Souhrn

Transmisivni spongiformni encefalopatie (TSE) jsou neurodegenerativni onemocnéni

TSE

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

TSE

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

Laboratorni diagnostika je zaloZena na priikazu rezistentniho jadra PrP™"

(PrPres) po Stépeni
vzorku mozkového homogenatu proteindzou K. PrPres je posléze detekovan pomoci western
blotu nebo imunometodami. Obé metody jsou vSak obtizné standardizovatelné, Casovée

TSE v této

naro¢né a nejsou schopné zachytit k proteolytickému Stépeni senzitivni formy PrP
praci jsme se zaméfili na pipravu nového typu testdi zalozenych na prikazu PrP™" bez
nutnosti §t€peni proteinazou K ¢i jinym enzymem.

Plisobenim glukozy a jinych redukujicich cukrii v organismu vznika spektrum produktd
zvanych koncové produkty glykace. Vzhledem k dlouhodobému ukladani prionovych depozit

TSE Detekee glykovaného PrP™F by tak mohla sehrat roli

v mozku dochdzi ke glykaci i u PrP
diagnostického markeru. Vramci prvni casti studie jsme se zaméfili na pfipravu
monoklondlnich protilatek specifickych pro glykovany prionovy protein. Pfipravili jsme
bakteridlné¢ exprimovany rekombinantni lidsky prionovy protein (rthPrP). Na rhPrP jsme
pusobili kyselinou glyoxalovou za vzniku karboxymethyl modifikovaného rhPrP (rhPrP-
CML), ktery ptedstavuje hlavni slozku koncovych produktii glykace v organismu. rhPrP-
CML byl pouzit k imunizaci mysi a pfipravé hybridomovych bunék. Screeningem bunécnych
supernatanti byly vybrany 4 slibné klony. Jeden z nich (EM-31) silné reaguje s lidskym a
mySim rekombinantnim PrP-CML a tii dals§i klony navic reaguji s CML in vitro
modifikovanym lidskym a mySim mozkem.

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

pacientl postizenych TSE a vzorki kontrolnich.



Abstract

Transmissive spongiform encephalopathies (TSEs) are neurodegenerative diseases
characterized by depositions of abnormally folded prion protein (PrP™") in brain. PrP™E 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 (rhPrP-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 GPIl-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.
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1. Uvod

Prionové choroby, neboli transmisivni spongiformni encefalopatie (TSE), jsou
neurodegenerativni onemocnéni spojené¢ s ubytkem neurond, spongiformnimi zménami,
gliéozou a ukladanim patologické formy prionového proteinu v mozku [1]. Onemocnéni se
projevuje naptiklad jako klusavka (,,scrapie®) ovci a koz, bovinni spongiformni encefalopatie
(BSE) skotu nebo chronické chfadnuti (CWD) jelenovitych. Prvni lidska prionova choroba
byla popsana vroce 1920 — 21 Hansem Creutzfeldtem a Alfonsem Jakobem [2, 3]. V
padesatych letech 20. stol. doslo na Nové Guinei k epidemii kuru, kterd se rozsifila u
prislusniki domorodého kmene Fore béhem ritudlniho kanibalismu [4]. Celosvétove je
nejcastéjs$i lidskou prionovou chorobou Creutzfeldtova-Jakobova nemoc (CJN) s incidenci
onemocnéni 1 — 2 piipady na milion obyvatel rocné. Onemocnéni vétSinou vznikd bez
znamych pticin (85% ptipadil), mize ale byt i dédicné (10 — 15% ptipadl) nebo ziskané (2 —
3% ptipadil). Vzacnéji se vyskytuje dédicny Gerstmann-Striaussler-Scheinkeriv syndrom
(GSS) a fatalni familiarni insomnie (FFI) [5]. V soucasnosti velkou pozornost poutd variantni
CJIN (vCIN), kterd vznikla s nejvétsi pravdépodobnosti alimentarnim ptenosem BSE prioni
na Cloveka. Na rozdil od klasické CIN postihuje predev§im mladé lidi, vCIN priony se

akumuluji i v orgdnech imunitniho systému a choroba je pfenosna krevni transfuzi [6, 7].

Podle prionové hypotézy je infekénim agens prionovych chorob patologicky sloZeny prionovy

TSE nekdy té7 znageny PrP%°), ktery se mnozi pfimym kontaktem s bun&énym

protein (PrP
prionovym proteinem (PrP%), jemuz dokaze wvnutit svoji patologickou, na struktury B-
skladaného listu bohatou konformaci [1]. PrP® se vyskytuje na povrchu vétsiny bunék v t&le
[1, 8] a jeho fyziologicka funkce zatim nebyla objasnéna. Uvazuje se naptiklad o jeho tloze v
metabolismu médi, regulaci apoptdzy, v procesu uceni a paméti, signalni transdukci, ptenosu
vzruchu na synaptické membrané, ovlivnéni cirkadidlniho rytmu, bunétné diferenciaci,
antioxidacni ochrang, neuroprotekénich procesech a dal§ich bunéénych déjich [9]. Molekula
PrP¢ obsahuje ve své sekundarni struktufe vysoky podil a-Sroubovice, coz ji &ini dobie
$tdpitelnou proteazami. Polocas Zivota molekuly PrP® v buiice se odhaduje na 3 — 6 hodin [10,
11]. Oproti tomu molekula PrP™" je v priibéhu konformaénich zmén obohacena o strukturu -
skladaného listu (z pouhych 3% u PrP¢ na 34% u PrP™%) [12, 13], ktera ji ¢ini castené
odolnou vigi proteolyze. PrP™" navic agreguje za tvorby amyloidovych fibril a vytvaii v

