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Abstrakt

Transmisivni spongiformni encefalopatie neboli prionové choroby jsou smrtelnd
neurodegenerativni onemocnéni postihujici savee. U postizenych jedinct se v CNS hromadi
loziska patologického prionového proteinu (PrP™SE), kterd jsou pfic¢inou smrti. Priony
vykazuji afinitu k riznym povrchiim a odolnost ke konven¢nim steriliza¢nim proceduram.
To zvySuje riziko nosokomidlniho pfenosu prostifednictvim chirurgickych nastroju
pouzitych pfi Iékafskych zakrocich na jedincich v subklinickém stadiu prionového
onemocnéni. V disertacni praci posuzujeme pouzitelnost metody fotodynamické inaktivace
(PDI) pro dekontaminace priont. PDI byla iniciovana derivaty ftalocyaninu (Pc):
AIPcOH(SO3)2, SiPc(OH)2(S0O3)1-3 nebo ZnPc(SO3)1-3 pro dekontaminace prioni. Svétlem
aktivované Pc generuji reaktivni formy kysliku, zejména singletni kyslik (O2('Ay)), ktery
jsme detekovali pomoci jodidové metody, inhibi¢niho testu s NaN3 a oxidacni degradaci
kyseliny mocové. PDI v suspenzi infekéniho mozkového homogenatu vedla k eliminaci

signalu PrPres (fragment PrPTSE

rezistentni proteindze K) pod detek¢ni limit western blotu
pfi nanomolarni koncentraci AIPcOH(SOs).. Uplna eliminace signalu PrPres byla
doprovazena 20% redukci koncentrace proteini mozkového homogenatu, nedochézelo
k fragmentaci ani agregaci proteind.

PDI indukovana derivaty Pc eliminovala PrPres signal prionovych kmentit ME7, 22L,
mFu, RML, mBSE, mvCJD, 139A s rozdilnou Uc¢innosti. Nejvyssi ucinnosti PDI bylo
dosazeno pii pouziti AIPcCOH(SO3)2 nasledovany ZnPc(SOs3)i-3. SiPc(OH)2(SO3)i-3 byl
v indukci fotodynamické eliminace i€¢inny nejméng.

Pokles infektivity RML prioni pomoci PDI byl evaluovan na my$im modelu, ktery
je extrémné citlivy k prionové infekci. U mySi inokulovanych PDI RML priony doslo
k signifikantnimu prodlouzeni délky Zivota, ktera odpovidala redukci prionové infektivity
0 4 tady. Uginnost PDI na RML priony sorbované k plastovému povrchu byla sledovéna
pomoci CADS5 buné&éné linie, kterd je citlivd k prionovym onemocnénim. Infektivita
sorbovanych RML priont byla po PDI snizeni o 3 fady. Véfime, Ze tato metoda mize byt
ucinnym nastrojem k dekontaminaci priond, pokud by byla zavedena do steriliza¢niho

protokolu v nemocnic¢nich zatizenich.

Kli¢ova slova:

prion, ftalocyanin, singletni kyslik, fotodynamické inaktivace, dekontaminace



Abstract

Transmissive spongiform encephalopathies, also called prion disorders, are fatal
neurodegenerative diseases affecting mammals. In patients, the pathological prion protein
(PrP™SE) accumulates in CNS and causes death. Prions possess high binding affinity
to surfaces. Moreover, they are highly resistant to conventional sterilization procedures
which rise the risk of nosocomial transmission from patients in subclinical stage of prion
disease through medical tools. In the thesis, we evaluate the efficiency of photodynamic
inactivation (PDI) for prion decontamination. The PDI is induced by photoactivation
of phthalocyanine (Pc) derivates AIPcOH(SOs3), SiPc(OH)2(SO3)13 or ZnPc(SO3)i-3.
Pc exposed to light generate reactive oxygen species, mainly singlet oxygen (O2('Ay)).
Production of O2('Ag) in aqueous solution was confirmed by iodide method, quenching
by NaNj3 and oxidative degradation of uric acid. The photoactivation of Pc in infectious brain
homogenate led to elimination of PrPres signal (= proteinase K-resistant PrP™E fragment)
below the detection limit of western blot by using nanomolar AIPcOH(SO3), concentration.
The complete elimination of PrPres signal was accompanied with total protein concentration
decrease by a maximum of 20% in brain homogenate No signs of protein fragmentation or
aggregation were observed.

The PDI induced by Pc derivatives eliminated PrPres of prion strains ME7, 22L,
mBSE, 139A, mvCJD, RML and mFu with various efficiency. The PDI was most efficient
when induced by AIPcOH(SOs;), followed by ZnPc(SOs3)i3. SiPc(OH)2(SOs3)1-3 was
the least effective for induction of PDI.

Reduction of RML prion infectivity induced by PDI was evaluated on mouse model
which is extremely sensitive to prion infection. The mouse bioassay revealed that the PDI
in presence of AIPcOH(SOs3), reduced the infectivity of RML prions by four orders
of magnitude. Efficiency of PDI on RML prions bound to plastic surface was monitored
by CADS cell line susceptible to prion infection. The PDI decreased infectivity of bound
RML prion by three orders of magnitude. To summarize, the PDI successfully reduce prion
infectivity in suspension and bound to surface. We believe the method can be a powerful
tool for prion decontamination if introduced as a part of conventional sterilization procedure

in medical facilities.
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Seznam zKkratek a vzorcu

139A
22L
AIPcOH(SO3),
AB

BCA
BCIP/NBT
CADS5

CCK-8
CNS
Cy3
CWD
DALS
DAPI
DMA
DMSO
DPIBF
EDTA
F(ab’),
fCJD
FSC
HOO*
I3
iCJD
IgG

k

KI
KM
mBSE

ME7

prionovy kmen — izolat z ovce, pasaz pres kozu a mys

prionovy kmen — izolat z ovce, pasaz pies ovci a nasledné mys

disulfonovany hydroxyhlinity ftalocyanin

amyloid 8

bicinchoninova kyselina (bicinchoninic acid)

5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate/nitro blue tetrazolium

bunécna linie derivovana z Cath. a-differentiated neuronélnich
nadorovych bunék mozku

kit pro hodnoceni poctu zivych bunék (Cell Counting Kit-8)

centrdlni nervova soustava

fluorofor s Aex~550 nm a Kem~570

chronické stradani jelenovité zvéte

diodovy zdroj svétla (diode array light source)

4' 6-diamidin-2-fenylindol

9,10-dimethylantracen

dimethyl sulfoxid

1,3-difenylisobenzofuran

kyselina ethylendiamintetraoctova

IgG protilatka bez Fc ¢asti

familiarni/genetické Creutzfeldt-Jakobova choroba

rozptyl svétla s vinovou délkou ~488 nm (forward scatter)

hydroperoxylovy radikal

trijodid

iatrogeni/ziskana Creutzfeldt-Jakobova choroba

imunoglobulin G

rychlostni konstanta reakce (reakce 1. fadu: s™'; 2. fadu: M! s1)

jodid draselny

sodna stl kyseliny mocové

prionovy kmen — izolat z kravy postiZené bovinni spongiformni
encefalopatii (bovine spongiform encephalopathy) pasaZovany
v myS$i

prionovy kmen — izolat z ovce, pasaZ na my$
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mFu

mvCJD

M*Pc(SO3)n

NaN3
Oa( ! Ag)
02('Zy)
0% )
Oz~
PBS

Pc

PDI

PI

PK
PMSF
PRNP
PrP
PrP©
PrPres

PrPTSE
RML
ROS
rPrP
RT-QuIC

sCJD

SD

SDS
SDS-PAGE

prionovy kmen — izolat z pacienta s Gerstmann-Stréussler-Scheinker

syndromem pasézovany v mysi
prionovy kmen — izolat z pacienta trpiciho variantni Creutzfeldt

Jakobovou chorobou pasazovany v mysi

univerzalni vzorec sulfonovaného ftalocyaninu, n — pocet sulfonovych

skupin, M — kov, x — oxidacni ¢islo kovu

azid sodny

singletni kyslik (94,1 kJ mol™)

singletni kyslik (156,9 kJ mol™)

tripletni stav kysliku

superoxidovy radikal

solny roztok pufrovany fosfatem (phosphate-buffered saline)

ftalocyanin (phthalocyanine)

fotodynamicka inaktivace (photodynamic inactivation)

propidium jodid (propidium iodide)

proteinaza K

phenylmethylsulfonyl fluoride

gen pro prionovy protein

prionovy protein obecné

bunéény prionovy protein

fragment patologického prionového proteinu rezistentni
k proteinaze K

patologicky prionovy protein

prionovy kmen — izolat z ovce, pasaz ptres kozu a mys

reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species)

rekombinantni prionovy protein

metoda detekce aktivity prionti konverujicich rPrP do fibril (Real-
Time Quaking-Induced Converion)

celkovy spin elektronii molekuly

sporadicka Creutzfeldt-Jakobova choroba

standardni odchylka (standard deviation)

dodecylsiran sodny (sodium dodecyl sufate)

elektroforéza na polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti SDS (sodium



SiPc(OH)2(S03)13

SSC
Sx

TBS
TBST
TBSTM
ThT
TLS
Tris

Tx

vCID

Kem

Kex
ZnPcOH(SO3)1-3

dodecyl sulfate—polyacrylamide gel electrophoresis)

mono-, di- nebo tri-sulfonovany dihydroxykiemicity ftalocyanin

bocni rozptyl svétla o vinové délce ~488 nm (side scatter)

singletni stav molekuly, x znaci excitované stavy (0 — zakladni stav,
1 — 1. excitovany stav, ...)

solny roztok pufrovany pomoci Tris (Tris-buffered saline)

TBS kondiciovany 0.05% (v/v) Tween-20

5% (w/v) Blotting-Grade Blocker rozpustény v TBST

thioflavin T

trubkovy zdroj svétla (tube light source)

tris(hydroxymethyl)aminomethan

tripletni stav molekuly x znaci excitované stavy (0 — zakladni stav,
1 — 1. excitovany stav, ...)

variantni Creutzfeldt-Jakobova choroba

vlnova délka emise

excitacni vinova délka

mono-, di- nebo tri-sulfonovany zinecnaty ftalocyanin
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1 Uvod
1.1  Priony

1.1.1 Prionovy protein

Prionovy protein je kodovan jednou kopii PRNP genu, ktery je lokalizovan na kratkém
raménku lidského chromozomu 20 (20p13). Gen PRNP sestava ze dvou exonil. Prvni exon
slouzi jako misto iniciace transkripce a v druhém exonu je kddovan cely Cteci ramec
aminokyselinové sekvence buné&éného prionového proteinu (PrP¢) (Imran a Mahmood
2011). Cerstvé translatovany prionovy protein je tvofen 253 aminokyselinami. N-terminalni
signalni sekvence tvofena 22 aminokyselinami je v endoplazmatickém retikulu odstépena a
C-terminalni signalni sekvence (23 aminokyselin) je nahrazena glykofosfatidylinositolovou
kotvou diky niz je PrP¢ sméfovan na vné&j§i membranu buiiky. Zraly bunéény prionovy
protein je tvoien 208 aminokyselinami, které odpovidaji kodontim 23-231 (23-230 pro mysi
PrP). PrP¢ je post-translaéné modifikovan pfipojenim az 2 oligosacharidovych fetézcl
k Argl81 a/nebo Argl97 (u mysiho PrP: Agr180 a Argl96) N-glykosidickou vazbou
(Kupfer, et al. 2009). Pritomnost oligosacharidu na molekule snizuje jeji elektroforetickou
mobilitu, coz na membran¢ western blotu vede k detekci tfi signali odpovidajicich
neglykosylované, mono- a di-glykosylované formé& PrP® (Parchi, et al. 2009) (Obr. le,
Obr. 14a).

PrP¢ miize podléhat zméné sekundarni a tercidlni struktury za vzniku patologické
formy prionového proteinu (PrP™F) p¥i zachovéni identické aminokyselinové sekvence. 3D
struktura PrP¢ byla precizné uréena rentgenovou strukturni analyzou a nuklearni
magnetickou rezonanci, zatimco piesna struktura PrP™SE nebyla doposud zcela objasnéna.
(Surewicz a Apostol 2011). PrP¢ obsahuje vysoky podil a-helixti, molekula PrPTSE naopak
disponuje vy$§im podilem struktury B-skladaného listu. Tato struktura u PrP™F formuje
velmi stabilni a kompaktni jaddro zahrnujici stted a C-terminalni ¢ast proteinu (Kupfer, et al.

PTSE

2009). Naproti tomu N-termindlni ¢ast Pr je flexibilni a pfistupnd pro Sté€peni

PTSE

proteinazou K (PK). Kompaktni jadro Pr je rezistentni k ptisobeni PK a umoziuje tak

diskriminaci mezi PrP™E a PrPC. Molekula PrPC je zcela rozitépena a z PrP™>E

zistava
rezistentni fragment PrPres (z angl. proteinase K-resistant PrP) (Brown a Mastrianni 2010)
(Obr. 14a).

PrPC je primdrné exprimovan na nervovych buiikach centralni nervové soustavy

(CNS), ale v mens$im mnozstvi se nachazi u vétSiny typt bun¢k (Bendheim, et al. 1992).
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Otazka jednoznaéné fyziologické funkce PrPC nebyla doposud uspokojivé zodpovézena,
usuzuje se v§ak na moznou roli pfi diferenciaci a proliferaci bun¢k (Fremuntova, et al. 2020),
bunécné signalizaci, ochran¢ proti apoptdze (Watts, et al. 2018) nebo pii metabolismu médi
diky specifické sekvenci péti oktapeptidovych repetic aminokyselin v N-terminalni casti,

ktera je schopna vazat dvojmocné kovy (Haigh a Brown 2006).

1.1.2 Prionova onemocnéni

Transmisivni spongiformni encefalopatie (TSE) neboli prionové choroby jsou
smrtelna neurodegenerativni onemocnéni, ktera postihuji savce vcetné ¢lovéka. Patogeneze
zminénych onemocnéni spo¢iva v autokatalytické konverzi PrP¢ na PrP™E. Tato konverze
vétsinou vyzaduje pfimy kontakt molekul PrP¢ a templatniho PrPTSE (Kupfer, et al. 2009).

PTSE se ukladaji v lymforetikularni a mozkové tkani. V CNS se agregaty ukladaji

Agregaty Pr
ve formé amyloidnich plaki, které zplisobuji spongiformni zmény mozkové tkané. To vede
k zdvaznym neurodegenerativnim zméndm, které jsou pii¢inou smrti (Caughey a Baron
2006).

K prionovym onemocnénim, kterd postihuji lidskou populaci, patii Creutzfeldt-
Jakobova nemoc, Gerstmann-Straussler-Scheinkeriv syndrom, fatalni familiarni insomnie a
kuru. Mezi prionova onemocnéni postihujici zvifata patii bovinni spongiformni
encefalopatie (BSE) neboli ,,nemoc Silenych krav‘ u dobytka, klusavka neboli ,,scrapie u
ovci, chronické stradani jelenovité zvéfe (CWD) a raritni pfipady jako spongiformni
encefalopatie kockovitych (Imran a Mahmood 2011) a velbloudt (Babelhadj, et al. 2018).

Prionova onemocnéni mohou byt vyvolana sporadicky, geneticky nebo mohou byt
ziskana. Sporadickd forma vznikd samovolnou konverzi PrP¢ bez zjevné piitomnosti
templatniho PrP™E, piikladem je sporadickd Creutzfeldt-Jakobova nemoc (sCID).
Geneticky podminéné onemocnéni je vyvolano pfitomnosti autosomalné dominantni mutace
v genu PRNP. V diisledku této mutace je exprimovana aminokyselinova sekvence PrP¢
s vy88i pravdépodobnosti konverze na patogenni formu. Piikladem genetické formy
onemocnéni je familiarni Creutzfeldt-Jakobova nemoc (fCJD), u niZ je glutamat na pozici
200 substituovan lysinem (Imran a Mahmood 2011). Ziskan4 forma onemocnéni je vyvolana
vnesenim infekéniho agens do organismu napiiklad konzumaci kontaminovaného masa,
které stalo za Sifenim variantni Creutzfeldt-Jakobovi nemoci (vCJD) (Weissmann, et al.

2002), anebo iatrogeni transmisi (i1CJD) prostfednictvim kontaminovanych Iékatskych
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nastroji (Bonda, et al. 2016; Thomas, et al. 2013) nebo pii 1é€bé kontaminovanymi
hormony, pfi transplantaci kontaminované o¢ni rohovky a dalSich ptipadech diskutovanych
v kapitole 1.1.5 (Bonda, et al. 2016; Llewelyn, et al. 2004).

Znacnou roli ve vnimavosti osob k prionovym chorobam hraji také polymorfismy
v genu PRNP, které jsou specifické pro konkrétni typ onemocnéni. U CJD je vyznamny
polymorfismus na kodonu 129, ktery mtize byt kodovan aminokyselinami methionin (M)
nebo valin (V). Jedinci, ktefi jsou homozygoti 129MM nebo 129VV, se vyznacuji vyssi

senzitivitou k onemocnéni (Imran a Mahmood 2011).

1.1.3 Prionové kmeny

Prionové kmeny vznikaji pfenesenim a pasazi prionového izolatu na zivocisny druh
odlisny od ptvodce izolatu (Wembheuer, et al. 2017). Z biologického hlediska se kmeny
odlisuji délkou inkubaéni doby, klinickymi projevy a také profilem 1ézi — mistem, kde se
ukladaji amyloidni plaky (Obr. 1) (Morales 2017). Z biochemického hlediska se kmeny
mohou lisit elektroforetickou mobilitou, ktera je zptisobena rozdilnou délkou PrPres. Délka
peptidového fetézce PrPres se odviji od pfistupnosti N-termindlniho konce PrPTSE
k ptisobeni PK. Prionové kmeny se mohou lisit glykosylacnim profilem, kdy u jednoho
kmene, napiiklad vCJD, ptfevazuje zastoupeni diglykosylované formy PrPres, zatimco u
sCJD je majoritn¢ zastoupena monoglykosylovana forma PrPres (Obr. 1e) (Morales, et al.
2007; NCJDRSU 2017). Kmenova specifita se dale projevuje v rozdilné sedimentaci
agregatli PrPTSE

(Safar, et al. 1998) ¢i teplu (Marin-Moreno, et al. 2019).

a odolnosti vi¢i Stépeni PK (Bessen a Marsh 1992), denatura¢nim ¢inidlim
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Obrazek 1. Biologické a biochemické charakteristiky prionovych kmenu. Kmeny jsou
z biologického hlediska urceny (a) inkubacni dobou onemocneni, které vyvolaji, (b)
manifestaci rozlicnych klinickych znakii, (c) spongiformnimi zménami v rozdilnych
oblastech mozku. Na biochemické urovni jsou kmeny charakteristické (d) elektroforetickou
mobilitou rezistentniho PrPres (e) zastoupenim di-, mono- a neglykosylované formy PrPres,
(f) odlisnou resistenci proteolytickemu stépni pri rostouci koncentraci proteindazy K.

Prevzato z (Morales 2017).

