nefunkéni fibr6zou, kolagenni jizvou nebo
granulomem (ohrani¢enim $kodliviny ob-
rovskymi makrofagy a lymfocyty).
Optimalni ukonéeni zanétu by zname-
nalo navrat k normalu — restitutio ad inte-
grum. Toho ov8em, vzhledem ke sloZitosti
celého procesu a pfipadnému chybéni ¢&i
mutaci urc¢itych obrannych slozek u nékte-
rych jedinct, nenf ¢asto mozné dosdhnout.
Patogeny se neustale vyvijeji a méni své
strategie, a to mnohem rychleji, nez se jim
staci ptizptisobovat sloZity imunitni systém
pomalu se reprodukujiciho hostitele. Mikro-
organismy vyuzivaji mimikry z molekul
hostitele, potla¢uji imunitnf odpovéd, sti-
muluji tvorbu protizdnétovych cytokind,
inhibuji tvorbu prozanétovych faktort
nebo $if v systému obrany hostitele dez-
informaci. Rychlou horizontalni vyménou
genu (napt. pro rezistenci k antibiotiktim)
dopliiuji patogenni bakterie sviij genom
vyuzivajice jeho plasticity a své rychlé re-
produkce. Imunitni systém mutZe naproti
tomu svymi stereotypnimi odpovédmi zpi-

sobit velké skody vlastnimu organismu.
Osudné chyby v regulaci vedou u akutni-
ho zénétu k chronicité, v hor§im p¥ipadé
k cytokinové boufi (cytokine storm).

Cytokinova boure

Jde o patologicky rozvrat v regulaci mecha-
nismu zanétu. Nasledkem nekontrolované
pozitivni zpétné vazby nastane nadmeérné
zvy$eni systémové koncentrace interleu-
kint 1, 6, 10, faktoru TNF alfa a desitek
dalsich mediatort zénétu, coz vede k po-
klesu krevniho tlaku, poruchdm srazlivosti
a multiorgdnovému selhéni.

Syndrom cytokinové boufe byva spo-
jovdn s pandemii ,§panélské” chiipky
v1. 1918 (diikazy byly nalezeny v lidskych
tkanich uchovanych v permafrostu), s epi-
demif ptaci chiipky H5N1, krvacivymi ho-
reckami zptsobenymi filoviry ¢i hantavi-
ry nebo respira¢nim syndromem SARS
a MERS. Mtize se vyskytnout u gramne-
gativni bakterialni sepse, ale také u nékte-
rych neinfekénich akutnich zanétt.

Helena Kupcova Skalnikova, Hana Kovatrova

Extracelularni vacky
II. Exozomy a jejich vyznam
u patofyziologickych stavu clovéka

Extracelularni vacky jsou ttvary mensi nez jeden mikrometr obalené lipidovou
membranou, uvoltiované z bunék do vnéjsiho prostoru. Zprostiedkovavaji pienos
latek mezi buiikami a tiastni se tim mezibunétné komunikace. Radi se k nim
zejména apoptoticka téliska, mikrovezikuly a exozomy, které se navzajem lisi veli-
kosti a zptisobem vzniku. BliZe je o jednotlivych typech vacki a jejich funkcich
u bakterii, prvokd, rostlin a Zivo¢ichi pojednano v predchozim dilu (Ziva 2016,
6: 274-277). Druhy dil zaméfime na exozomy, které jsou nejlépe prozkoumané
a unichz se ocekava praktické vyuziti v diagnostice a 1écbé patofyziologickych
stavu clovéka. Nazvoslovi vacki pouzivané riiznymi autory se ponékud lisi. V na-
Sem clanku pouzivame pojem exozom, pokud je jasné, Ze jde o tento typ vacku,
v ostatnich pfipadech zlistaneme u obecného oznaceni extracelularni vacek.

Exozomy jsou velmi malé vacky o primé-
ru 30—100 nm pozorovatelné pouze v elek-
tronovém mikroskopu (obr. 1). Vznikaji
vylitim vnitfnich va¢ka multivezikular-
nich télisek (MVB) ven z buriky (o vzniku
exozom bliZe v pfedchozim dilu). Do exo-
zomi je béhem jejich tvorby zabudovana
¢ast proteintd a nukleovych kyselin ptivod-
ni butiky. Mohou se tak stat zdrojem mole-
kul (tzv. biomarkeri), jejichz p¥itomnost
¢i mnozstvi jsou ovlivnény urcitym pato-
logickym procesem. Pfedpoklada se, Ze
exozomy piitomné v télnich tekutinach
¢lovéka (napf. v krvi nebo moci) bude moz-
né vyuzit v diagnostice chorobnych sta-
vi. Z téchto dtivodu jsou moZnosti izola-
ce exozomu z riznych télesnych tekutin
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a slozeni téchto vackd pfedmétem inten-
zivniho vyzkumu.

