Klin. Biochem. Metab., 30 (51), 2022, No. 2, p. 125 - 131

Proteiny 14-3-3 a jejich klinicky vyznam

Novobilsky R.'?, Stefanska H.3, Ku$nierova P.*5

" Katedra Klinickych neurovéd, Lékarska fakulta, Ostravska univerzita, Ostrava

2 Neurologicka Kklinika, Fakultni nemocnice, Ostrava
3 | ékarska fakulta, Ostravska univerzita, Ostrava

4 L:/stav laboratorni mediciny, Fakultni nemocnice Ostrava, Ostrava
°> Ustav laboratorni mediciny, Lékarska fakulta, Ostravska univerzita, Ostrava

SOUHRN

Proteiny 14-3-3 se fadi mezi vysoce konzervované kyselé homologni proteiny, které se podili na celé fadé dlleZitych
procesl v lidském téle, napr. na fizeni bunécného cyklu, apoptdze, neuronalnim vyvoji, bunééném rlistu nebo signaini
transdukci a fosforylaci. Skladaji se ze sedmi izoforem, které se nachazi ve vSech eukaryotnich bunkach. Nejvyssi exprese
proteint 14 3 3 je vSak vykazovana v mozku. Z tohoto diivodu mé detekce/stanoveni proteint 14-3-3 vyznam u pacientd
s neurologickym onemocnénim, prevazné u rychle progredujici demence s neurologickymi priznaky. Nejcastéji pouziva-
nou metodou je Western blot s chromogenni nebo chemiluminiscencni detekci, moznou variantou je i ELISA stanoveni
jednotlivych izoforem.

Klicova slova: proteiny 14-3-3, Creutzfeldt-Jakobova choroba, priony, demence, Western blot, ELISA.

SUMMARY

Novobilsky R., Stefanska H., Kusnierova P.: 14-3-3 proteins and their clinical significance

14-3-3 proteins are among the highly conserved acidic homologous proteins that are involved in several important
processes in the human body, such as cell cycle control, apoptosis, neuronal development, cell growth, or signal trans-
duction and phosphorylation. They consist of seven isoforms found in all eukaryotic cells. However, the highest expression
of 14-3-3 proteins is shown in the brain. For this reason, the detection/determination of 14-3-3 proteins is important in
patients with neurological diseases, predominantly in rapidly progressive dementia with neurological symptoms. The most
commonly used method is Western blot with chromogenic or chemiluminescent detection. A possible variant is the ELISA

determination of individual isoforms.
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Uvod

Proteiny 14-3-3 se Ucastni rliznych fyziologickych
bunécénych procesU, jako je signalizace, bunécny rlst,
déleni, adheze, diferenciace, apoptdza a regulace ion-
tovych kanal(l. Jeho pritomnost v mozkomignim moku
byla popsana u lidi postizenych rychlym rozpadem
mozkoveé tkané, at' uz na podkladé cévni mozkové pfi-
hody, traumatu ¢i vlivem neurodegenerativniho posko-
zeni, typicky u Creutzfeldt-Jakobovy choroby.

Creutzfeldt-dakobova choroba patfi mezi prionova
onemocnéni zplsobena ukladanim patologicky zmé-
néného prionového proteinu do mozkoveé tkané. Timto
zplisobem dochazi k postupnému zaniku neurond, coz
se klinicky projevuje kromé motorickych a psychiatric-
kych poruch i rychle progreduijici demenci. Jedna se
0 nevyléCitelné onemocnéni nezadrzitené  spéjici
k smrti.

Proteiny 14-3-3

Proteiny 14-3-3 predstavuiji skupinu vysoce konzer-
vovanych kyselych homolognich protein s molekulo-

vou hmotnosti 25-35 kDa. Skladaji se ze sedmi izofo-
rem, které se nachazi ve vSech eukaryotnich burnkach
a jsou oznaceny pismeny fecké abecedy — beta (B),
gama (y), epsilon (g), zeta (0), éta (n), sigma (o) a tau (1)
[1-3]. Poprvé byly popsany Moorem a Pertezem v roce
1967 jako kyselé frakce mozkovych proteind [4]. Pro-
teiny 14-3-3 interaguji s celou rfadou dalSich proteind
(dle dosavadnich odhad( celkem vice nez 200), ¢imz
ovliviuji mozkové funkce vcetné nervové signalizace,
vyvoje neuront a neuroprotekce [5].

