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ANOTACE

Bakalatska prace se zabyva extracelularnimi vezikuly, které maji dilezitou roli v mezibunécné
komunikaci. Zkouma slozeni, ptivod a velikost jednotlivych extracelularnich vezikuli. Na
ptikladech ukazuje vztahy mezi nddorovym onemocnénim a extraceluldrnimi vezikuly. Velka
¢ast prace se vénuje izolatnim technikdm exozomu, kterymi je Ize studovat nebo stanovit

celkové mnozstvi.
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TITLE

Methods of study and isolation of extracellular vesicles in relation to cancer

ANNOTATION

The bachelor thesis deals with extracellular vesicles, which play an important role in
intercellular communication. It examines the composition, origin and size of individual
extracellular vesicles. Explains the relationship between cancer and extracellular vesicles.
Another part of the work is devoted to laboratory techniques that can be used to isolate them or

study their composition.
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SEZNAM ZKRATEK A ZNACEK

APC Antigen prezentujici bunky
BSA Hovézi sérovy albumin

CCT2 Chaperonin obsahujici podjednotku 2

CD9 Tetraspanin
CD40 Kostimula¢ni protein v antigen prezentujicich bunikach
CD63 Protein, tetraspanin

CD81 Protein buné¢ného povrchu (TAPA-1) nebo tetraspanin-28
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C3b Komplement
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Epsl5 Receptor epidermalniho ristového faktoru

ESCRT  Endozomalni tfidici komplex potfebny pro transport

EV Extracelularni vezikuly
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HSPAS5  Protein tepelného Soku
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MHC Hlavni histokompatibilni komplex (Major Histocompatibility Complex)
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PEG Polyethylenglykol
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UVOD
Cilem préce je seznamit se s extracelularnimi vezikuly, jejich funkci v lidském organismu,

sloZzenim a vztahu k nadorovym onemocnénim.

Extracelularni vezikuly jsou v soucasnosti studovany v souvislosti s rakovinou. Jedna se
o vacky ve velikosti od nékolika desitek nanometrii az po vétsi vacky dosahujici velikosti
jednotek mikrometri. Podle jejich velikosti, vzniku, obsahu nebo funkce se dé€li do jednotlivych
kategorii. VSeobecné jsou zodpovédné za mezibunéénou komunikaci a jsou schopné prenaset
bun&éné slozky jako jsou lipidy, nukleové kyseliny nebo proteiny. Ulastni se i imunitnich

pochodu.

Vezikuly mohou byt dobrym zdrojem biomarkerti onemocnéni. To bylo potvrzeno naptiklad
u onemocnéni ledvin, kloubti, kardiovaskularniho onemocnéni, a specificky obsah byl potvrzen
v exozomech u Alzheimerovy nebo Parkinsonovy choroby. Studovanym faktem je jejich
spojitost s rakovinnymi zménami nejen diky vyskytu v nddorovych bunkéach, ale zkouma se
jejich pouziti jako terapeutik pii 1é€bé rakovinného onemocnéni. Exozomy se z rakovinnych
bunék uvoliiyji ve vétSim mnozstvi nez u normalnich bunék, coz zplsobi rychlejsi proliferaci,

invazi a rychlejsi vznik metastaz.

Druhym cilem prace jsou metody studia a izolace vezikulli. Pro studium vezikuld byla vyvinuta
celd fada laboratornich metod a postupli. Metody jsou zalozené na odliSnych principech izolace,
li§i se mirou Cistoty ziskanych vezikuld, naro¢nosti a potfebnymi zkuSenostmi pracovnika pii

izolaci, naroky na objem nebo Upravu vzorkil pied analyzou.

V soucasné dobé existuje fada izola¢nich technik, které jsou Setrné ke vzorku, ale je u nich
nutnd piedchozi laboratorni praxe a byvaji ¢asto zdlouhavé. Takovou technikou je magneticka
imunoprecipitace. Naopak jsou techniky, jako je ultracentrifugace, diky kterym se daji
exozomy rychle ziskat z biologického materidlu a nejsou narocné na €as a ani neni nutna

dlouhodob4 praxe pracovnika.
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1 Extracelularni vezikuly

1.1 Historie

V roce 1967 prokazal poprvé Peter Wolf roli vylucovani krevnich desti¢ek pti krevni koagulaci.
V souvislosti s tim roku 1980 Trams a kol. odhalili z&sadni roli, kterou extracelularni vezikuly
(EV) hraji pfi mezibunécném transportu zivin nebo trofickych zivin [1]. Mezi prvnimi, kdo
popsal EV, byli Pan a Johnstone v roce 1983. Zpocatku se ukazalo, ze uvoliiovani EV bylo
soucasti likvidacniho mechanismu pro odstraiovani nezddoucich materiali z bunky. Dalsi
vyzkum ukdzal, Ze uvoliovani EV je i dilezitym mediatorem mezibunééné komunikace, které

se ucastni fyziologického procesu, ale i patologické progrese [2].

1.2 Déleni extracelularnich vezikul

EV jsou vezikuly vézajici lipidy sekretované bunikkami do extracelularniho prostoru. Zakladni
déleni je na zaklad¢ jejich biogeneze, uvolilovacich cestach, velikosti, obsahu a slozeni na
mikrovezikuly (MV), exozomy a apoptickd téliska [3]. Jednotlivé EV jsou znazornény

v obrazku 1.

1.2.1 Mikrovezikuly

MV jsou EV, které se vytvareji puenim z buiiky ven nebo vystipnutim plazmatické membrany.
Jejich velikost se pohybuje v rozmezi od 100 do 1000 nm. Membrana MV obsahuje velké
mnozstvi cholesterolu, diacylglycerolu a fosfatidylserinu. Hlavnimi proteinovymi markery jsou

integriny, seriny a CD40 [4].

1.2.1.1 Vyznam mikrovezikul

MV byly pivodné charakterizovany jako produkty aktivovanych desticek a erytrocyti.
Diivodem bylo zapojeni do koagulace. V soucasné dobé jsou popisovany u riznych nemoci,
kam se tadi 1 rakovina [5]. Patii k takzvanym mikrovezikulim odvozenych z nadorit (TMV).
TMV nesou nékolik proteinh a mRNA nadorovych bunék, které se mohou pfenaset do
monocytit. TMV mohou aktivovat monocyty, kdy dojde ke zvySeni exprese lidského
leukocytarniho antigenu DR (HLA-DR), dale indukuji produkei kyslikovych meziprodukti,

akumulaci mRNA a sekreci proteinu TNF a interleukinti [6].

Monocyty jsou piimé prekurzory makrofagii odvozenych z krvetvornych kmenovych bunék, ty
se po jejich ndboru do nadorové tkdné mohou pifeménit na makrofagy spojené s nadorem

a podporovat tak zahajeni vzniku nadoru, jeho progresi nebo vzdalenou tvorbu metastaz [7].
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1.2.2 Exozomy

Vznikaji uvnitt buiiky jako multivezikularni téliska, poté se po fuzi s bunéénou membranou
uvolni do extracelularniho prostoru. Dosahuji velikosti mezi 30 az 150 nm. Exozomové
membrany obsahuji cholesterol, sfingomyelin, fosfatidylinositol, ceramid a lipidové rafty. Mezi
proteinové markery vyskytujici se u exozomt fadime CD63, CD9, CD81, CDS82, flotilin,
TSG101, Alix, HSP60, HSP70, HSPAS, CCT2 a HSP90 [4]. Uvniti obsahuji také nukleové
kyseliny jako jsou mikroRNA, dlouhé nekodujici RNA a kruhové RNA [8].

1.2.2.1 Vznik a vyvoj exozomii

Vznik exozomil je intenzivné regulovan specifickymi receptory a signaliza¢nimi drdhami.
Prvnim krokem je vznik ¢asného endozomu, ktery vznikd fuzi primarnich endocytarnich
vezikull. Pfi kombinovani ¢asnych endozomii dochazi ¢asto k vyméné endocytarniho obsahu
a membranového slozeni. Tento déj probihd pomoci klathrinové nebo kavelionové zavislé,
popiipadé nezavislé drahy. Casny endozom se miize vratit zpdt na plazmatickou membranu,
kde odevzda svij naklad k takzvané ,,recyklaci* nebo se zméni na ,,pozdni endozom* nazyvany
multivezikularni télisko. Rab5 s efektorem VPS34/p150 ma funkci klicového regulatoru
pfemény EV na pozdni endozom v plazmatické membranég. Po recyklaci nakladu na bunécné
membrané dochézi k tvorbé intraluminarniho veziklu v ¢asném endozomu pucenim na vnitini

membrang, ktera vede k sekvestraci a distribuci uvnitf vezikuld [9].

