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1 Uvod

1.1 Extracelularni vezikuly

Extracelularni vezikuly (EVS) jsou heterogenni castice ohrani¢ené lipidovou
dvojvrstvou, které jsou sekretovany témét vsemi typy bunék a organizmti do extraceluldrniho
prostoru (Welsh et al., 2024; Théry et al., 2018). Jsou pfitomny Vv celé fad¢é biologickych
materiald, mezi které patii krev, matefské mléko, sliny, moc a dalsi téIni tekutiny (Qin a Xu,
2014). Lipidova membrana zabranuje enzymatické degradaci obsahu EVS aumoznuje
transport cirkulujicimi tekutinami i do vzdalenych mist organizmu (Yadez-Mo et al., 2015).
Jejich slozeni je zavislé na typu a stavu bunky, kterou jsou produkovany (Velandia-Romero
et al., 2020).

Pohled na EVs se v poslednich nékolika desetiletich zasadné¢ proménil, poté co se
ukazalo, ze se nejedna pouze o odpadni bunécny produkt, ale o Castice, které zasahuji
do mnoha biologickych procesti (Théry et al., 2018). EVs piedstavuji dulezity nastroj
mezibunééné komunikace, nebot mohou pienaset nukleové kyseliny, lipidy a proteiny
mezi buiikami (Graga a Willem, 2013). K uvolnéni tohoto obsahu do cilové burnky dochazi
nej¢astéji po internalizaci endocytdozou a méné Casto fuzi s plazmatickou membranou (Joshi
et al., 2020). Kromé pienosu molekul mohou povrchové ligandy EVs interagovat s bunéénymi
receptory a aktivovat tak signalni drahy, aniz by doSlo k uvolnéni jejich nakladu (Latanova
et al., 2024).

Funkce EVs v organizmu je velmi riznoroda. Podileji se na mnoha fyziologickych
i patologickych procesech 0d hojeni tkani az po podporu progrese nadorti pomoci pfenosu
onkogennich molekul do dalsich bunék (Skog et al., 2008; Zhang et al., 2015). Dalsi vlastnosti
EVs je schopnost ovliviiovat imunitni systém, ktery mohou stimulovat i tlumit (Robbins
a Morelli, 2014). Jsou také spjaty s virovymi infekcemi, jelikoz nékteré viry vyuZzivaji
podobné strukturni a funkéni vlastnosti, které jim umoziuji vyuzivat pfirozené biogenetické
drahy EVs. Usnadnuji diseminaci viru v hostiteli a napomahaji tniku pted imunitnim

systémem (Goul et al., 2003).

Soucasny vyzkum se zaméfuje na vyuziti EVs jako biomarkert pii diagnostice
z télnich tekutin ¢i na potencialni terapeutické aplikace (Welsh et al., 2024). Slibny nastroj

predstavuje izolace EVSs z krevni plazmy a nasledna analyza molekularniho slozeni otevira



cestu k novému zptsobu monitorovani stavu pacienta (Hong et al., 2016). Schopnost téchto
Castic prekonavat hematoencefalickou a placentalni bariéru by v budoucnu mohla piispét

k efektivnimu podavani antivirovych ¢i imunomodulacnich latek pfimo do zasazenych tkani

(Agudelo et al., 2025).

1.1.1 Klasifikace EVs

Na zaklad¢ velikosti a biogeneze jsou EVS déleny do tfi hlavnich skupin na exozomy
(30-150 nm), mikrovezikuly (100-1000 nm) a apoptoticka téliska (1000-5000 nm) (Crescitelli
et al., 2013; Marca et al., 2025). Prestoze se EVs standardné rozdé€luji do téchto kategorii,
International Society for Extracellular Vesicles (ISEV) doporucuje déleni podle fyzikalnich
vlastnosti, napt. na malé EVs (<200 nm) a velké EVs, jelikoZ je obtizné prokazat jejich
biogeneticky ptivod. Pfesné hranice mezi jednotlivymi subtypy vSak nejsou striktné stanoveny
(Welsh et al., 2024). Vedle zminénych kategorii bylo popsano nékolik dalsich typa EVs, jako

napf. migrazomy ¢i onkozomy (Latanova et al., 2024).

1.1.1.1 Exozomy

Exozomy vznikaji z ¢asnych endozomtl, ze kterych se postupné transformuji v pozdni
endozomy a poté v multivezikularni téliska (MVB), jak je znazornéno na obr. 1. Béhem tohoto
procesu se membrana endozomu vchlipuje smérem dovnitf, ¢imZz vznikaji intraluminalni
vezikuly (ILVs) (Stoorvogel et al., 1991; Arya et al., 2024). Klicovou roli v tvorbé ILVs
zastava systém proteinovych komplexii ESCRT (endozomalni tfidici komplex vyzadovany

pro transport), ktery funguje kaskadovité (Babst et al., 2002).

