Univerzita Karlova

Prirodovédecka fakulta

Studijny program: Specialni chemicko-biologické obory:

Studijny odbor: Molekularni biologie a biochemie organismi

Evelina Stastna

Detekcia mikrovezikul a exozémov u imunitne-podmienenych ochoreni
Microvesicle and exosome detection in immune-related diseases

Bakalarska praca

Skolitel: RNDr. Karel Drbal, Ph.D.

Praha, 2018



Prehlasenie

Prehlasujem, Ze som zavere¢nu pracu spracovala samostatne a Ze som uviedla vSetky
pouzité informaéné zdroje a literaturu. Téato praca ani jej podstatna Cast’ nebola predloZena

na ziskanie iného alebo rovnakého akademického titulu.

V Prahe, diia 10. 05. 2018

Evelina Stastna



Pod’akovanie

Chcela by som sa pod’akovat’ svojmu Skolitel'ovi, RNDr. Karlovi Drbalovi, PhD. za odborné
vedenie a cenné rady pri pisani bakalarskej prace. Taktiez by som sa rada pod’akovala mojej

rodine a priatel'om za neustalu podporu a motivaciu.



Abstract

Exosomes (ES) and microvesicles (MV), collectively called extracellular vesicles (EV), are
submicroscopic vesicles encapsulated by a phospholipid bilayer. Smaller ES (40 — 100 nm)
originate in endosomal compartment, while larger MV (50 — 1000 nm) shed from cell plasma
membrane. EV are secreted by all types of cells. They consist of lipids and proteins, but their
composition varies according to the cell they originate from. In addition, they differ in the
cargo they transport (DNA, RNA and proteins). They occur in every bodily fluid in much
higher amounts compared to the original cells themselves, what makes them an attractive and
accessible biomarker of autoimmunity diseases, cardiovascular diseases or tumours. For
detection of EV, sensitive flow cytometry (FCM) is used, which I am going to compare to
alternative methodologies.

Part of this work will be description of EV biogenesis and then I will focus on the role of EV
in coagulation and inflammation related to autoimmune diseases, more specifically in

rheumatoid arthritis (RA).
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Abstrakt

Exozémy (ES) amikrovezikuly (MV), suhrnne extracelularne vezikuly (EV), su
submikroskopické vezikuly obalené fosfolipidovou dvojvrstvou. Mensie ES (40 — 100 nm)
maju pévod v endozomalnom kompartmente, zatial ¢o viacsie MV (50 — 1000 nm) sa
odvodené od cytoplazmatickej membrany bunky. EV s vyluované vsetkymi typmi buniek.
Pozostavaju z lipidov a proteinov, ale ich zlozenie sa 1isi v zavislosti od stavu bunky, z ktorej
pochéadzaji. Rovnako sa liSia aj obsahom, ktory transportuji (DNA, RNA a proteiny).
Vyskytujt sa vo vSetkych telovych tekutindch v ovel'a vy$Som pocte ako samotné bunky, ¢o
z nich robi atraktivny a pristupny biomarker autoimunitnych ochoreni, kardiovaskuldrnych
ochoreni alebo nadorov. Na detekciu EV je pouzivana citliva prietokova cytometria (FCM),
ktort budem porovnavat’ s alternativnymi metodikami.

Stcast'ou prace bude popis biogenézy EV a zameriam sa na rolu EV pri koagulacii a zapale
v imunitne-podmienenych poruchach, akymisu autoimunitné ochorenia, konkrétne

reumatoidna artritida (RA).

KPlucové slova:
mikrovezikuly, exozdémy, biomarker, imunitny systém, autoimunitné ochorenia, zapalové

ochorenia, prietokova cytometria
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1. Uvod

Exozomy (,,exosome® — ES, v literature nazyvané aj nanovezikuly [1]), mikrovezikuly
(,,microvesicle — MV, nazyvané tiez ektozomy, mikropartikuly (MP) [2]) a apoptotické
telieska patria spolo¢ne do heterogénnej skupiny extraceluldrnych vezikual (,,extracellular
vesicles® — EV). Vsetky typy st obalené fosfolipidovou dvojvrstvou, ale liSia sa vel'kost'ou,
mechanizmom biosyntézy a obsahom, ktory nesu. ES st menSie (40 — 100 nm) a pochadzaja
z endozomalneho kompartmentu bunky, kym vécsie a velkost'ou heterogénnejSie MV (50 —
1000 nm) st odvodené od cytoplazmatickej membrany (,,plasmatic membrane® — PM) bunky
[3]. Najvicsie su apoptotické telieska (1000 — 5000 nm), ktoré su pozostatkom rozpadnutej
apoptotickej bunky [4] (Obr. 1). Medzi d’alSie typy vezikul patria onkozémy a virusu podobné
Castice (,,virus-like particle® — VLP) [5].

30-100nm  100nm -1 pm 1pm-5pm 8-12 ym

protein -
aggregates

viruses bacteria platelets

exosome microvesicle apoptotic body cell

Obr. 1 Velkostné rozpitie EV: ES patria do rovnakej velkostnej skupiny, ako virusy; velkost MV sa prekryva
s velkost'ou baktérii a proteinovych agregatov (napriklad imunokomplexy) a apoptotické telieska sa velkost'ou

podobaju krvnym dostickam. Prevzaté z [6]

EV su dolezitou sucastou biologickych procesov. Sprostredkovavaji medzibunkovu
komunikaciu vitdlnu pre zachovanie homeostdzy u mnohobunkovych organizmov.
Eukaryotické bunky vSetkych typov, hematopoetického aj nehematopoetického pdvodu
vylu¢uju EV. Pritom v I'udskom tele je viac ako 90% hematopoetickych buniek [7]. EV st
pritomné vo vsetkych telovych tekutinach: v plazme, slinach, moci, materskom mlieku, ZI¢i,
slzdch, semene, nosovom hliene, sekrétoch, amnionovej tekutine, cerebrospinalnej tekutine,
bronchoalveolarnej lavazi, synovialnej tekutine, ascitoch, vytoku z o¢i a pleurdlnom vytoku

[8] ato v ovel'a vysSej koncentracii, ako samotné bunky. Podl'a metddy nanoparticle tracking



analysis (NTA) je koncentracia fluorescenéne oznacenych EV v l'udskej plazme 1,2 x 10'°
castic/ml [1]. V krvi su EV pochadzajice z krvnych dostiCiek, erytrocytov, granulocytov,
monocytov, lymfocytov a endotelidlnych buniek (,,endothelial cell“ — EC). Nadprodukcia EV
suvisi s fyziologickymi a patofyziologickymi stavmi, akymi st bunkové adhézia, apoptdza,
nadorové bujnenie, hemostaza (zastavenie krvacania), angiogenéza/neovaskularizacia (tvorba
novych ciev), tromboza, kardiovaskuldrne ochorenia ale aj normdlne ¢i patologické
tehotenstvo [9]. Pri poraneni prispievaji k iniciacii koagulacie (zrazania krvi) [10]. EV su
vyluCované aj prokaryotickymi bunkami: G~ baktérie uvolfiuju vezikuly z vonkajsej
membrany (,,outer membrane vesicle — OMV), s obsahom virulentnych faktorov. EV
vyuzivaju vo svojom zivotnom cykle aj virusy, ktoré v nich transportuju virusové proteiny a
RNA z infikovanych do neinfikovanych buniek [11]. EV tak hraju vyznamni imunologicku
rolu pri Sireni infekcie, ¢i st odvodené od patogénu, alebo hostitel'a a modifikuju imunitnt
odpoved pri mikrobidlnych ochoreniach pozitivne aj negativne. Ovplyviiujii vrodent aj
adaptivnu imunitu, pretoze EV su navzdjom vymietiané medzi ré6znymi typmi imunitnych

buniek [12].

EV sa skladaju z proteinov, lipidov, uhl'ovodikov a nukleovych kyselin (DNA, RNA).
Obsahuji cytoskeletarne molekuly (aktin, tubulin), adhezivne molekuly, signalne -
transduk¢né proteiny (G-proteiny, kinazy), cytokiny, chemokiny, cytoplazmatické enzymy,
proteinazy, molekuly ochraiujiice pred lyzou komplementom (CD55, CDS59) a dalsie
Specifické antigény pre stimuldciu adaptivnej imunitnej odpovede [13]. ZloZenie je
dynamické a zdvisi od typu bunky, z ktorej st odvodené ako aj od jej fyziologického
a patologického stavu. Kedze EV st generované zdravymi aj patologickymi bunkami,
odzrkadl'ujii geneticky a proteomicky stav danej bunky. EV figuruju ako nosi¢ aj pri
odstraniovani nepotrebnych a prebyto¢nych vnuatrobunkovych komponentov, ktoré vynésaju
von z bunky. Z cirkulécie ich eliminuji fagocytujiice bunky, pre ktoré sa stant cielom po

rozpoznani napriklad vystaveného fosfatidylserinu (,,phosphatidylserine* — PS) [14].