Ttidéni proteind intraluminarnich vezikull je vysoce regulovano mechanismem, zavislym na
endozomalnim tfidicim komplexu potfebnym pro transport (ESCRT) a nékdy na ném zavisly
neni. ESCRT-0, ESCRT-I, ESCRT-II a ESCRT-III jsou ¢tyfi jednotky tvofici celkovou
ESCRT. Kazda z nich organizuje jiné kroky pro vybér ndkladu a formaci exozomi. Na zacatku
cesty zéavislé na ESCRT se nachazi kiizovatka pro dodani nakladu urcend pro kontrolni
ubikvitinovy protein. V zavislosti na tomto proteinu jsou zapojeny vSechny jednotky ESCRT.
ESCRT-0 zodpovida za rozpoznavani monoubikvitovanych proteinii pomoci heterodimeru
HRS a STAMI1. HRS je cytosolovy protein asociovany s proteiny jako Eps15 a klathrin. HRS
pochézejici z klathrinu napoméha setkani s ubikvitovanym nékladem. ESCRT-I a ESCRT-II se
ptipojuji k ESCR-0, kde vytvofi silnou tfidici doménu s vysokou afinitou k ubikvitinovovému
substratu na endozomalni ¢4sti membrany a zde vypuci. ESCRT-III se pfipoji ke komplexu,
dojde k rozpadu membrany a uvolnéni do endozomu [9, 10]. Dojde k oznaceni intralumindrnich

vezikull, které se musi dodat do lysozomu, ale jen v tom pfipadé€, ze nejsou deubikvitovany
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deubikvitacnimi enzymy [11]. Tyto enzymy odstrani ubikvitin z nédkladu a ATP4za VPS4

s kofaktorem VTA1 rozebere ESCR komplex. Ty jsou pouzity znovu [9].

Hlavni roli v biogenezi ma Alix, proteineinovy marker exozomi. Vaze se na ESCRT-III
a dorucuje neubikvitovany ndklad do intralaminarnich vezikull v piimé vazb¢ na naklad jako
PARI nebo neptimo nesouci syndekany a tetraspanin CD63 [9]. Pfimou interakci synteninu
s Alixem pfes tii LYPX L pomahaji vzniku endozomélni membrany. ESCRT nezavisly
mechanismus probiha v melanosomech, lysozomech nebo endozomech ptibuznym organeldm
v melanocytech. Melanosomalni protein Pmell7, ktery se zapojuje s luminalnimi doménami
spolu s lipidy podilejici se na vzniku intralaminarnich vezikuli [9, 12]. Pmell7 neni zavisly na

ESCRT a existuje jako ¢asné endozomy potazené klathrinem [13].

Multivezikularni téliska jde sledovat i po vycerpani vSech jednotek ESCRT. Mohou se tvofit
nezéavisle na ESCRT. Exozomalni proteolipidovy protein je tfidény v multivezikularnich
téliscich lipidem obohacenym endozomalnimi subdoménami bez klathrinu nezavislého na
ESCRT. Takové exozomy jsou obohaceny cholesterolem, sfingomyelinem a ceramidem.
Tetraspanin CD63 je protein zprosttedkujici invaginaci do melanomové membrany nezavislym

zpisobem na ESCRT a ceramidu [10, 13].

Finalni fazi multivezikularnich télisek je splynuti s lysozomy, kde dojde k degradaci, protoze
obsahuji ubikvitovany ndklad nebo jdou smérem k plazmatické membrané¢ a uvolni
intralumindrni vezikuly do extracelularniho prostoru. Nékteré komponenty z rodiny Rab jako
jsou Rab27A a Rab27B jsou klicovymi medidtory v exozomalnim uvolfovéni, které je
vyvolano prenesenim multivezikularnich télisek na periferii buiiky a kone¢nou fuzi
s plazmatickou membranu [9]. Receptor pro rozpustny protein citlivy na N-ethylmaleimid
(SNARE) fidi membranové splynuti a exozomdlni sekreci. Cely proces zacind interakci
synaptotagminalniho proteinu, ktery ma funkci jako receptor vapenatych ionti a je na
multivezikularnich téliscich a plazmatické membrané¢ zndamy nebo oznacovany jako protein
syntaxin. Nashromazdéné multivezikularni téliska zakotvi na plazmatické membrané pies
trans-SNARE komplex slozeny z V-SNARE a T-SNARE. Ten vede k uvolnéni exozomi do
okoli [14].
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1.2.3 Apopticka téliska

Apopticka teliska jsou produkovana umirajicimi buiitkami a velikost maji v rozmezi od 50 do
5000 nm. Na membrandch maji nekryty fosfatidylserin a hlavni proteinové markery zahrnujici
histony, TSP a C3b. Apopticka téliska také obsahuji fragmentovanou DNA a bunééné organely
hostitelské bunky [4].

(&)
Q9
Exosomes Q 9
(50 - 100 nm}g Membrane fusion

Apoptotic bodies
(1-5pm)

Microvesicles
(100 — 1,000 nm)

Obrazek 1: Rozdil mezi velikostmi extraceluldarnich vezikulii a jejich vznikem (prevzato) [1]

1.3 Vyskyt exozomi v téle

Exozomy se v téle vyskytuji v riiznych té€lnich tekutinach, z nichZ byly izolovany. Mezi takové
tekutiny patii krev, sperma, sliny, plazma, mo¢, mozkomisni mok, epididymalni tekutina,
plodova voda, maligni a pleurdlni vytok z ascitu, tekutina ziskana pii bronchoalveolarni lavazi,

sinovialni tekutina 1 matetské mléko [15].

1.4 Funkce v organismu
V minulosti se predpokladalo, ze exozomy se podileji na odstraiiovani zbytecnych molekul,

které jsou lysozomdlnim systémem Spatné degradovany. DalSimi vyzkumy byla objevena ale

vvvvvv

zprosttedkovani komunikace mezi bunikami [3].
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1.4.1 Komunikace mezi bunikami

Tento typ komunikace je rozhodujici pro udrzeni fyziologické homeostazy a tidi patologické
projevy. SpiSe nez piimy kontakt mezi buiikami nebo uvolnéni a piijem extracelularnich
signalnich molekul, kam patfi cytokiny, hormony, riistové faktory a extracelularni matrix, se
exozomy objevuji jako rozhodujici prostfednici v intercelularni a intraceluldrni komunikaci,
ato pusobenim v misté nebo na dalku. Exozomy maji na povrchu lipidovou dvojvrstvou
membranu, ktera ma funkci ochranného stitu. Membrana zapouzdiuje a chrani mikroRNA nebo
proteiny pied degradaci RNazami nebo proteindzami. Studie uvedly, ze biologicka aktivita
exozomalnich molekul vérohodné reguluje bunééné signalizacni udalosti a biologické procesy

bunck piijemce [17].

1.5 Proteinové markery exozomiu

CDe63

Patti do nadrodiny tetraspanintl, skupiny proteinli se Ctyfmi transmembranovymi doménami
a sérii aminokyselinovych zbytkli. Nahromadéni tetraspaninem obohacenych mikrodomén
umoziiuje tetraspaninovym proteinim jako je CD63 interakci s jinymi integralnimi
membranovymi proteiny, véetné imunoglobulini, kadherint, proteoglykanti a signaliza¢nich
molekul na buné¢ném povrchu. Interakce maji vliv na bunééné funkce, mezi které patii adheze,
proliferace a imunitni odpovédi. Povrch CD63 mize byt endocytovany do vezikull potazenych

klathrinem a nasledné dodany do ¢asnych endozomtl.

CD63 muze byt napomocny pii tvorbé hlavniho histokompatibilniho komplexu (MHC) tfidy II
z plazmatické membrany do endozomalnich kompartmenti a je také rekrutovany do
fagocytarnich vakuol s cizorodym obsahem, ktery se internalizuje a pozdé€ji prevede na
endozomy. Protein CD63 je také spojovany s virovymi interakcemi, naptiklad u viru Epsteina-

Barrové [18].

