) HLAVNI TEMA

POKROK \/ INTRAVITALNI LABORATORNI DIAGNOSTICE PRIONOVYCH ONEMOCNENT: V'YSOCE CITLIVA A SPECIFICKA DETEKCE PRIOND V MOZKOMISNIM MOKU POMOCT RT-QUIC

Pokrok v intravitalni laboratorni diagnostice
prionovych onemocneéni: vysoce citliva
a specificka detekce prionlii v mozkomisnim

moku pomoci RT-QulC

y

doc. Ing. Karel Holada, Ph.D.', RNDr. Tibor Mosko, Ph.D.', Mgr. Sona Baranova',

prof. MUDr. Radoslav Matéj, Ph.D.2

'Ustav imunologie a mikrobiologie, 1. |ékafska fakulta, Univerzita Karlova Praha

?Jstav patologie a molekularni mediciny, 3. |ékafska fakulta a Fakultni Thomayerova nemocnice, Univerzita Karlova Praha

Diagnostika prionovych onemocnéni je obtiznd vzhledem k jejich heterogenité
a prekryvu klinickych pfiznak{ s jinymi neurodegenerativnimi chorobami. Doposud
dostupné diagnostické metody nemély dostatecnou citlivost a specificitu. V roce 2018
byla do diagnostickych kritérii (WHO) zafazena metoda RT-QuIC (Real Time Quacking
Induced Conformation assay), ktera vyuziva pro detekci prion( jejich schopnost agregovat
nativni rekombinantni prionovy protein. Agregace je sledovana v redlném ¢ase pomoci
fluorescencni sondy. Metoda je extrémné citliva a specificka. Nase vysledky potvrzuji,
ze umoznuje detekci prioni v mozkomisnim moku pacientt za jejich Zivota, kratce po
objeveni priznakll onemocnéni.

Kli¢ova slova: Creutzfeldtova-Jakobova nemoc, priony, diferencialni diagnostika,
neurodegenerativni onemocnéni, amyloid.

Progress in intravital laboratory diagnostics of prion diseases: highly
sensitive and specific detection of prions in cerebrospinal fluid using RT-QuiC

Diagnostics of prion diseases is difficult due to their heterogeneity and overlap of
clinical symptoms with other neurodegenerative disorders. Till now utilized diag-
nostics methods did not have sufficient sensitivity and specificity. In 2018 WHO
diagnostic criteria were updated by the inclusion of RT-QuIC assay (Real Time
Quacking Induced Conformation), which utilizes the ability of prions to aggregate
native recombinant prion protein for their detection. The aggregation is monitored
in real time using fluorescent probe. The assay is extremely sensitive and specific.
Our results confirms that it allows detection of prions in cerebrospinal fluid of
living patients shortly after the appearance of symptoms.

Key words: Creutzfeldt-Jakob disease, prions, differential diagnostics, neurodege-
nerative diseases, amyloid.

Laboratorni diagnostika
prionovych nemoci

Lidska prionovd onemocnéni mohou mit
sporadickou, genetickou a infekéni etiologii.
Nej¢astéjsim prionovym onemocnénim je

