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Nové moznosti laboratérnej diagnostiky ochoreni

spojenych s tvorbou amyloidov

New possibilities of laboratory diagnostics of diseases associated with

amyloid formation

Sthrn

Rada neurodegenerativnych ochorenf je definované agregaciou a akumuléciou specifického
patologického proteinu v CNS, ¢o vedie k nezvratnym a fatdlnym zmendm tkaniva. Avsak kvoli
vysokej klinickej a epidemiologickej heterogenite je definitivna ante-mortem diagnostika tychto
ochorenf obtiazna. Definitivne potvrdenie diagndzy poskytuje az neuropatologické vysetrenie
mozgového tkaniva. Nadej pre skord a presnu laboratérnu diagnostiku tychto ochoreni za
Zivota pacienta predstavuju metédy zaloZzené na detekcii konformaciu konvertujicej aktivity
patologickych proteinov. Prikladom je nova, vysoko $pecifickd a senzitivna diagnostickd metdda
Real-Time Quaking-Induced Conversion (RT-QulIC). Pévodne bola vyvinutd na diagnostiku
pribnovych ochoreni vykazujuc 92-97 % senzitivitu a 100 % Specificitu. V nasom laboratoriu
sme pomocou RT-QuIC detegovali priény v 39 vzorkdch mozgu, 24 koreSpondujucich vzorkach
moku a v 38 vzorkidch koze pacientov s Creutzfeldt-Jakobovou chorobou. Najnovsie bolo
opisané vyuzitie RT-QulC metddy na detegovanie patologickych proteinov a-synukleinu, ktory
sa hromadi pri Parkinsonovej chorobe alebo pri demencii s Lewyho telieskami a tau proteinu,
charakteristického pre Alzheimerovu chorobu a kortikobazélnu degenerdciu. PredloZeny text sa
zameriava na obozndmenie problematiky diagnostiky neurodegenerativnych ochoreni pomocou
RT-QuIC metddy.

Abstract

Many neurodegenerative diseases are defined by the aggregation and accumulation of the specific
pathological protein in the CNS, leading to irreversible and fatal changes of the tissues. However,
due to high clinical and epidemiological heterogeneity, a definitive ante-mortem diagnosis is
very difficult to perform. The definitive diagnosis is confirmed by neuropathological evaluation
made only at autopsy. Hope for early and accurate laboratory diagnostics 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 specific and ultrasensitive new method called Real-Time Quaking-
Induced Conversion (RT-QuIC) assay. Originally, RT-QuIC was developed for the diagnosis of prions
showing 92-97% sensitivity and 100% specificity. In our laboratory, we were able to detect prions in
39 brain samples, corresponding 24 cerebrospinal fluid 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 a-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 diagnosis of neurodegenerative
diseases and its recent approaches using RT-QuIC.
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Amyloidy predstavuju agregaty patologicky
zloZzenych proteinov, pre ktoré je charak-
teristickd morfoldgia fibril so sekundarnou
strukturou beta-skladaného listu. Tie vzni-
kaju nespravnym zlozenim nativneho protei-
nu, stratou fyziologickej funkcie a jeho na-
slednou agregaciou spojenou s narusenim
buniek alebo organov. V stcasnosti je zna-
mych vy3e 40 proteinov, ktoré tvoria pato-
génne amyloidné fibrily spdsobujice amy-
loiddzy [1]. Spomedzi tychto proteinov maju
zvlastne postavenie priény, pretoZe studium
ich infekénych vlastnosti umoZnuje lepsie
porozumenie mechanizmov patogenézy
inych neurodegenerativnych ochorent.
Prionové ochorenia alebo prenosné spon-
giformné encefalopatie su smrtelné neuro-
degenerativne ochorenia, pri ktorych do-
chéddza ku konformacnej zmene bunkového
priénového proteinu na dominantnu pato-
logicku formu, ktord sa agreguje v nervovom
tkanive. Tieto procesy vedu k spongiform-
nym zmenam a k hromadeniu amyloidnych
plakov v_ mozgovom tkanive, ktoré je spo-
jené s jeho nezvratnym poskodenim [2].
Priondzy sa v populdcii vyskytuju ako spo-
radické, genetické alebo ziskané ochorenia.
Najbeznejsia, Creutzfeldt-Jakobova choroba
(CJD), ma incidenciu 1 — 2 pripady na milién
ludi ro¢ne. AZ v 85 % pripadoch sa vysky-
tuje ako spontdnne sporadické ochorenie
(sCJD), ktoré sa moze prejavit v réznych for-
mach. Fenotyp ochorenia je vyrazne ovplyv-
neny metionin/valin polymorfizmom na ko-
done 129 génu pre pridnovy protein PRNP.
Daldi faktor, ovplyvaujuci vysledny feno-
typ sCJD, je glykotyp patogénneho priéno-
vého protefnu (typ 1 a 2), ktory sa hromadi
v mozgu pocas ochorenia. Glykotypy sa roz-
liSuju na zaklade elektroforetickej migracie,
ked po Stiepeni proteindzou K vznikaju roz-
licné fragmenty 19 kDa a 21 kDa pridnového
proteinu [3,4]. Kombinaciou faktorov rozlisu-
jeme 6 typov CJD, a to MM1, MM2, VV1, VV2,
MV1 a MV2. Ziskané déta naznacuju, ze he-
terozygotnost 129M/V pre gén PRNP pred-
stavuje najodolnejsiu formu pre vznik sCJD.
Okrem toho, genetickou analyzou bolo zis-
tené, Ze takmer vo vsetkych pripadoch s va-
riantnou formou CJD (vCJD) bola pritomna
iba homozygotna forma (129M/M) CJD. He-
terozygotna forma 129M/V bola zistena
u dvoch pacientov s formou vCJD [5].
Geneticky podmienené priénové ochore-
nia zahfnaju familiarnu formu CJD (gCJD), fa-
miliarnu fatalnu insomniu (FFl) a Gerstmann-
-Strdussler-Scheinkerov (GSS) syndrém, ktoré
sa vyskytuju u pacientov s priénovymi ocho-