CD9

Clen nadrodiny tetraspaninti, ktery je pfitomny na hematopoetickych buiikich a buikéch
regulujici aktivitu hematopoézy v kostni dfeni. Hojné je exprimovany na plazmatické
membrané bun€k myeloidni linie, jako jsou bazofily, zirné bunky, makrofagy a eozinofily.
Podili se i na regulaci lymfoidni linie. Pouziva se jako biomarker u rakovinnych procest, kde
ma vztah k lep§imu pfeziti a pii jeho prikazu se jedna o pozdéjsi stadium rakoviny nebo jeji

invazi [19].
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CD81
Clen rodiny tetraspanini, exprimovany fadou hematopoetickych bundk, kam patfi

B a T lymfocyty, monocyty, dendritické bunky [20].

CDS82

Patti do rodiny tetraspanini. Objevuje se u fyziologickych i patologickych procesu.
Patologickymi procesy jsou invaze a metastaze rakoviny, kdy ma vliv na potlaceni vzniku
metastaz u mnoha malignich solidnich nadorovych buné€k jako je rakovina prostaty, mocového

meéchyfte, rakovina prsu, pankreatu a dal$ich [21].

Proteiny tepelného Soku

Jsou to molekularni chaperony, které udrzuji homeostazu proteinti diky spravnému skladani
a aktivaci proteinit v bunice. Vyznacuji se také schopnosti nadmérného vylucovani pii
stresovych podminkéach. Mezi tyto proteiny se fadi vice molekul, které dostaly své nazvy podle

jejich pfiblizné molekulové hmotnosti. Patfi sem naptiklad HSP60, HSP70, HSP90 a dalsi.

wvrwe

neurodegenerace [22].

Alix
Protein se podili na apoptdze, ma schopnost se vazat na protein vazajici vapenaté ionty, reguluje
bunécnou adhezi, tfidéni proteind, pomaha pii adaptaci na stresové podminky, dale se podili na

vyvoji mozku a smrti neuralnich bunék [23].

Flotiliny
Jsou to vysoce konzervované hydrofobni myristoylované a palmitoylované proteiny, patiici do
skupiny prohibitinii. Jejich umisténi je na vnitini strané¢ plazmatické membrany, kde hraji

zasadni roli pfi tvorbé lipidovych raftii. Obohacuji intracelularni vezikuly 1 EV [24].

1.6 Vyuziti exozomi v diagnostice a 1é¢bé

Exozomy mohou slouzit jako dulezité biomarkery pro riizna onemocnéni. Napiiklad bylo
zjiSténo, Ze exozomy Vv plazmé€ i mozkomiSnim moku pacientii s diagn6zou Parkinsonovy
choroby obsahuji alfa synuklein. Exozomy izolované z mo¢i demonstruji schopnost prikazu
akutniho poskozeni ledvin. Usp&né bylo ihledani rakovinnych markerii v exozomech

u pacientii s nadorovym onemocnénim [3], kterému se dale vénuje kapitola 2.
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Vyuziti exozoml nesouci biomarkery je idedlni z divodu minimélniho neinvazivniho zasahu
do téla pacienta. Jedna se totiz o odbér takzvané ,,kapalné biopsie®. Je to metoda pouzivajici se

k diagnostice, ale i k monitorovani odpovédi pacienta na 1écbu [3].

Jak bylo zjisténo, krevni desticky vylucuji exozomy schopné regulovat koagula¢ni reakci. Také
buniky imunitniho systému, jako jsou B lymfocyty a dendritické builky, zprostiedkovavaji
imunitni odpovédi zavislé na MHC prezentaci peptidu po sekreci nanovezikul. Za timto ucelem
jsou vezikuly opatfeny specifickymi adhezivnimi molekulami pro tzké zacileni na recipientni

buiiky [16].

Dalsi potencial vyuziti exozomu je pii vyvoji vakcin a pro jiné imunologické ucely, protoze
exozomy pusobi v podstaté jako vezikuly prezentujici antigeny. Exozomy maji dlouhy
cirkula¢ni polocas, jsou tolerovany lidskym télem bez jakékoliv odpovédi a jsou schopné nejen
pronikat bunéénymi membranami, ale také jsou cilené na specifické typy bunck, které z nich

délaji vhodného kandidata pro imunologické aplikace [3].

Exozomy odvozené z mezenchymadlnich kmenovych bunék maji potencidlni terapeutické
vyuziti. Maji znamé protizanétlivé a regeneracni UCinky. Jsou nejcastéjSim pouZivanym
zdrojem exozomu. Pfendsi sloZky vcetné mikroRNA a proteinil, kam patii interleukin-10 (IL-
10) a transformujici rustovy faktor-f (TGF-B). Inhibuji expresi prozanétlivych cytokint,
projevujici se protizanétlivymi uinky a podporuji regeneraci tkané zvySenim piestavby
extracelularni matrix. Diky tomu maji exozomy terapeuticky potencidl proti riznym

onemocnénim. Patfi sem kardiovaskularni onemocnéni, poskozeni jater, poskozeni ledvin

a nervové poskozeni.

K 1écbé onemocnéni lze vyuzit samostatnych mezenchymalnich kmenovych bunék nebo
Terapeutika na bazi exozoml maji nizsi riziko vzniku teratomu nebo embolie, které patii
k hlavnim riziklim terapie mezenchymalnimi kmenovymi buiikami. Exozomy vylu¢ované
z indukovanych pluripotentnich kmenovych bunék odvozenych z mezenchymalnich
kmenovych bun¢k se mohou také uplatiiovat pro jejich terapeutické ucinky. Tyto exozomy maji
lepsi UCinek pifi osteoartdoze v porovnani se stejnym poctem exozomu vyluCovanych
z mezenchymalnich kmenovych bunék odvozenych ze synovialni membrany. Exozomy
vylu¢ované z indukovanych pluripotentnich kmenovych bun¢k, embryonélnich kmenovych
bunck a srde¢nich progenitorovych bun€k maji podobny terapeuticky ucinek jako exozomy

odvozené z mezenchymalnich kmenovych bunék.
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U exozomu pochézejicich z mléka byly potvrzeny imunomodulaéni ucinky na vyvoj ditéte.
Arntz a jeho kol. prokazali, ze ordlnim poddvanim exozomu odvozenych z hovéziho mléka
dojde ke zmirnéni artritidy. U exozomovych vezikuli odvozenych zrostlin, bylo také
prokazano, ze maji imunomodula¢ni Gc¢inky, i kdyz neni jasné, zda tyto vezikuly odpovidaji
definici exozomt.. Imunogenita je hlavnim problémem mlécnych a rostlinnych exozomt,
protoze se jedna o xenogenni vezikuly. Oralni podani téchto xenogennich vezikul miize byt

bezpecnou formou, protoze se jedna o latky odvozené od potravin [25].
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2 Nadorova onemocnéni a exozomy

Pti tvorbé primarnich nadort je nutné aktivni komunikace mezi sousednimi burikami a okolnim
prosttedim. Tuto Ulohu maji na starosti EV. Mezibunécnd komunikace probihd mezi
nadorovymi buiikami a okolnim mikroprostiedim nadoru. EV se G¢astni riznych invazivnich

procesu a urychluji metastaze [1].

2.1 Uloha exozomalnich mikroRNA u nadori

Rakovinné bunky uvoliluji vice exozomil nez zdravé buiiky, ¢im podporuji mnoho aspektii
nadorové malignity véetné proliferace, invaze, metastaze, angiogeneze a imunosuprese [26].
Pfi proliferaci rakovinnych bun€k nosohltanu u ¢lovéka jsou exozomy uvolnény z nadoru
aktivnim prenosem onco-mikroRNA. Mezi onco-mikroRNA patii mikroRNA-106-5p,
mikroRNA-891a, mikroRNA-24-3p a mikroRNA20a-5p, které propaguji proliferaci bunck
inhibici proteinu MARKI1 signalni drdhou [27].