Nachazi se v rliznych tkanich, pricemz nejvysSsi ex-
presi vykazuji v mozku. V nervovych bunkach se pro-
teiny 14-3-3 vyskytuji v cytoplazmé, intraceluldarnich
organelach i plazmatické membrané [5]. Jsou fazeny
mezi nespecifické markery neuronadlniho poskozen.
Zvysenou hladinu Ize prokazat u pacientl s neurolo-
gickymi potizemi, u kterych se vyskytuji parenchymo-
vé léze rlizného plivodu, napriklad u akutnich cévnich
mozkovych piihod, tumord CNS, encefalitid, transver-
zalni myelitidy, anebo u roztrousené sklerdzy mozko-
misni [2]. Je mozné je stanovit napf. v mozkomiSnim
moku (likvoru) nebo bunééném lyzatu [2].

V' ramci neurodegenerativnich onemocnéni ma
jejich stanoveni vyznam hlavné u rychle progredujici
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demence, kde se pomysli na Creutzfeldt-dakobovu
nemoc. Zde patii pozitivita mezi diagnosticka kritéria
pravdépodobné diagndzy [2].

Struktura proteint 14-3-3

Jedna se o skupinu kyselych protein( tvorici cca
1 % v8ech nerozpustnych proteint v mozku [2]. Jejich
monomerni jednotky vykazuji schopnost sdruzovat se
do homo- nebo heterodimerd, pricemz nékteré izofor-
my tvofi pfednostné homodimery (napf. izoforma 14
3-30), jiné zase heterodimery (napf. izoforma 14 3-3¢),
obr. 1[5, 6].

Kazdy monomer se sklada z deviti antiparalelnich
a-helixi, seskupenych do N koncové a C-koncové
domény [5, 7]. C-koncové domény vytvari dvé drazky
pro vazbu ligandu [8]. N-koncové domény slouzi k di-
merizaci mezi helixem a1l jednoho monomeru a helixy
a3 a a4 druhého monomeru [9]. Struktura pfipomina
pismeno L [7].
ab, a7 a a9. Prvni dva helixy a3 a a5 obsahuji mnoho
polarnich a nabitych aminokyselin, zatimco helixy a7
a a9 obsahuiji hydrofobni a nepolarni aminokyseliny.
Tyto Ctyfi helixy vytvari konkavni amfipatickou drazku,
ktera interaguije s cilovymi proteiny [5, 7, 9].

Dimery maiji charakteristickou strukturu s velkym
zaporné nabitym centralnim kanalem [8]. Centralni ka-
nal se sklada z invariantnich aminokyselinovych zbyt-
kd. Naopak vnéjsi povrch proteinl je vysoce variabilni.
Struktura dimer( je u savcl velmi obdobna, proto tyto
aminokyselinové zbytky napomahaji odlisit od sebe
jednotlivé izoformy. Rozdily Ize také pozorovat v re-
lativni poloze monomerd. Mezi monomery jsou zmé-
néné uhly, coz ovliviuje jejich vazebnou specificitu [6,
8]. Struktura dimer(l, znazornéna na obr. 1, pfipomina
pismeno omega (w) [7].

C-terminal domain

C-terminal domain

N-terminal domain

Fig. 1: Structure of 14-3-3 protein dimers [8].

Pomoci fosforylace vazebného partnera je fizena
dynamika vazby proteint 14 3 3 [10]. Déle je pro funkci
a vazbu s cilovymi proteiny nezbytna charakteristicka
struktura dimer(. Proteiny 14-3-3 jsou schopny vézat
dvé konsenzualni sekvence na jeden cilovy protein.
NejCastgji vazou fosforylovany serinovy a threoninovy
konsensualni vazebny motiv. Kromé tohoto optimalni-
ho vazebného motivu, mohou proteiny 14-3-3 vazat
nestandardni fosforylovana serinova a threoninova

mista. V nékterych pripadech se také mohou vazat ne-
fosforylované cile [8].

Mezi proteiny interaguiici s proteiny 14-3-3 zpdso-
bem zavislym na fosforylaci se fadi napriklad proteinki-
nazy, receptoroveé proteiny, enzymy, strukturalni a cyto-
skeletalni proteiny, proteiny zapojené do fizeni bunéc-
ného cyklu, proteiny zapojené do kontroly transkripce
a proteiny Ucastnici se apoptdzy [3].

Nicméné existuji proteiny, které interaguiji s proteiny
14-3-3 zplsobem nezavislym na fosforylaci. Jedné se
konkrétné o vice jak 200 polypeptidl doprovazsjicich
napiiklad syntézu mastnych kyselin, interakce DNA/chro-
matin vCetné transkripénich faktorl, syntézu proteind,
proteolyzu, bunéénou signalizaci ¢i bunécné déleni [3].

