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Nové možnosti laboratórnej dia gnostiky ochorení 
spojených s tvorbou amyloidov

New possibilities of laboratory dia gnostics of diseases associated with 

amyloid formation

Súhrn
Rada neurodegeneratívnych ochorení je defi novaná agregáciou a akumuláciou špecifi ckého 

patologického proteínu v CNS, čo vedie k nezvratným a fatálnym zmenám tkaniva. Avšak kvôli 

vysokej klinickej a epidemiologickej heterogenite je defi nitívna ante-mortem dia gnostika týchto 

ochorení obtiažna. Defi nitívne potvrdenie dia gnózy poskytuje až neuropatologické vyšetrenie 

mozgového tkaniva. Nádej pre skorú a presnú laboratórnu dia gnostiku týchto ochorení za 

života pacienta predstavujú metódy založené na detekcii konformáciu konvertujúcej aktivity 

patologických proteínov. Príkladom je nová, vysoko špecifi cká a senzitívna dia gnostická metóda 

Real-Time Quaking-Induced Conversion (RT-QuIC). Pôvodne bola vyvinutá na dia gnostiku 

priónových ochorení vykazujúc 92–97 % senzitivitu a 100 % špecifi citu. V našom laboratóriu 

sme pomocou RT-QuIC detegovali prióny v 39 vzorkách mozgu, 24 korešpondujúcich vzorkách 

moku a v 38 vzorkách kože pacientov s Creutzfeldt-Jakobovou chorobou. Najnovšie bolo 

opísané využitie RT-QuIC metódy na detegovanie patologických proteínov -synukleínu, ktorý 

sa hromadí pri Parkinsonovej chorobe alebo pri demencii s Lewyho telieskami a tau proteínu, 

charakteristického pre Alzheimerovu chorobu a kortikobazálnu degeneráciu. Predložený text sa 

zameriava na oboznámenie problematiky dia gnostiky neurodegeneratívnych ochorení pomocou 

RT-QuIC metódy. 

Abstract
Many neurodegenerative diseases are defi ned by the aggregation and accumulation of the specifi c 

pathological protein in the CNS, leading to irreversible and fatal changes of the tissues. However, 

due to high clinical and epidemiological heterogeneity, a defi nitive ante-mortem dia gnosis is 

very diffi  cult to perform. The defi nitive dia gnosis is confi rmed by neuropathological evaluation 

made only at autopsy. Hope for early and accurate laboratory dia gnostics of these diseases within 

a patient’s life represents methods based on the detection of seeding activity of pathological 

proteins. An example is a highly specifi c and ultrasensitive new method called Real-Time Quaking-

Induced Conversion (RT-QuIC) assay. Originally, RT-QuIC was developed for the dia gnosis of prions 

showing 92–97% sensitivity and 100% specifi city. In our laboratory, we were able to detect prions in 

39 brain samples, corresponding 24 cerebrospinal fl uid samples, and in 38 skin samples of patients 

with Creutzfeldt-Jakob disease using RT-QuIC. Lately, the use of the RT-QuIC method for detection 

of pathological protein -synuclein, which accumulates during Parkinson’s disease or dementia 

with Lewy bodies, and tau protein which is characteristic for Alzheimer’s disease or corticobasal 

degeneration, was described. This review aims to elucidate the dia gnosis of neurodegenerative 

diseases and its recent approaches using RT-QuIC. 
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Amyloidy predstavujú agregáty patologicky 

zložených proteínov, pre ktoré je charak-

teristická morfológia fi bríl so sekundárnou 

štruktúrou beta-skladaného listu. Tie vzni-

kajú nesprávnym zložením natívneho proteí-

 nu, stratou fyziologickej funkcie a jeho ná-

slednou agregáciou spojenou s narušením 

buniek alebo orgánov. V súčasnosti je zná-

mych vyše 40 proteínov, ktoré tvoria pato-

génne amyloidné fi brily spôsobujúce amy-

loidózy [1]. Spomedzi týchto proteínov majú 

zvláštne postavenie prióny, pretože štúdium 

ich infekčných vlastností umožňuje lepšie 

porozumenie mechanizmov patogenézy 

iných neurodegeneratívnych ochorení. 

Priónové ochorenia alebo prenosné spon-

giformné encefalopatie sú smrteľné neuro-

degeneratívne ochorenia, pri ktorých do-

chádza ku konformačnej zmene bunkového 

priónového proteínu na dominantnú pato-

logickú formu, ktorá sa agreguje v nervovom 

tkanive. Tieto procesy vedú k spongiform-

ným zmenám a k hromadeniu amyloidných 

plakov v mozgovom tkanive, ktoré je spo-

jené s jeho nezvratným poškodením [2]. 

Prionózy sa v populácii vyskytujú ako spo-

radické, genetické alebo získané ochorenia. 

Najbežnejšia, Creutzfeldt-Jakobova choroba 

(CJD), má incidenciu 1 – 2 prípady na milión 

ľudí ročne. Až v 85 % prípadoch sa vysky-

tuje ako spontánne sporadické ochorenie 

(sCJD), ktoré sa môže prejaviť v rôznych for-

mách. Fenotyp ochorenia je výrazne ovplyv-

nený metionín/ valín polymorfi zmom na ko-

dóne 129 génu pre priónový proteín PRNP. 

