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Abstrakt

Extracelularni vesikuly (EV) jsou membranové vacky produkované buiikami. Rada
publikovanych praci popisuje zmény poctu EV v télnich tekutindich za raznych
patologickych stavii. V nasi praci jsme pomoci prutokové cytometrie analyzovali pocty EV
v periferni krvi pacienti s roztrouSenou sklerozou (MS) a v pupecnikové krvi
u nedonosenych novorozenct se zanétem. Metodu detekce jsme extenzivné optimalizovali
a pritomnost EV ve vzorcich ovéfili pomoci elektronové mikroskopie. U pacientl s nové
diagnostikovanou MS jsme nalezli snizeny pocet T-lymfocytarnich a fosfatidylserin
pozitivnich EV ve srovnani se zdravymi darci krve. U MS pacientil vyzadujicich zménu
1écby byl nizsi pocet B-lymfocytarnich EV ve srovnani s neurologickymi kontrolami.
Podobné byl nizsi pocet endotelovych EV u MS pacientii podstupujicich biologickou lécbu
Natalizumabem. V pupec¢nikové krvi nedonoSenych novorozencii se zanétem jsme
pozorovali signifikantné¢ zvySené pocty placentarnich, endotelidlnich a destickovych EV
oproti nedonoSenym novorozencim bez zanétu. Ve srovnani s donoSenymi kontrolami
nebyly zmény v poctech EV signifikantni. Pocet endotelidlnich EV v pupecnikové krvi
koreloval s koncentraci IL-6 v zilni krvi novorozencli. Podobné¢ koreloval i pocet
destickovych a fosfatidylserin pozitivnich EV s koncentraci volného hemoglobinu
v analyzovanych vzorcich. Vysledky prace ukézaly signifikantni rozdily v poctech EV
u studovanych skupin pacientt s MS a u nedonoSenych novorozencl. Potvrdili jsme
vhodnost pratokové cytometrie pro analyzu poctu EV u definovanych skupin pacientt.
Velkeé individualni rozdily v poctech EV a vyrazny prekryv dat mezi pacienty a kontrolami
jsou vsak ptekazkou pro diagnostické vyuziti analyzy poctu EV v krvi pomoci priitokové

cytometrie v klinické praxi.

Kli¢ova slova: Extracelularni vesikuly, pratokova cytometrie, ptfedcasné porody,

roztrouSena sklerdza, diagnostika



Abstract

Extracellular vesicles (EV) are membrane particles produced by cells. Many
published papers describe changes in the level of EV in body fluids under various
pathological conditions. In our study, we analyzed the numbers of EV in the peripheral
blood of patients with multiple sclerosis (MS) and in the umbilical cord blood of preterm
newborns with inflammation using flow cytometry. We extensively optimized the detection
method and verified the presence of EV in the samples using electron microscopy. We
found areduced number of T-cell and phosphatidylserine-positive EV in patients with
newly diagnosed MS compared to healthy blood donors. In MS patients requiring a change
in the treatment, the number of B-cell EV was lower compared to neurological controls.
Similarly, the level of endothelial EV was lower in MS patients receiving Natalizumab
treatment. In the umbilical cord blood of preterm newborns with inflammation, we
observed significantly increased numbers of placental, endothelial and platelet EV
compared to preterm newborns without inflammation. Compared to the full-term controls,
the changes in EV numbers were not significant. The number of endothelial EV
in umbilical cord blood correlated with the concentration of IL-6 in the venous blood
of newborns. Likewise, the number of platelet and phosphatidylserine positive EV
correlated with the concentration of free hemoglobin in the analyzed samples. The results
showed significant differences in the number of EV in the studied groups of patients with
MS and in the premature newborns. We thus confirmed the suitability of flow cytometry
for the analysis of the number of EV in defined groups of patients. However, large
individual differences in EV counts and significant data overlap between patients
and controls are an obstacle to the diagnostic use of blood EV analysis using flow

cytometry in clinical practice.

Key words: Extracellular vesicles, flow cytometry, preterm birth, multiple sclerosis,
diagnosis
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Seznam pouzitych zkratek

AF — Alexa Fluor (Alexa Fluor)

APC — Allofykocyanin (A/lophycocyanin)

APS — Peroxodisiran amonny (4Ammonium persulfate)

BSA — Albumin z hovéziho séra (Bovine Serum Albumin)

BV — Brilliant Violet (Brilliant Violet)

C — kontrolni skupina donoSenych novorozenct (control group of full-term newborns)
CD — diferenciacni antigen (cluster of differentiation)

CF — na cyaninu zalozené flurofory (cyanine-based fluorescent dyes)

CI — interval spolehlivosti (confidence interval)

CNS — centralni nervova soustava (central nervous system)

COVID-19 — koronavirové onemocnéni 2019 (coronavirus disease 2019)
CRP — C reaktivni protein (C-reactive protein)

CS — cisafsky fez (ceasarean section)

CSF — cerebrospinalni tekutina (cerebrospinal fluid)

Cy — cyanin (cyanine)

DCC - opozdéné svorkovani pupecni sntiry (delayed cord clamping)

DK - skupina zdravych darct krve

DNA - deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)

EAE - experimentdlni autoimunitni encefalomyelitida (experimental autoimmune

encephalomyelitis)

EDTA — kyselina ethylendiamintetraoctova (ethylenediaminetetraacetic acid)
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ELISA — enzyme-linked immunosorbent assay
EpCAM - epitelidlni bunééné adhezivni molekuly (epitelial cell adhesion molecule)
ERF — ekvivalentni referencni jednotka fluoroforti (equivalent reference fluorophores unit)

ESCRT — endosomalni tfidici komplex potiebny pro transport (endosomal sorting complex

required for transport)

EV — extracelularni vesikuly (extracellular vesicles)

FasL — Fas ligand (Fas ligand)

FITC — fluorescein isothiokyanat (fluorescein isothiocyanate)

FIRS — syndrom zanétlivé odpovedi plodu (fetal inflammatory response syndrome)
FSC — doptedny rozptyl (forward scatter)

HSP70 — 70kDa protein tepelného Soku (70 kDa Heat Shock Protein)

HUVEC - lidské endotelidlni buniky pupecnikové Zily (Human umbilical vein endothelial
cells)

IFN — interferon (interferon)

Ig — imunoglobulin (immunoglobulin)

IL — interleukin (interleukin)

ILV — intraluminalni vesikuly (intraluminal vesicles)
IR — infracervena (infrared)

ISEV — Mezindrodni spolecnost pro extracelularni vesikuly (The International Society for

Extracellular Vesicles)
MFI — medién intenzity fluorescence (median fluorescence intensity)
MHC - hlavni histokompatibilni komplex (major histocompatibility complex)

miRNA — mikro RNA (micro RNA)



mRNA — mediatorovd RNA (messenger RNA)

MS — roztrousend sklerdza (Multiple sclerosis)

MVB — multivesikularni télisko (multivesicular body)

N — pacienti s roztrousenou sklerdézou léceni Natalizumabem

ND — nové diagnostikovani pacienti s roztrousenou sklerdzou

NK — ptirozeny zabije¢ (natural killer)

NP — pacienti s neurologickymi potizemi, ale vyloucenou roztrousenou skler6zou

ns — nesignifikantni (not significant)

NTA — analyza sledovani nanocastic (nanoparticletracking analysis)

PBS — Fosfatovy pufr (Phosphate-buffered saline)

PCT — prokalcitonin (procalcitonin)

P-Ec — preeklampsie (preeclampsia)

PE — fykoerytrin (phycoerythrin)

PFA — Paraformaldehyd (paraformaldehyde)

PT — pted¢asné narozeni novorozenci bez zanétu (preterm newborns without inflammation)
PTIN — pfed¢asné narozeni novorozenci se zanétem (preterm newborns with inflammation)
PVDF — Polyvinyliden difluorid (Polyvinylidene difluoride)

RI —refrak¢ni index (refractive index)

RNA - ribonukleové kyselina (ribonucleic acid)

S1P — sfingosin-1fosfat (sphingosine 1-phosphate)

SARS-CoV-2 — koronavirus souvisejici s téZkym akutnim respiraénim syndromem 2

(Severe acute respiratory syndrome-related coronavirus)



SB — vzorkovy pufr (sample buffer)

SDS — Dodecylsiran sodny (sodium dodecyl sulfate)

SSC — bocni rozptyl (side scatter)

TEM — Transmisni elektronova mikroskopie (7ransmission electron microscopy)
TEMED - Tetramethylendiamin (7etramethylenediamine)
TNF — faktor nekrotizujici nadory (tumor necrosis factor)

tt — tyden t€hotenstvi

TX100 — Triton X-100 (Triton X-100)

UCM - dojeni pupecni $ntry (umbilical cord milking)

VFN — vSeobecna fakultni nemocnice

VSSC — boéni rozptyl na fialovém laseru (violet side scatter)

ZL — skupina pacientil s roztrousenou sklerd6zou se zménou 1éby



1 Uvod

Extracelularni vesikuly (EV, Extracellular Vesicles) jsou malé membranové Castice
odvozené zbunék. Vyskytuji se ve vSech télnich tekutindch. Slouzi k mezibunééné
komunikaci a pfispivaji k fyziologickym i patologickym staviim organismtl, a to pfenosem

jejich nakladu, ale 1 interakci povrchovych molekul.

V kohortovych studiich u pacientii s riznymi komplikacemi byl pozorovan rozdil
v poctech nebo slozeni EV oproti zdravym kontroldm. Odlisné hladiny EV, jejich slozeni
nebo néaklad tak mohou byt diagnostickym nebo prognostickym ukazatelem pro klinickou

praxi.

RoztrouSena skleréza (MS, Multiple sclerosis) je demyeliniza¢ni autoimunitni
onemocnéni centralni nervové soustavy (CNS, central nervous system). Diagnostika
je zaméfena primarné na anamnézu pacienta, zobrazovaci techniky jako je magneticka
rezonance a priipadné vysetfeni cerebrospinalni tekutiny (CSF, cerebrospinal fluid).
Z diivodu sniZzeni chybovosti, zjednoduSeni a urychleni diagnostiky je stdld snaha nalezeni

vhodného biomarkeru MS.

K ptfed¢asnym porodim dochézi ve vyspélych zemich v 7,5-12 % ptipadi ze vSech
porodl. Pfed¢asny porod je nejcastéjsim divodem neonatalni umrtnosti. Jednim z diivodu
pfed¢asnych porodi jsou zanéty plodovych obalil, které zplsobenim zanétlivého stavu
novorozence zhorSuji komplikovany stav nedovyvinutého jedince. VEasné podani vhodné
lécby zvySuje pravdépodobnost pieziti novorozencli, a proto je vcasnd a spravna

diagnostika systémového zanétu novorozencti nezbytna.

V nasi préci sledujeme diagnosticky potencial EV v periferni krvi u pacientli s MS

a v pupecnikové krvi u pfedcasné narozenych novorozenci.
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2 Literarni prehled

2.1 Extracelularni vesikuly

EV jsou castice o velikosti desitek az stovek nm vylucované buiikami, obalené
dvouvrstevnou fosfolipidovou membranou, které neobsahuji funkéni jadro a nemohou
se replikovat (Théry et al., 2018). Vyskytuji se ve vSech télnich tekutinach, jako
krev, mo¢, mozkomisSni mok, matetské mléko, pleurdlni vypotek apod. (Szatanek et al.,
2017) a jsou produkovany vSemi dosud studovanymi bunéénymi typy (Kuiper et al., 2020,
Gandham et al, 2020). Mohou obsahovat genetickou informaci ve formé
deoxyribonukleové kyseliny (DNA; deoxyribonucleic acid), ribonukleové kyseliny (RNA,
ribonucleic acid) v riznych formach, jako medidtorovd RNA (mRNA, messenger RNA)
nebo mikro RNA (miRNA; micro RNA), déale pak rGzné proteiny, lipidy, metabolity a dalsi
slozky bunécného obsahu (Gandham et al., 2020).

Vzhledem ke vzristajici popularit¢ studia EV navrhla v roce 2014 Mezinarodni
spole¢nost pro extracelularni vesikuly (ISEV, The International Society for Extracellular
Vesicles) zékladni doporuceni pro studium, analyzu a spravnou charakterizaci EV (Létvall
etal., 2014). ISEV tyto pokyny upravuje podle nové ziskanych informaci
a aktualizovanych pozadavkli. V soucasné dobé¢ se pro charakterizact EV vychazi

z piepracovanych navrhl ISEV z roku 2018 (Théry et al., 2018).

2.1.1Zakladni rozdéleni a biogeneze

EV se do extraceluldrniho prostoru uvoliluji pii aktivaci bunck, bunééném stresu,
apoptoze (Saenz-Cuesta et al, 2014) 1 pii fyziologickém stavu builkky (van Niel et al,
2018). Sekreci napomahd zvySend koncentrace Ca®' (Milane et al, 2015). Buriky,
ze kterych jsou EV odvozeny, se oznacuji jako matetské buiikky (Gandham et al., 2020).
Rozdéleni EV probiha bud'to na zdkladé jejich velikosti, biogeneze nebo bunétného
puvodu. Nejcastéjsi rozdéleni je podle biogeneze, a to na exosomy, mikrovesikuly
a apoptoticka teliska (Mulcahy ef al., 2014). Neexistuji vSak obecné markery, které by
castice od sebe jednoznacné odliSovaly, a pokud neni pomoci zobrazovacich metod
vylozené zachycena biogeneze, je ISEV doporucovdno pouZzivat obecné oznaceni EV
(Théry et al., 2018). D¢leni dle ptivodu je zjistovano na zakladé povrchovych markert

typickych pro populaci matetskych bun€k (Saenz-Cuesta et al., 2014).
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Prvni zminovanou skupinou jsou exosomy (30-150 nm), které vznikaji
intracelularn€ invaginaci pozdniho endosomu, tim vznikaji vacky oznaCované jako
intralumindlni vesikuly (ILV; intraluminal vesicles) (Hurley, 2008). Endosom naplnény
ILV se oznacuje jako multivesikularni télisko (MVB; multivesicular body). MVB
splynutim s lysozomem muze vést k degradaci ILV, nebo se fuzi s cytoplasmatickou
membranou bunky dostavaji ILV do extracelularniho prostoru, kde jsou nazyvany praveé
exosomy (Trajkovic et al., 2008, Gandham et al., 2020). Mechanismus vzniku ILV se
v zasad¢ rozdéluje podle toho, zda je vyuzivany endosomalni tiidici komplex potiebny
pro transport (ESCRT, endosomal sorting complex required for transport). ESCRT zavisla
dréha vyuziva ubiquitinace proteinu, ur¢eného pro uzavieni do vesikulu. ESCRT komplexy
rozpoznaji ubiquitinovany ndklad areguluji invaginaci membrdny a tvorbu vesikulu
v MVB (Hurley, 2008). ESCRT nezavisla drdha je zavisla na sfingolipidovém ceramidu.
Lipidové rafty bohatsi na kuzelovité ceramidy vyvolaji spontanni zaktiveni membrany

a podporuji tvorbu vesikuli (Trajkovic et al., 2008; Mathieu et al., 2019).

Mikrovesikuly (100-1000 nm) vznikajici pfimo pucenim buné¢né membrany
(Séenz-Cuesta et al., 2014). Mikrovesikuly a exosomy mivaji podobny naklad, povrchové
znaky a ptrekryvaji se v rozpéti velikosti. Proto je v podstaté¢ nemozné je od sebe analyzou
nebo izolaci rozpoznat bez pozorované biogeneze (Gandham et al., 2020). Dalsi
podskupinou EV jsou apoptoticka téliska (obvykle >1000 nm), ktera vznikaji v pozdnich
fazich apoptozy bunck (Saenz-Cuesta et al.,, 2014). Obecné byvaji nejveétsi ze vSech EV,
mohou nést 1 bunécné organely a na svém povrchu maji nejvétsi zastoupeni fosfatidylserinu
(Gandham et al., 2020). Zvlastni skupinou EV jsou onkosomy, neboli EV odvozené
od nadorovych bunék (van Niel et al., 2022). V nékterych piipadech byva k EV fazena jesté
skupina exomery (<50 nm), coz jsou castice pouze s jednou vrstvou membrany (Gandham

et al., 2020) a v rozsahu této prace jsou zanedbatelné.

Diky rtzné biogenezi jsou EV hodné heterogenni at’ uz ve velikosti, sloZeni,
povrchovych markerech nebo ve funkci. Je slozZité jednoznaéné urcit biogenezi
usledovanych EV a jejich popis se tak rad€ji zamétuje na vice faktorti. ISEV proto
doporucuje shrnujici pojmenovani EV doplnéné o analyzované faktory, jako je
napt. velikost a ptfitomnost specifickych bunécnych znakl (Théry ef al., 2018; Gandham
et al.,2020).

12



2.1.2Funkce EV

EV slouzi k mezibunécné komunikaci a pfispivaji k fyziologickym i patologickym
stavim v organismu (Sdenz-Cuesta et al., 2014). Jejich funkce zavisi na povrchovych
molekulach, vnitfnim obsahu a mize odrazet stav mateiské buiikky (Record et al., 2014).
Komunikaci mohou zprostiedkovavat pfimou interakci povrchovych molekul s receptory
cilovych bungk, ptipadné¢ dopravenim prendSené¢ho materialu do jejich nitra (Mathivanan

et al., 2010).

Vnitini material z EV, jako jsou proteiny, lipidy i nukleové kyseliny, se do cilovych
bun¢k dostdva riznymi mechanismy. Membrédna EV muze fuzovat s cilovou membranou
a tim se obsah dostane ptimo do cytosolu buiikky (Mathivanan et al., 2010). Celé EV mohou
byt do cilové bunky dopraveny i pomoci endocytoézy zprostiedkované klathrinem
i kaveolinem (Mulcahy et al., 2014). Povrchovy fosfatidylserin podporuje piijeti EV

fagocytozou, malé exosomy mohou byt pfijaty makropinocytézou (Mathieu et al., 2019).

Komunikaci pfispivaji EV k béznym fyziologickym procesim organismu. EV
odvozené od kmenovych buné¢k mohou naptiklad pomahat s regeneraci poskozené tkané
(Robbins, 2017). Béhem zrani erytrocytl je pomoci EV odstraiiovan veskery material, ktery
uz krvinka nepotiebuje (Géminard et al., 2004). Kupferovy bunky v jatrech vychytavaji EV
odvozené od Cervenych krvinek, které obsahuji hemoglobin. Prichod jatry tak sniZuje
erytrocytalni EV v ob¢hu (Willekens et al., 2005). Prostatosomy, coz jsou EV uvoliiované
epitelidlnimi buitkami prostaty, mohou v ejakulatu pomahat pii oplozeni vajicka a chranit
spermie pfred imunitnim systémem v reprodukénim traktu Zen (Aalberts et al., 2014).
Preneseni funkéni mRNA a miRNA pomoci EV méni chovani cilové bunky (Valadi ef al.,
2007). EV se ucastni i mechanismi imunity. EV odvozené od neutrofilnich granulocytt
& Schifferli, 2004). EV odvozené od antigen prezentujicich buné¢k mohou na svém povrchu
nést hlavni histokompatibilni komplex II (MHC, major histocompatibility complex)
s navazanym antigenem a Ucastnit se antigenni prezentace T-lymfocytim (Raposo et al.,

1996; Milane et al., 2015; Mathieu et al., 2019).

