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ABSTRAKT

Univerzita Karlova
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra biochemickych véd

Kandidat: Lucia Tomaskova
Skolitel: prof. PharmDr. Toma§ Simtnek, Ph.D.

Nazov diplomovej prace: Stidium exozémov ako systému transportu lieciv pri lie¢be

glioblastomu

Ochorenia centralneho nervového systému patria medzi najzévaznejSie choroby
postihujuce ¢loveka. Ovplyvnuju zivot nie len samotného pacienta, ale aj jeho okolia. Preto
ich terapia, ¢i uz na urovni Uplného vylieCenia alebo zmiernenia sprevadzajucich
symptomov, je vyzvou vedeckého badania. V naSom vyskume sme sa zamerali na
multiformny glioblastom, rakovinu mozgu zatial' nevyliecitelnl. Hlavnym tuskalim pri
terapii je prekonanie hematoencefalickej bariéry. Exozémy ako telu prirodzené
nanovezikuly sa ukézali ako vhodnym syst¢émom na dorucenie lie¢iv do mozgového
tkaniva. Na§ vyskum ukazal, ze vhodnou metdédou dokaZeme ziskat' dostatok kvalitnych
exozOmov z makrofdgov avelmi efektivne ich naplnit’ protinddorovymi latkami
paklitaxelom, doxorubicinom a temolozidom, pri¢om takto dorucené¢ latky vykazuju vyssiu

ucinnost’ a menej vedl'ajSich ucinkov ako vol'na forma.
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ABSTRACT

Charles University
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Biochemical Sciences

Candidate: Lucia Tomaskova
Supervisor: prof. PharmDr. Tomas Simtnek, Ph.D.

Title of diploma thesis: Study of exosomes as a drug delivery system in the treatment of

glioblastoma

Central nervous system disorders are among the most serious diseases affecting
humans. They affect not only the patient's life, but also his/her surroundings. Therefore,
their therapy, whether at the level of complete cure or alleviation of accompanying
symptoms, is a challenge for scientific research. In our research, we focused on
glioblastoma multiforme, a brain cancer not yet treatable. The main drawback in therapy is
overcoming the blood-brain barrier. Exosomes, such as the body's natural nano-vesicles,
have been shown to be a suitable system for delivering drugs to brain tissue. Our research
has shown that by a suitable method we are able to obtain sufficient quality exosomes from
macrophage and fill them very efficiently with antitumor agents paclitaxel, doxorubicin
and temozolomide, while the delivered substances show higher efficacy and fewer side

effects than the free form.
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1. Uvod

Multiformny glioblastom je nevylieCitel'nd rakovina mozgu, ktora predstavuje asi
polovicu vsetkych nadorov mozgu. Priemernd diZka Zivota po stanoveni diagnézy je
zvyCajne iba 12-18 mesiacov. (Gousias akol. 2009, Tamimi a kol. 2015). Agresivita
glioblastomu je spOsobena subpopuldciou kmenovych buniek rezistentnych na
chemoterapiu a radia¢nu terapiu charakteristickych pre tento typ nadoru. Schopnost
nadorovych buniek rychlo migrovat do tkaniv zniZzuje ucCinnost’ chirurgickej
a lokalizovanej chemoterapie ¢i ozarovania (Bruce 2019). Taktiez sa mnoho subpopulacii
nadorovych buniek stava rezistentnych voci chemoterapii a radioterapii (Paw a kol. 2015).
Vyzvou terapie nadoru mozgu, ako aj obecne vSetkych ochoreni mozgu, je dodanie
spravneho lieCiva v dostatoénom mnozstve za optimalnych podmienok do potrebného
miesta ucinku, teda do mozgu. Komplikdcia tohto problému spociva vo vel'mi dobrej
ochrane mozgového tkaniva hematoencefalickou bariérou. Tato bariéra je svojou
morfoldgiou a funkciou len vel'mi tazko prekonatelnd, preto je dolezité vyvinut metodu

cieleného dodavania lieciv do mozgu a cielené prekonanie hematoencefalickej bariéry.

Cielom projektu, ktorého sucCastou je aj tato praca, je vyvinut novu stratégiu
identifikacie a selektivnej destrukcie regenera¢nych kmeniovych buniek rakoviny a buniek
glioblastomu oddelenych od materského nddoru. Na vyrieSenie tohto problému sa pouZziva
schopnost’ makrofagovych exozoémov rozpoznavat’ a fuzovat rakovinoveé bunky (Kim a kol
2016), ako aj schopnost exozomov prechadzat’ biologickymi bariérami, vratane

hematoencefalickej bariéry (Yuan a kol. 2017).



2. Teoreticka c¢ast’

2.1. Multiformny glioblastom

Multiformny glioblastdm (GMB) je najbeznej$Sim malignym nddorom mozgu.
Zvycajne sa nachddza v mozgovych hemisférach a vychadza z astrocytovych buniek.
Ovplyviiuje hlavne dospelych a vyskytuje sa de novo alebo menej cCasto malignymi
zmenami astrocytomov nizSieho stupiia (stupeii II - astrocytom WHO s nizSou malignitou,
stupenn III - anaplasticky astrocytom WHO). Terapia GBM je paliativnha pomocou
chirurgickych, radioterapeutickych a chemoterapeutickych roztokov (Bruce 2019, Kleihues
a kol. 2002).

2.1.1. Epidemiologia

Miera incidencie GMB je najvys$ia, tvoriaca 75 % pripadov, medzi malignymi
nadormi mozgu a v priemere sa hybe medzi 0,59 - 3,69 na 100 000 obyvatelov za rok
(Thakkar a kol. 2014, Khurana a kol. 2011, Gousias a kol. 2009, Tamimi a kol. 2015, Lee
a kol. 2010). Typicky postihuje najmi dospelych medzi 45 - 75 rokov. Najcastejsi vyskyt
je medzi 75 az 84 a po 85. roku znova klesa (Ostrom a kol. 2013). Priemerny vek pri
diagnostike vysSie uvedeného GMB je 55 rokov (Chakrabarti akol. 2005)
a u sekundarnych GMB je 40 rokov (Taylor akol. 2014). Vyskyt udeti je netypicky
a vyskyt u muZzov je celkovo vys$i nez u Zien (Ostrom a kol. 2013). U belochov je vyskyt
vys$i ako u Cernochov (IR je 2,5 - krat vicsie u eurdpskych Ameri¢anov ako africkych)

(Song a kol. 2009).

GBM sa najcastejSie nachddza v supratentoridlnom regione, najmi vo frontalnom
laloku. Lokalizacia v mozocku je vel'mi vzacna a v mieche eSte viac zriedkavejSia (Tamimi

a Juweid 2017).

2.1.2. Etiologia
Etiologia GMB nie je uplne zndma. Svoju Ulohu pravdepodobne hrd aj rodinna
geneticka predispozicia. Dalej moze vzniknitf nasledkom iného znameho genetického

syndromu, napriklad: neurofibromatézy, Turcotova syndromu (Hamilton akol. 1995)

alebo Li-Fraumeniho syndroému (Kleihues a Ohgaki 1999).

2.1.3. Patofyziologia
GBM mozZeme rozdelit’ na primarne a sekundarne. Primarne GBM - my vznikaji de

novo, maju castejsi vyskyt (asi 60 %) a st typickejsie pre starSiu populdciu (nad 50 rokov).
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Sekundarne GBM vychadzaji z malignizécie astrocytomov, ich vyskyt je nizsi (asi 40 %)

a objavuju sa u mladsich pacientov (pod 45 rokov) (Sathornsumetee a kol. 2007).
Obe varianty st spdsobené akumulaciou vel'kého poctu genetickych mutacii:

® strata heterozygotnosti na ramene chromozému 10q sa vyskytuje az v 60 —
90 % pripadov GBM a je celkovo Specificka pre GBM (Waugh 2014),

® mutécia v nddorovom supresorovom géne p53 dochadza v 25 - 40 % pripadov,
najmé v sekundarnom GBM (Ohgaki a Kleihues 2007),

® klinicky vyznamné mutéacie v géne receptoru endotelidlneho rastového faktoru
(EGFR) sa prejavujui zvySenou aktivitou. Vyskytuje sa az v 40 —50 % pripadov
primarneho GBM (menej ¢asto v sekundarnom GBM) (Wong a kol. 1992),

® nckontrolovand bunkova profildcia méze byt tiez spésobena mutaciou v géne
MDM (Mouse Double Minute homolog), ktorého produkt sa viaze na nddorovy
supresor p53, ¢im sa bunka zbavuje vyznamného regulaéného mechanizmu.
Podrla niektorych §tudii je mutdcia v tomto géne spojend s horSou prognézou
(Shapiro a kol. 1989),

® PDGFR je receptor pre PDGF-alfa (rastovy faktor alfa pochadzajuci z
dosticiek), rastovy faktor, ktory pdsobi ako hlavny mitogen pre gliové bunky.
Amplifikdcia alebo nadmernd expresia PDGFR sa vyskytuje az v 60 %
pripadov sekundarneho GBM (Duerr a kol. 1998),

® PTEN (Fosfatdza — tenzin homolog) koduje tyrozin fosfatizu na
chromozémovom ramene 10q. Fosfatdza inhibuje signalne kaskaddy. Ak mutacia
vedie k strate funkcie, bunka sa za¢ne nekontrolovatelne mnozit. Vyskytuje sa
v 30 % GBM, prevazne primarneho povodu (Duerr a kol. 1998),

® medzi dalSie mutécie patria poruchy génu p/6 a Rb (Scott a kol. 1998).

2.1.4. Prognoza
Za poslednych 25 rokov lie€ba GBM pokrocila iba mierne. Sucasna terapia je iba
paliativna a dokézatel'ne zlepSuje kvalitu Zivota. Bez terapie pacienti umieraji do troch
mesiacov. LieCeni pacienti prezivaju priemerne 12 mesiacov, pricom menej ako 25 %
prezije do dvoch rokov a menej ako 10 % do pit rokov. GMB je jedno z
najzavaznejSich nadorovych ochoreni mozgu a jeho liecba ¢i skvalitnenie Zivota

pacientov je naro¢nym ciel'om (Scott a kol. 1998).
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2.1.5. Diagnostika

Pre diagnostiku st najvyznamnejSie zobrazovacie metody. Na CT vidime
hypodenzné lozisko s periférnou prstencovou zonou zosilneného kontrastu a zoénou
penumbry edému mozgu. MRI je metdédou volby. Typicky je na T1-obraze prstencova
hyperintenzita, tvorend nadorovou masou s bohatou neovaskularizaciou, ana T2-
obraze edém obklopujuci 1ézii (Mukundan akol. 2008). PET ukdze na zvySeny
metabolizmus glukézy v danej oblasti. Prognosticky vyznam ma meranie velkosti
tumoru po operacii po operacii pomocou O-2-[(18)F]fluoroethyl-I-tyrosin (Piroth a kol.
2011). MR- spektroskopia zobrazi zmeny peakov, napriklad medzi cholinom
a kreatininom, laktditom, N-acetylaspartat. Zmeny na elektroencefalografii su

nespecifické (Bruce 2019).

2.1.6. Klinicky obraz
Priznaky a symptomy odrézaji umiestnenie nadoru. VSeobecnymi priznakmi su
bolest” hlavy, nauzea a vracanie, zmeny v osobnosti a spomalenie kognitivnych funkecii.
Bolesti m6Zu mat’ réznu intenzitu, kvalitu a pocetnost. ZavaznejSie byvaji rano po
zobudeni. Zmeny nalad, mentéalnej kapacity a koncentracie st casto jedinymi
viditenymi abnormalitami. Typicky je zachvatovity priebeh, ktory sa moze prejavovat
ako hemiparézy, poruchy senzoriky, strata zraku a afazia (Bruce 2019, Roth a Elvidge

1960).

2.1.7. Terapia

Liecba GBM je vel'mi naro¢na a bohuzial' dodnes neméame liecbu, ktord by toto
ochorenie vyliecila, teda GBM nie je lieCitel'né (Preusser a kol. 2011). U malignych
gliomov zostava paliativna lieCba a zahfnia chirurgicky zakrok, radioterapiu a chemoterapiu
(Sathornsumetee a kol. 2007). Chirurgickd resekcia je zakladom lieCby a jej ulohou je
maximalne zmenS$it nadorovu masu a znizit' tak tlak na okolité Struktiry, umoznit
histopatologickii diagndézu a posilnit’ u¢inok adjuvantnej terapie, ktora nasleduje po

resekceii. (Ryken a kol. 2008, Lacroix a kol. 2001).

Adjuvantnd terapia pozostava z adjuvantnej radioterapie (Standardna frakcionécia
konformnej radioterapie, 60 Gy), konkomitantnd chemoradioterapia (radioterapia
nasledovand chemoterapiou) a adjuvantnad chemoterapia (temozolomid, nitrosomocoviny)

(Ellor a kol. 2014).
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Radioterapia kombinovana s resekciou tumoru predlzuje zivot pacienta s GBM z 3 - 4
na 7 - 12 mesiacov (Stupp a kol. 2005). Radiosenzibilizatory (chemoterapeutika, cielené
molekularne latky a antiangiogénne latky) mozu zvysit terapeuticky ucinok radioterapie

(Ellor a kol. 2014).

Chemoterapeuticka liecba chléretylacnymi ¢inidlami, ako je karmustin alebo lomustin,
bola kontroverzna. Doslo sice k miernemu zvySeniu priemerného prezivania, ale nezhoduju
sa v pouziti (Lakomy a kol. 2010). Temozolomid je aktivne alkyla¢né ¢inidlo uzivané
peroralne, uréené osobam s novo diagnostikovanym GBM (Stewart 2002, Friedman a kol.

1998).

Biologické preparaty sa v sucasnej dobe uplatiiuji s mechanizmami ovplyviujucimi
angiogenézu a epidermalne rastové faktory. Oba procesy su dolezité pre rast a vyvoj
nadoru a ich ovplyvnenim moézeme Zivot nadoru ohrozit’ (Lakomy a kol. 2011). Najvicsia
pozornost’ je v sicasnej dobe venovand bevacizumabu. Bevacizumab je humanizovana
monoklonélna protilatka proti vaskuldrnemu epitelidlnemu rastovému faktoru (VEGF).
Sucasne sa objavili prace s d’alSim inhibitorom angiogenézy, enzastaurinem, nie vSak
v takej miere (Lakomy a kol. 2011, Fernandes a kol. 2017). Cilengitid patri do nov¢ triedy
onkologickych terapeutik, tzv. inhibitorov integrinov. Tie sa viazu na povrchové bunkové
receptory, integriny, a inhibuju tak rast nadoru a jeho angiogenézu (Slampa a kol. 2010).
Everolimus je peroralne G¢inny inhibitor cicav€ieho rapamyciinového cielového receptoru
(mTOR), jednej z komponent intraceluldrnych signalnych ciest ovplyviujuce bunkovy
rast, metabolizmus, proliferdciu a angiogenézu. Ide o derivat rapamycinu, ktory
v komplexe s intracelularnym proteinom FKBP-12 posobi ako inhibitor mTOR serin-
treoninové kinazy a tym inhibuje rozvoj nadoru. Rovnako pdsobi aj temsirolimus (Lakomy
akol. 2011, Fernandes akol. 2017). Gefitinib, erlotinib, imatinib st inhibitory
tyrozinkindzové aktivity, Stidie vSak nepreukazali ich vyznam (Lakomy a kol. 2011,
Fernandes a kol. 2017). Cetuximab je inhibitor EGFR. Receptor EGFR (erbB-1) je vo
zvysene] miere exprimovany na povrchu buniek nadoru (u 40-50 % pacientov s GBM).
Stadie preukazali len mierny efekt v lie¢be recidivujucich & progredujucich gliémov

(Lakomy a kol. 2011, Fernandes a kol. 2017, Glantz a kol. 2000).

V pripade recidivy choroby sa postup vybera podla veku, celkového stavu, primarnej
histolégie, predchadzajucej odpovede na liecbu, casu od pdvodnej diagnézy a rozsahu

recidivy (pokial mozno v timovej multidisciplindrnej biologickej suvahe). V pripade
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lokélnych nadorov je na prvom mieste chirurgicky zakrok, d’alej sa uvazuje o systémove;j
terapii alebo o pripadnom opakovanom oziareni. Podporna lieCba tiez zohrava vel'mi

doélezitt ulohu (Fadul a kol. 2009).

Symptomatickd liecba doplituje liecbu paliativnu. Zachvaty sa kompenzuju
levetiracetamem, fenytoinem alebo karbamazepinem. Levetiracetam, na rozdiel od
ostatnych dvoch, nemé ucinok na systém cytochromu P450 a neinterferuje preto
s chemoterapii. Vazogénny edém mozgu sa kompenzuje kortikoidy (dexametazon) cCasto

v kombinacii a antiulcer6znymi liekmi (famotidin, ranitidin) (Lopez a kol. 2006).

Hlavnou prekazkou pouzitia chemoterapeutickych Ccinidiel pre nadory mozgu je
skutocnost, ze hematoencefalickd bariéra (HEB) ucinne vylucuje vela latok z CNS.
Z tohto dovodu sa vyvijaju nové sposoby intrakranialneho dodavania lie¢iv na dodavanie
vysSich koncentracii chemoterapeutickych ¢inidiel do nddorovych buniek bez toho, aby sa

predislo nepriaznivym systémovym u¢inkom tychto liekov (Gallego 2015).
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2.2. Hematoencefalicka bariéra

Hematoencefalickd bariéra (HEB) oddeluje krvny prud od mozgového tkaniva
atvori tak jednu znajddlezitejSich bariér chraniacich citlivé tkaniva pred toxickymi
latkami. Je definovana ako systém plochych endotelovych buniek s pevnymi
spojmi usporiadanymi tak, aby tvorili jednu suvislu vrstvu, ktord je rozprestretd po
vnutornom obvode kapilar (Stastny a kol. 2002).

Iba v niektorych miestach mozgu nie je tato bariéra vytvorend. Patri sem
subfornikdlny a subkomisurdlny orgdn, epifyza, area postrema, eminentia mediana,
neurohypofyza, vaskularny organ lamina terminalis a choroidalne plexy. Zdalo by sa, Ze
tieto miesta s viac pristupné pre prestup latok, avsak nie je tomu tak. Vnutorny povrch
kapilér v tychto miestach je asi 5000 - krat mensi nez v pripade HEB, preto by mal mat’
prestup latok v tejto oblasti len obmedzeny vyznam (Daneman a Prat 2015).