Ďalší faktor, ovplyvňujúci výsledný feno-

typ sCJD, je glykotyp patogénneho prióno-

vého proteínu (typ 1 a 2), ktorý sa hromadí 

v mozgu počas ochorenia. Glykotypy sa roz-

lišujú na základe elektroforetickej migrácie, 

keď po štiepení proteinázou K vznikajú roz-

ličné fragmenty 19 kDa a 21 kDa priónového 

proteínu [3,4]. Kombináciou faktorov rozlišu-

jeme 6 typov CJD, a to MM1, MM2, VV1, VV2, 

MV1 a MV2. Získané dáta naznačujú, že he-

terozygotnosť 129M/ V pre gén PRNP pred-

stavuje najodolnejšiu formu pre vznik sCJD. 

Okrem toho, genetickou analýzou bolo zis-

tené, že takmer vo všetkých prípadoch s va-

riantnou formou CJD (vCJD) bola prítomná 

iba homozygotná forma (129M/ M) CJD. He-

terozygotná forma 129M/ V bola zistená 

u dvoch pacientov s formou vCJD [5].

Geneticky podmienené priónové ochore-

nia zahŕňajú familiárnu formu CJD (gCJD), fa-

miliárnu fatálnu insomniu (FFI) a Gerstmann-

-Sträussler-Scheinkerov (GSS) syndróm, ktoré 

sa vyskytujú u pacientov s priónovými ocho-

reniami s prevalenciou 10 – 15 %. Genetické 

priónové ochorenia podliehajú autozo-

málne dominantnej dedičnosti, spôsobené 

mutáciou génu pre priónový proteín PRNP, 

ktorý sa nachádza na chromozóme číslo 20. 

Táto mutácia zvyšuje pravdepodobnosť kon-

verzie neagregovaného bunkového prióno-

vého proteínu (cellular prion protein; PrPC) na 

jeho patogénnu formu (scrapie prion pro-

tein; PrPSc) [6]. V súčasnosti bolo identifi ko-

vaných viac ako 60 typov mutácií, ale u nie-

ktorých sa predpokladá, že ich penetrancia 

a patogenita je veľmi nízka [7]. Mutácia PRNP 

E200K bola po prvýkrát identifi kovaná u pa-

cientov zo Slovenska (prevažne na území 

Oravy, Kysúc a Rožňavy), kde výskyt tejto 

mutácie dosahuje 69 % s 54–59 % penetran-

ciou [8]. Jednu z najväčších skupín s mutá-

ciou E200K predstavuje izraelská komunita 

Židov líbyjského pôvodu. V ČR boli doposiaľ 

zaznamenané mutácie gCJD E200K, D178N 

a R208H a mutácia P102L, ktorá je asocio-

vaná s GSS syndrómom. Mutácia asocio-

vaná s FFI ochorením nebola v ČR doposiaľ 

identifi kovaná [9,10]. 

Získané /  transmisívne prionové ochore-

nia sa vyskytujú u veľmi nízkeho počtu pa-

cientov, avšak poukazujú na infekčný po-

tenciál priónov. V roku 1950 bolo prvýkrát 

prenosné priónové ochorenie – kuru opí-

sané u kmeňa Fore v Papua Novej Guinei, 

kde sa šírilo prostredníctvom kanibalistic-

kých rituálov [11]. Medzi získané ochorenia 

zaraďujeme aj vCJD, ktoré vzniká vystavením 

sa priónomi bovinnej spongiformnej ence-

falopatie (BSE) hlavne konzumáciou kon-

taminovaného jedla. V literatúre sú okrem 

toho opísané iatrogénné prenosy (iCJD) vy-

stavením sa priónmi infi kovaným materiá-

lom [12]. Prvý takýto prípad bol reportovaný 

v roku 1974 po transplantácií rohovky. Od-

vtedy bolo zaznamenaných vyše 450 prípa-

dov iCJD. Väčšina z nich sa týkala recipientov 

rastového hormónu hypofýzy a pri trans-

plantácií štepu dura mater [13]. Na území Slo-

venska a ČR nebol doposiaľ zaznamenaný 

žiadny iatrogénny prenos priónového ocho-

renia. Navyše, od roku 2007 platí v oboch 

krajinách povinnosť testovania mozgových 

homogenátov darcov rohoviek na prítom-

nosť PrPSc [8].

Doporučený postup dia gnostiky prióno-

vých ochorení podľa WHO a Centers for Di-

seases Control and Prevention (CDC) je za-

ložený na prítomnosti klinických príznakov, 

a to progresívnej demencie, myoklonu, ce-

rebelárneho syndrómu, akinetického mu-

tizmu a pyramidálnych (zvýšené reflexy, 

spasticita) a extrapyramidálnych (parkinso-

nizmus, dystonia) znakov. Pomocné vyšetro-

vacie metódy zahŕňajú EEG, MR mozgu, pro-

teínovú analýzu cerebrospinálneho moku 

(cerebrospinal fl uid; CSF), kde sa sleduje prí-

tomnosť proteínu 14-3-3 a tau [14,15]. Špeci-

fi cita a senzitivita týchto metód je limitovaná 

– hlavne v ranných štádiách ochorenia, kedy 

sú koncentrácie proteínov v CSF veľmi nízke. 

Zlatý štandard defi nitívnej dia gnostiky prió-

nových ochorení tvorí post-mortem detek-

cia prítomnosti patogénneho priónového 

proteínu pomocou imunohistochemic-

kých metód a western blotu, ktoré ale dete-

gujú iba proteáza rezistentnú formu PrP [16]. 

Tieto metódy nedetegujú formy priónových 

ochorení, ktoré sú čiastočne alebo úplne cit-

livé voči štiepeniu proteázami, ako napr. va-

riabilne proteáza-senzitívna prionopatia 

(VPSPr) [3,17].

