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Abstrakt

Cilem této diplomové prace bylo zavedeni protokolu izolace malych extracelularnich
vezikul (sEV) z lidské plasmy. Vzorky plasmy byly odebirany od 44 zdravych zen, které v
ramci klinické studie podstoupily dietni intervenci 60 h hladovéni. Tyto zeny byly na zaklade
BMI rozdéleny do skupin hubené a obézni. Z plasmy odebrané pted a po dietni intervenci byly
metodou precipitace pomoci polyethylenglykolu vyizolovany sEV, které byly nésledné
charakterizovany z hlediska jejich velikosti a koncentrace ve vzorku. U hubenych i1 obéznich
zen byl pocCet SEV v plasmé stejny a nezménil se ani v zdvislosti na dietni intervenci.
V dasledku 60 h hladovéni doslo ke zméné velikosti sSEV u skupiny hubenych. Dal§im cilem
byla analyza miRNA exprese v sSEV. Obsah sEV se v expresi nékterych analyzovanych miRNA
liSil mezi skupinou hubenych a obéznich zen. Rozdily byly pozorovany konkrétné v expresi
hsa-miR-17-5p, hsa-miR-20a-5p a hsa-let-7b-5p. 60 h hladovéni vedlo ke zvySené expresi Asa-
miR-5100 u skupiny hubenych a hsa-miR-27a-3p a hsa-miR-27b-3p u skupiny obéznich. Tyto
zmeény navozené dietni intervenci ale nebyly vyhodnoceny jako statisticky vyznamné.
Hladovéni tedy ani u jedné skupiny nevedlo k vyraznym zménam miRNA obsahu v sEV.

Odlisné miRNA exprese byly patrné pouze mezi skupinami na zédkladé rozdilného BMI.
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Abstract

The aim of this thesis was to establish a protocol for the isolation of small extracellular
vesicles (sEVs) from human plasma. Plasma samples were collected from 44 healthy women
who underwent a 60-hour dietary intervention in the form of fasting as part of a clinical trial.
These women were divided into two groups based on their BMI — lean and obese. Plasma was
collected from each participant before and after the dietary intervention and sEVs were isolated
using the polyethylene glycol precipitation method. Each sample was then characterized by the
size of sEVs and their concentration. The amount of SEVs in plasma before the dietary
intervention was the same for both groups and did not change with dietary intervention.
However, the 60-hour fasting resulted in a change in sEVs size in the lean group. Another goal
of this thesis was to analyze miRNA expression in SEVs. There were differences found in the
expression of certain miRNA between the two groups. More specifically, differences were
observed in the expression of hsa-miR-17-5p, hsa-miR-20a-5p and hsa-let-7b-5p. The 60-hour
fasting period resulted in an increased expression of Asa-miR-5100 in the lean group and Asa-
miR-27a-3p and hsa-miR-27b-3p in the obese group. However, these changes induced by the
dietary intervention were not evaluated as statistically significant. Therefore, fasting did not
lead to significant changes in miRNA content of sEVs in either group. The only evident

variations in miRNA expression were based on differences in BMI.
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SEZNAM ZKRATEK

AB
Adrb3
AGO
ANGPTL 3
BCA
BMI
BMP2
BSA
CNS

DO

D3
DELISA
ELISA
ER
ESCRT
FACS
EV
FDR
GPAM
HADSc

HDL
HEB
HUVEC

ICAM-1
ILV
LDL
ME
miRNA
mRNA
MV

apoptoticka téliska (z ang. apoptotic bodies)

adrenoceptor beta 3

argonaute protein

angiopoietin-like 3

bicinchoninic acid assay

index télesné hmotnosti (z ang. body mass index)

kostni morfogeneticky protein 2 (z ang. bone morphogenetic protein)
hovézi sérovy albumin (z ang. bovine serum albumin)

centralni nervova soustava

den nula

den tii

de novo lipogenesis and insulin sensitivity in obese
enzyme-linked immuno sorbent assay

endoplasmatické retikulum

endosomal sorting complexes required for transport

pratokova cytometrie (z ang. fluorescence-activated cell sorting)
extracelularni vezikuly

false discovery rate

glycerol-3-fosfat acyltransferaza 1

lidské kmenové bunky tukové tkdn€ (z ang. human adipose derived
stem cells)

lipoproteiny o vysoké hustoté (z ang. high-density lipoproteins)
hematoencefalicka bariéra

lidské endotelidlni buiiky pupecnikové Zily (z ang. human umbilical
vein endothelial cells)

intercelularni adhezivni molekula 1

intraluminarni vezikuly

lipoproteiny o nizké hustot€ (z ang. low-density lipoproteins)
mercaptoethanol

microRNA

transferova RNA (z ang. messenger RNA)

mikrovezikuly



MVB multivezikularni télisko (z ang. multivesicular body)

NCOA3 koaktivator nuklearniho receptoru 3 (z ang. nuclear receptor
coactivator)

NTA analyza sledovani nanocastic (z ang. nanoparticle tracking analysis)

PEG polyethylenglykol

PIK3R2 fosfoinositol-3-kin4dzova regula¢ni podjednotka 2 (z ang.

phosphoinositide-3-kinase regulatory subunit 2)
PODXL podocalyxin-like protein
PPARYy peroxizomalnimi proliferatory aktivovany receptor y (z ang.

peroxisome proliferator activated receptor y)

PS fosfatidylserin

PVTI1 plasmacytoma variant translocation 1

Rb2 retinoblastoma-like protein 2

ROX carboxy-X-rhodamine

RT reverzni transkripce

RVG glykoprotein viru vztekliny (z ang. rabies virus glycoprotein)

SDS dodecylsiran sodny (z ang. sodium dodecyl sulfate)

SEC gelova chromatografie (z ang. size exclusion chromatography)

sEV malé extraceluldrni vezikuly (z ang. small extracellular vesicles)

SNARE SNAP receptor

SPREDI sprouty-related protein

TBS tris buffered saline

TGF-p transformujici rastovy faktor § (z ang. transforming growth factor f3)

TIM T-cell immunoglobulin and mucin domain

ucC ultracentrifugace

UF ultrafiltrace

VCAM-1 vaskularni buné¢na adhezni molekula 1 (z ang. vascular cell adhesion
molecule)

VEGF vaskularni endotelialni riistovy faktor (z ang. vascular endothelial

growth factor)
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1.UVOD

Mal¢ extraceluldrni vezikuly (sEV) jsou membranové vacky uvolilované buiikami
do extracelularniho prostfedi. Pfenosem biologicky aktivnich molekul z matefskych
do recipientnich bun¢k ptfedstavuji dileZitou roli v mezibunééné komunikaci a jsou soucasti
mnoha bunéénych procesii. Skutecnost, Ze jejich koncentrace, velikost i obsah se méni
v zavislosti na jejich bunéném pivodu a riznych fyziologickych i patofyziologickych
podminkéach, znich vytvaii potencidlni biomarkery rlznych onemocnéni 1 prostfedky
pro cilenou vektorovou léCbu. Za kliCovy funkéni element v obsahu pfenaSeném sEV
je v poslednich letech povazovana miRNA, jejiz role spoiva v regulaci genové exprese.
Charakteristika zmény exprese jednotlivych miRNA a jeji vliv v ramci riznych fyziologickych
1 patofyziologickych procest je momentalné¢ pfedmétem mnoha studii, jako i této diplomové

prace.

Cilem této diplomové prace bylo izolovat a charakterizovat sEV z plasmy obéznich
a hubenych zen v podmince pted a po dietni intervenci 60 h hladovéni. Sledovanym
parametrem byla velikost a koncentrace sEV a pfitomnost jejich charakteristickych
povrchovych markert. DalS§im cilem bylo analyzovat miRNA obsah v sEV hubenych
a obéznich zen pied a po 60 h hladovéni a zjistit, zda tato dietni intervence vede k urcitym

zménadm miRNA exprese obecné ¢i pouze u nékterych skupin na zakladé BMI.
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2. LITERARNI PREHLED

2.1. Historie extracelularnich vezikul

Prvotni nélezy extracelularnich vezikul (EV) pochazi z riznych, na sobé nezavislych
pozorovani v odlisnych fyziologickych prostfedich (Yanez-Mo et al., 2015). V roce 1946 byly
popsany prokoagulacni ¢astice uvolnéné z krevnich destic¢ek, které byly v roce 1967 nazvany
jako trombocytarni prach® (Wolf, 1967). Vroce 1969 byly zpozorovany vezikuly
v chrupavkové matrix pii kalcifikaci kosti (Anderson, 1969). Jiné studie nezavisle na sobé
popisovaly viru podobné castice v lidskych bunéénych kulturdch a bovinnim séru (Benz
a Moses, 1974; Dalton, 1975) nebo vezikuly vsemenné plasmé, pozd€ji nazvané
jako prosteasomy (Stegmayr a Ronquist, 1982). Pozorovany byly rovnéz membranové
fragmenty nadorového ptivodu s prokoagulacni aktivitou (Dvorak et al., 1981). V nasledujicich
letech vysly studie popisujici uvoliiovani vezikul z multivezikularnich endosomi, které fuzuji
s plasmatickou membranou v prubéhu diferenciace nezralych erytrocytt (tzv. retikulocytit)
(Harding et al., 1984; Johnstone et al., 1987). Vroce 1996 byly zbunécné kultury
B lymfoblastoidnich bunék vyizolovany antigen prezentujici vezikuly (pozd€ji nazvané
jako exosomy), které¢ jsou schopny aktivovat T-lymfocyty, a spustit tak imunitni odpovéd’
(Raposo et al., 1996). Ptitomnost RNA v EV byla objevena v roce 2007, diky které byly EV
oznaceny jako novy mechanismus mezibunéné komunikace a potencidlni vektory genové

terapie (Valadi et al., 2007).

2.2. Extracelularni vezikuly

EV jsou membranou obalené vacky uvoliiované z bun¢k do extracelularniho prostoru
(Zaborowski et al., 2015; Doyle a Wang, 2019). Jejich membrana se sklada zlipidové
dvojvrstvy, coz odliSuje EV v télesnych tekutinadch napiiklad od lipoproteint o vysoké hustoté
(HDL) a lipoproteinti o nizké hustoté (LDL), které maji pouze jednu vrstvu lipidové membrany
(Zaborowski et al., 2015). Sekrece EV byla piivodné povazovand za zpusob zbavovani se
odpadnich latek z buiikky. Nyni se studuji predevSim v souvislosti s jejich schopnosti
signalizace mezi builkami, a to jak pifi béznych homeostatickych procesech, tak

pii patofyziologickych reakcich (van Niel ef al., 2018).

Signalizace muze probihat lokdln€ v rdmci tkané mezi buiikami stejného ptivodu (napf.

endotelidlnimi buiikami, hepatocyty, imunitnimi bunikami) nebo napii¢ organy uvolnénim
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do krevniho ob&hu (Akbar et al., 2019). Recipientni buiitkou mohou byt EV pfijimany riznymi
zpusoby, naptiklad fagocytdzou, receptorem zprosttedkovanou endocytdzou, fuzi membran
nebo makropinocytézou (Mulcahy et al., 2014; Zaborowski et al., 2015; Akbar et al., 2019)
(obrazek 1).

Fuze

Makropinocytoza ,
Fagocytoza Receptorem
zprostfedkovana

O endocytoza

O

IncRNAY BIE ¢ ag A o s :
‘miRNA lmRN;\\F\: ;DN-XQQV :Protein@; ZLipid‘-sLH";

Obrazek 1: Zpiusoby prijimani EV recipientni buiikou. Prevzato a upraveno (Zaborowski et al., 2015).

Jednotlivé subtypy extracelularnich vezikul jsou délené podle velikosti a zptisobu jejich
biogeneze (Nederveen et al., 2021; Zaborowski et al., 2015). Nejmensim podtypem EV jsou
exosomy, které maji endosomalni ptivod a jejich velikost se pohybuje od 40 do 150 nm. Dalsim
ze subtypt EV jsou mikrovezikuly, které puci pfimo z plasmatické membrany a jejich velikost
¢ini 150 nm az 1 um (Jeppesen et al., 2019; Zaborowski et al., 2015). Mezi EV se fadi také
tzv. apoptotickd téliska, kterd jsou uvolfiovana bunkami prochdzejicimi programovanou
bunéénou smrti (apoptdzou) a maji v priméru 500 nm az 2 pum (Zaborowski et al., 2015)

(obrazek 2).

(A) Exosomy (B) Mikrovezikuly (C) Apoptoticka téliska

Puceni plasmatické g Apoptotif:ké buiika
‘ ’ (programovana buné¢na smrt)

40 - 150 nm exocytéza @ 150 — 1000 nm

Obrazek 2: Jednotlivé subtypy EV delené podle odlisné biogeneze a velikosti. Prevzato a upraveno

(Gurunathan et al., 2019).
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2.2.1.  Exosomy

Exosomy jsou malé¢ membranové vacky endocytického ptivodu (Théry et al., 2002)
a homogenniho tvaru (Kalani et al., 2014) o velikosti 40 — 150 nm (Jeppesen et al., 2019;
Zaborowski et al., 2015). Maji lipidovou dvojvrstvu a maly cytosol bez bunécnych organel.
Jsou produkovany témét vSemi druhy buné€k a Ize je nalézt ve vétsiné té€lnich tekutin, jako je
naptiklad krev, plasma, sliny, mo¢, cerebrospinalni tekutina, amnioticka tekutina, synovialni

tekutina, matetské mléko, sperma a dalsi (Dini et al., 2020; Gurunathan et al., 2019).

Jejich striktné regulovany proces biogeneze zac¢ind formovanim casnych endosomu
invaginaci plasmatické membrany (Gurunathan et al., 2019). Béhem tohoto procesu jsou
endosomem pohlceny nckteré cytosolické komponenty a do invaginujici endosomdlni
membrany jsou inkorporovany ur¢ité membranové proteiny (Zhang et al., 2019; Chivero et al.,
2021). Ttidéni téchto komponenti je specificky regulovano (Guay a Regazzi, 2017). Pu¢enim
membrany pozdnich endosomi smérem dovnitf vznikaji intraluminarni vezikuly (ILV)
a z pozdnich endosomu se stavaji multivezikularni téliska (MVB) (Gurunathan et al., 2019;
Zhang et al., 2019) (obrazek 3). Tvorba ILV a formovani MVB je regulovana komplexem
proteinit ESCRT (Chivero et al., 2021). Jedna se o tficet riznych proteinii slozenych do Ctyt
funk¢nich jednotek (Guay a Regazzi, 2017) ESCRT-0, I, IT a III, které spolecné s dalSimi
proteiny zajiSt'uji piijem cytosolickych komponent do ILV a tfidéni proteind. Tuto funkci jsou
v ur¢itych ptipadech schopné zajisStovat nezavisle na komplexu ESCRT rovnéz proteiny

z rodiny tetraspanini, pfedev§im CD9, CD63, CD81, CD82 a CD151 (Chivero et al., 2021).

MVB nésledné bud’ splyvaji s lysosomy za ucelem degradace (Guay a Regazzi, 2017)
nebo jsou pomoci cytoskeletalnich proteinti transportovany k plasmatické membrané (Gurung
et al., 2021). ILV, které jsou po splynuti MVB a plasmatické membrany uvolfiovany
do extracelularniho prostoru, jsou nazyvany exosomy (Guay a Regazzi, 2017; Gurunathan
etal., 2019; Zhang et al., 2019) (obrazek 3). Exosomy ndasledné slouzi jako prostfedek
mezibunééné komunikace pfenosem informaci a metaboliti. Docking a fize vacka jsou v ramci
vezikularniho transportu zprostiedkovany tzv. SNARE komplexy (Gurunathan et al., 2019),
coz jsou transmembranové proteiny zajist'ujici splynuti dvou membran. Jeden typ komplexu se
nachazi na membranég transportované¢ho vacku (tzv. v-SNARE) a druhy je obsazeny v cilové
membrané (tzv.t-SNARE). Po dopraveni vacku k cilové membrané se k sobé tyto dva
komplexy vazou svymi helikadlnimi doménami a dochazi k t€ésnému piiblizeni obou membran

a nasledné fuzi (Rognlien a Woodbury, 2003).
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Obrazek 3: Biogeneze exosomii. Prevzato a upraveno (Akbar et al., 2019).

