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Souhrn

Transmisivni spongiformni encefalopatie (TSE) jsou neurodegenerativni onemocnéni

charakterizovana ukladanim patologické formy prionového proteinu (PrP™>"

TSE

) v mozku.
V soucasnosti je PrP™>" jediny specificky biochemicky marker lidskych a zvifecich
TSE. Laboratorni diagnostika je zaloZena na prikazu rezistentniho jadra PrP™" (PrPres)
po Stépeni vzorku mozkového homogenatu proteinazou K. PrPres je posléze detekovan
pomoci western blotu nebo imunometodami. Ob¢€ metody jsou vSak obtizné
standardizovatelné, Casove narocné a nejsou schopné zachytit k proteolytickému $tépeni

senzitivni formy PrP™>"

. Vtéto praci jsme se zaméfili na pfipravu nového typu testll
zalozenych na pritkazu PrP™" bez nutnosti §t&peni proteinizou K &i jinym enzymem.

Plsobenim glukozy a jinych redukujicich cukrli v organismu vznikd spektrum produktt
zvanych koncové produkty glykace. Vzhledem k dlouhodobému ukléddani prionovych

TSE Detekce glykovaného PrP™F by tak

depozit v mozku dochazi ke glykaci i u PrP
mohla sehrat roli diagnostického markeru. V rdmci prvni ¢asti studie jsme se zam¢fili na
pfipravu monoklondlnich protilatek specifickych pro glykovany prionovy protein.
Ptipravili jsme bakteridlné exprimovany rekombinantni lidsky prionovy protein (rhPrP).
Na rhPrP jsme plsobili kyselinou glyoxalovou za vzniku karboxymethyl
modifikovaného rhPrP (thPrP-CML), ktery ptedstavuje hlavni slozku koncovych
produktii glykace v organismu. rhPrP-CML byl pouzit k imunizaci my$i a pfipravé
hybridomovych bunék. Screeningem bunécnych supernatantii byly vybrany 4 slibné
klony. Jeden z nich (EM-31) siln¢ reaguje s lidskym a myS$im rekombinantnim PrP-
CML a tfi dalsi klony navic reaguji s CML in vitro modifikovanym lidskym a mySim
mozkem.

V dalsi c¢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 agregéatech a po jeho uvolnéni denaturaci
jej lze specifickou protilatkou V5B2 detekovat bez nutnosti st€peni proteindzou K. Podil
mnozstvi PrP226* méteného v nativnich a denaturovanych vzorcich byl signifikantné

odli$ny u vzork mozkl pacientl postizenych TSE a vzorki kontrolnich.

Klicova slova: transmisivni spongiformni encefalopatie, Creutzfeldtova-Jakobova

nemoc, GSS, prion, V5B2, imunoesej, DELFIA, prionovy fragment 226*, proteinaza K
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Abstract

Transmissive spongiform encephalopathies (TSEs) are neurodegenerative diseases

characterized by depositions of abnormally folded prion protein (PrP™>"

) in brain.
PrP™F is at present the only specific biochemical marker of human and animal TSEs.
Diagnostic tests are based on the detection of PrPres after proteinase K digestion of
brain homogenate using Western blot or on the immunohistochemistry of fixed brain
tissue, which are both difficult and time consuming. In this work we focused on
development of a new type of tests based on PrP detection without need of proteinase K
digestion.

As deposits of PrP">" remain in the body for a long time, there is a substantial chance of
them being nonenzymatically modified by glycation. The detection of glycated PrP™"
may have a potential to serve as a diagnostic marker. We prepared monoclonal
antibodies specific for carboxymethyl lysine/arginine modified prion protein.
Bacterially expressed and purified recombinant human prion protein (rhPrP) was
modified by glyoxylic acid that introduces carboxymethyl groups on lysine and arginine
residues present within the molecule of the protein. Modified rhPrP (thPrP-CML) was
used for immunization of laboratory mice and hybridoma cells were prepared.
Screening of cell supernatants resulted in the selection of 4 promising clones. One of
them (EM-31) strongly reacts with human and mouse recombinant PrP-CML and three
other clones react also with CML in vitro modified human and mouse brain PrP.

Next we focused on development of DELFIA based assay for a quick and sensitive
detection of the GPI-anchorless prion protein fragment, named PrP226%*, in human brain
tissue homogenates. By calculating the ratio between the signals of native and denatured
samples applied to the assay we were able to observe significant difference between
TSE affected brains and control brains. In the present study we show that the PrP226*
fragment accumulates in prion aggregates and after being released from them by a

denaturation procedure, it could serve as a proteinase K digestion independent

biomarker for human TSEs.

Keywords: Transmissible Spongiform Encephalopathies, Creutzfeldt-Jakob disease,
GSS, Prion, V5B2, Immunoassay, DELFIA, Anchorless PrP, PrP226* fragment,

Proteinase K



Abecedni seznam zkratek

AP amyloid 3

AD Alzheimerova choroba

ACN acetonitril

AGEs »advanced glycation end products”, koncové produkty glykace
AK aminokyselina

AP alkalicka fosfatdza

BALB/c béZzné pouZzivany inbredni kmen albinotickych laboratornich mysi
BCA ,,bicinchoninic acid*

BCIP/NBT  5-bromo-4-chloro-3-indolylfosfat/nitro-tetrazoliovd modf

BSA bovinni sérovy albumin

BSE bovinni spongiformni encefalopatie

C18 oktadecylovy uhlikovy fetézec

CS57BL bézn¢ pouzivany inbredni kmen laboratornich mysi
CD cirkularni dichroismus

cDNA komplementarni DNA

CDI konformac¢né-dependentni imunoese;j

CIN Creutzfeldtova-Jakobova nemoc

CML karboxymethyl lysin

CNS centralni nervova soustava

DELFIA ,Dissociation-Enhanced Lanthanide Fluorescent Immunoassay
DMSO dimethylsulfoxid

Dmob dimethoxybenzyl chlorid

DNA deoxyribonukleova kyselina

DNAaza deoxyribonukledza

dNTP’s deoxynukleotidtrifosfaty

DWI ,Diffusion Weighted Images®, difuzn¢ vazené obrazy
E. coli Escherichia coli

EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova

ELISA ,Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay*

fCIN familidlni Creutzfeldtova-Jakobova nemoc

FFI fatalni familialni insomnie

FLAIR ,Fluid Attenuated Inversion Recovery, sekvence s potlacenim signalu
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FTNsP
g5p
GAM-HRP
Gdn-HCl
Gdn-SCN
GPI

GSS
GSSG
His-Tag
HPLC
HRP
IAPP
iCIN

IC

[HC
IPTG
KLH

LB

MAb

tekutiny

,Fast Protein Liquid Chromatography*

Fakultni Thomayerova nemocnice s poliklinikou

»gene 5 protein®

kozi anti-mysi protilatka konjugovana s kienovou peroxiddzou
guanidin hydrochlorid

guanidin thiokyanat

glykosylfosfatidylinositol
Gerstmanniv-Strausslertiv-Scheinkertv syndrom

oxidovany glutathion

histidinova kotva

vysokotlaka kapalinova chromatografie

kifenova peroxidaza

,Islet Amyloid Polypeptide®, amylin

iatrogenni Creutzfeldtova-Jakobova nemoc

infraervena oblast

imunohistochemie

isopropyl-p-D-thiogalaktopyranosid

,,Keyhole Limpet Hemocyanin®, hemocyanin z dérnatky obrovské
Luria-Bertani

monoklonalni protilatka

MALDI-TOF ionizace laserem za pifitomnosti matrice, s detektorem doby letu

MH
MMM
MRI
MS
MWCO
NEB
Ni-NTA
OD
PBS
PBS-T
PCR
PK

mozkovy homogenat

mozkomis$ni mok

,magnetic resonance imaging*

hmotnostni spektrometrie

,molecular weight cut-off*

,INew England Biolabs®, Massachusetts
kyselina nitrilooctové saturovana Ni** ionty
opticka hustota

,phosphate buffered saline”

,phosphate buffered saline” + 0,05% Tween 20
polymerazova fetézova reakce

proteindza K



PLTS
PMCA
PMSF
Prnp
Prap”?

PrP
PrP226*
PrP27-30
PrP¢
PrP(AGPI)
PrPres
Prp®
prpTSE
PSPR
QUIC
RAGE
RBC

rhPrP
rmPrP
RML

RNA
RNAaza
RP-HPLC
rpm

sCIN

SDS
SDS-PAGE
senPrP"F
TBE
TBS
TBS-T
TEMED
TFA
TMB

krevni destiCky

,protein misfolding cyclic amplification”
fenylmethylsulfonylfluorid

gen kodujici prionovy protein

absence genu kodujiciho prionovy protein

prionovy protein

fragment prionového proteinu zakonéeny tyrosinem 226
rezistentni fragment prionového proteinu po §tépeni proteinazou K
bunéény prionovy protein

prionovy protein bez glykosylfosfatidylinositolové kotvy
resistentni prionovy protein

,,Scrapie” prionovy protein

patologicky prionovy protein

protedza-senzitivni prionopatie

assay ,,quaking-induced conversion‘

receptor pro AGEs

ghosts - membrany ¢ervenych krvinek

rekombinantni lidsky prionovy protein

rekombinantni my$i prionovy protein

,Rocky Mountain Laboratories*

ribonukleova kyselina

ribonukleaza

vysokotlaka kapalinova chromatografie na obracenych fazich
pocet otacek za minutu

sporadicka Creutzfeldtova-Jakobova nemoc

dodecylsulfat sodny

polyakrylamidova gelova elektroforéza v pfitomnosti SDS
protedza-senzitivni PrP">"
,,Tris-borate-EDTA”

,,Iris buffered saline”

,,Iris buffered saline” + 0,05% Tween 20
tetramethylethylendiamin
kyselina trifluoroctova

3,3',5,5"-tetramethylbenzidin
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Tmob
TRF
Tris
TSE
UDMP
UHKT
UOCHB
uv
vCIN
WB
WHO

trimethoxybenzyl chlorid
,,Jime-Resolved Fluorescence*
tris(hydroxymethyl)aminomethan
transmisni spongiformni encefalopatie
Ustav dédiénych metabolickych poruch 1. LF UK
Ustav hematologie a krevni transfuze
Ustav organické chemie a biochemie
ultrafialova oblast

variantni Creutzfeldtova-Jakobova nemoc
western blot

Svétova zdravotnicka organizace

,wild type*

Ttipismenné a jednopismenné zkratky aminokyselin

A Ala alanin M Met methionin
C Cys cystein N Asn asparagin
D Asp kyselina asparagova P Pro prolin

E Glu kyselina glutamova Q Gln glutamin
F Phe fenylalanin R Arg arginin

G Gly glycin S Ser serin

H His histidin T Thr threonin

I Ile isoleucin \Y Val valin

K Lys lysin W Trp tryptofan
L Leu leucin Y Tyr tyrosin
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1. Teoreticka cast

1.1. Prionova onemocnéni

Prionova onemocnéni, neboli transmisivni spongiformni encefalopatie, jsou smrtelna
neurodegenerativni onemocnéni charakterizovand hromadénim prionovych agregatii v
mozku, progresivni ztratou neurontl, gliézou a spongiformnimi zménami [1]. Klinicky
se projevuji rychle postupujici demenci, vizualnimi nebo mozeckovymi poruchami,
pyramidalnimi nebo extrapyramiddlnimi pfiznaky, myoklonem a akinetickym
mutismem. V zavislosti na klinickych, genetickych a neuropatologickych nalezech
mohou byt lidskd prionovd onemocnéni charakterizovana jako sporadickd (85%
piipada), genetickd (10 — 15%) nebo ziskana (2 — 3%). Prvni lidské prionova choroba
byla popsana v letech 1920 — 21 Hansem Creutzfeldtem a Alfonsem Jakobem [2, 3]. V
padesatych letech 20. stol. doslo na Nové Guinei k epidemii kuru, kterd se rozsitila u
prislusnikii domorodého kmene Fore beéhem ritudlniho kanibalismu [4]. Celosvétove je
nejcastéj$i lidskou prionovou chorobou Creutzfeldtova-Jakobova nemoc (CJN) s
incidenci onemocnéni 1 — 2 pfipady na milion obyvatel roéné. Vzacnéji se vyskytuje
dédicny Gerstmannlv-Straussleriv-Scheinkerv syndrom (GSS) a fatdlni familialni

insomnie (FFI).

Variantni CJN

V soucasnosti velkou pozornost ptitahuje variantni CIN (vCIN), ktera vznikla s nejvétsi
pravdépodobnosti alimentdrnim pfenosem BSE priont na ¢lovéka (Obr. 1). Na rozdil od
klasické CJN postihuje predevsim mladé lidi ve véku 19 — 39 let a 1isi se i delSim
priabéhem onemocnéni (7,5 — 22 mésicit). vCIN neni asociovand s mutacemi Prap genu,
nicméné vSechny doposud popsané pripady se tykaji jedinct s Met/Met alelotypem na
PrP kodonu 129. Klinicky se nemoc projevuje progresivnimi neuropsychiatrickymi
poruchami (halucinace, paranoia) vedoucimi k ataxii, demenci a vyskytu nevolnich
pohybu. Charakteristickym diagnostickym znakem jsou absence jinak pfitomnych zmén
na EEG a rozdilné neuropatologické nélezy, typicky pak velka prionova depozita
floridniho tvaru na imunohistochemickych mozkovych preparatech [5]. Pii vCIN se
priony akumuluji i v organech imunitniho systému a choroba je pienosnd krevni

transfuzi [6, 7].
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Obr. 1: Pocet diagnostikovanych ptipadi BSE a vCJN ve Velké Britanii od roku 1989
do soucasnosti. Data byla pfevzata ze Svétové organizace pro zdravi zvifat

(http://www.oie.int/) a britské Narodni jednotky pro dohled nad CIN

(http://www.cjd.ed.ac.uk/) a upravena v grafu. Pocet ptipadii BSE je uveden v tisicich,

pocet vCIN v jednotkach.

latrogenni CJN

latrogenni CJN (iCJN) je zplisobena pienosem prioni bcéhem Iékatfskych nebo
chirurgickych zakrokd. Prvnim popsanym iatrogennim pienosem byla transplantace
o¢ni rohovky od darce s nediagnostikovanou sCJN [8]. latrogenni CJN byla déle
pfedana pfi transplantaci dura mater a vradmci chirurgickych zdkrokli pfi pouziti
kontaminovanych elektrodovych implantath a kontaminovanych chirurgickych nastroji
[9, 10]. K pfenosu priont doslo i pfi podavani kontaminovaného lidského riistového
hormonu izolovaného z lidskych hypofyz [11], 5 ptipadi CJN bylo zaznamenano i u
zen léCenych vramci menopauzy lidskymi hypofyzarnimi gonadotropiny [12].
Molekularné-genetické studie ukazaly, Ze vétSina pacientii, u nichz se iCIN po podani
rastového hormonu projevila, byla homozygotnich pro methionin nebo valin na kodonu
129 Prnp genu [13]. Problémy s pfenosem byly odstranény optimdlni sterilizaci
chirurgickych nastroji a testovanim tkéni na vyskyt priond ptfed transplantaci.
V poslednim desetileti byly zaznamendny ve Velké Britanii 4 ptfipady pfenosu vCIN
krvi (http://www.cjd.ed.ac.uk/ TMER/results.htm). Skute¢nost, Ze preklinicky infikovani
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jedinci mohou ptenaset vCJN, vede ke snaham vyvinout dostatecné senzitivni a

spolehlivy test ke screeningu krevnich elementt pred transfuzi.

Sporadické CIN

Ptiblizné¢ 85% vsSech lidskych prionovych onemocnéni je sporadickych (sCJN), tj.
vznikd bez znamych pficin. Onemocnéni se objevuje u lidi ve veku 55 — 70 let a trva
v priméru 2,5 — 6,5 mésice. U piipadii sCIN nejsou zndmy mutace Prup genu ani nebyl
prokézan kontakt s TSE, nicmén¢ Met/Val heterozygozyta na Prnp kodonu 129 byva
asociovana s nizsi incidenci onemocnéni nebo prodlouzenou inkubacni dobou [14].
Nedostatek rutinnich laboratornich testd pro preklinickou diagnézu znesnadniuje
vyzkum rizikovych faktort vzniku sCJIN a pivod onemocnéni tak dlouhodobé ziistava
bez vysvétleni. Pravdépodobné se nejednd primarné o spontanni mechanizmus Spatného
posklddani prionového proteinu, nebot' tak by s nariistajicim vékem nartistala i
pravdépodobnost vzniku sCJD. U lidi vSak k nejvyssi incidenci onemocnéni dochazi

mezi 55. a 60. rokem zivota.

Dédiené CIN

Dé&di¢na prionova onemocnéni jsou asociovana s autozomalné dominantnimi mutacemi
Prnp genu. Klinické projevy i neuropatologické nalezy zavisi na druhu mutace Prnp
podilejici se na vzniku onemocnéni a zahrnuji familidlni CJN (fCJN), GSS a FFI (Obr.
2). fCIN se mezi dédicnymi prionovymi chorobami vyskytuje nejcastéji, s prevazujici
mutaci E200K. K néstupu ptiznaki dochazi mezi 30. az 50. rokem zivota, pritbéh
onemocnéni trva nckolik mésicti az 5 let. Klinicky se fCIN projevuje zmatenosti,
poruchami paméti, rychle progredujici demenci, myoklonem, ataxii a akinetickym
mutismem. Na imunohistochemickych mozkovych preparatech lze nalézt synapticka
depozita patologického prionového proteinu. GSS se objevuje typicky mezi 40 az 60
lety veku, nejcastéj$i mutaci byva P102L. Klinicky se nemoc projevuje chronickou
progresivni ataxii, mozeckovymi ptiznaky, zvySenym svalovym tonusem a pomalym
priabéhem onemocnéni (2 — 10 let). V termindlni fazi dochazi k porucham koordinace,
feci, neschopnosti polykat a k demenci [15]. Na imunohistochemickych mozkovych
preparatech jsou typické prominentni amyloidové plaky [16]. FFI je velmi vzacné se
vyskytujici prionové onemocnéni s typickym ndstupem mezi 40 az 50 lety véku,
nejcastéj$i mutaci byva D178N [17] spolu s homozygozytou pro methionin na 129.

kodonu Prnp. FFI typicky postihuje thalamus, coz ma za nésledek 1 specifické klinické
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projevy, jako jsou poruchy normdlniho spankového cyklu a poruchy autonomnich
funkci; kognitivni funkce byvaji zachovany. Pozd¢ji nastupuji poruchy zraku, feci,
ataxie a kompletni nespavost [16]. Charakteristické neuropatologické nalezy jsou
atrofovany thalamus, malé¢ nebo Zadné spongiformni zmény v mozku a velmi malé

mnozstvi patologického prionového proteinu v synaptické formé depozit [5].

CHO CHO
23 85 11 134 o
cc, OR CC, HC H1 H2 |H3
55
Mutace zplsobujici GSS P102L ATV H18TR Q217R
P105L Giav F1985
Y145° D202N
Qz212P
Mutace zplsobujici fCJIN D178N E208H M232R
V1801 E200K
T188K V2101
T188R V203l
E196K E211Q
Mutace zplsobujici FF D178N

Obr. 2: Prehled mutaci asociovanych s dédi€nymi prionovymi chorobami na lidském
PrPC. Oblasti s pozitivné nabitymi AK (CC; a CCy,); ,,octapeptide repeat region* (OR);
hydrofobni oblast (HC); a-Sroubovice (H1, H2, H3); glykosylfosfatidylinositolova
kotva (GPI); N-vazané glykosidy (CHO N-); disulfidovy mistek (S-S). Upraveno z
[18].

1.2. Prionovy protein

Bunéény prionovy protein PrP¢

PrP¢ je membranovy glykoprotein kédovany Prup genem, u &lovéka lokalizovaném na
kratkém raménku 20. chromozomu. Vyskytuje se na povrchu vétSiny bunék v téle [1,
19] a jeho fyziologickd funkce zatim nebyla objasnéna. UvaZzuje se napiiklad o jeho
uloze v metabolismu médi, regulaci apoptdzy, v procesu uceni a paméti, signdlni
transdukci, pfenosu vzruchu na synaptické membranég, ovlivnéni cirkadidlniho rytmu,
bunécné diferenciaci, antioxida¢ni ochrané, neuroprotekénich procesech a dalSich

bun&énych d&jich [20]. PrP® vykazuje afinitu k celé fadé bunéénych proteind, nejnovejsi
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studie napf. poukazuji na schopnost PrP® vézat a internalizovat oligomery amyloidu p a
tim se vyznamn¢ podilet na rozvoji a progresi Alzheimerovy choroby [21].

Molekula PrP obsahuje ve své sekundarni struktuie vysoky podil a-§roubovice (40%),
coz ji ¢ini dobfe Stépitelnou protedzami, nejsnadnéji Sté€pitelnd je nestrukturovanid N-
terminalni ¢ast. Pologas Zivota molekuly PrP€ v buice se odhaduje na 3 — 6 hodin [22,
23]. Zatimco N-proximdlni c¢ast molekuly nezaujimd definovanou prostorovou
strukturu, C-proximdlni polovina je strukturovana do tii a-Sroubovic (AK rezidua 144—
154, 173-194 a 200-228 u lidského PrP®) a jednoho antiparalelniho B-skladaného listu
(B-tetézce AK rezidui 128-131 a 161-164 u lidského PrP%) (Obr. 2 a 3). Jeden
disulfidovy mustek se nalézd mezi Cysi79 a Cysai4 [24, 25], ke glykosylaci dochdzi u
lidského PrP na Aspigi a Aspio7 (Obr. 2). Je nepravdépodobné, Ze by N-koncové &ast
proteinu zGstavala neuspofddana i in vivo, nebot studie na transgennich mySich
prokézaly, ze pravé doména obsahujici rezidua 32—121 zajistuje dilezité fyziologické
funkce [26].

PrP€ je do membrany zakotven GPI kotvou v mistech lipidovych rafti a kontinualng
cirkuluje mezi povrchem builkky a endozomem, internalizovan do klathrinem
povlegenych vesikul [27] nebo v kaveolach [28]. Z endozomu se vétsina molekul PrP®
uvoliiuje a translokuje do membrany, mald ¢ast podléha Stépeni a uvoliluje se do
intersticia. Tato draha predstavuje jednu z moznosti zprostiedkovani konverze PrP¢ na
PrP™F,

Patologicky prionovy protein PrP">"

Podle prionové hypotézy je infekénim agens prionovych chorob patologicky slozeny
prionovy protein (PrP™E, nékdy téz znateny PrP%), ktery se mnozi pfimym kontaktem s
bun&énym prionovym proteinem (PrP), jemuZ dokadZe vnutit svoji patologickou
konformaci [1]. Molekula PrP™" je v priibéhu konformaénich zmén obohacena o
strukturu B-skladaného listu (z pouhych 3% u PrP® na 34% u PrP™F) [29, 30], kter4 ji
¢ini ¢astetné¢ odolnou vuci proteolyze (Obr. 4). Priony navic agreguji za tvorby
amyloidovych fibril a vytvafeji v mozku depozita, kterd se podili na rozvoji
onemocnéni. PrP™" nevytvaii krystaly, proto jeho prostorova struktura doposud nebyla
uspokojivé objasnéna. Bylo vsSak navrZzeno nékolik modeld na zakladé studii
elektronové krystalografie a pocitacové simulace konverze prionového proteinu [31, 32]

(Obr. 3).
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PrP™" B-helikalni model PrP"SE spiralni model

Obr. 3: Strukturalni modely sav&iho PrP™*

v centralni oblasti PrP k naristu B-skladaného listu ze 3% u PrP® na 34% u PrP™F. Na

. V pribéhu konformac¢nich zmén dochazi

obrazku jsou zndzornény tii a-Sroubovice (H1, H2, H3) a jeden antiparalelni -skladany
list (S1, S2) u monomerniho PrP®. U p-helikilniho modelu tvoii rezidua ~90-175
levotocivé P-Sroubovice asociujici do trimerd, vétSina C-koncovych a-Sroubovic
monomerniho PrP® zistava intaktnich (upraveno z [31]). Spirdlni model prp™E
znazornuje amyloidové jadro tvofené tfemi vldkny p-skladaného listu a jednoho
izolovaného B-fetézce, kde viechny tii a-Sroubovice zptvodniho PrP¢ zistavaji

zachovany. Upraveno z [32].

Modely konverze PrP® na PrP™>"

Propagace savéich prionti vizand na zmény konformace PrP na PrP™" byla prvng
popséna heterodimerickou zménou konformace v matricovém modelu [33]. Tento
model predpoklada, Ze PrP¢ je termodynamicky méné stabilni nez PrP™, ale spontanni
konverze je kineticky limitovana. Kritickym krokem pifi konverzi je tvorba

heterodimeru mezi PrP¢ a PrP™" monomery, kde PrP™F
Y:

zastava ulohu templatu a
usnadiiuje zménu konformace PrPC. Stabilni monomer PrP™* nicméné zatim prokazan
nebyl, zmény konformace i infektivita jsou vazany na proces agregace. [34]. V souladu
s t¢mito daty vznikl model nukleacné-polymeracni, ktery ptedpoklada, Ze spontanni
konverze probihd a stabilizuje se pfidavdnim monomert ke koncim jiz existujiciho

TSE ) Y ST
. Proces pokracuje fetézovou reakci, jejimz

polymeru (jadra) slozeného z PrP
vysledkem je vyluéné PrP™F. Zesileni intenzity spontanni konverze se prisuzuje

fragmentaci jadra, kterd zvySuje pocet vazebnych mist pro pfipojeni dalSich monomert
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PrP¢ [35].

Zasadnim prilomem pfi studiu konverze prionového proteinu bylo vyvinuti metody
zvané ,,protein misfolding cyclic amplification” (PMCA), kterd za pouziti opakujicich
se sonika¢nich a inkubaénich cykli umoziuje amplifikaci konformeru PrP™>F za vyuziti
PrP¢ jako substratu [36]. Sériovym fedénim produktd reakce PMCA do zdravého
mozkového homogenatu obsahujiciho PrP® se piivodné ptidané nukleaéni jadro PrP™"
statisticky eliminuje a zbydou pouze nové syntetizované agregaty PrP™>". Novg;jsi studie

ukézaly, Ze pro tvorbu infekéniho PrP™"

pomoci PMCA Ize jako substratu pouzit i
purifikovaného PrP® (za piftomnosti malého pridavku detergentu, polyaniontt a lipidi)
[37].

Izolace PrP® z mozkovych homogenati nebo jiného biologického materialu je pracnd a
vytézky &istého PrPS jsou minimalni. Mnoho laboratofi proto pieslo k pouZivani
bakterialn¢ produkovaného rekombinantniho prionového proteinu (rPrP), ktery lze
ziskat snadnéji a ve vétSich mnozstvich (fddové desitky miligrami cistého rPrP).
PrestoZze rekombinantni protein je produkovan bez GPI kotvy i bez obou glykosylaci,
jeho sekundarni a terciarni struktura je identicka se strukturou PrP® izolovaného
z mozku [38]. rPrP tak pfedstavuje uzite¢ny nastroj pro studium fyzikalné-chemickych
vlastnosti prionového proteinu a jeho konformaénich zmén. Prvotni studie ukazaly, Ze
konverze rekombinantniho PrP na strukturu B-skladaného listu je nejuc¢innéjsi v mirné
kyselém prostfedi a v pfitomnosti nizkych koncentraci chemickych denaturantd [39].
Konverze a-Sroubovic na B-sklddany list popsand v téchto studiich nicméné nebyla
autokatalyticka a neprokazovala schopnost autopropagace infekénich priont.
Autokatalytickd (nukleacné-polymeracni) konverze rPrP byla prvné uskute¢néna
redukci a zpétnou oxidaci disulfidovych mistkd v molekulach PrP [40], kdy po redukci
doSlo ke zméné konformace rPrP vedouci ke tvorbé fibril schopnych autopropagace
v roztoku. V in vivo systémech vSak nebylo prokazano, ze by redukce disulfidovych

mustkd doprovazela konverzi PrP“—PrP™"

. Pozd¢jsi studie jiz prokazaly, ze rPrP lze
konvertovat do klasickych amyloidnich fibril bez redukce nativniho disulfidového
mustku [41]. Zatimco v plvodnich experimentech byla pfitomnost chemickych
denaturantli nebo SDS pro uspéch in vitro konverze nezbytna [41-43], souCasné studie
dokazuji, ze amyloidni fibrily rPrP se tvoii i bez pfitomnosti jakychkoliv denaturantt
nebo detergentii [44, 45]. Podobné jako u ostatnich amyloidogennich proteinti [46]
konverze rPrP do amyloidnich fibril za¢ind pomalou lag fazi nasledovanou rychlou fazi

rastu. Lag fazi Ize obejit pfidavkem nukleacniho jadra (ve formé jiz hotovych agregati),
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které umozni okamzity autokatalyticky riist agregati bez nutnosti pomalé tvorby

stabilniho prionového nuklea.