Vzhľadom k neobvyklej stavbe priónovej 

infekčnej častici a k tomu, že prióny nevy-

volávajú systémovú imunitnú reakciu v or-

ganizme, bola dia gnostika klasickými sé-

rologickými a molekulovými metódami 

nemožná. Značný pokrok bol dosiahnutý 

až po objavení metód replikácie priónov 

in vitro [18]. Nové senzitívne testy ako Pro-

tein Misfolding Cyclic Amplifi cation (PMCA), 

Standard Quaking-Induced Conversion (S-

-QuIC) alebo Amyloid Seeding Assay (ASA) 

sú založené na detekcii tzv. „prión konver-

tujúcej aktivity“. Prión konvertujúca aktivita 

je defi novaná ako schopnosť patologického 

priónového proteínu, ktorý sa nachádza 

v pacientovej vzorke, indukovať konverziu 

bunkového neagregovaného PrPC na jeho 

agregovanú formu. Práve prítomnosť pa-

tologického PrP predstavuje jediný známy 

špecifi cký marker priónových ochorení [19]. 

Avšak vyššie spomínané metódy sú limito-

vané nízkou robustnosťou, obťažným štan-

dardizovaním, sonikáciou, zložitým vyhod-

nocovaním výsledkov a dĺžkou protokolu. 

Navyše, produkt reakcie pri PMCA metóde 

je vysoko infekčný [20,21]. Nová metóda, 

Real-Time Quaking-Induced Conversion 

(RT-QuIC), obchádza viacero limitujúcich 

faktorov a predstavuje novú nádej v dia-

gnostike neurodegeneratívnych ochorení 

ante-mortem [22].

Real-Time Quaking-Induced 
Conversion 
Krátko po PMCA a S-QuIC metódach bola 

predstavená RT-QuIC, ktorá je takisto za-

ložená na detekcii schopnosti patogén-

neho priónového proteínu indukovať 
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konverziu rozpustného monomerného re-

kombinantného prionového proteínu (rPrP) 

do pozmenenej polymérnej konformácie, 

ale v reálnom čase. Proteáza K senzitívny rPrP, 

exprimovaný v bunkách Escherichia coli, sa 

používa ako substrát pre amplifi káciu pato-

logickej formy PrP bohatej na štruktúry beta 

skladaného listu. Striedanie cyklov intenzív-

neho trepania a inkubácie zvyšuje efektivitu 

polymerizácie rPrP. Tieto novo vzniknuté 

konformačné štruktúry, amyloidy, majú vy-

sokú afi nitu k fl uorescenčnému farbivu thio-

fl avín T (ThT), ktorý je prítomný v reakčnej 

zmesi. Intenzita fl uorescencie je zazname-

návaná v reálnom čase a je priamo úmerná 

množstvu vznikajúcich proteínových agre-

gátov (obr. 1). Na rozdiel od PMCA metódy, 

produkt RT-QuIC nie je infekčný [23,24]. 

RT-QuIC predstavuje efektívnu metódu 

v skorej dia gnostike neurodegeneratívnych 

priónových ochorení, vykazujúc 92 – 97 % 

senzitivitu a 100 % špecifi citu pri testovaní 

vzoriek mozgovomiechového moku od ži-

júcich pacientov [25]. V súčasnosti prebehlo 

klinické testovanie, pri ktorom detegovali 

PrPSc vo vzorkách CSF a epitelu z čucho-

vého bulbu (bulbus olfactorius). Testova-

nia sa zúčastnilo šesť laboratórií, ktoré doká-

zali v zaslepenej štúdií detegovať priónové 

ochorenie s 99 % zhodou [26]. Na rozdiel od 

ostatných spomínaných metód, ktoré vyu-

žívajú prión konvertujúcu aktivitu, RT-QuIC 

dokáže detegovať všetky subtypy CJD a to 

s vysokou citlivosťou vo veľmi nízkych kon-

centráciách priónov (femtogramoch). Via-

ceré štúdie dokazujú, že RT-QuIC je schopný 

detegovať priónové ochorenia ante-mor-

tem nielen zo vzoriek mozgovomiechového 

moku, ale taktiež zo vzoriek bio psie kože [27] 

a vzoriek steru čuchovej sliznice [28]. 

V našom laboratóriu sme zaviedli metódu 

RT-QuIC po prvýkrát v rámci Českej a Slo-

venskej republiky. Celkovo bolo v pilotnej 

retrospektívnej štúdii otestovaných 39 vzo-

riek mozgových homogenátov a 24 koreš-

pondujúcich vzoriek CSF [29]. V nadväzujú-

cej retrospektívnej štúdii bolo otestovaných 

38 vzoriek CSF a korešpondujúcich vzoriek 

kože s defi nitívnou dia gnózou priónových 

ochorení odobratých post-mortem. Ako kon-

trolné vzorky bolo použitých 24 vzoriek CSF 

a koží od pacientov s inými neurodegenera-

tívnymi ochoreniami a 6 vzoriek od pacien-

tov s inými ochoreniami ako neurodegene-

ratívne. Prión konvertujúcu aktivitu sa nám 

podarilo detegovať vo všetkých post-mortem 

vzorkách mozgu (obr. 2), CSF a kože (obr. 3) 

pacientov s defi nitívnou dia gnózou CJD. 

Protokol pre RT-QuIC je optimalizovaný 

tak, aby sa redukovala možnosť vzniku 

spontánnych agregátov, a tým pádom ne-

dochádzalo ku falošne pozitívnym výsled-

kom. V praxi to znamená rozdiel medzi ki-

netikou spontánnej tvorby amyloidných 

fibríl a tvorby indukovanou patogénnym 

PrP prítomným vo vzorke. Orrú et al defi -

novali optimálne podmienky, pri ktorých 

je reakcia najefektívnejšia, bez falošne po-

zitívnych alebo negatívnych reakcií [30]. 

