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Abstrakt

Extracelularni vacky (EVs, extracellular vesicles) jsou vacky odvozené od bunéénych membran,
které predstavuji dilezitou soucast mezibunééné komunikace a to pienaSenim cytosolickych proteind,
lipid a RNA mezi buitkami. Bylo potvrzeno, Ze mesenchymalni kmenové bunky (MSCs, mesenchymal
stem cells) jsou velmi schopnymi producenty EVs, které maji terapeutické u¢inky srovnatelné se svymi
matefskymi bunkami. Nedavna zjisténi navic naznacuji, Ze EVs mohou vyznamné ptispivat k jejich
fyziologickym funkcim. Cilem této prace je predstavit extracelularni vacky odvozené z
mesenchymalnich kmenovych bunék (MSC-EVs, extracellular vesicles derived from mesenchymal
stem cells) jako novou bezbunécnou alternativu k bunééné terapii a zamérit se na jejich neuroprotektivni

vlastnosti studované u riiznych neurologickych onemocnéni.

Klic¢ova slova: extracelularni vacky, bezbuné¢na terapie, mesenchymalni kmenové bunky,

neurodegenerativni onemocnéni

Abstract

Extracellular vesicles (EVs) are cell-derived membrane vesicles, which represent an important
part of intercellular communication by transferring cytosolic proteins, lipids, and RNAs between cells.
It has been proved that mesenchymal stem cells (MSCs) are potent producers of EVs with a therapeutic
effect comparable to their parental cells. Moreover, recent findings suggest that EVs may strongly
contribute to their physiological function. The aim of this thesis is to introduce extracellular vesicles
derived from mesenchymal stem cells (MSC-EVs) as a novel cell-free alternative to the cell-based

therapy and focus on their neuroprotective properties studied in various neurological diseases.

Keywords: extracellular vesicles, cell-free therapy, mesenchymal stem cells, neurodegenerative

diseases



Obsah

Seznam POUZILYCH ZKIALEK........ccciiiiieiiiiie ettt ettt e st e e e str e e e s eebaeeesssbaeeessnnsaeesenssaeeennes 5
Lo VO ettt 7
2. Mesenchymalni KMEnoVE DUNKY ........cccceuviiiiiiiiiiiiiiiiee et ee e erree e e e e sirre e e ssetraee s sneraeessnnnnes 8
3. Imunomodulacni VIastnosti MSCS ......ccoouuiiiiiiiiie et 8
3.1 ProbI&my VYUZItI MSCS ..oeiiiiiiiiiiiiiiie ettt ee ettt e e et e e e stbr e e e e setraeeesseraaeessnreeesssssseessnnnes 10

4, EXtraclULATNT VACKY ...vvviiiiiiiiie ettt ee ettt e ettt e e et e e e eatb e e e e sstbaaeeessbaaeeessssaaeeessnseesessnnes 10
I 2 €011 )10 SRR 11
Y B (o)1 4 PP R PP 11
4.3 Metody izolace extracelularnich VACKT ...........cccvviiiiiiiiiiiiiiie e e 12

5. Extracelularni vACKky 0dvozené 0d MISCS..........ccoivviiiiiiiiiiieeiiriee e erireeeerireee e eirree s esetraeeesserreesssennes 14
5.1 SI10ZENT MSCS-EVS.....eiiiiiiieie ettt ettt et e et e et e e et eeeneeesnsaeeseeeeaneeeaas 14
5.2 Terapeutické vyuZiti MSC-EVS .......uviiiiiiiiiiiiee ettt et re e e e 15

6. Neuroprotektivni vlastnosti MSCs @ MSC-EVS ........oiiiiiiiiiiiiiie et 15
7. Vyuziti MSC-EVs pro 1é¢bu neurologickych onemocn€ni ............ccvveeeeviiiieeiiiieeeeiiiieeeciveee e 17
7.1 Neurodegenerativini ONEMOCNENT ........cccvvriieeiiiieeeiiiieeeeiireeeeseitreeeesrreeeeserreeeesstreeesssrseeesnenees 17
7.1.1 AlZheimerova ChOTODA ........cccuiieiiieeiie ettt ettt e et e et e e aee e nteeeneeas 17
7.1.2 ParkinSonova ChOTODA. .........couiieiiieeiie ettt ettt e et e et e eaee e neeeeneeas 19
7.1.3 Dalsi neurodegenerativni ONemMOCHENT...........uuviiiiieeeiiiiiiiiiieeeeeeeieiieeeeeeeeeeirrreeeeeeeeennnens 20

7.2 Ostatni neurologickd ONEMOCHIENI .........ccvviiieiiiieeeiitiee e et e e eeitreeeeeireeeesiraeeeesbreeeeserseeeeenees 21
7.2.1 ROZLrOUSENA SKIEIOZA .......eeiieiiiiieiiieee ettt ettt e 21
7.2.2 Cévni MOZKOVA PITNOAA ...eeeiiiiiiiiiiiiieee e e e e e r e e e e e e e 22
7.2.3 Traumatické poraneni MOZKU............eeieiiiiiiiiiiiiiiieee et e e e e e eeiiree e e e e e e e eaarraeeeaeeeennnens 23

B ZLAVEL ettt ettt ettt ettt e atee e ntee e hteeanbeeeanteeenteeateeeanteeenaeeateeeanseeennes 23



Seznam pouzitych zkratek

AD Alzheimer’s disease, Alzheimerova choroba

ALS amyotrophic lateral sclerosis, amyotroficka lateralni skleroza

ASCs adipose tissue -derived stem cells, kmenové buiiky odvozené od tukové tkan¢
AP peptid amyloid beta

BM-MSCs bone marrow-derived mesenchymal stem cells, mezenchymalni kmenové bunky

odvozené od kostni diené

BDNF brain-derived neurotrophic factor, mozkovy neurotrofni faktor
CD cluster of differentiation, diferencia¢ni antigen

COX-2 cyclooxygenase 2, cyklooxygenaza 2

DCs dendritic cells, dendritické bunky

EVs extracellular vesicles, extracelularni vacky

Exo-APT exosomy konjugované s aptamery

Gal-1 galectin 1

F4 flow field-flow fractionation, frakcionace tokem v poli
HD Huntington’s disease, Hutingtonova choroba

HGF hepatocyte growth factor, riistovy faktor hepatocyti
HLA human leucocyte antigen, lidsky leukocytarni antigen
Hsp heat shock protein, protein teplotniho Soku

IDO indolamine 2,3-dioxygenase, indolamin 2,3-dioxygenaza
IFNy interferon y

IL interleukin

mHtt mutovany protein huntingtin

miRNA microRNA, mikroRNA

miscRNA miscellaneous RNA

MS multiple sclerosis, roztrousena skleroza



MSCs
NEP
NGF

NO

PBS

PD
PD-L1
PGE-2
pre-miRNA
SEC
siRNA
SOD1
TBI
TGFp
Th
TNFa
Treg
Tsgl101
VCAM-1

VEGF

mesenchymal stem cells, mesenchymalni kmenové bunky
neprilysin

nerve growth factor, nervovy ristovy faktor

nitric oxide, oxid dusnaty

phosphate buffered saline, fosfatem pufrovany fyziologicky roztok
Parkinson’s disease, Parkinsonova choroba

programmed death ligand 1, ligand programované bunééné smrti 1
prostaglandin E2

precursor microRNA, prekurzorova mikroRNA,

size exclusion chromatography, rozmérové vylu¢ovaci chromatografie
small interfering RNA, mala interferujici RNA