1.3. Prionova diverzita

Mezidruhové bariéry

Infekce organismu priony jiného Zivoc¢isného druhu €asto vede k opozdénému (pokud
vibec néjakému) nastupu onemocnéni. Tento jev byl popsan jako tzv. ,,mezidruhova
bariéra“ [1]. Naptiklad kiec¢i priony jsou pro mysi v podstaté neinfekéni, a podobné i
pfenos mysich priont na kiecky — 1 kdyz v tomto piipadé mnohem efektivnéjsi — vede
k prodlouzeni inkuba¢ni doby u infikovanych kieckt [47]. Jakmile dojde k etablovani
onemocnéni v cizim hostiteli, dal§imi pasaZzemi priond izolovanych z tohoto hostitele
skrz jedince téhoz druhu lze dospét k tzv. ,adaptaci onemocnéni s odpovidajicim
snizenim inkubacni doby a zvySenim infektivity napadenych tkani [1, 47]. Co je
podstatou tohoto jevu? Studie na transgennich zvifatech prokéazaly, Ze mezidruhové
bariéry pro TSE jsou uzce spjaty srozdily v sekvencich prionového proteinu mezi
organismem darce a piijemce [48, 49]. Podobné naroky na sekvencni specificitu byly
prokazany i v in vitro ,.cell-free” konverznich esejich [50, 51] a v neuroblastomovych
bunikach infikovanych priony rtznych Zivoc¢isnych druhli [52]. Zasadni vyznam pro
zabranéni prenosu pifitom meélo vétSinou jen n€kolik specifickych aminokyselinovych
zbytkli. Zatimco tyto a mnoho dalSich studii jasné poukazuje na zasadni vyznam
aminokyselinové sekvence prionového proteinu u mezidruhovych bariér, otdzka ptenosu

TSE byla v nedavné dob¢ rozsifena o pojem prionovych kment.

Prionové kmeny a jejich molekulové podstata

Jednim z nejzédhadnéjSich aspekt prionovych chorob je existence riznych ,.kment*
TSE asociovanych s rlznymi fenotypy onemocnéni (s odliSnou neuropatologii,
klinickymi pfiznaky a inkubacni dobou) v rdmci téhoz zivociSného druhu [53, 54].
Takova fenotypova rozmanitost u hostitele jednoho druhu bez rozdilu sekvence PrP
genotypu zpochybiiovala po dlouhou fadu let Prusinerovu hypotézu, podle které jsou
priony pouze $patné sbalené proteiny. Rada experimentii viak prokazala, Ze rozmanitost
prionovych kmentli lze vysvétlit v souladu s proteinovym modelem, kdy jednotlivé

TSE

kmeny pfedstavuji rozdilné konformacni stavy PrP °" agregétli. Zasadni diikazy v tomto

sméru podaly studie na tzv. ,hyper” a ,,drowsy* (ospalych) kmenech u kieck: PrP™"
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asociovano s témito kmeny je Stépeno proteindzou K na odlisnych mistech, coz jasné

poukazuje na konformaéni rozdily v molekule PrP""

[55]. Konformaéni model byl
posléze potvrzen mnoha dalS$imi studiemi, kdy byly kmenové-specifické rozdily mezi
PrP™F asociovany s expozici ur&itych epitopii na povrchu agregati, [56], pozici a
intenzitou IC pasti podminénych strukturou B-skliadaného listu [23] a odolnosti viiéi
denaturaci chaotropnimi Cinidly [57].

Dalsim faktorem pfispivajicim k rozmanitosti savCich prionit je glykosylace
asparaginovych zbytkd na pozici 181 a 197 (Cislovani dle lidské sekvence PrP). Rtzné
TSE kmeny jsou typicky asociovany s riznymi glykosylaénimi vzorci PrP™" (tj.
riznymi pomeéry zastoupeni di-, mono-, a neglykosylované formy). Vzhledem k tomu,
ze odlisné glykosylacni vzorce jsou zachovavany bchem opakovanych pasazi ve
zvitatech, jsou jednotlivé PrP™F agregity schopny selektivné vazat pouze PrP€
monomery s podobnym pomérem jednotlivych glykoforem [53]. Tento jev lze vysvétlit
v ramci vySe zminéného konformaéniho modelu, kdy jednotlivé glykosyla¢ni formy
dotvateji strukturu PrP™* agregati. Doposud se viak nepodafilo vysvétlit, zda glykany
ovliviiyji konformaci samotné kostry molekuly PrP, nebo ovliviiuji sbalovani molekul

PrP stérickym branénim. Bylo téZ navrzeno, Ze glykany dotvaieji vlastnosti jednotlivych

kment vytvatenim kontaktnich mist mezi monomery PrP v agregatech PrP™" [58].

) DR PrP Stav
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GPl PrP™E Typ 1 CIN

PrP™E Typ2 ~S97
~19 kDa ! GPI )
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PrPBECTF 13 154/156 GP

P-CTF12/13  C
pr[)TSECTF 12 162/167 GPI PrP-CTT 12!1 CJIN

L102 sy fomn 147/153 PrP7-8 GSSP102L

Obr. 4: Formy PrP v normalnim lidském mozku a v mozcich pacientd s prionovym
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onemocnénim. Bunécny prionovy protein je glykoprotein s N-vazanymi glykosidy
(CHO) a GPI kotvou. Béhem patogeneze je PrP® konvertovan na abnormélni PrP™F,
ktery lze po Stépeni proteindzou K izolovat jako protedza-resistentni fragment (PrPres).

V mozcich pacientli s prionovymi nemocemi byly podle délky PrPres identifikovany

TSE TSE

rizné PrP >" subtypy. Nejcastéji zastoupenymi subtypy jsou PrP >" typ 1 a 2, které se
navzajem lisi fenotypem onemocnéni, dale nedavno objevené C-koncové fragmenty o
délce 12 nebo 13 kDa (PrP-CTF12/13) a PrP amyloidovy peptid o velikosti 7 — 8 kDa
(PrP7-8) charakteristicky pro GSS. Obrazek byl upraven z: Safat J., Prionovy kongres

2011, Montréal a [59, 60].

Uloha prionovych kmenti v mezidruhovém pienosu

Vysledky pokusii na laboratornich zvifatech ukazaly, Ze prionové kmeny mohou
ovlivitovat i mezidruhovy pfenos TSE [53, 61, 62]. Studie ptenosu lidskych prionovych
chorob ukdzaly, ze zatimco sCIN priony mohou byt uspéSné pifeneseny na transgenni
mysi exprimujici lidsky PrPC, prenos na ,wild-type“ mysi je vyznamng omezen
mezidruhovou bariérou [62, 63]. Na druhé stran¢ vCIN priony lze na ,,wild-type* mysi
prenést snadno, zatimco jejich pienos na transgenni mysi exprimujici lidsky PrP€ je
relativné netCinny [62]. Zdd se tedy, Ze priony obsahujici PrP s identickou
aminokyselinovou sekvenci, ale odpovidajici riznym kmenim TSE, mohou byt
charakterizovany dal§imi odliSnostmi vzhledem k uc¢innosti mezidruhového pienosu.
Jinymi slovy fefeno je prionova infektivita s nejvétsi pravdépodobnosti déna
konforma¢nimi vlastnostmi kazdého prionového kmene, zatimco aminokyselinova
sekvence pouze udava spektrum konformaci dostupnych pro prionové agregaty daného
zivo¢isného druhu. K prenosu dojde pouze tehdy, obsahuje-li toto spektrum i

konformaci darcovského prionového kmene.

1.4. Diagnostika prionovych onemocnéni

Diagnostika Creutzfeldtovy-Jakobovy nemoci dle WHO

Diagnostika TSE je zaloZena na klinickém a histopatologickém nalezu, ptipadné na
genetickém vySetfeni. S jistotou lze diagnézu CJN stanovit az post mortem prikazem
PrP™ v mozkové tkani, ante mortem se diagnéza pohybuje od mozné
k pravdépodobné. Dle kritérii WHO se ,,moZna diagnéza sCIJN“ vyznacuje progresivni
demenci trvajici méné nez 2 roky a nejméné dvéma z nasledujicich klinickych ptiznaki:
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myoklonus, pyramidové/extrapyramidové ptiznaky, zrakové/mozeckové projevy nebo
akineticky mutismus. Klinickd ,,diagnéza pravdépodobné sCJIN“ spliuje vyse
uvedena kritéria pro moznou sCJN a alesponi jeden z nésledujicich nalezli: pfitomnost
proteinu 14-3-3 v likvoru, typické EEG projevy (periodické synchronni ,,sharp wave®
komplexy), typicky nalez na MRI (specifické 1éze v nucleus caudatus a/nebo putamenu
na DWI nebo FLAIR). Definitivni diagnéza se stanovuje histologickym nélezem
(spongiformni degeneraci, Ubytkem neuroni a gliézou) a prikazem patologického
prionového proteinu v mozkové tkani. (Zpracovano dle: Global Surveillance, diagnosis,
and Therapy of Human Transmissible spongiform Encephalopathies: Report of WHO
consultation, February 9-11, 1998, Geneva, Switzerland a [64]).

Princip detekce prionovych onemocnéni
Vzhledem k identické primarni struktufe obou forem prionového proteinu a jen velmi

slabé imunogenicité patologické konformace PrP™"

se v organismu protilatky
specifické pro prionovd onemocnéni v relevantnich titrech netvoii. Nedavno provedené
studie na vétsSim souboru infikovanych mysi (143 a 117 jedinct) ukézaly, ze jen zhruba
5% sér odebranych v terminalnim stadiu nemoci vykazovalo mirné zvysSené titry
protilatek proti prionovému proteinu [65]. U lidi se zvySené titry protilatek proti PrP™>"
zatim detekovat nepodafilo. K diagnostice tedy nelze z vySe uvedenych diivodii pouzit
b&zné serologické metody a pritomnost PrP™F v soucasnosti ziistava jedinym znamym
specifickym znakem prionovych chorob. Detekce PrP™™" je ve vét§ing piipadi zalozena

na rozdilech odolnosti PrP™* a PrP® viiéi §tépeni proteinazou K (Obr. 5).
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Obr. 5: Detekce patologického prionového proteinu na zakladé jeho odolnosti vici

T5EY se od normalniho

proteolytickému Stépeni. a) Patologicky prionovy protein (PrP
bun&eného prionového proteinu (PrP) lisi konfomaci s vysokym obsahem struktur p-
sklddaného listu, kterd ho €ini odolnym vuci proteolyze. Po inkubaci s proteindzou
K dochazi ke kompletnimu roz§tépeni PrPC, zatimco u PrP™" dojde k od§tépeni pouze
nestrukturovaného fragmentu z N-konce a zbytek molekuly je vici Stépeni rezistentni
(PrPres). b) Detekce PrP¢ a PrP™F v myS$im mozkovém homogenatu pomoci western
blotu. Bez inkubace s proteindzou K (PK) detekujeme v normalnim mys$im mozku tfi
isoformy PrP® (neglykosylovanou, monoglykosylovanou a diglykosylovanou),
proteolyza pak vede ke kompletnimu vymizeni signalu. Proteolyza PrP™"
v homogenatu mySi  infikované RML  kmenem  ,scrapie“ vede pouze
k charakteristickému zvySeni elektroforetické pohyblivosti jednotlivych isoforem PrPres
(bilé Sipky), ktera je zpisobena snizenim molekulové hmotnosti isoforem po odstépeni
jejich N-konct.

Zatimco molekula PrP® se pisobenim protedz zcela rozitépi, z molekuly PrP™F se
odstépi pouze N-konec a rezistentni C-koncova c¢ast (PrPres) je imunochemicky
detekovéana nékterou z protilatek proti prionovému proteinu. Tyto testy vychéazeji z
prepokladu, Ze rezistentni forma PrP™" je ptivodcem onemocnéni a tedy i v organismu
pfitomna a posléze detekovana. NejCastéji pouzivanymi metodami detekce jsou
imunohistochemie a western blot, popf. genetické vysetfeni urcujici polymorfismus
kodonu 129 genu Prnp. Kromé téchto v klinické praxi bézné pouzivanych metod je

znama celd fada metod vyzkumnych, které jsou sice senzitivnéjsi, ale z riiznych divodi

tézko uveditelné do rutinni laboratorni praxe. Diagnostika je navic komplikovana tim,

TSE TSE

ze vétSina molekul PrP " v mozku je protedza-senzitivnich (senPrP °"), PrPres tvoii
pouhych 10 — 30% [56, 66, 67]. V nékterych tkanich pacienti s CIN, napiiklad v krvi,
se PrP™F pravdépodobn& vyskytuje jen jako senPrP™F [68]. Detekce PrP™F v krvi je

navic komplikovana p¥itomnosti velkého mnozstvi PrP€ [69-71].

Protedza-senzitivni prionopatie

Az donedavna byl v prionové komunité prijiman nazor, Ze senPrP™F tvoii mezistuper
pii tvorb& PrPres a je soudasti prib&hu onemocnéni [72, 73]. SenPrP™F izolovany
gradientovou centrifugaci z infikovaného kiecciho mozkového homogenatu byl

dokonce schopen konvertovat PrP° na proteaza-rezistentni PrP*>F [74]. V posledni dobé&
P p p
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se ale zacinaji objevovat ptipady prionovych chorob zvané ,Protedza-senzitivni
prionopatie (PSPR), které mohou, ale nemusi, mit klinické ptiznaky podobné
klasickym prionovym chorobam [75]. U téchto ptipadii ptfi béznych testech nebyl
prokézan PrPres, ale pii pouziti Setrngjsich metod byl prokazan senPrP™" [76-78].
Celosvétove se objevuji stale dalsi pfipady protedza-senzitivnich prionopatii, ¢asto po
reevaluaci starSich piipadti vyhodnocenych jako ,,bliZze nespecifikované demence® nebo
,atypickd Alzheimerova choroba® [79]. Prote4za-senzitivni priony jsou be&znymi
diagnostickymi metodami vyhodnocovéany falesné¢ negativné a PSPR tak unikaji
pozornosti diagnostikil. ReSenim tohoto problému by mohla byt piiprava testu
zalozeného na pouziti monoklondlnich protilatek konformaéné specifickych pro
patologicky prionovy protein, které by umoznily potvrzeni diagndézy bez pouziti

proteolyzy.
1.5. Konformacné specifické protilatky proti PrPTsE

Problémy s ptipravou konformacné specifickych protilatek

Snahy o piipraveni konformaéné specifické protilatky proti PrP™>", ktera by zaroven
setkdvaji s tspéchem, problémi s piipravou konformacné specifickych protilatek je
hned n&kolik. Zaprvé je to slaba imunogenicita PrP™F, dana shodou primérni struktury s
fyziologicky se vyskytujicim PrP®. Vzhledem k vysoce mezidruhové konzervativni
primarni struktufe prionového proteinu tento problém neumoziuje obejit ani xenogenni
imunizace. N&kterym autorim se sice podafilo imunitni reakci podpofit silnymi
adjuvanty [81, 82], problém se nicméné podafilo vyfeSit az pfipravou geneticky
upravenych mysi, kterym byl odstranén gen pro prionovy protein (Prup”” mysi) [83] a
které po bézné imunizaci vykazovaly dobrou imunitni odpovéd’. Druhym uskalim pti
ptipravé konformacnich protilatek je skutecnost, Ze dosud neni zndma prostorova

struktura PrP™SE

a nelze tedy s pfesnosti urCit epitopy specifické pro patologicky
prionovy protein. Béhem konformacnich zmén sice dochazi u prionového proteinu k
odhaleni epitopt, které jsou v molekule PrP¢ nedostupné [84, 85], jejich imunogenicita
oviem nemusi byt — a nebyva — vysokd. Po imunizaci Prnp”’ mysi prionovym
proteinem tak dojde ke tvorbé celé tady protilatek proti PrP, konformacné specifické se
mezi nimi ale bézné nevyskytuji [86, 87]. Jednotlivé laboratofe se tento problém
pokusily feSit rtzné. Korth a kol pouzili k imunizaci agregovany rekombinantni
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prionovy protein, ktery umoznil tvorbu protilatek proti oligomeriim PrP, které se bézné

TS ale ne u rozpustného PrP® [80]. Paramithiotis a kol. a

vyskytuji v agregatech PrP
Jones a kol. imunizovali peptidem molekuly PrP, ktery vybrali s ohledem na piedchozi
studie konformacnich zmén pfi pfechodu z a-Sroubovice na B-Sroubovici, ke kterym
dochazi i u PrP™" [84, 88]. Jiné laboratofe zase izolovaly a purifikovaly PrP™" z
mozkového homogenatu infikovanych mysi a pouzily jej jako antigen pro imunizaci a
nasledné i pro selekci protilatek [89, 90]. Dalsi text shrnuje dostupné informace o
pfipravenych konformacné specifickych protilatkdch a diskutuje jejich pouziti

v diagnostice prionovych chorob.

Piehled konformacné specifickych protilatek

15B3. Prvni konformacéné specificka protilatka byla pfipravena v roce 1997 imunizaci
Prap”” mysi rekombinantnim bovinnim prionovym proteinem. Jedna se o monoklonalni
protilatku 15B3, t¥idy IgM, ktera reaguje s bovinnim, mysim a lidskym PrP™" [80].
15B3 je schopna z infikovanych mozkovych homogenati imunoprecipitovat PrP™F
razné citlivy ke Sté€peni proteindzou K. Pfi blizsi charakterizaci epitopu protilatky 15B3
spektrem peptidii byly identifikovany vazebné sekvence 142-148, 162-170 a 214-226
bovinniho PrP (Tab. 1). Jedna se tedy o epitop slozeny, ktery podle autorti vznika bud’
asociaci dvou nebo vice molekul prionového proteinu, nebo strukturdlnimi zménami v
ramci jedné molekuly PrP [80]. Protilatka byla patentovdna, nicméné se od té doby
neobjevila ani na trhu s diagnostickymi testy, ani v jiné védecké praci zamétfené na
pouziti v diagnostice. Az v roce 2008 Biasini a kol. ve studii na mutantnich formach PrP
konformaéné specifickymi protilatkami uvetejnil, Ze protilaitka 15B3 ma mnohem Sirsi
reaktivitu nez se ptvodné myslelo [91]. Vedle protedza rezistentnich i senzitivnich

forem PrP™SE

z infikovanych vzorkl je 15B3 schopna imunoprecipitovat i neinfekéni
prionové agregaty, které se spontanné tvoii u neinfikovanych transgennich mysi s
nadprodukci PrP a s inser¢nimi, delecnimi nebo substitu¢nimi mutacemi genu pro PrP.
Autofi ve své studii $li jesté¢ dale a zjistili, ze 15B3 je schopna detekovat i um¢le
precipitovany PrP® z mozkovych homogenatti zdravych ,wild type* mysi nebo

agregovanou formu rekombinantniho (neinfek¢niho) PrP [91].

Hybridni IgG protilatky. V roce 2004 Moroncini a kol. pfipravili dvé hybridni

TSE

protilatky obsahujici peptidy PrP¢ schopné specificky vazat PrP™" [92]. Autofi nejprve

identifikovali sekvence, kterymi se PrP® vaze na molekulu PrP™F [93]. Vazebné
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sekvence 89-112 a 136-158 mysiho PrP® pak vlozili do recipientni protilatky IgG1 [94]
v oblasti determinujici komplementaritu na t€Zkém fetézci. Takto pfipravené
rekombinantni protilatky IgG 89-112 a IgG 136-158 imunoprecipitovaly mysi, lidsky a
kie¢i PrP™F, ale ne rozpustny PrP€ [92]. O n&kolik let pozdéji se stejnd laboratot
pokusila zmapovat vazebna mista PrP¢ na PrP™" ptipravou hybridnich protilatek
obsahujicich postupné peptidy celé sekvence mysiho prionového proteinu (mPrP23.23;)
[95]. Z dvaceti pFipravenych protilatek s PrP™F specificky reagovaly pouze tii: nové
IgG 19-33 a taktéz IgG 89-112 a 136-158 identifikované jiz v roce 2004 Moroncinim et
al (Tab. 1). VSechny tii konforma¢né specifické hybridni protilatky reagovaly, stejné
jako 15B3, i s agregity neinfekéniho PrP® a s agregéty neinfekéniho rekombinantniho

PrP [91].

Tyr-Tyr-Arg protiliatky. DalSi konformacné specifické protilatky vznikly imunizaci
mys$i peptidem obsahujicim aminokyselinovy motiv Tyr-Tyr-Arg (Glu), ktery se nachazi
na tfech mistech molekuly PrP a je u savcl mezidruhové konzervovany (Tab. 1).
Tyrosinové zbytky motivu Tyr-Tyr-Arg jsou v molekule PrP¢ orientovany dovnitf,
zatimco u PrP™" jsou exponovany na povrch [84] a piedstavuji PrP""-specificky

TSE

epitop. Ziskané protilatky selektivné imunoprecipituji PrP >" z infikovanych mysich,

kieG&ich, ovéich, bovinnich a lidskych mozkovych homogenatt, aviak vedle PrP™F
rozeznavaji 1 nefyziologicky slozeny a protedza-senzitivni prionovy protein [84].
Protilatky se na trhu s diagnostickymi testy neobjevily, nicméné motiv konformaéné
specifického epitopu Tyr-Tyr-Arg vyuzila v roce 2009 skupina S. Nappera, kterd se
pokusila vyvinout vakcinu proti prionovym chorobam. Autofi nejprve optimalizovali
epitop ov¢iho prionového proteinu obsahujiciho motiv Tyr-Tyr-Arg tak, aby doslo k
dostatecné silné imunitni odpovédi a zaroveinl nedoSlo k aktivaci imunitniho systému
viigi PrPC. Po ukon&eni imunizace byla u ovci zaznamenana PrP"™>" specificka imunitni
odpovéd, specifické protilatky tfidy IgG byly stanoveny v séru, mozkomisnim moku a
mukoznich sekretech a zddnd z imunizovanych ovci nevykazovala autoimunitni reakci

proti PrP® [85]. Nicméné téinnost této vakciny v prevenci a 16&bé prionovych chorob

nebyla zatim prokazana.
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Homo sapiens —-MANLGCWMLVLEVATWSDLGLCKKRPKPGG-WNTGGSRYPGQGSPGGNRY

Bos taurus MVKSHIGSWILVLEFVAMWSDVGLCKKRPKPGGGWNTGGSRYPGQGSPGGNRY

Mus musculus —-MANLGYWLLALEVTMWTDVGLCKKRPKPGG-WNTGGSRYPGQGSPGGNRY

cek ek ek KAhkkoeokoekoehkhhkAhkhAhkhAhhhk ,hkhAhkAhkAkhkAkhAkh A khkk%%

Homo sapiens PPQGGGGWGQPHGGGWGQPHGGGNGOPHGGGWGQPHGGGHED - -~~~ 91

Bos taurus PPQGGGGWGQPHGGGWGQPHGGGWGQPHGGGWGQPHGGGWGOPHGGGG 100

Mus musculus PPQGG-TWGQPHGGGWGQPHGGSWGQPHGGSWGQPHGGGWGO-————— 90
* Kk Kk k Kk :***************_*******.***********

Homo sapiens - - GGETHSOWNKPSKPKTNMKHMA GAAAAGAVVGGLGGYMLGSAMS

Bos taurus WGQGGTHGOWNK PSK P e e aeene - Y L. GSANS

Mus musculus - - GGGTHNQWNKPSKPKTNLKHVAGAAAAGAVVGGLGGYMLGSAMS

ekhkhkkh hkhkhkkhkhkhkhkrhkhkeoehkhkoekhkhhhkhhkrhhkrhhkrhkhkhkhkrkxx

Homo sapiens RS PR RENMERE N OV Y YRPMDEY SNONNEVHDCVNITIKQHTV 189

Bos taurus RPLIHFGSDYEDRYYRENMERYPNOVY YRPVDQYSNQONNFVHDCVNITVKEHTV 200

Mus musculus rPMIHFGNDWEDREEIRENVYRY PNOVERRPVDOY S I - s

kkoekhkhkk KehkhkhhkhhkhhkkoehhkhhkhhkhhkhkokoekhkhkAkhkAhkhkhkAhkhAhhkokokkk

Homo sapiens TTTTKGENFTETDVKMMERVVEQM R 0 R G 'S

Bos taurus TTTTKGENFTETDERMMERVVEONCETQYORESOATNE—RGA

Mus musculus BT TTKGENFTETDVKMMERVVEQMCV IOV ORESOAYEDERR S S

*hkkkhkhkkhkhkhkkhk ko *********** *** ****** *..
Homo sapiens SMVLFSSPPVILLISFLIFLIVG 253
Bos taurus SVILFSSPPVILLISFLIFLIVG 264
Mus musculus STVLFSSPPVILLISFLIFLIVG 254
*::********************
MAbs: 15B3 E¥¥; IgG 19-33 ---; IgG 89-112 ===; IgG 136-158 EEE;vvR EER; v5B2 §

BB r1:1 BB en10 B®; priocl -==, prioC3 R

Tab. 1: Pozice epitopt znamych konformaéné specifickych protilatek proti prionovému
proteinu.  Srovnané aminokyselinové sekvence lidského (Homo  sapiens,
NP _001073592), hovéziho (Bos taurus, DAA23426) a mySiho (Mus musculus,
NP_035300) prionového proteinu s barevné zvyraznénymi epitopy konformacné
specifickych protilatek. Podtrzené sekvence na zacatku a konci molekuly piedstavuji
signalni peptidy, které jsou odstépeny v pribehu postranslaénich modifikaci. Primérni
struktura prionového proteinu je vysoce konzervovana, hvézdicka ukazuje uplnou shodu
mezi jednotlivymi druhy, tecka, dvojtecka a mezera pak upozoriiuje na rozdily mezi

zivociSnymi druhy. VéEtSina znamych epitopli konformacnich protilatek se nachéazi na C-
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koncové poloviné molekuly prionového proteinu. Konformacni protilatky obvykle

. v . r ’ .7 TSE _ , v vev o7 o
nejsou druhové specifické a rozeznavaji PrP™> vice Zivo¢isnych druht (Tab. 2).

V5B2. Imunizaci konformacéné specifickymi peptidy vyuzila i skupina profesorky
Serbecové k piipravé protilatky V5B2 [96]. Ze studii zaméfenych na identifikaci
PrP"F-specifickych epitopt byly vybrany tii peptidy ze sekvence lidského PrP (P1:
214-226, P2: 167-179 a P3: 139-150), které byly pouzity k imunizaci BALB/c mys$i. Z
ptipravenych protilatek tfidy IgG nejlépe reagovala protilaitka V5B2 namifend proti C-
koncové ¢asti lidského PrP (sekvence 214-226) (Tab. 1). V5B2 se zpocatku zdala
reagovat PrP™" specificky: rozeznavala CIN mozkové homogenaty detekované dot
blotem nebo ELISOU od non-CJIN vzorkd, se kterymi nereagovala. Na rozdil od vétSiny
ostatnich konformaéné specifickych protilatek nereagovala V5B2 s agregovanym ani s
rozpustnym rekombinantnim lidskym nebo bovinnim PrP (23-230), reagovala pouze s
peptidem P1 (214-226) [96]. V prub¢hu dalsi prace s protilaitkou V5B2 vsak bylo

TSE

zjisténo, Ze protilatka nerozeznava PrP™F od PrP® na zakladé konformaénich rozdili,

ale pouze rozeznava fragment molekuly PrP¢ zakonéeny aminokyselinou Tyras [97].

