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Abstrakt

Akutni poranéni michy je zavazny typ urazu, jehoz 1éCba stale predstavuje vyzvu pro
soucasnou medicinu. Transplantace neuralnich kmenovych bun¢k (NSC) je jednou z mnoha
nadéjnych cest, jak ptispét k regeneraci poskozené tkan¢. NSC komunikuji se zbytkem tkané
pomoci malych extracelularnich vacki (sEVs), u kterych se tak predpoklada jejich

regeneracni potencial.

Cilem této diplomové prace je ovérit antiapoptoticky ucinek sEVs izolovanych
z kultivaéniho média od dvou typi NSC na potkanim in vitro modelu poranéni michy. Pro
splnéni tohoto cile byly nejprve otestovany rtzné zpusoby izolaci sEVs z kultivacniho
média. Nasledné byly sEVs charakterizovany podle jejich velikosti a pfitomnosti
povrchovych marker. Souc¢ésti prace byla PCR analyza obsahu neuroprotektivnich a
antiapoptotickych miRNA uvnitf sEVs a fluorescenéni barveni sEVs, kterym bylo dokézano,
ze sEVs pronikaji do cytoplazmy kmenovych bunék. Nakonec byly sEVs aplikovany na
potkani in vitro model poranéni michy a pomoci metody imunoblotace byl prokazan jejich

neuroprotektivni ucinek.

Klicova slova

Malé extracelularni vacky, exosomy, akutni poranéni michy, regenerace nervové tkané,
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Abstract

Acute spinal cord injury is a serious type of injury, the treatment of which still
represents a challenge for contemporary medicine. Neural stem cells (NSCs) transplantation
is one of many promising ways to contribute to the regeneration of damaged tissue. NSCs
communicate with the rest of the tissue by means of small extracellular vesicles (SEVs), in

which their regenerative potential is thus assumed.

The aim of this thesis is to verify the antiapoptotic effect of sEVs isolated from the
culture medium of two types of NSCs in an rat in vitro model of spinal cord injury. To meet
this goal, different methods of isolating sEVs from the culture medium were tested.
Subsequently, sEVs were characterized according to their size and the presence of surface
markers. This thesis includes an PCR analysis of the cargo of sEVs, which showed an
abundance of neuroprotective and antiapoptotic miRNAs. Fluorescent staining of sEVs
proved that sSEVs penetrate into the cytoplasm of stem cells. Finally, sEVs were applied to a
rat in vitro model of spinal cord injury and their neuroprotective effect was demonstrated

using the immunoblotting method.
Keywords

Small extracellular vesicles, exosomes, acute spinal cord injury, regeneration of nervous

tissue, miRNA, microRNA, neural stem cells
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1. UVOD

Malé extracelularni vacky (sEVs) jsou ¢im dél vice predmétem studii, které se zabyvaji
jejich funkci v zivém organismu. sEVs jsou klicové pro pfenos informaci mezi buiikami na
delsi vzdalenost a také umoziuji buikdm komunikovat pfes fadu bariér, napf. pies
hematoencefalickou bariéru (Saint-Pol et al., 2020). Jsou odolné v biologickych tekutinach
a mohou diky tomu pfenaset nukleové kyseliny, které by v téchto tekutinach byly za
normalnich podminek nestabilni. Zvlasté zajimavymi molekulami pfenaSenymi sEVs jsou
mikroRNA (miRNA, nebo také miR). Jedna se o kratké nekddujici RNA sekvence, které
jsou dulezité pro regulaci genové exprese obrovské fady gentl. Za fyziologickych podminek
jsou tyto miRNA dulezité pro spravny vyvoj télesnych soustav a ucastni se udrzovani
tkanové specificity. U mnoha miRNA bylo jiz v minulosti prokazéano, Ze hraji dilezitou roli
v mnoha patofyziologickych procesech probihajicich v organismu, napf. poranéni michy,
ruzné typy rakovin, mrtvice, infarkt myokardu atd. Jejich koncentrace se po poranénich nebo

pii nékterych nemocech vyrazné méni (Bhaskaran & Mohan, 2014; Nieto-Diaz et al., 2014).

Akutni poranéni michy (SCI) je velmi zavazny uraz, ktery je Casto doprovazeny
celozivotnimi nasledky. V soucasnosti neexistuje Zadna metoda, ktera by vedla k tiplnému
malé Sance na uzdraveni. Pravé proto je dilezité se dale zabyvat problematikou poranéni
michy a hledat moZné zplsoby, jak napomoct télu k regeneraci jeji funkce. Soucasti této
prace je jen velmi struény popis SCI a miRNA, protoze tato problematika byla pfedmétem

mé bakalatské prace s nazvem Uloha miRNA pri poranéni a regeneraci nervové tkané, 2020.

Jedna z potencialnich metod 1é€by SCI je transplantace kmenovych bunék. U tohoto
zpusobu 1écby bylo prokazéano, ze kmenové bunky pfispivaji k obnoveni funkce michy ne
pfimo svou proliferaci a diferenciaci do nervovych bunék, ale ziejmé pfedevsim parakrinnim
efektem. Tento pozitivni parakrinni efekt by mohl byt zprosttedkovany pravé malymi

extracelularnimi vac¢ky odvezenych z neuralnich prekurzori. (Forostyak et al., 2020).



2. MALE EXTRACELULARNI VACKY

Extracelularni vacky (EVs) jsou lipidové struktury, které byly poprvé popsany v 80.
letech minulého stoleti. Jiz pfi jejich objevu bylo zfejmé, Ze se nejspiS bude jednat o
zpusob mezibunééné komunikace (Trams et al., 1981). Dnes vime, Ze EVs jsou produkovany
témef vSemi organismy a bunécnymi typy (Cai et al., 2018; Matys et al., 2021; Wu et al.,
2019). EVs jsou casto tfidény do skupin na zaklad¢ jejich velikosti. Malé extracelularni
vacky (sEVs), které jsou veliké do 500 nm v priméru, a velké extracelularni vacky (IEVs),
které jsou vétsi nez 500 nm v prameéru. 1EVs vznikaji vyhradn€ vnéj$im pucenim
plazmatické membrany, zatimco sEVs lze dale délit zpiisobem jejich biogeneze na exosomy
a mikrovezikly (obr. 1). Exosomy jsou vacky vznikajici vnitinim pucenim endosomdlni
membrany. Nasledn¢ dochédzi k uvolnéni téchto vacklt do extraceluldrniho prostoru pfti
splynuti pozdniho endosomu s plazmatickou membranou. Jejich velikost je definovana jako
30-150 nm v praméru. Opakem jsou mikrovezikly pucici pfimo z plazmatické membrany,
které jsou veliké 100-500 nm v prameéru (Kalra et al., 2016; Danielle X. Morales, Sara E.
Grineski, 2016; Juan & Fiirthauer, 2018; Kang et al., 2021; Van Niel et al., 2018).

mikrovezikly @
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Obrazek 1: Rozdil mezi exosomy a mikrovezikly. Mikrovezikly jsou tvoreny primo z plazmatické
membrany do extracelularniho prostoru. Exosomy naopak puci do lumenu endosomu jako
intraluminadlni vacky (ILVs). Vznika tak multivezikularni endosom (MVE). Po splynuti MVE
s plazmatickou membranou se uvolni ILVs do extraceluldrniho prostoru. Od tohoto momentu se

vackim rika exosomy. Prevzato a upraveno z Van Niel et al., 2018.

S biogenezi exosomu jsou spojené dilezité proteiny, které jsou déale vyuzivany jako
markery exosomi. Mezi obecné uznavané markery patii protein X interagujici s ALG-2
(Alix), protein 70 reagujici na tepelny Sok (HSP70), vacuolar protein sorting-associated

protein 44 (VPS4), Rab GTPaza, gen 101 pro nachylnost k nddortim (TSG101), cluster of



differenciation 9, 81 a 63 (CD9, CD81 a CD63) (Bari et al., 2011). sEVs, které obsahuji
alesponl nékteré z téchto proteini, jsou predmétem fady studii. Tyto studie se dale zabyvaji
obsahem exosomd, jejich funkcemi a vlivem na tkan€. Studium exosomt je navic podpoieno

tim, Ze experimenty jsou provadény casto pouze s SEVs o priimérech 30-150 nm (Tan et al.,

2021; Théry et al., 2018; Yi Zhang et al., 2020).

V soucasnosti lze vést debaty o tom, ktery z téchto dvou typti sEVs pievazuje a ktery
ma vetsi terapeuticky potencidl. Zaroven vsak neni pfili§ mozné izolovat jednotlivé typy od
sebe. Nelze totiz rozlisit, zda izolované sEVs obsahuji mikrovezikly v rozmérech
100-150 nm v priméru, nebo pouze exosomy. V praxi jsou tak zkoumany funkéni vlastnosti
sEVs jako celek. Je mozné, ze rizné bunécné typy nebo tkané¢ mohou vice produkovat
exosomy zatimco jiné vice mikrovezikly. I proto je dilezité rozliSovat, ze které tkan€ nebo

bunééné linie byly sEVs izolovany. Obecné je vSak vice prozkoumand biogeneze exosomil.
2.1. Biogeneze exosomii

Pted uvolnénim exosomil z buiikky mluvime o tzv. intraluminalni vacky (ILVs).
Zaroven v souvislostech s biogenezi exosoml mluvime o pozdnich endosomech spise jako
o multivezikuldrni télesa (MVBs), pfipadné multivezikularni endosomy (MVEs). ILVs
vznikaji vzdy vnitfnim pucenim do lumenu ¢asnych endosomtl. V soucasnosti jsou znamy
dva modely, jak k tomu mtze dochéazet. V obou ptipadech je klicové zvlastni preusporadani
membrany endosomu, pii kterém dochdzi k ¢astecnému zaktiveni jejitho povrchu. Poté se
drahy rozdé¢luji na zdklad€ pfitomnosti, i nepfitomnosti endosomalniho tfidiciho komplexu
potiebného pro transport (ESCRT). Mluvime tedy o ESCRT-zavislych a
ESCRT-nezavislych drahach (obr. 2). Toto rozdé€leni je obecné pfijimané, nicméné neni
zcela jednotné, zejména pokud hovoiime o draze Alix/syntenin/syndecan, kterd spada na ptl
cesty mezi témito skupinami (Danielle X. Morales, Sara E. Grineski, 2016; Hessvik &

Llorente, 2018; Juan & Fiirthauer, 2018; Kang et al., 2021; Van Niel et al., 2018).
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Obrazek 2: Schéma biogeneze malych extraceluldrnich vackii (sEVs). Na obrazku lze vidét 3 hlavni
cesty, kterymi buiitka generuje tyto vacky. Pro biogenezi jsou klicové endosomalni tiidici komplexy
potiebne pro transport (ESCRT). Mechanismy biogeneze sEVs lze rozdelit na ESCRT-zavislou
drdhu, pri které dochazi k formaci vsech ESCRT proteinovych komplexii, jenz pomahaji s pucenim
intraluminarnich vackii (ILVs) do lumenu endosomu. Alternativaim zpiisobem formace ILVs jsou
cesty obecné nazyvané ESCRT-nezavislé. Na schématu je takto popsana Alix/syntenin/syndecan
drdha, pri které se vsak ESCRT komplexy v urcité mive ucastni. Druhym typem sEVs predstavujici
treti mozny zpusob biogeneze jsou mikrovezikly, které vznikaji vnéjsim pucenim plazmatické
membrany. Pro tento typ vzniku je dilezity ADP-ribosylacni faktor 6 (Arf6), jehoz aktivita vede ke
kontrakci myosinu, ¢imz se uvolni mikrovezikly do extracelularniho prostoru. Dadle zde opét hraji

velkou roli nékteré ESCRT komplexy. Prevzato a upraveno z Van Niel et al., 2018.

2.1.1. ESCRT-zavislé drahy

ESCRT komplexy jsou znamy ¢tyii: ESCRT 0, ESCRT I, ESCRT II a ESCRT I
(obr. 3). Jedna se o velké proteinové komplexy, které mezi sebou funkéné spolupracuji a
podileji se na tvorbé ILVs (Raiborg & Stenmark, 2009). Pro zahdjeni vzniku vackl je
potieba specificka topologie membrany, zejména jeji ohyb. Tato topologie je mozna diky
pfitomnosti membranovych raftl obsahujici zvySené mnozstvi fosfatidylinositol-3-fosfatu
(PI3P) a ceramidd, které vznikaji St€penim sfingomyelinu neutralni sfingomyelinazou typu

II (Fernandez-Borja et al., 1999; Trajkovic, 2008). Dulezité pro zakfiveni membrany se



zdaji byt i tetraspaniny. Jejich obecnou funkci je pravdépodobné tfidéni obsahu vznikajicich
vacku, nicméné jejich pritomnost na membrané pfispiva k jejimu zahnuti, coz miize pomoci
se zahajenim puceni ILVs. Mezi tetraspaniny typické pro sEVs patii CD63, CD81, CD82 a
CD9 (Bari etal., 2011). Strukturni analyza CD81 odhalila kuzelovity tvar, ve kterém je navic
misto pro molekulu cholesterolu (Zimmerman et al., 2016). Za ptedpokladu, ze i ostatni
tetraspaniny obsahuji podobné domény, lze vysvétlit jejich dilezitou roli pii tvorbé zahnuté
topologie membrany endosomu. Dale bylo ukédzano, ze i pii kompletni deleci ESCRT
komplext dochazi k tvorbé ILVs obsahujici CD63 na svych membranach (Stuffers et al.,

2009). To dale podtrhava dualezitost jejich pritomnosti pii biogenezi exosomtl.

Ubiquitinovany ~ 1\
ESCRTO ¢ protein ESCRTI ESCRT I

Obrazek 3: SloZeni endosomalnich tiidicich komplexii potiebnych pro transport (ESCRT) a
zndzornéni jejich interakci. Diilezité podjednotky EXCRT 0 komplexu jsou hepatocyte growth
factor-regulated tyrosine kinase substrate (HRS) a signal transducing adaptor molecule 1/2
(STAM1/2). HRS svou FYVE doménou interaguje s fosfatidylinositol-3-fosfatem (PI3P). ESCRT 1
komplex je tvoren genem 101 pro nachylnost k nadoriim (TSG101), ktery interaguje s proteinem X
interagujici s ALG-2 (Alix), jenz tak vytvari most mezi ESCRT [ a ESCRT IlI. ESCRT I je ddle slozen
z podjednotky vacuolar protein sorting-associated protein 28 (VPS28), ktera interaguje
s GRAM-Like Ubiquitin-binding in EAP45 (GLUE), jenz je soucasti ESCRT Il komplexu. ESCRT 11
ma navic vacuolar protein sorting-associated protein 36 (VPS36), pomoci které je vazan s nabitymi
MVB proteiny 2, 3 a 4B (CHMP2; CHMP3; CHMP4B), které vytvari komplex ESCRT IIl. Alix a
vacuolar protein sorting-associated protein 44 (VPS4) nejsou primo soucasti zadného ESCRT
komplexu, nicméné jsou klicové pro jejich funkci a spravné sestaveni. Prevzato a upraveno z Raiborg

& Stenmark, 2009.