Nékdy pro vazbu 14-3-3 stadi pouze jedna fosfo-
rylace, v jinych pfipadech jsou nutné fosforylace dve.
Vazba také m(ze zahrnovat jadernou lokalizaci a ex-
portni signaly, ¢i blokovat vazbu jinych protein nebo
deformovat proteiny do aktivnich nebo inhibovanych
konformaci. Za zménu struktur vazebnych partner(
ma zodpovednost a helikalni struktura, ktera se vaze
kolem fosforylovanych mist [10].

Proteiny 14-3-3 rovnéz podléhaji posttranslacnim
modifikacim, jako je fosforylace, acylace a acetylace,
polyglykace a zmény po oxida¢nim stresu. Tyto mo-
difikace maijf riizné Ucinky na proteiny 14-3-3. Mohou
ovliviiovat funkéni regulace, cilové interakce, specifitu
dimerizace nebo bunécné lokalizace [8].

Lokalizace jednotlivych izoforem se odviji od jejich
vazebnych partnerl. Poskozeni specifickych interakct
14-3-3 posuzuje tuto lokalizaci a vede k hromadéni
téchto poskozenych proteind 14-3-3 s defektni vaz-
bou v jadre [10].

Funkce proteint 14-3-3

Funkce proteint 14-3-3 neni doposud zcela ob-
jasnéna. Predpoklada se jejich U¢ast na regulaci bu-
nécéného cyklu, modulaci nékterych onkogend, a také
jejich zapojeni do fyziologickych pochodl v centraini
nervové soustave [2]. Dalsi biologické procesy, které
proteiny 14-3-3 reguluji, jsou signalni transdukce, tran-
skripce, apoptdza a neuronalni vyvoj [5].

Progrese v ramci buné&ného cyklu je ovlivnéna in-
terakei protein( 14-3-3 s celou fadou cilovych protei-
nl. Po této interakci dochézi ke zméné intracelularni
lokalizace cilovych protein nebo k modifikaci jejich
enzymatické aktivity. Tato vazba mUze zaroven chranit
cilové proteiny pred defosforylaci [3, 11].

Uvolnénim proteint 14-3-3 z proteinu cdc25 (pro-
tein fidici vstup do mitdzy) dochazi k jeho defosforylaci,
a tim je zahajena progrese bunécného cyklu z kont-
rolnich bod DNA do M faze [10, 12]. Uvolhovani je
také ovlivnéno sekvestraci proteini 14-3-3 do fosfory-
lovanych keratinovych vidken. Proteiny 14 3-3 reguluiji
bunécnou odpoveéd na poskozeni DNA inhibici pred-
Gasné progrese bunécéného cyklu z divodu umoznéni
opravy DNA pred zahajenim mitdzy, nebo aby pokra-
Govaly v procesu apoptdzy. Interakce proteind 14-3-3
s dalsimi proteiny reagujicimi na poskozeni DNA mo-
hou byt dale vyvolany genotoxickym stresem. Interak-
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ce zplsobené poskozenim DNA aktivuji kontrolni body
nebo proapoptické drahy, coz predstavuje hnaci silu ve
vyvoji onkologickych nemoci. Interakce 14-3-3 vyvola-
vaji zpomalovani proapoptické signalizace ve spojeni
s oxidacnim stresem [10].

Proteiny 14-3-3 dale reguluji bunécny rlst pro-
stfednictvim jejich interakce s proteinem Raf-1 v Raf-1/
ERK (draha kinazy regulovana extracelularnim signa-
lem). Bunécny rlst a preziti reguluji 14-3-3 také pomo-
ci usmérnovani mitogenem aktivované kinazy (mitogen
aktivovany protein podporujici buné&nou proliferaci
a inhibujici apoptézu). Bunécna proliferace miize byt
také regulovana vazbou protein( 14-3-3 na p27 (in-
hibitor cyklin-dependentni kindzy, blokuje progresi bu-
nécného cyklu) [3].

Dalsi z funkci proteind 14-3-3 je regulace apoptd-
zy, at jiz ve smyslu jeji podpory ¢i omezeni. Interaguiji
s proapoptickymi proteiny Bax a BAD. Protein Bax
se za normalnich okolnosti vyskytuje neaktivni v cy-
toplazmeé. Pri poruseni DNA tento protein translokuje
do mitochondrii a vyvolava rychly postup do apoptézy.
Pokud je pritomen protein 14-3-3, konkrétné jeho izo-
forma sigma, dochdzi k sekvestraci Bax v cytoplazmé.
Bunka pak nevstupuje do apoptdzy [3].

Protein p53 mlze byt aktivovan poskozenim DNA
nebo hypoxil. Vlivem negativni zpétné vazby se pro-
tein BAD pfi vysoké hladiné vaze na p53 v cytoso-
lu. Tim padem nedochazi k jadernému prenosu p53
a je zastavena transkripce geni BAD a Bax. Tento dgj
probiha u nefosforylovaného BAD, proto je udrzovana
rovnovaha mezi proteiny 14-3-3 a p53 s BAD. To zname-
na, ze blokuiji aktivaci BAD, ale zaroven aktivuji p53 [13].