Izolace exozomu

Tento typ vacku se nejcastéji ziskava z tél-
nich tekutin (z krevni plazmy, mo¢i, mozko-
misnfho moku, slin) nebo z zivnych médii
po kultivaci bunék in vitro v bun&énych
a tkanovych kulturach. Z tekutin je 1ze izo-
lovat pomoci t¥1 zakladnich technik — ultra-
centrifugaci, protildtkami na magnetickych
kulickach a gelovou filtra¢ni chromato-
grafii (anglicky size-exclusion chromato-
graphy). Uvedenym technikdm muZe jesté
predchazet filtrace vzorku pies filtr s veli-
kost{ périi 0,45 nebo 0,22 um k odstranéni
vétsich ¢astic. PHi izolaci exozomid musime
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Cytokinova boufe se objevila nestastnou
nadhodou i u 6 dobrovolnikt p¥i prvnim
testovani nového léku proti leukemii na
lidech 13. bfezna 2006 v londynské ne-
mocnici Northwick Hospital. P¥i¢inou byla
aplikace TGN1412, protilatky proti aktivac-
ni molekule CD28 na membrané T lymfo-
cytl. Sérova koncentrace TNF alfa stoup-
la uz za ¢ty¥i hodiny az 1 560krat, piestoze
muzi dostali davku léku 500krat mensi nez
pokusné zvitata, jeZ neméla negativni re-
akci. Jiz za 90 minut po podan{ anti-CD28
nastal prudky pokles krevniho tlaku a po
12 hodinach se objevilo poskozeni plic,
selhavani ledvin a diseminovan4 intra-
vaskularni koagulace — tvorba srazenin
v cévach dilezitych organt. Jen zazrakem
v§ichni ptezili na jednotkéach intenzivni
péce. Maly némecky vyrobce TGN1412
spoletnost TeGenero poté zkrachovala.
Tento dramaticky pfibéh je mementem, Ze
v pochopeni zanétu jsme dosud na pocatku
obtiZzné a dlouhé cesty.

brat v ivahu, Ze biologické tekutiny a kul-
tiva¢ni média obsahuji i dalsi typy vacka
(mensi mikrovezikuly a apoptoticka télis-
ka) artizné ¢astice (viry, agregaty proteint,
lipoproteiny), které maji podobnou velikost
a mohou pfedstavovat obtizné odstranitel-
né kontaminace vzorki exozomi. Proto je
nezbytné zvolit vhodnou techniku nebo
kombinaci technik a dtikladné ovétit nejen
mnozstvi, ale také kvalitu a ¢istotu izolova-
nych exozom. To plati zvl4sté pro nésled-
né studium jejich slozeni molekuldrng-
biologickymi a proteomickymi metodami
nebo pro funkéni studie jejich vlivu na
cilové buiky.

K izolaci exozomi se nejcastéji pouziva
diferencidlni nebo gradientova ultracentri-
fugace. Diferencidlni centrifugace v néko-
lika krocich s nartstajicim pfetiZenim (g)
odstrani buniky a dalsi nezddouci slozky
(obr. 3). V zadvéreéném kroku s pfetiZzenim
100 tisic az 200 tisic g se exozomy usadi na
dné zkumavky. Pro ziskani ¢istych izolatt
je vhodna ultracentrifugace v gradientu —
k jeho tvorbé slouzi roztoky sacharézy
nebo iodixanolu o rizné koncentraci, a tim
i hustoté, které se navrstvi do ultracentrifu-
gacnich zkumavek. Vzorek obsahujici exo-
zomy nanasime bud na povrch gradientu,
nebo na dno zkumavky. Po mnohahodino-
vé ultracentrifugaci se vacky a jiné ¢astice
v gradientu rozdéli podle své vznasivé
hustoty. Exozomy se izoluji z frakci o hus-
toté 1,13-1,19 g/ml.

Jina technika vyuzivd magnetické mi-
krokuli¢ky potazené protildtkou rozpo-
znavajici urc¢ité povrchové proteiny exozo-
mu. Touto metodou jsou vychytany vacky
a Gastice bez ohledu na svou velikost. Mi-
krokuli¢ky se smichaji se vzorkem télni
tekutiny nebo kultiva¢niho média obsa-
hujiciho exozomy. Poté se pomoci magne-
tu vychytaji kulicky s navazanymi exozo-
my. K jejich izolaci se pouzivaji protilatky
proti molekuldm pfitomnym na vét§iné
exozomu — jako CD63 (bilkovina ukotvena
v membrané exozom i bunék; podle mezi-
nérodni dohody se povrchové bilkoviny
bunék oznacuji jako CD — Cluster of Dif-
ferentiation, a pofadovym ¢islem), nebo
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1 Exozomy produkované buiikami
néadoru prsu béhem kultivace in vitro.