mozku depozita, kterd se podili na rozvoji onemocnéni. V soucasnosti neexistuji protilatky

specifické pro PrP™", které by byly klinicky vyuZivany a diagnostické testy jsou zalozeny na



pritkazu rezistentniho jadra PrP™" po $tépeni vzorku proteinizou K pomoci western blotu
nebo imunohistochemie fixované mozkové tkang. Tento krok je vSak pracny a ¢asov€ naro¢ny
a obtizné standardizovatelny. Re$enim problému by mohl byt zcela novy typ diagnostickych
testi zalozenych na jiném principu nez je detekce PrP™", kde by nutnost kroku §t&peni
proteindzou K odpadla. V prvnim pfipadé jsme se zamcfili na detekci glykovaného
prionovému proteinu monoklonalni protilatkou, ve druhém piipad€ jsme vyuzili protilatky

specifické pro prionovy protein bez C-koncového ukotveni.

Glykovany protein by mohl podle nasi hypotézy piedstavovat novy typ markeru pro TSE,
ktery by bylo moZzné piimo prokazat specifickou monoklondlni protilatkou bez potieby
Stépeni proteindzou K. Plsobenim glukdzy a jinych redukujicich cukri v organismu vznika
spektrum produktli zvanych koncové produkty glykace (advanced glycation end products,
AGEs). AGEs hraji klicovou roli napf. pii patogenezi komplikaci u chronického diabetu
sledovani kompenzace diabetikll. Ve snizené mife dochéazi ke glykaci membranovych proteint
senescentnich erytrocytil u jedincit s normalni hladinou glukézy v krvi [15], véetné bunééného
prionového proteinu [16]. Glykace byla ve zvySené mife pozorovana i na depozitech
proteinovych agregatli v mozcich pacientli s neurodegenerativnimi onemocnénimi, jako jsou
Alzheimerova a Parkinsonova choroba, amyloid6zy a prionovd onemocnéni [17]. Ke glykaci
v téchto piipadech dochdzi zdivodu dlouhodobého vyskytu proteinovych depozit
v organizmu a jejich vystaveni G¢inkiim glukézy. V mozcich CJN pacientll byly za pomoci
nespecifické protilatky proti AGEs opakované prokazana depozita glykovaného PrP™F [18,
19], absence monoklondlni protilatky specifické pro glykovany PrP vSak brani moznosti
zavedeni specifického diagnostického testu pro tento typ depozit. Absence protilatky téz
znemoziuje zabyvat se podrobnéjSimi studiemi role glykace na iniciaci patologie v in vitro i
in vivo systémech. V této Casti studie jsme se zamé&fili na pfipravu monoklonélnich protilatek

proti glykovanému prionovému proteinu a na charakterizaci jejich vlastnosti.

vvvvvv

specifické proti lidskému peptidu PrPzis 26 [20]. V5B2 specificky rozeznava C-koncovy
fragment prionového proteinu zakonceného tyrosinem 226, ktery byl nazvan PrP226* [21].
Monoklonélni protildtka V5B2 tak pfedstavuje jedinecny ndstroj pro studium lokalizace a
chovani tohoto C-koncové neukotveného fragmentu prionového proteinu v riznych

biologickych vzorcich. V soucasnych publikacich se objevuji zpravy o rtiznych zkracenych
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formach anormalniho prionového proteinu identifikovanych v prionovych depozitech [22-26].
Jednim z identifikovanych fragmenti je PrP bez glykosylfosfatidylinositolové kotvy, tj.
PrP(AGPI), zkraceny na Gplném C konci [26-28]. Piestoze uloha GPI kotvy v replikaci prp™E
a Sifeni onemocnéni zlstava nejasna [29-31], PrP(AGPI) ptsobi ve smyslu urychleni tvorby a
Sifeni prionti [32-34]. V této casti studie jsme se zaméfili na vyvoj sendvicové DELFIA
imunoeseje pro detekci fragmentu PrP226* v lidskych mozkovych homogenatech, s vyuzitim
monoklondlni protilatky V5B2. Metoda je zalozend na porovnani mnozstvi PrP226*
métfenych v nativnich a denaturovanych vzorcich. Princp metody je podobny konformacné-
dependentni imunoeseji prvné popsané Safafem a kol. [35]. Testovali jsme 20 sCIN, 3 fCJN,
1 GSS a 10 non-CJN mozkovych homogenati a zjistili jsme, Ze fragment PrP226* se hromadi
v mozcich postizenych TSE, v nejvy$si mife pak v ptfipadé GSS. Mnozstvi PrP226* bylo

TSE

obecné umérné mnozstvi PrP >~ a PrPres pfitomnych v prionovych agregétech.



2. Hypotézy a cile prace

Cilem této prace bylo ptispét k vyvoji diagnostického testu prionovych chorob zalozeného na
jiném principu, neZ je prukaz k proteolyze rezistentniho PrPres, ktery by umoznil jednodussi a

1épe standardizovany prikaz lidskych i zvifecich TSE.

