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Lidska prionova onemocnéni (TSE) jsou skupinou progresivnich fatalnich neurode-
generativnich onemocnéni zplsobenych agregaci patologicky konformovaného
prionového proteinu v nervové tkani. Vzhledem k riziku pfenosu podléhaji aktivni
surveillance - v Ceské republice jsou data centralizovana v Narodni referenéni labo-
ratofi pro diagnostiku prionovych chorob (NRL) pfi Ustavu patologie a molekularni
mediciny 3. LF UK a FTN.

Veskeré pfipady klinicky mozné ¢&i pravdépodobné TSE jsou podrobeny povinné pitvé
na pracovisti NRL dle standardizovaného protokolu. Od zac¢atku existence NRL v roce
2001 do roku 2022 bylo v CR potvrzeno 361 pfipadt sporadickych ¢i genetickych TSE,
vcetné 10 vzacnych pfipadd Gerstmannova-Strausslerova-Scheinkerova syndromu (GSS).
Od ledna 2007 v rdmci NRL navic béZi celosvétové unikatni projekt testovani mozkové
tkdné viech darcli rohovky pro zvyseni bezpecnosti korneélnich transplantaci. Vsech
7950 doposud vysetienych vzorkd mozkové tkané darct rohovky bylo negativnich
na pfitomnost depozit patologicky konformovaného prionového proteinu.

Kli¢ova slova: lidska prionova onemocnéni, prionézy, TSE, PrP, Creutzfeldtova-
-Jakobova choroba, Gerstmann(v-StrausslerGv-Scheinker(iv syndrom.

Human prion diseases in the Czech Republic: 22 years of experience
of the National Reference Laboratory for the Diagnosis of Prion Diseases

Human prion diseases (TSEs) are a group of progressive fatal neurodegenerative di-
seases caused by aggregation of pathologically conformed prion protein in nervous
tissue. Due to the risk of transmission, they are subject to active surveillance - in the
Czech Republic, the data are centralized in the National Reference Laboratory for the
Diagnosis of Prion Diseases (NRL) at the Institute of Pathology and Molecular Medicine
of the Third Faculty of Medicine of Charles University and FTN.

All cases of clinically possible or probable TSEs are subjected to a mandatory auto-
psy at the NRL according to a standardized protocol. Since the beginning of the NRL
in 2001 to 2022, 361 cases of sporadic or genetic TSEs were confirmed in the Czech
Republic, including 10 rare cases of Gerstmann-Straussler-Scheinker syndrome (GSS).
Since January 2007, the NRL has been running a globally unique project to test the
brain tissue of all corneal donors to increase the safety of corneal transplants. All 7950
samples of corneal donor brain tissue examined were negative for the presence of
deposits of pathologically conformed prion protein.

Key words: human prion diseases, prionoses, TSE, PrP, Creutzfeldt-Jakob disease,
Gerstmann-Straussler-Scheinker syndrome.
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Prehled lidskych prionovych
onemocnéni

Prionové choroby jsou pfenosné, progre-
sivni, fatalni neurodegenerativni poruchy spo-
jené s agregaci patologicky konformovaného
prionového proteinu (PrP>) (Baiardi et al., 2023).
Lidské transmisivni spongiformni encefalopatie
(TSE) zahrnuji Creutzfeldtovu-Jakobovu chorobu
(CJD), Gerstmannuv-Strausslerdv-Scheinkerdv
syndrom (GSS), kuru a fatalni familiarni insomnii
(FF1) (Asher et Gregori, 2018). Podrobnéjsi infor-
mace o klinickych aspektech prionovych one-
mocnéni a jejich klinické diagnostice pfinasi
¢lanek Humanne priénové ochorenia - ,state
of the art” 2023, ktery je soucasti tohoto ¢isla
Neurologie pro praxi (Kurca et al., 2024).