Zprostiedkovanim mezibunééné komunikace se EV ucastni i patologickych procesii
v organismu. Rakovinné buitkky pomoci EV ptenaseji onkogenni aktivitu (Al-Nedawi et al.,

2008), maji metastaticky potencial a pfispivaji invazivit¢ nadort. Z nadorového

13



mikroprostiedi odnasi 1é¢iva (Milane et al, 2015). V CNS pomahaji Sifit
neurodegenerativni onemocnéni pfenosem chybné sbalenych amyloidii u Alzheimerovy
choroby, prioni uinfekénich priondéz (Record et al, 2011) nebo a-synukleinu
u Parkinsonovy choroby (Upadhya & Shetty, 2021). Naklad EV odrazi stav mateiské
buiiky, jsou proto studovany jako mozny biomarker pro diagnostiku a monitoring
onemocnéni (Gandham et al., 2020). V poslednich letech jsou EV studovany rovnéz jako
mozny nastroj pro dopravu 1éciv do mista urceni (Record et al., 2011; Gandham et al.,
2020), protoze membrana chrani néklad pfed enzymatickou degradaci v extracelularnim
prostoru a povrchové proteiny by mohly pomahat s dopravou nakladu na pozadované misto

(Mulcahy et al., 2014).
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2.2 Metody prace s EV
2.2.11zolace EV

EV mohou byt pro tcely analyzy izolovany ze vSech télnich tekutin (Szatanek ef al.,
2017). Nejéast&jsim materidlem pro izolaci je krev, kde se vyskytuji v mnozstvi 10*-10'2
EV na ml plasmy (Coumans et al., 2017). V krvi je ale vysokd koncentrace i1 jinych
podobn¢ velikych Castic, jako proteinové agregaty, lipoproteiny, chylomikrony,
cholesterolové Castice apod. (Gandham et al., 2020). DalSim ¢astym materialem pro izolaci
EV jsou kondiciovand média bunécnych nebo tkanovych kultur. Pfi jejich analyze se
doporuCuje pouziti bezsérovych médii, protoze samotné sérum obsahuje vlastni EV.

Rovnéz se pti analyze doporucuji kontroly analyzy vlastniho média (Théry ef al., 2018).

Nejcastéjsi metodou izolace je ultracentrifugace, ktera vSak miiZze zplsobovat
agregaci EV (Gardiner ef al., 2016). Dale je vyuzivana sériova diferencialni centrifugace
(Van Deun et al, 2017), kdy se nejprve pii 1500 x g oddéli pfitomné bunky a debris
a nésledné pfi odstiedivé sile 1000020000 x g velké EV. Malé¢ EV se odd¢luji do peletu
az pii ultracentrifugaci rychlosti pfi stovkach tisic x g (Coumans et al, 2017). Kvili
odstranéni desticek pii ptipraveé plasmy se doporucuje dvojitd centrifugace. Zopakovanim
centrifugace ve fosfatovém pufru (PBS, Phosphate-buffered saline) miuze dojit k odmyti
rozpustnych proteind, lipidové castice a proteinové agregaty vSak ve vzorku zlstavaji
(Gandham et al., 2020). Dalsimi zplsoby izolace jsou precipitace EV pomoci polymert
(Saenz-Cuesta et al., 2014), filtrace, nejCasnéji na celulézovych filtrech, diky kterym se
oddéli vétsi Castice (Gandham er al, 2020), nebo izolace pomoci gelové ¢i afinitni

chromatografie (Gardiner et al., 2016).

Je dulezité pfi zpracovani materidlu pracovat standardné a zapisovat veskeré kroky,
aby mezi vzorky nevznikaly rozdily, které by mohly vést ke zvySené tvorbé, ale 1 rozpadu
EV. Je nutné standardizovat odbér materialu, izolacni postup, centrifugace, kroky zmrazeni
a rozmrazeni, definovat celkovy stav pacienta, denni dobu odbéru apod. (Gandham et al.,
2020). Uz samotny odbér mize aktivovat krevni desti¢ky a zvysit tak ve vzorku pocet EV
od nich odvozenych (Coumans et al., 2017). Pouziti riznych antikoagulantii pfi odbéru
krve mlZe rovnéz ovlivnit mnozstvi EV ve vzorku. Napiiklad heparin zplsoboval pii
michani odebrané pIlné krve ndrGst poctu EV ve vzorku, oproti pouziti

ethylendiamintetraoctové kyseliny (EDTA, ethylenediaminetetraacetic acid) nebo citratu
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sodného (Fendl et al., 2016). Citrat sodny jako antikoagulant mél pfi pokojové teploté
stabilni vysledky po dobu 8 hodin, po 24 hodinich se pocty EV ve vzorcich zvySovaly.
EDTA ukazala naopak vétsi stabilitu pfi skladovani 48 hodin pii pokojové teploté
u destickovych a erytrocytarnich EV. Citrat sodny je doporuceny pii okamzitém
zpracovani, zatimco EDTA pro dlouhodobéjsi skladovani vzorku (Wisgrill et al., 2016)
nebo pro analyzu RNA z EV (Coumans ef al., 2017). Mnozstvi EV se zvySuje pfi aktivaci
koagulace, proto je pro analyzu lepsi pouziti plasmy neZ séra. Piitomnost Ca®" rovnéz

podporuje nariist poctu EV odvozenych od krevnich desticek (Aatonen et al., 2014).
2.2.2 Analyza EV

Zcela specifické markery pro charakterizaci EV nejsou znamy (Tannetta et al.,
2014). Jako markery EV se pouzivaji tetraspaniny, to jsou membranové proteiny ucastnici
se adheze a komunikace vazbou s bunéénymi receptory. Tetraspaniny casté pro EV jsou
diferenciacni antigen 9 (CD, cluster of differentiation), CD63 a CD81 (Mathivanan et al.,
2010; Mulcahy et al., 2014). V exosomech se vyskytuji také 70kDa proteiny tepelného
Soku (HSP70, 70 kDa Heat Shock Proteins), jejichZ ptitomnost je rovnéz Casto ov€fovana
pii analyze (Géminard et al., 2004; Gandham et al., 2020). SloZeni EV vychazi ze sloZeni
matefskych bunék, samotné analyza EV tak mtze vychazet ze znaceni markery typickymi

pro urcitou bunécnou populaci (Szatanek et al., 2017).

NejcastéjSi metody pro analyzu EV jsou pritokova cytometrie, transmisni
elektronovd mikroskopie (TEM, Transmission electron microscopy), kryo-elektronova
mikroskopie, analyza sledovani nanocastic (NTA, nanoparticle tracking analysis), nebo
ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) (Tannetta et al., 2014; Go6hner et al., 2015).
Dal8i metodou mohou byt mikroskopie atomdarnich sil nebo ramanova spektroskopie
(Szatanek et al, 2017). Proteiny a nukleové kyseliny v EV jsou analyzovany pomoci
elektroforézy, proteiny pak také western blottingem, RNA v EV je ovéfovana

1 sekvenovanim (Gandham ef al., 2020).

Pti TEM ovliviuje pfiprava vzorku tvarovou morfologii EV. Vlivem fixace
a negativniho znaceni slouc¢eninami tézkych kovli dochazi ke zborceni membrany, diky
cemuz maji EV mistickovy tvar misto sférického (Szatanek et al., 2017; Coumans et al.,
2017). Kryo-elektronova mikroskopie studuje vzorek fixovany ve skelném ledu pii teploté

tekutého dusiku a nedochazi u toho ke zméné morfologie. Zobrazované EV diky tomu mayji
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sféricky tvar a metodu lze vyuzit i k zachyceni biogeneze EV (Gandham et al., 2020).
Vedle sférickych EV se v plasmé& vyskytuji i tubuldrni, které byly zachyceny praveé diky
kryo-elektronové mikroskopii (Arraud et al., 2014). Vzhledem ke zptisobu piipravy vzorku
a jeho sorpci na sitku se TEM nehodi jako metoda pro kvantitativni analyzu, ale hojné se
pouziva spole¢né s jinymi metodami jako dikaz ptitomnosti EV a popisu jejich morfologie
(Coumans et al., 2017). Kvantitativni analyza EV pomoci pratokové cytometrie bude jako

stézejni metoda popsana v samostatné kapitole.
2.2.3Pozorované rozdily po¢tu EV pii onemocnéni

Povrchové proteiny a lipidy i vnitini obsah EV mohou odrézet stav, ktery
v organismu probihd (Record et al., 2014). Vriznych studiich analyzujicich EV
v kohortach pacientl s riznymi chorobami byl sledovan rozdil v poc¢tech EV, jejich slozeni

nebo povrchovych markerech (Gandham et al., 2020).

V poslednich letech bylo opublikovano velké mnozstvi studii analyzujicich EV
v télnich tekutinadch onkologickych pacient. V krvi pacientd s kolorektalnim karcinomem
byly sledovany vys$§i hladiny CD147"CD9" EV oproti zdravym kontrolam (Yoshioka et al.,
2014). Rovnéz byla zvySena hladina miRNA v EV, které byly izolovany z krevni plasmy
pacientil s kolorektalnim karcinomem na zaklad¢ ptitomnosti epitelidlni bunécné adhezivni
molekuly (EpCAM, epitelial cell adhesion molecule) a po chirurgickém odstranéni
karcinomu se rozdil jejich hladin oproti zdravym kontroldm ztracel (Ostrenfeld et al.,
2016). U pacientid s karcinomem plic se hladiny izolované miRNA z EV odliSovaly
i u rznych stadii rakoviny (Jin et al., 2017). U pacientli s melanomem byla v plasmé vyssi
hladina EV exprimujicich caveolin-1 nez v plasmé zdravych kontrol. U pacienti
podstupujicich chemoterapii byla hladina caveolin-1" EV niz§i neZ u pacientl
s melanomem, u kterych zatim nedoSlo k 1écbé (Logozzi et al, 2009). U pacientd
s karcinomem slinivky byly v krvi zvySené EV odvozené od krevnich desti¢ek oproti
pacientiim s benignim onemocnénim slinivky. Rozdil v hladindch destickovych EV byl
zaznamenan u pacientll s karcinomem slinivky 1 oproti pacientim s jinym druhem rakoviny,
jako kolorektalni karcinom (Mege et al., 2016). Prostatosomy byly zvyseny v ejakulatu
muzu s rakovinou prostaty, oproti zdravym muzim (Aalberts et al., 2014). EV odvozené
od nadort mohou svym ndkladem nukleovych kyselin, proteinti a lipidl pfispivat k Sifeni
a progresu onemocnéni (Ruivo et al., 2017). Vzhledem k odliSnym hladinam EV a jejich

odliSnému obsahu mohou byt EV odvozené od nadorti prognostickym ukazatelem
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v klinické praxi (Milane ef al., 2015). U metastazujicich nadorti se jako prognosticky
material vyuzivaji cirkulujici nadorové bunky v krvi, jejichz pfitomnost koreluje
s prognozou pacienta (Nanou et al., 2018). Jejich mnozstvi ve vzorku je ale extrémné nizké,
v fadech jednotek bun€k na odebrany vzorek a progndza tim muze byt zkreslena. Oproti
tomu mnozstvi EV odvozenych od rakovinnych bunck je daleko vétsi a jejich pocet
ve vzorku stabilnéjsi. Prognostika onemocnéni zaméfena na analyzu EV by tak v budoucnu

mohla byt presnéjsi (Nanou et al., 2020).

Hladiny destickovych (Tamagawa-Mineoka et al., 2010) a endotelovych EV v krvi
byly zvySené u pacientl s psoriazou oproti zdravym kontroldm. Korelace se zavaznosti
psoriazy ale nebyla pozorovana (Pelletier et al., 2011). Destickové EV mély zvySenou
hladinu 1 v krvi pacientii s diabetem typu II a na jejich mnozstvi neméla vliv obezita
pacientil (Zhang et al., 2014). U téhotnych zen s preeklampsii (P-Ec, preeclampsia) byla
v krvi pozorovana vyssi hladina EV odvozenych od placenty, nez u zen s fyziologickym
téhotenstvim (Foster et al., 2016; Han ef al., 2020). Pocet destickovych EV v periferni krvi
byl zvySeny u pacientii s infekci koronaviru souvisejiciho s tézkym akutnim respiracnim
syndromem 2 (SARS-CoV-2; Severe acute respiratory syndrome-related coronavirus)
oproti zdravym kontrolam a byly pfi pandemii koronavirového onemocnéni 2019
(COVID-19; coronavirus disease 2019) sledovany jako mozny biomarker ptipadné

predikce respiracnich obtizi (Cappellano et al., 2021).

Celkovy narast EV v krvi je spojeny 1 s fyzickou aktivitou. Jejich pocet opét klesa
na puvodni hodnotu pied cvicenim po 90 minutich v klidu (Frithbeis et al, 2015). Je
dulezité brat na védomi, Ze mnozstvi a velikost EV v krvi se méni béhem dne a hladina
muZze byt ovlivnéna riiznymi faktory, jako je pohyb, doba uplynula od posledniho jidla nebo
pohlavi jedince (Danielson et al., 2016). Sledované rozdily hladin EV v riznych télnich

tekutinach vSak pfinasi moznosti diagnostiky nebo prognostiky rliznych onemocnéni.
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2.3 Roztrousena skleroza

MS je chronickd, organové specifickd autoimunitni choroba CNS spojena
s demyelinizaci neuronti (Confavreux et al., 1980) a poSkozenim oligodendrocyti (Dobson
& Giovannoni, 2019). Klinické projevy jsou rizné a rozliSuji se podle rychlosti progrese
onemocnéni. Nejcastéjsi formou (az 90 % piipadld) je relaps-remitujici MS, kterd se
projevuje stiidanim oddélenych epizod zhorSeni stavu, pii které dochazi k demyelinizaci
neurond v zanétlivé oblasti CNS (relaps) a naslednou remisi, pii které dojde ke zlepseni
a CasteCné regeneraci tkané (Hauser & Cree, 2020). Dalsi formou muze byt progredujici
MS, kdy dochazi k postupnému zhorSovani bez remisi. Progresivni forma miize byt
primarni (asi 10 % ptipadl), coz je forma MS, kterd se vytrvalym zhorSovanim projevuje
od zacatku onemocnéni, nebo sekundarni, ktera se vyviji z relaps-remitujici po nckolika
letech (bézné po 10-15) pfi postupném celkovém zhorSovani stavu (Dobson & Giovannoni,

2019).

Piesny dlivod onemocnéni neni dosud zndmy (Hauser & Cree, 2020), ale vyznamny
vliv hraje interakce genti (Ebers et al, 1986) i prostiedi (Bernard & de Rosbo, 1992).
Riziko onemocnéni souvisi s niz§im mnozstvim vitaminu D v séru, koufenim, obezitou
v détstvi nebo ptedchozi infekci virem Epstein-Barrové (Dobson & Giovannoni, 2019).
K vyskytu onemocnéni dochazi nejcastéji mezi 20. a 50. rokem zivota jedince
(Saenz-Cuesta et al., 2014). MS se az 3% castéji projevuje u Zen nez u muzi (Dobson
& Giovannoni, 2019). U zen v t¢hotenstvi se snizuje vyskyt relapst, a k nejvétSimu
zlepSeni dochazi ve 3. trimestru téhotenstvi. Po porodu se relapsy vraci a zhruba rok po
porodu je stav onemocnéni ve stejném stavu jako pfed otéhotnénim (Confavreux et al.,

1998).

Pti vyvoji nemoci dochazi k interakci endotelu, leukocytli, monocyti a bun¢k CNS.
Aktivaci imunitniho systému napomaha prozanétlivé cytokinové prostiedi tvoiené faktorem
nekrotizujicim nadory (TNF, tumor necrosis factor) a, interferonem (IFN, interferon) v,
nebo interleukinem (IL, interleukin) 1B a zvySenou expresi adhezivnich molekul (VCAM-1,
E-selectin, a PECAM-1) (Saenz-Cuesta et al., 2014). MS se primarné¢ povazuje
za autoimunitni onemocnéni zprostiedkované T bunéfnou odpovedi, ale 1 1é€ba vedena
cilené¢ proti aktivit¢ B-lymfocytd vede ke zlepseni projevii. Nalezy CNS jsou ve formé
skler6zovych plakli a zanétlivé oblasti jsou bohaté na CD8" T-lymfocyty. V niz§im poctu se

v infiltratech vyskytuji i plasmatické a B buiikky (Dobson & Giovannoni, 2019). Typickymi
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symptomy jsou problémy s vidénim, Unava, dysfunkce mocového méchyie, problémy
s chlizi a motorikou, ataxie, bolesti, deprese a dalsi. K rozvoji onemocnéni vSak dochazi
casto 1 ne€kolik let pfed objevenim prvnich ptiznakl (Saenz-Cuesta et al., 2014; Dobson

& Giovannoni, 2019; Hauser & Cree, 2020).
2.3.1Soucasna diagnostika MS

Pivodni diagnostika MS se opirala pievazné o projevy onemocnéni a vylouceni
vSech ostatnich onemocnéni s podobnymi projevy. Vysledna diagnéza byvala odhalena
az pii pitvé a byla zaznamendvana vysoka chybovost pfi urCeni MS, ale i pii jejim
vylouceni. Dnes je pro udrzeni kvality zivota pacienta potfebny Casny nastup 1écby,
k ¢emuz uz je nezbytna spravna a vcasna diagnoza (Bove & Hauser, 2018). V soucasné
dobé se diagnostika opird o zobrazovaci metody, pfevazn€¢ magnetickou rezonanci
(Thompson et al., 2018). Kurceni diagnézy se vychazi z McDonaldovych kritérii
(McDonald et al., 2001), ktera byla postupné revidovana podle aktualnich narokd (Polman
et al., 2005; Polman et al., 2011; Thompson et al., 2018).

Zaklad diagnézy se opird o celkovou anamnézu a ndlez na magnetické rezonanci.
K diagnéze je zapotiebi prokazani $ifeni demyelinizagnich 1ézi v ¢ase i prostoru. Sifeni
v prostoru je definovdno alespon jednou lézi v alespoit dvou oblastech CNS typickych
pro MS, coz jsou juxtrakortikalni, periventrikularni, infratentoridlni a misni oblast (Polman
etal., 2011). Diseminace v Case ukazuje rozdily na snimcich pofizenych alespoii
s rozestupem 30 dnd. Soucasné musi byt vylouceny ostatni diagnézy s podobnymi projevy,

jako je o¢ni neuritida, nebo téZké neuropatie (Polman et al., 2011).

V piipad¢ nejasnych vysledkii po vySetieni pomoci magnetické rezonance je
doporucovano doplnéni vysetieni CSF. Takové vySetfeni se zamécfuje na hledani
oligoklonalnich pasti imunoglobulinu (Ig, immunoglobulin) G na elektroforézovém gelu
z CSF. K podpoteni diagnézy MS je zapotiebi nalézt 2 prouzky IgG v CSF, které
se nenachazi v séru stejné¢ho pacienta, coz podporuje prikaz lokalni syntézy IgG v CNS
(Thompson et al., 2018). VySetieni CSF se doporucuje i1 v ptipade, kdy neni mozné ziskani
dilkazii o diseminaci v ¢ase nebo prostoru, nebo jsou vysledky nejasné (Filippi et al., 2016).
Vyskyt oligoklonélnich IgG pasti v CSF neni jednoznacné kritérium a bez ostatnich projevi

se urcuje jako mozné riziko rozvoje MS (Dobson et al., 2013).
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Je stala snaha o zjednoduSeni McDonaldovych kritérii pro snizeni mozné chybné
diagndzy. Je potreba odlisit MS od neuromyelitidy a poruch optického spektra. U pacientii
mladSich 11 let je pomérné Casty vyskyt akutni encefalomyelitidy, pii které maji pacienti
nalez splitujici McDonaldova kritéria a mize tak pomérné snadno dojit k chybné diagnoze.
Stale neni zddny jednoznacni znak nebo klinicky test k piesné diagnéze MS. Dalsi vyzkum
je proto smétovan k hledani neurofyziologickych markert v télnich tekutinach (Thompson

etal., 2018).
2.3.2Lécba MS

Lécba MS se zaméfuje pifevazné na modulaci imunitniho systému. Pfi relapsech se
imunitni odpovéd’ potlacuje pomoci vysokych davek kortikosteroidii (Smets et al., 2017).
Dalsi imunomodulac¢ni lé¢bou je intravendzni poddvani IFN-B nebo glatimer acetétu.
Podéavani Teriflunomidu inhibuje enzym dihydroorotat dehydrogenazu, ¢imz se redukuje
syntéza pyrimidinu, ktery je dulezity pro proliferaci lymfocyti (Dobson & Giovannoni,
2019). Cilend lécba MS zahrnuje naptiiklad Fingolimod. Ten se in vivo preménuje
na S-fingolimodfosfat, ktery se s vysokou afinitou vaZze na sfingosin-1fosfatové (SIP,
sphingosine I-phosphate) receptory, ¢imz brani vystupu lymfocyti z lymfatickych uzlin
do periferniho obéhu. Vazbou se rovnéz na lymfocytech snizuje exprese S1P receptort
(Scott, 2011). Podobny mechanismus uc¢inku ma Siponimod, ktery moduluje ptimo S1P
receptor. Monoklondlni protilatky proti CD20, jako Ofatumumab nebo Ocrelizumab, vedou
k depleci B-lymfocyti (Hauser & Cree, 2020). Natalizumab je humanizovana
monoklondlni protilatka proti integrinu a4f1 (také VLA-4), ¢imz brani adhezi a prostupu
lymfocytt do CNS (Dobson & Giovannoni, 2019). Dalsi pouzivanou IéCbou je
Alemtuzumab, protildtka proti CDS52, ktery se vyskytuje na zralych lymfocytech,
ale vmen$im mnoZzstvi 1 na dalSich bunkach imunitniho systému, jako makrofagy,

monocyty nebo ptirozeny zabije¢ (NK, natural killer) (Willis & Robertson, 2016).

