Ilja Trebichavsky

Vznik a ukonceni zanétu

Zanét predstavuje vyznamnou slozku imunity, ktera zajistuje integritu organis-
mu. Je to soubor odpovédi na nejriznéjsi noxy (skodliviny) a jeho jednotlivé
odpovédi mohou byt samy pro organismus nebezpecné, pokud nejsou véas ome-
zovany. Protoze vyznamné zasahuje do homeostazy, rozvrat v jeho regulaci muze
ohrozit Zivot. Proto je nutné zanét vcas ukoncit.

Zanét vzniké jako komplexni odpovéd or-
ganismu na poskozeni tkani. Vyvolavaji ho
infekce, trauma, ischemie (mistni omeze-
ni ¢i zastaveni p¥ivodu okysli¢ené krve)
nebo nejraznéjsi drazdivé latky. Zndmymi
ptvodci neinfekénich z4nétd jsou krysta-
ly kfemene (silikéza) a soli kyseliny moco-
vé — uratt (dna), vldkna azbestu (azbesto-
za), oxid Zelezity, fosfore¢nan vépenaty,
cholesterol (ateroskleréza) a amyloid beta
(néktera neurologickd onemocnéni), ale
zpusobuji je nekrotické buriky obecné.

Bunécné poskozeni aktivuje burky pfi-
rozené imunity k sekreci mediatord za-
nétu, které vyvolaji zvySenou prostupnost
cévni stény, migraci bilych krvinek z krev-
niho obé&hu do postizené tkané a pfestup
obrannych latek krevni plazmy do mista
zanétu (protilatek, komplexu proteint pii-
rozené imunity zvaného komplement a anti-
mikrobidlnich peptidi). Timto procesem
vznika v kiizi zGervenani a bolestivy a hor-
ky otok (jiz ve starovéku zndmé Celsova
tetrdda — rubor, dolor, calor et tumor).
U vnitinich organt probiha zanét skryte,
ale projevi se horetkou a zménou ve sloze-
ni krevnich bilkovin a fungovani organi
(paty znak zénétu — functio laesa).

Pokud imunitni systém nedokéze zdnét
ukongit, pfechazi do chronicity. B&Znym
chronickym zénétem je zubni kaz, déle pa-
rodontitida, kterou trpi témét miliarda lid{,
astma postihujici ¢tvrt miliardy lidi, artri-
tida u desetiny lidstva nebo tuberkul6za, na
niz umira ro¢né pfes jeden a ptl milionu
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nemocnych. S chronickym zanétem jsou
spojeny cukrovka i nddorova onemocnéni.
Chronicky zanét po pfestupu stfevnich bak-
terii nebo jejich slozek (endotoxin, DNA,
vnéjsi membranové vacky — 60nm vacky
gramnegativnich bakterii apod.) do vniténi-
ho prostiedi organismu piedstavuje podle
hypotézy ,,déravého” stieva (leaky gut) nej-
Castéjsi pricinu depresi (odkaz na psycho-
somatickou medicinu). Naopak stres zesi-
luje procesy chronickych zanétt tésnym
propojenim obou homeostatickych systémi
organismu — imunitniho a neurohumoral-
niho. Ukonc¢eni zanétu by vSem chronicky
nemocnym pomohlo, a proto je velice diile-
Zité pochopit procesy, které k nému vedou.

Lokalni kontrolovany zanét je vyuzivan
v mediciné. V déloze umisténd nitrodé-
lozni téliska brani zanétovymi mediatory
otéhotnéni. Jako dalsi ptiklad uvedme adju-
vancia obsazend ve vakcinach. Bez jejich
stimula¢niho t¢inku by imunita o¢kova-
nych byla slabé a kratkodoba (blize viz
Ziva 2016, 3: LIII-LV).

Ridicimi butikami zan&tu jsou makrofé-
gy, které se usadily v tkanich. Tyto velké bilé
krvinky tvofi mimo jiné podstatu tetovani,
protoze zlistavaji na misté vpichu s pohlce-
nym neskodnym barvivem po cely Zivot.
Makrofagy reaguji jak na mikroby, tak na
nekrotické buriky. Rozpoznavaji mikrobial-
ni molekuly celou $kdlou membranovych
a cytoplazmatickych receptort. Signalem
nekrézy jsou pro makrofagy alarminy —
molekularni znaky poskozenych bunék