Medzi faktory ovplyvňujúce priebeh a výsle-

dok reakcie patrí predovšetkým teplota, in-

tenzita trepania, prítomnosť a koncentrácia 

dodecyl sulfátu sodného, solí a pH, pri ktorej 

reakcia prebieha [23].

Najdôležitejšou a najkritickejšou súčasťou 

RT-QuIC reakcie zostáva rozpustný rPrP. Jeho 

príprava a purifi kácia vo forme vhodnej pre 

RT-QuIC test je náročná, ako časovo, tak aj 

metodicky. Práve kvalita substrátu je dôležitá 

pri minimalizovaní tvorby spontánnych ag-

regátov počas reakcie. Rekombinantný PrP, 

vhodný ako substrát do reakcie, je zatiaľ ko-

merčne nedostupný a laboratóriá sú odká-

zané na jeho produkciu vo vlastnej réžií.

Vplyv rPrP ako substrátu
Keď sa v roku 1997 podarilo tímu, pod ve-

dením Wüthricha, vyprodukovať bakte-

riálne exprimovaný rekombinantný prió-

nový proteín [31] v neagregovanej forme, 

znamenalo to veľký pokrok v štúdiu štruk-

túry priónového proteínu. Kvalita substrátu 

(rozpustného neagregovaného proteínu) zá-

Obr. 1. Real-Time Quaking-Induced Conversion assay. Do čiernej 96-jamkovej doštičky je napipetovaný reakčný mix, ktorý obsahuje 
substrát (rozpustný rPrP), fl uorescenčné farbivo ThT a tlmivý roztok. Následne je do každej jamky pridaná infekčná vzorka v kvadripli-
káte, ako zdroj patogénneho priónového proteínu. Reakcia prebieha za stálej teploty 55 °C, 60 hodín. Počas tejto doby prebieha cyklus 
intenzívneho trepania (700 rpm, 1 min) s inkubáciou (1 min). Agregovaný rPrP má vysokú afi nitu k ThT, čo sa prejaví ako zmena inten-
zity fl uorescencie. Zmena je pozorovaná v reálnom čase. 
rPrP – rekombinantný prionovej proteín; ThT – Thiofl avín T

Fig. 1. Real-Time Quaking-Induced Conversion assay. The reaction mix, which contains substrate (soluble rPrP), fl uorescent dye ThT 
and buff ers, is loaded into a black 96-well plate. After that, an infectious sample is added into each well in quadruplicate as a source 
of pathogenic prion protein. The reaction is incubated at 55 °C, for 60 hours with cycles of intensive shaking (700 rpm, 1 min) and 
incubation (1 min). Aggregated rPrP has a high affi  nity to ThT which can be seen as the change of fl uorescence intensity. This change 
is observed in real time. 
rPrP – recombinant prion protein; ThT – Thiofl avin T
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sadne ovplyvňuje špecifi citu RT-QuIC reak-

cie. Substrát musí byť dostatočne stabilný, 

aby vydržal purifi káciu, skladovanie a dobu, 

počas ktorej prebieha RT-QuIC reakcia, 

avšak jeho natívna štruktúra nesmie byť pri-

veľmi stabilná, aby došlo ku konverzii počas 

reakcie [32]. 

Pôvod primárnej sekvencie rPrP substrátu 

je dôležitý pri dia gnostike priónových ocho-

rení spôsobených rôznymi typmi ľudských 

priónov. Najbežnejšie používané substráty 

sú rPrP škrečka zlatého (Mesocricetus aura-

tus) a to buď skrátený (rHaPrP 90–231) alebo 

celý (rHaPrP 23–231), ľudský (rHuPrP 23–231) 

a myší (rMoPrP 23–231) [33]. Predpokladá 

sa, že rHaPrP 90–231 ako substrát urýchľuje 

reakciu, vďaka chýbajúcemu fl exibilnému N-

-terminálnemu koncu proteínu. Konformácia 

natívneho rHaPrP je rýchlejšie destabilizo-

vaná, a tým pádom konverzia na amyloidnú 

štruktúru prebehne rýchlejšie [30]. Avšak pre 

niektoré formy ochorenia, ako je napr. GSS 

syndróm s mutáciou A117V, F198S a H187R 

génu pre priónový proteín PRNP, dlho nebol 

identifi kovaný efektívny substrát [34]. S pou-

žitím rPrP hrdziaka lesného (Myodes gla-

reolus) dokázali Orrú et al zvýšiť citlivosť 

RT-QuIC metódy voči viacerým genetickým 

formám CJD, vrátane GSS syndrómu [33,35].

Protokol na purifi káciu podľa autorov Orrú 

et al, ktorý je aplikovaný v našom laborató-

riu s malými úpravami, predstavuje overený 

spôsob izolácie a purifi kácie rPrP. Plazmidy, 

ktoré nesú sekvenciu pre priónový pro-

teín sú klonované do bakteriálnych buniek 

druhu Escherichia coli Rosetta (DE3). Autoin-

dukčným expresným systémom je priónový 

proteín exprimovaný a následne purifi ko-

vaný z inklúznych teliesok, ktoré sú rozpus-

tené v guanidín hydrochloride (GndHCl). Izo-

lácia proteínu prebieha pomocou afi nitnej 

chromatografie s využitím Ni-NTA kolóny za 

denaturačných podmienok GndHCl [27]. De-

naturovaný proteín je na kolóne spätne zlo-

žený do natívnej konformácie cez klesajúci 

lineárny gradient GndHCl. Na konci je rPrP 

vymývaný imidazolom, centrálny pík je za-

chytený do skúmavky, dialyzovaný a v alikvó-

toch zamrazený. 

