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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
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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
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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 (107"° g) mnozstvi patologické-
ho prionového proteinu ve vzorku. Vysoka
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