OCD4 a g5p. V roce 2004 dokézali Zou a kol. specificky rozlisit PrP™" od PrP©
pomoci anti-DNA protilaitek a genového proteinu 5 (g5p). Ke studii pouzili
monoklondlni protildtku OCD4 namifenou proti jaderné DNA a g5p pouZzivany k
detekci jednofetézcové DNA [98]. OCD4 a g5p rozlisovaly komplex DNA-PrP™", ktery
se u PrP“ nevyskytuje. Studie interakci rekombinantniho PrP s nukleovymi kyselinami
ukdzaly, ze DNA je schopna konvertovat o-helikalni strukturu C-koncové ¢ésti
prionového proteinu do B-skladaného listu [99]. Podle autort studie dochazi v této casti
molekuly vlivem konformaénich zmén prionového proteinu ke tvorb& stabilniho
komplexu DNA-PrP™" a vazba neni zrusena ani piisobenim nukledzy (benzonazy), ani
piisobenim proteinazy K [98]. OCD4 a g5p specificky imunoprecipitovaly PrP™F z
mozkového homogenatu piipadd s CJN, zatimco s negativnimi homogenaty ani s
homogenaty z jinych neurologickych piipadii (napt. AD) nereagovaly. Protilatka OCD4
byla schopnd detekovat jak rGzné kmeny lidskych priont (sporadickou, dédi¢nou i
ziskanou formu CJN a ptipady GSS), tak i rizné zviteci prionové kmeny (bovinni, ov¢i,
jeleni, kfe¢¢i a mysi). Zhruba 20% PrP™" imunoprecipitovaného pomoci OCD4 bylo

protedza-senzitivni [98].
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P1:1. Jones a kol. pouzili k pfipravée protilatek agregovany peptid 106-126 lidského PrP
[88]. Jedna se o centrdlni Cast prionového proteinu, kterd je u savci mezidruhové
vysoce konzervovana (Tab. 1) a kterd béhem konformacénich zmén méni svoji strukturu

0/0

z neuspotfadané na strukturu B-sklddan¢ho listu. Imunizaci Prup™” mySi agregovanym

peptidem 106-126 sekvence lidského PrP byla ziskdna monoklonalni protilatka P1:1
tiidy IgM, kterd v nativnich podminkach selektivné imunoprecipitovala PrP™" z
lidskych tkani. S negativnimi kontrolami ani s tkanémi pacienti s jinymi
neurologickymi diagndézami P1:1 nereagovala. Protilatka byla navic schopna rozliSovat
mezi typem 1 a 2 lidskych prionovych onemocnéni charakterizovanych rozdilnou
elektroforetickou mobilitou PrPres [100]. Autofi nicméné& neprovedli testy reaktivity

P1:1 s agregovanym rekombinantnim (neinfekénim) prionovym proteinem ani s uméle

agregovanym neinfekénim PrP¢ v homogenatech zdravych mozki.

6H10. Horiuchi a kol. pfipravili monoklonalni protilatky téidy IgG imunizaci Prup”’
my3i nedenaturovanym PrP™ purifikovanym z infikovaného mysiho mozkového

TSE
, ale

homogenatu. Jedna z protilatek, 6H10, reagovala s nedenaturovanym mysim PrP
ne s rekombinantnim my$im PrP ani s denaturovanym PrP™" [89]. 6H10 specificky
imunoprecipitovala PrP™" z mysich, ovéich a bovinnich mozkovych homogenatt pred i
po Stépeni proteindzou K, zatimco s neinfikovanymi homogenaty nereagovala. V reakci
na Biasiniho studii otestovali autofi protilatku 6H10 i s agregovanym rekombinantnim
prionovym proteinem a jeho C-koncovym fragmentem (PrP»s.231 a PrPgo.2s;, resp.), se
kterymi protilatka nereagovala. 6H10 reagovala s mozkovou tkani infikovanych my$i na
histoblotu pted i po Sté€peni proteindzou K. Reaktivita 6H10 byla vyrazné redukovana
autoklavovanim histoblotu, b&hem kterého doslo pravdépodobné ke zruseni PrP™"
specifického epitopu. Podobné& reaktivita 6H10 postupné slabla se zvySujici se
koncentraci denaturacniho c¢inidla guanidin hydrochloridu. Pfi snaze o blizsi
charakterizaci vazebného epitopu autofi prokézali, Ze se jedna o slozeny, PrP™E

konformacné specificky epitop (Tab. 1), jehoz €asti jsou nékteré aminokyseliny C-konce

molekuly PrP (sekvence 215-228).

W261. Purifikovany PrP™" k pripravé konformaén& specifickych protilatek pouzili i
Petsch a kol. v roce 2011 [90]. Autofi izolovali PrP™" z infikovanych mysich
mozkovych homogenatli vysraZzenim s kyselinou fosfore¢no-wolframovou a pouzili ho

k imunizaci Prap”” mysi. Jedna z piipravenych protilatek, W261 tiidy IgG, selektivng
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imunoprecipitovala PrP™" z mysich, kiet&ich, ovéich, jelenich a lidskych mozkovych
homogenati, zatimco se vzorky tkani zdravych jedincti nereagovala. Izolovany PrP™"
byl castecné¢ odolny vici Sté€peni proteindzou K. Autofi ve snaze ukézat pouzitelnost
protilatky W261 k diagnostickému testovani zavedli sendvicovou ELISU, kde jako
vyvazujici protilatku pouzili W261 a k detekci bézné pouzivanou anti-PrP protilatku
6H4 konjugovanou s peroxiddzou. Néslednou chemiluminiscenci byl bez pouziti
proteindazy K detekovan prionovy protein z infikovanych ov¢ich (scrapie) a lidskych
(variantni CJN) mozkovych homogenatd, ale ne ze zdravych kontrolnich vzorkt. Autofi
vSak nevylucuji, ze by W261 mohla véazat i neinfekéni agregaty prionového proteinu

[90].

PRIOC. Dalsi skupina se pokusila piipravit PrP™" specifické protilatky imunizaci
Prap”” mysi infikovanym mysim mozkovym homogenatem §t&penym proteinazou K a
adsorbovanym na magnetické mikropartikule (Dynabeads). Byly tak pfipraveny
monoklondlni protilatky PRIOC 1 — 4 tfidy IgM, schopné detekovat rozpustné
oligomery PrP™" a dal§ich amyloidogennich proteind, ale ne jejich monomery [101].
Pii bliz§im urCovani epitopu nebyly protilatky schopny véazat rekombinantni ani
bunécny PrP, ale byly schopny vézat kratsi syntetické peptidy. PRIOC 1 a 2 rozeznavaly
sekvenci PrPgg. 109 @ PRIOC 3 a 4 sekvenci PrPi70.139 (Tab. 1). Protilatky selektivné
vyvazovaly nativni (nedenaturovany) PrP™" z mysich (RML) a lidskych (VCIN)
mozkovych homogenatl pfed i po proteolyze, zatimco se zdravymi kontrolami
nereagovaly. Zadna z protilatek prekvapivé nereagovala s tkanémi z ptipadi sporadické
CJN. Autofi dale vyvinuli sendviGovou ELISU k detekci oligomerd PrP™F v
nedenaturujicich podminkach. PRIOC protildtku ukotvili na sténu desticky a po
vyvazani antigenu z RML infikovaného mozkového homogenatu pouzili tutéz protilatku
k detekci v biotinylované formé&. VSechny Ctyfi protilatky dobte detekovaly oligomery
PrP™F, ale s monomery PrP neposkytovaly zadny signal. Stejny systém byl pouzit i k
testovani rekombinantniho prionového proteinu, kdy protilatky detekovaly pouze
rozpustné oligomery rPrP, s monomery ani s nerozpustnymi fibrilami rPrP nereagovaly.
Podobnych vysledkt bylo za pouziti PRIOC protilatek dosazeno i pti detekci oligomerti
peptidu amyloidu B (AP) a a-synukleinu [101]. Protilatky schopné rozeznat rozpustné
oligomery amyloidogennich proteini byly pfipraveny i jinou skupinou v roce 2003.
Kayed a kol. pfipravili oligomer-specifické polyklonalni sérum imunizaci kralikt

syntetickymi oligomery peptidu AP [102]. Sérum nereagovalo s monomery ani s
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fibrilami amyloidu B, ale reagovalo s oligomery o-synukleinu, amylinu (IAPP),

polyglutaminu, lysozymu, lidského insulinu a prionového peptidu 106-126. Autofi ve

studii uvedli, Ze vSechny vySe zminéné rozpustné oligomery sdileji stejnou
konformac¢né-dependentni strukturu, ktera je nezavisla na sekvenci [102].
Nazev Ttida |Specificita Epitop Autor Citace
protilatky (PrP)
15B3 IgM |bo, mo, hu Diskontinualni, Korth a kol. [80]
142-148,162-170,
214-226
IgG 19-33  |IgG |mo, hu, ha 23-33 Solforosi a kol. [95]
IgG 89-112 |IgG |mo, hu, ha 89-112 Moroncini a kol.  |[92]
IgG 136-158 |IgG  |mo, hu, ha 136-158 Moroncini a kol. ~ [[92]
Tyr-Tyr-Arg |1gG, |mo, hu, ha, bo,|149-151,162-164, |Paramithiotis a kol. [[84]
protilatky IgM |ov 225-227
V5B2 IgG |hu, bo, ov 214-226 Serbec a kol. [96]
OCD4 mo, hu, ha, bo,| DNA- PrP™E Zou a kol. [98]
ov,d
P1:1 IgM |hu 106-126 Jones a kol. [88]
6H10 IgG  |mo, bo, ov Diskontinualni, Horiuchi a kol. [89]
obsahuje 215-228
W261 IgG  |mo, hu, ha, ov,|C-konec Petsch a kol. [90]
d
PRIOC 1a2 |IgM |mo, hu 90-109 Tayebi a kol. [101]
PRIOC3 a4 [IgM |mo, hu 170-189 Tayebi a kol. [101]

Tab. 2: Prehled konformaéné-specifickych protilatek proti PrP™F. Pouzité zkratky: bo:

bovinni, mo: mys$i, hu: lidské, ha: kiec¢¢i, ov: ov¢i, d: jeleni.
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Nov¢ trendy ve vyvoji diagnostickych metod

Pouziti konformacné specifickych protilatek by vedle detekce protedza-rezistentniho
PrPres umoznilo detekovat i proteaza-senzitivni formy PrP™F které se u nékterych
ptipadli prionovych onemocnéni zdaji byt jedinym zdrojem patogeneze i diagnostické
informace. Protilatek schopnych rozeznat protedza-senzitivni PrP™>" byla za poslednich
15 let vyvinuta cela fada (Tab. 2), nicméné otdzkou ziistava jejich vyuziti v praxi. Jejich
uziti pro detekci senPrP™F v mozkové tkani pii post mortem diagnostice prionovych
chorob je limitovano nutnosti pouziti nedenaturujicich technik zachovavajicich

konformaci senPrP™E

. Bohuzel, tyto techniky, napf. immunoprecipitace, jsou casto
méné robustni a mohou vést k faleSnym vysledkiim. VSe navic komplikuji vlastnosti
bun&ného prionového proteinu PrPS a jeho ochota tvofit po solubilizaci membran
agregaty v nedenaturujicim prostiedi. U vétsiny konformacnich protilatek proti PrP™"
bylo prokazano, ze vazou také agregovany neinfekéni PrP a tak mohou poskytnout
falesné pozitivni vysledky. Zda se tedy, ze SirSimu pouziti konforma¢né specifickych
protilatek v diagnostice prionovych chorob stoji v cesté piredevsim vyvoj odpovidajici
detek¢ni techniky. Za nad€jné lze povazovat v publikacich popsané ELISA testy [90,
101], ale i ty ¢eka dlsledna validace s klinickymi vzorky. Obrovskym pokrokem, ktery
by mohly piinést konformaéné specifické protilatky, by byla rutinni detekce senPrP™" v
krvi nebo mozkomisnim moku pacientdi umoznujici potvrzeni diagnézy pied smrti
pacienta. Tyto tkdné zfejmé obsahuji jen nepatrné mnozstvi PrPres, avSak obsah

senPrP™SE

v nich by mohl byt vyssi [68].

Za vsoulasné dob& nejpropracovangjsi metodu schopnou detekce senPrP™™F Ize
povazovat ,,Conformation Dependent Immunoassay“ (CDI) vyvinutou Jitim Safafem a
kol. [56, 66]. Metoda CDI je zalozena na vyuziti protilatky 3F4, kter4 rozeznava PrP¢,

TSE je jeji epitop skryt. Epitop 3F4 v molekule PrP™" Ize odkryt

ale v molekule PrP
denaturaci vzorku. Rozdil signalu mezi denaturovanym a nativnim vzorkem pak
odpovida mnozstvi PrP™F véetnd senPrP™" ve vzorku. Pro vzorky normélnich tkani je
tento rozdil nulovy.

Alternativou ke konformacéné specifickym testim by mohlo byt nalezeni kovalentni

TSEa u PrP¢ by se

modifikace prionového proteinu, ktera by byla specifickd pro PrP
nevyskytovala. Kandidatem takové modifikace je glykace, neenzymaticka reakce
redukujicich cukri s volnymi aminoskupinami proteint, kterd pro svou pomalou
rychlost miize preferenéné modifikovat stabilni amyloidova depozita PrP™", zatimco

PrP zistiva pro svij kratky bunéény polodas neglykovany [103, 104]. Protilatky
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specifické pro glykovany PrP™" by pak mohly byt pouzitelné pro jeho detekci i za

denaturujicich podminek [105], napt. pomoci western blotu.

1.6. Glykovany prionovy protein

Glukéza a jiné redukujici cukry maji schopnost se v organizmu neenzymaticky
kovalentné véazat na postranni amino skupiny proteint a iniciovat tak nespecificky post-
translacni mechanizmus zvany glykace. V prvnim kroku vznikd nestabilni Schiffova
baze, kterd po case podléhd presmyku na stabilni Amadoriho produkt. DalSimi
neenzymatickymi inter- a intramolekuldrnimi reakcemi vznikd spektrum produktl
zvanych koncové produkty glykace (,,advanced glycation end products®, AGEs).
Glykace na proteinech probiha na aminech v postrannich fetézcich lysinu a argininu,
nejcastéj$im koncovym produktem je N-karboxymethyl lysin (CML, Obr. 6) [106].
AGEs hraji klicovou roli napf. pfi patogenezi komplikaci u chronického diabetu
mellitus [107] a glykovany hemoglobin HbA;. je nejdulezitéjsim diagnostickym
markerem pfi sledovani kompenzace diabetikli. Ve snizené mife dochdzi ke glykaci

membranovych proteini senescentnich erytrocyti u jedinci s normalni hladinou

glukozy v krvi [108], a to véetné glykace bunécného prionového proteinu [104].
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Obr. 6: MozZné metabolické drahy tvorby N-karboxymethyl lysinu (CML). Upraveno z
[108].

Glykace byla ve zvySené mife pozorovana i na depozitech proteinovych agregati v
mozcich pacientll s neurodegenerativnimi onemocnénimi, jako jsou Alzheimerova a
Parkinsonova choroba, amyloid6zy a prionova onemocnéni [109]. Ke glykaci v téchto
piipadech dochazi z divodu dlouhodobého vyskytu proteinovych depozit v organizmu a
jejich vystaveni uUCinkim glukdzy. Prestoze je studii téchto chorob celosvétove
vénovéano velké Usili, mechanizmus jejich vzniku stale nebyl uspokojivé objasnén.
Vyznamnou roli pfi patologickém skladani proteinii a iniciaci nemoci hraji dédi¢né
mutace, vétSina piipadl proteinopatii je vSak sporadického ptivodu a na jejich vzniku se
pravdépodobné podili néjaky dal$i neznamy faktor. Studie glykace provedené na
bovinnim sérovém albuminu (BSA) ukazuji, Ze glykace nejen iniciuje tvorbu
amyloidovych agregatli tohoto jinak dobfe rozpustného proteinu, ale agregaty jsou i
odolné vuci Stépeni proteindzou K a maji cytotoxicky efekt na tkanové kultury
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nervového ptvodu (linie SH-SYS5Y) [110]. Podobnost vzniku, vlastnosti a patologie
agregatli BSA s prionovymi agregaty vyvolava otazku, zda timto faktorem neni praveé
glykace. V pozd¢jsich stadiich onemocnéni miize glykace hrat vyznamnou roli pfi
stabilizaci agregati intermolekuldrnimi mustky a zvySovat tak jejich odolnost vuci

proteolytickym enzymam.

V mozcich CJIN pacientl byla za pomoci nespecifické protilatky proti AGEs opakované

prokézana depozita glykovaného PrP™"

[103, 111], absence monoklondlni protilatky
specifické pro glykovany PrP vSak brdni moZnosti zavedeni specifického
diagnostického testu pro tento typ depozit. Absence protilatky téZ znemoziuje zabyvat
se podrobnéjS§imi studiemi role glykace na iniciaci patologie pii prionovych

onemocnénich v in vitro 1in vivo systémech.
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2. Cile
Cilem této prace bylo ptispét k vyvoji diagnostického testu prionovych chorob
zalozeného na jiném principu, nez je prikaz k proteolyze rezistentniho PrPres, ktery by

umoznil jednodussi a 1épe standardizovany priikaz lidskych i zvitecich TSE.

Konkrétni cile prace byly nasledujici:

1. pfipravit glykovany rekombinantni prionovy protein a vyuzit ho jako imunogenu
pro ptipravu monoklondlnich protilatek

2. provést vybér hybridomii produkujicich protilatky specificky reagujici s
glykovanym prionovém proteinem

3. provést charakterizaci pfipravenych vybranych a ve spolupraci ziskanych
monoklondlnich protilatek na biologickém materidlu

4. optimalizovat metodu DELFIA pro detekci prionového fragmentu PrP226*
v mozcich jedincil postizenych TSE

5. provést studii hladiny PrP226* ve vzorcich mozkové tkdn¢ CJD pacientli
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3. Material a metody

3.1. Material
3.1.1. Chemikalie

agardza, Bio-Rad (Hercules, USA)
akrylamid/bis-akrylamid, Bio-Rad (Hercules, USA)
amberlit, Sigma-Aldrich (Svycarsko)

ampicilin, Sigma-Aldrich (Svycarsko)

aprotinin, Sigma-Aldrich (Svycarsko)

Assay Buffer, PerkinElmer (USA)

avidin-HRP, Pierce (USA)

azid sodny, Sigma-Aldrich (Svycarsko)

BCIP/NBT, Millipore (Watford, UK)

bromfenolova modf, Sigma-Aldrich (Svycarsko)
Coomassie Brilliant Blue G250, Bio-Rad (Hercules, USA)
Cu®" matrice TALON, Clontech (USA)

deoxycholat sodny, Sigma-Aldrich (Svycarsko)
dihydrogenfosforeénan draselny, Sigma-Aldrich (Svycarsko)
dihydrogenfosfore¢nan sodny, Sigma-Aldrich (Svycarsko)
dithiothreitol, Sigma-Aldrich (Svycarsko)

DMSO, Sigma-Aldrich (Svycarsko)

Deep Vent DNA polymeréaza, New England BioLabs (Ipswich, USA)
DNaza I, typ II, Sigma-Aldrich (Svycarsko)

dNTP’s, Fermentas (Burlington, Kanada)

dodecylsulfat sodny (SDS), Bio-Rad (Hercules, USA)
EDTA, Sigma-Aldrich (Svycarsko)

Enhancement Solution, PerkinElmer (USA)

ethanol, Penta (Praha, CR)

ethidium bromid, Sigma-Aldrich (Svycarsko)

D-fruktoza, Sigma-Aldrich (Svycarsko)

D-galaktoza, Sigma-Aldrich (Svycarsko)

D-glukéza, Sigma-Aldrich (Svycarsko)

glutathion, Sigma-Aldrich (Svycarsko)
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glycerol, Penta (Praha, CR)

glycin, Penta (Praha, CR)

guanidin hydrochlorid, Sigma-Aldrich (Svycarsko)
guanidin thiokyanat, Sigma-Aldrich (Svycarsko)
hydrogenfosfore¢nan sodny, Sigma-Aldrich (Svycarsko)
hydroxid sodny, Penta (Praha, CR)

chlorid draselny, Penta (Praha, CR)

chlorid sodny, Penta (Praha, CR)

IPTG, Roth (Karlsruhe, Némecko)

inhibitorovy koktejl Complete, Roche (Svycarsko)
izopropanol, Penta (Praha, CR)

kyanoborohydrid sodny, Sigma-Aldrich (Svycarsko)
kyselina borita, Penta (Praha, CR)

kyselina glyoxalova, Sigma-Aldrich (Svycarsko)
kyselina chlorovodikova, Penta (Praha, CR)

kyselina octova, Penta (Praha, CR)

LB agardza, Roth (Karlsruhe, Némecko)

LB médium, Roth (Karlsruhe, Némecko)

lysozym, Sigma-Aldrich (Svycarsko)
2-merkaptoethanol, Bio-Rad (Hercules, USA)

methanol, Penta (Praha, CR)
N,N,N,N-tetramethylendiamin, Sigma-Aldrich (Svycarsko)
Ni-NTA Agarose matrice, Qiagen (USA)

octan sodny, Penta (Praha, CR)

pepstatin, Sigma-Aldrich (Svycarsko)

peroxodisiran amonny, Sigma-Aldrich (Svycarsko)
PMSF, Sigma-Aldrich (Svycarsko)

proteinaza K, Sigma-Aldrich (Svycarsko)

Rapid Ligation pufr, Fermentas (Burlington, Kanada)
restrikéni endonukledza BamHI, New England BioLabs (Ipswich, USA)
restrikéni endonukledza Ndel, Fermentas (Burlington, Kanada)
D-ribéza, Sigma-Aldrich (Svycarsko)

RNéza A, Sigma-Aldrich (Svycarsko)

sachar6za, Penta (Praha, CR)
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sarkosyl, Sigma-Aldrich (Svycarsko)
streptavidin-Eu, PerkinElmer (USA)
Sulfo-NHS-LC-Biotin, Sigma-Aldrich (Svycarsko)
suSené mléko, Bio-Rad (Hercules, USA)

T4 DNA ligaza, Fermentas (Burlington, Kanada)

Tango puftr, Fermentas (Burlington, Kanada)

tergitol, Sigma- Aldrich (Svycarsko)

TEMED, Sigma-Aldrich (Svycarsko)

ThermoPol puft, New England BioLabs (Ipswich, USA)
thrombin, Sigma-Aldrich (Svycarsko)

TMB, Pierce (USA)

trimethoxybenzyl chlorid, Sigma-Aldrich (Svycarsko)
Tris, Roth (Karlsruhe, Némecko)

Triton X-100, Sigma-Aldrich (Svycarsko)

Tween 20, Sigma-Aldrich (Svycarsko)

urea, Penta (Praha, CR)

Wash Buffer, PerkinElmer (USA)

3.1.2. Laboratorni pristroje

blotovaci zafizeni
centrifuga

centrifuga
dokumentacni systém

FPLC systém

Trans-Blot SD System, Bio-Rad (USA)
Centrifuge 5810 R, Eppendorf (Némecko)
MiniSpin plus, Eppendorf (Némecko)
MiniLumi, DNR Bio-Imaging Systems (Izrael)
Bio-Logic SAS (USA)

homogenizér Mini-Beadbeater-16, Biospec Products (USA)
horizontalni agardzova elektroforéza Mini-Sub Cell GT System, Bio-Rad (USA)
inkubéator TCH 100, Laboratorni piistroje (CR)

inkubovana tfepacka
kyvacka

MS MALDI/TOF
pH metr

pH elektroda
RP-HPLC

NB-205, N-Biotek (Korea)

Minirocker 1, BioSan (Riga, Lotyssko)
Lasermat, Finnigan (USA)

inoLab Level 1, WTW (Némecko)
Single Pore Glass, Hamilton (Svycarsko)
1200 Series, Agilent (USA)
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kolona analyticka Supelco Discovery C18, Sigma-Aldrich (Svycarsko)

kolona preparacni Poroshell 120 SB-C18, Agilent (USA)
spektropolarimetr Jasco 815 (Japonsko)

sonikator Sonic dismembrator, Dynatech (USA)

termalni cyklér Mastercycler Gradient, Eppendorf (Némecko)
termostaty CH-100, Biosan (Litva); HB-2, Wealtec (Taiwan)

UV-VIS spektrofotometr Biowave S2100, Biochrom (UK)

vertikalni polyakrylamidova elektroforéza Mini-PROTEAN, Bio-Rad (USA)
Victor 3 multilabel reader, PerkinElmer (USA)

vortex Genie 2, Scientific Industries (USA)

3.1.3. Ostatni pouzity material

centrifugacni filtry Amicon Ultra-4 a Ultra-0,5, Millipore (UK)
dialyza¢ni nadoby Slide-A-Lyzer MINI Dialysis Units, Pierce (USA)
dialyza¢ni membrana ZelluTrans, 14 000 kDa MWCO Roth (Némecko)
dialyza¢ni membrana Spectra Por 7, 1000 kDa MWCO Roth (Némecko)
chromatograficka kolona ~ Econo-Pac, Bio-Rad (USA)

Freundovo adjuvans Sigma- Aldrich (Svycarsko)

mikrotitracni desticka NUNC U96, MaxiSorp (USA)

mikrotitraéni desticka GAMA (CR)

nitrocelulosova membrana Bio-Rad (USA)

souprava QIAquick Gel Extraction Kit, Qiagen (USA)

souprava JETQUICK Plasmid Miniprep Spin Kit, Genomed (Némecko)
souprava BCA Protein Assay, Pierce (USA)

expresni Escherichia coli BL21(DE3)RIL, Stratagene (USA)
Escherichia coli DH5a, Novagen (USA)

plazmid pET-15b, Novagen (USA)

primery pET-UP a pET-down, KRD (CR)
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3.2. Priprava rekombinantniho prionového proteinu

3.2.1. Konstrukce plazmidu pET-15b obsahujici gen pro rekombinantni mysi
prionovy protein (rmPrP)

Ke konstrukei plazmidu obsahujiciho pfislusny gen pro mysi PrP byl pouzit plasmid
pET-15b (Obr. 7), primery pET-up a pET-down (KRD). Jako templatovd DNA byla

pouzita cDNA pro mysi prionovy protein 23-230 varianta A (mPrnpa), tj. varianta genu

pro mPrP s kratkou inkubac¢ni dobou.
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Obr. 7: pET-15b je plazmid pod kontrolou promotoru bakteriofaga T7. Obsahuje gen
pro PB-laktaméazu zajiSt'ujici resistenci na ampicilin a je vhodny pro expresi proteinii

v hostitelich s genem pro T7 RNA polymerazu pod kontrolou lakt6zového operonu.