Proces tvorby ILV je zahajen komplexem ESCRT-0, jehoz funkci je rozpoznavat
a zachycovat ubikvitinovany naklad. RovnéZz zprostiedkovava ukotveni ESCRT-I
na endozomalni membranu pomoci interakce podjednotky Vps27 (Katzmann et al., 2003;
Fader a Colombo, 2009). Po vazbé na membranu interaguje ESCRT-I s ubikvitinovanym
nakladem prostiednictvim podjednotky Vps23. Tato interakce je nutna pro tiidéni proteini
do drahy MVB a iniciaci invaginace membrany vedouci k formovani ILVs (Katzmann et al.,
2001; Katzmann et al., 2003). V nasledujicim kroku se do procesu zapojuje komplex ESCRT-
Il, ktery se vaze na povrch endozomu a rekrutuje ESCRT-1II pii snizeném membranovém
napéti. Tento komplex zajiStuje odskrceni membrany a dokonCeni tvorby ILVS uvnitf
endozomu (Mercier et al., 2020). Nakonec Vps4 ATPaza katalyzuje disociaci ESCRT-III
a jednotlivé podjednotky tak mohou byt recyklovany pro dalsi biogenezi (Babst et al., 2002).



Dalsi draha biogeneze neni zavisla na vSech ESCRT komplexech, ale pouze
na ESCRT-IIL. Tato draha vyuziva k tvorbé ILV komplex proteint, syntenin a ALIX, které
zajist'uji tfidéni nakladu, zejména tetraspanind, do ILV a rekrutuji komplex ESCRT-III, jenz
zajistuje odSkrceni ILV (Baietti et al., 2012; Larios et al., 2020).

ILVs mohou rovnéz vznikat cestami, které nejsou zavislé na ESCRT mechanizmech.
Jeden ze zpusobu je tizeni tvorby ILVs v MVB pomoci proteinu Rab31, ktery soucasné
zabranuje jejich degradaci v lyzozomech (Wei et al., 2021). Tvorba ILVs muze byt regulovana
také tetraspaniny, prevazné CD63 (Niel et al., 2011). Dal§im z procesii vedoucich k tvorbé
ILVs v MVB je lipidovy mechanismus, pii kterém sfingolipidy (zejména ceramidy) indukuji

zakiiveni membrany (Trajkovic et al., 2008).

Zralé MVB mtize v bunice pokracovat dvéma hlavnimi sméry. Prvni moznosti je fize
s lyzozomem a naslednad enzymaticka degradace jeho obsahu (Futter et al., 1996). Druhou
cestou je fize MVB splazmatickou membranou buiiky. Pohyb MVB Kk plazmatické
membrané je regulovan Rab GTPazami, zatimco fizi membran zajistuji SNARE proteiny
(zangl. soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor). Timto
procesem dochazi k sekreci ILVS do extracelularniho prostoru, kde jsou jiz tyto Castice
oznacovany jako exozomy (Pegtel a Gould, 2019; Liu et al., 2023).

Recipient cells
©
Exosomes /
(30-150 nm)
© .
e Immune regulation

© « Intercellular communication
« Viral interactions

©

e
© o

—— po
= %o
Cytoplasm Exosome
production

\

\ o'
Early Intraluminal % O
endosome (EE) vesicle (ILV) > O

Late

endosome (LE) ®

B — |

o = Q) :

Mu[llv}smular L. e 3 — e ’ % Lysosomal
2 endosome (MVE) () ® degradation

[e} N o) J ; s ‘ 4

Golgi @ i’ o / \

complex
ESCRT-dependent pathway  ESCRT-independent pathway

ESCRT-0 Sphingomylin
ESCRT Ceramide
ESCRT-II Cholesterol
ESCRT-III Tetraspanins
TSG101

Obrazek 1: Schéma biogeneze exozomui (prevzato z Marca et al., 2025)

6



Slozeni membrany exozomu se lisi 0d sloZzeni membrany matetské bunky. Ackoli je
zastoupeni cholesterolu a fosfolipidi v obou piipadech obdobné, exozomalni membrana
vykazuje vyssi podil sfingomyelinu a niz§i obsah fosfatidylcholinu. Po uvolnéni exozomi
do extracelularniho prostoru dochdzi vlivem narustu pH ke zvySeni rigidity a odolnosti
membrany, diky ¢emuz jsou tyto ¢astice velmi stabilni (Laulagnier et al., 2004). Dilezitou
soucasti membrany jsou transmembranové proteiny tetraspaniny (zejména CD9, CDG63
a CD81). Praveé vyskyt CD63 v kombinaci s dal§imi tetraspaniny slouzi jako marker, ktery
naznacuje endozomalni ptivod exozomii (Mathieu et al., 2021). Uvnitt exozomu se vyskytuji
proteiny teplotniho Soku, cytoskeletalni proteiny, ESCRT komplexy, ALIX, TSG101,
membranové transportni a fuzni proteiny, rastové faktory, cytokiny a nukleové kyseliny
(mRNA, miRNA, ncRNA, DNA) (Gurung et al., 2021; Latanova et al., 2024). Prostiednictvim
ptenosu téchto RNA molekul dokazou exozomy ovliviiovat genovou expresi V cilovych
bunikach (Marca et al., 2025).

