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ABSTRACT

Prion diseases are fatal neurodegenerative andtimis disorders of humans and animals,
characterized by structural transition of the hestoded cellular prion protein (PrPC) into the
aberrantly folded pathologic isoform PrPSc. Prioatgin is a biomolecule naturally occurring in

the animal cells. This protein is present in alhmaal cells and occurs primarily in neural cells and
immune system cells. The main aim of this study teagptimize electrochemical methods for the
detection of natural (PrPC) and changed (PrPS@npprotein. To carry out the main objective

a complex study of the electrochemical behavioubath proteins was required. For this purpose
fundamental electrochemical techniques were useth Bf the prions were characterized using
different techniques, their limits of detection wédound at pM levels and possible ability to change
the structure ofi-helix of natural prion (PrPC) tf-sheet of the infectious prion (PrPSc) were
monitored.
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Prionovy protein je firozeny protein ze zigcich bugk. Tento protein je jitomen ve vSech
savich buikach a je exprimovan zvl&w nervovych bitkdch a bitkach imunitniho systému.
Jeho fyziologickéa funkce je nejasnégjmé se podili na synaptickéntenosu a diferenciaci bk
Tento protein se fite stat infekni. Rirozena a infeéni forma proteinu se od sebe liSi pouze
prostorovym uspi@danim (Legname a kol., 2004). Konfotmazména z alfa struktury u proteinu
piirozeného (PrPc) na strukturu beta skladaného ligtuoteinu pozrnéného (PrPSc) vyznanin
ovliviiuje ¢innost proteinu. Tato mutovana forma je vysoce éolici degrad&nim procedm
uvnitt buiky, miZze se vazat na dalSi PrPc proteiny a vyvolavanich konform&ni zménu na
PrPSc. Nedostatek fyziologického PrPc a toxicksopeni Spathodbouratelného PrPSc se pak
spolupodileji na vzniku prionovych oneméon (transitivni spongiformni encefalopatie, TSE)
s klinickym obrazem progresivni neurodegeneratighoroby (Ji a Zhang, 2010). Je znamo
9 hlavnich onemoemi zpisobenych priony, z toho 4 nalézaméaveéka a 5 u zviat. NefastjSim
lidskym prionovym onemocmim (85 %) je Creutzfeldt-Jakobova nemoc (CJIN)erhaci zviat je
nejznandjsi Bovinni spongiformni encefalopatie (BSE) tzvemoc Silenych krav. Po peni
potravin kontaminovanych priony nemocné kravy s#ougka mize vyvinout nova varianta lidské
Creutzfeldt-Jakobovy nemaci (Ironside) (Coste, J0Ekistuji i hypotézy, Zze priony mohou mit
vztah k dal§im neurodegenerativnim onendoém, jako je Alzheimerova nebo Huntingtonova
choroba (Yokoyama a Mohri, 2008).

S vypuknutim epidemie aifpadu odhaleni BSE té#h vSude v Evrop vyvstava otazka, jak
zdokonalit screeningové metody a moznosti detekaenip Nezbytnost koordinaceédeckych
projekii podpdila uz vroce 1996 Evropska komise, kter4 stanosléni plan zameny na
podporu vyzkumu priaiy ale i vS8ech souvisejicich oblasti, organizovangahevropské arovni.
| pfesto, Ze se v séasné dob vyskyt prionovych onemoeéni u zviat diky dostatiné kontrole
a dodrzovani zasad spravné hygienické praxe ldesldiz nepedstavuje velké rizikoipnosu na
Cloveka, je toto téma stale aktualni. O stalé aktuainokbto tématu i i fakt, Ze je od roku
2007 vydavan IS| indexovariasopis zabyvajici se pouze problematikou grise stejnojmennym
nazvem ,Prion.“ObtiZznost sledovani a detekce vypiywprvnitadt z dlouhé inkubéni doby, tedy
obdobi, kdy nejsou patrné zadnézpaky. Nemoc je znama pémé kratkou dobu a odbornici tedy
jeS€ nejsou schopni minimalni inkuta dobu stanovit. Proto nel#tet, Ze zvife, které nevykazuje
zadné piznaky, je skuttn¢ zdravé. DalSim problémem je metoda detekce. Jedminsndri
sowasného vyzkumu je dalsi zvySovani citlivostehto test natolik, abychom byli schopni
stanovovat i nepatrna mnozstvi prionu. DalSi cefaualézt zpsob, jak vyhledat a identifikovat

molekuly, které seiejmé objevi v krvi ve chvili, kdy dojde k infekci. Najaa se tedy jenom
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o detekci samotnych priénale i fyziologickych znamek jejichifpomnosti v organizmu (Foster,
2000).