V této disertacni praci jsme do experimentl zahrnuli sedm prionovych kmenii mFu,
mvCJD, mBSE, ME7, 22L, 139A a RML. Jedna se o izolaty z riznych zivo¢isnych druhd,
které byly nasledné adaptovany na mysS. Kmen mFu (Fukuoka) byl izolovan z jedince
postizeného Gerstmann-Striussler-Scheinkerovym syndromem (Tateishi, et al. 1988) a
pasaZzovan na mys. Jednd se o genetickou formu prionového onemocnéni nejcastéji
vyvolanou zaménou leucinu za prolin v kodonu 102 genu PRNP (Imran a Mahmood 2011).
Kmen mvCJD byl extrahovan z pacienta postizeného variantni Creutzfeldt-Jakobovou
chorobou a pasdZovan na mys. Ze skotu trpiciho BSE byl izolovéan a pasdZovan v mysi kmen
mBSE (Hill, et al. 1997). Kmeny 139A, RML, 22L a ME7 jsou izoldty z ovce postiZzené
klusavkou. Kmeny 139A, RML a 22L pochazi z t¢hoZz izolatu. 139A a RML postupné prosly
sérii pasazi pres kozy, zatimco kmen 22L byl pasaZovan na ovce. Findln¢ byly tyto kmeny
pasazovany na mys (Giles, et al. 2015). 139A a RML jsou povazovany za totozné¢ kmeny,
jejichZ pasaz v mysich probihala v odlisnych laboratotich (Oelschlegel, et al. 2012). Kmen
ME?7 pochézi z nezavislého izolatu klusavky (Giles, et al. 2015; Zlotnik a Rennie 1963) a
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vyznacuje se zvySenou stabilitou PrPres vii¢i pisobeni guanidin hydrochloridu ¢i N-lauryl

sarkosinatu sodnému v porovnani s RML (Thackray, et al. 2007).

1.1.4 Prionové epidemie

SouCasnd incidence prionovych onemocnéni se pohybuje mezi 1-2
diagnostikovanymi ptipady na milion obyvatel za rok v CR i celosvétové (Rohan, et al.
2015). Avsak v 80. a 90. letech ve Velké Britanii vyrazné vzrostla incidence prionového
onemocnéni nazvaného ,,variantni Creutzfedt-Jakobova nemoc® (vCJD) a rozsifila se do
nekolika dalSich zemi. Epidemiologickd data naznacuji, ze za pti¢inou onemocnéni byla
konzumace produktl ze skotu, ktery trpél BSE (Wall, et al. 2017). Az do roku 2017 byli
vSichni pacienti s vCJD homozygoti pro M v kodonu 129 genu PRNP (129MM). V roce
2017 se objevil prvni pacient, ktery byl heterozygotem 129MV v PRNP genu s vyrazné delsi
inkubaéni dobou vCJID. To vyvolalo po¢atecni obavy z propuknuti druhé viny vCJD (Mok,
et al. 2017), které se vzhledem k neexistenci dalSich ptipadii zatim nepotvrdily.

V soucasnosti se hojné¢ diskutuje prionové onemocnéni u jelenovité zvére tzv.
chronické stradani jelenovitych (CWD). Hlavni obavy rostou z expozice lidské populace
prioniim CWD, nebot’ je zfejmé, Ze mezidruhova bariéra nemusi byt dostatecnou ochranou
proti zvifecim prionozam (Belay, et al. 2004). V porovnani s BSE dochazi u CWD k
pfimému horizontdlnimu pfenosu ze zvifete na zvife (Miller a Williams 2003).
Kontaminované jsou nejenom CNS, orgadny imunitniho systému, maso a vnitini organy, ale
také sliny, exkrementy a mo¢ (Haley, et al. 2011). Kontaminace prostfedi t€émito produkty
muze zvysit riziko ptenosu CWD na jiny zivociSny druh. U skotu, ktery byl intracerebralné
inokulovan CWD priony, se prionové onemocnéni projevilo u 38 % zvifat, coZ jednoznacné
poukazuje na prolomeni mezidruhové bariery v laboratornich podminkach (Hamir, et al.
2005). V in vitro podminkach byla demonstroviana schopnost CWD priontl iniciovat
konverzi lidského PrP¢ (Raymond, et al. 2000). Je otdzkou, zda tyto okolnosti povedou k

propuknuti nové viny prionovych chorob.

1.1.5 Dekontaminace prionli

Priony jsou vysoce odolné vii¢i standardnim chemickym a tepelnym steriliza¢nim
proceduram (Taylor 2004). Autoklavovani (134°C, 18 min), enzymatické cCistice (Klenzyme,

0,8% (v/v), 43°C, 5 min) (Fichet, et al. 2004), 5% SDS, kyselina peroctovéa (Lemmer, et al.
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2008), 0,15 M NaOH (1 hod, 25°C) (McDonnell, et al. 2013) jsou vici prioniim u¢inné jen
¢astecné. Dekontaminace pomoci UV nebo ionizujiciho zafeni jsou neti¢inné (Sakudo, et al.
2011), protoze priony ve své struktuie nenesou nukleové kyseliny (Prusiner 1998).
Sterilizace alkoholem nebo aldehydy, které se pouzivaji naptiklad k dezinfekci endoskopii
(Park, et al. 2013), mize strukturu prionti stabilizovat a tim zvysit riziko nakazy (Taylor
1999). Znaéné riziko pifenosu prionti spocivd ve vazebné afinit¢ priontt k povrchiim
z raznych materiali (Flechsig, et al. 2001; Zobeley, et al. 1999). Jedna se zejména o
nerezovou ocel (Flechsig, et al. 2001; Lemmer, et al. 2004), titanové (Berberidou, et al.
2013), plastové a sklenéné povrchy (Fichet, et al. 2007b). Tyto materidly se bézn¢€ pouzivaji
pii 1ékarskych zékrocich v nemocnicich. U sorbovanych a zaschlych prionti byla prokdzana
vy$$i odolnost viici dekontaminaénim metodam (Lipscomb, et al. 2007; Secker, et al. 2015;
Zobeley, et al. 1999).

Dokumentovany jsou iatrogenni pfipady pfenosu prionovych onemocnéni
v nemocnicnich zafizenich prostfednictvim chirurgickych nastroji (Thomas, et al. 2013),
nitromozkovych elektrod, transplantované rohovky nebo $tépl tvrdé pleny mozkové od
asymptotickych pacientli (Bonda, et al. 2016). Zajimavym piipadem byl pfenos prionodz
tvrdymi plenami mozkovymi znacky Lyodura pouZzivanych pro ptekryti ran po operacich
mozku. Pleny odebrané mrtvym jedincim byly kontaminovany pfi zpracovani, kde jednim
zkrokdl bylo promyvéani plen v nerezové nadob& (Brooke, et al. 2004). Nasledné se
vyuzivaly pro piekryti rany po operacich mozku. Dalsi ptipady nakaz byly zplsobeny
kontaminacemi v rGstovém hormonu extrahovaném z hypofyzy, kontaminacemi
gonadotropinu nebo krevni transfuzi (Bonda, et al. 2016; Holada, et al. 2000; Llewelyn, et
al. 2004). Rezidua PrPTE nalezend v mandlich, apendixu, slezing (Wadsworth, et al. 2001;
WHO 2010) a svalech CJD pacienti (Peden, et al. 2006) upozoriiuji na potencidlni riziko
nakazy také pfi tonzilektomii, bfiSni chirurgii (Wadsworth, et al. 2001) nebo v zubnim
1ékatstvi (Porter 2002; Sushma, et al. 2016).

Svétova zdravotnickd organizace vydala opatfeni pro nakladani s materidlem
kontaminovanym priony. Pro béZné nastroje, u kterych je podezieni na kontaminace priony
pfi pouZiti na asymptotickych pacientech, je doporucovéano jejich ulozeni do 2% NaOCl
nebo 1 az 2 M NaOH po dobu 1 hodiny. Nasledovat by méla tepelnd sterilizace pii 134°C
minimalné 1 hodinu a rutinni nemocnicni steriliza¢ni procedura (WHO 2000). Svétova
zdravotnické organizace soucasné doporucuje pouziti jednorazovych nastroji pii zdkrocich

na vysoce infek¢nich tkanich u pacientt s ptiznaky prionového onemocnéni (WHO 2000;
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WHO 2010). V soucasné¢ dobé¢ jsou prionova onemocnéni definitivné prokdzdna az
post mortem a neni vyjimkou, ze v dobé chirurgického zakroku byl pacient v subklinickém
stadiu onemocnéni. Prizkum z roku 2013 poukazal na skutecnost, ze chirurgické nastroje
v nemocnicnich zatizenich nejsou ¢asto indexovany a neexistuje evidence chirurgickych sad
s vazbou na konkrétniho operovaného pacienta (Belay, et al. 2013). V diisledku toho neni
mozné identifikovat potencialni obéti nosokomidlni ndkazy priony (Belay, et al. 2013;
Bonda, et al. 2016). Metody dekontaminace doporucené Svétovou zdravotnickou organizaci
nejsou pouzitelné pro vSechny néstroje. Jedna se vétSinou o nastroje, které nejsou odolné k
doporucené agresivni dekontaminaci nebo podléhaji korozivnim zméndm. Vysoké
potizovaci néklady nékterych citlivych néstroji navic znemoziuji jejich jednorazové
pouziti. (Brown, et al. 2005; McDonnell a Burke 2003). Zejména pro tyto nastroje je dilezité

hledat nové zptisoby dekontaminace

1.1.6  Nebezpeci ptenosu chybné sbalenych proteini

V roce 2015 skupina Dr. Collinge analyzovala post-mortem mozkovou tkan jedinct
zemielych na iCJD, kterym byl v détstvi podavan rGstovym hormonem extrahovanym
z hypofyzy mrtvych lidi a kontaminovany priony. U téchto jedinci byla v ptekvapivé
mladém véku (36-51) nalezena také depozita amyloidu f (AB), ktera jsou pficinou
Alzheimerovy choroby (AD) postihujici pfedevsim starSi populaci. ProtoZe rana forma AD
byla genotypizaci rizikovych gent vyloucena, l1ze se domnivat, Ze ristovy hormon mohl byt
kontaminovan také AP (Jaunmuktane, et al. 2015). Pti dalsi z retrospektivnich studii byla u
jedinct, kterym byl podén priony kontaminovany ristovy hormon, nalezena také depozita
patologické formy tau proteinu (Duyckaerts, et al. 2018). Inokulace myS$i AP extrahovanym
z lidskému mozku iniciovala tvorbu AP depozit v mySich mozcich (Meyer-Luehmann, et al.
2006). Tyto studie naznacuji, Ze Alzheimerova choroba by mohla mit svou iatrogenni
variantu jako je tomu u prionovych onemocnéni (Jaunmuktane, et al. 2015). Riziko je
umocnéno faktem, ze stejné jako prion i AP se vyznacuje vazebnou afinitu k materialim
jako je nerezova ocel, ze kterych jsou vyrobeny chirurgické nastroje, a zna¢nou odolnost
vuci sterilizaénim metodam (Eisele, et al. 2009).

Neurodegenerativnich chorob vyvolanych agregaci proteinli je celd fada.
K nejznaméjsim patii Parkinsonova choroba, tauopatie nebo amyotroficka lateralni skler6za.

Pro studium jejich nosokomiélniho ptenosu by byla zapotiebi rozsahla retrospektivni studie
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s dobfe zpracovanou anamnézou pacientd, které¢ zatim nejsou dostupné. Aby se predeslo
potencidlnimu ptenosu chybné sbalenych proteint, je dilezité hledat u¢inné dekontaminac¢ni

metody pro eliminaci chybn¢ sbalenych proteind.

1.2 Reaktivni formy kysliku
1.2.1 Zastupci ROS

Superoxidovy radikal (O2°*")

02~ vznika jednoelektronovou redukci molekularniho kysliku. Reakce Oz°~
s vétsinou biomolekul jsou pomalé (k < 0,3 M.s! pro Met) (Davies 2016). Vyjimku tvori
reakce s cytochromem c¢ nebo superoxiddimutiazou (k~ 10°-10° M'.s™), ktera je také
zodpovédna za deaktivaci O2*~ a uvolnéni H»O,. Konjugovanou kyselinou O>*~ je
hydroperoxylovy radikal (HOO?®), ktery je vyrazné reaktivnéjsi a podili se napiiklad na
oxidaci nenasycenych lipiddi (k ~ 10° M L.s!) (Collin 2019).

Hydroxylovy radikal (*OH)

V butikach je produkovéan redukci H2O2 pfechodnym kovem Fentonovou reakci
(Schieber a Chandel 2014). *OH je vysoce reaktivni oxida¢ni ¢inidlo (k ~ 7x10° M.s™! pro
Met) s kratkou dobou Zivota. Proto je piisobeni *OH lokalizovano do bezprostiedni blizkosti
mista jeho vzniku. *OH je reaktivni vi¢i Sirokému spektru biomolekul a vic¢i viem

aminokyselinam (Davies 2016).

Peroxid vodiku (H203)

Peroxid vodiku je vyslednym produktem dismutace O* ", ma dlouhy polocas Zivota a
muze difundovat membranami (Schieber a Chandel 2014). Jeho reakce jsou pomalé,
rychlostni konstanta pro oxidaci aminokyseliny Met je 2x10> M.s!. Primarnim cilem pro
H>0» v proteinech je dale Cys a selenocystein (Davies 2016). V pfitomnosti pfechodnych

kovt se podili na tvorbé *OH.
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Singletni kyslik (O2('Ay))

Za fyziologickych podminek byla produkce O('Ay) popsdna u neutrofilti a
makrofagl. Uplatiuje se pii oxidacnim vzplanuti jako ochranna reakce téchto fagocytt proti
napadajicim mikroorganismim (Steinbeck, et al. 1993).

Vzhledem k zastoupeni biomolekul v buiice jsou za hlavni oxida¢ni cil Ox('Ag)
povazovany proteiny, konkrétné postranni feté¢zce aminokyselin Tyr, Trp, His, Cys a Met,
pro které byla detekovana rychlostni konstanta v fadu 10’ M'.s™ (Met k ~ 1.6x10" M!.s)
(Davies 2003; Davies 2016). Mechanismus plisobeni O2('A,) je bliZze popsan v kapitole 1.5.

1.2.2 Zphsoby dekontaminace prionil s vyuZzitim ROS

Progresivnim pfistupem pro dekontaminace prionl se staly metody zaloZené na
oxida¢ni degradaci reaktivnimi formami kysliku. Solassol a kol. (2006) vyuzil pro
dekontaminaci prioni Fentonovu reakci, jejiz podstatou je redukce dvojmocného
prechodného kovu ptisobenim H>O» za soucasného uvolnéni hydroxylovych radikala (*OH)
(Rovnice 1). Foto-Fentonova reakce probiha pii expozici UV, kterd zajiStuje regeneraci
dvojmocného kovu (Rovnice 2) a produkci novych *OH. Reakce musi bézet v kyselém
roztoku (pH 3,5), pfi kterém je Fe** dostate¢né rozpustny pro redukci na Fe?" (Paspaltsis, et
al. 2009).

Fentonova reakce:

Fe?*+H,0, —»Fe3*+0H +O0OH (Rovnice 1)

Regenerace katalyzatoru:

Fe3™+H,0+hv (<450 nm) »Fe?"+H"+0H (Rovnice 2)

Dalsi ptistup vyuziva TiO2 jako semikonduktor aktivovany UV, ktery v roztoku H>O»
produkuje *OH (Paspaltsis, et al. 2006). Obé metody eliminovaly PrPres signal v suspenzi
mozkového homogenatu detekovany western blotem. Mysi bioesej demonstrovala, Ze
Fentonova reakce a uCinky fotoaktivace TiO: snizily infekéni davku prionit v suspenzi
mozkového homogenatu. Nicméné onemocnéni propuklo u vSech zvitat, ale po delsi
inkubacni dobé¢ (Paspaltsis, et al. 2006; Solassol, et al. 2006). Metoda foto-Fentonovi reakce
navic vedla k uplné eliminaci prionové infektivity, kterd byla vdzana k povrchu dratki

z nerezové oceli. To se nepotvrdilo pro titanovy povrch (Berberidou, et al. 2013). Tyto
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postupy produkce *OH jsou bézné aplikovany pfi €isténi vod a vzduchu kontaminovaného
organickymi latkami.

Dekontaminacni u¢inky H202 (0,2% - 60%) nejsou dostate¢né pro eliminaci PrPres
signalu pod detek¢ni limit western blotu (Fichet, et al. 2007a; Panigaj, et al. 2011; kapitola
4.4). Expozice kontaminovanych dratkti 6% H20: (1 hod, 20°C) s naslednou implementaci
mySsim nevedla k redukci prionové infektivity (Fichet, et al. 2007a). Aplikace 59% H20:
(10 — 20 min) vyrazn¢ prodlouzila délku Zivota mysi a prionové onemocnéni se projevilo
pouze u 30 — 40% zvitat (Yan, et al. 2004). Jako velmi U¢inna metoda redukujici PrPres
signal na western blotu a zcela inaktivujici infektivitu prioni je sterilizace pomoci plazmatu
H>02 (90%, 53°C) (Rogez-Kreuz, et al. 2009). Tato metoda vyzaduje specidlni zafizeni,
které elektromagnetickym polem generuje smés nabitych jader a elektroni v komote
obsahujici plynny H2O: (Sakudo, et al. 2011).

Dekontaminaéni uéinky Ox('Ag) vii¢i prioniim jsou demonstrovany v této disertaéni
praci. O2('Ag) byl generovan fotoaktivaci senzitizéru, konkrétng derivat ftalocyaninu, a
jeho ucinky vedly k fotodynamické eliminaci PrPres signdlu pod detekéni limit western
blotu a také k fotodynamické inaktivaci prionové infektivity (Janouskova, et al. 2012;

Kostelanska, et al. 2019).

1.3 Ftalocyaniny

1.3.1 Struktura a vlastnosti

Pc je cyklickd tetrapyrolova molekula, v niz je ke kazdému pyrolu kondenzovan
benzenovy kruh tvofici periferii molekuly. Syntéza Pc je velmi dobfe popsdna a umoziuje
vyrobu Sirokého spektra rozlicnych variant molekuly (Kobayashi 2002).

Na periferii molekuly mohou byt vdzané zaporné nabité karboxylové ¢i sulfonové
skupiny, glykosyly, uhlovodikové zbytky a dalSi. V centralni ¢asti molekuly mlzZe byt
koordinovan atom kovu AI(IIl), Zn(I), Si(IV), ktery mize nést axialni ligandy (—OH,
—Cl nebo komplexnéjsi molekuly) (Obr. 2). Variace axidlnich a perifernich substituent
determinuje vlastnosti Pc zahrnujici miru agregace, rozpustnost (Palewska, et al. 2012),
biodistribuci (Boyle a Dolphin 1996), spektralni, fotofyzikalni a fotochemické vlastnosti
(Kuznetsova, et al. 2012). Pc se fadi mezi fotosenzitizéry, které po absorpci svétla o

specifické vinové délce generuji toxické ROS (Ben-Hur, et al. 1985; Plaetzer, et al. 2009).
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U Pc pievazuje produkce Oa('A,), na niz se podili pouze monomery Pc (Kuznetsova, et al.

2012).

Qr@ %n:@ Qi\t@

\ B

a ¥y - ,
N N’j HO ™", N’J
7 \ 4 \

ZnPe(SO,), AIPCOH(SO,), SiPc(OH),(SO,).

1-3

Obrazek 2. Strukturni vzorec mono-, di- a tri-sulfonovaného ftalocyaninu zinecnatého
(ZnPcOH(S03)1.3), disulfonovaného ftalocyaninu hydroxyhlinitého (AIPcOH(SOs);) a
mono-, di- a tri-sulfonovaného ftalocyaninu dihydroxykremicitého (SiPc(OH)2(SO3)i-3).
Strukturni vzorce Pc byly vytvoreny v ACD/ChemSketch softwaru.