1.1.1.2 Mikrovezikuly

Na rozdil od exozomu, mikrovezikuly vznikaji pu¢enim z plazmatické membrany
mateiské buiiky do extracelularniho prostoru. Tvorba mikrovezikul za¢ina piestavbou lipidové
dvojvrstvy. Tento proces je fizeny vapnikem (Ca?"), ktery reguluje enzymy jako flipazy,
flopazy, skramblazy a kalpainy. Vlivem ptlisobeni téchto enzyml dochazi k piestavbé
cytoskeletu a naslednému zak¥iveni plazmatické membrany (van Niel et al., 2018). Proces
puceni je pak fizen interakci ARRDCL1 (protein 1 obsahujici arestinovou doménu) s proteinem
TSG101 (z ESCRT-I komplexu). Finalni oddéleni mikrovezikul od matefské bunky zajist'uje
VPS4 ATPaza, ktera zprostfedkovava odskrceni membrany (Nabhan et al., 2012; Hsu et al.,
2012).

V membrané téchto vezikul pfevazuji tetraspaniny CD9 a CD81. Slozeni membrany

reflektuje slozeni membrany buriky, ze které mikrovezikuly pochazeji (Mathieu et al., 2021).

1.1.1.3 Apoptoticka téliska

Apoptoticka teliska vznikaji pfi programované bunééné smrti (apoptdze), béhem niz
dochazi k puceni cytoplazmatické membrany bunky a fragmentaci DNA. Membranové puceni
pti tvorbé apoptotickych télisek zajistuje aktin-myosinovy komplex, ktery je regulovan
ROCK kinazami. Ty jsou aktivovany bud’ prostiednictvim Rho GTPaz, nebo §tépenim

kaspazami (Coleman et al., 2001).



1.2 Flaviviry

Flaviviry, patfici do celedi Flaviviridae, pfedstavuji skupinu obalenych RNA virt.
Vétsina zastupct tohoto rodu je fazena mezi arboviry, jelikoz jsou pfenaseny zejména
hematofagnimi ¢lenovci, a to komary a klistaty (Marklewitz et al., 2019; Cody et al., 2024).
Vedle tohoto pfenosu se mohou nekteré flaviviry Sifit také vertikalné (z matky na plod),
sexualné (York et al., 2021), nebo alimentarni cestou po poziti mléka z infikovaného zvirete
(v pripadé¢ TBEV) (Lickova et al., 2021). Flaviviry predstavuji zdvazné patogeny rozsitené
po celém svéte. Patogeneze onemocnéni, ktera zptisobuji, neni dosud plné€ objasnéna (Tiberti
et al., 2025). Mezi zastupce patii virus klistové encefalitidy (TBEV), virus Zika (ZIKV), virus
zapadonilské horecky (WNV), dengue virus (DENV), virus japonské encefalitidy (JEV)
¢i virus zluté zimnice (YFV) (Latanova et al., 2024). Tyto viry maji Siroké spektrum hostiteld,
s vyjimkou DENV, pro ktery je ¢loveék tim primarnim (Tiberti et al., 2025). Onemocnéni
vyvolana témito Viry maji variabilni prubéh, od asymptomatického az po velice zavazny.
Na pocatku infekce dochazi k replikaci viru v misté vstupu, odkud se dale §iti do lymfatickych
uzlin a nasledné¢ zpusobuje virémii. Zatimco u c¢asti jedinci se onemocnéni projevuje
kratkodobym hore¢natym stavem, U jinych muze dojit az k proniknuti viru do centralniho

nervového systému (CNS) a rozvoji zavaznych neuroinfekci (Maximova a Pletnev, 2018)

1.2.1 Struktura

Genom flavivird je tvofen linearni jednovlaknovou RNA (sSRNA) pozitivni polarity
o0 velikosti pfiblizn¢ 11 kb. Protein C s genomovou ssRNA formuje nukleokapsidu, ktera tvoti
vnitini jadro infek¢éni virové Ccastice (virionu). Nukleokapsida je obalena lipidovou
dvojvrstvou, jez pochazi z endoplazmatického retikula (ER) hostitelské bunky. V tomto
lipidovém obalu jsou ukotveny proteiny E a M pomoci C-terminalni domény. (Huber et al.,

2019; Zhang et al., 2019). Struktura flaviviru je znazornéna na obr. 2.

Lipidovy obal

Obrazek 2: Struktura flaviviru (upraveno podle Mourosi et al., 2022)



1.2.2 Replikaéni cyklus

Pro vstup viru do bunky je zasadni protein E, ktery interaguje s povrchovym
receptorem a koreceptory hostitelské bunky (Yu et al., 2022). Receptorem pro TBEV je LRPS,
apolipoprotein E, ktery vykazuje vysokou expresi v nervové tkani (Li et al., 2025). Virus je
po navazani na tyto receptory internalizovan endocyt6zou zprosttedkovanou klatriny. Kvuli
kyselému pH v endozomu dochazi k disociaci dimert E proteinu, k zakotveni fizni smycky
do endozomalni membrany a K sestaveni monomertt E proteinu do trimert (Stiasny et al.,
2007; Yu et al., 2022). Vstup viru je dokoncen fazi virového obalu s endozomalni membranou
a uvolnénim virové nukleokapsidy do cytosolu hostitelské bunky. Zde dochazi

K jejimu rozloZeni a naslednému uvolnéni genomové ssSRNA (Ramanathan et al., 2020).