Proteiny 14-3-3 se dale ucastni regulace dynamiky
cytoskeletu a jsou exprimovany v neuronech béhem
tvorby neuritt a synaptogeneze [8].

Predpoklada se jejich podil na vzniku mnoha neuro-
logickych poruch. Regulace aktivity tyrosinhydroxylazy
(TH) byla jednou z prvnich odhalenych funkci protein(
14-3-3. Jde o enzym snizujici rychlost syntézy dopa-
minu a dalSich neurotransmiter( [8]. Tato funkce signa-
lizuje zapojeni do patofyziologie Parkinsonovy nemoci.
Kromé toho byl protein 14-3-3 nalezen v patogenezi
dalSich chronickych i akutnich neurodegenerativnich
onemocnéni (napf. Alzheimerova choroba, amyotrofic-
ka lateralni sklerdza a cévni mozkova prihoda) [14, 15].

Proteiny 14-3-3 jsou schopny vézat fosforylované
cile a branit tak jejich defosforylaci plisobenim fosfa-
taz. Pokud se proteiny 14-3-3 vazou na své cile, fyzic-
ky blokuiji sekvencné specifické nebo strukturni rysy.
Dale mohou blokovat interakéni mista protein-protein
nebo protein-DNA. Také blokuiji lokalizacni signaly,
a tim preménuiji subcelularni lokalizaci svych vazebnych
cildl. Proteiny 14-3-3 funguiji jako molekularni kovadliny
(pUsobi jako rigidni struktury), diky tomu jsou schopny
transformovat konformaci cilovych protein. Rovnéz
mohou fungovat jako leSeni a vézat vice cild. Tim do-
chazi k jejich ukotveni v tésné blizkosti, coz napomaha
pii vytvoreni proteinovych komplext. Jeden monomer
v dimeru 14-3-3 vaze jeden protein a druhy monomer
vaze jinych protein. Dalsiznamou funkci proteini 14-3-3
je schopnost vézat svij cil a regulovat ubikvitinaci

(oznaceni proteint uréenych k odbouravani). Mohou
bud’ zvySovat nebo snizovat ubikvitinaci svych cild, tzn.
zabranuiji jejich nasledné degradaci nebo ji urychluiji [8].

Proteiny 14-3-3 vykazuiji vysokou vazebnou cilo-
vou specificitu a funkéni specificitu mezi izoformami.
Neékteli vazebni partnefi se mohou vazat pouze s ur-
¢itymi dimery protein( 14 3-3 [8]. Prikladem mtize byt
izoforma sigma, ktera homodimerizuje a neni schopna
na rozdil od jinych izoforem vazat a regulovat protein
bunééného cyklu cdc25C [16].

Izoformy proteint 14-3-3

Proteiny 14-3-3 se skladaji ze sedmi izoforem
— beta, gama, epsilon, zeta, éta, sigma a tau [1].

Nezavisla ablace jednotlivych izoforem odhaluje in-
formace o jejich funkcich v neuromorfogenezi [8]. Jed-
notlivé izoformy se liSi strukturou [6, 16].

Pro zkoumani jednotlivych  funkci  izoforem
14-3-3 byl vyvinut mySi model. Transgenni 14-3-3
funkéni knock-out mysi byly vytvoreny pomoci exprese
YFP fuzovaného difopeinu (dimerni 14-3-3 peptidovy
inhibitor). Tato exprese byla fizena neuronalné specific-
kym promotorem thy-1. Produkuje proménlivé vzorce
exprese transgenu v mozcich riznych zakladatelskych
linif [17, 18]. Izoforma 14-3-3B je kdédovana genem
YWHAB, ktery se nachazi na 20. chromozomu. Je
schopna se vazat na cytoplazmaticky konec 31-inte-
grinu. Integriny jsou bunécné povrchové proteiny spo-
jujici extracelularni matrix s aktinovym skeletem a diky
tomu mohou regulovat migraci bunék [8] Nadmérna
exprese této izoformy stimuluje Sifeni a migraci bunék
[3]. Tato izoforma predstavuje jeden z dllezZitych dia-
gnostickych marker(l Creutzfeldt Jakobovy choroby,
konkrétné jeji sporadické formy [2].

|zoforma 14-3-3y je kddovana genem YWHAG, kte-
ry se nachdazina 7. chromozomu, tento protein je 100 %
identicky s krysim ortologem. Hladina této izoformy je
v mozkové klre snizena u Downova syndromu, avsak
u Alzheimerovy choroby je jeho hladina zvysena. Izo-
forma 14-3-3y byla také identifikovana jako onkogen
pUsobici neprimou down-regulaci transaktivace supre-
soru tumoru p53. Méa zasadni roli v bunécném cyklu
i kortikalnim vyvoji. Delece genu YWHAG zplsobuije
WilliamsCOv syndrom (WS), cozZ je neurovyvojové poru-
cha vyvolavajici opozdéni vyvoje, intelektualni postizeni
a epilepsii [8].

