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Vsebinski opis projekta
V obdobju udinkovite protivirusne terapije HAART, nevroloski zapleti AIDS-a (nevroAIDS)
ostajajo nepremagljiv problem. Klini¢ni simptomi so s HIV-om povezana demenca (HAD), blage
kognitivne poSkodbe (MCMD) in vakuolarna mielopatija. HAD naj bi diagnosticirali pri okoli 10%,
MCMD pa pri do 30% okuzZenih odraslih, otroci pa so $e obcutljivejSi na u€inke HIV-a. Za
izboljSanje zdravstvenega stanja obolelih je zato pomembno razumevanje $e nepojasnjenih
mehanizmov s HIV-om povezane nevrodegeneracije. Odkritje biomarkerjev za napovedovanje
tveganja in za spremljanje napredovanja nevroAlDS-a bi izredno izbolj$ali zdravljenje
posameznikov okuzenih s HIV-om.

Znano je, da HIV v mozgane vstopi s pomocjo hematopoetskih celic, ki so nato vir nadaljnih
okuzb moZganskih celic. Glavna taréa HIV-a v mozganih so mikroglije (15% vseh celic CZS) in
astrociti (do 50% CZS volumna), sposobne polne ali le delne virusne okuzbe. Vzorci otrodkega
mozganskega tkiva in in vitro okuzenih celic so pokazali, da je Negativni faktor (Nef) najmocneje
izrazen virusni protein v astrocitih. Raziskave kazejo na vpletenost Nef-a v nevr AIDS, vendar
mehanizem ostaja nepojasnjen. Zunajceli¢ni Nef tako vpliva na viabilnost in metabolizem
mikroglij, astrocitov, oligodendrocitov in nevronov. Poveca tudi migracijo in nabiranje levkocitov
v mozganih. V predhodni Studiji smo prvi¢ pokazali, da Nef s pomocjo indukcije spro$¢anja
eksosomov (veziklov s premerom od 40-100 nm), pomembno stimulira svoje izlo€anje iz T celic,
in pri tar¢nih T limfocitih in vitro povzro€i celi€no smrt sproZzeno z aktivacijo. Ta fenomen smo
opazili tudi v primeru infekcije primarnih T limfocitov z virusom HIV. Nase rezultate so neodvisno
potrdili in Se dodatno pokazali prisotnost Nef-eksosomov v krvi tako s HAART zdravljenih kot
tudi nezdravljenih posameznikov.

Hipoteza predlaganega projekta je, da Nef vsebujoCi eksosomi, ki se sproscajo iz s HIV-om
okuzenih mikroglij in astrocitov, tvorijo rezervoar bioaktivnih veziklov, ki vplivajo na viabilnost in
diferenciacijo okoliskih celic CZS. Na$ glavni cilj je ovrednotiti in razumeti viogo virusnega
proteina Nef pri nevroAIDS-u in oceniti primernost Nef-eksosomov iz likvorja in/ali krvi kot
biomarkerjev za prisotnost tega stanja. Sprva bomo pokazali klinicno pomembnost Nef-
exosomov v CZS. V ta namen bomo optimizirali metodo za izolacijo eksosomov iz vzorcev



likvorja, nato pa eksosome izolirali iz likvorja in krvi s HIV-om okuzenih posameznikov in dolodili
prisotnost Nef. Za kvantikacijo eksosomov bomo razvili nov pristop na osnovi AF4-UV-MALS-
QELS-RI. Ocenili bomo tudi u€inek izraZanja Nef-a ali okuzbe celic s HIV-om na spro$¢anje in
sestavo eksosomov pri mikroglijah in astrocitih, ter preucili vpliv inhibicije izrazanja klju¢nih
celiénih tar¢ z siRNA tehniko in izrazanja mutiranih proteinov Nef na spro$€anje. Med celicami
CZS (astrociti, mikroglije, oligodendrociti, nevroni, izvorne Zivéne celice) bomo nato z
imunofluorescentno mikroskopijo dolocili tare Nef-eksosomov, ki jih bomo nato izpostavili Nef-
eksosomom in s pomocdjo pretocne citometrije, imunofluorescentne mikroskopije in
spektroskopskih metod ocenili u€inek na apoptozo, namnozZevanije in diferenciacijo celic.
Nazadnje bomo razvili minimalno invazivhe metode za spremljanje pojava in napredovanja
nevroAlDSa. V ta namen bomo eksosome izolirane iz likvorja s HIV-om okuzenih
posameznikov, analizirali z masno spektrometrijo in miRNA profiliranjem s gPCR metodo
terdolocili proteinsko sestavo in miRNA profil. Relevantne biomarkerje bomo preverili tudi na
vzorcih krvi istih okuzenih posameznikov.

Rezultati projekta bodo pomembno prispevali k razumevanju nevroAlDSa in fizioloSke vioge
eksosomov. Opisani bodo uginki proteina Nef na celice CZS, kar bo pomagalo pri iskanju novih
strategij pri omejitvi oziroma prepre€avanju Nef-patogeneze. Vpeljana bo tudi nova metoda v
diagnostiki AIDSa, pri kateri bodo Nef-eksosomi sluzili kot biomarkerji za spremljanje bolezni.