Exosomy obsahuji rtiznorodé bioaktivni cargo zahrnujici rozpustné i membranove
vazané proteiny, lipidy, DNA a RNA (mRNA, miRNA a dalsi malé nekodujici RNA), cytokiny,
ionty, rustové faktory a transkripéni faktory (Huang-Doran, ef al., 2017; Chivero et al., 2021).
Jednotlivé komponenty obsazené v exosomech pochdzi zejména z endosomi, cytosolu
a plasmatické membrany plivodni buiiky, v mensi mife z jejiho jadra, endoplasmatického
retikula a Golgiho aparatu (Gurunathan et al., 2019). Obsah exosom1 je velmi variabilni. Zavisi
na typu bunky, ze které pochazeji (Zhang et al., 2019), a je ovliviiovan fyziologickymi
1 patofyziologickymi stavy. Naptiklad sEV v krevnim ob&hu obéznich jedincli maji zvySenou
hladinu perilipinu a pacienti s Alzheimerovou chorobou maji zvyseny obsah beta-amyloidu
a fosfo-tau proteinu (Garcia-Martin et al., 2022). Heterogenita exosoml muize byt ovlivnéna
rovnéz stravou subjektu (diety, hladovéni, sytost) (Mendivil-Alvarado et al., 2022),
cirkadiannimi rytmy, hormony, fyzickou aktivitou, infekci ¢i stddiem bunééného cyklu (Pegtel
a Gould, 2019). Ma se za to, ze specificky obsah exosomti by mohl mit vliv na jejich velikost
(Pegtel a Gould, 2019).
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2.2.2.  Mikrovezikuly

Mikrovezikuly (MV) jsou membranové vacky raznych tvart (Borges et al., 2013;
Battistelli a Falcieri, 2020) pucici z plasmatické membrany. Jejich velikost se pohybuje od
150 nm do 1 um (Jeppesen et al., 2019; Zaborowski et al., 2015). Pfesny mechanismus jejich
biogeneze zatim neni detailn¢ prostudovan, nicméné zahrnuje cytoskeletarni komponenty
(aktin a mikrotubuly), molekularnimi motory (kinesiny a myosiny), SNARE komplexy (Doyle
a Wang, 2019) a zmény v hladinach vapniku (Camussi et al., 2010).

Vzhledem ke zptlisobu jejich biogeneze obsahuji MV mnoho proteint a lipidi shodnych

s témi, které se nachazi v plasmatické membrané¢ jejich matei'ské buniky (Ratajczak et al., 2006).

Jako markery MV jsou povazovany flotillin-2, selektiny, integriny, metaloproteinazy,
vysokd hladina fosfatidylserinu ve vnéjsi vrstvé membrany (Borges et al., 2013) a annexin Al

(Jeppesen et al., 2019).

Vyjma jejich velikosti a zplsobu biogeneze maji s exosomy mnoho spolecnych
vlastnosti. RovnéZz obsahuji proteiny, mRNA a miRNA a jsou zapojené do mezibunécné

komunikace (Borges et al., 2013; Doyle a Wang, 2019).

2.2.3.  Apoptoticka téliska

Apoptoticka téliska (z ang. apoptotic bodies, AB) jsou extracelularni vezikuly variabilni
ve své velkosti, struktufe a obsahu, vznikajici ve findlni fazi programované bunétné smrti
(Battistelli a Falcieri, 2020). Jejich formovani probihd oddélenim plasmatické membrany
od cytoskeletu v dasledku zvySeného hydrostatického tlaku po kontrakci builkky (Doyle
a Wang, 2019).

Oproti predeslym zminénym druhtim EV jsou AB mnohem vét§i (500 nm az 2 pm)
(Zaborowski et al., 2015) a mohou obsahovat rizné bunééné komponenty, ptedevsim jaderné
fragmenty, bunécéné organely (Battistelli a Falcieri, 2020; Kakarla ez al., 2020; Ratajczak, 2020)
a zbytky cytoplasmy (Hauser ef al., 2017).

Prosttednictvim AB a okolnich fagocytti dochazi k odstraiiovani bunécnych zbytkl

(Battistelli a Falcieri, 2020).
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Vzhledem k zatim nelplné ustdlené nomenklatufe extracelularnich vezikul
a k nedostatku stanovenych specifickych markerd pro jednotlivé subtypy se bude tato prace
zabyvat exosomy v ramci obecné skupiny ,malych extracelularnich vezikul“ (SEV),

definovanych svou velikosti do 200 nm.

2.3. Metody izolace SEV

Existuje vice technik izolace sEV. Lze je izolovat jak z buné¢ného kondiciovaného
média, tak ztélnich tekutin (Zhang et al., 2019) metodami jako je ultracentrifugace,

ultrafiltrace, gelova chromatografie nebo precipitace (Gurunathan et al., 2019).

Kazdy pfistup mé své vyhody a nevyhody a jejich vybér je tieba piizplsobit
konkrétnimu typu vzorku (dle jeho plivodu, biofyzikalnich a chemickych vlastnosti) a jeho

cilenému vyuziti (Théry et al., 2018; Gurunathan et al., 2019; Zhang et al., 2019).

2.3.1.  Ultracentrifugace

Nejstarsi a nejpouzivanéj$i metodu izolace sEV predstavuje ultracentrifugace (UC)
(Akbar et al., 2019). Existuji dva typy UC, analytickd a preparativni. Analytickd UC je
vyuzivana pro analyzu fyzikalné chemickych vlastnosti a molekularnich interakci Castic.
Preparativni UC se pouziva k frakcionaci biologickych komponentt, naptiklad k izolaci bunék
z bunécného média, k izolaci vird, subcelularnich organel a sEV. Preparativni UC je dale délena
na diferencialni ultracentrifugaci a ultracentrifugaci s hustotnim gradientem (Gurunathan et al.,

2019; Zemanova, 2018).

UC vyzaduje vysokou odstfedivou silu (Gurunathan et al., 2019), vétSinou kolem
100,000 g (Théry et al., 2006; Doyle a Wang, 2019). Vytézek izolovanych sEV muze byt
navysSen prodlouzenim doby centrifugace, avsak literatura zminuje, ze centrifugace delSi nez
4 hodiny zpusobuje signifikantni poSkozeni sEV a zvySenou kontaminaci vzorku rozpustnymi
proteiny (Doyle a Wang, 2019). Nevyhoda této metody izolace spo¢iva v nutnosti vétSiho
objemu vzorku (Doyle a Wang, 2019; Gurunathan et al., 2019) a drahého vybaveni (Nederveen
et al.,, 2021), na druhou stranu ale nevyzaduje pfili§ technickych znalosti nebo naro¢nou

piipravu vzorku (Akbar et al., 2019; Doyle a Wang, 2019).
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2.3.1.1. Diferencialni ultracentrifugace

Izolace pomoci diferencialni UC je zaloZzena na né€kolika krocich, ve kterych dochazi
v zavislosti na pouzité¢ odsttedivé sile k postupnému oddélovani rtizné velikych struktur.
V kazdém kroku je po centrifugaci odstranén sediment a zachovan supernatant, ktery se pouzije
na ndasledujici stoCeni. Po nékolika centrifugacich, kdy dojde k odstranéni velkych bunck
¢i jejich ¢asti, se finalni supernatant sto¢i na 100,000 g. Po tomto kroku obsahuje stocena peleta
malé Castice odpovidajici sEV. Peleta je promyta ve vétSim objemu roztoku PBS z divodu

odstranéni kontaminujicich proteinti a vzorek je znovu centrifugovan pfi stejné rychlosti (Théry

et al., 2006). Priklad diferencialni UC je zobrazen na obrazku 4.

Biologicky vzorek

300 X g, 10 min

peleta = buriky /r

supernatant

2000 X g, 10 min

peleta = odumfrelé buriky A/\r

supernatant
10,000 X g, 30 min

peleta = bunécné debris Y
supernatant

100,000 X g, 70 min

Y
peleta = exosomy + kontaminujici proteiny
promyti v PBS l 100,000 X g, 70 min

peleta = exosomy

Obrazek 4: Znazornéni principu diferencialni ultracentrifugace. Prevzato a upraveno (Théry et al,

2006).

2.3.1.2. Ultracentrifugace s hustotnim gradientem

Stejné jako diferencialni UC je tato metoda zalozena na separaci ¢astic na zakladé
velikosti a hustoty, avSak za pfitomnosti pfedem piipraveného hustotniho gradientu, ktery je
obvykle ze sachardzy. Do ultracentrifugacni zkumavky se umisti hustotni gradient, ktery

se prevrsi vzorkem. Plsobenim centrifugacni sily prochdzi castice vzorku hustotnim
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gradientem, ktery se zvysuje smérem dolii, a usazuji se v jednotlivych hustotnich frakcich. sSEV
se typicky usazuji v rozmezi 1,1 — 1,2 g/mL (Doyle a Wang, 2019). Touto metodou dochazi
k efektivnimu oddéleni sEV od proteinovych agregatti a dalSich moZznych kontaminaci (Théry

et al., 2006; Doyle a Wang, 2019).

2.3.2. Ultrafiltrace

Izolace metodou ultrafiltrace (UF) je zalozena na separaci ¢astic v zavislosti na jejich
velikosti a molekularni hmotnosti. [zolace probiha pomoci membranovych filtri, kterymi jsou
zadrzené Castice veétsi nez predem urcena velikost, a mensi ¢astice prochazi skrz do filtratu. UF
je oproti UC rychl4 a finan¢n€ nenarocné a nevyzaduje specialni vybaveni (Doyle a Wang,
2019; Gurunathan et al., 2019). Nevyhodou mtize byt ucpani a nasledné zachyceni sEV
na filtrovacim zafizeni, ¢imz dochéazi ke snizovani vytézku sEV ve filtrdtu (Doyle a Wang,

2019).

2.3.3.  Gelova chromatografie

Princip metody gelové chromatografie (z ang. size exclusion chromatography. SEC)
spoc¢iva v déleni ¢astic podle jejich velikosti a tvaru. Déje se tak pomoci kolony vyplnéné
gelem, ktery obsahuje ve své struktute pory. Kolonou protéka konstantni rychlosti mobilni faze.
Castice vétsi nez je gelovy por jsou touto mobilni fazi unaseny kolonou. Castice s mensi
velikosti nez je predem urceny vyluCovaci limit protékaji skrz péry, kudy mobilni faze
neprotékd, a prochazi tak kolonou pomaleji. Castice se tedy eluuji z kolony sestupné
v zavislosti na své velikosti (Sobotnikova, 2004; Doyle a Wang, 2019). Vyhodou této metody
je zachovani struktury, integrity a biologické aktivity sEV. Nevyhodou je ¢asova narocnost
metody (az nékolik hodin) a nizk4 kapacita pro vzorek (Doyle a Wang, 2019). SEC vykazuje
oproti ostatnim metodam izolace mens$i kontaminace vytézku, avSak na ukor jeho kvantity

(Nederveen et al., 2021).

2.3.4. Precipitace sEV

Tato metoda izolace spociva v zachyceni ¢astic o velikosti 50 — 150 nm do sité tvofené
polymerem pomoci nizké odstfedivé sily (Gurunathan et al., 2019). Pro tento ucel je jako

polymer hojné vyuzivany PEG. Vyhoda této metody je jednoduchost postupu, technicka
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a nadkladova nendro¢nost a zaroven je vhodnd pro vzorky jakéhokoliv objemu. Nevyhodou je

mozZna kontaminace proteinovymi agregaty (Doyle a Wang, 2019; Gurunathan ef al., 2019).

2.4. Obsah sEV

2.4.1. Proteiny v SEV

Proteiny obsazené v sEV maji typicky velmi rozmanité funkce (Zhang et al., 2019)
a zahrnuji riznorodou Skalu cytosolickych, membranovych a cytoskeletdlnich proteini

pochazejicich z matetské buniky (Huang-Doran et al., 2017) (obrazek 5).

EXOSO m transmembranové

proteiny
transferinové

receptory

MHC molekuly I. tfidy

MHC molekuly II. ti{d
UL LU %, A
- (X ._‘Jf v 4

cholesteroly mRNA %z
LAY L8 DNA % malé RNA 72,
., FA)
.‘“@ \i‘g.\:‘: Q 4
. ﬁh > ﬁ_\(

cytoskeletalni ICAMs

proteiny E%ﬁ

integrinyr'_ [ TSG101 ][ ESCRT ] oligomerni proteiny.‘:. :
( signalni proteiny ] ( HSP70, HSP9D )
[ Rab5, Rab7 ] [annexiny ] g Flotillin
%\@\\%\
tetraspaniny Z ,«,/ iy . \\\\\\\\\\\\\

(CD63, CD81,CDY) s

adhezni molekuly

Obrazek 5: Struktura a kompozice exosomii. Prevzato a upraveno (Gurunathan et al., 2019).

Heat shock proteiny (HSP70, HSP90) jsou soucasti stresové odpovédi a podileji se na
prezentaci antigentl. Jiné proteiny jsou zahrnuté v procesu formovani mikrovezikul
a uvoliovani exosomu (Alix a TSG101 v ramci ESCRT komplexu) nebo jsou zodpoveédné
za membranovy transport a fiizi (annexiny a Rab proteiny) (Huang-Doran et al., 2017; Pegtel
a Gould, 2019; Zhang et al., 2019; Chivero et al., 2021). Do exosomalnich proteinti spadaji
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také molekuly podilejici se na signédlni transdukci (napf. proteinkinazy, protein 14-3-3
a heterotrimerni G-proteiny). Exosomy obsahuji rovnéz MHC molekuly 1. ttidy (Théry et al.,
2002). Jednou z nejvice zastoupenych proteinovych rodin v exosomech jsou tetraspaniny
(CD9, CD63, CD81, CD82) (Huang-Doran et al., 2017; Pegtel a Gould, 2019; Zhang ef al.,
2019; Chivero ef al., 2021), které interaguji s mnoha dalSimi proteiny véetn¢é MHC molekul
aintegrini a jsou zahrnuty do procesu organizace velkych molekuldrnich komplext
a membranovych subdomén (Théry et al., 2002). Podili se mimo jiné také na fizi vacka
s cilovou bunkou. Jedna se o vezikularné specifické proteiny, které se €asto pouzivaji jako
markery sEV, respektive exosomil (Huang-Doran et al., 2017; Pegtel a Gould, 2019; Zhang et
al.,2019; Chivero et al., 2021). Detekce téchto markeri je vyuzivana pro potvrzeni pfitomnosti
sEV ve vzorku, respektive pro zhodnoceni Cistoty vzorkd sEV po jejich izolaci (Huang-Doran
etal.,2017).

Néekteré sEV proteiny se podili na specifickych funkcich matetské buiky. Naptiklad
exosomy antigen prezentujicich bunék obsahuji velké mnozstvi MHC molekul II. tfidy
a exosomy dendritickych bunék obsahuji protein CD86, coz je molekula dulezita pro aktivaci
T-lymfocytl. V exosomech byly rovné€z objeveny transmembranové proteiny specifické
pro dany typ buniky (Théry et al., 2002). Nekteré proteiny jsou piedpokladdanymi potencidlnimi
receptory zprosttedkovavajici pifijem sEV, napiiklad TIM-1 a TIM-4 u B lymfocyti
nebo ICAM-1 u antigen prezentujicich bunék (Bunggulawa et al., 2018).

Piesny mechanismus specifického tfidéni ndkladu do exosomil je zatim neznamy,
ale predpoklada se, ze by k nému mohly piispivat kromé ESCRT komplexii také posttranslacni

modifikace proteint jako je ubikvitinace ¢i sumoylace (Guay a Regazzi, 2017).

2.4.2. Lipidy vsEV

SloZeni lipidovych membran exosomil se vyrazné lisi od sloZeni plasmatické membrany
jejich matetskych bunék. Obsahuji vétsi mnozstvi sfingomyelinu, fosfatidylethanolaminu,
cholesterolu a fosfatidylserinu (PS), a naopak méné diacylglycerolu a fosfatidylcholinu
(Laulagnier etal., 2004; Record et al., 2014). PS je negativné nabity lipid (Llorente et al., 2013),
ktery se bézné nachazi ve vnitini vrstvé plasmatické membrany. Vyjimkou je jeho vyskyt
ve vngj§i vrstvé membrany napiiklad u apoptotickych télisek, kde slouzi jako signal
pro fagocyty (Fitzner et al., 2011). U exosomi bylo objeveno ndhodné umisténi PS v obou

vrstvach membrany (Fitzner etal., 2011; Record et al., 2014). Interakce PS s proteiny by mohla
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byt zapojena do formovani exosomil (Llorente et al., 2013) a jeho zvySend hladina ve vnéjsi
membrané by navic mohla napomahat pfijmu exosomu recipientnimi bunikami (Fitzner et al.,
2011). Vliv na biogenezi exosoml mé rovnéz cholesterol, ktery reguluje jejich sekreci z buniky
(Yanez-Mo et al., 2015). ZvySena rigidita exosomi zptisobena odliSnou kompozici lipidové
membrany by mohla pfispivat k jejich odolnosti v extracelularnim prostoru (Yanez-Mo¢ et al.,
2015; Zaborowski et al., 2015). K signaliza¢ni funkci sSEV mohou rovnéz ptispivat bioaktivni
lipidy transportované uvniti vacki, jako je napiiklad kyselina arachidonova, prostaglandiny,

cholesterol a ceramidy (Record et al., 2014; Yafnez-Mo et al., 2015; Zaborowski et al., 2015).