reniami s prevalenciou 10 - 15 %. Genetické
priénové ochorenia podliehaju autozo-
malne dominantnej dedi¢nosti, spdsobené
mutaciou génu pre pridnovy protein PRNF,
ktory sa nachddza na chromozome ¢&islo 20.
Tato mutdcia zvysuje pravdepodobnost kon-
verzie neagregovaného bunkového priéno-
vého proteinu (cellular prion protein; PrP<) na
jeho patogénnu formu (scrapie prion pro-
tein; PrP*) [6]. V sucasnosti bolo identifiko-
vanych viac ako 60 typov mutécii, ale u nie-
ktorych sa predpokladd, Ze ich penetrancia
a patogenita je velminizka [7]. Mutacia PRNP
E200K bola po prvykrat identifikovana u pa-
cientov zo Slovenska (prevazne na uzemi
Oravy, Kysuc a Roznavy), kde vyskyt tejto
mutacie dosahuje 69 % s 54-59 % penetran-
ciou [8]. Jednu z najvacsich skupin s muta-
ciou E200K predstavuje izraelska komunita
Zidov libyjského povodu. V CR boli doposial
zaznamenané mutdacie gCJD E200K, D178N
a R208H a mutacia P102L, ktord je asocio-
vand s GSS syndrobmom. Mutdcia asocio-
vana s FFI ochorenim nebola v CR doposial
identifikovanad [9,10].

Ziskané / transmisivne prionové ochore-
nia sa vyskytuju u velmi nizkeho poctu pa-
cientov, avsak poukazuju na infekény po-
tencidl priénov. V roku 1950 bolo prvykrat
prenosné priénové ochorenie — kuru opi-
sané u kmena Fore v Papua Novej Guinei,
kde sa sirilo prostrednictvom kanibalistic-
kych ritudlov [11]. Medzi ziskané ochorenia
zaradujeme aj vCJD, ktoré vznikd vystavenim
sa prionomi bovinnej spongiformnej ence-
falopatie (BSE) hlavne konzumaciou kon-
taminovaného jedla. V literatlre s okrem
toho opisané iatrogénné prenosy (iCJD) vy-
stavenim sa priénmi infikovanym materia-
lom [12]. Prvy takyto pripad bol reportovany
v roku 1974 po transplantécii rohovky. Od-
vtedy bolo zaznamenanych vyse 450 pripa-
dov iCJD. Vac&sina z nich sa tykala recipientov
rastového hormdénu hypofyzy a pri trans-
plantdcii Stepu dura mater [13]. Na dzemi Slo-
venska a CR nebol doposial zaznamenany
Ziadny iatrogénny prenos prionového ocho-
renia. Navyse, od roku 2007 plati v oboch
krajindch povinnost testovania mozgovych
homogenatov darcov rohoviek na pritom-
nost PrP> [8].