HEB vs$ak nie je jedind bariérova vrstva medzi krvou a mozgovym tkanivom. Spolu
s epitelom choroidalneho plexu a arachnoidalneho epitelu tvori hematolikvorova bariéru,

teda bariéru medzi krvou a likvorom (Slampa a kol. 2010).

2.2.1. Morfologia HEB

Zakladnou anatomickou Strukturou st endotelové bunky v cerebralnych krvnych
kapilarach. St distribuované po celej dizke kapilary a tvoria jej vystelku. Povrch endotelu
speviiuje tenkd bazdlna membrana, do ktorej st zanorené tzv. pericyty. K tejto membrane
z opanej strany ako endotelové bunky priliehaji astrocyty svojim rozSirenym koncom

(Daneman a Prat 2015).

Endotelové bunky s spojené tesnymi spojmi (tight junctions - TJ) na apikalne;j strane
plazmatickej membrany (t4, ktora je spojend s krvou), ktoré ich pevne stmel'ujii do suvislej
vrstvy vystelky kapilar a zamedzuju tak vol'nej difuzii latok. Na basolateralnej strane su to
adherentné spoje (adherens junctions - AJ), ktoré zabezpecuji medzibunkovl prilnavost’.
V cerebralnom endoteli sa nachadza aj Specificka enzymaticka bariéra, ktord je schopna
metabolizovat’ rozne latky (napriklad neuroaktivne latky, lieciva a ziviny). Vo zvySenej
koncentracii sa tu nachadzaji enzymy y-glutamyl transpeptidaza (y-GTP), alkalicka
fosfataza a dekarboxylaza aromatickych kyselin (Daneman a Prat 2015).

Medzi povrchom lumindlnej (apikalnej) a abluminédlnej (basolateralnej) membrany
endotelovych buniek existuje polarita. Ukazalo sa je y-glutamyl transpeptiddza a alkalicka

fosfatdza st pritomné na luminalnej strane, zatial' o Specificka pumpa Na* - K ATPéaza
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ana sodiku dependentny transportér neutrdlnych aminokyselin su skor na abluminalne;j
Casti membrany. Glukozovy transportér GLUT-1 moézeme najst na oboch stranach
v pomere 3:1 s prevahou na abluminélnej strane. O P-glycoproteine (P-gp) vedci tvrdia, Ze
sa pravdepodobne nachddza na luminalnej strane, existuju vSak dokazy, ze je spojeny

s astrocyty, teda z abluminalnej strany (Daneman a Prat 2015).

Bazalna membrdana ako celok poskytuje mechanickii oporu pripojenym bunkdm
(astrocyty, pericyty a kapilara) a funguje ako ,,hruby filter pre latky s vel’kou molekulou.

Jej permeabilita je ovplyvnena obsahom proteaz (Stastny a kol. 2002).

Pericyty st schopné zastat’ kontraktilni funkciu hladko - svalovych vladkien
a nachadzaji sa teda na miestach, kde je svaloviny nedostatok alebo tplne chyba (48).
Maju tiez schopnost’ fagocytozy, produkcie cytokinov (interleukinov 1 a 6) a zucastnuju sa
bariérovej funkcie zmenou aktivity enzymu y-glutamyl transpeptidazi (Stastny a kol.

2002).

Mozgové tkanivo tvoria dva typy buniek : neurony prenasajuce informacie v CNS

a gliove bunky, ktoré drzia neurony spolu a maji mnoho inych funkcii (Matters, 2002).

Jednym z hlavnych typov gliovych buniek st astrocyty. Delime ich na vlaknité,
ktora sa vyskytuji hlavne v bielej hmote, a protoplazmatické hlavne v Sedej hmote. Z tela
astrocytov vystupuje vel’ké mnozstvo vybezkov a su spojené skulinovym spojenim (gap
junctions - GJ) (Némecek a kol. 1997). Su schopné indukovat’ a d’alej udrziavat’ bariérova

funkciu endotelu produkciou réznych rastovych faktorov (Stastny a kol. 2002).

Dal§im typom gliovych buniek su mikroglie, ktoré vdaka svojej pohyblivosti
a schopnosti fagocytovat’ sa povazuju za ,,upratovacie* bunky. Ependymové bunky tvoria

ependym tvoriaci vystelku mozgovych komor aj miechového kandlu (Pazdera 2003).
Oligodedrocyty tvoria myelinovl poSvu na axonoch neuronov CNS, na periférii tato

funkciu zastavaji Schwannové bunky. Vyznam tejto poSvy spociva v elektrickom izolovani

axoplazmy od mimobunkovej tekutiny, rychlejSie vedenie impulzov (Pazdera 2003).

15



Dal$imi bunkami tvoriacimi HEB su Zirne bunky, ktoré ovplyviiuju permeabilitu HEB.
Obsahujii protedzy, ktor¢ moézu posSkodzovat myealinova posvu alebo svojou
degranulaciou uvolnit’ cytokiny a ulahcit’ tak prestup leukocytom do intersticia mozgu.
Dalej st to perivaskuldrne mikroglie a makrofdgy, ktoré zohravaju vyznamna Glohu

v tvorbe amyloidnych plakov (Stastny a kol. 2002).

2.2.2. Fyziologia HEB

Vyznam HEB spociva v obmedzeni prestupu latok z krvi do intersticialnej tekutiny
mozgu. Hlavni ulohu zohravaju dva zékladné bariérové mechanizmy: fyzikalny (TJ,
bazalna membrana, astrocyty) a metabolické (prislusna enzymatickd vybava). Zakladnou
funkciou HEB je ochrana mozgového tkaniva pred cudzorodymi latkami, teda aj lie¢ivami,
pre ktoré predstavuje neziadicu prekazku v dosiahnuti ich lie€ebného efektu (Lincova

a kol. 2002).

V nasledujucom prehlade st uvedené latky, pre ktoré je tato bariéra priepustna (tieto
latky vyuzivaju najbeznej$i transportny mechanizmus jednoduchou pasivny difuziu). Ide
o latky:

® vysoko lipofilné (rozpustny v tukoch)

® v neionizovanej forme (tu rozhoduje hodnota pH a pKa)

® v neviazanej forme (teda nenaviazané na plazmatické proteiny)

® s malou molekulou (molekulova hmotnost’ pod 400 Da) (St’astny a kol. 2002)

Lie¢iva, ktoré nespifaju niektort ztychto podmienok, neprechadzaju cez HEB
a nemozu teda pdsobit’ v mozgu. Musia byt’ teda Specificky modifikované. Nie vzdy vSak
dokézeme ngjst’ vhodnli modifikaciu.

Je vSak jasné, Ze z krvi sa do mozgu musia dostavat’ aj Ziviny, kyslik a iné latky
dodlezité pre zivot, ako aj odvadzat’ odpadové latky. Kyslik, oxid uhlicity, oxid dusnaty ¢i
voda bariérou volne difunduju. Ostatné latky vyuZivaju transportné mechanizmy
v membranach endotelovych buniek. HEB selektivne vyberd latky, ktoré sa dostanu do
mozgu a udrzuje tak optimdlne prostredie pre nervové bunky mozgu. Prisna je kontrola

16novych gradientov (Hartl a Palat 2011).
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Aby latka presla do CNS musi prekonat’ HEB, na ktort sa m6Zzeme pozerat’ ako na

sustavu roznorodych vrstiev. Zoradenych smerom od miesta kontaktu s krvou ich mézeme

rozdelit’ nasledovne:

2.2.3.

luminalni (apikalnej) cytoplazmatickej membrane endotelové bunky

vlastné cytoplazmy endotelové bunky - vnutorny cytoplazmatickej doména
abluminalnej (bazolateralnou) cytoplazmatickej membrane endotelové bunky
pericyty (iba na urc¢itych miestach)

bazalnej membrana

prilahlé astrocyty (Daneman a Prat 2015).

Morfologicka Struktiura biomembran

Zakladom biomembrany je fosfolipidovd dvojvrstva, do ktorej si bud priamo

zabudované alebo st na povrchu umiestnené molekuly bielkovin.

Molekularna Struktira biomembran je zlozena z:

membranovych lipidov, hlavne fosfolipidy a steroly, ktoré si mdézeme predstavit’
ako kratke tyCinky s hydrofébnou skupinou mastnych kyselin na jedno konci
a hydrofilnou casti s polarnymi skupinami na druhej,

membranovych bielkovin, najmid globularne bielkoviny s molekuldrnou
hmotnost'ou 15 — 150 kDa, sluZiace ako transportné systémy, receptory, enzymy ¢i
udrzujlce tvar dvojvrstvy,

membranovych sacharidov vo forme glykoproteinov a glykolipidov (Necas a kol.

2000).

2.2.4. Membranovy prenos

RozliSujeme tieto zdkladné mechanizmy membranového prenosu:

Difuzia

Jedna sa o samovol'né prenikanie molekul z oblasti vyS$Sej koncentracie do oblasti nizSej

koncentracie vplyvom tepelného pohybu castic. Ide o typ pasivneho transportu. Ak sa jej

nezucastni Ziaden membranovy protein hovorime o volnej difuzii, ak prenaSacové

proteiny- ul'ah¢end difazia, ak kandlové proteiny- prosta difuzia.
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Inou formou difuzie je paraceluldrna (medzibunkova) limitovand TJ medzi bunkami
a transcelularna limitovand pritomnost'ou transportnych vezikul).
Takto prechadzaju latky s malou molekulou, malé nenabité hydrofobne molekuly (voda,

alkoholy atd’.) (Necas a kol. 2000).

® Prenos pomocou proteinov
Proteiny mozu byt vo forme kanalov alebo prendsacov. Pohyb latok je mozny oboma

smermi a je obmedzeny typom, saturabilita, rychlost'ou ¢i Specifikacia. Delime ich:

a) Transport pomocou prenaSacov

Moéze byt pasivny (facilitovana diftizia) dokézany pre prijem cukrov, aminokyselin ¢i
niektorych i6nov aje limitovany koncentraénym gradientom, stereoSpecifikaciou,
saturabilitou vizbovych miest (Negas a kol. 2000). Dalej moze byt aktivny, ktory prebicha
proti koncentracnému gradientu a vyzaduje privod energie (najcastejSie vo forme ATP).
Prenos je vSak jednosmerny a saturabilny (Abbott a kol. 2006). Prikladom je sodno-

draselna pumpa ¢i P-gp.

b) Transport pomocou kanalov

Kanély st tvorené oligomernimi-kandlovymi proteinmi s mnohymi podjednotkami.
Vytvaraju por, ktorymi moZu rozpustené latky difundovat’. Jedna sa hlavne o anorganické
iony (napr. H", Ca®"...). Tento transport je limitovany hustotou kanalov, koncentraénym

gradientom ¢i stavom kanélu (otvoreny/zatvoreny) (Abbott a kol. 2006).

® [Exocytoza a endocytoza
Endocytozou sa latky dostavaji do vnitorného prostredia bunky. Existuju dva podtypy,
pitocytéza a fagocytdoza. V oboch pripadoch dochadza k vchlipeniu membrany, jej
oddeleniu, ¢im vznik4d mechtrik, ktory sa pomocou lysozomalnych enzymov nésledne
natrdvi auvolni tak svoj obsah. Pri exocytéze sa bunecné vezikuly uvolfiuji do

extracelularneho priestoru (Abbott a kol. 2006).

Faktormi, ktoré teda ovplyviiuja schopnost latok prechddzat HEB su:
koncentracny gradient, velkost molekuly (teda molekulovd hmotnost’), flexibilita
a konformacie danej molekuly, liposolubilita, bunkovd a enzymaticka stabilita, afinita

k prietokovymi transportérom a ku Specifickym proteinovym prenaSacom a v neposlednom
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rade ndboj a efekty pritomnych fyziologickych aj patologickych podmienok organizmu
(Abbott a kol. 2006, Thomas 1999).
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2.3. Nanotechnologie
V sucasnosti nadobudaju nanotechnoldgie vo farmakoterapii Coraz vac¢si vyznam a to

hlavne oblasti farmaceutickej technologie.
Dovody zmenSovania rozmerov systémov pre dopravu liekov je:

¢o najmensi zasah do tela
cielena terapia Specifickych druhov tkaniv

zvysenie ucinnosti liekov

znizenie davky a vedlajsich ucinkov

2.3.1. Lipozomy

Lipozoémy st malé fosfolipidové dvojvrstvové vacky. St schopné ochranit’ liecivo pred
degradaciou, priniest ho k miestu aktivity aznizit vplyv jeho vedlajSich ucinkov.
Limitované st vSak moznostami enkapsulacie lieciva, rozpustnosti (vo vode rozpustné

prenikaju rychlejsie) a stabilitou (Bogunia a Sugisaka 2002).

2.3.2. Dendrimery
Dendrimery su polymérne makromolekuly sférického tvaru pozostidvajice z jadra,
rozvetvenych jednotiek a termindlnych funkénych skupin a urcuju vlastnosti rozpustania.

Cielenie je zabezpecené pripojenim Specifickych linkerov na povrchu dendrimeru (Prnka

a Sperlink 2006).

2.3.3. Micely

Micely su asociacné koloidné utvary tvorené v roztoku surfaktantov po prekroceni
kritickej micelarnej koncentracie. Ich velkost’ je 5-10 nm. LieCiva st zachytené v jadre
micely a okolo nej je hydrofilny plast. Je moZné menit' ich velkost’ atvar (Prnka

a Sperlink 2006).

2.3.4. Tekuté krystaly

Kombinuju vlastnosti kvapalného a pevného skupenstva a vyrdbaju sa tak, aby
vytvorili r6zne konfiguracie a striedali tak polarne a nepolarne vrstvy (Prnka a Sperlink

2006).

2.3.5. Nanocastice

DalSou moznost'ou s nanocastice. Zabudovanim lieCiv do nanocastic sa zvysuje ich

stabilita, zlepSuje sa penetracia do buniek a zabrafiuje sa neSpecifickym ucinkom,
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napriklad ich neSpecifickej vdzbe. Tuto formu dnes pouzivaju napriklad antibiotika,
cytostatikd ¢i hormény (Birrenbach a Speiser, 1976). Liecivo je rozpustené, enkapsulované
alebo pripevnené do matrix nanocastice. Nanokapsuly su vezikuly s polymerickou
membranou a lieCivom v dutine (olejové alebo vodové jadro). Nanosféra predstavuje

matrix, v ktorej je lieCivo rozptylené vnutri Castice.

Zaujimavou moznost'ou je vyuzitie nanocastic na cieleny transport lie¢iv. Takého
vyuzitie nanocastic vedie k zniZeniu neziaducich u¢inkov a znizeniu davky. Na svojom
povrchu nesu rozpoznéavacie elementy, ktoré su pritahované receptormi cielovych buniek.
Nanocastica musi byt stabilna, biokompatibilnd dostato¢ne velkd a musi mat’ moznost
kontroly uvolnovania lieciva v terapeutickom rozmedzi. Uvoltiovanie zavisi od vlastnosti
nanocastice a sposobu enkapsulacie. Idedlny nanoliek je netoxicky, stabilny, neaktivuje
imunitny systém a schopny preniest’ lieivo priamo do cielovej bunky. Dosiahnut’ vSak

idealne vlastnosti je vel'mi naro¢né (Langer 2000).

Prikladom vyuZitia nanotechnologie v terapii je nab-paklitaxel (paklitaxel viazany na
nanocastice albuminu) s velkost'ou 130 nm. Klinické Studie ukézali, ze nab-paklitaxel ma
rychlejSiu a lepsiu distribuciu v postihnutom tkanive ako obycajny paklitaxel ¢im zvySuje
a zrychl'uje terapeuticky ucinok, v dosledku ¢oho sa zvySuje prezitie pacientov (Harries

a kol. 2005).

Nanotechnolégiu vyuZziva aj génova terapia. Uspesne bol lie¢eny pacient s hemofiliou
B (defektny gén kodujici hemokoagulaény faktor IX) a pacient s hemofiliou A (defektny
gén kodujuci hemokoagulacny faktor VIII). V tychto pripadoch na fibroblasty pacientov
posobil plasmid obsahujtci sekvencie génu faktora VIII (liecba hemofilie A) a virusovy

vektor, ktory exprimoval huméanny faktor IX (lie¢ba hemofilie B) (Kay a kol. 2000).

Velmi sl'ubnou skupinou génovej terapie je genetickd imunizacia pomocou DNA
vakcin, ktorej vyhodami je vysoka stabilita plazmidu DNA, nizka cena, znizené riziko
infekcie spdjajucej sa so zoslabenymi virusovymi vakcinami, moZznost’ umiestnit’ pocetné
antigény do jedného plasmidu a schopnost navodit humordlnu aj bunkovil imunitni

odpoved’ (Cui a Mumper 2001).

Nanocastice sa mdézu vyuzit' aj ako nosi¢ pre vitamin AaE, ¢o sa dd vyuzit
v dermatologii. V kozmetoldgii sa daju vyuzit' v opalovacich krémoch (nanocastice Ti02
alebo Zn0), pricom vykazuja vyssiu fotoprotekciu a lepSiu roztierate'nost’ (Singh a Nanda

2014).
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2.4. Exozomy
2.4.1. Definicia

Exozomy predstavuju malé membranové vezikuly endocytového pdvodu. St
produkované takmer vSetkymi bunkami aich velkost’ koliSe v rozmedzi 30 — 100 nm
(Batrakova a Kim 2015, Théry a kol. 2009). Nachadzaju sa v rd6znych telesnych tekutinach,
napriklad v slinach, krvi, mo¢i, amniotickej tekutine, bronchoalveolarnej lavaznej tekutine,
synovialnej tekutine alebo materskom mlieku (Batrakova a Kim 2015, Shimoda a Khokha
2013). Exozoémy maju zvacsa gulovita/pohéroviti morfologiu (Hong a kol. 2014) a st
nositeI'mi roznych molekul, ako st miRNA, mRNA, ncRNA (non-coding RNA), DNA,
extra-chromozomalne DNA, proteiny, lipidy. Exozomy st schopné preniest tieto
bioaktivne molekuly z donorovej do recipientnej bunky, atak ju priamo ovplyvnit
(Shimoda a Khokha 2013, Subra a kol. 2010). Vdaka Struktare a schopnosti cirkulovat’
v telesnych tekutinach exozémy umoziuju dopravu niektorych signalnych/efektorovych

molekul do distalnych Casti 'udského tela.