EV znacne prispievaju k sptistaniu a Sireniu zépalov, lebo mo6zu obsahovat’ signaly
nebezpecia: molekularne vzory asociované s patogénom (,,pathogen asoociated molecular
pattern® — PAMP, iniciuji a udrziavaji infeként zdpalova odpoved’) a nebezpecim (,,damage
associated molecular pattern® — DAMP, iniciuju a udrziavaji neinfekéna zapalova odpoved’)
[15]. MV sa podpisuju pod autoimunitné ochorenia, charakteristické chronickym zapalom

a aktivaciou prirodzenej imunity. EV nest autoantigény (DAMP), ako chaperény— proteiny
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teplotného Soku (,,heat shock protein“ — HSP), a-enolazu (metabolicky enzym) a histony [16].
Prikladmi autoimunitnych ochoreni, na ktoré maju EV vplyv, si reumatoidna artritida
(,,rheumatoid arthritis* — RA), systémovy lupus erythematosus (,,systemic lupus
erythematosus® — SLE) a Sjogrenov syndrom. RA postihuje kiby a tvoria sa autoprotilatky
nazyvané reumatidny faktor, namierené proti Fc Casti imunuglobulinu (,,immunoglobulin® —
Ig). Pri SLE napada imunitny systém (protilaitky IgG) DNA [17]. Primdrny Sjogrenov
syndrém je charakteristicky nadmernou aktivaciou vrodenej imunity a produkciou
interferonov, ktoré aktivuju autoreaktivne B-bunky. So SLE, aj so Sjéogrenovym syndrémom
su asociované autoprotilaitky proti bunkovému jadru — anti-TRIM21 (,,tripartite motif
containing 21°) a anti-SSB (,,Sjogren syndrome antigen B*), zhrnuté v [18]. Pri vSetkych
troch ochoreniach su v plazme detegované zvysené hladiny mikrovezikal z membrany
dosticiek (,,platelet microvesicle® — PMV; v literatire st nazyvané aj ako mikropatikuly
krvnych dosticiek, teda ,,platelet microparticle* — PMP, vyznam je rovnaky) po ich
degranulacii. PMV su désledok ich aktivacie. PMV propaguju zépal a pri RA bolo dokazané,
7e su nositelmi autoantigénov, proti ktorym su namierené autoprotilatky. Autoimunita je

lieCena imunosupresivami [17].

Vdaka adhezivnym molekuldm sa EV efektivne viazu na cielové bunky. EV priamo
kontaktujii bunku a fizuju s fiou alebo vstupuju endocytéozou sprostredkovanou klatrinom,
fagocytozou alebo makropinocytozou [12; 19]. V organizme dokdzu EV doposial
nepreskimanym mechanizmom prekonavat’ obrovské vzdialenosti, aby sa dostali k svojmu

ciel'u [10]. St schopné vystupit’ z krvného obehu do tkaniv (napriklad kosti) a organov [20].

EV st komplexné Struktiry a preto si ich stidium vyZzaduje obsiahle metdédy schopné
ur¢it’ ich biomolekuldrnu stavbu a charakterizovat aj ich fyzikélne vlastnosti. Fyzikalna
charakteristika zahffia parametre ako su tvar, morfoldgia, velkost, refrakény index (RI —
index lomu, teda pomer rychlosti svetla v danom prostredi a napriklad vzduchu doda
informéciu o intenzite rozptylu svetla), mechanické vlastnosti anaboj. Tieto vlastnosti
dohromady reflektuju pévod vezikil a mozu predpovedat’ aj ich biologické funkcie [21].
Charakteristicka hustota EV je 1,13 — 1,19 g/ml (HeLa bunky 1,04 — 1,08 g/ml), preto
najjednoduchsi sposob ich izolacie je diskontinualnou ultracentrifugaciou a/alebo
ultrafiltraciou cez filter na zdklade molekuldrne; hmotnosti a mézu byt eSte purifikované

gélovou chromatografiou [2; 22; 23].



Zakladné delenie detek¢nych metdéd je na hromadnu detekciu (z anglického
,ensemble) a detekciu jednotlivych Castic. Na rozdiel od metodik pre detekciu jednotlivych
Castic, hromadné detekcie neumoziiuju analyzovat heterogenitu populécii veziktl. Na
detekciu EV je najpouzivanejsi prietokovy cytometer (,,flow cytometer — FCM; skratka
pouzita aj pre ,,flow cytometry), ktory je ale nutné prisposobit’. Délezity je hlavne parameter
rozptylu svetla (zavisly od velkosti — priemeru Castic a ich RI) a znizenie rychlosti pradenia
Castic [24]. Castou alternativou FCM je NTA. NTA vyuziva rozptyl laserového svetla
odrazeného od &astic, ktoré sa v roztoku pohybuju Brownovym pohybom [25]. Dalsie metody
detekcie jednotlivych Castic su snimanie odporového impulzu (,,resistive pulse sensing™ —
RPS) a mikroskopia atomarnych sil (,,atomic force microscopy“ — AFM). EV su
vizualizované na transmisnom elektronovom mikroskope (TEM) [26], ktory umoznuje urcit
vel'kost’ aj morfologiu EV. Medzi hromadné metodiky patri metoda dynamického rozptylu
svetla (,,dynamic light scattering“ — DLS), vd’aka ktorej mozno zistit' rozsah priemerov
analyzovanych EV, ale nedoddva informécie o ich biochemickej Struktare ani bunkovom
povode (fenotype) [27]. Na zistenie proteinovej ¢i lipidovej kompozicie je pouzivana
hmotnostnd spektrometria, Western blot a ELISA (,,enzyme linked immunosorbent assay*)

[28]. Ziadna z hromadnych metod neodhal’uje heterogenitu populacii, ani pocet &astic.

Rovnaka bunka ma schopnost’ produkovat’ siCasne viac typov sekretovanych vezikul,
pozornost’ tejto prace sa vSak upriamuje na ES a MV. Subpopulécii apoptotickych teliesok,
teda pozostatkom buniek, ktoré prekonali programovant bunkovu smrt’, sa venovat nebudem,
pretoze maji odlisSny povod ana rozdiel od ES a MV nevznikaji konstitutivne alebo po
aktivacii bunky, ale iba na konci Zivota bunky v priebehu apoptézy [5]. LiSia sa aj obsahom,
nest kondenzovanu jadrovi DNA s tupymi koncami, alebo sucasti cytoplazmy [29]. Za
fyziologickych podmienok st fagocytované makrofagmi, ktoré na ich membrane
rozpoznavaju molekuldrne signaly ,,find me* (chemotakticky signdl) a ,,eat me* (profagoticky

signal) a tento proces ma na imunitny systém protizapalovy a tolerogénny ucinok [4].

Ciel'om tejto prace je zhrnit moznosti detekcie EV, nie len pomocou najpouzivanejsej
metédy FCM ale aj alternativnych metodik, ktoré sa v sti¢asnosti rozvijaja. PopiSem rozdiely
medzi nimi aich vyuzitie. Vysvetlim biogenézu ES a MV avzdjomné rozdiely v zlozeni
a funkcii, s ohladom na ich pdévod. Na konci prace predstavim ulohu a vyznam MV
v patogenite autoimunitného ochorenia RA adejoch suvisiacich s RA ako s zapal a

koagulacia.



2. Detekcia exozomov a mikrovezikul

Metody detekcie EV sa delia na detekciu hromadnia — ELISA, DLS, genomika
(sekvenacia alebo hybridizdcia DNA/RNA), proteomika (hmotnostnd spektrometria) a na
analyzu jednotlivych castic — FCM, RPS, NTA, TEM, AFM. Kazda z metéd ma svoje
vyhody, ale aj limitacie (Tab. 1), preto je vhodné vzorku analyzovat” kombinaciou metdd

alebo porovnat’ vysledky z r6znych metdd.

2.1 Hromadna detekcia

Hromadnd detekcia EV umoziiuje analyzu velkého mnozstva cCastic naraz a je
zalozend na merani celkovych obsahov proteinov a/alebo lipidov v biologickych vzorkich—
proteomika a lipidomika. Tieto metddy vSak nedokazu rozlisit' zmenu poctu Castic od zmeny
molekulovej kompozicie Castic, ani ich vizudlne rozliSit. V sGcasnosti je problémom

nedostatok markerov pre EV [30], ktoré st Specifické a dostatocne koncentrované na EV.

Pomocou DLS (zndma aj ako fotonova korelacnd spektroskopia) je mozné rozpoznat
jednotlivé neagregované Castice s priemerom >20 nm. DLS je zalozena na urovani vykyvov
intenzity rozptyleného svetla spésobenych Brownovym pohybom castic [31]. Stredn4 hodnota
amplitady signdlu a rozptyl svetla zdvisia od priemeru, koncentracie a RI vezikuly. Vel'ké EV
mozu byt prekdzkou pre presné urcenie velkosti, ak vacSinu populécie tvoria malé vezikuly,
lebo intenzita rozptylen¢ho svetla je proporciondlna k priemeru Castic. Vel'kostné rozhranie

moze byt teda skreslené a vel'kosti EV su len relativne [28].

ELISA a Western blot st konvenc¢né techniky pouZivané na urcenie fenotypu EV
pomocou protilatok proti proteinovému markeru, zvoleného podla povodu EV. Western
imunoblot je metdéda povaZzovana za ,,zlaty Standard” urCovania identity EV [27]. Metdda
ELISA je zaloZena na zachyteni EV na dne jamky ELISA dosticky a kvantitativnom urceni
povrchovych antigénov alebo biomarkerov pomocou detekénych protilatok, ktoré generuju

fluorescen¢ny alebo kolorimetricky signal [21].