superoxide dismutase 1, superoxiddismutaza 1

traumatic brain injury, traumatické poskozeni mozku

transforming growth factor B, transformujici ristovy faktor 3

T helper cells, pomocné T lymfocyty

tumor necrosis factor a, faktor nadorové nekrozy o

regulatory T cells, regulacni T lymfocyty

tumor susceptibility gene 1

vascular cell adhesion molecule 1, cévni adhezivni molekula 1

vascular endothelial growth factor, vaskularni endotelialni rastovy faktor



1. Uvod

Mezibunécna komunikace je esencialni vlastnosti mnohobunéénych organismi a mize probihat
piimym kontaktem nebo pienosem sekretovanych molekul. Treti nové popsany mechanismus je
zprostfedkovan extracelularnimi vacky (EVs, extracellular vesicles). Ty se vyznacuji schopnosti
prenaset rtizné proteiny, lipidy a RNA do vzdalenych tkani a dokonce jsou schopny prekonat
hematoencefalickou bariéru. K hlavnim typim EVs patii exosomy a mikrovesikly, které jsou
produkovany fadou bunéénych typa véetné mesenchymalnich kmenovych bunék (MSCs, mesenchymal
stem cells). Tyto bunky s jedineCnymi terapeutickymi vlastnostmi jsou v souc¢asné dob¢& povazovany za
jedny z viibec nevykonngjSich producenti EVs. Nové&jsi studie naznacuji, Ze podstatna ¢ast ptiznivych
ucinkd MSCs miize byt vysvétlena pravé sekreci riznych molekul a EVs. Rovnéz bylo pozorovano, ze
extracelularni vacky odvozené z mezenchymalnich kmenovych bunék (MSC-EVs, mesenchymal

stromal cell-derived extracellular vesicles) mohou v cilovych tkanich nahradit efekt samotnych bunék.

Cilem této prace je predstavit MSC-EVs jako novou a slibnou bezbunéénou alternativu, ktera
by fesila nékteré problémy spojené s bunécnou terapii. Zaroven blize charakterizovat obsah MSC-EVs
a popsat jejich neuroprotektivni vlastnosti. To souvisi s jejich vyuzitim pro 1é¢bu neurodegenerativnich
(Alzheimerova choroba, Parkinsonova choroba, amyotrofickd lateralni sklerdza, Hutingtonova
choroba), ale i jinych neurologickych onemocnéni (roztrousena sklerdza, cévni mozkova piihoda a

traumatické poSkozeni mozku), kterym jsou vénovany posledni kapitoly.



2. Mesenchymalni kmenove bunky

MSCs byly poprvé izolovany z kostni direné (Friedenstein et al., 1966), ktera je jejich primarnim
zdrojem. PrestoZe se jedna o hlavni zdroj téchto bunék, tvoii zde pouze 0,01% — 0,001% z celkové
populace. Pozdégji vSak byly nalezeny téméf ve vSech lidskych tkanich, naptiklad v zubni dieni, periferni
krvi, tukové tkani, placenté, nebo ve fetalnich tkanich jako je pupecCnik, pupecnikova krev a
Whartonoviiv rosol (Hass et al., 2011). Jedna se o mlutipoptentni, nehematopoetické kmenové bunky,
které se vyznaCuji schopnosti sebeobnovy. Mohou diferencovat v adipocyty, chondrocyty nebo
osteoblasty (mezoderm) (Pittenger et al., 1999), ale byla prokazana i diferenciace v buniky dalSich dvou
zarodeCnych listh — napf. nervové bunky (ektoderm) (Takeda and Xu, 2015) ¢i beta bunky
Langerhansovych ostrivkli (endoderm)(Kassem et al., 2016).

S ohledem na pleiotropni povahu MSCs z riznych tkani stanovila Mezinarodni spole¢nost pro
bunéénou terapii (ISCT, International Society for Cell & Gene Therapy) tii zakladni kritéria pro
identifikaci MSCs:

1) Za standartnich kultiva¢nich podminek bunky adheruji k plastu.

2) Bunky maji morfologii podobnou fibroblastim a za vhodnych podminek diferencuji na
adipocyty, chondrocyty nebo osteoblasty, pficemz diferenciace muze byt prokazana
specifickym barvenim. Pro adipocyty se vyuziva barveni Oil Red O, pro chondrocyty Alcian
blue nebo imunohistochemické barveni pro kolagen typu II a pro osteoblasty specifické
barveni Alizarin Red nebo von Kossa.

3) Buiiky neexprimuji klicové hematopoetické znaky, kterymi jsou diferenciacni antigeny
(CD, cluster of differentiation) CD34, CD45, CDI11b, CD14, CD19, CD79a, CD19 a lidské
leukocytarni antigeny (HLA, human leucocyte antigen) tfidy II. Naopak exprimuji CD90
(Thy-1), CD105 (endoglin) a CD73 (ekto-5 "-nukleotiddza). Tyto zminéné molekuly byly

navrzeny jako jejich markery.

Vyse zminénd minimalni kritéria mohou byt v budoucnu vlivem objevu novych markert, ¢i

vlastnosti MSCs dale modifikovana (Dominici et al., 2006).

Kromé MHC II neexprimuji buiiky na svém povrchu ani kostimula¢ni molekuly, jako B7-1, B7-
2, CD40, CD40L nebo Fas ligand, které hraji zdsadni ulohu pfii aktivaci imunitni odpovédi. Tyto jejich
znaky, spole¢né¢ s imunomodula¢nimi vlastnostmi, z nich ¢ini vhodné kandidaty pro fadu bunécnych
terapii. Nabizi se také moznost jejich vyuziti pro navozeni dlouhodobé tolerance po transplantacich bez

Skodlivych efektl vznikajicich pisobenim imunosupresivnich latek (Kaundal et al., 2018).

3. Imunomodulac¢ni vlastnosti MSCs

K dal$im vyznamnym vlastnostem MSCs patfi schopnost imunomodulace (viz.obr. 1). Ta mize

probihat prostfednictvim solubilnich molekul, vacki nebo mezibunécnym kontaktem. K solubilnim
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molekulam patii napfiklad prostaglandin E2 (PGE-2), indoleamin 2,3-dioxygenaza (IDO,
indoleamine 2,3-dioxygenase), oxid dusnaty (NO, nitric oxide), cyklooxygenaza 2 (COX-2,
cyclooxygenase 2), interleukin 10 (IL-10), IL-6, transformujici rastovy faktor B (TGF-B,
transforming growth factor B) a rstovy faktor hepatocyti (HGF, hepatocyte growth factor). MSCs
exprimuji také adhezivni molekuly jako je ligand programované bunééné smrti 1 (PD-L1, programmed
death ligand 1), cévni adhezivni molekula (VCAM-1, vascular cell adhesion molecule-1) a galectin 1

(Gal-1)(Gao et al., 2016; Najar et al., 2012).

i
Stimulovana MSC
o] IL-6
PGEZ | L8
TGFE | HGF
CoX-2 | HLAG
PGE2 | IDO HLA-GS PGE2 = DO
reez | DO il icosL | oo oo | '-e Do | TGFE pogg | HLAGS
— R @ s O
P -9 @ ® @ -
Monocyt DC T lymfocyt Treg makrofag regulaéni B lymfocyt NE bufika
inhibice maturace, inhibice proliferace !COS-ICOSLinterakee, l imunomaodulace, l
snizeni IL-1, CD40, TNF-a produkce IL-10 prukce IL-10,

inhibice T lymfocytd inhibice produkce IgE

NE regulacni
bunka (CO734)

imunomodulace,
produkce IL-10

M2 rri akrofag

imunomodulace,
produkce IL-10

Obrazek 1 — Imunomodulaé¢ni pisobeni MSCs na buiiky imunitniho systému.