Doporuceny postup diagnostiky priéno-
vych ochoreni podla WHO a Centers for Di-
seases Control and Prevention (CDC) je za-
loZzeny na pritomnosti klinickych priznakoy,
a to progresivnej demencie, myoklonu, ce-
rebeldrneho syndrému, akinetického mu-
tizmu a pyramidalnych (zvysené reflexy,

spasticita) a extrapyramidalnych (parkinso-
nizmus, dystonia) znakov. Pomocné vysetro-
vacie metddy zahfhaju EEG, MR mozgu, pro-
tefnovu analyzu cerebrospindlneho moku
(cerebrospinal fluid; CSF), kde sa sleduje pri-
tomnost protefnu 14-3-3 a tau [14,15]. Speci-
ficita a senzitivita tychto metdd je limitovana
— hlavne v rannych stadidch ochorenia, kedy
sU koncentracie protefnov v CSF velmi nizke.
Zlaty Standard definitivnej diagnostiky prio-
novych ochoreni tvori post-mortem detek-
Cia pritomnosti patogénneho priénového
proteinu pomocou imunohistochemic-
kych metdd a western blotu, ktoré ale dete-
guju iba proteaza rezistentnu formu PrP [16].
Tieto metddy nedeteguju formy pridnovych
ochoreni, ktoré su ciastocne alebo Uplne cit-
livé voci stiepeniu protedazami, ako napr. va-
riabilne protedza-senzitivna prionopatia
(VPSPr) [3,171.

Vzhladom k neobvyklej stavbe pridnovej
infek¢nej castici a k tomu, Ze priony nevy-
voldvaju systémovud imunitnu reakciu v or-
ganizme, bola diagnostika klasickymi sé-
rologickymi a molekulovymi metédami
nemozna. Znacny pokrok bol dosiahnuty
az po objaveni metdd replikacie pridonov
in vitro [18]. Nové senzitivne testy ako Pro-
tein Misfolding Cyclic Amplification (PMCA),
Standard Quaking-Induced Conversion (S-
-QulC) alebo Amyloid Seeding Assay (ASA)
sU zaloZzené na detekcii tzv. ,prion konver-
tujucej aktivity”. Prion konvertujica aktivita
je definovana ako schopnost patologického
prionového proteinu, ktory sa nachadza
v pacientovej vzorke, indukovat konverziu
bunkového neagregovaného PrP¢ na jeho
agregovanu formu. Prave pritomnost pa-
tologického PrP predstavuje jediny zndmy
Specificky marker prionovych ochorenf [19].
Avsak vyssie spominané metddy su limito-
vané nizkou robustnostou, obtaznym stan-
dardizovanim, sonikéciou, zloZitym vyhod-
nocovanim vysledkov a dizkou protokolu.
Navyse, produkt reakcie pri PMCA metdde
je vysoko infek¢ny [20,21]. Novd metdda,
Real-Time Quaking-Induced Conversion
(RT-QuIC), obchédza viacero limitujucich
faktorov a predstavuje novu nadej v dia-
gnostike neurodegenerativnych ochorenf
ante-mortem [22].