Pro sestaveni ESCRT komplexii je dilezita pfitomnost mono-ubiquitinovanych

proteini na cytosolickém konci. ESCRT komplexy pfichdzeji do mista biogeneze



z cytosolické strany endosomalni membrany. AvSak neni zcela objasnéno, jak je proces
mono-ubiquitinace regulovan, které proteiny se ho ucastni a jak jsou dopraveny do mista
puceni. Tyto ubiquitinace jsou rozpoznavany proteiny hepatocyte growth factor-regulated
tyrosine kinase substrate (HRS) a signal transducing adaptor molecule 1/2 (STAM1/2),
které jsou soucasti komplexu ESCRT 0 (Bache et al., 2003; Takahashi et al., 2015). Toto je
prvni krok v kaskad¢ sestaveni vSech ESCRT komplext v misté puceni. HRS navic obsahuje
FYVE doménu, ktera se vaze na PI3P (Kutateladze T. G., 2006). To dale udrzuje ESCRT 0
v misté zakiiveni membrany. Spole¢né tyto dva mechanismy, tedy topologie membrany a
ptitomnost ESCRT 0, iniciuji tvorbu ILVs. Protein HRS ma déle ve své struktuie PSAP
motiv, pomoci kterého je schopny vazby na TSG101 (Bache et al., 2003). TSG101 je
soucasti komplexu ESCRT I, ktery takto pfichazi na misto biogeneze. ESCRT I obsahuje
vacuolar protein sorting-associated protein 28 (VPS28) podjednotku, kterd interaguje
s GRAM-Like Ubiquitin-binding in EAP45 (GLUE) podjednotkou vacuolar protein-sorting-
associated protein 36 (VPS36) proteinu, ktery je soucasti komplexu ESCRT II (Im &
Hurley, 2008; Raiborg & Stenmark, 2009; Teo et al., 2006). Komplex ESCRT III se do mista
biogeneze dostane pomoci proteinu Alix, ktery neni soucdsti ziddného z
popsanych komplext. Jeho pfitomnost je nicméné klicova, protoze jeho funkei je interakce
prostfednictvim jeho Brol domény s TSG101 a zaroven interakce s nabitym MVB
proteinem 4B (CHMP4B), ktery je soucasti komplexu ESCRT III (Ichioka et al., 2007;
Katoh et al., 2003). Alix tak vytvaii most mezi ESCRT I a ESCRT III (obr. 3). Rekrutovany
ESCRT III komplex pak na mist€ puceni ustiihne ILVs od endosommalni membrany. To by
podle publikovanych zavért Fabrikant et al., 2009 mélo probihat pomoci podjednotek
nabittho MVB proteinu 2 (CHMP2) a nabittho MVB proteinu 3 (CHMP3), které
z plazmatické strany membrany vytvoii kopulovity Utvar. Nasledné¢ dochézi k uvolnéni
ILVs. Naopak dalsi publikace Wollert et al., 2009 navrhuje mechanismus ,,utahovani
smycky* pomoci stejnych podjednotek jako ptedchozi prace. V obou ptipadech se poté na
misto dostane komplex VPS4, ktery za Stépeni ATP z mista uvolni samotny komplex
ESCRT III (obr. 4)(Wollert et al., 2009). Casti ESCRT komplexti 0, I a II pak nejspise
zustavaji soucasti ILVs, protoze je pozdé€ji lze imunodetekovat. Mluvime tedy o jiz

zminénych sEVs markerech.
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Obrazek 4: Modely uvolnéni intralumindrnich vackii do lumenu endosomu. Model utahovani

smycky podle Wollert et al., 2009 (A) a model vytvoreni kopulovitého utvaru podle Fabrikant et al.,

2009 (B). Prevzato a upraveno ze zminenych publikaci.
2.1.2. ESCRT-nezavislé drahy

ESCRT-nezavislé drahy jsou alternativni drahy vzniku exosom, které vSak alespon
castecné vyuzivd ESCRT komplexy. Ke zméné topologie membrany je zde dilezita mala
GTPaza ADP-ribosylacni faktor 6 (Arf6), fosfolipdza D2 (PLD2) a CD63. Kli¢ové pro tuto
drahu je vazba Alix na Syntenin, jehoz PDZ doména nasledné vaze transmembranovy
Syndecan z rodiny heparin sulfat proteoglykant (HSPG). Spole¢né¢ se podili na tfidéni
obsahu vacki, ktery se miize lisit od klasické ESCRT drahy zminované vyse (Baietti et al.,
2012; Ghossoub et al., 2014). Alix poté rekrutuje ESCRT III a dochazi k dokonc¢eni puceni.
Je mozné, ze se této drahy mohou zucastnit i ESCRT I a ESCRT II, protoze Alix interaguje
s TSG101, ktery je soucasti ESCRT I, jenz s sebou piinasi ESCRT II. Obecné je tedy mozné,
ze se jedna pouze o tkanové specifickou drdhu, kterd umoziluje skrze Syndecan vytiidit

specificky obsah do budoucich exosomii.
2.1.3. Sekrece exosomii

Pozdni endosomy, tedy MVBs, mohou bud’ splynout s lysozomem, pokud je jejich
obsah urcen k degradaci, nebo mohou splynout s plazmatickou membranou. ILVs se tak
dostanou do extracelularniho prostoru. Od tohoto momentu nazyvame ILVs exosomy. Cely
proces je fizen malymi GTPazami Rab, které obecné tidi pohyb bunénych kompartmentt
po buiice. Ostrowski et al. na HeLa bunikach ukazali, ze pfi ztrat€ funkce Rab27A/B dochazi
k omezeni sekrece sEVs kviili tomu, Ze se MVBs nedostavaji k periferii buiiky (Ostrowski

et al., 2010). Zaroven pii depleci Rab27A doslo ke zvétSeni ILVs, coz mize byt zpiisobeno
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vzajemnym splynutim ILVs do vétSich celkt. Dalsi z fady Rab proteinti dilezitych pro
sekreci ILVs jsou Rab5 a Rab7, které ziejmé souvisi hlavné s Alix/syntein/syndacanovou
drahou (Baietti et al., 2012). Samotné splynuti MVBs s plazmatickou membréanou je
realizovano pomoci vesicular-SNAP receptor (V-SNARE) a target-SNAP receptor
(T-SNARE) proteinovych komplext, pravdépodobné za vyuziti vesicle associated
membrane protein 7 (VAMPT). Je ale mozné, Ze se zde opét projevi tkanova specifita (Fader

et al., 2009).
2.2. Biogeneze mikrovezikli

Obdobné jako u exosomt, biogeneze mikrovezikli zac¢ind u zakiiveni membrany.
Enzym flopaza ABCA1 translokuje fosfatidylserin, ¢imZ navodi asymetrii membrany (Oram
& Vaughan, 2000). Déle se zde uc¢astni GTPaza Arf6, ktera po navazani GTP aktivuje PLD,
jejimz nésledkem je aktivace extracelularni signalem regulované kinazy (ERK). Tato kindza
poté fosforyluje lehka vlakna aktinu, coz vede ke kontrakci s myozinem, a tento stah umozni
uvolnéni mikroveziklu do extraceluldrniho prostoru. Tato drdha biogeneze byla ale popsana
na rakovinnych buiikach, a neni tedy Gplné€ jasné, jestli k ni dochazi i za fyziologickych
podminek (Muralidharan-Chari et al., 2009). Dalsi drdhou je proteinem 1 obsahujici arrestin
doménu (ARRDCI1) fizena biogeneze. V tomto piipadé se na ARRDCI véze protein Alix.
Ten zéaroven piivadi TSG101, coz nevyhnutelné vede k sestaveni ESCRT III komplexu a
k uvolnéni vackl z plazmatické membrany (Nabhan et al., 2012; Rauch & Martin-Serrano,

2011).



2.3. Prijem sEVs cilovou burkou

Aby sEVs mohly fyziologicky pusobit na cilové bunky, musi dojit alespon k
fyzickému kontaktu sEVs s plazmatickou membranou, v nejlepsim piipad¢é k samotnému
pohlceni sEVs. sEVs mohou mit na svém povrchu fadu proteiny, které jsou ptistupné pro
membranové receptory na cilovych bunikach. Proteiny jako Neurogenic locus notch homolog
protein 1 (Notch), interferon gamma (IFN-y), ¢i receptor pro epidermalni rastovy faktor

varianty III (EGFRvVIII) (Al-Nedawi et al., 2008; Cossetti et al., 2014).

Pro ostatni naklad, jako jsou miRNA, mRNA, DNA nebo lipidy, je tieba, aby se SEVs
dostaly piimo dovnitt cilové bunky. Ktomu dochdzi pomoci endocytézy (obr. 5).
Endocytéza miize byt v zavislosti na typu builkky zprosttedkovdna budto klathriny,
kaveoliny, lipidovymi rafty, pfipadn€¢ mechanismy jako jsou makropinocytéza nebo
fagocytdza. Dulezitymi molekulami pro piijem sEVs cilovou buitkou by mohly byt HSPGs.
Pfti jejich blokaci dochézi ke snizeni piijmu sEVs cilovou buiikou (Christianson et al., 2013).
Endocytozou se sEVs dostavaji do buiilky piimo jako soucéast endosomu. Takto opét dochazi
k vytvoteni MVBs. Uvnitt MVBs mohou sEVs splynout s membranou endosomu a obsah
sEVs se tak dostane do cytosolu buiiky. Didle mohou MVB splynout s lysozomem a obsah
vackl se tak ur¢i k degradaci, nebo MVBs mohou splynout s plazmatickou membranou a
sEVs se tak dostanou zpét do extracelularniho prostoru. Kromé vlivu piimo vylit¢ho nakladu
do cytosolu je moZné, Ze mechanismem terapeutického efektu by mohla byt intenzivng;si
endocytdza, a s tim spjaty vEtsi ptijem Zivin. Tato hypotéza je ale méné pravdépodobna,
protoZze fada experimentii dokdzala, Ze obsah sEVs se do bunék skutecné dostava.
Pozorovany terapeuticky efekt byl spojovan s typem anebo mnozstvim miRNA dodané do

bunék (Z. Li et al., 2021).

Dale se nabizi moznost, Ze dochazi ptimo k fuzi sEVs s plazmatickou membranou a
naslednému vyliti nakladu do cytoplasmy, kde by se mohl snaze projevit efekt pfenaSenych
molekul. Faze probiha s vyuzitim proteinu virového obalu (ENV). Jeho exprese je
v diferenciovanych lidskych bunikach potlacena, ale embryondlni nebo nékteré kmenové
buiiky si tuto expresi zachovavaji. Je tedy mozné, ze sEVs produkované témito butikami
mohou na svém povrchu obsahovat ENV protein a diky tomu byt schopny vyuZit alternativni

cestu vstupu do cilovych bunék (Pegtel & Gould, 2019; van Dongen et al., 2016).
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Obrazek 5: Schéma zobrazujici ruzné zpiisoby, jakymi cilovda bufika interaguje s malymi
extracelularnimi vacky (SEVs). sEVs mohou primo interagovat s cilovou bunkou pomoci
membranovych proteinii. V druhé casti schématu pak lze vidét prijimani sEVs makropinocytozou,
fagocytézou nebo riznymi typy endocytézy. Uplné vpravo je vidét fiize membrdn. V piipadé
endocytozy se sEVs stavaji soucasti multivezikularniho télesa (MVB), s jehoz membranou mohou

splynout a uvolnit tak sviij obsah do cytozolu. Prevzato a upraveno z Van Niel et al., 2018.

10



2.4. Tridéni obsahu malych extracelularnich vacki

sEVs obsahuji Sirokou Skalu biomolekul (obr. 6). Jejich pfesné sloZzeni se vyznamneé
lisi v zavislosti na bunééném typu, ktery dané sEVs produkuje, a na mikroprostiedi, ve
kterém se butika nachazi. Uvnitf sEVs lze typicky najit smés lipidi, DNA, rizné typy RNA
(zejména miRNA, ale i mRNA, siRNA, rRNA a dalsi druhy nekodujicich RNA), proteiny a

jiné signalni molekuly, ¢i ziviny (Colombo et al., 2014).

Extracelulédrni prostor
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Obrazek 6: Schéma malého extraceluldrniho vacku (sEVs) a jeho obsahu. V zavislosti na typu
bunky, ktera dané sEVs produkuje, mohou sEVs obsahovat latky specifické pro dany bunécny typ,
napr. hlavni histokompatibilni komplex tridy Il (MHC II) u antigen prezentujicich bunék. Obecné
sEVs obsahuji Sirokou Skalu nukleovych kyselin, proteinii a pro sEVs specifické membranové sloZeni

lipidii. Prevzato a upraveno z Colombo et al., 2014.

Existuje fada mechanismi, které disledné tidi, co budou sEVs obsahovat (Nolte’T
Hoen et al., 2012). Nékteré z proteint ovliviiujici sloZzeni obsahu vacki jsou jiz znamy.

Ptesné mechanismy, kterymi tyto proteiny slozeni vacka ovliviiuji, nebyly dosud objasnény.
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Hlavni roli sEVs je mezibunécné komunikace. Extracelularni vacky nesou informaci
o stavu bunky, ze které vznikly. Navic SEVs dokazou putovat v biologickych tekutinach
skrze cely organismus, a jsou schopny ptekonat i rizné bariéry, jako je napf. 1
hematoencefalickd bariéra (Saint-Pol et al., 2020). Na zaklad¢ téchto vlastnosti SEVs se
predpokladd, Ze prospéSny parakrinni vliv kmenovych bun¢k na poskozenou tkan je
zprostiedkovany sEVs. Naklad sEVs, a to zejména hladiny nékterych miRNA také
vypovidaji o probihajicich patologickych procesech v tkanich jejich ptivodu. Toho lze dale
vyuzit pii diagnostice zdvaznych onemocnéni ¢i poranéni (Mahmoudi et al., 2015; Urabe et
al., 2020; Withrow et al., 2016). Extracelularni vacky by navic mohly piedstavovat
prirozenéjsi cestu, jak buiikdm dodat terapeutické latky. Napt. miRNA lze riznymi zplisoby,
jako je napt. zména v sekvenci nebo exprese z plazmidi, uméle nashromazdit do sEVs. Tyto
vacky obohacené o vybrané miRNA maji potencidl pro vyuZiti coby terapeutika (Garcia-

Martin et al., 2022; Song et al., 2019).
2.4.1. Tridéni proteint do ILVs

Do sEVs se dostava celd fada proteinil, které lze rozdélit do dvou skupin. Prvni
skupinou jsou proteiny, které se vyskytuji ve vSech sEVs v dlisledku jejich biogeneze. Jsou
to tedy proteiny, které jsou soucasti ESCRT proteinovych komplexi, pfipadné tetraspaniny.
Konkrétné Alix, TSG101, CD9, CD81, CD63, Rab GTPazy atd. Dale do této skupiny spadaji
1 proteiny pfimo spojené s charakterem butiky, ktery sEVs vyprodukovala. Pfikladem mohou
byt napf. antigen prezentujici bunky, jejichZ exosomy maji na svych membranach MHC

tfidy II (Chen et al., 2021).

