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Uvod

Extracelularni vacky (EV) jsou castice obalené dvoj-
vrstvou lipidovou membréanou uvolfiované z bunék
do okolniho prostiedi. Tvorba extracelularnich vacku
byla pozorovana u nizSich i vyssich organismd, vcet-
né bakterii, prvokd, hub, rostlin a zivocichd'. U savcd
jsou téméi vsechny typy bunék schopny uvolfovat
EV a pfitomnost EV byla prokazana ve vétsiné télnich
tekutin, jako jsou napi. krev, mo¢, mozkomisni mok,
sliny, sperma, amnioticka tekutina, matefské mléko,
tekutina z bronchoalveolarni lavéze a synovialni teku-
tina2. Extracelularni va¢ky maji v sav¢im organismu
rizné funkce. Podili se na zastavé krvaceni, imunit-
nich reakcich, podporuji hojeni ran, jsou nezbytné pro
reprodukci a vyvoj embrya a plodu, v nervovém systé-
mu hraji roli v pfenosu signalt mezi neurony a udrzo-
vani homeostazy centralniho nervového systému’.

Historie

Prvni naznak existence EV pochézi z roku 1946, kdy
byly popsany prokoagula¢ni ¢astice pochézejici z krev-
nich desticek izolovatelné centrifugaci pfi pretizeni
31000 g* Pritomnost ,fragmentd plazmatické mem-
brany” v rlznych télnich tekutinach a supernatantu
HeLa bunék byla podrobnéji zdokumentovana r. 19775,
Z téchto a dalSich praci se usuzovalo, Ze vacky vzni-
kaji pucenim z buné¢né membrany. V 80. letech byl
pfi studiu recyklace transferinového receptoru béhem
zrani ¢ervenych krvinek pozorovan mnohem komplex-
néjsi vznik EV. Dvé vyzkumné skupiny prokazaly, Ze
malé vacky vznikaji vchlipovanim membrany dovniti
nitrobuné¢nych endozomd, coz vede ke vzniku multive-
zikularnich télisek, ktera pak mohou fuzovat s plazma-
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Obr. 1: Biogeneze exozomii. Invaginaci buné¢né membrany
vznika ¢asny endozom. Dal$im vchlipenim membrany endo-
zomu vznikaji v jeho nitru malé vacky. Endozom tak piechazi
v multivezikularni télisko. Obsah multivezikularniho téliska
muizZe splynout s lyzozomy (dojde k jeho degradaci) nebo
muze byt vyloucen ve formé exozomi ven z bunky.

tickou membranou a uvolfiovat vnitini malé vacky
do extracelularniho prostoru (Obr. 1)%7. Tyto vacky
vznikajici z endozom( byly nazvany exozomy®. DalSich
20 let se predpokladalo, ze EV slouZi pouze k odstra-
novani bunétného odpadu a nebyla jim prakticky
vénovana pozornost. Pfevratny objev nastal v letech
2006 — 2007, kdy byla v EV zjisténa pfitomnost RNA
a moznost pfenosu funkéni RNA pomoci EV do reci-
pientnich bunék a ovlivnéni jejich genové exprese®™.
Tento objev zpisobil obrovsky zajem o EV jako zpro-
stfedkovatele pfenosu informace mezi burikami'.

