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Nazov diplomovej prace: Izolacia exozomov produkovanych makrofagmi infikovanych F. tularensis

Ciel prace: Hlavnym cielom predkladanej prace bolo nastavenie a optimalizacia modelu izolacie exozémov z
infikovanych makrofagov izolovanych z mysi typu BALB/c, virulentnym kmeniom baktérie, Francisella
tularensis subsp. holarctica FSC200 s naslednou zékladnou charakterizaciou a identifikdciou vyizolovanych

proteinov , ktoré sa typicky vyskytuju v struktdre a obsahu exozomov.

Metddy: Nastavenie modelu pre metddu izolacie exozdmov prebehlo za vyuzitia svetelnej a fluorescencnej
mikroskopie, kedy boli stanovené podmienky experimentu — dvojhodinovy interval k infekcii, kultivacia
a infekcia buniek v prostredi bez obsahu séra. Pre samotnu izoldciu exozémov bol zvoleny postup zaloZeny
na pouziti diferencidlnej centrifugacie a ultracentrifugacie. K zdkladnej charakteristike vyizolovanych
exozomalnych proteinov boli vyuzité zvolené analytické metddy — stanovenie bielkoviny pomocou kyseliny
bicinchoninovej modifikované pre malé objemy a analyza pomocou dynamického rozptylu svetla. Vysledna

identifikacia tychto proteinov prebehla prevedenim hmotnostnej spektrometrie.

Vysledky: Na zéklade zvoleného metodického postupu bolo mozné vyizolovat a charakterizovat dva mysacie
proteiny v kontrolnej vzorke (proteiny vyizolované z neinfikovanych makrofdgov) a trindst mysacich
proteinov a dva proteiny povodom z F. tularensis v infikovanej vzorke (proteiny vyizolované z infikovanych
makrofagov). Hmotnostna spektrometria preukazala nulové alebo nedetekovatelné mnoiZstvo proteinov

typickych pre exozémy (napr. CD9, CD81, TSG101, Alix).

Zaver: Podmienky zvolené pre model izolacie exozdémov sa ukdzali ako nevyhovujuce z dévodu nizkeho
exozomalneho vytazku. Moznou pri¢inou je kratky Casovy interval zvoleny k infekcii makrofagov, pocas

ktorého nedochdadza k tvorbe dostatoéného mnozstva exozémov.
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