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Abstrakt

Extracelularni vezikuly (exozomy) jsou pfedmétem soucasného nefrologického
proteomického vyzkumu, nebot se povazuji za mozny zdroj potencidlni
biomarkerti onemocnéni ledvin. Tato prace se zabyva hledanim nejvhodnéjsiho postupu
izolace exozomu z moci. Byly porovnany jiz popsané metody zalozené na odlisSnych
fyzikéalné-chemickych principech izolace: hydrostatickd filtraéni dialyza (HFD),
diferencialni ultracentrifugace, ultrafiltrace pfes 100 kDa filtr, nebo srdzeni 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
exozomalnich markerd TSG101, alix), analyzy trajektorie pohybu nanocastic (NTA,
velikost a koncentrace vezikul), nebo transmisni elektronové mikroskopie (TEM,
morfologie vezikul).

Kwvili pritomnosti kontaminujicich proteinii ve vzorcich moci, které by mohly
zkreslovat vysledky naslednych proteomickych analyz, byly optimalizovany podminky
Stépeni nezadoucich proteinti proteinazou K pted vlastnimi izolacemi.

Bylo zjisténo, Ze nejvétsi vytéznost a Cistotu izolovanych exozomalnich frakei
poskytuje postup kombinujici HFD s diferencidlni ultracentrifugaci po predchozi

inkubaci s optimalnim mnozstvim proteinazy K.

Kli¢ova slova

Izolace exozomil, hydrostaticka filtra¢ni dialyza, mo¢, ultrafiltrace, ultracentrifugace



Abstract

Extracellular vesicles (exosomes) are the subject of current nephrology
proteomics research as they are considered as a promising source of potential
biomarkers of kidney disease. This work is focused on discovery of the most
appropriate procedure for the urinary exosomes isolation. We have compared already
described methods, based on different physicochemical principles of isolation:
hydrostatic filtration dialysis (HFD), differential ultracentrifugation, ultrafiltration
through a 100 kDa filter, or sample precipitation with Total Exosome Isolation (from
urine) kit. Characterization of individual isolated exosomal fractions was performed
using SDS-PAGE method (presence of contaminating proteins), western blot analysis
(detection of exosomal markers TSG101, alix), nanoparticle tracking analysis (NTA,
vesicle size and concentration) or transmission electron microscopy (TEM, vesicles
morphology).

Due to the presence of contaminating proteins in urine samples, which could
distort the results of subsequent proteomic assays, the conditions for the cleavage of
undesirable proteins by proteinase K prior to their own isolation were optimized.

It has been found that the best yield and purity of the isolated exosomal fractions
were provided by a process combining HFD with differential ultracentrifugation after

previous incubation with an optimal amount of proteinase K.

Keywords
Isolation of exosomes, hydrostatic filtration dialysis, urine, ultrafiltration,

ultracentrifugation
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1. UVOD

Onemocnéni ledvin v soucasné spolecnosti predstavuji znacny problém. Témét
10 % populace trpi chronickym onemocnénim ledvin, které mutze vést v krajnich
piipadech az k jejich selhani. Lécba pacientii se selhanim ledvin je velice nakladna.
Navic toto onemocnéni v pokrocilém stadiu velice zhorSuje kvalitu Zivota nemocnych
(n¢kolikrat tydné nutnost dialyzy). Pacienti musi v fad¢é piipadi nakonec podstoupit
transplantaci ledvin.

Chronické onemocnéni ledvin probiha dlouho bez jakychkoli symptomt, coz je
pii diagnostice tohoto onemocnéni velky problém. V soucasné dobé se uziva
k diagnostice onemocnéni celd fada velice nespecifickych markerti (napi. sérovy
kreatinin, proteinurie, erythrocyturie), které maji velkou intra- a interindividualni
variabilitu. Potvrzeni nemoci byva provedeno bioptickym odbérem vzorku, ktery je
spojen stfadou moznych komplikaci. Nalezeni novych spolehlivych specifickych
biomarkert pro v€asnou diagnostiku chronického onemocnéni ledvin je nutnosti. Proto
se biomedicinsky vyzkum v poslednich letech zaméfuje na exozomy, které jsou
povazovany za slibné zdroje biomarkerti mnoha onemocnéni.

Exozomy jsou 40 — 150 nm velké membranové vezikuly patiici do skupiny
extracelularnich vezikul. Exozomy obsahuji proteiny, peptidy, nukleové kyseliny,
jejichz druh a zastoupeni odrazi stav bundk a tkani'”. Jednou z hlavnich funkci
exozomu je mezibunééna komunikace. V soucasné dobé ma studium exozomii velky
potencidl, protoze diky nim miZeme pochopit fyziologické a patofyziologické déje
probihajici v organizmu. Navic jsou exozomy povazovany za zdroj biomarkerti mnoha
onemocnéni od chronickych onemocnéni ledvin®, pfes onemocnéni kardiovaskularniho
systému®, az po nadorovd onemocnéni’. Za nejvhodngjsi material pro detekci
biomarkeri onemocnéni ledvin je povaZzovana moc, kterd pfimo odraZi stav mocového
traktu. Zatim je pro izolaci exozomu z moci pouzivano nekolik izola¢nich metod, jako
naptiklad diferenciédlni ultracentrifugace, ultrafiltrace nebo srdzeni vzorkl komerénimi
sadami. Tyto metody jsou sice U¢inné, ale stile neni dosazeno potfebné Cistoty a

mnozstvi izolovanych exozomu.



1.1. Cil prace

Predkladand diplomova prace je soucasti probihajiciho proteomického vyzkumu,

ktery se zabyva hledanim potencialnich biomarkert pro diagnostiku onemocnéni ledvin.

Cilem této prace bylo:

1) Porovnat jiz popsané izolacni metody na zaklad¢ charakterizace exozomalnich frakei
(imunodetekci markerti exozomii, NTA, TEM).

2) Kombinaci jiz zndmych metod vytvofit novy postup izolace exozoml z moci, aby
byla ziskdna exozomalni frakce vhodna k dal$im proteomickym studiim zahrnujici
hmotnostni spektrometrii.

3) VSechny postupy pouZit na izolaci exozomul z moci zdravych darct a nefrologickych

pacientt se stiednim stupném proteinurie.
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2. TEORETICKA CAST

2.1. Struktura a biogeneze exozomil

Exozomy jsou extracelularni vezikuly (40 — 150 nm) s charakteristickou lipidovou
dvojvrstvou, kterd ma primérnou tloustku 5 nm’. Komponenty lipidové dvojvrstvy jsou
hlavné ceramidy, sfingolipidy, cholesterol a fosfoglyceridy s dlouhym nasycenym
fetézcem mastnych kyselin. Vnéjsi povrch exozomi je obohacen o sacharidové fetézce
jako napiiklad mannosa &i polylaktosamin®. PH pozorovani exozomi elektronovym
mikroskopem bylo objeveno, Ze exozomy maji tvar zplostélé koule. Pozdéji vSak studie
prokdzaly, Zze tento tvar mé& na svédomi proces pfipravy vzorku pro konvencni
elektronovou mikroskopii, pfi kterém jsou exozomy extrémné dehydratovany. Oproti
tomu pfi pozorovani exozomu kryo-elektronovym mikroskopem byly exozomy ve tvaru

koule, jelikoZ jsou pii tomto procesu zna¢né hydratovany’ '°.

vznikd Casny endozom z klathrinového vacku. Pu¢enim membrany endozomu do jeho
lumen vznikaji vacky (exozomy) a tato intracelularni struktura se nazyva
multivezikularni télisko. Puceni membrany do lumen je zprostiedkovano komplexem

1,12 py o
**“. Pti vchlipovani

proteinit ESCRT (,,endosomal complexes required for transport*)
membrany se ¢ast cytozolickych proteint, lipidi ¢i nukleovych kyselin dostane do
vznikajiciho exozomu. Multivezikularni télisko mize bud’ smétovat do lyzozomu, kde
dojde k jeho biodegradaci, nebo miize fuzovat s cytoplazmatickou membranou bunky a
tim dojde k uvolnéni pfitomnych exozomi do extracelularniho prostoru. Tento proces

od vzniku multivezikularniho téliska k jeho zaniku je zobrazen na obrazku 2.1.
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Obrazek 2.1: Biogeneze exozomil: Klathrinové vezikuly (CCV) — casny endozom — multivezikularni
télisko (MVE) wvznikd za t0Casti ESCRT komplexu. MVE sméfuje bud do lyzozomu, nebo

k cytoplazmatické membrané. Fuzi MVE s cytoplazmatickou membranou dojde k uvolnéni exozomu
z bunky do extracelularniho prostoru. Pfevzato z Raposo a Stoorvogel (2013) (cit 9).

ER - endoplazmatické retikul

2.2. Obsah a funkce exozomu

Exozomy mohou obsahovat dlouhé a kratké molekuly RNA (mRNA, miRNA),
DNA (jednofetdzcovou, dvoufetdzcovou, mitochondrialni)'>, proteiny a lipidy. Pouze
mala c¢ast proteinit je pro bunky specifickd, ale 1 pfesto odrazi typ buiky a jeji

1 Exozomy slouzi k mezibunécné komunikaci. Po

patofyziologické podminky'*
vylouceni z bunky do vné¢jSiho prostoru pienasi exozom sviij obsah (napf. proteiny,
RNA, DNA) k jiné (cilové) buiice. Po internalizaci exozomu cilovou buiikou dojde
k ovlivnéni jejiho chovéani. Exozomy jsou sekretovany nejen mnoha normalnimi
lidskymi buiikami, (napf. kmenovymi buitkami'’, buitkami mo&ového traktu), ale i
butikami nadorovymi'®"’. Diky schopnosti mezibun&éné komunikace maji exozomy
velky vyznam pii fadé d&jii (oprava tkani’®, imunitni odpovéd®', krevni koagulace™),
ale také hraji roli v patologickych procesech. Proto se dnesni klinicky vyzkum zamétuje
na exozomy, jelikoZ exozomalni proteiny mohou zastdvat funkci biomarkert fady

(4,23, 24

onemocnéni, jako naptiklad onemocnéni mocového Ustroji , infarktu myokardu’, &i

nadorovych onemocnéni®,
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Po izolaci exozomu z extracelularnich tekutin (krev moc, sliny) mohou byt
k ovéieni jejich pifitomnosti v izolované frakci vyuzity i rizné transmembranové, ¢i
cytozolické proteiny (markery exozomil). Jsou to proteiny, které se pii biogenezi
exozomul dostaly béhem vchlipovani membrany dovniti, nebo se navazaly na povrch
vznikajiciho vezikulu. Jedna se o tetraspaniny CD9, CD81, CD63; cytozolické proteiny
TSG101, ANXA, RAB; nebo jiné intracelularni proteiny vazané na rizné organely

(mitochondrie, Golgiho komplex, endoplazmatické retikulum)®.

2.3. Zmény ve sloZeni mo¢i pri onemocnéni ledvin

Slozeni moci dané¢ho jedince ovliviiuje mnoho faktorti od jeho pitného rezimu az
po jeho zdravotni stav. Moc€ je slozena z vody, soli a metabolitl, mezi které patii i
proteiny pochazejicich zkrevni plazmy (albumin) nebo z ledvinnych tubull
(uromodulin) a také z dolnich cest mocovych. Normdlni mo¢ zdravého Elovéka pfi
bézné zatézi organismu obsahuje jen malé mnozstvi proteint.

Ptitomnost abnormalné zvySeného mnozstvi bilkovin (proteinurie) se vyskytuje u
fady riznych nefrologickych onemocnéni v riznych stadiich. Vlastni choroby ledvin
provazené ztratou bilkovin jsou vysledkem patologickych zmén ve struktufe glomerulu
naruSujici normalni filtraéni bariéru nebo nasledkem ztraty mechanismii zpétné
absorpce v proximalné uloZenych tubularnich bunkéch. Pro glomerularni zmény je v
moci typicky zvySena hladina albuminu, proto albumin byvd vyuZivan jako hlavni
marker glomeruldrni proteinurie.

Také je pozorovana souvislost mezi exozomy a onemocnénim mocového Ustroji.
Exozomy byly jako prvni nalezeny v moé&i.?® Pozdé&ji byly objeveny i v dalsich t&lnich
tekutinach (krev, sputum, sperma, sliny). Byly nalezeny i potencidlni exozomalni
proteinové biomarkery uvoliiované pii akutnim poranéni ledvin (Fetuin-A)*, diabetické
nefropatiit  (AMBP, MLL3, VDAC1)24, ¢t chronickém onemocnéni ledvin
(Osteoprotegrin)”.

V proteomickém vyzkumu ledvinovych onemocnéni je mo¢ pro izolaci exozomu
vhodnéjs$i nez krev. V krvi se totiz diky systémové cirkulaci nachazi extracelularni
vezikuly ze vSech organt v téle, zatimco v moci je vice téchto vezikul pochéazejicich z
ledvin. V krvi je také udrZovana pifisna homeostdza, proto zde jakékoliv zmény

nezlstanou dlouho zachovany. Pti jakémkoliv patologickém procesu jsou tedy vSechny
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exozomy vylouceny z krve do moci. Proto je vhodnéjsi izolovat exozomy z moci, kde

se jich nachazi vice a setrvaji zde delsi dobu.

2.4. Metody izolace exozomii

Pro vybér nejlepSiho postupu izolace exozomu pied dalSimi proteomickymi
studiemi je rozhodujici: zisk vysoké Cistoty exozomalni frakce bez kontaminujicich
bunéénych komponentli a proteinl, dostate¢na koncentrace exozomii a maly objem
koncové exozomalni frakce. K izolaci exozomu se pouzivaji rizné, principialné odlisné
metody a jejich kombinace. Mezi nejpouzivanéjsi izolatni metody patii
ultracentrifugace, ultrafiltrace, hydrostaticka filtracni dialyza a pouziti komer¢nich sad,
které jsou zalozeny na precipitaci vzorku s vhodnym precipitaénim ¢inidlem. Dale
byvaji kizolaci exozomli zmoc¢i vyuzivany imunoafinitni metody jako naptiklad
ELISA (,,enzyme-linked immunosorbent assay“)*’ nebo izolace pomoci magnetickych
&astic s navazanou protilatkou”’. Chen a kol. vytvofili mikrofluidni zatizeni na izolaci
exozomil - tzv.ExoChip®®. Pfestoze jsou metody izolace exozomu stile inovovany, tak
se zatim nepodaftilo nalézt spolehlivy a u¢inny postup.