MATERIAL A METODIKA

Chemikalie

Prionovy protein a dalSi pouzité chemikalie bylkaapeny od Sigma Aldrich (St. Louis, USA).
K piipraw pufri a standardnich roztékprioni byla pouzita voda ACSistoty od Sigma Aldrich.
Pri piipraw pufri byly pH hodnoty nifeny pomoci fistroje WTW inoLab Level 3 (Weilheim,
Némecko),iizeného péitatem se softwarem (MultiLab Pilot, Weilheimgidecko).

Elektrochemické reni

Vzorky byly analyzovany naffstroji AUTOLAB Analyser (EcoChemie, Nizozemi) vedeni
s VA-Stand 663 (Metrohm, Svycarsko) v klasickéttielektrodovém usgédani. Pracovni
elektrodou byla visici rtiova kapkova elektroda (HMDE) s plochou kapky 0.4 Znmeferegni
elektrodou byla Ag/AgCl/3M KCI a pomocnou grafitogkektroda.

Adsorptivni penosova technika (AdTS)

Adsorptivni fenosova technika je metoddi piZ je stanovovana latka na pracovni visicfotou
kapkovou elektrodu danou dobu akumulovana z kaptgrku, poté je febytek vzorku omyt
a zah4jeno &feni pomoci vybrané elektrochemické techniky v kle&m tielektrodovém zapojeni
(Adam a kol., 2005), viz Obr. 1A. Diky této techmie umozana elektrochemicka analyza z velmi
malého objemu vzorku (3 az 10 pl).

Cyklicka voltametrie (CV)

Prionovy protein byl studovan pomoci cyklické vaitrie. mnozstvi adsorbovaného vzorku byla
5 ul. Doba akumulace 100 s. Zakladni elektrolyt pgupito neteni byl fosfatovy pufr o pH 7.38
oobsahu 5 ml v elektrochemickééiiti nadobce. Parametry CV jsou nasledujicicapani
potencial 0 V, kon&ny potencial -1.9 V, krok potencialu 2.44 mV, ryo$tl skenu 20 mV/s.
Veskeré experimenty byly prové&ay pi laboratorni teplat (22-24 °C).

Diferencni pulzni voltametrie (DPV)

Mnozstvi prionovych protein jsme zji¥ovali pomoci DPV. Zakladni elektrolyt byl: 0.5 M
fosfatovy pufr o pH Skale od 5.59 do 8.04, boratpujr v pH rozgti od 7.09 do 9.11 a acetatovy
pufr o pH Skéle od 3.8 do 5.6. AdTS DPV paramednujnasledujici: g@tesni potencial -0.2 V,
koneny potencial-0.8 V, modulovactas 0.057 s,fasovy interval 0.2 s, krok potencialu
1.05 mV/s, modukni amplituda 250 mV, Eads = 0 V. VeSkeré experimdayly provadny pri
laboratorni teplat (22—-24 °C). Standardy pridnbyly pied vlastnim réfenim probublavany
argonem (99.999%) po dobu 120 s.

Diferen’ni pulzni voltametrie ve spojeni s Bidivou reakci
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Zakladni elektrolyt (1 mmol.dm-3 Co(NH3)6CI3 a 1 Irdm-3 amonny pufr; NH3(aq) + NH4ACI

(Sigma Aldrich, ACS), pH = 9.6) byl po kazdych 3afzach vyndnén. AdTS DPV parametry
byly nasledujici:cas akumulace 120 s, @eni potencial —0.6 V, kowey potencial —1.6 V,
modulani ¢as 0,057 s¢asovy interval 0.2 s, potencialovy krok 1.05 m\ffedulani amplituda
250 mV, Eads = 0V, teplota 20 °C.