2.2 Detekcia jednotlivych castic

Detekcia EV po jednotlivych casticiach je vhodna na zistenie heterogenity. Ma
potencial detegovat’ vSetky subpopulacie vo vzorke, napriklad za pomoci imunofenotypizacie.

Schémy najpouzivanejsich technik na detekciu jednotlivych Castic st naznacené na Obr. 2.

k. T Obr. 2 Schémy najcastejSie pouZivanych technik

detekcie EV: A) FCM: Vzorka je zmieSana

sheath fluid

Q) microscope s unaSacou tekutinou a priudi cez kandl. Laser pretina

prad vzorky a generuje rozptyl a fluorescencny signal.

particles
scattering

paidy S B) RPS: Ked’ EV v roztoku elektrolytu vstipi cez por,

suspended
inliquid Y

FLOW BYT!]“ETHY __ premiestni sa rovnaky objem elektrolytu, ¢im sa zvysi

metallized

impedancia obvodu a generuje sa pulz proporcionalny

glass surface
8l
F’ NANOPARTICLE k objemu &astic. C) NTA: Laserovy lu¢ prechadza cez
TRACKING ANALYSIS R . .
i 7 komorku so vzorkou a mikroskop s kamerou zachytava
I Brownov pohyb castic. Prevzaté z [28]

RESISTIVE PULSE SENSING

RPS je metdda nezdvisla na tvare a RI Castic. Systém pozostava z membrany s otvormi
(mikro/nanopory) a elektrolytu. Po aplikacii elektrického pridu zac¢nii prudit’ i16ny. Ked
nanopdérom prejde Castica, prud i6nov je pozmeneny za vzniku odporového impulzu, ktory je
proporcionalny k objemu castic. Meria sa odporovy impulz a z vysky a rychlosti impulzov
sa vypocita vel’kost’ Castic, koncentracia [28] a aj ndboj, pretoze Castice migruju k anode alebo

katode [32]. Tieto vlastnosti suvisia s frekvenciou, velkostou a dizkou elektrickych impulzov.

NTA je priama metoda umoznujica vizualizaciu fluorescenénych EV v redlnom case
[1]. Podobne, ako DLS je zalozend na Brownovom pohybe castic (DLS vSak castice
nevizualizuje, ale zaznamenava fluktuaciu rozptylu v €ase a z intenzity zaznamenaného svetla
sa pocita priemerna velkost’). NTA umoziuje vycislit EV (koncentracia) a ur¢it’ velkosti
jednotlivych vezikual (Obr. 3), ale neumoZiiuje zistenie vniitornej kompozicie ¢astic. Castice
v suspenzii rozptyl'uju svetlo, lebo st osvetlované laserovym lucom. Rozptyl a pohyb su
svetelnym mikroskopom nahrdvané na video a individualny Brownov pohyb kazdej Castice sa
softvérovo analyzuje. Vypocita sa strednd kvadratickd odchylka pre kazdu casticu a z nej

hydrodynamicky priemer, teda velkost’ konkrétnej castice pomocou Stokes-Einsteinovej



rovnice [25; 33]. Nevyhodou je, Ze vyzaduje opakované meranie vzoriek v réznych

riedeniach a pri liSiacich sa nastaveniach kamery, aby boli detegované vsetky Castice. Metoda
NTA je najpresnejsia pri koncentracii EV 2 x 10% — 20 x 10%ml [25]. Priprava vzorky
a meranie pomocou NTA su rychle a jednoduché. Na zistenie fenotypu moézu byt detegované

povrchové antigény pomocou fluorescenéného znacenia.
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Obr. 3: NTA analyza MV zo synovialnej tekutiny: Velkostny histogram znazoriiuje priemer MV (v nm)
a koncentraciu MV (x 10%ml) v synovialnej tekutine. Mensi vrchol vyznadeny Sipkou indikuje MV vo

vel’kostnom rozhrani 100 — 200 nm, avSak vé¢sina MV ma priemer < 100 nm. Prevzaté z [34]

AFM je mikroskopickd metdda s vysokym rozlisenim. Skenovaci snima¢ bez kontaktu
s tekutou vzorkou snima jej povrch a so subnanometrovym rozliSenim sa meria vyska, dizka
a Sirka pohybu snimaca. Vd’aka substratom obalenym protilatkou je mozno zistit’ povod EV
[28]. Pomocou AFM je mapovand topografia vzorky a st snimané mechanické a chemickeé

vlastnosti [21].

TEM sa uskuto€iiuje v prostredi vakua, preto su vzorky fixované a dehydrované
(zobrazenie MV na TEM Obr. 4). Vzorky sa farbia, aby boli kontrastnejSie—
imunoelektronova mikroskopia umoziuje detekciu Specifickej povrchovej molekuly EV
pouzitim protilatok konjugovanych so zlatymi gulickami o velkosti vrade 5 — 15 nm.
Izolované ES su okruhleho tvaru, pod TEM vSak maju charakteristicky ,,poharikovity* tvar,
ktory je dosledkom dehydratacie— zmrStenia pri priprave vzorky na mikroskopicka analyzu
[13]. Kryoelektronova mikroskopia (Obr. 5) naopak, nevyzaduje fixdciu, farbenie
ani dehydrataciu. Vzorka— roztok, je rapidne zamrazend, aby nevznikli kryStaly vody
a zamrazend ostava aj pri pozorovani pod mikroskopom [21]. V kombindcii s receptorovo-

Specifickym znacenim zlatom je mozny detailny popis morfologie, velkostného rozhrania



a fenotypu EV [35]. Elektronovd mikroskopia nie je kvantitativna metdda, a pri urcovani

vel'kosti EV byva ich rozmer podhodnocovany [27].

Obr. 4 Elektronovy mikrograf z TEM zobrazuje MV zo synovialnej tekutiny pacienta s
RA, farbené 1% uranyl-acetatom v 50% etanole. Mierka 500 nm, zvacsené 30 000 x,

prevzaté z [34]

Obr. 5 Kryo-TEM MYV st znacené zlatymi nanopartikulami s Annexinom V, ktoré sa
viazu na PS. MV je husto znacend zlatymi nanopartikulami, ¢o dokazuje vysoku

$pecificitu znacenia Annexinom V. Mierka 100 nm, prevzaté z [35]

2.2.1 Prietokova cytometria

Prietokovy cytometer vdaka svojej robustnosti a moznosti multiparametrického
pouzitia je hlavnym néstrojom na identifikdciu EV— nielen ich pritomnosti ale aj bunkového
povodu. Charakterizaciu EV robi naro¢nou ich polydisperznost’, Siroka variacia velkosti a
nizky RI [24]. RI EV zavisi od pomeru cytosol-membrana, typu a mnozstva ndkladu a
membranovych proteinov. Tieto parametre sa menia v zavislosti od bunkového povodu EV.
RI sa po¢ita z dat z NTA [36]. Dalsou komplikaciou je okrem malej velkosti (podla kryo-EM
je 80% EV v rozmedzi 50 — 500 nm [35]) maly povrch EV a tym padom malo povrchovych
proteinov, ktoré moézu byt fluorescencne oznacCené, aby bol dosiahnuty prah detekcie

(270 — 600 nm pri konvenénej FCM) [28].

Vezikuly prudia v suspenzii jedna za druhou a st zachytdvané laserovym svetlom,
ktoré odrdzajui a rozptyl'uju ré6znymi smermi, ¢o je merané detektormi. V FCM su dva smery
rozptylu svetla: priamy rozptyl (,,forward scatter— FSC) s malym uhlom 0,5 — 15° a 90°
bo¢ny rozptyl (,,side scatter— SSC). Intenzita FSC zodpoveda velkosti Castice a intenzita
SSC zodpoveda granularite (zrnitosti). Va¢sina EV je mensia ako vinova dizka svetla, oho
vysledkom je maly rozptyl, so signdlom mensSim nez je pozadie pristroja [37]. Submikrénové
Castice sa spravaju inak ako bunky a svetlo rozptyl'uja nezavisle od uhlu, pod akym je rozptyl

merany [38]. Ked’ze k priamemu rozptylu svetla zvycajne nedochadza, nie je efektivne FSC
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detektor pouzivat' a preto sa pouziva SSC, kde je rozliSenie presnejSie a Castice nie su v
,Sume“— pozadi. Aby sa Sum Co najviac zredukoval a signal bol Cisty, meranie musi
a zaroven 1 priemer pradu Castic, ktoré sa nevychyl'uji od centra, kde st detegované laserom
[39]. Meranie na vysokych rychlostiach vedie k javu nazyvanému koincidencia, tiez ,,swarm*
efekt, ked’ sa v mieste merania nachddzaju dve alebo viac castic a FCM ich deteguje ako
jedinu Casticu (,,event™). Koincidencii sa da predist dostatoénym zriedenim vzoriek do
koncentracii, v ktorych FSC a fluorescencny signal ostdvaji konsStantné a suspenzia vezikul je

merana po jednej [40].