2.4.2. Vznik

Biogenéza exozdémov sa zacina tvorbou skorého endozému (early endosome — EE)
z bunkovej membrany. Ubikvitinom modifikované proteiny z cytoplazmy, ktoré putuji do
skorych endozémov, pritahuji rozne cytoplazmatické proteinové komplexy (Rab GTPazy,
ESCRT a iné faktory) indukujuce nasledné prehlbovanie membrany EE do vnutra. Tymto
sposobom vznikaji v skorom endozome intralumindlne vezikuly (ILVs) obsahujuce
»haklad*“ z cytoplazmy alebo povrchu bunky. Postupne, po¢as maturacie EE v spolupraci
s roznymi bunkovymi faktormi, dochadza k jeho zmene na neskory endozém (late
endosome — LE). Tento sa od EE li$i v hodnote pH (EE: pH 6,8 — 5,9; LE: pH 6,0 — 4,9)
(Huotari a Helenius 2011). V mnohych publikaciach sa LE oznacuje aj ako MVB
(multivesicular body), respektive multivezikularny endozém. St dve moznosti osudu MVB
(Obr. 1.); bud’ splynie s lyzozomom a material vnutri endolyzozému sa degraduje, alebo sa
pohybuje pozdiz cytoskeletu bunky k jej membrane. V blizkosti bunkovej membrany
dochadza k zapojeniu dalSich exkrecnych mechanizmov a proteinov, ako st SNARe
proteiny (syntaxin, SNAP-25, synaptotagmin, synaptobrevin), v pritomnosti ktorych ddjde
k splynutiu bunkovej a vezikuldrnej membrany a vyliceniu vezikuldrnych teliesok do
extracelularneho prostredia, kde sa uz oznacuji nazvom exozémy (Huotari a Helenius

2011, Tamkovich a kol. 2016).
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Obr. 1. Mechanizmus zrenia a vyluCovania exozomov. (Prisposobené Tamkovich SN
a kol. 2008) Rab5 (GTPdzy) pomdha vytvarat skoré endozomy a ESCRT (transportné
proteiny endozomalnej distribucie) sa nan viazu. ESCRT urcuje tvorbu (ILV) v MVB. MVB

uvolnuje exozomy pri kontakte s plazmatickou membranou.

2.4.3. Struktira

Proteinovy (ale aj lipidovy) profil extracelularnych vezikil — exozomov zvécsa
reflektuje obsah parentalnych buniek, priCom vezikuly st obohatené aj o niektoré Specidlne
molekuly, ako si adhézne molekuly, molekuly zabezpeCujice recyklaciu
materidlu, cytoskeletdlne molekuly, heat shock proteiny, cytoplazmatické enzymy,
proteiny sprostredkujuce signalnu transdukciu, cytokiny, chemokiny, proteinazy
a bunkovo-Specifické antigény (Balaj a kol. 2011). Ako uz bolo spomenuté, exozomy
disponuju proteinmi a molekulami, ktoré sa pocas ich biogenézy nedegraduju, ale ostavaju
vo vezikulach. Naj€astejSie st to membranové transportéry a fizne proteiny (GTPazy,
anexiny, flotilin), heat-shock proteiny, tetraspaniny (napriklad CD9, CD63, CDS81),
proteiny zucastiiujice sa biogenézy MVB (Alix, TSG101). Niektoré z nich sa povazuju za

markery exozoémov, napriklad antigény CD63 a CD81 (Subra a kol. 2010,Segura a kol.
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2005). Tieto markery sa pouzivaju najCastejSie v publikacidch na dokaz pritomnosti
exozomov v skimanej vzorke spolu s udanim velkosti exozémov. Znaky MHC II a CD86
su pritomné iba v exozdmoch pochadzajucich z antigén prezentujicich buniek a znak
MFG-ES8/laktadherin sa zase nachddza iba na exozémoch z nezrelych dendritickych buniek
(Véron akol. 2005, Frydrychowicz akol. 2014). Exozémy zvicSa, aj napriek ich
endozémovému povodu, neobsahuju proteiny z endoplazmatického retikula, mitochondrii
alebo jadra (Tili a kol. 2013). Dalsou zloZkou exozoémov st miRNA, ncRNA, ktoré su
abnormalne exprimované pri niektorych typoch nadorov a zapojené do patogenézy
nadorovych ochoreni (Rabinowits a kol. 2009). Profily expresie exozomovych miRNA
pochadzajucich znadorovych buniek su Studované ako pravdepodobné biomarkery
pritomnosti a/alebo progresie neoplastického procesu (Bhayani a kol. 2012). MiRNA sa
Specificky sekvencne viazu na 3" UTR (neprekladany region) cielovych m3RNA, c¢o
vyustuje bud’ do inhibicie translacie alebo mRNA degradacie (McDonald a kol. 2013).
Niektoré miRNA cirkuluju v telesnych tekutinach vo forme napriklad AGO (Argonaute 2)
komplexov, iné¢ st ulozené v exozdmoch. Prenos tychto malych miRNA molekul do
cielovych buniek predstavuje jeden zo sposobov regulacie expresie génov (Bunggulawa
a kol. 2018). Na uplnost’, aby sme nezabudli na ziadnu sucast’ zlozenia exozémov, lipidova
zlozka je takisto dolezitym komponentom. Exozémy obsahuji prevazne lipidy ako
cholesterol (zabezpecuje vysoku pevnost’ a stabilitu lipidovej dvojvrstvy), diglyceridy,
sfingolipidy (vratane sfingomyelinu a ceramidu, doéleZitych pri biogenéze), fosfolipidy,
glycerofosfolipidy vratane fosfatidylcholinu, fosfatidylserinu, fosfatidyletanolaminu,
fosfatidilinozitolu a polyglycerofosfolipidov (napriklad bisfosfat). Mnozstva konkrétnych
lipidov, v porovnani s lipidovym zloZenim parenteralnej bunky, byvaju niekedy az

Stvornasobne zvysené, o sa prejavuje zvySenim rigidity membrany (Segura a kol. 2005).
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Obr. 2. Schematické znazornenie Struktiury exozomu. (Upravené od Lou a kol. 2017)

2.4.4. Bunkové rozpozndvanie exozomov

Bunky rozpoznéavaju exozémy troma cestami: volny pohyb, adhézia a antigénové
rozpoznavanie. Rozpoznanie volnym pohybom alebo plavanim je pravdepodobne
sprostredkované opsonizdciou exozomov pocas cirkuldcie v krvi. Adhézia na bunky
vyzaduje konformaéni zmenu integrinov za ucelom zvySenia afinity, integriny su nasledne
oligomerizované a spoja sa s cytoskeletom bunky. Pri antigénovom rozpoznavani, je
Specifikacia cielovej bunky pravdepodobne dana kombindciou antigénov a molekul
MHC I a II. triedy. MHC molekuly st exprimované na povrchu exozomov v zavislosti na
rodi¢ovskych bunkach (Wang a kol. 2017). Mdzeme teda tvrdit, ze exozoOmy produkované

roznymi tkanivami maji rozne cielové bunky.

2.4.5. Vychytavanie exozomov

Niektoré Stadie ukazuju, Ze vychytavanie exozoOmov je proces, ktorym su exozomové
signaly prenesené do recipientnej bunky pomocou trojkrokového mechanizmu: receptorova
interakcia, membranova flizia a endocytdza/fagocytéza. Mnohé Studie poukazuji na
mozZnost” Specifického rozpoznavania proteinov na povrchu exozémov a buniek (Wang

a kol. 2017, Kim a kol. 2016).
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2.4.6. Odvodené exozomy

Stadie ukazali, ze exozémy ziskané z roznych Struktar maja rézne tlohy.

Exozomy pochddzajuce z makrofagov. Makrofagy svojou schopnostou fagocytovat
hraji doélezitd ulohu v imunitnej odpovedi organizmu. Vyskum ukézal, ze exozdémy
ziskané z makrofagov prechadzaju cez HEB do mozgového parenchymu Zzivych mysi.
Pravdepodobne receptor lektinu c-typu sprostredkoval proces absorpcie v l'udskych
mozgovych mikrovaskularnych endotelidlnych bunkéch, pouzivané ako modelové bunky
pri vyskume funkcii HEB. Tieto exozomy by teda mohli byt vhodné ako nosic terapeutik
pri liecbe ochoreni mozgu (Yuan akol. 2017). Inym prikladom Stadie je vyskum
paklitaxelu (PTX) a doxorubicinu (DOX) zaclenenych do exozomov aich zhodnej

lokalizacie s pl'icnymi metastazami (Kim a kol. 2016).

Exozomy  ziskané z osteoklastov. Osteoklasty st velké viacjadrové bunky
Specializované na kostnu resorpciu. PocCas procesu osteoklastogenézy su vyluCované

exozomy, ktoré¢ maju tilohu inhibovat’ aktivitu osteoblastov (Neesse a kol. 2010).

Exozomy ziskané z bronchialnych fibroblastov. Fibroblasty hraju kIic¢ova tlohu pri
zapaloch dychacich ciest tym, ze exprimuju rad cytokinov a adhéznych molekul a tiez pri
infiltracii a aktivacii eozinofilov a inych leukocytov. Haj-Saleem a kol. skumali ulohy
exozomov z bronchidlnych fibroblastov. Je moZné konStatovat, Ze exozomy ziskané
z tychto buniek zohrdvaju tlohu posla pri zvySenej proliferacii epitelu dychacich ciest v
pripade tazkej astmy a moZzu prispievat’ k prestavbe dychacich ciest, aspon CiastoCne,

moduléciou epitelovych buniek (Haj-Saleem a kol. 2017).

Exozomy derivované z mezenchymalnych kmenovych buniek (MSC). Exozomy
odvodené od MSC st vysoko obohatené o biologicky aktivne molekuly, ako st proteiny a
RNA, a preto si dobre vybavené na udrziavanie homeostazy v tkanive a reaguju na
vonkajSie podnety, maju potencidlne terapeutické vlastnosti pri ochoreni pecene a

vykazuju ochranny G¢inok proti poSkodeniu myokardu (Szabo-scandic 2019).

Exozomy sposobené Rhabdomyosarkomom (RMS). RMS je klasifikovany ako
najbeznejSi sarkom mikkych tkaniv u deti a dospievajucich a je formou nadoru
s charakteristickymi €rtami linia kostrovych svalov. Bunky RMS produkuju exozémy,
ktoré nesti informaciu vo forme RNA a mdéZu ovplyviiovat angiogenézu a proliferaciu

I'udskych fibroblastov (Sung a Weaver 2017).
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Exozomy ziskané z metastatickych rakovinovych buniek podporuji tvorbu buniek
a adhéziu. Tieto exozémy maju agresivny charakter a mozu nie len podporovat’ metastazy,

ale aj ovplyviiovat’ este zdravé bunky (Nabavi a kol. 2017).

Exozomy ziskané z maligneho mezoteliomu. Zhubny mezoteliom, ktory pochéadza
z neregulovanej bunkovej proliferacie vystelky mezodermalneho tkaniva - hrudna dutina,
srdce, pliica, brusnd dutina a intraabdominélne orgéany, je zriedkavym typom rakoviny.
Ukézalo sa, Ze exozoOm pochédzajici z 'udskych malignych mezoteliomovych buniek ma
imunoregulacnu funkciu pocas progresie rakoviny, reguluju recipientné bunky nadorového

mikroprostredia a obsahuju faktory spojené s metastazami (Abdelmagid a kol. 2015).

Exozomy vyvolané rakovinou pankreasu. Rakovinové bunky pankreasu produkuji
exozomy, ktoré preprogramuji bunky v okoli nadoru a zvySuju proliferaciu a migraciu

rakovinovych buniek (Haj-Salem a kol. 2017)

2.4.7. Vyznam

Vyznam exozémov sa stale skima. Stidie ukazuju, Ze exozomy mozu zohravat’ viaceré

funkcie ako aj za fyziologickych, tak aj patologickych podmienok.

Exozémy uvolnené z extraceluldrneho prostredia sa viazu na receptory na povrchu
buniek a/alebo moéZu byt internalizované do cielovej bunky — ddjde k ich fizii. Obsah
exozomov vratane Specifickych proteinov, lipidov a nukleovych kyselin pochadzajacich
z povodnych buniek (zdravé, nddorové, infikované) potom dokéaze podnecovat’ rézne typy
vnatrobunkovej signalizdcie. Exozémy sa preto povazuji za sprostredkovatel'ov

medzibunkovej komunikacie (Zitvogel a kol. 1998).

Exozoémy vylucované antigén prezentujucimi bunkami aktivuja T-lymfocyty (T-ly),

a teda aktivuji imunitni odpoved’ (Lou a kol. 2017).

Kvoli svojej schopnosti prenasat’ svoje ,,davky* do inych buniek sa exozomy povazuju
za prispievajuce faktory roznych chordb. Napriklad moézu transportovat’ Ap amyloidy,
protein tau, pridbny a mnoho dalSich latky spojené s neurodegenerativnymi chorobami
(Raposo akol. 1996, Bobrie a Théry 2013). V stadii Taieb a kol. ukézali, Ze exozémy
z dendritickych buniek (DEX) nest MHC/ peptidové komplexy schopné posilnit’ primarnu
T-ly odpoved’ a odvrhnutie nadoru v pritomnosti adjuvantnych latok. Kombinac¢né Stadie
cyklofosfamidu s DEX v absencii adjuvantnych latok na mySiach s vyvolanymi nadormi

potvrdili silny antigén-zavisly protinadorovy efekt (Taieb a kol. 2006) .
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DalSou doélezitou vlastnostou exozémov je ich schopnost prechadzat’ cez
hematoencefalickti bariéru in vivo aj in vitro. Stidie in vivo naznacuju, ze exozoémy
podavané injekCne, intravendzne alebo nazalne prechadzajui do mozgovych buniek

(Yuyama a Igarashi 2017, Taieb a kol. 2006, Yuan a kol. 2017).

Exozémy st autoldégne tvorené v tele pacienta, mozu byt navrhnuté tak, aby niesli

lieCivo alebo ciel'ové proteiny bez vyvolania imunitnej odpovede (Zeringer a kol. 2015).
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2.5. Studium exozomov

2.5.1. Metody izolacie exozomov
Centrifugacné, filtratné a imunoafinitné metody sa na izolaciu exozoémov pouzivaji

najcastejSie. Hlavna pozornost’ sa venuje ziskaniu ¢istych a kvalitnych exozomov (Li a kol.

2017).

2.5.1.1. Diferencidlna centrifugacia

Preparativna ultracentrifugdcia je obecne najpouzivanejSia metodda izolacie
exozomov ainych bunkovych komponentov. Principom je rozdelovanie zloziek zmesi
pomocou odstredivej sily a postupné usadzanie jednotlivych zloziek na ziklade ich
hustoty, vel'kosti a tvaru. Prikladom je diferencidlna centrifugacia, ktora je zostavena zo
série centrifugaénych cyklov ligiacich sa rychlostou adizkou trvania centrifugacie
a zabezpecujuce dokladné oddelenie exozémov od ostatnych zloziek zmesi. Nevyhodou
tejto metddy su nizke vytazky snizkou cistotou v dosledku kontaminécie roéznych
agregatov a lipoproteinov. Preto byva Casto spojenda s druhym typom centrifugacie -
centrifugaciou v hustotnom gradiente sachar6zy, ktord zabezpeci vyssiu €istotu oddelenim
exozomov a peptidovych agregatov. Hoci je tdto metdda najpouzivanejSia, mad mnoho
nevyhod, vyzaduje velké objemy vzoriek, je ¢asovo narocna, ma nizke vytazky a navyse
mdze dochadzat’ k poniceniu vezikil v doésledku vysokych rychlosti centrifugacie

(Campoy a kol. 2016, Contreras-Naranjo a kol. 2017).

2.5.1.2. Izolacia podla velkosti castic - ultrafiltracia

Komeréné membranové filtre alebo polykarbonatové plechovky sa pouZzivajii na
1zolaciu buniek a velkych extracelularnych vezikal (EV) v biologickych vzorkach. Metody
filtracie sa asto kombinuju s ultracentrifugaciou,. Samotna izolacia sa uskuto¢niuje na filtri
s definovanou velkostou porov. Ultrafiltracia oproti ultracentrifugdcii ma vyhodu
v kratSom cCase potrebnom k uskuto¢neniu tejto metddy, vo vysSej Cistote ziskanych
exozoOmov a nevyzaduje Ziadne Specialne pristroje. Nevyhodou je pouzivanie sily na
pretlacenie vzorky cez filter, co moze viest’ k posSkodeniu a roztrhnutiu vacsich vezikul,
ktoré nasledne kontaminujt vysledny roztok a blokuji péry filtra proteinmi, ktoré adherujt

na povrch membrany a brania elucii exozomov (He a kol. 2018, Diaz a kol. 2018).
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2.5.1.3. Zachytavacie metody izoldcie na zdklade afinity

Tieto metddy vyuzivaju to, Ze na povrchu exozémov sa nachadza vel’ké mnozstvo
proteinov a receptorov, ktoré vystupuju ako antigény a mozu sa na ne teda naviazat’ ich
Specifické protilatky. Uplatituje sa to napriklad pri analytickej metode ELISA (enzyme-
linked immunosorbent assay), pomocou ktorej sa zachytavaji exozomy a zaroven sa
spektrofotometricky alebo fluorescencne kvantifikuja. Boli vyvinuté aj Specidlne,
protilatkami pokryté magnetické gulicky, ktoré predstavuju jednoduchy a rychly sposob

ziskavania exozémov (Campoy a kol. 2016)

2.5.1.4. Exozomdlna precipitacia

Tato metéda sa pouziva uz viac ako 50 rokov na izoldciu virusov, ¢i inych
makromolekul. Typicky sa poziva precipitatny roztok s obsahom polyetylénglykolom
(PEG) s molekularnou hmotnostou 8 000 Da. Tento roztok na inkubuje s biologickym
materidlom cez noc pri +4<:C. Zmes sa potom centrifuguje na nizkej rychlosti za vzniku
peliet s exozomami. Vyhodou tejto metody je, Ze nevyzaduje Specializované zariadenia, je
relativne jednoduchd a ¢asovo nenaro¢nd. Nevyhodou je kontaminécia lipoproteinmi ako
aj agregatmi. Tieto nedostatky mdzeme minimalizovat’ pre- a post- izolaénymi krokmi.
Pre- izolaény krok =zahfiia typicky odstrdnenie subcellularnych casti, napriklad
lipoproteinov, centrifugaciou. Post-izolaény krok odstrafiuje polymér pouzitim Sephadex

G-25 column (Contreras-Naranjo a kol. 2017).