2.4.3. Nukleové kyseliny v SEV

Kromé¢ proteinii jsou prostiednictvim exosomil mezi bunkami dopravovany rovnéz
rizné druhy RNA, které¢ by mohly cilovou buiiku ovliviiovat prostiednictvim regulace genové
exprese (Huang et al., 2013; Lisser, 2012; Zhang et al., 2015). Jejich délka byva prevazné kratsi
nez 200 nukleotidi (Zaborowski et al., 2015). RNA profil v exosomech se od RNA profilu
matetské bunky lisi, coz poukazuje na to, ze baleni RNA do exosomu je selektivni proces

(Huang et al., 2013; Lisser, 2012; Zhang et al., 2015).

Podle analyz sekvenovani RNA jsou v exosomech vyizolovanych z plasmy nejhojnéji
zastoupené microRNA (miRNA) (Zhang ef al., 2019). DalS§imi zastoupenymi jsou mRNA,
dlouh¢é nekddujici RNA, ribosomalni RNA (Yanez-Mo et al., 2015) nebo napiiklad snRNA
a tRNA (Pegtel a Gould, 2019).

Bylo dokazano, ze mRNA transportovana exosomy muze byt v recipientni bufice
translatovana do proteint (Ldsser, 2012; Valadi et al., 2007). Velké pozornosti se v poslednich
letech dostavda miRNA, kterd ma regulacni roli v genové expresi a je povazovana za klicovy
funkéni element v SEV obsahu. Jeji zastoupeni se 1isi nejen v SEV jednotlivych druhti bunék,

ale je zavislé rovnéz na raznych fyziologickych podminkach (Zhang et al., 2015).

sEV obsahuji také fragmenty DNA, ale jeji funkce zatim neni pfesn€ popsana a vyzaduje

dalsi studium (Kalani et al., 2014; Zaborowski et al., 2015).
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2.5. Signaliza¢ni funkce sEV

sEV hraji dilezitou roli v mezibunééné komunikaci (Février a Raposo, 2004; Lisser,
2012; Gurunathan et al., 2019). Mohou byt sekretovany prakticky jakoukoliv eukaryotickou
buiikou (Yafiez-Mo et al., 2015; Zaborowski et al.,2015; Zhang et al., 2019). Po jejich uvolnéni
z matefské buiky cirkuluji extracelularnim prostorem a reguluji fyziologické procesy
v recipientnich bunikdch (Zhang et al., 2015). Jejich malé rozméry a membranova kompozice
Jjim umoznuje prekonavani biologickych bariér jako je naptiklad HEB (Gurung et al., 2021;
Haney et al., 2015).

K signalizaci miize dochéazet vicero zplisoby, napiiklad stimulaci okolnich bungk
povrchovymi ligandy nebo transportem svého obsahu (lipidy, proteiny, nukleové kyseliny
¢1 patogenni Céstice) mezi buiikami (Ratajczak et al., 2006; Camussi et al., 2010; Zhang

a Yang, 2018).

Obsah je v sEV chranén pied degradaci a je rychle pfijiman raznymi organy. Polocas
cirkulujicich sEV byl intraven6znim vpravenim znaenych sEV do mysSi vyhodnocen
na priblizné 2 minuty, ale nékteré sEV byly detekovatelné jesté hodiny po jejich aplikaci (Guay
a Regazzi, 2017). Na zaklad¢ vysledki z mysich studii zavisi distribuce sEV na zplsobu jejich
podani. Po ordlnim podani sEV dochazelo k jejich piijmu vétSinou organa véetné jater, plic,
ledvin, slinivky, sleziny, vajecniki, stfeva a mozku, avsak po intraven6znim podani byly sEV
pfijimany predevsim jatry. Transport a distribuce je rovnéz ovliviiovana velikosti vezikul,
naptiklad vétsi sEV se akumuluji predevsim v kostech, lymfatickych uzlinadch a v jatrech.
Dutlezitou roli ve funkci sEV jako mezibunéénych posli hraje jejich specificka distribuce
do cilovych bun€k. Ta je zprostfedkovana povrchovym sloZzenim sEV (Gurung et al., 2021).
Naptiklad sEV sekretované bunkami neuroblastomu, které obsahuji na svém povrchu CD63,
jsou vychytavany neuronalnimi vyb&zky. sEV, které CD63 neexponuji, jsou vychytavany
celymi neurony a gliovymi buiikami zaroven (Laulagnier et al., 2004). DalSim ptikladem je
glykoprotein RVG, ktery specificky interaguje s acetylcholinovym receptorem

a zprosttedkovava doruceni sEV do mozku (Gurung et al., 2021).

Pocet, velikost, obsah a membranové slozeni sEV mohou byt odlisné v zavislosti
na burice jejich ptiivodu, na jejim aktualnim stavu a environmentalnich podminkach (Yanez-Mo6
et al., 2015; Zaborowski et al., 2015; Zhang et al., 2019). Vylev sEV muze byt ustdleny
anebo stimulovany riiznymi faktory jako jsou rozpustni agonisté a fyzikalni nebo chemicky

stres (napf. ozafeni, oxida¢ni stres, hypoxie) (Ratajczak et al., 2006). Biogeneze a sekrece
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exosomll muze byt ovlivilovana rovnéZz bunéénym metabolickym statusem (napf.
metabolismem ceramidi, stresem ER, autofagii a intracelularnim vapnikem) (Kita et al., 2019).
Zmény velikosti sEV, jejich poctu a obsahu byly zaznamenany rovnéz v souvislosti
se zménami BMI, hladinou insulinu, glukdzy a triglyceridi v krvi nebo nadmérnym objemem
télesného tuku (Mendivil-Alvarado et al.,, 2022). Regula¢ni efekt ma rovnéz glukagon
a adiponektin. Tyto poznatky naznacuji, ze biogeneze sEV je metabolicky regulovany proces
(Kita et al., 2019). Zaroven by se sEV mohly podilet na fyziologickych procesech,
které odpovidaji na koncentracni zmény dostupnych zivin v organismu (Crewe et al., 2018;

Mendivil-Alvarado et al., 2022).

Jelikoz jsou sEV uvolflované z rozmanitych druhii bunék prochazejicimi rtznymi
bunéénymi fazemi a fyziologickymi ¢i patofyziologickymi stavy, vykazuji mnoho rozdilnych
funkci. Dllezitouroli hraji pii koagulaci (Camussi et al., 2010), prezentaci antigend, regeneraci
tkani (Bang a Thum, 2012), angiogenezi, apoptéze (Gurunathan et al., 2019) a ucastni se
2010). sEV jsou rovnéz soucasti mezibunécné signalizace pii patofyziologickych stavech,
napiiklad zvySené hladiny SEV sekretované z epitelidlnich bunck byly zaznamenany
v souvislosti s kardiovaskuldrnim onemocnénim (Camussi et al., 2010). Zmény v koncentraci
sEV byly zaznamenany rovnéZ v souvislosti s obezitou. Studie predkladaji, Ze koncentrace SEV
v plasmé obéznich jedincti je oproti koncentraci neobéznich jedinct vyssi (Eguchi et al., 2016;
Heinrich et al., 2015; Pardo et al., 2018; Stepanian et al., 2013). Vysledky studii naznacuji,
ze po nasledném navozeni reduk¢ni diety ¢i zavedenim pravidelné fyzické aktivity a snizenim
BMI u obéznich subjekti dojde k opétovnému poklesu koncentrace plasmatickych EV (Eguchi
et al., 2016; Murakami et al., 2007), coz je ptikladano sniZeni obsahu tukové tkané (Campello
et al.,, 2016). V souladu stim vysla i studie, kterd popisuje, Ze tukova tkan je nejveétSim

ptispévatelem sEV v krvi (Thomou et al., 2017).

Analyzy sEV pochazejicich z tukové tkané obéznich subjektd vykazuji oproti
kontroldm pozménénou expresi miRNA (Ferrante et al., 2015), proteinti (Lee et al., 2015)
a adipokinti. Napiiklad hladina adiponektinu byla u obéznich subjektli v porovnani
s kontrolami snizena (Phoonsawat et al., 2014) a koncentrace perilipinu A, ktery byl oznacen

jako biomarker sEV tukové tkanég, byl v SEV obéznich subjektt zvysSen (Eguchi et al., 2016).

sEV sekretované tukovou tkani obéznich ob/ob mysi jsou vychytavany monocyty
v periferni krvi a zpisobuji jejich diferenciaci v aktivované makrofagy. Toto pozorovani

dokazuje ¢etnou interakci tukové tkan€ a imunitnich bunék prostfednictvim sEV, a naznacuje
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tak podil SEV na rozvoji zanétl a inzulinové rezistence pfi obezité (Deng et al., 2009). Tuto
teorii potvrzuje 1 studie z roku 2014, kde exosomy sekretované¢ makrofagy tukové tkané
obéznich mysi zptsobovaly po jejich vpraveni do hubenych mysi glukézovou intoleranci
a inzulinovou rezistenci. Naopak exosomy sekretované makrofagy tukové tkané hubenych

my$i mély po vpraveni do obéznich my$i opacny efekt (Santovito et al., 2014).

Do budoucna ptedstavuji sEV potencialni klinické biomarkery riznych onemocnéni,
napt. kardiovaskularniho, renalniho a neurodegenerativniho, poruch lipidového metabolismu,

nadort nebo napftiklad chronického zanétu (Zhang et al., 2019).

2.6. Dietni intervence a hladovéni

Ptijem zakladnich zivin v podobé energetickych zdroji, organickych latek, minerald,
vitamind a vody je nezbytny pro udrzeni fyziologickych procest a stalosti vnitiniho prostiedi
organismu. Pfi nedostatku specifickych makromolekul a negativni energetické bilanci dochazi
k aktivaci behavioralnich, fyziologickych a biochemickych reakci, které organismu umoziuji
udrzeni homeostazy a pieziti v ramci vyuziti endogennich energetickych zasob (Brandhorst
a Longo, 2016; Secor a Carey, 2016), predevsim z tukové tkané a Castecné ze svalii (Nencioni
et al.,, 2018). Schopnost organismu piizplsobit se zménam metabolické a energetické
dostupnosti je nazyvéana jako metabolickd flexibilita (Goodpaster a Sparks, 2017; Olenick,
2017; Tinius et al., 2020). Neschopnost této reakce (tzv. metabolickd nepruznost) mize mit
vliv na poruchu metabolismu glukézy a vznik inzulinové rezistence a je spojena
s metabolickym onemocnénim, diabetem 2. typu, obezitou, kardiovaskuldrnim onemocnénim
¢i rakovinou (Olenick, 2017; Smith et al., 2018; Tinius et al., 2020). Literatura uvadi, Zze obézni
jedinci maji oproti hubenym vyrazné snizenou schopnost adaptovat metabolismus mastnych
kyselin na podminky hladovéni, stimulaci inzulinem (Kelley et al., 1999) i vysokotu¢né diety

(Battaglia et al., 2012).

Ackoliv dlouhodoba absence pfijmu potravy je Skodlivda pro zdravi 1 vykonnost
organismu, ¢astecna redukce piijmu potravy ¢i kratkodobé hladovéni mize mit naopak ucinky
pozitivniho charakteru. V poslednich letech jsou dietni intervence intenzivné zkoumany
v souvislosti s jejich vlivem na zdravi a prevenci nékterych onemocnéni (Brandhorst a Longo,
2016; Nencioni et al., 2018; Plotti et al., 2020; Gudden et al., Bloemendaal, 2021).
Nejcastéjsimi typy dietnich intervenci je kalorickd restrikce, pferusovany pust, hladovéni

nebo specifické diety se zvySenym ¢i snizenym obsahem urcité slozky potravy (napiiklad
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nizkosacharidové ¢i vysokotu¢nd dieta) (Brandhorst a Longo, 2016). Kaloricka restrikce je
definovana jako snizeni energetického piijmu o 20-30 % (Brandhorst a Longo, 2016; Nencioni
et al.,2018). V dostupné literatufe je uvedeno mnozstvi pozitivnich ucinkt kalorické restrikce,
jako je naptiklad snizeni oxida¢niho stresu (Youngman, 1993) a hladin cholesterolu,
triglyceridt a prozéanétlivych cytokini v krvi (Mahoney et al., 2006). Zaroven je asociovana
s prevenci ateroskler6zy, diabetu, obezity (Paoletti et al., 2006), kardiovaskuldrniho
onemocnéni (Nencioni et al., 2018) a rakoviny prsu (Levine et al., 2014). Pferusovany pust je
definovan absenci kalorického pfijmu po dobu 12—48 hodin, ktery je prokladan b&znym
pfijmem potravy (Gudden et al., 2021). V klinickych studiich byly publikovany vysledky
naznacujici pozitivni efekt preruSovan¢ho plistu na epilepsii, Alzheimerovu chorobu a dalsi
neurologické poruchy (Gudden ef al., 2021). Hladovéni je charakterizovano absenci jidla delsi
nez 48 hodin (Brandhorst a Longo, 2016). Ve studiich provedenych na mysich jsou ucinky
hladovéni spojovany se zlepSenymi regeneraénimi Gc¢inky kosterniho svalstva, pankreatickych

beta bunék 1 v rdmci hematopoetického a nervového sytému (Nencioni et al., 2018).

2.7. Extracelularni miRNA a jeji zmény v expresi

MicroRNA (miRNA) je nekodujici RNA o délce 19-24 nukleotidii. Funkce miRNA
spoc¢iva v regulaci genové exprese navazanim na cilovou mRNA, po kterém dochazi k inhibici
tvorby proteinovych produkti (MacFarlane a Murphy, 2010) a ovliviiovani stability
a degradace mRNA (Landrier et al., 2019). Bylo popsano vice nez 1000 lidskych miRNA (Hu
et al., 2012) a ptedpoklada se, ze kazdy druh miRNA muze interagovat az s 200 druhy mRNA
(Krek et al., 2005). V télnich tekutindch se miRNA vyskytuji bud’ ulozené ve vaccich
(exosomech, mikrovezikulech nebo apoptotickych téliskach), anebo jsou asociované s proteiny,
piedevsim s AGO2 nebo s HDL (O’Brien et al., 2018; Zampetaki et al., 2012) (obrazek 6).
Ulozeni miRNA v EV umoziuje jejich cirkulaci v télnich tekutindch s ochranou

pied degrada¢nim plisobenim ribonukledz (Yanez-Mo et al., 2015).

miRNA hraje dulezitou roli v mnoha fyziologickych procesech jako je bunécna
proliferace, apoptoza, vyvoj CNS a diferenciace tkani, ale rovnéz i v patologickych procesech
(Ross et al., 2014; Landrier et al., 2019; Giardina, 2019). Extracelularni miRNA jsou tedy hojné
popisovany jako potencidlni neinvazivni biomarkery riiznych onemocnéni (O’Brien et al.,
2018) a manipulace s miRNA v exosomech proto miize byt do budoucna u¢innym néstrojem

pro cilenou 1é¢bu riznych onemocnéni (Hu et al., 2012).
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Obrazek 6: miRNA cirkulujici v krvi. Prevzato a upraveno (Zampetaki et al., 2012).

Aberantni exprese miRNA je spojovdna s patofyziologickymi stavy. Napiiklad
upregulace miR-21 je asociovana mimo jiné s vyvojem rakoviny prsu, vajecniku a stfeva.
Pozménéné hladiny miR-34b a miR34c jsou spojovany s vyvojem Parkinsonovy choroby (Hu
et al., 2012) a zvySené hladiny miR-1, miR-21, miR-133a, and miR-208 jsou asociovany

s infarktem myokardu (Iacomino a Siani, 2017).