Izolaci exozomli zmoc¢i znacné komplikuje jeji intra- a interindividudlni
variabilita. Navic mo¢ obsahuje rozpusténé extracelularni kontaminujici proteiny
(hlavn€ uromodulin, albumin), které musi byt pii izolaci odstranény, aby nezkreslovaly
vysledky nasledné proteomické analyzy intraluminalniho obsahu exozomi. Komplikaci
pfi izolaci exozomi je pfitomnost uromodulinu. Uromodulin je polymerni protein o
molekulové hmotnosti kolem 100 kDa, hojné zastoupeny ve zdravé moci. Je znacné
glykosylovan (~ 30%) a tvoii disulfidické mistky. V jeho zesitované struktufe proto
mohou byt n€které exozomy zachyceny, coZ mize ovlivnit izolaci i samotnou analyzu

exozomul.

2.4.1. Ultracentrifugace

Ultracentrifugace vyuzivd mimotadné vysoké odstredivé sily az 1 000 000 x g,
ktera d&li &astice podle jejich velikosti, hustoty a tvaru. Céstice s vétsi velikosti &i
hustotou sednou ke dnu rychleji. Ultracentrifugaci lze od sebe odd¢lit i velmi malé
castice, jako jsou viry, bakterie, bunééné organely nebo extraceluldrni vezikuly.

Ultracentrifugacni metody se posledni dobou velmi hojné vyuzivaji v proteomickém
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vyzkumu exozomi. Vyhodou této metody je, Zze vzorek nemusi byt pfed samotnou
ultracentrifugaci slozité upravovan a struktura vezikul zlstane po ultracentrifugaci
zachovana. Nevyhodou je vSak casovda naroCnost metody a pofizovaci cena
ultracentrifugy®’.

Ultracentrifugace je vétSinou provadéna ve vice krocich. Nejprve je vzorek
centrifugovan za nizSich otadCek za ucelem odstranéni kontaminujicich slozek (zbytky
bungk, proteiny, membranové fragmenty). Poté nasleduje ultracentrifugace supernatantu
a nasledn¢ rozpusténi pelety v piisluSném izolacnim roztoku (napi. PBS, voda). Poté se
provede opét ultracentrifugace a rozpusténi pelety za stejnych podminek.

V roce 2010 izolovali Fernandez-Llama a kol.*® exozomy z mo¢i zdravych darct
a pomoci imunoblotu analyzovali ¢tyfi exozomalni markery. Bylo zjiSténo, ze po prvni
centrifugaci se exozomy zachycuji v peleté, kde by mély byt hlavné kontaminujici
slozky. Proto byl k peleté¢ ptfidan dithiothreitol a prvni krok se znovu zopakoval. Po
provedeni imunoblotu byly signdly marker vyraznéj$i, coz znamend vétSi pocet
exozomu v izolované frakci.

Existuje mnoho druhti ultracentrifugaci, ale nejcastéji je pouzivana vyse zminéna
diferencialni nebo s hustotnim gradientem. Ultracentrifugace s hustotnim gradientem
(isopyknickd), je zalozena na centrifugaci v hustotné gradientovém médiu, kde rtizné
veliké Castice prochazi vrstvami média s riiznou hustotou smérem ke dnu zkumavky.
Jakmile se ¢astice dostane do zdny, jejiz hustota je stejna jako hustota samotné Castice,

centrifugacni sila ji zaostii a udrZuje v této zoné.

2.4.2. Ultrafiltrace

Dalsi vyuZzivanou izolaéni technikou je ultrafiltrace. Céstice jsou separovany dle
svoji velikosti s pomoci membrany s piesné definovanou velikosti porg’.
Nanomembranova ultrafiltrace je technika separujici exozomy za pusobeni malé
centrifugacni sily. Tato metoda se vyuziva hlavné ke klinickému pozorovani
exozomi’> >

Nanomembranovou ultrafiltraci pouzil v roce 2007 Cheruvanky a kol.** za ugelem
zkraceni doby izolace oproti ¢asové narocné ultracentrifugaci. Touto metodou byly

izolovany mocové exozomy z moci zdravych darcti 1 pacientl s fokalni segmentélni

glomeruloskler6zou. V jejich experimentu byl pouzit filtr o velikosti pord 100 kDa.
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Bylo zjisténo, Ze izolaci je mozné provadét s menSimi objemy vzorkd nez v piipadé
ultracentrifugace a metoda je rychlej$i a jednodussi. V piipadé moci s vysokym
obsahem proteind je vSak nevyhodou zachyceni proteinii na membrang, a tim i snizeni

poctu exozomu v izolované frakei.

2.4.3. Hydrostaticka filtra¢ni dialyza

Jako dal$i velmi Gc¢innd alternativa diferencialni ¢i gradientové ultracentrifugace
byla objevena hydrostatické filtraéni dialyza (HFD)™. Na rozdil od klasické dialyzy,
kde castice prochazi prostou difuzi pres dialyzaéni membranu, zde prochazi Castice
skrze dialyzaéni stievo o definované hodnoté MWCO (,,molecular weight cutt-off) pod
mirnym hydrostatickym tlakem. Rozpoustédlo a malé rozpusténé Castice projdou skrz
dialyzac¢ni stfevo, zatimco extracelularni vezikuly ziistanou zachyceny uvnitt. Tuto

metodu vynalezli Musante a kol.*®

v roce 2012, kdyz se snazili zvysit vytézek exozomi
izolovanych z moci zdravych darcti a zéroveil odstranit kontaminujici uromodulin.
Naslednou detekei pomoci imunoblotu bylo zjisténo, Zze touto metodou je mozné
zkoncentrovat exozomy ve vzorku az 100 krat” a izolované frakce jsou zbaveny
uromodulinu. Diky tomu lze pouzit velké objemy vzorki, coz znamena ziskat frakci o
vetSim poctu exozomu a zaroven lze tyto frakce 1épe uchovavat v biobance. Metodu
HFD je mozZné vyuzit k samotné izolaci vezikul, nebo jako pre-izolaéni metodu, ktera
pomaha odstranit z mo¢i interferujici proteiny, pigmenty, piipadné zbytky bunck pred
samotnou izolaci. Jeji vyuziti je tedy Siroké a v porovnani s jinymi metodami také
vykazuje vysokou vytéZnost a Cistotu izolovanych frakci. Jeji nevyhodou je vSak ¢asova

naro¢nost a také se béhem filtrace miize zhorsit prichodnost dialyza¢niho stfeva.

2.4.4. Precipitacni metody

Exozomy mohou byt vylouceny zroztoku i1 zménou jejich rozpustnosti.
Na zéklad¢ tohoto faktu byly objeveny precipitacni metody. Precipitace probihd diky
precipitatnimu  ¢inidlu, coZz je vétSinou bezvody polymer, jako napiiklad
polyethylenglykol (PEG), ktery na sebe vaze molekuly vody a tim vylouc¢i nerozpustné,
nebo malo rozpustné ¢astice z roztoku. Bézné se pouzivaji komeréné vyrobené izolacni
sady obsahujici polyethylenglykol o molekulové hmotnosti 8000 Da*®. Po inkubaci

vzorku s ¢inidlem se precipitat oddéli od roztoku centrifugaci, nebo ultrafiltraci.
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Royo a kol.>” porovnavali vroce 2016 diferencialni ultracentrifugaci s izolaci
riznymi precipitacnimi ¢inidli (Exoquick-TC (System Biosciences, USA); Total
Exosome Isolation (Invitrogen, USA) a Exosomal RNA Kit (Norgen Biotek, USA)).
V jejich experimentu byly izolovany exozomy z moci pacientd s karcinomem prostaty.
Bylo zjisténo, ze precipitacni metody jsou rychlejsi a neni nutné je kombinovat
s ultracentrifugaci. Také Ize k izolaci pouzit malé mnozstvi vzorku. Vytéznost této
metody je vSak v porovndni s ultracentrifugaci ¢i ultrafiltraci mnohem mensi, coz je
zfejm¢ zpusobeno precipitaci i jinych kontaminujicich proteini. Proto je nutné pfi

izolaci témito Cinidly zaradit do procedury jesté pre-izolacni a post-izolacni kroky.

2.5. Charakteriza¢ni metody

Po izolaci extracelularnich vezikul je tfeba izolované frakce n&jakym zpiisobem
detekovat a charakterizovat. Pro tyto ucely je vhodnd cela fada metod. Zalezi vSak na
druhu a mnozstvi izolovanych vezikul, na mife Ccistoty izolovanych frakci a
v neposledni fad¢ na druhu extracelularni tekutiny, ze které byly vezikuly izolovany.
Mezi nejb&zn&jsi detekéni techniky patfi metoda western blot™, pritokova

. 3841
cytometrie

, nebo optické techniky jako transmisni elektronovd mikroskopie,
skenovaci elektronova mikroskopie a kryo-elektronova mikroskopie®® ** *. Dalsi
pomérné novou metodou charakterizace extraceluldrnich vezikul je metoda analyzy

trajektorie pohybu &astic (NTA)*.

2.5.1. Western blot analyza

Nejcastéji vyuzivanou metodou k charakterizaci izolovanych frakci exozomi je
metoda western blot. Tato metoda je zaloZzena na pfenosu proteinli, predem
separovanych podle svych molekulovych hmotnosti na elektroforetickém gelu, na
membranu. Nejcastéji pouZivanymi membranami jsou PVDF a nitrocelulosova. Po
pfenosu proteinti je tfeba nejprve blokovat zbyld volnd vazebnid mista na membrané
pomoci bloka¢niho Cinidla (nejcastéji 5% hovézi sérovy albumin, nebo 5% odtucnéné
suSené mléko). Tim je zabranéno nespecifickym vazbam pouzitych protilatek na volna
mista na membran¢ a tedy sniZeni signalu pozadi. Proteiny na membrané jsou nasledné
detekovany pomoci tzv. primarni protilatky, kterd je specifickd pro zjiStovany antigen

ve vzorku. Jak uz bylo uvedeno vyse, za markery exozomil se povazuji napi. CD9,
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CD63, CD81, TSG101, alix, calnexin a jiné>. Po vazbé& primarni protilatky na antigen
nasleduje navazani sekundarni protilatky, kterd je obvykle konjugovand s enzymem
(napf. kfenova peroxidasa, alkalickd fosfatasa) umozinujicim vizualizaci za pouZziti
substratu (chemiluminescen¢ni, chromogenni).

Metodou western blot byla napiiklad ovéfovana pfitomnost exozomii ve frakcich
izolovanych ultracentrifugaci ze vzorkii zdravé moci. K detekci byly pouzity

exozomalni proteinové markery TSG101 a alix™.

2.5.2. Priitokové cytometrie a transmisni elektronova mikroskopie

Druhou nejbéznéjsi metodou detekce extracelularnich vezikul je pratokova
cytometrie. Tato metoda se pouzivd hlavné pro detekci vétSich c&astic, jako jsou
mikrovezikuly, nebo apoptotickd téliska. Exozomy Ize touto metodou izolovat pouze po
vazbé jejich povrchovych proteinll na specifickou protilatku imobilizovanou na ¢éstice,
nebo v ptipad¢ vhodné upravy detektoru, laseru, ¢i mobilni faze, ve které jsou Castice
obsazeny''. Vyhodou pritokové cytometrie je detekce velkého mnozstvi &astic za
kratkou dobu.

Transmisni elektronovd mikroskopie (TEM) pouziva elektrony ke generovani
obrazu objekti a vinové délky urychlenych elektronti jsou o mnoho Fadi mens$i nez
vlnové délky fotont viditelného svétla. Proto 1ze dosahnout rozliSeni az 1 nm. V
soucasnosti je jednou z nejlepSich metod pro urceni morfologie a velikosti exozomu a
vezikul®’. Dillezitym krokem p¥ipravy vzorku na analyzu TEM je fixace a dehydratace,
protoze oboji mize ovlivnit velikost a morfologii vezikul. Nevyhodou TEM analyzy je
doba méfeni (i n€kolik hodin), kromé toho fixace a negativni barveni také analyzu
prodluzuje. Pro analyzu TEM se pouzivaji Cisté izolované a zkoncentrované frakce
vezikul. Tato metoda byla naptiklad vyuZita pro charakterizaci exozomalnich frakeci
izolovanych ultracentrifugaci a ultrafiltraci zmoci pacientd s idiopatickou

4 vy
membranovou nefropatii .
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2.5.3. Analyza trajektorie pohybu nanocéstic

Metodou analyzy trajektorie pohybu nanocastic (NTA) lze pozorovat jejich
velikost a distribuci. Castice jsou detekovany tak, Ze vzorkem prochazi laserovy paprsek
a pomoci fotonového mikroskopu je analyzovan jejich dynamicky rozptyl svétla.
Velikost Castic je ur¢ena Brownovym pohybem kazdé z nich. Pristroj Nanosight je
schopen zachytit trajektorii Brownova pohybu ¢astice a odhadnout tak jeji velikost.
Analyza ¢astic touto metodou je presnéjsi nez naptiklad detekce pomoci pritokové
cytometrie, protoze pii NTA je velikost Castic zavisla pouze na Brownové pohybu,
zatimco pfi prutokové cytometrii zalezi na dynamickém rozptylu svétla kazdé Castice.
Proto je tfeba pted samotnou analyzou provést kalibraci, kterd u NTA neni nutnd. Diky
vétsi citlivosti metody NTA Ize analyzovat cCastice jiz od 30 nm, které nejsou
prittokovou cytometrii analyzovatelné*'. Metoda NTA byla v minulosti aplikovéna jak

na vzorky plazmy zdravych darct®’, tak na vzorky mo¢i zdravych darca*.
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Pouzité pristroje a zarizeni

pipety, Spicky, zkumavky (Eppendorf, Némecko)

pfistroj na upravu vody milli-Q systém (Millipore Corporation, USA)
ttepacka MaxQ 2000 (Thermo Fisher Scientific, USA)

vakuova odparka Concentrator 5301 (Eppendorf, Némecko)

filtry Amicon Ultra-4; MWCO 100 kDa (Millipore, CR)

filtry Steriflip-GP 50 mL; MWCO 0,22 um (Millipore, CR)

centrifuga 5804 R (Eppendorf, Némecko)

centrifuga MiniSpin Plus (Eppendorf, Némecko)

ultracentrifuga Optima LE-80 K (Beckman, USA)

orbitalni inkubator SI 50 (Stuart Scientific, UK)

termoblok AccuBlock™ (Labnet International, Inc., USA)

sada na elektroforézu Mini-PROTEAN 3 Cell (BIO-RAD, USA)

blotovaci zatizeni X-Cell II"™™ Blot Module (BIO-RAD, USA)
spektrofotometr NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific, USA)
membrany Amersham Hybond P 0,45um PVDF (GE Healthcare Life Sciences,
USA)

blotovaci papiry 7 x 8,4 cm (BIO-RAD, USA)

RTG filmy X-RAY FILM BLUE 13 x 18 cm (Agfa Health Care NV, Belgie)
Nanosight NS300 (Malvern Instruments Ltd, UK)

dialyza¢ni stfevo Spectra/Por (CE) MWCO 1000 kDa (Spectrumlabs, USA)
scanner Epson Perfection V800 (Epson, CR)

transmisni elektronovy mikroskop JEOL 1011 (Jeol Ltd, Japonsko)

