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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 pfitomnost 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 zdjmu 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-

www.neurologiepropraxi.cz



