyblivých paci entů vleže. Pa-
ci enti podepsali informovaný so uhlas. 
Pokud toho nebyli schopni, bylo vyšet-
ření re alizováno s písemným so uhla-
sem nejbližších příbuzných. Kromě toho 
byly vyšetřeny vzorky likvorů od paci entů 
s podezřením na pri onové onemocnění 

Obr. 1. Výsledek vyšetření čtyř CSF 
na přítomnost ß- podjednotky pro-
teinu 14- 3- 3. P: pozitivní kontrola, 
N: negativní kontrola; 1– 3: negativní 
vzorky, 4: pozitivní vzorek.

P  1  2  3  4  N

Tab. 1. Di agnostická kritéri a WHO pro sporadicko u Cre utzfeldtovu– Ja-
kobovu nemoc z roku 2002 (upraveno).

Di agnostická kritéri a sporadické formy Cre utzfeldtovy– Jakobovy nemoci dle WHO

Možná sCJN:

Demence s rychlým průběhem nepřesahujícím dva roky a nejméně dva další pří-
znaky z následujícího výběru:

myokloni e
zrakové projevy, mozečková ataxi e, nystagmus
pyramidové příznaky, extrapyramidový syndrom
kinetický mutizmus

Pravděpodobná sCJN:

Možná sCJN a pozitivní nález proteinu 14– 3– 3 v likvoru, nebo

Možná sCJN a typické EEG projevy (obraz generalizovaných trifázických nebo poly-
fázických vln, které se peri odicky opakují v intervalech 0,5– 2 s, trvají 100– 300 ms)

Jistá (prokázaná) sCJN:

Ne urohistologické vyšetření doplněné imunohistochemickými metodami a metodo u 
westernblot, které ověřují přítomnost pri onů v mozkové tkáni

•
•
•
•
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z ostatních pracovišť celé České repub-
liky. Všechny odebrané vzorky byly vy-
šetřovány v Národní referenční laboratoři 
pro di agnostiku lidských pri onových one-
mocnění při Oddělení patologi e a mole-
kulární medicíny FTNsP v Praze.

Dle standardizovaného protokolu bylo 
separováno 30 μl mozkomíšního moku 
metodo u elektroforézy v polyakryla-
midovém gelu v přítomnosti dodecyl-
síranu sodného (SDS- PAGE) a posléze 
blokováno na nitrocelulózovo u mem-
bránu. Po blokaci nespecifi ckých vazeb 
byla detekována ß- podjednotka pro-
teinu 14- 3- 3 polyklonální králičí proti-
látko u (Santa Cruz Bi otechnology, USA) 
v ředění 1 : 2 000. Jako sekundární de-
tekční protilátka byla užita kozí protikrá-
ličí protilátka značená křenovo u peroxi-
dázo u (Santa Cruz Bi otechnology, USA) 
v ředění 1 : 2 000. K chemiluminiscenční 
detekci byl po užit kit ECL+ (GE He al-
thcare), obr. 1.

Ne uropatologická verifi kace zemřelých 
s podezřením na pri onové onemocnění 
probíhá v Národní referenční labora-
toři pro di agnostiku lidských pri onových 
onemocnění při Oddělení patologi e 
a molekulární medicíny FTNsP v Praze za 
dodržení platných bezpečnostních hy-
gi enicko-epidemi ologických opatření. 
Po čtyřtýdenní fi xaci je mozková tkáň 
detailně ne uropatologicky vyšetřena 
i za užití speci álních metodik. Defi ni-
tivní průkaz pri onového onemocnění se 
kromě charakteristického ne urohistolo-
gického obrazu opírá o imunohistoche-
mický průkaz patogenního pri onového 
proteinu nepřímo u imunohistochemi í. 
Po vylo učení pri onového onemocnění je 
cíleně pátráno po jiných ne uropatologic-
kých entitách, které mohly být podkla-
dem klinického obrazu paci enta.

Výsledky
Celkem bylo odebráno 280 vzorků li-
kvoru (u 275 paci entů) ke stanovení 
proteinu 14- 3- 3 (graf 1). Z toho bylo 
203 výsledků negativních; v 77 přípa-
dech byla nalezena ß- podjednotka pro-
teinu 14- 3- 3 (57 vzorků bylo pozitivních 
silně a 20 pozitivních hraničně/ slabě).