Bylo zjisténo, Ze miRNA jsou zapojeny i do regulace vyvoje a metabolismu tukové
tkdn¢ a sekrece inzulinu, coz naznaCuje, ze jejich pozménéna exprese muze byt spojena
se vznikem metabolickych onemocnéni (Landrier ef al., 2019). Bylo potvrzeno, Ze exosomalni
miRNA profily u pacientti s diabetem druhého typu jsou oproti t€m u zdravych jedinct
pozménény (Pan et al., 2019). Jedna se naptiklad o snizeni exprese miR-126 (Iacomino a Siani,
2017). S regulaci inzulinové senzitivity a gluk6zové homeostazy by méla byt spojena také miR-
155 (Pan et al., 2019). Exprese miR-122 je zvySena pfi jaterni steatoze, let-7e pii hypertenzi
a miR-130a a miR-195 jsou spojovany s vysokym tlakem (Iacomino a Siani, 2017).

N¢ékolik na sobé nezavislych studii, které zkoumaly expresi miRNA spojenou s obezitou

a metabolickym syndromem, zaznamenaly odli$né exprese miR-17-5p (Heneghan et al., 2011;
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Karolina et al., 2012; Kldting et al., 2009) a miR-132. Exprese téchto miRNA negativné
koreluje s hodnotami BMI subjektli (Heneghan et al., 2011; Kléting et al., 2009) a jejich snizené
hladiny jsou spojovany s inzulinovou rezistenci (Kléting et al., 2009). Usuzuje se, Ze miR-17-
Sp hraje roli v diferenciaci adipocytti (Wang et al., 2008) a miR-132 se podili na regulaci
glukozové a energetické homeostazy (Heneghan et al., 2011; Kloting et al., 2009).

Dalsimi miRNA s odliSnou expresi u lidskych subjekti s metabolickym syndromem
jsou miR-197, miR-509-5p, miR-92a a miR-320a, jejichz hladiny koreluji s hodnotami BMI
a krevniho tlaku (Karolina et al., 2012) a miR-134, miR-181a, miR-27a, miR-30e, miR-140,
miR-147, miR-155, miR-197 a miR-210, spojované s dysfunkei tukové tkdné€ a vyvojem obezity
(Kldting et al., 2009).

Zajimavé zjisténi bylo, ze miRNA hojné exprimované pii adipogenezi (miR-103, miR-
107 a miR-143), které by tedy potencialné mohly mit stimula¢ni vliv na vyvoj tukovych bungk,
byly u obéznich mysi zna¢né snizeny. Naopak miRNA, jejichz exprese je pii adipogenezi

snizena (miR-222, miR-221), byly u obéznich zvySeny (Xie et al., 2009).

S rozvojem obezity umysi je rovnéz asociovany nartist exprese miRNA-34a. Mysi, které
mély tento gen v tukové tkani vytazeny, vykazovaly odolnost vi¢i obezitou navozené

glukézové intoleranci a inzulinové rezistenci (Pan et al., 2019).

Nékteré studie poukdzaly na to, Ze miRNA exprese se meéni také v zavislosti
na nutricnich intervencich jako je hladovéni ¢i kalorické restrikce (Khanna et al., 2011; Olivo-
Marston et al., 2014; Ozorhan et al., 2022; Shastri et al., 2020). Mysi, které hladovély po dobu
24 hodin, mély signifikantné¢ zvySenou expresi né€kolika zastupcii miRNA z rodiny miR-29
a miR-30 (Shastri et al., 2020). U lidskych subjekt byla po kalorické restrikci signifikantné
sniZena hladina miR-361 (S.Giardina ef al., 2019). V navaznosti na 10 denni sniZeny kaloricky
piijem (250 kcal/den) byly zaznamenany odlisné hladiny 7 miRNA, a to miR-19b-3p, miR22-
3p, miR-122-5p, miR-126-3p, miR-142-3p, miR-143-3p a miR-145-5p (Ravanidis et al., 2021).
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3. CILE DIPLOMOVE PRACE

1) Zavedeni protokolu izolace sEV z lidské plasmy pomoci PEG a ultracentrifugy
v ramci klinické studie ,,DELISA*

2) Analyza miRNA exprese v sEV izolovanych z lidské plasmy:
Porovnani miRNA exprese mezi skupinou hubenych a obéznich subjektii
a) v bazalni podmince (DO)
b) v podmince po 60 h hladovéni (D3)

Analyza zmény miRNA exprese v disledku 60 h hladovéni
a) u vsSech subjektti bez ohledu na BMI
b) ve skupiné hubenych

c) ve skupin€ obéznich
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4. METODY

4.1. Klinicka studie a vySetrovaci protokol

V ramci této diplomové prace byly zpracovany biologické vzorky ze studie DELISA
(De Novo Lipogenesis and Insulin Sensitivity in Obese, ¢islo grantu NV19-01-00263), ktera je
registrovana pod cislem NCT04260542 (ClinicalTrials.gov). Do studie bylo zapsano 44
zdravych zen rozdélenych na zakladé BMI do dvou skupin: hubené (18 < BMI < 25) a obézni
(BMI < 30). Kompletni protokol dokoncilo 39 Zen, z toho 22 ze skupiny hubenych (BMI =
21,49 £0,41) a 17 ze skupiny obéznich (BMI = 33,7 + 0,96).

Vysettovaci protokol se skladal ze 3 navstév ve zdravotnickém zafizeni a zahrnoval
odbéry subkutanni tukové tkan¢ a télnich tekutin. Prvni odbér (DO) ptedstavoval bazalni
podminku. Druhy odbér (D3) nasledoval po 60 h hladovéni pod stilym dohledem
zdravotnického personalu. Posledni odbér (D5) probéhl po 48 h faze ,refeedingu. V ramci
odbérti bylo mym tukolem zpracovat vzorky plasmy v odbérovy den DO a D3 a provést

naslednou analyzu miRNA z izolovanych sEV ze vzorkl plasmy.

4.2. Selekce vzorku

Analyza sEV z plasmy mize byt ovlivnéna ptitomnosti vezikuld v disledku rozpadu
cervenych krvinek (=hemolyza) pii jednotlivych odbérech krve. Dle dostupné literatury je
hemolyzou ovlivnéno az 65 % detekovatelnych miRNA v plasmé. Zména exprese miRNA
se muiZze projevit diive, nez se hemolyza ve vzorku projevi viditelnou zménou barvy (Shah
etal., 2016). Z divodu hemolyzy u jednotlivych odbérii bylo nutné né&které vzorky pted
miRNA analyzou vyftadit.

Selekce vzorkd probéhla ve tiech postupnych krocich: (1) vizudlni, (2)
spektrofotometricky a (3) na zakladé exprese 2 specifickych miRNA rutinn¢ pouzivanych

k ur¢eni hemolyzy.

4.2.1.  Optické zhodnoceni

Vzorky byly opticky vyhodnocovany jako Zluté, razové a Cervené. Vytazeny byly
subjekty, kter¢ mély viditeln¢ rizové ¢i Cervené zbarvené vzorky plasmy z alespoit dvou

podminek.
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4.2.2.  Spektrofotometricka selekce

Druhy krok selekce byl provadén spektrofotometricky pomoci zjisténi koncentrace
hemoglobinu, ktery ma absorpcni spektrum pii 415 nm. ZvétSend hodnota absorbance pfi této
vlnové délce koreluje se zvySenou koncentraci volného hemoglobinu (Huynh et al., 2017;
Kirschner et al., 2013). Méfeno bylo celé spektrum vinovych délek, ze kterych pak byly pouzity
hodnoty absorbanci tftech vlnovych délek, a to 380 nm, 415 nm a 450 nm. Jedna se o metodu
Harboe, kterd pomoci téchto 3 hodnot koriguje vysledek od moznych interferenci ostatnich
latek v tomto absorpénim spektru (nespecifické plazmatické interference, komplexy
bilirubin/albumin). Koncentrace hemoglobinu byla posuzovéna po dosazeni danych hodnot
do nasledujiciho vzorce (Cookson et al., 2004). Hodnota byla néasledn¢ vynasobena mirou
nafedéni vzorku. VSechny vzorky, které mély koncentraci hemoglobinu mensi nez 0,5 g/1,

postoupily do dalsiho kola vytazovani.

k = (167,2 * A415 - 83,6 * A380 - 83,6 * A450)
1000

Hb [g/1] =

k = calibration coefficient = 1

Na zéaklad¢ literatury byl vzorek plasmy 3x nafedén v PBS a méfen v nanaSeném
mnozstvi 1,5 ul. Méfeni probihalo na ptistroji Nanodrop 1000 Spectrophotometer (THERMO

Scientific) po jeho zkalibrovani roztokem PBS.

4.2.3.  Detekce hemolyzy pomoci metody qPCR

Tieti krok selekce probihal metodou qPCR, pomoci které byl méten rozdil Ct dvou
miRNA, miR-451a a miR-23a-3p. Vzorky srozdilem vétsim nez 7 byly vyhodnoceny
jako hemolytické a byly vylouceny. Jednd se o nejcitlivéj§i metodu detekce hemolyzy,

s presnosti az do 0,001% (Shah et al., 2016). Technické provedeni bude zminéno dale.
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4.3.1zolace sEV

4.3.1.  Zpracovani vzorku krve

9 ml pIné krve bylo stoceno v odbérové EDTA zkumavce (Vacuette) na stolni centrifuze
(eppendorf 5804 R) za podminek 1000 g/10 min/4 °C. Plasma byla nasledné premisténa do Sml
zkumavky a znovu stocena na 3000 g/20 min/4 °C. Takto zpracovand plasma byla rozdélena

do aliquot po 450 ul pro dalsi pouZiti.

4.3.2. Izolace sEV z plasmy

Protokol izolace sEV byl optimalizovéan na zakladé ¢lanku (Ludwig et al., 2018). Byla
zvolena metoda izolace sEV pomoci PEG, ktera dle autorii vykazuje vyssi vytézky nez jiné
metody a lepsi reprodukovatelnost. Na zékladé vysledkiit NTA analyzy provedenou autory
¢lanku byl v této diplomové praci vyuzit PEG8000 s findlni koncentraci 10 %, pomoci kter¢ho
byl oproti ostatnim testovanym koncentracim vyizolovan nejvyssi pocet Castic. Peleta byla
rozpousténa v 0,9% roztoku NaCl. NaCl je na rozdil od roztoku PBS dobfie rozpustny ve vodé
a neformuje se do nano- az mikrokrystalkd, které mohou byt detekovany metodou NTA

spolecné s sEV, a zkreslovat tak vysledky méfeni.

Ve zkumavce s maximalnim objemem 650 ul bylo smichano 440 ul zpracované plasmy
s 146,7 ul 40% PEG8000. Smés byla v ruce jemné protfepana, aby bylo docileno plného
promichani. Vzorky byly nésledné¢ umistény do lednice na HulaMixer™ a toceny pfes noc

pti 4 °C.

Dalsi den byl vzorek stocen 3000 g/20 min/4 °C. Po stoceni byl ziskan precipitat
obsahujici sSEV/PEG/proteiny a plasma zbavena sEV. 100 ul plasmy bylo odebrano na kontrolu
ucinnosti PEG precipitace a zbytek supernatantu byl odstranén. Precipitit byl néasledné
rozpustén ve 420 ul 0,9% NaCl piedehratého na 37 °C. Rozpousténi probihalo v blocku
(Thermo shaker TC-100C) po dobu 50 minut pfi 37 °C a 900 RPM. Vzorek sEV
ve fyziologickém roztoku byl rozdélen na dv€ poloviny. Jedna polovina byla urcena
na ultracentrifugaci a druhd polovina byla rozdélena do nékolika aliquot podle naslednych
analyz: 200 ul na izolaci miRNA, 5 ul na méfeni NTA a 2,5 ul na stanoveni koncentrace

proteinti metodou BCA.
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4.3.3.  Ultracentrifugace

Vzhledem k vysokému mnozstvi proteini ve vzorku sEV po PEG8000 izolaci bylo
nutné pfed naslednymi proteinovymi analyzami (ELISA, Luminex, western blot) tyto proteiny

odmyt pomoci ultracentrifugace.

Polypropylenova ultracentrifugaéni zkumavka s maximalnim objemem 14 ml
(Beckman coulter) byla naplnéna 12,5 ml 0,9% NaCl a nasledné¢ pievrstvena vzorkem
obsahujicim sEV/PEG/proteiny, rozpusténym ve 250 ul 0,9% NaCl. Zkumavky byly vyvazeny
na setiny gramu piidanim adekvatniho mnozstvi 0,9% NaCl a umistény do uzaviratelnych

kovovych zavést ur¢enych pro SW40Ti rotor.

Vzorky byly sta¢eny na 4 °C chlazené ultracentrifuze Optima L-100XP (Beckman
Coulter) pii primérném pietizeni 120 000 g po dobu 3,5 h. Po stoc¢eni byl supernatant odstranén
a peleta byla rozpusténa ve 250 ul 0,9% NacCl. 20 ul vzorku bylo pouzito na charakterizaci SEV
a zbytek byl uloZen do -80 °C na Luminex a ELISA analyzy, které nejsou souc¢asti diplomové

prace.

4.4. Stanoveni koncentrace proteinii — metoda BCA

Pro stanoveni koncentrace proteint byl pouzit komer¢ni kit ,,Pierce BCA Protein Assay
Kit*“ (Thermo SCIENTIFIC). Metoda pracuje na principu fotometrického méteni modro-
fialovych komplext sodné soli kyseliny bicinchoninové (BCA) s ionty Cu'”, které vznikaji
redukci Cu?* pii vazbé na protein, tzv. biuretické reakci. Mnozstvi téchto komplexa ptimo

umérné odpovida koncentraci proteind.

Do mikrotitra¢ni desticky byly napipetovany standardy hovéziho sérového albuminu
(BSA) dle rozpisu (tabulka 1) a vzorky 20x nafedéné destilovanou vodou v duplikatech.
Nasledné bylo do vSech jamek ptidano 100 ul pracovniho roztoku reagentti A a B smichaného
vpoméru 50:1. Pot¢ byla desticka vlozena do spektrofotometru VersaMax, kde byla
promichdna a nechala se inkubovat pii 37 °C 15 minut. Méfeni probéhlo pfi vinové délce 562
nm. Data byla vyhodnocena programem SoftMax Pro a nasledné dosazena do kalibra¢ni kiivky

ziskané méfenim standardu.
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BSA [ug] ddH 20 [ul] BSA (2ug/ul) [ul]
0

0 15

5 12,5 2.5
10 10 5
20 5 10

Tabulka 1: Rozpis redeni jednotlivych bodii standardu BSA

4.5. Charakterizace sEV

4.5.1. NTA analyza

Metoda NTA méfi pocet a velikosti nanocastic zastoupenych ve vzorku, a to v rozmezi
od 50 nm do 1 um. Vzorek je osvétlen svételnym paprskem, ktery je ¢asticemi daného vzorku
rozptylen a nasledné¢ shromazd’ovan optickym mikroskopem. Toto svétlo je vizualizovano
pfistrojem a zobrazovano jako svétlé body pohybujici se Brownovym pohybem. Pohyby ¢astic
jsou zaznamenavany v jednotlivych videosekvencich a vysledky méteni jsou zpracovavany
pomoci softwaru pro analyzu obrazu (Van Der Pol et al., 2010). Pro mé&teni NTA analyzy byly
pouzity sEV po PEG8000 izolaci rozpusténé ve 250 ul 0,9% NaCl. Analyza vSech vzorku byla
provedena na pfistroji NanoSight NS 3000 (Malvern Panalytical).

Ptistroj byl pied prvnim méfenim proplachnut fyziologickym roztokem. Pro vlastni
méteni byl pripraven 1 ml 1000x zifedéného roztoku sEV a po intenzivnim promichani byl
vzorek vpraven stfikackou do hadicky pfistroje tak, aby nevznikly bubliny. V programu byla
zvolena stala teplota 37 °C a rychlost infuze 50. Po zapnuti kamery se vyckalo na spravny proud
vzorku a zaostfil se obraz. Celkem byly zaznamenavany 4 videosekvence po 45 sekundach.
Po kazdém patém vzorku bylo potieba piistroj rozebrat, oplachnout destilovanou vodou a otfit

neprasnymi ubrousky.

4.5.2. Detekce povrchovych markeru

sEV maji dle dostupné literatury povrchové markery detekovatelné pomoci dvou metod,
nepfimo (ELISA, FACS) a pomoci elektroforetického rozdéleni proteinti (elektroforéza,
western blot). Analyza proteinli probihala v ramci této diplomové prace pomoci SDS-PAGE

elektroforézy a nasledného western blotu.
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4.5.2.1. SDS-PAGE Elektroforéza

Elektroforetickd metoda pracuje na principu separace proteinli na zakladé jejich
molekulové hmotnosti v polyakrylamidovém gelu za ptitomnosti SDS. SDS proteiny obaluje,
a zajist'uje tak jejich zaporny naboj. V piitomnosti elektrického proudu putuji zadporné nabité
proteiny smérem k anodé rychlosti zavislé na jejich velikosti. Mensi proteiny se v gelu pohybuji
rychleji nez proteiny s delSim polypeptidovym fetézcem, a dochdzi tak k jejich rozdéleni.