CCD kamera Veleta s akvizicnim softwarem (Olympus Soft Imaging Solution
GmbH, Némecko)

digitalni pH metr Jenway (Essex, UK)

elektricky zdroj PowerPac Basic™ (BIO-RAD, USA)
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3.2.Pouzité chemikalie

vzorky prvni ranni mo¢i pacientti a zdravych darct (Klinika nefrologie, 1. LF
Univerzity Karlovy v Praze, CR)

akrylamid (Sigma-Aldrich, CR)

N,N’-methylenbisakrylamid (Sigma-Aldrich, CR)

TEMED (N,N,N’,N’-tetramethylendiamin) (BIO-RAD, USA)

persiran amonny (Sigma-Adrich, CR)

Tris-base (Amresco, USA)

dodecylsulfat sodny (Amresco, USA)

chlorid sodny (Ing. Petr Lukes, CR)

isopropylalkohol (PENTA, CR)

kyselina chlorovodikova 37% (Ing. Petr Lukes, CR)

glycin (Sigma-Aldrich, CR)

Tween-20 (Amresco, USA)

methanol koncentrovany (Ing. Petr Lukes, CR)

odtuénéné susené mléko (Nutristar, CR)

primarni monoklondlni protildtka proti lidskému TSG101; mysi (Santa Cruz
Biotechnology, USA)

primarni monoklondlni protiladtka proti lidskému alix; mysi (Thermo Fisher
Scientific, USA)

primarni polyklondlni protilatka proti lidskému uromodulinu; krali¢i
(BioVendor, CR)

primarni polyklondlni protilatka proti lidskému GM130; krali¢i IgG (Thermo
Fisher Scientific, USA)

primarni polyklondlni protilatka proti lidskému cytochromu cl; krali¢i IgG
(Thermo Fisher Scientific, USA)

primarni polyklondlni protilatka proti lidskému calnexinu; kréali¢i IgG (Thermo
Fisher Scientific, USA)

primarni monoklonalni protilatka proti lidskému CD63; mysi 1gG (Invitrogen,

USA)
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primarni monoklondlni protilatka proti lidskému CDS81; mysi IgG (Invitrogen,
USA)

primarni monoklondlni protilatka proti lidskému CD9; mysi IgG (Invitrogen,
USA)

primarni monoklonalni protilitka Histone 2A ABafinity"™ Recombinant proti
H2A, H2B, H3 a H4; kralici (Invitrogen, USA)

sekundarni kozi protilatka proti mysi IgG znacena kienovou peroxidazou (Santa
Cruz Biotechnology, USA)

sekundarni osli protilatka proti krali¢i IgG (H+L) znacena kienovou peroxidazou
(Jackson Immuno Research, USA)

substrat na western blot LumiGlo (20%) + peroxid (20%) (Cell Signalling
TECHNOLOGY, USA)

koncentrat vyvojky LP-T (FOMA BOHEMIA s.r.0., CR)

koncentrat rychloustalovaée LP-T (FOMA BOHEMIA s.r.0., CR)

Precision plus protein dual standard (BIO-RAD, USA)

proteinasa K, zdroj Engyodontium album (Bio Labs, USA)

deoxycholat sodny (Amresco, USA)

sada Total Exosome Isolation (from urine) (Invitrogen, USA)

barvici sada SilverQuest (Invitrogen, USA)

inhibitory protedz Complete™ ULTRA Tablets, EDTA-free (Roche, Francie)
azid sodny (Sigma-Aldrich, CR)

barva Imperial ™ Protein stain (Thermo Fisher Scientific, USA)

EDTA (etylendiamintetraoctové kyselina) (Amresco, USA)

HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova  kyselina) (Roth,
Némecko)

ethanol absolutni (PENTA, CR)

fostatovy pufr (Amresco, USA)

2-propanol (Roth, Némecko)

2-merkaptoethanol (Sigma-Aldrich, CR)
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3.3.Pouzité roztoky

elektrodovy pufr (10 x) pH 83 - (025 mol L' Tris-base;
1,91 mol L™ glycin; 1 % (m/v) SDS)

vzorkovy pufr 4 x koncentrovany - (4% m/v SDS; 0,13 mol L™ Tris-HCI; 20%
v/v glycerol; 10% v/v merkaptoethanol; 0,006% v/v bromfenolova modr)
zésobni transferovy pufr (25x) pH 8,3 - (0,30 mol L™ Tris-base; 2,40 mol L™
glycin)

TBS (10x) - (0,20 mol L' Tris-base; 1,36 mol L' NaCl
upraveno HCI na pH 7,6)

stripovaci pufr - (0,20 mol L glycin; 0,1 % (m/v) SDS; 1% v/v Tween 20;
upraveno HCl na pH 2,2)

transferovy pufr - 40 mL zasobni transferovy pufr (25%); 200 mL methanol;

760 mL deionizovana voda)
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3.4. Vzorky moci

3.4.1. Zpracovani vzorkil moci po odbéru

Prvni ranni mo¢ zdravych kontrol a pacienti s riznym onemocnénim ledvin a
sttednim stupném proteinurie (1,0 - 3,5 g/24 hod) byly ziskany na Klinice nefrologie
Vseobecné fakultni nemocnice v Praze a l.lékarské fakulty Univerzity Karlovy
v Praze. VSechen biologicky materidl byl odebran se souhlasem etické komise VFN
Praha v souladu s Helsinskou deklaraci a s podepsanym informovanym souhlasem
pacienta. Ranni mo¢ (50 mL) byla odebrana do sterilni zkumavky a zcentrifugovana
30 min pti 3 000 g a 20 °C. Do nové zkumavky bylo odebrano 45 mL supernatantu a
nasledné bylo pfiddno 800 pL vodného roztoku inhibitord protedz (Complete™
ULTRA Tablets, EDTA-free, Roche, 1 tableta na 4 mL deionizované H,O) a nasyceny
roztok azidu sodného (12,5 pL). Nakonec byl z takto zpracovanych moci (10 vzorki)
vytvofen zéasobni smésny vzorek. Smésny vzorek byl pfipraven jak z moci zdravych
darct, tak z moci nefrologickych pacienti. Vzorky byly skladovany po 50 mL pfi
-80 °C.

3.4.2. Ptiprava vzorkd moci pred izolaci exozomil

a) Vzorek moci byl rozmraZzen pii 37 °C a zamichan na rotatoru (Smin). Potom
bylo k 50 mL mod¢i piidano 1,72 mL 1,5 mol L' HEPES pufru o pH 8,5 a | mL
0,5 mol L' EDTA o pH 8,0. Vzorek byl op&t zamichan 5 min na rotatoru a piefiltrovan
ptes filtr Steriflip (viz kap 3.4.3).

b) Stépeni proteinti v moéi proteinazou K - Vzorek moéi byl rozmrazen pii 37 °C
a zamichan na rotatoru (5min). Potom bylo k 50 mL mo¢&i p¥idano 1,72 mL 1,5 mol L™
HEPES pufru o pH 8,5 a 1 mL 0,5 mol L EDTA o pH 8,0. Vzorek byl zamichan 5 min
na rotatoru a 10 min inkubovén pii 37 °C. K 50 mL mo¢i bylo pfidano 150 pL roztoku
proteindzy K (20 mg mL™). Po zamichani byla mo&¢ za mirné rotace na rotatoru
inkubovéna 1 h ptfi 50 °C. Po zchladnuti byla moc¢ ptefiltrovana pies filtr Steriflip
(viz kap. 3.4.3).
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3.4.3. Filtrace moci ptes Steriflip

Pti filtraci vzorku moci byl pouzit filtr Steriflip-GP 50 mL s Express Plus PES
membranou (Millipore, CR) o velikosti porti 0,22 pm. Postup filtrace - Zkumavka se
vzorkem moci byla naSroubovéna na filtratni jednotku Steriflip-GP, na které¢ jiz byla
umisténa prazdna 50 mL zkumavka. Filtra¢ni jednotka byla umisténa do stojanku na
zkumavky tak, aby zkumavka s moci byla nahofe a prazdné zkumavka dole. Nasledné
byla filtracni jednotka napojena na vyvévu. Filtrace trvala asi 30 — 60 vtefin. Byly
filtrovany vzorky pfedem upravené moci a vzorky moci po inkubaci s proteinazou K
(viz kap. 3.4.1 a 3.4.2). Vzorek zfiltrované moci byl pak pouzit na hydrostatickou
filtra¢ni dialyzu (HFD).

3.4.4. Optimalizace  podminek Stépeni mocCovych  proteinli

proteinazou K

K 50 pL vzorku moci nebo vzorku exozomadlni frakce po HFD bylo pfidano
1,72 uL 1,5 mol L' HEPES pH 8,5 a 1 pL 0,5 mol L' EDTA pH 8,0. Vzorky byly
zamichany a inkubovéany 10 minut pfi 25 °C (37 °C a 50 °C). Poté k nim byla ptidana
proteinaza K v poméru k celkovému mnozstvi proteinu 1:5, 1:10, 1:15, 1:25, 1:50,
1:100 a bez ptidavku proteindzy K. Vzorky byly inkubovany za mirného tfepani
15 minut (30 minut, 60 minut) pii 25 °C (37 °C a 50 °C). Inkubace byla ukoncena
ptidavkem 2 pL vodného roztoku inhibitorti protedz (Complete™ ULTRA Tablets,
EDTA-free, Roche, 1 tableta na 4 mL deionizované¢ H,O). Stupeii nastépeni proteinti
byl zhodnocen na zdkladé¢ SDS-PAGE s naslednym barvenim Coomassie Brilliant Blue

R-250. Na gel bylo davkovano 25 pL vzorkd po HFD a 5,2 puL vzorkd moci pacientt.
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3.5. Izolace exozomu z moci

3.5.1. Hydrostaticka filtracni dialyza (HFD)

Pti HFD bylo pouzivano dialyzacni stievo Spectra/Por (CE) MWCO
1000 kDa (Spectrumlabs, USA). Pied izolaci exozomti z moci byl sestaven systém na
HFD (viz obr. 3.1). Nejdfive bylo ustfizeno dialyzacni stievo o délce 39 cm, které bylo
10 — 15 min namaceno v kadince s deionizovanou vodou. Potom bylo stievo pfipevnéno
pomoci parafilmu ke konci stopky nalevky o velikosti 250 mL. Dolni konec stfeva byl
prehnut a zajistén plastovou svorkou tak, aby mezi koncem stopky nélevky a plastovou
svorkou byla vzdy délka stfeva 25 cm. Konec stfeva se svorkou byl nasledné vlozen do
odmérného vélce o objemu 2 L.

Do nalevky bylo nalito 50 mL mo¢i (pfiprava viz kap. 3.4.1 - 3.4.3). Moc€ se
nechala samovolné vykapavat ze stieva do valce. Po uplném vyprazdnéni ndlevky byla
pres stfevo prokapand mo¢ schovana a zamrazena (-80 °C). Poté bylo do prazdné
nalevky nalito 100 mL deionizované vody (proplach izolovanych exozomtl) a roztok se
nechal samovolné vykapéavat. KdyZz dosédhla hladina roztoku ve stievé 5 — 7 cm od
svorky, bylo stfevo nad hladinou niizkami odstfihnuto a roztok obsahujici exozomy byl
vyndan ze stfeva pipetou. Po vyndani roztoku ze stfeva byl jeho objem doplnén
deionizovanou vodou do 6 mL. Roztok obohaceny o exozomy byl nasledné zamrazen

(-80 °C).
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Obr. 3.1: Aparatura na HFD: Nalevka o objemu 250 mL je upevnéna do stojanu. Na stopce nalevky je
upevnéno parafilmem dialyzaéni stfevo, na konci zaji$téno plastovou svorkou. Stfevo je umisténo

v odmérném valci, do kterého filtrat odkapava.

3.5.2. Ultracentrifugace

Do ultracentrifugac¢nich zkumavek bylo pipetovano 14 mL vzorku moci (pfiprava
viz kap. 3.4.1 — 3.4.3) nebo 2 mL exozomalni frakce izolované pomoci HFD (pfiprava
viz kap. 3.4.1 — 343 a 3.5.1). Zkumavky byly umistény do vychlazenych
centrifugacnich kyvet. Centrifugace probihala pii 150 000 x g pii 4 °C po dobu
20 hodin. Potom byl supernatant odebran a schovan. Peleta byla resuspendovana v 1 mL
PBS a nésledné byla zkumavka opatrné doplnéna 13 mL PBS u vzork moc¢i nebo 1 mL
PBS u koncentratu po HFD. Centrifugace probihala 2 hodiny pii 4 °C na 150 000 x g.
Po ukonceni centrifugace byl supernatant odebran a peleta byla resuspendovana
v deionizované vodé¢ tak, aby vysledny objem vzorku byl 100 puL. VSechny vzorky byly
nasledné skladovéany pti — 80 °C.
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3.5.3. Ultrafiltrace

Nejprve byla provedena pasivace filtru Amicon Ultra-4 (MWCO 100 kDa)
namocenim pies noc v 5% Tweenu-20 v deionizované vod¢. Druhy den byly filtry
proplachnuty proudem deionizované vody a tfikrat promyty 4 mL deionizované vody
pti4 000 x g a 20 °C po dobu 5 minut.

Na filtry byly naneseny 4 mL vzorku moc¢i (pfiprava viz kap. 3.4.1 — 3.4.3) nebo
2 mL exozomalni frakce izolované pomoci HFD (pfiprava viz kap. 3.4.1 — 3.4.3 a
3.5.1). Pak probéhla centrifugace po dobu 10 minut pii 4 000 x g a 20 °C. Po
centrifugaci byl filtrat odebran a uschovén pii -80 °C. Retentat byl promyt 1 x 2 mL
PBS a nasledné 1 x 2 mL deionizované vody pti 4 000 x g a 20 °C po dobu 10 minut.
Nakonec byl retentdt obsahujici exozomy odebran z filtru pipetou a doplnén

deionizovanou vodou do 100 pL. Vzorky byly skladovany pii -80 °C.

3.5.4. Total exosome isolation (TEI)

Do ultracentrifugacni zkumavky byl pipetovan vzorek moci (pfiprava viz kap.
3.4.1 —3.4.3) nebo exozomalni frakce po HFD (pfiprava viz kap. 3.4.1 —3.43a3.5.1)a
reagent ze sady TEI v poméru 1:1. U vzorku mo¢i bylo pouzito 7 mL a u exozomalni
frakce 2 mL. Po zamichani byla smés inkubovana 1 hodinu za laboratorni teploty.
Potom byly vzorky staceny pii 10 000 x g a 4 °C po dobu 1 hodiny. Po centrifugaci byl
supernatant odebran a vyhozen. Peleta byla dikladné resuspendovana v deionizované
vodg tak, aby celkovy objem vzorku byl 100 pL. Vzorek byl nakonec kratce sonikovéan

a uskladnén v mikrozkumavce pti -80°C.