Kogure a jeho kol. publikovali, Ze exozomalni mikroRNA-584 je schopna urychlit proliferaci
rakovinnych hepatocelularnich bun¢k [28]. Dalsi védci zdlraznili schopnost onkogenni
mikroRNA indukovat metastdzy a agresivni hmotu zmista nadoru. Diive byly
zdokumentovany exozomy pochazejici z nddoru podle vyskytu mikroRNA-29a a mikroRNA-
21, které ptispivaji k naddorové bunééné proliferaci a invazi. Aktivace NF-kB pomoci toll-like
receptoru (TLR) po proudu signalizace v imunitnich buitkdch vede k produkci cytokind
imunitniho systému, které zesiluji déleni nadorovych bunék a rychlost metastaze [29]. V jiné
préci bylo dokazéano, Ze mikroRNA uvolnéna nddorem plisobi jako ligand pro rodinu receptorti
TLR, lidskych TLR8 a mySich TLR7 v imunitnich buinikach, které podporuji prometastatické
zanétlivé faktory vedouci k pohybu nadorovych bunck a jejich agresivité [30]. Kromé toho
mikroRNA-105 v exozomech z rakovinnych bunck stimuluje invazi do mozku a dychaciho
systému, kde ptisobi jako ZO-1 inhibicni ¢inidlo v endotelidlnich bunkéch a usnadiuje migraci
bunék [31]. V tomto ohledu exozomy nesouci mikroRNA-21 stimuluji invazi a pfemisténi
nadorovych bun¢k jicnu prostfednictvim aktivace osou PDCD4/INK v recipientnich buiikach
[32]. Jina studie exozomalni mikroRNA-122 z buné€k prsu piispivala k zménénému uspoiadani
metabolismu glukozy a tvorbé vyklenkli v metastazich [33]. Krysi BSp73ASML rakovinné
bunky obsahuji tzv. onco-mikroRNA jako jsou mikroRNA-494 a mikroRNA-542-3p regulujici
tvorbu katherin-17 a matrixové metaloproteiny. Ty podporuji tvorbu premestazujiciho

vyklenku v piijemcovych hostitelskych bunkach [34].
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2.2 Diagnostické vyuziti vezikulii pFi nadorovém onemocnéni

Proteinové markery obsazené v exozomech, které byly ziskané z rakovinnych bunék, maji

vyznamnou roli jako ¢asné biomarkery pfi detekci rakoviny, relapsu i metastatického Sifeni.

Glypikan-1 obsazeny v exozomech byl detekovan u pacientt s rakovinou slinivky bfisni se 100
% specifitou a 100 % senzitivitou v porovnani se zdravimi pacienty a pacienty s benigni
pankreatickou 1ézi. Tato skuteCnost poméha pfi rozliSeni mezi benignimi a malignimi
pankreatickymi l1ézemi. Dal§im vyuzitim tohoto proteinu je jeho koncentrace, diky které se da
urcit, zda se jednéd o relaps po chirurgickém zakroku nebo o metastatické Sifeni. Exozomy

s glypikanem-1 Ize detekovat také pii rakovin€ prsu nebo u pacientl s gliomem [35].

Dal$im vyznamnym proteinem je transmembranovy protein 256 (TM256). Vyskytuje se v moci
u pacientd s prostatickym karcinomem a ma velmi vysokou citlivost, ktera je 94 % a 100 %

specifitu [36].

2.3 Terapie pri nadorovém onemocnéni s pouzitim vezikuli

Exozomy ziskané z dendritickych bun€k mohou mit nejen potencidlni vyuziti jako
protirakovinné vakciny, protoZe si ponechavaji povahu dendritickych bunék jako antigen
prezentujici buiiky (APC) [25], ale jsou také schopné eradikovat a potlacit rist mysich nadora

zavislych na T lymfocytech [16].

Molekuly MHC, MHC-I a MHC-II, a kostimula¢ni faktor jako CD86 jsou exprimovany na
povrchu exozomi z dendritickych bun¢k. Pii podani exozom ziskanych z dendritickych bunék
inkubovanych spolu s rakovinnymi antigeny bylo prokazano, ze dochazi k indukei specifické
protinddorové odpovédi T lymfocytl. Ackoliv byla potvrzena pfima aktivace T lymfocyth
povrchovymi exozomdlnimi antigeny, hlavni T bunéénd odpovéd’ je indukovana APC se
zachycenymi exozomy. Dale bylo potvrzeno, ze zralé exozomy pochazejici z dendritickych
bunék vyvolavaji silnou T bunécnou odpoveéd’ v porovnani s nezralymi dendritickymi bunkami.
Prezentaci exozomadlnich antigent z dendritickych bunék dojde k aktivaci pfirozenych
zabijec¢skych bunék (NK) pomoci svych povrchovych receptort, kterymi jsou NKG2D ligand
a IL-15Ra [25].

Dalsi studie dokazaly, ze exozomy vylucované glioblastomem a zirnymi bufikami mohou nést
mRNA kodujici az 1300 gend, které jsou dodany a spravné pfeneseny do cilovych bunék.
Takova RNA spojena s vezikuly se nazyva kyvadlova RNA a zahrnuje i malé RNA, jako jsou

mikroRNA. Tyto mikroRNA jsou funk¢ni v cilovych buiikach, kde u¢innost genu utlumi [16].
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Ptredchozim odstavci bylo ukdzano, ze exozomy pochazejici z BI6BL6 mySiho melanomu
obsahuji melanomové antigeny indukované B16BL6 T bunéfnou odpovédi a potlacuji
nadorovy rast. Na druhé strané bylo popsano, Ze exozomy z rakovinnych bun¢k maji roli
v progresi rakoviny, metastaze a rezistenci na léky. Testovani bezpecnosti je nezbytné pro

pouziti exozomu ziskanych z nadorovych bunék pro vakcinu [25].
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3 Metody izolace a studia vezikuli

Za ucelem studia a potencidlni aplikace specifickych EV v biomediciné je velmi dilezité
izolovat tyto exozomy od Sirokého spektra bunécnych komponent a rusivych soucasti.
Techniky izolace by mély vykazovat vysokou tcinnost a mely by byt univerzalni pro izolace
exozomu z raznorodych matrici. V soucasnosti jsou metody zaloZeny na izolaci a prukazu
pomoci optickych a neoptickych technik vyvinutych pro méfeni velikosti exozomu, sledovani
morfologie, stanoveni pocCtu a biochemickém slozeni exozomu. Techniky vyuzivaji riizné
vlastnosti exozomil, jako je naptiklad hustota, tvar, velikost nebo proteiny obsazené na povrchu

jejich membran. Techniky maji své vyhody a nevyhody pfi izolaci [37], ptehled je uveden

v tabulce 1.

Tabulka 1: Prehled technik

Diferencialni ultracentrifugace

Li 2017 [37] Doyle 2019 [2,3]

Ultracentrifugace hustotniho gardientu

Li 2017 [37] Doyle 2019 [3]

Zonalni centrifugace

Doyle 2019 [3]

Izopyknicka centrifugace

Doyle 2019 [3]

Ultrafiltrace

Doyle 2019 [3]

Gelové chromatografie

Carnino 2019 [4]

ExoMir™ Kit

Doyle 2019 [3] Yang 2020[41]

Sekvenéni filtrace

Heinemann 2014 [42]

Frakcionace tokem v poli

Hyun 2018 [43]

ELISA

Gurunathan 2019 [15]
Grange 2014 [45] Cox 2004 [4]

Magnetickd imuniprecipitace

Niu 2020 [47]

Western blot

Mishra 2017 [48] Bass 2017 [5]

Priitokova cytometrie

Koritzinsky 2017 [50]

Precipitace polyethylenglykolem

Batrakova 2015 [51]

Aglutinace indukovand lektinem

Samsonov 2016 [52]

Akusticky nanofiltr

Ko 2016 [53] Shao 2018 [6]

ExoChip

Kanwar 2014 [54]

Mikrofluidni ¢ip na bazi imunomagnetickych kuli¢ek

Niu 2020 [46] Niu 2020 [7]

Transmisni elektronovad mikroskopie

Van der Pol 2010 [55]
Muller 2016 [8]
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3.1 Metody ultracentrifugace

Heterogenni smési suspenzi, jsou vystaveny odstiedivé sile neboli odstfed’ovani. Slozky
v suspenzi se diky odsttedivé sile usazuji podle své hustoty, velikosti a tvaru ¢astic. Hust$i nebo
vEtsi Castice se usazuji jako prvni. Pii odstied’ovani se Casto pouzivaji Cisté separacni Casticové
materidly, které maji hydrodynamické vlastnosti polymernich materiali v¢etné biopolymert,
jako jsou nukleové kyseliny a proteiny. V zavislosti na odstfedivé sile se Castice pro separaci
mohou do suspenze piidavat postupné podle fyzikalnich vlastnosti, hustoty a viskozity
rozpoustédla. Ultracentrifugace je odstfedovaci proces, pfi kterém se vyuzivd mimotadné

vysokych hodnot odstiedivé sily az do 1 000 000x g.