Tato ssRNA slouzi jako templat pro replikaci genomu a naslednou translaci. Translaci
SSRNA dochazi k syntéze jediného polyproteinu, ze kterého vznika post-transla¢nim Stépenim
10 proteint, z toho tfi strukturni (C, E, prM) a sedm nestrukturnich (NS1, NS2A, NS2B, NS3,
NS4A, NS4B, NS5) (Huber et al., 2019; Zhang et al., 2019). Replikace flavivirové ssSRNA
probiha v replika¢nich organelach, které se tvoii v dusledku zaktiveni ER (Dahmane et al.,
2026). Poté dochazi k sestavovani virioni V ER, na ¢emz se podili protein NS2A.
Po transportu do Golgiho aparatu dochazi ke Stépeni prekurzoru prM protedzou furinem.
Tento proces vytvati zraly protein M a vede k maturaci virovych ¢astic (Huber et al., 2019;

Dahmane et al., 2026). Zralé viriony jsou nakonec uvolnény exocytézou (Welsh et al., 2009).

1.3 Role EVs ve flavivirové infekei

Viry a EVs sdileji ur€ité biochemické a biofyzikalni vlastnosti, které virim umoziuji
vyuzivat pfirozené mechanizmy hostitelské buiiky ve sviij prospéch. EVs i obalené viry jsou
obklopeny lipidovou membranu, jejiz soucasti jsou membranové proteiny. Obé& Castice
dosahuji podobné velikosti v fadech desitek az stovek nanometrt. Tyto spolecné znaky, véetné
casteCné podobnych procesti biogeneze, usnadnuji virim vstup do hostitelskych bungk,
sbaleni do EVs a diseminaci v hostiteli (Hoen et al., 2016). EVs se tak vyznamné podileji
na patogenezi virovych onemocnéni na nékolika tGrovnich (York et al., 2021). Schéma
na obr. 3 znazoriuje klicové role EVs b&éhem flavivirové infekce, zejména jejich funkci

V pfenosu virovych komponent, imunitnim uniku a zanétu.
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Obrazek 3: Role EVs ve flavivirové infekci (vytvoreno v BioRender.com podle Latanova et
al., 2024)

1.3.1 Pienos flavivirai na hostitele prostiednictvim EVs vektora

Béhem sani krve hematofagnimi ¢lenovci jsou slinami do mista kousnuti vylu¢ovany
antikoagulacni, antivazokonstrikéni a protizanétlivé faktory, které zabraiuji aktivaci
imunitniho systému (Zhou et al., 2020). Kromé téchto latek sliny klistat a komart obsahuji
také EVs, které transportuji flavivirovou RNA, proteiny a subgenomickou RNA (sfRNA)
do hostitelskych bunék. Uzavieni téchto molekul do EVs brani rozpoznani imunitnim

systémem a degradaci hostitelskymi nukleazami (Zhou et al., 2018; Yeh et al., 2023).

Mechanizmus vyuziti komarich a klistécich EVs flaviviry byl popsan u konkrétnich
zastupcu. Modelovy patogen Langat virus (LGTV), blizky ptibuzny TBEV, vyuziva exozomy
produkované klistaty ke svému pienosu do keratinocytd lidské kiize a endotelovych bunék
(Zhou et al., 2018). Podobny proces byl pozorovan u ZIKV. Béhem infekce dochazi k prenosu
EVs nesoucich virovou RNA a E proteiny z komafich slin do lidskych bunék, zejména

monocytl a endotelovych bun€k. Tyto EVs se nasledné mohou podilet na vyvolani zanétlivé
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odpovédi a poskozeni endotelovych bunék cév s naslednym zvySenim cévni permeability

(Martinez-Rojas et al., 2020).

Dulezitou roli v modulaci hostitelského prostiedi hraje SfRNA obsazena v EVS
ze slin komard infikovanych DENV. Tato RNA zvySuje pfenos viru a inhibuje vrozenou
imunitu v misté sani krve. Vznika netiplnou degradaci virového genomu exoribonukleazami
a jejim pfenosem virus moduluje hostitelské prostiedi pro své efektivni Sifeni (Yeh et al.,
2023; Liu et al., 2023). Exozomy vylucované do lidské kiize zaroven zabramuji regeneraci
a zpomaluji migraci imunitnich bunék do postizeného mista. Tyto exozomy jsou rovnéz
obohacené o siln¢ glykosylovany tetraspanin CD63, ktery pravdépodobné zvySuje integritu

exozomalni membrany a usnadniuje interakci s keratinocyty lidské klize (Zhou et al., 2020).

1.3.2 Sifeni a piekonavani biologickych bariér pomoci hostitelskych EVs

EVs prispivaji k Sifeni infekce také vramci hostitele. Tyto castice, sekretované
bunikami infikovanymi flaviviry, mohou pfenaset viriony a virové slozky do neinfikovanych
bungk, ¢imz se podileji na patogenezi onemocnéni (Martinez-Rojas et al., 2020; Latanova
et al., 2024). I kdyz EVs mohou pienaset vice neZ jeden virion soucasné, piredpoklada se, ze je
spiSe preferovan pienos genomové RNA nez celych virionl (Sultana et al., 2020). K doruceni
nakladu vyuzivaji EVs rizné zptisoby vstupu do bunék. V piipad¢ flaviviri JEV a DENV
se ukazalo, Ze dominantnim zptsobem vstupu EVSs je makropinocytoza, tedy druh endocytozy,
pii kterém bunika pohlti okolni tekutinu i s EVS do velkych vacku, tzv. makropinozomu
(Salloum et al., 2023; Ishikawa et al., 2024). Vstup exozomi nesoucich LGTV do hostitelské
buniky je zprostfedkovan endocytézou zavislou na klatrinech, kterou flaviviry bézné vyuzivaji

Kk proniknuti do hostitelské butiky (Zhou et al., 2018; Yu et al., 2022).

