Abstrakt

Prionopatie, taktiez nazyvané transmisivne spongiformné encefalopatie (TSE), a
synukleinopatie predstavuju skupinu neurodegenerativnych ochoreni, ktoré su asociované s
akumulaciou nespravne zlozenych proteinov (priéon a a-synuklein) prevazne v centralnom
nervovom systéme. Kvoli absencii spolahlivého biomarkera je v€asna a definitivha diagnostika
pocas zivota pacienta nedostupna. Zlatym Standardom preto zostava priama post-mortem
detekcia patologicky zloZzenych proteinov v mozgovom tkanive pomocou western blotu
aimunohistochémie. AvSak v poslednych rokoch sa pre ultra-senzitivnu ante-mortem
diagnostiku zaviedli metddy so spolo¢nym nazvom "seeding amplification assays (SSAs)" akou je
aj Real-Time Quacking-Induced Conversion (RT-QulC). SAAs vyuzivaju schopnost patologicky
zloZzenych proteinov, ktoré su pritomné v pacientskej vzorke, zmenit konformaciu a iniciovat
agregaciu monomérneho rekombinantného proteinu v substrate vdaka "prion-like" mechanizmu.

V prezentovanej dizertaCnej praci sme analyzovali prién konvertujucu aktivitu v post-
mortem TSE (n=38) anon-TSE (n=30) vzorkdch cerebrospindlneho moku (CSF)
a koreSpondujucich vzoriek kozi pomocou druhej generacie RT-QulC metddy (55°C, 700 rpm,
cykly 1 min dvoj orbitalneho trepania a 1 min inkubacia) s vyuZzitim rekombinantného skrateného
priénového proteinu Skre¢ka zlatého (rHAPrP90-231) ako substratu. Vo vzorkach CSF, sme boli
schopni dosiahnut 100 % senzitivitu a Specificitu az po nariedeni vzoriek, ktoré odstrani efekt
inhibitorov pritomnych vo vzorke. Vo vzorkdch koZze sme dosiahli 89,5 % senzitivitu a 100%
Specificitu. Prekvapivo, analyza vzoriek ukazala vySSiu priemernu pridn konvertujucu aktivitu vo
vzorkach kozi nez v CSF. Na blizSie preskimanie diagnostického potencialu koze, sme analyzovali
vzorky koZe (z apexu hlavy a uSného laloku) z mysi, ktoré boli intracerebralne alebo subkutanne
inokulované priénovym kmefiom RML. Subkutanne inokulované mysSi vykazovali RT-QuIC
pozitivny signal v kozi z apexu a usného laloku 12 a 40 dni pred nastupom klinickych priznakov.
AvSak mysSi, ktoré boli inokulované intracerebralne vykazovali pozitivhu prién konvertujicu
aktivitu v koZi az po nastupe symptomov. NavySe sme otestovali prion konvertujucu aktivitu
u dvoch surodencov s genetickou Creutzfeldt-Jakobovou chorobou (CJD)s novou mutaciou
piatich oktapeptidovych repetitivnych inzercii (5-OPRI, R1-R2-R2-R3-R4-R2-R2-R3-R3-R4)
v PRNP géne. U obidvoch pacientov bola doba ochorenia dlhSia ako 10 rokov. V prvom pripade
sme detegovali prién konvertujucu aktivitu v kazdej testovanej vzorke (frontalny lalok, mozocek,
CSF a koza). Naopak, v druhom pripade sme nedetegovali ziadnu RT-QuIC pozitivitu ¢o naznacuje
mozZnu pritomnost iného priénového kmena. Uspesne sme zaviedli protokol na RT-QuIC analyzu
parafinovych vzoriek mozgu fixovanych vo formaline od pacientov s TSE a demonStrovali
schopnost metddy detegovat pridny v kohorte pacientov s TSE (n=30) a kontrolnych non-TSE
(n=30) pacientov.

Okrem toho sme zaviedli RT-QulC metdédu adaptovanu na synukleinopatie (42°C, 400 rpm,
cykly 1 min dvoj orbitalneho trepania a 1 min inkubacie). Validovali sme a-syn konvertujlicu
aktivitu u15 post-mortem vzoriek mozgovych homogenatov a CSF s definitivnou diagnézou
Demencie s Lewyho telieskami (DLB, n=6), Alzheimerovej choroby s amygdala Lewyho telieskami
(ALB, n=3) a Creutzfeldt-Jakobovej choroby s DLB (CJD/DLB, n=6) komorbiditou so 100 %
senzitivitou a 92,9 % Specificitou. Taktiez sme reportovali detekciu vySSej a-syn konvertujucej
aktivity u par non-TSE kontrolnych vzoriek. AvSak pri dvoch vzorkach bola potvrdena sekundarna
synukleinopatia po neuropatologickej reanalyze na podnet nasich RT-QuIC vysledkov.
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