Laboratorni diagnosticky proces
a diferencialni diagnostika

Diagnosticky proces

RT-QuIC a analyza 14-3-3 v mozkomi$nim
moku (CSF) patii mezi dnes jiz rutinné uzivané
biomarkery k potvrzeni diagnézy pravdépo-
dobné CJD. Kompletni definitivni diagnoza
prionové choroby ma tfi slozky — neuropato-
logickou, imunologickou (western blot) a mo-
lekuldrné genetickou. Pouze kombinace
téchto pfistupl mlze poskytnout definitivni
diagnézu sporadického nebo genetického
prionového onemocnéni.

Protein 14-3-3

Protein 14-3-3 je v mozku exprimovan
ve vysokém mnozstvi. Je lokalizovan v cy-
toplazmatickém kompartmentu, intracelu-
larnich organeldch a v plazmatické mem-
brané neuront (Satoh et al., 2010). Jeho
detekce v CSF je soucasti diagnostickych
kritérii WHO pro pravdépodobnou sCJD
(Hermann et al., 2021). Pfestoze existuje
sedm izoforem proteinu 14-3-3, jen Ctyfi
z nich byly detekovany v CSF pacient(
se sCJD a pouze dvé (B- a y-izoforma) se zda-
ji byt vhodnymi biomarkery pro diferencial-
ni diagnostiku (Foote et Zhou, 2012). Protein
14-3-3 obecné ukazuje na rychle probihaji-
ci destrukci neurond u fady progresivnich
neurologickych poruch, neni tedy pro sCJD
zcela specificky (Cuadrado-Corrales et al.,
2006). Celkovy protein (t)-tau rovnéz muze
odrézet neuronalni destrukci a ma se za to,

Obr. 1. (a) Ndlez spongiformni dystrofie typicky pro mozkovy a/nebo mozeckovy kortex a/nebo subkor-
tikdIni Sedou hmotu. (b) Difuzni synaptické pozitivity PrPSc v mozecku pacienta se sCJD patrné v imuno-
histochemickém prikazu protildtkou klonu 12F10. (c) + (d) Multicentrickd plaka — charakteristicky ndlez
u pacientt s GSS s typickou denzni pozitivitou imunohistochemického prikazu v reakci s protildtkou klonu
6H4 (c) a v prehledném zvétseni v barveni hematoxylinem a eosinem (d))
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ze koreluje s rychlosti axonélni degenerace
(Skillback et al., 2014).

Protoze hladiny t-tau jsou u pacientl
s prionovymi onemocnénimi dramatic-
ky zvysené, porovnavali jsme ROC kfivky
14-3-3pB, t-tau a jejich kombinace u prio-
novych vs. neprionovych neurodegenera-
tivnich onemocnéni. Pfitomnost 14-3-3f3
byla stanovena pomoci standardizovaného
protokolu western blot (pouzivaného viemi
laboratofemi pro diagnostiku CJD) a podle
standardG EURO-CJD s ptisnou kontrolou
kvality. Provedli jsme standardizovanou kva-
litativni analyzu western blot pro 14-3-3p
v duplikdtech. Hladiny t-tau byly méreny
pomoci komer¢né dostupnych souprav
ELISA (INNOTEST hTAU Ag, kat. #80323,
Innogenetics/FUJIREBIO a Total-Tau ELISA,
kat. #£EQ 6531-9601-L, EUROIMMUN) podle
pokyn( vyrobcu.

Pfi porovnani pozitivity 14-3-3 a hladin
t-tau u prionovych vs. neprionovych one-
mocnéni pomoci ROC kfivek byly hodnoty
AUC 0,738 a 0,927 (obé p < 0,0001). Pro po-
zitivitu 14-3-3 u prionovych onemocnéni
byla senzitivita 63,1 % a specificita 81,1 %.
Pro t-tau byla hrani¢ni hodnota stanovena
na 1200 pg/ml, se senzitivitou 87,5 % a spe-
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cificitou 91,5 %. Kdyz byly obé proménné
brany souc¢asné, AUC byla 0,909 (p < 0,0001),
coz poskytlo nejvyssi citlivost (93,2 %), ale
nejnizsi specificitu (66,7 %). Nase vysledky
ukazuji, ze hladiny t-tau i hladiny t-tau kom-
binované s pozitivitou 14-3-3 funguji pro
detekci probihajici prionové choroby spo-
lehlivéji nez samotna pozitivita 14-3-3, kte-
rou jsme popsali a vyuzivali dfive. Pozitivita
14-3-3 je v3ak stdle jedinym proteinovym
markerem WHO diagnostickych kritérii
(Rohan et al., 2015). Celkové hladiny tau mo-
hou byt uzite¢nym nastrojem v diferencialni
diagnostice sCJD, a proto by mély byt sta-
novovany spolu s 14-3-3, zvlasté pokud
RT-QuIC neni k dispozici (Brazova et al.,
2021).