1.3.2 Aplikace

Pc jsou bézné vyuzivany jako modrd a zelend barviva v textilnim a papirenském
primyslu (Gregory 2000). Vyuziti maji také v elektrotechnice, kde se testuji jako
absorbatory svétla ve fotovoltaickych ¢lancich (Petritsch, et al. 1999). Pro svou schopnost
absorbovat cervené svétlo a blizké infracervené vinéni se staly vyznamnou nadéji pro
aplikaci ve fotomedicing€, protoze svétlo o vyssi vinové délce penetruje hloubégji do tkané
(Plaetzer, et al. 2009). Jako kontrastni latky se Pc pouzivaji ve fluorescencnich
zobrazovacich metodach nebo pozitronové emisni tomografii (Zhang a Lovell 2017).
Zajimavou aplikaci je vyuZiti pti fotochemickeé internalizaci, kde Pc hraje roli fotosenzitizéru
lokalizovaného v membrané vacku, ktery nese terapeuticka 1é€iva. V cilové buiice dojde
k prasknuti vacku plsobenim svétlem aktivovaného Pc a k lokalnimu uvolnéni 1é¢iva
(Norum, et al. 2009). Pc se testuji také v oblasti antimikrobidlni fotochemoterapie (Jori, et
al. 2006) a fotodynamické terapie malignich nadort (Plaetzer, et al. 2009). ZnPc (obchodni
nazev: CGP55847) je v klinickém testovani pro redukci karcinomu horniho aerodigestivniho
traktu (Josefsen a Boyle 2008), Si Pc (obchodni nazev: Pc 4) je pouzivan pro eliminaci

koznich a podkoznich 1ézi (Baron, et al. 2010; Kinsella, et al. 2011) a smés rtzné
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sulfonovaného Al Pc (obchodni ndzev: Photosens) je testovana pro pouziti k redukci tumorti

krku a hlavy (Plaetzer, et al. 2009).

1.3.3 Interakce s priony

S rostouci evidenci ptipada prionovych chorob a nozokomialnich nakaz vzrostl také
zajem o nalezeni efektivniho terapeutického ¢inidla. Ke klinickému testovani 1é¢by priont
bylo pouzito antimalarikum quinacrin (Collinge, et al. 2009) a pentosan polysulfat (PPS)
pouzivany také pro 16¢bu intersticialni cystitidy (Todd, et al. 2005). U¢innost téchto latek
pro 1écbu prionovych onemocnéni nebyla prokazana (Stewart, et al. 2008). Dalsi studie
identifikovaly Siroké spektrum molekul s antiprionovu aktivitou in vitro 1 in vivo (Charveriat,
et al. 2009; Kocisko, et al. 2003; Kocisko, et al. 2005). Patii sem vySe zminény quinacrin a
PPS, dale fosforothioatové oligonukleotidy (Karpuj, et al. 2007), barvivo Congo red (Caspi,
et al. 1998) a suramin (Nunziante, et al. 2005)), antibiotikum amphotericin B (Pocchiari, et
al. 1987). Antiprionovou aktivity vykazovaly také cyklické tetrapyroly, mezi néz se fadi
porfyriny a Pc (Abdel-Hag, et al. 2009; Caughey, et al. 1998; Priola, et al. 2000).

Pc vbunééné kultufe propagujici priony signifikantné¢ redukovaly akumulaci
patologického PrP™SE (Caughey, et al. 2007; Caughey, et al. 1998). Inhibice tvorby PrPTSE
pfi in vitro konverzi bez ptitomnosti bunék stala za hypotézou, Ze antiprionovy ucinek Pc je
zaloZen na pfimé interakci s molekulou PrP neZ na ovlivnéni biologickych procest buiky
(Caughey, et al. 1998). Podani ftalocyaninti myS$im inokulovanym priony vede k prodlouzeni
jejich zivota (Caughey, et al. 2007; Priola, et al. 2003; Priola, et al. 2000). Pro studium
pfimého vlivu Pc na PrP bylo infekéni inokul preinkubovéno s Pc. Vysledkem bylo
prodlouZeni Zivota mysi vii¢i kontrolnim mySim a také vi¢i mySim, které obdrzely stejnou
davkou Pc podanou profylakticky (Priola, et al. 2003; Priola, et al. 2000). Biofyzikalni
analyza vazebnych interakci odhalila na molekule rekombinantniho kie¢¢iho PrP (zkracena
forma 90-292) nejmén€ dvé vazebné oblasti pro Pc. Vazebna afinita derivath Pc
k rekombinantnimu PrP (rPrP) klesa v potadi Pc(SO3)4 = ZnPc(SO3)4 >> AlPc(SO3)4 (Dee,
et al. 2012). Schopnost téchto derivatli Pc inhibovat akumulaci PrP™E (= antiprionova
aktivita) kmenti 221 a RML v bunétné kultuie klesd v analogickém potadi. Odpovéd na
otazku, ¢im je determinovand antiprionova aktivita derivat Pc, byla nalezena pii porovnani
antiprionové aktivity derivatii Pc a jejich tendenci k agregaci. U¢inngjsimi antiprionovymi

slouceninami byly Pc s vyraznym sklonem k tvorbé agregatti jako Pc(SOs3)4 (Caughey, et al.
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2007). Oligomerizace Pc zavisi na jejich struktufe, koncentraci a charakteru rozpoustédla
(Palewska, et al. 2012). Afinita mezi molekulou PrP a Pc je zprostiedkovéana n-m interakcemi
aromatického kruhu Pc a postrannich aromatickych fetézcti aminokyselin PrP (Caughey, et
al. 2007; Dee, et al. 2012). Mono-, di- a tetra-sulfonovan¢ ftalocyaniny vykazovaly identicky
antiprionovy uc¢inek. Lze tedy piedpokladat, Ze iontové interakce sulfonovych skupin Pc a
nabitych postrannich fetézcii aminokyselin PrP se v antiprionové aktivité Pc neuplatiiuji
(Caughey, et al. 2006; Caughey, et al. 2007). Pocet sulfonovych skupin na periferii molekuly

Pc ovliviiuje jejich rozpustnost a distribuci v organismu (Boyle a Dolphin 1996).

1.4 Fotosenzitizéry

1.4.1 Fotofyzikélni a fotochemické vlastnosti senzitizért

Molekula fotosenzitizéru ma v zakladnim stavu (So) vSechny elektrony v energeticky
nejnize polozenych orbitalech. VSechny elektrony jsou v parech a celkovy spin elektront
molekuly (s) je tedy 0. Multiplicita definovana vztahem 2xs + 1 je rovna 1 a tento stav
molekuly je oznacovan jako singletni (Lang, et al. 2005). Absorpci fotonii o dostatecné
energii dochazi k posunu jednoho elektronu do orbitalnich hladin s vyssi energii a molekula
prechdzi do excitovaného stavu Si, Sz, ... (celkovy spin molekuly je 0, singletni stav).
Nastava vibracni relaxace (VR), kdy elektron klesd po vibra¢nich hladinach kazdého
excitovaného stavu S;. Pfechod mezi excitaénimi stavy S, — Sn.1 probihd vnitini konverzi
(IC) az elektron dosahne S; (Obr. 3) (Lang, et al. 2005; Plaetzer, et al. 2009). Deaktivace Si
stavu a prechod molekuly do zakladniho stavu (So) miize probéhnout t€mito zplsoby:

a) Vnitini konverzi za soucasného uvolnénim tepla

b) Chemickou reakci

¢) Uvolnénim fotonu. Tento d¢j se oznacuje fluorescencni emise.

d) Intersystémovym ptfechodem (ISC) na tripletni stav T Pfechod je doprovdzeném
zménou spinu elektronu. Do stavu So mlze molekula ptejit fosforescenci tedy
zpozdénym uvolnénim fotonii (Obr. 3). Alternativni cestou deaktivace Ti stavu
molekuly je fotochemické reakce. Takovymto zplisobem deaktivace se vyznacuje
skupina latek oznaCovana fotosenzitizéry. Ty se vyznaCuji vysokou
pravdépodobnosti pfechodu do tripletniho stavu, v némz mohou setrvavat az fadu

sekund (Ochsner 1997).
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1.4.2 Deaktivace fotosenzitizéru v tripletnim stavu fotochemickou reakci

Svétlem aktivované fotosenzitizéry iniciujici fotochemickou reakci probihajici
paralelné dvéma mechanismy, které mezi sebou soutézi. Do jaké miry jeden z mechanismu
prevladne zavisi na typu fotosenzitizéru, excita¢ni vinové délce a podminkach reakce (Foote
1991). U 1. typu mechanismu je elektron pienesen na molekularni kyslik v tripletnim
(zakladnim) stavu (02(°Z¢ ")) (Plaetzer, et al. 2009). Produktem reakce je superoxidovy
radikal (O»*"), ktery se nachazi v rovnovaze s hydroperoxylovym radikdlem (*OOH)
(Baptista, et al. 2017) a podléha disproporcionaci na peroxid vodiku (H20z). Plisobenim UV
nebo v piitomnosti dvojmocnych kovii se z H>O» uvoliuji hydroxylové radikaly (Fentonova
reakce) (Paspaltsis, et al. 2009). Hydroxylové radikdly vznikaji také pii vysokych
koncentracich H>O; reakci s O>*~ (Haber-Weissova reakce) (Plaetzer, et al. 2009).

Pfi mechanismu II. typu je fotosenzitizér v tripletnim stavu deaktivovan pfenosem
energie na O2(°Z, ) za vniku dvou singletniho stavii kysliku O2('Ag) a O2('Zs) (Foote 1968;
Lang, et al. 2005).
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Obrazek 3. Jablonského diagram. Sx — singletni stav, Tx — tripletni stav, x definuje konkrétni
excitovany stav, VR — vibracni relaxace; IC — vnitini konverze; ISC — intersystéemovy

prechod; R — chemicky zhasec. Prevzato z (Pimenta, et al. 2012).
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1.5 Singletni kyslik

1.5.1 Fotochemie singletniho kysliku

02(*%¢ ) ma v zakladnim stavu ve valenéni vrstvé dva neparové elektrony se stejnym
spinem umisténé v degenerovanych orbitalech. Celkovy spin O2(°Z¢ ") molekuly je 1, coz
odpovidd multiplicité 3 (=2x(1/2+1/2)+1). 02(°Zs") se tak b&zné& vyskytuje v tripletnim
stavu (Lang, et al. 2005). Absorbuje-li O2(°Z,") energii, dojde ke zméné spinu jednoho
z elektronti. Celkovy elektronovy spin molekuly se zméni na 0 s multiplicitou 1 a molekula
se piejde do singletniho stavu. Konkrétng O2(°L,") pfechazi do dvou singletnich stavi
02('Ap) a 02('Z;). Oba stavy se lisi usporddanim elektronti a tomu odpovidajici energii.
02('Ay) ma dvojici elektronli s opaénym spinem v jednom orbitalu (AE = 94,1 kJ.mol™),
zatimco Ox('Zg) mé tyto elektrony v rliznych orbitalech (AE = 156,9 kJ.mol™!) (Lang, et al.
2005; Plaetzer, et al. 2009). Doba Zivota Ox('Ze) je velmi kratka, protoze dochazi k rychlé
deaktivaci (rychlostni konstanta: k ~ 10! s1) na Ox('A,). Tato reakce je upfednostiiovana
pied roli O2('Zy) v oxidaénich reakcich (Davies 2003), které pro O2('Zs) nebyly doposud
prokazany (Lang, et al. 2005).

1.5.2 Deaktivace singletniho kysliku

02('Ay) miize byt deaktivovan n&kolika zpiisoby. Pii fosforescenci je uvolnéna energie
odpovidajici vlnové délce 1270 nm a molekula se navraci do zékladniho stavu O2(*Z¢")
(Obr. 3) (Nonell a Braslavsky 2000). Alternativni cestami navraceni O2('A) do zakladniho
stavu je fyzikalni a chemické zhaSeni, pti kterém dochézi k interakci s okolnimi molekulami
(Davies 2003). Fyzikalni zhaSeni oznacuje d&j, pfi kterém energie O2('A,) pienesena na
molekulu zhaSece, kterou je napiiklad B-karoten (Lang, et al. 2005) nebo NaN3 (Hall a
Chignell 1987). Tyto metody se pouzivaji pro pritkaz O2(' A¢) v komplexnich reakcich (Lang,
et al. 2005). Pfi chemickém zhageni dochazi k chemické reakci O2('Ag) se zhasecem (R) a
vznikd novy oxidovany produkt ROz. Chemickym zhaSecem muzZe byt kyselina mocova
(Fischer, et al. 1998; Rabello, et al. 2012), histidin (Min a Boff 2002), 9,10-dimethylantracen
(DMA) nebo 1,3-difenylisobenzofuran (DPIBF) (Cerny, et al. 2010).
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1.5.3 Interakce s proteiny

02('A,) reaguje scelou fadou biomolekul jako jsou proteiny, steroly, lipidy,
antioxidanty nebo nukleové kyseliny. Proteiny jsou vzhledem k majoritnimu zastoupeni
v buiice nejéast&jsim cilem plsobeni Ox('Ag) (Davies 2005). Navic reakce Ox('Ag)
s postrannimi fetézci aminokyselin maji v porovnani s dalSimi molekulami bunky vyssi
rychlostni konstanty (k) (Wilkinson, et al. 1995). Deaktivace O2('A,) proteinli miiZe probihat
dvéma typy zhaseni (kapitola 1.5.2), ale preferovana je chemicka reakce (Davies 2003).
Kratka doba zivota O>('Ag) umoziiuje jeho plisobeni pouze v bezprostfednim okoli jeho
vzniku (30 nm v burice (Moan 1990)). Elektrofilni Ox('Ag) preferuje jako cil molekuly
bohaté na elektrony jako jsou aromaticka jadra Trp, Tyr, His nebo nevazebné elektronové
pary na atomu siry Cys a Met (Davies 2016; Min a Boff 2002). Rychlostni konstanty
oxidace postrannich fetézci volnych aminokyselinami jsou k~3x10"M"'.s' pro Trp,
His k& ~32x10'M'ls! Tyr k& ~0,8x10"M's?, Met k~1,6x10"M's! a
Cys k ~0,89x10” M.s’!. Ostatni aminokyseliny reaguji vyrazné pomaleji s rychlostni
konstantou < 0,7 x 10’ M s”!. V disledku toho dochazi k selektivni oxidaci postrannich
fetézci jmenovanych aminokyselin (Davies 2003). Oxidace postrannich fetézcl
aromatickych aminokyselin probihaji za tvorby endoperoxidu a néslednym otevienim
aromatického kruhu za vzniku hydroperoxidu. Tyto zmény byly pozorovany u Trp, Tyr 1 His
a jsou pouze meziproduktem fotochemické reakce. Jako finalni produkt oxidace postranniho
fet¢zce Trp byly vproteinech detekovany N-formylkynurenin a kynurenin
(Balasubramanian, et al. 1990), postranni fetézec Met byl oxidovan na sulfoxid (Liu, et al.
2016) a Cys na disulfid (To, et al. 2016). Oxidace His a Tyr zahrnuje otevieni jejich
postrannich aromatickych kruhti s nejednoznaéné definovanym finalnim produktem (Davies
2003; Lang, et al. 2005). Meziprodukty oxidace postranniho fetézce His mohou reagovat
s postrannimi fetézci Lys, Cys nebo His za vzniku intra- ¢i intermolekulérni vazby (Shen, et
al. 1996; Verweu a Steveninck 1982). Oxidace proteinu piisobenim Oa('A,) vedou ke
zménou citlivosti k proteolytickym enzymim, ke zménadm sekundarni a tercidlni struktury
proteinu, v jehoz disledku mize dochdzet k nevratnému poskozeni proteinu projevujici se
napiiklad konformaénimi zménami ¢i zmény afinity ke kofaktorti (Davies 2003; Michaeli a

Feitelson 1997; Prinsze, et al. 1990; Silva, et al. 2000)
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2 Cile prace

Vysoka rezistence prionti vici standardnim sterilizacnim procedurdm spolu s jejich
vysokou afinitou k riznym materidlovym povrchiim vyrazné zvysuje riziko nozokomialniho
pfenosu infekce pii invazivnich 1ékatskych zakrocich u asymptotickych pacient. Tyto

ptipady jsou dokumentovany v odborné literatufe.

Nasim cilem bylo posoudit pouzitelnost fotodynamické inaktivace pro vyvoj

ekonomicky dostupné metody dekontaminace priont.

Dil¢i cile této disertacni prace byly nésledujici:

1. Charakterizace fotodynamického procesu ftalocyaninii ve vodném roztoku

2. Optimalizace a charakterizace mechanismu fotodynamické eliminace priont
v suspenzi homogenizované mozkové tkané

3. Ovéfeni uéinnosti fotodynamické eliminace viiéi PrPTE riiznych prionovych kment

4. Ovéfeni redukce infektivity PrPTSE

u fotodynamicky inaktivovanych prionil
s vyuzitim mysiho modelu
5. Ovéfeni ucinnosti fotodynamické inaktivace na redukci infektivity PrPTSE

sorbovanych na plastovy povrch
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3  Metody a materialy

3.1 Svételné zdroje

Trubkovy zdroj svétla (z angl. tube light source, TLS) a 96-diodovy zdroj
(z angl. diode array light source, DALS) byly vyrobeny ve spolupréci s Ing. Jaroslavem
Freislebenem, PhD. ze Zapadoceské univerzity v Plzni. TLS byl vybaven ¢tyfmi diodami
LZ1-00R200 (vykon: 2,5 W; LedEngin, USA) s tthlem osvitu 110°. TLS byl navrzen pro
osvit velkoobjemovych vzorki (< 63 ml, @ 4 cm, délka 5 cm). DALS byl osazen 96 diodami
typu W53SRC/E (vykon: 100 mW; Kingbright, Taiwan) s uhlem osvitu 20°. Usporadani
diod je wuzplsobeno rozlozeni jamek 96-jamkové mikrotitracni destiCky. Blizsi
charakteristika svételnych zdroji byla provedena Ing. J. Freislebenem, PhD. a je soucasti

Ptilohy €. 1.

3.2 Zkumavky pro PDI experimenty

K experimentim pro PDI byly pouzity polypropylenové Eppendorf Safe-Lock
mikrozkumavky (1,5 ml, cat. no. 0030123.328) nebo 96-jamkové polystyrenové
mikrotitracni desticky s plochym dnem (cat. no. 3595, Costar). Pro zachovani maximalni
homogenity experimentu byly nevyuZit¢ krajni jamky pifi experimentech plnény

ekvivalentnim objemem pufru a nebyly vyuZity pro PDI.

3.3 Fotosenzitizery

Kprodukci ROS byl pouzit disulfonovany hydroxyhlinity ftalocyanin
(AIPcOH(SO3)2), smés mono-, di- a tri-sulfonovaného ftalocyaninu dihydroxykiemicitého
(SiPc(OH)2(S03)1-3) a smé€s mono-, di- a tri-sulfonovaného ftalocyaninu zine¢natého
(ZnPcOH(SO3)1:3), (Obr. 2). Ftalocyaniny byly ziskany na zéklad€ spoluprace s Centrem
Organické chemie v Rybitvi (Ing. Jan RakuSan, CSc). Zasobni roztoky derivati Pc
o koncentraci 100 pg.ml! v PBS byly skladovany ve tmé pii 4°C. Spektra derivat byla
zaznamenana pro koncentrace 10 pg.ml”! v PBS a pro vyhodnoceni miry agregace také

v DMSO (Kuznetsova, et al. 2012) (cat. no. D8418, Sigma Aldrich).
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3.4 Chromatografie derivati Pc na tenké vrstve

Pro zjiSténi miry sulfonace byly derivaty Pc v PBS naneseny po kapkach vedle sebe
na spodni ¢ast desti¢ky pokryté silikagelem (Silufol, Kavalier, Ceskoslovensko). Desti¢ka
byla vloZzena do vyvijeci nddoby saturované parami mobilni faze acetonitrilu a NHj

(aq., 25%) v poméru 7:2.