Využitie RT-QuIC u ostatných 
neurodegeneratívnych 
ochoreniach
Neurodegeneratívne ochorenia predsta-

vujú v súčasnosti čoraz väčšiu záťaž v starnú-

cej populácii rozvinutých zemí sveta. Medzi 

najčastejšie sa vyskytujúce ochorenia pat-

ria Alzheimerova choroba, tauopatie fron-

totemporálna demencia a kortikobazálna 

degenerácia (corticobasal degeneration; 
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Obr. 2. Prión konvertujúca aktivita v rôznych riedeniach mozgového homogenátu pacienta s defi nitívnou diagnózou sCJD (MM1) de-
tegovaná pomocou RT-QuIC metódy. Metóda je schopná detegovať prítomnosť prión konvertujúcej aktivity i po nariedení vzorky na 
5×10–9, ktorá sa pridáva do reakčnej zmesi, fi nálne nariedenie mozgového homogenátu zodpovedá 1×10–10.
RT-QuIC – Real-Time Quaking-Induced Conversion; sCJD – sporadická Creutzfeldt-Jakobova choroba; ThT – Thiofl avín T

Fig. 2. Prion seeding activity shown in diff erent dilutions of a brain homogenate of a patient with defi nite sCJD (MM1) using the 
RT-QuIC assay. The assay is able to detect the presence of prion seeding activity even after a 5×10–9 dilution, which is added into the 
reaction mix. The fi nal dilution of a brain homogenate is equivalent to a 1×10–10 dilution. 
RT-QuIC – Real-Time Quaking-Induced Conversion; sCJD – sporadic Creutzfeldt-Jakob disease; ThT – Thiofl avin T 
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CBD) a synukleopatie, kde patrí Parkinso-

nova choroba (Parkinson disease; PD), de-

mencia s Lewyho telieskami (dementia with 

Lewy bodies; DLB), progresívna supranuk-

leárna paralýza (PSP) a multisystémová atro-

fia (MSA). Z patologického hľadiska zdieľajú 

tieto ochorenia spoločný znak a to hromade-

nie abnormálneho proteínu v CNS vo forme 

amyloidu. Tieto depozity abnormálneho 

proteínu sú identifi kované v mozgovom tka-

nive až post-mortem na základe molekulár-

nych a neuropatologických nálezov [36].

Synukleopatie predstavujú skupinu neu-

rodegeneratívnych ochorení, pri ktorých sa 

v nervovom tkanive zhlukujú fi brilárne agre-

gáty -synukleínu. Tieto depozity sa môžu 

nachádzať v tele nervových buniek ako 

Lewyho telieska, dystrofi cké neurity alebo 

ako gliové cytoplazmatické inklúzie [37]. Tau-

opatie sa odlišujú tým, že počas progresie 

choroby dochádza k hromadeniu tau prote-

ínu v CNS. Detekcia tau proteínu je ovplyv-

nená hlavne jeho diverzitou. U ľudí je rozlišo-

vaných 6 izoforiem tau proteínu vznikajúcich 

alternatívnym zostrihom mRNA, ktoré sa od-

lišujú počtom väzobných miest. Tri izoformy 

tau proteínu majú tri väzobné miesta pre 

mikrotubuly (3R) a ďalšie tri izoformy majú až 

štyri miesta (4R) [38]. 

V súčasnosti, dôkazy ukazujú na fakt, že 

mechanizmus propagácie abnormálneho 

priónového proteínu v mozgu je podobný 

s mechanizmom propagácie abnormálnych 

foriem proteínov u iných neurodegeneratív-

nych ochorení. Tento mechanizmus pozo-

stáva z templátom riadeného nesprávneho 

zloženia proteínu, oligomerizácie a akumulá-

cie patogénneho proteínu (obr. 4) [39].

Táto mechanistická podobnosť s prió-

novými ochoreniami umožňuje využi-

tie modifi kovanej RT-QuIC metódy aj v dia-

gnostike ostatných neurodegeneratívnych 

ochorení, s dôrazom na zlepšenie intra-vi-

tam dia gnostiky na začiatku klinickej fázy 

ochorenia [40]. Skorá dia gnostika môže vý-

razne ovplyvniť efekt liečiv, tak isto ako kva-

litu života pacienta pred nástupom klinic-

kých symptómov. Výsledky štúdií potvrdili 

schopnosť RT-QuIC v detekcii agregačnej 

aktivity -synukleínu a tau proteínu. Fair-

foul et al úspešne detegovali prítomnosť ab-

normálneho -synukleínu vo vzorkách CSF 

s 95 % senzitivitou a 100 % špecifi citou pri 

pacientoch s DLB a PD [41]. Garrido et al de-

tegovali agregáciu -synukleínu pomocou 

RT-QuIC metódy vo vzorkách CSF s dia-

gnózou PD s mutáciou na géne Leucine-rich 

repeat kinase 2 (LRRK2) so 40 % úspešnosťou 

a dokonca v 20 % vzoriek bezpríznakových 

nosičov tejto mutácie [42]. Okrem toho, viac 

ako polovica vzoriek, ktorá bola odobratá 

klinicky dia gnostikovaným pacientom s MSA 

(9/ 11) a PD (10/ 18), vykazovala RT-QuIC pozi-

tívny výsledok [40]. Detekcia patogénneho 

tau proteínu je ovplyvnená hlavne jeho va-

riabilnou štruktúrou a bio chemickou charak-
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Obr. 3. Prión konvertujúca aktivita vo vzorkách CSF a kože rovnakého sCJD (MM1) pacienta odobratých post-mortem analyzovaných 
pomocou RT-QuIC metódy. Vzorky CSF boli analyzované neriedené a vzorky kože boli nariedené 10×.
CSF – cerebrospinálna tekutina; RT-QuIC – Real-Time Quaking-Induced Conversion; sCJD – sporadická Creutzfeldt-Jakobova choroba; ThT – 