Vedle cilené 1écby MS se v pozd¢jsich stadiich onemocnéni a pii progresich pridava
také symptomaticka 1éCba, kterd se zaméfuje na lécbu a zmirnéni symptomu, které se
objevuji v disledku poSkozeni CNS. Anticholinergika se podéavaji pii dysfunkci mocového
méchyie, analgetika proti bolesti, ¢asto se pfidavaji 1 antidepresiva a podobné (Dobson &

Giovannoni, 2019).

21



Zajimavé poznatky pfinasi sledované zlepSeni pribc¢hu onemocnéni v t€hotenstvi.
Téhotenstvi podporuje proliferaci prekursorovych bun¢k oligodendrocytl, diky cemuz se
zvysuje regeneracni schopnost myelinu v matefské CNS. Ukézalo se, Ze prolaktinova
signalizace regulovala proliferaci prekursorii oligodendrocytl. Prolaktin byl proto
diskutovan jako mozné terapeutické ¢inidlo pro obnovu bilé hmoty u pacientti s MS (Gregg

et al., 2007).
2.3.3EV v neurologii

Jak uz bylo popsano v ptedchozi kapitole (2.1.2.), EV pfispivaji k fyziologickym,
ale i patologickym staviim v organismu. Stejné je tomu i v nervové soustave. Pti vyvoji
a neuronalnim zrani vylucuji oligodendrocyty EV, které reguluji myelinizaci k umoznéni
neurondlniho zrani a plného vyvoje. EV odvozené od oligodendrocytii chrani pteziti
neurontl pii stresu (Lai & Breakefield, 2012). Pfi Grazech zbavuji EV neurony toxickych
proteinti. V pfipad¢é poskozeni neuront slouzi EV také jako prostiedek pfenosu ribosomu
a mRNA ze Schwannovych bunék do poskozenych neuronii a podporuji tim syntézu
proteint pro regeneraci (Court ef al., 2011). EV v nervové soustavé vSak také plisobi jako
pfenaSece chybné sbalenych patologickych proteintl, jejichz pfitomnosti vznikaji oligomery
ukladajici se v mozku a snizujici neuronalni funkce, které¢ vedou az k apoptdze neuronti.
Ptispivaji tak k pfenosu amyloidu B, ktery agreguje v CNS pii Alzheimerové chorobé
a jehoz nerozpustné plaky jsou neurotoxické. U Parkinsonovy choroby dochazi k ukladani
a-synukleinu, ktery se mezi buiikami také mize prendset pomoci EV (Sdenz-Cuesta ef al.,
2014) U infek¢nich priondz se pomoci EV pifenasi infekéni prionovy protein (Record et al.,

2011).

Néadorové buiiky vylucuji EV, které se ucastni potlaceni imunitnich reakci
proti nddorovym antigentim, a to at’ uZ ptimou inhibici, nebo pii kompetici jako nahradni
cil imunitni odpovédi (Lai & Breakefield, 2012). EV znadori casto odnasi
1 chemoterapeutika dodavana k 1écbé. Soucasné jsou EV navrhovany jako mozny vektor
k ptenosu 1é¢iv (Gandham et al., 2020). Mikroglie a makrofagy v CNS uvoliuji EV, které
Sifi zanétlivé signaly. V mozkomisnim moku i v krvi pacienti s MS byly pozorovany
rozdilné hladiny EV ve srovnani se zdravymi kontrolami (Carandini et al., 2015). Rozdily
v poctech EV v periferni krvi byly popsany i u Alzheimerovy choroby, demence, epilepsie
nebo po traumatech CNS (Lai & Breakefield, 2012). EV z dendritickych bunék zajistovaly

v myS$im modelu experimentdlni autoimunitni encefalomyelitidy (EAE, experimental
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autoimmune encephalomyelitis), modelu MS, komunikaci dendritickych bunék a mikroglii
(Teo et al., 2010). U mysi s EAE bylo pozorovano zvysené¢ mnozstvi EV v séru v pribé¢hu
biezosti a v souvislosti s tim byly snizeny projevy EAE. Exosomy v séru potlacovaly
aktivaci T-lymfocytl,, podporovaly zrani prekursorti oligodendrocytii a usnadiovaly jejich
migraci do CNS. Exosomy isolované z bfezich samic snizovaly zanétlivou reakci u mysi
s EAE a snizovaly produkci IFN-y (Williams et al., 2013), TNF-a, IL-17 (Gatson et al.,
2011).

23



2.4 Predcasné porody

2.4.1 Klasifikace porodu dle gestacniho véku

Porod je urcen jako pted¢asny, pokud k nému dojde pied 37. tydnem gestacniho
veéku. Ve vyspélych zemich jsou ptedcasné porody s incidenci 7,5-12 %, v rozvojovych
ivice nez15 % (Galinsky et al, 2013). Nejvice neonatdlnich umrti je v disledku
pied¢asnych porodu (Liu et al., 2016). Ve vyspélych zemich je ptfedCasny porod diivodem
az 70% umrtnosti novorozencl. Pfi¢inami pfedCasnych porodii mohou byt vicecetna
téhotenstvi, zanéty jako chorioamnionitida, irazy matky, nebo uméle vyvolané porody

z diivodu zachovani bezpecnosti matky (Galinsky ef al., 2013).
2.4.2Davody predcasnych porodii a chorioamnionitida

PtedCasny porod miize byt spontanni, vyvolany z diivodu mechanického poSkozeni
plodovych obali, zpisobeny viceCetny té¢hotenstvim, uméle vyvolany z divodu komplikaci
matky, jako krvaceni nebo preeklampsie (P-Ec, preeclampsia), nebo z diivodu bakterialni
infekce a zanétu (Galinsky et al.,, 2013). Jednim z Castych divodu pred€asnych porodi je
chorioamnionitida, neboli zdnét plodovych oball, amnionu a chorionu. U té¢hotné Zeny se
projevuje jako horecka, tachykardie, citlivost délohy a piedc¢asné prasknuti plodovych
oball, ale mize probihat 1 asymptomaticky. Zanét je zplsoben ptitomnosti
mikroorganismli, které se do mista dostanou nckolika cestami. Nejcastéji se
mikroorganismy do blizkosti plodovych oball dostavaji z délozniho ¢ipku pochvy. Dal§imi
zpusoby jsou pienos pres vejcovody, z krve matky pfes placentu, nebo pii invazivnich
prenatalnich vySettenich, jako je odbér plodové vody neboli aminocentéza (Galinsky et al.,

2013; Spinillo et al., 2014).

Bakterialni infekce plodovych obali vede kjejich pfedcasné ruptuie. Tomu
napomaha samotna pfitomnost bakterii, které proteolytickymi enzymy snizuji pevnost
a elasticitu plodovych obald, ale 1 pfitomnost imunitnich bunék. Neutrofilni granulocyty
uvoliiuji v misté¢ zanétu elastazy a kolagendzy, které rovnéz naruSuji strukturu a pevnost
plodovych obali. Soucasné zvySena exprese prozanétlivych cytokini jako IL-6, IL-la,
TNFa a dalSich vede k syntéze prostaglandinli a zahdjeni déloznich kontrakei (Spinillo
et al., 2014). Definitivni diagnostika chorioamnionitidy probihd az po porodu pomoci

histologickych nélezli na pupecni $ilife nebo placenté (Galinsky et al., 2013).
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2.4.3 Komplikace pred¢asné narozenych novorozenci

Vlivem pted¢asného porodu dochazi k poporodnim komplikacim novorozencii
zpusobenych nedostateCnym vyvojem jedince. Nedostatecny vyvoj se nejhojnéji projevuje
nedovyvinutim plic, které je spojovano se syndromem dechové tisné novorozenct (Gotsch
et al., 2007). Vyvoj plic se jesté¢ zpomaluje pii intrauterinnim zanétu. Nitrodélozni zanét
vede k abnormalni srdecni Cinnosti plodu, tim se zhorSuje srde¢ni funkce a muze dojit
1 ke snizeni vyvoje myokardu. Mozek ptedCasné narozenych novorozencii neni dostate¢né
vyvinuty a je unich vyssi riziko neurologickych problémt, jako opozdény vyvoj feci,
poruchy uceni nebo ztrata sluchu. Nizsi srde¢ni aktivita novorozenct vede i ke snizeni
prokrveni mozku a jeho vyvoje po porodu. Chorioamnionitida je spojend také
s nedostatecnym vyvojem sitnice as vyskytem retinopatii u predasné¢ narozenych
novorozencl. MiiZe ovlivnit 1 vyvoj ledvin, které vede k jejich nedostate¢né funkénosti, ale
1 vyvoji hypertenze v pozd¢jSim véku (Galinsky et al., 2013). V ptipadé zanétlivych stavii
spojenych s chorioamnionitidou se unovorozenci rozviji syndrom fetdlni zanétlivé
odpovédi (FIRS, fetal inflammatory response syndrome), ktery je obdobou systémového
zanétu, nebo sepse u dospélych osob (Gotsch ef al., 2007).

Pti FIRS se zvySuji koncentrace zanétlivych cytokind. To vede ke Spatnym
kardiorespira¢nim a neurologickym vysledkiim novorozenct. FIRS je zptisoben pienosem
bakterii plodovou vodou z plodovych obalti, nebo pupe¢nikovou snirou z placenty (Gotsch
et al., 2007). Klinicky je FIRS definovan jako koncentrace IL-6 v plasmé& novorozence
vyssi nez 11 mg/l a histologicky jako fetalni vaskulitida. U novorozencu s vys§im IL-6 je
pozorovana cast&jSi novorozeneckd morbidita (Gomez et al., 1998). Ke zlepSeni pfeziti
pfispiva v€asné podani glukokortikoidii k urychleni zrani orgénii, pro optimalizaci funkce
plic se pouzivaji pretlakové ventilace (Galinsky er al, 2013). U systémové infekce
pfed¢asné narozenych novorozencl je nezbytnd vcasnd diagndza pro zjisténi progndzy
a zajisténi potiebné 1€cby. Nejcastéji se k diagnostice pouziva jako marker IL-6, ale idedlni
je soucasné¢ stanoveni C reaktivniho proteinu (CRP, C-reactive protein). Jako dalsi
diagnosticky a prognosticky ukazatel je sledovan i prokalcitonin (PCT, procalcitonin), ale

jeho souvislost s FIRS byla nejslabsi (Berka et al., 2021).

Ptitomnost mikroorganismi v plodové vodé¢ a plodovych obalech mutze vézt
k ptenosu infekce 1 na plod. Vdechnuti infikované plodové vody muize rozvinout vrozeny

zapal plic, nebo meningitidu v hornich dychacich cestach. Kontaktem mutzou byt
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infikovany o¢i, ve kterych se mlize rozvinou zanét, nebo klize, coz vyvolava dermatitidu
plodu. Spolknutim infikované plodové vody se ziidka vyviji i novorozenecka gastritida

(Spinillo et al., 2014).
2.44EV spojené s porody a reprodukci

EV hraji dilezitou roli v reprodukci uz pred oplozenim vajicka (Tannetta et al.,
2014) a jejich vyznam je pozorovan i po porodu v matefském mléce (Admyre ef al., 2007).
V reprodukénim traktu zen chrani kompetici EV v ejakulatu spermie pfed fagocytézou
a komplementem, ¢imz podporuji poceti (Tannetta et al., 2014). Placenta vylucuje EV
do krve matky (Tannetta et al., 2017) i do pupecnikové krve (Campello et al., 2015).
Hlavni tkani vylucujici placentarni EV je syncytiotrofoblast, tkan povrchu placenty
na fetomaternalnim rozhrani (Tannetta ef al., 2017). V t€hotenstvi podporuji placentarni EV
toleranci plodu matefskym imunitnim systémem (Mincheva-Nilsson & Baranov, 2014).
Jednim z tolerogennich mechanismi je, ze placentarni EV vyloucené do krve matky nesou
Fas ligand (FasL, Fas ligand), ktery inhibuje imunitni reakci proti placenté a plodu
(Frangsmyr et al., 2005). Placentarni EV celkové snizuji aktivaci T-lymfocyti (Sabapatha
et al., 2006) i reakce NK buné€k (Tannetta et al,, 2017). Celkovy pocet EV odvozenych
od placenty stoupa v prib¢hu tehotenstvi v periferni krvi matky i1 pupecnikové krvi

(Germain et al., 2007; Mincheva-Nilsson & Baranov, 2010).

Velmi casto studovanym tématem EV ve spojeni s t€hotenstvim a reprodukei jsou
EV pii P-Ec. P-Ec je stav, ke kterému dochazi pii t¢hotenstvi, je spojena s hyperkoagulaci,
endotelialni dysfunkci, systtmovym zanétem téhotnych Zen (Ghulmiyyah & Sibai, 2012)
a zvySenou produkci IFN-y oproti fyziologickému téhotenstvi (Germain et al., 2007).
Klinicky se projevuje nastupem hypertenze po 20. tydnu t€hotenstvi, proteinurii, eventuelné
poskozenim jater, neurologickymi problémy, placentarni dysfunkci a omezenim rastu plodu
(Tranquilli et al, 2014). Celkové zhorSuje zdravotni stav matky a ¢asto vede k nucenému
ukonceni t€hotenstvi nebo pfed¢asnému porodu. V opacném piipad€ dochazi k umrti matky
1 plodu (Ghulmiyyah & Sibai, 2012). V periferni krvi téhotnych zen s P-Ec byly sledovany
vy$$i hladiny EV odvozenych od syncytiotrofoblastu (Knight et al., 1998) i od krevnich
desti¢ek (Lalic-Cosic et al., 2021). ZvySena sekrece EV z placenty byla u matek s P-Ec
pozorovana ibéhem porodu, zatimco u porodu zdravych matek nebyl stejny trend

pozorovan (Reddy efal, 2008). Narast placentdrnich EV pii P-Ec byl sledovan
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i v pupecnikové krvi (Campello et al, 2015). Placentarni nebo destickové EV v krvi
téhotnych Zen mohou byt diagnostickym ukazatelem P-Ec (Gohner et al., 2015).

V poslednich letech se zacalo uvazovat, ze by zvySend hladina placentarnich EV
mohla byt samotnou pfi¢inou P-Ec, nikoliv pouhym dasledkem (Messerli et al., 2010; Han
et al., 2020; Lalic-Cosic et al., 2021). Syncytiotrofoblastové EV zvySovaly na monocytech
expresi adhezivni molekuly CD54 a vyvolaly produkei prozanétlivych IL-6, IL-18 a IL-8
(Messerli et al., 2010). Na mySim modelu byly EV z poranéné placenty ptfeneseny do biezi
mysi, u které se nasledné vyvinuly ptiznaky shodné s P-Ec. Po podani Lactadherinu, ktery
se vaze na fosfatidylserin, doslo ke zvySeni fagocytézy EV a projevy P-Ec bfezi mysi se
zlepsily (Han et al, 2020). Bylo pozorovano vyssi zastoupeni fosfatidylserinu
v membranich EV uzen sP-Ec oproti normalnimu téhotenstvi. Kladn€é nabity
fosfatidylserin podporoval vazbu protrombinovych komplexti a tim zvySoval koagulaci

(Lalic-Cosic et al., 2021).

U pacientek se syndromem polycystickych ovarii bylo ve folikularni tekutiné
pozorovano snizené mnozstvi miRNA v EV oproti zdravym kontroldm (Sang ef al., 2013).
EV izolované z matetského mléka in vitro inhibovaly produkci IFN-y a IL-2 a zvySovaly
pocet regulacnich T-lymfocytd (Admyre et al, 2007). EV v matetském mléce tak
pravdépodobné ovliviiuji imunitni reakce a podporuji spravny vyvoj imunitniho systému

novorozencu (Foster et al., 2016).
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2.5 Cytometrie EV

2.5.1Pritokova cytometrie

Pritokova cytometrie je bézné pouzivand metoda analyzy bunck a charakterizace
jejich optickych vlastnosti na zakladé rozptylu a odrazu svétla pfi prichodu paprskem
svételného zdroje (Adan et al., 2017). Pozorovany jsou zékladni parametry jako velikost
a granularita, doplnéné o fenotypické odliSeni na zdkladé fluorescence, a to bud’ vlastni
(autofluorescence), nebo dodané pomoci vazby protilatek s fluoroforem, ptipadné pomoci
jinych barviv (Kuiper ef al., 2020). Prutokové cytometry mohou byt zakladni analyzatory,
nebo tfidici cytometry (tzv. sortery), které na zdklad¢ vybranych fenotypickych znaki
mohou oddélit nami vybranou populaci bun¢k (Adan et al., 2017). Pro ucely této prace

budeme obecnym pojmem prutokova cytometrie oznacovat zakladni analytickou metodu.

Zakladni parametry cytometri jsou fluidika, optika a technika. Fluidika pohéni
pfipraveny vzorek cytometrem pomoci proudu hnaci tekutiny ke zdroji svétla a pomoci
hydrodynamické fokusace vzorek centralizuje (Adan et al., 2017). Okolni hnaci tekutina
ma vys$i pritok nez vzorek a zvySenim rychlosti pratoku se zvysi i primér toku samotného
vzorku (Kuiper et al., 2020). Optika cytometrli pak zajiStuje svételné zdroje a filtry, diky
kterym se rozptyl svétla a fluorescence piendsi na detektory, které zachycuji analogovy
signdl a prevadi jej na digitidlni do elektroniky cytometru (Adan et al, 2017). Hlavnim
zdrojem svétla v cytometrii je laserovy paprsek. Bézné se detekuji dva sméry rozptylu
svétla, a to ptimy, nebo také doptedny rozptyl (FSC, forward scatter) a bo¢ni rozptyl (SSC,
side scatter) (Kuiper et al., 2020). FSC je difrakce svétla podél osy laserového paprsku
a obecné je umérny velikosti prochézejici ¢astice. Detektor FSC je chranén pied pfimym
pusobenim laserového paprsku zatemnovaci liStou. SSC je detekovany pod uhlem 90 °
k laserovému paprsku a byva imérny tvaru a vnitini sloZitosti métenych ¢astic (Adan et al.,

2017).

Dalsi parametry jsou ziskany diky detekci fluorescence. Fluorescencni latky mayji
definovanou vinovou délku, pfi které ptijimaji energii svétla, diky které dojde k prestupu
elektronu do vysSi energetické hladiny a nastane tak excitovany stav ¢astice. Rychlym
navratem elektronu do pliivodni energetické hladiny se piebyte¢na energie ¢astice vylouci
emisi ve formé& fotonu o niZsi energii a vlnové délce, nez byl foton, ktery €astici excitoval.