RT-QuIC

Real-time quaking-induced conversion
(RT-QuIC) se pouziva k prokazani schopnosti
PrP>¢ (pfitomného v CSF) iniciovat pfeménu
konformace fyziologického PrP¢na patolo-
gicky PrP*¢, v némz prevlada konformace
B-skladaného listu s vyraznou tendenci
k agregaci v redlném case. Zobrazeni se
provadi vazbou na thioflavin T, ktery emi-
tuje fluorescenci, kterou Ize okamzité de-
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tekovat. Metoda byla pfedstavena v roce
2010 a umoznila detekci malych mnozstvi
PrPs¢ pfiblizné do 90 hodin (Green, 2019) s vy-
sokou mirou specificity i senzitivity (100% spe-
cificita, 95,8% diagnosticka senzitivita), ¢imz se
odlisuje od jinych biomarker( v CSF (Orru et al.,
2015). Druha generace RT-QuIC (nazyvand QuiC
CSF nebo 1Q-CSF), ktera vyuziva jako substrat
trunkovany kiec¢i PrP, si zachovéava specifici-
tu 98-100 %, reak<ni doba se vsak zkracuje na
30 hodin (Wilham et al., 2021). Kromé toho ma
RT-QuIC schopnost detekovat PrP ve vzorcich
Cichové sliznice nebo v biopsii kiize. RT-QuIC
umoziiuje pfesnou a rychlou diagnostiku, coz
hraje vyznamnou roli v diagnostice lé¢itelnych
onemocnéni klinicky imitujicich TSE. Tato me-
toda vsak dosud nebyla zavedena do rutinni
klinické praxe a v CR z(istava dostupna pouze
pro védecko-vyzkumné ucely. Podrobnéjsi po-
pis zkusenosti s RT-QuIC v CR je souéasti €lanku
Pokrok v intravitélni laboratorni diagnostice
prionovych onemocnéni: vysoce citliva a spe-
cificka detekce prioni v mozkomisnim moku
pomoci RT-QuIC v tomto ¢isle Neurologie pro
praxi (Holada et al., 2024).

Definitivni diagnoza

Definitivni diagndza TSE je zaloZena na
prukazu PrP> v mozkové tkani obvykle z pit-
vy mozku (WHO, 2003). Biopsie mozku intra
vitam by méla byt vyhrazena pro hledani
lécitelnych pficin progresivni demence. Po
potvrzeni prionové choroby western blo-
tem a imunohistochemickymi metodami je
rutinné provadéno molekuladrné genetické
testovéni zamérené na detekci polymorfis-
mu kodonu 129 a pfipadnych mutaciv genu
PRNP u genetickych forem. Pfes negativ-
ni rodinnou anamnézu mé v CR asi 16 %
prionovych onemocnéni dédi¢ny podklad
(Jankovska et al., 2021).

Western blot

Western blot je citlivéjsi a rychlejsi me-
todou nez metody imunohistochemické.
Doba fixace celého mozku trva asi 3-4 tyd-
ny, teprve poté lze provést neuropatolo-
gické vysetieni. Doba od pitvy k definitivni
diagndze, véetné vylouceni daldich moznych
neurodegenerativnich onemocnéni, je tedy
kolem Sesti tydnd, nicméné mize trvati dé-

le. Western blot umoznuje prokazat pritom-
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nost PrP% druhy den po pitvé. Pfi western
blotu se rutinné analyzuje frontdlni lalok,
pficemz tato analyza poskytuje zakladni
informaci o pfitomnosti PrP>c a dokaze roz-
lisit jeho typy (1,2, 1 + 2 nebo 3). Pro uplné
informace o varianté PrP*<je nutné doplnit

daldi vysetfovaci metody.