MSCs pusobi na buiiky pfirozené i ziskané imunity. Inhibuji maturaci monocytd v dendritické buriky (DCs,
dendritic cells), u kterych mimo jiné snizuji expresi kostimulacnich molekul a produkei faktoru nadorové nekrozy
o (TNFa, tumor necrosis factor o) a IL-1. Inhibuji proliferaci a ovliviiuji apoptézu u T lymfocytl, podporuji vsak
regulacni T lymfocyty (Treg, regulatory T cell). U pomocnych T-lymfocyt 1 (Th1, T helper cells 1) lymfocyt je
potlacena produkce interferonu y (IFNy), naopak je podpofena sekrece IL-4 u Th2 lymfocyti. U makrofagh
indukuji polarizaci na imunosupresivni M2 fenotyp, charakterizovany zvySenou schopnosti fagocytozy a zvysenou
sekreci protizanétlivého IL-10. MSCs indukuji regulacni fenotyp u B lymfocytd a NK bun¢k. Zkratky: PGE2
(prostaglandin E2), IDO (indoleamine 2,3-dioxygendza, indoleamine 2,3-dioxygenase), TGFf (transformujici
rustovy faktor B, transforming growth factor ), COX-2 (cyklooxygendza-2, cyclooxygenase 2), IL-6 (interleukin
6. interleukine 6), IL-8, HGF (rtistovy faktor hepatocytd, hepatocyte growth factor), HLA-G (lidsky leukocytarni
antigen-G, human leukocyte antigen-G) ICOSL (ligand indukovatelné kostimula¢ni molekuly, inducible

costimulator ligand). Pfevzato a upraveno: (Lee and Song, 2018)



3.1 Problémy vyuziti MSCs

Ptestoze MSCs vykazuji oproti ostatnim kmenovym bunkdm fadu vyhod, jejich klinicka
aplikace se stale potyka s problémy, mezi které patii napiiklad obtizna izolace dostate¢ného mnozstvi
buné¢k nebo ztrata Gcinnosti vlivem dlouhodobé kultivace a pasazovani (Bonab et al., 2006). Komplikace
pusobi také akumulace v plicich po intraven6znim podani, protoze plicni kapilary jsou v pruméru
podstatn¢ uzsi nez je velikost MSCs. Roli hraje i adhezivita bun¢k. Cilena migrace MSCs do ostatnich
organi mize byt tedy nedostate¢na (Turtzo et al., 2015; Wang et al., 2015). Po intravendzni aplikaci u
mys$i bylo navic pozorovano zmenSeni bunék, ztrata jaderného signalu a jejich defragmentace.
Zaznamenany byly nékteré markery apoptézy, jako napfiklad annexin V, zvySeny signal propidium
jodidu, ¢i aktivace kaspazy-3/7. Bunééné fragmenty se opét pievazné vyskytovaly v plicich, dale pak
v jatrech (Leibacher et al., 2017). Problematicka je také mortalita zaznamenana u malych laboratornich
zvitat po intravenoznim podani, u ¢lovéka vSak bylo prokazano jako bezpecné (Furlani et al., 2009;
Glassberg et al., 2017). Potize muze pusobit i to, Ze transmigrace MSCs probihda minimalné dvéma
mechanismy. Prvni je podobny leukocytiim a s rychlejsi kinetikou, ov§em druhy probihdm v mnohem
del$im ¢asovém ramci (3 - 6 vs. 30 — 120 minut) (Teo et al., 2012). Alternativou k intravendzni aplikaci
MSCs je jejich lokalni injekce, ale problémem je nedostateéné piezivani bunék v cilovych tkanich.
Transplantace bunék totiz tkan narusi, coz vede k nekroze a zaroven spousti lokani aktivitu bunék
vrozené imunity, naptiklad NK bungk, které v transplantovanych MSCs indukuji apoptozu (Poltavtseva
pfevazné vlivem starnuti, doprovdzenym snizovanim aktivity telomerazy, kterd byla pozorovana
v nékolika studiich (Gonzalez et al., 2017; Resland et al., 2009). Z téchto uvedenych divodl se jako

vhodna alternativa MSCs, nebo bunécné terapie obecné jevi vyuziti extracelularnich vacki.

4. Extracelularni vacky

Extracelularni vacky (EVs, extracellular vesicles) jsou sekretovany fadou bunéénych typti, mezi
které mimo jiné patii T a B lymfocyty, dale DC, zirné, embryonalni, endotelialni, epitelidlni a nervové
buiiky, nebo pravé MSCs (Friihbeis et al., 2013; Zhang et al., 2016). Navzdory ptivodni pfedstave, ze
extraceluldrni vacky slouzi pouze k odstraiiovani riiznorodych molekul, se ukdzalo, Ze zastavaji stézejni
roli béhem bunécné komunikace (Ratajczak et al., 2006). Studovany jsou ale i v fad€ patologickych
procest, zejména u nadorovych bunek (Haraszti et al., 2016) a u degenerativnich onemocnénich, jako
jsou naptiklad Alzheimerova ¢i Parkinsonova choroba (Soria et al., 2017). Vyhodou EVs oproti vlastnim
buiikdm je jejich vyssi bezpec€nost, ktera spociva jednak v jejich mensi velikosti, diky ¢emuz nehrozi
ucpani kapilar, ale také v tom, Ze nejsou schopné piimo tvofit naddory. Navic by jejich produkce
vyzadovala mensi ndklady, nez bunécna terapie. EVs je také mozné zamrazit a uskladnit na delsi dobu.

Velkou vyhodou je také to, Ze EVs nejsou toxické a v porovndni se syntetickymi nanosystémy maji EVs
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niz§i antigenicitu, rovneZ jsou vice stabilni v krevnim fecisti (Crivelli et al., 2017; Nooshabadi et al.,
2018).

Na tomto misté je nutné zminit i nevyhody vyuziti EVs, mezi které patii hlavné slozitost a cena
jejich izolace. Jednodussi a levngjsi moznosti by bylo v nékterych piipadech produkovat lipozomy
s prislusnymi terapeutickymi slozkami. Je ovSem tézké urcit, které vSechny slozky se na ptiznivych
ucincich podili (Poltavtseva et al., 2018). Problémy dale mtize plsobit heterogenita nakladu EVs, zavisla
nejen na kultivaénich podminkach bunék, ale také na tom z jaké tkané MSCs pochazeji (Nooshabadi et
al., 2018). Otazkou také ztstava role MSC a MSC-EVs béhem tumorigeneze a metastazovani. Existuji
studie, které tvrdi, Ze MSC-EVs jsou schopné inhibovat proliferaci nadorovych bunék, na druhou stranu
jiné naznacuji podpofeni rustu nadoru. Nejprve je tedy tieba mechanismus jejich chovani vysvétlit a

najit cestu, jak zamezit moznym nezadoucim ucinkim (Crivelli et al., 2017).

Hlavnimi druhy extracelularnich vackd jsou exosomy a mikrovesikly (viz. obr. 2), jelikoz se

jejich biogeneze znacné 1isi, jsou zde pro vétsi piehlednost popsany zvlast’:

4.1 Exosomy

Exosomy pochazeji z endocyticko-exocytické drahy a maji tedy endosomalni pivod. Postupnou
maturaci endosomil vznikaji multivesikularni téliska, které fizuji s cytoplazmatickou membranou a jsou
po uvolnéni do extracelularniho prostoru oznacovany za exosomy (Keshtkar et al., 2018). V pruméru
maji exosomy od 40 do 100 nm. Obalem je dvouvrstva lipidickd membrana bohata na cholesterol,
ceramid a sfingolipidy, ktera jednak chrani vnitini obsah vacku a zaroveil umozniuje pohyb po tkanich
na del$i vzdalenost. Exosomy obsahuji annexiny, Alix, klatrin, Tsgl01 (Tumor susceptibility gene 101),
teraspasminy CD9, CD63 a CD81 a proteiny teplotniho Soku (Hsp, heat shock protein) Hsp60, Hsp70 a
Hsp90. Naklad exosomli se vyznacuje velkou riznorodosti proteinil i genetického materidlu jako
napiiklad mRNA, mikroRNA (miRNA, microRNA), prekurzorovd mikroRNA (pre-miRNA, precursor
microRNA) a dalsi nekddujici RNA. Do recipientni bunky se dostavaji jak receptorem
zprostiedkovanou endocytozou, tak pfimym splynutim membrany vacku s membranou buiiky. OvSem
také miize byt prenesen pouze obsah vacku po interakci s receptorem. (Keshtkar et al., 2018; Tan et al.,

2013).