Rozdil mezi excitaci a emisi se nazyva Stokestiv posun (Adan et al, 2017). Pro znaceni
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fenotypickych znaki méfenych Céstic se pouzivaji nejCastéji protilatky proti antigentim
dan¢ Castice snavdzanym fluoroforem (Kuiper et al, 2020). Intenzita emitované
fluorescence se méii na detektorech umisténych kolmo k laserovému paprsku (Adan et al,,
2017). Navazani vétStho mnozstvi protilatek se stejnym fluoroforem zvySuje intenzitu
fluorescence. Vedle protilatek se ke znaceni pouzivaji i rizné generické znacky, které se
vazi ke specifické struktute. Piikladem je tfeba Annexin V, nebo Lactadherin, které se vazi

na povrchovy fosfatidylserin (Kuiper et al., 2020).

2.5.20dliSnost cytometrické analyzy EV od analyzy bunék

Bé&zn€ pouzivané cytometry jsou sestrojené pro analyzu bun&k. EV, které jsou
z bun¢k odvozené, jsou daleko mensi. Limitace analyzy EV je ddna detekénim limitem
cytometru a vétSina konvencnich cytometri je schopna detekovat pouze Castice vétsi nez
500 nm (Szatanek ef al., 2017). Podle elektronové mikroskopie a NTA je vice nez 90 % EV
ve velikosti pod 500 nm (Aatonen et al., 2014). BéZn¢ pouzivané cytometry pro klinickou
analyzu odhaluji pouze menSinu EV (Arraud et al., 2016). Nové nanoFCM jsou pritokoveé
cytometry schopné identifikovat i ¢astice s prumérem 100 nm. Pfi takovém nastaveni jsou
vSak limitované pro vétsi Castice a zaznamenavaji EV v rozmezi 100-500 nm (Danielson

et al, 2016).

FSC pii analyze menSich ¢astic Spatn€ rozliSuje EV ve vzorku od Sumu pozadi.
Mozn¢ feSeni je ptidani clony pied FSC detektor, blokujici signal Sumu z plastové tekutiny
(Arkesteijn et al., 2020). Dalsi moznosti je nastaveni prahové hodnoty detekce mimo FSC
a identifikace méfenych castic pouze na zéklad¢é fluorescence (Arraud ef al., 2015). BéZné
pouzivané feSeni je odliSeni velikosti malych ¢astic na zakladé SSC. Novéjsi analyzatory
mohou mit pfidany detektor rozptylu svétla 1 pod jinym thlem, diky ¢emuz jsou schopné
lepSiho rozliSeni na zaklad¢ velikosti (Robert ef al., 2012; Szatanek et al., 2017). Citlivost
SSC zvysuje také mensi vinova délka laserového paprsku. Misto 488nm modrého laseru se
pro analyzu EV doporucuje pouziti 405nm fialového laseru (Choi et al, 2019; Gandham
et al., 2020). Ptidani 405nm laseru a detektorii pro bo¢ni rozptyl na fialovém laseru (VSSC,
violet side scatter) posunulo detekéni limit cytometru a umoznilo detekci 1 240 nm castic

z oxidu kfemicitého (Pekarkova et al., 2021).

Pti analyze EV pomoci pritokové cytometrie je potieba zamezit efektu roje. Efekt

roje je situace pii analyze, kdy hydrodynamickou fokusaci vznik4 centralizovany proud
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vzorku s vysSim primérem, nez je velikost Castic. Proto miize vice castic prochazet
laserovym paprskem a detektor tyto Castice zachyti jako jednu castici s fluorescenci z obou.
Kwvuli tomu mtize dochazet k chybné interpretaci vzorku (van der Pol ef al., 2012; Szatanek
et al., 2017). Pro snizeni moznosti efektu roje je idealni mefeni vysoce nafedéného vzorku

za nizké rychlosti priitoku, ktery snizuje primér proudu vzorku (Kuiper et al., 2020).

V télnich tekutindch jsou EV cCasto velmi heterogenni. Velké mnozstvi moznych
mateiskych bunék EV komplikuje rozliSeni jednotlivych populaci EV. Jedna tkan muze
vyluCovat velké mnozstvi rtizn¢ velkych EV a odliSeni populaci na zaklad¢ velikosti je
nemozné (Kuiper et al, 2020). Vyhodou a diivodem pro pouzivani cytometrie k analyze
EV vsak zlstavd moznost analyzy velkého mnozstvi EV v kratkém case, dostupnost
cytometrie v klinickych laboratofich (Gasecka et al., 2017) a moznost identifikace ptivodu
EV na ziklad¢ fluorescen¢niho znaceni (Gandham et al, 2020). Pouzivaji se protilatky
proti béznym povrchovym antigeniim matefskych bun¢k, ale jejich vyskyt na EV je nizsi.
I signal fluorescence muize byt pod detekénim limitem cytometrt a pro zlepSeni detekce se
proto doporucuji fluorofory s vys$sim jasem. Pii vybéru fluoroforti je také vhodné zamezit
moznému prekryvu emisnich spekter. Problém s pfekryvem se pifi bézné analyze ftesi
kompenzaci, kterd vSak pro analyzu EV neni dostatetné vyvinuta a nema pfi stejném
nastaveni potfebné kontrolni mechanismy (Kuiper ef al., 2020). Pro moznost znaceni EV
a jejich odliSeni od jinych nemembranovych ¢astic ve vzorku byly ovéfovany generické
barvy, které se zachytivaji do membran. Zadna z generickych barev vsak neznaéila

vSechny EV a vylu¢né jen EV (de Rond ef al., 2018b).

Z dtivodu snizeni detekce mozného signalu pozadi, které ma piekryv ve velikosti
s analyzovanymi EV, je potfeba co nejvic zamezit pfipadnym necistotdm ve vSech
pouzivanych kapalinach. Hnaci kapalinu je potieba filtrovat (Foster et al., 2016), stejné tak
fedici pufr. Fluidika by méla mit navic podobny refrakéni index (RI, refractive index) jako

tedici pufr, aby nedochézelo k rozptylu na pozadi (Kuiper et al., 2020).
2.5.3Re$eni problémi p¥i analyze EV

Na zdklad¢ odliSnosti zminénych v pfedchozi kapitole a zvySujicimu se poctu
publikaci pouZivajicich pritokovou cytometrii k analyze EV navrhl Welsh et al. (2020a)
panel minimdlnich informaci potfebnych pro moZné porovnani vysledkli napfic

laboratofemi s riznymi cytometry (Welsh et al., 2020a). Je potieba zaznamenavat veskeré
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predanalytické kroky, které by mohly ovlivnit vysledek, jako je zplsob odbéru vzorkl
a skladovani. Pfi ultracentrifugaci tvoii napiiklad EV odvozené od krevnich desticek
agregaty, které nadhodnocuji ptitomnost velkych EV. Pocet EV ve vzorku ovliviiuje také
opakovani cykli zmrazeni a zptsob skladovani. Pfi analyze je potieba piipravu vzorki
standardizovat, aby byly jednotlivé vzorky analyzy porovnatelné mezi sebou (Yuana et al.,
2015). Veskeré zaznamy z prubéhu piipravy analyzy jsou nezbytné také pro ptipadnou

reprodukovatelnost dat (Welsh et al., 2020a).

K ovéfeni velikosti méfenych c¢astic se nejcastéji pouzivaji kalibrani kulicky
s definovanou velikosti a RI (van der Pol et al., 2014a; Foster et al., 2016). RI je pomér
rychlosti svétla ve vakuu k rychlosti svétla v daném materidlu (Foster et al., 2016). Je
potfeba pamatovat, ze rozptyl svétla neni ovlivnén pouze velikosti castic, ale 1 RI
a absorpénim koeficientem. Vezikuly maji nizky RI a diky pfitomnosti lipidi rozptyluji
svétlo méné nez polystyrenové nebo latexové Castice, ze kterych se kalibraéni kuli¢ky ¢asto
vyrab&ji (Szatanek et al, 2017). Pratokové cytometry maji vystupni data v arbitrarnich
hodnotach a mezi cytometry se vysledky mohou liSit. Kalibra¢ni kulicky s definovanou
velikosti a RI se doporucuji k pouziti i pro standardizaci vysledkii. Zméteni kalibracnich
kuli¢ek na cytometru umozni vyneseni kalibracni ktivky, diky které se mizou vysledky
z cytometu prepocitat na standardni veliiny (de Rond et al., 2018a; Welsh et al., 2020b).
Pro kalibraci ziskanych dat jsou dostupné softwary jako FCMpass (Welsh et al., 2020b),
Rosetta Calibration (Kuiper et al,, 2020) nebo FCM Scatter-diameter Software (de Rond
et al., 2018a).

K zamezeni efektu roje je doporuceno nastaveni nizsi rychlosti pritoku vzorkem.
Pro ovéteni detekce efektu roje se doporucuje zatadit méfeni stejného vzorku v sériovém
fedéni (Coumans et al, 2017). Pro ovéfeni detekce Sumu pozadi se navic doporucuje
zatazeni kontrolniho méfeni samotného fediciho pufru (Kuiper et al., 2020). K ovéfeni
zachytu EV se ptidava kontrolni méteni vzorku s neionogennim detergentem, ktery rozpusti
membrany EV, ale nikoliv agregaty proteinti. SniZujici se zachyt méfenych €astic potvrzuje
méfeni EV  jako membranovych castic (Coumans et al, 2017). Pro ovéfeni
autofluorescence vzorkidl se pouZivaji nebarvené kontroly. Samotny pouZivany fluorofor
muze tvofit agregaty, které mohou zvySovat faleSnou pozitivitu vzorku. Jejich ptitomnosti
je zamezeno filtraci fluorofort. Ovéteni pripadnych agregat je docileno pomoci kontrol

ve forme¢ reagencii métenych pouze v pufru (Kuiper et al., 2020).
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3 Cile prace

e Optimalizovat metodu detekce EV pomoci pritokové cytometrie

e Provést analyzu EV v periferni krvi u pacientti s MS a kontrol

e Provést analyzu EV v pupecnikové krvi u predCasné narozenych novorozenct
a donosenych kontrol

e Ov¢tit pritomnost EV dalsimi metodami, jako je elektronova mikroskopie nebo

western blot
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4 Material a metody

4.1 Pouzity material

4.1.1 Protilatky

Cilovy antigen | Fluorofor Isotyp Vyrobce Klon Katalogové cislo
CD3 PE mysi [gG1 Exbio UCHTI1 1P-514-T100
CD4 APC mysi [gG1 Exbio MEM-241 1A-3T9-T100
CD8a BV421 mysi [gG1 Biolegend RRA-T8 301036
CD20 BV421 mysi [gG2b Biolegend 2H7 302330
CD31 AF488 mysi [gG1 Exbio MEM-05 A4-273-T100
CD36 APC mysi [gG1 Exbio TRY 1A-451-T100
CD41 BV421 mysi [gG1 Biolegend HIPS 303730
CD45 APC mysi [gG1 Exbio MEM-28 1A-222-T100
CD62P PE mysi [gG1 Exbio AK4 1P-667-T100
CD105 BV421 mysi [gG1 Biolegend SN6h 800510
CD105 PE-Cy7 mysi [gG1 Biolegend 43A3 323218
CD146 BV421 mysi IgG1 Biolegend P1HI12 361004
CD146 PE-Cy7 mysi IgG1 Biolegend P1HI12 361008
MBP AF4388 mysi [gG1 Santa Cruz F-6 SC-271524
MOG AF647 mysi [gG1 Santa Cruz D-2 SC-376138
PLAP PE mysi [gG1 LSBio neni uvedeno | LS-C65725
Syncytin-1 CF647 polyklonalni | Biorbyt polyklonalni | ORB100573
kralic¢i IgG
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Pokracovani tabulky z pfedchozi stranky

Cilovy antigen | Fluorofor Isotyp Vyrobce Klon Katalogové Cislo
IgGl BV421 mysi IgGxk Biolegend MOPC-21 400158

IgGl PE mysi IgGxk Exbio MOPC-21 1P-632-C100
IgG1 APC mysi [gGk Exbio MOPC-21 1A-632-C100
IgG1 AF488 mysi [gGk Exbio MOPC-21 A4-632-C100
IgG1 PE-Cy7 mysi [gGk Biolegend MOPC-21 400123

I1gG2b APC mysi [gGk Exbio MPC-11 1A-692-C100

Tabulka 1: Seznam pouzitych protilatek pro prutokovou cytometrii. Zkratky: APC
(Allofykocyanin, Allophycocyanin), AF (Alexa Fluor, Alexa Fluor), BV (Brilliant Violet, Brilliant

Violet), CD (diferencia¢ni antigen, cluster of differentiation), CF (na cyaninu zaloZzené flurofory,

cyanine-based fluorescent dyes), Cy (cyanin, cyanine), Ig (imunoglobulin, immunoglobulin), PE

(fykoerytrin, phycoerythrin).

Cilovy Fluorofor Isotyp Redéni Vyrobce Klon Katalogové

antigen ¢islo

CD41 zadny mysi [gG2b | 1:500 Santa Cruz | B-9 sc-365938

CD105 zadna mysi [gG2b | 1:200 Santa Cruz | P4A4 sc-20072

mysi IgG IR700 kozi 1:2500 Azure polyklonalni | AC2129
biosystems

Tabulka 2: Seznam pouzitych protilatek pro metodu Western Blot. Zkratky: IR —

infracervena (infrared)
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4.1.2 Chemikalie

Nazev Vyrobee
Albumin z hovéziho séra (BSA, Bovine serum albumin); kat. ¢. R 80762 Carl Roth
Dodecylsiran sodny (SDS; sodium dodecyl sulfate); kat. ¢. 71736-100ML Bio-Rad
Peroxodisiran amonny (APS; Ammonium persulfate); kat. €. 7727-54-0 Sigma
Tetramethylendiamin (TEMED; Tetramethylenediamine), kat. ¢. 110-18-9 Sigma

Glycerol, kat. ¢. G2025-1L Sigma
Uranyl acetat; kat. ¢. 541-09-3 Electron Microscopy Sciences
Kyselina $tavelova; kat. ¢. 144-62-7 Sigma
Hydroxid amonny, 25%; kat. ¢. 1336-21-6 Sigma
Paraformaldehyd (PFA, paraformaldehyde); kat. ¢. 23700-31000 Penta
Glutaraldehyd; kat. ¢. 23114.01 Serva
Methylceluldza; kat. ¢. 8421.1 Carl Roth
Methanol; kat. ¢. 20038-AT0-M5000-1 Lach-Ner
Merkaptoethanol; kat. ¢. M3148-100ML Sigma
Chlorid draselny (KCI); kat. ¢. 16210-31000 Penta
Chlorid sodny (NaCl); kat. ¢. 16610-31000 Penta
Dihydrogenfosforecnan draselny (KH2POs); kat. €. 1051080250 Sigma
Hydrogenfosfore¢nan sodny (Na;HPOs); kat. €. 1065660500 Sigma
Bromfenolova modf; kat. ¢. 21500-30010 Penta
Glycin; kat. €. G8898-500G Sigma
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris); kat. €. 252859-100G Sigma
Triton X-100; (TX100; Triton X-100) kat. ¢. X100-100ML Sigma

4.1.3Roztoky a dalSi reagencie

PBS
o 0,00268 M KCI; 0,00147 M KH>PO4; 0,137 M NaCl; 0,00809 M Na,HPOy;
pH 7,4
o pro ucely elektronové mikroskopie vyrobce Lonza Bioscience, Kat. ¢.:
BE17-516F
PBS-BSA (0,1% (w/V) BSA v 1x PBS)

Hemasol, vyrobce Hemax diagnostika
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BD™ FACS Clean Solution, vyrobce BD™ Biosciences, Kat. ¢.: 340345

BD™ FACS Shutdown Solution, vyrobce BD™ Biosciences, Kat. ¢.: 334224

BD™ FACS Lysing Solution, vyrobce BD™ Biosciences, Kat. ¢.: 349202

CST (Cytometer Setup and Tracking beads), vyrobce BD™ Biosciences, Kat. ¢.:
641319

PageRuler™ Prestained Protein Ladder, 10 to 180 kDa, vyrobce Thermo Scientific,
Kat. ¢.: 26617

Fluoresbrite® YG Microspheres, Calibration Grade 6.00um, vyrobce: Polysciences,
Kat. ¢.: 18862-1

SPHERO™ Ultra Rainbow Quantitative Particle Kit, vyrobce Spherotech, Kat. ¢.:
URCP-38-2K

Apogee Mix Calibration beads; vyrobce Apogee Flow Systems, Kat. ¢.: 1493
CellMask™ Deep Red plasma membrane stain; vyrobce ThermoFisher Scientific;
Kat. ¢.: C10046

Bovine Lactadherine — FITC (fluorescein isothiokyanat, fluorescein isothiocyanate);
vyrobce Haematologic Technologies; Kat. ¢.: BLAC-FITC

Syncytin-1 peptid; vyrobce Biorbyt; Kat. ¢.: orb374808

Pierce™ BCA Protein Assay Reagent A, vyrobce Thermo Scientific, Kat. ¢.: 23228
Pierce™ BCA Protein Assay Reagent B, vyrobce Thermo Scientific, Kat. ¢.: 23224
Akrylamid/bisakrylamid (37,5:1) 40 %, vyrobce Bio-Rad, Kat. ¢.: 1610149

Pufr A, pH 8,8 (1,875 M Tris, 0,5% SDS)

Pufr B, pH 6,8 (0,625 M Tris, 0,5% SDS)

Elektroforeticky pufr (0,025 M Tris, 0,192 M Glycin, 0,1% SDS)

Transferovy pufr (0,025 M Tris, 0,192 M Glycin, 10% (V/V) Methanol)

Vzorkovy pufr 5x (SB, sample buffer), (2 M Tris, 20% SDS, 50% glycerol, 0,5%
bromfenolova modr)

Lyzaéni pufr (0,5% TX100, 0,5% deoxycholat sodny, SOmM Tris-HCIL, 150 mM
NaCl)

Blokovaci pufr pro Western blot Azure (Azure Fluorescent Blot Blocking Buffer),
vyrobce Azure Biosystems, Kat. ¢.: AC2190

Promyvaci pufr pro Western blot Azure (Azure IR Fluorescent Blot Washing
Buffer), Azure Biosystems, Kat. ¢.: AC2145

Uranyl acetat 4% (w/V)

36



e Methylceluloza 2% (w/V)

e Uranyl oxalat, pH 7, (0,075 M S§tavelové kyseliny, 2% (w/V) uranyl acetat

filtrovany pies 0,22pum filtr, pH upravené ptidanim 25% hydroxidu amonného)

4.1.4Dalsi material

Nazev, specifikace

e Stericup® filtra¢ni systém 0,1 um, 1000 ml,
Kat. ¢.: SCVPU11RE

e Centrifuga¢ni mikrozkumavky s filtrem Ultrafree 0,22 pm,

Kat. ¢.: UFC30GV0S

e BD Vacutainer® EDTA tube, K;EDTA, Kat. ¢.: 367841

e FastCast Acrylamide kit, 12%, Kat. ¢.: 1610185

e Nitrocelul6zova membrana 0,2 pm, Kat. ¢.: 1620112

¢ Amersham™ Hybond™ low fluorescence 0,2 pm, Polyvinyliden

difluorid (PVDF; Polyvinylidene difluoride), Kat. ¢.: 10600022

e Médéné sitky pro elektronovou mikroskopii,

Formvar/karbon, Kat. ¢. FCF200-Cu
4.2 Pouzité pristroje

Nazev, specifikace

e Chlazena centrifuga 5810R; rotor FA-45-30-11
e (Centrifuga Minispin® plus; rotor F-45-12-11
e Ultracentrifuga Optima LE-80K; rotor SW 40 Ti1
e Priutokovy cytometr BD FACS Canto™ II
o Lasery: 488nm, 633nm, 405nm
e Spektrofotometr BioSpectrometer® kinetic
e Spektrofotometr Victor® 1420-012 plate reader
e Elektroforeticky zdroj PowerPac™ Basic Power Supply
e Elektroforeticka aparatura Mini-Protean® Tetra System
e Termostaticky blo¢ek CH-100
e Transmisni elektronovy mikroskop JEM 1011
o CCD kamera
o Software Olympus Soft Imaging Solution GmbH
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e Azure c600 Imaging System Azure Biosystems

4.3 Metody

4.3.1Titrace protilatek

K titraci protildtek proti markerim krevnich desticek anti CD41-BV421,
anti CD36-APC a anti CD62P-PE byla pouzita plna krev darci odebrana do zkumavek
s KzEDTA atfedéna 20x v PBS s 0,1% BSA, pH 7,4 (PBS-BSA). Byla vytvotena dvojkova
fedici fada protilatky po 5 ul v PBS-BSA, do kterych bylo pfidano 45 ul 20x fedéné krve.
Smés protilatky se vzorkem byla inkubovana 20 minut pfi pokojové teploté ve tmé,
promyta ptidanim 1 ml PBS-BSA a vzorek byl centrifugovan 1500 x g, 5 min, pti pokojové
teploté. Pelet byl resuspendovan ve 350 ul PBS-BSA a analyzovan na BD FACS Canto II.