3.6. Spektrofotometrické stanoveni koncentrace proteini

Koncentrace  proteini  ve vzorcich byla méfena spektrofotometrem
NanoDrop 1000 pii absorpénim maximu 280 nm a normalizovdna na absorbanci
340 nm. M¢fici plosky pfistroje byly nejdiive otfeny bunicinou, kterd byla navlhcena
deionizovanou vodou. Na zacatku méfeni byl na méfici ploSku na spodnim rameni
pfistroje pipetovan 1 pL deionizované vody — promyti. Potom byl na méfici plosku

nanesen 1 puL deionizované vody nebo pfisluSného roztoku — blank a nakonec 1 pL
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vzorku. Po tomto procesu uz byly méfeny pouze vzorky. Mezi jednotlivymi méfenymi

vzorky byla méfici ploska otfena buni¢inou a promyta 1 pL deionizované vody.

3.7. SDS-PAGE
3.7.1. SDS-PAGE — ptiprava vzorku

Pomoci jednorozmérné SDS-PAGE se d¢li proteiny obsazené ve vzorku podle své
molekulové hmotnosti. Na SDS-PAGE byly pouzity vzorky exozomalnich vezikul
izolovanych zmoci a z exozomalnich frakci po HFD. Vzorky byly rozmrazeny a

nasledné 15 min tfepany pii 800 rpm za laboratorni teploty.

a) Pripava vzorku pro SDS-PAGE s barvenim gelu

Do 1,5 mL zkumavky bylo pipetovano 20 uL vzorku. Ke vzorkim byl pfidan
1 uL 10% deoxycholatu sodného (SDC). Vzorky byly zamichdny a inkubovany ve
zkumavkach 15 minut za laboratorni teploty a nasledné vafeny 10 minut v termobloku
pii 95 °C. Po zchladnuti bylo ke vzorkim ptidano 6,67 pL 4 x koncentrované¢ho
vzorkového pufru a 2,67 pL 2-merkaptoethanolu. Vzorky byly opét vateny 10 minut pii
95 °C. Po zchladnuti byly vzorky centrifugovany 2 min pii 13 000 rpm a do jamky v
gelu byl davkovan cely obsah zkumavky.

b) Priprava vzorku pro SDS-PAGE a western blot analyzu

Do 1,5 mL mikrozkumavky byl pipetovan objem vzorku obsahujici 10 - 15 ng
proteind. Vzorek byl zkoncentrovan odpafenim do sucha na vakuové odparce pii 60 °C
(odpafovani trvalo cca 60 minut). Odpafené vzorky byly rozpustény v 10 pL
1% deoxycholatu sodného (SDC) a 10 pL deionizované vody. Vzorky byly zamichany a
inkubovany 15 minut za laboratorni teploty. Nasledné byly vzorky vafeny 10 minut
v termobloku pii 95 °C. Po zchladnuti bylo ke vzorkim pfidano
6,67 uL 4 x koncentrovaného vzorkového pufru a 2,67 pL 2-merkaptoethanolu
(redukujici podminky). V ptipad¢ nasledné imunodetekce protilatkami, které interaguji
lépe za neredukujicich podminek, byl ke vzorkiim ptfidan pouze vzorkovy pufr bez
2-merkaptoethanolu. Vzorky byly opét vafeny 10 minut pii 95 °C. Po zchladnuti byly
vzorky centrifugovany 2 min pii 13 000 rpm a do jamky v gelu byl davkovan cely

obsah zkumavky.
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3.7.2. SDS — PAGE — separace proteini

K separaci proteind byla pouzita vertikalni elektroforéza Mini-PROTEAN 3 Cell
a skla o tloust’ce I1mm (Bio-Rad). Naliti gela a sestaveni aparatury na elektroforézu bylo
provedeno podle navodu vyrobce Bio-Rad. Na SDS-PAGE byl ptipraven separacni gel
(T 10%; C 3,4%) a zaostiovaci gel (T 4%; C 3,4%) s deseti jamkovym hiebenem.

Roztoky na separacni a zaostrovaci gel byly pripraven podle tabulky 3.1.

Tabulka 3.1: Roztoky na p¥ipravu separa¢niho (T 10%; C 4,3%)" a zaostfovaciho gel (T 4%; C 4,3%)"

Separacni gel Zaostiovaci gel
Roztok (nL) (nL)
Zasobni roztok - akrylamid/N,N"-
methylenbis(akrylamid) (T 50%; C
3,4%) 1,25 250,00
1 mol L' Tris-HCI pH 8,8 2350,00 -
0,375 mol L' Tris-HCI pH 6,8 - 1050,00
10% SDS (dodecylsulfat sodny) 62,50 31,25
deionizovana H,O 2450,00 1575,00
5 % (m/v) Persiran amonny 156,00 250,00
TEMED (N,N,N",N -
tetramethylendiamin) 1,56 1,25

Smés na separacni gel (4,6 mL) byla nalita mezi skla upevnénd ve stojanu a thned
pfevrstvena isopropanolem (0,25 mL). Po zpolymerovani separa¢niho gelu (45 min) byl
isopropanol vylit. Separacni gel byl oplachnut deionizovanou vodou ve stfi¢ce. Prostor
mezi skly byl vysuSen filtracnim papirem. Mezi skla byla nalita smés na zaostfovaci gel
a ihned byl vlozen deseti jamkovy hieben pro vytvoreni jamek na pipetovani vzorku.
Polymerizace gelu probihala 30 minut. Nakonec byl ze zaostfovaciho gelu opatrné
vyndan hieben. Jamky vytvofené v gelu byly vyplachnuty elektrodovym pufrem. Sklo
s gelem bylo umisténo do aparatury na elektroforézu. Do jedné tfetiny nadoby na

elektroforézu a mezi skla s gely byl nalit elektrodovy pufr. Poté se do jamek pipetovaly

" Parametry T a C udavaji stupe zesiténi akrylamidu a N,N’-methylenbisakrylamidu
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piipravené vzorky (viz kap. 3.7.1) a 5 uL Precision plus protein dual standardu (BIO-
RAD). Elektroforetickd separace proteinii probihala za konstantniho napéti 125 V. Po
25 minutach se napéti zvysilo na 150 V a elektroforéza probihala dalsich 45 minut. Po
ukonéeni elektroforézy byly proteiny v gelu obarveny koloidnim stfibrem
(viz kap. 3.7.3.1), nebo byly pieneseny na PVDF membranu metodou western blot

(viz kap. 3.8).

3.7.3. Barveni gelu po SDS-PAGE
3.7.3.1. Barveni koloidnim stfibrem

Gel po SDS-PAGE byl za stalého michani inkubovéan v nasledujicich roztocich
(50 mL): 1) 3 x 5 min deionizovand voda; 2) 20 minut Fixa¢ni roztok (40% ethanol,
10% kyselina octova v deionizované vod¢); 3) 10 minut 30% ethanol; 4) 10 min
Senzitizing roztok (15 mL 99,8 % ethanol, 5 mL Senzitizer, 30 mL deionizovana voda);
5) 10 minut 30% etanol; 6) 10 minut deionizovana voda; 6) 15 minut Staining roztok
(0,5 mL Stainer, 49,5 mL deionizovana voda); 7) 60 sekund deionizovana voda; 8) 4 — 8
minut Developing roztok (5 mL Developer, 50 pL Developing enhancer, 45 mL
deionizovana voda) — po objeveni prouzkt proteini byl vyvoj ukoncen piidanim 5 mL
Stopperu pfimo do roztoku s gelem a po 10 minutové inkubaci byl roztok wvylit.
Obarveny gel byl nakonec promyt 3 x 10 min v deionizované vod¢. Takto obarveny gel

byl potom naskenovén scannerem Epson Perfection V800.

3.7.3.2. Barveni Coomassie Brilliant Blue R-250

Po SDS-PAGE byl gel promyt 3 < 5 minut 50 mL deionizované vody a poté byl
inkubovan 2 hodiny v 15 mL barviciho roztoku ImperialTM Protein Stain (Thermo
Fischer Scientific) obsahujici barvu Coomassie Briliant Blue R-250. Po inkubaci byl gel
promyt 3 X 10 minut deionizovanou vodou a naskenovan pomoci scanneru Epson

Perfection V800.
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3.8. Western blot analyza

3.8.1. Pfenos proteinli na membranu

Po SDS-PAGE byly proteiny pfeneseny na PVDF membranu metodou western
blot. Byla pouzita PVDF membréana o velikosti port 0,45 um nastiithana na velikost
gelu. Membrana byla nejprve aktivovdna namoc¢enim do methanolu (1 min), pak byla
oplachnuta deionizovanou vodou a nakonec byla namocena do transferového pufru
(20 minut). Blotovaci houbicky byly namoceny do transferového pufru. Gel byl
oplachnut deionizovanou vodou, byl odfiznut fokusacni gel a separacni gel byl
oplachnut transferovym pufrem. Byl sestaven ,,sendvi¢® — 1. katoda, 2. tfi blotovaci
houbicky, 3. blotovaci papir, 4. separacni gel, 5. membrana, 6. blotovaci papir, 7. tfi
blotovaci houbicky, 8. anoda. Cely ,,sendvi¢” byl umistén do blotovaci cely a zalit
transferovym pufrem. Blotovaci cela byla naplnéna deionizovanou vodou (chlazeni).
Ptenos proteint probihal pfi konstantnim napéti 25 V 2 hodiny. Po ukonceni ptfenosu
byla membrana vyjmuta ze ,,sendvice a promyta 5 minut v 0,1% Tweenu-20 v TBS.

Nasledovala imunodetekce proteind.

3.8.2. Imunodetekce proteini na membrané

Membrana byla inkubovana ve 40 mL blokovaciho roztoku (5% odtu¢néné susené
mléko v 0,1 % Tweenu-20 v TBS) po dobu 1 hodiny na tfepacce za laboratorni teploty.
Potom byl blokovaci roztok vylit a membréna byla 1 nebo 2 dny inkubovana s 6 mL
primarni protilatky v blokovacim roztoku pii 4 °C. Byly pouZity primarni protilatky
proti CD9, CD81, CD63, histonu H4 (vSe Invitrogen), calnexinu, cytochromu cl,
GM130 (vSe Thermo Fisher Scientific) a uromodulinu (Bio Vendor) — vSechny fedéné
1:1000 a inkubace 1 den. Membréna byla inkubovéana soucasné se dvéma nasledujicimi
primarnimi protilatkami Tsg 101 (C-2): sc-7964 (Santa Cruz Biotechnology) a alix
(Thermo Fisher Scientific), ob¢ fedéni 1:1000 a inkubace 2 dny. Po inkubaci v primérni
protilatce byla membrana promyta 5 x 5 minut v 0,1% tweenu-20 v TBS a potom
inkubovéna s piislusnou sekundéarni protilatkou v blokovacim roztoku (30 mL). Byly
pouzity nasledujici sekunddrni protilatky konjugované s kienovou peroxidasou. Kozi

protilatka proti mysi protildtce (Santa Cruz, anti-mouse IgG-HRP: sc-2005) a osli
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protilatka proti kralici protilatce (Jackson Immuno Research, USA) — ob¢ fedéni
1:40 000. Inkubace v sekundarni protilatce probihala za laboratorni teploty 1 hodinu.
Potom byla membrana opét promyta 5x5 minut ve 40 mL 0,1% tweenu-20 v TBS.
Nakonec byla membrédna po 60 sekundové inkubaci se 2 mL substratu (100 pL
LumiGlo Reagent + 100 uL Peroxidase Reagent + 1,8 mL deionizovana voda) vlozena
do desek na vyvolavani filmu. Po zaloZzeni RTG film do desek probihala expozice od
5 do 60 minut. Nasledn¢ byl vyvolan RTG film ve fotokomoie pomoci vyvojky a

ustalovace.

3.8.3. Odmyti protilatek z membrany

Po detekci proteinti primarni protildtkou byla tato jiz nezddouci protilatka
odstranéna z membrany tzv. stripovanim. Stripovani probihalo za mirného tfepani pfi
laboratorni teploté v 50 mL pfislusného roztoku. Membrana byla proplachovéna roztoky
v nésledujicim potadi. 1) 5 x 5 minut 0,1% Tween-20 v TBS; 2) 2 X 7 minut stripovaci
pufr; 3) 2 x 10 minut PBS; 4) 2 x 10 minut 0,1% Tweenu-20 v TBS. Nasledovala

imunodetekce proteinti (postup viz kap. 3.8.2).

3.9. Analyza trajektorie pohybu nanocastic (NTA)

Vzorky izolované z exozomalnich frakci po HFD byly analyzovany také pomoci
technologie NTA. Analyza se provadéla na pfistroji (Nanosight NS300, Malvern
Instruments Ltd, UK). Na proplach analyza¢niho zafizeni byla pouzita voda filtrovana
pfes 0,1 um filtr. Nejprve byla analyzacni cela oplachnuta ethanolem a vodou a pak
byla vysuSena dusikem do sucha. Cela byla ukotvena do pfistroje a celé zatizeni bylo
proplachnuto vodou pomoci stiikacky s filtrem. Po proplachnuti systému byl do zafizeni
plynule davkovéan vzorek, ktery byl pfed samotnou analyzou zfedén deionizovanou
vodou v poméru 1: 500 (v/v). Nasledovala analyza vzorku za ptfesnych podminek.
Teplota v cele byla nastavena na 25°C a jedno méfeni trvalo 3 minuty. Kazdy vzorek
byl méfen celkem pétkrat. Po skonceni meéfeni probihalo automatické zpracovani
naméfenych vysledkli a ziskana data byla statisticky vyhodnocena. Ptiprava vzorki a

jejich méfeni probéhla ve spolupraci s RNDr. Petrem Ptikrylem, Ph.D.
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3.10. Transmisni elektronova mikroskopie

Na sitku pokrytou formvarovou nebo aktivovanou uhlikovou blanou bylo
nakapédno 50 pL suspenze vezikul a ta se nechala adherovat 15 min. Pak byl pfebytek
suspenze odsat kouskem filtracniho papiru a déle byl vzorek fixovan inkubaci s 2,5%
roztokem glutaraldehydu (5 min). Po oplachnuti n€kolika kapkami deionizované vody
byl vzorek kontrastovan kapkou 2-3% vodného roztoku octanu uranylu (5 min). Po
negativnim kontrastovani byla populace vezikul monitorovdna transmisnim
elektronovym mikroskopem JEOL 1011 (Jeol Ltd, Japonsko) vybaveny CCD kamerou
Veleta s akviziénim softwarem (Olympus Soft Imaging Solution GmbH, Némecko).
Ptipravu vzorki a jejich méteni provedl RNDr. Petr Ptikryl, Ph.D.
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4. VYSLEDKY A DISKUSE

Mocové exozomy jsou secernované buiikami ze vSech Casti nefronu a obsahuji

rizné proteiny, mRNA, miRNA a daldi biomaterial®

Exozomy tak mohou
poskytnout pfesny obraz rendlni dysfunkce a jako takové mohou byt vhodné pro
identifikaci biomarkert chronického onemocnéni ledvin®’. Izolovat moové exozomy
1ze né€kolika principidlné odlisSnymi metodami. Mnoh¢é prace jsou zaméteny hlavné na

I . :29,48- 4 o
proteomické profilovani® *2° nebo na RNA mapovani*. Srovnanim uéinnosti riznych

izolaénich metod se zabyva jen n&kolik praci (napt.** *> 4!