Typy extracelularnich vackii

V soucasnosti jsou rozliSovany tfi hlavni podtypy EV,
lisici se mechanismem vzniku, a to apoptoticka téliska,
mikrovezikly a exozomy™. Apoptoticka téliska vznikaji
pfi rozpadu bunék programovanou bunécnou smrti,
dosahuiji velikosti 50 — 5000 nm a obsahuji fragmen-
ty bunék vcetné DNA a organel (napi. mitochondri).
Mikrovezikly (nazyvané téz ektozomy) vznikaji pu¢enim
buné¢né membrany do vnéjsiho prostoru a dosahuiji
velikosti 100 — 1000 nm. Oproti tomu exozomy vzni-
kaji vyse popsanym mechanismem uvolnéni vnitinich
vackd multivezikuldrnich télisek do extracelular-
niho prostoru, predstavuji nejmensi kategorii EV
(30 - 150 nm) a jsou pozorovatelné jen v elektrono-
vém mikroskopu'>-'4. Diky specifickému mechanismu
vzniku a caste¢né cilenému zabudovani urcitych bio-
molekul (nukleové kyseliny, proteiny) béhem biogene-
ze, stoji exozomy v centru zajmu soucasného vyzkumu
jako zprostiedkovatelé mezibunééné komunikace di
nositelé biomarker( lidskych nemoci. Exozomy zérover
patfi mezi nejvice studované a nejlépe zdokumento-
vané EV.

Charakteristika exozomii

| kdyZ nejsou znamé zadné specifické markery exo-
zom, tyto vacky jsou odlisitelné od ostatnich typu
EV kromé své velikosti a mechanismu vzniku také
na zakladé fyzikélnich vlastnosti a proteinového slo-
Zeni. Exozomy sedimentuji pfi pretizeni 100000 g a pfi
ultracentrifugaci v sachar6zovém gradientu se vyskytuji
ve frakcich o hustoté 1,13 — 1,19 g/ml"™. V transmisnim
elektronovém mikroskopu se jevi jako membranou
obalené ¢astice o velikosti 30 — 150 nm (Obr. 2).

Lipidovda membréna exozom( je obohacena o cho-
lesterol, sfingomyelin a ceramid a obsahuje detergent-
-rezistentni domény (lipidové rafty)™ '. Uvniti exozomy
obsahuji RNA (v nékterych pfipadech i DNA), proteiny
a nékteré malé molekuly. Z molekul RNA byla v exo-
zomech pozorovana pfitomnost mRNA (jako funkéni
molekuly schopné translace ¢i jako fragmenty mRNA),
dlouhé nekddujici RNA, mikro RNA a v nékterych stu-
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diich i ribosomalni RNA. RNA je pravdépodobné do
exozomU zabudovéana cilené, protoZe obsah jednotli-
vych RNA se li$i mezi exozomy a zdrojovymi burikami.
Piesny mechanismus tfidéni RNA do exozomu vsak
neni znamy'.

Obr. 2: Exozomy v elektronovém mikroskopu. Exozomy
po fixaci a kontrastovani octanem uranylu, pozorované
v transmisnim elektronovém mikroskopu. Méfitko pfedsta-
vuje 100 nm, zvétseni 200 000X.

Co se tyka proteinového slozeni, diky svému endo-
zomalnimu plvodu jsou exozomy obohaceny o pro-
teiny endozom, plazmatické membrany a cytoplaz-
my a zéroven obsahuji velmi malo protein( jinych ni-
trobunécnych organel (jadro, mitochondrie, Golgiho
aparat)®. Proteiny casto se vyskytujici v exozomech
bez ohledu na jejich bunéény plvod se vyuzivaji jako
markery pro detekci téchto vackd a zahrnuji napf.
tetraspaniny (CD9, CD63, CD81), cytoplazmatické pro-
teiny (napf. proteiny teplotniho Soku Hsp 60, Hsp 70
a Hsp 90), proteiny souvisejici s biogenezi exozomu
(Alix, TSG101) a vezikularnim transportem (RAB protei-
ny, anexiny)''%718_V zavislosti na zdrojové burce exo-
zomy dale obsahuji nékteré povrchové adhezivni mo-
lekuly (napf. integriny, adhezivni molekuly epitelovych
bunék EpCAM, adhezivni molekuly nervovych bunék
N-CAM a L1-CAM), antigen prezentujici molekuly hlav-
niho histokompatibilniho komplexu (MHC), enzymy,
signalni proteiny a jiné™. Exozomy pochézejici z nadord
obsahuji nadorové antigeny a nékteré imunosupresivni
proteiny, jako napf. FasL, TRAIL, nebo TGF-B'®. U neu-
rodegenerativnich nemoci mohou exozomy obsahovat
chybné poskladané proteiny a podilet na jejich Sifeni
mezi burikami?.