Konkrétni cile prace byly nasledujici:

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

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

3. provést charakterizaci pfipravenych vybranych a ve spolupraci ziskanych
monoklonélnich protilatek na biologickém materialu

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

5. provést studii hladiny PrP226* ve vzorcich mozkové tkdn¢ CJD pacientli



3. Material a metodika

Exprese a purifikace rhPrP: rhPrP byl pfipraven v expresnich E. coli BL21(DE3). Bunky
byly stoceny a sonikovany, inkluzni téliska byla nasledné rozpusténa v 50 mM fosfdtovém
pufru pH 8,0 s 8 M ureou a 5 mM 2-merkaptoethanolem. Redukovany protein byl piecistén
chromatografii na afinitni Ni-NTA matrici, oxidovéan glutathionem a ptecistén na RP-HPLC.
Modifikace rPrP Kkyselinou glyoxalovou: Piecistény rhPrP byl modifikovan 45 mM
kyselinou glyoxalovou s 1 mM kyanoborohydridem sodnym pies noc na kyvacce pii 4°C.
Modifikovany protein byl analyzovan na western blotu a pouzit k imunizaci mysi.

Imunizace mysi: Sest Prnp()/ " (Zirich I) my$i (EMMA, Monterondo, Italie) bylo
imunizovano s.c. 30 pg thPrP-CML v PBS s Freundovym adjuvans ve dnech 0, 14 a 28. Titry
protilatek proti hPrP a hPrP-CML v mySim séru byly méfeny metodou ELISA ve dnech 21 a
35. V.den 64 byl dvéma mySim s nejvysSim titrem protilatek i.v. podan finalni booster 5 g
antigenu v PBS a mysi byly usmrceny 68. den. Bylo pfipraveno 960 hybridomovych bunck
(EXBIO, Praha), které byly primarn¢ screenovany metodou ELISA, vybrané klony pak
sekundarné western blotem a dot blotem.

DELFIA lidskych mozkovych homogenati: Vzorky pro méfeni V5B2 testem byly
pfipraveny denaturaci 10% lidskych mozkovych homogenati (MH) s 3 M Gdn-SCN
v poméru 1:1 (v/v) a néaslednym zfedénim TBS-T na 0,25% MH. Nedenaturované¢ MH byly
zfedény TBS-T na 0,25% MH. Vzorky byly detekovany v destickdch (NUNC U96 MaxiSorp)
s ukotvenymi protiladtkami V5B2 nebo EM-20. Kdetekci byl pouzit streptavidinem
konjugovanym s europiem (Eu-SA, PE), signal uvolnéného Eu byl méfen ,time-resolved*
fluorescenci pii 613 nm po excitaci vzorku pfi 340 nm, ¢asovéa prodleva mezi excitaci a
métenim emisni fluorescence byla 400 ps.

Konformac¢né-dependentni imunoesej (CDI): Vzorky byly ptipraveny dle Safar a kol. [35]
a CDI byla provedena v sendvi¢ovém uspotadani dle McCutcheon a kol. [36] s vyuzitim Eu-
SA (PE). DELFIA (viz vyse) byla provedena s pouzitim monoklonalni protilatky FH11 jako
kotvici protilatky a biotinylované 3F4 jako sekundarni protilatky.

Stépeni mozkovych homogenati proteinazou K: 5% lidské mozkové homogenaty v PBS
byly §tépeny proteinazou K (finalni koncentrace 0, 10 a 50 pg/ml). Stépeni probihalo 30 min.
pii 37°C, poté bylo ukonfeno varem. Vzorky Stépeného prionového proteinu byly

analyzovany western blotem, membrany a densitometricky vyhodnoceny.



4. Vysledky

Piiprava rekombinantniho prionového proteinu

K piipravé rekombinantniho mysiho PrP (rmPrP) byl pouzit plazmid pET-15b (Novagen),
ktery umoziuje expresi pozadovaného proteinu Vv hostitelskych E. coli obsahujicich
chromozomalni kopii genu pro T7 RNA polymerazu (kmen E. coli BL21(DE3)), ktery je
kontrolovan bakteridlnim laktézovym promotorem. Jako ptfedloha byla pouZita cDNA pro
mySi prionovy protein 23-230 varianta A (mPrnpa), tj. varianta genu pro mPrP s kratkou
inkubacni dobou. K pfipravé rekombinantniho lidského prionového proteinu byly pouzity
plasmidy pRSET A s geneticky upravenym klonovacim mistem pro odsStépeni N-koncové His
kotvy thrombinem [37], 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 [38]. Bakterialng
exprimované rPrP byly v redukovaném stavu piecistény afinitni chromatografii na Ni-NTA
pryskyfici, nasledné oxidovany glutathionem a sbaleny do nativni konformace. Jak je patrné
z Obr. 1, idedlnim pufrem pro renaturaci je 20 mM Tris-HCI pH 8,3, rPrP vykazuji maximalni
a-helix (vyskyt dvojitého minima elipticity pii cca. 210 a 220 nm a nejsilngj$i intenzita

spektra: - 9000 deg cm” dmol”, —).
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Obr. 1: CD spektra rmPrP,3.,30 méfené v daleké UV oblasti pti pH 4,5 — 8,3. Spektra jsou
barevné odliSena podle pouzitych pufri, lyofilizovany rmPrP byl pfidan v mnozstvi 1 mg/ml
pufru. Spektra byla métfena ihned po renaturaci a centrifugaci agregatu na spektropolarimetru
Jasco 815 (Japonsko) pfi laboratorni teploté. == PBS: 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM
Na;HPOy, 2,0 mM KH,POys, pH 7,4; == 20 mM Na,HPO,, pH 7,4; 100 mM Na,HPO,, pH
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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 NacCl, pH 8,3.