3.5 Detekce ROS

3.5.1 Detekce O2('Ag) jodidovou metodou

Produkce O2('A¢) byla méfena nepiimo prostiednictvim spektrofotometrické detekce
produkovaného trijodidu (I3”) pfi vinové délce 287 nm. Absorbance I3” je imérné koncentraci

produkovaného O»('A,) dle schématické rovnice (pievzato z (Mosinger a Mosinger 1995)):

1 B _ Hy0

0,('Ay) + 1~ > 100~ — I00H (1)
1—,H,0

HOOI + I~ - HOOI; —» I, + HO; — I; + H,0, + OH~ 2)

H,0, + 21~ +2H* - I, + 2H,0 (3)

L+1" =I5 4)

Derivaty ftalocyanini v PBS byly fedény do jodidového ¢inidla (0,018 M KH2POq;
0,03 M KI; 10 uM (NH4)2M00O4) na finalni koncentraci 1; 0,5 a 0,1 pg.ml'. Alikvoty byly
vystaveny Cervenému svétlu v TLS po dobu 5 min nebo v DALS 90 min. Pro sledovani
kinetiky produkce O2('A,) na délce osvitu bylo exponovano 0,5 pg.ml! roztoku ftalocyaninu
podobu l,2,3,4,5a6 minv TLS a 15, 30, 45, 60, 75 a 90 min v DALS.
V inhibi¢nim testu produkce O2('A,) byl do jodidového ¢inidla piidian 10 mM NaNj
jako specificky fyzikalni zhage¢ O2('Ag) (Hall a Chignell 1987).
Jodidové ¢inidlo bez ftalocyanini exponované svétlu ani jodidové c¢inidlo
s ftalocyaniny drzené ve tmé nevykazovaly faleSné pozitivni signal. Absorpéni spektra
roztokli byla méfena v kyvetach UV Cuvette s optickou délkou 10 mm (Brand GmbH + CO)

na spektrometru Eppendorf BioSpectrometer® kinetic.
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3.5.2 Detekce O2('Ag) pomoci kyseliny mocové

Produkce a priikaz oxida¢nich vlastnosti O2('Ag) byly monitorovany prostfednictvim
oxida¢ni degradace kyseliny mo¢ové (KM; chemicky zhase¢ Oa('A,), je monitorovana
poklesem absorbance KM pii 220 nm a nami sledovanych 291 nm (Fischer, et al. 1998;
Rabello, et al. 2012)). KM nereaguje ve fosfatovém pufru s HoO2 a O2*~ (Becker 1993).

AIPcOH(SOs)2 byl fedén do roztoku 2 x 10 M sodné soli kyseliny mo¢ové v PBS na
finalni koncentraci 0,1 pg.ml™! a 0,25 pg.ml™!. Mira oxidace KM byla méfena v duplikitech
v 1 min intervalech v TLS a v triplikdtech v 15 min intervalech v DALS. Pokles absorbance
pii 291 nm nebyl pozorovan pro zasobni roztok KM s AIPCOH(SO3), drzeny ve tmé, ani pro
KM bez AIPcOH(SO:s)2 vystavené svétlu po testované expozicni ¢asy (v TLS a DALS).

3.5.3 Detekce O2* a HyO»

02~ a HxO» byly detekovany jodidovou metodou s modifikovanym postupem.
AIPcOH(SO3)2 byl nejprve fedén v pufru bez KI (0,02 M KH2PO4, 10 uM (NH4)>2Mo0Os4,
pH 6,2). Alikvoty byly exponovany svétlu standardné 5 min v TLS a 90 min v DALS. Po
5 min stani ve tmé&, kdy O2('A,) s kratkym polo¢asem Zivota vyhasl, byly alikvoty smichany
1:2 s pufrem obsahujicim KI (0,12 M KI, 0,072 M KH>POs4, 40 uM (NH4)>2MoOs4, pH 6,2).
Spektrofotometricky byl analyzovan pfirtstek absorbance pii vinové délce 287 nm
indikujicich ptitomnost I3".

K ur¢eni detekéniho limitu metody byla desitkova fedéni 3% H20O: analyzovéana na

pfitomnost I3~ stejnym pristupem, ale s vynechanim osvitu.

3.6 Mozkové homogenaty

Zdrojem PrP¢ a PrP™E byly mozky mysi, které byly usmrceny v terminalnim stadiu
prionového onemocnéni. Zahrnuty byly tyto kmeny prionti adaptované na mysi: RML, ME7,
221, mFu, mBSE, mvCJD a 139A. Mozkova tkdn vPBS (1,5mM KH>POs,
8 mM Na;HPOg4, 2,7 mM KCI, 137 mM NaCl, pH 7,4) s 1| mM PMSF a 2 mM EDTA byla
homogenizovana sklenénymi kulickami (@ 1,0 mm, cat. no. 11079110, BioSpec Products,
USA) v Mini-BeadBeater-8 (BioSpec Products, USA) po dobu 2 x 5s. Vysledna suspenze

10% (w/v) mozkového homogenatu byla uchovéavana v -80°C.

32



3.7 Fotodynamicka inaktivace

RML mozkovy homogendt rozmrazeny na ledu byl fedén na 1% (w/v) a
homogenizovan jehlou o priméru 29G. Smés mozkového homogenatu a roztoku Pc
v poméru 90:10 (ul) byla kratce promichana a exponovana Cervenému svétlu v aparatuie
DALS nebo TLS. Ubytek signalu PrP¢/PrP™SF a PrPres byl sledovana pro koncentrace 0,005;
0,01; 0,025; 0,05; 0,1 20,5 ug.ml"! AIPcOH(SO3). pti expozici v TLS (5 min) a koncentrace
0,01; 0,05; 0,1; 0,25; 0,5 a 1 ug.ml! v DALS (90 min). Vliv délky svételné expozice na
tbytek signalu PrP/PrP™SE a PrPres pii koncentraci 0,5 pg.ml™! AIPcOH(SO3)2 byl sledovan
pro Casové intervaly 0,5; 1;2a3 minv TLS a 15, 30, 45, 60, 75 a 90 min v DALS. Uéinnost
PDI vici prionovym kmeniim ME7, 221, mFu, mBSE, mvCJD a 139A byla testovana pfi
koncentraci 1 pg.ml"! AIPCOH(SOs)2, ZnPcOH(SO3)1-3 nebo SiPc(OH)2(SO3)1-3 a expozici
v DALS po dobu 90 min. Pro vylou€eni vlivu samotného ftalocyaninu ¢i samotného svétla
na stabilitu vzorkd byly zahrnuty kontroly: mozkovy homogenat s Pc ponechany ve tmé,
mozkovy homogenat s PBS exponovany svétlu a drzeny ve tmé.

Pii inhibi¢nich experimentech produkce O2('A,) byl do reakéni smési piidan NaNjs
o finalni koncentraci 10, 100 a 500 mM.

Vzorky byly nasledné lyzovany 0,5% (w/v) deoxycholatem sodnym a
0,5% (v/v) Tritonem X-100. Polovina objemu vzorku byla S$tépena proteinazou K
(50 pg.ml'; cat. no. 647-014-00-9, Merck KGaA) po dobu 30 min pii 37°C. Stépené vzorky
obsahujici PrPres a nestépené vzorky obsahujici PrPC a zaroveri PrP™E byly denaturovany
v ekvivalentnim objemu nandseciho pufru (125 mM Tris, pH 6,8; 2% (w/v) SDS; 20% (v/v)
glycerol; 0,01% (w/v) bromfenolova modr) pii teploté 96°C, 5 min.

Se vzorky infekénich mozkovych homogenati bylo manipulovano v laboratotfich

s bezpecnostni klasifikaci BSL-2.

3.8 Oxidace PrP“/PrP™E a PrPres piisobenim H,O,

1% (w/v) RML mozkovy homogenat byl smichdn 9:1 s desitkovymi fedénimi
30% H20:2 nebo s PBS. Smés byla inkubovana 90 min pfi laboratorni teploté. Vzorky byly
nasledné lyzovany detergenty, St€peny proteindzou K a piipraveny pro SDS-PAGE
postupem popsanym v kapitole 3.7.
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3.9 Stanoveni koncentrace proteint

Obsah proteini v kontrolnich a PDI vzorcich byl detekovan komerénim kitem
Pierce™ BCA Protein Assay. Metoda je zaloZena na redukci Cu?" peptidovymi vazbami
proteinit na Cu’, ktery vytvaii s kyselinou bicinchoninovou (BCA) barevny komplex.
15 pul vzorku bylo inkubovano s 200 ul BCA roztoku pti 37°C, 40 min ve tm¢. Absorbance
komplexu byla detekovéana v oblasti 450/8 nm pomoci spektrofluorometru Perkin Elmer
1420 Victor3 (model 1420-012). Koncentrace proteinu byla stanovena z kalibracni kiivky
fedici fady hovéziho sérového albumin (frakce V, cat. no. 8076.2, Carl Roth GmbH,

Germany).

3.10 Frakcionace PDI RML homogenatu na sachar6zovém gradientu

Sm&s RML homogenatu a AIPcOH(SO3), o finalni koncentraci 25 pg.ml' byly
osviceny v TLS po dobu 3 x 6 min. Analogicky byla pfipravena kontrola RML s 25 pg.ml’!
AIPcOH(SO3), ve tmé. Jako kontrola agregace byl pfipraven RML mozkovy homogenat
s 5 mg.ml"! AIPcOH(SO3): ve tmé (Priola, et al. 2003). Jako negativni kontrola byl pouzit
neovlivnény RML.

150 pul vzorku bylo naneseno na horni vrstvu zénového sachar6zového gradientu
(10 — 60%, zona 2 ml, krok 10%) a centrifugovano 1 hod pii 33 500 rpm a 4°C (Optima
LE-80K, rotor SW40 Ti, Beckman Coulter). Frakce o objemu 1 ml byly sbirdny ode dna
zkumavky. Proteiny ve frakcich byly precipitovany ve 4-nasobném objemu ledového
methanolu po dobu 12 hod pfi -20°C a nésledné sedimentovany pii 18 000xg, 4°C po dobu
30 min. Peleta byla rozpusténa v nandSecim pufru. Proteiny byly detekovany na gelu
barveném roztokem AgNOs. PrPS/PrP™E byl vizualizovan na membrané western blotu

smési protilatek AH6 a DC2.

3.11 SDS-PAGE a Western blot

Proteiny byly separovany elektroforeticky v 10% polyakrylamidovém gelu
v pritomnosti 0,1% (w/v) dodecylsiranu sodného (SDS-PAGE; 105 V, 90 min). Poté byly
barveny roztokem AgNOs nebo pfeneseny na 0,2 pm nitrocelulosovou membranu (Western

blot; Mini-PROTEAN System, Bio-Rad; 200 mA, 120 min).
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3.11.1 Imunodetekce PrP¢/PrPTSE a PrPres

Po western blotu byla membrana promyta v TBS (20 mM Tris, 150 mM NaCl,
pH7,5) s 0,05% (v/v) Tween-20 (TBST) a blokovana v 5% (w/v) suSeném mléce
(Blotting-Grade Blocker, cat. no. 1706404, Bio-Rad) rozpusténém v TBST (TBSTM).
K detekci prionového proteinu byly pouzity mysi monoklonalni protilatky (0,5 pg.ml™)
AG4, BE12, AH6, GES8 (cat. no. RC059, RC060, RC058, RC061, TSE Resource Center,
UK), DC2 (Blood Transfusion Center of Slovenia), 6D11 (cat. no. 808002, BioLegend),
6H4 (cat. no. 7500996, Thermo Fisher Scientific) nebo lidské4 protilatka D18 (Burton D.,
The Scripps Research Institute, USA). Membrana byla inkubovana s protilatkami
rozpusténymi v 1% (w/v) TBSTM po dobu 2 hod pfi laboratorni teploté. Po oplachnuti
v TBST a opétovné blokaci byla membrana inkubovana v 1% (w/v) TBSTM, 1 hod pfi
laboratorni teploté se sekundarni protilatkou konjugovanou s alkalickou fosfatazou: osli
F(ab'), fragment cileny proti my$imu IgG (0,3 pg.ml’, cat. no. 715-056-150, Jackson
ImmunoResearch, USA) nebo mysi protilitkou proti lidskému IgG (0,25 ug.ml,
cat. no. 9042-04, Southern Biotech). Prebytek protilatek byl odmyt v TBS a protilatky
vézané na povrch PrPC/PrPTSE a PrPres byly vizualizovany kolorimetrickou reakci fosfatazy
se substratem BCIP/NBT (5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate p-nitro blue tetrazolium
chloride; Millipore). Membrana byla digitalizovana na skeneru CanoScan LiDE 220
(Canon). Nespecificka interakce sekundarni protilatky nebyla v oblasti prionového proteinu

na membrané detekovana.

3.11.2 Denzitometricka analyza

Intenzita signdlu PrP®/PrP™E a PrPres na membrané western blotu byla ode¢tena

v softwaru ImageJ (verze 1.52a).

3.11.3 Barveni proteinii roztokem AgNO3

Proteiny v gelu byly barveny roztokem AgNO3 podle Chevallet et al. (Chevallet, et al.
2006). Gel byl fixovan ve smeési ethanol:CH3;COOH:H,O (=3:1:6) pifes noc, promyt
2x v 20% (v/v) ethanolu, dale 2x v HyO, kratce senzitizovan v 0,8 mM Na>S>03.5H>0 a
oplachnut v HO. Po inkubaci v 12mM AgNOs po dobu 2hod byl piebytek Ag"
oplachnut HHO a gel byl ponechian ve vyvolavacim roztoku (217 mM K>COs3,
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0,009% (v/v) formalin, 0,05 mM Na;S>03.5H>0) az do zbarveni separovanych proteini,
kdy byl ptenesen do roztoku zastavujictho dal§i barveni (330 mM  Tris,

2% (v/v) CH;COOH).

PTSE

3.12 Testovani aktivity Pr po PDI pfi konverzi rPrP

Ptiprava PDI RML homogenatl byla analogicka jako u frakcionace na sachar6zovém
gradientu (kapitola 3.10). Pro detekci aktivity PrP™SE (je sou¢asti homogenatu) pti konverzi
rPrP byla pouzita metoda RT-QulC (z angl. Real-Time Quaking-Induced Conversion).
Vzorky po PDI (fedéni 10=1%) byly sonikovany 15 s (750W, 20 kHz, 30% amplituda, cup
horn, Cole-Parmer) a fedény v rozsahu 10 az 10°%. V uspotadani 96-jamkové mikrotitraéni
desticky (Cerné stény, prithledné dno, Nunc, cat. no. 2102.0372, Thermo Fisher Scientific)
bylo smichdno vzdy 98 ul reakéni smési (300 mM NaCl, 0,002% (w/v) SDS,
10 uM thioflavin T (ThT), 100 pg.ml! rekombinantniho kie¢¢tho PrP90-231) a
2 pl fedénych PDI nebo kontrolnich vzorki. Reakéni smés byla inkubovéana ve FLUOstar
Omega fluorometru (BGM) pfi teploté 55°C po dobu 60 hodin, ve kterych se opakovaly
cykly ttepani (60s,700rpm) a klidu (60s). Fluorescence ThT v agregatech
rekombinantniho proteint (rPrP) byla detekovana kazdych 15 min v rozsahu vinovych délek
480/10 nm. Excita¢ni filtr propoustél svétlo o vinové délce 450/10 nm. Cas, pii kterém dojde
k prvnimu prudkému néarustu ThT fluorescence (rozdil sousednich hodnot > 6%) je

povazovan za pocatek konverze rPrP (v angl. reaction lag time).

3.13 PDI RML prionil v suspenzi testovand na mysim modelu

1,3% (w/v) infekéni RML nebo neinfekéni CD1 mozkovy homogenat byl vystaven
PDI ve tfech sekvencich. Osvit v kazdé sekvenci trval 6 min v TLS a finalni koncentrace
AIPcOH(SOs), v sekvencich byla postupné 7,4; 16,7 a 25 pg.ml! (AIPcOH(SO3),-PDI).
Kontrolni inokulum bylo pfipraveno analogicky, ale bez expozice svétlu
(AIPcOH(SOs3)2-tma). Finalni koncentrace mozkového homogenatu v inokulu byla
1% (w/v). V zaslepeném experimentu byly intracerebraln¢ inokulovéany 2 skupiny CD1 mysi
(n=10, samice, statfi 6-8 tydnid, Charles River, Némecko) 25 ul AIPcOH(SO3).-PDI RML
mozkovym homogenatem a AIPCOH(SOs3)>-tma RML homogenatem.
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Kontrolnimi skupinami byly mys$i inokulované PDI CD1 homogenatem (n=5); smési
CD1 homogenatu a AIPcOH(SOs)> drzenou ve tmé; neovlivaénym CD1 homogenatem.
Neovlivnény 1% RML byl desitkovou fadou titrovan do 1% CD1 mozkového homogenétu
a jednotlivd fedéni (1%=10"' az 10°) byla inokulovdna skupindm my$im (n=5). Mysi
vykazujici termindlni stddium nemoci (nizk4 véha, porucha motoriky, nezajem o kozisek)
byly utraceny. Odebrané organy (ledviny, jatra, plice a slezina) byly zamrazeny na suchém
ledu a wuchovavany pfii-80°C pro dalsi analyzu. Polovina mozku byla fixovana
v 3,7% (v/v) formalinu v PBS pro naslednou imunohistopatologickou analyzu a zbyla ¢ast
byla zpracovdna na 10% mozkovy homogendt vyuzity k potvrzeni prionové diagndzy
western blotem.

Experiment na zvifecim modelu probihal se souhlasem Etické komise Univerzity

Karlovy (protokol 661/18).

3.14 Bunécné eseje

3.14.1 Studium AIPcOH(SOs3); v buiikach

3.14.1.1 Pratokova cytometrie

Mysi katecholaminergni CADS buiiky (darované Ch. Weissmannem, The Scripps
Research Institute, USA) byly kultivovany v médiu Opti-MEM (Gibco) suplementovanym
10% (v/v) bovinnim ristovym sérem a 100 U.ml"! penicilinu/streptomycinu pii 37°C a
5% obsahu CO,. Pfi dosaZeni konfluence byly buiky pasdZovany 1:9. Buiky byly
inkubovany 80 min se vzristajici koncentraci AIPcOH(SO3)2(0,0001 - 10 pg.ml™") v médiu
nebo s konstantni koncentraci 1 ug.ml' AIPcOH(SOs3), po dobu 10 min - 20 hod. Pro
analyzu dynamiky inkorporace AIPCOH(SO3)2 do bunék byla pouzita pritokova cytometrie
(BD FACSCanto™ 11, Becton Dickinson). Bunky byly resuspendovany v PBS, promyty
(500%g, 5 min) a analyzovany na cytometru. Nejprve byla diskriminovana populace bun¢k
na zaklad¢ jejich velikosti na grafu FSC vs. SSC, populace mrtvych bun€k byla od zivych
odligena barvenim propidium jodidem (1,7 pg.ml!, £x=488 nm), jehoz fluorescence byla
detekovdna v rozsahu 585/42 nm. Intenzita fluorescence zivych bun€k s absorbovanym

AIPcOH(SO3). byla métfena v kanalu 710/20 nm (Aex=633 nm).
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3.14.1.2 Konfokalni mikroskopie

Pro monitorovani distribuce AIPcOH(SO3)> v CADS buiikéach byla vyuzita konfokalni
mikroskopie (Leica TCS-SP5, Leica Microsystems). Builky rostouci na sklenénych
podloznich  sklickach  (tloustka 0,17 mm, @ 13 mm) byly inkubovany s
10 pg.ml! AIPcCOH(SO3) po dobu 80 min pii 37°C, fixovany 30 min v 4% (W/v)
paraformaldehydu, oplachnuty 2x v PBS a blokovany 5 minv 0,1% (v/v) glycinu. Pro
vizualizaci membranové vazaného PrPC byly buriky barveny protilatkou D18 v 5% (v/v)
kozim séru 1 hod. Poté byly oplachnuty PBS a blokovany 30 min 5% kozim sérem. Buiky
byly nasledné¢ inkubovany 35 min se sekundarni protilatkou proti mysi IgG znacenou Cy3,
promyty v PBS a H>O. Sklicka s buitkkami byla montovdna do montovaciho média s 4',6-

diamidin-2-fenylindol (DAPI, Fluoroshield™, cat. no. F6057, Sigma Aldrich).