Existuji dva druhy ultracentrifugace — analyticka a preparativni. Analytickd ultracentrifugace
vyuziva fyzikalné — chemickych vlastnosti ¢asticovych materialti a molekularnich interakci
polymernich materidli. Preparativni ultracentrifugace je také dillezitd pro izolaci exozomd,
protoze je uréena pro rozdéleni malych biocéstic, jako jsou viry, bakterie, podbunééné organely
a extracelularni vezikuly. Izolace exozomil zalozena na ultracentrifugaci je nejpouzivanéjsi
technikou izolace exozomu. Predstavuje az 56 % vSech izola¢nich technik. Vyhodami je snadné
pouziti, nevyzaduje se velka technicka znalost, je cenové dostupnd, neni naro¢nd na cas a lze ji
vyuzit 1 bez predchozi upravy vzorku. Nejpopularnéjsi je preparativni ultracentrifugace, ktera
se déli na dva typy — diferencialni ultracentrifugace a ultracentrifugace hustotniho gradientu

[37].

3.1.1 Diferencialni ultracentrifugace

Tento typ centrifugace je nejpouzivangj$i metodou pro izolaci exozomil a zbytki [38]. Metoda
je zalozena na odstfedivé sile, separaci exozomu a extracelularnich vezikul od extracelularni
matrici, kterd zavisi na hustoté¢, velikosti a tvaru ¢astic, kdy vétsi a hustsi ¢astice sedimentuji

nejrychleji [39].

Prvnim krokem je centrifugace média s bunécnou kulturou pii 500x g 10 minut, kdy se usazuji
bunécné zbytky a vétsi Castice z matrice. Sediment se vyhodi a supernatant se prefiltruje pies
0,22 um filtraéni membréanu. Po filtraci nasleduje dalsi centrifugace pti 10 000x g po dobu 30
minut, ktera podpoii vy€isténi matrice od zbytki a odstranéni vétSich EV a apoptickych télisek.
Posledni krokem je odstfedéni supernatantu pti odstiedivé sile 100 000x g po dobu 60 az 90
minut. Exozomalni vytézek muze byt zvySen pouzitim delSiho ¢asu odstied’ovani pii otackach

100 000x g [3]. Cely postup centrifugace znazoriiuje obrazek 2.
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Bylo dokazano, ze pii delSim odstfed'ovani vice jak 4 hodiny, dochdzi k vyznamnému
mechanickému poskozeni exozomt a vyssi kontaminaci rozpusténym proteinem ve vysledném
produktu [40]. Pfi centrifugaci méné€ nez 4 hodiny pii otdckach 100 000x g, vede centrifugace

jen k obohaceni exozomil, tudiZz k nedokonalému odstranéni exozomil od ostatnich slozek

vewr

coz ztézuje zpracovani nékolika vzorkl v kratkém cCase. Vyhodou je malé technickd zdatnost

a malé nebo zadna Uprava vzorku pted analyzou [3].

Bunécéné kultivaéni médium

‘ 300-500 g, 10 min
[ l

Sediment Supernatant

T
Vyhodit do odpadu | 0.22 um filter

Prefiltrované bunééné
kultivaéni médium

T
J 10,000 g, 30 min

Sediment

(zbytky a vétsi EV) Supernatant
- T
Vyhodit do odpadu 100,000 g, 60-90
min,
Exozomalni sediment
Resuspenze

Obrazek 2: Postup pri diferencialni ultracentrifugaci (prevzato a upraveno) [2]

3.1.2 Ultracentrifugace hustotniho gradientu

Metoda centrifugace v hustotnim gradientu je bézné uzivand pii vyzkumu. Principem je
podobna diferencialni centrifugaci, kde dochazi k separaci zalozené na velikosti a hustoté.
Rozdilem je, Ze dochézi k centrifugaci v pfitomnosti piedem vytvoteného hustotniho gradientu,
obvykle vyrobeného ze sachar6zy nebo jodoxinolu, v centrifuga¢ni zkumavce. Vzorek se

umisti na vrchol gradientu, aplikuje se odstfediva sila, kdy dochéazi k prachodu castic
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gradientem, ktery zvysuje hustotu od shoda dolt, kdy za specifickych pomért dojde k separaci.
Exozomy mohou byt poté shromazd’ovany frakcionaci obvykle v hustotnim poméru 1,1 az 1,2
g/ml. Metoda je velmi G¢inna pii oddélovani EV, vcetné¢ exozomi od proteinovych shlukt
a nemembranovych CasteCek. Je uziteCna zejména pro separaci exozomi od jinych EV
v télesnych tekutindch. Metoda ma stejnou nevyhodu jako diferencidlni centrifugace, kterou je
nizka vytéznost exozomu. Existuji dva typy centrifugace s hustotnim gradientem, kam patfi

zonalni centrifugace a izopyknickéa centrifugace [3]. Rozdil mezi nimi znazoriiuje obrazek 3.

Zonalni centrifugace

Principem je separace na zakladé sedimentacni rychlosti. Vzorek se umisti na mélky vrchol
gradientu, kdy po odstfedéni dojde k rozd€leni vzorku do riznych z6n na zaklad¢ sedimentacni
rychlosti, kdy se pohybuje ptes gradient s rostouci hustotou smérem ke dnu zkumavky. Hustsi
¢astice se budou pohybovat ke dnu zkumavky rychleji, protoze prochazi hust§imi vrstvami
snadnéji nez mensi ¢astecky. Dulezité je sledovani ¢asu odstied’ovani, protoze castice se mohou

usazovat na dno zkumavky [3].

Izopyknicka centrifugace

Pii izopyknické centrifugaci dochazi k usazovani ¢astic ve frakei strmého gradientu hustoty,
zndmého jako izopyknicka poloha. Hustota gradientu v této poloze je stejna jako vztlakova
hustota castic a diky tomu ziistavaji ¢astice v dané casti gradientu. Metoda ma tu vyhodu, ze
1 pti delsi dobé odstied’'ovani nedochéazi k usazovani ¢astic na dno zkumavky. To je odliSnost
od zonalni centrifugace. Diky rozdilnym hustotdam budou mit apopticka téliska, MV, exozomy

a rozpusténé proteiny jiné izopyknické polohy, které zajisti oddéleni extracelularnich slozek

[3].
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Obrazek 3: Rozdil mezi zonalni a izopyknickou centrifugaci (prevzato) [3]
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3.2 Technika izolace zaloZena na velikosti vezikulu

3.2.1 Ultrafiltrace

molekulové hmotnosti exozomu. K izolaci se vyuzivaji membranové filtry s definovanou
velikosti nebo molekulovou hmotnosti pro ur€ité¢ vylucovaci limity [15]. To znamena, ze
Castice, které maji vetsi molekulovou hmotnost jsou zadrzeny na filtru a castice o mensi
molekulové hmotnosti, nez je pouzity filtr, prochazeji filtrem do filtratu. Jednim tézkym tkolem
pti ultrafiltraci je mozné ucpani filtru a zachyceni vezikul, tim i nasledna ztrata exozomut na
filtracnim papife. Pouzitim filtri s vétsi molekulovou hmotnosti a nasledné pouziti filtrii pro
mensi molekulovou hmotnost 1ze minimalizovat ucpani pord, ale kone¢ny filtrat nelze pouzit
pro dalsi analyzu. Ultrafiltrace je sice mén¢ narocnd na Cas nez ultracentrifugace a nevyzaduje
specialni vybaveni, i zde mize dojit k deformaci ¢astic ¢i lyze exozomi. Diivodem je smykova

sila, ktera se dé snizit sledovanim a regulaci transmembranového tlaku [3].