Cistota proteinu a jeho stabilita byla kontrolovana pomoci spektrofotometrie proméfenim UV
spekter. Z Obr. 2 je patrné, ze vzorky jsou stabilngjsi v pufrech s nizkou koncentraci soli (20

mM), nez ve vzorcich s vyssi koncentraci soli (100 mM a vyssi).

2 ——mPrP-PBS
=——mPrP-100mM fosfat pH 7,4
mPrP-20mM fosfat pH 7,4
1,5 1 mPrP-20mM acetat pH 4,5
===—=mPrP-20mM tris-HCI pH 8,3
S5 1-
<
0,5
0 T T T T
2?0 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400
-0,5

vinova délka (nm)

Obr. 2: Absorbance rmPrP v pufrech o rizném pH. Vzorky rmPrP (1 mg/ml) byly po
rozpusténi v pufrech ponechany 4 tydny pii 4°C. Pfipadné agregaty byly z roztoku odstanény
centrifugaci. Absorb¢ni spektra byla proméfena v oblasti 200 — 400 nm.

Oba rekombinantni PrP byly pfipraveny jako fuzni proteiny obsahujici N-koncovy His-tag se
St€épnym mistem pro thrombin. Mnozstvi thrombinu i doba $té€peni byly optimalizovany (Obr.
3). Stépeni probihalo piti pH 8,3, coZ je pH optimalni k dosaZeni nejvyssi aktivity thrombinu i
pro dosazeni vysoké rozpustnosti rmPrP ve vodném prostiedi. K odstépeni > 90% kotvy dojde
Jiz po 1 hod. pfi pouziti 0,5 U/ml thrombinu a se zvySujici koncentraci pouZzit¢ho thrombinu
ani pti delsi dobé Stépeni se efektivita St€épeni neméni (Obr. 3). Naopak dochdzi k ptibyvani
nespecificky nastépenych fragmentli rmPrP (na Obr. 22 fragmenty v oblasti 34 kDa), coz je
jev nezadouci. Jako optimélni bylo vyhodnoceno $tépeni fizniho proteinu 0,5 U thrombinu /

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

55—
13— mee . = p -
34— - mPrP
26— :

o 4— 5 His kotvou
17 B S - *+— Bhez His kotvy

kDa 1 2 35 4 56 7 & 9
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Obr. 3: Stépeni His-rmPrP o koncentraci 0,1 mg/ml 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.) Na pozici 9 je nestépeny rmPrP s His kotvou. Western blot byl
obarven protilatkou 6H4 (0,125 pg/ml).

Piiprava a vyuZiti protilatek proti glykovanému prionovému proteinu

Pro ptipravu protilatek proti glykovanému prionovému proteinu byl jako antigen vybran
rekombinantni lidsky PrP modifikovany na postrannich fetézcich lysinu na karboxymethyl-
lysin (CML). CML ptedstavuje koncovy produkt glykace proteinii a je nejcetngji
zastoupenym antigenem AGE in vivo [39]. K imunizaci byly pouZity geneticky modifikované
mySi bez genu pro prionovy protein (Prnpw), imunizace byla provedena rhPrP-CML. Jedna
ze Sesti imunizovanych mysi méla vysokou, ctyfi stfedni a jedna nizkou odpovéd’ na
imunizaci (Obr. 4a). Reaktivita protilatek proti thPrP-CML v sérech obou mysi s nejvyssi
imunitni odpovédi (mys €. 4 a 2) byla mirn€ vyssi neZ reaktivita k nemodifikovanému rhPrP

(tj. Asos= 1,5 oproti Ages = 1,1 piifeddni séra 5 x 10° u mysi &. 4, Obr. 4b).

a) b)
1.2 3 3.0+
-~ mys1 - hPrP-CML
1.04 = my$2 251 = hPrP
0.8- my$ 3 2.0-
; -+ mys 4 =
= B .}
;‘ 0.6+ — l'nyé 5 E 1.5
0.4- -~ my$ 6 1.0
0.2 0.51
O.C - ? _——*—l_ﬂ_ O'G T T T T L} 1
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 000 002 004 006 008 010 0.12
Redéni séra x10° Redéni séra x107

Obr. 4: Sest Prap”” mysi bylo imunizovéano s.c. 30 pg thPrP-CML v PBS s Freundovym
adjuvans ve dnech 0, 14 a 28. a) Titry protilatek proti rhPrP-CML v mySim séru byly méteny
7 dni po 3. imunizaci. V mikrotitrani desti¢ce byl ukotven thPrP-CML, jednotliva mysi séra
byla pfidavana v rostouci koncentraci. Mys €. 4 (==V) vykazovala zvySenou imunitni
odpovéd’ oproti ostatnim, my$ ¢. 1 (==e) zistala témef bez odpovédi. b) 6 tydni po 3.
imunizaci byl mysi €. 4 i.v. podan finalni booster 5 pg antigenu v PBS, za dalsi 4 dny byly
v séru stanoveny titry protilatek proti hPrP. V mikrotitracni desticce byly ukotveny rhPrP a
thPrP-CML, mysi sérum bylo pfidavano v rostouci koncentraci.