). Ackoliv jsou mocCové
exozomy slibnym zdrojem potencidlnich biomarkert, dodnes je stale jejich
nejefektivnéjsi izolacni metodou ultracentrifugaéni postup, ktery je ale velmi Casove
naro¢ny a vyzaduje drahé pristrojové vybaveni™>.

Ptedkladand diplomové prace je soucdsti projektu, ktery se zabyva hledanim
potencidlnich biomarkeri z mocCovych exozomi. Cilem této prace bylo porovnat
efektivnost n€kolika rtiznych postupi vhodnych pro izolaci mocovych exozomi pro
nasledné stanoveni proteini a miRNA v nich obsazenych z normalni zdravé moci a
moci pacientli s nefrologickym onemocnénim. Déle jsme se zaméfili na co mozna
nejveétsi Cistotu izolované exozomadlni frakce, kterd by nebyla kontaminovéna
rozpuSténymi extracelularnimi proteiny, pfipadné miRNA. V neposledni fad¢ byla
snaha najit a optimalizovat jednodus$i a nendkladnou alternativni metodu izolace
mocovych exozomi oproti standardnimu ultracentrifuga¢nimu postupu. K tomuto ucelu
byla pouzita metoda hydrostatické filtratni dialyzy vyvinutd skupinou Prof.

Holthofera™.

4.1. Vzorky a jejich priprava

Vsechny experimenty byly provedeny se smésnymi vzorky moci pacientl s
ledvinovym onemocnénim majici sttedni stupen proteinurie (1,0 - 3,5 g/24 hod) a se
vzorky zdravych darci. Obvykle se pH moci pohybuje v rozmezi 5,0 — 8,0, coz
ovliviiuje rozpustnost obsazenych proteint a soli. Z tohoto diivodu bylo potiebné pH
vzorki moci pfed izolaci normalizovat na stejnou hodnotu. Proto bylo pH moci
upraveno piidanim HEPES pufru o pH 8,5 a koneéné koncentraci 0,1 mol.L™ a

roztokem EDTA o kone¢né koncentraci 0,01 mol. L
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Na obrazku 4.1 je zobrazeno schéma postupu piipravy vzorka pro izolaci
exozomu. K izolaci byl vzdy pouzit vzorek moci 50 mL bez, nebo s odstranénim
interferujicich proteinii (napf. albumin, uromodulin). Interferujici proteiny byly
odstranény $tépenim proteinasou K (150 puL proteindzy K (20 mg/mL) na 50 ml moci;
60 min inkubace pti 50 °C). Pfed izolaci exozomil byla mo¢ piefiltrovana pies 0,22 um
filtr Steriflip, aby byly odstranény posledni fragmenty bunéénych organel, apoptoticka
téliska a vétsi mikrovezikuly. Poté byla provedena hydrostaticka filtraéni dialyza
vzorkd moc¢i s piidavkem proteindzy K a bez ni. Druha skupina vzorkii nebyla
hydrostatickou filtracni dialyzou filtrovana a vzorky byly piimo pouzity k izolaci

exozomt, a to bud’ po inkubaci s proteinazou K, anebo bez ni.

4.2. Izolace exozomu

Na vSech vzorcich byly testovany tfi izola¢ni metody (obr. 4.2): ultracentrifugace
20 hodin pfi 4 °C s relativni centrifugacni silou 150 000 x g; ultrafiltrace pomoci
centrifugacniho filtru s nanomembranou o velikosti péra 10 nm (MWCO 100 kDa) a
srazeni exozomu s polyethylenglykolovym c¢inidlem komeréni sadou Total Exosome
Isolation (from urine) dle protokolu vyrobce. Srovnani jednotlivych metod bylo
provedeno, jak na zakladé stanoveni obsahu rozpusténych proteinti v izolovanych
exozomalnich frakcich, tak i pomoci SDS-PAGE s néslednym barvenim gelti koloidnim
stiibrem a soucasné¢ metodou imunodetekce exozomalnich markerii (western blot).
V ptipadé€ postupii zahrnujicich hydrostatickou filtracni dialyzu, byly jednotlivé frakce
analyzovany také metodou transmisni elektronové mikroskopie a metodou analyzy

trajektorie pohybu nanocastic.
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LE

Vzorky moci

3000 x g, 20°C, 30 min

\ 4

Mo¢ SN (50 mL)

Inhibitory protedz (800 uL)
Nas. roztok NaN; (12,5 uL)

HEPES, pH=8,5; ¢=1,5mol L-1 (1,72 mL)
EDTA, pH=28,0; ¢c=1,0 mol L-1 (1,0 mL)

Proteindaza K
(1-3 mg/ 50mL)
A 4 Yy
Mo¢ (50 mL) Mo¢ + PK
(50 mL)
1.0.22 pm 1.0.22 pm
Steriflip filtr Steriflip filtr
Moc¢ Moc¢ + PK
(50 mL) (50 mL)

A

Proteinaza K
(1-3 mg/50mL)

Moc¢ (50 mL) Mo¢ + PK
(50 mL)
1.0.22 pm 1.0,22 um
Steriflip filtr Steriflip filtr
2. HFD 2. HFD
A
HFDa HFDa +PK
(5mL) (5 mL)

Obr. 4.1: Schéma piipravy vzorki: Mo¢ nefrologickych pacientli, nebo zdravych déarct byla centrifugovana za danych podminek. K supernatantu (SN) bylo piidano

800 uL inhibitort proteaz, 12,5 pL nasyceného roztoku azidu sodného, EDTA o koneéné koncentraci 0,01 mol L™ a HEPES o kone&né koncentraci 0,1 mol L. K jedné

skupiné moci (2 x 50 mL) byla ptidana proteindza K (3mg/50mL; PK). Jedna ¢ast vzorkt (vlevo) byla filtrovana pies 0,22 um filtr Steriflip a druhd ¢ast vzorka (vpravo)

byla navic po této filtraci podrobena hydrostatické filtracni dialyze (HFD). Dalsi postup je uveden na obrazku 4.2.



Mo¢

| Mo¢ + PK

A 4
14 mL 4 mL 7 mL 2mL 2mL 2mL
150 000xg, Y 4000% g,20°C, —% 7mL TEl —% 150 000% g, Y 4000% g, 4 2 mL TEI
4°C, 20h 10min, 100kDa UF ¢imidlo TEI 4°C. 20h uc 20°C, 10min, UF Zinidlo TEI
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2. Centrifugace, 2. Centrifugace,
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Western SDS-PAGE Western SDS-PAGE
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Obrazek 4.2: Schéma postupu prace: Pfedem upravené vzorky (viz obr. 4.1) mo¢, mo¢ + proteindza K (PK), HFDa, HFDa + proteinaza K (PK) byly podrobeny metodam
piimé izolace: UC — ultracentrifugace; UF — ultrafiltrace; TEI — srdzeni sadou Total exosome isolation. Byly ziskany od kazdé metody dva vzorky: P — peleta;
SN — supernatant nebo R — retentat; FT — filtrat. Pelety byly zpracovany dle schématu a resuspendovany ve 100 pL deionizované vody (ddH,0). Pelety i supernatanty
byly analyzovany pomoci western blot analyzy i SDS-PAGE.



4.3. Imunodetekce exozomalnich markeru

Aby bylo mozné detekovat a charakterizovat exozomy v izolovanych frakcich
pomoci western blot analyzy, museli jsme nejprve otestovat specifitu zakoupenych
monoklonélnich primarnich protilatek proti pfislusSnym antigenim. Byla ovéfena
funkcnost a specifita protiladtek proti exozomalnim markerim (CD9, CD63, CD8I,
TSG101, alix). Protilatky proti nizkomolekuldrnim antigenim CD9 (24 kDa) a CD81
(25 kDa) Iépe interagovaly za neredukujicich podminek, zatimco protilatky proti CD63
(30 — 60 kDa), TSG101(44 kDa) a alix (100 kDa) za podminek redukujicich. Pro
charakterizaci exozomu byly zvoleny protilatky proti TSG101 a alix protoze maji od
sebe vyraznéji odliSnou molekulovou hmotnost a lze detekeci obéma protilatkami udélat
v jednom kroku. Navic uziti redukujicich podminek béhem elektroforetické separace
proteinl umoznuje detekovat ndmi vybranymi protilatkami i dal$i sledované proteiny.

Exozomalni frakce byly dale testovany na potencidlni piitomnost kontaminujicich
casti  bunéCnych organel pomoci protilaitek proti proteinovym markerim
endoplazmatického retikula (calnexin), golgiho aparatu (GM130), mitochondrii
(cytochrom c1) a bunééného jadra (histon H4). Témito western blot analyzami nebyla
potvrzena zadnd kontaminace vzork(i materidlem bunééného piivodu (obrazky bez
pozitivniho signdlu nejsou uvedeny). Byla také ovéfovéana protilatka proti lidskému
uromodulinu (Tamm-Horsfalliiv mukoprotein), aby bylo mozné sledovat miru jeho
pfitomnosti v izolovanych frakcich. Jak uz bylo uvedeno v kapitole 2.3 uromodulin je
znaén€ glykosylovan a tvofi znatné mnozstvi vnitfnich disulfidickych mustk.
Fernandez-Llama a kolegové® ukazali, 7e ¢ast exozomil ziistava zachycena v polymerni

zesitované struktufe uromodulinu a je tedy potfebné tyto struktury narusit ¢i rozpustit.
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4.4. Optimalizace podminek pro Stépeni mocovych proteini

proteinazou K

Normalni moc¢ zdravého ¢loveéka pii bézné zatézi organismu obsahuje jen malé
mnozstvi proteini (hlavné uromodulinu). Pii riznych nefrologickych onemocnénich
dochazi ke zvySenému vyluCovani proteini moci (zejména albuminu). Pted
proteomickou analyzou intraluminalniho obsahu exozomu je potieba vySe zminéné
kontaminujici rozpusténé extracelularnich proteiny odstranit, aby nezkreslovaly
vysledky nasledné proteomické analyzy s hmotnostni deteket.

K redukci interferujicich proteint byl zvolen postup inkubace moci s proteindzou
K, kde by lipidova dvouvrstva exozomli m¢la ochranit intralumindlni obsah, zatimco
okolni rozpusténé bilkoviny jsou rozstépeny na kratké fetézce a ndsledné izolaci
odstranény. Stépeni kontaminujicich proteinti bylo provedeno pouze v nativni mo¢i pred
provedenim hydrostatické filtrani dialyzy a dalSich izola¢nich metod. Nastépeni
proteint (uromodulin) zlepsi prichodnost dialyza¢niho stifeva. Také se zvySuje vytézek
exozomalni frakce uvolnénim exozomu ze struktury uromodulinu jeho rozstépenim.

Nejprve byly optimalizovany podminky S$tépeni proteinii proteinazou K. Byl
zkouman vliv teploty vzorkt pfi inkubaci (25 °C, 37 °C a 50 °C), vliv poméru mnozstvi
proteinazy K k celkovému mnozstvi proteinu (1:5, 1:10, 1:15, 1:25, 1:50 a 1:100) a vliv
doby inkubace (15, 30 a 60 min) na $tépeni proteinii. Stépeni bylo testovano na
nativnich vzorcich mo¢i 1 na jeji exozomalni frakci po hydrostatické filtracni dialyze.
Vsechny vzorky byly analyzovany pomoci SDS-PAGE s barvenim Coomassie Brilliant
Blue R-250. Utinnost §tépeni proteind proteindzou K byla zhodnocena na zakladé
porovnani intenzit zabarveni drah jednotlivych S$tépenych vzorkli s plvodnim
nestépenym vzorkem.

Bylo zjisténo, Ze k dostatetné urovni Stépeni proteinii dochézi az pii vyssi
koncentraci proteindzy K (od poméru 1:50) a pfii inkubaci 30 minut pii 50 °C (obr. 4.3).

Je vidét, ze vyrazny prouzek albuminu je degradovan na kratsi fetézce s niZ§i intenzitou.
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Obr. 4.3: SDS-PAGE exozomalnich frakci po HFD a vzorkii moc¢i pacientli po inkubaci s proteinazou K
(PK) v poméru k celkovému mnozstvi proteintt 1:100 a 1:50 pii teploté¢ 37 °C nebo 50 °C a délce
inkubace 30 min. Draha: 1 — ptivodni HFD frakce 2 — pomér HFD frakce : PK 1:100, teplota 37 °C;
3 — pomér HFD frakce : PK 1:100, teplota inkubace 50 °C; 4 — HFD frakce : PK 1:50, teplota inkubace
37 °C; 5 — HFD frakce : PK 1:50, teplota inkubace 50 °C; 6 — pom&r mo¢ : PK 1:100, teplota inkubace
37 °C; 7 — pomér mo¢ : PK 1:100, teplota inkubace 50 °C; 8 — pomér mo¢ : PK 1:50, teplota inkubace
37 °C; 9 — pomér moc¢ : PK 1:50, teplota inkubace 50 °C; 10 — ptivodni mo¢.

4.5. Charakterizace exozomalnich frakci transmisni elektronovou

spektroskopii (TEM)

Izolované exozomalni frakce po HFD, s predchozi inkubaci moci s proteindzou
K, byly charakterizovany transmisni elektronovou spektroskopii, abychom vyloucili
narus$eni morfologie exozomu vlivem pouzité proteazy. Na obrazku 4.4 jsou vybrané
fotografie z elektronového mikroskopu s negativnim kontrastem. Pro srovnani byla
zvolena exozomalni frakce po HFD bez pfedchozi inkubace moci s proteinazou K (A) a
frakce po HFD s pfedchozi inkubaci moci s proteindzou K (B). Na obrazku 4.4A je
vidét vlaknitd struktura uromodulinu, kterd je po inkubaci s proteinazou K podstatné

rozrusena (4.4B), nebylo vSak pozorovano zadné poruseni integrity vezikul.
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Obr. 4.4: Fotografie z transmisniho elektronového mikroskopu: Exozomalni frakce po HFD z moci

pacientl A) bez piedchozi inkubace s proteinasou K; B) s piedchozi inkubaci s proteinasou K. Cervena

7

¢ara na fotografiich udava meéftitko velikosti ¢astic - A) 1000 nm, B) 500 nm.