Plazmid pET-15b umoZiuje expresi pozadovaného proteinu v hostitelskych E. coli

obsahujicich chromozomalni kopii genu pro T7 RNA polymerdazu (kmen E. coli

BL21(DE3)), ktery je kontrolovan bakteridlnim laktézovym promotorem. Pfidanim

laktozového substratu IPTG (izopropyl B-D-1-thiogalaktopyranozid) do média dochazi
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k syntéze bakterialni T7 RNA polymerazy, ktera naseda na T7 promotor obsaZeny v
plazmidu pET-15b (Obr. 8). Po zaklonovani genu pro mPrP (Cerven¢) je rekombinantni
protein exprimovan jako fuzni protein obsahujici N-koncovou histidinovou kotvu se
St€épnym mistem pro thrombin a mPrP. Transkripce celého proteinu zac¢ind vazbou
transkrip¢nich regulacnich proteini na laktézovy operator a nasednutim ribozoml na
ribozomalni vazebné misto (rbs). T7 RNA polymeréza je natolik aktivni a selektivni, Ze
po jeji plné indukci jsou témef vSechny bunécné zdroje vyuzity k expresi cilového
proteinu. Rekombinantni protein tak muize jiz po n€kolika hodindch po indukci IPTG
tvotit vice nez 50% celkového bunééného proteinu (Novagen pET System Manual, 11th
Edition). Plazmid pET-15b dale obsahuje gen pro B-laktaméazu zajist'ujici resistenci na

ampicilin a umoziujici selekci spravné transformovanych hostitelskych bakterii.

Bl T7 promotor ) lac operator Xbal rbs
ACATCTCGATCCCGCGAMATTAATACGACTCACTATAGGGGAAT TGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGA
Neol GxHis thrombin___ Ndel mPrP BamH |
T
TATACCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATG AAA AAG ... ... AGATCC TGAGGATCCGGCTGCT
MetGlySerSerHisHisHisHisHisHisSerSerGlyLeuValProArgGlySerHisMet Lys Lys Brg Ser Stop AspFrodlcdlo
Bpul102 | T7 terminator
AACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGELTGLTGCCACCGLTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTG

AsnLysAloArglysGlublaGluleudlablablaThral aGluGlnEnd

Polyklonovaci oblast pET-15b

Obr. 8: Polyklonovaci oblast plazmidu pET-15b (Novagen) obsahujici insert mPrnpa.
V polynukleotidové sekvenci jsou v pofadi zleva tuéné€ oznacena mista pro promotor T7
RNA polymerazy, laktézovy operator, ribozomalni vazebné misto (rbs), sekvence 6
konsekutivnich histidint (6xHis) a $tépného mista pro thrombin obsazené v His kotvé,
terminator T7 RNA polymerazy. Italikou jsou oznaceny unikatni sekvence restricnich
endonukledz a ¢ervené je oznacen zaCatek a konec vloZen¢ho genu pro mysi prionovy

protein.

NavrZené primery:
pET-up: 5 - CGCGGCAGCCATATGAAAAAGCGGCCAAAGCCTGGAGGGTGG -3
pET-down: 5 - CGCGGATCCTCAGGATCTTCTCCCGTCGTAATAGGCCTGGGA - 3

PCR smés (10x ThermoPol pufr (NEB) 5 pl, pET-up a pET-down primery po 0,5 pl,
Deep Vent polymeraza 1 ul (NEB), templatovd DNA 1 pl, 5 mM dNTP’s 2,5 pul,

destilovana voda 39,5 pl) byla vlozena do termalniho cykléru (Mastercycler Gradient,
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Eppendorf). Pracovni cyklus byl navrzen pomoci kalkulatoru teploty tani na Applied
Biosystems: 1. 94°C/2 min.

2. (95°C/1 min. — 62°C/1 min. — 72°C/1 min.) 30x

3.72°C/10 min. — 4°C

Amplifikované inserty byly pfipraveny k ligaci St€penim restrikénimi enzymy BamHI
(NEB) a Ndel (Fermentas), oddéleny od smési na horizontalni agar6zové elektroforéze a
purifikovany z gelu pomoci soupravy QIAquick Gel Extraction Kit (Quiagen) dle
pfiloZzeného protokolu. Stejné byl pomoci BamHI a Ndel ptipraven i vektor pET-15b, do
kterého byly nésledné¢ inserty zaligovany pomoci T4 DNA ligazy (Fermentas) (Obr. 9).
Ligace probihala 30 min. pfi laboratorni teploté. Sekvence insertu byla provéfena
pomoci NEBcutter V2.0, zda neobsahuje §tépné misto pro pouZzivané restrikéni

endonukledzy (BamHI a Ndel).

T7 promotor  facoperator  His-tag Thrombin T7 terminator

-,
Nde! BamH|i

mPrmpa 23-230

Obr. 9: Polyklonovaci oblast obsahuje sekvenci pro N-koncovou His kotvu propojenou
se sekvenci insertu Stépnym mistem pro thrombin. Exprese fuzniho proteinu je pod

kontrolou T7 promotoru a je fizena laktdzovym operatorem.

Ligované vektory byly amplifikovany v E. coli kmen DH5a (Novagen) kultivovanych
v selekénim agaru obsahujicim 100 pg/ml ampicilinu (Sigma-Aldrich). Transformace
kompetentnich E. coli probihala tepelnym Sokem pii 42°C po dobu 42 sekund, poté byly
buniky pfeneseny 1 minutu na led a kultivovany pies noc pti 37°C. Po kultivaci byly
vybrany 4 klony a namnozené plasmidy byly izolovany pomoci kitu JETQUICK
Plasmid Miniprep Spin (Genomed) dle pfiloZeného protokolu. Kvalita DNA byla
oveéfena pomoci horizontdlni agardézové elektroforézy a osekvenovana v laboratofi

UDMP 1.LF UK.
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3.2.2. Exprese a purifikace rmPrP

rmPrP byl pfipraven v expresnich E. coli BL21(DE3) dle pfilozeného protokolu
(Stratagene). Tento kmen ve svém genomu obsahuje gen pro T7 RNA polymerazu pod
kontrolou lac promotoru. Ptidavek IPTG (izopropyl-pf-D-thiogalaktopyranozid) tak
indukuje tvorbu T7 RNA polymerazy, ktera ndsledné zajisti transkripci genu pro rmPrP,
ktery se naléza v plazmidu pET-15b pod kontrolou T7 promotoru (Obr. 7, 8 a 9). Po
ukonceni exprese byly bunky stoceny, pelety byly rozsuspendoviany v PBS s 1 mM
PMSF a sonikovany. Bakteridlni DNA v bunééném lyzatu byla St€pena DNazou I
(vyslednd koncentrace 5 pg/ml) a nasledné byly odmyty membrany roztokem PBS
obsahujicim 25% (w/v) sacharozu, 1% (v/v) Triton X-100 a 1 mM PMSF. Predc¢isténa
inkluzni téliska byla rozpusténa v 50 mM fosfatovém pufru pH 8,0 s 8 M mocovinou a
5 mM 2-merkaptoethanolem jako redukénim ¢inidlem. V tomto pufru byla suspenze
ponechana ptes noc na kyvacce pfi laboratorni teploté a stocena 1 hodinu pii 18 500 g
pii 20°C. Mocovina pouzitd pii tomto i pii nasledujicich pokusech byla piecisténa
pomoci amberlitu (smésna ionexova pryskyfice, 1 g / 100 ml roztoku mocoviny).
Redukovany protein byl ptecistén vsadkovou chromatografii na afinitni Ni-NTA matrici
(Quiagen) v denaturujicich podminkach dle pfilozeného protokolu. Metoda byla
optimalizovana (Obr. 16) pro eluci snizenim pH pomoci 50 mM fosfatovho pufru pH
4,5 s 8 M mocovinou. Eluovany rmPrP byl dialyzovan do 50 mM fosfatového pufru pH
8,0 s 8 M mocovinou, zfedén na koncentraci 0,1 mg/ml a oxidovan glutathionem o
vysledné koncentraci 2,5 mM. Protein byl nasledné dialyzovan do 50 mM acetatu
amonné¢ho pH 8,3, lyofilizovan, ptecistén na RP-HPLC (Protein 8 Peptide C18 Vydac,
Grace) v acetonitrilovém gradientu (5 — 55%, 70°C) a opét lyofilizovan. Cistota
ptipraveného rmPrP byla analyzovana UV spektrofotometrii, RP-HPLC (Poroshell 120
SB-C18, Agilent), SDS-PAGE a MS a vzorky byly skladovany v -80°C. Koncentrace

proteinu byla stanovena pomoci BCA Protein Assay (Pierce).

3.2.3. Enzymatické odstépeni His kotvy

K oxidovanému a renaturovanému proteinu v 50 mM acetdtu amonném pH 8,3 byl
pfidan thrombin na vyslednou koncentraci 1 U/ml. Smés byla lehce promichéna a
inkubovéna 2 hod. pti 37°C. Poté byl vzorek zcentrifugovan 15 min. pti 14 000 g a

supernatant piipraven pro dalsi purifika¢ni krok.
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3.2.4. Exprese a purifikace rhPrP

K pfipravé rekombinantniho lidského prionového proteinu byly pouzity plasmidy
pRSET A s geneticky upravenym klonovacim mistem pro odstépeni N-koncové His
kotvy thrombinem [112], které byly ziskany od prof. Wiithricha z Ustavu molekularni
biologie a biofyziky v Ziirichu, Svycarsko. Plazmidy obsahuji sekvence pro lidsky
prionovy protein 23-231 nebo pro prionové fragmenty 81-231, 90-231 a 121-231 [113].
thPrP byl pfipraven jako v 3.2.2., redukovany prionovy protein byl piecistén vsadkovou
chromatografii na afinitni Cu*" matrici (TALON, Clontech) v denaturujicich

podminkach (8 M mocovina) dle pfilozeného protokolu.

3.2.5. Méreni spekter cirkularniho dichroismu

CD spektra v dalek¢é UV oblasti byla méfena na spektropolarimetru Jasco 815
(Japonsko). Méfeni byla provadéna pfi laboratorni teplot¢ v PBS; 20 mM a 100 mM
fosfatovém pufru pH 7,0; 20 mM acetatovém pufru pH 4,5 a ve 20 mM Tris-HC] pH
8,3. Spektra v oblasti 190 az 300 nm byla ziskdna primérem ze dvou pocitacem
kontrolovanych méfeni s krokem 0,1 nm, rychlosti zdznamu 10 nm/min. a ¢asovou
konstantou 8 sekund. Optickéd délka pouzité kiemenné kyvety byla 0,1 cm. Spektrum je
vyjadieno jako zavislost molarni elipticity na vlnové délce piepoctené na molarni
koncentraci zprimérovaného aminokyselinového zbytku. Méteni byla provedena Dr. L.

Bednarovou z UOCHB AV CR.

3.2.6. SDS-PAGE a western blot

Vzorky byly zahtivany pfi 100°C po dobu 5 min. v neredukujicim vzorkovém pufru (50
mM Tris-HCI, 10% glycerol, 1% SDS, 0,005% bromfenolova modf; pH 6,8), rozdéleny
ve 12% gelu a pteblotovany (1 hod. pfi konstantnim proudu 0,1 A/gel) na 0,2 um
nitrocelulézovou membranu (BioRad). Membrana byla blokovéana v 5% roztoku mléka
(BioRad) v TBS-T a inkubovéana pies noc pii 4°C v 1% roztoku mléka v TBS-T s
primarnimi protilatkami. Nasledujici den byla membrana 4x promyta v TBS-T, 1x v 5%
roztoku mléka v TBS-T a inkubovana 1 hod. pii laboratorni teploté se sekundarni
protilditkou konjugovanou alkalickou fosfatazou (Biosource). Poté byla membrana

promyta 4x v TBS a vizualizovana 5-bromo-4-chloro-3-indolylfosfat/nitro-tetrazoliovou
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modii (BCIP/NBT). Membrany byly naskenovany pomoci dokumentaéniho systému
MiniLumi, DNR Bio-Imaging Systems. Seznam anti-PrP protilatek je uveden v Tab:

Protilatka Epitop Vyrobce

AG4 PrP37.50 TSE resource center, UK

DC2 PrP;9.46 CKT, Ljubljana

E12/2 diskontinualni  epitop  PrP | CKT, Ljubljana
obsahujici His;ss

EF2 N-konec PrP CKT, Ljubljana

FH11 PrP4s.59 TSE resource center, UK

3F4 PrPio6-112 Biodesign, Chemicon

12F10 PrPi4z-160 Prionics, Svycarsko

EM-20 PrPi21231 EXBIO, Praha

EM-21 PrPi21231 EXBIO, Praha

EM-31 CML-PrP21231 EXBIO, Praha

6H4 PrPi44.152 Prionics, gvycarsko

AHG6 PrPi59.174 TSE resource center, UK

GES PrPig3.191 TSE resource center, UK

V5B2 PrP;14226 CKT, Ljubljana

Tab. 3: Seznam pouzitych monoklonalnich protilatek a jejich epitopy.

3.3. Priprava a vyuziti protilatek proti glykovanému prionovému
proteinu

3.3.1. Modifikace rPrP kyselinou glyoxalovou

Precistény rPrP byl rozpustén v 50 mM fosfatovém pufru pH 8,0 a modifikovan 45 mM
kyselinou glyoxalovou s 1 mM kyanoborohydridem sodnym. Modifikace (rovnice
reakce na Obr. 10) probihala pfes noc a smés byla ponechiana na kyvacce piti 4°C.
Modifikovany protein byl centrifugovan 15 min. pifi 14 000 g, supernatant byl
analyzovan na western blotu a pouzit k imunizaci pokusnych mysi (viz. 3.3.3.). rPrP lze
modifikovat kyselinou glyoxalovou pfimo v mikrotitracni desticce (viz 3.3.4.). rPrP byl
ukotven na dno destiCky v mnozstvi 1 pg/ml a modifikovan 0 — 100 mM kyselinou

glyoxalovou s 50 mM kyanoborohydridem sodnym v 0,2 M fosfatovém pufiu pH 7,4
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[108]. rPrP byl eventuelné modifikovan piimo na nitrocelul6zové membrané 50 mM
kyselinou glyoxalovou s 50 mM kyanoborohydridem sodnym 16 hod. pfi 4°C. Po
modifikaci proteinli byla membrana promyta, blokovana a inkubovana 1 hod. pfii

pokojové teploté se supernatanty kloni fedénymi 1:10.

0 O 0

N\ 4 _ NaBH,CN N\
c —=cC + NH, — protein ————
/ " -

H OH HO

C — CH,—NH —protein

Obr. 10: Rovnice reakce kyseliny glyoxalové s koncovou aminoskupinou proteinu

3.3.2. Modifikace rPrP redukujicimi cukry

Glykaci rPrP 1ze provést i redukujicimi cukry (Obr. 11). PteciStény rmPrP byl rozpustén
ve 20 mM Tris-HCI pH 8,0 a inkubovan s 1 M glukézou, fruktdézou, galaktéozou a D-

ribézou po dobu 7 dnil pti 37°C v atmosféte No.

protein le'tEin
I
CH=0 CH=N CH;— NH
o tei
NH,— protein NH,—protein
— = — AGE
CH,0H CH,OH CH,OH
Glukéza Schiffova Amadoriho
baze produkt

Obr. 11: Rovnice reakce glukdzy s koncovou aminoskupinou proteinu. V prvnim kroku
vznikd nestabilni Schiffova baze, kterda po case podléha pfesmyku na stabilni
Amadoriho produkt. DalSimi neenzymatickymi inter- a intramolekuldrnimi reakcemi
vznikd spektrum produktii zvanych koncové produkty glykace (,,advanced glycation end

products®, AGEs).

3.3.3. Imunizace mysi

Sest Prup”” (Ziirich I) mysi (EMMA, Monterondo, Itdlie) bylo imunizovéno s.c. 30 pg
thPrP-CML v PBS s Freundovym adjuvans ve dnech 0, 14 a 28. Titry protilatek proti
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hPrP a hPrP-CML v myS$im séru byly méfeny metodou ELISA (viz 3.3.4.) ve dnech 21 a
35, tj. vtydennim intervalu po druhé a treti imunizaci. V den 64 byl dvéma mysSim
s nejvysSSim titrem protilatek i.v. podan findlni booster 5 pg antigenu v PBS. 68. den
byly mysi usmrceny a sleziny obou mysi byly pouzity k fuzi s myelomovymi buiikami.
Bylo pfipraveno 960 hybridomovych bunék (EXBIO, Praha), které byly primarné
screenovany metodou ELISA s vyuZzitim hPrP a hPrP-CML.

3.3.4. ELISA

K testovani mySich sér a k primarnimu screeningu hybridomovych supernatantii byly
pouzity thPrP (1 pg/ml) a rthPrP-CML (1 pg/ml), které byly v 50 mM uhli¢itanovém
pufru pH 9,6 ukotveny na dno desticek (NUNC U96 MaxiSorp). K testovani specificity
monoklondlnich protilatek byly pouzity rPrP, rPrP-CML, BSA a BSA-CML (vse 1
pg/ml) a rPrP-AGE (100 pg/ml). Desticky byly 3x promyty PBS-T a blokovany 1%
BSA v PBS-T. Mysi séra byla fedéna 1:5000 az 1:40 000 a monoklonalni protilatky
dvojkovou tadou (2 az 0,008 pg/ml) v 0,1% BSA v PBS, hybridomové supernatanty
byly testovany nefedéné. Konjugat (GAM IgG-HRP, Jackson ImmunoResearch nebo
Caltag) byl zfedén na konecnou koncentraci 0,125 pg/ml v PBS-T a desticky byly
vyvolany substraitem TMB (Amresco). Reakce byla ukoncena 1 M H,SO4 a absorbance
byla zméfena pii 405 nm (Victor, PE).

3.3.5. Priprava mozkovych homogenatti

Mysi a lidskda mozkovd tkan (frontdlni kira) byla homogenizovana (1:9)
v homogeniza¢nim pufru vychlazeném na ledu (PBS, 2 mM EDTA, 1 mM protedzovy
inhibitor PMSF) za pomoci homogenizéru se sklenénymi kulickami (Mini-Beadbeater-
16, Biospec Products) a naslednou sonikaci na maximalni vykon 3x 30s na ledu
s pauzou mezi sonikacemi 3 min. [104]. Vzorek byl sto¢en 10 min. na 4 000 g pti4°C a
supernatant (10%, w/v mozkovy homogenat) byl zamrazen v alikvotech v -80°C. Pti
pouziti vzorkil byl ihned po rozmrazeni pfidan 0,5% Triton X-100, 0,5% deoxycholat
sodny a 1 mM PMSF nebo inhibitorovy koktejl (Complete, Roche), vzorek vortexovan

a ponechan 10 min. stat pfi laboratorni teploté.
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3.3.6. Screening klonti

53 supernatanti klonG vybranych v primarnim screeningu metodou ELISA bylo
testovdno western blotem na reaktivitu s thPrP a rhPrP-CML. Terciarni screening byl
proveden western blotem a dot blotem na biologickém materidlu: 1% normélni lidsky
mozkovy homogenat (MH), 1% mysi mozkovy homogenét (,,wild type C57BL; Prup”’
a RML infikované C57BL), lidské krevni desticky (10°/ml), membrany po hemolyze
Gervenych krvinek (10'%ml) a BSA (0,5 mg/ml). Vzorky byly glykovany piimo na

membrané (viz 3.3.1.).

3.3.7. Chemicka modifikace peptidu hPrP-Cys

Synteticky  peptid  hPrPigo.113 s C-koncovym  cysteinem  (hPrPjgo.113Cys,
aminokyselinovd sekvence NKPSKPKTNMKHMAC) byl rozpusttn vO0,1 M
fosfatovém pufru pH 8,3 na vyslednou koncentraci 4 mg/ml. K ochranéni cysteinové
skupiny pfed modifikaci lysini (K) byl pouzit trimethoxybenzyl chlorid (Tmob, Sigma-
Aldrich) v acetonitrilu v 50 ndsobném moldrnim ptrebytku oproti hPrP;¢¢.113Cys. Roztok
peptidu byl pomalu pfiddvan k roztoku Tmob ve vysledném poméru 1:1 (v/v), vznikla
srazenina byla rozvortexovdna a reakce probihala 5 hod. 20 min. na kyvaéce pfii
laboratorni teploté. Reakce byla ukoncena 6x vytfepanim nezreagovaného Tmob do
etheru. Po odebrani posledni etherové (horni) frakce byl vodny roztok
zakoncentrovaného hPrPgo.113Cys-Tmob ziedén 0,1 M fosfatovym pufrem pH 8,3 na
vyslednou koncentraci 2 mg/ml a glykovan 45 mM kyselinou glyoxalovou s 25 mM
kyanoborohydridem sodnym po dobu 18 hod. ve 4°C na kyvacce. pH roztoku po ptidani
kyseliny glyoxalové bylo zkontrolovano a eventuelné upraveno roztokem NaOH na
hodnotu > 7,0. Glykovany hPrPgo.113Cys-Tmob byl dialyzovan (membréna Spectra Por
7, 1000 kDa MWCO) do 50 mM acetatu amonné¢ho pH 8,3 a lyofilizovan. Pro
odstranéni chranici skupiny z cysteinu byl modifikovany peptid rozpoustén v 30%
kyseling trifluoroctové (TFA) s pfidavkem scavengerti (89 TFA: 3 H,O: 3 thioanisol: 3
ethandithiol: 1 TIS), které zamezily opétovnému navdzani Tmob na jiné misto
v sekvenci peptidu. Po 3,5 hodinach reakce byl peptid preparovan na HPLC koloné a
jeho cistota zkontrolovana hmotnostni spektrometrii. VytéZek modifikovaného peptidu

s volnou cysteinovou skupinou pro navazani na imunogenni nosic byl 54%.
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3.4. Detekce fragmentu prionového proteinu PrP226* v lidském mozku

3.4.1. Lidské vzorky

K vyvoji V5B2 testu bylo pouzito 24 CIN/GSS pozitivnich a 10 negativnich (non-CJN)
vzorkl lidskych mozkovych tkani z frontalni kiry. 20 CIN piipadi bylo sporadickych, 3
genetické a jeden piipad Gerstmanniiv-Striussleriv-Scheinkerv syndrom (GSS).
CIN/GSS vzorky byly konfirmovany v narodni referencéni laboratoc¢i TSE-CIN na
oddéleni patologie ve fakultni Thomayerové nemocnici v Praze (Dr. R. Mat¢j). Pro
optimalizaci testu metodou ELISA bylo pouzito dalSich 9 sporadickych CIN vzorkl
z frontalni klry diagnostikovanych na oddéleni patologie Lékaiské fakulty Univerzity
Ljubljana a dalSich 25 negativnich mozkovych tkani. Tkan¢ byly homogenizovany 1:9
v homogeniza¢nim pufru (0,5% deoxycholat sodny, 0,5% Tergitol, 25 mM Tris pH 7,6)
vychlazeném na ledu za pomoci homogenizéru HT1000 Potter. Mozkové homogenaty
(10% MH, w/v) byly centrifugovany 10 min. na 4 000 g pii 4°C a zamraZeny
v alikvotech v -80°C. Pfi pouziti vzorkil byl ihned po rozmrazeni ptidan 1 mM PMSF
nebo inhibitorovy koktejl (Complete, Roche).

3.4.2. Denaturace vzorku

Vzorky pro optimalizaci denaturace byly denaturovany piimo v mikrotitracnich
desti¢kach. 10% lidské MH byly v neadsorbujici mikrotitra¢ni desti¢ce (Gama, CR)
smichany 1:1 (v/v) s 1-6 M guanidin thiokyanatem (Gdn-SCN) v 50 mM Tris-HCI pH
8,0; s 2 — 8 M mocovinou v 50 mM Tris-HCl pH 8,0 nebo s1 — 6 M guanidin
hydrochloridem (Gdn-HCI) v 50 mM Tris-HCI pH 8,0. Desticky byly pielepeny
neprodysnou izolepou a inkubovany bud’ 15 min. pfi 60°C nebo 10 min. pti 85°C na
kyvaéce. Po vychladnuti byly vzorky pfeneseny do desti¢ek s ukotvenou protiladtkou
V5B2 (viz 3.4.4.) a inkubovany pti 37°C.

Vzorky pro méfeni V5B2 testem byly pfipraveny denaturaci 10% lidskych MH Gdn-
SCN a naslednym fedénim. Alikvot 10% MH byl smichan 1:1 (v/v) s 3 M Gdn-SCN v
50 mM Tris-HCI, pH 8,0, vortexovan a denaturovan 15 min. pfi 60°C. Vzorek byl po
vychladnuti kratce stocen na 500 g a supernatant byl dale 20x zfedén TBS-T na 0,25%

MH. Nedenaturované MH byly po rozmrazeni vortexovany, kratce stoeny na 500 g a
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supernatant byl 40x zfedén TBS-T na 0,25% MH. Denaturované i nedenaturované
vzorky byly ihned naneseny do mikrotitracnich desti¢ek a inkubovany pii laboratorni
teploté.

Vzorky pro méfeni konformaéné-dependentni imunoeseji (CDI) byly pfipraveny podle
Safar a kol. [56]. 10% MH byly smichany 1:1 (v/v) se 4% sarkosylem v PBS,
vortexovany a ponechany 10 min. pfi laboratorni teploté. Smés byla poté smichdna 1:1
(v/v) s 8 M Gdn-HCI v PBS, vortexovéana a denaturovana 5 min. pii 80°C. Vzorek byl
po vychladnuti kratce sto¢en na 500 g a supernatant byl dale 10x zfedén vodou s 5 mM
PMSEF, aprotininem a pepstatinem (oba 4 pg/ml) na 0,25% MH. Nedenaturované MH
byly po rozmrazeni smichany 1:1 (v/v) se 4% sarkosylem v PBS, vortexovany a
ponechany 10 min. pfi laboratorni teploté. Poté byly vzorky kratce stoceny na 500 g a
supernatant byl 20x ziedén vodou s 0,4 M Gdn-HCL 0,5 mM PMSF, aprotininem a
pepstatinem (oba 4 pg/ml) na 0,25% MH. Denaturované i nedenaturované vzorky byly

ihned naneseny do mikrotitra¢nich desti¢ek a inkubovany pfi laboratorni teploté.

3.4.3. Biotinylace protilatek

Monoklondlni protilatky EM-20, E12/2, EF2 a 3F4 (1 mg/ml) byly smichany 1:1 (v/v)
se Sulfo-NHS-LC-Biotinem (Sigma-Aldrich) rozpusténém v PBS ve 20 nasobném
molarnim pfebytku oproti protilaitkdm. Reakce probihala 1 hod. pfi laboratorni teploté a
biotinylované protilatky byly dialyzovany (membrana Zellu Trans Roth, MWCO 14 000
kDa) do PBS s0,05% azidem sodnym a po ukonceni dialyzy byl pfidin BSA na

vyslednou koncentraci 0,1%. Protilatky byly alikvotovany a zamrazeny v -80°C.

3.4.4. Optimalizac¢ni ELISA

K optimalizaci denaturac¢nich podminek V5B2 testu a ke studiu stability fragmentu
PrP226* byla pouZzita monoklonalni protilaitka V5B2 (5 pg/ml), ktera byla v 50 mM
uhli¢itanovém pufru pH 9,6 ukotvena na dno desticek (NUNC U96 MaxiSorp).
Desti¢ky byly 3x promyty PBS-T a blokovany 1% BSA v PBS-T. Vzorky 10% MH byly
fedény dvojkovou fadou na vyslednou koncentraci 0 — 3 M Gdn-SCN v 50 mM Tris-
HCI pufru pH 8,0 a inkubovany 15 min. pii 60°C. Vzorky byly poté 10x nafedény v 50
mM Tris-HCl pufru pH 8,0 a inkubovany v destickdch 90 min. pii 37°C. Po promyti
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byly pfidany sekundarni protilatky konjugované s biotinem natedéné 0,1% BSA v PBS
dle Tab. 4 a inkubovéany 60 min. pfi 37°C. Avidin-HRP (0,2 pg/ml, Pierce) byl pfidan na
30 min. pti 37°C a po poslednim promyvacim kroku byl ptidan roztok TMB (Pierce).

Reakce byla zastavena 0,1 M H,SOy a byla métena absorbance pii 405 nm.