Béhem sekundérniho screeningu western blotem bylo vybrano 12 klonti s nejvyssi afinitou k
rthPrP-CML, mezi nimiz 4 klony (7A8, 1C3, 1C12 a 1F3) vykazovaly vysokou afinitu k
thPrP-CML.
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Nejprve jsme se zaméfili na charakterizaci MAb EM-31 produkovanou klonem 7AS8
s nejvyssi reaktivitou proti thPrP-CML. MAb EM-31 vykazovala silnou vazbu na rhPrP-
CML, zatimco jeji vazba na nemodifikovany rhPrP byla zanedbatelna (Obr. 5a). EM-31 se
nevazala na BSA-CML na WB (Obr. 5a) ani na ELISA. Protilatka smiSen¢ reagovala i s
rmPrP-CML (Obr. 5a) a s rmPrP-AGE pfipravenym glykaci proteinu D-ribézou (Obr. 5b, c).
To potvrzuje schopnost protilatky rozeznat i rPrP glykovany v mirnéjsich a fyziologictéjSich
podminkach. EM-31 se nevazala na redukovany rhPrP-CML ani na redukovany rmPrP-CML
nebo rmPrP-AGE (Obr. 5b). Na western blotu nevykazovala EM-31 reaktivitu k proteinim
normalniho lidského nebo mysiho MH (Obr. 5a) a pouze slabou afinitu k PrP v glykovaném
lidském MH (Obr. 5d).

a) b)
55—
43— - 34- @
34— ENa 26— o EM-31
26— - ..
34-18 - d)

34— 26— ' . .-‘. AGH  EM-31 3R AGe
26— ' 6H4 ]

g '--g 8 9 10 11 - '
55— c) kDa -
43— - 12 13 14 15
34— Ag
26— B - 26— : N5
kDa e kDa

1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 dni

Obr. 5: a) Tii identické bloty byly obarveny protilatkou EM-31, kontrolni anti-prionovou
protilatkou 6H4 a celkovy protein byl obarven koloidnim stfibrem (Ag). Zleva nanesené
vzorky: normalni mysi MH (1); normalni lidsky MH (2); rekombinantni mys$i PrP (rmPrP, 3);
glykovany rmPrP (rmPrP-CML, 4); rekombinantni lidsky PrP (thPrP, 5); glykovany rhPrP
(rhPrP-CML, 6); glykovany BSA (BSA-CML, 7). EM-31 reaguje pouze s glykovanymi rPrP.
b) Dva identické bloty byly obarveny protilitkou EM-31 a kontrolni anti-prionovou
protilatkou AG4. Zleva nanesené vzorky: redukovany rmPrP-CML (8); redukovany rmPrP-
AGE (glykovany inkubaci s ribdzou, 9); neredukovany rmPrP po inkubaci s ribézou v Tris-
HCI pufru (glykace byla inhibovéana, 10); glykovany neredukovany rmPrP po inkubaci s
ribozou ve fosfaitovém pufru (11). Reaktivita EM-31 s rmPrP-CML a rmPrP-AGE byla
zru$ena po redukei vzorku dithiothreitolem. ¢) Casovy priibéh 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 pouzita anti-prionova protilatka
3F4, kterd se vaze na neglykovany lidsky MH (13), ale nevaze se na glykovany lidsky MH
(14). Anti-prionova protilaitka AG4 je ke glykaci necitlivd a byla pouzita jako kontrola
detekujici PrP v glykovaném lidském MH (15).

Vzhledem k tomu, Ze EM-31 ma pouze slabou afinitu k PrP v glykovaném lidském MH (Obr.

12



5d), zaméfili jsme se na analyzu vlastnosti MAb produkovanych klony 1C3, 1C12 a 1F3, i
kdyz jejich afinita vic¢i rhPrP-CML nebyla tak vysokd jako u EM-31. Protilatky obecné
vykazuji stejné vlastnosti jako EM-31, se dvéma dulezitymi rozdily: dokézou rozeznat nejen
thPrP-CML (Obr. 6a), ale i glykosylovany PrP-CML na western blotech in vitro
modifikovanych lidskych MH (Obr. 6b) a mySich MH. Jejich vazba navic neni citliva
k redukci proteinti dithiothreitolem (data neuvedena). Specificita MAD ke glykovanému rhPrP
byla potvrzena i metodou ELISA.

a) <)
1C3 1C12 1F3 6H4 3F4 AG4 1F3 1C12 1C3 1C3 1C12 1F3
* ..---*-d ' < 81-231
< 90-231
kDa !
1 2 3 4 5 6 7 8 9 ®le | #2323
b)
i€ ie12 1F3 3F4  AG4 19 20 21
34— l i
26— ' :
' -
kDa

0 11 12 13 14 15 16 17 18

Obr. 6: a) Westen blot rhPrP byl nastfthdn 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 rhPrP (7 — 9). Pfitomnost rhPrP
byla ovéiena 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 (16), ale ne v lidském MH-CML (17). Protilatka AG4 je
pozitivni kontrola pro PrP vlidském MH-CML (18). ¢) Reaktivita vSech tii klonu ke
glykovanym C-koncovym fragmentim rhPrPs;»3; a thPrPgg.»3; na dot blotech je slabsi, nez k
I'hPI'P23_231-CML.