Taktéz ma vyznamnou roli pro spravnou migra-
c¢i neurond, pri¢emz poruchy tohoto procesu souvisi
s vyskytem epilepsie. Ve studii Jin et al. bylo zjisténo,
ze se vaze na cytoplazmatickeé linkerové proteiny. Tato
interakce pravdépodobné ovliviiuje dynamiku mik-
rotubull a narusuje tak migraci neurond. Odstranéni
14-3-3y v kortikélnich neuronech in vivo vyvolava ab-
normalni neuronalni morfologii s kratSimi procesy ve-
deni a nizSim poctem procest zasahuijicich do margi-
nalni zény [8, 19].

|zoforma 14-3-3e je kddovana genem YWHAE,
ktery se nachazi na 17. chromozomu. Byla prokaza-
na u vSech druht savcl. Konzervuje se velmi dobre
v aminokyselinové sekvenci. Spolu s izoformou
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14-3-3C byva zapojena do patogeneze neurologickych
poruch, jako je napfiklad schizofrenie, Alzheimerova
choroba nebo Parkinsonova nemoc. Jsou podstatny-
mi regulatory neurogeneze a neurodiferenciace béhem
kortikalniho vyvoje. Izoforma 14-3-3¢ je nepostradatel-
na pro migraci radidlnich neurond béhem kortikalniho
vyvoje. Delece genu YWHAE zpUsobuje poruchu mig-
race neurond, ktera se mdze projevit jako tzv. lissence-
falie, neboli ,hladky mozek“ odkazujici na tvar mozku
s vyhlazenymi fisurami. Tato abnormita byva popisova-
na v ramci Miller-Diekerova syndromu, kde je vyjadrena
kombinace mentaini retardace, abnormalniho svalové-
ho tonu s typickym facies a epileptickymi zachvaty [8].

Soucasné se tato izoforma vaze na protein Double-
cortin (Dcx) na T42 specifickym fosforylacnim zptso-
bem. Jedna se o protein vazajici mikrotubuly. Jeho
nadmeérna exprese narusuje organizaci a polymeraci
mikrotubull. Nadmérna exprese 14-3-3g poskozuje
iniciaci neuritl vazbou na protein Dcx, zabranuje jeho
degradaci, coz podnécuje zvySeni hladiny Dcx, &imz
zhorsuje dynamiku mikrotubul(l a zabranuije jejich inva-
zi do primitivnich neurit( [8].

Mikrodelece u izoformy 14-3-3¢ jsou charakteri-
zovany autistickymi projevy a deformacemi obliceje.
V nékterych pripadech mdze byt s neurodegeneraci pro-
pojena snizena hladina testosteronu. Izoforma 14-3-3¢
tedy predstavuje negativni regulator testosteronu [13].

|zoforma 14-3-3C je kédovana genem YWHAZ, kte-
ry se nachazi na 8. chromozomu. Mnoho studii do-
kazalo souvislost mezi izoformou 14-3-3C a rozvojem
schizofrenie [8, 17]. Tato izoforma je zkoumana i v ram-
ci onkologie, kdy je zapojena do onkogennich proces(
a zaroven se zkouma jeji funkce v ramci chemorezis-
tence. Vysoké hladiny exprese 14-3-3C byly objeveny
u rtznych druhl rakoviny jako napf. prsu, plic, hlavy, kr-
ku, mnohocCetného myelomu nebo u glioblastomu [10].
Byva pfitomna prevazné v jadre bunky [3].

|zoforma 14-3-3n je kdédovana genem YWHAH,
ktery se nachazi na 22. chromozomu. Funkce této izo-
formy neni znama, zatim je soucasti vyzkumu [8].