3.14.1.3 Detekce cytotoxicity AIPcOH(SO3)>

Zivotaschopnost bunék kultivovanych 20 hod v pfitomnosti 1 —50 pg.ml’
AlPcOH(SO3)2 byla sledovana komerénim kolorimetrickym kitem Cell Counting kit-8
(CCK-8, Dojingo). Kit detekuje aktivitu bunécnych dehydrogenaz, ktera je pfimo imérna
poctu zivych bunck. Ke 100 pl media s bunikami bylo ptidano 10 ul CCK-8 roztoku, smés
byla inkubovana 2 hod pii 37°C a 5% CO». Absorbance barevného produktu (formazan) byla
detekovana pti 450/8 nm na spektrofluorometru Perkin Elmer 1420 Victor3 (model 1420-
012). AIPcOH(SO3)2 se CCK-8 neinterferoval.

3.14.2 PDI RML priont sorbovanych na plastovém povrchu

Byla pfipravena desitkovd fedéni 0,5% (w/v) RML v neinfekénim 0,5% CD1
mozkovém homogenatu. Alikvoty (50 pl) téchto fedéni byly sorbovany na dno 96-jamkové
mikrotitra¢ni desticky po dobu 10 hod pti 4°C. Jamky byly promyty 3%x200 pl sterilniho PBS
a pro ucely PDI naplnény 100 ul PBS nebo 100 ul 10 pg.ml! AIPcOH(SOs), v PBS a
exponovany v DALS 90 min. Kontrolni desti¢ka byla ponechéna ve tmé. Po PDI byly jamky
znovu promyty 3x200 ul PBS a do jamek bylo vyseto 5000 CADS bunégk, které jsou
senzitivni k prinovému onemocnéni. Po dosazeni konfluence byly bunky pieneseny na
24-jamkovou kultivacni desticku a pii konfluenci pasdzovany v poméru 1:5. Experiment byl
proveden ve dvou biologickych replikatech a kazdy z nich v duplikatu. Urovefi rozsiteni

prionové infekce byla detekovana pomoci bunééného blotu kultury ve 3. pasazi. Bunky
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kultivované  na  plastovych  sklickdich (@ 12 mm)  byly  obtisknuty na
0,45 pm nitrocelulosovou membranu (Bio-Rad) navlh¢enou v lyza¢nim roztoku (50 mM
Tris, 150 mM NacCl, 0,5% (w/v) deoxycholat sodny, 0,5% (v/v) Triton X-100, pH 7,5).
Membrana byla inkubovana s proteindzou K (90 min, 7 pg.ml'), ktera byla nasledné
inhibovana 2 mM PMSF v PBS. Sorbované Proteiny sorbované na membrané byly
denaturovany 3 M guanidin thiokyanatem, promyty H>O a membrana byla blokovéana
v 5% TBSTM. PrPres byl vizualizovan smési protilatek AH6 a 6D11 analogicky postupem
uvedenym v kapitole 3.11.1.

3.15 Statistickéa analyza

Vysledné hodnoty jsou uvedeny jako aritmeticky primér + smérodatna odchylka (SD)
dat z alespont dvou opakovani experimentu. Pocet opakovani experimentu je vzdy uveden.
Signifikance rozdilii byla hodnocena pomoci neparového dvouvybérového t-testu.
Signifikance byla ur¢ena podle p-hodnoty, pro niz p < 0,001 znaci vysokou signifikanci

(**%*). Statistika bylo provedena v softwaru GraphPad Prism 5.03.
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4 Vysledky

4.1 Charakterizace zdroju a diod

Diody s emisi oblasti nad 650 nm byly vybrany s ohledem na absorp¢ni spektra Pc a
kvali hlubsi penetraci takovéhoto svétla do tkané (Jawad, et al. 2011; Plaetzer, et al. 2009),
kterou byl v nasem ptipad¢ mozkovy homogenat. Emisni maxima diod byla detekovana pfti
667 nm pro LZ1-00R200 v TLS a 655 nm pro W53SRC/E v DALS, ptficemz dioda
LZ1-00R200 dosahovala 12,4x vysSich hodnot emise vici diodé W53SRC/E (Obr. 4a).
Voblasti 600 az 700nm se absorpcni spektra AIPCOH(SO3)2, ZnPc(SO3)13 1
SiPc(OH)2(S0s)13 prekryvala s emisnimi spektry obou typti diod (Obr. 4b).

a) LEDengin vs. Kingbright b) LEDengin LZ-00R200 - C) Kingbright W53SRC/E S
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--- LEDEngin LZ1-00R200 — AIPcOH(SO3); — ZnPc(SO3);3 — SiPc{OH),(SO3)13  — Kingbright W53SRC/E

Obrazek 4. Prekryv emisnich spekter diod a absorpcnich spekter Pc. (a) Porovnani emisnich
spekter diod LEDEngin LZI1-00R200 (v TLS) a Kingbright W53SRC/E (v DALS). Prekryv
absorpcnich spekter derivatii Pc s emisnimi spektry diod (b) LEDEngin LZI1-00R200 a (c)
Kingbright W53SRC/E diodou. Absorpcni spektra Pc byla normalizovana k hodnoté

emisniho maxima diod.

Zdroje TLS a DALS (Obr. 5a, b) byly testovany na ustdleni konstantni pracovni
teploty, které bylo dosazeno po 60 min od zapnuti. Teplota kapaliny v jamkach mikrotitracni
desticky v DALS se po 90 min osvitu pohybovala v rozsahu 23,8 —25,2°C (Obr. 5¢). Teplota
kapaliny v Eppendorf mikrozkumavce v TLS po 5 min osvitu stoupla na 38°C, 1 pies pouziti
chladi¢ii zabudovanych v TLS. Povrchova teplota diod pii provozu TLS byla chladici
redukovana na teplotu 51.8°C. Teplota chladi¢ti se pii provozu TLS zvysila na ~ 41°C

(Obr. 5d).
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b)

r36°C d) ~52°C
-34°C -49°C
F31°C ~44°C
l-29°C ~40°C
-26°C -34°C
-24°C -29°C
-22°C -26°C

Obrazek 5. Fotografie zdrojii (a) DALS a (b) TLS. Distribuce teploty po 60 min provozu na
(a) DALS (pohled shora) a (d) TLS (bocni pohled). 1 — horni cast TLS, 2 — diody, 3 — spodni
cast TLS, 4 — chladice.

4.2 Charakterizace zkumavek pro PDI experimenty

Fotoaktivace senzitizéri je zavisld na dodané svételné energii, proto byla méfena
intenzita svétla prochazejici plastovym materidlem pouzivanym pro PDI experimenty.
Polystyrenové dno mikrotitracni desticky propustilo 67 % dopadajiciho svétla pii vinové
délce absorpéniho maxima AIPcOH(SOs)2, zatimco konicka ¢ast polypropylenoveé
Eppendorf mikrozkumavky wuzivana pro TLS propustila 36 % dopadajiciho
svétla (Obr. 6a,b). Pfi vinové délce absorpéniho maxima ZnPc(SOs3)i3 663 nm a
SiPc(OH)2(S03)13 679 nm byla transmitance materidll analogicka. Transmitance dna
desticky ¢inila 67 % dopadajiciho svétla a skrze sténu mikrozkumavky proslo

36 % (Obr. 6a)
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Obrazek 6. (a) Transmitance dna polystyrenového mikrotitracni desticky a konické steny
polypropylenové Eppendorf mikrozkumavky pouzitych pro experimenty. Vyznaceny jsou
maxima vinovych délek derivatii Pc. (b) Podélny rez Eppendorf mikrozkumavkou (1,5 ml)

s vyznacenym bodem, ve kterém byla mérena transmitance.

4.3 Charakterizace ftalocyanint

Derivaty Pc vybrané pro tuto studii se liSily centralnim atomem kovu (Si, Al, Zn),
poctem OH ligandl vazanych na kov (2, 1, 0) a Grovni sulfonace na periferii molekuly.
Tenkosténna chromatografie na silikagelu potvrdila pfitomnost 2 sulfonovych skupin na
AIPcOH(S0O3)2 a 1-3 sulfonovych skupin u ZnPc(SOs3)13 a SiPc(OH)2(S03)1-3 (Obr. 7a).
Absorpéni maximum monomerni formy SiPc(OH)2(SOs3)13 bylo naméfeno pii 679 nm,
maximum AIPcOH(SOs) pfi 675 nm a maximum ZnPc(SO3)i-3 pii 663 nm. ZnPc(SO3)1-3
vykazoval vysokou absorbanci pfi 630 nm, kterd odpovida dimerni formé (Brewis, et al.
2000). U AIPcOH(SO3)2a SiPc(OH)2(S0O3)1-3 byl detekovan pik s maximem pi1 vinové délce
615 nm, ktery odpovida vibra¢ni staviim molekuly (Obr. 7b) (Krichevsky, et al. 2017). Pc
maji ve vodném roztoku tendence k tvorbé agregatii, jejichz pfitomnost 1ze monitorovat
spektrofotometricky jako pokles absorbance monomerni formy (Kuznetsova, et al. 2012).
Pro posouzeni miry agregace Pc v PBS byly derivaty rozpustény v DMSO, kde se nachazi
v monomerni formé. Absorbance monomerni formy v DMSO byla 1,8x vySssi
u SiPc(OH)2(S03)1-3, 1,9% u AIPCOH(SO3)2 a 3,8% u ZnPc(SO3)1-3 v porovnani s absorbanci
v PBS (Obr. 7¢).
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Obrazek 7. Charakterizace derivatii Pc. (a) Chromatografie derivatii Pc na silikagelu podle
stupné sulfonace. (b) Absorpcni spektra derivatii Pc o koncentraci 10 ug.ml”. (c) Rozdil

absorbance monomerni formy derivatii Pc v DMSO a PBS. Rozdil absorbanci indikuje miru

agregace (n=2).

4.4 Detekce ROS

Produkce a oxida¢ni vlastnosti Ox('Ag) pfi fotoaktivaci 0,1; 0,5 a 1 pg.ml’!

AlPcOH(SO3)2 v jodidovém cinidle byly na obou zdrojich zcela inhibovany NaNj

o koncentraci 10 mM (Obr. 8a). Piitomnost a oxida¢ni vlastnosti O2('Ag) byly potvrzeny

reakci s KM, kterd byla doprovazena poklesem absorbance KM pti 291 nm (Obr. 8b).
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-a- TLS; 10 mM NaN 4 DALS; 10 mM NaN 5 DALS TLs
1.5 2.0 2.0 4 0.1 pgml™
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Obrdzek 8. Potvrzeni produkce a oxidacnich viastnosti Ox('Ag) produkovaného fotoaktivact
AIPcOH(S03),. (a) Zhdseni O:('Ag) pomoci NaNs3 porovnany s produkci O('Ag) bez
inhibitoru v DALS a TLS (n=2). (b) Degradace KM piisobenim O2('Ag).
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V suspenzi 1% RML homogenatu byl sledovan vliv NaN3 na zhaseni O2('A,) jako
pokles uc¢innosti fotodynamické eliminace signalu PrPres na western blotu (signal PrPres na

western blotu reprezentuje PrPTSE

, na n¢jz byla aplikovana fotodynamicka eliminace).
Koncentrace NaN3 nutna k zastaveni poklesu signalu PrPres byla zavisla na koncentraci
AIPcOH(SO3), a na typu pouzitého zdroje. Pfi fotoaktivaci 0,1 pg.ml' AIPcOH(SO3), v
TLS (5 min) byla eliminace signalu PrPres zastavena pti pouziti 100 mM NaNj. Pfi
koncentraci 0,5 nebo 1 ug.ml! AIPcOH(SOs), bylo stejného efektu dosazeno pouZitim
500 mM koncentraci NaN; (Obr. 9a). Pokles signalu PrPres v DALS (90 min) byl zcela
utlumen pomoci 100 mM NaNj3 u vSech testovanych koncentraci AIPCOH(SO3) (Obr. 9b).

10 mM NaN3 vedl jen k ¢asteénému potlaceni ucinnosti fotodynamické eliminace PrPres

signalu na obou zdrojich (Obr. 9a, b).

a)
= - 0 mM NaN3
E ~+- 10 mM NaN 4
qu -=- 100 mM NaN 3
a8 -+~ 500 mM NaN
0 0.1 0.5 1 0 0.1 0.5 1
AIPCOH(SO 3), koncentrace (pug ml™Y) AIPCOH(SO 3); koncentrace ( ug ml™?)

Obrazek 9. Inhibice fotodynamické eliminace signalu PrPres pomoci NaNs. Fotodynamicka
eliminace byla provedena pro rostouci koncentrace AIPcOH(SO3)> a NaNs po dobu (a)
Sminv TLS a (b) 90 min v DALS. Denzita signdlu PrPres na membrané je vyjadrena vici

neovlivnénému RML mozkovému homogenitu (= 100 %, n=2).

Pti detekci O2* ~ bylo vyuzito jeho schopnosti dismutovat v kyselém prosttedi na H>O»,
ktery byl detekovan modifikovanou jodidovou metodou. Do roztoku Pc byl po expozici
svétlu ptidan roztok KI az po vyprchani O2('A,). H20; reaguje s pridanym KI za vzniku
méfitelného I3”. Hodnoty I3~ detekované pro H2O», tedy 1 O2*~, nepiekrocily signal pozadi

pouzité metody a to ani pti koncentraci 10 pg.ml' AIPcOH(SO3), (10x vy33i v porovnani se
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standardnim PDI) u obou zdrojt (Obr. 10a). H>O; a O2*~ tedy nejsou Pc produkovany nebo
je jejich koncentrace pod detekénim limitem metody (5,1 uM H»O,, Obr. 10b) a viici
produkci O2('Ag) zanedbatelna (Obr. 10a). Navic na signal PrP¢/PrPTSE a PrPres na western
blotu maji zjevny vliv az koncentrace H>O2 > 1 M (= 3,4 % H202) (Obr. 10c). Ptfipadna
produkce H20: tak neovliviiuje PDI prionti zprostfedkovanou O('Ag). Uéinky Oz*~ na

PrP/PrPTSE nebyly zatim experimentalné provedeny.

a) DALS TLS b)
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Obrazek 10. Produkce dalsich ROS fotoaktivaci AIPcOH(SO3)2 a jejich vliv na signal
PrP%/PrP™E. (a) Srovndni produkce O>*~ a H>O: viici produkci O:('Ag) (n=3). Hodnota
pozadi je vyznacena teckovanou carou. ¥ znaci hodnotu presahujici méritelnou skalu. (b)
detekovand nad priumeérem hodnot pozadi + 5xSD. (c) Vliv vzristajici koncentrace H>0:2 na
signal PrPS/PrP™E a PrPres. Prvni snizeni signdlu bylo detekovino pii koncentraci
10° uM (= 3,4 %) H>O>. CTRL, mozkovy homogendt bez H>0>; M, standard molekulovych

hmotnosti.
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4.5 Fotoprodukce singletniho kysliku O2('Ag)

U vsech Pc byla ovéfena schopnost produkovat O2('Ag) na obou zdrojich. K popisu
kinetiky produkce O2('Ag) byly pouzity dva derivaty ftalocyaninu, abychom prokazali, Ze
sledované trendy nejsou vazané na specificky derivat. TLS generoval fotoaktivaci Pc po
5min osvitu v&étsi mnozstvi Ox('Ag) nez DALS po 90 min. 0,1; 0,5 a 1 pugml’
AIPcOH(SOs), generoval v TLS 1,88x vy$§i mnozstvi O2('Ag) oproti DALS (Obr. 11a).
U SiPc(OH)2(SO3)1.3 byla naméfena 1,81x vy3si produkce O2('Ag) v TLS nez v DALS
(Obr. 11c). Kinetika produkce O2('A,) v ¢ase méla linedrni priib&h pro oba derivaty Pc na
obou zdrojich. Hodnota smérnice ptimky pro AIPCOH(SO3). byla 0,183 pfi expozici v TLS
(1>0,99) a 0,006 pti expozici v DALS (1*>0,98). V daném &ase se pomoci TLS produkuje
31x vy$si mnozstvi Oz('Ag) nez pomoci DALS (Obr. 11b). Pro SiPc(OH)2(SOs)1.3 méla
smérnice pfimky hodnoty 0,193 (r>0,99) pii expozici v TLS a 0,007 pfi expozici v DALS
(1>>0,96). TLS je tedy v produkci O2('A) fotoaktivaci SiPc(OH)2(SO3)1-3 28% ¢innéjsi nez
DALS (Obr. 11d). Mnozstvi vyprodukovaného O2('A,) jednotlivymi derivaty Pc v DALS
klesalo v poradi SiPc(OH)2(S0O3)1-3 > AIPcOH(SO3)2 >> ZnPc(S03)1-3 a byly v poméru
2,7:2,4:1 po 90 min v DALS (Obr. 8e).
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Obrizek 11. Produkce O»('Ag) fotoaktivaci Pc v DALS a TLS sledovand jodidovou metodou

pri (a) rostouct koncentraci AIPcOH(SO3): a definované délce osvitu, (b) rostouci expozicni

dobée

AIPcOH(SO3); o koncentraci 0,5 ug.ml’ (n=3), (c) koncentraci 0,5 ug.ml’
SiPc(OH)>(S03)1-3 a dané délce osvitu a (d) rostouci expozicni dobu SiPc(OH)>(SO3) 13

o koncentraci 0,5 ug.ml’’ (n=3). (e) Porovndni produkce O('Ag) derivaty Pc v jodidovém

cinidle pri jejich fotosenzitizaci v DALS po dobu 90 min (n=3).
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4.6 Modifikace epitopti v molekule PrP¢/PrP™SE piisobenim Ox('Ag)

02('A,) byl identifikovan jako jediny ROS generovany pii fotoaktivaci ftalocyaninti.
Za primarni cil O2('A) jsou povazovany postranni fetézce aminokyselin tyrosin (Y), histidin
(H), tryptofan (W), methionin (M) a cystein (C) (Davies 2016). Aminokyselinova sekvence
prionového proteinu (UniProtKB-P04925) odhalila pfitomnost téchto aminokyselin
v cilovych epitopech pouzitych protilatek AG4, DC2, BE12, 6D11, D18, 6H4, AH6, GES.
Tyto epitopy jsou rozmistény po celé délce molekuly PrP (Obr. 12).