Detekce fragmentu prionového proteinu PrP226* v lidském mozku

Ptitomnost prionového proteinu bez GPI kotvy, tj. PrP(AGPI), v mozkovych homogenatech
jedinci s TSE byla v minulosti opakované prokazana [21, 26-28]. V této studii jsme k detekci
PrP(AGPI) pouzili protilatku V5B2 namifenou proti fragmentu PrP226*, ktery je zakoncen
Tyra:6 a neobsahuje tedy GPI kotvu. Zmeéfili jsme signal celkového PrP226* v nativnim i
denaturovaném stavu u 10 non-CJN, 23 CJN a 1 GSS mozkovych homogenatii pomoci

“Dissociation-Enhanced Lanthanide Fluorescent Immunoassay” (DELFIA).
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Hodnoty ¢asové rozliSené fluorescence (Time Resolved Fluorescence, TRF) byly primérné
vy$si u CIJN/GSS ptipadi nez u non-CJN, 7 CJN/GSS vzorki (¢. 1, 5, 11, 12, 13, 17, 22, Obr.
7e) vykazovalo vyssi signal pro PrP226* nez non-CJN vzorek €. 6 (70 684 cpm, Obr. 7f). Tyto
vysledky vSak neudavaji informaci o stavu GPI-PrP v jednotlivych vzorcich. Abychom zjistili,
zda se fragment PrP226* vyskytuje v mozcich v monomerni “rozpustné” formé¢, nebo zda se
podili na tvorbé agregat, zméfili jsme pomér signal PrP226* v denaturovaném MH ku
nativnimu MH (D/N pomér) pro kazdy CIJN/GSS a non-CJN vzorek. Hodnoty D/N vSech 10
non-CJN vzorkt byly < 0,65 (Obr. 7f) a hodnoty D/N 24 CJN/GSS vzorki 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 pfed i po denaturaci (Obr. 7a, c, resp.), zatimco druhd
skupina s pomérem D/N > 2,0 (zbyvajici CIN/GSS vzorky) obsahovala vyznamné mnozZstvi
PrP226* dostupného pouze po denaturaci (Obr. 7a, c, resp.). Data byla ovéfena ve dvou
nezavislych experimentech za pouziti protilatek V5B2 a biotinylované EM-20 v sendvi¢ovém
uspofadani. Podobné data byla naméfena i pii pouziti protilatek V5B2 a biotinylované E12/2
(data neuvedena). Abychom zjistili, zda nizké hodnoty D/N u vzorki €. 1, 3, 8, 15, 16, 18, 19,
jsme méfeni po dodate¢né homogenizaci vzorkl inzulinovou jehlou i po denaturaci vzorki
1,5 M Gdn-SCN po dobu 10 min. pii 90°C. Zadné zmény v distribuci hodnot D/N jsme
nepozorovali.

Zaroven jsme zméfili signély celkového PrP v CIN/GSS i non-CJN vzorkli metodou DELFIA
za pouziti protilatek EM-20 a biotinylované EF2. Mnozstvi PrP226* v denaturovanych
vzorcich nekoreluje s mnozstvim celkového PrP, hladina PrP226* tedy neni pouze tmérna

celkovému PrP, ale je individudlni v kazdém vzorku.
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Obr. 7: 23 CJN a 1 GSS mozkovych homogenati (a, ¢, €) a 10 non-CJN mozkovych
homogenatt (b, d, f) bylo analyzovano metodou DELFIA ve V5B2/EM-20-bio uspoiadéani u
nedenaturovanych vzorki (a, b) a u vzorkl denaturovanych 3M Gdn-SCN (15 min., 60°C) (c,
d). Absolutni hodnoty jsou vyneseny jako pocet za minutu (,,counts per minute®, cpm),
méteno Casove rozliSenou fluorescenci (TRF). Hodnoty pomértt D/N jsou zndzornény v (e) a
(f). Vymezeni chyby je udano jako priimérna hodnota z 2 nezavislych pokust.

Nasledné jsme porovnali vysledky V5B2 eseje s konformacné-dependentni imunoeseji
(Conformation-Dependent Immunoassay, CDI), prvné popsanou Safaiem a kol. [35]. CDI esej
je zalozena na schopnosti denaturacniho ¢inidla (béZné pouzivaného guanidin hydrochloridu,
Gdn-HCI) odhalit epitopy v molekule PrP, které se v priibéhu strukturdlnich zmén pii tvorbé
prp™E staly nedostupnymi. V nasem uspotadani byly vzorky mozkovych homogenatl
detekovany sendvicovou metodou za pouziti monoklondlni protilatky FHI11 ukotvené k
povrchu jamek mikrotitracnich desticek a biotinylované protilatky 3F4 s naslednym pouZitim
streptavidinu znaceného europiem jako detekujiciho systému. Byly proméfeny denaturované i

nedenaturované CJN/GSS a non-CJN vzorky v CDI uspofaddni a vypocteny jejich D/N

15



hodnoty (Obr. 8a, b, resp.). Hrani¢ni hodnota D/N mezi pozitivnimi a negativnimi vzorky byla

stanovena jako 1,0, tj. D/N > 1,0 u CJN/GSS a D/N < 1,0 u non-CJN.
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Obr 8: 23 z 24 CIN/GSS a 10 non-CJIN vzorkd 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 uspotadani. Hodnoty D/N
CIN/GSS vzorkt jsou znadzornény v (a) a non-CJN vzorkt v (b).

Statistickd korelace mezi D/N hodnotami CJD/GSS vzorkli métenymi V5B2 eseji a D/N
hodnotami méfenymi CDI byla vyhodnocena jako vysoce signifikantni v 95% intervalu
spolehlivosti. Vysledky analyzy naznaCuji, Ze mnoZzstvi fragmentu PrP226* obsazené
v prionovych depozitech je proporciondlni mnozstvi celkového PrP v depozitech.