Western blot v pfedtransplantac¢nim
testovani darcti rohovky

Vzhledem k tomu, ze sitnice a zrakovy
nerv jsou prodlouzenim centralniho ner-
vového systému, WHO je fadi do kategorie
I: vysoce infekéni tkan. V CR se roéné pro-
vede pfiblizné 500 transplantaci rohov-
ky a od ledna 2007 je povinné testovani
vsech darcd rohovky na PrPs¢ s cilem zvy-
Sit bezpecnost téchto transplantaci. Pro
detekci PrP* v mozkové tkani metodou
western blot je rutinné analyzovan fron-
talni lalok, kompletni neuropatologické
vysetieni se u darcl rohovky bézné ne-
provadi. Az na nékolik pfipadd CJD nebyl
pfenos jinych neuropatologii zaznamenan
(Armitage et al., 2009).

Vsechna vysetieni provadi vyhradné
imunologickd laboratof v NRL spolupracu-
jici se véemi o¢nimi bankami v CR. B&hem
let 2007-2023 bylo otestovano 7 950 vzor-
kd; vSechny byly negativni, u 4 bylo po-
dezfeni na pfitomnost PrP*¢, ale po dal$im
vysetfovani byly také shledany negativni-
mi. Sledovatelnost darcli prostiednictvim
Narodniho registru darct a Narodniho
transplantac¢niho registru po dobu 30 let
je garantovdna zdkonem o transplan-
tacich (Sbirka Zakon(, 2019). Dle nasich
znalosti je CR jedinou zemi na svété, kde
legislativa vyZzaduje western blot testovani
mozkové tkané u kazdého dérce ocni tka-
né (Jirsova et al., 2010). Na Slovensku, kde
gCJD tvofi 74,2 % pripadl (Mitrova et Belay,
2002) oproti 16,28 % v CR, je stanoveni ge-
notypu kodonu 129 spolu s detekci mutace
E200K metodou volby pro testovani darct
rohovky (Mitrova et al., 2011).

Imunohistochemie
Imunohistochemické vysetieni pomaha

znazornit distribuci PrP5¢ v rdznych ¢astech

mozku a mikromorfologii imunoreaktivnich

struktur, jelikoz PrP>c se mlize vyskytovat
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ve formé plak, plakdm podobnych struk-
tur nebo difuznich synaptickych depozit.
Podle kritérii WHO staci k potvrzeni defi-
nitivni diagnézy prionové choroby jedna
z vyse uvedenych metod, nicméné se do-
porucuje kombinace obou.

Genetické testovani

Mezi diagnostikovanymi pFipady v CR
je distribuce polymorfism na kodonu
129: 60 % methioninovd homozygozita
(MM), 24 % methionin/valinova hetero-
zygozita (MV) a 16 % valinovd homozy-
gozita (VV); ptiblizné 16 % pfipadd sou-
visi s dédi¢nymi mutacemi v genu PRNP.
Spole¢ny kddujici polymorfismus na kodonu
129 v PRNP mezi methioninem a valinem
(c.385 A>G) hraje kritickou roli v individualni
nachylnosti k prionovym onemocnénim,
pficemz homozygoté (tj. MM nebo VV) jsou
vystaveni vy$simu riziku. Snazsi dimerizace
a oligomerizace PrP> u MM ¢i VV homozy-
gotu ve srovnani s heterozygoty je dile-
zitym faktorem v patogenezi prionovych
onemocnéni.

Po svété bylo popsadno pfiblizné
50 mutaci genu PRNP. Nejcastéjsi mutace
genu PRNP v ceské populaci je E200K, na-
sledovdna mutacemi D178N, R208H, P102L,
a také delece ¢iinzerce (del/ins) v repetitivni
sekvenci. Obecnd penetrance téchto mutaci
se zvysuje s vékem a v nékterych populacich
dosahuje po 85. roce véku 100 %; v jinych
populacich, napfiklad na Slovensku nebo
v Itélii, je penetrance odhadovana okolo
60 % (Mitrova et Belay, 2002).