Dnes existuji extrémne citlivé pristroje, navrhnuté pre detekciu submikronovych
Castic, ako st EV. Citlivost’ je Ciselne vyjadrend ako index citlivosti rozptylu (,,scatter
sensitivity index* — SSI, mal by dosahovat’ hodnoty > 3) a druhym kritériom je pomer Sumu
v pozadi (n), teda po¢tu udalosti nameranych za sekundu k maximalnemu moznému poctu
udalosti za sekundu, ktoré je pristroj schopny namerat’ bez velkych ,,abort“ hodnét.
Vzhl'adom na tieto 2 kritéria bolo v praci [24] dokdzané, zZe LSRII Fortessa je pristroj
s najleps$im rozliSenim (SSI= 7,9 £ 1,3; n=7). Tento pristroj pouziva SSC, pricom az 87%
SSC FCM malo dostacujuce rozlisenie, teda SSI > 3, kym pre FSC to bolo 75% pristrojov.
Spomedzi pristrojov pouzivajicich FSC mali najlepSie rozliSenie BD influx a Apogee AS0

(SSI= 11,3; n= 2, Sum mal opticky povod) [24].

Na nastavenie pristroja sa pouzivaju kalibraéné guldcky, napriklad silikatove, s
parametrami podobnymi EV — velkost’ (110 — 1300 nm) a RI (gul'dcky 1,42 a EV 1,40 +

0,02) [41]. Gul'6¢ky su v heterogénnom mixe, fluorescencne znaené aj neznacené.

Vyuziva sa aj metdda zachytenia EV na jednotlivé guldcky (,,bead assay*), ¢im sa
zvacsi povrch a rozptyli sa viac svetla [39]. Gul'6¢ky su obalené protildtkou a inkubuju sa
s EV a tie sa na ne prichytia. Tieto komplexy su premyté a oznacené sekundarnou protilatkou
(protilatka proti primarnej protilatke), ktorej fluorescenc¢na intenzita sa zistuje pri merani
FCM. Vrchna hranica detekcie je dosiahnutd, ked’ si gul'6cky nasytené EV a nevykazuju

vel'ké variacie vo fluorescencnej intenzite [42].
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Obr. 6 FCM analyza MV z plazmy z RA pacientov (b-e) a zdravych kontrol (f-i). MV boli oznafené
annexinom V (Annexin V sa viaZze na negativne nabité fosfolipidy na membrane MV [43]) a indikovanou
monoklonalnou protilatkou (b), f) monocytarne MV CD14%; ¢), g PMV CD41%; d), h) EC MV CD62E; e),
i) MV z B-buniek CD19%). Nérast koncentracii MV je zretelny u vSetkych populacii, v porovnani so zdravou

kontrolou. Percentd zodpovedaju MV pozitivnym na annexin V a indikovanu protilatku. Prevzaté z [44]

Detekcia pomocou FCM je zavisld od zastupenia a dostupnosti antigénov na EV (aby
boli detekovateI'né, ukazka dat Obr. 6), na ktoré sa naviazu Specifické protilatky. Optimalna je
kombinacia fluorescen¢nych znaciek Specifickych pre proteiny a pre lipidy membrany a/alebo
pouzitie primarnych protiladtok [39]. Pri aplikacii protilatok sa pouZiva ,,no wash* metdda,
pretoze ak by sa protilatky zmyli, doSlo by k stratdm vzorky. V tomto pripade, na redukciu
koncentracie nenaviazanej protilatky sta¢i vzorku zriedit. Pri ,,no wash® metdde je
vyzadovand priama imunofluorescencia. EV nevykazuji autofluorescenciu, ich objem je

milionkrat mensi, ako objem buniek [37].

2.2.2 Konven¢na a dedikovana prietokova cytometria

Na detekciu submikronovych castic je najpouzivanejSia konvencna FCM (60%
vedeckych pracovnikov), hoci nie je najvhodnejSou metddou. Jej nevyhodou je, Ze vyznamny
pocet EV kvoli ich malej vel'kosti vobec nie je detekovatel'nych, pretoze konvenény FCM ma
vysoky prah detekcie. Pripadne, ak detegované su, problémom je spominand koincidencia
[28]. Pri konvencénej FCM je vhodné pouzit’ fluorescenciu ako ,,threshold* parameter, ktory
zlepSuje detekciu malych EV vo¢i pozadiu, musia byt vSak fluorescencne znacené
a optimalne nariedené¢ [40], pricom nedostatky fluorescencného znacenia EV uz boli

spomenuté. Konvencny FCM meria celkové mnozstvo fotébnov emitovanych z fluorescencnej
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molekuly a signal je proporcionalny k po¢tu miest, kam sa fluorochrom moéze naviazat. EV
obycajne maju niekol’ko 100 az 1000 molekul fluoroféru. Pri pouziti rozptylu ako ,.trigger*
faktoru (hodnota, pod ktora uz FCM nie je schopny detekcie) nie je mozné urcit’ absolutny

pocet Castic [28].

Terminom dedikovand FCM sa oznacuju FCM, ktoré su urené na detekciu
submikroskopickych castic anie je potrebné dodatoéné prispdsobovanie pristroja [39].
Takymto pristrojom je AS50-Micro (Apogee) [45]. Dedikovand FCM poskytuje najvyssiu
pravdepodobnost’ odlisenia jednotlivych populacii vezikal a distribaciu ich velkosti.
Dedikovany FCM sa od konvenc¢ného liSi v tom, ze ma vysoko vykonné lasere s luc¢mi
skoncentrovanymi do mensieho bodu, mé stabilny prad s nizkou rychlostou a malym
priemerom prudu (1 — 2 pm) a ma vysoko citlivé detektory pre SSC aj FSC [36]. Dedikovana
FCM je zaloZena na fakte, Ze objekty bliZiace sa svojou velkostou k vlnovej dizke svetla,

rozptyl'uju viac svetla pri vacsich uhloch (15 — 150°) kvoli difrakcii [46].

2.3 Porovnanie detekcii

V stadii od [45] boli porovnané koncentracie a distribucie velkosti EV z mocu,
v porovnani s referenénymi gul'6¢kami za pomoci najcastejSie pouzivanych technik: TEM,
NTA, konvencna FCM, dedikovand FCM a RPS (schematické znazornenie NTA, FCM a RPS
na Obr. 2). Vysledky z menovanych technik sa navzajom lisili koncentraciou, aj distribuciou
velkosti, pretoze pre kazdu z technik je minimalna detek¢éné velkost’ vezikul ind: 70 — 90 nm
pre NTA; 270 — 600 nm pre konvené¢nu FCM; 150 — 190 nm pre dedikovani FCM; 70 — 100
nm pre RPS; kym TEM dokazZe po adhézii Castic na povrch detegovat’ aj najmensSie Castice.
Dedikovana FCM sa ukdazala, ako najpresnejSia pri rozliSovani velkosti referencnych

gul'6¢ok, no bola menej presna pre heterogénne EV s liSiacimi sa RI.
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Jednotlivé typy detekcii EV st sohladom na vyhody, nevyhody a data, ktoré

poskytuju, porovnané v nasledujucej tabulke (Tab. 1):.

Tab. 1: Vyhody a nevyhody najvyznamnejsich typov detekcii, prevzaté a upravené z [47]

Technika

Prietokova cytometria
(FCM)

Nanoparticle Tracking
Analysis (NTA)

Kryo-elektréonova
mikroskopia

Atémova mikroskopia
(AFM)

Snimanie odporového
impulzu (RPS)

Dynamicky rozptyl
svetla (DLS)

ELISA

Vystupné data

Pocet, fenotypizacia

Pocet, velkostna
distribucia, pri
fluorescenénom module
fenotypizacia

Velkostna distribicia,
morfologia, Struktira

Pocet, velkostna
distribtcia

Pocet, velkostna
distribucia

Pocet, velkostna
distribucia

Pocet, funkény rozbor

3. Biogenéza exozomov

Vyhody

Citliva, Specificka a rychla
multiparametricka analyza

velkych populacii, nie je
potreba izolovat
a purifikovat’ vzorku

Rychle, citlivé a presné
meranie, staci maly objem
vzorky, softvér na
Statistickd analyzu

Nativna §truktura EV
zachovana, vhodna na
analyzu biologickych
vzoriek, 3D Struktira
Detekcia malych EV,
polydisperzné vzorky,
zachovana nativna
Struktara EV, 3D
topologia

Rychle, detekcia malych
EV (70 — 100 nm)

Rychle vysledky,
jednoduché pouzitie

Vhodné na klinickt
aplikaciu, jednoduché
pouzitie

3.1 Formacia intraluminalnych vezikul

Nevyhody

Velkostna limitacia
v konvenénej FCM,
nedoda informacie

o Strukture a morfologii

Bez fluorescen¢ného
modulu nerozozna rézne
EV, chybaji informacie

o fenotype, Struktire a
morfologii

Naroénost’ poéitania EV
a pripravy vzorky

Naroc¢nost’ pripravy
vzorky, maly prechodovy
vykon

Casté upchatie apertiry,
podcenenie vel'kosti, bez
fenotypizacie, nedoda
informacie o Struktire a
morfologii
Nevhodné na zmieSané
a polydisperzné vzorky,
nedoda informacie
o Struktire a morfologii
Nedoda informacie
o velkosti, Struktire ani
morfoldgii, interakcia
s rozpustnymi antigénmi

ES maju endocyticky povod a ich vyvoj zacina v tzv. skorom endozéme (endozémy su
na membranu viazané¢ kompartmenty ohrani¢ené endocytickou membranou pochadzajucou
z trans Golgi membran). Skory endozom je naplneny primdrne ubiquitinovanymi proteinmi
transportovanymi napriklad z Golgiho aparatu, alebo molekulami prijatymi z povrchu bunky

(napriklad aktivované receptory rastového faktoru) [13]. Ubiquitinacny signél je kovalentné
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pripojenie malej molekuly ubiquitinu cez jeho C-termindlny koniec na -NH> koniec

postranného lyzinu proteinu.