sporadicka Creutzfeldtova-Jakobova nemoc

(CJN, cca 85 % pripadul), ktera se dale déli
na 6 subtyp lisicich se rychlosti progrese
a neuropatologickym postizenim mozku.
Existuje vice nez 30 zndmych mutaci genu
pro prionovy protein spojenych s genetic-
kymi prionovymi nemocemi (cca 15 % pfi-
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padu), opét riznorodymi, co se piiznakd
tyka. Prionova onemocnéni Ize navic pre-
nést v ramci invazivnich lékafskych zakro-
ki (Watson, 2021) a mohou se pak projevit
u pacientl netypického stafi. Na prelomu
stoleti vzbudila velké obavy nova varianta
CJN zpUsobena konzumaci potravin kontami-
novanych priony bovinni spongiformni ence-
falopatie, kterd postihovala predevsim mladé
amélaopét odlisné pfiznaky (Watson, 2021).
Diagnostika prionovych nemoci je tak diky
relativni vzacnosti a vysoké heterogenité je-
jich klinického obrazu obtizna a zejména na
pocatku klinickych ptiznakd mize dochazet
k zdméné s jinymi neurodegenerativnimi
onemocnénimi. Proto se pro zpfesnéni kli-
nické diagnoézy CJN vyuzivaji pomocna vy-
Setfeni, ktera zahrnuji ndlez vysokych hladin
proteinu 14-3-3 a nové i tau v mozkomisnim
moku, typicky elektroencefalograficky za-
znam periodickych trifazickych vin a zvyseni
intenzity signalu nékterych oblasti mozku
pfi magnetické rezonanci (Jankovska, 2021).
Zvysené hladiny 14-3-3 a tau lze v3ak nalézt
i u jinych stavl spojenych s rychlym rozpa-
dem neuront. Typicky elektroencefalogram
byva pfitomen jen u c¢asti pacientll a navic
az v pozdni fazi onemocnéni. Hodnoceni
obrazu magnetické rezonance vyzaduje
zku$enost a ndlez zvysené intenzity signa-
lu nebyva u vsech pacientt vyjadien stejné.
Z4dn3 z téchto metod tak neni dostate¢né
citlivé a specifickd, aby umoznila definitivni
potvrzeni diagn6zy prionového onemocné-
ni za Zivota pacienta, a ta je potvrzena az
pitevnim neuropatologickym vysetienim

mozkové tkané.

Detekce prion konvertujici
aktivity v pacientskych vzorcich
Desitky let trvajici vyzkum vénovany hle-
dani vice specifického biomarkeru priono-
vych onemocnéni velky pokrok nepftinesl
a metody zaméfené na pfimou detekci pa-
tologického prionového proteinu (PrPs ¢i
PrP™t) v pacientskych vzorcich selhavaly
kvali jeho nizkym hladindm a neschopnosti
téchto metod ho odlisit od vysokych hladin
univerzalné ptitomného normalniho bunéc-
ného prionového proteinu (PrP¢). Zasadniho
pokroku v diagnostice bylo dosazeno az
po objasnéni mechanismu replikace priona
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Obr. 1. Mechanismus propagace prionti

SPECIFICKA DETEKCE PRIONU V MOZK(
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KOMISNIM MOKU POMOCI RT-QUIC

Prionovd infekcni Cdstice tvorend oligomerem patologického prionového proteinu PrP* se navdze na normdl-
ni bunécny prionovy protein PrP< (A). Fyzickym kontaktem dochdzi ke zméné alfa helikdlni konformace PrP“ na
patologickou, bohatou na struktury beta sklddaného listu (B). Opakovdni procesu vede k rdstu agregdtu PrP* za
vzniku amyloidové fibrily (C). Rozstépent fibrily uvolriuje dalsi prionové infekcni cdstice schopné ménit konforma-
ci PrP“ (D). Hromadéni patologického PrP* v mozkové tkdni ndsledné spousti rychle postupujici neurodegenera-

tivni zmény.

a zopakovani tohoto procesu v laborator-
nich podminkach (Soto, 2011). Priony jsou
infek¢ni proteinové castice, které na rozdil
od virll a bakterii postradaji specifickou
nukleovou kyselinu (DNA ¢i RNA). Priony
jsou pfitomné ve tkanich pacientl nezavisle
na tom, zda ma prionové onemocnéni spo-
radickou, genetickou ¢i infekéni etiologii.
Informace potifebna pro mnozeni prion(
je nesena tvarem molekuly patologického
prionového proteinu tvoficiho infekéni ¢as-
tici. Prionovou infekéni ¢astici si mizeme
pfedstavit jako organizovany agregat (oli-
gomer) molekul patologického prionového
proteinu, ktery se od buné¢ného prionové-
ho proteinu lisi sekundarni strukturou obsa-
hujici vysoky podil struktur beta sklddaného
listu. Tento oligomer PrP> ma schopnost pfi
kontaktu s PrP¢ ménit jeho nativni alfa he-
likalni strukturu na patologickou a pfipojit
takto pozménénou molekulu ke stavajicimu
agregatu. Dochézi tak k postupnému rlstu
agregatl PrP% za vzniku amyloidovych fibril.
Rozlomeni amyloidovych fibril pak umozni
vznik novych infek¢nich castic (Obr. 1).
Zésadni pokrok v diagnostice pfinesly az
metody zamérené na detekci schopnosti
priond ménit konformaci a agregovat nor-
malni prionovy protein. K prilomu doslo
na konci minulého stoleti, kdy se skupi-
né Claudia Sota pomoci techniky zvané
,Protein Misfolding Cyclic Amplification”
(PMCA) podafilo mnohonasobné zvysit
mnozstvi infek¢niho PrP*c ve studovaném