Biomedicinsky vyznam exozomil

Vyznam exozomii v diagnostice

Specifické slozeni exozomid (RNA, proteiny, lipidy)
muze odrazet buné¢ny pavod i fyziologicky stav zdro-
jové bunky. Exozomy v télnich tekutindch mohou nést
markery riznych nemoci a to i biomolekuly, které jsou
jinak obtizné detekovatelné a které diky obaleni lipi-
dovou membranou mdzou byt v exozomech chranéné

proti degradaci?'. Molekuly nachazejici se v exozomech
mohou byt vyuzity pro diagnostické nebo prognostické
Gcely, napf. skriningové testy, diagnostiku k potvrzeni
onemocnéni ¢i pro sledovani pribéhu lécby.

Nadorové buiiky produkuji az 10x vice exozom0 nez
normalni buriky a v krvi pacientd s nadorovymi one-
mocnénimi je casto pozorovan vyssi absolutni pocet
exozom{ nez u zdravych osob???%. Nejen celkovy pocet
exozomd, ale zejména pfitomnost specifickych biomo-
lekul midze poukazovat na urcita onemocnéni.

Exozomy muzou nést nékteré proteinové ¢i miRNA
nadorové markery. Molekuly CD151, CD171 a tetraspa-
nin 8 v exozomech plazmy byly navrzeny jako biomar-
kery rakoviny plic. Exozomy nesouci tetraspanin 8 jsou
spojovany takeé s rlistem a invazivitou rakoviny zZaludku.
Glypican-1 v krevnich exozomech mtze byt diagnos-
tickym voditkem ¢asnych stadii nadorQ slinivky bfisni.
Obohaceni exozomi o rodinu miRNA let-7 mize na-
znacovat metastazovani rakoviny zaludku?*?*. Profilo-
vani miRNA v exozomech jako potencialnich biomarke-
rt nddorovych onemocnéni je pfedmétem intenzivniho
vyzkumu.

U neurodegenerativnich nemoci bylo zjisténo, ze
obsah Tau proteinu fosforylovaného na serinu 396,
treoninu 181 a hladina amyloidu beta AB1-42 v krev-
nich exozomech neurélniho ptivodu koreluje s progresi
Alzheimerovy nemoci a umoziiuje pfedpovédét nastup
nemoci az 10 let pied propuknutim klinickych pfizna-
kd?. Podobné u Parkinsonovy nemoci vyssi hladiny
o-synukleinu v krevnich exozomech odvozenych od
nervovych bunék odlisuji pacienty od zdravych osob?.

U srde¢né-cévnich chorob exozomy plsobi jako
zprostiedkovatelé mezibunééné komunikace mezi
kardiomyocyty, fibroblasty, buiikami hladké svaloviny
a endotelovymi burikami a Gcastni se regulace regene-
race srdce, piestavby sini a angiogeneze. Jako biomar-
kery srde¢né cévnich nemoci detekovatelné v krevnich
exozomech lze zminit zvySeny obsah miR-1 a miR-
-133a u pacientl s hypertrofii srdce a zvyseni hladiny
miR-208 b, specifické pro srdecni svalovinu, v krevnich
exozomech u infarktu myokardu?’. Exozomy jsou inten-
zivné studovany i u mnoha dalSich onemocnéni.