Druhou skupinou jsou proteiny, jejichz ptfitomnost v sEVs je pfimo podminéna
existujicimi mechanismy tfidici obsah sEVs. Jednim z mechanism je mono-ubiquitinace,
kterd je rozpozndvana podjednotkami komplexu ESCRT 0, tedy HRS a STAMI1/2. Tyto
podjednotky obsahuji ubiquitin vazebné domény, konkrétné se jednd o tzv. ubiquitin
interagujici motiv (Raiborg et al., 2002; Takahashi et al., 2015). Dale jsou
mono-ubiquitinované proteiny vychytadvany GLUE, ktery je soucasti ESCRT II (Slagsvold
et al., 2005). Mono-ubiquitinované proteiny jsou tak drzeny v misté puceni, a poté jsou
s ESCRT komplexy pteneseny do ILVs pii dokonceni biogeneze. Touto cestou se do
exosomtl dostavaji 1 proteiny s tzv. ubiquitinu podobnou doménou. Jednd se bud’ o
sumoylované proteiny (Kunadt et al., 2015), nebo protein obsahujici ubiquitinu podobnou

sekvenci (UBL3). Tento protein se poté muze véazat na C konce jinych proteinii pies
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disulfidické mustky, a tak napomahat tfidéni obsahu sEVs. V soucasnosti je znamo 1241
proteind, které vyuzivaji UBL3 modifikaci. Jedna se Casto spiSe o proteiny spojené
s vaznymi nemocemi, napf. proto-onkogen z rodiny Ras. Pfi knock-outu genu UBL3 doslo
u mysi ke snizeni celkové koncentrace proteini v izolovanych sEVs ze séra o 60 %. Je tedy
mozné, Ze tento zpusob tiidéni proteinti do ILVs by se v budoucnosti mohl ukézat jako velmi

podstatny (Ageta et al., 2018).
2.4.2. Tridéni RNA do ILVs

Na rozdil od proteint, jejichz tfidéni do IL Vs je zavislé z velké ¢asti na post-translacni
modifikaci jejich struktury, jsou RNA molekuly tfidény pfimo pomoci jejich sekvence.
Manipulace s témito sekvencemi pak piedstavuje velmi zajimavy zpiisob, jak zasahovat do
obsahu sEVs. Zvlasté dilezité jsou pak mechanismy tiidici miRNA, jelikoZz se jedna o
vyznamné post-transkripéni regulatory genové exprese obrovské tady gent. Jejich

potencidlni vliv na cilovou tkan tak ¢asto mize zastinovat vliv exosomalnich proteind.

Pro miRNA typické pro sEVs je obecné zavedeny nazev exosome derived miRNA
(EXOmiRNA). Je jasné, ze v buiice existuje mechanismus, ktery urCitym zpiisobem
preferuje n€které miRNA pted ostatnimi (Guduric-Fuchs et al., 2012). Molekuly miRNA se
v cytoplazmé vyskytuji ve formé vazané na proteiny obsahujici RNA vazebné domény
(Corley et al., 2020). Tyto proteiny jsou poté zatim neobjasnénym zplusobem spolecné
s navazanymi miRNA vytfidény do ILVs. Mezi tyto proteiny patii napf. rodina
heterogennich jadernych ribonukeoproteinii (hnRNPs). hnRNPs vaZzou miRNA pomoci
specidlnich sekvenci, které v pfipadé EXOmiRNA nazyvame jako exosomalni motivy
(EXOmotivy). Opakem EXOmotivii jsou bunééné motivy (CLmotivy). Experimentalné 1ze
tyto motivy vkladat do riznych miRNA a tak ménit jejich pomé&r koncentraci v sEVs nebo
v cytoplazmé (Garcia-Martin et al., 2022). V budoucnosti by se tak mohlo jednat o velmi
zajimavy zpusob obohacovani exosomi o terapeuticky dualezité miRNA, ¢i naopak

ochuzovani o negativné plisobici.

hnRNPA2B1 rozpoznavda GGAG a UGCA sekvence na miR-198 a miR-601
(Villarroya-Beltri et al., 2013). Bylo prokazano, ze hnRNPA2B1 musi byt sumoylovan, aby
mohl spravné fungovat (Gusar et al., 2022; Villarroya-Beltri et al., 2013). Tento zavér

podporuje zatim experimentdlné¢ neoveéfeny mechanismus, kdy by sumoylovany hnRNP
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s navazanou miRNA byl vyttidén skrze mechanismy popsané v pfedchozi kapitole, tedy

prave pres interakci SUMO s nékterymi ubiquitin vazajicimi doménami ESCRT komplext.

Se zajimavym mechanismem piisel tym Boza et al. Bylo prokazano, ze hnRNPA2B1
reguluje mnozstvi miR-503, které se do ILVs dostane. miR-503 je vazana skrze Annexin A2
na hnRNPA2BI. Pii fyziologickych hladindich hnRNPA2B1 se miR-503 do ILVs nedostava,
ovsem pii deleci hnRNPA2B1 dochazi k obohaceni ILVs o miR-503. Jedna se tak o piipad,
kdy by hnRNPA2B1 mohl negativné regulovat tfidéni nékterych miRNA. Mechanismus,
ktery by vsak vysvétloval, jak jeden typ proteinu na sebe miize vazat dvé rizné miRNA, a

ptitom jednu regulovat pozitivné a druhou negativné, nebyl dale objasnén (Boza et al., 2020).

Nékteré exosomy obsahuji RNA-vazebny protein: cytoplazmaticky s RNA interagujici
protein vazajici synaptotagmin (SYNCRIP), jehoz vazebnd N koncovd doména pro
rozpoznani RNA interaguje s GGCU sekvenci na miR-3470a a miR-194-2-3p. Neni jasné,
jakym zptisobem se SYNCRIP do ILVs dostava, ale pti jeho depleci dochéazi k obohaceni
miR-3470 v cytoplazmé. Jednou z jeho funkci je tedy transport této miRNA do ILVs (Hobor
et al., 2018; Santangelo et al., 2016).

Mezi dal$i proteiny, jejichZ zména exprese byla spojena se zménou koncentraci
miRNA ve vaccich, patii Y box binding protein 1 (YBX-1), Mex-3 RNA Binding Family
Member C (MEX3C), Major vault protein, ¢i1 La protein. Konkrétni miRNA, které tyto
proteiny piendSeji 1ze vidét na obr. 7. Podobné jako ostatni zminéné proteiny, Slo pouze o
sledovani jedné, ¢i dvou miRNA v sEVs. U téchto proteinti vSak nebyly prokazany zadné
domény specificky véazajici konkrétni sekvenci. Jedna se tak tedy spiSe o obecné nosice
RNA, ¢i pomocné proteiny jiz existujicich RNA vazebnych proteinid. Napi. MEX3C, protein
asociujici s Argonautem 2. Tyto konkrétni pfipady nastifluji existenci obecnych
mechanismd, které je potteba dale zkoumat (Lin et al., 2019; Lu et al., 2017; Temoche-Diaz

etal., 2019; Teng et al., 2017).

Mimo specidlni sekvence existuji dale post-transkripéni modifikace miRNA.
3¢ uridinylace pravdépodobné¢ vede miRNA k do ILVs, naopak 3° adenylace sméfuje
miRNA spise do cytoplazmy (Koppers-Lalic et al., 2014).

Vyzkum této problematiky je vSak pouze v zacatcich a zminéné proteiny jsou tak
pravdépodobné pouze prvnim krokem k odhaleni slozitych mechanismu. Jejich objasnéni

vSak ptedstavuje obrovsky potencidl pro dalsi vyuziti SEVs.
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Obrazek 7: Schéma znazoriiuji proteiny ucastnici se transportu miRNA do obsahu
intralumindlnich vacki (ILVs) uvniti multivezikularnich endosomit (MVE). Ze schématu [ze
vycist, které miRNA byly spojeny s kterymi proteiny. Konkrétni proteiny: heterogenni jaderny
ribonukeoprotein A2B1 (hnRNPA2BI), cytoplazmaticky s RNA interagujici protein vdzajici
synaptotagmin (SYNCRIP), argonaut 2 (Ago-2), Y box binding protein 1 (YBX-1), Mex-3 RNA
Binding Family Member C (MEX3C) a major vault protein (M VP). Mechanismy vSak byly alespon
castecné popsany pouze u hnRNPA2BI1 a SYNCRIP. Prevzato a upraveno z Groot & Lee, 2020.

Pro tfidéni mRNA do ILVs plati podobné mechanismy jako pro miRNA. K transportu
mRNA do ILVs dochdzi na zdklad¢ urcité sekvence, v tomto ptipad¢ v 3¢ nepiekladané
oblasti. Ta obsahuje tzv. ,,zipcode, jenz obsahuje CTGCC sekvenci, kterd funguje jako
vazebné misto pro miR-1289, ktera poté fidi transport miRNA do ILVs. Tedy transport
mRNA opét zavisi v konecném disledku na vazbu s ribonukleovym proteinem, ktery

rozeznava zazipovanou miR-1289 (Bolukbasi et al., 2012).

Obecné mechanismy tfidéni exosomdalniho nékladu jsou stale pfedmétem vyzkumu.
Vétsina publikovanych praci se zabyva touto problematikou v kontextu konkrétnich
miRNA, a neni Uplné jasné, jak moc jsou tyto zavery reprezentativni pro tfidéni

exosomalniho ndkladu za pomoci miRNA jako takové.
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3. miRNA

miRNA jsou kratké protein nekodujici RNA, které se ucastni regulace genové exprese.
Navzdory tomu, Ze jsou prumérn¢ dlouhé 20-24 nukleotidi se jedna o velmi riznorodou
skupinu molekul. Na svém 5° konci obsahuji seed sekvenci, pomoci které se dokazi vazat na
3¢ neptekladanou oblast cilové mRNA (Lewis et al., 2003). Jednim ze znamych mechanismu
regulace je destabilizace cilové mRNA, coz vede k snizeni jeji translace (Eulalio et al.,
2009). Obecné se jedna o velmi slabou regulaci a zména exprese jednoho genu je zménéna
pouze v fadech nekolika procent. Dillezité je vSak zminit, ze tyto seed sekvence nasedaji na
obrovské mnozstvi mRNA, jejichz proteinové produkty mohou spolu interagovat, a tedy
projev jedné miRNA se timto zpiisobem muze s¢itat. Zaroven v jeden okamzik mohou danou

mRNA regulovat az desitky riznych miRNA (Selbach et al., 2008).

Kli¢ovou vlastnosti miRNA je jejich silna tkanova specifita a citlivost jejich hladin na
ruzné patofyziologické procesy, které jsou zménami hladin miRNA déle prohlubovany
(Nieto-Diaz et al., 2014). miRNA tak lze vyuzit jako biomarkery pro rizné typy patologii, a
to i dale k urceni jejich zavaznosti (Tigchelaar et al., 2019). Déle 1ze uméle hladiny ucinnych
miRNA ménit pomoci aplikace ds/ss-RNA. Dvojvlaknova (ds) uméle vyrobena RNA je
v bunice zpracovana na funkéni miRNA. Takto mimikuje vliv endogenni miRNA a posiluje
tak jeji u€inek. Naopak jednovlaknova (ss) se vaze na endogenni miRNA a tim zabrafiuje
jeji vazbé na mRNA. Neékteré miRNA jsou tfidény do sEVs, diky ¢emuZ jsou pienaSeny
v mezibunécném prostoru. Po ptijmuti sEVs cilovou buiikou jsou tyto miRNA uvolnény do

cytosolu a mohou tak ménit expresi cilovych gent.

Protoze jsou miRNA specifické pro bunécnou linii, tkan nebo biologické tekutiny, ze
kterych byly sEVs obsahujici tyto miRNA izolovany, je dilezité vzdy specifikovat zdroj
téchto sEVs. Déle je dilezity kontext, ve kterém se sEVs studuji. sSEVs izolované z média
bunécnych kultur se obecné studuji pro jejich regeneracni potencial (Ma et al., 2019; L.
Zhang et al., 2021), naopak sEVs izolované z tkani ¢i biologickych tekutin jsou cCasto
pfedmétem vyzkumt zabyvajicich se vyuzitim EXOmiRNA coby biomarkeri onemocnéni
a poranéni (Zhou et al., 2021). Vedlejsi skupinou jsou poté sEVs izolované od rakovinnych
bungk, které se zdaji byt jednou z moznosti, jak rakovina dokdze metastdzovat po organismu

¢i transformovat jiné buiiky (Zhao et al., 2020).
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4. PORANENI MICHY

SCI je velmi zavazné poSkozeni misni tkan¢ Casto spojené s celozivotnimi nasledky.
Lidé, kteti prodélali SCI, jsou velmi rtiznorodou skupinou pacientt lisici se vékem, pohlavim
a zavaznosti poranéni (Tigchelaar et al., 2019). Z hlediska prib¢hu poranéni I1ze pak SCI
rozdélit na primarni a sekundarni. Primarni poranéni michy je samotny turaz, tedy
napf. zlomeni obratle, prostieleni michy stfelnou zbrani nebo pad z vysky. Sekundarni
poranéni je poté souhrnny nazev pro kaskddu déji nasledujicich po primarnim poskozeni.
Tyto mechanismy pak z ¢asového hlediska délime na akutni (prvni 4 dny), subakutni (do 14
dni) a chronické (od 14 dnt dale). Kli¢ovou roli zde hraje imunitni systém, ktery se ucastni
zanétlivé odpovédi. Ta dale v chronické fazi pokracuje a znesnadiiuje regeneraci. Dochazi
ke tvorbé gliové jizvy, jejiz fyziologickou funkci je ochrana mista poranéni pied
probihajicim zanétem, ovSem v dasledku jeji tvorby je znemoznéna regenerace (Alizadeh et
al., 2019). Pravé zavaznost akutniho poranéni michy urcuje silu sekundarnich odpovédi
organismu, z ¢ehoz se odviji i potencidl zregenerovat poSkozenou tkan. V soucasnosti
neexistuje zadna ucinna lécba. Klasifikace miry poranéni v akutni fazi je klicova pro

potencialni regeneraci ztracenych funkci michy.