vzorku (Soto, 2011). Metoda byla zaloZzena na

/ Neurol. |

inokulaci normalniho mozkového homoge-
natu malym mnozstvim vzorku obsahujicim
priony a naslednym st¥idanim fazi inkubace
a sonikace. Inkubace vedla k rlistu agregatu
PrP>c a sonikace k jejich rozstépeni a tvorbé
novych infekcnich ¢astic. Proces se cyklicky
opakoval az nékolik tydnl. Vznikajici PrPse
byl infek¢ni a jeho pfitomnost se detekovala
pomoci western blotu po ukonceni amplifi-
kace. Metoda PMCA byla sice velmi citliv4,
ale diky pouziti sonikace obtizné standar-
dizovatelna a pro pouziti v diagnostice po-
mald. Zménu této situace pfinesl ,Real-Time
Quaking-Induced Conversion assay” (RT-
-QulC) vyvinuty skupinou Byrona Caughey
(Orru, 2015). Metoda RT-QuIC vyuzivé jako
substrat pro detekci prion konvertujici ak-
tivity v pacientskych vzorcich v bakteriich
pfipraveny nativni prionovy protein. Opét
dochazi ke sttidani fazi inkubace a fragmen-
tace. V pribéhu inkubace rekombinantni
prionovy protein po kontaktu s PrPsca zmé-
né struktury agreguje a tvorba agregatud
je sledovana pomoci fluorescen¢ni sondy
Thioflavinu T. Vznikajici fibrily jsou nasled-
né fragmentovany intenzivnim tfrepanim
a jejich fragmenty iniciuji zménu konformace
a agregaci daldiho nativniho substratu (Obr. 2).
Dochazi tak k velké amplifikaci fluorescenc¢ni-
ho signalu, ktery je sledovan v redlném case,
podobné jako u kvantitativni polymerazové
fetézové reakce (QPCR). Metoda RT-QuIC je
extrémné citliva, schopna detekovat fem-
togramova (10"° g) mnozstvi patologické-
ho prionového proteinu ve vzorku. Vysoka
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Obr. 2. Princip vysetfeni mozkomisniho moku pomoci RT-QuIC na pfitomnost priont
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Malé mnoZstvivzorku moku pacienta ziskaného lumbdini

punkci se pridd k reak¢ni smési obsahujici rekombi-

nantni prionovy protein (PrP) a fluorescencni indikdtor Thioflavin T. Desticka s napipetovanymi vzorky se inkubuje
ve fluorescencnim spektrofotometru za pravidelného striddni inkubacni fdze a fdze intenzivniho trepdni. Ve vzor-
ku pritomny patologicky prionovy protein (PrP*) méni konformaci rekombinantniho PrP a vznikajici agregdty PrP
vdzi Thioflavin T, ktery po navdzdni produkuje fluorescenci. Trepdni rozlamuje vznikajici agregdty za vzniku no-
vych agregacnich center a dochdzi tak k amplifikaci signdlu.