Koncentrace polyakrylamidového gelu je ur¢ovana podle velikosti zkoumanych proteint.

K elektroforéze byla pouzita aparatura Mini PROTEAN Tetra Cell (Biorad).
Do sestavenych skel na SDS Page elektroforézu byl nalit 12% rozd¢lovaci gel, ktery byl
pro zarovnani prelity isopropanolem a ponechan 20 minut zatuhnout. Poté byl isopropanol slit
a 12% gel byl pfevrstven 5% zaostfovacim gelem, do kterého byl vloZen hiebinek s 10 jamkami

a Sitkou 1 mm.

Vzorky izolovanych sEV byly smichdny s 5x SDS a nechaly se povafit pii 95 °C

po dobu 10 minut. NanaSeny byly v mnozstvi 21 ul/jamku.

Elektroforéza bézela 1h pii konstantnim napéti 130V v running pufru. K urceni velikosti

proteint byly pouzity 4 ul obarveného standardu PageRuler Plus ,,26619 “ (Thermo Fisher).

4.5.2.2. Western Blot

Pro detekci proteinti pomoci protilatek je nezbytny transfer proteinii na membranu.
Vzhledem k mal¢ velikosti detekovanych proteinti byl pouzit polosuchy western blot (Biorad),

ktery umoznuje diky své ploSe pfenos z vice gelll najednou.

Po dokonceni elektroforézy byl gel ofiznut podle pozadované velkosti sledovanych
proteint (17-36 kDa) a vlozen na 15 minut do blotovaciho pufru na ekvilibraci. Proteiny byly
pieneseny na nitrocelul6zovou membranu (Amersham Hybond ECL, Life Science) pii napéti
16 V a proudu 2 mA na lcm? membrany po dobu 2 hodin. K blotovani byla pouzita aparatura

Trans-blot SD semi-dry transfer cell (BIO-RAD).

Po dokonceni western blotu byla membrana obarvena v roztoku Ponceau S pro primarni
kontrolu ptfenosu proteinti. Nasledn€ byla membrana 1x promyta v roztoku TBS a skalpelem
rozfiznuta na pozadované ¢asti urcené k nasledné inkubaci v danych protilatkach. Poté byly
membrany v TBS kompletné odmyty od barveni Ponceau S a blokovany v roztoku 5% BSA
po dobu 1 hodiny. Nasledovalo promyti membran v TBS.
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Inkubace membrany s primarnimi protilatkami CD9 a CDS81 probihala pfes noc

pti pokojové teploté. Protilatky byly natedény v roztoku 2,5% BSA s TBS v poméru 1:200.

Nasledujici den byla membrana 3x promyta v TBS a inkubovana po dobu 1 hodiny
se sekundarni protilatkou v roztoku 2,5% BSA s TBS v poméru 1:5000. Poté byla membrana
opét 3x promyta v TBS. Pro vyvolani membrany chemiluminiscen¢ni metodou byl pouzit
komer¢ni kit ,, Pierce ECL Western Blotting Substrate” (Thermo Scientific) a pfistroj
ChemiDoc™ MP Imaging System (BIO-RAD). Pfed vyvolanim byl na membranu napipetovan
roztok z ECL kitu (Solution 1 a Solution 2 vpoméru 1:1). Nasledn€¢ byly proteiny

vyzualizovany na zakladé chemiluminiscence.

4.6. miRNA analyza

4.6.1. Izolace miRNA

K izolaci miRNA z sEV byl pouzit komerc¢ni kit ,,7otal Exosome RNA and Protein
Isolation Kit* (Invitrogen) s drobnymi modifikacemi v postupu na zaklad¢ testovacich izolaci.
Pro ovéteni kvality izolace miRNA byl do denaturac¢niho roztoku izolacniho kitu ptidan Spike-
in mix (Qiagen): smés tii sekvenci (UniSp2, UniSp4, UniSp5) odlisSnych od endogennich
miRNA.

Pred zacatkem izolace miRNA z sEV bylo nutné smichat denaturac¢ni ¢inidlo s beta-ME
(findlni koncentrace 1% beta-ME) a rozpusténym Spike-in mixem v mnozstvi 5 ul na 1 ml
denatura¢niho ¢inidla. Vzorek 200 ul sEV byl smichan s 200 ul cerstvé piipravené¢ho

denatura¢niho ¢inidla a po vortexovani inkubovan 5 minut na ledg.

Denaturovany vzorek byl nasledné smichan s kyselym fenol chloroformem v poméru
1:1 a 1 minutu intenzivné vortexovan. Po stoceni vzorku na 12 000 g/5 min doslo k rozdéleni
frakei na spodni vrstvu fenolu, stfedni vrstvu proteinti a horni vodnou frakci, ktera byla
odebrana k ndslednému zpracovani. Pfesny objem vodni frakce byl smichan s 1,25nasobkem
100% ethanolu a pfenesen do izolacni kolony. Po stoc¢eni 10 000 g/30 s/25 °C byl jednou
protoceny vzorek pies kolonu opétovné napipetovan do kolony. Po dvojim stoceni byl vzorek

vyhozen do opadu.

Nasledné byla kolona za pouziti centrifugy postupné proplachnuta 1x 700ul Wash

Solution 1 a 2x 500 ul Wash Solution 2/3 se stejnym postupem centrifugace
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10 000 g/30 s/ 25°C. Po poslednim promyti byla prazdné kolona stocena 2 min, aby jeji obsah

co nejvice vyschl.

Kolony byly pfemistény do novych sbérnych zkumavek. Na cartridge kolony bylo
napipetovano 50 ul Elution Solution pfedehratého na 95 °C. Vzorky byly ponechany 3 minuty
odstat a nasledné byly sto¢eny na 10 000 g/60 s. Eluat byl opakované napipetovan na cartridge
a znovu stocen na 10 000 g/2 min. miRNA byla skladovéana v -80 °C.

4.6.2. Reverzni transkripce (RT)

Pro ptfepsani miRNA do ¢cDNA byl vyuzit komeréni kit ,,miRCURY LNA RT Kit*
(QIAGEN) a pfistroj ,,2720 Thermal Cycler (APPLIED BIOSY STEMS)“. Pro kontrolu kvality
RT je vyuzit spike SP6, ktery je obsazen v kitu.

Pouzity byly tenkosténné PCR zkumavky velikosti 0,2 ml. Master mix byl namichén
dle tabulky 2. Do kazdé zkumavky bylo pfiddno 18 ul master mixu a 2 ul 100% eluatu
vyizolované miRNA. Se vzorky se pracovalo na ledu. Po vortexovani a stofeni na stolni
centrifuze nasledovala reverzni transkripce, kterd probihala dle nasledujiciho programu:

60 minut pfi 42 °C a denaturace 5 minut pii 95°C.

20 ul cDNA bylo nasledné rozdéleno: 1,3 ul bylo vyuzito na testovani hemolyzy

a kontrolu RT ve vzorku a 18,7 ul se pouzilo na analyzu miRNA pomoci focus panelu.

Master mix na 1vzorek [ull]:

5x miRCURY RT buffer 4

10x miRCURY RT enzyme mix 2

UniSP6 RNA spike-in 1

ddH20 11
Celkem 18

Tabulka 2: Slozeni mastermixu na RT
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4.6.3. Kvantitativni polymerazova retézova reakce qPCR

(real-time PCR)

Tato metoda umoziuje amplifikaci sledovaného genu, ktera je zaznamendvéana
v redlném case. Ke sledovani amplifikace dochdzi pomoci fluorescencniho signalu, ktery je
emitovan interkalacnim barvivem SYBR Green po jeho navazani na dvoufetézcovou DNA
daného PCR produktu. Intenzita svételného signdlu je pfimo umérna kvantit¢ dsDNA
polymerizované pti PCR reakci a je zaznamenavana termocyklérem. Data jsou vyhodnocovéana
pomoci softwaru, ktery definuje tzv. prahové cykly PCR produkti (,treshold cycle”, Ct).

Cim vice templatu se ve vzorku vyskytuje, tim mensi bude Ct produktu.

Metoda qPCR byla pouZita pro vyhodnocovani stupné hemolyzy u jednotlivych vzorki
a k analyze souboru miRNA obsazenych v sEV. Pro jeji provedeni byl vyuzit komeréni kit

,»MIRCURY SYBR Green PCR Kit“ (QIAGEN).

Kratce pfed qPCR reakei byl smichan miRCURY SYBR Green a Rox v poméru 100:1.

4.6.3.1. qPCR - hodnoceni hemolyzy a reverzni transkripce

K hodnoceni hemolyzy pomoci metody qPCR byly vyuzity komer¢ni LNA primery
miR-451-a, miR-23a-3p a Uni SP6 (QIAGEN).

cDNA z reverzni transkripce byla 11x nafedéna destilovanou vodou a mastermix byl
namichan dle rozpisu (tabulka 3). Pomoci automatické pipety byly do 96 jamkové desticky
pipetovany 2 ul 11x nafedéné cDNA a 8 ul mastermixt. Desti¢ka byla ptekryta folii a stocena
v centrifuze na 1000 g/1 min/25 °C. Méteni probihalo v pfistroji Abi7500 Real-Time PCR
System, APPLIED BIOSYSTEMS.

Master mix na 1jamku [ul]:

miRCURY SYBR Green + ROX 5,05

LNA primery 0,5

ddH20 2,45
Celkem 8

Tabulka 3: Slozeni PCR mastermixu na jednotlivé reakce
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4.6.3.2. qPCR - focus panely

K analyze souboru miRNA obsazenych v sEV byl vyuzit ,,focus panel* (miRCURY LNA
miRNA Focus PCR Panels — YAHS-216Z2C-4, QIAGEN). Jedna se 0 96 jamkovou PCR desticku
s predvyplnénymi jamickami s konkrétnimi LNA primery (obrazek 1).

A hsa-let-7a- hsa-let-7b-  hsa-let-7c-  hsa-let-7f- hsa-let-7g- hsa-miR-1- hsa-miR-100- hsa-miR-101- hsa-miR- h T hsa-miR-122- hsa-miR-122-
sa-miR-
5p 5p 5p 5p 5p 3p 5p 3p 106b-5p 3p 5p
B hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR-  hsa-miR-126- hsa-miR-126- hsa-miR-142- hsa-miR-142- hsa-miR-143- hsa-miR-145- hsa-miR-145- hsa-miR- hsa-miR-
125a-5p 125b-5p 1260a 3p 5p 3p 5p 3p 3p 5p 146a-5p 148a-3p
C hsa-miR-  hsa-miR-155- hsa-miR-15a- hsa-miR-16- hsa-miR-17- hsa-miR-192- hsa-miR-192- hsa-miR-194- hsa-miR-195- hsa-miR- hsa-miR-  hsa-miR-19a-

148b-3p 5p 5p 5p 5p 3p 5p 5p 5p 199a-3p 199a-5p 3p

hsa-miR-19b- hsa-miR-  hsa-miR-20a- hsa-miR-214- hsa-miR-21- hsa-miR-221- hsa-miR-222- hsa-miR-223- hsa-miR-22- hsa-miR-224- hsa-miR-22- hsa-miR-23a-

3p 200b-3p 5p 3p 5p 3p 3p 3p 3p 5p 5p 3p
E hsa-miR-23b- hsa-miR-24- hsa-miR-26a- hsa-miR-26b- hsa-miR-27a- hsa-miR-27b- hsa-miR-29a- hsa-miR-29a- hsa-miR-29b- hsa-miR-29¢- hsa-miR-30a- hsa-miR-30b-
3p 3p 5p 5p 3p 3p 3p S5p 3p 3p 5p 5p
F hsa-miR-30c- hsa-miR-30d- hsa-miR-30e- hsa-miR-  hsa-miR-34a- hsa-miR-34a- hsa-miR-424- hsa-miR- hsa-miR- h TS5 hsa-miR- hsa-miR-
sa-miR-
5p 5p 5p 3183 3p S5p 5p 151a-5p 3663-3p 3907 4286
G hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR-  hsa-miR-92a- hsa-miR-93- h IRIO10 hsa-miR-99a-
sa-miR-
4291 4301 4454 4516 451a 5100 5701 664b-3p 3p Sp
cel-miR-39- cel-miR-39- SNORD44 SNORD38B SNORD49A U6 snRNA . ) X i . )
H UniSp2 UniSp4 UniSp5 UniSp6 UniSp3 IPC  UniSp3 IPC
3p 3p (hsa) (hsa) (hsa) (v2)

Obrazek 7: Rozpis LNA primerii ve focus panelu

Netfedény vzorek cDNA z RT byl smichdn s miRCURY SYBR Green a ddH20 dle
rozpisu (tabulka 4) a vznikly roztok byl napipetovan pomoci automatické pipety po 10 ul
do jednotlivych jamek focus panelu. Na jeden focus panel byl pipetovan vzdy roztok jednoho
vzorku. Panely byly pfikryty folii, stoceny 1000 g/1 min a méfeny v pfistroji 4bi7500 Real-
Time PCR System, APPLIED BIOSYSTEMS.

gPCR roztok na 100 jamek [ul]:
cDNA templat 18
miRCURY SYBR Green + ROX 505
ddH20 477
Celkem 1000

Tabulka 4: Slozeni gPCR roztoku na jeden focus panel
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4.7. Vyhodnocovani

4.7.1.  Metodika zpracovani qPCR dat

qPCR data (CT treshold = 0,2) ze vSech focus panelt byla nahrana na webovy portél
QIAGEN Gene globe. Na zakladé¢ UniSP3, kterd je soucasti kazdého focus panelu, byly
hodnoty Ct automaticky korigovany mezi vSemi platy. Aplikace po oznaceni pouzitych spike
kontrol a specifickych miRNA umozinuje prehledny graficky vystup a kontrolu, napf. i€¢innost
izolace miRNA z sEV (UniSP2, UniSP4 a UniSP5) a miru hemolyzy. Nasledna prace s daty
byla provedena pomoci softwarit GenEx (normalizace) a GraphPad Prism 9.4 (statistické

a grafické vyhodnocent).

4.7.2. Normalizace

Pro normalizaci Ct jednotlivych miRNA mezi vzorky nelze pouzit klasickou
normalizaci pouzivanou u bunécnych vzorkl z diivodu absence normalizac¢nich gend v sEV.
Pro vyhodnoceni byly proto pouzity dvé normalizace a vysledky nasledné srovnany. Prvni
normalizace je na zdkladé Norm Finder, ktery vybere vhodné miRNA. V nasem ptipad¢ bylo
pouzito 5 miRNA (126-3p, 148b-3p, 21-5p, 222-3p, 23a-3p). Tato normalizace je
v nasledujicim textu oznacovana jako ,,normalizace 1. Druhy typ normalizace byl na zaklad¢
pruméru vSech Ct mensich nez 38 a je znacen ,,normalizace II*. Podminkou je srovnatelny
primér Ct u vSech skupin porovnavanych mezi sebou. Oba typy normalizace byly zpracovany

v softwaru GenEx.

4.7.3.  Statistické vyhodnoceni

Pted vlastni statistickou analyzou byla data podrobena testu normality a byly odstranény
odlehlé hodnoty (Q = 0,1 %) (GraphPad Prism 9.2). Jelikoz ne vSechna data méla normalni
rozdéleni, byly nésledné testy provedeny neparametricky. Vysledna analyza vychazela z dat

po normalizaci 2-4¢t,

Pro srovnani souboru dat mezi podminkami DO a D3 v ramci stejnych subjektti (hubeni
nebo obézni) byl pouzit parovy Multiple Wilcoxon test, zatimco pifi srovnani souboru dat
mezi hubenymi a obéznimi v rdmci DO nebo D3 podminek byl pouZit neparovy Multiple Mann-

Whitney test.
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Mira signifikance byla stanovena na zaklad¢ p hodnoty (p < 0,05 = * p < 0,01 = **
ap < 0,001 = ***), U soubort s vy$§im poctem analyzovanych genii/miRNA mutize dochazet
k vyskytu falesné pozitivnich nalezt (False Discovery Rate = FDR). FDR byla stanovena
na zaklad¢ g hodnoty = 10 %.