V transmisnim elektronovém mikrosko-
pu maji typicky miskovity tvar (viz Sipky
a vloZené vytezy). Zvétseni 100 000x.
Foto H. Kupcova Skalnikova

2 Slozeni exozomt. Tyto vacky jsou
obaleny membrénou z dvouvrstvy lipidd,
¢astecné usporadanych do lipidovych
rafti (bliZze v textu). Soucdst membrény
tvofi proteiny ticastnici se tvorby a trans-
portu vacki a také proteiny zprostfedko-
vavajici vazbu na cilové buiiky (adhezni
molekuly). V membréné nékterych exo-
zomu jsou zakotveny proteiny hlavniho
histokompatibilniho komplexu I a II
(MHC I a MHC II) vazajici antigeny

a umoznujici jejich rozeznani imunitnimi
burikami. Uvnitf exozom obsahuje zejmé-
na cytoplazmatické proteiny a RNA.
ESCRT piedstavuje hlavni proteinovy
komplex, ktery smétuje proteiny k zabu-
dovani do multivezikularnich télisek,

a tim i do budoucich exozomii.

3 Izolace exozomu diferencialni centri-
fugaci vyuzivéa nékolik centrifuga¢nich
krokt pfi rizném pietiZeni (g), tim se

ze vzorku postupné odstrani rizné
kontaminujici slozky. V zavére¢ném
ultracentrifuga¢nim kroku se exozomy
usadi na dné zkumavky. Spolu s nimi
mohou ztstat i nékteré nezadouci
C¢astice o blizké velikosti a hustoté.

1ze izolovat vacky pochézejici jen z urci-
té tkané na zakladé povrchovych molekul
typickych pro danou tkan. Diky vysoké
specificité protilatek se ze vzorku odstra-
ni vétsina kontaminujicich slozek, které se
na danou protilatku nenavazou. Zaroveri je
ale nutné zvazit néktera negativa. Pfes in-
tenzivni vyzkum zatim nenf zndm univer-
zalni povrchovy znak umoziiujici snadnou
imunoafinitni izolaci viech exozom?i. Cas-
to se pouziva transmembranovy protein
CD63, ktery ale nemusi byt na povrchu exo-
zomu vzdy pfitomen a ¢ast vacka se tak
béhem izolace ztrati. Navic je problema-
tické exozomy z kuli¢ek uvolnit, coz mtze
komplikovat nékteré nasledné analyzy.
Pfes v8echna tato tiskali dosahuji exozomy

s

po imunoafinitni izolaci nejvyssi &istoty.
Ziva 1/2017
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Treti nejcastéjsi techniku izolace vacka
predstavuje gelova filtrace, umoziiujici roz-
déleni ¢astic podle velikosti, navic je velmi
snadné a nevyzaduje specidlni vybaveni.
Zpravidla se pouzivaji komer¢né dostup-
né kolony nebo sloupec sefarézy naplnény
do injekénich st¥fkacek (10 ml). Po nane-
seni vzorku se jima obvykle 10-20 frakci.
Exozomy prochazeji kolonou rychleji a lze
je jimat v prvnich frakcich, bilkoviny na-
opak vytékaji se zpozdénim. P¥esné urce-
ni frakci obsahujicich exozomy je mozné
pomoci imunoblotu, kdy se pomoci proti-
latek zjistuje p¥itomnost zndmych exozo-
malnich proteinti ve frakcich. Vzorek se pii
pruchodu gelovou filtra¢ni kolonou natfedi,
a proto je tfeba nadbyte¢nou tekutinu od-
stranit ultrafiltraci nebo ultracentrifugaci.

Protoze izolace exozom ultracentrifuga-
ci klade vysoké néroky na ¢as, p¥istrojové
vybaveni a vyZaduje vétsi mnozstvi vstup-
nfho materidlu, byly vyvinuty komer¢ni
sady, i kdyZ ¢asto na tkor ¢istoty izolatd.
Jejich uplatnéni se pfedpokladd mimo jiné
pro rychlou a standardizovanou izolaci
exozomu v diagnostice.

