Souhrn

Transmisivni spongiformni encefalopatie (TSE) jsou neurodegenerativni onemocnéni

TSE

charakterizovand uklddanim patologické formy prionového proteinu (PrP °") v mozku.

TSE

V soucasnosti je PrP > jediny specificky biochemicky marker lidskych a zvifecich TSE.

Laboratorni diagnostika je zaloZena na priikazu rezistentniho jadra PrP™"

(PrPres) po Stépeni
vzorku mozkového homogenatu proteindzou K. PrPres je posléze detekovan pomoci western
blotu nebo imunometodami. Obé metody jsou vSak obtizn€é standardizovatelné, Casovée
naro&né a nejsou schopné zachytit k proteolytickému 3tépeni senzitivni formy PrP™F. V této
praci jsme se zaméfili na piipravu nového typu testdl zaloZenych na prikazu PrP™F bez
nutnosti Stépeni proteindzou K ¢i jinym enzymem.

Pisobenim glukézy a jinych redukujicich cukrli v organismu vznikd spektrum produkt
zvanych koncové produkty glykace. Vzhledem k dlouhodobému ukladéni prionovych depozit
v mozku dochazi ke glykaci i u PrP™F. Detekce glykovaného PrP™F by tak mohla sehrat roli
diagnostického markeru. Vramci prvni c¢asti studie jsme se zaméfili na piipravu
monoklondlnich protilatek specifickych pro glykovany prionovy protein. Pfipravili jsme
bakteridln¢ exprimovany rekombinantni lidsky prionovy protein (rthPrP). Na rhPrP jsme
pusobili kyselinou glyoxalovou za vzniku karboxymethyl modifikovaného rhPrP (rhPrP-
CML), ktery ptedstavuje hlavni slozku koncovych produktii glykace v organismu. rhPrP-
CML byl pouzit k imunizaci mys$i a pfipravé hybridomovych bunék. Screeningem bunécnych
supernatanti byly vybrany 4 slibné klony. Jeden z nich (EM-31) siln€ reaguje s lidskym a
mySim rekombinantnim PrP-CML a tii dals§i klony navic reaguji s CML in vitro
modifikovanym lidskym a mySim mozkem.

V dalsi ¢asti studie jsme vyvinuli sendvicovou DELFIA imunoesej pro detekci prionového
fragmentu PrP226* v lidskych mozkovych homogenatech. Zjistili jsme, ze fragment PrP226*
se hromadi v prionovych agregatech a po jeho uvolnéni denaturaci jej lze specifickou
protilatkou V5B2 detekovat bez nutnosti St€peni proteinazou K. Podil mnozstvi PrP226*
méteného v nativnich a denaturovanych vzorcich byl signifikantné odliSny u vzorkd mozkt

pacientt postizenych TSE a vzorkt kontrolnich.

Klicova slova: transmisivni spongiformni encefalopatie, Creutzfeldtova-Jakobova nemoc,

GSS, prion, V5B2, imunoesej, DELFIA, prionovy fragment 226*, proteindza K



	Souhrn