V podstaté jedinou klasifikaci pouZivajici se v praxi je stupnice miry poskozeni
(AIS) vytvofenou Americkou asociaci pro poranéni michy. AIS A znamena kompletni ztratu
motorické funkce a citu pod uroven poranéni. AIS B pak kompletni ztratu motorické funkce
s alesponl Castecné zachovanym citem v oblasti pod Groven poranéni. A do ttidy AIS C pak
spadaji pacienti s alespoii ¢aste¢né zachovalou motorickou funkci koncetin i citem v oblasti

pod uroven poranéni (Roberts et al., 2017).

Z experimentalniho pohledu lze SCI rozdélit na dva zékladni typy: uplné a neuplné
poranéni. Pfi Giplném poranéni michy dochazi k pferuseni celého priméru michy, a tak se
vytraci schopnost mozku vysilat signaly pod uroven mista poranéni a dochéazi ke kompletni
mirnéjsi typy jsou netplné poranéni michy. Zde dochazi k poranéni pouze v nékteré ¢asti
michy (obr. 8). Neuplné poranéni je doprovazeno zachovanim alespont ¢astecné funkci

motorickou nebo/i senzitivni.
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Obrazek 8: Typy neuplného poranéni michy,
prevzato z hitps://en.wikipedia.org/wiki/Spinal_cord_injury

4.1. Vliv sEVs na regeneraci poranéné misni nervové tkané

sEVs mohou po aplikaci na nervovou poranénou tkan plisobit riznymi mechanismy.
Tym Rong et al. na potkanim modelu SCI vyuzivajici cytotoxické hladiny extracelularniho
glutamatu ukazal, ze sEVs tlumi zanétlivé pochody a miru apoptdzy. Aplikace sEVs do mista
poranéni tak v disledku vedla ke zmenSeni léze tkdné. Tyto sEVs byly izolovany
z kultivaéniho média mySich neuralnich kmenovych bun¢k (NSC) (Rong et al., 2019). Tyto
vysledky byly dale potvrzeny jinou skupinou na mySim modelu SCI, ktera také pouzivala
sEVs izolované z kultivatniho média mySich NSC. Tato skupina dale pozorovala
intenzivnéj$i angiogenezi zplsobenou vaskuldarnim endotelidlnim ristovym faktorem A
(VEGF-A), ktery tyto sEVs obsahuji (Zhong et al., 2020a). Jina skupina se poté zabyvala
charakterizaci sEVs izolovanych z kultivacniho média lidskych neuralnich prekurzort.

Jejich analyza obsahu sEVs ukazala, Ze v sobé pfendseji az 40 rliznych miRNA, ktera

-----
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Na mysich a potkanech byly poté tyto ucinky sledovany na modelu epilepsie. Autofi studie
tak ptredpokladaji pozitivni vliv na regeneraci pti neurodegenerativnich onemocnénich a na
poranéni nervové soustavy. Experimenty této skupiny potvrzujici neuroregeneracni efekt
vSak nebyly zatim provedeny ani publikovany (Upadhya et al., 2020). D. Jiang s kolegy poté
studoval vliv sEVs produkovanych diferenciovanymi neurony na in vivo mysim modelu SCI.
Tyto sEVs byly bohaté na miR-124-3p, pomoci které mély vyznamny vliv na fenotyp
neuroglii. Aplikace téchto sEVs na SCI vedla ke snizeni prozanétlivého fenotypu M1 u
mikroglii a neurotoxického fenotypu Al u astrocyti. Divodem byla regulace tézkého
fetézce 9 myozinu (MYH9) zminovanou miRNA. Vliv MYH9 na zéanétlivé fenotypy
neuroglii byl dale potvrzen ve stejné studii (Jiang et al., 2020). Pozitivni vliv sEVs na in vivo
modely SCI byly déle potvrzeny i u jinych typi sEVs jako napi. SEVs od mezenchymalnich
kmenovych bun¢k (MSC) nebo od M2 makrofagl z kostni dfené¢ (Nakazaki et al., 2021; J.
Wang et al., 2020).

O néco vice studované poranéni nervové tkan€ je mozkova mrtvice. V akutni fazi SCI
dochdazi k ischemii, tedy vysledky téchto praci jsou pro SCI do urcité miry relevantni. Zheng
s kolegy prokézal protektivni Gi€inek sSEVs izolovanych z kultiva¢nich médii mysich NSC 1
MSC na modelu glukézové a kyslikové deprivace. Cely experiment byl proveden na
mozkovém organoidu. Tato studie nenaSla 74dny vyznamny rozdil mezi G€inky sEVs
produkovanych buitkami NSC a MSC (Zheng et al., 2021). V jiné studii sEVs izolované
z kultivacniho média potkanich NSC snizili 1ézi tkan€ po ischemii az o0 37 %. Zaroveii byla
pozorovana 1 snizena aktivita mikroglii spojend s mirn€jSimi zanétlivymi pochody
(Mahdavipour et al., 2020). To bylo dale potvrzeno skupinou R. Webb na prase¢im modelu
mozkové mrtvice (Webb et al., 2018).
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5. CILE DIPLOMOVE PRACE

» Pracovni hypotéza — sEVs izolované =z kultivaéniho média NSC vykazuji
antiapoptoticky ucinek v in vitro modelu SCI. Pro ovéfeni této hypotézy bylo potteba
splnit nésledujici cile:

» Jzolovat sEVs zkultivaéntho média neurdlnich kmenovych buné¢k
(NSC-sEVs), stanovit jejich velikost a ovéfit pritomnost specifickych
povrchovych markert.

= Stanovit pfitomnost neuroprotektivnich a antiapoptotickych miRNA uvnitf
izolovanych NSC-sEVs.

= Ovétit antiapoptoticky u¢inek NSC-sEVs na nervovou tkéan v in vitro modelu

SCI.

20



6. MATERIALY A METODY

Obr. 9 piedstavuje schématické zobrazeni experimentalnich metod pouzitych v této
diplomové praci. Tedy kultivace NSC a nasledna izolace NSC-sEVs z kultiva¢niho média.
Velikost izolovanych NSC-sEVs byla nasledné méfena metodou dynamického rozptylu
svétla z nékolika uhli (MADLS). Metodou Western blot byla sledovana piitomnost
specifickych povrchovych markera. Poté byly NSC-sEVs barveny fluorescencni barvou a
byla dokézéna jejich schopnost pronikat do kmenovych bunék. Hladiny miRNA
s predpokladanym neuroregeneracnim potencidlem uvniti NSC-sEVs byly uréeny metodou
kvantitativni PCR reverzni transkripce (RT-qPCR). Nasledné byl proveden in vitro

experiment pro ovéteni antiapoptotického ucinku NSC-sEVs na model SCI.

I1zolace sEVs
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Bunécna
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povrchovych markerd sEVs kmenovymi burikami sEVs

Obrazek 9: Schéma zobrazujici experimenty pouZité k dosaZeni cilit této diplomové prace.
Kultivace bunék a naslednda izolace malych extraceluldrnich vackii (sEVs) z kultivacniho média. Poté
charakterizace sEVs z hlediska jejich velikosti a pritomnosti specifickych proteinovych markerii.
Nasledna aplikace barvenych sEVs na kmenové buiiky, PCR analyza obsahu a in vitro experiment

na potkanim modelu poranéni misni tkané (SCI).
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6.1. Informace o pouzitych protilatkach

Pro imunoblotaci, imunocytochemii a imunohistochemii byly pouzity primarni
protilatky, jejichz zédkladni informace lze dohledat nize (tabulka 1). Dale byly pro
imunoblotaci pouzity sekundarni kozi protilatky s ptes avidin konjugovanou peroxidazou
(HRP) vazajici se na bud’to mysi nebo krali¢i primarni protilatky, nebo na biotin. Konkrétné

se jednalo o nasledujici protilatky:

» Peroxidase-conjugated AffiniPure Goat Anti-Mouse IgG (H+L) (#115-035-003;
Jackson ImmunoResearch)

» Peroxidase-conjugated AffiniPure Goat Anti-Rabbit IgG (H+L) (#111-035-003;
Jackson ImmunoResearch)

» Anti-biotin, HRP-linked Antibody #7075 (Cell Signaling Technology)

Sekundarni protilatky pro imunocytochemii a imunohistochemii byly konjugovany s
fluorescentni barvou Alexa fluor, jejiz emisni spektrum odpovidalo ¢ervené (594 nm) nebo
zelené (488 nm) barvée. Byly pouzity kozi protilatky vazajici se na krali¢i nebo mysi primarni

protilatky. Konkrétn¢:

* Goat anti-Rabbit IgG (H+L) Highly Cross-Adsorbed Secondary Antibody, Alexa
Fluor™ Plus 594 (#432744; Invitrogen)

» Goat anti-Mouse IgG (H+L) Highly Cross-Adsorbed Secondary Antibody, Alexa
Fluor Plus 488 (#432723; Invitrogen)
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Tabulka 1: Zakladni informace k pouZitym primdrnim protilatkam. Zvlasté diileZitd je mira redeni
dané protilatky a roztok, ve kterém byla redéna. Jednalo se bud o 5% roztok mléka v TBST, 5%
roztok BSA v TBST, nebo pouze v TBST. Tato redeni se tykaji pouze imunodetekce pri Western blotu.
Rozdilna redeni protilatek byla pouzita pro imunocytochemii (ICC) nebo imunohistochemii (IHC),
kde byly protilatky redény v 2% NGS a 0,1% Tritonu-X100 v PBS. Protilatky s * v ndzvu byly pouzity
na imunodetekci proteinii na polyvinyliden drifluoridové membrane (PVDF), protilatky bez * pak na

nitrocelulosové membrané. Protilatky proti vinculinu a aktinu byly pouZity na oba typy membran.

Molekulova
. < hmotnost
Primarni Typ ST Redéni . , Katalogové
protilatka | protilatky Redéni WB ICC/IHC detekovgneho Vyrobee Cislo
proteinu
(kDA)
Alix Kealici | 19901 1800 | 90az100 | Cell Signaling | gyeq,
mléko Technology
1o 1:1000, 1:100- Novus
TSG101 Krali¢i BSA 1:200 49 Biologicals 77452
1ixs 1:1000, . Cell Signaling
CD9 Krali¢i BSA 1:200 22,24 a35 Technology 13403
r 1:1000, 1:10- Novus
D8l Mysi BSA 1:100 2528 Biologicals 65805
r 1:1000, 1:50- Novus
D63 Mysi BSA 1:100 2526 Biologicals 42225
1ixs 1:1000, . N Cell Signaling
c-myc Kralici BSA 1:200 57 az 65 Technology 18583
. . e 1:1000, 1:150- Cell Signaling
Vinculin Kralici BSA 1:600 124 Technology 13901
. o 1:2000, Cell Signaling
Aktin Mysi TBST X 45 Technology 12620
GFAP* Kealigi | 111900, X 50 Cell Signaling | 3¢9
mléko Technology
1exr 1:1000 1:100- Cell Signaling
% s
pSTAT3 Kralici BSA 1-400 79 a 86 Technology 9145
Cleaved exs 1:1000, 1:400- Cell Signaling
Caspase-3 | Sl | ko | 1:1e00 | 17219 Technology 9664
Cleaved e 1:1000, ) Cell Signaling
Caspase-7 Krali¢i BSA 1:1600 18 Technology 8438
Cleaved 1ex 1:1000, ) Cell Signaling
PARP Krali¢i BSA 1:400 89 Technology 5625
NF-H Mysi 1:1000, 1200 | 180az220 | Cell Signaling 2836
mléko Technology
1ixs 1:1000, . Cell Signaling
Ngn2 Kralic¢i BSA 1:250 35 Technology 13144
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6.2. Kultivace bunék

Predmétem této diplomové prace byly NSC-sEVs izolovany z kultiva¢nich médii dvou
bunécnych linii. Prvni linii byla SPC-01. Jednd se o miSni neuralni prekurzory ziskané
z 10tydenniho lidského plodu, které byly dale imortalizovany vnesenim genu cMYC-ER™M
pomoci retroviru mysi leukemie. Tato linie dale obsahuje gen pro zeleny fluorescencni
protein vneseny stejnym zpusobem. Bunécna linie byla ziskana v ramci spoluprace s The
James Black Centre, Department of Neuroscience, King’s College London, 125 Coldharbour
Lane, London, UK. SPC-01 byly kultivovany v kultivacnich naddobach, které byly potazeny
roztokem lamininu (Sigma-Aldrich) v DMEM/F12 médiu (Gibco), v CO, inkubatoru
(MCO-170AICUVH-PE, Panasonic) pti 37°C. Jako zivné médium bylo pouzito redukované
modifikované medium (RMM) s nésledujicimi slozkami: DMEM/F12 jako zéklad média,
lidsky sérovy albumin (Baxter), Apo-transferrin, putrescin dihydrochlorid, lidsky insulin,
progesteron, L-glutamin, selenit sodny, 4-OHT (vSe od Sigma-Aldrich) a riistové faktory
bFGF a EGF (Peprotech) (tabulka 2).

Tabulka 2: Konecné koncentrace sloZek v redukovaném modifikovaném médiu (RMM) a v médiu
pro neurdlni kmenové buiiky (NSC médium). Prazdné radky predstavuji zaklad médii, ve kterych

Jsou ostatni slozky rozpusteny. DMEM/F12 a neurobazalni médium je pouzito v poméru 1:1.

RMM NSC médium
DMEM/F12 DMEM/F12
Lidsky sérovy albumin 0,03 % Neurobazalni médium
Apo-transferrin 100 pg/ml B27 2%
Putrescin dihydrochlorid 16,2 pg/ml N2 1%
Lidsky insulin 5 ng/ml bFGF 10 ng/ml
Progesteron 60 ng/ml EGF 10 ng/ml
L-Glutamin 2 mM BNDF 20 ng/ml
Selenit sodny 40 ng/ml
bFGF 10 ng/ml
EGF 20 ng/ml
4-OHT 100 nM




Druhou bunéénou linii, z jejihoz kultivaéniho média byly izolovany sEVs, byla
IMR-90 (ATCC, Manassas, VA, USA). Jednd se o plicni fibroblasty izolované
z l4tydenniho lidského plodu, které byly pomoci virovych vektorG indukovany na
pluripotentni. Néasledné byly prediferencované do neuroprekurzorii. Tyto bunky byly
kultivovany v kultivaénich nadobach pokrytych poly-L-ornitinem (Sigma-Aldrich) a
lamininem v CO; inkubatoru pti 37°C. IMR-90 byly kultivovany v NSC médiu, které
obsahuje nasledujici slozky: DMEM/F12 a neurobazalni médium (Gibco) v poméru 1:1
tvortily zaklad média, dale suplementy B27 a N2 (ob¢ od Thermo Scientific), bFGF, EGF a
BNDF (Peprotech) (tabulka 2). Posledni tii zminéné slozky NSC média se ptidavaji az tésné
pted jeho pouzitim, tedy ptidani bFGF a EGF v poméru s objemem pouzitého média 1:1000
kazda, a BNDF v poméru 1:500. Obé bunétné linie byly kultivovany s antibiotikem
primocin (Invitrogen) v poméru s objemem pouZzitého média 1:500 a se smési penicilinu a

streptomycinu (Gibco) v poméru s objemem pouzitého médial:1000.