4.2 Mikrovesikly

Mikrovesikly se tvoii pucenim a naslednym odsStépenim od plasmatické membrany. Tento
proces zahrnuje reorganizaci cytoskeletu a na rozdil od exosomli je zavisly na koncentraci
intracelularniho Ca*". Oproti exosomiim jsou mikrovesikly vétsi, o priméru 100 — 1000 nm. Dvouvrstva
membrana je bohatd na cholesterol, ceramid, sfingomyelin a proteiny obsahujici fosfatidylserin, které

jsou spojené s lipidovymi rafty. Mezi povrchové markery patfi mimo jiné naptiklad CD40. Rovnéz mize
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prenaset riiznorodé slozeni proteinti i genetického materialu, ale kontakt s recipientni bunkou probiha

ptes specifické interakce receptor-lingand (Keshtkar et al., 2018; Rani et al., 2015).

Sekretujici

bunka Mikrovesikly
é ) = (&

Exosomy

Obrizek 2 —rozdily v piivodu, velikosti a sloZeni extracelularnich vacki.

Exosomy se od mikrovesikli li$i zejména svoji biogenezi, ktera ma piivod v endocyticko-exocytické draze, kdezto
Mikrovesikly vznikaji pucenim od plasmatické membrany. Oba typy extracelularnich vacka se navic odliSuji
povrchovymi markery a ¢astecné i svym obsahem. Mikrovesikly nebo exosomy mohou do bunky néklad pienaset
bud: (1) kontaktem s cytoplazmatickou membranou, (2) pfimou fizi nebo (3) receptorem zprostiedkovanou
endocytozou. (4) EVs pak mohou pokracovat endocytickou drahou. Prevzato a upraveno: (Raposo and Stoorvogel,
2013)

4.3 Metody izolace extracelularnich vacka

EVs mohou byt izolovany z mnoha druhti t€lnich tekutin jako je naptiklad krev, moc, plodova
tekutina, synovialni tekutina ¢i z tekutiny ziskané bronchoaveolarni lavazi, ale také ze supernatantu
vzniklého v bunécné kultuie (Rani et al., 2015). Proto, aby mohly byt zdarn¢ studovany, musi byt EVs
ucinng izolované od bunécnych pozistatkt, ¢i jinych interferujicich komponent. Izolacni metody piisobi
na integritu exosomtl, jejich in vivo distribuci i stabilitu v ¢ase. Z toho divodu je snaha najit co

nejSetrnéj$i techniku, ktera izoluje bioaktivni vacky a zachova jejich integritu.
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Ultracentrifugace je patrn¢€ viilbec nejcastéjsi pouzivanou metodou izolace vacki, coz je dano
predevsim relativni snadnosti pfipravy. Napriklad ale pfi diferencialni ultracentrifugaci mize dochazet
k agregaci vesikld a koisolaci solubilnich faktort a proteintl, cozZ je zptisobeno hlavné heterogenitou ve
velikosti extracelularnich vackt (Willis et al., 2017). Mezi nové metody (viz. obr. 3) patii naptiklad Size
exclusion chromatography (SEC, voln¢ pielozeno jako: ,,rozmérové vylucovaci chromatografie), Flow
field-flow fractionation (F4, volné pielozeno jako: ,,frakcionace tokem v poli©), Nano traps (voln¢
preloZeno jako: ,,nano pasti*) a akusticka separace (Baranyai et al., 2015; Li et al., 2017). Izolované EVs
mohou byt skladovany pfti -80°C po dobu vice nez 3 mésicl, priCemz si stale zachovavaji svou funkci

(Laso-Garcia et al., 2018).

Kinsické matody NovetechmkylzdaceEvs "

i Rozmeérove vylucovaci
Ultracentrifugace ii chromatografie ( )Akustickéseparace

: \ L (A) e

I
I
I
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Obrazek 3 — nékteré metody vyuZivané k izolaci extracelularnich vackii.

K béznym metodam izolace extracelularnich vackl patii riizné typy ultracentrifugace. Mezi nové metody isolace
patii napriklad: (A) SEC, kde se pordzni stacionarni faze vyuziva k tfidéni makromolekul na zakladé jejich
velikosti. Pory prochdzi komponenty s malym hydrodynamickym radiusem a komponentim s velkym
hydrodynamickym radiusem je prichodu pies pory zbranéno. (B) Pfi akustické separaci se vyuziva
ultrazvukového stojatého vinéni. Na vétsi ¢astice plisobi vétsi radiacni sily a migruji rychleji k tlakovym uzltim.
(C) Nano-traps jsou slozené z obrvenych mikropiliit, které zachytdvaji exosomy a odd€luji je od proteint, jinych
extracelularnich vackt, ¢i bunécnych soucésti. Zachycené exosomy je mozné ziskat neporusené rozpusténim
v pufru PBS. Ov§em je nutné poznamenat, ze uc¢innost sbéru je zatim nizka. (D) F4 (flow field-flow fractionation)
pro isolaci a odd€leni exosomtl uziva porézni obdélnikovy kanal, kde parabolicky pratok probihajici kolem osy

kanalu nese vzorek smérem ke konci kandlu, zatimco prutok kandlem napfi¢ fidi zadrzeni vzorku a rozdéluje
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Castice proti sténé pritokové komory. Posléze se makromolekuly rozdéli na zaklad¢ rozdilt v difuzivité, pricemz

menS$i Castice eluuji diive nez vétsi. Prevzato a upraveno: (Willis et al., 2017)

5. Extracelularni vacky odvozené od MSCs

Ptes svoji schopnost diferenciace v fadu bunécnych typd, se hlavni potencial vyuziti MSCs
skryva prevazné v jejich parakrinni sekrecni aktivité. Extracelularni vacky odvozené od MSCs (MSC-
EVs, mesenchymal stromal cell-derived extracellular vesicles) byly poprvé studovany v roce 2010 na
my$im modelu ischemicko-repefuzniho poskozeni (Lai et al., 2010) a do té doby jiz probé¢hla fada
dalsich studii na jinych modelech, véetné cévni mozkové piihody (Xin et al., 2013a) traumatického
posSkozeni mozku (Kim et al., 2015) nebo Parkinsonovy choroby (Teixeira et al., 2017). Kromé
klasickych povrchovych markerii exosomi, mezi které patfi napiiklad CD9 , CD63 a CD81, se na
povrchu exosomti odvozenych od MSCs vyskytuji i adhezivni molekuly jako CD29, CD44 a CD73
exprimované na membrané MSCs (Yu et al., 2014). MSCs jsou v soucasné dobé povazovany za jedny
z nejvykonngjsich producentl exosomi (Yeo et al., 2013). OvSem jak intenzita sekrece, tak proteinové
a RNA slozeni extracelularnich vackd jsou zavislé na podminkach a stimulech, kterym jsou bunky
vystaveny. Naptiklad u MSCs kultivovanych v hypoxickych podminkach (<5% O,) byla zjisténa zména
proteinové exprese oproti MSCs kultivovanych za standardnich podminek (21% O,) (Willis et al., 2017).
Fyziologicky je vétSina tkani vystavena mnohem niz§imu tlaku. V kostni dfeni, odkud pochazi vétSina
MSCs, se hodnoty pohybuji kolem 40 mmHg, coz je oproti 159 mmHg za 21% O zna¢ny rozdil.
Nicmén¢ tc¢inky optimalni koncentrace 0> pro sekreci exosomt zatim nebyly dostateéné popsany (Willis
et al., 2017). Dulezitym poznatkem je, ze v cilovych tkdnich mohou MSCs-EVs nahradit efekt
samotnych bunék a interagovat jak s ptilehlymi buitkami, tak i na vét$i vzdalenost (Crivelli et al., 2017).
Naptiklad byly prokdzadny podobné u€inky na buiiky vrozené i ziskané imunity (Budoni et al., 2013; Di
Trapani et al., 2016).