Máme k dispozici skupinu 62 paci entů 
(22,5 % z 275 paci entů), u nichž byl 

v rámci di agnostického procesu odebrán 
likvor ke stanovení proteinu 14- 3- 3 a po 
úmrtí provedena a utopsi e, která defi ni-
tivně potvrdila nebo vylo učila di agnózu 
CJN. Tento postup umožnil porovnat po-
zitivitu či negativitu proteinu 14- 3- 3 v lik-
voru na jedné straně a ne uropatologic-
ko u di agnózu pri onového onemocnění 
na straně druhé.

Z klinického pohledu –  v případě, 
že byla splněna WHO di agnostická 
kritéri a pro možno u sCJD (graf 1–2) –  
bylo následné vyšetření likvoru nega-
tivní v 18 případech z 62 postmortálně 
vyšetřených paci entů (29 %). Protein 
14- 3- 3 byl zastižen ve vzorku likvoru od 
zbývajících 44 paci entů (71 %) –  z toho 
ve 31 případech (25 silně pozitivních 
a šest hraničních nálezů) byla následně 
ne uropatologicky prokázána jistá CJN 
(graf 2).

Důležité je zjištění, že ve zbývajících 
pěti případech nálezu 14- 3- 3 v likvoru (ve 
dvo u případech pozitivity výrazné a ve 
třech případech hraniční) nebylo proká-
záno pri onové onemocnění (!). Ne uro-
patologické vyšetření nalezlo ischemické 
postižení mozku typu subkortikální vas-
kulární demence, Alzheimerovu nemoc, 
následky abúzu alkoholu, frontotempo-
rální lobární degeneraci s ubikvitin pozi-

tivními inkluzemi (FTLD- U) a u jednoho 
případu nebyla defi nitivní di agnóza sta-
novena (prozatímní di agnóza je de-
mence bez histopatologického obrazu), 
nicméně pri onové onemocnění bylo jed-
noznačně vylo učeno.

Z ne uropatologického pohledu 
(grafy 3– 5) byla di agnóza CJN potvrzena 
ve 48 mozkových tkáních z 62 pitvaných 
(77,4 %, graf 3), u ostatních 14 zemře-
lých (22,6 %) bylo při a utopsii nalezeno 
jiné než pri onové onemocnění (graf 4). 
Z těchto zmiňovaných 48 ne uropatolo-
gicky prokázaných případů CJD byl pro-
tein 14- 3- 3 nalezen v likvoru 31 pa-
ci entů (64,5 %), zatímco v 17 případech 
prokázán nebyl (35,5 %, graf 5). U dvo u 
z těchto negativních případů jsme ná-
sledně stanovení ß- podjednotky pro-
teinu 14- 3- 3 zopakovali z postmortál-
ního odběru likvoru a tento výsledek pak 
byl pozitivní.

Závěr a diskuze
Protein 14- 3- 3 je nespecifi ckým mar-
kerem ne uronálního rozpadu, který 
bývá prokazatelný u řady ne urologic-
kých onemocnění spojených s rozsáh-

Graf 1. Celkové výsledky vyšetření 
14- 3-3 proteinu. Z celkového po-
čtu 280 vyšetřených mozkomíšních 
moků bylo 203 negativních a 77 po-
zitivních v průkazu ß- podjednotky 
proteinu 14- 3-3.

Graf 2. So ubor ne uropatologicky ve-
rifikovaných paci entů. Celkem byl 
ne uropatologicky ověřen so ubor 
62 vyšetřených případů, u kterých 
byla testována přítomnost ß- pod-
jednotky proteinu 14- 3- 3 v moz-
komíšním moku. V tomto so uboru 
bylo 71 % případů pozitivních na 
přítomnost ß-podjednotky proteinu 
14-3-3 (a).
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lejší parenchymovo u lézí (od hemoragi í 
přes tumory po encefalitidy nebo i roz-
sáhlejší ischemi e) [2,13]. Jeho stanovení 
má praktický význam po uze v kontextu 
rychle progredující demence s ne urolo-
gickými příznaky, a to k potvrzení klinic-
kého podezření na CJN dle kritéri í WHO, 
které pak vede k zařazení do kategori e 
„pravděpodobná sCJN“.

Senzitivita i specifi cita tohoto vyšetření 
je poměrně široce rozebírána v litera-
tuře, přesto patří v so učasnosti do stan-
dardního vyšetřovacího postupu CJN dle 
doporučení WHO (tab. 1).