SPC-01 i IMR-90 byly pasazovany vzdy po 3 dnech, tedy zhruba do 80-90% hustoty.
Z RMM a NSC média byly nasledné¢ izolovany NSC-sEVs. V experimentech byly pouzity
pouze NSC-sEVs izolované z kultivacniho média od SPC-01 buné€k v pasazi 25-30 a z
kultiva¢niho média od IMR-90 bun¢k v pasazi 10-20. Medium pro izolaci NSC-sEVs bylo

sbirdno vZzdy po 72 hodinach kultivace.

Pro dokéazéni schopnosti NSC-sEVs proniknout ptes bunécnou byly pouzity lidské
mezenchymalni kmenové buniky izolované z tukové tkané¢ (hAT-MSC). hAT-MSC byly
ziskany na Ustavu experimentalni mediciny Akademie véd Ceské republiky (UEM AV) s
informovanym souhlasem darci. hAT-MSC byly kultivovany v aMEM (Gibco), jehoz
celkovy objem obsahoval 10 % fetalniho hovéziho séra (FBS; Sigma-Aldrich). Kultivaéni
médium dale obsahovalo smés penicilin/streptomycin v poméru k objemu média 1:1000.
Buiiky rostly v kultiva¢nich nadobach bez povrchové upravy v CO; inkubdatoru pii 37°C do
80% hustoty, tedy 3 dny. Nasledn¢ byly pfepasazovany do 24jamkové destiCky s krycim
sklickem na dn€. Povrch téchto sklicek byl pokryt lamininem. Do kazdé jamky bylo
naneseno zhruba 20 000-30 000 bun¢k. VSechny metody byly v souladu se smérnicemi a

predpisy etické komise UEM AV.
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6.3.1zolace NSC-sEVs z kultivaéniho média

Z kultivaéniho média byly NSC-sEVs izolovany tiemi zplsoby. Prvnim zplsobem
bylo vyuziti sady Total Exosome Isolation (TES; Invitrogen) obsahujici polyethylenglykol
(PEG). Nejdtive bylo 20 ml média odsato z kultivacni naddoby a stoceno na centrifuze
(5804 R; Eppendorf) pti 2000 g po dobu 30 minut za tcelem odstranéni kusi bun¢k a
necistot. Nasledné byl supernatant smichan s izolacnim roztokem ze sady TES v poméru 2:1.
Po dikladném smichani byla zkumavka inkubovana pies noc pii 4°C. Poté byl objem
zkumavky prenesen do ultracentrifugacni zkumavky (Cetrifuge bottles polycarbonate,
Beckman Coulter) a stocen na ultracentrifuze (Optima XPN-90 Ultracentrifuge, Beckman
Coulter) pii 10 000 g po 1 hodinu pii 4°C. Ziskany pelet byl resuspendovan ve 100 pl
fosfatem pufrovaného fyziologického roztoku (PBS; zazemi BIOCEVu) a zamrazen

pii -20°C.

Pro zbyl¢é dva typy izolaci bylo v zavislosti na mife poctu bun¢k v kultufe odebrano
60-100 ml média. Médium bylo nejdiive centrifugovano pii 300 g po dobu 10 minut pii 4°C
na Eppendorf centrifuze. Ziskany supernatant byl opét stoen na téze centrifuze, tentokrat
pii 2000 g po 10 minut pii 4°C. Supernatant ztéto centrifugace byl pienesen do
ultracentrifuga¢ni zkumavky a stoCen na ultracentrifuze pti 10 000 g po 30 minut pii 4°C.
Poté byla provedena ultracentrifugace, a to bud’ s pouzitim sachar6zového polstaie, nebo bez
néj (obr. 10). V tomto ptipadé byl nésledujici krok nahrazen ultracentrifugaci v PBS pfi
stejnych podminkéch. Do ¢isté ultracentrifugaéni zkumavky bylo napipetovano 5 ml 30%
roztoku sachardzy. Ten byl pfipraven rozpusténim 1,2 g trisu a 15 g sacharézy v 50 ml
deuteriové vody (vSe od Sigma-Aldrich). Dale bylo pH tohoto roztoku upraveno na hodnotu
7,4. Pomalym pousténim supernatantu po stén¢ zkumavky byl vytvoren sacharézovy polstar
a cely obsah byl ultracentrifugovan pti 100 000 g po 1,5 hodiny pii 4°C. Nasledné byla
opatrné odpipetovana vétSina supernatantu tak, aby ve zkumavce zlistalo rozhrani sacharézy
a supernatantu neporuSen¢. Zbyly objem byl nésledné doplnén PBS a znovu stoCen pfii
100 000 g po 1,5 hodiny pii 4°C. Po dokonceni ultracentrifugace byl opatrné odstranén
supernatant a zbyly pelet obsahujici sEVs byl rozpustén v 50 pl PBS. Vzorek byl nasledné

zamrazen pi1 -20°C.
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Obrazek 10: Schéma popisujici metodu ultracentrifugace se sacharozovym polstiiem. Po sbéru
kultivacniho média je médium dvakrat centrifugovano pri 300 a 2000 g. Nasledné je supernatant
centrifugovan pri 10000 g a poté je vytvoren sacharozovy polstar, s kterym je médium
ultracentrifugovano pri 100 000 g. Po této ultracentrifugaci se sacharozovym polstarem se odsava
supernatant (Cervena cast) a zbylé casti zkumavky (,, Rozhrani obsahujici sEVs* a ,,Sacharézovy

polstar*) jsou naredény PBS a znovu stoceny pri 100 000 g. Vytvoreno v BioRender.com
6.4. Méreni velikosti vacki

Stanoveni velikosti NSC-sEVs bylo provedeno metodou MADLS za pouziti piistroje
Zetasizer Ultra (Malvern Panalytical). Pro interpretaci vysledki byl pouzit program
ZS XPLORER. Pro méfeni takto malych castic je nejvhodnéjsi sledovat pouze vysledky
rozptylu svétla z bo¢niho zdroje laseru, tzn. pod tthlem 90°. Pro kontrolu sprdvného meéteni
byl sledovan charakter correlogramu. Také byl sledovan polydisperzni index, jenZ nesmél
prekrocil hodnotu 1, a odvozena stfedni ¢etnost impulzd, jejiz hodnota musela byt vyssi nez

7 000.

Zetasizer Ultra méfi procentudlni zastoupeni frakci odpovidajici pfedem uréenym
velikostem. Jako vyznamné frakce byly povazovany frakce vétsi nez 1 %. Timto zptisobem

bylo ur¢eno celkové rozmezi velikosti v méfené suspenzi. Jako vétSina byl povazovan soucet
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frakci se zastoupenim vétSim nez 5 %, coz predstavovalo vzdy minimalné 80 % vSech ¢astic

v suspenzi. Grafické znazornéni téchto vypoctl lze vidét na obr. 11.

30
Modré pole:
25 B Rozmezi velikosti
20 Castic v suspenzi
S
% 15 Cervené pole:
= 10 Vétsina velikosti
Castic v suspenzi
5 |
O 7777777777777777
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Obrazek 11: Grafické zndazornéni zpiisobu vypoctu rozmezi velikosti Castic v suspenzi a velikosti

vétsiny Cdstic v suspenzi.

Poté byla suspenze NSC-sEVs v PBS aplikovana na nosi¢ potazeny koloidnim zlatem
a nosi¢ byl ponechan v laminarnim boxu, dokud neuschnul. Nésledné byly vzorky
NSC-sEVs poslany na Oddéleni polovodi¢i, Fyzikalni tstav Akademie véd Ceské
republiky. Zde byly pofizeny fotografie Castic na skenovacim elektronovém mikroskopu

MAIA 3 (Tescan). Z téchto fotografii byly dale urceny velikosti jednotlivych ¢astic.
6.5. Western blot
6.5.1. Stanoveni celkové koncentrace proteinti ve vzorcich sEVs

Celkova koncentrace proteind ve vzorcich byla méfena pomoci sady Pierce™ BCA
Protein Assay Kit (Thermo Scientific). Z divodu malého objemu vzorkl (50 pl/vzorek) byl
pouzit protokol pro nizké objemy (5 ul vzorku a 40 pl funkéniho roztoku ze zminované
sady). Standardni kiivka byla vytvofena fedénim hovéziho sérového albuminu (BSA)
v rozptylu koncentraci 0-2000 pg/ml, soucast sady. Po nésledné 30minutové inkubaci pfti
37°C byla kolorimetricky pti 562 nm zméfena celkova koncentrace proteinil ve vzorcich na

NanoDrop 8000 Spectrophotometer (Thermo Scientific).
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6.5.2. Priprava bunéc¢né kontroly

Zaucelem vytvoreni bunécné kontroly pro imunoblotaci byly buiiky SPC-01 a IMR-90
kultivovany na 6jamkové desticce za stejnych podminek popsanych v kapitole
6.2. Kultivace bun€k. Po odsati média byly buiiky oplachnuty PBS ohfatym na vodni lazni
na teplotu 37°C. Nasledné bylo do kazdé jamky ptidano po 200 pl lyza¢niho pufru RIPA
(150 mM NaCl, 50 mM tris, 1% Triton-X100, 0,5% SD, 0,1% SDS; pH 8), ktery obsahoval
inhibitory fosfataz a proteaz (Thermo Scientific). VSechny latky byly od Sigma-Aldrich,
kromé NaCl, ktery byl koupeny od Penta. Buniky byly uvolnény z povrchu jamek skrabkou.
Po 40minutové inkubaci pii 4°C byly homogenaty sto¢eny na centrifuze pii 14 000 RPM na
rotoru Eppendorf FA-45-30-11 po dobu 20 minut pii 4°C. Supernatant byl nasledné
zamrazen pii -20°C a pouzit jako bunéfnd kontrola. Celkovd koncentrace proteint

v homogenatu byla uréena podobné jako vzorky sEVs.
6.5.3. Elektroforéza a Western blot

Vzorky sEVs a bun&tné kontroly byly smichany s SDS vzorkovym pufrem (80 mM
tris, 2% SDS, 10% glycerol, 0,006% bromfenolova 45 modt, 0,1 M DTT; pH 6,8) v poméru
1:1 a na 5 minut inkubovany pfi teploté¢ 95 °C. VSechny latky byly od Sigma-Aldrich.
Nasledné byly vzorky naneseny do jamek gelu s gradientem (4—15 %; Mini-PROTEAN
TGX™ Precast Gels; Bio-Rad). Nanaska byla uréena v zavislosti na zméfené koncentraci
celkového proteinu ve vzorcich, tedy zhruba do 750 pg/ml bylo pouZzito 50 ul vzorku s SDS
pufrem, nad 750 pg/ml pak pouze 30 pl. Jako standard pro ur¢eni velikosti proteini byl
pouzit Prestained Protein Standards — Kaleidoscope™ (Bio-Rad).

Pot¢ byla provedena elektroforéza proteinli v gelech v elektroforézovém pufru
(25 mM tris, 192 mM glycin, 0,1% SDS), vSe od Sigma-Aldrich. Nejdiive pfi konstantnim
proudu 30 mA na zaostfeni vzorki, poté pii proudu 60 mA do dostatecného rozdéleni. Po
dokonceni byl gel omyt v transferovém pufru (25 mM tris, 192 mM glycin; pH 8.3; spolu
s 20 % methanolu (v/v)). Methanol byl od Penta. Nésledné byly proteiny pieneseny
metodou Western blot na nitrocelulosové membrany (Amersham; GE Healthcare). Cely
pienos probihal v transferovém pufru po dobu 1 hodiny pii napéti 60 V pod proudem 350
mA. Po dokonceni transferu byly membrany promyty v destilované vodé¢ na kyvacce. Pro
zobrazeni vSech proteinti byly membrany ponoteny do Ponceau S Staining Solution (Cell

Signaling Technology). Po stfihnuti membrdn na potiebné casti byly membrany
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proplachnuty v triss-buffered saline/Tween 20 pufru (TBST; 20 mM tris, 150 nM NaCl,
0,1% Tween 20; pH 7,5). Tween 20 byl od Merck. VSechny nasledujici jednotlivé kroky
byly vzdy prolozeny promytim v TBST, vzdy 3x po péti minutach.

Poté¢ byly membrany promyty v 5% roztoku mléka (Cell Signaling Technology)
v TBST po dobu jedné hodiny. Cilem bylo zablokovat vSechna nespecificka vazebna mista
na membrané. Nasledovala inkubace membran v roztocich primérnich protilatek pies noc
pfi teploté¢ 4°C. Primdrni protilatky byly fedény bud’ v 5% roztoku mléka v TBST, 5%
roztoku BSA (Cell Signaling Technology) v TBST, nebo pouze v TBST. Objem roztokt
namichanych primarnich protilatek tvofil 3,5 ml na pulku jedné membrany. Piesné
informace k pouzitym primarnim i sekundarnim protilatkam lze vidét v tabulce 1 v kapitole

6.1. Informace o pouzitych protilatkach.

Nasledujici den byly membrany po promyti v TBST inkubovany v roztoku
sekundarnich protilatek po dobu jedné hodiny pii pokojové teploté. Sekundarni protilatky
byly fedény v poméru 1:10 000 v TBST. Na jednu membranu bylo pouzito 20 ml roztoku
protilatky. Po inkubaci s protilitkami a poslednim promyti membran v TBST bylo
provedeno méfeni na pftistroji Azure c600 (Azure Biosystems) v programu Capture
software. Pro vyvolani byl k membranam ptidan vyvolavaci roztok (SuperSignalTM West

Dura, Thermoscientific), vzdy 1 ml/kus membrany.

Pro imunodetekci jinych proteinti byly membrany ponofeny do odmyvaciho pufru
(0,1 M Glycin, 0,5 M NaCl, pH 2,7) na 30 minut. Nasledn€¢ byla membrana omyta v TBST

a byla opétovné provedena blokace mlékem nésledovana detekci protilatek.
6.6. Aplikace NSC-sEVs na MSC
6.6.1. Barveni membran

Pted aplikaci NSC-sEVs byly jejich membrany nejdiive obarveny v 2 uM roztoku
fluorescenc¢ni barvy PKH67 ze Cell Linker Mini Kit for General Cell Membrane Labeling
(Sigma-Aldrich). Jako rozpoustédlo byl pouZzit Diluent C ze zminované sady. Po 5 minutach
barveni byl zbytek PKH67 blokovan 1% roztokem BSA v PBS. Znaceny byly membrany
izolovanych NSC-sEVs z kultivaéniho média od SPC-01 i od IMR-90 bunék. Po obarveni
membran NSC-sEVs byly vzorky tfikrat po sobé proplachnuty v PBS. Kazdy oplach byl

realizovan rozpusténim pelety v PBS a néslednou ultracentrifugaci pii 100 000 g po

30



1,5 hodiny pii 4°C. Po posledni ultracentrifugaci byla peleta rozpusténa v 10% FBS v
oaMEM. Celkovy objem piedstavoval 1 ml na kazdou jamku. Do média byla pfidana smés
penicilinu a streptomycinu v poméru k objemu média 1:1000. Nasledné¢ bylo médium
s NSC-sEVs prefiltorvano pies 0,22um filtr (TPP), ohfdto na 37°C a aplikovdano na
hAT-MSC. Oba typy vackt byly na hAT-MSC aplikovany separatné. Pro tento typ pokusu
byl pouzit objem vzorku NSC-sEVs odpovidajici 10 pg celkového proteinu na kazdou jamku
s hAT-MSC.