Protilatky anti CD45-APC a anti CD31-AF488 byly titrovany na krvi darci
odebrané¢ do zkumavek s Ko;EDTA. Z plné krve bylo odebrano 45 ul a pfidano k5 pl
protilatek v predem pfipravené dvojkové fedici fadé. Smes byla inkubovana 25 min ve tmé
pii pokojové teploté. Nasledn€ byla krev lyzovana ptidanim 0,5 ml 10x fedéného lyzaniho
roztoku (BD™ FACS Lysing Solution). Po 10 min byl pfiddn 1 ml PBS-BSA a smés
centrifugovana 500 x g, 10 min, 25 °C. Pelet byl resuspendovan ve 350 ul PBS-BSA.
Vzorky byly analyzovany na BD FACS Canto II.

Protilatky anti CD105-BV421, anti CD146-PE-Cy7, anti Syncytin-1-CF647
a anti PLAP-PE byly titrovany na bunééné linii lidskych endotelidlnich bun¢k pupecnikové
zily (HUVEC, Human umbilical vein endothelial cells) (ziskany od Mgr. Johanky
Kucerové, BIOCEV). Z konfluentni kultury bylo odsato médium a kultura byla inkubovéana
s 5 ml 0,5mM EDTA vPBS 10 min na ledu a 10 min pfi 37 °C. Buiky byly
resuspendovany a centrifugovany 500 % g, 3 min, 4 °C. Pelet bun¢k byl resuspendovan
v PBS-BSA na finalni mnozstvi 2x10° bun&k/ml. Ze suspenze bylo odebrano 45 pul
aptfidano k 5 pl pfipravené dvojkové tedici fady protilatek. Suspenze byla inkubovéna
30 min ve tm¢ na ledu. Po pfidani 1 ml PBS-BSA byly vzorky centrifugovany 500 x g,
3 min, 4 °C, pelet byl resuspendovan ve 300 ul PBS-BSA a vzorky zméfeny na BD FACS
Canto II.

Generick4 barva CellMask™ byla ovéfena na bunééné linii PK1. Bunéna linie byla

sklizena stejné jako HUVEC a 45 ul suspenze pfiddno k 5 pl fedéného CellMask™.
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Po 30 minutach inkubace byl ke smési pfidan 1 ml PBS-BSA, smés byla centrifugovana
500 x g, 3 min, 4 °C, pelet resuspendovan v 300 ul PBS-BSA a vzorky analyzovany na BD
FACS Canto 1II.

Spolecné s titrovanymi protilatkami byly analyzovany i vzorky s odpovidajici
koncentraci isotypovych kontrol. Data z métfeni byla vyhodnocena v programu FlowJo
(10.7.1). Titracni kiivky jsou vyjadfeny jako zéavislost medidnu intenzity fluorescence
na fedéni. Piiklad titracni kiivky znazornén na obrazku 1. Vyslednad koncentrace je

znazornéna v tabulce 3.

CD45 (APC)
35000

+ 4
30000

25000
20000
—@— anti CD45 (APC)
15000
10000 IgG1 (APC)

5000

Median fluorescence

16x 8x 4x 2x 1x
Redéni

Obrazek 1: Priklad titra¢ni k¥ivky protilatky CD45 (APC) na lyzované krvi.
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Protilatka/¢inidlo Saturujici koncentrace (ug/ml)
anti CD3 (PE) 6
anti CD4 (APC) 4,8
anti CD8a (BV421) 4,8
anti CD20 (BV421) 8
anti CD31 (AF488) 32
anti CD36 (APC) 52
anti CD41 (BV421) 2
anti CD45 (APC) 2,8
anti CD62P (PE) 52
anti CD105 (BV421) 10
anti CD105 (PE-Cy7) 40
anti CD146 (BV421) 10
anti CD146 (PE-Cy7) 12,5
CellMask™ 10
Lactadherin (FITC) 33,2
anti MBP (AF488) 20
anti MOG (AF647) 40
anti PLAP (PE) 61,2
anti Syncytin-1 (CF647) 20

Tabulka 3: Pouzivana saturujici koncentrace protilatek nebo generickych barev

pro prutokovou cytometrii.
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4.3.2 Sbér vzorku

4.3.2.1 Vzorky periferni krve pro studii pacientii s MS

Pacientim s MS a jinymi neurologickymi potizemi byla odebrana periferni krev
na Neurologické klinice vSeobecné fakultni nemocnice (VFN) do odbérové zkumavky
s K;2EDTA. Zdravym kontrolam byla odebrana krev na transfuznim oddéleni VFN
do zkumavky sKoEDTA. Vzorky byly ihned preneseny na Ustav imunologie
a mikrobiologie 1. LF UK, kde byly centrifugovany 800 % g, 15 min, 24 °C. Plasma byla
odebrana a centrifugovana piti 3200 x g, 15 min, 24 °C. Odebrany supernatant byl zmrazen

na suchém ledu a uloZen pii -80 °C.

4.3.2.2 Vzorky pupeénikové Kkrve pro studii pred¢asné narozenych
novorozencu

Po porodu v Ustavu pro pééi o matku a dit¢ (UPMD) byl zpupeénikové Zily

odebran vzorek pupecnikové krve do smési s 3,8% citratem sodnym (9:1) a okamzité

zpracovan v biochemické laboratoti UPMD centrifugaci 2800 x g, 15 min, 24 °C. Nasledné

byl supernatant znovu centrifugovan 2800 x g, 15 min, 24 °C. Alikvoty supernatantu byly

zamrazeny v tekutém dusiku, dopraveny na suchém ledu na Ustav imunologie

a mikrobiologie a skladovany pfti -80 °C.
4.3.3Rozdéleni pacientskych vzorki

4.3.3.1 Pacienti a kontroly pro studii MS

Celkem 130 vzorki plasmy bylo zatazeno do analyzy EV a rozdélenych do skupin:

Pacienti s RS

e Nov¢ diagnostikovani pacienti (ND; n = 33)
e Pacienti s aktualn€ zménénou lé€bou (ZL; n = 22)

e Pacienti lé€eni Natalizumabem (N; n = 14)

Kontrolni skupiny

e Pacienti s jinymi neurologickymi potiZzemi, ale vylou¢enou MS (NP; n = 36)

e  Zdravi darci krve (DK; n = 25)
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4.3.3.2 Pacienti a kontroly pro studii pfed¢asné narozenych novorozenci

V casti analyzujici vzorky plasmy z pupeénikové krve u ptredCasné narozenych
novorozencu bylo pouzito 71 vzorkl. Navic bylo zméfeno 9 vzorki, které byly vyrazeny
z divodu vysoké koncentrace hemoglobinu. Vzorky byly rozdéleny podle gestacniho véku

a hodnoty IL-6:
Pacienti
e Predcasn¢ narozeni novorozenci se zanétem (PTIN; n = 23; IL-6>12 mg/l)

Kontrolni skupiny

e PfedCasné narozeni novorozenci bez zanétu (PT; n = 28; IL-6<11 mg/l)

e Donoseni novorozenci (C; n = 20)

4.3.4 Pritokova cytometrie

4.3.4.1 Priprava analyzy a nastaveni cytometru

Pouzivané protilatky byly filtrovany pomoci centrifuga¢nich mikrozkumavek
s filtrem (0,22 pum) pii 12000 % g, 4 min v centrifuze Minispin®. Filtracni systém
Stericup® s 0,1 um membranou byl pouZivan pro filtraci PBS-BSA a Hemasolu, ktery byl
pouzivany jako hnaci kapalina pratokového cytometru. Cytometr byl nastaven na nizkou
rychlost pratoku. Pred kazdym méfenim byl cytometr kalibrovan pomoci CST kulicek
anastaven pomoci aplikaéniho nastaveni pro stabilni meéfeni v pribéhu celé studie.
S kazdym vzorkem byl méfen Cisty pufr PBS-BSA (2 min), Apogee Mix Calibration beads
(do naméteni 15000 ¢astic) a ve studii predCasné narozenych novorozenct tak¢é SPHERO™
Ultra Rainbow Quantitative Particle Kit (do naméfeni 15000 c¢astic). Cytometr byl pred
analyzou promyvan pomoci PBS-BSA po dobu 5 minut pfi vysoké rychlosti pritoku.
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Kanal Napéti A (V) | Napéti B (V)
FSC 600 600
SSC 500 500
FITC 480 520
PE 530 650
PerCP 600 600
PE-Cy7 600 600
APC 600 500
AF700 700 700
VSSC 240 210
Pacific Blue 400 400
Prah detekce (VSSC) 700 200

Tabulka 4: Nataveni cytometru pfi analyze vzorkli pro studii EV u pacientd s MS
(Napéti A) a pro studii EV v pupecnikové krvi novorozencti (Napéti B). Pavodni nastaveni, které

mohlo byt v den méfeni upravované softwarem podle vysledkt CST kulicek.
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4.3.4.2 Ovéreni rychlosti pritoku

Rychlost prutoku byla ovéfena pomoci kalibra¢nich kulicek Fluoresbrite® YG
Microspheres, Calibration Grade 6.00 pm. Kalibracni kulicky byly natfedény
pomoci PBS-BSA. Vysledny pocet kulicek v pfipravené smeési byl vypocitdn pomoci
Biirkerovy pocitaci komtrky. Redéné kulicky byly naslednd méfeny na pritokovém
cytometru 2 min, pii nizké rychlosti pratoku. Méfeni bylo provedeno ve dvou nezavislych
experimentech, ve dvou fedéni kulicek a technickych triplikdtech. Z namétenych hodnot
byla vypocitana primeérna rychlost priutoku. Rychlost byla spocitana zvlast pro analyzu EV

u pacienti s MS a u EV v pupecnikové krvi novorozenct.

4.3.4.3 Priprava a analyza MS vzorki

Vzorky byly rozmraZeny ve vodni 1dzni (37 °C, 8 min). 1,5 ml plasmy bylo sto¢eno
pii 14000 x g, 70 min, 4 °C. Pelet byl resuspendovéan v 300 ul PBS-BSA. 30 pl vzorku bylo
pridano k 20 ul smési obsahujici protilatky, generické barvy a ptipadné pufr. Jednotlivé

zkumavky obsahovaly protilatky ¢i barvy proti:

e Myelinovym proteinim — MBP (AF488), MOG (AF647)

¢ Endotelovym proteinim — CD31 (AF488), CD105 (PE-Cy7), CD146 (BV421)
o Jako negativni marker byla pfidana protilatka proti CD45 (APC)

e T-lymfocytim — CD3 (PE), CD4 (APC), CD8a (BV421)

e B-lymfocytim — CD45 (APC), CD20 (BV421)

e Krevnim destickdm — CD36 (APC), CD41 (BV421)

e Fosfatidylserinu — Lactadherin (FITC)

e Negativni kontrola

e Isotypové kontroly

Vzorek s protiladtkami byl inkubovan 30 min na ledu, promyt pfiddnim 1 ml
PBS-BSA a vzorky centrifugovany 14000 % g, 70 min, 4 °C. Pelet byl resuspendovan
v 350 ul PBS-BSA a vzorky zméfeny na pratokovém cytometru BD FACS Canto II
po dobu 2 min anastaveni napéti detektori podle tabulky 4 (Napéti A). Spolecné se
vzorkem byly pro kontrolu méfeni analyzovany samotny pufr bez ptfidaného vzorku

a nebarveny vzorek. Analyza probihala v programu FlowJo (10.7.1).
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4.3.4.4 Gatovaci strategie pro studii pacientii s MS

Pomoci zmétenych Apogee Mix Calibration beads byl vytvotren gate, ktery vylucuje
kulicky o velikosti 1300 nm a zahrnuje 240nm, 300nm, 590nm a 800nm kuli¢ky z oxidu
kiemicitého s RI 1,43 a 500nm polystyrenové kulicky s RI 1,59 (obrazek 2). Tento gate byl
pojmenovan jako EV gate a definoval méfené ¢astice podle velikosti jako EV. Castice v EV

gatu byly dale analyzovany na zaklad¢ fluorescence (obrazky 3-8).

FSC-H
1

W55C-H

Obrazek 2: Vytvoreni oblasti ,,EV gate* podle Apogee Mix Calibration beads. EV gate
obsahuje kulicky oxidu kiemicitého velikosti A — 240 nm; B — 300 nm; C — 590 nm; D — 800 nm
a polystyrenové kulicky: E — 500 nm. K¥emicité kulicky F — 1300 nm lezi mimo EV gate. EV gate
byl definovén jako oblast méfenych ¢astic mensich nez 1300nm kulicky z oxidu kiemicitého a veétsi

nez limit detekce pomoci VSSC. RI pro kuli¢ky z oxidu kiemicitého je 1,43, pro polystyren 1,59.
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Obrazek 3: Gatovaci strategie pro EV odvozené od endotelu; A — EV gate aplikovany
na pacientsky vzorek, B — Vybér CD45 EV; C — EV znacené pomoci protilatek proti CD31
a CD146, pocitany byly udalosti pozitivni na obé znacky (pravy horni kvadrant); D — EV znacené
pomoci protilatek proti CD31 a CD105, pocitany byly udalosti pozitivni na obé znacky; E — EV
znacené pomoci protilatek proti CD105 a CD146, pocitany byly udalosti pozitivni na ob& znacky;
F — Udalosti z oblasti CD105°CD146" byly porovnany podle pozitivity na CD31 (vysledné trojité
pozitivni CD105°CD146'CD31").
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Obrazek 4: Gatovaci strategie pro EV s myelinovymi proteiny; A — EV gate aplikovany
na pacientsky vzorek, B — EV znacené pomoci protilatek proti MOG a MBP, pocitany byly udalosti

pozitivni na ob¢ znacky (pravy horni kvadrant).
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Obrazek 5: Gatovaci strategie pro EV odvozené od B-lymfocyti; A — EV gate aplikovany

na pacientsky vzorek, B — EV znacené pomoci protilatek proti CD45 a CD20, pocitany byly

udalosti pozitivni na obé znacky (pravy horni kvadrant).
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Obrazek 6: Gatovaci strategie pro EV odvozené od T-lymfocytl; A — EV gate aplikovany
na pacientsky vzorek, B — Vybér CD3" EV, C — EV znacené pomoci protilatek proti CD4 a CD8a.
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Obrazek 7: Gatovaci strategie pro EV odvozené od krevnich desticek A — EV gate
aplikovany na pacientsky vzorek, B — EV znacené pomoci protilatek proti CD36 a CD41, pocitany
byly udalosti pozitivni pro ob¢ znacky (pravy horni kvadrant).
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Obrazek 8: Gatovaci strategie pro znaceni povrchového fosfatidylserinu pomoci
Lactadherinu; A — EV gate aplikovany na pacientsky vzorek, B — EV porovnané podle znaceni

fosfatidylserinu pomoci Lactadherinu

4.3.4.5 Priprava a analyza vzorki pred¢asné narozenych novorozencu

Vzorky byly rozmrazeny ve vodni 1azni (37 °C, 5 min). Po rozmrazeni byl zméten
objem a plasma byla centrifugovana pii 14000 x g, 70 min, 4 °C. Pelet byl resuspendovan
v 260 pul PBS-BSA a 30 pl vzorku bylo pfiddno k20 pl smési generickych barev
a protilatek proti:

¢ Endotelovym proteinim — CD31 (AF488), CD105 (BV421), CD146 (PE-Cy7)
o Jako negativni marker byla pfidana protilatka proti CD45 (APC)
e Krevnim destickam — CD36 (APC), CD41 (BV421), CD62P (PE)
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e Fosfatidylserinu a membran¢ — Lactadherin (FITC), CellMask™
e Placentarnim proteintim — Syncytin-1 (CF647), PLAP (PE), CD105 (BV421)
e Negativni kontrola

e [sotypové kontroly

Vzorek s protilatkami byl inkubovan 30 min na ledu ve tmé. Vzorky byly promyty
pomoci 1 ml PBS-BSA a centrifugovany 14000 x g, 70 min, 4 °C. Pelety byly
resuspendovany v 350 ul PBS-BSA a vzorky zméfeny na pritokovém cytometru BD FACS
Canto II po dobu 2 min a nastaveni napéti podle tabulky 4 (Napéti B). Spole¢né se vzorkem
byly pro kontrolu méfeni analyzovany samotny pufr neznaceny vzorek. Analyza probihala

v programu FlowJo (10.7.1).

4.3.4.6 Gatovaci strategie pro studii pred¢asné narozenych novorozenci

Stejn¢ jako u analyzy vzorkli pacienti s MS byl EV gate vytvofen podle
naméienych Apogee Mix Calibration beads (obrazek 9). EV gate je oproti analyze EV
u pacientll s MS posunuty z diivodu jiného nastaveni cytometru. Vyhodnoceni néasledné

probihalo podle pouzitych fluorofort (obrazky 10-13).

FsC-H
1

WESC-H

Obrazek 9: Vytvoreni oblasti ,,EV gate* podle Apogee Mix Calibration beads. EV gate
obsahuje kulicky oxidu kiemicitého velikosti A — 240 nm; B — 300 nm; C — 590 nm; D — 800 nm
a polystyrenové kuli¢ky: E — 500 nm. K¥emicité kulicky F — 1300 nm lezi mimo EV gate. EV gate
byl definovan jako oblast mé&fenych ¢astic mensich nez 1300nm kulicky z oxidu kiemicitého a veétsi

nez limit detekce pomoci VSSC. RI pro kuli¢ky z oxidu kiemi¢itého je 1,43, pro polystyren 1,59.
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Obrazek 10: Gatovaci strategie pro EV odvozené od endotelu; A — EV gate aplikovany

na pacientsky vzorek, B — Vybér CD45 EV; C — EV znacené pomoci protilatek proti CD31

a CD146, pocitany byly udalosti pozitivni na obé znacky; D — EV znacené pomoci protilatek

proti CD31 a CD105, pocitany byly udalosti pozitivni na obé znacky; E — EV znafené pomoci
protilatek proti CD105 a CD146, pocitany byly udalosti pozitivni na obé znacky; F — Udalosti
z oblasti CD105°CD146" byly porovnany podle pozitivity na CD31 (vysledné trojité pozitivni
CD105'CD146'CD31").
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Obrazek 11: Gatovaci strategie pro EV odvozené od placenty; A — EV gate aplikovany
na pacientsky vzorek, B — EV znacené pomoci protilatek proti CD105 a PLAP, pocitdny byly
udalosti pozitivni pro ob& znacky; C — udalosti z oblasti CD105"PLAP" porovnané podle pozitivity
na Syncytin-1; D — EV znacené pomoci protilatek proti CD105 a Syncytin-1, pocitany byly udalosti
pozitivni na ob¢ znacky; E — EV znacené pomoci protilatek proti PLAP a Syncytin-1, pocitany byly

udalosti pozitivni na ob€ znacky.
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Obrazek 12: Gatovaci strategie pro EV odvozené od krevnich desticek A — EV gate
aplikovany na pacientsky vzorek, B — EV znacené pomoci protilatek proti CD36 a CD41, pocitany
byly udalosti pozitivni pro obé znacky; C — udalosti z oblasti CD36°'CD41" porovnané podle
pozitivity na CD62P; D — EV znafené pomoci protilatek proti CD41 a CD62P, pocitany byly
udalosti pozitivni na obé znacky; E — EV znaCené pomoci protilatek proti CD36 a CD62P, pocitany

byly udalosti pozitivni na obé znacky.
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Obrazek 13: Gatovaci strategie pro znaCeni povrchového fosfatidylserinu pomoci
Lactadherinu a membran pomoci CellMask™. A — EV gate aplikovany na pacientsky vzorek, B —
EV znacené pomoci Lactadherinu a CellMask™; C — EV porovnané podle pozitivniho znaceni

pomoci CellMask™; D — EV porovnané podle znaceni fosfatidylserinu pomoci Lactadherinu.