3.2.2 Gelova chromatografie

Metoda je zaloZend na vyuziti poréznich kulicek, které odd€luji biomolekuly podle
hydrodynamickych polomért. Zahrnuje filtraci roztoku ptes sloupec s poréznimi kulickami
s poloméry mensimi, neZ jsou extracelularni vezikuly, které chceme ziskat. Vysledkem procesu
jsou eluované frakce v potadi s klesajici velikosti. Frakce, kde jsou obsaZeny pozadované
exozomy, lze selektivné izolovat. Jednim z problémil techniky je mozna kontaminace vzorku
ostatnimi molekulami podobné velikosti, které se eluuji stejnou rychlosti. Dilezita je Cistota
ptipravy, udrzeni integrity vezikul a prevence pted shlukovanim extracelularnich vezikul. Kviili
prekryvani velikosti dochdzi obtiZznému izolovani jednotlivych kategorii exozomi. Nevyhodou
je omezeni objemu vzorku, potieba specializované¢ho vybaveni, kam pafi chromatografické

sloupce a také slozitost techniky. Rychlost zpracovani je rychlé a odviji se na mnoZzstvi vzorku

[4].

3.2.3 Izola¢ni kit pro exozomy

ExoMir™ Kit

Dostupnd izola¢ni souprava s nazvem ExoMir™ Kit izoluje exozomy na zaklad¢ velikosti.
Jedna se o dvé membrany o velikosti 200 a 20 nm. Jsou umistény do st¥ikacky, kde filtr
o velikosti 200 nm je umistén nahoie a filtr o velikosti 20 nm je umistén dole. Vzorek je tfeba
pfedem upravit pomoci centrifugace pii nizké odstiedivé sile, buiiky a bunécné zbytky se usadi.

Pouzitim proteindzy K dojde k rozbiti vétSich bun€k, které by mohly zpiisobit ucpani filtrt.
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Upraveny vzorek prochazi stiikackou pies filtr, kde se vétsi buniky nez 200 nm nedostanou dél
filtrem. Mezi filtry zistanou bunky se svou velikosti mezi 200 a 20 nm, mensi buiiky projdou

1 dalSim filtrem. Tyto bunky se vyhodi [3,41].

3.2.4 Sekvencni filtrace

Prvnim krokem je dead-end (normaélni) filtrace, kde se supernatant o objemu 150 ml oc¢isti od
bunécnych zbytkl a ostatnich buné¢k pii 22 °C. Pouziva se filtr o velikosti 0,1 um s nizkymi
vazebnymi vlastnostmi k proteintim. Ptes filtr neprojdou velké a pevné Castice. Pfi filtraci se

ptfidava 1 PBS k dosaZeni vétsiho vytézku exozomd.

Druhym krokem je filtrace s tangencidlnim tokem. Filtrat se pfevede do konické zkumavky
aprovede se tangencialni filtrace pii 4 °C. Vzorek s exozomy je kontinualné¢ nasdvany
z konické zkumavky pomoci dutych vlaken a zpétné recirkulovany do konické zkumavky. Malé
molekuly i s volnym proteinem jsou vedeny pory s nizkymi vladkny, kde jsou vylouceny jako
permedt a nasledné odstranény. Vétsi molekuly jako jsou exozomy a MV jsou velké na to, aby
prosly pory a jsou tedy udrzovany v obéhu jako retentat. Ten se zakoncentruje na objem
pfiblizn€¢ 50 ml. Tlak filtrace se musi sledovat, aby byl v rozmezi 1,5 az 2,5 PSI. Tim se
minimalizuje ztrata exozomil do permeatu. Zakoncentrovany vzorek se upravi pomoci péti
cykla diafiltrace a PBS na objem 250 ml. Poté se vzorek znovu zakoncentruje pomoci
targentidlni filtrace, kdy se vzorek zbavi kontaminant menSich nez 500 kDa molekulové
hmotnosti. V patém cyklu diafiltrace se vzorek redukuje na objem 10 ml a filtr se jesté

proplachne 10 ml PBS, kdy se z filtru vyplavi exozomy.

Posledni krokem je filtrace track etch, kdy se konicka zkumavka oddéli od zatizeni a vzorkem
se naplni stfikacka o objemu 20 ml. Stiikacka se pfipoji k tlakovému snimaci s filtrem
TrackEtch o velikosti 10 nm. Béhem filtrace pii 22 °C se musi kontrolovat transmembranovy
tlak, ktery nesmi ptekrocit hodnotu 3,5 PSI. Tlak se kontroluje z divodu toho, aby neprochéazely

filtrem neexomalni mikroc¢éstice. Po konecné filtraci se filtr jeste proplachne PBS [42].

3.2.5 Frakcionace tokem v poli

Je to technika izolace, kdy jsou castice separovany podle jejich umisténi v laminarnim
rychlostnim gradientu. Pfi asymetrické frakci toku v poli dojde ke kolmému pii¢nému toku
k toku dolniho kanalu, ktery pohani ¢éstice smérem k membrané ohranicujici kanal. Difuze
zpusobi migraci ¢astic ven z membrany proti pficnému toku. Mens$i ¢astice maji vétsi Browniiv
pohyb, diky kterému migruji rychleji do velkého toku, kde se rychlost parabolicky zrychluje se

vzdalenosti od membrany. Mensi ¢astice tedy rychleji migruji polem nez ¢astice velké, vylucuji
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se z kanalu v typickych casech, kterym odpovidaji charakteristické piky. Tyto frakce se daji
detekovat podobné jako pti HPLC-GEC.

Technika frakcionace tokem v poli se vyuziva pro izolaci ¢astic raznych velikosti. Technika je
ke vzorku a nevyzaduje zadnou stacionarni fazi. Jemnd separacni sila pasobi v gradientu
velikosti v tekutém médiu, misto toho, aby se vzorek musel nechal sedimentovat nebo musel
projit pory k dosazeni jeho separace. Nejsou taky potiebné zadné biologické znacky k separaci
jednotlivych bungk. I ptesto, Ze je separace jednotlivych bun¢k mozna jen samotnou technikou

na zéklad¢ separace dle velikosti, vyuziva se afinitnich metod ke zvyseni specifity [43].

3.3 Technika zaloZen4 na imunoafinitnim principu

Membrany exozomu obsahuji velké mnozstvi receptorii a proteind. Diky této skutecnosti 1ze
vyuzit technik izolace zalozenych na imunoafinitnich interakcich mezi antigeny a specifickymi
protilatkami. Na membréanach lidskych exozomu se vyskytuji tetraspaniny jako jsou CD9,
CD63 a CDS81. Ty se vyuzivaji jako markery exozomu pfi jejich detekci. Dale jsou vyuzivany
také specidlni nadorové markery, mezi které fadime naptiklad receptor epidermalniho
rustoveého faktoru (EGFR) a epitelidlni buné¢nou adhezni molekulu (EpCAM). Principem je,
ze se vyuzivaji specifické protilatky proti exozomlim, které jsou zaclenény na pevném zaklade.
K zachyceni exozomil sloZi interakce antigen — protilatka. PfestoZze maji imunoafinitni metody
fadu vyhod, kterymi jsou rychlost a snadnost, maji 1 omezujici limity. Mezi nevyhody fadime
skutecnost, ze exprese specifickych markerti se mize liSit mezi jednotlivymi typy bunck
v disledku heterogenity nadord. Tyto modifikace miiZzou vést k riznym izola¢nim efektim. Ty

bréani pfesné a reprodukovatelné analyze exozomi [44].

3.3.1 ELISA

Zkratka je vytvofend zanglického ndzvu Enzyme-Linked Immunosorbent assay neboli
enzymem vazany imunosorbent [45]. Metoda je vhodna pro detekci specifickych exozomalnich
markert, jako je CD63 nebo nadorovych proteini. Pomoci ELISA se daji exozomy zachytit
a kvantifikovat z plazmy, séra a moci. Specifita a vytéZnost izolace je srovnatelna s metodou

ultracentrifugace [15].

ELISA ma nékolik moznosti pritkazu hledané latky ve vzorku. Pro izolaci exozomil se vyuziva

sendviCové imunoanalyzy. Principem je vazba znamé specifické protilaitky na povrch

mikrotitracni desti¢ky. Po pfidani vzorku se hledany antigen navadze na protilatku. DalSim

krokem je pridani dalSich specifickych protilatek, které jsou znaCeny enzymy. Tyto protilatky
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se vazou na antigeny [45]. K dosazeni barevného produktu je nutno ptidat do reakce substrat,
ktery se navaze na enzym a pfemeéni se na barevny produkt. Jako enzymy se pouZzivaji nejcastéji
alkalickd fosfatdza, kienova peroxidaza nebo P-galaktosiddza [46]. ZjednoduSeny princip je

znazornén na obrazku 4.