6.6.2. Imunocytochemie

Po 24hodinové inkubaci hAT-MSC s NSC-EVS pii 37°C byly buiiky oplachnuty
ohfatym PBS a fixovany v 1 ml oht4tého 4% roztoku paraformaldehydu (PFA; Penta) po
dobu 15 minut. Fixované buiiky byly dale znovu oplachnuty ohtatym PBS a uskladnény

v lednici pii 4°C. Bunky byly dale barveny pomoci metody imunocytochemie.

Nasledujici kroky byly prolozeny promyvanim PBS, vzdy 3x po péti minutach.
Zaroven byla celd desticka obalena v alobalu, aby nedochazelo ke zbytecnému vysviceni
fluorescenéni barvy PKH67. Nejprve byly membrany buncék permeabilizovany
0,2% roztokem Tritonu-X100 v PBS po dobu 10 minut. Nésledné¢ byla blokovana
nespecificka vazebnd mista roztokem 10% koziho séra (NGS; Merck) v PBS po dobu
45 minut. Po blokaci byly bunky inkubovany s roztoky primarnich protilatek ptes noc pii
4°C. Primarni protilatky byly rozpustény v roztoku 2% NGS a 0,1% Tritonu-X100 v PBS.
Druhy den byly buiikky opét proplachnuty v PBS a na 60 minut byl pfidan roztok
sekundarnich protilatek fedény ve stejném roztoku jako primarni protilatky. Nasledovala
Sminutovéa inkubace sroztokem DAPI (Invitrogen) fedénym v PBS v poméru 1:2500.
Podrobné informace k primarnim protilatkam Ize vidét v tabulce 1 v kapitole 6.1. Informace

o pouzitych protilatkach.

Po poslednim oplachu PBS byla kryci sklicka vyjmuta z jamek a pomoci roztoku Aqua
Poly/Mount (Polysciences) ptilepena buitkami dolti na podlozni sklicko. Na konfokalnim
mikroskopu (Carl Zeiss LSM 880 NLO, Carl Zeiss AG, zvétSeni 400x) byly nasledné

pozorovany sEVs, bunécny cytoskelet a bunécna jadra.

Pro imunohistochemické barveni byl aplikovan stejny postup jako pro

imunocytochemické barveni stim rozdilem, ze fezy byly permeabilizované v
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0,5% Tritonu-X100 béhem 30 min ve 4°C. Obecné byly navic pouzité vétsi objemy vSech
roztokd tak, aby byly fezy vzdy ponofené.

6.7. PCR analyza

Pro analyzu miRNA obohacenych v NSC-sEVs byly vzorky poslany do Laboratoie
genové exprese, Biotechnologicky tustav Akademie véd Ceské republiky. Zde bylo

provedeno RT-qPCR a nasledna analyza ziskanych dat.
6.8. In vitro model SCI
6.8.1. Organotypické rezy

Organotypické fezy michy (SCSs) byly ziskdny zavedenym postupem z 5-7 dni
starych samcti potkanii druhu Wistar (po aplikaci anestetika Vetbulanu). Zvitata byla
usmrcena dekapitaci a jejich micha byla extrahovéna. Izolovana misni tkan byla umisténa
na blocky ze 4% agaru na vibratom (Leica VT1200s) do pozice podél ¢epele. Jak agar, tak
vibratom 1 PBS roztok na promyvani byly vychlazeny na ledu. MiSni tkan byla nafezana na
longitudinalni fezy o rozmérech 1 —1,5 cm délky a 400 pm tlouStky (obr 12). SCSs byly
umistény na membranové inserty (Millicell-CM, Millipore) do 6jamkové desticky. Na kazdy
insert bylo umisténo po 3-4 fezech. Pod kazdy insert bylo napipetovano 1 ml kultiva¢niho
média pro fezy michy (SCS médium). Zéklad tvofilo DMEM/F12, HBSS (Gibco) a konské
sérum (EastPort LifeSciences) v pomérech 2:1:1. Do tohoto zakladu byly poté ptridany
HEPES (Sigma-Aldrich),  L-glutamin, glukéza  (zdzemi  BIOCEVu) a
amphotericin B (Thermo Scientific) (tabulka 3). Rezy michy byly kultivovany v COa
inkubatoru pti 34°C. Kazdé 3 dny byla sledovana jejich metabolick4 aktivita (MA) pomoci
resazurinu (Sigma-Aldrich) (Alamar blue test). Tedy pod kazdy insert byl pfidan 1 ml
10% resazurinu v SCS médiu a fezy byly inkubovany po dobu 3 hodin. Poté byly z média
vytvoreny triplikaty o 200 pl a byla zméfena jejich absorbance (590 nm) na Infinite® 200
PRO Multimode Reader (Tecan) v softwaru i-control. Po navraceni MA na pivodni hladinu
(hladina pfed projevenim nasledkii extrakce michy) byl proveden in vitro experiment.
Neékteré SCSs byly pouzity pro imunohistochemické barveni. Pied timto barvenim byly
oplachnuty v ohtatém PBS a nésledné fixovany v 4% PFA po dobu 1 hodiny pii pokojové
teploté. Poté byly znovu 3x proplachnuty v ohfdtém PBS a uskladnény v 4°C pro

imunohistochemické barveni.
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Tabulka 3: Konecné sloZeni jednotlivych sloZek média pro Fezy michy (SCS médium).
DMEM/F12, HBSS a koinské sérum tvorilo v pomeéru 2:1:1 zaklad SCS média.

SCS médium
DMEM/F12
HBSS
Koiské sérum
HEPES 10 mM
L-glutamin 2 mM
Glukoza 5 mg/ml
Amphotericin B 5 mg/ml

6.8.2. Aplikace sEVs na in vitro model SCI

NSC-sEVs byly barveny stejnym postupem popsanym v kapitole 6.6.1. Barveni
membran. Na in vitro experiment bylo pouzito dvojnasobné mnozstvi vacku, tedy objem
NSC-sEVs odpovidajici 20 ug celkového proteinu na jeden insert. Peleta s NSC-sEVs byla
rozpusténa v SCS médiu. Médium s NSC-sEVs bylo nasledné ptefiltrovano pres 0,22pm
filtr a byla pfiddna smés antibiotik primocin v poméru 1:1000 a smés penicilinu se

streptomycinem v poméru 1:500 k celkovému objemu pouzitého média.

Po vyméné média bylo v SCSs navozeno umélé poranéni. To pfedstavovalo netplné
pferuseni michy injekéni jehlou zhruba doprostied prifezu michy (obr. 12). Celkové byly
vytvofeny 3 skupiny vzorki. Jednalo se o nasledujici skupiny: 1. zdravé kontroly bez SCI a
bez NSC-sEVs, 2. kontroly s navozenym SCI bez sEVs a 3. SCSs inkubované s NSC-sEVs
a navozenym SCI. Nésledné byly SCSs kultivovany 3 dny v CO; inkubatoru pii1 34°C. Po 3
dnech byly SCSs homogenizovany lyza¢nim pufrem RIPA obdobnym zplisobem popsanym
v kapitole 6.5.2. Pfiprava bun&tné kontroly. Tedy 40minutova inkubace v RIPA pufru
obsahujici inhibitory fosfatdz a protedz, néaslednd centrifugace a zamrazeni supernatantu.
Vsechny experimenty byly vypracovany podle pravidel 3-R. Experimentalni postupy byly
schvalené Etickou komisi UEM AV a jsou v souladu s Smémici Evropské komise ze dne

24. listopadu 1986 (86/609/EHS) o pouzivani zvifat ve vyzkumu.
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Obrazek 12: Schématické znazornéni Fezit michy a navozeni modelu neuplného poranéni michy.

Vytvoreno v BioRender.com
6.8.3. Western blot a imunodetekce proteinii z homogenati michy

Pro zméfeni celkové koncentrace proteint v ziskanych vzorcich homogenati SCSs
byla pouzita sada Pierce™ BCA Protein Assay Kit. Nejdiive byly vzorky nafedény pufrem
RIPA do poméru 1:1. Poté byla vytvofena fedici fada BSA standardli v koncentracich
0-2000 pg/ml. Nasledné bylo smichano vzdy 25 pl vzorku s 200 pl funkéniho roztoku ze
zminované sady a vSe dikladné¢ promichano. Po 30minutové inkubaci pti 37°C byla

kolorimetricky pifi 562 nm zmétena celkova koncentrace proteint na pfistroji Tecan.

Nésledné byly provedeny metody Western blot a imunodetekce proteint, jejichz
postup byl jiz popsan v kapitole 6.5.3 Elektroforéza a Western blot. Na rozdil od NSC-sEVs,
byly nanéasky vzorki homogenatti mich vzdy spocitany tak, aby obsahovaly 10 pg celkového
proteinu. Né&které protilatky vyZzadovaly misto pouziti nitrocelulosové membrany membranu
polyvinylidol difluoridovou (PVDF; Thermo Scientific), kterd musela byt piedem

aktivovana ponoienim do 100% methanolu (Emplura).

Signaly z imunodetekce sledovanych proteinti byly normalizovany oproti signalim

aktinu nebo vinculinu.
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6.9. Statistické vyhodnoceni dat

Udaje o expresi proteinu byly vyjadfeny jako pramér + SEM. Vsechna data
z imunoblotace v in vitro experimentu byla srovnana testem ANOVA. Statisticky byla
povazovana za vyznamnou hodnota p < 0,05 (*). Experiment vyuzivajici in vitro model
misSniho poranéni mél pouze 2 biologické replikaty, proto byly pro vypocet statistické

vyznamnosti pouzity i technické replikaty.
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7. VYSLEDKY

7.1. Méreni velikosti NSC-sEVs

Pro stanoveni velikosti SEVs izolovanych z kultivacniho média od NSC byla pouzita
metoda MADLS. Byly porovnany vzorky ziskané tfemi zplsoby: pomoci komeréné
dostupné sady sPEG, klasickou ultracentrifugaci a ultracenrifugaci s pouzitim
sachar6zového polstare. Ukazky vysledk Ize vidét na obr. 13, 14 a 15. Jedna se o
procentudlni zastoupeni métfenych velikosti castic. Tyto grafy pfedstavuji vzorky
s nejvyssim zastoupenim frakce ¢astic v rozmezi velikosti 30-150 nm. Jako jedind metoda
schopnd izolace cCastic pouze o této velikosti se ukizala metoda ultracentrifugace se
sachar6zovym polsStafem. Proto vSechny izolace sEVs pro dal§i pokusy byly provedeny

timto zptiisobem.

18
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Pocet (%)

O N B OO

2 5 10 21 44 93 198 420 894 1901 4043
Velikost (nm)

Obrazek 13: Graf zobrazujici procentudlni zastoupent velikosti astic izolovanych 7 média od
SPC-01 bunék. Metoda izolace: komercné dostupna sada Total Exosome Isolation vyuzivajici

polyethylenglykol.
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Obrazek 14: Graf zobrazujici procentudlni zastoupeni velikosti Cdstic izolovanych 7 média od

SPC-01 bunék. Metoda izolace: klasicka ultracentrifugace bez sacharozového polstare.
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Obrazek 15: Graf zobrazujici procentudlni zastoupent velikosti Cdastic izolovanych 7 média od

SPC-01 bunék. Metoda izolace: ultracentrifugace se sacharozovym polstarem.

Pro rozsifeni biologické variability a zjiSténi pfipadného terapeutického potencialu
byly NSC-sEVs izolovany z kultivaénich medii od dvou druhli NSC: fetalnich neuralnich
prekurzorii mi$ni tkan€ (SPC-01) a neurélnich prekurzorti odvozenych od indukovanych
pluripotentnich bun¢k (IMR-90). Po izolaci NSC-sEVs ultracentrifugaci s pouzitim
sachardzového polstate byly porovnany velikosti sEVs od IMR-90 a SPC-01 bunék.
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Na obr. 15 a 16 lze vidét ukazky grafii vytvofenych na zakladé téchto méteni. Data ze Ctyt
nahodnych vzorkd byla déale zpracovana do podoby tabulek (tabulky 4 a 5). Rozmezi
velikosti sEVs izolovanych z média od SPC-01 bunék bylo 27,77 az 197,60 nm. Tyto cisla
vSak pfedstavuji frakce s 1-4% zastoupenim v celém vzorku. Primér velikosti sEVs ve
frakcich predstavujici 90 % suspenze byly veliké 82,11 nm. Podobné vysledky byly
naméfeny u sEVs izolovanych z média od IMR-90 buné¢k. Celkové rozmezi v§ech méfenych
sEVs u téchto vzorka bylo 23,88 — 197,60 nm. VétSina vSak predstavovala 69,85 nm.
Z pohledu velikosti sEVs od obou druhit NSC tak nebyl pozorovan vyznamny rozdil.
Tabulky 4 a 5 navic obsahuji i sloupec s celkovou koncentraci proteinit ve vzorcich.

wev

v suspenzi. VSechny métené vzorky odpovidaly nasim pozadavkam.

12

10

Pocet (%)
(o)}

50 64 82 104 133 170 217 277 353 451 575

Velikost (nm)

Obrazek 16: Graf zobrazujici procentudlni zastoupeni velikosti Cdastic izolovanych 7 média

IMR-90 bunék. Metoda izolace: ultracentrifugace se sacharozovym polstarem.
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Tabulka 4: Tabulka obsahujici velikosti mérenych malych extracelularnich vacki (sEVs)

izolovanych 7 média od SPC-01 bunék.

Rozsah velikosti (nm) Casti vzorku (%) VétSina (nm/%) Celkovd kngZntIiaCG proteinu
27,77-229,80 98,68 69,85 (90,56 %) 544,50
27,77 - 146,10 98,68 53,14 (87,73 %) 234,20
32,30 - 229,80 99,12 74,02 (86,34 %) 375,15
68,69 - 361,30 99,60 131,42 (92,39 %) 517,40
Rozsah velikosti ve vSech Primérna velikost
vzorcich: 27,77~ 197,60 nm veétsiny (90 %) sEVs: 82,11 nm

Tabulka 5: Tabulka obsahujici velikosti mérenych malych extracelularnich vacki (sEVs)

izolovanych 7 média od IMR-90 bunék.