Po izolaci by méla nésledovat charakte-
rizace k urceni ¢istoty vzorku. Velikost
a strukturu nanocéstic lze posoudit v elek-
tronovém mikroskopu. Kromé toho se da
velikost a pocet nanoc¢astic odhadnout po-
moci optickych technik (napt. na zakladé
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rozptylu svétla pfi Brownové pohybu ¢as-
tic) a elektrickych technik (napf. méfenim
zmeény potencialu pii prichodu ¢astice ma-
lym otvorem nebo méfenim elektrickych sil
mezi ¢asticemi v roztoku — tzv. zeta poten-
cial). Imunoblot napovi o pfitomnosti exo-
zomélnich proteinti ve vzorku, ale miize
i vyloucit nékteré kontaminace (napt. pro-
teiny bunééného jadra nebo mitochondrii),
a tim potvrdit dspésnou izolaci exozomu.
Pouziti pratokové cytometrie se u exozomiu
s velikosti okolo 100 nm omezuje na detek-
ci fluorescenc¢né obarvenych ¢astic ¢i exo-
zomu navizanych na vétsi nosi¢ (kulicky).

Slozeni exozomi

Znalost sloZeni téchto vacku je nezbytnym
pfedpokladem pro jejich uplatnéni v dia-
gnostice a 1é¢bé. Zkouma4 se prostfednic-
tvim molekulérnébiologickych, proteomic-
kych a lipidomickych metod. Exozomy
jsou obaleny membranou tvofenou dvou-
vrstvou fosfolipidti a uvnitf nesou néklad
zejména ve formé proteinti a nukleovych
kyselin (obr. 2).

e Povrchovd membrana

Membrana exozomu obsahuje v porovna-
ni se zdrojovymi butikami pomérné velké
mnozstvi cholesterolu, sfingomyelinu a ce-
ramidd, ¢aste¢né uspofadanych do lipido-
vych rafta (rafty jsou organizované oblasti
v membrané sdruzujici urcité molekuly po-
hromadé a napt. usnadriujici pfenos infor-
maci pfes membranu). Sfingomyelin a cho-
lesterol zajistuji vysokou pevnost a stabilitu
lipidové dvojvrstvy. Receptory a ligandy
(vazebnd mista) vystavené na povrchu exo-
zomu zodpovidaji za distribuci exozomut
v organismu, vazbu na povrchy bunék nebo
na extracelularni matrix. Nasledné mohou
exozomy spoustét signalni drahy cilovych
bunék — navdzanim na jejich receptory, ¢i
vstupem do buiiky. Vstup exozomu probiha
nejcastéji fagocytdzou a ke splynuti mem-
bran exozomu a recipientni buriky dochézi
snéze pti kyselém pH (kolem pH 5, které se
vyskytuje napf. uvnitf nddort). Diky tomu
1ze vyuzit exozomy k pfenosu DNA a RNA
do buneék (transfekci bunék) nebo p¥enosu
lécivych prostfedku k cilovym buitkdm
organismu, zejména nddorovym.
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e Proteiny

Exozomy pochazeji z vnitinich vackti MVB,
vznikajicich vchlipenim cytoplazmy do
lumen endozomi. Proto v exozomech na-
chazime cytoskeletalni proteiny a proteiny
teplotniho $oku (heat-shock proteins, HSP —
jsou-li vacky plné HSP, mohou byt nebez-
pec¢nymi strukturami schopnymi vyvolat
v piijemcich z4nét), které jsou v cytoplazmé
bunék p¥itomné v obrovském poctu kopii.
Zaroven ale exozomy vétsinou neobsahuji
proteiny z buné¢ného jadra, endoplazma-
tického retikula nebo mitochondrii, ¢imz
se odliduji od jiného typu extracelularnich
vackt — apoptotickych télisek.

Zato jsou exozomy oproti cytoplazmé
ptavodnich bunék obohaceny o urcité typy
proteint, a to diky selektivnimu transpor-
tu transmembranovych i rozpustnych cyto-
plazmatickych proteint do vnitinich vacka
MVB. Cést proteint vnitfnich vacka MVB
pravdépodobné pochazi i z trans-Golgiho
aparatu, pfipadné z jinych membranovych
Gtvart uvniti buiiky. Proteiny cilené zabu-
dovavané do exozomt pak shodné naléza-
me u vackd razného ptivodu. Mezi typické
pati{ proteiny icastnici se transportu vackt
a tvorby MVB (napf. klatrin, Alix, TSG101,
nékteré RAB proteiny), proteiny bunécné
adheze (integriny, molekuly mezibunééné
adheze ICAM) nebo tetraspaniny (integral-
ni membrénové proteiny se ¢tyfmi trans-
membranovymi doménami — napt. CD9,
CD63, CD81; obr. 2). I kdyz je proteinové
sloZeni exozomt pochazejicich z riznych
bunék do ur¢ité miry podobné, bohuzel neni
zndm univerzalni marker, ktery by byl pfito-
men na vSech typech exozomu a umozilo-
val jejich snadnou izolaci a charakterizaci.