Test se provadi v 96-jamkové mikrotitracni desticce potazené protilatkami v uhlicitanovém
pufru. Jeho pH je 9,6 a je blokovany 0,5% roztokem BSA a stabilizovany 1 % roztokem
sacharozy. Jako promyvaci roztok se pouziva PBS s 0,05 % Tween-20, kdy vzorky k analyze
se také natedi v PBS. Vzorky se ptidaji do jamek a inkubuji ptes noc pii 4 °C nebo 2 hodiny
pfi laboratorni teploté. Po inkubaci se jamky promyvaji promyvacim roztokem a nasledn¢ se
ptida sekundarni protilatka s navazanym enzymem (HRP). K sekundérni protildtce se ptida pro
zvyraznéni reakce substrat. V tomto ptipadé¢ jde o BM Blue POD. K ziskani vysledku se

mikrotitra¢ni desticka vlozi do ¢tecky mikrodesticek, kde se zméii absorbance pii 450 nm [38].

Sendvicova ELISA
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Obrazek 4: Princip sendvicové ELISA metody (prevzato a upraveno)[4]
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3.3.2 Magneticka imunoprecipitace

Imunomagneticka izolace je nejCastéj$i vyuzivanou imunoafinitni metodou. Pro metodu je
dualezité, aby se na povrch magnetickych kuli¢ek navazaly ligandy, jimiz jsou protilatky. Diky
tomuto lze na magnetickou kuli¢ku s protilatkou navazat hledany antigen, ktery je obsazen
v exozomech. Mezi typické markerové proteiny patii CD9, CD63 a CDS81. Tyto proteiny se
vyskytuji v riznych exozomech a tim se daji od sebe odlisit. Hledané exozomy mohou byt
uvolnény a sbirdny ze smeési vazanych latek, zatimco magnetické kulicky se zachyti

magnetického pole pomoci magnetli nebo elektromagneta.

Dulezitym krokem izolace exozomu je navazani protilatky na povrch magnetické kulicky. Na
ni se navazou exozomy ze vzorku. Po navazéani se odstrani necistoty a to tak, Ze se pouZzije

magnetické pole, které drzi magnetické kulicky a zbytek se uvolni.

Metoda umoziuje izolovat urcité subpopulace exozomil a je vhodnd pro mensi mnoZzstvi
vzorku, které diky tomu ma vyssi specifitu, Cistotu a nulové poskozeni vzorku. Nevyhodou je
ruéni zpracovani, které je zdlouhavé a na izolaci ma také vliv rozdilnd zkusenost pracovnika

[47].

3.3.3 Western blot

Pouzivd se kdetekci proteinti a posttranslacnich modifikaci proteini, kdy poskytuje
kvantitativni nebo jen semikvantitativni idaje o proteinu [48]. Pro detekci exozoml se vyuziva
proteint, jako jsou tetraspaniny CD9, CD63 a CD81, déle proteiny Alix, flotilin a rizné Rab
proteiny [49]. Jedna se o vicestupniovy postup slozeny z ptipravy vzorku, separace proteini
podle jejich velikosti na polyakrylamidovém gelu dodecylsulfaitu sodného pomoci
elektroforézy, imobilizaci separovanych proteinit do nitrocelulézy nebo polyvinylidenu
fluoridu, blokovanim nespecifickych proteinii na membrané, zkoumanim cilovych proteint
pomoci specifickych protilatek, inkubaci se sekundarnimi protilatkami konjugovanymi
s chemiluminiscen¢ni nebo fluorescencni molekulou, detekci signalu vzniklou vazbou antigen-
protilditka a denzitometrickou analyzou urcitych proteinovych pasti pomoci pfistroje [48].

Vicestupiiovy postup je zndzornén na obrazku 5.
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Obrazek 5: Postup pri Western blottingu (prevzato a upraveno)[5]

3.3.4 Pritokova cytometrie

Metoda detekuje castice suspendované v tekutiné pomoci laserového paprsku pii pritoku
detek¢ni celou. Tekutina se pouZziva pro udrzeni ¢astic ve stiedu detekéni cely. Pfi priichodu
¢astic celou dochazi k rozptylu laserového paprsku. Pokud jsou ptfitomny fluorofory dochéazi
1k fluorescenci. Pritokova cytometrie pouziva pro detekci komeréni prostfedky ptivodné
navrzené pro buiiky, poté byly upraveny tak, aby byl snizeny detekéni prah. Upravy zahrnuji
mensi kapacitu sondy, sniZzeny stupen prutoku a zmény pouzité optiky a detektorti. Detekce
rozptyleného svétla vyZzaduje vysokou citlivost. I pfi uziti pfedniho a bo¢niho rozptylu se
pouziva pro analyzu bunék intenzita umérna ,Sesté sile priméru Castic, kterd je pro malé
Castice (exozomy) velmi blizkd Sumu v pozadi. Fluorescence poskytuje siln€jsi signal.

Nevyhodou je mensi citlivost pro mensi Castice, kdy se detekuji spiSe vetsi Castice a jsou jimi
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prekryty. Stanoveni velikosti je naro¢né. Dlivodem jsou rozdilné optické vlastnosti standardu,
které zméni vztah mezi velikostmi ¢éstic a intenzitou signalu. Pfi analyze postrannim rozptylem

je dulezité pouzit standard, ktery je podobny indexu lomu exozomtum [50].

3.4 Precipitace
3.4.1 Precipitace polyethylenglykolem

Srézeni s polymery se pouziva kizolaci virt a dal§ich makromolekul vice nez 50 let.
Nejcastéjsim polymerem je polyethylenglykol (PEG). Nejpouzivanéjsi komercnim produktem
je ExoQuick-TC™ od spole¢nosti Systém Biosciences. Vyuziva se roztok polyethylenglykolu
s molekulovou hmotnosti 8 000 Da. Precipita¢ni roztok je kombinovany s biofluidem
obsahujici exozomy. Roztok se inkubuje ptes noc pii 4 °C. Po inkubaci se roztok odstredi
nizkou rychlosti za vzniku usazeniny obsahujici exozomy. Vytézek je pomérné snadno
pouzitelny a nevyzaduje specidlni vybaveni. Nevyhodou je koprecipitace nevezikuldrnich
kontaminantli, kam patii lipoproteiny, které také polymeruji. Problém je snadno feSitelny
Gpravnym krokem bud’ pred nebo po izolaci. Uprava pied izolaci zahrnuje odstranéni
subcelularnich &astic, kterymi jsou naptiklad lipoproteiny, pomoci centrifugace. Uprava po

izolaci se tyké odstranéni polymert pomoci kolony Sephadex G-25 [51].

3.4.2 Aglutinace indukovana lektinem

Lektiny jsou rostlinné nebo Zivocisné proteiny vazajici se na rtizné cukerné skupiny s vysokou
specifitou a relativné nizkou afinitou. Izolace exozomil pomoci lektinl je mozna diky vazbé na
uhlohydraty, které jsou na povrchu exozomu. Pii vazbé dojde ke zméné rozpustnosti exozomd.
Vysledkem je jejich vysrdzeni. Vzorek se pred zpracovanim upravi ultracentrifugaci
k odstranéni bunécnych zbytkli nebo jinych slozek, které¢ by mohly obsahovat uhlohydraty.
Dale se vzorek inkubuje pies noc spolu s lektinem. Takovym lektinem muze byt naptiklad
Concanavalin A nebo fytohemaglutinin. K ziskani exozom1 je nutné centrifugace. Vysrazené
exozomy se usadi na dno zkumavky. Metoda je jednoduchd na provedeni, nenarocna na cas

a nejsou potiebné odborné znalosti [52].