4.3.4.7 Kontrolni méreni

Pro ovéteni signdlu pozadi byly spole¢né se vzorky métfeny kontroly samotného
pufru a negativni kontrola neznacené¢ho vzorku. K ovéfeni piipadné falesné pozitivity
vysledki byly meéfeny také isotypové kontroly protilaitek o stejné koncentraci jako
odpovidajici protilatky. K ovéfeni interference barev a znafeni u analyzy predcasné
narozenych novorozencii byly zméfeny také jednobarevné kontroly a kontroly celého

panelu protilatek vzdy bez jedné protilatky (FMO, fluorescence minus one control).

4.3.4.8 Kontrola specifity znaceni

Pro ovéfeni specificity znaCeni EV byla u vybranych vzorki pted analyzou
odebréna cast vzorku, ke které byl pfidan TX100 na vyslednou koncentraci 0,1 %. Vzorek
byl inkubovéan 5 minut pii pokojové teploté a analyzovan pfi stejném nastaveni cytometru.

Vysledky z méfeni byly porovnany s méfenim bez detergentu.
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4.3.4.9 Kontrola efektu roje
Pro ovéfeni soubézné detekce vice EV pfi méfeni byla ¢ast vzorki analyzovana

v sériovém fedéni 1x, 2%, 4x a 8§x za stejného nastaveni cytometru.

4.3.4.10 Kalibrace dat z prutokového cytometru

Apogee Mix Calibration beads a SPHERO™ Ultra Rainbow Quantitative Particle
Kit byly pouzity ke kalibraci dat z pritokového cytometru. Kalibrace byla provedena
v softwaru FCMpass (verze 3.10) (Welsh ef al., 2020b).

Apogee Mix Calibration beads, které¢ jsou vyrobené zoxidu kiemicit¢ho
a polystyrenu, maji definovanou velikost a RI. Na jejich zdkladé byla data kalibrovana

na velikost méfenych udalosti v nm.

SPHERO™ Ultra Rainbow Quantitative Particle Kit, které maji 6 populaci
s definovanou intenzitou fluorescence pro nékteré¢ kandly. Na zdklad¢ jejich zméfeni
na pratokovém cytometru pfi stejném nastaveni jako pfi analyze vzorkli a naslednému
porovnani s definovanou intenzitou fluorescence byly vyneseny kiivky urcujici standartni

jednotky fluorescence na nami pouzivaném cytometru.

4.3.5Spektrofotometrické stanoveni koncentrace hemoglobinu ve vzorcich plasmy

z pupecnikové krve

Supernatant z centrifugované plasmy (14000 x g, 4 °C, 70 min) byl vloZen
do kyvety azméfeno jeho absorpéni spektrum na spektrofotometru Eppendorf
pii absorbanci 320-630 nm. Jako blank byla pouzita destilovand voda (MiliQ). Koncentrace

hemoglobinu byla vypocitana podle vzorce:
c(hemoglobin) = 1,654,415 — 0,934350 — 0,734,470 (Noe et al., 1984).

Vzorek s koncentraci hemoglobinu vyssi nez 0,2 g/l byl oznaceny jako hemolyticky

(Hujacova et al., 2021).

4.3.6 Western blot

4.3.6.1 BCA Assay

Vzorky plasmy byly rozmraZeny (5 min, 37 °C) a EV dvakrat promyty PBS
(14000 x g, 4 °C, 70 min) stejné jako pii piipravé vzorkl na cytometrii. Pelet byl rozpustén
v 100 pl PBS a 25 pl vzorku bylo pouzito na BCA assay. Vzorek byl fedén 2x v PBS
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a lyzovan pomoci lyza¢niho pufru 30 min na ledu. Lyzovany vzorek byl centrifugovan
14000 x g, 4 °C, 10 min a supernatant byl v duplikdtu po 25 pl nanesen 96 jamkové
desticky. Rovnéz byla na desticku nanesena standardni fada fedéni BSA o znamé
koncentraci. Do vSech jamek bylo pfidano 200 ul reakéniho ¢inidla Pierce™ BCA Protein
Assay Reagent A a B (50:1 BCA reagent A:B) a desticka byla inkubovana 30 min pfii
37°C. Spektrofotometrie vjamkach byla zméfena na spektrofotometru Viktor’
a koncentrace proteinu byla vypocitand pomoci kalibracni kiivky standardni koncentrace

BSA.

4.3.6.2 Western Blot

Vzorek byl nafedény na pozadovanou koncentraci proteini. Ke vzorku byl ptidan
SB pufr a smé& byla inkubovdna 5 min, 95 °C a po 15 pl nanesen na 12%
polyakrylamidovy gel. Jako standard velikosti proteini byl do jedné jamky nanesen
PageRuler™ Prestained Protein Ladder, fedény 1:800 v SB. Ptiklad standardu velikosti je
uvedeny na obrazku 14. Vzorky na gelu byly rozdéleny elektroforézou za konstantniho
napéti 105 V. Gely byly pieneseny na hydrofilizovanou 0,2um PVDF membranu
za konstantniho proudu 200 mA, 150 min. Membrany byly 30 minut blokovany Azure
bloka¢nim pufrem a nésledné znaceny priméarnimi protilatkami proti CD41 a CDI105
v Azure Fluorescence Blocking Buffer po dobu 2 hodin pfi pokojové teploté. Nasledné byly
jednu hodinu ve tmé& fluorescenéné znaceny sekundarnimi protilatkami s navazanym
fluoroforem IR700 v Azure Fluorescence Blocking Buffer. Fluorescence byla zméfena
a vyfocena na Azure c600. Jako pozitivni kontroly pro protilatku proti CD105 byla pouzita
bunécéna linie HUVEC a pro protiladtku proti CD41 krevni desticky. Denzitometrie byla

vyhodnocena v programu AzureSpot (verze 2.0).
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Obrazek 14: PageRuler™ Prestained Protein Ladder, 10 to 180 kDa, vyrobce Thermo
Scientific. M¢titko velikosti proteinti po probéhlé elektroforéze (Gel) a Westernblotu (Blot).
Obrazek byl ziskany ze stranek vyrobce.
(https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/26617?SID=srch-hj-26617).

4.3.7 Elektronova mikroskopie

4.3.7.1 TEM pro studii MS

Vzorky plasmy z periferni krve byly centrifugovany dvakrat pii 14000 x g, 4 °C,
70 min. Pelet byl resuspendovan v 100 pul PBS. Vzorek byl pfenesen po 15ul kapkach
na parafilm. Na kapky byly poloZeny sitky pro transmisni elektronovou mikroskopii
a inkubovany 20 min. Sitky byly pfeneseny na 50ul kapku 4% PFA v PBS a fixovany
20 min, poté byly fixovany na 50ul kapkach 1% glutaraldehydu 5 min. Nésledné byly sitky
promyty 8% na dv€ minuty na 100 ul kapce destilované deionizované vody (MiliQ). Vzorky
byly kontrastovany na 20ul kapce 4% uranyl oxolatu 5 min a embedovany na 25ul kapce
smési uranyl acetatu s 2% methyl celulozou (1:9) na ledu 10 minut. Vrstva methyl celulozy
a uranyl acetatu byla pomalu odstranéna pomoci filtraéniho papiru. Sitky byly pfeneseny
na filtracni papir a nechany ve tmé uschnout do druhého dne. Snimky byly pofizeny

na TEM JEM 1011, CCD kamera, Veleta (Laboratof elektronové mikroskopie, PfF UK).

4.3.7.2 TEM pro studii predéasné narozenych novorozenci

Vzorky plasmy z pupecnikové krve byly centrifugovany 14000 x g, 4 °C, 70 min.
Pelet byl resuspendovan v 100 ul PBS. Sitky pro transmisni elektronovou mikroskopii byly
po 4 nalepeny na pryskyficovou vypln ultracenrifuga¢nich zkumavek. Do zkumavek byl

na sitky nanesen vzorek a doplnén PBS. EV ve vzorku byly na sitku sedimentovany
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centrifugaci na ultracentrifuze 14000 x g, 4 °C, 80 min, rotor SW 40 Ti. Po centrifugaci
byly sitky odlepeny z pryskyficové vyplné a fixovany na kapce 50 ul 4% PFA v PBS
20 min. Poté byly sitky procesovany stejné¢ jako pii piipravé vzorkil elektronové

mikroskopie pro studii MS (4.3.7.1).

4.3.8 Statisticka analyza

Statistickd analyza vzorkll probihala v programu GraphPad Prism (5.03 a 8.0.1).
K testu normality byl pouzit test D’Agostino and Pearson omnibus normality test
a Shapiro-Wilk normality test. Nenormalové rozlozené skupiny byly porovnany
jednofaktorovou analyzou rozptylu, konkrétné Kruskal-Wallis testem. Jednotlivé skupiny
mezi sebou pak navic Dunnovym testem. Porovnani tritonovanych vzorkd bylo
vyhodnoceno Wilcoxonovym parovym testem. Pro test korelace byl pouzit Spearmaniv
korelacni test s vyslednym Spearmanovym korela¢nim koeficientem (S:). Jako signifikantni

byly hodnoceny skupiny s p<0,05. (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001)
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5 Vysledky

5.1 Analyza EV u pacienti s MS

5.1.1 Charakteristika skupin

Charakteristika skupin dle zndmych parametrii pacientii je zobrazena v tabulce 5.

Skupina ND 7L N NP DK
Celkovy pocet pacienti 33 22 14 36 25
Pocet Zen, n (%) 26 (79) 18 (82) 11(79) 25 (69) 19 (76)

Vek, primér £ C195%  40,3+3,4 44,8 +4.4 42,3+5,5 46,4 + 4,2 432 +3,7
aktivni zan€t CNS, n 1 0 0 7 0

Tabulka 5: Charakteristika skupin pacientii pro studii EV v periferni krvi pacientd s MS.
Zkratky: ND — nové diagnostikovani MS pacienti, ZL — pacienti se zménou 1é¢by, N — pacienti
l1é¢eni Natalizumabem, NP — pacienti s jinymi neurologickymi potizemi a vylou¢enou MS, DK —

zdravi darci krve, CI (interval spolehlivosti, confidence interval)

5.1.2Pritokova cytometrie

5.1.2.1 Rychlost pritoku cytometru

Pro spravny vypocet mnozstvi EV v ul plasmy jsme vypocitali skute¢nou rychlost
pratoku cytometru pomoci Fluoresbrite® YG Microspheres, Calibration Grade 6.00 pm.
Na Biirkerové komirce bylo vypo¢itano primérné mnozstvi 2,42x10° kalibra¢nich kulicek
na mililitr. Analyza probihala pfi nastaveni ,,Low flow rate®, kterd dle vyrobce odpovida
rychlosti 10 pl/min. Primér méteni kulicek byl 43802 kuli¢ek/2 minuty. Primérna rychlost

pratoku vypocitana z 12 kontrolnich métenich byla 9,05 pl za minutu.

5.1.2.2 Analyza vzorki

Analyza EV z periferni krve pacientd s MS a kontrol ukazala signifikantné nizsi
poéty B-lymfocytarnich CD20*CD45" EV u ZL oproti N (55 £ 20 vs. 89 + 23 EV/ul,
p<0,05) aoproti NP (85 =+ 18 EV/ul, p<0,05). V populaci T-lymfocytarnich
CD3"CD8a"CD4" byly signifikantné snizené pocty u skupiny ND oproti DK (45 + 9 vs.
84 + 25 EV/ul, p<0,01) au ZL oproti DK (39 £ 14 vs. 84 = 25 EV/ul, p<0,001). Pocet
endotelialnich CD105°CD146'CD45" EV byl signifikantn& snizeny u skupiny pacientd N
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oproti NP (30 £ 8 vs. 58 £ 15 EV/ul, p<0,05). Signifikantn¢ snizené byly i pocty
Fosfatidylserin® EV u ND oproti DK (1098 + 152 vs. 1483 + 221 EV/ul, p<0,05).
U ostatnich populaci pozitivnich EV nebyly pozorovany signifikantni rozdily mezi
analyzovanymi skupinami. Rozptyl hodnot naméienych poctii EV v jednotlivych skupinach

je ukazéan v grafech na obrazku 15. Pocty EV v analyzovanych populacich jsou shrnuty

v tabulce 6.
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Obrazek 15: Pocty EV na pl plasmy z periferni krve pacienti s MS a kontrol. A —
B-lymfocytarni EV CD20°CD45"; B — T-lymfocytarni EV CD3'CD8a’CD4"; C — Endotelialni EV
CDI105°CD146°CD45; D — Destickové EV CD36'CD41"; E — EV s myelinovymi proteiny
MOG'MBP"; F — EV s povrchovym fosfatidylserinem. Zkratky: ND — nové diagnostikovani MS
pacienti; ZL — MS pacienti se zménou lécby; N — MS pacienti 1é¢eni Natalizumabem; NP — pacienti
s jinymi neurologickymi problémy a vylou¢enou MS; DK — zdravi darci krve; *p<0,05; **p<0,01;
**%p<0,001

Vysledky ziskané ve spolupraci s Mgr. Marii Kostelanskou, Ph.D. a Mgr. Jakubem

Soukupem.
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ND 7L N NP DK Signifikance

B-lymfocytarni 75+12  55+20 89+23 85+23 83+18 ZLvs.Na

CD20°CD45" EV, ZL vs. NP

prumér EV/ul = CI1 95 % (p<0,05)

T-lymfocytarni 45+9 39+14  54+£20 53+13 84 +25 NDvs.DK

CD3"CD8a'CD4 EV, (p<0,01); ZL

pramér EV/ul £ CI 95 % vs. DK
(p<0,001)

Endotelialni 47+13  52+13 30+ 8 58+ 15 44+7 Nvs.NP

CD105"CD146°CD45 (p<0,05)

EV, prumér EV/ul £+ CI

95 %

Destickové 617 £85 667 + 677+ 798 £ 614+  ns.

CD41°CD36" EV, 149 149 173 113

primér EV/ul £ C195 %

EV MBP"MOG", 27764 29571 270+£85 345+60 364 + ns.

pramér EV/ul £ CI1 95 % 139

Fosfatidylserin® EV, 1098 + 1226 + 1327 + 1544 + 1483+ ND vs. DK

primér EV/ul £ C195 % 152 236 393 718 221 (p<0,05)

Tabulka 6: Primérné pocty naméfenych EV na pl plasmy. Zkratky: CI — interval
spolehlivosti (confidence interval), ns — nesignifikantni (not significant).
Vysledky ziskané ve spolupraci s Mgr. Marii Kostelanskou, Ph.D. a Mgr. Jakubem

Soukupem.

5.1.2.3 Kontrolni experimenty cytometrie

Pro studii EV v periferni krvi pacienti s MS byly spolecné se vzorky métené
nasledujici kontroly: samotny pufr bez vzorku, isotypové kontroly a nebarvené kontroly.
Samotny pufr neprodukoval Zadny signal v gatech pro analyzované dvojit¢ znalené
populace EV. Neznaceny vzorek neposkytoval zadny signal v oblasti dvojité znacenych
EV. Isotypové kontroly pravidelné produkovaly urcitou hodnotu nespecifické fluorescence,
avSak pocet detekovanych cCastic v gatech pro dvojit¢ znacené EV byl nizky. Ptiklad

zobrazeni signalu pouZitych kontrol je ukédzan na obrazku 16.
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Obréazek 16: Piiklady typického signalu kontrolnich vzorkd, Kontroly pro analyzu
B-lymfocytarnich EV. A — Samotny pufr; B — Negativni neznacena kontrola; C — Isotypova
kontrola znacend IgGl(APC) a IgG1(BV421); D — EV znaCené anti-CD45(APC) a anti-
CD20(BV421). Jako B-lymfocytarni EV byly do analyzy zahrnuty dvojité znacené ¢astice v pravém

hornim kvadrantu.

5.1.2.4 Kontrola specifity znaceni EV

Pfidani TX100 vedlo u vSech kombinaci protilatek k signifikantnimu snizeni poctu
dvojit€¢ znacenych (p<0,01). Piiklad typické zmény signalu vzorku po pridavku TX100 je
zobrazeny na obrazku 17. Grafy dokumentujici signifikantni snizeni poc¢tu detekovanych

EV po ptidavku TX100 jsou na obrazku 18.

cDoz2o
coz2o

B s =i ry e
1’ w ow w W 10 10 10 10 10
D45 D45

Obrazek 17: Kontrola specifity znaceni EV pomoci pridavku TX100. A — vzorek znaceny
protilatkami anti-CD45(APC) a anti-CD20(BV421); B — tentyz vzorek 5 minut po pfidani 0,1%

TX100. Doslo k rozpusténi vétsiny ¢astic v pravém hornim kvadrantu.
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Obrazek 18: SniZeni poctu EV po pfidavku TX100. EV. A — B-lymfocytarni EV
CD20°CD45"; B — T-lymfocytarni EV CD3'CD8a’CD4; C — Destickové EV CD41°CD36"; D —
Endotelialni EV CD105°CD146°CD45". Ve vsech analyzovanych populacich doslo po piidani
TX100 k signifikantnimu snizeni poctu EV. w/o triton (bez pfidaného tritonu); triton (5 min

po ptidéni 0,1% TX100). **p<0,01
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5.1.3Elektronova mikroskopie

M

Obrazek 19: Kontrola pﬁtosti EV ve vzorcich pdmoci elektronové mikroskopie.

Vzorky byly pfipraveny stejnym postupem jako vzorky na pritokovou cytometrii. A a B —
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Pacientské vzorky ze skupiny ND, zvétSeni 25000%, métitko 1000 nm; C a D — Pacientské vzorky
ze skupiny ZL, zvétSeni: C 40000x, D 75000%, métirko: C 500 nm, D 400 nm; E a F — Pacientské
vzorky ze skupiny N, zvétSeni: E 12000x, F 100000%, meétitko: E 2000 nm, F 200 nm; G a H —
Pacientské vzorky ze skupiny NP, zvétSeni: G 100000x, H 40000, métitko: G 200 nm, H 400 nm;

I a J — Pacientské vzorky ze skupiny DK, zvétSeni 15000x, méfitko 2000 nm; Sipky oznacuji

vybrané EV;

Obrazky na TEM byly potizeny Mgr. Jakubem Soukupem.

5.2 Analyza EV u predéasné narozenych novorozenci

5.2.1 Charakteristika skupin

Charakteristika pacientl pro studii EV v pupecnikové krvi novorozencii je shrnuta

v tabulce 7.