Budtci obsah ES, teda proteiny a lipidy st najprv transportované do endozomov, kde
sa dostani do nascentnych intraluminalnych vackov (,,intraluminal vesicle* — ILV), ktoré
budi vylucené do cytoplazmy. Budici ES vznikd pucanim endozomalnej membrany
dovnutra, oddeli sa od nej invaginiciou auvolni sa ako ILV vo vnutri endozému. Cely
endozom spolu s ILV sa nazyva multivezikularne teliesko (,,multivesicular body* — MVB)
[13], vid’ Obr. 7. MVB je organela, ktora je sucastou endozomalne-lyzozomalneho systému.
Invaginaciou skorého endozému dovnutra vznikaji ILV, ktoré dozrievaji a formuju MVB.
MVB napokon fuzuje s neskorym endozémom, ktory je druhym miestom triedenia v

endozomalnom systéme [48].
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Obr. 7 Vznik EV: ES sa formuji najprv ako ILV v lumen MVB, tu MVE (,,multivesicular endosome*), ILV
fazuju s PM auvolnia sa ES. MV su uvolnené pucanim membrany smerom von, vid’ nasledujuca kapitola.

Upravené, prevzaté z [49]

3.1.1 Biogenéza exozomov zavisla na ESCRT komplexe

Prvy typ formacie ILV je zavisly od Stvorice komplexov ESCRT 0-III (,,endosomal
sorting complex required for transport), ktoré sa nachddzaji na endozomalnej membrane
[50]. ESCRT-0, -I a -II rozpoznavaji a interagujli s ubiquitinovanymi proteinmi cez
cytosolické domény viazuce ubiquitin, ¢im uskutocnuju triedenie nakladu. ESCRT-0
zostavuje na povrchu membrany velké zhluky ubiquitinu (segreguje ich do mikrodomén),
ktoré pritiahnu komplex ESCRT-I a -II aich spoluprdca umoZzni reverzné pucanie
membrany, ktord obali budtci néklad [51]. Pomocou HGS (,,hepatocyte growth factor-
regulated tyrosine kinase substrate) dokdze ESCRT-0 rozpoznat monoubiquitinované
proteiny nakladu a asociuje s proteinmi STAM (,,signal transducing adaptor molecule®),
EPS15 (,,epidermal growth factor receptor pathway substrate 15%) a klatrinom. HGS
spolupracuje aj na pritiahnuti komplexov -1 a -1I [52]. ESCRT-III rekrutuje deubiqutinujuce
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enzymy, aby sa ubiquitinové molekuly uvolnili pred zaclenenim nakladu do ILV [53].
Nakoniec sa podjednotky ESCRT-III — CHMP4B a CHMP6 (,,charged multivesicular body
protein“ 4B, 6) sustredia do miesta pucania membrany a invaginiciu reverzne odStiepia za
vzniku ILV [51]. Disocidcia arecykldcia ESCRT aparatu vyzaduje interakciu s AAA-
ATPazou VPS4A (,,vacuolar protein sorting 4 homolog A*) [52]. Nie u vSetkych proteinov je
ubiqutinacia triediacim signadlom— napriklad u MHC II (,,major histocompatibility complex*
IL. triedy) [54].

Nakoniec su vol'ny ubiquitin a ESCRT podjednotky uvol'nené do cytosolu a recykluju

sa [13]. Proces je naznacCeny na Obr. 8.
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Obr. 8 Biogenéza ES: ES su generované ako ILV v MVB mechanizmom zavislym alebo nezavislym na ESCRT

aparate. Prevzaté z [13]

3.1.2 Biogenéza exozomov nezavisla na ESCRT komplexe

Druhy typ formécie je nezavisly na ESCRT. Pucanie, pri ktorom vznika v lumen
endozému ILV je regulované sfingomyelindzou, CD63 a APOE (,,apoliprotein E*) [55]. Dej
je zalozeny na Specifickom lipidovom zlozeni endozomalnej membrany [56], ako su lipidové
kotvy a mikrodomény (lipidové rafty) obsahujuce sfingolipidy. Sfingolipidy su hydrolyticky
Stiepené sfingomyelindzami za vzniku ceramidu a fosforylcholinu [57]. Po inhibicii
sfingomyelindzy sa ES netvorili, ¢o potvrdilo rolu ceramidu v biogenéze ES. Ceramid ma

kuzelovitd Struktiru a spdsobuje asymetrické zakrivenie membrany vytvarajiice rozdiely
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medzi vrstvami a podporuje sekréciu ES [55]. Ceramid na vonkajSej vrstve indukuje
splyvanie malych mikrodomén do vécésich celkov a to podporuje pucanie z tychto domén [58].
Hlavna tedria, ktord pojednava o rozhodovani ohl'adom obsahu a sekrécii ES a MV zahiia
pritomnost’ lipidovych raftov. Aby boli proteiny sekretované v EV, musia byt lokalizované
v oblasti lipidovych raftov [10]. Lipidové rafty st vysokoorganizované dynamické
membranové mikrodomény, zhluky obohatené o ceramid, cholesterol, gangliozidy

a glykosfingolipidy. V tychto miestach sa koncentruju urCité proteiny, napriklad signéalne

[59].

Oba typy drah, zavisla aj nezavisla na ESCRT komplexe (procesy zrete'ne znazornené
na Obr. 8), nie su oddelené, ale funguju synergicky. Faktorom pri vybere drahy a kontrole

sekrécie je typ bunky a bunkovéa homeostaza [60].

4. Biogenéza mikrovezikul

Biogenéza MV sa lisi od ES, pretoZze nevznikaji pomocou endocytickej drahy, ale
puanim PM. Pre vznik MV je nutny externy stimul, pritomnost’ aktivatorov alebo
poskodenie bunky. Tieto procesy zvysia koncentraciu Ca’* vnitri bunky vtokom idénov
z extracelularneho prostredia do cytoplazmy alebo z vnutornych zdrojov z organel. Vzostup
koncentricie Ca*" spusti kalpainové §tiepenie kortikdlneho aktinového cytoskeletu a jeho
vysledkom je tvorba MV [61]. Pri pu¢ani MV sa vyuZziva AARDC (,,arrestin containing
protein 1°) a TSG101, podobne ako u ES [62].

Za proces vzniku a uvolnenia MV je zodpovedna transmembranova redistribtcia PS
[63]. Bunka vstave kludu ma nenabit¢é fosfolipidy, teda fosfatidylcholin
(,,phosphatidylcholine* — PC) a sfingomyelin (,,sphingomyelin“ — SM) pritomné vo vonkajSej
vrstve membrany, kym vo vnuatornej vrstve st zdporne nabité aminofosfolipidy, teda PS a
fosfatidyletanolamin (,,phosphatidylethanolamine‘ — PE). Po aktivacii bunky d6jde k procesu
,.flip-flopping* [64]. Dlhodoby narast cytosolickej koncentracie Ca** v dosledku apoptdzy,
mechanickej deStrukcie alebo stimuldcie bunky aktivuje ATP-zavisly flip-flop a ten vedie ku
kolapsu membranovej asymetrie. Proces je stimulovany flopazou a skramblazou
(v kl'udovom stave su neaktivne, Obr. 9) a inhibovany flipdzou (internalizuje negativne

fosfolipidy a udrzuje asymetriu). Vysledkom tohto procesu je, ze PS sa ocitne na povrchu
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MV. U PMV slazi PS ako katalyticky templat pre vznik enzymatickych komplexov a
kofaktorov koagulacnej kaskady [63].

@ Phospholipid originated from outside
© Phospholipid originated from inside
® Phosphatidylserine

Flippase Floppase Scramblase

Qutside

Inside

B Flippase Floppase Scramblase

Outside

NI
v

. o

Phosphatidylserine

- 2+
Cell activation == [Ca ]'T == Cytoskeleton degradation

Obr. 9 Asymetricku distribciu fosfolipidov v membrane zabezpecuju 3 enzymové systémy: flipaza, flopaza

a skramblaza. Prevzaté z [9]

Avsak, nie vSetky MV vystavuji PS a PE na povrchu, napriklad MV z aktivovanych
EC [9]. PS-negativne MV wvznikaju odliSnym mechanizmom, pri ktorom je udrzana
membranova asymetria, ako fragmentaciou bunky [35]. Forméacia a sekrécia MV sa zvicsa

Studuje in vitro na bunkovych kultirach, molekuldrny proces in vivo nie je eSte objasneny [8].
4.1 Mikrovezikuly krvnych dostic¢iek

PMV st fragmenty PM degranulovanych krvnych dosti¢iek, s kompoziciou
reflektujicou PM bunky, z ktorej pochadzaju. St obohatené o prokoagula¢né schopnosti [63]
(prokoagulacia je asocidcia Castic vedtca ku koagulacii). Vznik PMV je indukovany vysokym
striznym napitim [65], ktoré vyvolad influx extracelularneho Ca?*. Intracelularny vzostup
koncentracie Ca®" riadi aktivaciu enzymov gelsolinu a kalpainu, ktoré spdsobuju disociaciu
membranového aktinu a odstiepenie aktinovych filament, ¢im sa prerusi kontakt medzi
fosfolipidmi membrany a cytoskeletom [9]. K vzniku PMV ale dochadza aj po inhibicii
kalpainu pri stimulacii dosti¢iek komplementovym komplexom C5b-9 [66]. V préci [9] bolo
dokazané, ze aktivacia kolagénového receptora GPVI (,,glycoprotein VI platelet ktory

interaguje s y-retazcom Fc receptoru) na membrane dosti¢iek dava vznik PMV, po odstraneni
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FcR- y-retazca alebo GPVI receptora bol pocet PMV zredukovany. PMV svojim obsahom

propaguju zapaly a ich pocet sa za takychto podmienok zvysuje.