Rozsah velikosti (nm) | Cistivzorku (%) | Vétsina (am%) | 0kOV8 kor;cge/‘:n”lace proteinu
55,73-100,80 94,90 72,74 (81,70 %) 276,95
32,30 - 267,20 98,80 67,57 (86,70 %) 238,95
20,53 -267,20 99,20 60,06 (81,70 %) 1227,00
59,07 — 229,80 99,30 103,53 (91,20 %) 510,10
Rozsah velikosti ve vSech Priimérna velikost
vzorcich: 23,88 - 197,60 nm vétsiny (90 %) sEVs: 69,85 nm

Jako podpirna metoda byla pouzita skenovaci elektronova mikroskopie. Potizené

zabéry (obr. 17) ukazuji ¢astice tvaru specifického pro sEVs a odpovidajici definovanym

velikostem sEVs. Primérna velikost méfenych ¢astic byla 89,76 nm.
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_‘I =114.44 nm

SEM HV: 3.0 kv WD: 4.46 mm | | MAIA3 TESCAN| SEM HV: 3.0 kV WD: 4.46 mm | |

SEM MAG: 100.0 kx Det: In-Beam SE 500 nm SEM MAG: 100.0 kx Det: In-Beam SE 500 nm
View field: 1.90 ym Date(m/diy): 02/14/20 View field: 1.90 pm Date{m/dly): 02/14/20

Obrazek 17: Fotografie Castic izolovanych 7 kultivacniho média od SPC-01 na skenovacim

elektronovém mikroskopu, zvétseno 100 000x.
7.2. Imunodetekce exosomalnich markeru

Pro stanoveni ptfitomnosti povrchovych markert na izolovanych NSC-sEVs byla
pouzita metoda imunodetekce. Konkrétn¢ byly sledovany proteiny Alix, TSG101, CD9,
CD81 a CD63. Jako kontroly byly pouzity lyzaty bun¢k, které vyprodukovaly dany typ
sEVs. Bylo prokédzano, ze oba typy sEVs na rozdil od bunék obsahuji zminéné zakladni

exosomalni markery (obr. 18).

Jelikoz SPC-01 byly imortalizovany vnesenim vektoru, ktery obsahoval gen pro
c-myc, bylo dilezité dokazat, Ze ho SEVs izolované z jejich kultivacniho média neobsahuji
anejsou tak potencialné onkogenni. I presto, Ze buitky IMR-90 nemély gen pro c-myc uméle
vneseny, byla jeho pfitomnost kontrolovana. Takto bylo méteno 6 vzorkl sEVs izolovanych
z kultivacniho média od SPC-01 bunék a 8 vzorkli sEVs izolovanzch z kultivaéniho média
od IMR-90 bun¢k. VSechny méfené vzorky sEVs izolované z kultivaéniho média od SPC-01
vykazovaly silny signal sledovanych markert a témét zZadny signal c-myc. Stejné vysledky

byly pozorovany i u sEVs izolovanych z kultivaéniho média od IMR-90.
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Obrazek 18: Fotky nejvyraznéjsich signalit imunodetekce markeri typické pro malé

extraceluldarni vacky (SEVs) a prislusnd bunécéna kontrola.

7.3. Prijimani NSC-sEVs kulturou hAT-MSC bunék

Pro dokazani, ze NSC-sEVs izolované z kultivaénich médii od SPC-01 i IMR-90
bun¢k mohou byt pfijimany kmenovymi buiikami, byly izolované Castice aplikované na
kulturu hAT-MSC bunék. Pfed aplikaci byly membrany NSC-sEVs oznaceny fluorescenéni
barvou PKH67. Na YZ a XZ projekcich l1ze vidét zluté signaly, které piedstavuji NSC-sEVs
uvniti hAT-MSC (obr. 19 a 20). U obou typi NSC-sEVs bylo ukazano, ze byly schopny
proniknout do cytoplazmy kmenovych bunék. Z vysledkl je déale vidét, hlavné na XZ
projekcich, Ze sEVs izolované z média od SPC-01 bunck byla tato schopnost lepsi nez u
sEVs izolovanych od iMR-90. Z tohoto diivodu byly pro dalsi pokusy pouzity pouze ¢astice

vylu¢ované SPC-01 bunikami.
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Obrazek 19: Fotografie malych extraceluldarnich vackii (sEVs) wuvniti bunék porizené
na konfokalnim mikroskopu, zelené sEVs izolované z kultivacniho média od SPC-01 bunék, cervené
vinculin, modie DAPI. Zluty signdl na XZ a YZ projekcich poté piedstavuje sEVs uvniti- bunék.
Zvétseno 400x.

Obrazek 20: Fotografie malych extraceluldarnich vacki (sEVs) wuvniti bunék porizené
na konfokalnim mikroskopu, zelené sEVs izolované z kultivacniho média od IMR-90 bunéek, cervené
vinculin, modie DAPI. Zluty signdl na XZ a YZ projekcich poté predstavuje sEVs uvniti- bunék.

Zvétseno 400x.
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7.4. Stanoveni neuroprotektivnich miRNA uvnitf NSC-sEVs.

Jiz v n€kolika pracich byl prokazan neuroprotektivni ucinek NSC-sEVs. Zaroven je

znamo, ze urcité miRNA maji dtlezitou roli v patofyziologii SCI a posléze i pfi regeneraci

vvvvvv

neuroregeneraci, byla pouzita metoda RT-qPCR. Takto byla zjisténa piitomnost

miR-20a-5p, miR-320a-5p, miR-24-3p a miR-21a-5p (obr. 21).

miR-20a-5p
miR-320a-5p
miR-24-3p
miR-21a-5p
RNU6
RNU48
TUBB3
PCNA

PPIA

i I

Obrazek 21: Analyza obsahu miRNA v malych extracelularnich vaccich (sEVs) izolovanych
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g kultivacniho média od SPC-01 bunék. Tyto sEVs se ukazaly byt obohacené o miR-20a-5p, miR-
320a-5p, miR-24-3p a miR-21a-5p. Ostatni mérené latky slouzily jako referencni hodnoty.

Pro plnou charakterizaci obsahu miRNA v izolovanych NSC-sEVs je naplanovana
analyza sekvenace dalsi generace, ktera kviili finan¢ni a ¢asové narocnosti nebyla soucésti

této prace.
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7.5. Stanoveni antiapoptotického ucinku NSC-sEVs v in vitro modelu SCI

Pro ovéteni hypotézy, ze NSC-sEVs maji neuroprotektivni, zejména antiapoptoticky

ucinek, byl proveden experiment na in vitro modelu SCI. K posouzeni Zivotaschopnosti

SCSs byla sledovana jejich MA kazdé 3 dny po dobu 3 tydnti po extrakci. V prvnich dnech

se MA v SCSs vyrazné snizila (p=0,019) (obr. 22). To bylo zptisobeno eliminaci

poskozenych bun¢k v SCSs v disledku extrakce. V dalSich dnech v§ak MA dosahla vychozi

urovné (vyrazné nezménéna) a béhem nasledujicich 10 dnii se ustalila. Toto obdobi bylo

v

definovano jako terapeutické okno — nejvhodnéjsi a nejspolehlivéjsi obdobi pro in vitro

experiment. 18.-20. den po preparaci SCSs bylo provedeno SCI Skrabanim jehlou.

Bezprosttedné po poranéni byla pfidana suspenze sEVs izolovanych z kultivaéniho média

od SPC-01 bunc¢k. Po 72 hodindch byly SCSs sklizeny pro analyzu proteinli a

imunohistochemické barveni.
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Obrazek 22: Metabolicka aktivita (MA) iezii michy v ¢ase. MA se prvni dny po extrakci mich snizila

v diisledku eliminace poskozenych bunek. Stabilizace MA od 12. dne predstavovala terapeutické

okno a indikovala moznost zacit s in vitro experimentem.
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Imunohistochemické barveni ukézalo, ze SCSs si zachovaly strukturu a morfologii

charakteristickou pro misni tkain. Hlavnim typem nervovych bunék po 3 tydnech byly

neurony (obr. 23-B, C, E) a astrocyty (obr. 23-A, D).

Obrazek 23: Imunohistochemické barveni iezit michy. Na obrazku A je vidét cely longitudinalni
Fez michy. Cervené barveny glialni fibrildrni acidicky protein (GFAP) je marker astrocytii. Modre
jsou barvend bunécna jadra pomoci DAPI. Jako markery neuromii byly barveny proteiny
neurofilament H (NF-H) a neurogenin 2 (Ngn2). NF-H je soucasti cytoskeletu neuronu, zatimco

Ngn?2 je neuronalni transkripcni faktor, tedy odpovida jadriim neuronii.
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Pro stanoveni antiapoptotickeho a neuroporotektivneho ucinku sEVs bylo pfipraveny
tfi skupiny vzorkt: kontrolni SCSs bez navozeného SCI (kontrola), SCSs s neuplnym SCI
(SCI) a SCSs s netiplnym SCI a aplikaci NSC-sEVs (SCI+sEVs). Imunoblotace ukézala, ze
in vitro poranéni miSni tkan¢ vedlo k signifikantnim zvySeni hladin glidlniho fibrilarniho
acidického proteinu (GFAP) o 35 % (p=0,0161) a fosforylované formy ptrenaSece signalu a
aktivatoru transkripce 3 (pSTAT3) o 25 % (p=0,0239) oproti kontrole (obr. 24). Jedna se o
zakladni markery SCI. Dale bylo sledovdno zvySeni relativnich hladin nékolika
apoptotickych markeri. Jedna se o Stépenou poly(ADP-riboza) polymerazu (St€pend PARP),
Stépenou kaspazu-3 a Stépenou kaspazu-7. Hladina stépené PARP byla u SCI zvysena 0 41%
(p=0,0319), hladina stépené kaspazy-3 o 63 % (p=0,0499) a hladina $tépené kaspazy-7 o
22 % vici kontrolam. V piipadé Stépené kaspazy-7 se jedna o statisticky nesignifikantni
zménu, pouze o tendenci. OvSem aplikace NSC-sEVs vedla k mirnému sniZeni nebo névratu
ke kontrolni hladin¢ uvedenych proteini. Relativni hladiny GFAP a pSTAT3 vici skupiné
s navozenym SCI byly po aplikaci NSC-sEVs snizené o 19 % a 51 % (p=0,0034) ve stejném
potadi. V ptipadé€ apototickych markert tak pfedstavovalo snizeni o 58 % (p=0,0099), 54 %
a 10 % u stépené PARP, Stépené kaspazy-3 a St€pené kaspazy-7 ve stejném potadi. U GFAP

a obou Stépenych kaspaz se nejednalo o statisticky signifikantni zménu, pouze o tendenci.
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Obrazek 24: Grafy analyz signali 7 imunoblotaci: glialniho fibrilarniho acidického proteinu
(GFAP), fosforylované formy prenaSece signalu a aktivatoru transkripce 3 (pSTAT3), Stépené
poly(ADP-riboza) polymerdzy (Stépena PARP), Steépené kaspazy-3 a Stépené kaspazy-7 ve trech
skupinach vzorkii: Zdravad kontrola, neuplné poranéeni michy (SCI) a SCI s aplikovanymi malymi
extracelularnimi vacky (SCI+sEVs) izolovanymi z kultivacniho média od SPC-01 bunék. Zobrazena

data jsou uvedena jako priumeér = SEM; * p < 0,05 (m=3-6).
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8. DISKUSE

Hlavni nedostatek soucasnych studii zabyvajicich se vyuzitim sEVs je samotny proces
izolace. V soucasnosti neni mozné kompletn¢ izolovat sEVs od zbytku kultivacniho média.
Presnéjsi pojem by tedy byl segregace, ¢i zakoncentrovani vzorku o sEVs. Je tedy dilezité
stale myslet na to, ze spolu s sEVs byly pravdépodobné izolovany i dalsi latky z kultiva¢niho
média, které mohou mit vliv na funk¢ni experimenty. Pro studium sEVs existuje sada
doporuceni prednich védcti v tomto oboru. Ti spolecné vydavaji Zdkladni informace pro
studium EVs (MISEV). MISEV obsahuje informace, jak postupovat pfi studiu EVs. Jedna
se zejména o rizné metody izolaci a charakterizace sEVs, kterd vyuziva piredevsim sledovani
proteinovych markerti. V soucasnosti existuji desitky moznych zpasobd, jak izolovat sEVs.
Ty lIze dale volné¢ kombinovat a tim ménit jejich specificitu a G€innost. Mezi casto
pouzivanymi metodami je vyuziti komer¢nich sad, ultrafiltrace, nebo napf. imunoizolace.

Zlatym standardem vsak podle MISEV2018 ztstava ultracentrifugace (Théry et al., 2018).

V této praci byly porovnany 3 rtizné zpusoby izolaci SEVs pomoci metody MADLS.
Prvni metodou bylo vyuziti komeréné dostupné sady. Vysledky z métfeni velikosti priméru
izolovanych castic vSak ukazaly, Zze pouzitd komercni sada nebyla schopna izolovat sEVs
definované podle MISEV2018. Vyhodou této sady je izolace sEVs z menSich objem1, a tedy
mensi naro¢nost na kultivaci bun€k ¢i odbér vzorka. Li et al. pouZili ve své praci zmifiovanou
sadu, protoZe sledovali sEVs izolované ze séra pacientll s rakovinou plic. Podle jejich
vysledki byla izolace uspésna. Priimér velikosti izolovanych sEVs byl 121,4 nm, tedy
v rozmezi typickém pro tento typ vacklt. Nicméné sami autofi pripoustéji, Ze se nejedna o
idedlni metodu izolace a ze ji vyuzili pouze kvili malému objemu vzorki krevniho séra (C.

Lietal., 2019).