Skupina PTIN PT

Celkovy pocet pacientil 23 28 20
pomér Z/M, n (%) 11/12 (48/52) 15/13 (54/46) 11/9 (55/45)
gestacni vek (tt), prameér + CI 95 % 29+ 1 31+1 38+0,2
porodni hmotnost (g), prumér + CI 95 1271 £ 152 1500 + 172 3460 + 167
%

porod CS (%) 74 100 100

¢ volného hemoglobinu v plasmé, 0,061 £0,013 0,056 £ 0,012 0,047 + 0,009
pramér (g/1) = CI1 95 %

¢ IL-6, prumeér (mg/1) £ C1 95 % 112+ 71 5+1 5+1

¢ CRP, pramér (mg/l) = CI1 95 % 0,4+0,1 03+0 0,3+0,01

¢ PCT, pramér (mg/l) = CI1 95 % 0,39 +0,21 0,2 +£0,02 0,11+0,01
umrti novorozence, n (%) 1(4) 2(7) 0(0)
vyskyt dvojcat n (%) 7 (30) 11 (39) 0(0)
Placentérni transfuse (bez/DCC/UCM), = 7/10/6 (30/44/26) 9/14/5 (32/50/18)  20/0/0 (100/0/0)

n (%)

Tabulka 7: Charakteristika pacientd ve studii EV pied¢asné narozenych novorozenci.

Zkratky: PTIN (pfed¢asné narozeni novorozenci se zanétem), PT (pfed¢asné narozeni novorozenci),
C (donoseni novorozenci), ¢ (koncentrace, concentration), CS (cisatsky fez, ceasarean section),

CRP (C-reaktivni protein, C-reactive protein), PCT (prokalcitonin, procalcitonin), DCC (opozdéné
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svorkovani pupecni $niry, delayed cord clamping), UCM (dojeni pupeéni $ntry, umbilical cord

milking), tt (tyden t€hotenstvi)
5.2.2 Spektrofotometrie hemolytickych vzorki

Pro vylouceni hemolytickych vzork byla u vSech spektrofotometricky zmétena
koncentrace volného hemoglobinu v bezdestickové plasme. V 80 vzorcich bylo zjisténo 9
se zvySenou koncentraci volného hemoglobinu (>0,2 g/l plasmy), ktera ukazuje
na pritomnost hemolyzy. Hemolytické vzorky byly ze statistické analyzy vytazeny
z diivodu signifikantné vyssiho celkového poctu detekovanych castic v EV  gatu

(10013 £ 2252 vs. 1,74x10° £ 0,46x10° EV/ul, p<0,0001).
5.2.3 Priitokova cytometrie

5.2.3.1 Rychlost priitoku cytometru

Stejn¢ jako pii méfeni EV ve vzorcich pacienti s MS, byla zmétfena rychlost
pratoku cytometru u méteni vzorkl plasmy z pupecnikové krve. Koncentrace kalibra¢nich
kuli¢ek Fluoresbrite® YG Microspheres, Calibration Grade 6.00 um byla podle Biirkerovy
pocitaci komirky 3,3x10°. Primérny podet naméfenych kulidek pii 12 opakovanich byl

54682 za 2 minuty méfeni. Rychlost po servisu cytometru poklesla na 8,29 pl/min.

5.2.3.2 Analyza vzorki

Analyza EV v pupecnikové krvi u predéasné narozenych a donoSenych novorozenct
ukézala signifikantné zvySené poéty placentarnich EV u CD105"PLAP" EV ve skupiné
PTIN oproti PT (1057 + 35 vs. 166 + 35 EV/ul, p<0,001). V placentarni trojit¢ pozitivni
populaci Syncytin-1"PLAP'CD105" byl rovnéz zvyseny pocet EV ve skupiné PTIN oproti
PT (12 £ 3 vs. 8 £ 3 EV/ul, p<0,05). Signifikantni rozdily mezi skupinami byly ukazany
1 v endotelidlnich a destiCkovych EV. Pocty EV nebyly signifikantni mezi skupinami PTIN
a C. Signifikantn€ sniZzené pocty EV ve skupiné PT oproti C byly u placentarnich EV
CDI105"PLAP" (166 = 35 vs. 678 + 619 EV/ul, p<0,001) a Syncytin-1"PLAP" (11 + 4 vs.
17+ 4 EV/ ul, p<0,01).V piipadé nespecificky znacenych membran EV pomoci generické
barvy CellMask a Lactadherinu vazici fosfatidylserin nebyly pozorovany signifikantni
rozdily v poctech EV. Primérné pocty naméfenych EV v jednotlivych analyzovanych
skupinach a populacich jsou shrnuty v tabulce 8. Vybrané vysledky jsou uvedeny

na obrazku 20.
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Obrazek 20: Grafy poctdl EV na ul plasmy z pupeénikové krve predCasné narozenych
a donosenych novorozenct. A — Placentarni CD105"PLAP" EV; B — Placentarni Syncytin-1"PLAP*
EV; C — Placentarni CD105"Syncytin-1"PLAP" EV; D — Endotelialni CD105°CD146"CD45 EV;,
E — Endotelidlni EV CD31*CD105*CD45; F — Endotelidlni EV CD105°CD146°CD31%; G —
CD36°CD41'CD62P"  EV;
FosfatidylserinCellMask™" EV. Zkratky: CM — CellMask™ PTIN - pifedcasné narozeni

Destickové  CD36'CD41"

novorozenci se zanétem; PT — predCasné¢ narozeni novorozenci bez zanétu; C — donosSeni

EV;
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Placentarni Syncytin-
I"PLAP" EV, pramér EV/ul
+CI95 %

Placentarni Syncytin-
1"CD105" EV, pramér
EV/ul+CI95 %

Placentarni PLAP*CD105*
EV, prumér EV/ul = CI 95
%

Placentarni Syncytin-
I"PLAP'CD105" EV,
pramér EV/ul £ CI 95 %

Endotelialni
CD105"CD146"CD45 EV,
primér EV/ul £ C195 %

Endotelialni
CD31°CD105"CD45 EV,
primér EV/ul £ C195 %

Endotelialni
CD31°CD105"CD146" EV,
pramér EV/ul £ CI 95 %

Endotelialni
CD31°CD146"CD45 EV,
primér EV/ul £ CI195 %

Destickové CD36'CD41"
EV, prumér EV/ul = CI 95
%

Destickové
CD36"CD41°CD62P EV,
pramér EV/ul £ CI 95 %

Destickové
CD36°"CD41"CD62P* EV,
pramér EV/ul £ CI 95 %

Fosfatidylserin'CM" EV,
primér EV/ul £ C195 %

PTIN

16 +4

27+ 8

1057 + 1023

12+£3

162 + 52

496 + 121

160 + 44

131 +£44

950 + 189

814 + 164

136 £ 50

2205 +429

PT

11+4

17+5

166 + 35

8+3

85+23

290 + 58

92 +£23

80+ 23

609 + 159

522 +136

87+ 34

1605 £315

17+ 4

28 + 14

678 £ 619

13+£3

126 + 50

446 + 293

155 £57

123 £48

838+ 176

706 + 150

132 £ 37

2176 +£ 499

Signifikance

PT vs. C (p<0,01)

PTIN vs. PT
(p<0,05)

PTIN vs. PT a PT
vs. C (p<0,001)

PTIN vs. PT a PT
vs. C (p<0,05)

PTIN vs. PT
(p<0,05)

PTIN vs. PT
(p<0,01)

PTIN vs. PT
(p<0,01)

ns

PTIN vs. PT
(p<0,01)

PTIN vs. PT
(p<0,01)

ns

Tabulka 8: Primérny pocet EV na pl plasmy z pupe¢nikové krve novorozencd. Zkratky:

CM - CellMask™; PTIN — ptedCasné narozeni novorozenci se zanétem; PT — pfed¢asné narozeni

novorozenci se zanétem; C — donoSeni novorozenci; CI — interval spolehlivosti (confidence

interval); ns — nesignifikantni (not significant).
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5.2.3.3 Korelace po¢tu EV s klinickymi faktory

Pocty EV vsech pacientskych vzorkil byly korelovany s nasledujicimi klinickymi

faktory: gestacni v€k, porodni hmotnost, koncentrace volného hemoglobinu, IL-6, CRP,

PCT nebo télesna teplota novorozence.

Signifikantni korelace byla nalezena mezi

koncentraci volného hemoglobinu ve vzorku a poétem Fosfatidylserin® EV (S; = 0,37,

p=0,0016), Fosfatidylserin"CellMask™" EV (S; =

CD36'CD41" EV (S =

0,31, p =
0,34, p=0,0021). K signifikantni korelaci doslo i mezi koncentraci

0,008), a destickovych

IL-6 a pocétem endotelovych CD105°CD146°CD45 EV (S: =
aCD31"CD105°CD146" EV (S: =

zadny korelacni test signifikantni. Porovnani EV populaci s ostatnimi klinickymi faktory

0,38, p = 0,007),

0,4, p=0,0006). V pripad¢ placentarnich EV nevysel

rovnéz neukdzalo signifikantni korelaci. Vysledné grafy jsou zobrazeny na obrazku 21.

Odlisnosti pribéhu porodu (vaginadlni porod vs.

neukazaly souvislosti s vysledky.

A

c hem (g/l)

¢ IL-6 (mgll)

cisatsky fez, placentarni transfuse)

B C
Fosfatidylserin+ Fosfatidylserin+/CM+ CD36+/CD41+
0.20- 0.204 0,204
b . L L s *
0,157 __ 015 015+
" 3 . 5
0.104 . E 0.104 * E 0.10
a'e® ot o, * 2 — o* - 2 % ot .t -
bl P, U ooy 9 1 .9 =
0.054 - 0.034 - 10,054
CNee® Vi e . ;‘3-:;.#'\»‘: ° ﬁu'tlt .
0.00 = T ) 0.00 T T 1 10,00 T 1
1] 2000 4000 (=0 ] o 2000 4000 6000 1] 500 1000 1500 2000 2500
EViul EViul EViul
E CD105+/PLAP+
CD105+/CD146+/CD45 CD31+/CD105+/CD146+ b
800 R 800 . m .
6004 600 -
o L] et L] 2001 .‘ " . 4
2004 . 200 =3 el
Pog ° 8 = * e eWe * 2 £ ST .
20T e & 204 . = 3 L] -
L] . . L] E L] . : w 15+ L)
154 * e o 15 o® = s 3"
. 9 5 [ w g - .
4. . = ode . ’ .‘l' .
L : ] ... ®e . o % .a.' “ L] . 5o “’c -
5% ., 54 'ﬁ . ., e a" s '-
o . . ; P LI ; ; 0 0 400 600 800 10? Q@a )
0 200 400 600 0 200 400 500 p: -35?

EViul

EVipl

EViul

Obrazek 21: Korelace poctu EV s vybranymi klinickymi faktory. A — korelace poctu

Fosfatidylserin® EV a koncentrace volného hemoglobinu ve vzorku (S; =

0,37, p = 0,0016); B —

korelace Fosfatidylserin"CellMask™" EV a koncentrace volného hemoglobinu ve vzorku (S; =

0,31, p=0,008); C — korelace poétu desticCkovych CD36'CD41* EV a koncentrace volného
0,34, p = 0,0021); D - korelace pocCtu endotelialnich

hemoglobinu ve vzorku (S:
CD105°CD146°CD45" EV akoncentrace IL-6 v krvi novorozence (S; =
korelace poétu endotelialnich CD31"CD105°CD146" EV a koncentrace IL-6 v krvi novorozence (S:

0,38, p = 0,007); E —

= 0,4, p = 0,0006); F — korelace poc¢tu placentarnich CD105"PLAP" EV a koncentrace IL-6 v krvi

novorozence (S; =

0,2, p > 0,05). Zkratky: CM — CellMask™
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5.2.3.4 Kontrolni experimenty cytometrie

Stejn¢ jako pfi analyze EV v periferni krvi pacienti s MS byly i pfi analyze EV
v pupecnikové krvi novorozencii spole¢né se vzorky méfeny kontroly, a to samotny pufr,
neznacené negativni kontroly a isotypové kontroly. Méfeni pufru a negativnich kontrol
ukdzalo, Zze ve dvojité pozitivnim gatu nebyl vyskyt EV. V isotypovych kontrolach byl
vyskyt Castic ve dvojité pozitivnim gatu minimalni (obrazek 22). Oproti analyze EV
upacienti s MS byly vanalyze EV v pupecnikové krvi novorozenci piidany také
jednobarevné (obrazek 23) a FMO kontroly (obrazek 24), které ukazuji slabou interferenci

znaceni.

CD105

Bv-H

s el fmind it Bt i P B P R W P Topmg s s by e ey
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PE-H PE-H PE-H PLAP

Obrazek 22: Zakladni kontroly pii analyze EV z pupecnikové krve novorozenct. Ptiklady
jsou zobrazeny pii znaceni placentarnich EV A — EV v pufru; B — EV v neznadené negativni
kontrole; C — isotypova kontrola, ve kvadrantech pozitivnich jen na jednu fluorescenci jsou oproti
negativnim kontrolam zvysené pocty EV. Ve dvojité pozitivnim kvadrantu je vyskyt pozitivnich
castic ojedinély; D — vlastni vzorek znaceny protildtkami proti Syncytin-1(CF647), PLAP(PE)
a CD105(BV421). Zobrazené jsou parametry PLAP a CD105. Na vzorku je vidét vyssi zastoupeni
dvojité pozitivnich EV.
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Obrazek 23: Jednobarevné kontroly pro panel placentarnich markerti. A — vzorek znaceny

pouze protilatkou proti CD105(BV421); B — vzorek znaceny pouze protilatkou proti PLAP(PE).
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Obrazek 24: FMO kontroly pro panel placentarnich markeri proti CD105(BV421),

PLAP(PE) a Syncytin-1(CF647). A — placentarni panel bez protilatky proti PLAP(PE); B —
placentéarni panel bez protilatky proti CD105(BV421).

5.2.3.5 Kontrola specifity znaceni EV

Kontroly méfeni EV pied a 5 minut po pfidani 0,1% TX100 ukazaly signifikantni
snizeni dvojité pozitivnich EV po pfidani TX100. V populaci placentarnich CD105"PLAP"
EV byl pocet ve vzorku 257 + 113 EV/ul snizen pfidanim 0,1% TX100 na 19 + 8 EV/ul
(p<0,001). U endoteliadlnich CD105°CD146"CD45" EV se piidavkem TX100 snizil podet
EV z 103 £ 7 na 6 £ 3 EV/ul, (p<0,01). U destickovych EV se po ptidani 0,1% TX100
snizil po¢et CD41°CD36" EV z 650 + 247 na 37 + 19 EV/ul, (p<0,001). Signal EV
znaCenych Fosfatidylserin®CellMask™" se po pfidani 0,1% TX100 snizil z 1825 + 479 na
73 £ 17 EV/ul, (p<0,001). Analyza tritonovanych vzorkii je ukdzana na obrazku 25, grafy

jejich vyhodnoceni ukazuje obrazek 26.
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Obrazek 25: Kontrola specifity znaceni EV. Vzorek znafeny panelem placentarnich
markerdi (A) a kontrola po pfidani 0,1% TX100 (B). Vzorek zméfeny 5 minut po pfidani 0,1%

TX100 ukazuje snizeni celkového poctu métenych ¢astic i EV ve vSech kvadrantech.
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Obrazek 26: Snizeni po¢tu EV po ptidavku TX100. A — Placentarni CD105"PLAP" EV; B —
Endotelialni CD105°CD146°CD45- EV; C - Destickové CD41°CD36° EV; D -
Fosfatidylserin'CellMask™" EV. w/o triton (bez ptidaného tritonu); triton (5 min po piidani 0,1%
TX100). Zkratka: CM — CellMask™; **p<0,01; ***p<0,001;
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5.2.3.6 Kontrola efektu roje
Kontrolni vzorky (n = 8) méfené fedéné postupné 1x, 2%, 4x a 8x ukazuji snizovani
poctu EV/ul. Median intenzity fluorescence (MFI, median fluorescence intensity)

se v prub¢hu fedéni nesnizoval (obrazek 27).
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Obrazek 27: Kontrola soubézné detekce EV, efektu roje. Prvni sloupec ukazuje klesajici
pocty EV ve dvojit€ pozitivnim gatu pii vy$sim fedéni, druhé dva sloupce pak MFI jednotlivych
fluorofort. Kazdy tadek pak ptredstavuje jiny panel protilatek. A — C — Placentarni CD105'PLAP*
EV; (A — Pocty EV/ul; B — MFI pro PE; C — MFI pro BV421); D — F — Destickové CD36'CD41"*
EV; (D — Pocty EV/ul; E — MFI pro BV421; F — MFI pro APC); G — I — Endotelialni
CDI105°CD146°CD45 EV; (G — Pocty EV/ul; H — MFI pro PE-Cy7; I — MFI pro BV421); J — L —
Fosfatydylserin‘CellMask™" EV; (J — Poéty EV/ul; K — MFI pro FITC; L — MFI pro APC).
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5.2.3.7 Kalibrace dat
Pomoci programu FCMpass (verse 3.10) a méfeni Apogee Mix Calibration beads byla
kalibrovana velikost méfenych castic. Rozpéti velikosti Castic v EV gatu se pifi pouziti
vysokych hodnot RI pro EV pohybovala mezi 350 a 2000 nm. Kalibrace velikosti ¢astic je
zobrazena na obrazku 28. Podle fluorescen¢nich kalibracnich kuliceck SPHERO™ Ultra
Rainbow Quantitative Particle Kit rozpoznavame pii nasem nastavena cytometru horni mez
fluorescence pro kanal FITC do 209000 ekvivalentnich referencnich jednotek fluorofort
(ERF; equivalent reference fluorophores unit), pro APC 331000 ERF, pro PE 1710000
ERF a pro BV421 3830000 ERF. Kalibra¢ni kuli¢ky s vyssi intenzitou fluorescence byly jiz
mimo rozsah méfeni. Kalibrace intenzity fluorescence ze SPHERO™ Ultra Rainbow

Quantitative Particle Kit jsou zobrazeny na obrdzcich 29-32.
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Obrazek 28: Kalibrace velikosti méfenych ¢Castic v programu FCMpass (verze 3.10). Kiivky
kalibrujici velikost méfenych castic podle RI kalibra¢nich kuli¢ek. Pouzité Apogee Mix Calibration
beads jsou zobrazeny v grafu Cervenymi body. Kuli¢ky z oxidu kfemicitého: A — 240 nm; B —
300 nm; C — 590 nm; D — 800 nm; E — 1300 nm a polystyrenové kulicky F — 500 nm. Zelena Cara
zobrazuje kalibra¢ni kiivku pro velikost EV. Obrazek vygenerovany z FCMpass (3.10)

73



ERF FITC

250000

y =1,7648x - 600,31
200000 R2=0,9998 ..

150000

100000

ERF FITC

0 20000 40000 60000 80000 100000 120000 140000

MFI FITC

Obrazek 29: Kalibrace meétfené fluorescence ve fluorescenénim kanalu FITC; ERF

(ekvivalentni referen¢ni jednotka fluoroford; equivalent reference fluorophores unit)
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Obrazek 30: Kalibrace méfené fluorescence ve fluorescenénim kanalu APC
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Obrazek 31: Kalibrace méfené fluorescence ve fluorescenénim kanalu PE
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Obrazek 32: Kalibrace méfené fluorescence ve fluorescenénim kanalu BV421
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5.2.4Elektronova mikroskopie

AR

TEM V‘zork§; : byly

pfipraveny stejnym postupem jako vzorky na priutokovou cytometrii. A a B — Pacientské vzorky

Obrazek 33: Kontrola pfitomnosti EV ve vzorcich plasmy poﬁloci

ze skupiny PTIN, zvétSeni 25000%, metitko 1000 nm; C a D — Pacientské vzorky ze skupiny PT,
zvétseni: C 40000x, D 25000x%, métitko: C 500 nm, D 1000 nm; E a F — Pacientské vzorky

ze skupiny C, zvétSeni 25000%, métitko 1000 nm; Sipky oznacuji vybrané EV;
Obrazky na TEM byly potizeny Mgr. Jakubem Soukupem.
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5.2.5Western blot

Pomoci western blotu jsme detekovali proteiny CD41 (obrazek 34A) a CDI105
(obrazek 35A) ptitomné ve smésnych pacientskych vzorcich. Detekované proteiny jsme
porovnavali na zdklad¢é denzitometrie (obrazky 34B a 35B). Denzitometrie ukazuje nizsi
hodnotu ve skupiné¢ PTIN oproti PT pifi nanaSce stejného mnoZstvi proteinu (zjisténo
pomoci BCA assaye). Data normalizovand na stejny objem vzorku vykazuji stejny trend
jako pfii analyze pomoci cytometrie a to zvySené mnozstvi proteinu u PTIN oproti PT

a srovnatelné s C.