Obr. 3. Zdznam RT-QuIC vysetfeni mozkomisniho moku pacientt na piitomnost prion konvertujici aktivity
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Negativni vysledek (A), pozitivni vysledek (B). Vzorky jsou vysetrovdny v kvadruplikdtu (sloupce). 1 — pozitivni kon-

trola (mozkovy homogendt pacienta se sporadickou CJN,

typ MM1), 2 — negativni kontrola (pufr), 3 — mok paci-

enta (10x fedény), 4 — mok pacienta (nefedény), 5 — negativni kontrola (pufr). Reakce probihala po dobu 60 hodin
za teploty 55 °C, striddni 60 s inkubace v klidu s 60 s intenzivniho trepdni (700 RPM). Pacient B) je pozitivni ve 3 ze 4
Jjamek u 10x redéného likvoru a ve 4 ze 4 jamek u likvoru nefedéného.

specificita RT-QuIC je zajisténa nutnosti
vysoké podobnosti aminokyselinové sek-
vence rekombinantniho substratu s priony
pfitomnymi ve tkanich pacientl. Agregaty
jinych amyloid tvoficich protein( (tau, alfa sy-
nuklein atd.) zménu tvaru rekombinantniho
prionového proteinu neindukuji. Tyto vlast-
nosti umoznuji detekci prioni v mozkomis-
nim moku a dalsich tkanich pacient( za jejich
zivota, kratce po objeveni pfiznak onemoc-
néni.V pfipadé vyuziti mozkomisniho moku
¢i stéru Cichové sliznice se dosahuje Casto
vice nez 95% senzitivity a téméf 100% spe-
cificity. Vznikajici agregovany rekombinantni
protein navic neni infek¢ni a tak se snizuje
i riziko profesionalni nakazy pracovnik( v la-
boratofi. Vyjimecné vlastnosti RT-QuIC vedly
k jeho neddavnému zafazeni do novych WHO
diagnostickych kritérii pro sporadickou CJN
(Jankovska, 2021). K diagnéze pravdépodobné
CJN tak nové staci pfitomnost neuropsychi-
atrického onemocnéni a pozitivni RT-QuIC.

Dostupnost prionového
RT-QuIC v Ceské republice
Vysetteni RT-QuIC neni v soucasné dobé
dostupné komercné, ale pouze v ramci probi-
hajici vyzkumné studie na naSem pracovisti.

Nase laboratof ve spolupraci s Narodni refe-
rencni laboratofi lidskych prionovych one-
mocnéni a skupinou Jitiho Safaie (Western
Case Reserve University, Cleveland, Ohio)
zavedla do praxe druhou generaci prionové-
ho RT-QuIC testu. Pomoci archivnich vzorkd
mozkomisniho moku a mozkové tkané jsme
ovérili schopnost zavedené metody detekovat
vSechny typy prionovych onemocnéni, které
se vyskytuji v Ceské republice (Mosko, 2021).
V pilotni studii jsme navic zjistili, ze priony
Ize detekovat i v kizi vétSiny zemrelych CJN
pacientl (Baranova, 2023). Aktualné probiha
oteviena prospektivni studie, ve které ve spo-
lupréci s klinickymi neurologickymi pracovisti
ovéfujeme diagnostickou spolehlivost meto-
na prionové onemocnéni. Studie je oteviena
pro viechny neurologické kliniky. V pfipadé
podezieni na prionové onemocnéni je stan-
dardné indikovana diagnosticka lumbalni
punkce pro stanoveni pfitomnosti proteinu
14-3-3 eventualné dalsich markerd, jako je
tau protein. Pfi z4jmu o provedeni RT-QuIC
vysetieni na priony je mozné po ziskani in-
formovaného souhlasu zaslat maly alikvot
(0,5-1 ml) odebraného likvoru na nase pra-
covisté. Podrobnosti k transportu Ize ziskat
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mailem od autora tohoto ¢lanku. Pfipadné Ize
kontaktovat pracovniky NRL, ktefi z alikvotu
mozkomi3niho moku uré¢eného pro analy-
zu proteinu 14-3-3 zajisti dopravu vzorku do
prionové laboratofre. Likvor nesmi mit piimeés
krve, proto neni vhodné pouzit jeho prvni
podil, coz je ale stejné pravidlo, které plati
pro vysetfovani pfitomnosti proteinu 14-3-3.
Mozkomisni mok se do transportu uchova-
va v lednici a transport probiha za chladu.
V pfipadé nutnosti je mozné mok zmrazit
a uchovavat zmrazeny. Vzorky se vysetfuji
v kvadruplikatu, a to jak nefedéné, tak 10x
fedéné, aby se eliminoval vliv pfipadnych
inhibitord RT-QuIC reakce. Za pozitivni se
povazuje vzorek, ktery da pozitivni reakci mi-
nimalné ve 2 jamkach ze 4. Z doposud vyset-
fenych 52 vzorkd mozkomisniho moku bylo
16 RT-QuIC pozitivnich. Z téchto 16 pacient(
jiz bylo 10 neuropatologicky verifikovano a ve
viech pfipadech byla pfitomnost prionového
onemocnéni neuropatologicky potvrzena.
Priklady zdznamu pozitivniho a negativni-
ho RT-QuIC testu jsou na obrazku 3. Bohuzel
vétSina RT-QuIC negativnich piipadl nebyla
nasledné nekropticky verifikovana, tudiz v na-
i prospektivné vysetfrené kohorté nejsme
schopni urcit pfesnou senzitivitu a specificitu
s ohledem na potencidlni falesné negativni
pfipady. Urcité by bylo vhodné viechny pfi-
pady vysetfené RT-QulC néasledné neuropa-
tologicky analyzovat. Vysledky prospektivni
studie by mély poslouzit jako podklad pro
jednani se zdravotnimi pojistovnami a minis-
terstvem pro ziskani uhrady vysetieni.