4.6. Spektrofotometrické stanoveni koncentrace proteini

Po dokonceni izola¢nich metod bylo u vSech vzorkli zméfeno mnozstvi proteinii
zpusobem uvedenym v kapitole 3.6. Podle téchto hodnot se stanovilo mnozstvi vzorku,
které je tfeba nanést na gel pred elektroforetickou separaci, aby nanaska obsahovala
10 pg proteind.

V tabulkach 4.1 a 4.2 jsou uvedeny stfedni hodnoty koncentraci rozpusténych
proteind (stanovenych z absorbance pii 280 nm) ve frakcich extracelularnich vezikul
ziskanych vSemi studovanymi izolaénimi metodami. Izolace exozomu byla provedena

z moc¢i a z moci po hydrostatické filtra¢ni dialyze, zdravych nebo pacientskych vzorki.
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Tabulka 4.1 Celkova primérnéa koncentrace rozpusténych proteinti v exozomalnich frakcich izolovanych
studovanymi metodami z mo¢i zdravych darcd a z moci nefrologickych pacienttl, bez nebo po inkubaci

s proteinazou K (PK). Stfedni hodnoty koncentrace byly stanoveny na zakladé tfech méfeni absorbance

pti 280 nm.
Koncentrace rozpusténych proteint [mg mL™']
Metoda Zdravy darce Pacient
mo¢ moc¢ + PK moc¢ moc¢ + PK
Ultracentrifugace 2,34 2,27 0,98 0,41
Ultrafiltrace 0,21 0,25 n/a 1,57
TEI 5,34 4,68 1,65 2,77
Pavodni vzorek* n/a** n/a n/a n/a

* mo¢ bez inkubace nebo po inkubaci s PK
**n/a - nelze aplikovat z diivodu stalého znecisténi (zluté zabarveni) vzorku pigmenty urobilinem a

urobilinogenem, které jsou degrada¢nimi produkty hemu a interferuji se spektrofotometrickym meéfenim.

Vzorky byly méfeny v nativnim stavu, to znamend, ze lipidovd membrana
exozomu nebyla rozpusténa zadnym detergentem a ze intralumindlni obsah exozomu
zlstal nedotcen. Proto naméfené hodnoty podavaji informaci predev§sim o koncentraci
okolnich rozpusténych, pro nas tedy kontaminujicich, proteini a casteéné 1 o
koncentraci povrchovych proteinii exozomi. Nelze tedy jen na zakladé téchto dat

jednoznaéné hodnotit i€innost izolace jednotlivymi metodami.

Tabulka 4.2 Celkova primérnéd koncentrace rozpusténych proteinti v exozomalnich frakcich izolovanych
studovanymi metodami z moci zdravych darci a z moci nefrologickych pacientd po hydrostatické
filtra¢ni dialyze (HFD), bez nebo po inkubaci s proteindzou K (PK). Stfedni hodnoty koncentrace byly

stanoveny na zaklade¢ tfech méfeni absorbance pfi 280 nm.

Koncentrace rozpusténych proteinti [mg mL™]

Metoda Zdravy darce Pacient
HFD PK + HFD HFD PK + HFD
Ultracentrifugace 0,69 0,58 1,55 0,86
Ultrafiltrace 1,35 0,73 4,90 0,51
TEI 0,16 0,21 4,20 1,28
Plvodni vzorek* 0,10 0,09 0,48 0,14

* Exozomalni frakce po HFD bez a po ptedchozi inkubaci s PK

43



Zm¢eitené koncentrace také naznacuji, ze ackoliv proteindza K dobie Stépi
pfitomné mocCové proteiny ve vzorcich pacienti s proteinurii, kde je nejvice
zastoupenym proteinem albumin, tak ucinnost §tépeni u vzorkd zdravych kontrol je

vyrazn¢ nizsi.

4.7. Prima izolace exozomu z mo¢i

4.7.1. Izolace exozoml z mo¢i zdravych darct

Jako prvni byly porovnavané izola¢ni postupy testovany na vzorcich moci
zdravych darci. Celkova koncentrace proteinti v téchto vzorcich moc¢i se pohybovala od
20 do 50 pg L. Jak jiz bylo uvedeno vy3e, je zde hlavnim kontaminujicim proteinem
uromodulin, ktery tvofi polymerni vlaknitou strukturu, jenz mize zadrzovat izolované
extracelularni vezikuly.

K charakterizaci exozomalnich frakci izolovanych jednotlivymi metodami
(ultracentrifugace, ultrafiltrace, srazeni sadou TEI) byla pouzita metoda western blot
(detekce exozomalnich markerdt TSG101, alix) a SDS-PAGE (s barvenim koloidnim
sttibrem) na jejichz zaklad¢ byla posuzovana vytéznost a Cistota takto ziskanych frakci.

Na obrédzku 4.5 je znazornén vysledek western blot analyzy, kde byly po vyvolani
RTG filmu imunodetekovany silné signaly exozomalnich proteinovych markeri
TSGI101 a alix pouze u frakce izolované metodou ultracentrifugace bez piedchozi
inkubace moci s proteindzou K. Jak bylo naznaceno v piedeslé kapitole, tak napf. ani
vysokd koncentrace naméfenych proteinli v exozomalni frakci izolované TEI sadou
neznamenala vyrazné zkoncentrovani exozomu (obr. 4.5, vzorek 7). Soucasné je vidét
negativni efekt proteinazy K, ktera degraduje epitopy protilatek proti TSG101 a alix a
tim zplsobi kompletni ztratu signdlu. Proto bylo nutné tyto frakce charakterizovat
dal§imi metodami (TEM, NTA), aby byla ovéfena integrita, Cistota a koncentrace

exozomalnich vezikul v téchto frakcich (viz kapitoly 3.9 a 3.10).
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Obr. 4.5: Western blot analyza: Porovnani ué¢innosti studovanych izola¢nich metod imunodetekci
exozomalnich markerd TSG101 a alix.

Vzorek pouzity k izolaci: Mo¢ zdravych darct; draha: 1 — standard; 2 — mo¢ + PK po srazeni sadou TEI,
3 —mo¢ + PK po ultrafiltraci; 4 — mo¢ + PK po ultracentrifugaci; 5 — pivodni vzorek (mo¢ + PK); 6 —
vzorkovy pufr; 7 — mo¢ po srazeni sadou TEI; 8 — moc€ po ultrafiltraci; 9 — mo¢ po ultracentrifugaci; 10 —

puvodni vzorek (moc).

Po nastripovani membrany (viz kap. 3.8.3), byla provedena detekce uromodulinu.
Na obrazku 4.6 je vidéet, ze ackoliv 1ze pozorovat urcity stupent degradace uromodulinu
u mo¢i inkubovanych s proteindzou K (vzorky 2 - 5), stale zde byl detekovatelny signal
u vSech frakci. Vezmeme-li v ivahu strukturu uromodulinu a také data z tabulky 4.1 a
4.2, kdy nedochazi k vyznamnému poklesu koncentrace proteinit ve vzorcich moci
zdravych dérch po Stépeni proteinazou K, lze ptedpokladat, ze nizka efektivita Stépeni
by mohla byt zplisobena vysokym stupném glykosylace uromodulinu a jeho polymerni

strukturou, které tak mohou stericky branit ataku proteinazy K.

kDa

100 uromodulin

I 2 3 4 5 6 1 8 9 10

Obr. 4.6: Western blot analyza: Porovnani Cistoty studovanych izolaénich metod imunodetekci
uromodulinu.

Vzorek pouzity k izolaci: Mo€ zdravych darct; draha: 1 — standard; 2 — mo¢ + PK po srazeni sadou TEI,
3 — mo¢ + PK po ultrafiltraci; 4 — mo¢ + PK po ultracentrifugaci; 5 — pivodni vzorek (mo¢ + PK); 6 —
vzorkovy pufr; 7 — mo¢ po srazeni sadou TEI; 8 — moc€ po ultrafiltraci; 9 — mo¢ po ultracentrifugaci; 10 —

puvodni moc.
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Paralelné¢ s western blot analyzou byla s identickymi vzorky provedena SDS-
PAGE. Touto analyzou byla ovéfovdna mira kontaminace exozomalni frakce
rozpusténymi proteiny. Na obrazku 4.7 je polyakrylamidovy gel, kde byl na jamku
nanesen stejny objem (20 pl) kazdé izolované exozomalni frakce. Piivodni vzorky moci
byly nandSeny v mensim objemu (do 5 pl), zdivodu jejich velkého znecisténi
obsazenymi solemi a pigmenty, které by mohlo zplsobit deformaci celé jamky gelu.
Byly porovnany vysledky izolaci z moci §té€penych a neStépenych proteindzou K.

Z obrazku 4.7 je patrné, ze vSechny izolatni postupy znacné obohacuji
uromodulin, a Ze Stépeni proteindzou K neni dostateCné. NejvySsi kontaminaci
uromodulinem oproti ostatnim metoddm mizeme pozorovat u frakce po
ultracentrifugaci, coz je ale ¢asteéné zkresleno vysSim pocatecnim mnozstvim moci
vstupujicim do izolace.

Rizné pocatecni objemy vzorkii moci (viz obrazek 4.2) byly pouzity z divodu
proveditelnosti, technickym specifikacim a nékladnosti jednotlivych izolacnich postupd.
Pti ultracentrifugaci lze pouzit zkumavky o objemu 14 mL, zatimco komer¢ni sada TEI
je optimalizovéana pro objem do 10 mL a zvySovanim objemu rapidné rostou naklady na

izolaci.
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Obr. 4.7: SDS-PAGE: Porovnani u¢innosti studovanych izola¢nich metod a Cistoty izolovanych
exozomalnich frakci

Vzorek pouzity k izolaci: Moc¢ zdravych darct; draha: 1 — standard; 2 — mo€ + PK po srazeni sadou TEI;
3 —mo¢ + PK po ultrafiltraci; 4 — mo¢ + PK po ultracentrifugaci; 5 — ptivodni vzorek (mo¢ + PK); 6 —
vzorkovy pufr; 7 — moc po srazeni sadou TEI; 8 — mo¢ po ultrafiltraci; 9 — mo¢ po ultracentrifugaci; 10 —
puvodni vzorek (mog).

* Draha 1 -4 a 7 — 9 naneseno 20 pL vzorku na jamku; draha 5 a 10 naneseno 5 pL vzorku na jamku

4.7.2. 1zolace exozomil z moci nefrologickych pacientli

V druhém kroku byly porovnavané izola¢ni postupy testovany na vzorcich moci
pacientii s nefrologickym onemocnénim. Nemoci ledvin téchto pacientli jsou casto
doprovazeny manifestaci proteinurie. U téchto pacientld se muze celkova koncentrace
proteinti v mo&i pohybovat v rozmezi od 0,1 do 10 mg L™ i vice a na rozdil od zdravé
moci, je hlavnim kontaminujicim proteinem albumin. Koncentrace proteinii v moci
pacientll mize byt aZ o dva fady vyssi neZ ve zdravé moci, a proto bylo potfebné znovu
otestovat a zhodnotit jednotlivé izola¢ni postupy obdobnym zplsobem popsanym
v minulé kapitole.

K charakterizaci frakci izolovanych jednotlivymi metodami byla opét pouzita
metoda western blot (detekce exozomalnich markerd TSG101, alix) a SDS-PAGE (s
barvenim koloidnim stfibrem), na jejichz zaklad¢é byla posuzovédna vytéznost a Cistota

takto ziskanych frakei.
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Nejprve byly charakterizovany izolované frakce exozoml ze vzorkli moci
pacientti s proteinurii (1,5mgL™") a vysledek imunodetekéni analyzy, vyuZivajici
monoklonélni protilatky proti TSG101 a alix, je zndzornén na obrazku 4.8. Pozitivni
signdl vykazuje stejné jako v pfipadé zdravé moce pouze frakce ziskand
ultracentrifuga¢ni metodou (obr. 4.8 vzorek 9). Frakce bez inkubace s proteindzou K
jsou znecisténé albuminem. Nejvice je albuminem zneciSténa frakce po ultrafiltraci pies
membranu s hranici molekulové hmotnosti 100 kDa (obr. 4.8 vzorek 8).
Nanomembrana filtru je schopna koncentrovat extracelularni vezikuly o velikosti 40 nm
a vyssi, ale soucasné koncentruje 1 vSechny proteiny majici molekulovou hmotnost
pobliz hranice 100 kDa a vice.

Z obrazku 4.8 je patrné, ze exozomalni frakce ziskané po inkubaci moci

s proteinazou K nevykazuji zadny signal, jako v predeslém ptipadé u moci zdravych

darcu.
kDa
100 alix
75 albumin
= TSG101
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Obr. 4.8: Western blot analyza: Porovnani u¢innosti studovanych izola¢nich metod imunodetekci
exozomalnich markerd TSG101 a alix.

Vzorek pouzity k izolaci: Mo¢ pacientd; draha: 1 — standard; 2 — mo¢ + PK po srazeni sadou TEI; 3 —
mo¢ + PK po ultrafiltraci; 4 — mo¢ + PK po ultracentrifugaci; 5 — ptivodni vzorek (mo¢ + PK); 6 —
vzorkovy pufr; 7 — mo¢ po srazeni sadou TEI; 8 — moc€ po ultrafiltraci; 9 — mo¢ po ultracentrifugaci; 10 —

puvodni vzorek (moc).

SDS-PAGE izolovanych frakci ze vzorkli pacientli s proteinurii byla provedena
stejnym zptisobem jako v predeslych ptipadech. Na obrazku 4.9 je koloidnim stfibrem
obarveny gel po SDS-PAGE, kdy byly na gel naneseny exozomadlni frakce (20 pl
vzorku na jamku) izolované vSemi testovanymi metodami. VSechny frakce vykazuji

velké zneciSténi proteiny, hlavné v oblasti 50 — 75 kDa (vzorky 7-10). Nejmensi
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zneCisténi vykazuje frakce po ultracentrifugaci. U frakce izolované komercni sadou TEI
(vzorek 7) je patrné znecisténi vzorku srazecim Cinidlem (PEG) a deformace prouzki.
Proto by bylo vhodné, zatadit do standardniho protokolu vyrobce, jeden promyvaci krok
navic.