BEl1Z2
2G4 DC2

1: MANLGYWLLA LEVTMWTDVG LCKKRPKPGG WNTGGSRYPG GGSPGGNRYFP PQGGTWGQFH 60

BE12 6D11

61: GGGWGQPHGG SWGQPHGGSW GQPHGGGWGQ GGGTHNOWNK PSKPKTNLKH VAGAAAAGAV 120

D18 o4 AHG6
121: VGGLGGYMLG SAMSRPMIHF GNDWEDRYYR ENMYRYPNOV YYRPVDOYSN ONNEVHDCVN 180

GESB
181: ITIKQHTVTT TTKGENFTET DVEMMERVVE OMCVTQYQKE SQAYYDGRRS SSTVLESSPP 240

241: VILLISFLIF LIVG 254

Obrazek 12.  Sekvence aminokyselin v mysim prionovém proteinu, prevzato
z (UniProtKB-P04925). Vyznaceny jsou cilové epitopy pro protilatky AG4 (Arg37-Pro50),
DC2 (Pro44-Gly52), BE12 (Gly50-GIn99), 6D11 (Gly93-Met109), D18 (Seri132-Argl56),
6H4 (Aspl44-Glul52), AH6 (Asnl159-Asnl74), GES (Thri83-Thri91). Tucné vytisténd
pismena oznacuji aminokyseliny oxidovatelné O('Ag). Podtriend pismena znaci signalni

sekvence.

AIPcOH(SOs): 0 koncentracich 1 pg.mla 0,1 pg.ml! byl pouzit pro fotodynamickou
modifikaci PrP¢/PrP™E v RML homogenatu a naslednou detekci PrPS/PrP™SE a PrPres
protilatkami. Zadna z protilatek BE12, 6D11, D18, 6H4, AH6, GE8 mitfenych proti centralni
a C-terminalni ¢asti PrP molekuly nedetekovala signal PrP¢/PrP™E a PrPres po PDI pii
koncentraci 1 pg.ml! Pc (Obr. 13). Za stejnych podminek protilatky DC2 a AG4, mifené
proti N-terminalnimu konci PrP molekuly, detekovaly signdl pouze diglykosylované formy

PrP¢/PrPTSE(Obr. 13). Intenzita tohoto signalu tvofila ~10 % ptvodniho signalu PrP¢/PrPTSE
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v 1% RML homogenatu (Obr. 16). Tato rezidualni diglykosylovana forma PrP¢/PrPTSE
vykazovala mirné snizenou elektroforetickou mobilitou. PrPres a jeho ptipadnou rezidudlni
diglykosylovanou formu nelze protilatkami DC2 a AG4 detekovat. Peptidovy usek s epitopy
téchto protilatek byl rozStépen proteindzou K. Pfitomnost Pc v RML homogenatu

ponechaném ve tm¢ neméla vliv na intenzitu signalu ani elektroforetickou mobilitu

PrP¢/PrP™E a PrPres (Obr. 13).
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Obrizek 13. Fotodynamickd eliminace zpiisobuje ztratu epitopii na PrP/PrP™E a PrPres.
Pouzita protilatka je uvedena vlevém dolnim rohu prislusné membrdany. Cervené
koncentrace Pc = vzorky byly exponovany svétlu, cerna barva koncentraci Pc = vzorky
ponechané ve tmé. Cerné Sipky u membran barvenych protilatkami AG4 a DC2 oznacuji
signal  diglykosylovaného — PrPS/PrPTE,  ktery  ostatni  protilitky — nedetekuji.

PK+/-, proteindzou K Stépeno/nestépeno; M, standard molekulovych hmotnosti.

4.7 Prib&h fotodynamické eliminace signalu PrP¢/PrP™SE a PrPres

Utinnost fotodynamické eliminace signalu PrPS/PrP™F a PrPres vzristala
s koncentraci AIPcOH(SO3)> (Obr. 14c, d). Denzitometrickd analyza zavislosti Ubytku
PrPres signidlu na membrané western blotu méla priib&éh klesajici exponencialni kiivky
v DALS 1 TLS (Obr. 15a). Zrovnice popisujici tyto kiivky byly zjiStény rychlostni
konstanty (k) reakci. Porovnanim konstant bylo zjiSténo, ze k ubytek signalu PrPres v TLS
(k~ 40,82) dochézelo 1,7x G€innéji nez v DALS (k ~ 24,79; Tab. 1). V TLS bylo k redukci
50% signalu pivodniho signalu PrPres v 1% RML homogenatu zapotiebi
~ 0,017 pg.ml! AIPcOH(SO3)2 a v DALS ~ 0,028 pg.ml"! AIPcOH(SO3)s. K redukei PrPres
signalu pod detekéni limit western blotu doslo pfi 0,1 pg.ml' AIPcOH(SOs), v TLS a
0,25 pg.mlt AIPcOH(SOs), v DALS. Detekéni limit western blotu v naSich experimentech
odpovida signalu PrP¢/PrPTSE a PrPres v 0,015% (w/v) RML homogenétu.
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Prodlouzeni délky osvitu pti konstantni koncentraci 0,5 pg.ml"' AIPcOH(SO3), vedlo
k postupnému snizovani signalu PrP/PrPTSE a PrPres (Obr. 14e, f) na membrang. Kinetika
redukce PrPres signalu tvofila klesajici exponencialni kiivku pro oba zdroje (Obr. 15b).
Z rovnice kiivky pribéhu reakce plyne, Ze ke snizeni signalu PrPres na polovinu pocatecni
hodnoty bylo pfi expozici v TLS dosazeno za 9,2 sekund, zatimco v pfipadé¢ DALS za
7,3 min. Konstanta & popisujici rychlost redukce signalu PrPres byla 47,6x vyssi pro
fotodydamickou eliminaci v TLS nez v DALS (Tab. 1). K eliminaci signalu PrPres pod
detek¢ni limit western blotu doslo po 3 min osvitu v TLS a po 90 min v DALS pfi
koncentraci 0,5 pg.ml! AIPcOH(SOs), (Obr. 14e, f).

K fotodynamické eliminaci signalu PrPres pod detekéni limit doslo po kratsi dobé
expozice a pii nizsich koncentracich AIPcOH(SOs), nez signalu PrP</PrP™E. P#i pouziti
koncentrace AIPcOH(SO3)2 > 0,5 pg.ml! a expozici 90 min v DALS nebo > 2 min v TLS
byl po fotodynamické eliminaci detekovan vyhradné signdl diglykosylované formy
PrP¢/PrP™E (Obr. 16). Tento rezidualni signal diglykosilovaného PrP¢/PrPTSE ¢inil
~ 10 % pocateéniho signalu PrPS/PrP™E v RML homogenatu (Obr. 16; Tab. 1, limita C).
Rezidualni signal diglykosylované formy PrP¢/PrP™E se vyznagoval sniZzenou
elektroforetickou mobilitou (Obr. 14c, d, e, ).

Smés RML homogenatu a AIPcOH(SOs3)> ponechand ve tmé¢ a RML homogenat
exponovany svétlu bez piitomnosti AIPCOH(SOs)2 byly pouzity jako kontrolni vzorky.
Intenzita signalu PrP</PrP™E a PrPres v kontrolnich vzorcich byla srovnatelna se signalem

nalezenym v neovlivnéném RML homogenatu. (Obr. 14b; Obr. 16).
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Obrazek 14. Fotodynamické  eliminace signalu PrP</PrP™t a PrPres pomoci
AIPcOH(SO3); na western blotu. (a) Profil signalu PrP/PrP™E a PrPres v RML mozkovém
homogendtu. (b) Kontrolni vzorky. Signdal PrP“/PrP™E a PrPres nebyl pri expozici svétlu
bez Pc (L; 90 min pro DALS a 5 min pro TLS) ani pritomnosti AIPcOH(SO3)2 ve tmé (D)
ovlivnén. Zavislost redukce signalu PrP“/PrP™F a PrPres na rostouci koncentraci
AIPcOH(SO3)> v (¢) DALS (90 min) nebo (d) TLS (5 min). Casovd zavislost redukce signdlu
PrP¢/PrP™E q PrPres pii koncentraci 0,5 ug.ml’' AIPcOH(SO3)> pro (e) DALS a (f) TLS.
Membrdny byly barveny smési protilatek AH6 a DC2. Cernd Sipka znaci signdl
diglykosylovaného PrP</PrPTSE. Cervené Sipky znaci signdl di-, mono- a neglykosylovaného
PrPres. CTRL, neovlivnény mozkovy homogendt;, PK+/-, Stepeno/nestépeno proteinazou K;

M, standard molekulovych hmotnosti.
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Obrazek 15. Denzitometricka analyza fotodynamické eliminaci signdalu PrPres na
membrané western blotu pri (a) rostouct koncentraci AIPcOH(SO3); a délce osvitu 90 min v
DALS a 5 min v TLS (n=3), (b) vzriistajici délce svételné expozice a koncentraci 0,5 ug.ml’!
AIPcOH(S03)> (n=3). Vilozeny obrazek v (b) ukazuje zvétSenou osu x priibéhu prvnich 3 min
eliminace signalu PrPres v TLS a DALS. Klesajici posloupnost bodii byla interpolovina
exponencialni funkci. Hodnota signdlu PrPres (CTRL) neovlivnéného RML homogendatu je
povazovana za 100 %. Signdal PrPS/PrP™E a PrPres nebyl pri expozici svétlu bez Pc
(L; 90 min pro DALS a 5 min pro TLS) ani pritomnosti AIPcOH(SO3)> ve tmé (D) ovlivnén.

Signal pozadi membrany byl odecten od kazdé hodnocené oblasti.

Tabulka 1. Parametry popisujici kiivku fotodynamické eliminace signalu PrP“/PrP™E g

PrPres pri casové a koncentracni zavislosti.

PrPres PrP¢/PrP™sE
Koncentraéni zavislost k r’ A (%) C (%) K r? A (%) C (%)
TLS 40,82  >0,99 95,6 0,17 70,25  >0,98 96,4 10,5
DALS 2479  >0,99 96,4 0,61 41,77  >098 101,1 9,6

PrPres PrP¢/PrP™sE
Casova zavislost k rr  A®&) C(%) K r? A%) C (%)
TLS 4,543  >0,99 100,5 1,5 4246  >0,99 99,6 9,1
DALS 0,0955 >099 100,6 2.5 0,1277 >0,99 97,7 11,4

Rovnice kiivky: Y = Ae** + C. k, konstanta Gi¢innosti/rychlosti eliminace; Y, denzita signalu PrPC/PrPTSE
nebo PrPres na western blotu; X, délka svételné expozice nebo koncentrace AIPcCOH(SO3)2; A, pocatecni
hodnota signalu PrP¢/PrPTSE nebo PrPres na y-ose ; C, hodnota, ke které se kiivka limitng blizi; >, koeficient
spolehlivosti.
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Obrazek 16. Rozdily v priitbéhu fotodynamické eliminace signalu PrP</PrP™E a signalu
PrPres. Denzita signalu diglykosylované formy PrP</PrP™E tvori 10% pocdtecniho signdlu
PrP“/PrP™E  pii fotodynamické  eliminaci za  podminek, e  koncentrace
AIPcOH(S03)2 > 0,5 ug.ml’ a doba expozice je (a, c) 90 min v DALS nebo (b, d) > 2 min v
TLS. Denzita 100 % reprezentuje hodnotu signdlu neovlivnéného PrP</PrP™E nebo PrPres
(CTRL). L, vzorek exponovany svétlu bez Pc; D, vzorek s AIPcOH(SO3): drZeny ve tmé.

4.8 Utinnost derivatt Pc pii fotodynamické eliminaci PrP™F prionovych kmeni

Utinnost fotodynamické eliminace PrPres signdlu byla testovana na souboru
prionovych kmenitt ME7, 221, 139A, mBSE, mvCJD, mFu, RML. Soucasné byla testovana
ucinnost fotodynamické eliminace pii pouziti SiPc(OH)2(SO3)13, AIPCOH(SO3)2 nebo
ZnPc(S03)13. Fotodynamicka eliminace pomoci AIPcOH(SO3); a ZnPc(SOs3)13 vedla
k redukci  signdlu PrPres vSech prionovych kmenti vyrazné c€innéji nez

pomoci SiPc(OH)2(S03)13 (Obr. 17a). Pouziti AIPcOH(SOs)> vedlo k eliminaci PrPres
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signalu pod detekéni limit western blotu u kmentt mBSE, 139A, mvCJD, mFu a RML.
Fotodynamicka eliminace pomoci ZnPc(SO3)2 byla méné G¢inna a vedla k eliminaci signalu
PrPres u prionovych kmenit 139A, mFu a RML. Za stejnych experimentalnich podminek
nebyla fotodynamicka eliminace pomoci SiPc(OH)2(SO3)1-3 dostatecné ucinna pro uplnou
eliminaci signalu PrPres vSech testovanych prionovych kmend. Kmeny ME7 a 22L byly
k fotodynamické eliminaci nejvice rezistentni a nastavené podminky (1 ug.ml! Pc, 90 min,
DALS) nevedly k uplnému odstranéni jejich PrPres signdlu. Kmeny mBSE a mvCJD
vykazovaly viic¢i fotodynamické eliminaci stejnou senzitivitu. Kmeny 139A, mFu a RML
nebyly k fotodynamické inaktivaci resistentni (Obr. 17b). Lze shrnou, Ze prionové kmeny se
odlisuji v rezistenci PrPTSE viigi ucink@im fotodynamické eliminace. Podle miry rezistence
k téinktim fotodynamické eliminace mohou byt prionové kmeny rozdéleny do tii skupin
(Obr. 17¢). Kmen je povazovan za rezistentni, pokud primér hodnot signali PrPres snizeny

o smerodatnou odchylku piekroc€il hodnotu signalu pozadi membrany.
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Obrazek 17. Fotodynamicka eliminace signalu PrPres prionovych kmenii pomoci
AIPcOH(S803)2, ZnPc(SO;3);1-3 nebo SiPc(OH):(SO3)1-3 detekovana (a) na western blotu
protilatkou 6D11. (b) Denzitometricka analyza signalu PrPres na membrane western blotu
(n=3). Teckovana cara ukazuje hodnotu signalu pozadi membrany. Hodnota signalu PrPres
neovlivnéného homogenatu je povazovana za 100 %. (c) Rozliseni prionovych kmenii na
zdkladeé jejich rezistence viici ucinkum fotodynamické eliminace. ,,0“ / ,, 1 znaci kmen

rezistentni/senzitivni k fotodynamické eliminaci pri 1 ug.ml’’ Pc a 90 min v DALS.

4.9 Utinek PDI pomoci Pc na proteiny

Celkovy obsah proteinu byl méfen komerénim kitem Pierce™ BCA Protein Assay,
ktery detekuje aktivitu peptidové vazby pfi redukci Cu** na Cu'. Koncentrace proteinti
v 1% RML homogenatu byla pii fotodynamické eliminaci v DALS ovlivnéna v niz§i mife
nez v TLS. V ptipadé¢ DALS poklesla koncentrace proteinii maximalné o 10 % pocatecni
hodnoty pfi standardnich podminkach: 90 min osvitu (Obr. 18a) a maximalni koncentraci
AIPcOH(SO3)2 1 pg.ml! (Obr. 18b). Pii osvitu v TLS (5 min, 0,5 pg.mlt AIPcOH(SO3)2)

poklesla koncentrace proteinti v 1% RML homogendtu o maximalné 20% (Obr. 18a, b).
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Ptitomnost AIPcOH(SO3)2 neovlivnila vysledky BCA testu (Obr. 18c). Roztok
AIPcOH(SO3)2 dosahoval stejnych hodnot jako PBS pufr a nepiesahl signal pochazejici
z roztoktt BCA kitu. Smés 1 pg.ml’! AIPcOH(SO3)2 s RML homogenatem méla totozny
signal jako RML homogenat bez Pc.

Analyza proteint byla také provedena na gelu barveném roztokem AgNO:s.
Fotodynamicka eliminace pifi vzrlstajici koncentraci AIPcOH(SO3), byla doprovazena
pouze mirnym snizenim denzity zabarveni proteinii na gelu (Obr. 18d). Elektroforeticky
profil proteinit RML homogenatu po fotodynamické eliminaci byl stejny jako u kontrolniho
neovlivnéného RML a bez znamek vzniku vétSich proteinovych struktur a agregatu.

Vznik agregatii proteinti a PrP</PrP™E v diisledku ptisobeni fotodynamické eliminace
nebyl pii analyze frakci sachar6zového gradientu (10-60%) detekovan. RML homogenat a
smés RML homogenatu s 25 pg.ml' AIPcOH(SO3), ponechana ve tmé mély identické
rozlozeni proteini a signalu PrP¢/PrP™E ve frakcich (Obr. 19a, b). Zastoupeni
fotodynamicky eliminovaného signalu PrP/PrP™E (RML, 25 pg.ml! AIPcOH(SO3)s,
18 min, TLS) ve frakcich bylo detekovano pomoci signalu jejich rezidualni diglykosylované
formu, jejiz rozloZeni kopirovalo zastoupeni PrP¢/PrP™SE u kontrol (Obr. 19¢). Smés RML
homogenatu s 5 mg.ml"' AIPcOH(SO3): byla zvolena jako pozitivni kontrola na p¥itomnost
agregatd (Priola, et al. 2003). Po frakcionaci se u tohoto vzorku ¢ést proteinii a majoritni ¢ast

PrP¢/PrP™SE nachézela ve formé agregatli ve frakcich o vyssi hustoté sachardzy nebo v pelets
(Obr. 19d).
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Obrazek 18. Viiv fotodynamické eliminace na mnozstvi proteinu v 1% RML mozkovém

homogendtu pii (a) vzristajici dobé osvitu a koncentraci 0,5 ug.ml? AIPcOH(SO3), (b)

rostouct koncentraci AIPcOH(SO3)> a 90 min v DALS a 5 min v TLS (n=3). K detekci byla

pouzita BCA esej. Pocatecni mnozstvi proteinii bylo povazovano za 100 % (CTRL). (c)

AIPcOH(S803)2 v roztoku ani v mozkovém homogendtu (MH) s BCA eseji neinterferoval

(n=3). (d) Profil a mnozstvi proteinii v 1% RML homogendtu po fotodynamické eliminaci

pri vzrustajici koncentraci AIPcOH(SO3)2 a 5 min v TLS Proteiny byly detekovany v gelu
barveném AgNQOjs. CTRL, mozkovy homogendat, D, mozkovy homogendt s AIPcOH(SO3)> ve

tme; L, mozkovy homogendat exponovany svétlu bez AIPcOH(SO3)..
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Obrizek 19. Frakcionace proteinii a PrPS/PrP™E RML homogendtu na sacharézovém
gradientu. Signal PrPS/PrP™E byl detekovan protilatkami AH6 a DC2 na membrané western
blotu (vlevo) a proteiny v gelu byly barveny roztokem AgNOj3 (vpravo). Signal PrP</PrP™SE
a proteimii po inkubaci (a) sPBS, (b) 25ugml! AIPcOH(SO3); ve tmé,
(c)s 25 ug.ml’  AIPcOH(SO3); a fotodynamické eliminaci (18 min TLS) a
(d) s 5 mg.ml'! AIPcOH(SO3): ve tmé.