2.5.1.5. Mikrofluidna izolacia exozomov

Tieto metody dokdzu rychlo a efektivne separovat’ exozomy a vyuzivat’ fyzikalne a
biochemické vlastnosti exozomov. Okrem beZznych pristupov, ako je velkost’, hustota a
imunoafinita, je moZzné implementovat’ inovativne mechanizmy triedenia, ako su akustické,
elektroforetické a elektromagnetické manipulacie. Pri pouziti tychto zariadeni sa oCakava

vyznamné znizenie objemu vzorky, spotreby Cinidla a ¢as izolacie (Creative-biolabs 2020)

2.5.2. Metody purifikdcie exozomov

Pouzitim purifikacnej metddy sa zvySuje kvalita ziskanej vzorky exozdémov a tiez
koncentracia. Tymito metdodami su ultracentrifugacia a mikrofiltracia, rozmerovo-

vylucovacia chromatografie (SEC) a imunoafinitné zachytavanie (Ko a kol. 2016).
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2.5.2.1. Ultracentrifugdcia a mikrofiltracia

Ultracentrifugacia sa vseobecne povazuje za Standardni metddu izoléacie
extracelularnych vezikul. Tato technika oddeluje vezikuly od ostatnych zloziek vzorky
v zévislosti od ich rychlosti sedimentécie, ktora je vacSinou urcend velkostou a hustotou.
Vo vSeobecnosti existuju tri hlavné kroky na oddelenie exozémov ultracentrifugacnou
metodou. Najskor sa pelety s buneénymi zvySkami odstred’uji pomalou odstredivou
rychlostou (300 x g). Potom pelety s vac¢simi vezikulami (apoptické telieska a niektoré
vicsie mikrocCastice) pri rychlejsej centrifugacnej rychlosti(1 000 - 20 000 x g) a nakoniec
sa mézu malé vezikuly (exozémy a menSie mikrocastice) peletovat’ pri vel'mi vysokej

rychlosti odstred’ovania (100 000 x g) (Ko a kol. 2016).

Mikrofiltracia je metdda izolacie/Cistenia, ktord vyuziva hydrofilizovana
polyvinylidéndifluoridovi membranu na l'ahké Cistenie exozémov zo vzoriek so zniZzenou
spoloénou purifikaciou hojnych neexosomalnych proteinov. Casto sa pouZiva v spojeni
s ultracentrifugéciou namiesto prvého a druhého zatocenia, aby sa ziskal produkt, ktory je
bez neziaducich kontaminantov. Tato metdéda moéze zvysit purifikdciu a integritu

exozomov (Ko a kol. 2016, Creative-biolabs 2020).

2.5.2.2. Rozmerovo-vylucovacia chromatografia (SEC)

SEC umoznuje separovat komponenty vzorky na zaklade diferencialnej rychlosti
pohybu cez gélovi matricu komponentov réznych velkosti. Cim je zlozka mensia, tym
viac je schopna preniknut’ do gélovej matrice, ¢im dlhSie zostava v kolone a potom je
eluovand. V suvislosti s izoldciou exozémov moézu byt vezikuly oddelené od menSich
kontaminantov proteinov a nukleovych kyselin. Typicky, ked’ sa na prepravu vzorky cez
kolénu pouzije vodny roztok, je tato technika znama ako gélova filtracna chromatografia
alebo gélova permeacna chromatografia. Chromatograficka kolona je naplnena jemnymi
poréznymi gul’6ckami, ktoré su zloZzené z dextranovych polymérov (Sephadex), agardzy
(Sepharose) alebo polyakrylamidu (Sephacryl alebo BioGel P). Velkost’ pérov tychto
gul'6cok sa pouziva na odhad rozmerov makromolekul. V procese Cistenia exozémov SEC
funguje ako dobry nastroj, ktory moéze extrahovat exozomy s vysokym vytazkom
a vysokym cistenim. Okrem toho kombindcia SEC a ultrafiltracie alebo ultracentrifugacie
mdze vyznamne obohatit’ exozomy z réznych vzoriek (Ko akol. 2016, Sharma a kol.

2018).
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2.5.2.3. Imunoafinitné zachytavanie

Imunoafinitné zachytavacie metody pouzivaji gul'ocky potiahnuté protilatkami na
selektivnu  izolaciu  vezikul  vykazujucich  pozadovany  povrchovy  marker.
Predkoncentrované vzorky extracelularnych veziktl sa inkubuji s magnetickymi
gulockami potiahnutymi protilatkou proti cielovému markeru, o umoznuje Specificky
rozpad extracelularnych vezikil exprimujtcich ciel' na svojom povrchu. Exozémy su
vezikuly, ktora na svojom povrchu maji r6zne membranové proteiny a receptory a je teda
mozné vyvinit metddu, ktord bude vyuzivat interakcie medzi receptormi a ligandmi
a medzi proteinmi (antigénmi) a ich protilatkami. V sti€asnosti boli na povrchu exozémov
identifikované mnozstvo Specifickych molekal ako je CD63, CD81, CD82, CD9, Alix,
anexin, EpCAM a Rab5. Protilatky proti tymto povrchovym markerom by mohli byt
imobilizované na réznych médiach, vratane magnetickych gul’6¢ok, chromatografickych
matric, platni a mikrofluidnych zariadeni na exozémové zachytenie. Napriklad CD34 je
jedine¢ny biomarker blastov akutnej myeloidnej leukémie (AML). Protilatky proti CD34
mozu byt potiahnuté na magnetickych mikrogul'6¢kach na Cistenie exozomov z plazmy
pacientov s AML pomocou imunoafinitnej interakcie medzi CD34 a ich protilatkami. Tato
technolodgia sa tiez pouziva na izolaciu a Cistenie exozoémov odvodenych od konkrétneho
typu bunky, ako st napriklad nddorové bunky. Predkoncentrované vzorky extracelularnych
vezikul sa inkubuju s magnetickymi gul'6ckami potiahnutymi protilatkou proti cielovému
markeru, ¢o umoziuje Specificky rozpad extracelularnych veziktl exprimujtcich ciel’ na
svojom povrchu. Vyhodou tejto technologie je, Ze produkuje ¢isté a homogénne vytazky
exozomov. Tento konStrukény pristup vSak vyluCuje zachytenie potencidlne biologicky
relevantnych subpopulacii, ktoré neexprimujii konkrétny poZadovany povrchovy marker

(Yang a kol. 2017).
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Obr. 3. Princip metdd izolacie a purifikacie EV. (Prebraté od Creative-biolabs 2020)

2.5.3. Metody analyzy obsahu exozomov

Po izolovani exozémov je nutné dokazat' ich pritomnost. NajCastejSie sa pouZiva
transmisnd elektrénova mikroskopia (TEM) vyuzivajlica usmerneny tok elektronov cez
vzorku. Cast’ elektronov je pohltenych vzorkou a zvysok, ktory prejde vytvara obraz
pomocou urcitej zobrazovacej metoddy. V pripade, ze sa vo vzorke nachadzaji 30 — 150 nm

velké vezikuly, odpovedajiuce velkosti exozomov, je mozné prejst analyze ich obsahu
(Sharma a kol. 2018).

NajdolezitejSie zlozky exozomov st exozomdlne proteiny a RNA. Na stanovenie
proteinov sa pouziva hmotnostnd spektrometria, ktord stanovuje zloZenie a chemickl
Struktiru a imunoanalytické metddy Western blotting a ELISA, ktorymi sa detekuje
pritomnost’ ur€itych proteinov a stanovuje sa ich koncentracia. Celkovy obsah proteinu sa
tiez da stavit’ pouzitim Bradfordovho c¢inidla a stanovenim absorbancie medzi 465 nm
a 595 nm. Bradfordovo c¢inidlo obsahuje modré farbivo, ktoré sa dokaZe viazat' na
bielkoviny a vytvorit’ s nimi stabilny komplex, ktory méze byt’ detekovatel'ny (Coby a kol.
2005). Pri RNA sa spektrofotometrom NanoDrop urci jej koncentracia, potom moze byt
RNA reverznou transkriptizou prepisana do cDNA a td moéze byt amplifikovana
prostrednictvom kvantitativnej polymerazovej retazovej reakcie a méze byt stanovena jej

sekvencia (Bu a kol. 2018, Fang a kol. 2017).
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2.5.4. Metody kvantifikdacie exozomoy

Analyza pohybu nanocastic. Tato metdoda analyzuje Brownov pohyb prostrednictvom
rozptylu svetla na zistenie velkosti nanodastic v kvapalnej suspenzii. Castice v suspenzii
prechadzaju prietokovou komorou a su osvetlené laserovym zdrojom. Rozptyl svetla

vyrobeny z tohto zaznamu sa zaznamenava pomocou videokamery.

Laditelné odporové pulzné snimanie (TRPS). Metdda detekuje priechod jednotlivych
Castic cez péry v membrane a funguje podobne ako Coulterov pocitac. Detekcia TRPS

poskytuje informacie o koncentracii aj vel'kosti.

ELISA. Exozémy sa zachytdvajl na dne mikrojamky a mnoZstvo biomarkera sa

detekuje protilatkami, ktoré generuju fluorescenc¢ny alebo kolorimetricky signal.

Prietokova cytometria. Prietokova cytometria deteguje Castice suspendované v tekutine
ich interakciou s laserovym li¢om pri ich teCeni cez detekénu bunku. Ak vyuzijeme
fluorescencné farbenie markerov Specifickych pre dané vezikuly, mézeme tuto metodu

vyuzit’ na stanovenie poctu vezikul pritomnych vo vzorke.

Rezonancia povrchovej plazmy. Senzory zalozené na povrchu sa pouzivaji na
stanovenie koncentracie vezikdl v roztoku meranim rychlosti prichodu vezikdl na povrch
senzora v podmienkach obmedzené¢ho hromadného transportu. Za tychto podmienok je
pociatocna rychlost’ vdzby priamo umerna koncentrécii a difuznemu koeficientu vezikul

(Johnsen a kol. 2014).

2.5.5. Naplnenie exozomov lieCivom

Naplnenie exozomov vyuZziva niekol'ko réznych pristupov.

2.5.5.1 Nalozenie naivnych exozomov izolovanych rodicovskych buniek

ex vitro.

Vicsinou je principom spolo¢na inkubécia malych lipofilnych molektl a exozomov
alebo im podobnych vezikul. Prikladmi mdze byt’ vlozenie kurkuminu, doxorubicinu alebo
paklitaxelu pri izbovej teplote. Napln lieciva sa pohybovala od 7,2 % pre PTX, do 11,7 %
pre DOX. Relativne nizku nosnost’ tychto nosi¢ov mozeme vysvetlovat’ tak, ze exozomy

nie su prazdne, ale nesu uz vlastne proteiny a nukleové kyseliny (Li a kol. 2017, Campoy

a kol. 2016).
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Elektroporacia. Aplikéaciou elektrického pol'a na suspenziu exozomov (alebo buniek)
a zvoleného terapeutického nakladu sa tvoria pory do lipidovej dvojvrstvy membrany, ¢o
ul’'ahcuje pohyb nakladu do vnutra exozomov. Nasledna jednoducha inkubacia exozoémov
s nakladom umozni vstup terapeutického ndkladu do exozému. Napriklad kurkumin bol
efektivne vlozeny do exozémov iba po piatich minttach inkubécie pri teplote 22 °C a bolo
preukdzané, ze sprostredkuju vyznamné protizdpalové ucinky na niekolkych modeloch
chorob, ako je mozgovy zapal, autoimunitné ochorenie a nadory mozgu (Zhuang a kol.

2011, Jiang a kol. 2017).

Sonifikacia. Dal§im sposobom naloZenia ndkladu do exozomov je pomocou
ultrazvuku. Sonifikuje sa zmes liekov s exozoOmami Siestimi cyklami po dobu 30 s, celkovo
tri mintty, nasledované dvojminitovym ochladenim, ktoré malo za nasledok ucinné
plnenie lie¢iva do exozoémov. Vzhl'adom na velkost zeta potencidlu a mnozstvo lieciva,
nedochéadza k ziadnym vyznamnym zmenam v Strukture a obsahu exozémalnej membrany
po sonikacii. Rozsiahla reformacia a zmena tvaru exozoémov po sonikéacii umoznili difuziu
katalazy napriek relativne pevnej a vysoko Struktirovanej lipidovej dvojvrstvy a viedlo
k vysokej ucinnosti zatazenia exozomalnych nosi¢ov (nosnost’ 20-26 %) (Wei a kol.

2017).

Chladenie/zahrievanie. Inou moZnost'ou plnenia exozoémov lie¢ivom je rozne pouZitie

cyklov striedania chladenia a ohrievania vzorky.

2.5.5.2. Naplnenie rodicovskych buniek liekom, ktory sa potom uvolfuje

v exozomoch.

Na naplnenie sa pouzije jednoduché inkubdacia buniek a lie€iv. Bola skimané inkubdacia
HepG2 buniek (P'udského hepatocelularneho karcindmu) s réznymi latkami (etoposid,
irinotecan, karboplatina) aboli zaznamenané vyznamné produkcie exozémov

s inkorporovanymi latkami (Fang a kol. 2017)

2.5.6. Modifikdacie exozomov

V stcasnosti maji nanosystémy na urovni doddvania lieCiv znacny vyznam. Na
zlepsenie terapeutického ucinku sa dnes pouzivaji rézne liekové formulacie na nanobdaze.
Exozomy ako komunikaéné prostriedky bunky, schopné prenaSat’ svoj obsah naprie¢
organizmom, ziskali pozornost vedcov. Preukédzali vyhodu v biologickej kompatibilite,

nakol’ko prenaSaju endogénny biologicky material (RNA, proteiny) (Thian a kol. 2018).
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2.5.6.1. Povrchova modifikdcia

Tian a kol. navrhol jednoduchy, rychly a ucinny spdsob konjugécie funkénych
ligandov na exozomdlne povrchy pomocou bioorthogondlneho azidalkinylového
cykloadicie. Cyklicky (Arg-Gly-Asp-DTyr-Lys) peptid [c (RGDyK)], ktory vykazuje
vysoku afinitu na integrin avP3 v reaktivneho mozgového vaskuldrneho endotelu bunky po
ischémii, bol konjugovany na povrchu exozomu. Vysledok ukazuje, ze modifikované
exozomoveé molekuly vykazovali va¢siu akumulédciu v ischemickom mozgu v porovnani

s nemodifikovanymi exozomovymi molekulami (Tian a kol. 2018).

2.5.6.2. Exozomy kombinované s fuzogénnym peptidom citlivym na pH

a kationovy lipid na cytosolove podavanie

GALA je peptid zlozeny z opakujucich sa sekvencii Glu Ala-Leu-Ala, s amfifilnou
Strukturou, a teda citlivostou na pH. Casto sa pouZiva na zlep$enie G¢innosti transfekcie.
Na rozdiel od GALA, kationové lipidy ovplyviluju rézne vlastnosti DNA-kationového
lipozému komplexov a zohravaju vel'mi dolezita tlohu v efektivnom prenose génov. Pre

terapeutické lieCbu sa vsak takato moznost’ ukéazala ako nedostato¢na (Kim a kol. 2018).

2.5.6.3. Exozomové inZinierstvo s PEG a AA pre plucne metastazy
Posledny vyskum sa sustredil na pokus prekonat’ nemalobunkovy karcindm plic
pomocou technoldgie nanonosi¢ov. V tomto vyskume bol modifikovany exozoém
s paklitaxelom PEG a AA (ligand) pre zlepSenie cirkulacie v krvi a umoznil zacielenie na
plicne metastazy. PouZitim tohto modifikovaného exozému moze lieCivo selektivne
doru¢it’ na cielové rakovinové bunky a tieZ mdze zvySit mieru preZitia pacientov

s rakovinou pl'ic (Sato a kol. 2016).

2.5.6.4. Exozomy fuzované s lipozomami

Na zvySenie dodacej funkcie exozomov, Sato a kol. sa pokusil posilnit membrany
exozOmov s lipozomami metodou zmrazovania a rozmrazovania. Vysledok Stadie
naznacuje, ze takto fuzované exozOmy sa moZzu pouZit' na transport exogénnych

hydrofobnych lipidov a tiez hydrofilnych latok (Sato a kol. 2016).

2.5.6.5. Nanocastice s kovovo-organickou kostrou pokrytou exozomami
Kovovo-organické Struktury(MOFs) st hybridné zliceniny s jedno, dvoma alebo
trojrozmernej Struktiry, ktoré pozostavaji z anorganickych iénov/zhlukov kovov

a organickych ligandov. V roku 2017 Illes a spolupracovnici kombinovali MOF
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s exozomom. Vysledky ukézali, ze exozém potiahnuty MOF je inteligentny a efektivny

systém dodévania liekov (Schindler a kol. 2019).