(viz obr. 1). Jejich existenci pfedpovédéla
americké badatelka Polly Matzingerova uz
v 1. 1994 v hypotéze nebezpedi, podle niz
imunitni systém nerozeznédva jen mezi
svym a cizim, ale také mezi norméalnim
a poskozenym. K alarmintim fadime létky,
které se uvoliiuji z jader poskozenych bu-
nék (DNA, histony a transkripéni faktor
HMGB-1 neboli High Mobility Group Box 1
protein) ¢&i z jejich plazmy (RNA, kyseli-
na adenosintrifosfore¢nd — ATP, proteiny
teplotniho $oku nebo nékteré antimikro-
bialn{ peptidy). Tyto molekuly se normal-
né nachazeji ulozené uvnit bunék, takze
jejich p¥itomnost v extracelularnim pro-
storu signalizuje bunéény rozpad. Alarmin
HMGB-1 je také sekretovan po stimulaci
bunék glukokortikoidy, napf. pii stresové
reakci fight-or-flight (volné pfeloZeno bo-
juj, nebo utikej), ktera zanét podporuje.

Aktivace makrofagti alarminy nebo mi-
kroorganismy vede k produkci chemoki-
ni — faktorti ¥idicich migraci bilych krvinek
z krevniho ob&hu do mista zanétu. Jsou to
nejdfive neutrofily, jez pfedstavuji kratko-
dobou smrtici zbrari, a pozdéji monocyty,
které v tkdnich vyzravaji v dalsi makrofagy —
fidici buiiky zanétu. Oba typy bilych krvi-
nek spole¢né pohlcuji skodlivé a infekéni
partikule a produkuji antimikrobiélni lat-
ky. Jde napt. o kalprotektin (jeho zvySeny
obsah ve stolici je znamkou stfevniho zéné-
tu), ktery vychytd v prosttedi zanétu zinek,
a laktoferin vychytéavajici Zelezo, takze p¥i-
tomné mikroorganismy trpi nedostatkem
téchto dvou zivotné dilezitych ionta.

Jak se z4nét rozviji, dojde k produkci vel-
mi reaktivnich kyslikovych a dusikovych
metabolitd, jez likviduji patogeny. Pero-
xynitrit (ONOO-, vznika reakci radikélu
superoxidu s radikdlem oxidu dusnatého)
zabije v8e zivé — poskozuje DNA, bilkovi-
ny a lipidy — v kratké dobé milisekund do
vzdalenosti asi 10 um v&etné bunky, kterd
ho vyprodukovala (obr. 3). Je to skute¢né
ultima ratio — krajni prostfedek. O smrti-
cim dc¢inku peroxynitritu svédei poskoze-
ni plicni tkdné a nasledné uduseni bojo-
vym plynem yperitem.

Medidtory zédnétu zvané prozanétové
cytokiny (viz tab. 1) vyvolaji horecku, pti-
sobi zmnoZeni bilych krvinek a sekreci
hormoni nadledvin a proteint akutni faze
vyznamnych pro pfirozenou imunitu (viz
obr. 2; napt. CRP, C-reaktivni protein, zna-
my z ordinaci praktickych lékatt jako znak
bakterialni infekce). P¥i poskozeni cévni
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1 Lymfaticka uzlina pfi zdnétu. Cervené
zbarveni ukazuje protein teplotniho

Soku — alarmin HSP 65. Zvétseni 200x

2 Bunécna smrt neutrofild v zédnétu.
Apoptéza — neutrofily fagocytuji bakterie
a jsou odstranény makrofagy — ukonceni
zanétu. Netoza — neutrofily vyvrhuji sité
NET (vlakna DNA s histony a antimikro-
bidlnimi peptidy), které zachyti volné
bakterie — zesileni zanétu. Podle I. Trebi-
chavského, orig. M. Chumchalova

3 Fluorescentni pritkaz peroxynitritu

v makrofagu infikované lymfatické
uzliny. Zvétseni 500x

4 Fluorescentni prikaz zanétového
cytokinu TNF alfa v cytoplazmé lidského
makrofagu v zdnétu. Zvétseni 1 000x.
Snimky I. Trebichavského

stény se aktivuji krevni desticky, vyplavi
histamin z tkarovych Zirnych bunék a do-
chézi ke srazeni krve (koagulaci). Sit fibri-
nu a obsahu jader neutrofild uvézni po-
hyblivé patogeny.