U ostatních ne urodegenerativních 
onemocnění (od Alzheimerovy nemoci 
přes frontotemporální demenci po de-
mence s Lewyho tělísky) se předpokládá, 
že dochází k ne uronálnímu rozpadu pří-
liš pozvolně na to, aby bylo možno de-
tekovat přítomnost ß- podjednotky pro-
teinu 14- 3- 3 v likvoru. Naproti tomu 
v případě CJN je rychlost progrese one-
mocnění a s tím spojený zánik ne uronů 
natolik intenzivní, že zvýšené množství 
uvolněného proteinu 14- 3- 3 lze deteko-
vat v likvoru [14].

Naše výsledky přispívají k řadě re-
centních literárních údajů o významu 
stanovování ß- podjednotky proteinu 

14- 3- 3 v mozkomíšním moku [15– 18]. 
V porovnání s ně kte rými publikacemi 
založenými na velkých so uborech je 
senzitivita a specificita tohoto vyšet-
ření v rámci diferenci ální di agnózy CJN 
v našem so uboru významně nižší a od-
povídá tak publikacím zejména americ-
kých a utorů [15]. Celkově nejso u názory 
i přes řadu provedených studi í jednotné, 
a tak naše výsledky přispívají k širší dis-
kuzi na toto téma.

Výsledky publikovaných prací moho u 
být ovlivněny velikostí so uborů, ale ne-
pochybně se na nich podílejí i další vlivy, 
z nichž nejpodstatnější jso u: 1. do pu-
blikovaných so uborů bývají zařazeny 
i případy defi nitivně ne uropatologicky 
ne ověřené (klinické stadi um „probable“, 
tab. 1); 2. přítomnost ß- podjednotky 
proteinu 14- 3- 3 v likvoru se v průběhu 
vývoje onemocnění mění, a tedy může 
záležet i na „načasování“ odběru CSF. 
Tuto skutečnost dokládá i příklad dvo u 
našich paci entů s ne uropatologicky jis-
to u CJN, u nichž stanovení 14- 3- 3 v li-
kvoru vyšlo negativně, a pak následně 
byl protein prokázán v postmortálně 
odebraném likvoru.

Průkaz proteinu 14- 3- 3 v likvoru je dle 
doporučení WHO jedno u z podmínek 
pro klinicko u di agnózu pravděpodobné 
sCJN. Vzhledem k jeho relativně nízké 

specifi citě je však důležité pozitivní vý-
sledek hodnotit s rezervo u a vždy s při-
hlédnutím k celkovému klinickému kon-
textu u daného paci enta.

Další možností zlepšení paraklinických 
testů v rámci di agnostiky CJN přináší 
stanovování jiných markerů v likvoru. 
V minulosti byly testovány nejrůz-
nější proteiny s různo u míro u senziti-
vity a specifi city. Podle posledních údajů 
velmi nadějně vyhlíží stanovování hod-
not ta u proteinu, jeho fosforylované 
formy a amylo id- ß- peptidu [19,20], je-
jichž vyšetřování významně přispívá ke 
zlepšování intravitální klinické di agnos-
tiky ne urodegenerativních onemocnění, 
a bylo již opakovaně popsáno i čes-
kými a utory [21]. Ně kte ré literární pra-
meny dokonce hovoří o vyšší senzitivitě 
a specifi citě v porovnání s proteinem 
14- 3- 3 [17]. Avšak ani tyto výsledky ne-
vedly k přehodnocení di agnostických 
kritéri í a určujícím likvorologickým vy-
šetřením v diferenci álně di agnostickém 
postupu pri onových onemocnění zů-
stává i nadále pozitivita ß- podjednotky 
proteinu 14- 3- 3. Zhodnocení hladin 
ta u proteinu, jeho fosforylované formy 
a amylo id- ß- peptidu v mozkomíšním 
moku tedy lze považovat za vhodné do-
plňující vyšetření v rámci diferenci álně 
di agnostického postupu.

Graf 4. Jiná ne uropatologická one-
mocnění (14). 5 ze 14 ne uropatolo-
gicky zamítnutých případů CJN mělo 
pozitivní výsledek přítomnosti ß- pod-
jednotky proteinu 14- 3- 3 v likvoru.

Graf 5. Defi nitivní CJD –  48 případů. 
Z ne uropatologicky ověřených pří-
padů jisté CJN mělo 70 % pozitivní 
výsledek přítomnosti ß- podjednotky 
proteinu 14- 3- 3 v likvoru.

Graf 3. So ubor ne uropatologicky ve-
rifi kovaných paci entů. 77,4 % ne uro-
patologicky vyšetřených případů 
bylo di agnostikováno jako jistá CJN, 
ve 14 případech byla di agnóza jisté 
CJN zamítnuta a bylo nalezeno jiné 
onemocnění.
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