LIDSKE PRIONOVE NEMOCI V CR: 22 LET ZKUSENOSTI NARODNI REFERENCNT LABORA

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 (nazyvana 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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