2.5.7. Terapeutické ucinky exozomov naplnenych liecCivom

Dodavaci systém =zalozeny na exozémoch ma osobitné vyhody, ako napriklad
Specifickost’, bezpeCnost a stabilita. V suCasnosti zadujem o exozoémy rastie pre ich
schopnost’ prechddzat’ z jednej bunky do druhej bunky ato aj cez najtaz§ie membrany,
akou je hematoencefalicka bariéra. Skutocnost’, Ze exozoémy su prirodné produkty tela ma
za nasledok nizku imunitni odpoved’. Exozom moze tiez vykazovat zvySenu stabilitu
v krvi, ktord im umoznuje cestovat’ na vel'ké vzdialenosti v ramci tela za fyziologickych aj
patologickych podmienok. Dalej exozémy maju hydrofilné jadro, vd’aka ¢omu st vhodné
pre pouzitie u lieciv rozpustnych vo vode (Wei a kol. 2017). Teda sa mézu vyuzivat' ako
donory lie¢iva do cielovych buniek. V jednom z prvych vyskumov sa ukazalo, Ze exozomy
naplnené kurkuminom chrania mysi pred zapalom mozgu. Takyto spdsob podania zlepSilo
vlastnosti kurkuminu: zlepenie rozpustnosti, prediZenie ¢asu cirkulacie, zachovanie
terapeutickej aktivity (He akol. 2018). Iné Sstadie, s paklitaxelom (PTX) alebo
doxocrubicinom (DOX), ukdzali podobné zlepSenie v prieniku do nadorovych tkaniv (Diaz

a kol. 2018).

Exo0zémy mozeme pouzit' na zacielenie exozoémov do miesta ochorenia. Napriklad
exozomy, produkované bunkami geneticky pozmenenymi bunkami tak, aby exprimovali
membranovy protein (Lamp2b) fuzovany s neurdénovo Specifickym peptidom odvodenym
z glykopeptidu virusu besnoty, dodavali si RNA GAPDH do neurdnov a viedli
k knockdownu S$pecifického génu. Takto sa moézu knochdownut gény, ktoré su

terapeutickymi cie'mi Parkinsonovej alebo Alzheimerovej choroby (Momen-Heravi 2013).

2.5.8. Klinické vyuZitie exozomov

Existuje niekol'ko pristupov na zavedenie exozoémov s lieCivom. Napriklad
leukocyty zozbierané z krvi sa moZzu kultivovat’, rozmnoZit, pripadne diferencovat’, potom
sa exozOmy naplnia lieCivom a znovu sa podaji pacientovi. Je dodlezité, aby produkcia
exozomov bola Skalovatelnd alebo reprodukovatel'na, nakol’ko konecny vytazok moze
ovplyvnit’ vyrobné naklady aj klinické aplikécie, teda je dolezity vyber rodiCovskych
buniek. Napriklad MSC produkuju vela exozémov, teda mozu byt pouZzitelné na ich
produkciu (Contreras-Naranjo a kol. 2017). Alebo m6Zzeme zmenit’ podmienky kultivacie

(pH, dobu) alebo pouzit’ bioreaktory (Creative-biolabs, 2020). Dalej mdzu byt exozoémy
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izolované z kostnej drene alebo z inych zdrojov (bovine milk). Obecne plati, Ze terapie
s vyuzitim exozdmov su bezpecné, Ucinné, a uskutocnite'né. Prikladom je Studia , kde
pacientom s karcindmom pltc aplikovali autologné exozomy naplnené antigénom

a pozorovali sa imunitné reakcie (Ko a kol. 2016).
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3. Ciele prace

Izolacia exozémov makrofagov (stanovenie podmienok, porovnanie metdd

izolacie, vyhodnotenie kvalitativnych a kvantitativnych charakteristik).

Charakterizacia exozoémov (vzhl'ad, velkost’, pritomnost’ exozomovo Specifickych

markerov).

Testovanie a vyber metddy plnenia exozomov lie¢ivami, tak aby nedoslo

k narusenie Struktiry exozémov.

Stadium stability exozémov s protirakovinovymi latkami a uvolfiovanie ucinnych

latok.

Porovnanie ucinnosti vol'nej formy protirakovinového lie¢iva a lieCiva naplneného

v exozome.

Stidium zavedenia exozomu a prechodu cez hematoencefalicku bariéru.
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4. Metody a material

4.1. Kultura makrofagov

Leukemickd monocytova linia (THP-1) sa pouzila na pripravu kultary Tludskych
makrofagov. RPMI médium 1640 - GlutaMAX ™ -I médium (Thermo Fisher Scientific)
doplnené¢ 1 mM Na pyruvatom a 10 % telacie sérum bez exozémov (Thermo Fisher
Scientific) a 1 000 IU/ml penicilin-streptomycinu (Gibco®, Thermo Fisher Scientific).
THP-1 sa pestuje v 75 cm? (15 — 20 ml média) liekovkach na tkanivové kultary pri 37 °C
(inkubator New Brunswick Galaxy 170S, Eppendorf), az kym usadené bunky nepokryju 65
az 75 % dna liekovky. Na vyvolanie bunkovej diferencidcie sa bunkové médium zmenilo
na médium Macrofage-SFM (Thermo Fisher Scientific) s 200 nM forbolmyristatu acetatu
(PMA, Sigma-Aldrich) a nechalo sa 24 hodin. Pocas tejto doby sa monocyty THP-1
diferencujii na makrofagy. Nediferencované bunky (neadherujuce, okruhle) sa premyju
zmenou média na Macrofage-SFM bez PMA a udrZiavaju sa v inkubétore pocas 48 h. Po

uplynuti tejto doby sa bunkové médium zhromazdi na izolaciu exozémom.

Primarne peritonedlne hlodavce makrofagy sa zbierali z 2 - 4 mesa¢nych mysi BALB/c
asamcov potkanov Wistar (vivarium LSMU), ako opisali Lu a Varley, s malymi
modifikaciami podl'a protokolu (Lu a kol. 2013). Stru¢ne, 5 ml roztoku PBS sa injektovalo
intraperitonealne do peritonedlnej dutiny po anestézii plynnym CO; a pretatim miechy.
Brucho sa jemne masiruje 15 az 30 s a peritonedlna tekutina sa zbiera striekackou do 15 ml
centrifuga¢nej skiimavky a rotuje pri 300 x g pocas 5 min pri 4 °C (odstredivka Biosan BS-
010212-AAA). Gul'ocky boli resuspendované v RPMI médiu doplnenom 10 % tel'acieho
séra, 20ng/ml faktora stimulujiceho kolonie makrofagov a 100 IU/ml penicilin-
streptomycinu a naoc¢kované do lickoviek s tkanivovymi kultirami s plochou 75 cm?.
Pocet liekoviek zavisi od vytazku bunky. Vysledna suspenzia sa zriedila na 105 buniek/ml
a vysledny objem sa rozdelil do 15 az 20 ml/liekovka. Bunky boli ulozené v inkubatore
(New Brunswick Galaxy 170S, Eppendorf) pri 37 °C a 5 % CO». Po 16 h sa bunky trikrat
premyli v médiu, aby sa odstranili bunky bez makrofagov. Makrofagy boli pestované na
konfluenciu 75 az 85 %, potom boli premyté v médiu Macrofage - SFM (Thermo Fisher

Scientific) a d’alej kultivované v tomto médiu na exozomové zhromazd’ ovanie pocas 48 h.
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4.2. Metody izolacie exozomov

Izolacia exozomov ultracentrifugaciou

Bunkové kultivaéné médium bolo odstredené pri 2000 x g (LMC - 4200R Biosan
odstredivka), vysledny supernatant bol dalej centrifugovany pri 10 000 x g (Heraeus
Megafuge 16R, Thermo Fisher Scientific) a vysledny supernatant bol odstredeny
v 100 000x g ultracentrifuge (Sorvall WX 80, T1270, Thermo Fisher Scientific), 90 min
pri 4 °C. Supernatant sa odstrani a peleta (exozom) sa suspenduje v 500 pl fosfatového
tlmivého roztoku (PBS, Thermo Fisher Scientific). Vysledny roztok bol filtrovany
(velkost’ pérov 0,22 um, PVDF, Merck) a znovu odstredovany 90 min pri 100 000 x g,
4 °C. Vysledné exozémy boli resuspendované v 100 ul PBS.

Separacia exozomov chromatografiou

Médium bunkovej kultury sa nechalo prejst vyluCovacimi chromatografickymi
stipcami qEV10/35 nm (IZON) podla protokolu vyrobcu. Po zahriati kolony na teplotu
miestnosti bola tato koléna namontovand na stojan v komore s lamindrnym pradenim
apremytd pufrom pozostavajucim z PBS s 0,05 % NaN3 a prefiltrovana cez filter
s vel'kostou porov 0,22 um. Vzorka exozému bola prvykrat odstredend pri 1500 x g pocas
10 min (LMC-4200R Biosan) a vysledny supernatant bol znovu centrifugovany pri
10 000 x g pocas 10 min (Heraeus Megafuge 16R). Supernatant sa nanesie na kolonu
a zhromazdia sa frakcie s objemom 0,5 ml. ZhromaZzdilo sa 50 takychto frakcii. Kazda
ziskana druhd frakcia sa stanovila Bradfordovou metédou pre celkovy obsah proteinov.
Porovnanie vysledkov ziskanych s exozémovo Specifickou vystupnou zénou poskytnutou
vyrobcom ukazuje, Ze ellicia exozému je najpravdepodobnejsia pri frakciach 15 — 18 ml.
Frakcie zhromazdené vo frakciach od 13 ml do 20 ml boli skontrolované pomocou
Zetasizer. Frakcie obsahujuce Castice medzi 35 a 180 nm sa zhromazdili a skoncentrovali
vo filtraénych skumavkiach Amicon Ultra-4 s prahom 10 kDa (Merck) filtraciou pri
4000 x g pocas 10 min a 4000 x g poc€as 30 min (odstredivka, Thermo Fisher Scientific).

Izolacia exozomov ultrafiltraciou

Zozbierané kultivované bunkové médium sa prefiltrovalo cez 0,22 um filter
(PVDF, Merck) a odstredilo sa pri 4000 x g (Heraeus Megafuge 16R, Thermo Fisher
Scientific) vo filtraénych skumavkdch Amicon Ultra-15s prahom 10 kDa (Merck)

a koncentrovalo sa 30 min pri 4000 x g.
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Izolacia exozomov zrazanim polyméru

Roztok na zrdZanie polymérnych exozémov bol pripraveny z20 % Mr 6000
polyetylénglykolu (PEG, Sigma-Aldrich) jeho rozpustenim v deionizovanej vode (MilliQ,
Merck) v1 M NaCl. Bunkové kultivacné médium sa odstredilo pri 2000 x g (LMC -
4200R Biosan odstredivka), potom sa dobre premiesalo s roztokom PEG v pomere 1:1
a inkubovalo sa pri + 4 °C pocas 16 h. Vysledny roztok sa centrifugoval pri 2500 x g
(LMC - 4200R Biosan) 1 h. Vysledny supernatant sa odstrani a skimavky sa udrzuju
prevratené cez filtraény papier, aby sa supernatant mohol dobre oddelit. Peleta sa riedi
v 100 — 500 ul PBS a pretrepéava sa s inzulinovou injekénou striekackou poc€as 5 min, aby

sa adherentné exozoémy rozdelili ¢o najhomogénnejsie.

4.3. Farbenie a priprava exozomov na vyskum

Farbenie exozomov vyZzaduje Opti-MEM ™ (Gibco ™), lipofektaminové RNAIMAX
transfekované ¢inidlo (Invitrogen ™) a RNA (Invitrogen ™ BLOCK-iT ™ Alexa Fluor ™
Red Fluorescent Control, 20 pM), ktory je oznaceny fluérchromom Alexa Fluor 555 a ziari
po vstupe do exozomu vd’aka vidzbe s exozomalnou RNA. Jedna skumavka (Eppendorf)
s izolovanymi exozémami zmieSame s 100 pl roztoku Opti-MEM, ktory obsahuje 0,2 uM
fluorescenéného farbiva a 3 pl lipofektaminu. Zmes sa inkubuje pri teplote miestnosti
5 min, potom sa naleje na exozémy a inkubuje sa cez noc pri 37 °C. Nasledujuci den sa
exozomova skiimavka odstred’uje pri 10 000 x g pocas 1 h (Heraeus ™ Megafuge ™ 16R).
Supernatant sa odsaje, zlikviduje a exozoémy sa suspenduji v 200 pl PBS. Téato zmes sa
premieSava pomocou inzulinovej striekacky (1 ml U-100 0,35*%13 mm N1) pocas 10 min.
Koncentracia exozomalneho proteinu v roztoku sa stanovi Bradfordovou metddou
a vybrané mnoZstvo sa umiestni na bunky pestované na Petriho miskach na sklenenom dne
(Eppendorf) na mikroskopické zobrazenie. Bunky s exozoémami sa zobrazujii pomocou
mikroskopu Axio Observer.Z1 (Carl ZEISS microscopy GmbH) (Nemecko). Siet
mitochondridlnych buniek je oznacend 500 nM MitoTracker Green (inkubované pocas

30 min) a jadra zafarbené 10 pg/ml Hoechst 33342 (inkubované pocas 5 min).

Rovnaky protokol sa pouziva na pripravu exozémov na pozorovanie pomocou TEM.

4.4. Stanovenie Kkoncentracie exozomového proteinu pomocou

Bradfordovej metody

Bradfordovo c¢inidlo je roztok Coomassie brilantnej modrej G-250 v kyseline

fosfore¢nej a metanole. Kalibracnd krivka je skon$truovand tak, aby merala nezname

42



mnozstvo proteinu meranim absorbancie znamych koncentracii hovddzieho sérového
albuminu (BSA) a vynesenim zavislosti na mnozstve proteinu (Obr ¢.4.). Exozémy sa
najskor Stiepia pomocou 1 % detergentu Triton X (Triton ™ X-100, Sigma-Aldrich), aby
sa stanovila koncentracia exozému. Z tohto roztoku sa prida 15 ul na 96-jamkovu dosticku
apridd sa 185 ul Bradfordovho c¢inidla. Triton v konecnom objeme s Bradfordovym
¢inidlom je 0,03 %. Doska sa zabali do folie, nechd 10 min stat. Absorpcia svetla
v roztokoch sa meria spektrofotometrom (Multiskan ™ FC Microplate Photometer.
Thermo Scientific ™) pri 595 nm. Podl'a skon$truovanej kalibrac¢nej krivky sa urc¢i obsah
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Obr.4. Kalibracna krivka je urcéend na stanovenie koncentrdcie proteinu pomocou
Bradfordovej metody

4.5. Stanovenie exozomovo Specifickych markerov

Exozémové pripravky sa identifikovali pomocou Specifickych exozomovo
Specifickych markerov CD9, CD63 a CD81 pomocou stuprav ELISA (Abbexa) podla

protokolu vyrobcu a snimaca dosticiek (Tecan Infinite Pro M NanoPlex).

4.6. Priprava a pozorovanie exozomov pomocou trasmisivneho

elektronového mikroskopu
Exozomova vzorka sa homogenizuje pomocou inzulinovej strickacky 5 min. Nésledne sa

vzorka zmieSa s4 % PFA vpomere 1:1 ajedna kvapka (5-10 pl) nanesie na uhlikom
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potiahnuté kovové mriezky Formvar. Zakryje sa a nechd sa absorbovat do membrany
20 min. Premyva sa 5 min 100 ul PBS. Na fix4dciu mriezok sa pouziva pdtminttové
posobenie 1,7 % roztoku glutaraldehydu, a celé sa dvakrat premyje deionizovanou vodou
(MiliQ) asponi dve minuty. Na mriezky sa potom nanesie 50 pl uranyl-acetatu a necha sa
5min posobit’ vtme. Mriezky sa nasledne vystavia na 10 min roztoku cerstvo
pripraveného 2,25 % methylcelulozy a 2 % uranyl-acetatu v pomere 4:1. Tato inkubdcia sa
uskutoc¢iiuje na chladiacom podklade (I'ad). Mriezky sa na zaver susia na filtracnom papieri
10 — 15 min. Takto pripravené vzorky boli pozorované elektronovym mikroskopom pri

napéti 80 kV.

4.7. Meranie vel’kosti exozomov
Pomocou dynamického rozptylu svetla moze Zetasizer merat’ velkost’ Castic a jej
zetapotencial. Princip spoc¢iva v merani Brownovho pohybu, ktorého velkost' suvisi

s vel'kost'ou Castic, pricom malé Castice sa pohybuju rychlejsie a vel'ké Castice pomalsie.

Nanosystém Zetasizer porovnava pomer variacie intenzity skvin a vypocitava vel'kost
Castic pomocou Stokesovej-Einsteinovej rovnice, ktord vyjadruje vztah medzi velkost'ou

Castic a rychlostou Brownovho pohybu.
Stokes - Einsteinova rovnica:
r=kT/6mtnD

r ... polomer Castice

1 ... dynamicka viskozita

k... Boltzmanova konStanta

T ... absolutna teplota

D... difuzny koeficient

Velkost’ exozému (hydrodynamicky polomer) bola odhadnutd pomocou Zetasizer Nano
ZS (Malvern Panalytical) podl'a intenzity dynamického rozptylu svetla pomocou softvéru
vyrobcu na vypocty. Na meranie bol exozoémovy pripravok zriedeny 15-krat v PBS

a mieSany v trepacke Vortex pocas 1 min.
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4.8. Naplnenie exozomov DOX, PTX, a TMZ

Na naplnenie sa DOX, PTX a TMZ zmiesali s exozémovou suspenziou s celkovou
koncentraciou proteinu 400 — 500 pg/ml. Pracovné roztoky na nanaSanie exozoémov sa
mierne liSili v zavislosti od spdsobu nanasania, ale vSetky si zachovali rovnaku konecnt
koncentraciu exozémového proteinu a lieCiva (1 mM). Na konci kazdého postupu
nanasania boli preparaty zbavené nepretrzitého lie¢iva pomocou kolon Exosome Spin
Columns (MW3000, Thermo Fisher Scientific) a odstredené¢ podl'a protokolu vyrobcu
(750 x g, 2 min).