Schopnost EVs vstupovat do bun¢k usnadniuje piekonavani biologickych bariér. EVS
napomahaji pronikani virt také hematoencefalickou bariérou (BBB) a ucastni se tak
neuroinvaze. Infikované endotelové bunky, vystylajici BBB, produkuji infekéni EVs nesouci
virovy naklad. Vysoka sekrece téchto EVs usnadiuje $ifeni viru do dal$ich bun¢k a tkani CNS
(Zhou et al., 2018). Neni vylouceno, ze diky schopnosti EVs prostupovat biologickymi
bariérami je ZIKV schopen proniknout z téla matky az do mozku plodu (York et al., 2021).
Infekce neuronti miize byt regulovana neutralni sfingomyelinazou (SMPD3), jak bylo zjisténo
u ZIKV. Bunky infikované timto virem vykazuji vyss§i produkci exozomi nesoucich virovou

RNA a proteiny, v disledku zvysené exprese SMPD3 (Zhou et al., 2019). Po rozsahlé infekci
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neuront je tento proces doprovazen zvysSenim prostupnosti BBB, ktera umozni flavivirim

a imunitnim bunkam z periferie 1épe prostupovat do nervové tkané (Zhou et al., 2018).

1.3.3 Imunomodulace a rozvoj neurozanétu

Prubéh flavivirové infekce je také spojen s aktivaci zanétlivé reakce, jez je spusténa
Vv infikovanych bunikach. Na to reaguji také imunitni bunky jako makrofagy, zirné bunky,
T lymfocyty ¢i neutrofily, které jsou schopny uvoliiovat EVs pfi imunitni odpovéedi (Latanova
et al., 2024). EVs uvoliované infikovanymi butikami mohou nejen stimulovat, ale i potlacovat
funkci nékterych imunitnich bunék, napf. CD4" T-bunék a mohou tak piispivat k progresi
onemocnéni (Kumari et al., 2023). Makrofagy infikované virem DENV produkuji EVs, jejichz
obsah je obohaceny o protein NS3 a miRNA. Tyto molekuly zpisobuji zvySenou sekreci
zanétlivych cytokini (TNF-qa, IL-10) a zmény ve fyziologii endotelu. EVs jsou tedy dilezité
pro vyvolani v¢asné imunitni odpovédi a hraji roli vranych stadiich infekce v mistech,

kam samotny virus doposud nepronikl (Velandia-Romero et al., 2020).

Ptikladem rozvoje neurozanétu za ucasti EVs je infekce virem DENV. Pfi tomto
onemocnéni produkuji monocyty EVS s pozménénym molekuldrnim obsahem a dochazi
k transportu miRNA-148a do mikroglii. Zde tato molekula ovliviiuje expresi ubikvitin-
specifické peptidazy 33 (USP33), ktera ma vliv na stabilitu proteinu ATF3. Tento protein
funguje jako supresor prozanétlivych drah a potlaéeni jeho funkce piispiva k rozvoji
neurozanétu v CNS organizmu (Mishra et al., 2020). Dalsim ptikladem je protein NS1, jehoz
exprese V buiice zvysuje sekreci EVS, které stimuluji produkci interleukinu-1p (IL-1B). Tyto

mechanizmy indukuji neurozanét doprovazejici infekci TBEV (Starodubova et al., 2025).

1.3.4 Mechanizmy uniku pfed imunitnim systémem

Konkrétni mechanizmy obchazeni imunitniho systému byly zkoumany napt. u DENV.
Tento virus vyuziva EVS nejen K transportovani virového nakladu, ale také k pienosu
imunosupresivnich molekul a nékterych cytokint (IL-6, IL-7) do dal$ich bunék. To usnadiiuje
perzistenci viru v organizmu. EVs navic transportuji molekuly miRNA, které ovliviiuji
signalni drahy v hostitelské buiice. Tyto procesy napomahaji tniku viru pied imunitnim
systémem (Agudelo et al., 2025). Vyzkum zaméfeny na WNV odhalil jeho schopnost ménit
RNA slozeni produkovanych exozomu. Tyto zmény, fizené interferonem alfa (IFN-a),

ovliviiyji antivirové procesy v dalSich buiikach (Slonchak et al., 2019).

Flaviviry vyuzivaji i dal§i bun&éné procesy, jako je napiiklad autofagie. Siteni DENV

zabranuji neutralizacni protilatky produkované hostitelem. Tento virus dokaze vyuzivat
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autofagii bunky, diky které témto protilatkam unika. Ackoli je proces autofagie primarné uréen
k degradaci poskozenych organel, viry ho vyuzivaji ke sbalovani vlastnich Ccastic
do autofagozomu ohrani¢eného dvéma membranami. Virus uvnitt autofagozomu brani fuzi
s lyzozomem, ¢imz ptredchazi degradaci. Namisto toho je autofagozom smérovan
k plazmatické membrané buiiky, kde dochazi k exocytdze do extracelularniho prostoru. Zde

jsou virové ¢astice chranény membranou pied neutralizacnimi protilatkami (Wu et al., 2016).