4.8. Material a roztoky

10x Tris/Glycin: 30,3 g Tris, 144 g Glycin, doplnéno dH>0 do 11

Blotovaci puftr: 150 ml methanolu, 750 ml dH>O, 100 ml 10x Tris/Glycin

Fyziologicky roztok: 0,9% NaCl, filtrace ptes 0,2 um filtr (Corning, katalogové ¢islo: 431229)

PEG8000: 40% PEG8000 v dH>0, filtrace ptes 0,2 um filtr (Corning, katalogové ¢islo: 431229)

Priméarni protilatky:

Anti-CD9: mouse monoclonal IgG anti-CD9 (Santa Cruz, katalogové Cislo: sc-59140)

Anti-CD81: mouse monoclonal IgG anti-CD81 (Santa Cruz, katalogové Ccislo:

sc-166029)

Running pufr (10x): 30,3 g Tris, 144 g Glycin, 10 g SDS, doplnéno dH»0 do 11

Sekundarni protilatky: goat anti-mouse IgG-HRP (Santa Cruz, katalogové ¢islo: sc-2005)

Separaéni gel (12%): 3,3 ml ddH>O, 4 ml 30% akrylamid, 2,5 ml 1,5 M Tris (pH 8,8),
100 ul 10% SDS, 100 ul 10% amonium persulfat, 4 ul TEMED (tetrametyletylendiamin)

TBS: 0,1% Tween v PBS

Zaostiovaci gel (5%): 2,1 ml ddH>O, 0,5 ml 30% akrylamid, 380 ul 1,0 M Tris (pH 6,8),
30 ul 10% SDS, 30 ul 10% amonium persulfat, 3 ul TEMED (tetrametyletylendiamin)
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5.VYSLEDKY

5.1. Selekce vzorku

5.1.1. Optické zhodnoceni

Vzorky byly opticky vyhodnocovany jako Zluté, rizové a Cervené. Vytazeny byly
subjekty, které mély viditelné rizoveé ¢i Cervené zbarvené vzorky plasmy z obou podminek.
Tomuto kritériu odpovidal 1 subjekt ze skupiny obéznich. Z ptivodniho poctu vzorki tedy
proslo optickou selekci 32 vzorkll ze skupiny obéznich (16x D0 a 16x D3) a 44 ze skupiny
hubenych (22x D0 a 22x D3) (tabulka 5).

5.1.2.  Spektrofotometricka selekce

Spektrofotometrickym méfenim byly jako hemolytické vzorky s koncentraci
hemoglobinu nad 0,5 g/l vyhodnoceny 3 vzorky ze skupiny obéznich (2x DO, 1x D3) a 9 vzorka
ze skupiny hubenych (2x DO, 7x D3). Z ptvodniho poc¢tu subjektii tedy proslo dosavadni
selekci 29 vzorki ze skupiny obéznich (15x DO a 14x D3) a 33 vzorki ze skupiny hubenych
(20x DO a 13x D3) (tabulka 5).

5.1.3.  Detekce hemolyzy metodou qPCR

Tteti krok selekce probihal metodou qPCR, pomoci které byl méfen rozdil Ct dvou
miRNA, miR-451a a miR-23a-3p. Vzorky srozdilem vétsim nez 7 byly vyhodnoceny
jako hemolytické a byly vylouceny. Vyrazeny byly celkem 2 vzorky ze skupiny obéznich (2x
DO0) a 6 vzorkl ze skupiny hubenych (3x DO, 3x D3).

Do analyzy miRNA profilu sEV pomoci focus panelti bylo vybrano ze skupiny obéznich
celkem 27 vzorkt, z toho 13x DO a 14x D3. Ze skupiny hubenych bylo jako nehemolytickych
oznaceno celkem 27 vzorktl, z toho 17x DO a 10x D3 (tabulka 5). Pro srovnavani profilu
miRNA u obéznich vs. hubenych subjektli v bazdlni podmince tedy bylo mozné pouzit
13 vzorkl ze skupiny obézni a 17 vzorkli ze skupiny hubeni. Pro parové srovnavani efektu
hladovéni vyhovovalo 12 vzorkl ze skupiny obéznich subjektti a 10 ze skupiny hubenych

(tabulka 6).
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e po selekci
Fel e il optické spektrofotometrické | metodou gPCR
DO 17 16 15 13
obézni s 17 16 14 14
DO 22 22 20 17
hubeni  h4 22 22 13 10

Tabulka 5: Vysledky selekce vzorkit na zaklade detekcnich metod hemolyzy

obézni vs hubeni (D0) 13x DO obézni vs. 17x DO hubeni
.. 12x DO obézni VS. 12x D3 obézni
efekt hladovéni DO vs D3 10x DO hubeni Vs. 10x D3 hubeni

Tabulka 6: Zastoupeni jednotlivych vzorkii v porovndavanych skupindach

5.2. Méreni NTA

U vybranych vzorka byla nasledné provedena analyza velikosti SEV (obrazek 8)
a na zaklade€ poctu sEV v méfeném vzorku stanovena jejich koncentrace v plasmé u hubenych

a obéznich subjektli v obou sledovanych podminkach DO a D3.

Koncentrace sEV v plasmé u obou porovnavanych skupin (hubeni a obézni)
se za bazalnich podminek nelisi. Po 60h hladovéni je z grafu patrné ur€itd zména, kterd se vSak
neprojevuje jednoznacnym zvySenim koncentrace sEV, ale pouze vétsim rozptylem hodnot.
Na zéklad¢ ziskanych dat nebyly nalezeny Zadné statisticky vyznamné rozdily v koncentraci

sEV v plasmé¢ v dasledku hladovéni u Zadné z testovanych skupin (obrazek 9A).

Naopak analyza zastoupeni velikosti sEV odhalila u skupiny hubenych subjektii
statisticky vyznamné zmenSeni velikosti sEV v disledku hladovéni. Podobny efekt nebyl
u skupiny obéznich pozorovan. Srovnani velikosti SEV mezi skupinami nevykazoval statisticky

vyznamné zmény ani v jedné testované podmince DO a D3 (obrazek 9B).
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Obrazek 8: Reprezentativni graficky vystup z méreni velikosti sEV metodou NTA
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Obrazek 9: Vysledky mereni NTA u obéznich a hubenych subjektii v podminkdach DO a D3. Obrazek A
reprezentuje koncentrace nanocastic zastoupenych v 1 ml plasmy. Obrazek B zndzornuje jejich velikosti
(mode). Bazalni podminka D0 je znacena cernymi sloupci, podminka hladovéni D3 je reprezentovana

sloupcem bilym. K porovnavani hodnot byla pouzZita metoda t-testu.

44



5.3. Charakterizace sEV na zakladé povrchovych markeri

Hlavni slozku sEV tvofi exosomy, charakterizované jak na zikladé velikosti
(40-150 nm), tak 1 na zdklad¢ piitomnosti specifickych povrchovych proteinii z rodiny

tetraspaninti CD9 a CD81.

Pomoci WB byla analyzovana plasma 10x fedénd v 0,9% NaCl, plasma po PEG8000
precipitact 10x ftedéna v 0,9% NaCl a sEV po PEGS8000 precipitaci s naslednou
ultracentrifugaci. Material, ktery obsahoval PEG8000 nebyl vhodny pro elektroforézu, proto
se pouzil az vzorek precistény ultracentrifugaci. Ani plasma po PEG izolaci nemé idealni
vlastnosti, coz se po obarevni membrany projevilo roztaZzenim signalu (obrazek 10).
Z ptilozenych obrazki je patrna detekce obou markert exosomtt CD9 1 CD81 ve vzorku plné
plasmy a izolovanych SEV po ultracentrifugaci. Absence markeri exosomi v plasmé
po PEG8000 precipitaci prokazala ucinnost izolace exosoml z plasmy pomoci PEG8000

(obrazek 11).

28 kDa —

Obrazek 10: Kontrolni obarveni membrany roztokem Ponceau S

CD9 p P.  UC CD81 p P-  UC

e ! _ ‘ 28 kDa - . >
- .

28 kDa

Obrazek 11: Reprezentativni vystup detekce povrchového proteinu CD9 a CD81 u vzorku plasmy (P),
plasmy zbavené sEV(P-) a ultracentrifugovaneho vzorku sEV (UC). Velikost proteinu CD9 se pohybuje
okolo 22-27 kDa, protein CD81 ma rovnez velikost 22-27 kDa.
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5.4. Analyza zmény miRNA zastoupeni v sEV v disledku
dietni intervence

5.4.1. Optimalizace izolace miRNA

Pied praci se vzorky z klinické studie a analyzou na ,,focus panelu® byly provedeny
testy jednotlivych kitii a fedéni kviili moznému inhibi¢nimu efektu roztokt od riznych vyrobci
kitd. Srovndvany byly vytézky izolované miRNA jednokolonovou metodou izolace a izolace
ptes dvé kolony, déle pak rtizné fedéni vzorku izolované miRNA do reverzni transkripce (50%
a 25%) a rizna fedéni vzorki cDNA pro qPCR (11x a 22x). Vytézky izolované miRNA byly
porovnavany na zaklad¢ Ct miRNA24-3p a miRNA16-5p (tabulka 7).

. fedéni primeér Ct prumér Ct
| . (il @i . fredl @i
typizolace | prpcr | mir2a-3p |l change | | ipqg.5p | fOd change
50% / 11x 29.44 1,00 25.51 1,00
i ednokolonov
_‘ol::e :\:‘:Xa 50% / 22x 30,31 0.55 26,58 0.48
12 SE\', 21 25%/ 11x 30.61 0.44 26.43 0.53
25% / 22x 32.01 0.17 27.53 0.25
Svoukolonova |22/ 11X 30.16 0,60 2631 0,58
_ ol:;?ﬂf::ﬁ‘: 50% / 22x 31,30 0,28 27.39 0.27
12 i\'/ 21 25%/ 11x 31.40 0.26 27.43 027
25% /22x 32.30 0.14 2835 0.14

Tabulka 7: Srovnani vytézku miRNA z sEV. Hodnoty fold change (ndsobné zmeny rozdilu A Ct) jsou

vztazeny k prvnimu vzorku ve sloupci.

Z uvedenych hodnot bylo konstatovano, ze nedochdzi k inhibici RNA eluatem v RT
a ze izolace miRNA z sEV pomoci jedné kolony byla v priméru 1,73x vyssi nez izolace

miRNA z sEV ptes dvé kolony (tabulka 8).

Na zédklad¢ vystupii této optimalizace byla pouzita jednokolonova izolace miRNA, eluét
miRNA byl do reverzni transkripce fedén na finalni koncentraci 50 % a cDNA byla do qPCR

fedéna 11x.
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miR24 miR16
T jednokolonova | jednokolonova
redeni Vs s
RT/qPCR dvoukolonova | dvoukolonova
izolace izolace
50% / 11x 1,66 1,74
50% / 22x 1,99 1,76
25%/11x 1,73 2,00
25% / 22x 1,22 1,76
[ primer | 165 181 |
| celkovy primér | 1,73 |

Tabulka 8: Srovnani vytézku miRNA z sEV. Uvedené hodnoty reprezentuji pomér hodnot ,,fold change

uvedenych v tabulce 7 za prislusnych podminek charakterizovanych prvnim sloupci

5.4.2. Analyza miRNA profilu v sEV

5.4.2.1. Srovnani miRNA exprese v SEV mezi skupinou hubeni a

obézni v bazalni podmince D0

Porovnavany byly exprese jednotlivych miRNA u hubenych a obéznich v bazalni
podmince DO0. Vysledky ziskané pomoci normalizace I vykazuji 19 riznych miRNA, které
se v této podmince svou expresi signifikantné 1i§1 mezi skupinou hubenych a obéznich subjekti.
Po korekci na mnohonasobné testovani pomoci FDR (q= 10 %) vychézi z tohoto souboru pouze
8 miRNA signifikantné rozdilnych. Na zéklad¢ srovnani hodnot ziskanych normalizaci II bylo
stanoveno 19 rtiznych miRNA liSicich se v této podmince mezi skupinami. Po FDR korekci

(q =10 %) klesne pocet miRNA z tohoto souboru na 3 miRNA.

Prinikem obou normalizaci po FDR korekci jsou 3 miRNA. Jedna se o Asa-miR-17-5p,

hsa-miR-20a-5p a hsa-let-7b-5p (tabulka 9 a obrazek 12+13).
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normalizacel : normalizacel |l :

miRNA |  fold change miRNA |  fold change
P hodnota< 0,001 (***) P hodnota< 0,001 (***)
hsa-miR-17-5p 0,69 hsa-miR-17-5p 0,72
hsa-miR-20a-5p 0,67 hsa-miR-20a-5p 0,70
P hodnota < 0,01 (**) P hodnota < 0,01 (**)
hsa-let-7a-5p 0,77 hsa-let-7b-5p 0,70
hsa-let-7b-5p 0,66 hsa-miR-93-5p 0,82
hsa-miR-107 0,79 P hodnota < 0,05 (*)
hsa-miR-151a-5p 0,75 hsa-let-7a-5p 0,81
P hodnota < 0,05 (*) hsa-let-7¢-5p 0,80
hsa-let-7¢c-5p 0,77 hsa-miR-107 0,82
hsa-let-7f-5p 0,73 hsa-miR-122-5p 2,16
hsa-miR-1-3p 0,62 hsa-miR-125a-5p 1,28
hsa-miR-126-5p 1,13 hsa-miR-126-5p 1,21
hsa-miR-142-3p 0,77 hsa-miR-222-3p 1,18
hsa-miR-22-3p 1,39 hsa-miR-22-3p 1,48
hsa-miR-224-5p 0,52 hsa-miR-224-5p 0,54
hsa-miR-24-3p 1,18 hsa-miR-24-3p 1,26
hsa-miR-26a-5p 0,78 hsa-miR-26a-5p 0,81
hsa-miR-26b-5p 0,76 hsa-miR-26b-5p 0,79
hsa-miR-27b-3p 1,19 hsa-miR-27b-3p 1,25
hsa-miR-30b-5p 0,83 hsa-miR-30e-5p 1,14
hsa-miR-93-5p 0,78 hsa-miR-151a-5p 0,79

Tabulka 9: Seznam miRNA v izolovanych sEV s odliSnou expresi mezi skupinou hubeni a obézni
v bazalni podmince (D0). Tucné jsou oznaceny miRNA, které jsou FDR (q = 10 %) signifikantni. Modré
oznaceni znaci prunik jednotlivych miRNA vyhodnocenych v obou normalizacich. Exprese miRNA
u hubenych subjektii je vztazena k hodnoté 1. Uvedené hodnoty fold change predstavuji nasobnou zménu

exprese miRNA obéznich subjektii vztazenou ke skupiné hubenych subjektii.
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Obrazek 10: Signifikantni zmény miRNA exprese v izolovanych sEV — srovnani hubeni vs. obézni
v bazalni podmince (D0). Normalizace I, FDR (q = 10 %). Bilé sloupce reprezentuji expresi miRNA

u hubenych subjektit vztazenou k hodnoté 1, cerné sloupce znaci nasobnou zménu miRNA exprese

obéznich subjektii vztazenou ke skupiné hubenych subjektii.
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Obrazek 11: Signifikantni zmény miRNA exprese v izolovanych sEV — srovnani hubeni vs. obézni
v bazalni podmince (D0). Normalizace II, FDR (q = 10 %). Bilé sloupce reprezentuji expresi miRNA

u hubenych subjektii vztazenou k hodnoté 1, cerné sloupce znaci ndasobnou zmeénu miRNA exprese

obéznich subjektit vztazenou ke skupiné hubenych subjektil.
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5.4.2.2. Srovnani miRNA exprese v sEV po 60h hladovéni mezi

skupinou hubeni a obézni

Porovnavany byly exprese jednotlivych miRNA u hubenych a obéznich v podmince
po 60h hladovéni (D3). Na zéklad€ normalizace I bylo odhaleno 10 miRNA s odlisnou expresi
po 60h hladovéni mezi skupinou hubenych a obéznich subjektl. Po korekci na mnohonasobné
testovani FDR (q = 10 %) byl pocet miRNA se signifikantni zménou sniZen na 1 miRNA.
Normalizace II odhalila 9 miRNA s odliSnou expresi, nicméné FDR korekce (q = 10 %) snizila

tento pocet na 2 miRNA.

