Abstrakt

Extracelularni vezikuly (exozomy) jsou pfedmétem soucasného nefrologického
proteomického  vyzkumu, nebot se povazuji za mozny zdroj potencidlni
biomarkeri onemocnéni ledvin. Tato prace se zabyva hleddnim nejvhodnéjsiho postupu
izolace exozoml z moci. Byly porovnany jiz popsané metody zalozené na odlisSnych
fyzikalné-chemickych principech izolace: hydrostaticka filtraéni dialyza (HFD), diferencialni
ultracentrifugace, ultrafiltrace pies 100 kDa filtr, nebo srazeni vzorku komer¢ni sadou Total
Exosome Isolation (from urine). Charakterizace jednotlivych izolovanych exozomalnich
frakci byla provedena pomoci metod SDS-PAGE (zhodnoceni pfitomnosti kontaminujicich
proteinll), western blot analyzy (detekce exozomdlnich markerd TSG101, alix), analyzy
trajektorie pohybu nanocastic (NTA, velikost a koncentrace vezikul), nebo transmisni
elektronové mikroskopie (TEM, morfologie vezikul).

Kvali pritomnosti kontaminujicich proteini ve vzorcich moci, které by mohly
zkreslovat vysledky ndslednych proteomickych analyz, byly optimalizovany podminky
Stépeni nezadoucich proteinti proteinazou K pred vlastnimi izolacemi.

Bylo zjiSténo, Ze nejvétsi vytéznost a Cistotu izolovanych exozomadlnich frakci
poskytuje postup kombinujici HFD s diferencialni ultracentrifugaci po ptedchozi inkubaci s

optimalnim mnozstvim proteinazy K.