3.4.5. DELFIA

Na dno NUNC U96 MaxiSorp destic¢ek byly ukotveny monoklondlni protilatky V5B2 (1
pg/ml) nebo EM-20 (1 pg/ml) v 50 mM uhli¢itanovém pufru pH 9,6. Desticky byly 3x
promyty TBS-T a blokovany 1% BSA v TBS-T. Pfipravené nativni i denaturované
vzorky byly 20x natfedény v TBS-T na vyslednou koncentraci 0,25% MH, naneseny do
jamek a inkubovany 90 min. pfi pokojové teploté. Desticky byly 3x promyty TBS-T a
inkubovéany se sekundérni biotinylovanou anti-PrP protildtkou (fedéni viz Tab. 4) 60
min. pii 37°C. Desticky byly opét 3x promyty TBS-T a inkubovany 30 min. pti 37°C se
streptavidinem konjugovanym s europiem (Eu-SA, PE), natedénym na 0,125 pg/ml ve
vazebném roztoku (Assay Buffer, PE) a filtrovanym pies 0,22 um filtr. Desticky byly
nasledné 6x promyty (1x Wash Buffer, PE) a byl pfidan roztok uvoliujici europium
z navazaného streptavidinu (Enhancement solution, PE). Poté byla desticka vlozena na
5 min. pfi laboratorni teploté na orbitdlni tfepacku a byla méfena ,time-resolved*
fluorescence pii 613 nm po excitaci vzorku pii 340 nm, ¢asova prodleva mezi excitaci a

métfenim emisni fluorescence byla 400 ps.

3.4.6. Konformacné-dependentni imunoesej (CDI)

Konformac¢né-dependentni imunoesej (CDI) byla provedena v sendvicovém usporadani
dle McCutcheon a kol. [114] se zavedenim protildtky 3F4 v biotinylované formé a
naslednym pouzitim streptavidinu konjugovaného s europiem (PE). Vzorky byly
ptipraveny za pouziti 8 M Gdn-SCN (viz 3.4.2.) a DELFIA byla provedena jako v 3.4.5.
s pouzitim monoklondlni protilatky FH11 (1 pg/ml) jako kotvici protilatky a
biotinylované 3F4 jako sekundarni protilatky (fedéni viz Tab. 4).
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Biotinylovana | Epitop Vyrobce Redéni
protilatka protilatky (ng/ml)
EM-20 PrPi21231 EXBIO, Praha 0,5
E12/2 diskontinudlni epitop PrP obsahujici | CKT, Ljubljana 2,0
Hisyss
EF2 N-konec PrP CKT, Ljubljana 2,0
3F4 PrPios-112 Biodesign, 0,5
Chemicon

Tab. 4: Redéni biotinylovanych monoklonalnich protilatek v metodach ELISA (3.4.4.),
DELFIA (3.4.5.) aCDI (3.4.6.).

3.4.7. Stépeni mozkovych homogenati proteinazou K

5% lidské mozkové homogenaty v PBS byly §tépeny proteindzou K (findlni koncentrace

0, 10 a 50 pg/ml). Stépeni probihalo 30 min. pii 37°C, poté bylo ukonéeno varem se

vzorkovym pufrem (viz 3.2.6.). Vzorky Stépeného prionového proteinu byly

analyzovany western blotem, membrany byly naskenovany pomoci dokumenta¢niho

syst¢tmu MiniLumi, DNR Bio-Imaging Systems a densitometricky vyhodnoceny

pomoci softwaru Image].
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4. Vysledky

4.1. Priprava rekombinantniho prionového proteinu
4.1.1. Konstrukce vektoru pET-15b obsahujici gen pro rekombinantni mysi

prionovy protein (rmPrP)

Pro zaklonovani insertu byly pouZity restrikéni endonukledzy Ndel a BamHI umoZziujici
vlozeni genu pro mPrP za sekvenci His kotvy (His-tagu). His-tag obsazeny v plasmidu
pET-15b je sloZzen z 19 aminokyselin o sekvenci MGSSHHHHHHSSGLVPRGS a
obsahuje Stépné misto pro thrombin mezi Arg;; a Gly;s (Cerveng). Palindromaticka
sekvence restriktazy Ndel (CATATG), kterd bezprostiedné navazuje na sekvenci His-
tagu a umoziuje do plazmidu zaklonovat pocatek sekvence pro mPrP, vklada navic
mezi C-konec His-tagu a N-konec mPrP dipeptid HM (Obr. 11). Po odStépeni His-tagu
thrombinem tak aminokyselinova sekvence rekombinantniho mPrP zaind sekvenci
GSHM, ktera je predrazend vlastni sekvenci mPrP»3,30 (KKRPK...). Béhem klonovani
byly izolovany a zamrazeny 4 klony vektoru pET-15b s nové zaklonovanym insertem
mPrnpa. Pro kontrolu byly namnoZzené plazmidy zpétné Sté€peny restriktazami Ndel a
BamHI, ptitomnost a délka insertu byla ovéfena pomoci horizontilni agardzové
elektroforézy. VSechny 4 klony obsahovaly insert o délce cca 600 pb (pfesné 636 pb) a
pivodni plazmid o délce 5700 pb (Obr. 12). Klony 3 a 4 byly vybrany k expresnimu
testu a byly osekvenovany v oblasti kodujici dany fazni protein. K sekvenaci byla
pouzita souprava BigDye Terminator v3.1 Sequencing kit od firmy Applied Biosystems
(USA) a primery navrzené pro zmnozeni mPrnpa (viz 3.2.1.). Vzorky byly analyzovany
pomoci kapilarniho sekvenédtoru ABI Prism 3100- Avant Genetic Analyzer (Applied
Biosystems, USA) v laboratoti UDMP 1.LF UK. Pro expresi proteinu byl vybran klon
4, ktery podle sekvenace vykazoval 100% shodu s ptedlohou.

. 1
plasmid — gz%w
-
— E&:
— gt
— 14
inserl
— 1M
Kl .

Obr. 12: Kontrola ligace insertu mPrP do plazmidu pET-15b. Cerstvé ligované vektory
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byly namnoZeny v E. coli DH5a a kultivovany na agaru, odkud byly izolovany 4
kolonie. Po izolaci vektorii byla provedena kontrola pfitomnosti insertu pomoci
restrikénich endonukledz BamHI a Ndel (pozice 1, 2, 3, 4). Na pozici M byl pfidan A
DNA/Eco13I (Styl) marker.

4.1.2. Priprava rekombinantniho mys$iho prionového proteinu (rmPrP)

Nejprve byly pro kontrolu exprese transformovany kompetentni buiky E. coli
BL21(DE3) vybranymi vektory 3 a 4. Po transformaci byla smés bun€k a vektoru
pfenesena na agar obsahujici ampicilin, ¢imz se zabranilo ristu netransformovanych
bakterii. Vybrané kolonie byly zao¢kovany do LB média obsahujiciho ampicilin pro
udrzeni selekéniho prostiedi. Po pfidani IPTG byla sledovana hladina exprese
rekombinantniho mPrP. Pfed indukei ke tvorbé rmPrP nedochézelo, hladina rmPrP po 3
hod. inkubace po indukci IPTG byla obdobnd jako 16 hod. po indukci (Obr. 13). Z
vysledkd western blotu odebiranych alikvotil je patrné, ze vektor ¢. 4 obsahuje insert
pro mPrP spravné molekulové hmotnosti (25,5 kDa i s His kotvou), kdeZto u vektoru ¢.
3 doSlo béhem procesu klonovani k mutaci insertu, jeZ se projevila pred€asnym
ukonCenim transkripce (Mw < 17 kDa, Obr. 13). Vysledky sekvenace (viz vyse)
potvrdily mutaci sekvence mPrP s tvorbou pred¢asného stop kodonu. Klon ¢. 4 podle
sekvenace vykazoval 100% shodu s ptedlohou a byl vybran pro naslednou expresi

proteinu.

43
—34
mPrP23-231 & —26
—17

mutovany mPrE i -
—1{

klon ¢. 34 3 4 3 4 kDa
pred IPTG  po3h  po 16h

Obr. 13: Cerstvé piipravené klony 3 a 4 byly vybrany ke kontrolni expresi rmPrP. E.
coli BL21(DE3) byly po transformaci kultivovany v LB médiu pti 37°C a po dosazeni
OD 0,6 byl ptidan IPTG pro indukci exprese rmPrP. Cést bunék byla z média odebrana
pted indukci, ¢ast po 3 hod. a ¢ast 16 hod. po indukci. Buiiky byly lyzovany 1% SDS a
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naneseny do jamek, western bloty byly obarveny anti-PrP protilatkou AG4 (0,25 pg/ml).

4.1.3. Priprava a purifikace rmPrP

- =1
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300mM NaCl = &M urea
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veadkove nebo na t Vsadkoveé nebo na
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Cisty protein s GxHis-tagem

Obr. 14: Schéma izolace a purifikace rmPrP pomoci afinitni chromatografie na Ni-NTA

pryskyfici. Schéma upraveno dle Protokolu ,, The QIAexpressionist™, 06/2003.

Proces izolace a purifikace rmPrP je zndzornén na Obr. 14. Po omyti vnéjSich membran

roztokem sachardzy jsou builky sonikovany a uvolnénd DNA je Stépena endonukledzou

(DNéza I, typ II, benzonaza) pro sniZeni viskozity bunéného lyzatu. Prionovy protein

ochotné¢ vadze DNA a bez pouziti endonukleaz je izolat rmPrP zneciStén velkym

mnozstvim DNA. Protein se exprimuje v cytoplazmé E. coli ve formé inkluznich

télisek, které lze v pomérné vysoké Cistot€¢ z bunééného lyzatu izolovat a ndsledné

denaturovat mocovinou nebo guanidin hydrochloridem. Rekombinantni mPrP;3.239 je
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citlivy k proteolytickému Stépeni, bez ptidavku inhibitori dochdzi béhem izolace ke
Stépeni molekuly rmPrP, ptedevsim jeji N-koncové a centralni Casti [115]. Proto byly
v prub¢hu izolace inkluznich télisek k bakteridlnimu lyzatu pfidavany inhibitory
proteaz, predevSim inhibitory serinovych protedz jako je PMSEF, nebo inhibitorové
koktejly. Béhem solubilizace inkluznich télisek byl mPrP redukovan, aby mohl byt v
dalSich krocich spravné sbalen a reoxidovan se zamezenim tvorby intermolekularnich
disulfidickych mustk. Redukovany protein byl v denaturovaném stavu preciStén
bioafinitni chromatografii na agardze s kyselinou nitrilotrioctovou saturovanou Ni**
ionty (Ni-NTA), ktera ma vysokou afinitu k proteinlim obsahujicim 6 konsekutivnich
histidini na svém N- nebo C- konci (6xHis-tag) [116]. Necistoty bez His-tagu byly

odmyty a ¢isty rmPrP byl z kolony v denaturovaném stavu eluovan.

K dosaZeni vysokych vytézki Cistého rmPrP bylo tfeba proces purifikace na Ni-NTA
pryskyfici optimalizovat. Ackoliv samotnd purifikace nasledn¢ probihala pro
zjednoduSeni celého procesu vsadkové v 50 ml centrifugac¢nich zkumavkach, béhem
optimalizace byl pro sledovani jednotlivych purifikaénich krokti vyuzit nizkotlaky
FPLC systém (Bio-Logic SAS). Rekombinantni mPrP s His-tagem lze z kolony eluovat
bud’ rostoucim gradientem imidazolu pfi pH 7,0, nebo snizenim pH z 8,0 (kdy dochazi k
optimalni vazb& His-tagu na matrici) postupné na pH 4,5. Pii pouziti imidazolu jako
elu¢niho ¢inidla byla nejprve vétSina necistot odmyta ekvilibraénim pufrem. Necistoty s
nizkou nebo nespecifickou afinitou k Ni-NTA matrici byly odmyty 50 mM imidazolem
a eluce rmPrP byla provedena gradientem imidazolu v rozmezi 50 — 300 mM. K eluci
proteinu dochazelo pti koncentraci imidazolu > 100 mM (viz Obr. 15). Jednotlivé eluéni
frakce byly jimany v objemu 0,5 ml a ihned analyzovany na SDS-PAGE po obarveni
Coomassie brilliant blue. rmPrP byl rozmyt do vice jak 15 elu¢nich frakci, coz potvrzuje
1 chvostujici pik na zaznamu absorp¢ni kiivky (Obr. 15). Z tohoto ditvodu byla eluce

imidazolem na Ni-NTA matrici zamitnuta.
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Obr. 15: rmPrP po izolaci z expresnich E. coli BL21(DE3) byl ve 20 mM fosfatovém
pufru pH 7,0 s 300 mM NaCl a 8 M ureou vstiiknut do ekvilibrované kolony naplnéné
Ni-NTA matrici a napojené na nizkotlaky FPLC (Bio-Logic SAS). Kolona byla promyta
stejnym pufrem, eluce gradientem imidazolu (0 — 300 mM béhem 20 min., pratok 0,5
ml/min.) byla monitorovana integrovanym spektrofotometrem pti 280 nm (eluce 45. —
65. min.) Jednotlivé elu¢ni frakce o objemu 0,5 ml byly analyzovany na SDS-PAGE po

obarveni Coomassie brilliant blue.

Ptfi eluci snizenim pH byla nejprve vétSina necistot odmyta ekvilibranim pufrem.
Necistoty s nizkou nebo nespecifickou afinitou k Ni-NTA matrici byly odmyty pfi pH
6,3, eluce rmPrP byla provedena v ramci optimalizace ve dvou krocich: nejprve pii pH
5,9, kdy se rmPrP eluoval nedostatecné, a pii pH 4,5, kdy doslo k masivni eluci (viz
Obr. 16). Jednotlivé promyvaci a elu¢ni frakce byly jimany v objemu 0,5 ml a ihned
analyzovany na SDS-PAGE po obarveni Coomassie brilliant blue. Elu¢ni pik pti pH 4,5
na zdznamu absorp¢ni kiivky je soumérny a s tizkou zakladnou, vétSina €istého proteinu
byla eluovana ve vysokych koncentracicch v 8 — 10 frakcich, coz je pfi eluci proteinu
adekvatni. Vzhledem k vysoké koncentraci rmPrP nebyla ¢ast oligomerd redukovéana
(Obr. 16). Pred dalSim krokem piipravy bylo tedy tfeba elu¢ni frakce zfedit na
koncentraci < 1,0 mg/ml a ponechat pfes noc v redukénim prostiedi, aby doslo k
rozvolnéni intermolekuldrnich disulfidickych mistki a monomery redukovaného rmPrP

mohly byt korektné reoxidovany a sbaleny.
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Obr. 16: rmPrP po izolaci z expresnich E. coli BL21(DE3) byl v 50 mM fosfatovém
pufru pH 8,0 s 8 M ureou vstfiknut do ekvilibrované kolony naplnéné Ni-NTA matrici a
napojené na nizkotlaky FPLC (Bio-Logic SAS). Kolona byla promyta stejnym pufrem o
pH 6,3 (15. — 55. min., pritok 0,5 ml/min.), eluce probihala krokové pti pH 5,9 (55. —
95. min., pratok 0,5 ml/min.) a pti pH 4,5 (95. — 125. min., pratok 0,5 ml/min.). Pribéh
purifikace byl monitorovan integrovanym spektrofotometrem pii 280 nm a jednotlivé
frakce o objemu 0,5 ml byly analyzovany na SDS-PAGE po obarveni Coomassie
brilliant blue. Cast rmPrP protekla systémem bez zachyceni na koloné (FT), u
promyvacich frakci je patrna tada necistot (W, 3, 4). Eluce pii pH 5,9 probéchla
nedostatecné (15, 16, 19), vétsSina proteinu byla eluovana az pti pH 4,5 (23-32, 40).

Za pouziti vektoru pET-15b v expresnich E.coli BL21(DE3) a po ptecisténi na Ni-NTA
matrici (eluce pti pH 4,5) bylo dosaZeno vytézku 35 mg rmPrP / 11 média.
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4.1.4. Oxidace a renaturace rmPrP

Opétovné sbaleni a oxidace rekombinantniho mPrP jsou kritickymi kroky pro ziskani
vysokého vytézku spravné sbaleného proteinu. Renaturace rmPrP vyfedénim
denaturacniho a reduk¢niho ¢inidla do vodného pufru vede k masivni agregaci proteinu
a ke tvorbé intermolekularnich disulfidickych mustki. rmPrP byl proto nejprve za
stdlého michéni oxidovan glutathionem (GSSG) jesté v denaturovaném stavu a teprve
potom sbalen do nativni konformace dialyzou do vodného pufru. Aby se zamezilo
tvorbé intermolekularnich disulfidickych mistkd, byl protein oxidovdn v nizkych
koncentracich (< 1,0 mg/ml). Pribéh oxidace a tvorby disulfidickych mustkl lze
sledovat pomoci HPLC na reverznich fazich. Pfipraveny rmPrP byl eluovan linearnim
gradientem acetonitrilu ve dvou hlavnich picich (Obr. 17). Nejdiive doslo k eluci
monomerniho rmPrP v oxidovaném stavu a nasledné k eluci monomerniho mPrP v
redukovaném stavu (Obr. 17, modfe). Po separaci slozek jednotlivych pika (Obr. 17,
cervené a ruzove€) byl proveden western blot, kde se oxidovana forma diky pfitomnosti
disulfidického mustku (a tim i relativné mensi molekulovou délkou) projevila vyssi

elektroforetickou mobilitou oproti redukované formé bez disulfidického mistku.
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Obr. 17: rmPrP izolovany v denaturujicich podminkach obsahuje smés oxidované a
redukované formy (==). Vzorek byl analyzovan pomoci HPLC na reverznich fazich
(Agilent) v gradientu acetonitrilu 5 — 55% pti 70°C, jednotlivé elu¢ni piky byly jimany
a opétovné analyzovany za stejnych podminek jako ptivodni vzorek (1. frakce == a 2.
frakce =). Obé formy i pivodni vzorek rmPrP byly soucasn¢ analyzovany WB za
pouziti anti-prionové protilatky AG4 (0,2 pg/ml). 1. frakce (==) je vyrazné¢ obohacena o
oxidovanou formu rmPrP s niz$i elektroforetickou mobilitou, 2. frakce (=) obsahuje

redukovanou formu rmPrP a piivodni vzorek (==) obsahuje obé formy.

Diky HPLC analytickému systému mohl byt zptisob oxidace rmPrP optimalizovan. Jako
optimalni byla vyhodnocena oxidace rmPrP o koncentraci 0,1 mg/ml 1 mM
glutathionem za stdlého michdni po dobu 24 hod. v denaturovaném stavu (8 M

mocovina nebo 6 M guanidin hydrochlorid). rmPrP byl néasledné¢ zbaven denaturantu
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dialyzou do vodného pufru a lyofilizovan. Vytézek po purifikaci na HPLC byl 22,8 mg /
1,2 1 média (tj. 19 mg/l) oxidovaného rmPrP a 19,9 mg / 1,2 1 média (tj. 16,58 mg/l)

redukovaného rmPrP.

Spravné sbaleni a stabilita rmPrP zavisi na druhu pufru pouzitého k renaturaci, tj. na
iontové sile a pH roztoku. Vramci optimalizace podminek pro sbaleni do nativni
konformace (tj. a-Sroubovice) byl rmPrP rozpustén v 7 riznych pufrech, ve kterych byla
pomoci cirkularniho dichroismu (CD) sledovédna jeho sekundérni struktura a zaroven

byla méfena jeho stabilita po dobu péti tydnt ve 4°C.

4.1.5. Méreni stability rmPrP

Po renaturaci rmPrP ve vodnych pufrech o pH 4,5 a 8,3 doslo k mirné agregaci proteinu,
kdy agregat obsahoval prevazné redukovany/znecistény rmPrP a spravné oxidovany
prionovy protein v nativni konformaci zlstal v roztoku. Pfi pouziti pufru o pH 7,4 a

iontové sile > 100 mM doslo k masivni agregaci obou forem rmPrP, v roztoku zlstalo <

25% proteinu.
6000
4000 1
2000
IE ﬂ T = = —
< -2000 -
o
yz1-PBS
g -4000 - v 22-20mM fosfat
o v z3-100mk fosfat
% -6000 v z4-20mh acetat
v 25-20mhd acetat+ 20mbdb aCl
-8000 y z6-20mbd tris
wz7-20mb tris +20mhd MaCl
-10000 -
-12':”:":' T T T

200 220 240 260 280 300

vinova délka (nm)

62



Obr. 18: CD spektra rmPrP»3.230 méfené v daleké UV oblasti pfi pH 4,5 — 8,3. Spektra
jsou barevné odliSena podle pouZzitych puftri, lyofilizovany rmPrP byl pfidan v mnozstvi
1 mg/ml pufru. Spektra byla méfena ihned po renaturaci a centrifugaci agregatu na
spektropolarimetru Jasco 815 (Japonsko) pfi laboratorni teploté. == PBS: 137 mM
NaCl, 2,7 mM KCl, 10 mM Na,HPOg, 2,0 mM KH,PO4, pH 7,4; == 20 mM Na,;HPO,,
pH 7.4; 100 mM Na,HPO,, pH 7.4; 20 mM acetat, pH 4,5; == 20 mM acetat, 20
mM NaCl, pH 4,5; == 20 mM Tris-HCI, pH 8,3; == 20 mM Tris-HCI, 20 mM NaCl, pH
8,3.

rmPrP vykazuje maximalni a-helix ve 20 mM Tris-HCI pufru pH 8,3, kdy se vyskytuje
dvojité minimum elipticity pfi cca. 210 a 220 nm a intenzita spektra je nejsilngjsi (Obr.
18, - 9000 deg cm” dmol”, = ). Podobného vysledku bylo dosazeno i za pouziti 20 mM
Tris-HCI pufru pH 8,3 s pfidavkem 20 mM NaCl, kdy bylo dvojité minimum elipticity
pfi ~210 a 220 nm (tj. o-helix) zachovéano, pouze doSlo k ubytku intenzity spektra
vlivem mirného vysrazeni proteinu pfi rozpou§téni (Obr. 18, - 6000 deg cm” dmol”, —
). Spektra rmPrP ve 20 mM acetatu pH 4,5 s pfidavkem i bez ptidavku 20 mM NaCl
jsou téméf identicka a obsahuji pouze jedno minimum elipticity pfi ~210 nm, coz svéd¢i
o naristajicim podilu neuspofadané struktury (Obr. 18, - 9500 deg cm” dmol™, — a=—).
Pti pouziti fosfatovych pufri pH 7,4 o vyssi iontové sile (Obr. 18, PBS: 137 mM NaCl
— a 100 mM Na,HPO4 ) doslo k agregaci > 80% rmPrP, coz ma za nasledek
vyrazné snizeni intenzity spektra na hodnoty > -1000 deg cm” dmol™. Minima elipticity
nejsou pozorovatelnd, pravdépodobné nasledkem tvorby B-struktury. Pii pouziti 20 mM
fosfatového pufru pH 7,4 doslo k agregaci proteinu pouze castecné a mPrP se vyskytuje
v neuspoiadané struktufe (Obr. 18, - 5500 deg cm” dmol™”, —).

Fosfatovy pufr o pH 7,4 byl vzhledem k vysoké agregaci a neuspotfddané sekundarni
struktufe rmPrP vyhodnocen jako nevhodny pro renaturaci a nebyl uvazovan ani
v nasledném sledovani stability proteinu. Vzorky rmPrP byly ponechany ve 4°C, po 1
tydnu stani byly roztoky centrifugovany a bylo opétovné proméfeno CD spektrum
v daleké UV oblasti (Obr. 19), dale spektrum v blizk¢ UV a VIS oblasti (Obr. 20) a
kazdych 7 dni byla proméfena koncentrace rmPrP v roztoku metodou BCA (Obr. 21).

Sekundarni struktura rmPrP po 1 tydnu je ve 20 mM acetatu pH 4,5 bez soli i se soli
stabilni (Obr. 19 a, b), avSak ve 20 mM Tris-HCI pufru pH 8,3 pfibyva s Casem

neuspofadand a B- struktura (Obr. 19 ¢, d), coZz mize mit za néasledek agregaci a
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vysrdzeni proteinu z roztoku. Z absorp¢nich spekter rmPrP v UV/VIS oblasti (Obr. 20)
je patrné, Ze protein dosahuje vysoké Cistoty (maximum absorbance pii 280 nm) a neni
kontaminovan DNA (bez piku pii 260 nm). Nejvyssi absorbance dosahuje rmPrP ve 20
mM acetatu pH 4,5 (Obr. 20, ), coz souhlasi s vysledky sledovani stability rmPrP v
riznych pufrech (Obr. 21), kdy koncentrace rmPrP ve 20 mM acetatu pH 4,5 po 4
tydnech ve 4°C dosahuje 0,54 mg/ml. NizSich hodnot absorbance po 4 tydnech
dosahoval rmPrP ve 20 mM Tris-HCI pH 8,3 (Obr. 20, =) a ve 20 mM fosfatu pH 7,4 s
20 mM NaCl (Obr. 20, =), coz opét souhlasi s naméfenou koncentraci 0,21 mg/ml
rmPrP ve 20 mM Tris-HCI pH 8,3 pfi sledovani stability (Obr. 21). NejnizSich hodnot
absorbance po 4 tydnech ve 4°C dosahoval rmPrP v PBS (Obr. 20, ==) a ve 100 mM
fosfatu pH 7,4 (Obr. 20, ==), kdy jiz pti rozpousténi proteinu doslo k masivni agregaci

rmPrP a béhem dalsiho uchovavani vzorku k dodate¢né pozorovatelné agregaci.
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Obr. 19: CD spektra rmPrP»3,39 méfené v daleké UV-oblasti pii pH 4,5 a 8,3 ihned po
rozpusténi rmPrP v pufru (==) a po 1 tydnu stdni ve 4°C (==). Spektra byla méfena

thned po centrifugaci pfipadnych agregati na spektropolarimetru Jasco 815 (Japonsko)
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pfi laboratorni teploté. Spektra rmPrP ve 20 mM acetitu pH 4,5 bez soli (a) a
s ptidavkem 20 mM NacCl (b) jsou témét identickd, zatimco u rmPrP ve 20 mM Tris-
HCI pH 8,3 bez soli (¢) 1 s ptidavkem 20 mM NaCl (d) dochazi po 1 tydnu k ubytku a-

helixu.
> | ——mPrP-PBS
==—mPrP-100mM fosfat pH 7,4
mPrP-20mM fosfat pH 7,4
15 A mPrP-20mM acetat pH 4,5
’ = mPrP-20mM tris-HCI pH 8,3
5 1
<
0,5
0 T T T T
ZTO 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400
-0,5

vinova délka (nm)

Obr. 20: Absorbance rmPrP v pufrech o rizném pH. Vzorky rmPrP (1 mg/ml) byly po
rozpusSténi v pufrech ponechany 4 tydny pii 4°C. Piipadné agregaty byly z roztoku

odstanény centrifugaci. Absorb¢ni spektra byla prométena v oblasti 200 — 400 nm.

0,8 - Opo 1 tydnu 4°C
@ po 2 tydnech 4°C
0,7 - Opo 3 tydnech 4°C
06 | Opo 4 tydnech 4°C
, - - Opo 5 tydnech 4°C
0,5 A | —
£ 041
o
E 031
o
0,2 A
0,1 A
0

Acetat pH 4,5 Acetat+NaClpH 4,5 Tris-HCIpH 8,3  Tris-HCI+NaCl pH
8,3

Obr. 21: Stabilita rmPrP v riiznych pufrech ve 4°C. Vzorky rmPrP (1 mg/ml) byly po

rozpusSténi v pufrech ponechany pii 4°C a kazdych 7 dni byla méfena koncentrace
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proteinu pomoci BCA kitu (Pierce). Pfipadné agregaty byly z roztoku vzdy pted

vlastnim méfenim odstanény centrifugact.