Chronopotenciometrick& rozpodst analyza - H pik

Adsorptivni genosova technika ve spojeni s chronopotenciometiickozpoustci analyzou
(CPSA) byla pouzita pro stanoveni prionovych pratgpomoci detekce derivace potenciélu za
jednotku ¢asu. (dE/dt)-1 jako funkce potencidlu E (Kizek d.,kB2001). CPSA parametry byly:
Istr —1 pA, teplota 20 °C, zakladni elektrolyt IH3BO3 + 0.05 M Na2B40O7 (pH 8.0).

VYSLEDKY A DISKUZE

V nasi praci jsme nejprvesrovali pozornost charakterizaci prionovych probeRrPC and PrPSC
(prion protein fragment 118 — 135; FW =1232 8-asheet breaker peptide, FW = 1597.9) pomoci
elektrochemickych technik. Zatfili jsme se na hledani optimalnich podminek jejsthnoveni,
jako je zpisob davkovéani jednotlivych vzark pH a druh elektrolytu, doba akumulace a teplota
zakladniho elektrolytu u jednotlivych testovanyclekeochemickych metod. Zjistili jsme, Ze
z hlediska davkovani vzorku je nejlepSiagpb pouziti adsorptivnitpnosové techniky (AdTS),
kterd umo#uje analyzu velmi nizkych koncentraci z velmi malénhnoZzstvi vzorku (5 pl) ve
srovnani s davkovanim vzorkutimo do elektrolytu v elektrochemické nadobce. Adi&m
umozni adsorbovat velmi malé mnozstvi vzorktimp na rtiovou kapku (Obr. 1A) a tak
nedochazi k nedsni vzorku jako @ nadavkovani do elektrolytu. Dale jsme zkoumalv ypH

v zavislosti na elektrochemické odéza zjistili jsme, Ze ze Skaly pH od 5.59 do 9.1mmndava
nejwtsi elektrochemickou odezvu peapH 7.38 a to jednak ip pouziti fosfatového, tak

i broratového pufru. # porovnani doby akumulace vzorku natduou elektrodu byla nejvyssi
odezva pozorovandipdobe akumulace 100 s (Obr. 1B)tiflelSi dols akumulace jiz nedochézelo
k dalSimu néistu elektrochemické odp&di. Nami zoptimalizované parametry jsme nadéle
aplikovali na metody cyklické voltametrie a difetan pulsni voltametrie. DalSi metodou byla
Brdickova reakce ve spojeni s difetef pulzni voltametrii. Tato metoda byla s édpem pouzita
pro detekci proteii jako metalothionein (Petrlova a kol., 2006), kde @ouZziti adsorptivni
pienosové techniky je mozno dosahnout az atomoldamédatrace. V nasi praci jsme aplikovali
stejné podminky a dosahli jsme detedo limitu 50 pmol v 5ul. Pro stanoveni proteinpomoci
metody CPSA byly vyuzity podminky autoKizek a kol. (Kizek a kol., 2001), kde se pomasbt
metody pod#lo detekovat az femtomolarni mnoZzstvi proteida pouziti stejnych podminek se
nam podélo dosahnout detekiho limitu 100 fmol v Gul.
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Obr. 1. A. Schéma pouziti adsorptivnfeposové techniky pouzité pro studium piioifl)
obnovitelna rtdovd elektroda, (2) vazba prionu na elektrodu, (3myd ostatnich
nizkomolekularnich latek. B. Zavislost vysky sigmél dol# akumulace. VySka signalu se zvySuje
se zvysujici se dobou akumulace. Nejvyssi sigh@baprovan pi dobe akumulace 100 s.

ZAVER

V této praci se nam potip definovat prionovy protein pomoci elektrochekyich technik, jako je
cyklicka voltametrie, diferemi pulzni voltametrie, Brdkova reakce ve spojeni s difetan pulzni
voltametrii a chronopotenciometrickd rozp@a§tanalyza. Diky pouZiti adsorptivnifgmosové

techniky se nam potito dosédhnout velmi nizkych limitdetekce z minimalniho mnoZzstvi vzorku,
coz mize hréat kléovou roli pro detekci priainz biologickych materidl
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