o Nukleové kyseliny
Exozomy obsahuji dlouhé i kratké mole-
kuly RNA, hlavné ve formé mediatorové
(mRNA) a mikroRNA (miRNA). Experimen-
talné bylo prokézano, ze mRNA jsou funk-
¢ni a po pfenosu vétsiho mnozstvi exozo-
malni mRNA do bunék jsou pfepisovany do
proteinti. Podobné exozomélni miRNA po
prenosu do bunék dokézou tlumit expresi
cilovych genti. Exozomy by se tak daly vy-
uzit k pfenosu miRNA do bunék pro 1é¢bu
mnoha patologickych stavi. Z dalsich typt
RNA byly v exozomech pozorovény virové
RNA, fragmenty transferové RNA (tRNA),
malé jaderné RNA, malé jadérkové RNA
a dlouhé nekdédujici RNA. Zastoupeni RNA
¢astecné odpovida typu zdrojovych bunék.
V nékterych studiich se v exozomech na-
chézi 1 DNA, vétsinou ve formé dvoutetéz-
covych fragment genomové DNA. Proces
zatlenéni DNA do exozomi zatim nezna-
me a neni ani zcela vylouceno, Ze by DNA
mohla pochézet z jinych vacka nebo apo-
ptotickych télisek izolovanych spole¢né
s exozomy. Ve vaccich produkovanych na-
dorovymi burikami bylo moZné pozorovat
pfitomnost DNA ptivodnich bunék, veetné
mutovanych a amplifikovanych onkogent.
Exozomalni DNA by se zfejmé dala vyuzit
ke sledovani ptivodniho néddoru a typu mu-
taci, které se vyskytuji v DNA jeho bunék.

Prakticky vyznam exozomu

u patologickych stavii ¢lovéka

Za fyziologickych podminek se exozomy
podileji pfedevsim na mezibunééné sig-
nalizaci, imunitnich reakcich, sréZeni krve,
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— stimuluji obnovu axon( pfi poranéni
oligodendrocyt

Extracelularni vaéky neuront:

— z téla a dendritt postsynaptického neuronu se
uvolniuji vacky s receptory pro neurotransmitery,
vychytanim pfenasecl signalu zabrariuji

nadmérné stimulaci neuronu E

mikroglie

Extracelularni vacky mikroglii:

— podileji se na pfenosu excitacnich
i inhibi¢nich signall na synapsich

— podileji se na Sifeni zanétu

— mikroglie fagocytézou odstrariuji vacky
produkované ostatnimi burikami centralniho
nervovéhosystétmu_ _ _ _ _ _ _ _ _ __ __

Oligodendrocyty produkuji vacky s neuroprotektivnim tuéinkem:
— podporuji pfezivani neuronll a chrani je proti stresu

— obsahuji miRNA, které reguluji translaci v okolnich burikach
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rozmnozovani a vyvoji embrya nebo kalci-
fikaci kosti. Udastni se komunikace mezi
burikami nervového systému (obr. 4) a mo-
hou slouzit i k odstratiovani nepotfebnych
molekul (bliZe viz prvni dil). U ¢lovéka ze-
jména souviseji s rozvojem neurodegenera-
tivnich chorob a nadorovych onemocnéni.

o Pienos prionovych a virovych infekci
V poslednich péti letech pFibyvaji infor-
mace o Ucasti exozomu pti Sifeni chybné
posklddanych proteinti a slozek virt mezi
burikami. Priony jsou infekéni bilkoviny
s pozménénou prostorovou strukturou
(chybné poskladané, misfolded proteins)
zodpovédné za vznik nékterych neurode-
generativnich onemocnéni, jako Creutz-
feldtovy-Jakobovy nemoci ¢lovéka a bo-
vinni spongiformni encefalopatie (nemoci
gilenych krav; Ziva 2002, 2: 50-52). P¥i prio-
nové infekci se chybné posklddané prio-
ny dostavaji i do extracelularnich vacka
vylucovanych z infikovanych bunék. Vacky
mohou vstupovat do okolnich zdravych
bunék a podilet se tak na $iFeni prionové
infekce. Ke vzniku proteinti s pozménénou
strukturou a jejich hromadéni v burikach
dochézi nejen u prionovych infekci, ale
i u jinych neurodegenerativnich onemoc-
néni, jako jsou Alzheimerova, Parkinsono-
va ¢i Huntingtonova choroba (Ziva 2014,
6: 262—265) nebo amyotroficka lateralni
skleréza. Také u nich byla pozorovéna
tvorba exozomu nesoucich chybné poskla-
dané proteiny (obr. 4). M4 se tedy za to, Ze
extracelularni vacky by se mohly podilet
na $ifeni chybné poskladanych proteinti
mezi buttkami i u dal$ich chorob.
Podobny zptisob pfenosu infekce exozo-
my se pfedpoklada také u nékterych viro-
vych infekci. Aby se virus mohl takto $ifit,
je nutné prekonat dva kroky. Nejprve se vi-
rové nukleové kyseliny a proteiny museji
dostat do vnitfnich vackt v MVB. P¥itom-
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4 Funkce extraceluldrnich vacka

