Abstrakt

Priony (PrP) jsou hlavni pfi¢inou neurodegenerativnich onemocnéni jako je ov¢i klusavka,
bovinni spongiformni encefalopatie, chronické straddni jelenovité zvéfe a lidska Creutzdfeld-
Jacobova choroba. PiestoZe se buné&ény PrP (PrP€) Gastni mnoha bunéénych procest, jeho pfesnd
funkce neni dosud zndma. Onemocnéni vznikd akumulaci patologické formy PrP (PrP™f), kterd
vznikd pfimym kontaktem PrP™F a PrP. PrP je ukotveny v membridné pomocni GPl a mlZe byt
prenasen mezi bunkami kontaktem, tzv. ,tunnelling nanotubes” nebo extracelularnimi vezikuly
(EV). Frakce EV se déli na exosomy, mikrovezikuly a apoptotickd téliska rozdilnou biogenezi. Prp™¢
se nachazi v exosomech a mikrovezikulech, ale tyto frakce EV nikdy nebyly mezi sebou porovnany.
Prvnim cilem dizertaéni prace je porovnat obsah PrP, prion konvertujici aktivitu a infektivitu
v téchto frakcich EV na CAD5 a N2a-PK1 bunécnych modelech infekce. Centrifugaci jsme izolovali
frakci velkych EV (20 000x g) a malych EV (110 000x g) z kondiciovaného média. EV jsme
charakterizovali pomoci kryo-elektronové mikroskopie a western blotem s markery Alix, TSG-101,
CD63, CD9 a HSP70. Kontaminace z jinych bunécnych kompartmentl byla ovérena kalnexinem.
Frakce EV se mezi sebou lisili obsahem B-1 integrinu. Malé EV maji snizenou a velké EV maji
zvySenou hladinu B-1 integrinu. Frakce malych EV obsahuje vezikuly o priimérné velikosti 79 nm a
velikost velkych EV zacind na 100 nm. Infekénost frakci EV byla studovana dvéma pfistupy —
standardizaci na plvodni objem kondiciovaného média (OVS) a standardizaci na celkové mnoZstvi
proteinu (TPS). U¢&innost infekce jsme sledovali pomoci bunétného blotu, western blotu a
standardniho scrapie testu bunék. Z vysledkl vyplyva, Ze infekce velkymi EV vede k 4x vy$Sim
prionovym signalim neZ infekce malymi EV u OVS a vice neZ 20x u infekce TPS, ktera je v souladu s
20x vyssi prion konvertujici aktivitou ve velkych EV. Vysledky jsme ovéfili na bunééném N2a-PK1-
RML modelu infekce. Nase data ukazuji, ze velké EV hraji v pfenosu PrP™t diilezit&jsi roli nez
rozsahle studované malé EV a obsahuji vice prion konvertujici aktivity.

EV se vsoucasnosti testuji pro vyuZiti vdiagnostice rGznych onemocnéni, vcetné
prionovych. Druha cast dizertacni prace se zaméfuje na optimalizaci detekce EV z krve pomoci
pratokové cytometrie a jejich diagnosticky potencial, ktery jsme hodnotili u pacientl
s roztrousenou sklerdzou (RS) a u predéasné narozenych déti. EV jsme izolovali ze Zilni krve pacientl
s RS a znacili pomoci protilatek proti endotelu, krevnim destickam, leukocytim a cervenym
krvinkam. U pfedcasné narozenych déti jsme EV izolovali z pupecnikové krve a znacili je protilatkami
proti endotelu a krevnim destickam. Standartni pritokova cytometrie s neprokazala rozdily mezi
pacienty s RS a zdravymi darci krve a ani mezi predcasné narozenymi a donosenymi détmi.
Vylepsenim cytometru o bocni rozptyl svétla na fialovém laseru jsme zlepsili citlivost cytometru. Po
tomto vylepSeni jsme znovu analyzovali vzorky pupecnikové krve. Analyzu standartnim bocénim
rozptylem pro modry laser jsme srovnali sanalyzou na fialovy bocni rozptyl a dosli jsme
k signifikantné korelujicim vysledkim. Spolehliva analyza EV z krve vyZaduje ddkladnou optimalizaci
izola¢niho protokolu, znaceni a detekce. Pfesto se nejevi zlepseni citlivosti cytometru zvlasté

kritické ve studiich porovnavajici rizné skupiny.
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