Jak jiz bylo uvedeno, interferujici proteiny mohou vyznamné zkreslit vytézek
izolace a dal$i proteomicky vyzkum. V piipadé vzorki moci pacientl s proteinurii,
nelze proteomicky studovat intralumindlni obsah exozomli bez odstranéni
kontaminujicich proteinti a peptidii. Proto byla snaha tyto kontaminanty odstranit jejich
Stépenim vhodnym typem proteazy. Pro tyto tcely byla opét zvolena a vyzkouSena
proteinaza K (viz kapitola 4.4).

Na obrazku 4.9 lze vidét porovnani exozomadlnich frakci izolovanych z moci
pacienti bez a po inkubaci sproteinazou K. Je patrmé, zZe po inkubaci
s proteinazou K jsou proteiny ve vSech frakcich rozStépeny. Postup zahrnujici
ultracentrifugaci umozituje nejefektivnéj$i odstranéni proteinovych Stépu ze vzorku

(vzorek 4).
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Obr. 4.9: SDS-PAGE: Porovnani ucinnosti studovanych izola¢nich metod a Ccistoty izolovanych
exozomalnich frakci
Vzorek pouzity k izolaci: Mo¢ pacientti; draha: 1 — standard; 2 — mo¢ + PK po srazeni sadou TEIL; 3 —

mo¢ + PK po ultrafiltraci; 4 — mo¢ + PK po ultracentrifugaci; 5 — ptvodni vzorek (mo¢ + PK); 6 —
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vzorkovy pufr; 7 — mo¢ po srazeni sadou TEI; 8 — mo€ po ultrafiltraci; 9 — mo¢ po ultracentrifugaci; 10 —

ptvodni vzorek (mog).

4.8. 1zolace exozomii z moci metodou hydrostatické filtracni dialyzy

Soucasné postupy pouzivané k izolaci extracelularnich vezikul zahrnuji pracné
vicestupiiové odstfedovani. Krom¢ toho je potieba zpracovavat velké objemy
individudlnich vzorkd moci nebo velké cilové kohorty. Pro pfekonani téchto omezeni
jsou proto nutné alternativni metody. Musante a kol.”” vyvinuli jednoduchou a
nizkondkladovou metodu izolace vezikul — Hydrostatickou filtra¢ni dialyzu (HFD).
Hydrostatickou filtracni dialyzou izolovali mocové exozomy s minimalni interferenci
rozpusténych proteinti nebo ztratou vezikul. Navic zkoncentrovali velké objemy moci
az na 1/100 plivodniho objemu a dialyzaéni krok umoZznil vyrovnani fyzikdlné-
chemickych vlastnosti v§ech vzorkli moci.

Piimou izolaci exozomli z moc¢i se nepodafilo ziskat frakce bez kontaminace
vzorku nezddoucimi proteiny a peptidy. Navic byl kone¢ny objem frakce stale velky a
zkoncentrovani vzorku nedostate¢né pro dal$i proteomické analyzy. Proto byl do
postupu pied metody pfimé izolace exozoml z moci navic zatazen purifikacni krok

hydrostatické filtra¢ni dialyzy (viz obrazek 4.1).

4.8.1. Izolace exozomil z mo¢i zdravych darct po HFD

Po probéhnuti hydrostatické filtracni dialyzy moc¢i byly ziskany promyté
zkoncentrované exozomalni frakce, jejichz objem (4 - 5 mL) byl doplnén
deionizovanou vodou na stejny objem (6 mL). Po HFD byly exozomy déle purifikovany
a koncentrovany vySe zminénymi postupy piimé izolace exozomil z moci (viz obrazek
4.2). Charakterizace frakci exozomi izolovanych jednotlivymi metodami byla opét
provedena metodou western blot (detekce exozomalnich markerdt TSG101, alix) a
SDS-PAGE (s barvenim koloidnim stfibrem) na jejichz zakladé¢ byla posuzovana
vytéZnost a Cistota takto ziskanych frakci. Na rozdil od pfimé izolace z moci, kde byl
pocatecni objem rlzny, se zde vychazelo ze stejného pocateCniho objemu identické
HFD frakce o stejné koncentraci, a tak jsou intenzity signalli ptimo porovnatelné. Navic

byly exozomalni frakce charakterizovany i metodou TEM a NTA.
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Metodou western blot byly imunodetekovany exozomalni markery TSG101 a alix
(viz obrazek 4.10). Na membran¢ lze pozorovat signaly u frakci po ultrafiltraci
(vzorek 8), ultracentrifugaci (vzorek 9) a u plvodniho vzorku zkoncentrovanych
exozomil po HFD (vzorek 10). Tak jako v ptipad¢ piimé izolace z moci zdravych darct
1 v tomto ptipade poskytovala metoda ultracentrifugace nejsilnéjsi signal a tedy nejvyssi
vytézek exozomul. Oproti tomu srazeni exozomi s PEG komer¢ni sadou TEI bylo
neefektivni, ackoliv se jednalo o zkoncentrovany vzorek. Divody tohoto vysledku jsou
nejasné, i kdyz byla na konci izolace pozorovana viditelna srazenina a v této peleté byl

detekovan kontaminujici uromodulin jak je vidét na obrazku 4.11.

kDa
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Obr. 4.10: Western blot analyza: Porovnani G¢innosti studovanych izola¢nich metod imunodetekci
exozomalnich markerd TSG101 a alix.

Vzorek pouzity k izolaci: HFD frakce z moc¢i zdravych darcti; draha: 1 — standard; 2 — HFD frakce + PK
po srazeni sadou TEI; 3 — HFD frakce + PK po ultrafiltraci; 4 — HFD frakce + PK po ultracentrifugaci; 5
— pivodni vzorek (HFD frakce + PK); 6 — vzorkovy pufr; 7 — HFD frakce po srazeni sadou TEI; 8 — HFD
frakce po ultrafiltraci; 9 — HFD frakce po ultracentrifugaci; 10 — ptivodni vzorek (HFD frakce).

Po imunodetekci uromodulinu na nastripované membrané byly zaznamenany
signaly u vSech frakci, vcetné téch, kde byla ptivodni mo¢ inkubovana s proteinazou K.

To potvrzuje urcitou rezistenci uromodulinu vic¢i tomuto St€peni. U frakei po

Cv v

postupem je uromodulin ze vzorku nejefektivnéji eliminovan.
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Obr. 4.11: Western blot analyza: Porovnani u¢innosti studovanych izola¢nich metod imunodetekci
uromodulinu.

Vzorek pouzity k izolaci: HFD frakce z moc¢i zdravych darcti; draha: 1 — standard; 2 — HFD frakce + PK
po srazeni sadou TEI; 3 — HFD frakce + PK po ultrafiltraci; 4 — HFD frakce + PK po ultracentrifugaci; 5
— pivodni vzorek (HFD frakce + PK); 6 — vzorkovy pufr; 7 — HFD frakce po srazeni sadou TEI; 8 — HFD
frakce po ultrafiltraci; 9 — HFD frakce po ultracentrifugaci; 10 — ptivodni vzorek (HFD frakce).

Na polyakrylamidovém gelu (obrdzek 4.12) jsou naneseny exozomalni frakce
(20 pl na jamku) izolované z moci zdravych kontrol po HFD ultracentrifugaci,
ultrafiltraci a srdzenim exozomt s PEG komer¢ni sadou TEI. Hydrostaticka filtra¢ni
dialyza byla provedena se vzorky bez a po inkubaci s proteinasou K. Z obrazkl je
patrné, ze vlivem dalSiho zkoncentrovani vzorkd dosSlo kromé obohaceni exozomu
(obr. 4.10) i k obohaceni rozpusténych kontaminujicich proteint (obr. 4.12), predevsim
uromodulinu (obr. 4.11). Coz se nejvice projevilo u ultrafiltrace pfes nanomembranu,
kdy velka ¢ast proteinii ziistala zachycena na filtru. Nicméné stépeni mocovych proteinti
proteinazou K pted HFD vedlo k poklesu celkového mnozstvi proteint, a to hlavné pii

ultracentrifugacnim postupu (obr. 4.12 vzorek 4).
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Obr. 4.12: SDS-PAGE: Porovnani ucinnosti studovanych izola¢nich metod a Ccistoty izolovanych
exozomalnich frakci

Vzorek pouzity k izolaci: HFD frakce z mo¢i zdravych darct; draha: 1 — standard; 2 — HFD frakce + PK
po srazeni sadou TEI; 3 — HFD frakce + PK po ultrafiltraci; 4 — HFD frakce + PK po ultracentrifugaci; 5
— pivodni vzorek (HFD frakce + PK); 6 — vzorkovy pufr; 7 — HFD frakce po srazeni sadou TEI; 8 — HFD
frakce po ultrafiltraci; 9 — HFD frakce po ultracentrifugaci; 10 — ptivodni vzorek (HFD frakce).

4.8.2. Izolace exozomil z moci nefrologickych pacienti po HFD

Stejné jako v pfipadé moci zdravych darci po HFD byly porovnany piimé
izola¢ni postupy i1 na vzorcich moci pacientl s nefrologickym onemocnénim po HFD.
Vzorky moci pacientli s proteinurii obsahuji znacné mnozstvi rozpusténych bilkovin.
Obsah exozomil predstavuje méné nez 3% z celkového mnozstvi proteint®, a byl by
zcela prekryt pozadim té€chto kontaminujicich proteinii. Hydrostaticka filtracni dialyza
pfes membranu s hranici molekulové hmotnosti 1000 kDa by méla byt schopna
odstranit velkou ¢ast téchto, pro nas nezadoucich, peptidii a proteind.

K charakterizaci frakci izolovanych jednotlivymi metodami byla opét pouzita
metoda western blot (detekce exozomalnich markerit TSG101, alix), SDS-PAGE (s
barvenim koloidnim stfibrem) a navic metoda NTA, na jejichZ zéklad¢ byla posuzovana
vytéznost a Cistota takto ziskanych frakci.

Metodou western blot byly imunodetekovany exozomalni markery TSG101 a alix
(viz obrazek 4.13). Na membran¢ lze pozorovat signal u piivodniho vzorku a u vSech

frakei izolovanych vySe uvedenymi postupy (obr. 4.2) z frakce po HFD moci pacientli
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bez inkubace moci s proteindzou K. I zde je tedy zifejmy pozitivni efekt HFD na
vyslednou vytéznost, oproti pfimé izolaci z moci, tak jako u vzorkli moc¢i zdravych
déarct. Nicméné exozomalni frakce byly opét kontaminovany jinymi proteiny, hlavné
albuminem, ktery tvoii pozadi na PVDF membran¢ imunoblotu. Na zdklad¢ piimého
srovnani signalii exozomadlnich frakci, ziskdnych jednotlivymi izola¢nimi protokoly
z identick¢ho pocateéniho mnozstvi, miizeme fici, Ze nejefektivnéjsi metodou

poskytujici nejvyssi vytézek a Cistotu je metoda ultracentrifugacni (obr. 4.13 vzorek 9).
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Obr. 4.13: Western blot analyza: Porovnani G¢innosti studovanych izola¢nich metod imunodetekci
exozomalnich markerd TSG101 a alix.

Vzorek pouzity k izolaci: HFD frakce z moci pacientti; draha: 1 — standard; 2 — HFD frakce + PK po
srazeni sadou TEI; 3 — HFD frakce + PK po ultrafiltraci; 4 — HFD frakce + PK po ultracentrifugaci; 5 —
puvodni vzorek (HFD frakce + PK); 6 — vzorkovy pufr; 7 — HFD frakce po srazeni sadou TEI; 8 — HFD
frakce po ultrafiltraci; 9 — HFD frakce po ultracentrifugaci; 10 — ptivodni vzorek (HFD frakce).

Cistota izolovanych exozomalnich frakci byla ovéfovana pomoci SDS-PAGE
s barvenim koloidnim stfibrem. Na obrazku 4.14 je uveden polyakrylamidovy gel, na
ktery bylo naneseno 20 pl na jamku exozomalnich frakci izolovanych z mo¢i pacientl
po HFD. Byly porovnany exozomalni frakce po HFD s piedeslou inkubaci moci s
proteindzou K a bez ni. Je vidét, ze ve frakcich bez §tépeni s proteindzou K je znecisténi
proteiny vyrazné. Ani membrana s velkymi pory nedokédze odfiltrovat velkou masu
proteinti. Navic zde také plisobi efekt zkoncentrovani. Nejvyraznéji se proto znecisténi
projevuje u frakce po ultrafiltraci (vzorek 8). Proto i zde bylo nutné Stépeni
proteinazou K, které bylo dostate¢né k tomu, aby nastépené fragmenty proteinti prosly

skrze pory filtraéni membrany (vzorek 3). Nejméné znecisténd byla opét frakce po
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ultracentrifugaci (vzorek 4). U frakce po srazeni sadou TEI je opét vidét zneciSténi

polyethylenglykolem (vzorek 2 a 7).
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Obr. 4.14: SDS-PAGE: Porovnani uc¢innosti studovanych izola¢nich metod a Cistoty izolovanych
exozomalnich frakci

Vzorek pouzity k izolaci: HFD frakce z moci pacienttl; draha: 1 — standard; 2 — HFD frakce + PK po
srazeni sadou TEI; 3 — HFD frakce + PK po ultrafiltraci; 4 — HFD frakce + PK po ultracentrifugaci; 5 —
puvodni vzorek (HFD frakce + PK); 6 — vzorkovy pufr; 7 — HFD frakce po sraZeni sadou TEI; 8 — HFD
frakce po ultrafiltraci; 9 — HFD frakce po ultracentrifugaci; 10 — ptivodni vzorek (HFD frakce).

Na obrazku 4.15 je znadzornén gel se supernatanty resp. filtraty po izolaci frakci
z moc¢i pacientl a z frakei moci pacienti po HFD. Na gel bylo naneseno 20 pl vzorku na
jamku. Byly naneseny vzorky izolované pouze metodami ultrafiltrace a
ultracentrifugace, protoze vzorek po izolaci komeréni sadou TEI je smichan s
polyethylenglykolem. Srovnani bylo provedeno i v ramci inkubace vzorkii moci s
proteinazou K, ¢i nikoliv. Z obrazku je patrné, ze nejlepsich vysledki dosahuje metoda
ultracentrifugace moci 1 exozomalni frakce po HFD moci (obr. 4.15 vzorky 5 a 9), kdy

nejveétsi masa kontaminujicich proteind zstava v supernantantu.
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Obr. 4.15: SDS-PAGE: Ovéfeni ucinnosti studovanych izolaénich metod srovnanim mnozstvi
odfiltrovanych interferujicich proteint v supernatantech a filtratech po provedeni izolace.
Vzorek pouzity k izolaci: Mo¢ pacientid a HFD frakce z moci pacientl; draha: 1 — standard; 2 — mo¢ + PK
po ultrafiltraci; 3 — mo¢ + PK po ultracentrifugaci; 4 — mo¢ po ultrafiltraci; 5 — mo¢ po ultracentrifugaci;
6 — HFD frakce + PK po ultrafiltraci; 7 — HFD frakce + PK po ultracentrifugaci; 8 — HFD frakce po
ultrafiltraci; 9 — HFD frakce po ultracentrifugaci; 10 — ptivodni vzorek (HFD frakce).