3.5 Techniky izolace na bazi mikrofluidik

3.5.1 Akusticky nanofiltr

Jedna se o slibnou metodu pro tfidéni exozomt a MV v mikrofluidickém zafizeni vyuZzivajici
aplikovana pole, jako jsou napfiklad akusticka, k vyvijeni sil na exozomy a MV nez pouziti
nanofabrikovanych fyzikalnich bariér. Metoda nevyzaduje nanolitografii a je také méné
nachylna k ucpavani, protoze silova pole jdou korfigurovat. Védci Lee a Weissleder vytvofili
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¢isténi exozoml bez oznaceni vyuzivajici mikrofluidni zafizeni na bézi akustiky. Akustické
filtry oddéluji exozomy od ostatnich biologickych slozek na zakladé jejich velikosti. Céstice
aplikované do akustického pole se pohybuji smérem k tlakovym uzlim diky radia¢ni sile se
silou timérnou velikosti Castice. VEtSi Castice se pohybuji rychleji naptfi¢ mikrofluidnim
kandlem nez mensi ¢astice, coz umoziuje rozdéleni Castic podle jejich velikosti [53].

Schématické zobrazeni akustického nanofiltru je na obrazku 6.

Pouzdro == Pouzdro

S

Obrazek 6: Schématické zobrazeni akustického nanofiltru (prevzato a upraveno) [6]
3.5.2 Imunofluorescenéni mikrofluidicka izolace

ExoChip
Metoda je ur¢ena pro kvantifikaci exozomu. Pro tyto tic¢ely se vyuziva fluorescenéniho barviva
a nasledné kvantifikaci pomoci ¢tecky desticek. Metoda ma jednoduchy postup, ktery se sklada

ze tii krokd.

Prvnim krokem je naliti vySetfovaného vzorku séra do ExoChip, ktery je pfedem potazeny
exozomove specifickymi protilatkami antiCD63. Tento protein patii do nadrodiny tetraspaninil
nebo nadrodiny transmembranovych 4. Protein se vyskytuje v exozomech v hojném poctu

a diky tomu poskytuje vysokou selektivitu izolace.

Druhym krokem je pouZiti fluorescen¢niho barviva, kdy se obarvi jen membrana navazanych
vezikulli v ExoChip. Fluorescen¢ni barvivo poskytuje tedy snadnou vizualizaci malych

vezikula.

Ve tretim kroku se méfi intenzita zbarveni pomoci analytickych pfistroji jako je ctecka
desticek. Kalibrace intenzity zbarveni se provadi pomoci méfeni kalibra¢ni fady se zvySujici se
koncentraci exozomi. Pouziva se kalibrace se sérem bez exozomu, s 50 % koncentraci

exozomu a 100 % koncentraci exozomi [54].
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3.5.3 Mikrofluidni ¢ip na bazi imunomagnetickych kuli¢ek

Mikrofluidni Cip je nové se rozvijejici zafizeni k izolaci exozomu [47]. Vyuziva principu
specifickych protilatek proti exozomtim, které jsou zac¢lenény na pevném zakladé. K zachyceni
exozomu slozi interakce antigen — protilatka [44]. Kombinuji se s fyzikalnimi a biochemickymi

principy k dosazeni rychlé, efektivni, automatizované a levné izolaci exozomtl.

Prvnim krokem je navazani imunomagnetickych kuli¢ek na exozomy. Do dvou ze i vstupti se
vstiikne suspenze imunomagnetickych kulicek potazenych specifickymi protilatkami a séra
pomoci stfikacky pritokové rychlosti 5 pl/minutu po dobu 30 minut. Vysledna smés se
promichd v mixéru 1, kde dojde k vytvofeni vazeb antigen-protilatka. Pfi pritoku komorami se
reakéni smés zachyti na umisténé magnety. VéEtSina Castic je omezena v komote 1, zatimco se
zbytek zachyti na magnety ve dvou komorach. Tento postup se opakuje jesté jednou, aby se

doséhlo pozadované koncentrace suspenze.

Nasledujici krokem je odstranéni necistot pomoci PBS, ktery se vsttikuje do prvniho vstupu
rychlosti 10 pl/minutu po dobu 10 minut. Po uplynuti 10 minut se odstrani magnet umistény
v komote ¢islo 1. Vsttikovani PBS do vstupu 1 pokracuje dal$ich 10 minut, kdy se vyplavi
necistoty, které zlstaly v kanale. Béhem (isticiho procesu se navazané magnetické kulicky
s exozomy smichaly s roztokem PBS v mixéru ¢islo 2. Potom se zachytily magnetem v komote

¢islo 2.

Poslednim krokem je izolace a sbér exozomt. Exozomalni elu¢ni pufr, ktery obsahuje
chelatacni ¢inidlo EDTA se vstiikne do prvniho vstupu rychlosti 5 pl/minutu po dobu 10 minut.
Magnet se z komory ¢islo 2 odstrani. Navdzané magnetické kulicky s exozomy a elu¢nim
pufrem se dokonale smichaji ve tfetim mixéru. Exozomy se pied vyloucenim z Cipu
proplachnou a magnetické kuli¢ky se zachyti tfetim magnetem. Celkovy €as izolace je ptiblizné

50 minut [47]. Mikrofluidni ¢ip je zobrazen na obrazku 7.

Vstup 2

Vstup 1 Komora 1 SR 1

Vstup 3

Smésovac 1

—
=

Vystup

7 JEA0SRWIS

Komora 3 Komora 2

Smésovac 3

Obrazek 7: Grafické a realné zobrazeni mikrofluidniho cipu na bazi imunomagnetickych kulicek (prevzato) [7]
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3.6 Metody zaloZené na mikroskopii

3.6.1 Transmisni elektronova mikroskopie

Mikroskopie vyuzivd ktvorbé obrazu elektrony misto fotonl. Nejlepsi rozliSeni
mikroskopického zobrazeni je zavislé do zna¢né miry na prostorové stabilité svazku elektron
spolu s chemickou stabilitou vzorku. Vlnova délka elektronl je kratsi o tii fady nez vlnova

délka viditelného svétla. Diky tomu se d4 dosdhnout rozliSeni mensi i nez 1 nm [55].

Je vhodna pro charakterizaci morfologie, velikosti a fenotypu EV. Slouzi i pro kontrolu Cistoty
vzorkl s EV. Diky vysokému rozliSeni se daji odliSit EV od bunék podobné velkych, které mezi

EV nepatii [4]. Na obrazku 8 je snimek pofizeny transmisnim elektronovym mikroskopem.

Transmisni elektronova mikroskopie se provadi ve vakuu a je nutné, aby se vzorky pted
mikroskopii fixovaly a dehydratovaly. Tento postup, ale miize ovlivnit jejich velikost a také
morfologii. Je také nezbytné zakoncentrovat MV pomoci centrifugace. K zobrazeni

biochemickych informaci se pouziva znaceni pomoci zlata [55].

Obrazek 8: Zobrazeni exozomit pomoci transmisni elektronové mikroskopie (prevzato) [8]
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ZAVER

EV jsou vyznamné nejen pii mezibunécné komunikaci, ale slouzi i jako diagnostické prostredky
pfi nadorovych a dalSich onemocnénich. Podle koncentrace exozomut se dd urcit stddium
rakovinného onemocnéni, relaps nebo zda dochazi k tvorbé metastaz. Budoucnost maji v terapii
jako vakciny proti rakoving, které¢ se ziskdvaji zrakovinnych bunék. Exozomy, které se
ziskavaji z kmenovych bun¢k, jsou testovany jako lécebné prostfedky pro nerakovinna

onemocnéni.

EV obsahuji fadu proteinovych markerovych slozek, diky kterym je lze detekovat. K takovym
patii CD63, proteiny tepelného Soku, Alix, flotilin a dalsi.

Metod, kterymi se daji EV izolovat, je velké mnozstvi. Preferuji se takové metody, které
dokazou izolovat co nejvétsi mnozstvi EV v co nejCistsi forme. Nekteré techniky izolace se
skladaji hned z nékolika metod, které na sebe navazuji. Takovymi jsou naptiklad precipitace
PEG nebo aglutinace indukovana lektinem, kdy je nutna Gprava vzorku pied samotnou izolaci

pomoci ultracentrifugace.

Budoucnost EV je velka. Ukazuje se, Ze mohou slouzit jako diagnostické markery, které jsou
pfitomné ve vétSiné biologickych tekutin a nezatéZuji pacienta. MoZnost objeveni novych
lécebnych uplatnénich je taky dost vysokd vzhledem k rychlému rozvoji izolacnich metod.
Dalsi moznosti v budoucnosti je vyuziti exozomu ziskanych z rostlinnych nebo zivo¢isnych

zdrojti. Protoze jsou to xenogenni latky, 1ze je podat pacientovi jen v ordlni podobé.
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