4.10  Aktivita PDI PrPSE pii konverzi rPrP

Metoda RT-QulC méfi schopnost prionit konvertovat solubilni formu rPrP do
nerozpustnych fibril, ve kterych se akumuluje fluorescen¢ni barva — thioflavin T. Pozitivni
signal (ThT+) byl nalezen u vSech vzorkii obsahujicich RML homogenat (obsahuje
PrP¢/PrP™E), vzorky obsahujici neinfekéni CD1 homogenat (obsahuje PrP®) zlistaly ThT
negativni  (ThT-). Ackoli PDI RML homogenidtu pomoci AIPcOH(SOs3)>
(AIPcOH(SO3)2-PDI) vedla k vymizeni signdlu PrPres na western blotu, jeji aktivita pfi
konverzi rPrP se neodliSovala od aktivity kontrolntho RML homogenatu (CTRL) nebo smési
RML homogenatu s AIPcOH(SOs3)> ponechané¢ ve tmé (AIPcOH(SOs3)-tma; Obr. 20).
Aktivita vzorki mozkovych homogenati pii konverzi rPrP byla testovana v nékolika
fedénich (10° —10%). S postupnym fedénim vzorkd se prodluzoval po&atek konverze rPrP.
Mezi ¢asem pocatku konverze rPrP plisobenim AIPcOH(SOs),-PDI, AIPcOH(SO3)>-tma a
CTRL o stejném fedéni nebyl nalezen statisticky vyznamny rozdil. Kontrolni smés
neinfekéniho CD1 homogenatu s AIPcOH(SOs3), exponovand svétlu nebo ponechand ve tme
zustala po celou dobu reakce ThT-. To znamena, Ze neobsahovala ¢astice zptisobuji konverzi
rPrP (data neuvedena). AIPcOH(SOs)> samotny bez pfitomnosti homogenatu byl také ThT-.
To znamend, Ze piitomnost AIPcOH(SOs3); neinterferovala s konverzi rPrP (data

neuvedena).
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Obrazek 20. Srovnani aktivity PDI RML mozkového homogenatu (AIPcOH(SO3):-PDI) pri
konverzi rPrP vici aktivite neovlivneného RML (CTRL) a smési RML homogendtu
s AIPcOH(SOs3); drzené ve tme (AIPcOH(SO3):-tma). Kiivky reprezentuji redeéni vstupniho
materidlu 10°— 107 (107 = 1% mozkovy homogenat), kazda kifivka je primérem ze ctyr

technickych opakovani. Obrdzek zndzornuje reprezentativni experiment (n=3).

4.11 Redukce prionové infektivity v suspenzi pii PDI testovand na myS$im modelu

Ke stanoveni miry redukce prionové infektivity v PDI RML homogenatu byl vyuzit
mysi model. Skupina myS$i (n=10), kterd byla inokulovana PDI RML homogenatem
(AIPcOH(SOs),-PDI) v fedéni 1072, piezila po inokulaci 204 +23 dni. Skupina mysi
(n = 10), ktera byla inokulovana smési RML homogenatu s AIPcCOH(SO3). drZzenou ve tmé
(AIPcOH(SOs3)2-tma), Zila po inokulaci 165+ 11 dni (Obr.21a). MySi inokulované
AlPcOH(SO3)2-PDI zily vyznamné déle (p < 0,001) nez mysi s AIPCOH(SO3)2-tma. Délka
doby pfreziti AIPcOH(SO3)2-PDI mys$i byla signifikantné del$i nez u skupin mysi
inokulovanych fedénimi neovlivnéného RML homogenétu: 10~ s primérnou délkou Zivota
169+ 11 (n=5, p=0,011), 107 s primérnou délkou Zivota 165+ 12 (n= 15, p =0,006) a
10 s primérnou  délkou Zivota 176+ 15 (n=35, p=0,038). Mira redukce prionové
infektivity u AIPcOH(SO3)>-PDI byla urcena ze zavislosti délky zivota mysi na fedéni
neovlivnéného RML homogenatu (Obr. 21b, kiivka titrace inokula). PDI pfi finalni
koncentraci 25 pg.ml"! AIPcOH(SO3), a dob& osvitu 18 min v TLS snizila prionovou
infektivitu obsazenou v 1% RML homogenatu o 4 fady. U vSech skupin mysi, které obdrzely
RML inokulum se findln€ rozvinulo prionové onemocnéni. Tyto mysi ztracely hmotnost,

trpély poruchou motoriky a nejevily zdjem o srst. To je chovéani charakteristické pro
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prionové onemocnéni. Jejich diagnoza byla potvrzena post mortem detekci signalu PrPres
na western blotu z mozkovych homogenatech. Déle byla diagnoza potvrzena také
imunohistopatologickou analyzou mozka a slezin, kde byla nalezena depozita PrPres.
V mozcich byly nalezeny rozsahlé spongiformni zmény typické pro prionova onemocnéni
(emailovd komunikace s prof. MUDr. Radoslav Maté¢j, PhD, Thomayerova nemocnice
v Kr¢i).

Pti PDI vznika pro mysi télo ziejmé cizorody oxidovany produkt, proto byla kontrolni
skupina mys$i (n=15) inokulovana neinfekcnim CDI1 homogenatem fotodynamicky
inaktivovanym pomoci AIPcOH(SOs3),. Jako kontrola pro toxicky vliv Pc slouzila skupina
mys$i (n =35) inokulovana smési neinfek¢niho CD1 homogenatu s AIPcCOH(SO3), drzenou
ve tmé&. Po celou dobu experimentu tyto mysi prosperovaly stejné¢ jako mysi (n=>5)
inokulované neovlivnénym CDI homogenatem. Kontroly byly usmrceny po ukonceni

experimentu bez nalezu PrPres ¢i jiného ziejmého poskozeni.

a) b)
100 240 = - -
| = AIPcOH(SO;),-PDI — - Krivka titrace inokula
2 ©  Inokulum 107
- —e— AIPcOH(SO;),-tma £ 220+
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Obrazek 21. Mysi bioesej. (a) Srovnani délky Zivota mysi inokulovanych PDI RML
homogenatem (n = 10) a mysi inokulovanych smesi RML homogendtu s AIPcOH(SO3):
drzenou ve tmé (n = 10). (b) Prionova infektivita PDI RML homogendtu je zobrazena na
regresni kirivce vychazejici ze zavislosti délky Zivota mysi na davce inokula. Signifikance

rozdilu byla statisticky evaluovana neparovym t-testem (***p < 0,001).
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4.12 Bunécné eseje

4.12.1 Charakterizace AIPcOH(SO3)> v CADS linii

Na pratokovém cytometru byla detekovéna intenzita fluorescence bunck v oblasti
710/20 nm odpovidajici mnozstvi AIPcOH(SO3). inkorporované¢ho buiikami. Fluorescenci
bunék nebylo mozné na cytometru detekovat u bunék, které byly inkubovany
s koncentracemi AIPcOH(SO3)2 <0.001 pg.ml™'. Intenzita fluorescence t&chto bungk byla
srovnatelnd s bunikami, které byly kultivovany v médiu bez Pc. S rostouci koncentraci
AIPcOH(SO3)2 (0.01 — 10 pg.ml™") v kultivaénim mediu, vzristala intenzita fluorescence
bunék (Obr. 22a). Intenzita fluorescence bunék se zvySovala 1 s prodlouzenim doby
kultivace v pfitomnosti 1 pg.ml"' AIPcOH(SOs).. Saturace bungk nebylo dosazeno ani po
20 hod kultivace, kdy byl experiment ukonfen (Obr.22b). Buiiky pro konfokalni
mikroskopii nebyly permeabilizovany, a proto mohla byt jejich vnéjsi strana membrany
vizualizovana pomoci protilatky D18 proti prionovému proteinu. Jadro bunék bylo barveno
DAPI, které mlze voln€ prochdzet pfes membrany bunék. Fluorescence AIPcOH(SO3). byla
lokalizovéana primarné v cytoplazmé buiiky a nebyla pozorovana v membran¢ bun¢k a jadie
(Obr. 22¢). Zivotaschopnost bunék byla detekovana CCK8 kitem jako aktivita bunéénych
dehydrogenédz, kterd je pfimo Umérna poctu Zivych bunék. Kultivace CADS bunck
v piitomnosti 1 —50 pg.ml”' AIPcOH(SOs). po dobu 20 hod nevedla ke zmé&né aktivity
bunéénych dehydrogendz a tedy poctu zivych bunék v porovnani s kontrolnimi CADS

kultivovanymi v ¢istém médiu (Obr. 22d).
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Obrazek 22. Charakterizace interakci AIPcOH(SO3)> s CADS bunécnou linii. (a) Zavislost
absorbce AIPcOH(SO3); busikami na jeho koncentraci v kultivacim mediu (n=2). (b) Casovd
zavislost absorbce AIPcOH(SO3)> bunkami. (c) Reprezentativni obrazek distribuce
AIPcOH(S803)2 v CADS bunkach (vyfotil Mgr. Adam Schrofel, PhD.). (d) Zavislost
zivotaschopnosti CADS bunék na koncentraci AIPcOH(SO3)> v mediu (n=3).

4.12.2 Redukce infektivity PDI prionii sorbovanych na povrch

Utinnost PDI na povrchové vazany RML homogenat byla monitorovana pomoci
CADS bunééné linie. CADS bunky jsou citlivé k prionovému onemocnéni a mnoZstvi
nakaZzenych bunc¢k odraZzi prionovou infektivitu vzorku. Nakaza bunck je detekovana
protilatkami jako signalu PrPres na nitrocelul6zové membrané po pfetiSténi bunck. Buiky
rostouci na0,5% RML homogenatu, ktery byl fotodynamicky inaktivovan
10 pg.ml! AIPcOH(SO3)2, vykazovaly na bun&éném blotu vyrazné snizeni PrPres signalu
(Obr. 23a) ve srovnani se signdlem PrPres neovlivnéného RML homogenatu (Obr. 23¢).
Porovnanim s fedici fadou neovlivnéného RML homogenatu odpovida redukce PrPres
signalu sniZzeni prionové infektivity o 3 fady. Buiiky rostoucich na 0,5% - 0,005% RML
homogenatu, ktery byl inkubovan s 10 ug.ml"' AIPcOH(SOs), ve tm&, mély PrPres signal
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(Obr. 23b) srovnatelny se signadlem PrPres neovlivnéného RML homogenatu. Z toho plyne,

ze neexcitovany AIPcOH(SOz3)2 nem¢l vliv na redukci prionové infektivity.

Koncentrace adsorbovaného RML

BLO
oo gl &
LB R

PDI vzorky
AIPCOH(S03)32, DALS

b)

Kontrola s Pc
AIPcOH(S03)2, bez osvitu

s sy

Redici fada
PBS, bez osvitu

Obrazek 23. Bunécna esej detekujici sniZeni prionové infektivity RML homogendtu
sorbovaného na plastova povrch. PrPres signal detekovany v bunikach rostoucich na (a) PDI
sorbovaném RML homogendtu, (b) sorbovaném RML, ktery byl inkubovan ve tmé
s AIPcOH(S03)., (c) sorbovanych redeni RML homogendtu. PrPres byl detekovan smeési
protilatek AH6 a 6D11 na membrané po pretisténi bunék v 3. pasazi po infekci.
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5 Diskuse

Bézné€ pouzivané sterilizacni postupy vedou jen k ¢aste¢né dekontaminaci priont a
nekteré metody strukturu prioni dokonce fixuji, naptiklad dezinfekce alkoholy (Taylor
1999). Spolu s vysokou vazebnou afinitou prioni k povrchim roste riziko jejich
nozokomialniho pfenosu od asymptomatickych pacientti nebo jedinct v subklinickém stadiu
nemoci, u kterych se loziska PrP™E nachazi v §irokém spektru tkani a organti (Wadsworth,
et al. 2001; WHO 2010). Takové piipady pienosu jsou dokumentovany prostfednictvim
chirurgickych nastrojii (Bonda, et al. 2016). Uginna dekontaminace prionti roztokem 1 M
NaOH navrzena svétovou zdravotnickou organizaci (WHO 2000) miize vést k poskozeni
nakladnych 1ékatskych nastroji (Brown, et al. 2005). To vede k neustéle potfebé hledat nové
ptistupy pro dekontaminaci priond.

V této disertacni préaci jsme se zaméfili na metodu fotodynamické inaktivace priont
v pfitomnosti senzitizéru. K jeho aktivaci bylo pouzito svétlo o vlnové délce v Cervené
oblasti elektromagnetického spektra, ktera umoznuje hlubsi penetraci do tkani (Jawad, et al.
2011; Plaetzer, et al. 2009). Svételny zdroj DALS byl navrZen pro rozsédhlé komparativni
experimenty az 60 vzorkl najednou, kazdy v objemu 50 — 300 pl. Zdroj byl naptiklad vyuzit
pro porovnavani ucinnosti fotodynamické eliminace signalu PrPres u rtiznych prionovych
kment. TLS slouzil k inaktivaci vétsiho objemu vzorki v fadech mililitrii a byl pouzit pro
inaktivaci inokula, kterym bylo infikovdno az 10 mysi. Protoze je PDI zavisla pfistupu
svétla, byly jako reakéni nddoby pro experimenty pouzity mikrozkumavky a mikrotitracni
desticky z prusvitného materidlu. I pfesto byla pohlcena nebo odrazena 1/3 svétla
dopadajiciho kolmo na dno mikrotitracni desticky a 2/3 svétla dopadajiciho na konickou
sténu mikrozkumavky. Zbyvajici podil proslého svétla byl dostate¢ny pro excitaci Pc.

Pti fotochemickych a fotofyzikalnich reakcich fotosenzitizéri mezi sebou soutézi
dva typy mechanism@i. U I. typu mechanismu dochazi k pienosu elektronu na 02(’Ze) za
vzniku radikalt Oz* ~ (Foote 1991), ktery neni v biologickém systému pfili§ reaktivni a mize
dismutovat na H,O» (Plaetzer, et al. 2009). U II. typu dochazi k ptenosu energie na O2(°Z)
a produkci Ox('Ag) (Foote 1991). Spoleénym rysem téchto ROS jsou jejich oxidaéni
vlastnostmi, které mohou mit degradacni U¢inky na fadu biomolekul jako jsou lipidy,
proteiny a nukleovych kyselin (Di Meo, et al. 2016; Evans, et al. 2004; Hughson, et al. 2016;
Paspaltsis, et al. 2006; Pizzimenti, et al. 2010). Produkce ROS fotoaktivaci Pc ve vodném
roztoku byly zcela inhibovany NaNs, ktery je specifickym fyzikdlnim zhaSeGem Oa('A,)
(Hall a Chignell 1987). To poukazuje na produkci O2('Ag). ROS vznikajici pfi prenosu
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elektront (mechanismem I. typu) detekovany nebyly a to ani v ptipadé, kdy byly excitovany
10x vyssi koncentrace AIPcOH(SO3)> nez pfi standardnim PDI experimentu. Lze tedy
predpokladat, ze tyto formy ROS nejsou fotoaktivaci Pc generovany anebo je jejich mnozstvi
zanedbatelné ve srovnani s produkci O2('Ag). Produkce O2('A) ftalocyaniny a jeho oxidaéni
ucinky byly potvrzeny oxidacni degradaci kyseliny mocové, kterd pracuje na principu
specifického chemického zhasede O2('Ag) a ve fosfitovém pufru je inertni vii¢i G&inkiim
02*~ a H,0, (Becker 1993). Produkce O('Ag) jakozto hlavni ROS produkovany Pc je
dokladan také v literatute (Cerny, et al. 2010; Kuznetsova, et al. 2012).

Produkce Ox('Ag) fotoaktivaci Pc v infekéni mozkovém homogenatu byla potvrzena
inhibici fotodynamické eliminace ptisobenim NaN3. Pro tplnou inhibici fotodynamické
eliminace signdlu PrPres v mozkovém homogenatu je zapotiebi az desetindsobna
koncentrace NaN3 v porovndni s inhibici produkce O2('A) ve vodném roztoku pfi stejné
koncentraci Pc. To miize byt vysvétleno vazebnou afinitou Pc k PrPTSE (Caughey, et al.
1998) a kratkou dobou Zivota lokalng& piisobiciho O2('Ag) (Lang, et al. 2005). V takovém
piipadé se primarnim cilem O2('Ag) mohou stat postranni fetézce aminokyselin proteint, se
kterymi Pc interaguje, oproti rozpustnému NaNs. Produkci ROS mechanismem 1. typu (O2°~
a H20») ve vodném roztoku jsme vyloucili, protoze jejich signal nebyl nedetekovan ani pii
fotoaktivaci 10x vys$si koncentrace Pc nez ve standardnim experimentu. Zjistili jsme, Ze
H>0- redukuje signal PrPres az pii 1 M (= 3,4%) koncentraci (Panigaj, et al. 2011), ale
koncentrace H>O> potencidlné produkovaného fotoaktivaci Pc ve vodném roztoku
nepiekrocil detek¢ni limit 5,1 uM. Vliv H,O» na fotodynamickou eliminaci signalu PrPres
tedy neni pravdépodobny. To znamen4, Ze O2(' A,) je hlavni Einitel zodpovédny za eliminaci
PrPres signalu.

Mnozstvi O2('Ag) produkovaného ftalocyaniny ve vodném roztoku bylo zavislé na
délce osvitu a tato zavislost méla linearni priib&h. Produkce O»('Ag) fotoaktivaci Pc ve
vykonngj§im TLS zdroji pokraCovala v linedrnim pribéhu 1 v 6. minuté¢ osvitu. To
naznacuje, 7e roztok byl dostatecné saturovan molekularnim kyslikem. Koncentrace
molekularniho kysliku O2(>Z¢ ) v roztoku je pro fotodynamické reakce kli¢ova a zavisi na
ni rychlost tvorby Ox('Ag) (Lang, et al. 2005). Zdroj DALS je ve srovnani s TLS méné G¢inny
v produkci O2('A,) fotoaktivaci Pc. I pii nejdelsich pouZitych expozi¢nich ¢asech (90 min)
nepiesahlo mnozstvi produkovaného O2('Ag) v DALS hodnoty dosazené v TLS (5 min).

Rozdilna uéinnost zdrojii ve fotoaktivaci Pc je zpisobena rozdilnou vykonosti diod a do jisté
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miry muze byt ovlivnéna rozdilnou transmitanci svétla skrze stény mikrozkumavky a
mikrotitracni desticky.

Mnozstvi Oz('Ag) produkovaného ve vodném roztoku bylo piimo Umérné
koncentraci fotoaktivovaného derivatu Pc. Mezi testovanymi Pc generoval nejvétsi mnozstvi
02('Ag)  SiPc(OH)2(SOs3)13  nésledovany AIPcOH(SO3). smirné niz§i produkei.
Fotoaktivace ZnPc(SOs)i13 vedla k 2,4x niz§im vytézkim O2('Ag) v porovnani
s AIPCOH(SO3).. Tyto vysledky jsou v souladu s publikovanou fotochemickou aktivitou
derivati Pc v poradi M™Pc(SO3)s > M"Pc(SO3)n > HaPc(SO3)a (Kuznetsova, et al. 2012).
S klesajici fotochemickou aktivitou roste tendence Pc k tvorbé agregétli, které¢ ovliviuji
fotochemické vlastnosti Pc. Na produkci O2('Ag) se totiz podili pouze monomerni Pc
(Kuznetsova, et al. 2012). Tendence molekul k agregaci je zprostiedkovana n-n interakcemi
aromatickych kruh Pc (Caughey, et al. 2007; Palewska, et al. 2012). Mira agregace je
redukovana piitomnosti axialnich ligandi na centrdlnim kovu Pc (Chen, et al. 2015).
V nasem ptipad¢ vykazoval nejmensi tendence k agregaci SiPc(OH)>(SO3)1-3 se dvéma m
—OH ligandy néasledovany AIPcOH(SOs)> sjednim —OH ligandem. Pfiblizné polovina
frakce monomeri obou derivatl se nachédzela v agregatech. ZnPc(SOs3)13, ktery na
centralnim atomu zinku nenese zadné ligandy, byl v PBS agregovan ze 75%.