5. Molekularne zloZenie extracelularnych vezikual

Topologia EV abunky je podobna. Na povrchu obsahuju lipidy, extraceluldrne
receptory a ligandy a vo vnutri cytoplazmatické proteiny a RNA. Dvojvrstvova fosfolipidova
membrana EV je rigidnejSia, ako PM bunky, vd’aka vyssiemu obsahu sfingolipidov (SM)
a disaturovanych lipidov [67] a nizSiemu obsahu PC. Proteiny spolo¢né pre obe subpopulacie
ES a MV, ktoré¢ st povazované za ich marker su ALIX (,,ALG2-interacting protein X*),
TSG101 (,,tumour susceptibility 101%) a tetraspaniny CD9, CD81 a CD63 [22]. Tieto
molekularne markery subpopulédcii EV ale nie st jasne stanovené ani spolahlivé. Preto je
$pecifickejSie delenie EV podla bunkového pdvodu stale problematické. Zistila sa vSak
odli$na citlivost’ EV k detergentom— pocet MV odvodenych od PM bunky bol zredukovany
anionovym detergentom SDS, ES boli lyzované neidonovym detergentom Triton X-100.
Zistovala sa najnizSia koncentracia, pri ktorej boli EV lyzované, teda kedy sa ich pocet

znizil. Tento poznatok moze sluzit’ na odlisSenie ES od MV [68] .

5.1 ZloZenie exozO6mov

Memb_rana Lipids Cell adhesion Intracellular | | Cell-type-specific
organisers Phosphatidylserine, E.g. integrin, L proteins

Tetraspanins: CD9, CD81 cholesterol, lactadherin, ICAM E.g. RAB E.g. MHC-I, MHC-II, AFF,
CD63, TSPANG, TSPANS, ceramide and other y GTPases, PMEL, TCR, FasL, CXCR4,

annexins HSPG, CD86, PrB, TFR, WNT

CD151,CD37,CD53, sphingolipids, LBPA
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Obr. 10 Typické zlozenie ES, molekuly st rozdelené podl’a distribucie na povrchu a v lumen.. Prevzaté z [49]

Membréana ES a bunky ma rovnaku orientdciu transmembranovych a intraluminalnych
proteinov [69], ale u ES je obohatend o Specifické lipidy ako ceramid, cholesterol a PS [55].

V membrane ES sa nachddza MVB-$pecificka kyselina lyzobisfosfatidovd a membrana
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obsahuje aj GPI-kotvené molekuly (napriklad acetylcholinesterdza, CD55). ES membrana
moze tiez prekonavat’ rapidny ,,flip-flop.“ ES obsahuju molekuly relevantné pri ich biogenéze
a sekrécii, napriklad TSG101, ALIX, Rab proteiny a annexiny. VSetky ES obsahuju
cytoskeletarne komponenty (aktin, tubulin, kofilin, profilin), integriny a flotiliny, zhrnuté v
[70] (molekuly st naznacené na Obr. 10). Sti¢astou membrany st aj tetraspaniny— proteiny so
Styrmi transmembranovymi doménami. NajcastejSie tetraspaniny si CD9, CD63, CDS8I,
CD82 a CD151. Prispievaju k adhézii a fuzii EV s bunkou, a tiez k motilite a signalizacii [71].

45% proteinového obsahu ES tvoria komponenty mikrodomén obohatené o tetraspaniny [72].

Dalsie molekuly st $pecificky vkladané do ES bunkou z ktorej pochadzajii, napriklad
cytokiny aich receptory (TNFa, TGFB, IL-1B) [73], signalne molekuly a enzymy [70].
Obsah zavisi na stave bunky— ¢i je infikovana, aktivovand alebo transformovand a
charakteristike danej bunky. ES z T-buniek obsahuji na povrchu T-bunkovy receptor (,,T-cell
receptor” — TCR) a ES z B-buniek obsahuju B-bunkovy receptor (,,B-cell receptor — BCR) a
kostimula¢né molekuly CD83 a CD40. ES z APC su bohaté na proteiny prezentujiice antigény
ako MHC I a II [70].

Charakteristické je selektivne triedenie RNA do ES [56]. RNA pritomna v ES je
biologicky aktivna apreto dokdze menit’ proteinovy profil acelkovy stav a fenotyp
recipientnej bunky [3]. V ES st najhojnejSie zastupené fragmenty tRNA (transferova RNA),
rRNA (ribozomidlna RNA — podjednotky 28S a18S) avtRNA (vault RNA-
ribonukleoproteinova cCastica) a d’alSie nekddujice RNA fragmenty [74]. Bol zisteny
Specificky mechanizmus triedenia miRNA (,,microRNA*“ — mald nekddujica RNA) do ES,
ktory je zavisly na HNRNPA2BI1 (,,heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A2/B1°), ktory
je sumoylovany (SUMO — ,,small ubiquitin modifier, je posttranslacnd modifikécia proteinov
podobna ubiqutinu, ale nevedie k degradacii). Vd’aka sumoylacii HNRNPA2BI1 Specificky
viaze exozomalnu miRNA a kontroluje jej vkladanie do ES [69].

ES je mozné delit’ podl'a hustoty, ktora je zavisld od proteinového zlozenia na vicsie

ES (75 — 200 nm) s nizSou hustotou (1,13 — 1,19 g/ml, ¢o je aj beZzne uvadzana hustota ES [2])
a menSie, velkostne homogénnejsie ES s vysokou hustotou (1,26 — 1,29 g/ml) [22].
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5.2 Zlozenie mikrovezikul
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Obr. 11 Typické zloZenie MV, molekuly st rozdelené podl'a distriblcie na povrchu a v lumen. Prevzaté z [49]
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MV obsahuju adhezivne molekuly (P-selektin), flotiliny, cytokiny, chemokiny,
protedzy, metaloproteindzy, tetraspaniny (CD9, CDS81), integriny, chaperony (HSP70,
HSP90), komponenty komplementovej kaskaddy (C3 komplement), cytoskeletarne proteiny
(aktin, tubulin) a enzymy [75; 76; 8; 49] (Obr. 11). Proteiny z MV sa zucastnuju regulacie
apoptézy, koagulécie, adhézie, signalnej transdukcie a bunkovej komunikacie [8]. Na
membrane PMV je aktivnhy CD40L, ktory je exprimovany auvolfiovany pri aktivécii
dosticiek [77; 78]. Po stimulacii dosti¢iek trombinom boli PMV obohatené o miR-223. MiR-

223 moze regulovat’ expresiu endogénnych génov v recipientnych bunkéch, napriklad v EC

[791.

V stadii [76] bola prevedend proteomicka analyza MV z plazmy zdravych jedincov
a ako najcastejSie pritomné proteiny boli uréené LGALS3BP (,,galectin-3-binding protein®),
HRG (,,histidine rich glycoprotein®), A2M (,,alpha-2-macroglobulin‘), klasterin, hemoglobin
a fibrinogén. MV zvidcSa RNA nenesu, alebo len vo vel'mi malych mnoZstvach. V MV bola
detegovand rRNA po inkubécii s TRAIL, ¢o mdze byt vysvetlené pritomnostou

apoptotickych teliesok [80].
MYV z plazmy, kde majoritu tvoria PMV (vid’ d’alej) sa skladaji z 59,2% PC, 20,6%

SM, 9,4% PE a zvysok tvoria minoritné fosfolipidy medzi ktoré patri PS a fosfatidylinozitol
(,,phosphatidylinositol* — PI) so zastipenim pod 5% [81].
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6. Zapaly a autoimunitné ochorenia

Zapaly predstavujii obranny mechanizmus proti infekcii a opravny mechanizmus
poskodenych tkaniv pri tkanivovom poraneni. Zépal je aj sicastou autoimunit a prave EV
dokdzu zépalové odpovede modulovat. Imunotolerancia, teda stav, kedy imunitny systém
neodpoveda na urcité tkaniva alebo latky, ako neSkodné autoantigény, pri autoimunite
nefunguje a imunitna homeostaza je deregulovana. Za imunosupresiu su zodpovedné najma
regulacné T-bunky, ktoré su primarnou pri¢inou vzniku zépalovych a autoimunitnych
ochoreni, ak nefunguju [82]. Rolu vSak hraju aj dendritické bunky, monocyty ¢i mastocyty.
Vznik autoimunitnych choréb je dbsledkom vytvorenia abnormadlnej imunitnej odpovede
spustenej vyskytom stresového alebo infekéného faktoru u geneticky predisponovaného
jedinca. Medzi tieto faktory patria antigény PAMP a DAMP, ktoré su prenasané v EV. PAMP
a DAMP aktivuju PRR receptory (,,pattern recognition receptor — PRR) na APC. PRR
rozpoznavaju PAMP a DAMP a pre APC sluzia ako pomocné latky (adjuvans), podporujt ich
maturdciu, ktord vedie k aktivacii lymfocytov a tym k produkcii prozapalovych cytokinov
[83]. Zapaly aj autoimunitné ochorenia su charakteristické aktivaciou buniek, pocas ktorej sa
uvolfiuji MV  z leukocytov (subpopulacie MV: z erytrocytov, lymfocytov, monocytov,
granulocytov a EC), no nayjma MV pochadzajtice z krvnych dosti¢iek [9].