v centrdlnim nervovém systému.
V3echny typy bunék CNS produkuji
extracelularni vacky, které jsou pak
prijimény okolnimi buiikami nebo
vstupuji do krve ¢i mozkomisniho moku.
Vacky mohou pienaset chybné posklada-
né proteiny do zdravych bunék a podilet
se na rozvoji neurodegenerativnich
onemocnéni. Kromé funkci uvedenych
na obr. se podileji na horizontdlnim
pfenosu medidtorové RNA (mRNA)

a mikroRNA (miRNA) mezi burikami.

5 Extracelularni vacky u nddorového
bujen{ se tcastni viech fazi vyvoje nado-
ru. P¥i jeho vzniku okoln{ zdravé buiiky
sekretuji vacky obsahujici miRNA, které
potlacuji rast nddoru. Nadorové buriky
mohou této inhibici ristu uniknout a dale
se mnozit. Vacky pochdazejici z nadoro-
vych bunék mohou také do okolnich
buneék §ifit poskozené geny podporujici
mnozeni bunék. Vacky nddorovych
bunék ptisobi na fibroblasty, které sekreci
cytokint podporuji dal$i mnozeni nado-
rovych bunék a zaroven odbourdvanim
okolni mezibunécéné hmoty vytvéieji
prostor pro rist nadoru. Pokud je okolni
prostfedi hypoxické, vacky nddorovych
bunék a fibroblastt podporuji déleni
bunék endotelu (cévni vystelky) a rist
novych cév. To umoziuje dalsi sifeni
nadoru a tvorbu metastaz.

Vsechny orig. H. Kupcova Skalnikova

nost virové RNA a proteint uvnitt vacka
MVB byla prokéazana u virt ¢eledi Flavivi-
ridae, konkrétné u viru hepatitidy C (HCV)
a viru horecky Dengue. V dal$im kroku exo-
zomy vstoupi do zdravé buiitky a uvolni
infekéni obsah do cytoplazmy. Tato schop-
nost byla pozorovdna mimo jiné opét u viru
HCV, kde exozomy vytvofené infikovany-
mi jaternimi burikami, obsahujici celou
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délku virové RNA a proteiny virové diené
(nukleoidu) a virovych obalti (kapsidy), po
vstupu do zdravych bunék vyvolaly infek-
ci, i kdyz se v nich nenachazel kompletni
sestaveny virus. Exozomy s HCV jsou odol-
né&jsi proti neutralizaci protilatkami, a pro-
to pfenos viru pomoci exozomu miiZe fun-
govat jako zptisob tiniku viru imunitnimu
systému hostitele.

e Exozomy a nddorova onemocnéni
Nadorové exozomy nesou signély, které
mohou pusobit na riznych drovnich — pod-
porovat riist nadoru, tvorbu novych cév
(angiogenezi), invazivitu nddoru, tnik imu-
nitnimu systému a rezistenci k protina-
dorovym lé¢ivim, ¢imz se ve vysledku
podileji na rtistu nddoru a tvorbé metastaz
(obr. 5). Zaroveni vacky mohou pfispivat
k vyssi srazlivosti krve u onkologicky ne-
mocnych osob.

Nador je tvofen nejen vlastnimi nadoro-
vymi burikami, ale i dal$imi podpdrnymi
butikami, napf. fibroblasty, imunitnimi
a endotelovymi burikami, které vytvareji
jakousi kostru novotvaru (nddorové stro-
ma). Nadorové fibroblasty pfedstavuji jed-
ny z nejcetnéjsich bunék v nddoru. Vlast-
ni rakovinné buriky i stromalni fibroblasty
jsou bohatym zdrojem exozomu. Nedosta-
tek kysliku uvnitf rychle rostoucich nado-
ri vede k tvorbé exozom, které ptisobi na
buriky endotelu (cévni vystelky) a podile-
ji se na angiogenezi. U riznych typt nado-
rd bylo potvrzeno, Ze nddorové exozomy
obsahuji kli¢ové faktory podporujici mi-
graci endotelovych bunék a tvorbu novych
cév, jako napf. vaskuldrni endotelidlni
rustovy faktor (VEGF) nebo urcité druhy
miRNA (napf. miR-296 a miR-214), které
také spoustéji angiogenezi.