4.1.6. Enzymatické odstépeni 6xHis-kotvy

rmPrP byl pfipraven jako fuzni protein obsahujici N-koncovy His-tag se Stépnym
mistem pro thrombin (viz 4.1.1.). Mnozstvi thrombinu 1 doba St€peni byly
optimalizovany (Obr. 22). Stépeni probihalo p¥i pH 8,3, coz je pH optimalni k dosazeni
nejvyssi aktivity thrombinu i pro dosazeni vysoké rozpustnosti rmPrP ve vodném
prostiedi. Jako pufr byl zvolen 50 mM acetat amonny, ktery lze pii nasledné lyofilizaci
proteinu zcela odpafit. Pribéh enzymatického $t€peni His-tagu byl monitorovan pomoci
western blotu. K odstépeni > 90% kotvy dojde jiz po 1 hod. pfi pouziti 0,5 U/ml
thrombinu a se zvySujici koncentraci pouzitého thrombinu ani pii delsi dobé Stépeni se
efektivita Stépeni neméni (Obr. 22). Naopak dochazi k piibyvani nespecificky
nastépenych fragmentd rmPrP (na Obr. 22 fragmenty v oblasti 34 kDa), coz je jev
nezadouci. Jako optimalni bylo vyhodnoceno Stépeni flizniho proteinu 0,5 U thrombinu

/ ml vzorku rmPrP po dobu 1 —2 hod. pii 37°C.

55—
43— mEmE = = .
3 — mPrP
25— ;
e 44— 5 HIs kotvou
. — S ——— .
i *+— hez His kotwy

kDa 1 2 3 4 5 6 7 8 g

Obr. 22: Rekombinantni mPrP obsahuje N-koncovou His kotvu, kterd byla po purifikaci
rmPrP afinitni chromatografii od$tépena thrombinem. Stépeni probihalo v 50 mM
acetatu amonném pH 8,3 riznym mnozstvim thrombinu (0,5; 1; 2,5 a 5 U/ml) po dobu 1
hod. (pozice 1 — 4, resp.) a 2 hod. (pozice 5 — 8, resp.) pii 37°C. Koncentrace st€pené¢ho
rmPrP byla 0,1 mg/ml, pfevazna vétSina His kotvy byla odStépena jiz po 1 hod. za
pouziti 0,5 U/ml thrombinu. Na pozici 9 je nestépeny rmPrP s His kotvou. Western blot
byl obarven protilatkou 6H4 (0,125 pg/ml).

Vytézek po odstépeni His-tagu z oxidovaného rmPrP a nasledné purifikaci na HPLC byl
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5,6 mg/ 0,8 I média (7 mg/l), tj. 37% oproti oxidovanému rmPrP s His-tagem (19 mg/l).

4.2. Priprava a vyuziti protilatek proti glykovanému prionovému
proteinu

4.2.1. Priprava protilatek

Pro pfipravu protilatek proti glykovanému prionovému proteinu byl jako antigen vybran
rekombinantni lidsky PrP modifikovany na postrannich fetézcich lysinu na
karboxymethyl-lysin (CML). Béhem modifikace pravdépodobné dochazi i k modifikaci
argininu. CML pfedstavuje koncovy produkt glykace proteini a je nejcetnéji
zastoupenym antigenem AGE in vivo [117]. Nasim cilem bylo pfipravit protilatku proti
CML, kterd by byla zaroven specificka i pro lidsky prionovy protein. Rekombinantni
hPrP byl ptfipraven dle 3.2.4. a modifikovan kyselinou glyoxalovou v redukénim
prostiedi. Kontrola vzniku rhPrP-CML byla monitorovana western blotem pomoci N- i
C- koncovych anti-prionovych protilatek necitlivych ke glykaci (AG4 a 6H4, resp.) a
pomoci protilatky 3F4, jejiz afinita vlivem glykace klesa. 3F4 je namifena proti
centralni ¢asti molekuly hPrP (106-112) a obsahuje ve svém epitopu 2 molekuly lysinu.
Vlivem modifikace jsou lysiny karboxymethylovany, coz zptisobi inaktivaci epitopu pro
3F4 (Obr. 23). Vlivem glykace dochéazi ke zvysSeni molekulové hmotnosti hPrP, coz se
projevi posunem bandu rhPrP smérem k vy$§im molekulovym hmotnostem nebo
vymizenim signdlu u membrany obarvené protilatkou 3F4 (viz Obr. 23). Zaroven
dochazi ke tvorbé celé fady meziprodukti CML, coZ se projevi rozsifenim bandu pro
rthPrP-CML (Obr. 23). Tvorba vétstho mnozstvi meziprodukti rhPrP-CML neni na
Skodu, naopak zvySuje mnozstvi pfitomnych antigenii (coz 1épe odpovida i
fyziologickym podminkam) a zvySuje se tudiz i pravdépodobnost ziskani vétsiho

spektra protilatek ke screeningu.

AG4 6H4 3F4
72—
55—
43— <— dimer
34—
26— _
- - - - <— monomer
kDa hPrP
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Obr. 23: Priprava rhPrP-CML pro imunizaci mys$i. rhPrP,;»3; byl modifikovan
kyselinou glyoxalovou ve 4°C 16 hod. (pozice 3 a 4) nebo 24 hod. (pozice 2).
Nemodifikovany rhPrP je na pozici 1. Pro kontrolu glykace byla pouZzita anti-prionova
protilatka 3F4 (0,25 pg/ml), kterd se vaZe na neglykovany hPrP, ale nevdze se na hPrP-
CML (pozice 2-4). Slaba reaktivita na pozicich 3 a 4 je dana netplnou glykaci rhPrP.
Anti-prionové protilatky AG4 (0,2 pg/ml) a 6H4 (0,125 pg/ml) jsou ke glykaci necitlivé
a byly pouzity jako kontrola pfitomnosti PrP.

K imunizaci byly pouzity geneticky modifikované mysi bez genu pro prionovy protein

0/0

(Prnp”"), imunizace byla provedena rhPrP-CML. Rozpis imunizaci i odbéry krve pro

kontrolu tvorby protilatek jsou uvedeny v tabulce 5.

Den 0 1 14 21 28 36 9. tyden
odbér 1. 2. odbér 3. odbér

Operace ) _ ) _ ) _ boost
krve imunizace | imunizace | krve imunizace | krve
negativni | s.c,30ug | s.c,30ug | sérum po | s.c, 30ug | sérum po | i.v, Spg

Vzorek ] ] ] ] ) ]
sérum antigenu | antigenu | 2. imun. | antigenu | 3. imun. | antigenu

Tab. 5: Schéma imunizaci a odbérti krve pokusnych mysi

Jedna ze Sesti imunizovanych mys$i méla vysokou, ¢tyfi stfedni a jedna nizkou odpovéd’
na imunizaci (Obr. 24 a). Reaktivita protilatek proti thPrP-CML v sérech obou mysi
snejvyssi imunitni odpovédi (myS ¢. 4 a 2) byla mirné vysSi nez reaktivita
k nemodifikovanému rhPrP (tj. Ags = 1,5 oproti Ags = 1,1 pii fedéni séra 5 x 10° u
mysi €. 4, Obr. 24 b).

a) b)
1.2 3 3.0+
- mys 1 -~ hPrP-CML
1.0 - mys$?2 251 o hPP
0.8 mys 3 2.0-
3 -+ mys4 -
b | . .
;' O.G' - myg 5 ; 1.5
0.4- - mys6 1.0
0.2 0.54
OG ? _——*—|_*— 0.0 T T T T T 1
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 000 002 0.04 006 008 010 0.12

Redéni séra x10° Redéni séra x107
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Obr. 24: Sest Prnpm mys$i bylo imunizovéno s.c. 30 pg rhPrP-CML v PBS s
Freundovym adjuvans ve dnech 0, 14 a 28. a) Titry protilatek proti thPrP-CML v myS$im
séru byly méfeny 7 dni po 3. imunizaci. Do jamek mikrotitra¢ni desticky byl ukotven
thPrP-CML a jednotlivd mysi séra byla pfidavana v rostouci koncentraci. Mys§ €. 4
(==V) vykazovala zvySenou imunitni odpovéd’ oproti ostatnim, mys ¢. 1 (==e) zlistala
témét bez odpovédi. b) 6 tydnli po 3. imunizaci byl mysi €. 4 i.v. podéan findlni booster 5
pg antigenu v PBS a za 4 dny byly v séru stanoveny titry protilatek proti PrP. Do jamek
mikrotitrani desticky byly ukotveny rhPrP a rhPrP-CML a mysi sérum bylo pfidavano
v rostouci koncentraci. Odpovéd’ proti thPrP-CML (==e) byla vy$si nez proti rhPrP
(==m).

Po primarnim screeningu 960 hybridomt metodou ELISA bylo vybrano 53 klont
produkujicich monoklonédlni protilatky (MAb) sriznymi afinitami pro CML
modifikovany i nemodifikovany rhPrP. Behem sekundéarniho screeningu western blotem
bylo vybrano 12 klont s nejvyssi afinitou k rhPrP-CML a 7 klont s nejvyssi afinitou k
thPrP. Téchto 19 klonG bylo postupné testovano western blotem a dotblotem na
biologickém materidlu (normalni lidsky mozkovy homogenat (MH), normalni i scrapie
mysi MH, lidské krevni desticky, membrany po hemolyze ¢ervenych krvinek, BSA a
BSA-CML) a k produkci MAb byly vybrany 3 klony s nejvyssi specificitou a afinitou.
Purifikované MADb produkované v EXBIO Praha a.s. nesou komeréni ndzvy EM-31
(MAb specifickd pro rhPrP-CML) a EM-20 a EM-21 (MADb specifické pro
nemodifikovany rhPrP). Epitopy vSech tii protildtek se nachéazeji v C-koncové Casti

molekuly PrP (Obr. 25).

EM-20 EM-21 EM-31
26— —

-— — — < 23-231

< 81-231

17— “ —_—— —— < 90-231

e v — < 121-231

kDa
1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4

Obr. 25: Epitopové mapovani EM-20, EM-21 a EM-31. Western blot fragmentti thPrP

byl rozstiithan na tfetiny a membrana pro reakci s EM-31 byla glykovdna kyselinou
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glyoxalovou, zatimco ostatni dvé membrany zlstaly nemodifikovany. VSechny tfi
protilatky vykazuji afinitu pro C-koncové fragmenty rhPrP23231, thPrPg; 231, thPrPogs3:
a thPrP51231.EM-20, EM-21 a EM-31 byly pouzity v fedéni 0,5 pg/ml.

4.2.2. Protilatky proti glykovanému PrP

Béhem sekundéarniho screeningu western blotem bylo vybrano 12 klonid s nejvyssi
afinitou k rhPrP-CML, mezi nimiz 4 klony (7A8, 1C3, 1C12 a 1F3) vykazovaly
vysokou afinitu k rhPrP-CML.

Nejprve jsme se zamétili na charakterizaci MAb EM-31 produkovanou klonem 7A8
s nejvyssi reaktivitou proti rthPrP-CML. MAb EM-31 vykazovala silnou vazbu na
thPrP-CML, zatimco jeji vazba na nemodifikovany rhPrP byla zanedbatelna (Obr. 26 a
a Obr. 27). EM-31 se nevazala na BSA-CML na WB (Obr. 26 a) ani na ELISA (Obr.
27). Protilatka smisen¢ reagovala i s rmPrP-CML (Obr. 26 a a Obr. 27) a s rmPrP-AGE
pfipravenym glykaci proteinu D-ribézou (Obr. 26 b, ¢ a Obr. 27). To potvrzuje
podminkach. EM-31 se nevézala na redukovany rhPrP-CML ani na redukovany rmPrP-
CML nebo rmPrP-AGE (Obr. 26 b). Na western blotu nevykazovala EM-31 reaktivitu k
proteinim normalniho lidského nebo mySiho MH (Obr. 26 a) a pouze slabou afinitu k

PrP v glykovaném lidském MH (Obr. 26 d).

a) b)
55—
43— - 34— )
S - 26— - EM-31
26— - ..
34— - d)
34— 26— . » .-. AG4 “ EM-31 3F4 AG4
26— ' 6H4 ]
R o oon T
55— c) kDa e
43— - 12 13 14 15
il Ag EM-31
26— - 26— a4
kDa it kDa
1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 dni

Obr. 26: Charakterizace vazby monoklonalni protilaitky EM-31 na glykované prionové
proteiny western blotem. a) Tii identické bloty byly obarveny protilaitkou EM-31,
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kontrolni anti-prionovou protilatkou 6H4 a celkovy protein byl obarven koloidnim
sttibrem (Ag). Zleva nanesené vzorky: normalni mysi MH (1); normalni lidsky MH (2);
rekombinantni my$i PrP (rmPrP, 3); glykovany rmPrP (rmPrP-CML, 4); rekombinantni
lidsky PrP (rhPrP, 5); glykovany rhPrP (thPrP-CML, 6); glykovany BSA (BSA-CML,
7). EM-31 reaguje pouze s glykovanymi rPrP. b) Dva identické bloty byly obarveny
protilatkou EM-31 a kontrolni anti-prionovou protildtkou AG4. Zleva nanesené vzorky:
redukovany rmPrP-CML (8); redukovany rmPrP-AGE (glykovany inkubaci s ribdzou,
9); neredukovany rmPrP po inkubaci s ribézou v Tris-HCl pufru (glykace byla
inhibovéna, 10); glykovany neredukovany rmPrP po inkubaci s ribézou ve fosfatovém
pufru (11). Reaktivita EM-31 s rmPrP-CML a rmPrP-AGE byla zruSena po redukci
vzorki dithiothreitolem. ¢) Casovy pribéh modifikace rmPrP inkubaci s 1 M D-ribézou
detekovan pomoci EM-31. d) EM-31 vykazuje pouze slabou afinitu k PrP
v glykovaném lidském MH (12). Pro kontrolu glykace byla pouZzita anti-prionova
protilatka 3F4, kterd se vaZze na neglykovany lidsky MH (13), ale nevaze se na
glykovany lidsky MH (14). Anti-prionova protilatka AG4 je ke glykaci necitliva a byla
pouzita jako kontrola detekujici PrP v glykovaném lidském MH (15).

307 rhPrP 307 rhPrP-CML 30 BSA-CML
2.5 2.5 2.5 e G
2.0 o 2.0 204 - EM31
=] —~ 3F4
= 1.5 1.54 1.5
<«
1.0 1.04 1.04
0.5 0.5+ 0.54
0.0 e : . r r 0,0-fo—A—g T : - + + r i
0.0 05 1.0 1.5 2.0 0.0 0.5 1.0 1.5 20 0.0 0.5 1.0 15 20
3.0 rmPrP 3.0 rmPrP-CML 301 rmPrP-AGE
2.5 2.5 2.5+
2.0 2.0 2.0+
2 15 1.54 1.5
<
1.0 1.0+ 1.0+
0.5 05 0.5+
PP il . . . 0.0+ ; x - - 0.0 T ; : -
0.0 0.5 1.0 1.5 20 0.0 0.5 1.0 15 20 0.0 0.5 1.0 1.5 20
Redéni protilatek (pg/ml) Redéni protilatek (pg/mil) Redé&ni protilatek (pg/ml)

Obr. 27: Specificita EM-31 ke glykovanému prionovému proteinu méfend metodou
ELISA. Do jamek mikrotitracni desticky byly ukotveny rhPrP, rmPrP, rhPrP-CML,
rmPrP-CML, rmPrP-AGE nebo BSA-CML a jednotlivé protilatky byly piidavany
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v rostouci koncentraci: EM-31 (==m), na glykaci citlivd 3F4 (==A) a ke glykaci
necitlivd AG4 (==e). Oznaceni grafu s rmPrP-AGE je: AG4 (==e), 3F4 (==V) a EM-31
(==m a==A). EM-31 se nevaze na nemodifikované proteiny a reaktivita 3F4 k rhPrP se

po glykaci vytrati. Zadna z protilatek se nevaze na glykovany BSA.

Vzhledem k tomu, ze EM-31 mé pouze slabou afinitu k PrP v glykovaném lidském MH
(Obr. 26 d), zaméfili jsme se na analyzu vlastnosti MAb produkovanych klony 1C3,
1C12 a 1F3, 1 kdyz jejich afinita vic¢i thPrP-CML nebyla tak vysoka jako u EM-31.
Protilatky obecné vykazuji stejné vlastnosti jako EM-31, se dvéma dulezitymi rozdily:
dokazou rozeznat nejen rhPrP-CML (Obr. 28 a), ale i glykosylovany PrP“-CML na
western blotech in vitro modifikovanych lidskych MH (Obr. 28 b) a mySich MH. Jejich
vazba navic neni citlivd kredukci proteinti dithiothreitolem (data neuvedena).

Specificita MAb ke glykovanému rhPrP byla potvrzena i metodou ELISA (Obr. 29).

a) c)
1C3 1C12 1F3 6H4 3F4 AG4 1F3 1C12 1C3 1C3 1C12 1F3
26— ﬂ ‘I e < 81-231
—— — < 90-231
kDa !
1 2 3 4 5 6 7 8 9 e # < 23231
b)
13 1C12 1F3 3F4  AG4 19 20 21
34— ] ] |
i
- | i
1 - |
kDa

0 1 12 13 14 15 16 17 18

Obr. 28: Tfi supernatanty hybridomt vykazuji afinitu k PrP v in vitro glykovaném
mozkovém homogenatu. a) Westen blot rhPrP byl nastfihan na prouzky a prouzky 1-3
byly glykovany kyselinou glyoxalovou, zatimco prouzky 4-9 zistaly nemodifikovany.
Supernatanty 1C3, 1C12 a 1F3 vykazuji silnou reaktivitu k PrP na glykovanych
membranach (1 — 3), ale jen velmi slabou nebo Zadnou reaktivitu k nemodifikovanému
thPrP (7 — 9). Ptitomnost rthPrP byla ovéfena protilatkami 6H4, 3F4 a AG4 (4 — 6). b)
Klony 1C3, 1C12 a 1F3 rozeznavaji PrP v in vitro glykovaném lidském mozkovém
homogenatu (lidsky MH-CML, 11, 13, 15), ale ne v lidském MH (10, 12, 14). Protilatka
3F4 byla pouzita jako kontrola glykace, vaze se na PrP v neglykovaném lidském MH
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(16), ale ne v lidském MH-CML (17). Protilaitka AG4 je pozitivni kontrola pro PrP
v lidském MH-CML (18). ¢) Reaktivita vSech tfi klonll ke glykovanym C-koncovym
fragmentim rhPrPg; 3, a thPrPyo,3; na dot blotech je slabsi, nez k rthPrP,3.,3,-CML.

rhPrP rhPrP-CML
3.5+ 3.5
e — - AG4
3.0 103
25 -+ 1C12
2.0 1F3
15 -+ 3F4
1 D /——-—_ -
' F
0.5 u‘
0.0 r————¢ = . XY P — —
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 0.0 0.5 1.0 1.5 20
Redéni protilatek (ug/ml) Redéni protilatek (ug/ml)

Obr. 29: Ukazka reaktivity 1C3, 1C12 a 1F3 k rthPrP-CML metodou ELISA. Do jamek
mikrotitracni desticky byly ukotveny rhPrP nebo rhPrP-CML a jednotlivé protilatky
byly pfidavany v rostouci koncentraci: AG4 — necitliva ke glykaci (==e), 3F4 — citliva
ke glykaci (==4¢), 1C3 (==m), 1C12 (==A) a 1F3 ( ). Reaktivita 3F4 se po glykaci

vytraci, zatimco reaktivita protilatek produkovanych klony se zvysuje.

4.2.3. Priprava antigenu hPrP100.113-CML

Ve spolupraci s UOCHB byl syntetizovan peptid hPrPjgo.113 s C-koncovym cysteinem
(hPrP1go.113Cys, aminokyselinova sekvence NKPSKPKTNMKHMAC). Koncovy
cystein byl k sekvenci pfidan z dlivodu umoZnéni vazby peptidu na imunogenni nosic¢
(KLH), ke které dochdzi prostfednictvim thiolové skupiny postranniho fetézce cysteinu
a aminoskupin nosi¢e. Peptid byl nejprve glykovan, béhem karboxymethylace vSak
doSlo k modifikaci nejen postrannich amino skupin lysini, ale i thiolovych skupin
koncového cysteinu a dvou methionini v molekule hPrP. Proto bylo tfeba -SH skupinu
cysteinu pfed vlastni glykaci lysini ochranit. K tomu byl vyuzit trimethoxybenzyl
chlorid (Tmob) v acetonitrilu v 50 nasobném molarnim piebytku oproti hPrPgo.113Cys
(Obr. 30). Ke zpétnému odStépeni chranicich skupin byla pouzita kyselina trifluor

octova (TFA) s ptfidavkem scavengert (thioanisol, ethandithiol, TIS) (Obr. 30).
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Obr 30. Monitorovani pribé¢hu vazby Tmob na peptid. a) Reakce peptidu s Tmob byla
ukoncena vytiepanim peptidu do etheru a byly identifikovany 2 hlavni produkty
s reten¢nimi Casy 3,081 a 3,546 (¢arkovang). Po piisobeni TFA v pfitomnosti scavengert
piky vymizi v disledku odStépeni chranicich skupin (plnd céara). Pik s RT = 1,933
odpovida pivodnimu peptidu, RT = 2,303 odpovida necistotdm v Tmob a RT = 4,367
predstavuje Tmob. Piky nelze kvantitativné hodnotit z dlivodu zakoncentrovani, popft.

natfedéni produkti v jednotlivych fazich reakce.

Chranény peptid byl karboxymethylovan 45 mM kyselinou glyoxalovou v redukénim
prostiedi 25 mM kyanoborohydridu sodné¢ho (pH 7,0). Z glykovaného peptidu byly
odstranény chréanici skupiny Tmob a Dmob piisobenim TFA v pfitomnosti scavengert,
vysledny produkt byl lyofylizovan a analyzovan na HPLC (Obr. 31). Vytézek reakce byl
54%, k imunizaci bylo pfipraveno 4,3 mg peptidu.
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Obr 31: HPLC glykovaného peptidu. Po odstranéni chranici skupiny Tmob a Dmob
pusobenim TFA v pfitomnosti scavangert byl peptid v gradientu acetonitrilu (5 — 100%
gradient ACN, 10 min., 40°C) preparovan na kolon¢ Poroshell120 SB-C18. Pik o

retennim Case 2,729 odpovidéa glykovanému peptidu.
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4.2.4. Charakteristika a vyuziti monoklonalnich protilatek EM-20 a EM-21

EM-20 a EM-21, stejné¢ jako EM-31, nereaguji s redukovanym PrP. Reaktivita obou
MAD k rhPrP byla zruSena po redukci vzorkd dithiothreitolem (Obr. 32 a) nebo 2-
merkaptoethanolem (Obr. 32 b). Epitop EM-20 a EM-21 tedy pravdépodobné neni
linearni a mize zahrnovat disulfidicky mitistek mezi Cys;79 a Cysz14, obdobné jako je
tomu u EM-31. To je v souladu s pfedchozim zjisténim (viz vyse), Ze epitopy protilatek

se nachazeji v C-koncové poloviné molekuly rhPrP.

(a) (b)
26— » wm < redukovany 26 — W 0 S s s s <— redukovany
3F4 - P D P S8 W8 8 <— oxidovany
<— neredukovany hPrP
hPrP
26 — 06
EM-20 <— neredukovany . - - <— oxidovany
hPrP hPrP
26 —
EM-21 - <— neredukovany 26— <— oxidovany
kDa hPrP hPrP
kDa
0 1 10 50 90 99 100 % redukovany 01 2 3 4 5 6 7 8 hodinoxidace

100 99 90 50 10 1 O % neredukovany

Obr. 32: Selektivni vazba EM-20 a EM-21 na neredukovany hPrP»3;,3;. a) thPrP byl
redukovan dithiothreitolem a volné —SH skupiny byly acetylovany pro zabranéni zpétné
tvorby disulfidovych mustki. Do kazdé jamky byla nanesena smés redukovaného a
neredukovaného rhPrP, jednotlivé formy od sebe byly oddéleny SDS-PAGE a
pieblotovany. EM-20 a EM-21 se selektivné vazi pouze na neredukovany rhPrP,
zatimco protilatka 3F4 necitliva k redukci se vaZe na obé¢ redox formy. b) Po redukci 2-
merkaptoethanolem byl rhPrP ¢astecné oxidovan 1 mM glutathionem v 8 M mocoving a
nanesen do jamek, jednotlivé formy rhPrP od sebe byly oddéleny SDS-PAGE a
pieblotovany. EM-20 a EM-21 se selektivné vazi na oxidovanou formu rhPrP, zatimco

protilatka 3F4 necitliva k redukci se vaZze na ob¢ redox formy.

EM-20 ma vysokou afinitu k prionovému proteinu v lidském biologickém materialu.
Rozeznava di-, mono- a neglykosylovanou formu hPrP. EM-20 a EM-21 byly pouzity k
detekci hPrP v normalnim a CJN pozitivnim lidském mozkovém homogenatu (Obr. 33
b), na membranach cervenych krvinek (RBC ghosts, Obr 33 c¢), krevnich desticek
(PLTS, Obr. 33 d) a v mozkomisnim moku (MMM) metodou DELFIA. Detekéni limit
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pro dvojici protilatek EM-20 a biotinylovanad EF2 (N-koncova protilatka proti hPrP) je
5,6 x 10° RBC/ml, 6,25 x 10° PLTS/ml, 4 x 10 fedéni mozkového homogenatu, 0,6%
MMM a 0,4 ng/ml rekombinantniho hPrP (Obr. 33 a). Pouziti EM-21 vede k slabSimu

signalu, tato protilatka ma pfiblizn¢ 30x nizsi afinitu k rhPrP nez EM-20 (stanoveno

western blotem, data neuvedena).

a) b)
1084 108-
T 10°- 105
Q.
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Obr. 33: Detekce hPrP metodou DELFIA za pouziti EM-20 a EM-21. m Dvojice
protilatek EM-20 a biotinylovand EF2 vykazuje nejvyssi afinitu k hPrP. e Protilatky
EF2 a biotinylovana E12/2 byly pouzity jako kontrolni protilatky, E12/2 je namifena
proti sttedové casti hPrP, podobné jako EM-20 a EM-21. A Dvojice protilatek EM-21 a

biotinylovana EF2 vykazuje nejnizsi afinitu k rthPrP.

Protilatky jsou v souCasnosti testovany za ucelem validace v néarodni referen¢ni

laboratoti TSE-CJN na odd¢leni patologie ve FTN s cilem nahradit komeréné obtizné
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dostupnou protilatku 3F4. Protilatky byly testovany na imunohistologickych
preparatech zhotovenych Dr. Matéjem (Obr. 34) a na western blotech zhotovenych Ing.
Novakovou (Obr. 35).

a) 3F4 b) EM-20 ) EM-21

; . s poe ; v
e . e \ e ¥

Obr. 34: Imunohistologicka detekce hPrPres na fezu mozeckem pacienta s Gerstmann-
Straussler-Scheinkerovym syndromem. Fixované preparaty byly Stépeny proteindzou K
(10 pg/ml, 25°C, 10 min.) a denaturovany guanidin thiokyanatem (2 M, 25°C, 30 min.).
K detekci plaki byly pouZzity protilatky 3F4 v fedéni 1 ng/ml (a), EM-20 10 pg/ml (b) a
EM-21 10 pg/ml (¢). ZvétSeni preparat: 400x.