VyuZiti exozomii v terapiich

Terapeuticky potencial ma samotna modulace pro-
dukce a uvoliiovani exozomd, i kdyz je tato alternati-
va zatim jen ve stadiu vyzkumu. SniZeni produkce EV
muize zmirnit prGbéh onemocnéni u pacientll s nado-
ry?®, napf. branit ristu a metastazovani nadoru prsu
po blokaci uvolhovani exozomi inhibici RAB27a
GTPaz?. Naopak stimulace tvorby EV z aktivovanych
dendritickych bunék muze vést ke zvysené prezentaci
nadorovych antigeni v komplexu s MHC a indukovat
reakci cytotoxickych T-lymfocytd'™ 2.

Velky potencial maji EV v regenerativni mediciné.
Za timto ucelem jsou zkoumany zejména EV uvoliio-
vané mezenchymovymi kmenovymi burikami. Exozomy
produkované témito burikami byly testovany u mode-
IG rdznych onemocnéni, napi. nemoci dychacich cest,
srde¢né-cévnich, neurologickych, svalovych, jaternich,
koznich, ale i onemocnéni traviciho systému a ledvin.
Exozomy mezenchymovych kmenovych bunék modu-
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luji expresi zanétlivych cytokind, tlumi nadmérny zanét
a napomahaji regeneraci tkani a prestavbé extracelu-
larni matrix. Podobné ucinky maji exozomy sekretované
i z dalSich kmenovych bunék, jako napf. indukovanych
pluripotentnich kmenovych bunék ¢ embryonalnich
kmenovych bunék?.

Extracelularni vacky samotné ¢i rlizné upravené lze
poutzit i k transportu riznych molekul, které jsou jinak
tézko prenositelné do cilovych bunék®. V minulosti
byly pro zapouzdieni a dopravu lé¢iv ¢i gend vyvinuty
i jiné technologie, jako napf. lipozomy ¢i nanocastice,
ale tyto doprovazely problémy jako akumulace v jat-
rech a sleziné misto v cilovém orgénu a nizsi absorp-
ce bunikami. Exozomy jako télu pfirozené nanocastice
jsou vhodné pro transport rozpustnych molekul, jsou
méné imunogenni a méné toxické nez jiné transport-
ni systémy, diky své velikosti unikaji fagocytujicim mo-
nonuklearnim burikam, snadno prostupuji cévni sté-
nou a chrani sviij obsah pited degradaci®**'. Exozomy
jsou navic malé a mohou pasivné difundovat tkanémi
(napf. nadorovym stromatem) ¢i prekonat hematoen-
cefalickou bariéru'*°. Diky jedine¢nym membrano-
vym proteindim a lipidm umoznuji exozomy transport
molekul do specifickych cilovych bunék disponujicich
patficnymi receptory®2. Takto byl do exozomi vloZen
napf. kurkumin, ktery vykazuje protizanétlivou a pro-
tinddorovou aktivitu®. V jiné studii byl v upravenych
exozomech podan kurkumin nebo aktivator transkrip-
ce STAT3 a aplikovan intranasalné s cilem snizit aktivitu
mikroglii u mysiho modelu encefalitidy**. Byl zkouman
i transport protinadorovych latek doxorubicinu® a pak-
litaxelu**-3® pomoci exozom.

Exozomy je mozné vyuzit i k pfenosu RNA, jako
napi. siRNA, miRNA a shRNA, za Gcelem modifikace
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Souhrn

Vanek P., Kupcova Skalnikova H.: Extracelularni vacky a jejich biomedicinsky potencial

Extracelularni vacky (EV) jsou ¢astice obalené dvojvrstvou lipidovou membranou uvoliiované z bunék do okolniho prostiedi. Mezi hlavni
typy EV patii apoptoticka téliska, mikrovezikly a exozomy. Exozomy jsou z EV nejlépe prozkoumané. Do exozom jsou cilené zabudovany
proteiny a RNA zdrojovych bunék. Diky pfitomnosti v télnich tekutindch mohou byt exozomy a zejména proteiny a RNA nesené témito
vacky vyuZity ke sledovani vzdalenych ¢i nedostupnych bunék. Kromé tohoto potencialu v diagnostice mohou byt exozomy vyuZity i v [é¢-
bé napf. k podpoie hojeni, modulaci zanétu ¢i k dopravé lécivych piipravkd do cilovych mist v organismu. Z téchto ddvodil se exozomy
t&3i intenzivnimi zajmu v biomedicinském vyzkumu.