Plnenie exozomov inkubdaciou

Exozémovy pripravok s DOX alebo TMZ alebo PTX sa inkuboval v PBS a PBS so
17 pg/ml digitoninu v injekénych liekovkach z tmavého skla na viacmiestnom
magnetickom mieSadle (2ZMAG MIXdrive 6 MTP, 200 rpm). Boli pouZit¢ dudlne
inkubacéné teploty a r6zne doby trvania. Inkubdcia sa uskutoc¢iiovala pri 3 °C pocas 2, 1,
1’2a2 hapri °C po dobu 6, 12 a 24 h. Uskutoc¢nili sa 3 experimenty na 6 replikatoch v

kazdom inkubaénom stave.
Plnenie exozomov opakovanymi metodami chladenia - zahrievania

Exozémovy pripravok s DOX alebo TMZ alebo PTX sa rozdelil pri 200 ul do
skimaviek s objemom 30 pl pri 200 pl a umiestnil sa do mrazniciek pri -20 °C, -40 °C
alebo -80 °C na 1 h. Pripravky sa potom rychlo zahrievaju vo vodnom kupeli pri 37 °C
a postup sa opakuje 2, 3,4 a 5 - krat.

Exozomové plnenie elektropordaciou

Na elektroporaciu sa roztok exozém-lie¢ivo doplnil 200 mM sachardézy (Roth
a Elvidge 1960). Pripravok sa umiestnil do chladenej 1 mm elektroporanej bunky
a vystavil sa napétiu 1 000 V (intenzita elektrického pola 10 kV/cm) 0,7 ms trvajucim
impulzom s 1, 2 alebo 3 opakovanim alebo 2 500 V (intenzita elektrického pola 25 kV/cm)
654 ms trvajucim impulzov srovnakym opakovanim pomocou eporatora (Eppendorf).
Pripravok sa potom skladoval pri 37 °C 30 min, aby sa obnovila integrita exozomalnej

membrany.

Exozomové plnenie ultrazvukovou sonoporaciou
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Zmrazeny exozomovy pripravok bol sonikovany na Branson Digital Sonifier 450 s
pouzitim pat’ milimetrového hrotu pri 20, 30, 40 a 50 % amplitade po 3, 4 alebo 5 30s
cykloch zéataz/pauza, zatial’ co sa skimavka udrziavala na I'ade. Po sonikacii sa pripravok

skladoval 30 min pri 37 °C, aby sa obnovila integrita exozomalnej membrany.

4.9. Hodnotenie efektivnosti a stability naplnenych exozomov

Na vyhodnotenie u¢innosti plnenia DOX boli membrany naloZenych exozémov
prerusené po dobu 5 min na 5 %. Intenzita fluorescencie (excita¢na vinova dizka 470 nm,
emisia — 575 nm) detergentu TX-100 a DOX sa merala pomocou c¢itaca dosiek Tecan

Infinite Pro M Nano Plex. Koncentracia DOX sa vypocitala z kalibracnej krivky.

Utinnost’ nana$ania PTX a TMZ sa hodnotila vysokou¢innou kvapalinovou
chromatografiou. 100 pul naplneného exozdémového prepardtu sa udrziavalo vo

vyhrievacom bloku pri 75 °C, az kym sa voda Uplne neodparila.

Na detekciu PTX sa pridd 100 pl acetonitrilu, dobre sa premiesa na trepacke Vortex
a 10 min sa odstred’uje pri 10 000 x g (Heraeus Megafuge 16R). Supernatant sa filtruje cez
0,22 um PTFE filter a prenesie sa do vysokovykonnych skiimaviek na kvapalinovil
chromatografiu. Vzorkovaci objem bol nastaveny na 20 pl. Pouzil sa chromatograficky
systém Waters Alliance €2695 s detektorom 2998 PDA a kolonou C18 (Supelco Nucleosil
C18, 250 mm x 4,6 mm, 5 pm, 100 A, Sigma-Aldrich). Mobilné f4za - voda: acetonitril v
objemovom pomere 45:55, prietok — 1 ml/min, teplota -40 °C. Eluovanie PTX sa

monitoruje meranim absorpcie svetla pri 227 nm.

Na detekciu TMZ sa prida 100 pl metanolu, dobre sa premieSa na trepacke Vortex
a 10 min sa odstred’uje pri 10 000 x g (Heraeus Megafuge 16R). Supernatant sa filtruje cez
0,22 um PTFE filter a prenesie sa do vysokovykonnych skumaviek na kvapalinovu
chromatografiu. Vzorkovaci objem bol nastaveny na 20 pl. Pouziva sa chromatograficky
systém Waters Alliance €2695 s detektorom PDA 2998 a kolonou C18 (Supelco Nucleosil
C18, 250 mm x 4,6 mm, 5 um, 100 A, Sigma-Aldrich). Mobilna faza - metanol a 0,5 %
kyselina octova v objemovom pomere 30:70, prietok — 1 ml/min, teplota -40 °C. Eluovanie

PTX sa monitoruje meranim absorpcie svetla pri 330 nm.

Stabilita exozoému sa hodnotila skladovanim pripravkov exozému pri +4 °C, -20 °C, -
40° C a -80°C pocas 1, 7, 14 a 28 dni. Po tomto ucinku rézneho trvania a teploty sa

preparaty analyzovali rovnakym spdsobom ako na stanovenie Ui€innosti nanasania.
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Uvoliiovanie lie¢iva z exozdmov sa hodnotilo umiestnenim exozémového pripravku na
dialyzu do 300 K MWCO Float-A-Lyzer G2 (Thermo Fisher Scientific) a jeho ponorenim
do PBS pri teplote kabaretu s magnetickym mieSanim. Mnozstvo uvol'neného lieciva sa

meralo odoberanim vzorky kazdu pol hodinu poc¢as 10 h a analyzou, ako je opisané vyssie.

4.10. Sledovanie exozOmov in vitro a in vivo

Internalizacia exozOmu in vitro a in vivo sa monitorovala monitorovanim fluorescencie
DOX v nabitych exozomoch. Vo vnutri bunky sa oznacil mitochondridlny sietovy marker
MitoTracker Green FM (Thermo Fisher Scientific). Bunkové kultury glioblastomu
exponované exozomom s DOX sa zobrazili fluorescencnym mikroskopom Zeiss Axio
Observer Z.1 (pre vstup do exozomu) a konfokdlnym mikroskopom Olympus

FluoView1000 (na vyhodnotenie Zivotaschopnosti sféroidov).

Na vyhodnotenie priechodu exozoémov cez hematoencefalicktl bariéru boli pouzité 3-
mesacné mysi BALB/c vo veku 2 az 4 mesiacov (povolenie SFVS ¢. B1-954, povolenie na
testovanie zvierat G2-96. Do kazdej nosovej dierky sa nakvapkalo 100 m.j. hyaluroniddzy
(typ III, Sigma-Aldrich) rozpustena v 5 ul PBS a nechala sa stat 30 min. Do kazdej
nosovej dierky sa potom nakvapka 1 pg/50 pg exozémov s fluorescenne znaenym
pripravkom RNA. Infuzia sa uskuto¢nuje 5 pg kazdych 5 min. Mozgy sa vybrali po 1, 2, 4
a 24 h a 1h fixovali v 100 ml 4 % roztoku paraformaldehydu pri izbovej teplote. Mozog sa
potom preniesol do PBS s 25 % sachar6zy a skladoval sa pri 4 °C po dobu 24 h. Mozog je
chladeny tekutym dusikom, respektive s pouZitim chladiacej bazy (Triangle Biomedical
Sciences). Zmrazené kusky sa nakrijaji na mraziaci mikrotom (HM 560 mikrometrov),
hrabka kuskov je 18 — 30 um a teplota je -23 °C. Rezané kusky sa umiestnia na sklicka
(Plus, Menzel Glaser) a nechaju sa susit’ pri izbovej teplote 15 az 30 min. Jadra buniek sa
oznacia inkubaciou pocas 10 min v 6 pg/ml Hoechst33342 PBS. Sklicka sa potom opat’
premyli PBS (3 x 10 min) a potiahli sa Vectashield (Vector Laboratories), hrany sa
natierali bezfarebnym lakom na nechty. Vzorky sa zobrazili konfokdlnym mikroskopom

Zeiss Axio Observer LSM 700 (Carl Zeiss Microimaging Inc).

4.11. Hodnotenie Zivotaschopnosti buniek glioblastomu

Zivotaschopnost’ sféroidov glioblastomu sa hodnotila konfokalnou mikroskopiou
(Olympus FluoView FV1000). Fluorescencne farbivo propidiumjodidu (5 pg/ml) sa
pouZzilo na vyhodnotenie nekrotickych buniek, ktoré zafarbili jadré tychto buniek ¢ervenou

farbou, pretoze integrita ich membrany bola narusend. Jadra vSetkych buniek boli oznacené
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fluorescenénym farbivom Hoechst 33342, ktoré sa viaze na DNA vsetkych jadier buniek
a svieti modro. Ziskané obrazky boli spracované a analyzované pomocou softvéru ImageJ
a kvantitativne udaje pomocou SigmaPlot vs. 13 (Systat Software Inc., San Jose, CA,

USA).

4.12. Metoda kultivacie a priprava buniek na experimentovanie
Na detekciu exozomov do buniek sme pouzili bunkovi liniu C6. Bunkova linia C6
(ATCC®CCL-107 ™) je glidlna bunkova linia izolovana z mozgu potkana (Rattus

norvegicus) vhodna na vyskum gliomu ochorenia.

Bunkova subkultivicia je cielené udrziavanie alebo mnoZenie buniek v podmienkach in
vitro opakovanym prenosom buniek do ¢erstvého kultivaéného média pod stalou kontrolou

ich vlastnosti. Principom je zadrziavanie buniek pred dosiahnutim konfluencie 80 — 90 %.

Postup: PBS, TE (trypsin/EDTA 1x roztok, GibcoTM) s ¢irym kultivaénym médiom
[CM: 5 ml filtrovaného FBS + 500 pl PenStrep (penicilin, strepotomycin, GibccTM) +
DMEM (1x) + GlutamaxTM (Dulbecco's Modified Eagle Medium, GibcoTM)] sa
predhrialo na 37 °C. Sktmala sa kontaminacia kultivovanych buniek pod mikroskopom,
bunky maju normalny vzhl'ad (tvar ihly). Bunky dvakrat preplachli sterilnym PBS, aby sa
odstranili zvySky séra obsahujuce zlozky deaktivujuce trypsin. Pridalo sa 500 pl TE,
rovnomerne rozlozilo na dno a banku sa uzavrela. Nechalo sa pdsobit’ 1 min a ked sa
bunky zacali uvolniovat’, niekolkokrat poklepalo, aby sa uvolnili. Potom sa TE rychlo
deaktivoval pridanim 3 ml média. Bunky sa odstredili v odstredivke Biosan LMC-4200R
pocas 5 min, 200 g, potom sa odsal supernatant a pridalo sa 1 ml ¢erstvého média, potom
sa riedilo podla planovaného riedenia 1:3 - 1:10 = 1/3 - 1/10. Bunky sa niekolkokrat
resuspendovali odsatim a vypustenim pipety oproti spodnej cCasti banky. MnoZstvo
suspenzie sa prenieslo do pripravenej novej kultiva¢nej banky, do ktorej sme uz pipetovali
nové cCerstvé médium, dokladne sa premieSalo s pipetou a rovnomerne dispergovalo
pohybom banky tam a spdt’ a sprava dolava. Kultivacia prebiehala v inkubatore. Na
stanovenie poctu buniek sa zvoleny objem suspenzie zmieSal v pomere 1:1 s trypdnovou
modrou (produktova linia Gibco ™, 0,4 %) a umiestnil sa do hemocytometrickej komory
(Fuchs-Rosenthal). Bunkova suspenzia s trypdnovou modrou sa pocitala s pouzitim
mikroskopu s inverznym mikroskopom Leica DM, t.j. Zivé bunky na Styroch komornych
Stvorcoch. Vysledné Cislo sa vynasobilo 4 (pretoze existuje spolu 16 Stvorcov kamery),

potom 2 (pretoze bunky sa vyhodnotia dvakrat pomocou trypanovej modrej) a néasledne 5
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000, ¢im sa ziskala jedna frakcia Stvorcového objemu na mililiter. Vysledkom bol pocet
buniek na mililiter. Bunky potom boli nasadené do novych rastovych nddob na rast,

Petriho misky alebo jamky pre exozomové experimenty.

4.13. Statistické a iné analyzy udajov

Statisticka analyza a graficka vizualizdcia sa uskuto¢nili so softvérovym balikom
SigmaPlot 13 (Systat Software Inc., San Jose, CA, USA). Vysledky s prezentované ako
priemery 3 az 15 experimentov so Standardnymi chybami. Statistickd analyza sa
uskutocnila pomocou ANOVA a vyberom navrhovanych optimalnych testov podla
distribicie udajov - Dunn's, Kruskal-Wallis alebo Tukey. Vysledky sa povazuju za
vyznamne odlisné, ak p <0,05. Korelacné koeficienty boli vypocitané pomocou funkcie

MS Excel Correl.
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5. Vysledky

5.1. Vyber metddy izolacie (Cistenia) exozomov
Metody ultracentrifugécie, gélovej permeacnej chromatografie, ultrafiltracie a zrazania
polyetylénglykolom sa testovali vyberom réznych podmienok a vyhodnotenim vytazku

exozomov, kvality pripravy (Cistota, tvar a integrita membrany), ¢asu a nakladov na pracu.

Najskor sa pomocou ELISA analyzovali obsahy exozomovych markerov CD9, CD63
a CD81 exozémovymi pripravkami izolovanymi réznymi metodami. Zistili sme, ze obsah
tychto markerov v 1 mg celkového proteinu v pripravku, ako sa stanovilo Bradfordovou
metddou, bol podobny vo vsetkych exozoémovych pripravkoch izolovanych vSetkymi

metodami (Tab.1.).

Tab.1. Mnozstvo CD9, CD63 a CDS81 v ngna miligram celkového proteinu na
pripravu exozémov. Udaje st uvedené ako priemer z 5 experimentov (kazdé 3 paralelné

merania) so strednou Standardnou odchylkou.

Eliminacna
Ultra- Gélova Precipitacia
metoda Ultrafiltracia

centrifugacia filtracia PEG
Marker
CD9 0,35+0,02 0,37+ 0,03 0,46 + 0,07 0,36 +£ 0,03
CD63 1,12+ 0,05 1,02 £ 0,01 1,04 +£ 0,01 1,10 £ 0,6
CD81 1,53 +0,14 1,68 £0,12 1,75+ 0,09 1,62 + 0,06

Hodnotili sme tieZ korelaciu medzi celkovym obsahom proteinov v pripravku
a kazdym z markerov CD9, CD63 a CD81 v kazdom z odlis$ne pripravenych exozoémovych

pripravkov. Korela¢né koeficienty pre kazdy z tychto markerov st uvedené v Tab. 2.
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Tab.2. Korelacia medzi obsahom CD9, CD63, CD81 a celkovym obsahom bielkovin v

pripravkoch obsahujucich exozomy.

Elimina¢na
Ultra- Gélova Precipitacia
metoda Ultrafiltracia
centrifugacia filtracia PEG
Marker
CD9 0.98 0.96 0.99 0.99
CD63 0.99 0,97 0.98 0,92
CD81 0.99 0,91 0.99 0.95

Mnozstvo povrchovych markerov Specifickych pre exozémy vo vsetkych
pripravkoch silne korelovalo s celkovym obsahom proteinov, ¢o znamend, ze pripravky

boli relativne Cisté a nemali ziadne hlavné proteinové necistoty neexosomalneho povodu.

Dalej sme vyhodnotili vytazok réznych spdsobov izolacie exozomov stanovenim
celkového mnozstva exozémového proteinu uvolnené¢ho z 15 ml bunkového média. Tento
obsah v pripravkoch ziskanych ultracentrifugaciou, gélovou filtraciou, ultrafiltraciou
azrazanim bol 134,8 + 11,5pg; 3145 £ 153 pug;328,1 + 182ug a 3946 =+
17,1 png. Vytazok exozoémovej purifikacie ultracentrifugaciou je teda vyrazne nizsi ako pri

inych metodach a najvyssi vytazok sa ziska purifikaciou zrazanim PEG.
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Velkost' castic v rozli¢ne pripravenych exozémovych pripravkoch bola stanovena
pomocou Zetasizer. Na obrazku 5 (Obr.5.) vidno, Ze velkost’ Castic pripravenych vSetkymi
Styrmi spOsobmi bola podobnd a vidcSina Castic zodpovedala exozémovo Specificke]

velkosti 30 az 130 nm.
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Obr.5. Analyza vel’kosti Castic roznych Cistenych exozomdlnych pripravkov pomocou Zetaseizer.

a) ultracentrifugdciou cisteny produkt, b) gelom cisteny produkt, c) pouzita post-filtracna metoda-

ultrafiltracia, d) PEG precipitdcia.
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V d’alSom kroku sme skimali rozne Cistené exozomové preparaty pod transmisnym
elektronovym mikroskopom. Na obrazku 6 (Obr.6.) vidime, ze exozomy pripravené
ultracentrifugaciou (Obr.6a) st deformované bez zachovania okrthlej Struktiry a Cirej
membranove] dvojvrstvy. Medzitym mali exozémové pripravky purifikované gélovou
filtraciou (Obr.6b), ultrafiltraciou (Obr.6¢c) a zrazanim (Obr.6d) symetricky sférické

exozOomy s jasne vidite'nou dvojvrstvou lipidov.

Obr.6. Pripravy roznych Ccistenych exozomov sa zobrazuju pomocou transmisného
elektronového mikroskopu. a) priprava pomocou ultracentrifugacie, b) exozomy

purifikované gélovou filtraciou, c) ultrafiltracia, d) zrazanie PEG. Mierka - 100 nm.
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5.2. Plnenie exozomov lie¢ivami

Exozomy boli naplnené tromi roéznymi protirakovinovymi lie¢ivami: DOX, TMZ
a PTX inkubaciou s tymito lieCivami a sonikaciou, prudkym mieSanim, chladenim-
zahrievanim, inkubéciou s digitoninom a elektroporaciou. Hodnotila sa u¢innost’ inzercie

lieCiva a integrita exozomalnych membran.

Najskor sa testovalo plnenie lieCiv inkubéciou za roéznych podmienok. Pouzila sa
inkubécia pri 37 °C a pri 8 °C za i bez pritomnosti digitoninu. Vysledky t¢innosti inzercie

lieCiva pocas inkubécie st uvedené v tabul’ke 3 (Tab.3.).

Tab.3. U¢innost’ inzercie DOX, TMZ a PTX do exozémov inkubdciou za réznych
podmienok . Temp - teplota, Dig- Digitonin, trvanie v hodinach, koncentracie lieciv v

exozomovom roztoku su uvedené v nM.