Real-Time Quaking-Induced
Conversion

Kratko po PMCA a S-QulC metddach bola
predstavend RT-QuIC, ktord je takisto za-
lozend na detekcii schopnosti patogén-
neho priénového proteinu indukovat
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Obr. 1. Real-Time Quaking-Induced Conversion assay. Do ¢iernej 96-jamkovej dosti¢ky je napipetovany reakény mix, ktory obsahuje
substrat (rozpustny rPrP), fluorescen¢né farbivo ThT a timivy roztok. Nasledne je do kazdej jamky pridana infekéna vzorka v kvadripli-
kate, ako zdroj patogénneho prionového proteinu. Reakcia prebieha za stélej teploty 55 °C, 60 hodin. Pocas tejto doby prebieha cyklus
intenzivneho trepania (700 rpm, 1 min) s inkubaciou (1 min). Agregovany rPrP ma vysoku afinitu k ThT, ¢o sa prejavi ako zmena inten-
zity fluorescencie. Zmena je pozorovand v redlnom case.
rPrP — rekombinantny prionovej protein; ThT — Thioflavin T
Fig. 1. Real-Time Quaking-Induced Conversion assay. The reaction mix, which contains substrate (soluble rPrP), fluorescent dye ThT
and buffers, 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 affinity to ThT which can be seen as the change of fluorescence intensity. This change

is observed in real time.

rPrP — recombinant prion protein; ThT — Thioflavin T

konverziu rozpustného monomerného re-
kombinantného prionového proteinu (rPrP)
do pozmenenej polymérnej konformécie,
ale vredlnom case. Protedza K senzitfvny rPrP,
exprimovany v bunkach Escherichia coli, sa
pouziva ako substrat pre amplifikdciu pato-
logickej formy PrP bohatej na struktury beta
skladaného listu. Striedanie cyklov intenziv-
neho trepania a inkubacie zvysuje efektivitu
polymerizécie rPrP. Tieto novo vzniknuté
konformacné Struktury, amyloidy, maju vy-
soku afinitu k fluorescen¢nému farbivu thio-
flavin T (ThT), ktory je pritomny v reakénej
zmesi. Intenzita fluorescencie je zazname-
navana v redlnom case a je priamo Umerna
mnozstvu vznikajucich proteinovych agre-
gatov (obr. 1). Na rozdiel od PMCA metody,
produkt RT-QuIC nie je infekény [23,24].
RT-QuIC predstavuje efektivnu metédu
v skorej diagnostike neurodegenerativnych
prionovych ochorenf, vykazujuc 92 — 97 %
senzitivitu a 100 % Specificitu pri testovani
vzoriek mozgovomiechového moku od 7i-
jucich pacientov [25]. V sticasnosti prebehlo
klinické testovanie, pri ktorom detegovali
PrP>c vo vzorkach CSF a epitelu z ¢ucho-
vého bulbu (bulbus olfactorius). Testova-
nia sa zucastnilo Sest laboratorii, ktoré doka-
zali v zaslepenej studii detegovat pridonové
ochorenie s 99 % zhodou [26]. Na rozdiel od
ostatnych spominanych metdd, ktoré vyu-

Zivaju prion konvertujucu aktivitu, RT-QuiC
dokéaze detegovat vietky subtypy CJD a to
s vysokou citlivostou vo velmi nizkych kon-
centraciach pridnov (femtogramoch). Via-
ceré studie dokazuju, ze RT-QuIC je schopny
detegovat pridbnové ochorenia ante-mor-
tem nielen zo vzoriek mozgovomiechového
moku, ale taktiez zo vzoriek biopsie koze [27]
a vzoriek steru cuchovej sliznice [28].
V nasom laboratériu sme zaviedli metédu
RT-QuIC po prvykrat v ramci Ceskej a Slo-
venskej republiky. Celkovo bolo v pilotnej
retrospektivnej studii otestovanych 39 vzo-
riek mozgovych homogendtov a 24 kores-
pondujucich vzoriek CSF [29]. V nadvazuju-
cej retrospektivnej studii bolo otestovanych
38 vzoriek CSF a koreSpondujucich vzoriek
koze s definitivnou diagnézou priénovych
ochoreni odobratych post-mortem. Ako kon-
trolné vzorky bolo pouZitych 24 vzoriek CSF
a kozi od pacientov s inymi neurodegenera-
tivnymi ochoreniami a 6 vzoriek od pacien-
tov s inymi ochoreniami ako neurodegene-
rativne. Prién konvertujicu aktivitu sa ndm
podarilo detegovat vo vsetkych post-mortem
vzorkach mozgu (obr. 2), CSF a koZe (obr. 3)
pacientov s definitivnou diagnézou CJD.
Protokol pre RT-QulIC je optimalizovany
tak, aby sa redukovala moznost vzniku
spontannych agregatov, a tym padom ne-
dochddzalo ku falo$ne pozitivnym vysled-