12F10  6H4

Obr. 35: WB mozkovych homogenati pacienta s CIN. Vzorky byly $tépeny proteinazou
K a nasledné¢ detekovany kontrolnimi protildtkami 12F10 v fedéni 0,5 pg/ml a 6H4
v fedéni 0,05 pg/ml (a), EM-20 byla pouzita v fedéni 0,5 pg/ml (b) a EM-21 v fedéni
1,5 pg/ml (¢). Sekundérni protilatka GAM-HRP (Dako, Agilent) byla nanasena v fedéni
0,1 pg/ml, doba expozice preparat byla 2 min.
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4.3. Detekce fragmentu prionového proteinu PrP226* v lidském mozku

4.3.1. Stabilita fragmentu PrP226* v mozkovych homogenatech

Pfitomnost prionového proteinu bez GPI kotvy, tj. PrP(AGPI), v mozkovych
homogenatech jedincli s TSE byla v minulosti opakované prokézdna [97, 118-120].
Abychom jej prokézali i u non-CJN pftipadi, pouzili jsme protilatku V5B2 namifenou
proti fragmentu PrP226*, ktery je zakoncen Tyrs a neobsahuje tedy GPI kotvu.
Vzhledem k tomu, Ze podil PrP226* je v ramci celkového PrP minimalni, pouZili jsme k
jeho detekci western blotem nefedéné 10% mozkové homogenéty 36 non-CJN piipada.
V tomto uspofddani jsme prokazali pfitomnost PrP226* u 30 vzorkl, z nichz 12 je
uvedeno na Obr. 36 d. Mnozstvi PrP226* ptedstavovalo pouze malou ¢ast celkového
PrP detekovaného anti-prionovou protildtkou 6H4 (Obr. 36 b). Mnozstvi PrP226* u
zbyvajicich 6 vzorkl se ziejm& pohybovalo pod detekénim limitem WB ve vyse

zminéném uspotadani.

a) | b) I — 34
23 ., 231 — 26
(I [T [ 11 [T T I
| — - <
Epitop pro 6H4 —17
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
c) d)
23 ,_"__‘_5 226 i — — 34
[ [T [TT1 [T T | — 26
(-]
Epitop pro V5B2
kDa

1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12

Obr. 36: a, c) Vazebna mista monoklonalnich protildtek 6H4 (a) a V5B2 (¢) na molekule
lidského prionového proteinu a western bloty non-CJN mozkovych homogenatu (b, d).
Do jamek bylo naneseno 5 pl (b) a 10 pl (d) 10% mozkovych homogenat ze 13 non-
CJN pacientt (1 — 12). Membrany byly vyvolany monoklondlnimi protilatkami 6H4 (b),
ktera detekuje celkové mnozstvi PrP a V5B2 (c), ktera specificky rozeznava PrP

fragment 226*.

Otazkou zstalo, zda se fragment PrP226* ve vzorkach neobjevuje aZz post mortem
aktivaci mozkovych proteaz, nebo zda je pfitomen fyziologicky jiz béhem Zivota. 10%

mozkové homogenaty 6 CIN a 6 non-CJN piipadl byly rozdéleny do dvou alikvoti a
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prvni alikvot kazdého vzorku byl ponechén bez ptidavku inhibitorti pfes noc (16 hod.)
pii laboratorni teploté, druhé alikvoty vzorkl byly okamzité zamraZeny a skladovany v -
80°C. Abychom zvysili detekéni limit stanoveni PrP226* v non-CJN vzorkach metodou
ELISA, kotvili jsme jamky mikrotitracnich desticek 5 pg/ml V5B2 namisto bézné
pouzivané koncentrace 1 pg/ml. Absorbance 2 non-CJN vzorkli nedosahovaly 3x
hodnoty pozadi (tj. A < 0,03 I.U.), hodnoty tedy nebyly uvazovany do dalSiho vypoctu.
Stabilita fragmentu PrP226* v MH ponechanych pifes noc pii laboratorni teploté byla
stanovena na 94,3% (xSD 14,1) u non-CJN piipadd a na 99,2% (£SD 16,9) u CIN
ptipadli (Obr. 37 a), vztazeno k absorbanci zamrazenych alikvotii. Abychom podpofili
tyto vysledky, nafedili jsme rekombinantni PrP226* v koncentraci 1,5 pg/ml do 10%
non-CJN MH bez pfitomnosti inhibitorti a ponechali 3 alikvoty pii 4°C, laboratorni
teploté a 37°C. Casti alikvotil byly odebirany v riznych ¢asech, okamzité zamrazeny a
uchovévany pii -80°C az do naneseni na SDS-PAGE gel (Obr. 37 b). Vzorky rPrP226*
v MH uchovavanych pii 4°C (1 — 3, Obr. 37 b) nebyly vzhledem ke kontrolnimu
rPrP226* (10, obr. b) degradovany, zatimco vzorky uchovavané pti laboratnorni teploté
a pii 37°C vykazovaly slabou degradaci rPrP226* po 30 min. bez dalsi degradace v Case
(4 -9, obr. b). Podle vySe uvedenych vysledki je tedy fragment PrP226* fyziologickou
soucasti mozku ante mortem a neobjevuje se v signifikantnich mnozstvich posmrtné
dodatecnym nastépenim PrP mozkovymi proteazami. PrP226* je relativné stabilni 1 2

hod. pti 37°C nebo pii pokojové teploté minimalné po dobu 16 hod.

a) b)

9 & rile RT 37°C

5 120 30°60° 120" 30°60° 120" 30°60°120° 226* Mw

| ®

g 100 —e - -

o o —

g 80 p .l e ——— — . — .. .

=

% 60 : : —17
CJN+ vzorky non-CJN vzorky 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Obr. 37: a) 10% MH ze 4 non-CJN a 6 sCJN pacientli byly rozdéleny do 2 alikvoti.
Prvni alikvot z kazdého vzorku byl ponechan pies noc pfi laboratorni teploté a druhy
alikvot byl ihned zamrazen. Vzorky byly méfeny nésledujici den metodou ELISA, s
pouzitim protilatek V5B2 (5 ng/ml) jako kotvici a biotinylované EM-20 (0,5 pg/ml)
jako detekeni protilatky. Procento stability PrP226* je dano pomérem signalu PrP226*

meéfeného pii laboratorni teploté vici signdlu PrP226* zamraZzenych vzorkid. b)
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Rekombinantni lidsky PrP226* byl natfedén do zdravého lidského MH a ponechén po
dobu 30 min., 1 hod. a 2 hod. pti 4°C (1 — 3, resp.), pii laboratorni teploté (4 — 6, resp.)
a pii 37°C (7 — 9, resp.). Rekombinantni PrP226* byl pfidan jako kontrola (10),
vysledné mnozstvi rPrP226* naneseného do jamek bylo 5 ng v kazdé jamce. Membrany

byly vyvolany protildtkou V5B2 (5 pg/ml).

4.3.2. Denaturace vzorku

Nejprve jsme optimalizovali denaturaci vzorkil guanidin thiokyanatem (Gdn-SCN). Dva
CJIN mozkové homogenaty byly inkubovany se vzrustajici koncentraci Gdn-SCN pti
60°C po dobu 15 min. (Obr. 38 a). MnozZstvi PrP226* se signifikantné zvysilo jiz pfi
pouziti 0,5 M Gdn-SCN, vybrali jsme tedy finalni koncentraci 1,5 M béZzné pouzivanou
k denaturaci PrP™" v mozkovych homogenatech [121]. Ke stanoveni efektu Gdn-SCN
na vazebnou kapacitu ukotvenych protilatek jsme natedili dvojkovou fadou 50 pg/ml
rekombinantniho PrP226*, rozpusténého v 1,5 M Gdn-SCN. Az po ziedéni 20x (tj. 2,5
pg/ml PrP226* v 75 mM Gdn-SCN) dochazelo ke snizovani signalu detekce PrP226*
vlivem denaturace ukotvené protilatky V5B2. Nad ziedéni 80x (tj. 0,625 pg/ml PrP226*
v 18,75 mM Gdn-SCN) dochézelo ke snizovani signalu detekce v disledku dosazeni
linearnich hodnot koncentrace PrP226* (Obr. 38 b). V dalSich experimentech byly tedy
5% MH denaturovany 1,5 M Gdn-SCN (hodnoty finalni koncentrace) 15 min. pti 60°C,
poté 20x nafedény vodnym pufrem na 0,25% MH v 75 mM Gdn-SCN a naneseny do

jamek.
a) b) Gdn-SCN (M)
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Obr. 38: a) Dva 10% sCIN mozkové homogendty byly denaturovany Gdn-SCN o
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zvysujici se koncentraci pti 60°C po dobu 15 min. Vzorky byly poté 10x nafedény v 50
mM Tris-HCI pH 8,0 a byl méfen fragment PrP226* metodou ELISA za pouziti V5B2
(5 pg/ml) jako kotvici protilatky a biotinylované EM-20 (0,5 pug/ml) jako detekéni
protilatky. Pro dalsi denaturaci byl vybran 1,5 M (finalni koncentrace) Gdn-SCN. b)
Efekt denaturace na kotvici protilatku V5B2 byl stanoven pomoci rekombinantniho
fragmentu PrP226*, ktery byl pfipraven smichdnim v poméru 1:1 (v/v) zasobniho
roztoku thPrP226* o koncentraci 100 pg/ml se 3 M Gdn-SCN v PBS. Roztok byl déle
ziedén nejprve 5x a poté dvojkovou fadou v PBS (m). Biotinylovana EM-20 (0,5 pg/ml)
byla pouzita jako detekéni protilatka a byly zméteny 1 hodnoty pro nativni thPrP226* v
PBS () a samotny PBS (A).

4.3.3. Optimalizace V5B2 eseje

Vyse uvedené podminky denaturace jsme pouzili k méteni signdlu celkového PrP226* u
10 non-CJN, 23 CJN a I GSS mozkovych homogenati pomoci “Dissociation-Enhanced
Lanthanide Fluorescent Immunoassay” (DELFIA). CJN/GSS vzorky jsou blize
charakterizovany v Tab. 6. Hodnoty casové rozliSené fluorescence (Time Resolved
Fluorescence, TRF) byly primérn€¢ vyssi u CIN/GSS ptipadi nez u non-CJN, 7
CIN/GSS vzorka (€. 1, 5, 11, 12, 13, 17, 22, Obr. 39 e) vykazovalo vyssi signal pro
PrP226* nez non-CJN vzorek ¢. 6 (70 684 cpm, Obr. 39 f). Tyto vysledky vSak
neudavaji informaci o stavu GPI-PrP v jednotlivych vzorkach. Abychom zjistili, zda se
fragment PrP226* vyskytuje v mozcich v monomerni “rozpustné” formé, nebo zda se
podili na tvorb¢ agregatii, zméfili jsme pomér signali PrP226* v denaturovaném MH ku
nativnimu MH (D/N pomér) pro kazdy CIN/GSS a non-CIN vzorek. Hodnoty D/N
vSech 10 non-CJN vzorkd byly < 0,65 (Obr. 39 f) a hodnoty D/N 24 CJN/GSS vzorkl
se pohybovaly ve dvou rozmezich. Prvni skupina s D/N < 1,6 (vzorky ¢. 3, 8, 15, 16,
18, 19, 24) obsahovala podobné hodnoty PrP226* v MH pied i po denaturaci (Obr. 39 a,
c, resp.), zatimco druha skupina s pomérem D/N > 2,0 (zbyvajici CIN/GSS vzorky)
obsahovala vyznamné mnozstvi PrP226* dostupného pouze po denaturaci (Obr. 39 a, c,
resp.). Data byla ovéfena ve dvou nezavislych experimentech za pouziti protilatek
V5B2 a biotinylované EM-20 v sendvi¢ovém uspotadani. Podobna data byla namétena i
pii pouziti protilatek V5B2 a biotinylované¢ E12/2 (data neuvedena). Abychom zjistili,
zda nizké hodnoty D/N u vzorkl ¢. 1, 3, 8, 15, 16, 18, 19, 24 nebyly zapfiCinény

nedostate¢nou homogenizaci ¢i nedostateCnou denaturaci, opakovali jsme méfeni po

82



dodatecné homogenizaci vzorkli opakovanym protazenim inzulinovou jehlou i po
denaturaci vzorki 1,5 M Gdn-SCN po dobu 10 min. pti 90°C. Zadné zmény v distribuci
hodnot D/N jsme nepozorovali.

Zaroven jsme zméfili signaly celkového PrP v CIN/GSS i1 non-CJN vzorkii metodou
DELFIA za pouziti protilitek EM-20 a biotinylované EF2. Mnozstvi PrP226* v
denaturovanych vzorkdch nekoreluje s mnozstvim celkového PrP (Obr. 40), hladina

PrP226* tedy neni pouze umérna celkovému PrP, ale je individuélni v kazdém vzorku.

). )
S 3.0.10° 3.0:408 -
4
S 2540°1 25105 -
>
-S 2.0x105 2.0x105
-E‘-'
2 E_ 1.5x10° 1.5x105 4
"L
2 1.0x10° - 1.0x10°% -
© 50404 5.0<10¢
& F
% = [ e 2 = ook EAE
o 12345678 9101112131415161718192021222324 1 23 456 7 8 910

d)

O
S
(9]
w0
w

5 3.0x10° 3.0:10°
=
S __ 254d0° 2.5x10°
§ E 5 2.0x10° -
58 2.0x10 .0x
g 5 1540° 1.5x10°
L
> %,‘ 1.0x10% 1.0x10° -
:D N
N7 s0d00 . 5.0:10%
o -] 3 pren
o 0 E | ile o=z E]
12345678 9101112131415161718192021222324 12345678 910
12 124
e)::. 1" f) 114
% 10 10
9 94
a 8 8-
) 7 74
< 6 7
k) 5 54
BT 4 4
E 3 2
= 2 24
a 1 1
0 i = W ol b B b oo e WO W e W ele I i ol 0 el e bl e 0 oo oo e B
12345678 9101112131415161718192021222324 123 456 7 8 910
CJN+ vzorky non-CJN vzorky

Obr. 39: 23 CIN a 1 GSS mozkovych homogenatt (a, c, ) a 10 non-CJN mozkovych
homogenati (b, d, f) bylo analyzovdno metodou DELFIA ve V5B2/EM-20-bio
usporadani u nedenaturovanych vzorkt (a, b) a u vzorkii denaturovanych 3M Gdn-SCN
(15 min., 60°C) (c, d). Absolutni hodnoty jsou vyneseny jako pocet za minutu (,,counts
per minute®, cpm), mefeno ¢asove rozlisSenou fluorescenci (TRF). Hodnoty pomértt D/N

jsou znazornény v (e) a (f). Vymezeni chyby je uddno jako priimérna hodnota ze 2
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nezavislych pokusi.
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Obr. 40: Korela¢ni diagram mezi mnozstvim PrP226* a mnozstvim celkového PrP v
denaturovanych vzorkadch. Vzorky 24 CIN/GSS mozkovych homogenati byly
denaturovany 3M Gdn-SCN (15 min., 60°C), nafedény na 0,5% a méfeny metodou
DELFIA ve V5B2/EM-20-bio uspofadani (PrP226*) a EM-20/EF2-bio uspofadani
(celkovy PrP).

4.3.4. Korelace PrP226* s vysledky CDI

Nésledné jsme porovnali vysledky V5B2 eseje s konformacné-dependentni imunoeseji
(Conformation-Dependent Immunoassay, CDI), prvné popsanou Safafem a kol. [56].
CDI esej je zalozena na schopnosti denatura¢niho ¢inidla (bézné pouzivaného guanidin
hydrochloridu, Gdn-HCl) odhalit epitopy v molekule PrP, které se v prubchu

TSE staly nedostupnymi. V nagem uspofadani byly

strukturalnich zmén pfi tvorbé PrP
vzorky MH detekovany sendvicovou metodou za pouziti monoklondlni protilatky FHI1
ukotvené k povrchu jamek mikrotitratnich desti¢ek a biotinylované protilatky 3F4 s
naslednym pouzitim streptavidinu znaceného europiem jako detekujiciho systému.
FH11 reaguje s lidskym, bovinnim, ovéim a kifec¢im prionovym proteinem a
v minulosti byla v sendvi¢ové CDI eseji pouzita k detekci scrapie, BSE i CIN [114, 122,
123]. 10% MH byly ptipraveny dle [56] (viz 3.4.6.), zfedény na finalni koncentraci
0,25% a naneseny do jamek. Byly proméfeny denaturované i nedenaturované CIN/GSS
a non-CJN vzorky v CDI uspofddani a vypocteny jejich D/N hodnoty (Obr. 41 a, b,

resp.). Hrani¢ni hodnota D/N mezi pozitivnimi a negativnimi vzorky byla stanovena

jako 1,0, tj. D/N > 1,0 u CIN/GSS a D/N < 1,0 u non-CJN.
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Obr 41: 23 z 24 CJN/GSS a 10 non-CJN vzorkll mozkovych homogenatl (pozn.: vzorek
¢. 20 nebyl k dispozici) bylo analyzovano metodou CDI. Vzorky byly denaturovany 8
M Gdn-HCl (5 min.,, 80°C) a analyzovany metodou DELFIA v FH11/3F4-bio
usporddani. Hodnoty D/N CJN/GSS vzorkl jsou znazornény v (a) a non-CJN vzorkl v

(b).

Statistickd korelace mezi D/N hodnotami CJD/GSS vzork méfenymi V5B2 eseji a D/N
hodnotami métenymi CDI (Obr. 42) byla vyhodnocena jako vysoce signifikantni v 95%
intervalu spolehlivosti s P-hodnotou testu 0,0005 a Pearsonovym korela¢nim faktorem r
= 0,6673 pro vSech 23 vzorkll. Po odstranéni vzdélenych bodi 9 a 17 (sCJD) byla
hodnota r = 0,8105. Vysledky analyzy naznacuji, ze mnozstvi fragmentu PrP226*
obsazené v prionovych depozitech je proporcionalni mnozstvi celkového PrP

v depozitech.

D/N méfen CDI

Obr 42: Korela¢ni diagram mezi hodnotami D/N méfenymi V5B2 eseji a metodou CDI

u 23 CJN/GSS vzork mozkovych homogenatt.
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4.3.5. Korelace PrP226* s PrPres

Pro lepsi pochopeni rozdilli hodnot D/N naméfenych v 4.3.3. jsme stanovili podil PrP
rezistentniho ke $tépeni proteinazou K (PrPres) u vzorkli s hodnotami nejvzdalenéjSimi
od priméru. Vybrali jsme 12 z 24 CJN/GSS vzorki s nejvyssimi (vz. €. 2,4,5,9a22) a
nejniz$imi (vz. €. 1, 3, §, 16, 18, 19 a 24) hodnotami PrP226* D/N. Vzorky byly za
standardnich podminek S$tépeny proteinazou K (PK, 50 pg/ml, 37 °C, 30 min.) a
pieblotovany. Bloty byly vyvolany protilatkou 3F4 (0,25 pg/ml) a denzitometricky
vyhodnoceny. PiestoZze plsobeni proteinazy K vedlo k podstatnému naStépeni vétSiny
vzorkli, mnozstvi PrPres detekované v jednotlivych vzorkach bylo znaéné rozdilné.
Hodnoty PK rezistence vyjadiené jako procento signalu PrPres vztazeného k signdlu
PrP v nestépenych vzorkach se pohybovalo v rozmezi 0 — 60% (Obr. 43 a). Statisticka
korelace mezi hodnotami D/N métenymi V5B2 eseji a PK rezistenci (Obr. 43 b) byla
vyhodnocena jako signifikantni v 95% intervalu spolehlivosti s P-hodnotou testu 0,0036
a Pearsonovym korelacnim faktorem r = 0,7438 pro vSech 12 vzorkd. Lze tedy
usuzovat, ze vzorky s vy$§imi PrP226* D/N poméry jsou zaroven i vice odolné ke
Stépeni proteindzou K. Pozn.: vSechny CJN/GSS vzorky byly plivodn¢ western bloty
konfirmovany jako pozitivni na CIN/GSS v Nérodni referen¢ni laboratofi pro TSE/CJD
za pouziti monoklonélnich protilatek 12F10, 3F4 a EM-20 (viz typizace WB v Tab. 6).

a) b)

100+ 100~
80
60
40

204

% PrPres ve vzorkach
% PrPres ve vzorkach

04

6 7 8 9 1011121314 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 0 2 4 6 8
CJN+ vzorky D/N méfen V5B2 eseji

Obr. 43: 12 z 24 CJN/GSS mozkovych homogenati bylo Stépeno proteindzou K o
koncentraci 50 pg/ml 30 min. pii 37°C, okamzité naneseno na SDS-PAGE 12% gel a
pieblotovano. Membrany byly vyvolany protilatkou 3F4 (0,25 pg/ml). Western bloty
byly denzitometricky vyhodnoceny a PK rezistence vyjadiena jako procento mnozstvi
rezistentniho PrP vztazeného k mnoZstvi nestépené¢ho PrP (a). Korela¢ni diagram mezi

hodnotami poméru D/N métenymi V5B2 eseji a PK rezistenci je znazornén v (b).
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4.3.6. Korelace PrP226* se standardni Kklasifikaci CJN

Abychom zjistili, zda pomér nerozpustného PrP226* (tj. pomér D/N) koreluje
s klasickou typizaci CJN vzorki, porovnali jsme hodnoty D/N naméfené V5B2 eseji s
typizaci vzorkli western blotem, s Met/Val polymorfismem na kodonu 129, s vyskytem
nebo absenci proteinu 14-3-3 v mozkomi$nim moku a s imunohistochemickymi (IHC)
preparaty frontdlni mozkové kiry CIN/GSS vzorkl. Hodnoty D/N nekorelovaly s
typizaci 1 nebo 2A western blotem ani s Met/Val polymorfismem na kodonu 129 (Obr.
44 a, b, resp.). Nenalezli jsme ani korelaci mezi hodnotami D/N a piitomnosti proteinu
14-3-3 v mozkomiSnim moku (Obr. 44 c¢). Nakonec jsme zhotovili Cerstvé THC
preparaty z ezl frontdlni mozkové kliry ndhodné vybranych vzorkl (1, 4, 5, 8, 15, 16,
19, 22 a 24, zhotoveno Dr. Matéjem z FTN), u kterych jsme hodnotili intenzitu
prionovych plaki, perivakuoldrnich depozit a difuznich (synaptickych) depozit (Tab. 6),
a to na stupnici 0 (bez pfitomnosti) az 3 (Cetnd ptitomnost). Ani zde jsme korelaci mezi
intenzitou jednotlivych typl depozit a hodnotami D/N nenalezli (Obr. 44 d, e, f). Poz.:
vSechny CJN/GSS vzorky byly plvodné imunohistochemicky konfirmovany jako
pozitivni na prionova depozita v Narodni referen¢ni laboratoti pro TSE/CJD za pouziti
monoklondlnich protilatek 12F10 a 3F4 na preparatech z riznych mozkovych oblasti.
Korelaci jsme nenasli ani pfi porovnani hladiny PrP226* v denaturovanych vzorkach
(absolutni hodnota D, viz Obr. 39 c) se vSemi vySe zminénymi parametry klasické

typizace (data neuvedena).
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Obr. 44: Pomér D/N naméteny u 24 CIN/GSS vzorkli V5B2 testem byl porovnén s 1
nebo 2A typizaci western blotem (a), s methionin (M) — valin (V) polymorfismem na
kodonu 129 (b), s vyskytem nebo absenci proteinu 14-3-3 v mozkomisnim moku (c) a s
IHC zhodnocenim 9 vybranych CJN/GSS fezl frontalni kirou (e, f, g). IHC preparaty
byly zhotoveny standardnim protokolem fixaci vzorku formaldehydem a po plisobeni
proteindzou K (10 pg/ml, 25°C, 10 min.) byly vizualizovany protilatkou 6H4 v fedéni
0,5 pg/ml. Intenzita prionovych plaki (e), perivakuolarnich depozit (f) a difuznich
(synaptickych) depozit (g) byla zhodnocena na stupnici 0 — 3 (tj. Zadnd az cetna

pfitomnost).
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vzorek | protein | kodon imunohistochemie pomoci 6H4
sislo | 1433 | 129 typ WB slaky difazni | perivakuolar-
depozita | ni depozita
SPORADICKA CJIN
1 - MM |2A XXX XX X
2 + MM |1
3 + \'AY 2A
4 0 MM |2A 0 XX X
5 + MM |2A XX XX XX
6 - MM |1
7 + MM |2A
8 - \AY% 1
9 0 MM 1 0 XX X
10 + MM |2A
11 - MM |2A
12 - MM |1
13 0 MM |2A
14 + MM |1
15 + MM 1 1 XXX XX
16 + \'AY% 2A XXX XXX XXX
17 0 MM |2A
18 0 MM |2A
19 + MM |2A 0 XX XX
20 0 MV 1
FAMILIALNI CIN
21 + MM |1
22GSS |0 MM |1 XXX XXX XX
23 - MM |2A
24 - MM 1 0 XXX XXX

Tab. 6: Klasicka charakterizace CIN/GSS vzorkl pouzitych ve studii. Protein 14-3-3
stanoven metodou ELISA v mozkomisnim moku (nestanoven: 0, nepfitomen: -,

pfitomen: +), M/V polymorfismus na kodonu 129 genu Prnp, typ western blotu
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v klasifikaci dle Parchi a kol. [60]. Hodnoceni imunohistochemickych preparati za
pouziti protilatky 6H4 (0,5 pg/ml; nevyskytuje se: 0, slaby vyskyt: +, stfedni: ++ a
Cetny: +++ vyskyt).

90



5. Diskuze

5.1. Diskuze k pripravé rekombinantniho prionového proteinu

Podafilo se nam uspéSné zaklonovat gen mPrnpa do expresniho vektoru pET-15b,
exprimovat jej v E. coli BL21(DE3) a izolovat vét$si mnozstvi rekombinantniho mysiho
prionového proteinu. V procesu purifikace a spravného sbaleni rmPrP bylo tfeba
ptistoupit k nékolika optimalizacnim krokiim. K eluci rekombinantniho PrP z Ni-NTA
pryskyfice se v laboratotich bézn¢ vyuziva gradient imidazolu [113, 124], nebo sniZeni
pH [125]. V nasem uspofadéani jsme dali pfednost eluci snizenim pH, vytézky rmPrP
byly nadstandardni (35 mg/l média) a metoda dobie reprodukovatelnd, nebylo tedy tieba

pii kazdé purifikaci monitorovat pritbéh eluce.

Kritickym krokem pfi piipravé nativniho, tedy na a-helix bohatého PrP, je oxidace
cysteinii. Oxidaci je tfeba provést ve spravném ftedéni proteinu, aby dochdzelo
pfednostné ke tvorbé intramolekuldrnich, nikoli intermolekularnich disulfidickych
mustkil. Pii tvorbé dimerti a oligomerti PrP dochazi k masivni agregaci proteinu ve
vodnych pufrech [126]. Proto jsme zvolili koncentraci rmPrP v roztoku 0,1 mg/ml, coz

je v souladu s postupem jinych laboratofi [115, 126].

Samotné sbaleni rPrP do nativni konformace lze ovlivnit nékolika faktory, nej¢astéji pH
vodného pufru a pfitomnosti chaotropnich ¢inidel, popi. koncentraci soli nebo teplotou

[39, 124, 126, 127]. Obecné plati, ze pti pH niz§im nez 4,0 dochdzi ptrednostné¢ ke

tvorb& ndhodnych struktur, které ¢asem spontanné piechazeji v B-strukturu [39, 124].
Reakci lze urychlit pfidavkem nizSich koncentraci chaotropnich ¢inidel, napt. 4 M
mocoviny nebo Gdn-HCI. Pii pH 5,0 — 8,5 pfitomnost denatura¢nich ¢inidel nevadi,
spravné oxidovany protein po jejich odstranéni z roztoku opét zaujme konformaci a-
Sroubovice [127]. My jsme pro renaturaci rmPrP pouzili v souladu s jinymi laboratofemi
pufr o pH 8,0 [124, 126] a vyhnuli jsme se soucasné oxidaci s renaturaci, kterd byla —
z vyse zminénych divodii — problematickd. LepSich vysledka jsme dosdhli pii oxidaci

v denaturujicich podminkéch a teprve poté nasledné dialyze do vodného pufru o pH 8,0.

Témei pii kazdé renaturaci rPrP dochédzi k ¢astecné agregaci proteinil. Jednd se

pravdépodobné o proteiny redukované ¢i Spatné oxidované (dimery nebo oligomery),
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které preferuji sbaleni do B-struktury a néslednou agregaci. Sbaleni do rozpustné nativni
konformace mizou brénit i neCistoty navazané na molekulu PrP, naptiklad zbytky DNA
¢i afinitnich ligandl z ptivodniho bakteridlniho lyzatu. Tomu odpovida i skutecnost, Ze
po opétovné denaturaci, reoxidaci a refoldingu je vytézek rozpustného rmPrP
minimalni. Tento jev popsal i Jackson a kol., ktery uvadi vice nez 80% agregaci
reoxidované a opétovné sbalené redukované frakce, oproti cca 3% agregaci v ptivodné
oxidované frakci [124]. Vytézek oxidovaného rmPrP v nativni struktuie je po nasledné
purifikaci na HPLC kolon¢ 19 mg/l média, coz je hodnota srovnatelna s vysledky jinych

laboratofi pouzivajicich vysokoexpresnich systémt (21 mg/l média, [124]).