Thiofl avín T

Fig. 3. Prion seeding activity in CSF and skin samples obtained post-mortem from the same patient with sCJD (MM1) diagnosis analy-
zed using RT-QuIC assay. CSF samples were analyzed undiluted and the skin samples were diluted 10×. 
CSF – cerebrospinal fl uid; RT-QuIC – Real-Time Quaking-Induced Conversion; sCJD – sporadic Creutzfeldt-Jakob disease; ThT – Thiofl avin T 
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teristikou v priebehu ochorenia jednotlivých 

tauopatií [43]. Saijo et al s využitím modifi ko-

vaného 3R tau fragmentu ako substrátu uká-

zali, že RT-QuIC metóda dokáže detegovať 

a rozlíšiť Pickovu chorobu od ostatných tau-

opatií na základe hromadenia prevažne 3R 

fi lamentov v nervovom tkanive. Taktiež do-

kázali detegovať konvertujúcu aktivitu tau 

proteínu  pri Alzheimerovej chorobe, kedy 

sa v nervovom tkanive hromadí v rovnakých 

koncentráciách 3R a 4R tau proteín [21,44]. 

V najnovšej štúdií bol modifi kovaný protokol 

s využitím 4R tau substrátu. Táto forma tau 

proteínu dokáže determinovať ochorenia, 

pri ktorých sa hromadí 4R tau proteín, kon-

krétne pri PSP alebo CBD [45]. 

Tieto výsledky dokazujú a podporujú hy-

potézu, že konvertujúca aktivita nielen pa-

togénneho priónového proteínu, ale aj 

agregácia -synukleínu a tau proteínu je de-

tekovateľná vo vzorkách odobratých za života 

pacientov. Navyše, vysoká špecifi cita a senzi-

tivita RT-QuIC metódy umožňuje dia gnostiku 

neurodegeneratívnych ochorení v skorých 

štádiách choroby. Métoda je v súčastnosti 

v ČR dostupná iba na experimentálne vy-

užitie a dalšie štúdie sú potrebné na potvr-

denie robustnosti RT-QuIC pre diagnostické 

účely.

Konfl ikt záujmov

Autori deklarujú, že v súvislosti s predmetom práce 

nemajú žiadny konfl ikt záujmov.

Grantová podpora

Podporené z grantového programu Ministerstva zdra-

votnictví ČR s registračným číslom AZV NV-18-04-

00179 a Všeobecnej fakultnej nemocnice v Prahe 

s registračným číslom GIP-20-L-13-212. Všetky práva 

podľa predpisu na ochranu duševného vlastníctva sú 

vyhradené.

Literatúra

1. Riek R, Eisenberg DS. The activities of amyloids from 

a structural perspective. Nature 2016; 539(7628): 227–

235. doi: 10.1038/ nature20416.

2. Prusiner SB. The prion diseases. Brain pathology 1998; 

8(3): 499–513. doi: 10.1111/ j.1750-3639.1998.tb00171.x.

3. Ascari LM, Rocha SC, Gonçalves PB et al. Challenges 

and advances in antemortem dia gnosis of human 

transmissible spongiform encephalopathies. Front Bio-

eng Biotechnol 2020; 8: 1228. doi: 10.3389/ fbio e.2020.585

896.

4. Monari L, Chen SG, Brown P et al. Fatal familial in-

somnia and familial Creutzfeldt-Jakob disease: diff er-

ent prion proteins determined by a DNA polymorphism. 

Proc Natl Acad Sci U S A 1994; 91(7): 2839–2842. doi: 

https:/ / doi.org/ 10.1073/ pnas.91.7.2839.

5. Kobayashi A, Teruya K, Matsuura Y et al. The infl uence 

of PRNP polymorphisms on human prion disease sus-

ceptibility: an update. Acta Neuropathol 2015; 130(2): 

159–170. doi: 10.1007/ s00401-015-1447-7.

6. Bernardi L, Bruni AC. Mutations in prion protein gene: 

pathogenic mechanisms in C-Terminal vs. N-Terminal 

domain, a review. Int J Mol Sci 2019; 20(14): 3606. doi: 

10.3390/ ijms20143606.

7. Kim MO, Takada LT, Wong K et al. Genetic PrP prion 

diseases. Cold Spring Harb Perspect Biol 2018; 10(5): 

a033134. doi: 10.1101/ cshperspect.a033134.

8. Gdovinová Z. Creutzfeldt-Jakobova choroba. 

Cesk Slov Neurol N 2013; 76/ 109(2): 138–154.

9. Mancuso M, Siciliano G, Capellari S et al. Creutzfeldt-

Jakob disease with E200K PRNP mutation: a case report 

and revision of the literature. Neurol Sci 2009; 30(5): 417–

420. doi: 10.1007/ s10072-009-0118-7.