PK PTIN1x PTIN2x PTIN4x PT1x  PT2x PT4x  Cix C2x C4x
A 132kDa =—— _— - e
B CD41
2500000
2000000
8 1500000 ® Normalizovana
N denzita
(&)
2 1000000 ® Denzita
500000 I
0
PTIN PT C

Obrazek 34: Denzitometrie western blotu znaceného protilatkou proti CD41. A — obrazek
membrany znacené primarni protilatkou proti CD41 a sekundarni s navazanym fluoroforem; B —
denzita (oranzové sloupce) pii shodné nanasce proteinti a normalizovana denzita (modré sloupce)
po prepoctu na stejny objem nanesené plasmy. Zkratky: PK — pozitivni kontrola (nanaska krevnich

desticek).
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Obrazek 35: Denzitometrie western blotu znacen¢ho protilatkou proti CD105. A — obrazek

membrany znacené primarni protilatkou proti CD105 a sekundarni s navazanym fluoroforem; B —

Denzita (oranzové sloupce) pti shodné nanasce proteinti a normalizovana denzita (modré sloupce)

po prepoctu na stejny objem plasmy. Zkratky: PK — pozitivni kontrola (nanaska HUVEC).
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6 Diskuse

Pozorované zmény poctu EV v télnich tekutinach v rGznych stavech organismu
(Yoshioka et al, 2014; Mege et al., 2016) vedou k myslence jejich diagnostického,
pfipadné¢ prognostického potencidlu pro klinickou praxi (Nanou et al., 2020). MS je
diagnostikovand pomoci magnetické rezonance a opira se o celkovou anamnézu, piipadné
vysetieni CSF (Thompson et al., 2018). Diagnostika MS je pomémné komplikovana
s moznou chybovosti analezeni novych biomarkert by mohlo situaci vyrazné ulehcit.
Véasna diagndza je nezbytnd pro néstup lécby a udrzeni kvality zZivota pacienta (Bove
& Hauser, 2018). Prvni cast prace se vénovala moznému diagnostickému potencialu EV

v periferni krvi u pacient s MS.

Podle doporuceni ISEV (Théry et al., 2018) byly k zajisténi snizeni signalu pozadi
veskeré pouzivané roztoky, vcéetné pouzivanych protilatek nebo hnaci kapaliny cytometru,
filtrovany. Pro zjisténi signalu pozadi pfi pratokové cytometrii byly métfeny nebarvené
kontroly a samotny pufr (Kuiper et al, 2020). Obé kontroly ukazovaly, ZzZe
v analyzovanych, dvojité pozitivnich gatech, nebyl vyskyt signdlu zaznamenéavany.
Identifikace faleSné pozitivity nespecifickou vazbou protilatek byla ovéfovana
na isotopovych kontrolach (Welsh et al., 2020a). Nespecifickd vazba byla pomérné Casta
v gatech pozitivnich na jeden marker, ale v analyzovaném, dvojité¢ pozitivnim gatu, byl
vyskyt maly, ale urcita hladina detekce nespecificky znacenych ¢astic je pti daném zplsobu
analyzy EV zfejmé& nevyhnutelnd. V naSi analyze jsme proto pocitali s EV pozitivnimi
na dva markery, kde je niz$i vyskyt nespecifického signalu, coz vede ke zvySeni specifity
znaeni EV (Erdbriigger et al., 2014). Jako dikaz specifické detekce membranovych ¢astic
byl vzorek zméfen opakované po piidani detergentu rozruSujictho membrany (Welsh et al.,
2020a). Méfeni s detergentem TX100, ktery rozpouSti membranové Castice, ukazalo
signifikantni sniZeni méfenych ¢astic ve vSech analyzovanych gatech. To napovida vysoce
specifické detekci znacenych EV (Marcoux et al., 2016) a nizké faleSné pozitivité signalu
z piitomnych proteinovych agregati (Salmond et al., 2021). Jako dikaz ptfitomnosti EV
ve vzorku byly vzorky zobrazeny na TEM (Coumans et al., 2017).

Jednotlivé skupiny pro studiit MS byly sestaveny podle neurologické kliniky VFN,
kde ND ptedstavovali skupinu pacientd s MS, kteti jest¢ nebyli 1éeni imunomodula¢ni
l1é¢bou. Ptipadné rozdily poc¢tu EV u ND od ostatnich skupin by tak ukazovaly diagnosticky

potencial EV. Pacienti ZL ptedstavovali skupinu rtizn€ 1é¢enych pacientil, u kterych vSak
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nebyla 1é¢ba dostateéné u¢inna a muselo dojit k jeji zméné. Zadny pacient ze skupiny ZL
vsak nebyl léceny Natalizumabem. Pacienti 1é¢eni Natalizumabem byli zafazeni do skupiny
N. Kontroly pro odliseni pacienti s MS od pacientl s jinymi neurologickymi potizemi byly
zafazeny do skupiny NP. Zcela zdravé kontroly pak byly zafazeny do skupiny DK. Pacienti
ze skupin NP a DK byli vybirani podle v€ku a pohlavi, aby jejich pocty a podily odpovidaly
pacientskym skupindm a analyza nebyla ovlivnéna fyziologickymi faktory (Danielson

etal., 2016).

Vysledky analyzy EV  vperiferni krvi ukazaly signifikantni rozdily
mezi stanovenymi skupinami pacientti. Snizené pocty EV u ZL pacientli v populacich
T-lymfocytarnich CD3"CD8a"CD4” EV oproti DK a B-lymfocytarnich CD20°CD45" oproti
NP a N mohou byt diisledkem 1écby. Lécba MS je obecné imunomodulacni (Scott, 2011;
Smets et al, 2017) aspolecné s inhibici aktivity imunitnich bun€k mulze dochézet
i ke snizeni produkce EV. Lécba Natalizumabem, protilatkou proti integrinu a4f1, brani
adhezi a prostupu lymfocyti do CNS (Dobson & Giovannoni, 2019) a vyssi vyskyt
B-lymfocytarnich EV v periferni krvi u N oproti ZL miiZze byt zptisobem pravé zadrzenim
B-lymfocyti v periferni krvi misto prostupu do CNS. Stejny trend ale nebyl pozorovan
u T-lymfocytarnich EV. Oproti diive popsanému zvySenému vyskytu endotelialnich EV
u MS pacientli oproti zdravym kontrolam (Minagar et al., 2001; Alexander et al., 2015)
jsme stejny trend u ND a DK nezaznamenali. Navzdory chronické aktivaci a hyperaktivité
krevnich desticek pti MS (Morel et al., 2017) a popsanému zvySenému poctu destickovych
EV u pacient s MS (Sheremata et al., 2008) jsme nepozorovali zadné signifikantni rozdily
mezi analyzovanymi skupinami v hladinach desti¢kovych CD36'CD41" EV. To mize byt
zpiisobeno odliSnou metodikou ve zpracovani vzorkd i pii jejich analyze. VeSkeré
sledované signifikantni rozdily ukazuji pfekryv pocti EV mezi jednotlivymi skupinami

a jejich diagnosticky potencial tak nebyl v naSich podminkach potvrzen.

Druhé ¢ast této prace se vénovala diagnostickému potencidlu EV v pupecnikové
krvi ptedCasné narozenych novorozencii. Zanéty predCasné narozenych novorozencl jsou
spojené s Castou novorozeneckou morbiditou (Gomez et al., 1998). Pieziti pomaha v¢asna
diagnostika systémového zanétu a podani glukokortikoidi (Galinsky et al, 2013).
Soucasna diagnostika probiha pomoci stanoveni hladiny IL-6 z plasmy novorozenct, ale
pro zlepSeni stanoveni diagndzy a prognoézy jsou hledany dal$i markery zanétu (Berka

etal., 2021). Vzhledem k nizké porodni hmotnosti pfedcasné narozenych novorozencii
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pfedstavuje pupecnikova krev zajimavy alternativni materidl vyuzitelny pro moZnou

diagnostiku bez nutnosti odebirat krev novorozenctiim.

Stejné jako u studie MS byly pro zjisténi signalu pozadi méieny kontroly samotného
pufru a nebarvenych kontrol (Welsh et al., 2020a). V obou ptipadech kontroly ukézaly, ze
se ve dvojité¢ pozitivhim gatu nevyskytuji EV. Identifikace falesné pozitivity byla navic
ovéfena méfenim isotypovych kontrol. U polyklondlni protilatky anti-Syncytin-1(CF647)
byla misto isotypové kontroly pouzita protilatka s pfiddnim blokac¢niho peptidu. Isotypové
kontroly opét ukdzaly maly vyskyt nespecificky znacenych EV ve dvojité pozitivnim gatu.
Na rozdil od analyzy EV u pacientli s MS byly pro studii EV v pupecnikové krvi ptidany
na zékladé¢ doporuceni Welsh et al. (2020a) také kontroly interference fluoroforu
a to jednobarevné kontroly a FMO. Ob¢ kontroly ukazovaly stejné jako isotypové kontroly
relativné maly vyskyt EV ve dvojité€ pozitivnich gatech, coZ ukazuji i jiné publikované
prace (Kandzija et al., 2019). Ovéfeni pfitomnosti membranovych ¢astic bylo opét ovéieno
méfenim vzorku s detergentem. Po pfidani TX100 doSlo k signifikantnimu snizeny
métenych EV ve dvojité pozitivnich gatech. To potvrzuje detekci specificky znacenych
membranovych EV namisto nespecifického signalu proteinovych agregatii, které se
pridavkem TX100 nerozpousti (Salmond et al., 2021). Efekt roje byl vyloucen sériovym
fedénim vzorku. Pokles poctu detekovanych EV ve vzorku odpovidal zvySujicimu fedéni
a soucasné zachovani MFI ukazuje na malé zastoupeni koinciden¢niho zméteni vice EV

pii analyze (Welsh et al., 2020a).

Skupiny pro studii EV v pupe¢nikové krvi byly stanoveny kliniky na UPMD podle
gestacniho veku a koncentrace IL-6. Pacienti v kontrolnich skupinédch byli vybirani tak, aby
byl co nejlépe zachovan pomér chlapcti a divek. Pro sniZeni subjektivniho vlivu pfi analyze
byla studie zaslepend. Odslepeni vzorkli probihalo aZ po vyhodnoceni cytometrickych dat
apfed zavérecnym statistickym zpracovanim. V pfedchozi studii v naSi laboratofi jsme
zjistili, Ze hemolytické vzorky maji vyssi vyskyt EV (Hujacova et al., 2021). Po stanoveni
volného hemoglobinu proto byly hemolytické vzorky z analyzy vyfazeny. Samotna analyza
ukazovala signifikantné zvySené pocty placentarnich EV u PTIN oproti PT. Hladiny
placentarnich EV v PTIN byly casto podobné jako u C. Bylo popsano, ze s postupujicim
téhotenstvim stoupd celkovy pocet EV v periferni krvi matky 1 pupecnikové krvi
novorozenc a vysSi hladiny EV u donoSenych novorozencti jsou pravdépodobné

fyziologickym jevem. V prubéhu té¢hotenstvi také postupné dochazi ke zvySeni exprese
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PLAP na placenté (Okamoto et al., 1990) a vyssi hladiny placentarnich EV u C mohou byt
zpiisobené 1 vys§im zastoupenim PLAP na EV. Vys§i pocet navazanych protilatek proti
markertim na povrchu EV tak zvySuje fluorescencni signal. EV se diky tomu mohou dostat
nad detek¢ni limit cytometru (Stoner et al., 2016). ZvySeni poctu EV u PTIN pak muze
odrazet zanétlivy stav placenty, podobné jako je tomu u vyssiho vyskytu placentarnich EV
pfi P-Ec (Campello et al., 2015). Signifikantné vyssi pocty EV u PTIN oproti PT byly
pozorovany i u populaci endotelidlnich a destickovych EV. Destickové CD36'CD41" EV
pozitivni 1 na aktivacni marker CD62P (P-selektin) (Gasecka et al., 2017) neukazovaly
narozdil od EV znaCenych pouze CD36'CD41" signifikantni rozdily v hladinach
mezi skupinami. Diivodem muize byt niz$i zastoupeni aktivaéniho markeru na povrchu EV,
které miize byt pod detekénim limitem cytometru (Kuiper ef al., 2020). Obecné¢ membrany
EV byly znaceny pomoci CellMask™ a fosfatidylserin pomoci Lactadherinu. Lactadherin
vaze fosfatidylserin, na rozdil od Annexinu V, bez potfebné ptitomnosti Ca** (Shi et al.,
2004). Ca®" zvysuje produkci EV zkrevnich desti¢ek (Dachary — Prigent et al, 1995),
proto se piianalyze EV hodi ke znaceni fosfatidyserinu pravé Lactadherin. Znaceni
membran a povrchového fosfatidylserinu neukazalo zddné signifikantni vysledky mezi

stanovenymi skupinami.

Pocty jednotlivych populaci EV byly korelovany s klinickymi faktory novorozenci.
Nejvyssi  korelacni  koeficient =04 (p=0,0006) piinesla analyza poctu
CD31°CD105"CD146" endotelovych EV s koncentraci IL-6 v krvi novorozenci. Korelace
poctu EV s dalSimi markery zanétu u novorozencii, jako CRP nebo PCT (Berka et al.,
2021) nebyla prokazéana. Signifikantni korelacni koeficienty ukazovala také korelace poctu
EV skoncentraci volného hemoglobinu vplasmé a to u EV spovrchovym
fosfatidylserinem, nebo destickovymi CD36°CD41" EV, které podporuje diive publikovana
data o signifikantné zvySeném poctu destickovych EV u hemolytickych vzorkid (Hujacova

etal., 2021).

Pro standardizaci méfeni byla data kalibrovana na standartni velikost v nm pomoci
Software FCMpass (Welsh et al., 2020b). Vysledna kalibrace ukazuje, Ze nami analyzované
castice v EV gatu jsou ve velikosti od ptiblizné 350 nm do 2000 nm. To odpovidd méfeni
velkych EV (Gandham et al., 2020), ale lepSimu rozliSeni, nez maji bézné cytometry
v klinické praxi s detekénim limitem 500 nm (Szatanek et al., 2017). V ptipadé¢ kalibrace

fluorescence jsme pouzili kalibra¢ni kulicky dle doporuceni ISEV (Welsh ef al., 2020a), ale
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naméfené kulicky se ukazaly jako nedostate¢né pro pouziti kalibra¢niho softwaru.
Fluorescence kalibra¢nich kulicek SPHERO™ Ultra Rainbow Quantitative Particle Kit je
prilis vysoka a nepokryva oblast detekce pfi analyze EV. Pii citlivém nastaveni cytometru
pro méfeni EV nebylo mozné rozpoznat vSechny populace kalibracnich kulicek, které jsou
potfebné pro kalibraci pomoci software FCMpass. Nicméné ziskané regresni piimky
kalibrace mohou byt pouzity k porovnani citlivosti detektord nami pouzivaného pftistroje
sjinymi cytometry. Nové se na trhu zaCinaji objevovat kalibra¢ni kulicky s nizsi
fluorescenci, které by mohly byt vhodnéjsi pro kalibraci méfeni EV s nizkou MFI (Kuiper

et al., 2020).

Ptitomnost EV byla prokdzana zobrazenim pomoci TEM (Coumans et al., 2017).
Na potizenych snimcich jsou vidét klasické sférické EV, zdeformované vlivem fixace
a znacenim slouceninami uranu do typického mistickového tvaru (Szatanek et al., 2017).
Pomoci TEM monitorujeme Cistotu vzorku a pfitomnost agregovanych EV, které¢ by mohly
ovliviiovat signal pii méteni priutokovou cytometrii (Rikkert et al., 2019). Pii izolaci EV
pro TEM jsme simulovali pfipravu vzorkli pro pritokovou cytometrii. Velikost EV
na snimcich se nejcastéji pohybovala mezi 100 a 300 nm. Ojedinéle se vyskytovaly i EV
ve velikosti do 1200 nm. Udaje o velikosti z TEM je nicméné potieba interpretovat opatrné,
vzhledem k fixaci, v dusledku, které se velikost oproti nativnimu stavu zmensuje
(van der Pol et al., 2014b). Pro detekci celkové hladiny vybranych sledovanych markera
ve frakci EV jsme pouzili metodu Western blot (Gardiner et al., 2016). Denzitometrické
vyhodnoceni signalu po znaceni protildtkami proti CD41 a CD105 podporuje cytometrii
nalezeny trend zvySené¢ho vyskytu EV s povrchovymi CD41 1 CD105 u PTIN oproti PT.

V této praci jsme optimalizovali analyzu EV pomoci priitokového cytometru, ktery
byl vylepSen pfidanim siln€jStho 405nm laseru a detektoru VSSC pro vyssi senzitivitu
arozliSovaci schopnost (Pekarkovd et al, 2021). Podle kritérii analyzy EV pomoci
prutokové cytometrie (Welsh et al., 2020a) jsme zatadili potiebné a pozadované kontroly
spravné analyzy. Kalibrace dat pfispiva porovnatelnosti vysledka s jinymi cytometry.
Ptitomnost EV jsme ovéfili pomoci TEM a trend exprese vybranych proteinii pomoci
western blotu. Ukdzali jsme signifikantni rozdily mezi pacientskymi skupinami, a to jak
v analyze EV v periferni krvi pacientli s MS, tak pii analyze pupecnikové krve u piredc¢asné

narozenych novorozenct. Prekryv poc¢tii EV v jednotlivych skupindch vSak naznacuje, ze
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v soucasné dobé za vyuziti dostupné techniky neni mozné klinicky pouzit analyzu EV

k diagnostice MS ani zanétd u predcasné narozenych novorozencu.
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7 Zavér

Provedli jsme rozsahlou optimalizaci analyzy EV pomoci pritokového cytometru
véetn¢ zavedeni fady kontrol vychazejicich ze soucasnych doporuceni ISEV. Nalezli jsme
signifikantni rozdily v poctech T-lymfocytarnich, B-lymfocytarnich a endotelidlnich EV
v periferni krvi pacientd s MS oproti kontroldm. Analyza byla doplnéna o méfeni
kontrolnich vzorki podle doporuceni ISEV. Piitomnost EV v periferni krvi byla ovéiena

pomoci TEM.

Déle jsme popsali signifikantni rozdily v poctu placentarnich, endotelialnich
a destickovych EV v pupeénikové krvi u predCasné narozenych novorozencii se zanétem,
oproti piedcasné narozenym novorozencim bez zanétu. Pocty destickovych EV a EV
s povrchovym fosfatidylserinem slabé korelovaly s koncentraci volného hemoglobinu
ve vzorku. Pocet endotelidlnich EV pak signifikantné koreloval s koncentraci IL-6 v krvi
novorozencu. K analyze byly podle ptedpist ISEV ptidany doporucené kontroly. Exprese
nékterych sledovanych proteinii byla ovéfena pomoci metody western blot. Pfitomné EV

byly zobrazeny pomoci TEM.

Vysledky nasi prace ukazuji signifikantni rozdily mezi stanovenymi skupinami
pacientli, ale velky rozptyl dat a jejich ptekryv mezi jednotlivymi experimentalnimi
skupinami ukazuje, Ze v soucasné dob¢ analyza poctu EV pomoci pritokové cytometrie
nepiedstavuje nadéjnou metodu pro diagnostiku MS nebo zanétl u predcasné narozenych

novorozencu v klinické praxi.
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