kom. V praxi to znamena rozdiel medzi ki-
netikou spontannej tvorby amyloidnych
fibril a tvorby indukovanou patogénnym
PrP pritomnym vo vzorke. Orru et al defi-
novali optimalne podmienky, pri ktorych
je reakcia najefektivnejsia, bez falosne po-
zitivnych alebo negativnych reakcif [30].
Medzi faktory ovplyvnujuce priebeh a vysle-
dok reakcie patrf predovietkym teplota, in-
tenzita trepania, pritomnost a koncentracia
dodecylsulfatu sodného, soli a pH, pri ktorej
reakcia prebieha [23].

NajddleZitejsou a najkritickejSou sucastou
RT-QuIC reakcie zostava rozpustny rPrP. Jeho
priprava a purifikdcia vo forme vhodnej pre
RT-QuIC test je narocna, ako c¢asovo, tak aj
metodicky. Prave kvalita substratu je dolezita
pri minimalizovani tvorby spontannych ag-
regatov pocas reakcie. Rekombinantny PrP,
vhodny ako substrat do reakcie, je zatial ko-
merc¢ne nedostupny a laboratdéria st odka-
zané na jeho produkciu vo vlastnej rézii.

Vplyv rPrP ako substratu

Ked sa v roku 1997 podarilo timu, pod ve-
denfm Wadthricha, vyprodukovat bakte-
ridlne exprimovany rekombinantny prio-
novy protefn [31] v neagregovanej forme,
znamenalo to velky pokrok v studiu Struk-
tury priénového proteinu. Kvalita substratu
(rozpustného neagregovaného proteinu) za-
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Obr. 2. Prién konvertujuca aktivita v roznych riedeniach mozgového homogendatu pacienta s definitivnou diagnézou sCJD (MM1) de-
tegovand pomocou RT-QulC metédy. Metdda je schopnd detegovat pritomnost prion konvertujlicej aktivity i po nariedeni vzorky na
5%107%, ktora sa pridava do reakénej zmesi, findlne nariedenie mozgového homogenatu zodpoveda 1x107°,

RT-QuIC - Real-Time Quaking-Induced Conversion; sCJD - sporadicka Creutzfeldt-Jakobova choroba; ThT - Thioflavin T

Fig. 2. Prion seeding activity shown in different dilutions of a brain homogenate of a patient with definite sCJD (MM1) using the
RT-QuIC assay. The assay is able to detect the presence of prion seeding activity even after a 5x10~° dilution, which is added into the
reaction mix. The final dilution of a brain homogenate is equivalent to a 1x107'° dilution.
RT-QuIC - Real-Time Quaking-Induced Conversion; sCJD - sporadic Creutzfeldt-Jakob disease; ThT — Thioflavin T

sadne ovplyviuje $pecificitu RT-QuIC reak-
cie. Substrat musi byt dostato¢ne stabilny,
aby vydrzal purifikiciu, skladovanie a dobu,
pocas ktorej prebieha RT-QulIC reakcia,
avsak jeho nativna Struktura nesmie byt pri-
velmi stabilnd, aby doslo ku konverzii pocas
reakcie [32].

Povod primarnej sekvencie rPrP substratu
je dolezity pri diagnostike priénovych ocho-
reni sposobenych réznymi typmi fudskych
priénov. Najbeznejsie pouzivané substraty
sU rPrP skrecka zlatého (Mesocricetus aura-
tus) a to bud skrateny (rHaPrP 90-231) alebo
cely (rHaPrP 23-231), ludsky (rHuPrP 23-231)
a mysi (rMoPrP 23-231) [33]. Predpoklada
sa, Ze rHaPrP 90-231 ako substrat urychluje
reakciu, vdaka chybajucemu flexibilnému N-
-termindlnemu koncu proteinu. Konforméacia
nativneho rHaPrP je rychlejsie destabilizo-
vana, a tym padom konverzia na amyloidnu

Strukturu prebehne rychlejsie [30]. Avsak pre
niektoré formy ochorenia, ako je napr. GSS
syndrém s mutdciou A117V, F198S a HI187R
génu pre priénovy protein PRNP, dlho nebol
identifikovany efektivny substréat [34]. S pou-
Zitim rPrP hrdziaka lesného (Myodes gla-
reolus) dokézali Orru et al zvysit citlivost
RT-QuIC metddy vodi viacerym genetickym
formam CJD, vratane GSS syndromu [33,35].