Pro lepsi pochopeni rozdili hodnot D/N naméfenych pomoci V5B2 eseje jsme stanovili podil
PrP rezistentniho ke §tépeni proteindzou K (PrPres) u vzorkid s hodnotami nejvzdalenéjSimi
od priméru. Vybrali jsme 12 z 24 CJN/GSS vzorkil s nejvyssimi (vz. €. 2, 4, 5,9 a 22) a
nejniz$imi (vz. ¢. 1, 3, 8, 16, 18, 19 a 24) hodnotami PrP226* D/N. Vzorky byly za
standardnich podminek S$tépeny proteindzou K. PfestoZze plsobeni proteinazy K vedlo
k podstatnému nastépeni vétSiny vzorkl, mnozstvi PrPres detekované v jednotlivych vzorcich
bylo zna¢né rozdilné. Hodnoty PK rezistence vyjadiené jako procento signalu PrPres
vztazeného k signdlu PrP v nestépenych vzorcich se pohybovalo v rozmezi 0 — 60% (Obr. 9a).
Statistickd korelace mezi hodnotami D/N méfenymi V5B2 eseji a PK rezistenci (Obr. 9b) byla
vyhodnocena jako signifikantni v 95% intervalu spolehlivosti. Lze tedy usuzovat, Ze vzorky
s vy$8imi PrP226* D/N poméry jsou zarovein i vice odolné ke Stépeni proteindzou K. Pozn.:
vSechny CJN/GSS vzorky byly ptivodné western bloty konfirmovéany jako pozitivni na
CJIN/GSS v Narodni referen¢ni laboratoti pro TSE/CJD za pouziti monoklondlnich protilatek
12F10, 3F4 a EM-20.
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Abychom zjistili, zda pomér nerozpustného PrP226* (tj. pomér D/N) koreluje s klasickou
typizaci CJN vzorki, porovnali jsme hodnoty D/N namétené V5B2 eseji s typizaci vzorkl
western blotem, s Met/Val polymorfismem na kodonu 129, s vyskytem nebo absenci proteinu
14-3-3 v mozkomisnim moku a s imunohistochemickymi (IHC) preparaty frontalni mozkové

ktry CIN/GSS vzorkl. Hodnoty D/N nekorelovaly s zadnou s uvedenych hodnot.

b)

100+

804

% PrPres ve vzorkach
% PrPres ve vzorkach

0 2 4 8 8 10
CJN+ vzorky D/N méfen V5B2 eseji

Obr. 9: 12 z 24 CJN/GSS mozkovych homogenatl bylo stépeno proteindzou K o koncentraci
50 pg/ml 30 min. pii 37°C, okamzité¢ naneseno na SDS-PAGE 12% gel a pieblotovéno.
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 nestépeného PrP (a). Korelacni diagram mezi hodnotami poméru D/N méfenymi
V5B2 eseji a PK rezistenci je zndzornén v (b).
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5. Diskuze

Diskuze k pripravé rekombinantniho prionového proteinu:

Kritickym krokem pfi ptipravé nativniho, tedy na a-helix bohatého PrP, je oxidace cysteint.
Oxidaci je tfeba provést ve spravném fedéni proteinu, aby dochdzelo pfednostné ke tvorbé
intramolekularnich, nikoli intermolekularnich disulfidickych mustki. Pii tvorbé dimert a
oligomerti PrP dochazi k masivni agregaci proteinu ve vodnych pufrech [40]. Proto jsme
zvolili koncentraci rmPrP v roztoku 0,1 mg/ml, coz je v souladu s postupem jinych laboratofi
[40, 41].

Samotné sbaleni rPrP do nativni konformace lze ovlivnit nékolika faktory, nejcastéji pH
vodného pufru a pfitomnosti chaotropnich ¢inidel, popt. koncentraci soli nebo teplotou [40,
42-44]. My jsme pro renaturaci rmPrP pouzili v souladu s jinymi laboratofemi pufr o pH 8,0
[40, 44] a vyhnuli jsme se soucasné oxidaci s renaturaci, kterd byla problematicka. LepSich
vysledkl jsme dosahli pfi oxidaci v denaturujicich podminkéch a teprve poté nasledné dialyze

do vodného pufru o pH 8,0.

Diskuze k pripravé a vyuZiti protiliatek proti glykovanému prionovému proteinu:
Ptiprava protilatek proti prionovému proteinu byla Casto ztizena slabou imunogenicitou PrP,
jez je déna vysoce mezidruhové konzervovanou primarni strukturou prionového proteinu.
Tento problém casto neumoziiuje obejit ani xenogenni imunizace. Abychom se tomuto
potencialnimu problému vyhnuli, pouzili jsme Prup”” mysi, které jsme imunizovali
karboxymethylovanym rekombinantnim hPrP (rthPrP-CML).

Screeningem vybrané monoklonalni protilatky, tj. purifikovand EM-31 i supernatanty kloni
1C3, 1C12 a 1F3, byly opakované testovany na 12 mozkovych homogenatech pacienti s CIN.
Ani jedna z protilatek nebyla schopna zachytit hPrP-CML na zddném ze vzorkd homogenat
(MH), 1 kdyz byly naneseny v desetindsobném mnozstvi nez obvykle, tj. 10% MH misto 1%
MH. Protilatky nereagovaly specificky ani na imunohistochemickych preparatech
zhotovenych Dr. Matéjem ve FTN. Béhem pfipravy antigenu doSlo zfejmé ke tvorbé& celého
spektra hPrP-CML a antigen pravdépodobné obsahoval hPrP modifikovany na vSech lysinech
molekuly. Béhem imunizace Prnp”’ mysi tak mohlo dojit preferenéné ke tvorb& protilatek
namifenych proti jinému epitopu glykovaného PrP, nez jaky/jaké se vyskutuje/i v in vivo
systémech. In vivo miZe dochazet majoritné ke glykaci ur€ité (napt. na povrchu exponované)
¢asti prionového proteinu a jen minoritné nebo viibec na jinych ¢astech. Maturovany lidsky

PrP obsahuje 10 lysinti a 10 arginind, v jejichZ postrannim fetézci miiZze teoreticky dochazet
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ke glykaci. Pfedchozi studie prokézaly pfitomnost glykace na jednom nebo vice lysinech N-

koncové &asti PrPTSE

[19]. Dochazi-li v priibéhu onemocnéni k modifikaci dal§ich moznych
glyka¢nich mist zatim neni znadmo.