Temp 37°C 8°C
Dig - + - +
Trvanie 05| 1 |15 2 (05| 1 |15 2|6 |12|24| 6 |12 | 24

145
54 | 95 | 82 | 67 | 114 | 66 | 56 | 32 | 27 | 39 | 61 | 68 | 111
DOX +
+8 |6 |+6 |5 x99 |£6 | £5|£5|£8 |3 [£5(+6]| %15

14
23 | 43 [ 41 | 22| 26 (36 |31 |16 |11 |17 |36 |12 | 19 | 34
TMZ
+2 |1 [x7 |6 | x4 |4 |26 | £2 |21 |27 |[£3 |4 | £1
11|22 (21 (14| 14 [15 (17 |19 | 8 |21 |17 |24 | 28 | 17
PTX

+4 | £2 |1 (1| £4 [£3 L2 [£5[x1 |1 |4 |£3|£3 |£1

Vidime, Ze DOX bol pritomny hlavne v exozémovej priprave po 24 h inkubécie s
digitoninom pri 8 °C, o nie€o menej ucinna pocas 0,5 h inkubdcia s digitoninom pri 37 °C
a 12 h inkubacia pri 8 °C. Uéinnost’ dodania TMZ do exozému bola uplne nezavisla od
digitoninu, ale so zvySujucou sa inkuba¢nou dobou sa zvySovalana 1 h pri 37 °C a az na
24 h pri 8 °C. Zavadzanie PTX bolo najuc¢innejSie po 12 hs digitoninom pri 8 °C.
U vsetkych liekov klesla u¢innost’ po inkubacii dlhsej ako 1 h pri 37 °C.
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V dalSej faze Stadie sme pozorovali, ako efektivne st exozoémy naplnené lieCivom
pomocou metddy opakovaného zmrazenia a rozmrazenia. UCinnosti plnenia dosiahnuté

touto metddou su uvedené v tabulke 4 (Tab.4).

Tab.4. Utinnost’ inzercie DOX, TMZ a PTX do exozémov metédou chladenia

a zahrievania. Temp - teplota, Opak.- pocet opakovani, koncentracie lieciva

v exozoOmovom roztoku st uvedené v nM.

Temp -20°C -40°C -80°C
Opak. | 2 3 4 5 2 3 4 5 2 3 4 5
DOX 123 | 168 | 204 | 221 | 96 | 139 | 156 | 169 | 42 | 59 | 64 | 52
+15[£19 [ £21 [ £20 | £10 | £7 |12 [£13 | £4 | £3 | £3 | £7
26 36 44 52 28 33 48 56 12 | 26 | 22 | 22
TMZ
+2 +2 +7 +3 +2 +4 +5 +4 | £4 | £7 | £4 | £5
16 28 35 36 18 31 39 36 11 12 | 16 | 11
PTX
+2 +6 +5 +7 +6 +7 +7 + 8 +2 | £2 | £7 | £3

Vstup DOX sa najucinnejSie podporil opdtovnym ochladenim a zahriatim na -20 °C
aucfinnost  vstupu  lie¢iva  bola  Umernd poctu  cyklov  ochladzovania
a zahrievania. NajvysSia hodnota bola dosiahnutd po 5 cykloch. Mnozstvo DOX v tychto
vzorkdch vyznamne prekro¢ilo maximalne mnozZstvo dosiahnut¢ inkubacnymi
metddami. Chladenie-zahrievanie na-40 °C zvysilo obsah DOX menej ako -20 °C
chladenie-zahrievanie na -80 °C nezvySovalo obsah DOX v exozémoch. TMZ aj PTX
vstup do exozomov bolo zvySené chladenim-zahrievanim na -40 °C. Mnozstvo lieCiva sa
zvySovalo so zvySovanim poctu cyklov na 4, ale aplikacia 5 cyklov nezvysila G€innost’
nakladania. Zmrazenie/zahriatnie na -80 °C nemalo taky velky vplyv na mnozstvo lieciva

v exozOémoch.
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Plnenie lie¢ivom bolo tiez uskuto¢iiované elektroporaciou exozémamov v roztoku

lieciva (udaje o G€innosti st uvedené v tabul’ke 5).

Tab.5. Uc¢innost’ inzercie DOX, TMZ a PTX do exozomov elektropora¢nou metédou.
Koncentracie lieCiva v exozémovom roztoku su uvedené v nM.

napitie 1000V 2500V
Pocet
1 2 3 1 2 3
impulzov

DOX 186 =23 154 £8 166 £14 | 376 £18 | 206 £33 106 £ 26

TMZ 26+ 7 36 £15 46 + 12 67+6 44 £5 363

PTX 12+4 16 £2 14+3 48+ 11 26+ 6 33+£9

Najvyssie mnozstva DOX, TMZ a PTX v exozémoch sa detegovali po
jednom impulze elektrického pol'a 25 kV/em pocas 654 ms. ZvySovanie poctu impulzov

neprinieslo zvysenie U¢innosti.

Ucinok ultrazvukovej sonoporacie na vstup lieCiva do exozémov je uvedeny

v tabul’ke 6.

Tab.6. Utinnost' inzercie DOX, TMZ a PTX do exozéomu ultrazvukovou

sonoporaciou. Koncentracie lie¢iva v exozomovom roztoku st uvedené v nM.

Amplitiada 20 % 30% 40% 50%
Pocéet
3 4 5 3 4 5 3 4 5 3 4 5
cyklov
DOX 86 98 106 | 126 | 165 | 178 | 264 | 302 | 384 | 206 | 212 | 164
+11 | £4 | £13 |13 | £8 |14 | £6 | £12 | 14 | £13 | £17 | £21
24 27 39 41 38 40 46 69 93 68 44 38
TMZ
+8 + & +6 +5 +5 +2 +7 +7 +10 | £11 | £10 +6
PTX 16 28 29 26 24 30 30 48 56 26 22 24
+2 | +£4 +1 +3 +6 [ £11 | £2 +7 | £13 | =7 +7 +5

Rozbor produktov ziskanych inkorporaciou lieciva do exozdému sonoporaciou

ukazalo, Ze maximalne mnozstvo lieCiva bolo ovplyvnené amplituidou 40 % po 4 a 5
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30 s cykloch zataz/pauzy. Mnozstvo DOX, TMZ a PTX merané¢ po 5 cykloch boli

najvyssie v porovnani so vSetkymi ostatnymi metédami plnenia.

V d’alSom kroku sa metddy naplnenia exozomov lieCivami hodnotili z hl'adiska ich
poskodenia. Rozsah poskodenia bol stanoveny pozorovanim exozomovych pripravkov
naplnenych réznymi metodami pod transmisnym elektronovym mikroskopom. Na
monitorovanie boli vybrané produkty snajvy$Sou ucinnostou: 0,5h inkubacia
s digitoninom pri 37 °C, 24 h inkubacia s digitoninom pri 8 °C, Styri mraziace/zahrievacie
cykly s ochladzovanim na -20 °C, Styri mraziace/zahrievacie cykly s ochladzovanim na -
40 °C, elektroporacia jednym impulzom elektrického pola 25 kV/cm pocas 645 ms
a sonoporacia pomocou 40 % amplitady a piatimi cyklami 30 s aktivita/pauzy. Na obr.7.
vidime, Ze inkubdcia s digitoninom nespoOsobila pretrvavajice a zistitelné poskodenie
exozomalnych membran po 0,5 h ani pri 37 °C a po 24 h pri 8 °C (Obr.7a, 7b). Medzitym
po 4 cykloch chladenia/zahrievania asi 30 — 40 % exozémov malo viditelné poskodenu

integritu membrany (Obr.7c, 7d).
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Obr.7. Reprezentativne obrazky exozomov ovplyvnenych roznymi metodami
nandsSania lieCiva su vidiet’ pod transmisnym elektronovym mikroskopom. a) 0,5 h
inkubacia s digitoninom pri 37 °C, b) 24 h inkubdcia s digitoninom pri 8 °C; c) Styri cykly
zmrazenia/rozmrazenia pri -20 °C; d) Styri cykly zmrazenia/rozmrazenia pri -40 °C; e)
ultrazvukom pri 40 % amplitude a piatich 30 s cykloch zdtaz/pauza; f) elektroporacia
Jedinym impulzom elektrického pola 25 kV/em pocas 645 ms. Sipky oznacujii porusenie

integrity membrany. Mierka — 100 nm.
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5.3. Stidium stability exozémov s protirakovinovymi latkami

a uvolnovanie ucinnych latok

Stabilita exozému sa hodnotila skladovanim pripravkov — exozému  pri
+4 °C, -20 °C, -40 °C a -80 °C pocas 1, 7, 14 a 28 dni. Obrazok 8 ukazuje, ze ked’ sa
exozomy skladovali pri +4 °C, obsah DOX sa Statisticky vyznamne znizil iba po jednom
dni a pokracoval v zniZzovani pocas celého obdobia stidie. Pri skladovani pri -20 °C sa
pozoroval vyznamny rozdiel od zékladnej linie az po 28 diioch skladovania. Ked’ sa
exozomy s DOX skladovali pri -40 °C a -80 °C po dobu az 28 dni, nepozorovali sa Ziadne
vyznamné rozdiely v hladindch lieciva. V pripade TMZ a PTX sa iba pripravky
uchovavané pri +4 °C pocas 28 dni vyznamne odliSovali od pdvodného mnozstva,
vo vsetkych ostatnych pripadoch sme nenasli vyznamné rozdiely. V suhrne sa odporaca
uchovévat’ exozom s DOX pri -20 °C maximalne 14 dni a pri teplotach —40 °C alebo -
80 °C pre dlhsie skladovanie. Exozémy s TMZ a PTX sa mdézu uchovévat’ pri +4 °C az

14 dni a na dlhodobejsie skladovanie by sa mali skladovat’ v mraznicke pri -20 °C.
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Obr.8. Stidia stability exozomov s DOX (a), TMZ (b) a PTX (c). Exozémy lieciva boli

skladované pri roznych teplotach pocas 1, 7, 14 a 28 dni a bol stanoveny obsah lieciva. * -

Statisticky vyznamny rozdiel v porovnani s mnozstvom lieciva bezprostredne po naloZeni,

p <0,05.
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Na ziklade ziskanych vysledkov boli vybrané najucinnejSie spdsoby Cistenia
exozOmov a nandSania lieiv na exozomy. Vyber bol zalozeny na nasledujucich
vyberovych kritériach: (1) maximalna davka lieCiva, (2) minimalne narusSenie integrity
exozomu. Na zaklade tychto kritérii boli vyvinuté a prezentované Standardné postupy

extrakcie a plnenia exozémov.

5.4. Stadium u¢inkov DOX, PTX a TMZ a ich exozomalnych foriem na

Zivotaschopnost’ buniek C6 glioblastomu.

Exozomy boli izolované z primarneho peritonedlneho makrofagového kultivaéného
média pre potkany, pretoze C6 bunky s potkaniecho pdvodu. Sféroidy glioblastomu a
bunkové kultiry boli vystavené pdsobeniu volnou formou a sonifikaciou naplnenych
exozoOmov uvedenymi protirakovinovymi latkami pocas 24, 48 a 72 h. Konfokélna
mikroskopia hodnotila percento Zivotaschopnych buniek a jej vysledky mdzeme vidiet
v tabul’ke €. 7. Z vysledkov vidime, ze latky, ktoré boli naplnené v exozoémoch, podstatne

viac znizovali zivotaschopnost’ C6 buniek.

Tab.7. Vplyv DOX, TMZ, PXT na Zivotaschopnost’ C6 buniek glioblastomu. Exo-

control= ekvivaletné mnozZstvo exozomalneho proteinu, vyjadrené v percentach

3

Cas
24 hod 48 hod 72 hod
Latka
Exo-DOX 67,4+83 41,2 £8,2 17,8 £5,9
DOX 92,0+3,0 75,0+ 4,6 57,3+9,0
Exo-Control 102,0 £2,6 99,0 £4,33 98,8 +3,2
Cas
24 hod 48 hod 72 hod
Latka
Exo-TMZ 54,6 +7,8 232+44 10,4+ 3,9
TMZ 102,7 £ 3,1 103,7 £ 6,0 104,3 £3,2
Exo-Control 94,0 + 6,0 83,8+9,9 97.4+4,3
Cas
24 hod 48 hod 72 hod
Latka
Exo-PXT 89,8 5,1 73,6 £5,6 74,4+ 11,4
PXT 92,0+1,0 94,7+ 11,0 85,6 £5,0
Exo-Control 82,4+6,4 75,8 +3,9 638+7,1
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5.5. Stadium zavedenia exozému a prechodu cez hematoencefalicku
bariéru
Na $tadium vstupu exozoémov s lie¢ivom do izolovanych buniek nddoru sme pouzili
exozomy z plucnych buniek a ako lie¢ivo DOX. Prvy vstup buniek bol pozorovatel'ny uz
po dvoch hodindch po naneseni vzorky na C6 - bunky. Z vysledkov vieme, Ze
vnutrobunkové lokalizdcia exozémov je indikovand zhodou s mitochondridlnou sietou

v okoli jadra bunky, priCom vyssia koncentracie je v okoli menej aktivnych mitochondrii

(Obr.9.)

Obr.9. Pristup exozomov s DOX k C6 glioblastomovym bunkdam. Viditelné po 2 h od
zaciatku expozicie. Exozomy viditelné (b) v dosledku fluorescencie DOX (Cervend), ich
vautrobunkova lokalizacia je indikovana zhodou s mitochondridalnou sietou oznacenou
MitoTracker Green FM (zelena) (a), jadra buniek zafarbené pomocou Hoechst 33342
(modra). Mierka — 50 um.

Na vyhodnotenie schopnosti makrofagovych €x0zOmov prechadzat
hematoencefalickou bariérou in vivo sa do mysi typu BALB/c zaviedli fluorescencne
znacené exozomy a ich distribucia v mozgu sa pozorovala po 1, 2, 3 a 4 h. Na tuto stadiu
sa pouzili exozomy izolované z primarneho mySacieho peritonedlneho makrofagového
kultiva¢ného média. Bolo pozorované, Zze po 1 h je mozog pomerne bohaty na exozémy
a podobné mnozstvo sa detekuje po 2, 3 a 4 h. (Obr.10.). Intranazélne zavedené exozomy

makrofagov uz boli pritomné po 1 h. od expozicie.
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Obr.10. Exozomy v pripravkoch mysieho mozgu po 1 (a), 2 (b), 3 (c) a 4 (d) hodindch.

Exozomy s internalizovanou AF555 znacenou RNA fluoreskuju cervene, jadra zafarbené

pomocou Hoechst 33342 (modra). Mierka — 500 um.
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6. Diskusia

Glioblastom je nevylieCitelna rakovina mozgu, ktord predstavuje asi polovicu
vSetkych nadorov mozgu. Stava sa Coraz agresivnejSou, nakol’ko bunky nadoru sa stavaju
rezistentnej$imi na chemoterapiu a radia¢nu terapiu. Exozémy ako nanocastice prirodzene
sa vyskytujuce v organizme predstavuju novy sposob cielenej terapie. Aby sme dokézali
ich spravne pouzit ako liekovi formu, musime najst optimalne podmienky pre ich
ziskanie, naplnenie lieCivom a spdsob skladovania. Tiez treba zaistit’ zisk kvalitnych

exozomov v dostato¢nom mnozstve a ich ucinnost’.

Prvym krokom bola optimalizdcia izolacie exozomov =z kultivovaného
makrofagového média. Vyuzili sme Styri zdkladné metddy izolacie a zaroven Cistenia
exozomalnej vzorky. Porovnali sme ziskané vytazky, kvalitu exozémov a pracovnu
naro¢nost’ (Tab.1.,Tab.2.,0br.5., Obr.6.). Kvalitu exozémov sme hodnotili stanovenim
vel'kosti pomocou Zetasiezeru (Obr.5.). VSetky pouzité metddy izolécie ziskali Castice
podobnych velkosti a véc¢Sina tychto Castic zodpovedala exozomovej velkosti 30 —
130 nm, ako tvrdi aj Sharma akol. vo svojich Studiach (Sharma akol. 2018). Na
stanovenie tvaru a detekcie poSkodenia integrity membrany sme pouzili TEM. Ziskali sme
exozomy definovanej velkosti s dobre analyzovate'nymi vlastnostami (Obr.6.). Rovnaké
metddy pouzili v Stadii Sharma a jej tym, a ziskali porovnatelné vysledky (Sharma a kol.
2018). Ultracentrifugaciou sme ziskali relativne Ccisté exozomy, avSak s poruSenou
membranou lipidovej dvojvrstvy (Obr.6a.). Tato metodda tiez vyzadovala viac €asu na
jednotlivé cykly centrifugacie a vytazok bol vyrazne niz$i ako pri ostatnych metddach.
Podobné vysledky ziskali aj Campoy a Contreras - Narajo so svojimi timami. (Campoy
akol. 2016, Contreras-Naranjo a kol. 2017). Dalfou metédou bola gélova permeaéna
chromatografia. Touto metédou sme opit ziskali cisté exozomy gulovitého tvaru
s viditeI'nou lipidovou dvojvrstvou (Obr.6b.), vytazok bol vyssi ako u ultracentrifugacie,
ale stale nizsi ako u ostatnych dvoch metddach, ¢im stihlasime s vysledkami stadii Koa
a Sharmy a ich kolektivov (Ko a kol. 2016, Sharma a kol. 2018). Tretou metdédou bola
ultrafiltracia, pri ktorej si exozomy zachovali gul'ovity tvar s moznou vizudlnou detekciou
dvojvrstvy lipidov (Obr.6¢.), druhy najvyssi vytazok, s rovnako cistymi exozOmami,
podobne ako uvddza He a Diaz (He akol. 2019, Diaz akol. 2018). Potvrdilo sa tiez
tvrdenie, Ze ultrafiltracia je ¢asovo menej naro¢na ako ultracentrifugdcia a ma vyssi
vytazok ako tvrdia spomenuté §tudie. Poslednou metdodou bolo vyuzitie PEG precipitécie.