Roli pfi efektivnim S$ifeni viru v hostiteli zastdva také protein NSI1, ktery se
pii flavivirové infekci vyskytuje v rozpustné formé v télnich tekutinach. Je povazovan za toxin
se schopnosti naruSovat mezibunééné spoje endotelovych bunék tvoticich BBB. Pfi infekci
viry DENV a ZIKV se ukazalo, ze protein NS1 vykazuje afinitu k lipidovym membranam,
diky které se tento protein snadno vaze k povrchu exozomu. Toto spojeni pfispiva k vyssi
stabilit¢ NS1 v télnich tekutinach a usnadiuje transport k cilovym bunkam (Safadi et al.,
2023).

1.3.5 Vyuziti drah biogeneze EVs flaviviry

Ackoli ESCRT komplexy slouzi primarné k tvorbé ILVs v biogenezi exozomd, nékteré
viry jsou schopny zneuzivat proteiny z téchto komplex ve vlastni prospéch, a to napf.
k usnadnéni procesu puceni nebo uzavieni viriond do ILVs. Sbalenim do EVs ziskavaji viry
dodatecny lipidovy obal, kterym jsou po uvolnéni do extracelularniho prostfedi chranény

pied degradaci (Tran et al., 2022; Calderén-Pelaez et al., 2025).

Kli¢ovou roli vtomto procesu hraje protein TSG101. Studie zabyvajici se DENV
a JEV prokazala, Ze inhibice tohoto proteinu v bunice vede ke snizené sekreci viru. TSG101 je
tedy dilezity pro uvoliiovani vird z hostitelské bunky (Tabata et al., 2016). Flaviviry
prenasené klistaty vyuzivaji proteiny ALIX a CHMP4A, které jsou rekrutovany L-doménou
proteinu NS3. Protein ALIX napomaha replikaci viru a CHMP4A jeho sestavovani (Tran
et al., 2022). ALIX je zaroven vyuzivan DENV na pocatku replikace, kde napomaha uniku
viru z endozomu do cytoplazmy (Pattanakitsakul et al., 2010). Reakci butiky na zneuzivani
téchto proteind je zahajeni exprese genu 15 stimulovaného interferonem (1SG15), ktery viru

brani vyuzivat ESCRT (Tran et al., 2022).

Vedle ESCRT komplext mohou flaviviry vyuzivat také tetraspaniny, které se podile;ji
na biogenezi EVs, transportu molekul do organel a interakci s cilovymi buiikami (York et al.,
2021). Tetraspaniny jsou proteiny charakteristické ¢tyfmi transmembranovymi doménami,

dvéma extracelularnimi smyckami a tfemi intracelularnimi useky (Boucheix et al., 2001).
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Souvislost mezi témito proteiny a flaviviry byla zkoumana u ZIKV. Tetraspaniny
na membrané¢ organizuji proteiny a lipidy do shlukt, znamych jako tetraspaninem obohacené
mikrodomény (TEM). Jejich hlavni funkci je shromazd’ovani nakladu do EVSs, ale mohou byt
zneuzivany Vviry ke vstupu do buriky a ke sbalovani virovych ¢astic do EVs. Piedpoklada se,
7e nerovnovaha mezi tetraspaniny CD9, CD63 a CD81 miuze vést ke zménam slozeni TEM.
Tato zména muze usnadnovat nebo naopak branit vstupu viru do bunky. Zvysena exprese
tetraspanini navic zpusobuje zvySenou inkorporaci molekul do EVs a virus tak nema dostatek
materialu pro svou replikaci (York et al., 2021). Vliv tetraspanind na §iteni virti byl popsan
také u infekce virem DENV, u kterého zablokovani komariho tetraspaninu Tsp29Fb vedlo

ke snizenému pienosu viru do lidskych bun¢k (Vora et al., 2018).

1.3.6 Antivirova funkce EVs

EVs neptedstavuji pouze nastroj vyuzivany viry K jejich $ifeni, ale mohou plnit také
funkci znesnadnujici jejich diseminaci v hostiteli. Bylo zjisténo, ze exozomy ve slinach
infikovaného organizmu kompetitivné omezuji navazani nékterych flaviviri na receptory
hostitelské buriky (Conzelmann et al., 2020). ZIKV a DENV pro vstup do buiiky mohou
vyuzivat strategii tzv. apoptotické mimikry, ktera je zaloZena na pritomnosti fosfatidylserinu
(PS) napovrchu viriont. Tento fosfolipid ziskavaji z membrany ER hostitele (Amara
a Mercer, 2015). PS se v bunkach bézné vyskytuje na vnitini stran¢ membrany a na vné&jsi
stranu je transportovan b&hem apoptozy, jako signal k pohlceni (GroB3 et al., 2024). Timto
zpusobem virus vyuziva ptirozeny mechanizmus buiiky, pomoci kterého je PS rozpoznan
fosfatidylserinovymi receptory buniky a virus je tak internalizovan endocytézou (Amara
a Mercer, 2015). JelikoZ jsou EVs v n€kterych té€lnich tekutinach organizmu (sliny, sperma)
bohaté na PS, mohou se vazat na PS receptory a sniZzovat tak Sanci navazani viru. Tento proces
mize vysvétlovat, pro¢ jsou DENV a ZIKV pienaseny primarné krvi a jen vyjimeéné jinymi
télnimi tekutinami, ve kterych jsou rovnéz viry hojné ptitomny (Grof et al., 2024). Buiky
infikované ZIKV sekretuji EVs obsahujici E protein na svém povrchu. Tyto EVs mohou
vychytdvat protilatky cilené na virovy protein E a snizovat tak protiladtkami podporované
zesileni (ADE) (Zhao et al., 2023). Pii tomto jevu subneutralizujici protilatky vazi virus
a zprostiedkovavaji jeho vstup do bun€k, a to i pomoci zkiizené reagujicich protilatek