Protokol na purifikiciu podlfa autorov Orru
et al, ktory je aplikovany v nasom laboraté-
riu s malymi Upravami, predstavuje overeny
sposob izolacie a purifikacie rPrP. Plazmidy,
ktoré nesu sekvenciu pre priénovy pro-
tefn su klonované do bakteridlnych buniek
druhu Escherichia coli Rosetta (DE3). Autoin-
dukénym expresnym systémom je prionovy
protein exprimovany a nasledne purifiko-
vany z inkliznych teliesok, ktoré su rozpus-
tené v guanidin hydrochloride (GndHCl). Izo-

lacia proteinu prebieha pomocou afinitnej
chromatografie s vyuZitim Ni-NTA kolény za
denaturac¢nych podmienok GndHCI [27]. De-
naturovany protein je na koléne spatne zlo-
zeny do nativnej konforméacie cez klesajuci
linedrny gradient GndHCI. Na konci je rPrP
vymyvany imidazolom, centrdlny pik je za-
chyteny do skiimavky, dialyzovany a v alikvo-
toch zamrazeny.

Vyuzitie RT-QulC u ostatnych
neurodegenerativnych
ochoreniach

Neurodegenerativne ochorenia predsta-
vuju v suc¢asnosti coraz vacsiu zataz v starnu-
cej populacii rozvinutych zemf sveta. Medzi
najcastejsie sa vyskytujuce ochorenia pat-
ria Alzheimerova choroba, tauopatie fron-
totemporalna demencia a kortikobazélna
degenerécia (corticobasal degeneration;
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Obr. 3. Prion konvertujuca aktivita vo vzorkach CSF a koze rovnakého sCJD (MM1) pacienta odobratych post-mortem analyzovanych
pomocou RT-QulC metddy. Vzorky CSF boli analyzované neriedené a vzorky koze boli nariedené 10x.
CSF - cerebrospinélna tekutina; RT-QuIC — Real-Time Quaking-Induced Conversion; sCJD - sporadické Creutzfeldt-Jakobova choroba; ThT —

Thioflavin 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 10x.

CSF - cerebrospinal fluid; RT-QuIC - Real-Time Quaking-Induced Conversion; sCJD - sporadic Creutzfeldt-Jakob disease; ThT — Thioflavin T

CBD) a synukleopatie, kde patri Parkinso-
nova choroba (Parkinson disease; PD), de-
mencia s Lewyho telieskami (dementia with
Lewy bodies; DLB), progresivna supranuk-
ledrna paralyza (PSP) a multisystémova atro-
fia (MSA). Z patologického hladiska zdielaju
tieto ochorenia spolo¢ny znak a to hromade-
nie abnormalneho proteinu v CNS vo forme
amyloidu. Tieto depozity abnormalneho
protefnu su identifikované v mozgovom tka-
nive az post-mortem na zéklade molekular-
nych a neuropatologickych nélezov [36].
Synukleopatie predstavuju skupinu neu-
rodegenerativnych ochoreni, pri ktorych sa
v nervovom tkanive zhlukuju fibrildrne agre-
gaty a-synukleinu. Tieto depozity sa mozu
nachadzat v tele nervovych buniek ako
Lewyho telieska, dystrofické neurity alebo
ako gliové cytoplazmatické inkluzie [37]. Tau-
opatie sa odliSuju tym, Ze pocas progresie
choroby dochddza k hromadeniu tau prote-
inu v CNS. Detekcia tau proteinu je ovplyv-

nend hlavne jeho diverzitou. U fudi je rozliso-
vanych 6 izoforiem tau proteinu vznikajucich
alternativnym zostrihom mRNA, ktoré sa od-
liSuju poctom vazobnych miest. Tri izoformy
tau protefinu maju tri vdzobné miesta pre
mikrotubuly (3R) a dalsie tri izoformy maju az
Styri miesta (4R) [38].