Zastaveni zanétu
Protoze b&hem zanétu dojde k imigraci
velkého mnozstvi aktivovanych krvinek,
jez mohou vézné poskodit cilovou tkar,
je duleZzité tento proces vcas ukoncit. Pro
ukonceni neboli rezoluci zédnétu hraji vy-
znamnou roli nasledujic{ mechanismy:
o Zastaveni aktivity chemokinti, které pfita-
huji stéle dalsi bilé krvinky do mista zané-
tu. Toho se dociluje jednak enzymatickym
Stépenim chemokint, jednak pomoci fales-
nych receptord, které chemokiny vychyta-
vaji, ale nezprostifedkuji jejich migracni
signél. Regulace poctu téchto falesnych
receptord je nutnd, aby zédnét nebyl ukon-
¢en v pfipadé vysokého poctu mikrobidl-
nich bunék d¥ive, nez budou zabity.

V pfirodé existuje mnoho antagonisti
chemokint (faktort, které brzdi jejich uci-

nek). Ve slinach klistéte obecného (Ixodes
ricinus) byl nalezen protein evasin, ktery
chemokiny véaze, brani tak vzniku zanétu
a umoziuje pieziti mikrobidlnich parazitt
pfenédsenych roztocem. O evasinu se proto
uvazuje jako o léku proti zanétu.

Zajimavy je nalez tripeptidu feG (fenyl-

alanin-glutamat-glycin) ve slinach savct
véetné lidi — tento imunitné selektivni
protizanétovy prostfedek inhibuje aktivaci
a migraci neutrofili do mista zanétu a sni-
Zuje jeho bolestivost. Protizanétovy (a anti-
bakterialn{) dc¢inek slin vysvétluje, proc¢ si
zvifata lizou rdny a pro¢ diive tento postup
pouzivali i lidé (dosud si reflexivné fada
z nés da zranény prst do ust a fikdme, Ze
jsme se z nemoci ,,vylizali®).
e Pro zastaveni zanétu je nutno sniZit pro-
dukci prozanétovych cytokind. V biologic-
ké 1é¢bé tézkych chronickych zanétd, auto-
imunitnich a nddorovych onemocnéni se
pouzivaji protilatky proti témto cytokinim
(viz Ziva 2013, 3: 98-100). V organismu do-
chazi k atlumu jejich produkce slozitymi
regulacemi a produkci jejich antagonist
a vazebnych proteinti.

Uspéiné hojeni zanicenych ran fepi-
kem lékatskym (Agrimonia eupatoria) bylo
vysvétleno potlatenim produkce prozané-
tovych cytokinti jeho ti¢innou latkou agri-
monolidem.

e SniZen{ mnozstvi neutrofilt v misté za-
nétu. Protizdnétovy ucinek a vyznamné
klinické vyuziti maji kortikosteroidy, kte-
ré snizuji pocet neutrofild v tkanich. Jsou
antagonistické prozanétovému mediatoru
prostaglandinu E, jehoZ syntézu potlacuji
inhibitory enzymu cyklooxygenazy — ne-
steroidni léky proti zanétu aspirin, parace-
tamol nebo ibuprofen. Podobné tuc¢inky jako
ibuprofen vykazuje oleocanthal obsaZzeny
v panenském olivovém oleji.

o Odstrariovani neutrofili ¥izenou progra-
movanou smrti —apoptdzou. Neutrofily jsou

Tab. 1 Buiky a faktory regulujici vznik a ukonc¢eni zanétu

Prozéingtové butiky

makrofagy, neutrofily, monocyty, zirné buiiky,
krevni desticky

Prozéanstové cytokiny

interleukiny 1 beta, 6, 8, 12, 18,
TNF alfa (faktor nekrotizujici nadory)

Prozéinétové lipidové metabolity

prostaglandiny, tromboxany, leukotrieny

Prozéng&tové mediatory

alarminy, kininy, komplement, histamin

Protizan&tové buiiky

makrofagy, regulacni T lymfocyty

Protizdné&tové cytokiny

interleukiny 4, 10, TGF beta (transformacni rtistovy
faktor beta)