Klicova slova: Extracelularni va¢ky, exozomy, diagnostika, é¢ba, biomedicina

Summa

Vanek P.,rlyupcové Skalnikova H.: Extracellular vesicles and their biomedical potential Extracellular vesicles (EVs) are lipid bilayer
membrane enveloped particles released by cells to extracellular space. Major EV types are represented by apoptotic bodies, micro-
vesicles and exosomes. Exosomes are the best characterized EVs. Certain proteins and RNAs may be directly incorporated into exosomes
during their biogenesis. Due to their availability in body fluids, exosomes may be used to monitor distant or inaccessible organs. Beside
this diagnostic potential, exosomes can be used in therapeutic applications to support healing, modulate inflammation or as carriers of

therapeutic agents to target sites in an organism. From these reasons, exosomes are in center of current biomedical research.
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GENOVI-'\"'I'ERAI"IA HUNTINGTONOVEJ CHOROBY (‘I'-ICH)
USKUTOCNENA NA TgHD MINIPRASATACH V LIBECHOVE
S HOLANDSKOU FIRMOU UniQure -

PREDKLINICKE STUDIE
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Uvod

Huntingtonova choroba (HCH) patri k nevyliecitel-
nym ochoreniam s fatdlnym koncom. Zaradujeme ju
k monogénnym neurodegenerativnym ochoreniam.
Podla poc¢tu opakovani CAG repeticii v géne koduju-
com huntingtin, nastup ochorenia méze byt v dets-
kom veku (5 %), strednom veku - najcastejSie (90 %)
a vyssom veku (5%)'. Zaciatok choroby sa prejavi
zmenami v spravani, ku ktorym sa pridruzia problémy
s koordinaciou a pohybom. Neskdr dochadza k psy-
chickym zmenam. Ochorenie kon¢i smrtou. V dnesnej
dobe zatial nie je vyvinuta ucinna liecba. Doktori mo-
mentalne len priznaky farmakologicky utimuju, ale ne-
lieci sa pri¢ina choroby.

Na vyvinutie spravnej liecby pre [udi trpiacich HCH je
potrebné porozumiet nielen prejavom choroby, ale aj
mechanizmom, ktoré tito chorobu spésobili. Aby sme
tieto mechanizmy mohli Studovat, je potrebné vytvorit

zvieracie modely, ktoré budu mat fenotyp odpovedajuci
HCH. Na nasom Ustave v Libéchove sme v roku 2009
vytvorili model transgénneho miniprasata nesticeho
N — terminalnu cast ludského mutovaného hunting-
tinu (mHTT). Tento transgénny mode (TgHD) nesie ¢ast
sekvencie kédujicu ludsky mutovany huntingtin a bol
vytvoreny mikroinjekciou lentivirusového vektoru, ktory
obsahoval prométorovu sekvenciu pre fudsky hunting-
tin a N-terminélnu skvenciu (548 AMK) s 145CAG/CAA
repeticiami do embryi miniprasiat v Stadiu prvojadier.
Insert je lokalizovany na chromozéme 1. V juli (5. 7.)
2009 sa narodila prasni¢ka Adélka, nestica mHTT, ktora
sa nasledne stala zakladatelkou linie transgénnych mi-
niprasiat. Exprimuje N-terminalny fragment mutované-
ho huntingtinu so 124 CAG/CAA repeticiami?. Dostatok
potomkov a velka pribuznost fyziolégie a morfolégie
medzi prasatom (Sus scrofa) a ¢lovekom (Homo sa-
piens) nam dava dostatok moznosti nielen na studova-
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