|zoforma 14-3-3cregulujefizenibunécného cyklu[8].
Kromé toho se jedna o nadorovy supresor, ktery je
down-regulovan u rakoviny prsu. Bylo prokazano, ze
se tato izoforma véze na komplexy cytokinl cdc?2,
které uvolfiuje do cytoplazmy. Diky tomu dochazi
k opraveni poSkozené DNA pred zahajenim bunécné-
ho cyklu [8]. Je velmi vzacna, protoze je prevazné ex-
primovana v epitelidlnich burikach a funguje prevazné
jako homodimer [8]. MUze byt také vyrazné exprimo-
vana u karcinomu tlustého streva i u duktalniho karci-
nomu slinivky bfisni, a tim zajiStuje vyssi preziti nado-
rovych bunék a jejich invazivitu [10]. Nékdy také byva
oznacovana jako lidsky epitelidini marker (HEM) nebo
jako stratifin. Jeho hlavnim regulatorem je p53 (tumor
supresorovy gen). Ten zastavuje bunécny cyklus nebo
apoptdzu pri poskozeni DNA. Napriklad u nadorovych
onemocnéni zplsobuje mutace tohoto genu snizeni
exprese izoformy 14-3-30. Kromé p53 mUze byt izo-
forma regulovana proteinem p63 (fidi preruseni bunec-
ného cyklu nebo apoptdzy) [3].

|zoforma 14-3-31 je kddovana genem YWHAQ,

ktery se nachazi na 2. chromozomu. Tato izoforma se
vyskytuje u pacientll s nadorovym onemocnénim prsu
[10].

Prionova onemocnéni

Tato skupina onemocnéni patfi mezi vzacna neu-
rodegenerativni onemocnéni. Prionova onemocné-
ni zpUsobuiji drobné bilkovinné infekéni Castice, také
oznacované jako priony (z angl. PRoteinaceous Infec-
tious Particles). Tento pojem byl poprvé uveden v roce
1982 americkym lékafem Stanley B. Prusinerem [21,
22]. Priony jsou odolné v{ci inaktivaci vétsiny postupd,
které modifikuji nukleové kyseliny [23].

U vS8ech prionovych onemocnéni dochazi k pre-
meéné prionového proteinu PrPC (prion-related protein
C jako ,cell“, tedy bunécna forma proteinu) na pato-
genni abnormalni formu PrPSc (Sc znamena scrapie
neboli klusavka, prionové onemocnéni ovci a koz)
a k jeho naslednému hromadéni [24]. Patologicky zmé-
nény prionovy protein se uklada do mozkové tkané
a vede k zaniku neuron( [21]. PrPC je rozpustny v jem-
nych detergentech a je citlivy na traveni proteazami.
PrPSc je vysoce agregovany a ¢astec¢né odolny vUci
Stépeni proteazy K [25].

Podle Prusinera vznika patogenni prionovy protein
zmeénou prostorového usporadani bilkovinného fetéz-
ce. Pfi zméné dochazi ke zmenSovani podilu a helikal-
niho uporadani a pribyva podil 3-struktury bilkovinného
fetézce, tim se méni rozpustnost a odolnost vaci pro-
teazam [24, 26].

V roce 1997 byl Prusiner za svij objev priond oce-
nén Nobelovou cenou za fyziologii a medicinu [27].

Priony jsou jediné patogeny, které nemaji nukleo-
vé kyseliny, jsou tvorfeny pouze molekulou prionového
proteinu. Normalni protein PrPC se nachazi ve spousté
tkani, napfiklad v neuronech, B lymfocytech, T lymfo-
cytech nebo ve slizninich burikéch gastrointestinalni-
ho traktu [21, 26].

Existuji tfi mechanismy vzniku prionového onemoc-
néni - spontanni (sporadicky), geneticky (familiarni)
a ziskany (infekeni, pfip. iatrogenni) [24].

Pritomnost PrPC proteinu predstavuje dUlezity
predpoklad pro dalsi tvorbu priond [26]. Abnormalni
forma prionového proteinu PrPSc plsobi jako Sablo-
na a v pfipadé kontaktu s prionovym proteinem PrPC
dochazi k transformaci PrPC na PrPSc. Timto zpdso-
bem vzniknou dva priony, které transformuji dalsi dva
PrPC na PrPSc. Ty pak transformuiji dalsi &tyfi priony,
coz vede k exponencidlni transformaci a hromadéni
priond [24].

V soucasné dobé se odhaduji dva zpUsoby (kinetic-
ky a termodynamicky), kterymi dochazi k mnozeni Pr-
PSc proteinu, a tim k poskozeni mozku a vzniku prio-
nového onemocnéni. Po vniknuti PrPSc do organismu
probiha zména prostorového usporadani bilkovinného
fetézce, ktera je fizena kineticky. Diky konformaci do-
jde ke zdolani energeticky narocné bariéry [26].

Druhy zpUsob pfemény PrPC na PrPSc je fizen ter-
modynamicky. Prusinerova skupina predpoklada exi-
stenci proteinu X, ktery by mohl interakci s PrPC byt
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pricinou jeho zmény na patogenni formu [26].