5.1 Slozeni MSCs-EVs

Jak jiz bylo zminéno vyse, extracelularni vacky obsahuji heterogenni naklad proteinti, lipida a
genetického materialu. V porovnani s vlastnimi bunkami se slozeni RNA li$i, coz by mohlo byt
vysvétleno selektivni inkorporaci riznych RNA (Baglio et al., 2015). U exosomil byly nejvice sledovany
miRNA, které maji schopnost inhibice své cilové mRNA v recipientni bunce (Mittelbrunn et al., 2011).
Bylo pozorovano, ze sekre¢ni profil se pod vlivem riznych prozanétlivych stimult méni. Napriklad
v exosomech pochazejicich z MSCs vystavenych tkani po okluzi stfedni mozkové tepny (MCAo,
middle cerebral arterial occlusion) se oproti kontrole vystavené normalni mozkové tkani vyznamné
zvysil obsah miR-133b dtlezité pro funkéni regeneraci axont motorickych neuronii (Xin et al., 2012).
Pozdgjsi studie na krysim modelu s MCAo potvrdila, Ze miR-133b pfenesena exosomy podporuje

neuralni plasticitu a funkéni obnovu po cévni mozkové ptihodé (Xin et al., 2013b). Ackoliv bylou MSC-
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EVs detekovano pres 150 riiznych druhit miRNA (Ferguson et al., 2018), ukazuje se, Ze se jedna pouze
o malou cast z celkového obsahu RNA, protoze MSC-EVs obsahuji i mnozstvi miscellaneous RNA

(miscRNA), tRNA a rRNA (Baglio et al., 2015). Sekretovana je ale také pre-miRNA (Chen et al., 2010).

Proteomické studie se v celkovém poctu obsazenych proteind znacné 1isi, nicméné odhalily az
987 riiznych druhti proteind (Lai et al., 2016). Byly detekovany proteiny podilejici se na ochran¢ proti
oxidativnimu stresu, jako je glutathion S-transferaza, superoxid dismutaza, laktatdehydrogenaza A a B
nebo disulfid izomeraza (Angulski et al., 2017). Dale byly zjistény také naptiklad v§echny podjednotky
20S proteazomu (Lai et al., 2012), faktory podilejici se na bunécné proliferaci, apoptoze, zanétlivé
odpoveédi, regeneraci tkani, vyvoji epitelu, respira¢niho systému, proteiny cytoskeletu ¢i proteiny
podilejici se na remodelaci extracelularni matrix (Eirin et al., 2016). Mezi angiogennimi faktory byly
v MSC-EVs detekovany naptiklad vaskularni endotelialni rustovy faktor (VEGF, vascular endothelial
growth factor), C-C chemokinovy ligand 2, angiogenin a angiopoietin-1 (Chen et al., 2014). ZjiStény
byly také neurotrofni faktory jako nervovy ristovy faktor (NGF, nerve growth factor), mozkovy
neurotrofni faktor (BDNF, brain-derived neurotrophic factor), neuregulin-2 a neurotrofin-5 (Lai et al.,
2012; Reza-Zaldivar et al., 2018). MSC-EVs rovnéz obsahuji fadu chemokind a cytokind, mezi nimiz
byly detekovany IL-1pB, L-2, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, TNF-a a faktor stimulujici kolonie granulocyt a
makrofagl. Ve vysoké mife vSak exprimuji pouze IL-6 a IL-8 (Zhang et al., 2016)

5.2 Terapeutické vyuziti MSC-EVs

Nedavno byla pfihlaSena prvni klinické studie, kterda by se méla zabyvat bezpecnosti podani
MSC-EVs pred¢asné narozenym novorozencim s vysokym rizikem rozvinuti bronchopulmonalni

dysplasie (https:/clinicaltrials.gov/, online). Pfiznivé ucinky MSC-EVs byly vSak jiz ptedtim

pozorovany na fadé zvifecich modelt pro rtiznd onemocnéni plic, srdce, mozku, jater nebo ledvin, ale
také naptiklad pti hojeni ran (Willis et al., 2017). V této praci jsem se zaméfila na jejich vyuziti pro
1écbu neurologickych onemocnéni. Pro fadu z nich doposud neexistuje efektivni [écba a MSC-EVs by

tak mohly pfedstavovat nadéjnou novou terapii.

6. Neuroprotektivni vlastnosti MSCs a MSC-EVs

Ackoliv se pro lécbu neurodegenerativnich onemocnéni jako nejvhodnéjsi jevi nervoveé
kmenové buiiky, moznost jejich vyZiti v praxi je slozita, protoze musi byt extrahovany z nervoveé tkané.
Snaha ziskat jejich dostatecné mnozstvi by pravdépodobné vedla ke znacnému poskozeni pacienta. Dalsi
nevyhodou je, Ze po in vivo aplikaci mohou zlstavat v nediferencované forme a navic jsou citlivé na
imunitni odpovédi pfi alogenni transplantaci (Lo Furno et al., 2018). Naproti tomu MSCs mohou byt
izolovany z fady lidskych tkani v€etné tukové, ktera je dostupna ve velkém mnozstvi. Navic nevyzaduji
imunosupresivni lécbu jako prevenci rejekce (Bonafede and Mariotti, 2017). Vyjma schopnosti

diferencovat v neurony vykazuji MSCs tadu dalSich neuroprotektivnich vlastnosti, mezi které patii
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stimulace neurogeneze a angiogeneze, nebo antiapoptotické, protizanétlivé a imunomodulac¢ni ucinky.
Ptestoze presny mechanismus terapeutickych ucinkd po transplantaci MSCs zatim nebyl objasnén, mize
byt vysvétlen parakrinni sekreci neurotrofnich faktorti a cytokinti (Lo Furno et al., 2018). Pod vlivem
MSCs mohou progenitorové buiiky diferenciovat v astrocyty, oligodendrocyty i neurony. Dale indukuji
vznik neropilinu-1 a 2, neuregulinu-1 a Ephrinu B2, faktorti hrajicich stézejni roli v regulaci ristu axontl,
formaci synapsi, ¢i integraci neuronalnich siti. MSCs podporuji proliferaci a diferenciaci
oligodendrocytovych progenitorti a zaroven zajist'uji myelinizaci nové zformovanych axonl (Berger
and Soder, 2015). MSCs vlastni sekreci i pisobenim na nervové buiiky podporuji zvySeni hladiny
klicovych neurotrofnich faktord v mozku, jako je naptiklad nervovy rustovy faktor NGF, BDNF,
fibroblastovy riistovy faktor 2, neurotrofin 3, VEGF, neurotroficky faktor odvozeny od gliovych bunék,
epidermalni rastovy faktor a sonic hedgehog, které zaujimaji hlavni roli nejen v proliferaci
progenitorovych bungk, ale i v neurogenezi a diferenciaci (Van Velthoven et al., 2011; Volkman and
Offen, 2017). Dale bylo prokazano, ze béhem chronickych zanétlivych procest v CNS potlacuji MSCs

-----

ke snizeni apoptozy neuront (Volkman and Offen, 2017).