6.1 Zapal a koagulacia

Koagulacia mé vplyv na aktivitu zépalov. Tkanivovy faktor (,,tissue factor* — TF) je
hlavny bunkovy iniciator zrdzania krvi a spolupracuje s membranovym PS (na povrchu MV).
Rezervoarom TF v cirkulujicej krvi st MV, ktoré maji samy o sebe prokoagulacny povrch
[8; 84]. TF je receptor pre koagulacny faktor VII apreto je klicovym komponentom
vCasného Stadia zrazania krvi [85]. Komplex TF:VlIla sprostredkovava syntézu koagulacne;j
protedzy trombinu [86], po aktivacii koagulacie. TF strombinom funguju pri premene
monomérov fibrinogénu na fibrinovu siet. Extravaskuldrne bunky v tkanivach, ktoré nie st
v priamom kontakte s krvou (bunky hladkého svalstva) produkuji TF konsStitutivne, ale krvné
bunky TF za fyziologickych podmienok neprodukujt, iba za patologickych [14]. TF sa po
kontakte s krvou stdva zymogénom koagulacnych faktorov. V kl'ude, endotel reprimuje

expresiu TF auvolnuje antitrombogénne faktory. Pri zépale, za pritomnosti zépalovych
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cytokinov ale narastd expresia TF, narusi sa hemostdza a zvysi sa prokoaguléacia. Zapalova

signalizacia TF vSak nevyzaduje aktivnu koagulaciu [85].

Zapaly inhibuju fyziologické antikoagulacné systémy— antitrombinovy systém
aprotein C (hlavny spojovnik koagulacie so zapalom). Zapaly podnecuji koaguldciu
aktivovanii trombinom a inhibuju fibrinolyzu t.j. rozloZenie fibrinovej zatky (produktu
koagulécie). Vdaka inhibicii fibronolyzy, sa pri zapale fibrin nadbyto¢ne intravaskularne
uklada [86], pri RA sa fibrin uklada v synovialnych kiboch. Produkty degradacie fibrinogénu
a fibrinu maja prozapalové vlastnosti. Medzi tieto produkty patri typicky biomarker zapalu a

koagulacie D-dimér, pritomny aj v RA, zhrnuté v [87].

Zapal propaguje vznik MV z buniek, ktoré su v kontakte s krvou [84]. Rovnovéha
medzi protizépalovym IL-10 (inhibujucim expresiu TF) a prozidpalovym TNF-a reguluje
vznik PMV [64]. PMV podporuju vznik trombinu podporujuceho koagulaciu [64] a viazu
koagula¢né faktory VIII a Va. Ked su dosticky aktivované trombinom, uvolnia zapalové
medidtory, schopné aktivovat’ koagulacnu drahu a utlmovat’ antikoagulacné procesy —
cytokiny, chemokiny, antimikrobialne peptidy, bioaktivne lipidové medidtory a vazoaktivne
latky [88]. Trombin reaguje s receptormi na dostickach, dosticky aktivuje, Coho vysledkom je
generovanie PMV. PMV ma takmer rovnaku prokoagula¢nu aktivitu, ako aktivovana
dosticka, povrch PMV je sice mensi (0,26 um?; kym dosticky maju 24,8 um?), ale ich aktivny
povrch na jednotku plochy je 50 az 100 nasobne viac prokoagulacny, ako povrch

aktivovanych dosticiek. 25% prokoagulacnej aktivity v krvi tvoria PMV, zhrnuté v [9].

6.2 Mikrovezikuly krvnych dosticiek za fyziologického stavu

Za fyziologickych podmienok je koncentracia MV v periférnej krvi 5 — 50 pg/ml [43],
z toho 70 — 90% pochéadza z krvnych dostic¢iek (PMV), mé ich povrchové markery a zvySok je
odvodeny z EC a leukocytov [89]. Hlavnym markerom dosti¢iek je CD41" a hladina CD41" je
u RA pacientov zvySena, pretoze sa nachadza na povrchu PMV v synovialnej tekutine [90].
V zdravom organizme st PMV tieZ najhojnejsimi cirkulujiicimi MV, pretoze 10* PMV/ul
nesie CD41" molekulu [35]. Pol¢as Zzivota PMV zisteny pomocou aferézy (metoda, ktorou sa
pristrojovym spracovanim ziskava jedna alebo viac zloZiek z plnej krvi, pricom ostatné zlozky
su vratené spit’ do krvi) je 5,3 — 5,8 hodiny [91], ¢o je ovela menej v porovnani so

zivotnost'ou dosticiek (10 dni) [92].
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6.3 Patologie suvisiace s mikrovezikulami krvnych dosticiek

Medzi patoldgie suvisiace s PMV azvySenim ich hladiny patri zépal, RA, SLE,
primarny Sjogrenov syndrém, sepsa, bunkova aktivacia a dysfunkcia, cievna tromboembodlia,
kosacikovitd anémia, hypertenzia, angiogenéza, akutny koronarny syndrom a
kardiovaskularne ochorenia [9]. PMV prispievaju k rozvoju adhezivnosti a tym
spOsobuju cievne poskodenia pritomné pri zapaloch [64]. Po in vitro stimuléacii, PMV
exprimovali cytokiny z rodiny interleukinov 1 (IL-1) ato IL-la aIL-1B (v pomere 19,1
pg/mg a0,1 pg/mg), ktoré dokidzu aktivovat zapaly kibov cez rezidentné synovidlne
fibroblasty (vnutornd vystelka kibov) [90]. Kalpain je zodpovedny za odstiepenie N-

termindlnej aminokyseliny IL-1a prekurzoru za vzniku jeho maturovanej formy [93].

U ochoreni primarny Sjogrenov syndrom, SLE a RA st detegované zvysené hladiny
cirkulujucich MV (z leukocytov akrvnych dosti¢iek) oproti zdravym kontrolam. Na
rozliSenie subpopulacii MV boli pouzité protilatky anti-CD45 (leukocyty) a anti-CD61 (krvné
dosticky) proti membranovo-Specifickym antigénom. Déta boli namerané pomocou FCM:
Sjogrenov syndrom 91,700 + 31,292; SLE 71,230 + 19,160; RA 127,200 + 46,825 a zdrava
kontrola 6422 + 3472 MV vztiahnuté na pl plazmy [17]. Aktivacia dosti¢iek prebieha lokalne,
sved¢i otom porovnanie koncentracii PMV v podmienkach RA v synovidlnej tekutine
(2x10°/ul) a periférnej krvi (600/ul) [94; 90]. V nasledujucej podkapitole sa budem hlbsie

venovat patologii RA.

6.4 Reumatoidna artritida

RA je chronické zapalové autoimunitné ochorenie sposobujice zapaly kibov, bolesti,
opuchy, deformécie aZ postihnutie. Etiologia je vSak nejasna. RA je blizSie charakterizovana
perzistentnou synovitidou, teda zapalom synovialnej blanky kibov (Obr. 12). V kiboch sa
akumuluju autoprotilatky, ktoré poskodzuju chrupavku akib. Reumatoidny faktor je
autoprotilatka, ktorti organizmus pri RA vytvéara. Rozpoznava Fc doménu na IgG. Proti Fc
doméne IgG st namierené reumatoidné faktory IgM a IgA [95]. Podstatou RA, ako aj inych
autoimunitnych ochoreni je poruSenie imunotolerancie imunitného systému k vlastnym
Struktiram — v pripade RA kcitrulinovanym autoantigénom. Na dostiCkovych
a leukocytarnych MV st pritomné citrulinované epitopy, proti ktorym sa tvoria protilatky, vid

d’alSia podkapitola.
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Obr. 12 Synovium (vnatorna kibova blana) je pri RA zapalena. V synovialnej tekutine sa hromadia
polymorfonuklearne leukocyty (na obr. oznacené ako PMN), cytokiny, chemokiny a iné zapalové mediatory.
Kolagén a synoviocyty (bunky synovidlnej membrany) mozu lokalne aktivovat’ dosticky a tie uvolnia PMV.