PDI RML mozkového homogenatu pomoci Pc vedla k eliminaci signalu PrP¢/PrPTSE
a PrPres pod detek¢ni limit western blotu, pokud byly k detekci pouZity protilatky mifené
proti stfedni a C-terminalni ¢asti molekuly PrP. V cilovych epitopech téchto protilatek se
nachazi aminokyseliny Tyr, Trp, His nebo Met, které jsou selektivnim cilem elektrofilni
ataku O2('Ag). O2('A,) atakuje konkrétné dvojné vazby nebo nevazebné elektronové pary
atomu v postrannich fetézcich aminokyselinach (Davies 2003; Lang, et al. 2005). Cilové
epitopy protilatek byly béhem fotodynamické eliminace pravdépodobné modifikovany
ptisobenim O2('Ag), coz znemoznilo vazbu protilatek. Cilové epitopy protilatek mifenych
proti N-terminalni ¢asti molekuly PrP (DC2 a AG4) obsahuji také modifikovatelné kyseliny.
Pfi pouziti t&chto protilatek nedoslo k redukci signalu PrP¢/PrP™E pod detekéni limit. Tyto
protilatky detekovaly po PDI RML homogendtu diglykosylovanou formu PrP</PrPTSE i za
podminek, kdy ostatni protilatky své cilové epitopy jiZ nerozeznaly. Tento rezidualni signal
diglykosylované formy tvofil 10 % pocate¢niho signalu PrP“/PrP™E (v 1% RML

180 2 Arg!?® by mohly hrat protektivni roli pfi

homogenatu). Zda se, Ze oligosacharidy na Arg
oxidaci N-terminalniho konce PrP. Samotné oligosacharidy jsou malo senzitivni k oxidaci

02('Ag) (Min a Boff 2002). Signal PrPres nelze protilatkami AG4 a DC2 detekovat, protoze
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molekula PrPres neobsahuje epitopy téchto protilatek. Neni tedy mozné urcit, zda rezidualni
signal diglykosylované formy PrP</PrPTSE pochazi z PrP€, PrP™E nebo obou izoforem. Na
zaklad¢ téchto dat se domnivame, ze mechanismus fotodynamické eliminace signalu
PrP¢/PrPSE a PrPres na western blotu je vysledkem oxida¢ni modifikace postrannich fetézci
aminokyselin G¢inky O2('A). Tyto modifikace znemoziuji nebo omezuji specifickou vazbu
protilatek. Oxidac¢ni Gi¢inky O2('Ag) na proteiny jiz byly popsany (Davies 2004).

Fotodynamicka eliminace signalu PrPres v RML homogenatu méla pribéeh klesajici
exponencialni kfivky navzdory linearni fotoprodukci O2('Ag) ve vodném roztoku. Tento
exponencialni pribéh reakce je nejspise zptisoben omezenou dostupnosti PrPTSE, kterd také
limituje rychlost reakce. Podobny pribé¢h reakce jsme zaznamenali u oxidacni degradace
kyseliny mo&ové ucinky Ox('A,). V literatuie je takovyto priibéh reakce dokumentovéan pro
oxidace dimethylantracenu (Cerny, et al. 2010; Rapozzi, et al. 2014) i
difenylisobenzofuranu (Cerny, et al. 2010), které se pouZivaji pro nespecifickou detekci
02('Ag). Fotodynamickou eliminaci se isp&$né podatilo sniZit signal PrPres pod detekéni
limit western blotu na obou zdrojich. To odpovida redukci signalu PrPres o vice nez 1,8 fadu
pfi pouziti nanomolarnich koncentracich AIPcOH(SOs).. Pfitomnost Pc ve smési
s mozkovym homogenatem nevedla k redukci signalu PrPres, pokud byla smés ponechana
ve tme. Tento signal PrPres byl srovnatelny se signdlem kontroly bez Pc. Fotodynamicka
eliminace na svételnych zdrojich byla doprovazena zvySenim teploty exponovanych vzork.
Zatimco teplota vzorkd po 90 min v DALS nepfesahovala 26°C a blizila se laboratorni
teploté (24°C), teplota vzorkti v TLS po 5 min vzrostla na 38°C. Ackoliv by mohla zvysena
teplota ovlivitovat u¢innost PDI, k pozorovatelnému ubytku PrPres signalu nedochazelo.
Toto zjiSténi podporuje také publikovana rezistence priont uc¢inkim tepla (Marin-Moreno,
et al. 2019; Taylor 2004).

Koncentrace protein byla detekovana pomoci BCA eseje, ktera sleduje aktivitu
peptidové vazby pii redukci Cu>* na Cu’ (Fisher Scientific). Ubytek mnozstvi celkového
proteinu byl po PDI relativné maly a u vykonnégjsiho zdrojii (TLS) nepiesahl 20 %. Tento
pokles naznaduje jen ¢aste¢né ovlivnéni peptidovych vazeb plisobenim Oa('A,) (Davies
2003). Elektroforeticky profil proteinii barvenych roztokem AgNO; v gelu zlstal po
fotodynamické  eliminaci  zachovan. S rostouci  intenzitou  fotodynamické
eliminace (koncentraci AIPcOH(SOs)2) dochazelo pouze k mirnému poklesu intenzity
zabarveni proteinl. Ag" ionty se vazi primarné ke karboxylovym a sulfhydrylovym

skupindm postrannich fetézcli aminokyselin (Switzer, et al. 1979). Je pravdépodobné, Ze
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pokles intenzity zbarveni byl castecné zpisoben modifikaci postrannich fetézct
aminokyselin u¢inky Oa('Ag), jehoz cilem jsou také —SH skupiny (Davies 2016).
K fragmentaci protein vlivem oxida¢nich u&inkii Ox('Ag) ziejmé dochazi jen v nizké miie
nebo vibec (Gimenez, et al. 2016). Nicméné v dusledku oxidacnich zmén postrannich
fetézcli aminokyselin mohou pfi reakcich O2('Ag) s proteiny vznikat agregaty (Davies 2004;
Pattison, et al. 2012). Molekula mySiho PrP nese ve své aminokyselinové sekvenci devét
histidintt  (UniProtKB-P04925). Meziprodukty oxidace histidinu se mohou vzijemné
propojovat nebo atakovat dalsi aminokyseliny (Balasubramanian, et al. 1990). Oxidaci dvou
postrannich fetézct Cys, muze vznikat disulfidicky mustek (Rougee, et al. 1988). Molekula
PrP obsahuje pouze dva Cys, které tvori disulfidicky mustek ptfirozené. Vznik agregati
proteinfi i PrPS/PrP™E (v mozkovém homogenatu) ptisobenim PDI byl analyzovén na
sachar6zovém gradientu. Zastoupeni proteinti 1 rezidudlni diglykosylované formy
PrP¢/PrP™E po PDI v jednotlivych frakcich bylo srovnatelné s profilem frakci neovlivnéné
kontroly i kontroly bez Pc. To naznacuje, ze k tvorbé agregati pii fotodynamické eliminaci
nedochézelo (Gimenez, et al. 2016). PDI byla provedena pfi nejintenzivnéjSich podminkach
pouzitych v naich experimentech (findlni koncentraci 25 pg.ml"! AIPcOH(SOs), a celkové
18 min v TLS), abychom posoudili maximalni dopad PDI na tvorbu agregatu. Jako pozitivni
kontrola agregace byla pouzita smés 5 mg.ml"! AIPcOH(SOs3), a RML homogenatu drzené
ve tmé& (Priola, et al. 2003). Pti takto vysoké koncentraci AIPCOH(SO3). se pfevazna cast
proteinti i PrP¢/PrP™E nachézela ve frakcich s vysokou koncentraci sacharézy. To dokazuje,
7e v této kontrole se proteiny i PrP/PrP™E nachazely v agregatech (s AIPcOH(SO3)y).
MozZnost paralelni studie nékolika vzorkid v DALS (90 min) nam umoznila porovnat

PTSE

senzitivitu Pr PTSE

prionovych kmenii vii¢i fotodynamické eliminaci. Odolnost Pr
prionovych kmeni k fotodynamické eliminaci napfi¢ pouzitymi derivaty Pc klesala v potadi
ME7=22L>mBSE =mvCJD > 139A = RML = mFu. Rozdilna odolnost prionovych kment
byla v literatufe dokumentovana vici ptisobeni denaturacnich ¢inidel (Safar, et al. 1998)
nebo tepla (Marin-Moreno, et al. 2019). Jensen et al. (2011) demonstroval, Ze rychlostni
konstanta reakce O2('Ag) zavisi na struktufe proteinu. Rozdily v odolnosti PrP™E prionovych
kmenli mizeme vysvétlit jejich odliSnou strukturou (Safar, et al. 1998) a zni plynouci
rozdilnou stabilitou k u¢inkéim O»('Ag). Na principu oxidace proteini je zaloZena metoda
proteinového footprintingu vyuzivana pro analyzu struktury proteinu. Tato metoda pouziva
k oxidaci postrannich fetézcli aminokyselin hydroxylové radikaly (Kiselar, et al. 2003).

PrP™E kmentt mBSE a mvCJID vykazovalo vii¢i uéinktim Oa('A,) stejnou senzitivitu, kterd
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muze byt vysvétlena piribuznosti téchto kmend. Konzumace hovéziho masa
kontaminované¢ho BSE vedla u lidi k rozvoji vCJD (Hill, et al. 1997). Stejny fenomén
pozorujeme u PrP™SE kmend 139A a RML, ktery miizeme vysvétlit jejich ptivodem.
Predpoklada se, ze oba kmeny mayji spole¢ny piivod, ale byly pfipraveny nezavisle ve dvou
ruznych laboratotich (Oelschlegel, et al. 2012).

Vliv derivatii Pc na fotodynamickou eliminaci prionovych kmeni klesal v poradi
AIPcOH(S03), > ZnPc(SO3)13 >> SiPc(OH)2(S0O3)13. Jejich vliv na fotodynamickou
eliminaci neodpovidal ucinnosti pfi produkci O2('Ag), pfi niZz je nejucinngjsi
SiPc(OH)2(S03)13 a nejméné uclinny ZnPc(SOs3)13 (Kuznetsova, et al. 2012). Tato
nesrovnalost by mohla souviset s agregacnimi tendencemi derivati Pc diskutovanymi vyse.
S rostoucimi tendencemi derivatu Pc k agregaci roste i jejich antiprionovy ucinek. Ten
spociva v interakci derivatu Pc s molekulou PrP (Caughey, et al. 1998). Piedpokladame, Ze
vzajemna blizkost nebo interakce Pc a PrP je nezbytné pro efektivné cilenou PDI prionti
v suspenzi mozkového homogenitu. Cilem lokalné plsobiciho O2('Ag) s kratkou dobou
zivota (Lang, et al. 2005; Moan 1990), jsou s vétsi pravdépodobnosti blizké a interagujici
molekuly PrP nez ostatni biomolekuly mozkového homogenatu. To by mohlo naznadovat,
7e nizka tendence k agregaci SiPc(OH)2(SOs)1.3 vede k nizké afinité k molekulam PrPTSE,
PDI by nebyla cilena na PrP™E a rovnocenné by eliminovala viechny proteiny se stejnou
pravdépodobnosti. Tim mizeme vysvétlit, pro¢ je nejméné G¢inna fotodynamicka eliminace
indukovana SiPc(OH)2(S0O3)1.3, ktery ve vodném roztoku produkuje nejvysS$i mnozstvi
02('A). AIPcOH(SO3)2 a ZnPc(SO3)1-3 byly pii fotodynamické eliminaci srovnatelng uéinné
vaci veétsin€ prionovych kment. Vyjimkou byly kmeny mBSE a mvCJD, pii nichz se
projevila vyssi ucinnost AIPCOH(SO3)2. AIPc(SO3)4 ma vici ZnPc(SO3)s nizsi tendence
k agregaci, niz§im antiprionovy G¢inek (Caughey, et al. 2007; Caughey, et al. 1998) a niZsi
afinitu k rPrP (Dee, et al. 2012). Srovnatelnou uc¢innost téchto Pc pfi fotodynamické
eliminaci bychom mohli vysvétlit tim, ze ZnPc(SO3)1-3 ma vyssi afinitu k priond, a proto
dochazi k lep§imu cileni G¢inkGi O2('Ag). Naproti tomu AIPcOH(SOs), s niz§i afinitou
k prionti produkuje vy3§i mnozstvi O2('Ag).

PDI RML vede k vymizeni signdlu PrPres na western blotu a sniZeni prionové
infektivity, ale aktivita pfi konverzi rPrP zlstala nezménénd a nevykazovala ani pozdé&jsi
nastup konverze ve srovnini s aktivitou PrP™E neovlivnéného RML homogenatu.
Analogicky jev byl demonstrovan pro fenolovy €istici prostfedek Environ LpH™ (Steris plc,

USA) tucinny v redukci prionové infektivity (Ernst a Race 1993; Fichet, et al. 2004;
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Hughson, et al. 2016), ale nikoli ve snizeni aktivity PrPTSE pii konverzi rPrP. Tyto vysledky
naznacuji, ze eliminace prionové infektivity nemusi byt spojena s redukci konvertujici
aktivity PrPTSE (Hughson, et al. 2016).

Mira redukce infektivity PrP™E v RML po PDI byla sledovana velmi senzitivni mysi
bioeseji s intracerebralni inokulaci. Pfima inokulace prioni do CNS je nejrychlejsi a
nejsenzitivnéj$i metoda prokazani pfitomnosti PrP™E (Kimberlin a Walker 1986;
Klingeborn, et al. 2011). Délka pieziti mysi po inokulaci odrdzi prionovou infektivitu
inokula (Prusiner, et al. 1982). Z kiivky zavislosti délky pieziti na fedéni inokula jsme

zjistili, ze v 1% RML mozkovém homogenatu po PDI byla infekéni davka PrPTSE

snizena
0 4 tady. Tento vysledek demonstruje jednoznacnou schopnost PDI pomoci AIPcOH(SO3)2
inaktivovat priony. Podobné miry inaktivace bylo dosazeno pouZzitim dekontaminacnich
metod zaloZenych na produkci *OH (Paspaltsis, et al. 2006; Solassol, et al. 2006). Za nami
nastavenych podminek (25 pg.ml! AIPcOH(SO3)., 18 min TLS) ziistala &ist prionti
neinaktivovand a u mysi nakonec vyvolala prionové onemocnéni. Tento problém by mohl
byt vyfeSen prodlouZenim délky osvitu nebo pouzitim vys§i koncentrace AIPCOH(SO3).
Koncentrace Pc, které by piekrocily ptipadnou toxickou davku Pc, lze redukovat
fotodegradaci molekuly Pc intenzivnim svétlem (Kostelanska, et al. 2019; Plaetzer, et al.
2009). Inokulace smési infekéniho inokula s AIPcOH(SO3); drzené ve tmé nevedlo,
navzdory dfive publikovanym vyzkumim (Priola, et al. 2003; Priola, et al. 2000), k
prodlouzeni Zivota mysi. Tato nesrovnalost se vysvétluje pouzitim 400x niZsi koncentrace
AIPcOH(SOs), v naich experimentech. Vysoké koncentrace AIPcOH(SOs)2 (5 mg.ml™)
tvori agregaty sPrP¢/PrP™E  které dokumentujeme jejich rozlozenim ve frakcich
v sachar6zovém gradientu. Publikovany pozdéjsi nastup onemocnéni u mysi, které obdrzely
inokulum s vysokou davkou Pc(SOs)4, je pravdépodobné zptisoben pomalou biodegradaci
agregatl prionti s Pc (Priola, et al. 2003) a nikoliv jejich inaktivaci.

Priony sorbované na povrchy I€karskych néstrojii jsou rizikem pro pienos
prionového onemocnéni (Bonda, et al. 2016; Thomas, et al. 2013). Uéinnost metody PDI na
povrchové vazané RML PrP™SE v piitomnosti AIPcOH(SO3): byla sledovana pomoci CADS
bun¢k, které jsou citlivé k prionovému onemocnéni (Mahal, et al. 2007). Cytotoxicita
AIPcOH(SOs), se neprojevila ani pfi nejvyssi testované koncentraci (50 pug.ml ™) (Amin, et
al. 2012). Pfedpokladame, zZe ziistatek AIPCOH(SO3)2 po PDI nemél vliv na Zivotaschopnost

bun¢k. Mira redukce prionové infektivity byla odvozena ze zavislosti mnoZstvi
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detekovaného signalu PrPres v buiikdch na fedéni RML homogenatu sorbovaného k plastu.

U 0,5% RML homogenatu byla infektivita PrP™E snizena o 3 fady.

Dle literatury vede ptisobeni Ox('Ag) ke zméndm sekundérni a tercialni strukturu
proteind v disledku oxidace postrannich fetézci aminokyselin (Davies 2003; Michaeli a
Feitelson 1997). Uéinnost oxidace se odviji od konformace proteint (Jensen, et al. 2011).
Pravé usporadani sekundarni a tercidlni struktury urcuje stabilitu a odolnost prionti a
determinuje také prionové kmeny a jejich vlastnosti (Morales 2017; Safar, et al. 1998;
Wemheuer, et al. 2017). O2('Ag) by tak mohl byt nad&jnym nastrojem pro boj s priony.
Produkce Ox('A) pfi fotodynamické inaktivaci pomoci ftalocyaninii vede k eliminaci
signalu priond na western blotu a k redukei prionové infektivity jak v suspenzi, tak vazané

na povrch.
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6 Zavér

Tato disertacni prace byla zaméfena na studium inaktivace prionti pomoci singletniho
kysliku generovaného fotoaktivaci derivata ftalocyaninu. Piedpokladame, ze dosazené
vysledky Ize vyuzit k zavedeni ekonomicky dostupné metody pro redukci rizika pfenosu

prionové infekce skrze nastroje pouzivané v nemocni¢nich zafizenich. Dekontaminace

prionti fotodynamickou inaktivaci by mohla byt vyuzita také ve veterinarni praxi.

Shrnuti vysledk:
1. Dusledn¢ jsme charakterizovali svételné podminky, za kterych experimenty
vyzadujici aktivaci svétlem probihaly.
2. Identifikovali jsme singletni kyslik jako jedinou reaktivni formu kysliku

zodpovédnou za eliminaci signalu PrPTSE

v mozkovém homogenatu.

3. Optimalizovali jsme podminky pro fotodynamickou eliminaci signdlu PrPTSE a
popsali prab¢h této reakce.

4. Demonstrovali jsme rozdilnou rezistenci prionovych kmeni k PDI, kterd miize byt
vyuzita k rozliSeni prionovych kmenti.

5. Poukézali jsme na skuteCnost, ze fotodynamicka eliminace signalu PrPres neni
zavisla mnozstvi O2('Ag) produkovaného derivaty Pc, ale dileZitou roli ziejmé hraji
1 strukturni parametry Pc.

6. Ukéazali jsme, Ze fotodynamicka inaktivace nevede k viditelnému Sté€peni proteini
ani k tvorbé jejich agregatu.

7. Na senzitivnim my$im modelu jsme demonstrovali redukci infektivity PrP™SE
v suspenzi o 4 fady.

8. Infektivitu PrP™F sorbovaného na povrch jsme fotodynamickou inaktivaci snizili

o 3 fady.
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