K vysokym ztratdm dochazi po S$tépeni His-Tagu thrombinem z N-koncové casti
molekuly rmPrP (64% ztraty oproti His-rmPrP). Ke ztratdm dochazi pravdépodobné pti
nedostatecné eluci z kolony C18 pti HPLC na reverznich fazich, kdy se rmPrP bez His-
TAGu nadmérn& adsorbuje na povrch kolony. Reenim by byla optimalizace elu¢nich
podminek, nebo piiprava nového plasmidu bez sekvence pro His-TAG. Molekula PrP
obsahuje na svém N-konci tzv. ,octarepeat region” se sekvenci bohatou na histidin,

kterou Ize vyuzit k vazbé na Ni-NTA matrici namisto His-TAGu [128].

5.2. Diskuze kpripravé a vyuZziti protilatek proti glykovanému
prionovému proteinu

Ptiprava protilatek proti prionovému proteinu byla ¢asto ztizena slabou imunogenicitou
PrP, jez je déna vysoce mezidruhové konzervovanou primarni strukturou prionového
proteinu. Tento problém ¢asto neumoziluje obejit ani xenogenni imunizace. Abychom se
tomuto potencialnimu problému vyhnuli, pouzili jsme Prup”’ mysi, které jsme
imunizovali  karboxymethylovanym  rekombinantnim  hPrP (rhPrP-CML).
Karboxymethyl lysin pfedstavuje koncovy produkt glykace proteini a je
nejrozsifenéj$im AGE antigenem in vivo [117]. Z Sesti imunizovanych mysi jedna
produkovala vysoky, C¢tyii stfedni a jedna nizky titr protilatek jako odpovéd’ na
imunizaci. Reaktivita protilatek proti thPrP-CML v sérech obou nejvice respondujicich
mysi byla mirné vyssi nez reaktivita k nemodifikovanému rhPrP (tj. A4s = 1,5 oproti
Ags = 1,1 pii fedéni 5 x 107, Obr. 24 b), coz potvrzuje prioritni tvorbu protilatek
namifenych proti CML.
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Primarnim screeningem metodou ELISA a sekundarnim screeningem western blotem
byly vybrany 4 klony (7A8, 1C3, 1C12 a 1F3) s vysokou specificitou k rhPrP-CML a 2
klony s vysokou specificitou vic¢i thPrP. Klon 7A8 a oba klony proti rhPrP byly vyuZzity
ke tvorbé purifikovanych monoklonélnich protilditek EM-31, EM-20 a EM-21 (resp.).
Pivodné jsme se zaméfili na charakterizaci monoklonélni protilatky EM-31, ktera
vykazovala nejvyssi reaktivitu k rhPrP-CML, jeji vazba na nemodifikovany rhPrP byla
zanedbatelnd (Obr. 26 a a Obr. 27) a vazba na BSA-CML nulova (Obr. 26 a), coz svédci
o specificité¢ vazby k CML modifikovanému prionovému proteinu. EM-31 se vaze na
glykované fragmenty rhPrP 23-231, 81-231, 90-231 a 121-231 (Obr. 25), cozZ naznacuje
umisténi jejiho epitopu v C-koncové ¢asti molekuly hPrP mezi AK 121 a 231. Protilatka
se nevaze na glykované peptidy hPrP 89-106, 102-114, 106-126, 127-147 a 142-154
(data neuvedena). EM-31 nereagovala s redukovanym rhPrP-CML ani s redukovanym
rmPrP-CML nebo rmPrP-AGE (Obr. 26 b), z ¢ehoz vyplyva, ze epitop EM-31 neni
linedrni a miize zahrnovat disulfidicky mustek mezi Cys;79 a Cysz14. To je v souladu
s predchozim zjisténim, ze epitop EM-31 se nachazi v C-koncové poloviné molekuly

hPrP (viz vyse).

Purifikovand EM-31 i supernatanty klonti 1C3, 1C12 a 1F3 byly opakované testovany
na 12 mozkovych homogenatech pacientli s CIN, avSak ani jedna z protilatek nebyla
schopna zachytit hPrP-CML na Zadném ze vzorkli homogenatt, i kdyz byly naneseny
v desetindsobném mnozstvi neZz obvykle, tj. 10% MH misto 1% MH. Protilatky
nereagovaly specificky ani na imunohistochemickych preparatech zhotovenych Dr.
Matéjem ve FTN. Béhem ptipravy antigenu doslo ke tvorbé celého spektra hPrP-CML a
antigen pravdépodobné obsahoval hPrP modifikovany na vSech lysinech molekuly.
Béhem imunizace Prup”’ mysi tak mohlo dojit preferenéné ke tvorbé protilatek
namifenych proti jinému epitopu glykovaného PrP, nez jaky/jaké se vyskutuje/i v in vivo
systémech. /n vivo muze dochazet majoritné ke glykaci urcité (napf. na povrchu
exponované) €asti prionového proteinu a jen minoritné nebo vilbec na jinych ¢astech.
Maturovany lidsky PrP obsahuje 10 lysind a 10 arginind, v jejichz postrannim fetézci
miZe teoreticky dochazet ke glykaci. Pfedchozi studie prokazaly pfitomnost glykace na
jednom nebo vice lysinech N-koncové &sti PrP™F [103]. Dochézi-li v prib&hu

onemocnéni k modifikaci dal§ich moZnych glyka¢nich mist zatim neni zndmo.
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Roli miize hrat i pouziti rekombinantniho PrP jako antigenu pfi imunizaci. Na rozdil od
PrP“ neni rPrP posttranslaéné modifikovan a neni tudiz glykosylovan. Tim je moZno
vysvétlit 1 velmi nizkou afinitu EM-31 k in vitro CML modifikovanému lidskému MH
(Obr. 26 d), oproti vysoké afinit¢ k rhPrP-CML (Obr. 26 a). Slaba reakce nevznikla
v disledku nedostate¢né modifikace PrP v MH, nebot protilatka 3F4 ztratila reaktivitu
[104], zatimco ke glykaci necitliva kontrolni protilatka AG4 stale s PrP reagovala (Obr.
26 — 29). Tento jev lze vysvétlit napiiklad stérickym branénim glykosylacnich mist na
asparaginech Njg; a Nj97; v molekule PrPC, které neni pfitomno u rekombinantniho
proteinu. Tato skuteCnost mize limitovat pouzitelnost EM-31 pro detekci in vivo
glykovanych glykosylovanych isoforem PrP“/PrP™F, zarovei viak lze protilatku pouzit

pro studium glykace neglykosylované isoformy proteinu.

Po provedeni studii na protilatce EM-31 jsme se zaméfili na vlastnosti monoklonalnich
protilatek produkovanych hybridomovymi klony 1C3, 1C12 a 1F3. Obecné lze fici, ze
jsou podobné vlastnostem EM-31, avSak se dvéma dilezitymi rozdily. Protilatky byly
schopny rozeznat nejen rhPrP-CML (Obr. 28 a), ale i glykosylovany PrP“-CML na
blotech in vitro modifikovanych lidskych MH (Obr. 28 b) a mySich MH (data
neuvedena). Jejich vazba navic nebyla citliva k redukei proteinu dithiothreitolem (data
neuvedena). Specificita jejich vazby ke glykovanému rhPrP byla potvrzena i metodou
ELISA (Obr. 29). Vzhledem k tomu, Ze vSechny klony reagovaly silnéji s thPrP-CML
nez s rhPrPoy»3;-CML a rhPrPg;»3,-CML (Obr. 28 c¢), mohou se jejich epitopy
vyskytovat v N-koncové casti molekuly PrP. To by vSak bylo tfeba jesté potvrdit

nezavislym pokusem.

Abychom se v pfiSti imunizaci vyhnuli vySe nastinénému problému, pokusili jsme se v
sekvenci hPrP vytipovat epitop, ktery je v in vivo systémech skutecné¢ modifikovan. V
nedavné studii provedené¢ Panigajem a kol. bylo prokézano, ze epitop protilatky 3F4
(PrP106.112) v molekule PrP® na membréanach lidskych cervenych krvinek je kovalentné
modifikovan, pravdépodobn& glykaci [104]. Cervené krvinky jsou dlouho Zijici buiiky
(120 dni) a vzhledem k absenci proteosyntézy neobnovuji své proteiny, které tak jsou na
povrchu membrany exponovany k piipadné glykaci. S ohledem na tuto informaci jsme
se zam¢fili na pfipravu CML modifikovaného peptidu rhPrP, obsahujiciho sekvenci
epitopu protilatky 3F4, ve kterém jsou pfitomny 4 lysiny. Jako optimalni byl vybran

peptid hPrPgo.113 s C-koncovym cysteinem (hPrP;¢o.113Cys, aminokyselinova sekvence
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NKPSKPKTNMKHMAC). Koncovy cystein byl k sekvenci pfidan z diivodu umoznéni
vazby peptidu na imunogenni nosi¢ (KLH), ke které dochazi prostfednictvim thiolové

skupiny postranniho fetézce cysteinu a aminoskupin nosice.

Kromé pfipravy imunogenu umoziujiciho ptipravu vhodnéjsich protilatek bude tieba i
vhodné€ zvolit priméarni a sekunddrni screening. Vedle rhPrP-CML, rhPrP, BSA-CML a
in vitro glykovanych biologickych vzorkli by bylo vhodné zatadit i pacientské vzorky
mozkovych homogenati spolu s kontrolnimi zdravymi mozkovymi homogenaty, popf.

vhodné zvolené spektrum infikovanych mysich tkani (mozek, slezina, krev).

Zavérem lze fici, Ze pfiprava monoklondlni protilatky specifické pro glykovany
prionovy protein je proveditelnd. V soucasnosti pokracuje charakterizace protilatek
produkovanymi klony 1C3, 1C12 a 1F3, zatimco protilitka EM-31 je komercné
dostupnd (EXBIO Praha a.s., Vestec). Protilatky by bylo mozné vyuzit naptiklad ve
studiich vedoucich k objasnéni role glykace prionového proteinu v patogenezi TSE.
Miranda ef al. vneddvné dobé prokazali, Ze glykace se podili na stabilizaci
proteinovych depozit u riznych typid neurodegenerativnich onemocnéni, véetné TSE
[109]. Na druhou stranu ke glykaci PrP® velmi pravdépodobn& dochézi na &ervenych
krvinkach [104, 108], coz miZze vést ke zmén& PrPC, tj. jeho afinity k PrP™E. Vzhledem
k tomu, Ze Gervené krvinky obsahuji v&t§inu na membrany vazaného PrP€ v krvi, a to
nejen u lidi [104], ale i u laboratornich mysi a nékterych primati [19], mize takova

zména vlastnosti hrat vyznamnou roli v ptenosu TSE krevni transfuzi.

EM-20 a EM-21 se vazou na fragmenty rhPrP 23-231, 81-231, 90-231 a 121-231 (Obr.
25), coz naznacuje umisténi jejich epitopi v C-koncové poloviné molekuly hPrP mezi
AK 121 a 231. Protilatky se nevazou na peptidy hPrP 89-106, 102-114, 106-126, 127-
147 a 142-154. EM-20 nereagovala s redukovanym rhPrP ani s redukovanym rmPrP
(Obr. 32), zcehoz vyplyva, ze epitop EM-20 neni linearni a mize zahrnovat
disulfidicky mistek mezi Cysj79 a Cyszi4. To je v souladu s pfedchozim zjisténim, ze

epitop EM-20 se nachazi v C-koncové poloviné molekuly hPrP (viz vyse).

Detekeni limity protilatky EM-20 (ve dvojici s biotinylovanou N-koncovou protilatkou
EF2) vsendvicovém uspofadani ELISA/DELFIA jsou srovnatelné se standardné

pouzivanymi protildtkami v diagnostickych testech. Detekéni limit rekombinantniho
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mPrP (Obr. 33 a) je fadové stejny, jaky naméfili MacGregor a kol. pfi pouZiti dvojice
FHI1 a 3F4-bio v DELFIA uspotadani [129] a fddové 10x niz§i nez v tomtéz
uspofaddni meéfeném Dabaghian a kol. [123]. Detekéni limit pro méteni PrP©
v Cervenych krvinkach (Obr. 33 ¢) a krevnich destiC¢kach (Obr. 33 d) je fadové stejny
jako ve [129] a v mozkovém homogenatu (Obr. 33 b) 5x nizsi nez ve [130], kde byl
pted vlastni ELISou (protilatky ICSM 10 a ICSM 35-bio) navic pouzit koncentra¢ni
imunoprecipitacni krok pomoci protilatky ICSM 33.

Vzhledem ke snadné komercni dostupnosti byly protilatky EM-20 a EM-21 testovany
v narodni referen¢ni laboratoti TSE-CJN na odd¢leni patologie ve FTN s cilem nahradit
komerén¢  nedostupnou, ale  standardn¢  pouzivanou  protilatku  3F4.
Z imunohistochemickych preparatli na fezu mozeckem pacienta s GSS je patrné, Ze
protilatky EM-20 ani EM-21 nedosahuji kvality protilatky 3F4, navic pravdépodobné
zachycuji predevS§im difuzni depozita (Obr. 34). Naopak, vyuziti protilatky EM-20 u
western blotli by bylo mozné, reaktivita protilatky ve srovnani s pouzivanou protilatkou
reaguje velmi slabé a i1 pfi niz§im fedéni nezarucuje zachyceni vSech pozitivnich vzorkl

(Obr. 25 ¢).

5.3. Diskuze k detekci fragmentu prionového proteinu PrP226* v
lidském mozku

Piestoze vyznam GPI kotvy pii replikaci PrP"™" a propagaci prionovych onemocnéni
zustava nejasny [131-133], prionovy protein bez GPI kotvy, tj. PrP(AGPI), plsobi ve
smyslu urychleni propagace a tvorby prionovych depozit. Heterozygotni transgenni
myS$i, jimz byla odejmuta sekvence pro GPI kotvu na jedné z alel pro PrP, vykazovaly
rychlej$i nastup klinickych ptiznaki a zemfely rychleji nez divoké mysi pifi infekci
TSE. V mozcich transgennich mysi byl prokdzan PrPres tvofeny obéma formami, tj.
GPI-kotvenym PrP i PrP(AGPI) [134]. Stohr a kol. nedavno zvetejnili studii, kdy u mysi
s nadmérnou tvorbou PrPAGPI doslo ke spontanni tvorbé neurologického onemocnéni
[135]. Podobna situace byla popsdna i u lidskych pacientli se stop mutacemi na
kodonech 226 a 227, které vedly ke tvorbé C-koncové zkracenych molekul PrP
koncicich tyrosinem 225, nebo tyrosinem 226. Oba pacienti byli heterozygoti s druhou

alelou kddujici normalni PrP a doslo u nich k rozvoji atypickych prionovych amyloid6z
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[136]. Prionovy protein bez GPI kotvy byl také nalezen v krevnich buiikdch pacientii
s paroxysmalni no¢ni hemoglobinurii trpicich klonalnim defektem pti syntéze GPI [71,
137]. Postizené buniky nicméné exprimovaly PrP(AGPI) spiSe intracelularné nez

transmembranove [71] a u pacientt se nevyvinuly neurologické symptomy.

V ptedkladané studii je popsan vyvoj sendvicové imunoeseje k detekci fragmentu
prionového proteinu bez glykosylphosphatidylinositolového (GPI) ukotveni, konc¢iciho
aminokyselinou Y226, tj. PrP226* [97]. Metoda je zalozena na pouZiti monoklonalni
protilatky V5B2 [96] a umoZiuje identifikovat fragment PrP226*, ktery je rtizné
ptistupny v mozkové tkani pacientli s CIN a bez CJN (napt. Obr. 37 d a Obr. 39 c, d).

V5B2 esej umoziluyje méfit pomér D/N u PrP226* ptritomného v mozkovém
homogenatu, tj. signdl méfeny v denaturovaném vzorku déleny signdlem méfenym ve
vzorku za nativnich podminek. Denaturace prionovych agregati pomoci Gdn-SCN
uvoliiuje diive nedostupny PrP226* a s nim i nové epitopy protilatky V5B2. Princip
V5B2 eseje je zalozen na podobnych principech jako konformac¢né-dependentni
imunoesej [56] a vyuziva chaotropnich soli k odkryti epitopli sbalenych v prionovych
agregatech. Chaotropni ¢inidla jako Gdn-SCN, Gdn-HCl nebo mocovina rozrusi
vodikové vazby zodpovédné za sekundarni strukturu (a-Sroubovice a f-skladané listy)
proteint. ProtoZze vodikové vazby napomahaji i k udrZzeni terciarnich a kvartérnich
struktur proteind, denaturace lidskych mozkovych homogenati pomoci Gdn-SCN (nebo
Gdn-HCI) vede kdisociaci prionovych agregatli, stejn¢ jako k rozbaleni

polypeptidovych fetézct PrP.

Rizné vzorky mozkové tkané mohou k dosazeni optimalni disociace prionovych
agregatl vyzadovat rizné denaturaéni podminky (Obr. 38 a). Pro V5B2 esej jsme
vybrali 1,5M Gdn-SCN jako kompromis pro zajisténi efektivni denaturace vétSiny
vzorkll. Dale jsme optimalizovali fedéni denaturovanych vzorki tak, aby vysledna
koncentrace Gdn-SCN pfitomnd v mikrotitracni desticce ovliviiovala jen minimalné
vazebnou kapacitu V5B2 (Obr. 38 b). Pii pouziti rekombinantniho PrP226* namisto
mozkovych homogenati jsme zaznamenali 20% sniZeni signalu pti fedéni Gdn-SCN na
koncentraci 0,075 M. Signal dale pfi pouziti denaturantu o finalni koncentraci vyS$si nez

0,1 M rychle klesal, i1 kdyz bylo zaroven zvySeno mnozstvi rekombinantniho PrP226*.
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Dlvodem sniZzovani signalu jsou patrné strukturdlni zmény casti paratopt protilatky

V5B2 a jejich epitopil v disledku piisobeni denaturantu.

V5B2 esej vyuziva vlastnosti monoklonalni protilatky V5B2, namifené proti C-koncové
¢asti lidského prionového proteinu koncictho AK zbytkem Y226. V5B2 je vysoce
specificka pro vSechny prionové fragmenty koncici motivem AYY. Nepfitomnost
jediného z tyrosind, stejné jako piipojeni jediné aminokyseliny za tyrosin 226, zptsobi
pferuseni vazby protilatky V5B2. V tom piipadé se mize jednat o molekulu s C-
koncovou c¢asti koncici Y225, nebo o fragment PrP227 a vySe, nebo o celou molekulu
PrP [97]. Dilezitost motivu AYY PrP226* dobie koresponduje s vysledky praci
Jansena a kol. na dvou pacientech se stop mutacemi na kodonech 226 a 227 na jedné
z alel genu Prnp, vedouci ke koexpresi PrP225 nebo PrP226 (tj. PrP226%*) spolu
s normalnim, GPI-vdzanym PrP. Oba pacienti piekvapivé vykazovali rizné fenotypy
onemocnéni, coz dokazuje, Ze rozdil v pfitomnosti jediné molekuly tyrosinu 226 miize
vyznamné ovlivnit preferenéni umisténi amyloidovych depozit a celkovy fenotyp

prionového onemocnéni [136].

V5B2 esej byla vyhodnocena za pouziti lidskych mozkovych homogenati 23 CJIN, 1
GSS a 10 non-CJN vzorki. Zavérem lze fici, Ze hodnoty D/N pro PrP226* jsou nizsi
nez 0,7 v non-CJN vzorkdch mozkl a vyssi nez 1,0 v 80% ptipadd CIN/GSS
pacientskych vzorkti mozkt (Obr. 39). Navic jsme prokazali, Ze PrP226* je relativné
stabilni; post-mortem nebo post-homogenizac¢ni procesy degradace PrP uvolnénymi
mozkovymi protedzami ovliviluji hladinu PrP226* jen minimalné (Obr. 37 a, b).
VétSina fragmentu PrP226* je tedy v mozku pfitomna jiz v Case umrti. NaSe studie tak
ukazuje, ze PrP226* se akumuluje v depozitech prionového proteinu jiz v prab&hu

onemocnéni a mize tedy byt pouZit jako biomarker pro lidské TSE.

V ramci studie jsme méli moznost mezi vzorky zahrnout 1 jeden atypicky ptipad GSS.
Jednalo se o ptipad GSS zptsobeny klasickou mutaci P102L, ale pribéh onemocnéni se
podobal spiSe CIN [138]. Vysledky V5B2 eseje ukazovaly pétkrat vyssi hodnoty
denaturovaného vzorku GSS nez byla primérnd hodnota signalu ostatnich testovanych
mozkovych homogenati CJN vzorki. (Obr. 39 c, vz. €. 22), coz poukazuje na vyssi

mnozstvi fragmentu PrP226* v mozku pacienta s GSS. V porovnani s ostatnimi
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studiemi je zajimavé, Ze Jansen a kol. u pacienta s expresi fragmentu PrP226* popsal

také fenotyp onemocnéni podobny GSS [136].

Abychom Iépe porozumnéli vykyvim v hodnotach D/N mezi jednotlivymi vzorky
zahrnutymi ve studii, zméfili jsme obsah frakce PrP rezistentniho ke $tépeni proteinazou
K (PrPres) ve vzorcich s velmi vysokymi nebo velmi nizkymi hodnotami D/N (Obr. 43
a) a nalezli jsme obecnou korelaci mezi proporci PrP226* a PrPres v prionovych
agregatech jednotlivych méfenych vzorkl. Pfesto nas ale znepokojilo, ze jsme byli
schopni jasné stanovit jako pozitivni jeden ze dvou vzorkli CJN, které byly zcela
roz§tépeny proteindzou K o koncentraci 50 pg/ml (vz. ¢. 1: Obr. 43 a, v porovnani
s Obr. 39 e, D/N = 2,16). Hodnoty D/N namé¢fené V5B2 eseji korelovaly s hodnotami
D/N namétenymi CDI eseji, coz naznacuje, Ze mnozstvi PrP226* v agregétech je ptimo

umérné mnozstvi celkového misfoldovaného PrP v nich pfitomného (Obr. 41 a, b).

Fragmenty, které by mohly mit souvislost s PrP226*, jiz byly popsany ve zvifecich i
lidskych mozcich infikovanych TSE. Stahl a kol. prokézali, Ze 15% PrP* izolovaného
z kte¢ciho mozku koncilo glycinem 228 [120]. Prestoze §t€pné misto tohoto fragmentu
je jiné nez u PrP226%*, oba fragmenty mohou vznikat stejnym mechanismem, ale liSit se
pouze zdivodu rizné AK sekvence kiec¢Ciho (mys$iho) a lidského PrP v oblasti
St¢pného mista protedz. Jako méné pravdépodobny se zda byt plvod PrP226*
v nasledném exoproteazovém Sté€peni fragmentu PrP228, jelikoz PrP226* nikdy nebyl u

mys$i detekovan (data nepublikovana).

Notari a kol. v lidském mozku s CIN identifikovali dva fragmenty PrP bez GPI kotvy,
které se v elektroforetickém poli pohybovaly o 2-3 kDa rychleji neZ PrPres (nebo
PrP27-30) [118]. Fragmenty, kterym chybélo né€kolik AK spolu s GPI kotvou na
uplném C-konci molekuly, maji zietelnou molekulovou vahu kolem 18,5 kDa, pokud
jsou asociovany s PrP27-30 typem 1, a 17 kDa, pokud jsou asociovany s typem 2.
Notari a kol. téz identifikoval vyznamné rozdily v mnozstvi téchto fragmentli mezi
testovanymi CJN subtypy [118]. Kdyz jsme porovnali hodnoty D/N pro PrP226%*,
métené u 24 vzorkli CJD/GSS, s profily western blotli, s polymorfismem Met/Val na

TSE

kodonu 129, s ptitomnosti proteinu 14-3-3 v MMM nebo s typem depozit PrP >~

nenalezli jsme korelaci s zd&dnym z vySe zminénych parametrii (Tab. 6).
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V této studii jsme téz prokazali, ze PrP226* lze detekovat i v mozcich nékterych
pacienti bez neurologickych poruch (Obr. 39 b). Je znamo, Ze i kdyz vétina PrP® je
vazéna k bunéénym membrandm prostiednictvim GPI kotvy, existuje i rozpustna forma
PrP€ produkovana rtiznymi buiikami v rAmci normalnich metabolickych procest, a to
napf. neurony, splenocyty a desti¢kami [139-141]. PrP(AGPI) byl rovnéZ identifikovan
v médiu jinych tkanovych kultur [142, 143], v lidském mozkomiSnim moku a v séru
[139, 143]. Pfesné Stépné misto na molekule PrP v téchto studiich nebylo
identifikovano. Parkin a kol. ukazali, ze kromé odsStépeni GPI kotvy fosfolipazou C za
serinem 231 je vyznamné mnozstvi PrP zbunék vyludovano proteolytickym
piisobenim na zinku zavislych metaloproteaz, které §tépi PrP® velmi blizko C-konce
[119]. Jestli vSak PrP226*(AGPI) vznika ptisobenim na zinku zavislych metaloproteaz a
jaky muze byt jeho biologicky vyznam ve zdravych ¢i nemocnych mozcich, je tfeba

teprve objasnit.
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6. Zaveér

Tato prace byla zaméfena na piipravu a detailni studii vlastnosti monoklonalnich
protilatek proti novym potencionalnim biomarkerim prionovych chorob nez je bézné
pouzivany PrP™F. Nase vysledky Ize vyuZit k vyvoji novych typt diagnostickych testi
a v $ir§im pojeti k hledani novych biomarkerti a zjednoduseni diagnostiky TSE.

Shrnuti vysledki:

1. Pfipravili jsme rekombinantni prionovy protein ve velkém mnoZstvi, vysoké
Cistoté a stabilité.

2. Pfipravili jsme 4 monoklonédlni protilatky (EM-31, 1C3, 1C12 a 1F3) proti
glykovanému prionovému proteinu (thPrP-CML).

3. EM-31 wvykazuje nejvyssi reaktivitu k rhPrP-CML, jeji vazba na
nemodifikovany rhPrP je zanedbatelnd a vazba na BSA-CML nulova. Epitop
EM-31 se nachazi v C-koncové ¢asti molekuly hPrP mezi AK 121 a 231 a je
citlivy k redukci hPrP dithiothreitolem.

4. 1C3, 1C12 a 1F3 jsou schopny rozeznat nejenom rhPrP-CML, ale i
glykosylovany PrP°-CML na blotech in vitro modifikovanych lidskych a mysich
mozkovych homogenatt.

5. Pfipravili jsme antigen pro cilenou imunizaci a pfipravu monoklonalni protilatky
reagujici s in vivo glykovanym PrP.

6. Prionovy fragment bez GPI ukotveni (PrP226*) je v mozkovych homogenatech
stabilni.

7. Vyvinuli jsme sendvicovou imunoesej (DELFIA), kterd umoziiuje méfit pomer
D/N u PrP226* v mozkovém homogenatu, tj. signal méfeny v denaturovaném
vzorku déleny signdlem méfenym ve vzorku za nativnich podminek.

8. Fragment PrP226* je soucasti prionovych agregati v mozcich CIN/GSS
pacientil a jeho mnoZstvi je proporcionalni k celkovému PrP™,

9. Vzorky s vysokym pomérem D/N obecné obsahuji vice PrP rezistentniho ke
Stépeni proteinazou K.

10. Nenalezli jsme korelaci mezi mnozstvim PrP226* a parametry standardni

klasifikace CJN.
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