4.9. Charakterizace exozomalnich frakci metodou analyzy

trajektorie pohybu nanocastic (NTA)

Metoda NTA umoziuje rychlé méfeni distribuce velikosti vezikuld (30 nm —
1000 nm) a jejich koncentraci v roztoku’ 4. Béhem méfeni jsou Castice ozafeny laserem
o vlnové délce 532 nm, rozptylené svétlo je zaznamenéano optikou pfistroje a nasledné
je sledovén individualni pohyb kazdé nanocastice. Na zdkladé Brownova pohybu je
vypocitan prumér vezikul a stanovena jejich koncentrace.

Na obrazcich 4.16 a 4.17 jsou vybrané grafické zaznamy NTA analyzy
zobrazujici distribuci velikosti nanovezikul a jejich pocet v 1 mL vzorku. Byly vybrany
grafy znazoriujici NTA exozomalnich frakci po HFD moc¢i zdravych darcti a pacientl
bez piedchozi inkubace s proteindzou K (obr. 4.16A a 4.17A) a s piedchozi inkubaci
s proteindzou K (obr. 4.16B a 4.17B). Z obrazki je patrné, Ze vzorky, které podstoupily
proceduru s proteindzou K, maji $ir§i a méné homogenni profil distribuce velikosti a

také mirné niz8$i koncentraci vezikul. To by mohlo naznacovat, Ze za podminek
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inkubace s proteazou dochazi k ur¢itym morfologickym zménam exozomu. Nicméné
nelze s urcitosti odliSit, zda tyto zmény jsou zpiisobeny piimym ucinkem proteinazy
K, anebo zda jde o jev druhotny, kdy po rozstépeni povrchovych proteinli exozomil,
dochazi k jejich zvySené agregaci. Zvysena agregace vezikul by pak vysvétlovala jejich
niz§i namétenou koncentraci. Tuto hypotézu podporuji vysledky v praci Lin H. a kol.
2015 (cit. »°), kde byly publikovany obdobné profily NTA analyz, kde vzorky moci
nebyly podrobeny jakékoliv inkubaci s proteazou.

Nicméné€, na obrazcich 4.16A,B lze vidét, Ze distribuce ¢astic v izolované frakci
se pohybuje v rozmezi 30 — 300 nm, piic¢emz nejveétsi koncentrace Castic lezi v oblasti
velikosti kolem 100 nm. To odpovida velikosti exozomt, ktera je definovana v rozmezi
40 — 150 nm. Znamena to, Ze metodou hydrostatické filtracni dialyzy lze exozomy
ucinng izolovat s vysokym vytézkem stejné jako v originalni praci Musante L. a kol
2014 (cit. *).

V tabulkach 4.3 a 4.4 jsou shrnuta namétend data po NTA analyze exozomalnich
frakci po HFD zdravych déarci a pacientli izolovanych zkoumanymi metodami
(ultracentrifugace, ultrafiltrace, TEI). Hodnoty pro jednotlivé metody se od sebe
vyznamné nelisi, ale i pfes to zde mizeme vysledovat mirny trend nartistu v hodnotach
sttednich a nejcetnéjSich velikosti castic po jakékoliv ptedchéazejici ¢i nasledné
procedute. Naptiklad po St€peni moci proteindzou K, jak bylo diskutovano vyse, nebo
po samotnych izola¢nich postupech, kdy vlivem velké centrifugacni sily mohou byt
exozomy uréitym zpisobem deformovany nebo dokonce poskozeny™.

Jedin€ metoda HFD nevykazuje tyto negativni znaky (viz obrazek 4.16A a 4.17A)
a dokaZe efektivné izolovat homogenni frakci exozoml o Uzké distribuci velikosti

s maximem v oblasti 80 — 90 nm.
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Obr. 4.16: Analyza trajektorie pohybu nanoéastic (NTA) exozomalni frakce zdravé moc¢i po HFD bez

pfedchozi inkubace s proteindzou K (A) a po inkubaci s proteinazou K (B). Podminky analyzy

viz kap. 3.9.
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Obr. 4.17: Analyza trajektorie pohybu nanocastic (NTA) exozomalni frakce moci pacienti po HFD bez
pfedchozi inkubace s proteindzou K (A) a po inkubaci s proteinazou K (B). Podminky analyzy
viz kap. 3.9.
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Tabulka 4.3: NTA analyza exozomalnich frakci ziskanych srovnavanymi izola¢nimi metodami z moci

zdravych darcti po HFD s predchozi inkubaci s proteindzou K a bez inkubace.

Stiedni hodnota Smérodatna

velikosti ¢astic Modus odchylka Koncentrace ¢astic
Nazev vzorku (nm) (nm) (nm) (pocet ¢astic/mL)
Pavodni vzorek 129,5+2,1 93,1 +3,1 66,1 (1,300 + 0,047)x10"!
Pavodni vzorek + PK 167,5+ 6,1 97,1+ 7,7 90,7 (0,277 £0,011)x10"
Ultrafiltrace 158,1+3,0 106,0 + 8,3 85,1 (1,650 + 0,055)x10"
Ultrafiltrace + PK 1798 £2.,5 150,2+7,9 86,2 (1,430 £0,029)x10"!
Ultracentrifugace 182,9+33 151,3+£5,9 93,0 (1,440 £ 0,031)x10"!
Ultracentrifugace + PK 177,8 £ 6,9 162,2+6,9 94,3 (0,704 + 0,026)x10"!
TEI 142,4+9,1 93,0 + 15,6 80,4 (0,601 + 0,020)x10"!
TEI + PK 167,2+2,5 146,5 + 5,1 78,7 (0,948 + 0,029)x10"

* mo¢ zdravych darct po HFD

** moc¢ zdravych darct po HFD a po pfedchozi inkubaci mo¢i s proteinazou K

Tabulka 4.4: NTA analyza exozomalnich frakei ziskanych srovnavanymi izola¢nimi metodami z moci

pacientl po HFD s piedchozi inkubaci s proteiazou K a bez inkubace.

Sti‘edni hodnota Smérodatna

velikosti ¢astic Modus odchylka Koncentrace ¢astic
Nazev vzorku (nm) (nm) (nm) (pocet ¢astic/mL)
Pivodni vzorek 121,7+0,9 83,7+ 1,3 64,0 (1,070 + 0,028)x10"
Pivodni vzorek + PK 144,0 + 6,1 923+2.8 80,1 (0,321 +£0,013)x10"
Ultrafiltrace 1943 +32 119,753 98,1 (0,543 +0,027)x10"
Ultrafiltrace + PK 170,5 + 0,8 1194 +4.4 88,5 (1,430 + 0,029)x10"
Ultracentrifugace 200,4 + 2,6 210,1 12,5 87,9 (1,040 + 0,035)x10"!
Ultracentrifugace + PK 217,9+42 146,8 £ 5.8 116,7 (0,718 £ 0,028)x10"!
TEI 209,6 £ 6,2 185,1 + 34,8 101,3 (1,580 + 0,253)x10"!
TEI + PK 205,9 + 3,0 160,4 + 4,1 102,7 (1,500 + 0,016)x10"!

* mo€ zdravych darcti po HFD

** mo¢ zdravych darcti po HFD a po ptfedchozi inkubaci moc€i s proteindzou K
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4.10. Opakovatelnost a statisticka analyza dat

Ovéieni opakovatelnosti izolace exozomalni frakce hydrostatickou filtracni
dialyzou z mo¢i bylo provedeno na zaklad¢ vyhodnoceni intenzit signalii exozomalnich
proteinovych markeri TSG101 a alix po western blot analyze. Izolace exozomu byla
provedena ze smési moci zdravych darct. Z pocatecniho objemu 200 mL moci byla
ziskana frakce obsahujici exozomy, ktera byla doplnéna deionizovanou vodou do
kone¢ného objemu 6 mL. Na SDS-PAGE s naslednym western blotem byl davkovan
stejny objem vzorku. Hydrostaticka filtracni dialyza byla provedena Sestkrat v riizné
dny a na riznych aparaturach se stejnym ptavodnim vzorkem moci.

V tabulce 4.5 jsou uvedeny intenzity signalti protilatek proti TSG101 a alix.
Intenzita signdlu po navazani protilatky proti TSG101 byla 92077 + 13153
(SD = 14,1 %; n = 6) a po navazani protilatky proti alix 56 043 + 8 246 (SD = 14,6 %;
n = 6). Variacni koeficient je 14,1 % u protilatky proti TSG101 a 14,6 % u protilatky

proti alix.

Tabulka 4.5: Intenzita signalu izolovanych exozomalnich frakci na western blotu po pouziti protilatky
proti TSG101 a proti alix. Z téchto hodnot byla vypocitana stfedni hodnota, smérodatnd odchylka,

variacni koeficient a mez opakovatelnosti (o = 0,05).

Intenzita signélu

Cislo vzorku

TSGI101 alix

1 79,175 51,679

2 112,140 69,991

3 97,699 58,229

4 107,034 67,439

5 86,454 49,324

6 83,630 53,856

Median 92,077 56,043

Rozpéti 32,965 20,667
SD 13,008 8,155
CV % 14,1 14,6
Mez opakovatelnosti (a = 0,05) 13,153 8,246

Hodnoty smeérodatné odchylky a variacniho koeficientu vykazuji uspokojivou

miru opakovatelnosti této metody ocekéavatelnou u biomedicinskych dat.
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5. ZAVER

Moc¢ je povazovana za idedlni zdroj biomarkerd, protoze muze byt ziskdna
neinvazivng, opakované a ve velkém mnozstvi. V posledni dobé, se jako alternativni
zdroj biomarkert, stale vice uplatiuji extracelularni vezikuly — exozomy. Exozomy a
jejich slozeni odrazi stav bun€k, z nichz tyto nanovezikuly pochazeji. Proto se zkoumaji
moznosti jejich vyuziti jako diagnostického prosttedku ke zjisténi cCasnych
patologickych zmén v organismu. Klicovym krokem pfi vyzkumu exozomd je spravny
a efektivni postup pii jejich izolaci. SouCasné protokoly izolace exozomii zahrnuji
namahavé sekvencni centrifugace, které brani jejich rozsahlému vyzkumu a klinickému
pouziti.

Tato diplomova prace se zabyvala ovéfenim vlastnosti origindlni metody
hydrostatické filtraéni dialyzy” a jeji aplikaci pfi izolaci exozomi z relnych vzorka
moci pacientii s onemocnénim ledvin. Dale byly optimalizovany podminky izolace
exozomu metodou HFD ze vzorkli moc¢i pacientli s manifestaci proteinurie. Studovana
metoda byla porovnana s dalSimi zavedenymi postupy izolace exozomu jako je
pfedevsim ultacentrifugace, ultrafiltrace a sraZeni s polyethylenglykolem.

Vysledky experimenti tykajici se optimalizace podminek zkoncentrovéani
exozomu z moci ukazaly, ze v ptipad¢é pfimé izolace exozomu ze vzorkli moci, jediné
metoda ultracentrifugace dokaze dostate¢né efektivné zkoncentrovat exozomalni frakcei.
Centrifugovani 14 mL zdravé nativni moci poskytlo silny signal exozomalnich markert
TSG101 a alix na PVDF membrané po western blot analyze. Zaroven se ukazalo, Ze
izolace exozomu je velmi ovlivnéna okolnimi rozpusténymi bilkovinami. V piipadé
zdravé moci jde pfedevsim o protein uromodulin a v ptipadé moci pacientii s proteinurii
jde predev§im o albumin. Soucasné tyto kontaminujici proteiny mohou zkreslit
vysledky dalSich, napt. proteomickych, analyz, a proto bylo potifebné tyto rozpusténé
proteiny odstranit z matrice vzorku.

Proto byl optimalizovan postup eliminace kontaminantli inkubaci moci s
proteindzou K s ndslednym odstranénim proteinovych fragmenti béhem izolace.
Nejtiinngji byly proteiny §tépeny v 0,1 mol L' HEPES pufru pH 8,5 za teploty 50 °C a
po dobu nejméné¢ 30 minut. I pfes pifitomnost proteindzy K, vykazoval uromodulin

urcitou rezistenci viici jejimu pisobeni a nebyl tak ze vzorku vzdy zcela odstranén.
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Dalsi blok experimentt se zaméfil na zavedeni a ovéfeni nové efektivnéjsi metody
izolace exozomu z moc¢i do laboratorni praxe. Touto metodou je hydrostaticka filtraéni
dialyza, ktera je vysoce u¢innou a dynamickou metodou pro obohacovani exozomalnich
vezikul z mo¢i a je také vynikajicim vychozim materidlem pro dalsi aplikace, jako jsou
konvenc¢ni diferencidlni centrifugacni protokoly a predkoncentrac¢ni krok pro hustotni
ultracentifugaci nebo pro vylucovaci chromatografii. Jak se ukézalo, pifedfazenim kroku
HFD byla kvalita a Cistota vSech exozomalnich frakei ziskanych jednotlivymi zplsoby
izolace zlepSena, a to predev§im u metody ultracentrifugacni a ultrafiltracni. AvSak ani
pouziti HFD, neodstranilo nutnost Stépeni kontaminujicich proteinti, piredev§im u
vzorkli mo¢i pacientd s proteinurii.

Vedle toho byly exozomalni frakce ziskané jednotlivymi metodami, zalozenymi
na odlisnych fyzikalné-chemickych principech izolace, charakterizovany analyzou
trajektorie pohybu nanocastic a transmisni elektronovou mikroskopii. Z vysledki téchto
analyz lze vysledovat, ze samotny protokol HFD umoziiuje zkoncentrovat exozomy
v Cisté a intaktni podobé, bez zndmek agregace vezikul a poskozeni jejich morfologie.
Vsechny ostatni postupy izolace exozomu vykazovaly urcity stupen degradace vezikul.

Nakonec byla zkoumana opakovatelnost provedeni HFD protokolu s pouzitim
identického vzorku mo¢i, kdy béhem tii dni bylo provedeno Sest izolaci na dvou
riznych aparaturach. Hodnoty smérodatné odchylky a variacniho koeficientu vykazuji
uspokojivou miru opakovatelnosti této metody.

Zaveérem lze fici, Ze technickd jednoduchost a vysoka Ucinnost HFD systému se
muze stat velkou pomoci pii monitorovani biomarkerli, které jsou exprimovany ve
velmi nizké koncentraci, v bézné denni klinické praxi.

Vysledky této prace budou aplikovany pfimo do praxe v Laboratofi nefrologické

proteomiky, na pracovisti Ustavu patologické fyziologie, 1. LF UK v Praze.
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