10. Rohan Z, Parobková E, Johanidesová S et al. Lidské 

prionové nemoci v České republice – 10 let zkušeností 

s dia gnostikou. Cesk Slov Neurol N 2013; 76/ 109(3): 

300–306.

11. Collins S, McLean CA, Masters CL. Gerstmann-Sträu-

ssler-Scheinker syndrome, fatal familial insomnia, and 

kuru: a review ofthese less common human transmissi-

ble spongiform encephalopathies. J Clin Neurosci 2001; 

8(5): 387–397. doi: 10.1054/ jocn.2001.0919.

12. Holada K, Simák J, Vostal JG. Transmission of BSE by 

blood transfusion. Lancet 2000; 356(9243): 1772. doi: 

10.1016/ S0410-6736(05)71968-1.

13. Will RG. Acquired prion disease: iatrogenic CJD, 

variant CJD, kuru. Br Med Bull 2003; 66(1): 255–265. doi: 

10.1093/ bmb/ 66.1.225.

14. Brown P, Brunk C, Budka H et al. WHO manual for sur-

veillance of human transmissible spongiform encepha-

lopathies, including variant Creutzfeldt-Jakob disease. 

World Health Organization 2003. [online]. Available 

form URL: https:/ / www.who.int/ bloodproducts/ TSE-

manual2003.pdf.

15. CDC’s dia gnostic criteria for Creutzfeldt-Jakob disease 

(CJD), 2018. [online]. Available from URL: https:/ / www.

cdc.gov/ prions/ cjd/ dia gnostic-criteria.html.

16. Panigaj M, Glier H, Wildova M et al. Expression of 

prion protein in mouse erythroid progenitors and diff er-

entiating murine erythroleukemia cells. PLoS One 2011; 

6(9): e24599. doi: 10.1371/ journal.pone.0024599.

17. Collins SJ, Sanchez-Juan P, Masters CL et al. Determi-

nants of dia gnostic investigation sensitivities across the 

clinical spectrum of sporadic Creutzfeldt-Jakob disease. 

Brain 2006; 129(9): 2278–2287. doi: 10.1093/ brain/ aw

1159.

18. Orrú CD, Caughey B. Prion seeded conversion and 

amplifi cation assays. Top Curr Chem 2011; 305: 121–133. 

doi: 10.1007/ 128_2011_184.

19. Colby DW, Zhang Q, Wang S et al. Prion detection by 

an amyloid seeding assay. Proc Natl Acad Sci U S A 2007; 

104(52): 20914–20919. doi: 10.1073/ pnas.0710152105.

20. Castilla J, Saá P, Hetz C et al. In vitro generation of 

infectious scrapie prions. Cell 2005; 121(2): 195–206. doi: 

10.1016/ j.cell.2005.02.011.

21. Kraus A, Saijo E, Metrick MA. Seeding selectivity 

and ultrasensitive detection of tau aggregate conform-

ers of Alzheimer disease. Acta Neuropathol 2019; 137(4): 

585–598. doi: 10.1007/ s00401-018-1947-3.

22. Orrú CD, Wilham JM, Vascellari S et al. New gener-

ation QuIC assay for prion seeding activity. Prion 2012; 

6(2): 147–152. doi: 10.4161/ pri.19430.

23. Atarashi R, Satoh K, Sano K et al. Ultrasensitive human 

prion detection in cerebrospinal fl uid by real-time quak-

ing-induced conversion. Nat Med 2011; 17(2): 175. doi: 

10.1038/ nm.2294.

24. Saijo E, Groveman BR, Kraus A et al. Ultrasensi-

tive RT-QuIC seed amplification assays for disease-

associated tau, -synuclein, and prion aggregates. 

Methods Mol Biol 2019; 1873: 19–37. doi: 10.1007/ 978-1-

4939-8820-4_2.

25. Candelise N, Baiardi S, Franceschini A et al. Toward 

an improved early dia gnosis of neurodegenerative 

diseases: the emerging role of in vitro conversion assays 

for protein amyloids. Acta Neuropathol Commun 2020; 

8(1): 1–16. doi: 10.1186/ s40478-020-009900-x.

Obr. 4. Templátom riadená zmena konformácie proteínu na patogénnu formu. Ne-
správne zložený proteín (červený), zložený prevažne z beta-skladaných listov, naviaza-
ním na natívny proteín (čierny) indukuje jeho konverziu na patogénnu formu. Vznikajú 
malé oligomérne formy, neskôr protofi brily, z ktorých vznikajú amyloidové fi brily – agre-
gované formy patogénneho proteínu. Rozpadnutie fi bríl na menšie častice vedie k am-
plifi kácií konverzie. 
Fig. 4. Template associated conformational change of protein to its pathogenic form. Mis-
folded protein (red), mostly consists of beta-sheets, binds to the native protein (black) and 
induces its conversion to a pathogenic form. Foremost, small oligomers are generated, 
and later protofi brils from which amyloid fi brils (aggregated forms of pathogenic protein) 
originate. Breakage of fi brils into smaller particles leads to the amplifi cation of conversion.

proLékaře.cz | 19.8.2025



340

NOVÉ MOŽNOSTI LABORATÓRNEJ DIA GNOSTIKY OCHORENÍ SPOJENÝCH S TVORBOU AMYLOIDOV

Cesk Slov Ne urol N 2021; 84/ 117(4): 334– 340

tive diseases. Nat Neurosci 2018; 21(10): 1332–1340. doi: 

10.1038/ s41593-018-0235-9.

40. De Luca CMG, Elia AE, Portaleone SM et al. Ef-

ficient RT-QuIC seeding activity for -synuclein in 

olfactory mucosa samples of patients with Parkin-

son’s disease and multiple system atrophy. Transl Neu-

rodegener 2019; 8(1): 24. doi: 10.1186/ s40035-019-01

64-x.