Podobn¢ jako u MSCs, i u MSC-EVs byla prokazana fada neuroprotektivnich u¢inki. Nejprve
bylo pozorovano, ze exosomy z MSCs z riznych zdroji selektivné podporuji rdst neuritd u primarni
kultury neurond (viz. obr. 4). Kupodivu frakce obohacena o mikrovesikly z MSCs v§ak méla spise
inhibi¢ni G¢inky. ProtoZe neurity ve smési exosomt a mikrovesikli z MSCs stale rostly, autofi se
domnivaji, Ze exosomy v tomto modelu potlacily inhibi¢ni G¢inky mikrovesikli (Lopez-Verrilli et al.,
2016). Ptiznivé u€inky exosomti z MSCs na rust byly objeveny i u axont kortikalnich neuront a tento
efekt se jesté zvysil po aplikaci upravenych exosomil, obohacenych o miRNA klastr miR-17-92. Je vSak
tteba podotknout, Ze pti aplikaci vysoké koncentrace exosomi (3x10° ¢astic/ml) doslo k poskozeni
axontl. Jako idealni vysla koncentrace 3x10® ¢astic/ml (Zhang et al., 2017). Na in vitro modelu mysi
neuroblastomové bunécné linie, ktery simuloval perinatalni hypoxicko-ischemické poskozeni, pak bylo
pozorovano, ze MSC-EVs dokazaly zabranit apoptéze bunck. To probihalo pravdépodobné
prostfednictvim miRNA rodiny let-7-5p miR, ktera reguluje kaspazu 3 (Joerger-Messerli et al., 2018).
Ochranny vliv MSC-EVs na fetalni mozek dale popsali Ophelders et al., ktefi na ovéim modelu
indukovali perinatalni hypoxicko-ischemické poSkozeni prostfednictvim okluze pupecniku. MSC-EVs
byly podany intravendzné, zatimco kontrole bylo podano stejné mnozstvi 0,9% NaCl. Ukazalo se, ze
MSC-EVs dokézaly zabranit ztrat¢ kortikalni funkce, ¢astecné také zabranily hypomyelinizaci, ovSem

zde se nepotvrdila ochrana proti apoptoze neuronti (Ophelders et al., 2016).
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Obrazek 4 — Riist neuriti u primarni kultury neuroni.

Kortikalni neurony rostouci v médiu obohaceném sekretomem MSCs, mikrovesikly, exosomy a smési
mikrovesiklli a exosomi z MSCs. Na obrazku je mozné pozorovat, ze exosomy rast podporuji, zatimco
mikrovesikly jej inhibuji. Znaceni: fluorescencni protilatky proti acetylovanému tubulinu (zelen€) a proteinu

asociovanému s mikrotubuly 2 (Cerveng). Pfevzato a upraveno: (Lopez-Verrilli et al., 2016)

7. Vyuziti MSC-EVs pro 1é¢bu neurologickych onemocnéni

7.1 Neurodegenerativni onemocnéni

V soucasné dobé je lécba neurodegenerativnich onemocnéni Casto pouze symptomatickd a
nedafi se zastavit degenerativni procesy. To se odviji od faktu, ze fada 1éCiv, ale i samotné burniky nejsou
schopny prochazet pfes hematoencefalickou bariéru. Vyznamnou vlastnosti exosomul je, ze pies
hematoencefalickou bariéru prochdzet mohou (Chen et al., 2016). Zda se vsak, ze mikrovesikly takovou

schopnost nemaji (Bonafede and Mariotti, 2017).

7.1.1 Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba (AD, Alzheimer’s disease) je nejCastéjSim neurodegenerativnim
onemocnénim projevujicim se degeneraci synapsi, poruchou kognice a ztrdtou paméti. K markeriim AD
patii pfitomnost plakti peptidu amyloid beta (AP) a neurofibrilarni spleti hyperfosforylovaného proteinu
Tau (Liew et al., 2017; Reza-Zaldivar et al., 2018). Pro neurony toxicky AP vznikd postupnou
proteolyzou amyloidového prekurzorového proteinu (APP, amyloid precursor protein) prostfednictvim

sekretazy BACE1/B a sekretazy y (Haass and Strooper, 1999). Pravé zména ve zpracovani APP a
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nedostate¢né odbouravani AP, vedouci kjeho akumulaci zplsobuji rozvoj onemocnéni. Rozpad
neuronalnich mikrotubuld vlivem agregace proteinu Tau postihuje axonalni transport a také se podili na

rozvoji onemocnéni (Reza-Zaldivar et al., 2018).

Terapeutické u¢inky MSCs byly jiz diive sledovany na modelech AD (Cui et al., 2017; Shin et
al., 2014) a pozitivni vysledky byly nedavno zaznamenany i po aplikaci MSC-EVs (Cui et al., 2018; de
Godoy et al., 2017). V jedné studii bylo zjisténo, ze exosomy z MSCs obsahuji enzymaticky aktivni
mezenchymalni kmenové bunky odvozené od tukové tkané (ASCs, adipose tissue-derived stem cells)
se vyznacovaly vys§si expresi NEP, nez mezenchymalni kmenové bunky odvozené od kostni dien¢ (BM-
MSCs, bone marrow-derived mesenchymal stem cells). Exosomy odvozné od ASCs a BM-MSCs

kultivované spolecn¢ s neuroblastomovou bunécnou linii N2a (viz. obr. 5), produkujici v nadbytku AP,

Mrwe
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2013). Snizeni hladiny AP bylo pozorovano i na modelu transgenni APP/PS1 mysi, ktera vykazuje
zvySenou produkci AP spojenou s abnormalnim chovanim. Aplikace MSC-EVs zlepsila schopnosti
uceni a paméti, podpofila zvySeni exprese synaptického proteinu synapsinu 1 a snizila aktivaci astrocyti
a mikroglii. Byla pozorovana také sniZzena hladina prozanétlivych faktort, zatimco naopak doslo ke
zvySeni hladiny protizanétlivych faktor. V této studii bylo také zjisténo, ze MSC-EVs pochazejici
z hypoxického prostiedi, které je pro MSCs vice ptirozené, maji lepsi terapeutické t¢inky, nez MSC-
EVs pochazejici ze standartnich podminek (21% O,) (Cui et al., 2018). Dale bylo na kultufe
hipokampalnich neuronii potkana pozorovano, ze MSC-EVs zabraiiuji ztraté synapsi u neuront
vystavenych AP oligomertim a chréni je pied oxidativnim stresem tim, Ze ptenaseji aktivni katalazu (de
Godoy et al., 2017). Navic, 20S proteazom detekovany v exosomech z MSCs se vyznamné podili na
intracelularni degradaci oxidativné poskozenych proteinti a bylo prokdzano, ze jeho snizend aktivita
pfispiva k rozvoji neurodegenerativnich onemocnéni, jako jsou Alzheimerova, ¢i Parkinsonova choroba.

Exosomy by tedy bylo mozné vyuzit i pro dopravu funkénich proteazomi do mozku (Lai et al., 2012).

Zajimavou moznosti jak zvysit terapeutické u€¢inky MSC-EVs a snizit hladinu toxickych AP
plakt je genetickd modifikace MSCs. Cilem mize byt zastaveni produkce A prostiednictvim malych
interferujicich RNA (siRNA, small interfering RNA), ¢i jejich degradace prostiednictvim NEP nebo
enzymu degradujiciho inzulin. Nabizi se také modifikace membrany EV specifickymi ligandy c¢i
receptory pro neurony, které by zajistily jejich lepsi zacileni. MSC-EVs by ale také mohly plisobit ptes
gliové buiiky (Liew et al., 2017).
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Obrazek 5 — Exosomy z ASCs pohlcené buiikami neuroblastomové linie N2a

Exosomy z ASCs byly obarveny zelenou fluorescenéni barvou PKH67. Po 7 hodinach od aplikace bylo mozné
indikovat zelenou barvu jen v nekterych bunkach (Sipky), po 24 hodinach uz téméf ve vSech. Méfitko: 25 um.