PMV vstupia do kibovej medzery, produkujii IL-1 a amplifikuja zapal. Prevzaté z [96]

6.4.1 Citrulinacia v reumatoidnej artritide

K patogenite RA prispievaju posttransla¢ne modifikované citrulinované proteiny (teda
deiminované, aminokyselina arginin je v proteine premenend na neesencialny citrulin), ktoré
si autoantigénmi. Spolu s inymi autoantigénmi ako vimentin a fibronogén a protilatkami proti
nim vytvarajui prozapalové imunokomplexy (,,immune complex* — IC) , ktorych nasledkom je
chronicky zéapal [97]. Citrulindcia je ireverzibilnd. V synovidlnej tekutine sa nachadzaju
enzymy peptidyl-arginin deamindzy (PAD), aktivované redoxnym prostredim a kalciom [98].
Pri RA je pritomny enzym PADA4, ktory modifikuje peptidyl-arginin na peptidyl-citrulin [99],
MYV teda mozu byt citrulinované, davat’ vznik IC a prendsat’ ich. Vznikaju mikrovezikuly
obsahujice imunokomplex (,,immunocomplex-containing microvesicle® — MV-IC)
s citrulinovanymi epitopmi, nie su to len PMV, ale aj MV z leukocytov. MV predstavuju

antigénny povrch pre vznik funkénych IC.

PMV sa rozdeluju na viacsie (700 — 3000 nm), ktoré nest IC (pomocou FCM
nameranych 39 400 £+ 9400 MV-IC/ul synovialnej tekutiny; priCom vacsinu detegovanych IC,
teda 62 + 7% predstavuju IC asociované s MV) a mensie (100 — 300 nm), ktoré IC nenesu, ani
nie su asociované s IgG. MV-IC neboli najdené v krvi, vyskytujii sa zrejme len lokalne
v synovialnej tekutine vo vnutri zapaleného kibu. MV-IC stimulujt neutrofily v kiboch a tie

produkuju leukotriény, ktoré vyvolavaju a propaguju zapal [97], PMV su v zapalovych
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podmienkach do neutrofilov internalizované (vid® dalej). PMV zo synovialnej tekutiny
asociuju s autoantigénmi fibrinogénom a vimentinom, nesu ich na povrchu aked su
citrulinované, viazu sa na ne autoprotilatky, ¢o prispieva k patogenéze RA. V PMV, ktoré
nesu IC boli identifikované aj autoprotilatky proti citrulinovanym RA autoantigénom ako

proti filaggrinu, histonu H2A/a a enolaze [97].

6.4.2 Zapal v reumatoidnej artritide

Dolezith rolu hrd enzym sekretovana fosfolipdza A» (,,secretory phospholipase A —
sPLA>), ktory katalyzuje hydrolyzu na sn-2 pozicii glycerofosfolipidov na lyzofosfolipidy
amastné kyseliny. U €loveka je exprimovanych devit druhov sPLA>, sPLA-IIA ma
prozapalova aktivitu a sSPLA>-V naopak protizapalovu. Pri RA su oba enzymy pritomné
v synovidlnej tekutine. Protizdpalova skupina V Tludskej sPLA> spusta fagocytozu
(vykonavand CD14+ makrofagmi) IC obsahujucich IgG [100]. Hladina SPLAx-IIA stapa
s aktivitou zapalovych ochoreni. SPLA>-IIA je neaktivna na intaktnych bunkach a substratom
su pre iu MV, ktoré stratili fosfolipidovli asymetriu membrany, teda na povrchu membrany
vystavuju negativne nabité fosfolipidy [101]. Hladiny MV a sPLA> spolu koreluji inverzne
(¢im za&vaznejSie je ochorenie, tym je vysSSia aktivita sSPLA>, ale niZ8i poc¢et MV) [17]. Tento
jav sa da vysvetlit ako dosledok zvySenej aktivity sPLA», ktord hydrolyzuje lipidy
v membrane MV za vzniku kyseliny lyzofosfatidovej, po rozpoznani ich preskupenia [101].
Pri RA méZu byt MV pouzité ako biomarker, nie v§ak na monitorovanie ochorenia, ak sa

pritom neurcuje aj hladina sPLA> [17].

Pri RA, PMV exprimuji 12-lipoxygenazu (,,12- lipoxygenase* - 12-LO) ktora spolu
so SPLA>-ITA produkuje eikosanoid kyselinu 12(S)-hydroxyeikosatetranoickt (12(S)-HETE).
Pomocou 12(S)-HETE, ako hlavného sprostredkovatela, si PMV internalizované do
aktivovanych neutrofilov (infiltrovanych do miesta zapalu), hlavne do jadra, alebo ostavaji na
povrchu neutrofilov, podmienkou je pritomnost’ 12-LO a sPLA»-IIA. Internalizacia nie je
pasivna, je propagovana PMV cez lipidovy mediator zapalu 12(S)-HETE, uskuto¢iiuje sa
pomocou endocytézy zavislej na dynamine, klatrine alebo kaveoline. SPLA»-IIA je
extracelularny enzym pritomny len v zapalovych vypotkoch (v synovidlnej tekutine). Z toho
vyplyva, ze PMV st do neutrofilov internalizované len v zipalovych podmienkach
v pritomnosti sSPLA»-IIA, je to istd forma regulacie. Nie je vSak zname, ¢i je tento proces

zapalovy, alebo protizapalovy, len, Ze je to bezny jav pri zédpalovych procesoch [102].
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Ireverzibilné poskodenie tkaniv, hlavne chrupaviek, je pri RA zapric¢inené produkciou
enzymov degradujucich matrix, ktord st produkované synovidlnymi fibroblastami [15].
Enzymy metaloproteindzy ako agrekandza, degradujuca agrekan (hlavnd zlozka
extracelularnej matrix chrupaviek) [103] a glykozidazy (B-D-hex6zaaminiddza a [3-
glukuronidaza) su prendsané v MV zo synovialnych fibroblastov. Expresia glykoziddz (na
rozdiel od inych protedz) vo fibroblastoch je zna¢ne inhibovana TGF-B1 a v malej miere aj

inymi prozapalovymi cytokinmi IL-1f, IL-17 a TNFa [104].

Za patologické stavy v RA nie su zodpovedné len PMV, ale aj iné MV — z leukocytov,
alebo synovidlnych fibroblastov. PMV a leukocytarne MV maju v synovialnej tekutina RA
pacientov podstatni rolu pri zépale, koagulacii az hyperkoagulacii a degradacii

extracelularnej matrix.

7. Zaver

V tejto bakalarskej praci som zhrnula doposial zndme poznatky o populacii EV.
Pouzila som primarne ¢lanky, ako aj klI'icové review z tejto problematiky. Biogenéza ES je
preskiimana podrobnejsie v porovnani s MV, ktorych Stadium biogenézy in vivo si vyzaduje
eSte d’al$i vyskum zainteresovanych molekul a procesov. Koncentracie MV pri RA, ktorej
patologiu som v tejto praci popisovala, narastaju najviac v pripade MV z krvnych dosticiek,
ktoré su ale najkoncentrovanejSie aj za fyziologickych podmienok. Pomocou FCM bolo v
plazme RA pacientov nameranych 127,200 + 46,825 MV z dosticiek a leukocytov vztiahnuté
na pl plazmy; priCom zdravd kontrola predstavovala 6422 + 3472 MV/ul plazmy. Téato
skutoCnost’ je viditelna aj na Obr. 6 na vystupnych datach z FCM, kde boli merané
koncentracie a vel'kost MV zo synovialnej tekutiny RA pacientov. Pri NTA analyze MV zo
synovialnej tekutiny (Obr. 3) bolo zistené velkostné rozhranie. Majorita MV, teda 5 x10®
MV/ml, mala priemer mensi, ako 100 nm. Na PMV a leukocytarnych MV st pritomné
citrulinované antigény, proti ktorym pdsobi imunitny systém. Zapalové prostredie je
dotvarané sPLA», ktord hydrolyzuje membranu MV, ich hladiny koreluji so zavaZznost'ou
ochorenia inverzne. SPLA>-IIA spolu s 12-LO, ktora produkuji PMV zabezpecuje proces
bezny pri zapale — internalizaciu do neutrofilov. MV zo synovidlnych fibroblastov produkujua

enzymy (agrekandza, glykozidazy), ktoré ireverzibilne poskodzuju chrupavky.
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Vela vyziev zostava v oblasti presnej a rychlej detekcie EV, pretoze chybaju
spolahlivé markery aich submikroskopickd velkost' je vacSinou pod prahom detekcie
beznych pristrojov. EV maju obrovsky potencidl stat’ sa biomarkerom ochoreni, ako
spominanej RA, ale aj nadorovych, kardiovaskularnych ¢i infekénych ochoreni. Je potrebné
spresnit’ metodiky ich detekcie v telovych tekutinach ako aj rozboru ich vnutorného obsahu.
Zatial’ za najlepS$iu metddu, vhodnu aj do klinickej praxe je povazovand dedikovana FCM
(prah detekcie 70 — 100 nm) s pouzitim dedikovaného pristroja pre malé EV, akym je Apogee
AS50. Na analyzu jednotlivych Castic je vSak rutinne stale najviac pouzivana konvenc¢na FCM,
ktorej prah detekcie (270 - 600 nm) nie je dostatoCne nizky na detekciu vsSetkych

analyzovanych castic.
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