Mezi nejvice se vyskytujici prionova onemocnéni
patfi sporadicka forma Creutzfeldt-Jakobovy choroby
(sCJN). Déle se vyskytuiji jiné vzacngjsi formy CJN, jako
je napriklad familiarni CJN, iatrogenni CUN nebo nova
varianta CJN. Existuiji také dalsi onemocnéni zplsobe-
né priony objevuiici se u lidi, napfiklad kuru, Gerstman-
nlv-Strausslertiv-Scheinkerlv  syndrom nebo fatalni
familiarni insomnie [22, 26)].

Prionova onemocnéni se nachazi nejenom u lidi, ale
postihuje i zvitata. Zde patii pdvodné Prusinerem zkou-
mana klusavka (scrapie) u ovci, chronické chradnuti
jelenovitych nebo bovinni spongiformni- encefalopatii,
oznaCovana také jako nemoc Silenych krav [22, 26].
Pravé posledné jmenovana nemoc pocatkem tohoto
tisiciletl zpUsobila smrt nékolika desitek lidi v Evropé.
Projevila se u Clovéka jako tzv. nova varianta CJN ne-
boli Willova nemoc. K diagndze prionovych onemoc-
néni se vyuziva neurohistologické vysetfeni mozko-
vé tkané spolu s imunohistochemickymi metodami
a Western blot. Soucasti je kromé tohoto i molekularné
geneticka analyza [22].

Z patologického hlediska je pro prionova onemoc-
néni charakteristickd spongiformni dystrofie, nume-
ricka atrofie neuronl a sekundarni reaktivni izomorfni
astroglidza [22].

Sporadicka Creutzfeldt-Jakobova choroba (sCJN)
sCJUN je vzacné geneticky podminéné onemocné-
ni projevuijici se rychle progredujici demenci a dalsimi
neurologickymi symptomy. Vétsina pacientd umird do
jednoho roku od prvnich symptoma.

Incidence tohoto onemocnéni se pohybuje mezi
1-2 osoby na milion obyvatel. Primérny vék nastupu
nemoci se je okolo 65 let (rozmezi 14 - 92 let). U pa-
cientl se nejprve objevuji nespecifické priznaky, jako
je bolest hlavy, Unava, nespavost, deprese, posléze
se rozviji demence. K demenci se pripojuji nejméné
dva dalsi klinické projevy, myoklonus (nejprve vyvola-
ny napt. Ulekem nebo poklepem na svalstvo hrudniku
¢i koncCetin, pozdéji se jiz projevuje spontanné); mo-
zeCkové a zrakové prostorové dysfunkce, pyramido-
vé a extrapyramidové projevy (zmény svalového tonu
s ataxii a poruchami chlize), nakonec se mize rozvi-
nout akineticky mutismus, kdy je pacient nepohyblivy
a neschopny plynulé feci [21, 28].

Pro diagnostiku sCJN se kromé klinickych kritérif
vyuziva pozitivniho nalezu dalSich pomocnych me-
tod, EEG, stanoveni proteind 14-3-3 v mozkomiSnim
moku nebo vySetfeni magnetickou rezonanci. Pro
SCUN svedci EEG nélez generalizované trifazické nebo
polyfazické viny periodicky se opakujici v intervalech
0,5-2 s po dobu 100-300 ms [21]. Pfitomnost zvySe-
né hladiny proteind 14-3-3 v likvoru je zjiStovana po
elektroforetické separaci a nasledném Western blottin-
gu. Vyznam ma také stanoveni celkového tau protein
v mozkomiSnim moku, ktery v porovnani napr. s Alzhei-
merovou nemoci vykazuje nasobné vyssi koncentra-
ce, pricemz fosforylovany tau zvySeny nebyva [30].
Ze zobrazovacich metod je velmi dllezitd magneticka
rezonance mozku. Kromé vylouceni jinych moznych
pricin rychle progredujici demence je mozno pozorovat

i typické znaky prionového onemocnéni. Zejména v se-
kvencich FLAIR (Fluid Attenuated Inversion Recovery)
a DWI (Diffusion Weighted Imaging) jsou patrny hyper-
intenzity bazalnich ganglii. Od roku 2017 je zahrnuta
do diagnostickych kritérii také metoda RT-QuIC (real-ti-
me quaking-induced conversion), Tabulka 1. Tato me-
toda umoznuje detekovat patogenni formu prionového
proteinu ve vzorku stéru z nosni dutiny nebo z mozko-
misniho moku [21].

Table 1. Modified WHO criteria for the diagnosis of SCJN (modi-
fied according to Zerr et al. 2019; modified 2017) [21].