Po testovani komercéné dostupné izolacni sady, jsme dale zkouSeli izolovat sEVs
pomoci metody ultracentrifugace bez sachar6zového polstare. Timto zplisobem jsme vSak
op¢t ziskali suspenzi Castic, kterd neodpovidala naSim pozadavkiim. Mahdavipour et al.
izolovali sEVs totoznym zplsobem. Jejich ¢astice byly o néco vétsi, nez definované sEVs.
Primér velikosti byl 162 nm, nicmén¢ jednd se stale o akceptovatelnou odchylku. U této
skupiny byla nasledné pozorovana ptitomnost TSG101 a CD81, tedy tyto €astice by skutec¢né
mély byt sSEVs (Mahdavipour et al., 2020). Ob¢ pfedchozi metody pouzila i skupina Zheng
et al., kterd mezi metodami nenasla vyrazny rozdil. Nicméné& Castice, které izolovali, byly

podstatné vétsi. Velikost castic byla v rozmezi 30-300 nm. Protoze nésledné potvrdili
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pfitomnost sEVs markert, lze pfedpokladat, Ze suspenze obsahovala jak exosomy, tak
mikrovezikly (Zheng et al., 2021). Nami izolované castice vSak byly veliké 1 4000 nm
v prumeéru, mohlo se tak jednat o shluky nebo konglomeraty sEVs, ¢i jinych cCastic. Tyto
veliké shluky nebo Castice vSak ptedstavovaly pfili§ velkou frakei v suspenzi. To bylo
divodem, pro¢ jsme vyzkouSeli dalsi metodu. Jako nejpouzivanéj$i a nejspolehlivéjsi
metodou pro izolaci sEVs z kultivaéniho média je podle MISEV2018 ultracentrifugace
s hustotnim gradientem. Tato metoda je vSak ¢asové a technicky pomérné naro¢na, a proto
jsme se rozhodli, ze nejdiive vyzkousSime ultracentrifugaci se sachar6zovym polStaiem.
Tento zpusob izolace sEVs se ndsledn¢ ukazal jako dostacujici varianta. Touto metodou byly
izolovany castice o velikostech 30-130 nm. Stejné vysledky ziskala i skupina Gupta et al.,
jenz navic pozorovala zvySené mnozstvi izolovanych Castic oproti ultracentrifugaci bez
sachar6zového polstae (Gupta et al., 2018). Zajimavou metodu izolace sEVs pouzil tym
Rong et al., ktery kultivaéni médium sto¢il pti 300 g a 2000 g. Nasledné pak supernatant
dvakrat po sob¢ ultrafiltrovali pii 4000 g. Poté pouzili ultracentrifugaci se sachar6zovym
polstafem pti 100 000 g, nasledovanou ultrafiltraci. Tento postup byl ¢asové extrémné
narocny, nicméné¢ 1ze predpokladat, Ze touto cestou ziskali velmi ¢istou suspenzi sEVs (Rong
et al., 2019). Duraz na takto dikladnou izolaci sEVs bude pravdépodobné v budoucnu

dilezity vzhledem k moznému vyuziti SEVs pro lidskou medicinu.

Po vybéru metody pro izolaci sEVs z kultivaéniho média byly velikosti sSEVs znovu
méfeny za U€elem porovnani sEVs produkovanymi buitkami SPC-01 a IMR-90. Nebyly
sledovany zadné vyznamné rozdily a vysledky odpovidaly pozadavkim MISEV2018.
Velikosti priméru izolovanych castic se pohybovaly v rozmezi 30-150 nm. Dale byly sEVs
izolované z kultivaéniho média od SPC-01 bun&k foceny na skenovacim elektronovém
mikroskopu. Jedna se o pomérné bézny postup pomoci kterého I1ze sEVs 1épe vizualizovat.
Nicméné je to spiSe podplirné méteni velikosti, které se obtizn€ kvantifikuje. Nékteré studie
dale méti mnozstvi Castic v suspenzi pomoci nanoparticle tracking analysis (NTA).
Informace o mnozstvi Castic Ize poté vyuzit pro piesnéjsi davkovani sEVs v experimentech,
¢1 pro pocitani koncentraci latek uvnitt SEVs (Stevanato et al., 2016). V soucasnosti je vSak
za timto ucelem vice vyuzivand celkova koncentrace proteinu v suspenzi, protoze je

podstatné dostupné;jsi.

Nasledn¢ byly NSC-sEVs charakterizovany piitomnosti proteinovych markeri

pomoci metody imunobotace. Takto byla potvrzena pfitomnost Alix, TSG101, CD9 a CD81
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u obou typi NSC-sEVs. sEVs izolovany z kultivaéniho média od bunék IMR-90 navic
obsahovaly CD63. V této praci nebyl CD63 pouzit u druhého typu sEVs z divodu neostrosti
bandu. Toto bylo pozorovano i v praci Gupta et al., kde si to vysvétlovali glykosylaci CD63.
Nicméné pfitomnost ¢tyi markeri je dostacujici dikaz, ze izolované Castice jsou skutecné
sEVs definované podle MISEV2018. Jin¢ studie sledovaly pouze dva az tii proteinové
markery, zejména TSG101 a CD63 (Mahdavipour et al., 2020; Upadhya et al., 2020; Zheng
et al.,, 2021; Gupta et al., 2018; Nakazaki et al., 2021; Wang et al., 2020). NSC-sEVs
izolované z kultivaéniho média od bunék SPC-01 a IMR-90 neobsahovaly c-myc. c-myc je
proto-onkogen, ktery byl za ti¢elem imortalizace vnesen do bunécné linie SPC-01 (Stevanato
et al., 2016; Thompson, 1998). U IMR-90 bun¢k byla ptitomnost c-myc nasledkem jejich
pluripotence. Nepfitomnost c-myc v NSC-sEVs tak ukdzala, Ze nejsou potencialné
onkogenni. NSC-sEVs izolované z kultivacniho média od bun¢k IMR-90 nevykazovaly u
nékterych vzorki silny signal CD63, CD9 ani CDS81. Signaly z Alix a TSG101 vsak byly
naprosto prukazné ve v§ech vzorcich. Vzhledem k tomu, Ze vétSina studii sleduje pfitomnost
pouze dvou az tii z téchto markert a povazuji své Castice za sEVs, lze stejnou logikou

pfedpokladat, Ze i tyto ¢astice jsou sEVs.

Dokézali jsme, ze NSC-sEVs jsou pfijimany kmenovymi bunkami. Pro ovéteni
funkcniho potencidlu NSC-sEVs bylo provedeno sledovani ptijimani NSC-sEVs kulturou
hAT-MSC. Fluorescen¢ni barva PKH67 je urcena pro barveni membran Zivych bunék,
nicméné jiz v minulosti byla vyuZita pro barveni membran sEVs (Ageta et al., 2018; Cong
et al.,, 2021; Withrow et al.,, 2016; Zhong et al., 2020b). Na fotografiich potfizenych
z konfokalniho mikroskopu Ize vidét, ze oba typy NSC-sEVs jsou hAT-MSC buitkami po
24 h pohlceny. NSC-sEVs izolované z kultivatniho média od SPC-01 bun&k byly

okometricky vyhodnoceny, ze byly vstfebavany intenzivnéji.

Z divodu lepSich vysledki z experimentu aplikace NSC-sEVs na MSC byly na
RT-qPCR analyzu obsahu NSC-sEVs poslany pouze vzorky izolované z kultivacniho média
od SPC-01 bunék. Vysledky analyzy ukdzaly, Ze tyto sEVs jsou obohacené¢ o miR-20a-5p,
miR-320a-5p, miR-24-3p a miR-21a-5p.

Utinek miRNA je tkafiové specificky a miize mit riizné Gi¢inky na riizni onemocnéni
a poranéni. Nelze tak prendset vysledky pozorované na modelech s odliSnou patofyziologii.
Na potkanim modelu SCI bylo ukazano, Ze hladiny miR-20a jsou po 7 dnech zvySené (N.
K. Liu et al., 2009). Dale byl prok4dzan negativni vliv miR-20a na hladiny neuroprotektivniho
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neurogeninu-1 v myS$im modelu SCI. SniZzené hladiny neurogeninu-1 byly déle sledovany se
zvySenymi hladinami prozénétlivych interleukind IL-6, IL-1B s tumor necrosis factor a
(TNF-a). Inhibice miR-20a in vivo vedla ke zvySeni hladin GFAP a dalSich proteina
specifickych pro neurony. Tato inhibice dale vedla k sniZzeni hladin proapoptotického s Bcl-2
asociované¢ho proteinu X (Bax) a cytochromu C (Jee et al., 2012). Déle byla miR-20a spojena
s regulaci antiapoptotického proteinu myeloid cell leukemia sequence 1, coz déle ukazuje
celkovy proapoptoticky uc¢inek miR-20a. (X. J. Liu et al., 2015). V kontrastu s tim byla
nasledné€ navrZena draha jinou skupinou, pies kterou by miR-20a méla zlepSovat regeneraci
funkce po poranéni zadnich miSnich ganglii (DRG) (T. Wang et al., 2019). Pozitivni G¢inky
na regeneraci DRG po poranéni byla pozorovana i skupinou L. Zhao (Lili Zhao et al., 2021).
Vsechny tyto studie se ale zabyvaji miR-20a a nerozliSuji rozdil mezi miR-20a-5p a miR-
20a-3p, jejichz ucinek se muize lisit. Je tak obtizné diskutovat nad pfesné€j§im uc¢inkem miR-

20a-5p uvnitt NSC-sEVs.

Skupina L. Zhao s kolegy se zaméfila na roli miR-24-3p v potkanim modelu SCI a
zjistila, ze je jeji hladina po poranéni sniZzend. Dale byla miR-24-3p spojena s regulaci
MAPK-aktivovanou kindzou 2 (MK2), kterd byla jiz dfive spojena se zanétlivou odpovédi
po SCI. MK2 se podili na prozanétlivém fenotypu mikroglii (Lin Zhao et al., 2021). NSC-
sEVs obohacené o miR-24-3p by tak mohly mit dilezity protizanétlivy Gi€inek.

Dalsi obohacenou miRNA v NSC-sEVs izolovanych z kultiva¢niho média od SPC-01
bunék je miR-21a-5p. Ta byla spojena se zanétlivou odpoveédi po SCI. Jeji hladiny byly
zvysené v neurotoxickém fenotypu astrocytll (Yining Zhang et al., 2021). Zaroven byla tato
miRNA ukazana jako klicova pro neuralni fibroblasty, které se podileji na vytvareni gliové
jizvy (W. Wang et al., 2018, 2021). Tvorba gliové jizvy v akutni fazi vede k zastaveni Sifeni
poranéni a az v chronické fazi mé za nasledek branéni funkéni regenerace michy. Posledni
miRNA, miR-320a-5p, nebyla zatim spojena piimo s patofyziologii SCI. Zd4 se tedy, Ze
NSC-sEVs obsahuji miRNA pusobici na regeneraci tkané po SCI jak pozitivné, tak 1
negativné. VétSina mechanismli zminovanych miRNA vSak stale zlistdva nevysvétlenych.
Jen téZko tak lze polemizovat nad jejich moZznym tc¢inkem. Nejvyssi hladiny se vSak ukéazaly
u miR-24-3p, u které byly sledovéany protizanétlivé i¢inky a miR-320a-5p, jejiz vliv po SCI

nebyl doposud objasnén.

Ve snaze ovétit pracovni hypotézu jsme ukazali, Ze aplikace NSC-sEVs na potkani in

vitro model SCI vede ke snizeni hladin GFAP, pSTAT3, Stépené PARP a
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Stépenych kaspaz -3 a -7 vici pozitivnim kontrolam. Hladiny proteini pSTAT3 a $tépené

PARP byly navic snizeny na trovei negativnich kontrol.

GFAP je jeden z moznych biomarkert potencialné vyuzitelnych pro diagnostiku SCI.
Jedna se o cytoskeletalni protein gliovych bunék, které se po SCI podileji na vytvareni gliové
jizvy (Holmstrom et al., 2020). Po SCI jsou jeho méfené hladiny zvySené oproti negativnim
kontrolam. Tym Yu s kolegy pozoroval snizeni GFAP po aplikaci sEVs izolovanych
z kultivaéniho média MSC na modelu SCI u potkant (Yu et al., 2019). Hladiny aktivované
formy transkrip&niho faktoru STAT3 jsou po SCI ve zvyseny. Uéinky pSTAT3 byly jiz diive
spojovany s aktivaci glii a formaci gliové jizvy (Herrmann et al., 2008). Skupina Liu
nasledné potvrdila, ze po SCI jsou zvySené hladiny GFAP a pSTAT3. Aplikace antioxidantt
na model SCI vedla ke sniZeni téchto proteinti (F. T. Liu et al., 2014). Vysledky této prace

tak odpovidaji dostupné literatuie.

Zbylé tii proteiny, Stépend PARP a Stépené kaspazy -3 a -7, jsou soucasti
apoptotickych procesti. PARP je soucasti ochrannych mechanismii buiiky reagujici na
poskozeni DNA. Stépené formy téchto proteinii jsou spojeny s apoptotickymi pochody po
SCI (Casili et al., 2020; Hu & Jian, 2021). Aplikace NSC-sEVs na model SCI vedla
k vyraznému snizeni hladin §tépené kaspazy-3 (Rong et al., 2019). Proteiny PARP a

kaspaza-7 nebyly v kontextu s vlivem sEVs na SCI zkoumany.

Na zaklad¢ ziskanych vysledkl 1ze konstatovat, Ze NSC-sEVs jsou schopny pronikat
membranou do cytoplazmy kmenové buniky. Tyto vacky v sob& pfenaseji potencionalné
neuroregeneracni miRNA, jejichz presna tlloha po SCI je potieba dale objasnit. Po aplikaci
NSC-sEVs na potkani in vitro model SCI byly pozorovany snizené hladiny proteini, které
hraji roli pfi patofyziologickych a apoptotickych procesech. sEVs izolované z kultiva¢niho
média od SPC-01 bunécné linie tak maji proregeneracni U€inky na tkan po SCI. ProtoZe
IMR-90 buiiky jsou také neurdlni prekurzory a dosavadni vysledky nenaznacily pfili§ velké
rozdily mezi jednotlivymi druhy NSC-sEVs, 1ze tyto vysledky do urcité miry predpokladat
1u sEVs produkovanych IMR-90 bunécnou linii.
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9. ZAVER

Na zakladé popsanych vysledkl bylo dokazano, ze Castice izolované z kultivacnich
médii od bunéénych linii SPC-01 a IMR-90 jsou skutecné sEVs. Tyto vacky odpovidaly
pozadovanym velikostem a byly pozitivni na alesponi tii proteinové markery typické pro
sEVs. Tim byly splnény pozadavky na charakterizaci sEVs podle MISEV2018. Daéle byly
dale testovany rtizné zptisoby izolaci sEVs z kultivacniho média. Nejvhodnéj$im postupem
izolace se ukazala ultracentrifugace se sachar6zovym polStafem. Nasledné bylo dokézano,
ze izolované NSC-sEVs jsou schopny proniknout pies bunéénou membranu MSC a jsou tak
potencidlné schopné ovlivnit cilovou tkan. Také jsme ukazali, ze sSEVs vylu¢ované SPC-01
buitkami obsahuji fadu potencidlné neuroprotektivnich miRNA, konkrétné miR-20a-5p,

miR-320a-5p, miR-24-3p a miR-21a-5p.

Déle jsme potvrdili pracovni hypotézu a prokazali, ze aplikace NSC-sEVs ma
neuroprotektivni a antiapoptoticky ucinek na tkdn po SCI. Tyto NSC-sEVs budou
pfedmétem dalSich experimentll zabyvajicich se dikladnéjSim popisem jejich obsahu a

vlivem na SCI in vivo.
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