Mutace E200K je nejroziten&jsi v CR (42
pfipadu), stejné jako na Slovensku, odkud
byla do CR importovéna.

Mutace D178N byla nalezena u 5 pacien-
tU. Klinicky fenotyp byl v téchto ptipadech
ovlivnén polymorfismem na kodonu 129,
protoZze mutace D178N s VV polymorfismem
na kodonu 129 vyvoléva gCJD. Pokud by
byl na kodonu 129 pfitomen MM polymor-
fismus, rozvinula by se fatalni familiarni
insomnie, ktera oviem nebyla v CR nikdy
zastizena.

Mutace P102L byla nalezena v 9 pfipa-
dech, pficemz nebyly pozorovany zadné
klinicky specifické pfiznaky odlisujici tu-
to mutaci od ostatnich, nicméné byl v CR
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popsan jeden pfipad GSS s touto mutaci
klinicky mimikujici gCJD (Rusina et al., 2013).

Mutace R208H je velmi vzacna, v Ceské
republice s ni Zije jen jedna rodina, jejichz
klinické projevy mimikuji progresivni supra-
nukledrni paralyzu (Matéj et al., 2012).

Del/ins dvou nebo vice oktapeptido-
vych repetic jsou povazovany za patogenni,
protoze inzerce oktapeptidovych repetic
zvysuje rychlost tvorby PrP5¢ rezistentniho
vUci proteaze. Klinicky fenotyp pacientt je
vysoce variabilni a ¢asto se vném misi rysy
CJD a GSS onemocnéni. Pacienti s inzerc-
nimi mutacemi obvykle vykazuji znamky
onemocnéni v raném véku, trvajici nékolik
let. Nékteré pfipady postradaji specifické
histopatologické zmény. Molekularni pod-
klad pro tuto fenotypovou heterogenitu
z(stava nevysvétleny, ale zda se, ze zavisi na
velikosti inzerce paru bazi a polymorfismu
kodonu 129.

Diferencialni diagnéza

U pacientt s klinickym podezienim na
TSE nékdy byva zjisténa jina etiologie jejich
obtizi - z neurodegenerativnich chorob
se povétsinou jedna o jejich komorbidity
vyvolavajici atypicky klinicky pradbéh one-
mocnéni. V tabulce 1 jsou shrnuty neuro-
patologické diagndzy, které byly klinicky
hodnoceny jako moznd CJD.

Lidska prionova onemocnéni
v CR v letech 2001-2022 -
vysledky celostatniho
prizkumu

Pocty zjisténych pfipadu
Autoptické vysetfeni vSech podezieni
na prionova onemocnéni je v CR povin-
né a fidi se hygienicko-epidemiologickou
surveillance. Veskera ziskana klinicka data
pfipadd moznych prionovych chorob, které
jsou nasledné potvrzeny neuropatologic-
ky, imunologicky a geneticky, jsou ulozena
v NRL prionovych chorob v Ustavu patologie
a molekularni mediciny 3. LF UK a Fakultni
Thomayerovy nemocnice v Praze. Klinicky
suspektni neurodegenerace tvofi asi tretinu
pitev provedenych na dstavu. NRL je jedinym
referen¢nim centrem pro neuropatologickou

verifikaci prionovych onemocnéni v CR, takze

DSKYCH PRIONOVYCH CHOROB

Tab. 1. Definitivni neuropatologické diagndzy neprionovych onemocnéni u pfipadd klinicky referova-

nych jako moznd CJD

Neurodegenerativni nemoci Alzheimerova nemoc 112

(€asto komorbidni) Frontotemporalni demence 75
Demence s Lewyho télisky 48
Progresivni supranukledrni paralyza | 11
Multisystémova atrofie 4
Kortikobazalni degenerace 2
Parkinsonova nemoc 1