Protizan&tové lipidové metabolity

prostaglandiny, lipoxiny, protektiny, resolviny, maresiny

Protizdn&tové mediatory

kortikosteroidy, inhibitory cyklooxygenazy, lipoxygenazy
a cytokina
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kratkodobé Zijici krvinky, v krvi pfitomné
v klidovém stavu. Jsou extrémné citlivé na
signély poskozeni a mikrobidlni produkty
areaguji na né fylogeneticky starou zbrani
imunity (nalezenou jiz u améb) — vytvate-
nim NET (Neutrophil Extracelular Traps —
neutrofilové extracelularni pasti). NET jsou
sité ,,vystielené” z téchto bunék a tvofené
vlakny DNA, histony a antimikrobidlnimi
slozkami granul. Jsou pro mikroby smrtici,
ale indukuji dalsi rozvoj zanétu. Neutrofily
pfitom umirajf smrti zvanou neté6za (obr. 2),
ktera mize byt pro organismus nebezpecna
tvorbou krevnich srazenin (trombi). Pokud
se ma zanét ukoncit, je nutné, aby neutrofi-
ly zacaly umirat ¥izenou smrti (apoptéza),
jez nevyvolavé vyrony jaderného obsahu
ani dalsi zanét. Makrofagy pohlcuji apo-
ptické neutrofily bez dalsi aktivace a od-
chazeji do lymfatickych cest, coz urychluje
ukonden{ zanétu. Apoptézu vyvolavaji pro-
dukty samotnych neutrofilti annexin a lak-
toferin. Je tedy ziejmé, Ze ukonceni tvoii
integralni soucést zdnétu a Ze mnohé zané-
tové slozky v pozdgjsi fazi také ptisobi pro-
tizdnétove, stejné jako reaktivni kyslikové
a dusikové metabolity.
o Pohlcovani neutrofila. Apoptické neutro-
fily nasméruji makrofagy k svému pohlce-
ni pomoci signalt find me (najdi mne) a eat
me (pozfi mne), resp. produkci molekul tak-
to oznacovanych. Jev, pfi némz makrofagy
odstraniuji apoptické buriky, se nazyva effe-
rocytéza (z latinského efferre — pohibivat).
Makrofagy, pivodné se tcastnici rozvoje
zanétu, se zméni na repara¢ni makrofagy,
které produkuji protizdnétové cytokiny, spo-
lupracuji s protizdnétovymi regula¢nimi
T lymfocyty a s nezralymi bilymi krvinka-
mi odstraniuji zbyvajici mrtvé neutrofily.
Protizanétovy (antiflogisticky) tcinek vy-
kazuje fada pfirodnich latek. Rutin z routy
vonné (Ruta graveolens) inhibuje sekreci
alarminu HMGB-1. Kyseliny boswelové ka-
didlovniku pilovitého (Boswellia serrata)
inhibuji lipoxygenazu, ¢imz zastavi synté-
zu leukotriend, které zesiluji zanét. Anti-
flogisticky dc¢inek maji hefmének pravy
(Matricaria recutita), Gesnek (Allium sati-
vum), zazvor (zdzvorovnik) lékatsky (Zin-
giber officinale), yzop lékaisky (Hyssopus
officinalis), kurkuma (Curcuma spp.), roz-
maryn lékarsky (Rosmarinus officinalis),
konopi (Cannabis sativa), neem (nimba —
Azadirachta indica), 1ékotice (Glycyrrhiza
glabra), prha arnika (Arnica montana), déle
i bromelain ananasu a papaja pouzivané ve
Wobenzymu, tfesné a bortivky. Neni cilem
vyjmenovat zde vSechny latky tlumici zanét,
ale poukézat na vyznam fytoterapie, diety
a jejiho vlivu na imunitu. SniZeni mikro-
bidlni signalizace pomoci antibiotik a dal-
$ich antimikrobialnich latek ma obrovsky
vyznam pro tlumeni infekéniho zanétu.
Pti ukondeni zédnétu se uplatiiuji nékte-
ré lipidové metabolity, jez zabraiuji imi-
graci dalsich neutrofild do cilového mista
(viz tab. 1). Rezoluce zanétu je ukoncena
regeneraci tkdn{ a ndvratem k jejich funk-
¢nosti. Tohoto slozitého procesu se icast-
ni dalsi bunéc¢né plisobky jako vaskularni
endotelidlni ristovy faktor (VEGF), protiza-
nétové cytokiny a tkanové inhibitory enzy-
mu metaloprotedz. Remodelaci tkané ridi
makrofdgy a novou mezibuné¢nou hmotu
produkuji fibroblasty za tcasti rtistovych
faktort. Zanét muze byt ukoncen reparact,
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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

4

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

ziva 1/2017

© Nakladatelstvi Academia, SSC AV CR, v. v. i., 2017. Pretisk ¢lank( v&etné obrazk( se vyslovné zapovida. Veskera prava véetné prava reprodukce jsou vyhrazena.