Priinikem obou normalizaci po FDR korekci je 1 miRNA. Jednd se o hsa-miR-17-5p
(tabulka 10 a obrazek 14).

normalizacel : normalizacell:
miRNA |  fold change miRNA |  fold change
P hodnota < 0,001 (***) P hodnota < 0,01 (**)

hsa-miR-17-5p | 0,71 hsa-miR-107 0,80

P hodnota < 0,01 (**) hsa-miR-17-5p 0,70

hsa-miR-20a-5p | 0,71 hsa-miR-20a-5p 0,71

P hodnota < 0,05 (*) P hodnota < 0,05 (*)

hsa-let-7c-5p 0,74 hsa-let-7¢c-5p 0,73

hsa-miR-107 0,81 hsa-miR-1260a 1,51

hsa-miR-1260a 1,50 hsa-miR-224-5p 0,47

hsa-miR-126-5p 1,18 hsa-miR-26b-5p 0,74

hsa-miR-148b-3p 1,10 hsa-miR-30e-5p 1,38

hsa-miR-224-5p 0,48 hsa-miR-151a-5p 0,78
hsa-miR-151a-5p 0,79
hsa-miR-4286 1,38

Tabulka 10: Seznam miRNA v izolovanych sEV s odlisnou expresi mezi skupinou hubeni a obézni
v podmince po 60h hladovéni (D3). Tucné jsou oznaceny miRNA, které jsou FDR (¢ = 10 %)
signifikantni. Modré oznaceni znaci prunik jednotlivych miRNA vyhodnocenych v obou normalizacich.
Exprese miRNA u hubenych subjektii je vztazena k hodnoté 1. Uvedené hodnoty fold change predstavuji

nasobnou zmenu exprese miRNA obéznich subjektii vztazenou ke skupiné hubenych subjektii.
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Obrazek 12: Signifikantni zmény miRNA exprese v izolovanych sEV — srovnani hubeni vs. obézni
v podmince po 60h hladoveni (D3). FDR (q = 10 %). Bilé sloupce reprezentuji expresi miRNA

u hubenych subjektit vztazenou k hodnoté 1, cerne sloupce znaci nasobnou zménu miRNA exprese

obéznich subjektii vztazenou ke skupiné hubenych subjektii.

5.4.2.3. Analyza zmény miRNA exprese v sEV v diisledku 60h hladovéni
bez ohledu na BMI

Vyhodnocovany byly rovnéz zmény exprese miRNA v reakci na 60h hladovéni
(podminka DO vs. D3), a to bez ohledu na BMI i jednotlivé ve skupinach hubeni a obézni.
Vysledky ziskané pomoci normalizace I vykazuji 11 nalezenych miRNA, které se v t€chto dvou
podminkdch svou expresi ve skupiné vSech subjektl signifikantn€ 1isi. Po korekci
na mnohondsobné testovani pomoci FDR (q = 10 %) vychazi z tohoto souboru pouze 2 miRNA
se signifikantn¢ rozdilnou expresi. Na zdklad€é srovnani hodnot ziskanych normalizaci II
bylo vyhodnoceno 12 riznych miRNA lisicich se v této skupiné mezi podminkami. Po FDR

korekei (q= 10 %) dojde k redukci na pouze 1 miRNA.

Priinikem obou normalizaci po FDR korekci je 1 miRNA, a to Asa-miR-21-5p (tabulka
11 a obrazek 15).
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normalizacel : normalizacell:

miRNA | fold change miRNA [ fold change
P hodnota < 0,001 (***) P hodnota < 0,001 (***)
hsa-miR-21-5p | 0,95 hsa-miR-21-5p | 0,93
P hodnota < 0,01 (**) P hodnota < 0,05 (*)

hsa-miR-126-5p 1,21 hsa-let-7b-5p 0,93
hsa-miR-24-3p 1,09 hsa-miR-101-3p 0,86
hsa-miR-27b-3p 1,19 hsa-miR-126-5p 1,18
hsa-miR-4291 1,09 hsa-miR-221-3p 1,08
P hodnota < 0,05 (*) hsa-miR-24-3p 1,07
hsa-miR-101-3p 0,89 hsa-miR-27a-3p 1,18
hsa-miR-221-3p 1,11 hsa-miR-27b-3p 1,15
hsa-miR-22-5p 1,19 hsa-miR-30d-5p 1,22
hsa-miR-27a-3p 1,22 hsa-miR-424-5p 0,87
hsa-miR-30d-5p 1,25 hsa-miR-4291 1,08
hsa-miR-5100 1,18 hsa-miR-5100 1,15

Tabulka 11: Seznam miRNA v izolovanych sEV s odlisnou expresi v podmince D0 vs. D3 ve skupine
vSech subjektii. Tucné jsou oznaceny miRNA, které jsou FDR (q = 10 %) signifikantni. Modré oznaceni
znaci prunik jednotlivych miRNA vyhodnocenych v obou normalizacich. Exprese miRNA viech subjektii
v podmince DO je vztazena k hodnote 1. Uvedené hodnoty fold change predstavuji nasobnou zménu

exprese miRNA vSech subjektii v podmince D3 vztazenou k podmince DO.
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Obrazek 13: Signifikantni zmény miRNA exprese v izolovanych sEV — srovnani podminky DO vs. D3
ve skupiné vsech subjektii. FDR (q = 10 %). Bilé sloupce reprezentuji expresi miRNA vsech subjektii
v podmince D0 vztazenou k hodnoté 1, cerné sloupce znaci ndsobnou zménu miRNA exprese vsech

subjektit v podmince D3 vztazenou k podmince DO.
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5.4.2.3.1. Analyza zmény miRNA exprese v dusledku 60h hladovéni ve

skupiné hubeni

Analyzou zmény exprese miRNA v ramci efektu 60h hladovéni (podminka DO vs. D3)
v podskupiné hubenych byly pfi normalizaci I nalezeny signifikantni zmény u 4 miRNA.
Nicméné ani jedna z téchto miRNA neprosla korekci FDR (q =10 %). Vysledky ziskané
normalizaci II vykazuji odliSnou expresi 1 miRNA, kterd taktéz neprosla korekci FDR

(q = 10 %) (tabulka 12).

normalizacel : normalizacell:
miRNA | fold change miRNA | fold change

P hodnota < 0,01 (**) P hodnota < 0,05 (*)

hsa-miR-21-5p | 0,93 hsa-miR-5100 | 1,82
P hodnota < 0,05 (*)

hsa-miR-125a-5p 1,20
hsa-miR-4291 1,42
hsa-miR-5100 1,87

Tabulka 12: Seznam miRNA v izolovanych sEV s odlisnou expresi v podmince D0 vs. D3 ve skupiné
hubeni. Tucné jsou oznaceny miRNA, které jsou FDR (q = 10 %) signifikantni. Modré oznaceni znaci
prunik jednotlivych miRNA vyhodnocenych v obou normalizacich. Exprese miRNA hubenych subjektit
v podmince DO je vztazena k hodnote 1. Uvedené hodnoty fold change predstavuji nasobnou zménu

exprese miRNA hubenych subjektii v podmince D3 vztazenou k podmince DO.

5.4.2.3.2. Analyza zmény miRNA exprese v dusledku 60h hladovéni ve
skupiné obézni

Analyza zmény miRNA profilu v rdmci efektu 60h hladovéni (podminka DO vs. D3)

probéhla rovnéz v podskupiné obéznich subjektl. Pfi normalizaci I bylo nalezeno 5 miRNA,

které se svou expresi mezi podminkami lisi. Vysledky ziskané normalizaci II vykazuji odliSnou

expresi u 6 miRNA. Nicméné ani jedna normalizace nevykazovala po FDR korekci

signifikantni zménu u Zadné z miRNA (tabulka 13).
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normalizacel : normalizacell:

miRNA | fold change miRNA | fold change
P hodnota < 0,05 (*) P hodnota < 0,01 (**)
hsa-miR-126-5p 1,21 hsa-miR-21-5p | 0,93
hsa-miR-17-5p 1,09 P hodnota < 0,05 (*)
hsa-miR-21-5p 0,95 hsa-miR-101-3p 0,86
hsa-miR-27a-3p 1,22 hsa-miR-195-5p 0,76
hsa-miR-27b-3p 1,19 hsa-miR-27a-3p 1,18
hsa-miR-27b-3p 1,15
hsa-miR-424-5p 0,87

Tabulka 13: Seznam miRNA v izolovanych sEV s odlisnou expresi v podmince D0 vs. D3 ve skupiné
obézni. Tucné jsou oznaceny miRNA, které jsou FDR (q = 10 %) signifikantni. Modré oznaceni znaci
prinik jednotliveich miRNA vyhodnocenych v obou normalizacich. Exprese miRNA obéznich subjektii
v podmince DO je vztazena k hodnoté 1. Uvedené hodnoty fold change predstavuji nasobnou zménu

exprese miRNA obéznich subjektit v podmince D3 vztazenou k podmince DO.

54



6. DISKUZE

Tato diplomova prace se vénuje zavedeni protokolu izolace sEV z lidské plasmy pomoci
PEG a ultracentrifugy pro klinickou studii ,,DELISA®“. Vzorky plasmy byly odebirany
od hubenych a obéznich Zen pted a po dietni intervenci 60 h hladovéni, kterou Zeny v ramci
této klinické studie podstoupily. Po izolaci SEV z plasmy probéhla charakterizace jejich
velikosti a koncentrace a byla sledovana pfitomnost jejich charakteristickych povrchovych
markerii. Nasledné probéhla izolace a analyza miRNA obsazené v sEV. Cilem bylo analyzovat
rozdily v miRNA obsahu sEV mezi skupinou hubenych a obéznich a zjistit, zda v disledku

dietni intervence 60 h hladovéni dochazi v sEV ke zméndm exprese miRNA.

6.1. Zavedeni protokolu izolace sEV z plasmy

Jak jiz bylo zminéno v literarnim uvodu, existuje vice zpusobu izolace sEV a i pfes
velkou pozornost, které se v posledni dobé extraceluldrnim vezikulam véetné exosomi dostava,
zatim nepanuje shoda na jedné standardizované metod¢. Nejhojnéji je v literatufe zminovana
a pouzivana metoda ultracentrifugace (Akbar et al., 2019; Ludwig et al., 2018; Théry et al.,
2006; Weng et al., 2016). V ramci této diplomové prace vsak byla k izolaci sEV z plasmy
pouzita metoda precipitace pomoci PEG. Jak na zaklad¢ literatury (Ludwig et al., 2018; Weng
et al., 2016), tak nasi zkuSenosti (data neprezentovéana) je totiz patrné, Ze ultracentrifugaci
dochazi k vyraznému poklesu vytézku sEV ve vzorku, a to az desetindsobnému. Tento efekt
je zpisoben vyssim poctem opakovaného staceni v prubéhu izolace. 1zolace sEV pomoci PEG

navic vykazuje lepsi reprodukovatelnost (Ludwig et al., 2018).

Uspé&snost nami zvolené metody izolace byla ovéfena méfenim velikosti a koncentrace
izolovanych castic ve vzorku a detekci specifickych povrchovych markerd CD9 a CD81
charakteristickych pro sEV. Na zdkladé¢ modu zmétenych velikosti ¢astic ve vzorcich, které
se pohybovaly od 76 do 150 nm, a potvrzeni pfitomnosti tetraspaninit CD9 a CD81 jsme

zéaroven dosli k zavéru, ze hlavni slozku sEV tvofi exosomy.

6.2. Optimalizace izolace miRNA z sEV

Komer¢ni kity na izolaci RNA, které jsou zalozené na kolonové metodé izolace,
vyuzivaji pro eluci miRNA obecné 2 kolony. Dle nami ziskanych dat ale pouziti 2 kolon

zvySuje ztratu vytéZzku. Vzhledem k tomu, Ze sEV neobsahuji pfemiru mRNA (Huang et al.,
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2013; Li et al., 2014; van Balkom et al., 2015) jsme tak pouzili pouze 1 kolonu, kterd svou
kapacitou pokryje jak mRNA, tak miRNA.

6.3. Méreni koncentrace a velikosti SEV

V ramci této diplomové prace nebyl v koncentracich SEV mezi hubenymi a obéznimi
subjekty nalezen rozdil. Obdobné vysledky byly publikovany ve studii (Mleczko et al., 2018),
ve které byly kizolaci SEV zplasmy a naslednému méfeni koncentrace vyuZzity metody
ultracentrifugace a NTA. V rozporu s tim Ize v literatufe najit nékolik studii, které vyhodnotily,
Ze obezita je asociovana se signifikantné zvySenou koncentraci EV v plasmé (Eguchi et al.,
2016; Murakami et al., 2007; Stepanian et al., 2013). V publikacich (Murakami et al., 2007,
Stepanian et al., 2013) k témto vysledktim dosly vyuzitim centrifugace s naslednou pritokovou
cytometrii, naopak autofi (Eguchi et al., 2016) pouzili metodu ultracentrifugace s naslednym
méfenim poctu Castic pomoci dynamického rozptylu svétla. VSechny zminéné studie byly
stejn¢ jako v pfipad¢ této prace provadény na lidskych subjektech, autoii (Eguchi et al., 2016)

své poznatky navic potvrdili i na mySich modelech.

Podle nasich vysledki nevedlo hladovéni k zadnym statisticky vyznamnym rozdilim
koncentraci SEV v plasmé¢ ani u jedné skupiny. Podobny zavér byl publikovdn ve studii
(Goichot et al., 2006), ktera uvadi, Ze koncentrace sEV neni asociovana s hladinami inzulinu,
leptinu ani metabolitli (cholesterol, triglyceridy, glukéza), které byly u hubenych a obéznich
zen namefeny. V rozporu s témito vysledky je studie (Heinrich et al., 2015), ve které autofi
publikovali, Ze koncentrace EV se méni v zavislosti na dietnich intervencich. Tato studie byla
provedena na potkanech dlouhodob¢ krmenych vysokotuc¢nou dietou, po které byla pozorovana
az 8x vyssi koncentrace plasmatickych EV spole¢né se zvySenou glykemii, ktera s po¢tem EV

korelovala.

Srovnanim velikosti SEV mezi skupinami nebyly pozorovany Zadné statisticky
vyznamné rozdily ani v jedné z testovanych podminek. Této problematice se vénovali 1 autofi
studie (Alvarado et al., 2019), ve které publikovali, Ze velikosti SEV obéznich subjekt byly
vétsi nez sEV subjektt hubenych, ackoliv tyto rozdily ve velikostech nebyly vyhodnoceny
jako statisticky vyznamné. Velikosti SEV namétfené v této studii (obézni 65.9+ 16.1 nm, hubeni
42.3 £10.7 nm) byly navic ve srovnani s naSimi vyrazné nizsi. K izolaci sEV byla ve zminéné
praci pouzita precipitace pomoci komeréniho reagentu a velikost ¢astic byla méfena pomoci

dynamického rozptylu svétla. Naopak mensi velikosti SEV u obéznich subjekti (116.7 + 9.1
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nm) ve srovnani s hubenymi (122.6 + 5 nm) byly pozorovany ve studii (Santamaria-Martos et
al., 2020), kde probéhla izolace sEV pomoci diferencidlni ultracentrifugace a velikosti ¢astic
byly méfeny metodou NTA. Rozdéleni velikosti Castic v této studii navic oproti naSim

vysledim vykazovalo vyssi pocet Castic vétSich nez 200 nm.

Zajimavym poznatkem tohoto méfeni vSak bylo vyznamné zmensSeni velikosti sEV
navozené 60 h hladovénim u hubenych subjektl, které u obézni skupiny pozorovano nebylo.
Tento jev by mohl souviset s metabolickou flexibilitou, tedy schopnosti metabolismu
pfizplisobit se na zménu dostupnych zivin, kterd je dle mnoha studii u obéznich jedincti znacné

snizena (Battaglia et al., 2012; Kelley et al., 1999; Olenick, 2017).

Nedostatkem nasi studie byl vétsi pocet vzorkt, které musely byt vylouCeny z analyzy

na zéklad¢ ptrekroceni miry hemolyzy.

6.4. Analyza souboru miRNA v sEV

Jako klicovy funkéni prvek v ramci mezibunééné signalizace prostiednictvim sEV je
povazovana miRNA, kterd ma regulacni roli v genové expresi (Zhang et al., 2015). Dostupna
literatura uvadi, Zze exprese miRNA je charakteristickd pro jednotlivé tkdn¢ a miize se liSit
v zavislosti na riznych fyziologickych a patofyziologickych podminkach (Ross a Davis, 2014;
Zhang et al., 2015).