(Narayan, Tripathi, 2020).

Pii infekci ZIKV a DENV transportuji exozomy interferonem indukovany
transmembranovy protein 3 (IFITM3) z infikovanych bunék do neinfikovanych. Protein

IFITM3 blokuje vstup viru do bun€k a podili se tak na snizeni virémie. Exozomy s timto
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proteinem mohou prostupovat placentalni bariérou a chranit plod pied infekci béhem
téhotenstvi. Tento mechanismus vyrazné omezuje riziko pienosu infekce z matky na plod

(Zhu et al., 2014; Zou et al., 2020).

Vedle jiz zminéného ptimého transportu molekul s antivirovym u¢inkem se ukazalo,
7ze EVs mohou pienaset signalni molekuly stimulované interferonem (IFN) a tim omezovat
diseminaci viru v hostiteli. Takto stimulované infikované bunky produkuji EVs nesouci
mRNA specifickych IFN-stimulovanych genti. Tyto EVs jsou schopny v sousednich buiikach
aktivovat antivirovy stav jesté predtim, nez DENV do samotné bunky dorazi. Infikovana
bunka tedy mutze zaroven sekretovat EVs S antivirovym i provirovym u¢inkem a pomér
mezi témito vezikulami mize ovliviiovat zavaznost pribéhu infekce u pacienta (Martins et al.,

2018).
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2 Cile prace

Vypracovat resersi na téma role EVs ve flavivirové infekcei

Optimalizovat metodu pro expresi tetraspaninu CD9 fizovaného se zelenym

fluorescencnim proteinem (GFP) v mySich makrofagovych liniich

Detekovat GFP-znacené extracelularni vezikuly pomoci pritokové cytometrie
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3 Materialy a metody

3.1 Materialy

3.1.1 Bunééné linie

Pfi transfekci byly pouzity dvé adherentni bunééné linie, 1C-21 a HEK293T, a jedna
suspenzni linie, PMJ2-R. Pasazovani probihalo pravideln¢ tfikrat tydné. Bunky PMJ2-R byly
kultivovany v médiu RPMI 1640 (Biosera), s pridavkem 10 % FBS (Biosera), 1 % antibiotik
(ATB), 50 uM B-mercaptoethanolu a 2 mM L-glutaminu, zatimco bunky IC-21 a HEK293T
byly kultivovany v médiu DMEM high glucose (DMEM hg) (Biosera), doplnéném o 10 %
FBS (Biosera), 1 % ATB a 2 mM L-glutamin. Pti pasazovani byly bunky IC-21 z povrchu
uvolnovany mechanicky pomoci skrabky, zatimco HEK293T byly trypsinizovany po oplachu
s PBS a ucinek trypsinu byl inhibovan ptfidavkem kompletniho média. Adherentni bunécné
linie byly kultivovany v inkubatoru pfi teploté 37 °C, v 5 % atmosféie CO; a linie PMJ2-R
byla kultivovana pii 37 °C bez CO..

3.1.2 Chemicky kompetentni buiiky

Pro ucely transformace byly pouzity chemicky kompetentni buniky ToplO E. coli

(Invitrogen), uchovavané pii teploté -80 °C.
3.1.3 Plazmidy

Pro fluorescenéni znaceni byl zvolen plazmid pcDNAG6.2 nesouci kodujici sekvenci
pro tetraspanin CD9 fizovany s emGFP, ktery byl poskytnut prof. Nicole Meisner-Kober
(Paris Lodron University, Salzburg). Tento plazmid byl jiz diive uspé$né pouzit k produkci
CD9-emGFP pozitivnich EVs v bunikach HEK293T (Schiirz et al., 2022). Jako kontrola
slouzil prazdny vektor pPcDNAG.2. Plazmidova DNA byla uchovavana pii teploté -20 °C.