Roli miize hrat i pouziti rekombinantniho PrP jako antigenu pii imunizaci. Na rozdil od PrP®
neni rPrP posttranslacné modifikovan a neni tudiz glykosylovan. Tim je mozno vysvétlit i
velmi nizkou afinitu EM-31 k in vitro CML modifikovanému lidskému MH (Obr. 5d), oproti
vysoké afinit¢ k rhPrP-CML (Obr. 5a). Slabd reakce nevznikla v disledku nedostatecné
modifikace PrP v MH, nebot’ protildtka 3F4 ztratila reaktivitu [16], zatimco ke glykaci
necitlivd kontrolni protilatka AG4 stale s PrP reagovala (Obr. 5 a 6). Tento jev lze vysvétlit
napiiklad stérickym branénim glykosyla¢nich mist na asparaginech Njs; a Nj97 v molekule
PrP€, které neni pfitomno u rekombinantniho proteinu. Tato skutenost mize limitovat

pouzitelnost EM-31 pro detekei in vivo glykovanych glykosylovanych isoforem PrP</PrP™sE,

zaroven vsak lze protilatku pouZit pro studium glykace neglykosylované isoformy proteinu.

Diskuse k detekci fragmentu prionového proteinu PrP226* v lidském mozku:

Piestoze vyznam GPI kotvy pfi replikaci PrP™>" a propagaci prionovych onemocnéni ziistava
nejasny [29-31], prionovy protein bez GPI kotvy, tj. PrP(AGPI), ptisobi ve smyslu urychleni
propagace a tvorby prionovych depozit [32-34].

V5B2 esej umoziiuje métit pomér D/N u PrP226* pfitomného v mozkovém homogenatu, tj.
signal méfeny v denaturovaném vzorku déleny signdlem méfenym ve vzorku za nativnich
podminek. V5B2 esej byla vyhodnocena za pouziti lidskych mozkovych homogenatii 23 CJIN,
1 GSS a 10 non-CJN vzorkil. Zavérem lze fici, Zze hodnoty D/N pro PrP226* jsou nizsi nez
0,7 v non-CJN vzorcich mozkii a vyssi nez 1,0 v 80% ptipadi CJIN/GSS pacientskych vzorki
mozkl (Obr. 7). Navic jsme prokazali, Ze PrP226* je relativné stabilni; post-mortem nebo
post-homogenizacni procesy degradace PrP uvolnénymi mozkovymi protedzami ovliviiuji
hladinu PrP226* jen minimalné. VétSina fragmentu PrP226* je tedy v mozku pfitomna jiz
v ¢ase umrti. NaSe studie tak ukazuje, Ze PrP226* se akumuluje v depozitech prionového
proteinu jiz v priibéhu onemocnéni a miize tedy byt pouzit jako biomarker pro lidské TSE.
Abychom lépe porozuméli vykyvim v hodnotach D/N mezi jednotlivymi vzorky zahrnutymi
ve studii, zméfili jsme obsah frakce PrP rezistentniho ke $té€peni proteinazou K (PrPres) ve
vzorcich s velmi vysokymi nebo velmi nizkymi hodnotami D/N (Obr. 9a) a nalezli jsme
obecnou korelaci mezi proporci PrP226* a PrPres v prionovych agregatech jednotlivych
méfenych vzorkl. Pfesto nas ale znepokojilo, ze jsme byli schopni jasn€ stanovit jako

pozitivni jeden ze dvou vzorkti CIN, které byly zcela rozStépeny proteindzou K o koncentraci
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50 pg/ml (vz. €. 1: Obr. 9a, v porovnani s Obr. 7e, D/N = 2,16). Hodnoty D/N namétené V5B2
eseji korelovaly s hodnotami D/N naméfenymi CDI eseji, coZ naznafuje, Ze mnozstvi
PrP226* v agregatech je pifimo umérné mnozstvi celkového misfoldovaného PrP v nich

pritomného (Obr. 8).
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6. Zavéry

Tato prace byla zamétena na piipravu a detailni studii vlastnosti monoklonélnich protilatek

TSE

proti novym potencionalnim biomarkerim prionovych chorob nez je bézné pouzivany PrP >".

NaSe vysledky lze vyuzit k vyvoji novych typl diagnostickych testd a v SirSim pojeti

k hledani novych biomarkert a zjednodusSeni diagnostiky TSE.

Shrnuti vysledki:

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

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

3. EM-31 vykazuje nejvyssi reaktivitu k rhPrP-CML, jeji vazba na nemodifikovany
thPrP 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
homogenati.

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

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

7. Vyvinuli jsme sendvi¢ovou imunoesej (DELFIA), kterd umoziiuje métit pomér D/N u
PrP226* v mozkovém homogenatu, tj. signal méteny v denaturovaném vzorku déleny
signalem méfenym ve vzorku za nativnich podminek.

8. Fragment PrP226* je soucasti prionovych agregatii v mozcich CIN/GSS pacientl a
jeho mnozstvi je proporcionalni k celkovému PrP™>F,

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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