Vramci analyzy miRNA exprese byly vtéto diplomové praci pouzity 2 typy
normalizaci, charakterizované v sekci metod. Uéelem normalizace je ziskat co nejspolehlivejsi
a nejreprodukovatelnéjsi vysledek, a volba vhodného normalizatoru je tudiz pro kvantifikaci
miRNA klicova. N¢které studie pouzivaji jako normalizator exogenni synteticky
oligonukleotid, jako je napfiklad cel-miR-39, UniSp2, UniSp4 nebo UniSp6. Stanovena
koncentrace téchto oligonukleotidl je pfidana do biologickych vzorkl a slouzi ke kontrole
RNA izolace a reverzni transkripce, nicméné k analyze exprese miRNA nejsou doporucovany.
Za vhodné referencnimi geny jsou povazovany endogenni miRNA, ackoliv standardizovana
normalizacni strategie zatim nebyla stanovena. Nej¢astéji pouzivané normalizace jsou zalozeny
na praméru vice miRNA. V experimentech, v nichz nejsou znamé zadné stabilni referenc¢ni
geny, se bézné¢ vyuzivd normalizace zalozend na zprimérované hodnot¢ Ct vSech
analyzovanych miRNA. Dal§si moznou normalizaci je vyuziti priméru hodnot Ct
nejstabilnéjsSich endogennich miRNA, které jsou identifikovany algoritmem specidlnich

programu (Faraldi et al., 2019). V této diplomové praci bylo v rdmci normalizace vyuzito obou
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zminénych pramért. Jako smérodatné jsme brali vysledky, které byly prinikem obou forem
normalizaci. Data vychazejici z obou normalizaci byla velmi podobnd. Pozorované rozdily
mezi vysledky jednotlivych normalizaci byly ¢asto dany nésledkem korekce na mnohonasobné
testovani. Nékteré miRNA totiz nebyly v radmci jedné normalizace po této korekci brany
v potaz, aCkoliv byly ptiivodné znaceny jako statisticky vyznamné. Statistika je rovnéz zatiZzena

tim, Ze diky redukci vzorkd po hemolyze neméame dostate¢né velké mnoZstvi subjekti.

6.4.1. Srovnani miRNA exprese v SEV mezi skupinou hubeni a

obézni

Primérn¢ jsme nalezli n€kolik miRNA, které odliSuji skupiny hubenych a obéznich.
Jedna se o hsa-miR-17-5p, hsa-miR-20a-5p a hsa-let-7b-5p, jejichz exprese byla vyznamné
snizena u obéznich subjektii. Navic jsme zjistili, Ze pomér exprese hsa-miR-17-5p

mezi hubenymi a obéznimi zlstava zachovan i1 v rdmci dietni intervence.

Zménu exprese miR-17-5p v souvislosti s obezitou identifikovali i dalsi studie, v nichz
bylo rovnéz pozorovano jeji snizeni u obéznich subjektd (Heneghan et al., 2011; Kléting et al.,
2009). Na rozdil od nasi prace byly tyto miRNA v prvni studii izolovany z tukové tkané
(Kléting et al., 2009) a v ptipad¢é druhé studie z tukové tkané a krve (Heneghan et al., 2011).
V rozporu stémito vysledky jsou autoii (Karolina et al.,, 2012), ktefi ve své praci
mezi skupinami obéznich a hubenych rozdilnou expresi miR-17-5p neodhalili. Tuto skute¢nost
ptikladaji odlisSnému podilu diabetiki v testované skupin€ obéznich subjektli a naznacuji,
7e snizena exprese miR-17-5p je spiSe nez s vysokym BMI spojena s diabetem 2. typu. miRNA
byla v ptipadé¢ této studie izolovana, stejn¢ jako v nasi praci, z exosomu (Karolina et al., 2012).
miR-17-5p by dle in vitro studie (Wang et al., 2008) provadéné na bunécné linii 3T3L1 mohla
podporovat diferenciaci adipocytii prostiednictvim snizeni genové exprese Rb2/p130. Ve studii
na lidskych kmenovych bunkach tukové tkan¢ (hADSCs) bylo publikovano, ze zvySena exprese
miR-17-5p navozuje adipogenezi a sniZuje osteogenezi inhibici genové exprese kostniho
morfogenetického proteinu 2 (BMP2) (Li et al., 2013). K odlisnym vysledkiim dosli autofi
studie (Han et al., 2017), ktefi prokazali, ze s nadmérnou expresi miR-17-5p dochézi ke snizené
diferenciaci prase¢ich preadipocytti. Tato studie potvrdila, Ze miR-17-5p inhibuje expresi
NCOAZ3, ktery hraje roli v ukladani a distribuci tuku. Pozorovano bylo rovnéz snizeni hladiny
triglyceridii. Autofi tento nesoulad pfikladaji rozdilim mezi bunéénymi typy pouzivanymi

v jednotlivych studiich (Han et al., 2017).
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Zminky o expresi miR-20a-5p se v ostatnich studiich vyskytuji pfedevsim v souvislosti
sjeji roli v regulaci proliferaénich signalti a diagnostikou rakoviny prsu, jater a leukémie
(Huang et al., 2022; Zhao et al., 2018). Role miR-20a-5p v metabolickych drah4dch véetné
inzulinové signalizace byla odhalena ve studii (Pheiffer et al., 2018), kde bylo snizeni jeji
exprese asociovano s rozvojem gestatniho diabetu. Nase odhaleni exprese miR-20a-5p
v souvislosti s obezitou podporuji vysledky studie (Zhang et al., 2021). Tato studie na mySich
modelech i lidskych subjektech potvrdila, Ze miR-20a-5p hraje dileZitou roli v regulaci
adipogeneze a lipogeneze, a mohla by tedy podle autort predstavovat biomarker obezity.
Konkrétné by méla funkce miR-20a-5p spocivat v negativni regulaci genu PVTI1, ktery je

asociovany se zvysenou syntézou a sniZzenou oxidaci mastnych kyselin (Zhang et al., 2021).

Nase vysledky jsou rovnéz v souladu se studii (Hsieh et al., 2015), kde byla snizena
exprese let-7b zaznamendna u obéznich mysi. Tyto vysledky byly potvrzeny jak na mysich,
tak lidskych subjektech ve studii (Jones et al., 2017), kde byla snizend exprese let-7b navic
asociovéna i se zvysenou inzulinovou rezistenci. Autofi (Zhao et al., 2022) naopak publikovali,
ze exprese let-7b-5p v hepatocytarnich exosomech je stimulovana prostiednictvim TGF-f,
jehoz signalizace je Casto spojena s metabolickym syndromem. let-7b-5p podle nich piimo
reguluje expresi Adrb3 (Zhao et al., 2022). B3-adrenoceptor kodovany timto genem je
lokalizovany pfedevsim v tukové tkani a podili se na regulaci lipolyzy (Perrone a Scilimati,
2010). Vyssi expresi let-7b-5p by tak mélo dochazet ke zvyseni objemu bilé tukové tkané
a k jeji dysfunkei (Zhao et al., 2022), coz je v rozporu s nasimi vysledky, jelikoz obézni skupina

méla tuto expresi snizenou.

6.4.2. Analyza zmény miRNA exprese v sEV v diisledku 60 h

hladovéni

Byly pozorovany zmény exprese miRNA navozené dietni intervenci 60 h hladovéni.
Jako statisticky vyznamna byla u vSech subjekti bez ohledu na BMI vyhodnocena odlisna
exprese hsa-miR-21-5p, kterd byla po hladovéni sniZzena. miR-21 je v dostupné literature
asociovana se zanétlivou odpovedi a poruchou homeostazy v téle (Sheedy, 2015). Jeji zvySena
hladina byla ve studii (Valenti et al., 2019) pozorovéana po intenzivni fyzické ¢innosti. V jiné
studii byla jeji hladina bezprostfedné po fyzické ¢innosti snizena a byla zvySovana postupné
v pribéhu zotavovani (Cui et al., 2017). Zmény exprese miR-21-5p pozorované v disledku

nutri¢nich intervenci nebyly doposud v nami dostupnych studiich publikovany. miR-21-5p byla
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v této diplomové praci pouzita jako soucést souboru referenénich genii normalizace I a zmény
v jeji expresi jsou velmi drobné (na trovni 5—7 %). Ackoliv se tyto zmény jevily jako statisticky

vyznamné, biologicky mohou byt zanedbatelné a nemusi hrat zZadnou roli.

V disledku 60 h hladovéni byla pozorovdna rovnéz vyznamné zvySend exprese
hsa-miR-126-5p, ktera ale po korekci na mnohonasobné testovani nebyla v rdmci jedné
normalizace brdna v potaz. Dle literatury je tato miRNA hojné exprimovana endotelidlnimi
bunikami a hraje roli v procesu angiogeneze (Yamakuchi a Hashiguchi, 2018; Eyileten et al.,
2022). miR-126-5p potlacuje expresi 2 negativnich regulatort signalni drahy vaskularniho
endotelidlniho rastového faktoru (VEGF), konkrétné Sprouty-related proteinu (SPREDI1)
a fosfoinositol-3-kindzové regulacni podjednotky 2 (PIK3R2/p85-beta) (Fish et al., 2008).
Zaroven potlacuje cévni zanétlivé procesy inhibici exprese genu pro vaskuldrni bunécnou
adhezni molekulu 1 (VCAM-1), ktery zprosttedkovava adhezi leukocytll k endotelidlnim
buikam (Harris et al., 2008). Jeji snizena exprese byla pozorovana v souvislosti
s kardiovaskularnim onemocnénim (Li et al., 2016), diabetem 2. typu a s vysokou glykemii
(Zampetaki et al., 2010). Odlisna exprese miR-126-5p byla v zavislosti na hladiné glukozy
zaznamenana rovnéz v in vitro studii (Olivieri et al., 2014), kde byla jeji exprese sniZena
u lidskych endotelidlnich bun¢k (HUVEC) inkubovanych ve vysokogluk6zovém médiu. Tyto
poznatky koresponduji s naSimi vysledky, kdy nasledkem dietni intervence, a tedy nizsi
glykemie, doslo ke zvySené expresi této miRNA. Stejny efekt na expresi miR-126-5p byl
pozorovan ve studii (Eyileten et al., 2022), kde bylo jeji zvySeni pozorovatelné jeste¢ 7 dni
po navozeni hypoglykemie pomoci hyperglykemického clampu. miR-126-5p by tak mohla mit
souvislost s nékterymi pozitivnimi U¢inky, které byvaji s hladovénim ¢i pferuSovanym pistem
spojovany, jako je naptiklad prevence kardiovaskularniho onemocnéni, diabetu ¢i rozvoje

zanétu a efektivnéjsi hojeni ran.

Ve skupiné hubenych se nam podafilo v souvislosti s dietni intervenci identifikovat
zménu exprese hsa-miR-5100. Tato signifikance nebyla po korekci na mnohonasobné testovani
brana v potaz. Nicmén¢ vzhledem k velkému rozdilu v jeji expresi, ktera byla po 60 h hladovéni
o vice jak 80 % vyssi, se da predpokladat, ze by mohla mit biologicky vyznam. Dostupna
literatura uvadi, ze miR-5100 potlacuje vznik a rozvoj rakoviny pankreatu inhibici exprese genu
kédujiciho podocalyxin-like protein (PODXL) (Chijiiwa et al., 2016). Naopak ve studii (Huang
et al., 2015) se uvadi, ze zvySena exprese miR-5100 je asociovana s rozvojem rakoviny plic

potlacenim genové exprese ras-related proteinu (Rab6). Souvislost dietnich intervenci
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s miR-5100 a zmé&nami v jeji expresi nebyla doposud v nami dostupné literatuie popsana

a predstavuje tedy namét pro dalsi studium.

Ve skupiné obéznich byly v ndvaznosti na 60 h hladovéni objeveny zmény exprese
hsa-miR-27a-3p a hsa-miR-27b-3p, spole¢né s jiz zminénou hsa-miR-21-5p. Tyto signifikance
nebyly po korekci na mnohonasobné testovani, stejné jako v piipadé hubenych subjektt,
zachovany. miR-27a a miR-27b jsou v literatufe spojované s regulaci adipogeneze (Lin et al.,
2009; Sun a Trajkovski, 2014). Autofi studie (Lin et al., 2009) publikovali, Ze rodina miR-27
blokuje genovou expresi peroxizomalnimi proliferatory aktivovanych receptortt v (PPARY),
které predstavuji jedny z hlavnich proadipogennich transkripénich faktord. Podle autort tedy
miR-27a a miR-27b ptedstavuji novou tifidu adipogennich inhibitorti. Ve studii (Kulshreshtha
et al., 2007) byla pozorovana zvysena exprese miR-27a v podminkach hypoxie. Autofi (Lin
etal., 2009) se domnivaji, Ze exprese miR-27a se méni v duisledku vlivhi mnoha dalSich
stresovych podminek (Lin et al., 2009), coz by odpovidalo i zvySené expresi vyvolané
60 h hladovénim, kterou jsme pozorovali v nasi praci. Data publikace (Vickers et al., 2013)
naznacuji, ze miR-27b ma vliv na geny lipidového metabolismu. Jejim plisobenim dochazi
ke sniZzeni genové exprese glycerol-3-fosfat acyltransferazy 1 (GPAM) s naslednym zvySenim
hladiny plasmatickych triglyceridd. Dal§im genem, jehoz expresi miR-27b inhibuje,
je angiopoietin-like 3 (ANGPTL3), ktery potlacuje aktivitu lipoproteinovych lipaz (Vickers
et al., 2013). Je tedy mozné, ze by miR-27b-5p mohla svou funkci v ramci efektu hladovéni

ptispivat ke kontrole hladiny plasmatickych lipida.

Vliv dietnich intervenci na expresi miRNA byl zkouman i ve studiich (Hess et al., 2020;
Ravanidis et al., 2021). Autofi (Hess et al., 2020) analyzovali zménu exprese cirkulujicich
miRNA po 12 tydennim kalorickém deficitu, ktery predstavoval 500 kcal/den. Identifikovany
byly odlisné exprese u 4 miRNA (miR-122-5p, miR-126-3p, miR-193a-5p, miR-222-3p a
miR-485-5p). Ve studii (Ravanidis et al., 2021) byla analyzovana zména exprese plasmatické
miRNA v disledku kalorické restrikce s dennim piijmem 250 kcal v podobé ovocného dzusu
a zeleninové polévky po dobu 10 dnid. Vyznamné zmény exprese byly vyhodnoceny
u 7 miRNA (miR-19b-3p, miR22-3p, miR-122-5p, miR-126-3p, miR-142-3p, miR-143-3p
a miR-145-5p). Tyto studie zaznamenaly oproti nasi praci v souvislosti s dietni intervenci
vyznamné vice zmén v genové expresi, coZ by mohlo byt zplsobeno délkou intervence,
ktera byla v nasem piipadé mnohem kratsi. Dal$im faktorem miize byt naptiklad i odlisny vybér
analyzovanych miRNA. Autofi (Ravanidis et al., 2021) analyzovali expresi 24 pfedem

vybranych miRNA, kter¢ byly v dostupné literatufe asociované s metabolismem a jeho
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poruchami, ve studii (Hess et al., 2020) se jednalo o analyzu 22 miRNA. Studie (Hess et al.,

2020) navic pracovala s vyrazn¢ vyssim poctem vzorki, které byly odebirany od 85 subjektu.
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Byla provedena uspésna izolace sEV ze vzorkd plasmy obéznich a hubenych Zen,
ktera byla ovétena zmétenim velikosti a koncentrace izolovanych ¢astic pomoci metody NTA
a detekei specifickych povrchovych markertit CD9 a CD81 metodou Western Blot. Na zakladé

téchto dat bylo zaroven stanoveno, ze hlavni ¢ast izolovanych sEV ptedstavuji exosomy.

Velikosti ani koncentrace ¢astic ve vzorcich sEV se mezi hubenymi a obéznimi subjekty
nelisily pfed ani po navozené dietni intervenci. V disledku 60 h hladovéni doslo k vyznamnému

sniZeni velikosti SEV u skupiny hubenych, které u obéznich pozorovano nebylo.

Déle byly provedeny analyzy miRNA exprese v sEV. Byly identifikovany miRNA,
které jsou pravdépodobné rozdélujicim elementem u hubenych a obéznich subjektii. Jedna se
konkrétn€ o hsa-miR-17-5p, hsa-miR-20a-5p a hsa-let-7b-5p, jejichZ exprese byly u skupiny
obéznich vyrazné snizeny. Pomér exprese hsa-miR-17-5p mezi hubenymi a obéznimi byl navic
zachovan 1 po dietni intervenci. Zmény exprese miRNA v disledku hladovéni byly u lidskych
subjektti v rdmci studovaného setu miRNA velmi malé. Podstatné vétsi mnozstvi informaci

bylo obdrzeno porovnanim skupin hubenych a obéznich.

Predmétem dalSiho vyzkumu by nyni mohlo byt podrobné studium jednotlivych
identifikovanych miRNA a jejich role ve fyziologickych i patofyziologickych procesech

spojenych s obezitou a dietnimi intervencemi.
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