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Vyzkum v prionové laboratofi je zaméren predevsim na studium patogeneze prionovych infekci
a vyvoj novych inaktivaénich a diagnostickych technik pro infekéni prionové ¢astice. Neobvykla stavba
a mechanismus replikace odlisuji priony od ostatnich infekénich agens. Odolnost priond vici fadé
standardnich sterilizacnich a dezinfekénich postupl ztéZzuje prevenci jejich prfenosu. Imunitni systém
nerozeznava priony jako cizi, netvofi se protilatky. To spolu s absenci specifického genomu komplikuje
jejich diagnostiku. Patogeneze prionovych infekci byla tradiéné studovana na zvifecich modelech. Tyto
experimenty jsou vSak extrémné ¢asové narocné, drahé a eticky sporné.

V nasi laboratofi jsme se pokusili zvysit relevanci soucasnych modell prionové infekce
v proliferujicich bunécénych kulturach vytvofenim modelu v nedélicich se diferencovanych bunkach.
Popsali jsme zmény exprese, postranslacnich Uprav a lokalizace bunécného prionového proteinu v
pribéhu diferenciace neurondlni linie CAD5!. Zjistili jsme, Ze v buné&lné kultufe prendsi velké
extracelularni vezikuly prionovou infekci efektivnéji nez Siroce studované exosomy. Vytvofili jsme novy
model prionové infekce v 3D diferencované kultufe CADS5 sferoidl (Obr. 1), ktery jsme opublikovali v
minulém roce. Model by mél slouZit pro studium pribéhu infekce v nedélicich se diferencovanych
bunkach a pro testovani ucinnosti vyvijenych anti-prionovych farmak.

V oblasti dekontaminacnich technik jsme jiz dfive popsali a patentovali origindlni metodu
fotodynamické inaktivace priont pomoci derivatd ftalocyaninu. V navazujici studii’> jsme prokazali
ucéinnost fotodynamické inaktivace radou experimentd vyuzivajicich nejen infikované bunécéné kultury,
ale i mysi model prionové infekce. Podafrilo se nam zjistit, Ze mechanisticky nejdalezZitéjsi molekulou
pfi inaktivaci prion( je ftalocyaniny generovany singletovy kyslik. Inaktivace je rychla, probiha za
pokojové teploty, vyuziva levné chemikalie a neprodukuje toxicky odpad (Obr. 2). Pfedpokladame, ze
by mohla najit uplatnéni jako standardni soucast sterilizacnich postupl neurochirurgickych nastrojl
pro sniZeni nebezpeci prenosu proteinovych infekénich ¢astic v rdmci operacnich vykon(.

V predchozi studii jsme popsali Uspésné zavedeni ultrasenzitivni metody detekce priont ,Real
Time Quacking Induced Conversion (RT-QuiC) assay”“ do na$i laboratofe. V soucasné studii®
demonstrujeme schopnost metody RT-QuIC citlivé a specificky detekovat priony nejen v mozkomisnim
moku, ale i v homogenizovaném vzorku kize (Obr. 3). Hladiny prion konvertujici aktivity v kazi
zemfrelych pacientl jsou o jeden azZ dva rady vyssi nez v korespondujicim mozkomiSnim moku. Mala
prabojnikova biopsie kiiZze by tak mohla predstavovat méné invazivni cestu pro ziskani validnich vzorkd
pro RT-QuIC vysetfeni. S analyzou vzork( kliZze pocitdme i v pfipravovaném protokolu na testovani tél
darovanych pro anatomické pitvy. Zaroven ve spolupraci s klinickymi pracovisti ovérujeme spolehlivost
prionového RT-QuIC na vzorcich mozkomisniho moku Zijicich pacientd. Ukazuje se, Ze metoda je
schopna potvrdit diagndzu prionového onemocnéni jesté za Zivota pacienta. Nasim cilem je prosadit
RT-QuIC mezi pojistovnou hrazena vysetreni. Navic chceme v souladu s publikovanymi poznatky vyuzit
jejiho principu k vyvoji a zavedeni RT-QuIC testll pro dalsi, mnohem podetnéjsi ,prion-like”
neurodegenerativni onemocnéni, jako je Alzheimerova a Parkinsonova nemoc.
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Obrazek 1) Novy model prionové infekce v 3D sferoidech diferencovanych bunék imortalizované neuronalni
linie CAD5. Buriky jsou kultivovany na kyvacce a postupnou vyménou média s odebranim séra dochazi soucasné
k rlistu sferoidd a diferenciaci bunék. Sferoidy dosahuji maximalni velikosti za 3 tydny (obrazky vlevo) a lze je
kultivovat po dobu az 9 tydnl. Obrazek vpravo predstavuje fez fixovanym a parafinem impregnovanym
sferoidem obarvenym protilatkou 6H4 proti prionovému proteinu (hnédd barva) a pfebarveny hematoxylinem s
eosinem. Cervené 3ipky ukazuji na depozita patologického prionového proteinu PrP,
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Obrazek 2) Demonstrace ucinnosti fotodynamické inaktivace priont pomoci disulfovaného ftalocyaninu
hydroxyhlinitého (AIPcOH(SOs)2). Homogenat mozku mysi infikované RML kmenem prion( obsahuje jak
normalni (PrP%), tak patologicky prionovy protein (PrP™E), ktery Ize detekovat jako k proteolytickému $tépeni
rezistentni fragmenty PrPres (Cervené hroty) pomoci protilatky na Western blotu (obrazek vlevo). Uprostied je
demonstrovana koncentracni zdvislost vymizeni signalu PrPres pfi expozici vzorku svételnému zdroji 5 min.
v pfitomnosti AIPcOH(SO3)2. Vpravo je ¢asova zavislost vymizeni signalu PrPres na délce osvitu vzorku pfi
koncentraci AIPcOH(SO3)2 0,1 pg mll. Vymizeni signélu je spojeno se signifikantnim poklesem infektivity pro
bunécné kultury a laboratorni mysi.
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Obrazek 3) Analyza pfitomnosti prion konvertujici aktivity v post-mortem parovych vzorcich mozkomi$niho
moku (CSF) a klize pomoci metody RT-QuIC. Vzorky pacientl s definitivni diagndzou prionového onemocnéni
(TSE, n=30, cervenad) a kontrol (CTRL, n=30, Seda). TSE 10X — desetkrat naredéné TSE vzorky (zelena). Zobrazen je
aritmeticky primér fluorescence a standardni odchylka. Oba typy vzorkd poskytuji dobrou separaci signalu.
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