V sucasnosti, dokazy ukazuju na fakt, ze
mechanizmus propagacie abnormalneho
pribnového proteinu v mozgu je podobny
s mechanizmom propagdcie abnormalnych
foriem proteinov u inych neurodegenerativ-
nych ochoreni. Tento mechanizmus pozo-
stdva z templatom riadeného nespravneho
zloZenia proteinu, oligomerizacie a akumula-
cie patogénneho proteinu (obr. 4) [39].

Tato mechanistickd podobnost s prié-
novymi ochoreniami umoznuje vyuZzi-
tie modifikovanej RT-QuIC metddy aj v dia-
gnostike ostatnych neurodegenerativnych
ochoreni, s dérazom na zlepsenie intra-vi-
tam diagnostiky na zaciatku klinickej fazy

ochorenia [40]. Skord diagnostika méze vy-
razne ovplyvnit efekt lieciv, tak isto ako kva-
litu Zivota pacienta pred nastupom klinic-
kych symptomov. Vysledky studif potvrdili
schopnost RT-QuIC v detekcii agregacnej
aktivity a-synukleinu a tau proteinu. Fair-
foul et al Uspesne detegovali pritomnost ab-
normélneho a-synukleinu vo vzorkach CSF
s 95 % senzitivitou a 100 % Specificitou pri
pacientoch s DLB a PD [41]. Garrido et al de-
tegovali agregaciu a-synukleinu pomocou
RT-QuIC metdédy vo vzorkdch CSF s dia-
gndzou PD s mutaciou na géne Leucine-rich
repeat kinase 2 (LRRK2) so 40 % Uspesnostou
a dokonca v 20 % vzoriek bezpriznakovych
nosicov tejto mutacie [42]. Okrem toho, viac
ako polovica vzoriek, ktord bola odobrata
klinicky diagnostikovanym pacientom s MSA
(9/11) a PD (10/18), vykazovala RT-QuIC pozi-
tivny vysledok [40]. Detekcia patogénneho
tau protefnu je ovplyvnena hlavne jeho va-
riabilnou Strukturou a biochemickou charak-
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Obr. 4. Templatom riadena zmena konformacie proteinu na patogénnu formu. Ne-
spravne zlozeny protein (¢erveny), zloZzeny prevazne z beta-skladanych listov, naviaza-
nim na nativny protein (¢ierny) indukuje jeho konverziu na patogénnu formu. Vznikaju
malé oligomérne formy, neskor protofibrily, z ktorych vznikaju amyloidové fibrily — agre-
gované formy patogénneho proteinu. Rozpadnutie fibril na mensie castice vedie k am-

plifikacii 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 protofibrils from which amyloid fibrils (aggregated forms of pathogenic protein)
originate. Breakage of fibrils into smaller particles leads to the amplification of conversion.

teristikou v priebehu ochorenia jednotlivych
tauopatif [43]. Saijo et al s vyuzitim modifiko-
vaného 3R tau fragmentu ako substratu uka-
zali, Ze RT-QuIC metdda dokdze detegovat
a rozlisit Pickovu chorobu od ostatnych tau-
opatii na zdklade hromadenia prevazne 3R
filamentov v nervovom tkanive. Taktiez do-
kazali detegovat konvertujicu aktivitu tau
proteinu pri Alzheimerovej chorobe, kedy
sa v nervovom tkanive hromadi v rovnakych
koncentraciach 3R a 4R tau protein [21,44].
V najnovsej studii bol modifikovany protokol
s vyuzitim 4R tau substratu. Tato forma tau
proteinu dokaze determinovat ochorenia,
pri ktorych sa hromadf 4R tau protein, kon-
krétne pri PSP alebo CBD [45].

Tieto vysledky dokazuju a podporujd hy-
potézu, Ze konvertujlca aktivita nielen pa-
togénneho pridonového proteinu, ale aj
agregacia a-synuklefinu a tau proteinu je de-
tekovatelna vo vzorkach odobratych za Zivota
pacientov. Navyse, vysokd Specificita a senzi-
tivita RT-QuIC metddy umozniuje diagnostiku
neurodegenerativnych ochorenf v skorych
stadidch choroby. Métoda je v sucastnosti
v CR dostupné iba na experimentalne vy-
uzitie a dalsie Studie su potrebné na potvr-
denie robustnosti RT-QuIC pre diagnostické
ucely.
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