Prevzato a upraveno: (Katsuda et al., 2013)

7.1.2 Parkinsonova choroba

Parkinsonova choroba (PD, Parkinson’s disease) je druhym nejcast&j$im neurodegenerativnim
onemocnénim na svété, béhem kterého dochazi ke ztraté dopaminergnich neurond v substantia nigra.
V postizenych buiikach se tvofi agregity proteinli znamé jako Lewyho téliska, coz vede ke snizeni
produkce dopaminu a postizeni dopaminergnich drah. Nejvice zasazeno je napojeni na striatum, které
nedostava signal pro reakci na pohyb (Shen et al., 2016). Onemocnéni se tedy projevuje motorickymi
poruchami, mezi které¢ patii napiiklad tres, svalova ztuhlost, zpomalené pohyby a poruchy rovnovahy,
ale i nemotorickymi poruchami jako je deprese, poruchy spanku a demence (Vilaga-Faria et al., 2019).
V jedné studii byly lidské dopaminergni neurony vystaveny oxidativnimu stresu pisobenim 100 pmol/L
6-hdyroxydopaminu po dobu 2 hodin. Poté bylo médium vyménéno za médium s ptidanymi EVs
odvozenymi od kmenovych bun¢k z diené¢ mléénych zubii (SHEDs, stem cells from human exfoliated
deciduous teeth), které jsou typem MSCs. Pouzity byly exosomy z SHEDs kultivovanych za

standardnich podminek, nebo EVs odvozené od SHEDs kultivovanych na mikronosi¢ich potazenych
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lamininem v bioreaktoru. Jako kontrola byl vyuzit fosfatem pufrovany fyziologicky roztok (PBS,
phosphate-buffered saline). Zaroven byla kazdych 10 minut monitorovana apopt6éza neurond. Zajimavé
bylo, ze pii kultivaci s exosomy odvozenymi od SHEDs ze standardnich podminek se apoptdza
dopaminergnich neuronti jesté zvysila. Naopak exosomy odvozené od SHEDs z bioreaktoru dokazaly
apoptézu u neuronti snizit o 80%. Toto si autofi vysvétluji tim, ze rozdilné kultivaéni podminky
ovliviiuji funk¢ni vlastnosti exosomil. V této studii byl navic sledovan i vliv mikrovesiklt, které byly
odvozené od SHEDs z bioreaktoru. Ukazalo se vSak, ze nebyly ucinné. (Jarmalavi¢iute et al., 2015).
Aktualné je u PD pozornost upfena také smérem k vlivu miRNA. Bylo totiz popsano hned nekolik
nefunk¢énich miRNA drah u gentl, které souvisi s PD a zaroven byly v exosomech z MSCs detekovany
miRNA s imunomodula¢nimi a neuroprotektivnimi ¢inky. Konkrétné jde o miR-133b, ktera byla jiz
zminéna vyse, miR-143 a miR-21, které hraji roli v modulaci zanétlivého prostfedi a s tim spojené

neuronalni smrti, a v neposledni fad¢ klastr miR-17/92 (Vilaga-Faria et al., 2019).

7.1.3 Dalsi neurodegenerativni onemocnéni

Nejcéastejsim neurodegenerativnim onemocnénim motorickych neuronii mozkové kury,
mozkového kmene a michy u dospélych je Amyotroficka lateralni skleréza (ALS, amyotrophic lateral
sclerosis). Projevuje se oslabenim svali, jejich atrofii, spasticitou a paralyzou. Obvykle kon¢i umrtim
pacienta po 1 roce az 5 letech od nastupu klinickych ptiznaki (Cleveland and Rothstein, 2001).
Nejcastéji je za onemocnéni zodpovédna mutace v genu pro Cu/Zn superoxiddismutazu 1 (SODI,
superoxide dismutase 1), ktera hraje ddlezitou roli v antioxida¢ni obrané buniky. Byla zjisténa ale 1 fada
dalsich mutaci (Chen et al., 2013). Bonafede et al. vyuzili exosomy odvozené od ASCs. Exosomy byly
kultivovany spolecné s transfekovanymi butikami linie podobné motoneuronim NSC-34, které
exprimovaly né€kolik typi mutaci spojenych se SOD1. Tyto buiiky byly navic vystaveny oxidativnimu
stresu. Niz$i ddvka exosomi (0.2 pg/ml) méla antiapoptotické ucinky a podpoftila zivotaschopnost
bunek, zatimco vyS$i koncentrace (0.4 pg/ml) prekvapivé ochranny efekt snizovala. Autofi se
domnivaji, ze ochranny efekt by mohl byt zpiisoben selektivni inkorporaci miRNA do exosomt,
zejména mMiRNA21, miRNA222 a miRNAlet7a, které se uplatiuji v inhibici apoptdzy, progresi
bunééného cyklu a proliferaci (Bonafede et al., 2016).

Exosomy z ASCs byly vyuzity i pro studium 1écby Hutingtonovy choroby (HD, Huntington’s
disease). Jednd se o dédicn€ podminéné autozomalné dominantni onemocnéni, zplisobené abnormalni
syntézou a akumulaci mutované¢ho proteinu huntingtinu (mHtt). Tyto procesy poskozuji neurony
prevazné v subkortikalni oblasti neokortexu a vedou k motorickym i neuropsychiatrickym porucham,
které konci smrti pacienta (Haddad et al., 2016). Na in vitro HD modelu z mysich nervovych bun¢k byla
indukovana agregace mHtt a po lécbé exosomy z ASCs doslo k redukci vzniklych agregatti. Podobné,
jako 1 v nékterych jinych studiich vlivu MSC-EVs na modely neurodegenerativnich onemocnéni, bylo

zjiSténo, Ze exosomy maji ochranny vliv na mitochondrie a antiapoptotické ucinky. Toto bylo podpoteno
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i detekci nizsi hladiny proteint spojenych s apoptdzou, mezi nimiz byly p53, Bax a rozstépena kaspaza

3 (Lee et al., 2016).

7.2 Ostatni neurologicka onemocnéni

MSC-EVs a zejména pak exosomy z MSCs byly mimo neurodegenerativni onemocnéni
sledovany i pfi dal$ich neurologickych onemocnénich. V této praci jsem se konkrétné zameétila na

roztrousenou skler6zu, cévni mozkovou ptihodu a traumatické poskozeni mozku.

7.2.1 Roztrousena sklerdza

Roztrousena skleréza (MS, multiple sclerosis) je autoimunitni zanétlivé onemocnéni CNS
postihujici predev§im zeny mezi 20 az 40 lety, jehoz plivod zistava doposud neobjasnény. Imunitni
reakce zprostfedkovana CD4" buiikami reaktivnimi na myelin vede k demyelinizaci, tvorb& 1ézi
prevazné v bilé hmoté a ztrat¢ axont. Pfiznaky MS jsou velmi variabilni a zahrnuji senzorické, visualni,

cerebralni i motorické symptomy (Garg and Smith, 2015).

Laso-Garcia et al. vyuZili pro studium na mys$im modelu MS nitrozilné aplikované exosomy
z ASCs (viz. obr. 6). Zatimco motorické funkce se po 1é¢bé exosomy zlepsily, pamétovy test dosahl
pouze nesignifikantniho zleps$eni. Bylo pozorovano zmenseni atrofie mozku a snizeni poétu 1ézi, coz
mize byt vysvétleno imunomodula¢nimi schopnostmi exosomi z MSCs. Tato schopnost byla doloZena
i snizenim hladin prozanétlivych cytokinii v plazmé. Dale doslo ke zvySeni poctu Ki-67" bunék.
Exosomy z MSCs tedy podporuji bunécnou proliferaci, protoze protein Ki-67 je vyhradné asociovany
s proliferaci. Byl detekovan snizeny signal znakti pro astrocyty i mikroglie, naopak zvySeny pro proteiny

myelinu (Laso-Garcia et al., 2018).