Extracelularni vacky tvofené nddorem
mohou pusobit i na imunitni systém. P¥i-
jem téchto vackt imunitnimi burikami vede
¢asto k tiniku naddoru pfed imunitni odpo-
védinebo k potlaceni imunity. Nadorem se-
kretované vacky pisobi napf. na monocy-
ty — lakaji je do nadorové tkané, kde mohou
diferencovat v nddorové makrofagy a icast-
nit se angiogeneze, rastu a $ifeni nadoru.

U extraceluldrnich vacki tvofenych na-
dory se pfedpokldda i podil na horizontél-
nim pfenosu genti (pfipadné proteint) mezi
nadorovymi a zdravymi buiikami. Vacky tak
mohou pfenaset mutované geny zptsobu-
jici nadmérnou proliferaci (mnoZeni) do
dalsich bunék. Zajimavou dlohu zfejmé
hraji téZ v pfenosu rezistence k protinado-
rovym lé¢iviim, a to bud prostfednictvim
pfenosu gent ¢i proteint zpisobujicich
rezistenci, nebo odstrafiovanim toxického
léc¢iva z bunék a jeho zabudovanim do exo-
zomu. Studuji se také miRNA — jako moz-
né regulétory proliferace nadorovych bunék
a potenciélni diagnostické a prognostické
biomarkery. Vzhledem k usilovnému vy-
zkumu exozomu vytvafenych naddory oceka-
vame v nésledujicich letech rychly néarust
novych poznatki.

Exozomy v diagnostice

Exozomy a jejich slozeni odrazi stav bunék,
z nichz vacky pochézeji. Proto se zkoumaji
moznosti jejich vyuzit{ jako diagnostického
prostiedku ke zjisténi ¢asnych patologic-
kych zmén v organismu, napf. vyse zminé-
ného nadorového bujeni nebo neurodege-
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nerativnich chorob. Diky tomu, Ze jsou exo-
zomy vylucovéany do télnich tekutin, jsou
lehce p¥istupné a umoziiuji ,,na délku* sle-
dovat procesy v jinak tézko dosazitelnych
organech. Protoze ale krev proudi celym
organismem a unési vacky rozli¢ného ptvo-
du, miiZe byt vhodné vacky pozadovaného
typu nejprve selektivné izolovat. K tomu
se vyuzivaji specifické povrchové protei-
ny pfitomné na exozomech pochazejicich
z urcitych typt bunék. Napf. pro sledova-
ni exozomu sekretovanych butikami kolo-
rektalnitho karcinomu muZe byt vyhodné
izolovat tyto vacky z krevni plazmy po-
moci magnetickych kuli¢ek s navdzanou
protilatkou proti adhezivni molekule epite-
lidlnich bunék EpCAM.

Podle poslednich vyzkum?t jsou exozo-
my schopné prostupovat hematoencefa-
lickou bariéru. Ta oddéluje centralni nervo-
vou soustavu od cévniho systému v téle
obratlovct a zabratiuje pasivni vyméné la-
tek rozpustnych ve vodé mezi krvi a moz-
kem. Exozomy produkované buitkami moz-
ku tak pravdépodobné mohou vstupovat
do krevniho fecisté a lze je zjistit v krevni
plazmaé. Pro izolaci specifickych exozomu
nervové tkdné z krevni plazmy mtizeme
vyuzit protilatky rozpoznavajici nékteré
povrchové molekuly na nervovych buii-
kach, napt. NCAM-1 (adhezivni molekula
nervovych bunék 1, pfftomné na neuronech
a gliich) nebo L1-CAM (adhezivni moleku-
la neuroni). Tak se podatilo u pacientt
s Alzheimerovou chorobou identifikovat
proteiny tau a amyloid beta (hromadi se
v nervovych burikach a tic¢astni se rozvoje
této choroby) v krevnich exozomech od-
vozenych od nervovych bunék. Hladina
téchto latek v exozomech v krvi souvisi se
zavaznosti nemoci a v jedné studii umoz-
tiovala dokonce pfedpovédét Alzheimero-
vu chorobu s pfedstihem az 10 let pfed
néastupem prvnich pfiznak.