Disease Diagnostic criteria
Progressive dementia
EEG with negative findings (or unavailable)
Possible sCIN Disease duration < 2 years
clinicall The presence of at least 2 of the 4 possible
( y
defined only) manifestations:
= myoclonus
= visual or cerebellar manifestations
= pyramidal / extrapyramidal impairment
= akinetic mutism
Conditions meeting a possible sCJN
+ routine investigation results do not offer an
alterna-tive diagnosis
+ EEG with typical findings (generalized tripha-
Zﬁ%?fgleiigj‘ig sic complexes with a periodicity of around 1 s)
+ auxilia?y or... evidence of 14-3-3 proteins in CSF

or...MRI findings - hyperintense signals in the
puta-men, ncl. caudatus and cortical strips on
FLAIR sequences and/or in diffusion weighting
and/or di-ffusion-weighted

and/or ... RT-QuIC positivity

It requires a neuropathological examination of
the brain tissue with the finding of spongiform
dystrophy

or

detection of protease-resistant protein (immu-
nohistochemistry, Western blot)

or

evidence of scrapie-associated fibrils (SAF -
scrapie-associated fibrils) by electron micros-
copy.

examinations)

Definitive sCJN

Metody detekce / stanoveni

Nejcastéji pouzivanou metodou detekce protein(
14-3-3 je Western blot. Jedna se o metodu vyuzivanou
ke zjistovani relativniho mnozstvi, relativni hmotnosti
nebo také ke zkoumani interakci protein-protein. Tato
metoda je zalozena na interakci protilatek s cilovymi
antigeny ve vzorku. Metoda se sklada ze tfi zaklad-
nich krok{. Prvnim krokem je elektroforeticka separa-
ce. NejCastéji se provadi pomoci gelové elektroforézy,
konkrétné SDS-PAGE elektroforézy v polyakrylamido-
vém gelu. Pdsobenim dodecylsiranu sodného (SDS,
sodium dodecyl sulfate) dochazi k denaturaci pro-
tein{, ¢imz proteiny ziskavaji zaporny naboj a v elek-
trickém poli se pohybuji od zaporného ke kladnému
pdlu. Proteiny jsou béhem elektroforézy rozdélovany
podle molekulové hmotnosti (kDa). Velké proteiny se
na rozdil od malych protein( pohybuji v gelu pomaleji.
Druhym krokem je pfenos separovanych proteinti elek-
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troforézou na urcitou membranu, kde je jejich pritom-
nost detekovana pomoci primarni protilatky. Pro pre-
nos se vyuziva kapilarni blotting nebo elektroblotting,
tj. pUsobeni elektrického proudu, pfi némz jsou pasy
(pFislusné proteiny) uchyceny na membranu adsorpci
nebo kovalentni vazbou. NejCastgji se vyuzivaji nitroce-
lulosové nebo polyvinylové membrany. Tretim krokem
je detekce proteind. Primamni protilatku nelze pfimo
vizualizovat, je rozpoznavana az po vazbé sekundarni
protilatky. Sekundarni protilatky jsou znaceny napiiklad
biotinem nebo konjugovany s enzymem (napr. HRP —
kfenova peroxidaza nebo ALP - alkalicka fosfataza).
Jeji pritomnost je nasledné detekovana rliznymi zpd-
soby, které jsou zavislé na znacce sekundarni protilat-
ky, chromogenné (nizka citlivost, fluorescentné nebo
chemiluminiscencné (vysoka citlivost). Pro posouzeni
velikosti signdlu se vyuziva porovnani s proteinovym
markerem (komeréné dodéavana smeés proteinl o zna-
mé molekulové hmotnosti, Ize pripravit i ve specializo-
vané laboratofi), ktery by mél byt vzdy aplikovan na gel
spole¢né se vzorky pacientd.

Daldi moznosti je kvantitativni stanoveni protein(
14-3-3 metodou ELISA (enzyme-linked immunosor-
bent assay). Jde o imunochemické stanoveni vyuzivaji-
ci kromé reakce antigen-protilatka také pritomnost en-
zymu, ktery nasledné reaguje napfiklad s chromogen-
nim substratem za vzniku méfitelné barevné zmeény.
Vyuziva se ke stanoveni biologicky vyznamnych latek
jako jsou sérové proteiny, hormony, cytokiny, markery
nadorového bujeni, ale také exogennich latek produ-
kovanych napt. viry Ci bakteriemi

| pfes veskery pokrok, ktery v poslednich letech do-
znal velkych Uspéchl jak na poli laboratornim, tak i na
poli diagnostiky, jsou dosud prionova onemocnéni ne-
vylécitelna. Kromé symptomatickych postupt v terapif
myoklond a epilepsie, je pristup multioborovy, postup-
n& pak hlavné o8etrovatelsky a paliativni. Casto byva
nutno poskytnout i psychologickou podporu roding.
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