Nedavno byla publikovéana studie, kde byly exosomy sledovany jednak samostatné, ale také
jako nosice. Cast exosomtil byla konjugovana s aptamery LIM-3064 (Exo-APT), které se vazou na
myelin a indukuji remyelinizaci. Jejich u€inky byly pozorovany nejprve na bunécné linii
oligodendrocytil, u nichz v porovnani s aplikaci samotnych exosomil vice podpofily jejich proliferaci.
Pozdégji byly exosomy a konjugaty porovnany i na mySim modelu s rozvinutou MS, kde byly navic
zavedeny skupiny s profylaktickou davkou. V obou piipadech doslo ke zmirnéni onemocnéni. Navic
byla pozorovana remyelinizace a imunomodula¢ni efekty, projevujici se snizenim Thl odpovédi a
podporou populace Treg. K redukci demyelizované oblasti doslo pouze po profylaktické 1écbé Exo-
APT. 1 zde se tedy lécba Exo-APT projevila ptiznivéji, coz naznaCuje mozné vyuziti exosomt z MSCs

1 jako konjugatt, ¢i nosici 1é¢iv (Hosseini Shamili et al., 2019).
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Obrazek 6 — Distribuce EVs v mozku a perifernich organech.

EVs byly 2 hodiny po intraven6znim podani pozorovany v mozku, plicich, slezin€ a jatrech. Z obrazku je patrné,
ze nejvice EVs doputovalo do jater a mozku, naopak ve slezing se takika nevyskytovaly. EVs znaceny protilatkami
proti CD81 a CD63 (zelen€), znaky glii: glial fibrillary acidic protein (GFAP) a neuronii: protein specificky pro
jadra neuronti (NeuN, neuronal specific nuclear protein) (Cervené), bunétna jadra znacena 4',6-diamidin-2-

fenylindolem (Dapi) (modfe). Pfevzato a upraveno: (Laso-Garcia et al., 2018)

7.2.2 Cévni mozkova piihoda

Dalsim zdvaznym neurologickym onemocnénim je cévni mozkova piihoda, ktera celosvétove
postihuje piiblizné jednoho ze Sesti lidi. Jedna se o akutni, ndhle se rozvijejici postizeni urcité ¢asti
mozkové tkané, které se rozviji po vaskularnim poskozeni mozku. Miaze byt bud’ ischemicka, ktera
nastdva po uzdvéru mozkové tepny nebo hemoragickd zpusobena krvacenim z mozkové cévy.
V disledku prodé€lané cévni mozkové piihody dochazi k nekréze vSech poskozenych bunck a

nenavratnému poskozeni tkané (Kalladka and Muir, 2014).

Xin et al. sledovali t¢inky exosomli z MSCs na modelu potkana. Zvifata byla podrobena 2
hodiny trvajici MCAo a po 24 hodinach jim bylo intraven6zné aplikovano 100 pg proteinu z precipitatd
exosomu nebo stejné mnozstvi PBS. Po 28 dnech byla zvifata usmrcena. Ackoliv zména velikosti 1éze
nebyla v porovndni s kontrolou signifikantni, autofi zjistili, Zze exosomy z MSCs zlepsily funkéni

zotaveni, zvySily remodelaci neuritl a synaptickou plasticitu. Navic byla podpofena angiogeneze i
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neurogeneze (Xin et al., 2013a). Jind nov¢jsi studie se zamérila na vliv miRNA v téchto procesech.
Konkrétné §lo o klastr miR-17-92, ktery podporuje oligodendrogenezi, neurogenezi a axonalni rist.
Zvitrata obdobnych zptisobem podstoupila MCAo a byly jim podany exosomy z MSCs transfekovanych
plazmidem s miR-17-92 klastrem, druhé skupiné byly podany kontrolni exosomy bez miR-17-92 a tfeti
liposomy. Doslo k funkénimu zlepSeni u obou dvou skupin, kterym byly podany exosomy z MSCs,

ovSem léCba exosomy s miR-17-92 klastrem se ukazala jako vyhodnéjsi (Xin et al., 2017).

7.2.3 Traumatické poranéni mozku

Traumatické poranéni mozku (TBI, traumatic brain injury) je poskozeni mozku ke kterému
dochazi externi silou. Zahrnuje Siroké spektrum sekundarnich patologickych stavu nebo funkénich zmén

mozku. Disledkem TBI muze dojit az k amrti (Ye et al., 2017).

Na potkanim modelu TBI bylo v misté levého kortexu indukovano traumatické poranéni o
hloubce asi 2,5 mm. Den po provedeni zranéni byly ¢asti potkanii intraven6zné podany exosomy z
MSCs, zatimco kontrolni skupiné byl podan PBS. Tteti skupina zvitat nepodstoupila poranéni, ani 1é¢bu.
Poté byla zvifata pozorovana v né€kolika neurologickych testech po dobu 35 dnt. Ukazalo se, Ze 1é¢ba
exosomy z MSCs podpotila u potkand prostorové uceni, obnovu senzomotorické funkce a angiogenezi
. Pozorovana byla také zvySena neurogeneze v gyru dentatu a snizeni zanétlivé odpovédi (Zhang et al.,
2016b).

8. Zaver

MSC-EVs mohou do buné€k cilovych tkdni dopravovat fadu riznych biologicky aktivnich
molekul s terapeutickym efektem a pfispivat tak naptiklad k jejich regeneraci, modulaci imunitni
odpovédi, snizeni zanétlivé odpovédi nebo je tieba chranit pred apoptoézou. Dilezitym poznatkem je, Ze

mohou interagovat jak s pfilehlymi buitkami, tak putovat i na vétsi vzdalenost pfes biologické bariéry.

Tato prace predstavila MSC-EVs jako slibnou a bezpecnou nahradu vyuziti vlastnich bunek,
kterd si zaroven zachovava stejné terapeutické ucinky. Poprvé byly MSC-EVs na zvifecim modelu
testovany v roce 2010 a to konkrétn¢€ na mySim modelu ischemicko-reperfuzniho poskozeni. Od té doby
vSak byly jejich terapeutické ucinky potvrzeny i na mnoha jinych modelech, vcetné modeld
neurologickych onemocnéni, kterym se tato prace blize vénovala. Byla zaznamenana jak inkorporace
MSC-EVs do nervovych bunék, tak i jejich ochrana, regenerace a proliferace. Nékteré studie ovSem
poukazuji na velmi rozdilné ucinky mikrovesikli a exosomil na nervové bunky. VSechny tyto poznatky
mohou pfispét k hledani novych terapii pro doposud ¢asto nelécitelnd onemocnéni. Mimo to byly MSC-

EVs predstaveny i jako potenciondIni nosice 1éCiv.

Zatimco vyuziti MSCs se vénuje taktka 900 klinickych studii (https://clinicaltrials.gov/, online),

o vyuziti MSC-EVs se pokousi teprve prvni. Jedna se tedy o Giplnou novinku. Sir§imu klinickému vyuziti
zatim brani pfedevs§im fakt, Ze doposud neexistuje jednotnd technika izolace EVs a otdzkou zlstava i
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heterogenita MSC-EVs, ktera je velmi zavisla rtiznych stimulech a jejich ptivodu. Pokud ovSem
v budoucnu vice porozumime mechanismim, které urcuji selektivni inkorporaci riizného nakladu, mize
byt tato heterogenita a schopnost bunék produkujicich EVs citlivé reagovat na zménu mikroprostiedi

vyuzita ke zlepSeni vysledka 1écby.
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