41. Fairfoul G, McGuire LI., Pal S et al. Alpha-synu-

clein RT-Qu IC in the CSF of patients with alpha-synucle-

inopathies. Ann Clin Transl Neurol 2016; 3(10): 812–818. 

doi: 10.1002/ acn3.338.

42. Garrido A, Fairfoul G, Tolosa ES et al. α-synu-

clein RT-QuIC in cerebrospinal fl uid of LRRK2-linked Par-

kinson’s disease. Ann Clin Transl Neurol 2019; 6(6): 1024–

1032. doi: 10.1002/ acn3.772.

43. Spillantini MG, Goedert M. Tau pathology and neu-

rodegeneration. Lancet Neurol 2013; 12(6): 609–622. doi: 

10.1016/ S1474-4422(13)70090-5.

44. Saijo E, Ghetti B, Zanusso G et al. Ultrasensitive and 

selective detection of 3-repeat tau seeding activity 

in Pick disease brain and cerebrospinal fl uid. Acta Neu-

ropathol 2017; 133(5): 751–765. doi: 10.1007/ s00401-017-

1692-z.

45. Saijo E, Metrick MA, Koga S et al. 4-repeat tau seeds 

and templating subtypes as brain and CSF bio markers of 

frontotemporal lobar degeneration. Acta Neuropathol 

2020; 139(1): 63–77. doi: 10.1007/ s00401-019-02080-2.

33. Orrú CD, Groveman BR, Raymond LD et al. Bank 

vole prion protein as an apparently universal sub-

strate for RT-QuIC-based detection and discrimination 

of prion strains. PLoS Pathog 2015; 11(6): e1004983. doi: 

10.1371/ journal.ppat.1004983.

34. Nonno R, Di Bari MA, Cardone F et al. Effi  cient trans-

mission and characterization of Creutzfeldt–Jakob 

disease strains in bank voles. PLoS Pathog 2006; 2(2): e12. 

doi: 10.1371/ journal.ppat.0020012.

35. Cheng K, Sloan A, Waitt B et al. Altered rPrP substrate 

structures and their infl uence on real-time quaking in-

duced conversion reactions. Protein Expr Purif 2018; 143: 

20–27. doi: 10.1016/ j.pep.2017.10.007.

36. Erkkinen MG, Kim MO, Geschwind MD. Clinical neu-

rology and epidemiology of the major neurodegenera-

tive diseases. Cold Spring Harb Perspect Biol 2018; 10(4): 

a033118. doi: 10.1101/ cshperspect.a033118.

37. Adler CH, Beach TG, Hentz JG et al. Low clinical dia g-

nostic accuracy of early vs advanced Parkinson disease: 

clinicopathologic study. Neurology 2014; 83(5): 406–412. 

doi: 10.1212/ WNL.0000000000000641.

38. Williams DR. Tauopathies: classifi cation and clinical 

update on neurodegenerative diseases associated with 

microtubule-associated protein tau. Intern Med J 2006; 

36(10): 652–660. doi: 10.1111/ j.1445-5994.2006.011

53.x.

39. Soto C, Pritzkow S. Protein misfolding, aggrega-

tion and conformational strains in neurodegenera-

26. Orrú CD, Groveman BR, Foutz A et al. Ring trial 

of 2nd generation RT-QuIC dia gnostic tests for spo-

radic CJD. Ann Clin Transl Neurol 2020; 7(11): 2262–2271. 

doi: 10.1002/ acn3.51219.

27. Mammana A, Baiardi S, Rossi M et al. Detection 

of prions in skin punch bio psies of Creutzfeldt-Jakob 

disease patients. Ann Clin Transl Neurol 2020; 7(4): 559–

564. doi: 10.1002/ acn3.51000.

28. Orrú CD, Bongianni M, Tonoli G et al. A test 

for Creutzfeldt-Jakob disease using nasal brushings. 

N Engl J Med 2014; 371(6): 519–529. doi: 10.1056/ NEJ-

Moal315200.

29. Moško T, Galušková S, Matěj R et al. Detection of 

prions in brain homogenates and CSF samples using 

a second-generation RT-QuIC assay: a useful tool for ret-

rospective analysis of archived samples. Pathogens 2021; 

10(6): 750. doi: 10.3390/ pathogens10060750.

30. Orrú C, Hughson A, Groveman B et al. Factors that 

improve RT-QuIC detection of prion seeding activity. Vi-

ruses 2016; 8(5): 140. doi: 10.3390/ v8050140.

31. Zahn R, von Schroetter C, Wüthrich K. Human prion 

proteins expressed in Escherichia coli and purified by 

high-affi  nity column refolding. FEBS Lett 1997; 417(3): 

400–404. doi: 10.1016/ S0014-5793(97)01330-6.

32. Orrù CD, Groveman BR, Hughson AG et al. RT-QuIC 

assays for prion disease detection and dia gnostics. 

Methods Mol Biol 2017; 1658: 185–203. doi: 10.1007/ 978-

1-4939-7244-9_14.

Soutěž o nejlepší práci
publikovanou v časopise Česká a slovenská neurologie a neurochirurgie

V roce 2021, stejně jako v předchozích letech, probíhá soutěž o nejlepší článek v časopise Cesk Slov Neurol N. 

Zařazeny budou práce otištěné v číslech 2021/1–6. 

Předem děkujeme všem autorům za zaslané příspěvky.

proLékaře.cz | 19.8.2025