Tato metdda dosiahla najlepSie vysledky. Ziskali sme symetrické sférické exozomy s jasne
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viditelnou dvojvrstvou lipidov (Obr.6d.), s najvy$sim vytazkom a s nizkymi nérokmi na
¢as a naklady, ako tvrdi aj Contreras-Naranjo a jeho tim vo svojej $tadii (Contreras -

Naranjo a kol. 2017).

Stihrnne mozno povedat’, ze gélova filtracia, ultrafiltracia a precipitacia poskytuji
podobne kvalitné exozémové preparaty a podobné vytazky exozémov. Metoda zrazania
PEG je vSak podstatne efektivnejSia z hladiska casu a nakladov na pracu, takze metdda

zrazania PEG bola zvolena pre d’alSiu pracu.

Exozomy su charakteristické pritomnostou markerov CD9, CD63, CD81, preto
sme si ich vybrali ako dokaz pritomnosti exozémov a stanovenia ich obsahu. Analyzou
pomocou metddy ELISA sme dokazali vsetkych uvedenych markerov, teda moézeme
dokazat’ pritomnost’ exozomov (Tab.1.). Rovnaké markery pouzili aj Caby a kolektiv vo
svojej Stadii, kde dokazali pritomnost’ tychto markerov v exozémoch ziskanych z I'udskej
krvnej plazmy (Caby a kol. 2005). Pri tomto kroku sme tiez porovnali metoédy stanovenia
obsahu exozomov. Analyza pomocou ELISy a stanovenie obsahu celkového proteinu
pomocou Bradfordovho c¢inidla ukazali, Ze mnozstvo povrchovych markerov Specifickych
pre exozomy vo vsetkych pripravkoch silne koreluje s celkovym obsahom proteinov
(Tab.2.), ¢o znamend, ze pripravky boli relativne Cisté a nemali ziadne hlavné proteinové
necistoty neexosomalneho pdévodu. Celkovy obsah Bradfordovych proteinov je teda

vhodnym spdsobom odhadu obsahu exozémov.

Dalsim krokom bolo izolované exozémy naplnit’ lie¢ivom. Exozémy sme naplnili
tromi roznymi lieCivami pouZivanymi v terapii glioblastomu: PTX, TMZ a DOX.
Hodnotili sme ucinnost’ plnenia lieCivom a poSkodenie membran exozémov. Najskor sme
testovali metddu inkubécie lie€iva a exozomov pri roznych teplotach a tiez za pritomnosti
digitoninu (Tab.3.). Pouzila sa inkubacia pri 37 °C, kde pohyblivost membrany je blizko
fyziologickej a Brownova pohyblivost’ je aktivnejSia v porovnani s podmienkami nizsej
teploty, je vSak moZnd aj zniZen4 stabilita exozomov a vysSie riziko poSkodenia. Testovala
sa aj inkubacia s pridanim steroidného saponinu digitoninu, ktory spdsobuje porovitost
membrany nahradenim cholesterolu. Inkubécie s a bez digitoninu sa tiez uskutoctovali pri
8 °C, ked’ tekutost’ membran, a teda pravdepodobnost’ spontannej interferencie s lieCivom,
je niZ8ia, ale stabilita exozomov je lepSie udrziavand. DOX vykazoval najlepSie vysledky
po 24 h inkubdcii s digitoninom pri 8 °C. TMZ po 1 h pri 37 °C a inkubécia bola uplne

nezavisla od pritomnosti digitoninu. Pre PTX bolo najucinnejsie inkubovat 12 h pri 8 °C
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s digitoninom. U vSetkych liekov klesla u¢innost’ po inkubacii dlhsej ako 1 h pri 37 °C. Je
pravdepodobné, Ze to mohlo byt spdsobené skutocnost'ou, ze exozémy sa za¢nll rozpadat’

po urCitom Case pri tejto teplote a uz nemozu liecivo udrzat’.

Druhou metédou bolo opakovanie chladenia a zahrievania (Tab.4.). Tato metdda
bola opét’ najvyhodnejsia pre DOX, ktory najlepSie vysledky dosahoval po piatich cykloch
chladenia a zahrievanie na -20 °C. Pre TZM a PTX bolo najvyhodnejSie po Styroch
cykloch mrazenia a zahrievanie na -40 °C. Zmrazenie-zahriatie na -80 °C nemalo taky
velky vplyv na mnozstvo lie¢iva v exozomoch ako rovnaky postup pri vyssich
teplotach. Je mozné, Ze pri -80 °C pripravok zamrzne prili§ rychlo a molekuly lieciva sa

pohybuju prili§ pomaly, aby umoznili ich prechod z média do vnutra exozoémov.

Ako dalsiu metdodu sme vyuzili elektropordciu (Tab.5.), kedy sme exozomy
vystavili 1, 2 a 3 impulzom so silou pol'a 1000 a 2500 V. Najlepsi vysledok pre vSetky tri
latky vykazovalo pouzitie jedného impulzu 2500 V pol'a pocas 654 ms. Je pravdepodobné,
ze pole tejto sily vytvorilo dostatok parov v membranach exozémov na vyvolanie
interferencie s lieckom. Ked’ sa pocet pulzov tejto sily zvysil, G€innost’ nakladania lieciv sa
znizovala. Je mozné, Ze pri opakovanej expozicii bolo poskodenie exozomalnych membran
uz prili§ velké na to, aby sa obnovila integrita a udrzalo lie¢ivo. Podobné vysledky ziskal

s0 svojimi exozémami Jiang a jeho tym. (Jiang a kol. 2017).

Poslednou metodou bolo vystavenie exozomov ucinkom sonoporacie (Tab.6.).
Najvyssie mnozstvo lieCiva bolo ovplyvnené amplitidou 40 % po 4 a 5 30s cykloch
zataZ/pauzy pre vSetky tri latky. Sonoporaciu vyuzil aj Kim ajeho tym pri svojich
vyskumoch plnenia PTX do exozoémov z makrofagov (Kim a kol. 2016) a tieZ vyhodnotili

tento sposob ako najefektivnejsi.

V suhrne st pouzité sposoby plnenia exozdémov lie¢ivami v zostupnom poradi
podla ucinnosti plnenia: ultrazvukova sonoporacia> elektroporacia>
chladenie/zahrievanie> inkubéacia. Tymito vysledkami mdézeme podporit’ tvrdenia $tudii,

ktoré vykonali Li a Campoy a ich tymi (Li a kol. 2017, Campoy a kol. 2016).

Inkubécia s digitoninom nespdsobila pretrvavajuce a zistitelné poskodenie
exozomalnych membran po 0,5 h ani pri 37 °C a po 24 h pri 8 °C (Obr.7a, 7b). Medzitym
po 4 cykloch chladenia/zahrievania asi 30 — 40 % exozomov malo viditelné poSkodenu
integritu membrany (Obr.7c, 7d). Lézie boli vyraznejSie v tych exozomoch, ktoré boli

viacsie, ale v niektorych mensich boli pozorované aj nepravidelnosti membran. Exozémovy
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pripravok oSetreny sonoporaciou nemal podobné lézie, ale po elektroporacii asi 40 %
pozorovanych exozémov malo viditeI'né poSkodené membrany a stratili svoj okrthly tvar.
Stru¢ne povedané, exozom bol najviac ovplyvneny elektroporaciou a v mensSej miere

mrazenim/zahrievanim a najmenej inkubéciou a sonoporaciou.

Exozémy lie¢iva plnené sonoporaciou pri 40 % amplitide po 4 a 5 30s cykloch
zataz/pauzy boli vybrané pre Studie stability. Stabilita exozomu sa hodnotila skladovanim
pripravkov exozému pocas 1, 7, 14 a 28 dni pri +4 °C, -20 °C, -40 °C a -80 °C. Exozémy
skladované pri +4 °C svoj obsah DOX vyznamne znizili uz po jednom dni a pokracovali
v znizovani aj d’alSie dni. Pri skladovani pri -20 °C sa pozoroval vyznamny rozdiel az po
28 dnoch skladovania a pri -40 °C a -80 °C po dobu az 28 dni sa nepozorovali sa Ziadne
vyznamné rozdiely. V pripade TMZ a PTX sa iba pripravky uchovavané pri +4 °C pocas
28 dni vyznamne odliSovali, vo vSetkych ostatnych pripadoch sme nenasli vyznamné
rozdiely. Pre PTX podobne vysledky ziskala aj studia Agrawala (Agrawal a kol. 2017). V
suthrne sa odpori¢a uchovavat exozém s DOX pri -20 °C maximélne 14 dni
a pri vysSich teplotach —40 °C alebo -80 °C. Exozoémy s TMZ a PTX sa m6zu uchovéavat’
pri +4°C az 14 dni ana dlhodobejsie skladovanie by sa mali skladovat v mraznicke

pri -20 °C.

Z naSich vysledkov teda vyplyva, Ze nami odpori¢ana metoda na izolovanie exozoOmov
je metoda zrazania PEG a na plnenie lieCiv exozémov sonifikacia ultrazvukom pri 40 %

amplitide a pat’ tridsat'sekundovych cykloch zat'az/pauzy.

Dalej sme sa zamerali na §tidium pdsobenia liediv volnych a inkorporovanych do
exozomov. Lie¢iva DOX, TMZ a PXT boli plnené do exozémov sonoporaciou pomocou
40 % amplitidy a piatimi cyklami 30s zataZ/pauzy. DOX v exozoémoch (Exo-DOX)
znizoval Zivotaschopnost’ buniek o viac ako 25 % v porovnani s vol'nym DOX pocas
rovnakej doby posobenia. Podobné vysledky ziskali aj Schindler a kol. vo svojej $tudii, kde
vol'ny DOX alebo Exo-Dox inkubovali s bunkami HEK293 pocas 4 h pri 37 °C (Schindler
akol. 2019). U TMZ bola ucinnost’ exozomalnej formy dokonca eSte vicSia, nakol'ko
volna forma takmer vobec neovplyvnila nddor. Vieme teda povedat ze TMZ naplneny
exozOmami vykazuje vysokl Uc¢innost’ napriek rezistencii nadoru voci tejto latke. Toto
tvrdenie je dokdzané Stadiou Yina a jeho timu (Yin a kol. 2019). PXT vykazoval obdobné

vysledky, avSak vyznamnejsi rozdiel v pdsobeni nastal az po dlh§om posobeni. Kim a jeho
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tym (Kim a kol. 2018) vo svojej Studii dosiahli porovnatel'né uc¢inky. Sthrnne mézeme

teda povedat, Ze ak naplnime exozémy lie¢ivom zvySime ich u¢innost’ na bunky.

Pri stadiu prechodu exozémov cez HEB, sme naplnili exozomy DOX sonoporaciou
a vyuzili sme jeho vlastnost’ ako fluorescencnej zliceniny. Je zndme, Ze exozoémy mozu
prechddzat HEB. Aby sa zabezpecilo, ze exozémy skutocne vstipia do Studovanych
divokych a transgénnych astrocytov, boli oSetrené exozémami, ktorych RNA bola
oznacend Alexa Fluor 555 (Obr.9a). Pridané exozomy boli viditeI'né uz po dvoch hodinach
aich signalizcia je zhodna so signalizdciou mitochondralnej siete. Po inkubéacii vstupili
exozomy do buniek astrocytov, pretoze su usporiadané v sekvencii konzistentnej
s morfologiou buniek, ¢o je zrejmé z mitochondridlnej siete (Obr.9b). Pred pozorovanim
bolo bunkové médium niekol’kokrat zmenené, takze boli pozorované iba exozdémy, ktoré
vstupili do bunky. K podobnému zisteniu prisli aj Kim a jeho kolektiv, ktori skamali
ucinok exozomalnej formy PTX na nddorovych bunkach plicnych metastdz (Kim a kol.

2018).

Na studium schopnosti makrofagovych exozémov prechadzat’ hematoencefalickou
bariérou in vivo, sme intranazalne zaviedli vzorku exozémov do mysi typu BALB/c. Tieto
exozoémy boli izolované z primarneho mySacieho peritonedlneho makrofagového
kultivaéného média a fluorescencne oznacené. Ich distribiicia v mozgu sa pozorovala po 1,
2, 3 a 4 h. Pozorovali sme, ze intranazdlne zavedené exozdémy makrofagov uz do 1 h
prechadzaju hematoencefalickou bariérou a su distribuované v mozgu (Obr.10). Prechod
exozomov HEB potvrdili aj Yuyama a Igarashi vo svojej Stadii Alzheimeru (Yuyama

a Igarashi 2017).

Stihrnne mozeme teda povedat’, ze ak naplnime exozomy lieCivom zvySime ich
ucinnost’ na bunky. Téato skuto¢nost’ niekolkokrat potvrdend Studiami (Yin a kol. 2019,
Sato a kol. 2016) ma vyznam v davkovani a ovplyviiovani moznych neziaducich tc¢inkov.
Schindler vo svojej Stadii preukédzali vyznamné zniZenie kardiotoxicyty exozomalneho
DOX ako aj ekvivalentnu u¢innost’ pouzitia nizSej davky DOX v exozoémoch v porovnani

s voI'nym DOX (Schindler a kol. 2019).

Exozomy su teda schopné prekonat’ hematoencefalickl bariéru a predstavuju systém
schopny cieleného dodania lie¢iva do mozgu. V terapii glioblastomi tak predstavuju nadej

na zvySenie Uc¢innosti uz zndmych lieciv a zniZenie ich neziadtcich ucinkov.
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7. Z.aver

Nasou stadiou sme teda vybrali najefektivnejSiu metodu izolacie exozémov a stanovili
jej podmienky. Metoda zrazania PEG sa ukazala ako najefektivnejsia, a preto
ju odporucame pre rozsiahle skriningové stadie.

Ziskali sme exozoémy, ktoré charakterizujeme gulovitym tvarom s viditelnou
lipidovou dvojvrstvou a vel'kost'ou 30-130 nm. Bola tiez dokazana pritomnost’ exozémovo
Specifickych markerov CD9, CD63, CDS81. Porovnanie stanovenia obsahu proteinu
Bradfordovou metdédou a stanovenie pritomnosti Specifickych markerov pomocou ELISy
ukéazalo, ze Bradforfova metéda je vhodnd na stanovenie obsahu exozémov, nakolko
vysledky tychto dvoch metod silne spolu korelovali.

Porovnali sme metddy plnenia lieCiv do exozdémov a stanovili sme podmienky
efektivneho plnenia. Exozom je najviac ovplyviiovany elektroporaciou, menej
chladenim/zahrievanim a najmenej inkubaciou a sonikdciou ultrazvukom. Na plnenie
lie¢iv do exozomov sa odporuca sonifikacia ultrazvukom pri40 % amplitide a pat
tridsat’sekundovych cykloch zat'az/pauzy, ktord sa ukdzala ako najicinnejSia s najmenSim
destrukénym u¢inkom na exozom.

Exozémy s DOX udrziavaju stabilné koncentracie lieciva pri skladovani pri + 4 °C
a-20 °C po dobu az 14 dni, teda odpori¢ame skladovat’ pri -20 °C maximalne 14 dni.
Exo0zomy s TMZ a PTX udrZuji naplnené mnozstvo lieciva pri + 4 °C az 14 dni. Exozémy
s DOX , TMZ a PTX si uchovavaji naplnené mnoZzstvo lie€iva uloZené pri teplote -40 °C
a -80 °C pocas 28 dni.

Exozomy s DOX vstupuju do buniek glioblastomu po 2 h a DOX spdsobi ich smrt’ po
14 h. Exozémy makrofagov prechadzajo HEB a vstupuji do mozgu do 1h po
intranazalnom podani. Pri planovani §tadii in vivo odporacame, aby exozémy vstupili do
mozgu do 1 h po intranazdlnom podani, tak aby ocakavany nastup ucinku je medzi 0,5
a 1 h po zavedeni.

Exozémy izolované z makrofagov st teda vhodnym systémom na dodanie

protirakovinovych lieiv do mozgu v terapii multiformného glioblastomu.
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8. Zoznam skratiek

Al - adherentné spoje (adherence junctions)
AML - akttna myeloidné leukémiy

ATP - adenozin-5'-trifosfat

CD - oznacenie klastru

CNS — centralny nervovy systém

CT - pocitacova tomografia (Computed Tomography)
DEX — dendrické bunky

DNA — kyselina deoxyribonuleova

DOX- doxorubicin

EE - (early endosome) skory endozém

EGFR - receptor pre epidermovy rastovy faktor

ESCRT - transport vyZadujuci endozomalny distribu¢ny complex (Endosomal sorting

complex required for transport)

EV - extracelularnych vezikul

Ex0-DOX (TMZ, PXT) - Exozomalne formy DOX, TMZ, PXT
GJ - medzerovité spoje (gap junctions)

GMB — glioblastoma multiforme

HEB - hematoencefalicka bariera

ILVs - intralumindlne vezikuly

LE - neskory endozoém (late endosome)

MDM - Mouse Double Minute homolog

MHC I. a II. - hlavny histokompatibilny komplex
miRNA — mikro-RNA

MM - maligny mezoteliom
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MOF - kovovo-organické Struktiry

MR - spektroskopia — magneticka rezonan¢na spektroskopia
MRI - zobrazovanie magnetickou rezonanciou (magnetic resonance imaging)
mRNA — mediatorovd RNA

MSC - mezenchymalne kmenové bunky

mTOR - cicav¢i rapamycinovy receptor

MVB - multiveskularne telo (multivesicular body)

ncRNA — non-coding RNA, nekodujuce RNA

PDGF-alfa - rastovy faktor odvodeny z dosticiek alfa
PDGF-R - receptory rastového faktora odvodené z dostic¢iek
PEG - polyetylénglykol

PMA — forbolmyristat - acetat

PTEN - rastovy faktor odvodeny z dostic¢iek

PXT - paklitaxel

RMS - rhabdomyosarkomom

RNA - kyselina ribonukleova

SEC - rozmerovo-vylucovacia chromatografia

TEM - transmisny elektronovy mikroskop

THP-1 — linia buniek 'udskej monocytarnej leukémie

TJ- tesné spoje (tight junctions)

T-ly — T-lyfocyty

TMZ - temozolomid

TRPS - laditeI'né odporové pulzné snimanie

WHO - svetova zdravotnicka organizicia
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