RT-QuIC - budoucnost
laboratorni diagnostiky
neurodegenerativnich
proteinopatii?

Metoda RT-QuIC predstavuje nadéji pro
vyrazné zrychleni pravdépodobné diagnézy
prionového onemocnéni, a tim otevird moz-
nost pro budouci aplikaci v sou¢asnosti vy-
vijenych terapeutickych postuptd. Nicméné
jiz nyni mdze vc¢asna diagndza prionového
onemocnéni omezit pocet nadbytecnych
vySetieni a umoznit rychlé nasazeni paliativni
péce. To ve svém dlsledku zvysuje kvalitu zi-
vota pacientai jeho blizkych a vede k Uspore
nakladd na zdravotni péci. Sledovéni pfitom-
nosti prion konvertujici aktivity u bezpfizna-
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kovych pacientd s mutaci prionového genu
by mohlo v budoucnu poslouzit jako marker
progrese onemocnéni a indikovat nasazeni
terapie. Naopak u pacientl zafazenych do
experimentélnich terapeutickych studii by
sledovani prion konvertujici aktivity v mozko-
misnim moku mohlo pfinést informaci o Gcin-
nosti pouzité intervence. Budoucnost metody
RT-QuIC v3ak netkvi jen v diagnostice prio-
novych onemocnéni. Pfesvédcivé mnozstvi
studii publikovanych v renomovanych ¢aso-
pisech prokazalo, ze mechanismus templatem
indukované zmény konformace je spolecny
vsem neurodegenerativnim proteinopatiim,
vcetné Alzheimerovy choroby a Parkinsonovy
nemoci (Nascar, 2023). Mechanisticka podob-
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teinopatii a velmi ¢astd pfitomnost komor-
bidit vSak ztézuji interpretaci dosazenych
vysledkd a dalsi standardizaci zavadénych
metod. Nicméné se da predpokladat, Ze po-
dobné jako u prionovych onemocnéni dojde
v prdbéhu nékolika let k zavedeni robustnich
klinicky vyuzitelnych RT-QuIC testl pro de-
tekci patologickych forem proteind, které
umozni jejich citlivou a spolehlivou detekci
u zijicich pacient(, a to jiz na pocatku jejich
potizi. Detekce konformace ménici aktivity
pfitomné v pacientskych vzorcich pomoci
RT-QuIC by se tak méla stat dalezitym do-
pliikem zavadénych zobrazovacich metod
schopnych vizualizace amyloidovych depozit
v mozku pacientd.
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7. Soto C. Prion hypothesis: the end of the controver-
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tibs.2010.11.001. Epub 2010 Dec 3. PMID: 21130657; PM-
CID: PMC3056934.

8. Watson N, Brandel JP, Green A, et al. The importance of
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disease. Nat Rev Neurol. 2021,17(6):362-379. doi: 10.1038/
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