Neuroinfekce a autoimunitni Encefalitidy 27

zanéty Maligni/Marburgova roztrousena 2
skleréza

Ischemickeé a anoxické SubkortikdIni vaskulédrni demence 8

postiZeni Post-anoxické encefalopatie 9

Tumory Primdrni CNS lymfom 8
Gliomatoza 1
Karcindza mening 2
Metastaticky karcinom 3

Metabolické encefalopatie Wernicke-Korsakoff 5

Dalsi Subduréini hematom 2

Graf 1. Pocty diagnostikovanych pacientt s TSE v Ceské republice mezi lety 2001-2022
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ziskana data predstavuji oficidlni vysledky
dozoru nad prionovymi onemocnénimi u nas
a sestdavaji z definitivné neuropatologicky po-
tvrzenych pfipadd.

Od roku 2001 do roku 2022 bylo definitiv-
né potvrzeno celkem 361 pripadd prionovych
onemocnéni, ztoho 301 piipadl sCJD, 50 pfi-
padl gCJD a 10 pfipadl GSS, coz odpovida
celkové prevalenci pfiblizné 15,69 pfipadu
zarok.V CR nebyla nikdy potvrzena vCJD ani
FFI. Ne véechny pfipady klinicky vedené jako
mozné/pravdépodobnd CJD byly potvrzeny
jako definitivni CJD, tudiz bylo identifikovano
mnoho dalich diagnostickych entit, véetné
(vétsinou komorbidnich) neurodegenera-
ci, nadoru ¢i autoimunitnich poruch, které
mohou CJD svym klinickym fenotypem
obratné napodobit.

ol. praxi. 2024;25(1):.9-14 /
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Je patrnd tendence zvysujici se preva-
lence TSE diky optimalizaci diagnostickych
metod a intra vitam konzultacim posky-
tovanym Neurologickou klinikou Fakultni
Thomayerovy nemocnice neurologickym
pracovistim po celé CR. Rostouci prevalenci
dobfre ilustruje fakt, Ze za prvnich deset let
(2001-2010) existence NRL bylo diagnosti-
kovano 115 pfipada lidskych prionovych
onemocnéni, ztoho 88 bez dédi¢ného po-
zadi, zatimco béhem nasledujicich deseti let
(2011-2020) pocet potvrzenych piipadd TSE
vzrostl na 190 se 168 sporadickymi pfipady,
tj.090,91 %. V uplynulém roce dokonce vzros-
tl pocet zastizenych piipadd na rekordnich
37 (Graf 1).

Incidence se v jednotlivych regionech
pohybuje od 1,0 do 2,4 pfipadd na milion
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Obr. 2. Incidence ptipadd TSE v jednotlivych krajich na 100 000 obyvatel
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obyvatel, coz je v souladu s celosvétovymi
udaji. Rozdily mezi jednotlivymi regiony vét-
sinou nejsou vyrazné a koreluji s pfitomnosti
specializovanych neurologickych center vdané
oblasti (Obr. 2). Vékové rozmezi v naSem sou-
boru pacientt je 39-87 let u GSS, 46-74 let
u gCJD a 40-87 let u sCJD, coz odpovida
medidnu véku 60,5 let u GSS, 56,5 let u gCJD
a 67 let u sCJD. Pacienti se sporadickou for-
mou maji tedy vyssi stredni vék nez pacienti
s geneticky podminénymi TSE.

CJD a komorbidity

Existuje mnoho zédznamU dokazujicich, ze
CJD se velmi ¢asto vyskytuje v komorbidité s ji-
nymi neurodegenerativnimi onemocnénimi.
Kovacs et al. uvadéji, Ze nejcastéjsi komorbidity
u sCJD jsou tauopatie, tj. primarni tauopatie
souvisejici s vékem (PART), tau astrogliopatie
souvisejici se starnutim (ARTAG) anemoc argyro-
filnich zrn (AGD) (Kovacs et al., 2017). Tyto nalezy
potvrzuje i nase zkusenost — v ¢eské kohorté se
vyskytuje 62 % pacientd sCJD nebo gCJD s ko-
morbidni tauopatii (nej¢astéji PART), dalsi ¢astou
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