Exozomy v lécbé

Schopnost vackt pfenéset proteiny, mRNA
a miRNA do vzdédlenych bunék by se dala
vyuzit v 16¢bé chorob. Molekuly opouzdie-
né uvniti vacku jsou odolné proti ptisobeni
degradacnich enzymu v télnich tekutinach.
Tento zptisob vyuziti exozomu pfedpoklada
nésledujici dva hlavni sméry.

e Vyuziti vlastnich exozomu

V poslednich letech se vkladaji velké na-
déje do 1é¢by mnoha onemocnéni nebo po-
skozeni pomoci kmenovych bunék, prede-
vs§im mezenchymovych kmenovych bunék
(MSCs) izolovanych z vlastni kostni diené
¢i tukové tkdné pacienta. Tyto buiiky jsou
samy o sobé mélo imunogenni a vylucuji
nékteré faktory potlacujici nadmérnou
imunitn{ reakci u p¥fjemce. Neddvno bylo
pozorovano, Ze regeneracni potencial ne-
nesou jen samotné kmenové buiiky, ale také
jimi produkované faktory (v&etné extra-
celularnich vacki) uvoliiované do vné;jsi-
ho prostiedi, tj. i sekretované do kultivac-
niho média v pfipadé péstovani bunék in
vitro v tkantovych kulturach. Vyuziti exo-
zomu v 1é¢bé vzbuzuje znatné ocekava-
ni. Na rozdil od transplantaci kmenovych
bunék nabizi pfenos vackl spoustu vy-
hod, zejména nizsi riziko imunitni reakce
pfijemce oproti pfenesenym burikam dar-
ce, mensi nebezpedi pfenosu infekce apod.
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Zabranénim pfenosu celych bunék se zaro-
venl minimalizuje riziko zvrhnuti pfene-
senych bunék a tvorby nadoru. Pti izolaci
exozomu k transplantaénim terapiim je
vyhodna jejich mala velikost. Ze Zivnych
roztokt po kultivaci kmenovych bunék se
dajf ziskat filtraci p¥es bakteridlni filtr, ¢imz
se jednoduse pfipravi sterilni a bezbuné¢na
suspenze exozomdu.

V regenerativni mediciné se pfedpokla-
da vyuziti vacki tvofenych mezenchymo-
vymi kmenovymi buiikami hlavné k pod-
pofe tvorby novych bunék po mozkové
mrtvici nebo infarktu, hojeni povrchovych
defekta ktize, podpofe angiogeneze u ische-
mické choroby dolnich konéetin ¢i k ochra-
né bunék Langerhansovych ostravki pred
odumirdnim u cukrovky. Dalsi potencidlni
uplatnéni se tykd modulaci imunitniho
systému. Vacky mezenchymovych kmeno-
vych bunék nebo imunitnich bunégk lze vy-
uzit k potladeni imunity u autoimunitnich
chorob a pti transplanta¢nich komplikacich
(napt. pfi 1é¢bé reakce stépu proti hostite-
li). Naopak ke stimulaci imunitniho sys-
tému by mohly slouzit vacky produkova-
né nddorovymi butikami nebo imunitnimi
buitkami prezentujicimi antigen, a to ve
formé vakcin pro podpirnou lé¢bu nado-
rovych a infekénich onemocnéni.

e Exozomy jako vektory
pro prenos lécebnych molekul
Diky schopnosti vnaset sviij vnitini naklad
do bunék procesem splynuti povrchovych
membran exozomu a butiky by se daly exo-
zomy vyuZit podobné jako tfeba lipozomy
k prenosu terapeutickych molekul do bu-
nék. Geneticky upravené vacky, napf. ne-
souci urcité kratké RNA (miRNA nebo krat-
ké interferujici RNA — siRNA), by mohly
tlumit rist bunék nadort, potlacovat zané-
tové reakce nebo i oddalit nastup nékte-
rych neurodegenerativnich onemocnéni.
Upravou povrchovych proteinti v membra-
né exozomu lze zacilit pfenos lé¢ebnych
molekul do urcité tkdné nebo typu bunék,
coz by zvysilo Gc¢innost terapie, ktera by
zéroveni méla méné vedlejsich ucinka.
Nicméné pro G¢inné a bezpecné pouZiti
vacki jako 1é¢ebnych prosttedki je tieba
vyfesit jesté mnoho otdzek. Tykaji se ze-
jména zdroje vackt (vhodny typ bunék —
nejlépe pacientovy autologni buiriky), za-
jistén{ dostate¢né produkce vack, stan-
dardizace metod jejich izolace, zabranéni
rizika pfenosu infekce vacky pochézejicimi
z biologickych materiélt, zptisob podani
a mnoho dalsich.

Shrnuti zavérem

I kdyZ je studium extracelularnich vacka
teprve v zacGétcich, byly objeveny zajima-
vé role vacka v pfenosu proteinti a RNA
mezi burikami. S p¥ibyvajicimi poznatky
o exozomech se oteviraji nové moznosti
jejich budouciho vyuziti v diagnostice
a lécbé lidskych chorob, zejména v rege-
nerativni medicing, protinddorové 1é¢bé
a k modulacim imunitnfho systému.
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