3.2 Metody

3.2.1 Piiprava agarovych ploten

Agarové plotny byly vytvoreny z LB agaru (Carl ROTH) o koncentraci 35 g/l
rozpusténého v H>0. Tento roztok byl po sterilizaci autoklavovanim ochlazen na teplotu cca
50 °C a byl doplnén o antibiotikum ampicilin (AMP) tak, aby jeho vysledna koncentrace byla
50 pg/ml. Takto piipraveny agar byl rozlit do Petriho misek a po ztuhnuti byly plotny

uchovéavany v chladové mistnosti.
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3.2.2 Transformace kompetentnich bunék

Plazmidova DNA byla amplifikovana v chemicky kompetentnich burnikach E. coli
Top10. Transformace byla provedena za pouziti 25 pl kompetentnich bunék a 50 ng plazmidu
pcDNAG6.2/CD9-emGFP nebo pcDNAG6.2. Nejprve byly bunky s plazmidem umistény
na 30 minut na led. Nasledné byla smés inkubovana pii teploté 42 °C po dobu 45 sekund a poté
2 minuty na ledu. Po piidani 80 ul S.O.C. média (Invitrogen) prob¢hla hodinova inkubace
pti 37 °C. Bunky byly naneseny na ptipravené LB agarové plotny a kultivovany pfes noc
pfi 37 °C. Nasledujici den byly narostlé kolonie naockovany do LB média s AMP
0 koncentraci 50 ug/ml a kultivovany do druhého dne na tiepacce pii teploté 37 °C,
pii 150 rpm, po dobu cca 16 hodin.

3.2.3 Izolace plazmidu

Plazmid byl z bunék E. coli Top10 vyizolovan pomoci izolaéniho kitu NucleoBond
Xtra Midi (Macherey-Nagel) podle instrukci vyrobce. Pelet s DNA byl resuspendovan
ve 100 pl nuclease-free H.O. Koncentrace a Cistota (A2e0/A2g0 @ A2e0/A230) vyizolované DNA

byla stanovena spektrofotometricky na ptistroji Nanophotometer P330 (Implen).

3.2.4 Elektroporace

Elektroporace byla testovana na makrofdgovych bunéénych liniich PMJ2-R a I1C-21,
které byly pasazovany den pted elektroporaci. Dalsi den byly buriky uvolnény do kultiva¢niho
média a centrifugovany pii 250 x g, po dobu 10 minut, pii teploté 10 °C. Buné¢ny pelet byl
promyt  resuspendovanim v zakladnim médiu  RPMI-1640 (ulinie PMJ2-R),
respektive ve DMEM hg (u linie 1C-21). Pro uréeni poctu bunék bylo odebrano 50 pl
suspenze, ktera byla obarvena trypanovou modii Vpoméru 1:1 a buiky byly spocitany

v Burkeroveé komurce.

Po dalsi centrifugaci za stejnych podminek byl pelet resuspendovan Vv pfislusném
zakladnim médiu na Koncentraci 2 x 10° bun€k/ml. Z této suspenze bylo odebrano 250 pl
vzorku (5 x 10° bungk), do kterého byla pfidana plazmidovd DNA. Smés byla vystavena
elektrickym pulzim v BTX kyveté se Stérbinou 0 velikosti 4 mm. Elektroporace byla
provedena na piistroji ECM® 630 Exponential Decay Wave Electroporation System (BTX
Harvard Apparatus) s nastavenim parametri podle Jordan et al., 2008. V tabulce | jsou
uvedena konkrétni nastaveni elektroporatoru a koncentrace plazmidové DNA, které byly

otestovany pii elektroporaci.
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Tab. I: Testované parametry pfi elektroporaci PMJ2-R a 1C-21 plazmidem pcDNAG6.2/CD9-
emGFP

Bunééna Napéti Odpor | Kapacita | Koncentrace plazmidu
linie [V] [Q] [uF] [ng DNA/1x10° bunék]
PMJ2-R | 250/350/400/450 | 1000 350/500 1/2,5/5
IC-21 200/250/350/400 | 1000 350 1/2,5/5

Jako negativni kontrola byly pouzity buiky elektroporované s plazmidem pcDNAG.2.
Nastaveni elektroporatoru pro obé bunééné linie jsou shrnuta v Tab I1.

Tab. I1: Parametry elektroporace bunéénych linii s plazmidem pcDNAG.2.

Bunécna | Napéti | Odpor | Kapacita | Koncentrace plazmidu
linie [V] [Q] [uF] [ng DNA/1x10° bunék]
PMJ2-R 350 1000 350 5
IC-21 250 1000 350 5

Po elektroporaci byly buiiky nasazeny do 24jamkového panelu, pfi¢emz jedna jamka
obsahovala 8,4 x 10* bunék v 800 pl piislusného kompletniho média, jehoz sloZeni je uvedeno
v kapitole 3.1.1. Po nasazeni byly buniky inkubovany pti 37 °C v 5 % atmosféte CO. po dobu
24 a 48 hodin.

Elektroporace bun¢k PMJ2-R byla provedena tiikrat, pricemz ve dvou piipadech byly
vzorky méfeny v technickém triplikatu. U bun¢k IC-21 byla elektroporace rovnéz provedena

trikrat a vSechny vzorky byly méfeny v technickém triplikatu.
3.2.5 Transfekce pomoci GenJet™

Bunééné linie IC-21 a HEK293T byly nasazeny 24 hodin pied transfekci
do 24jamkového panelu v hustoté 2 x 10° bun¢k/jamku (v kompletnim médiu dle kapitoly
3.1.1) tak, aby v den experimentu dosahly 70 % konfluence. Transfekce byla provedena
pomoci transfekéniho reagentu GenJet™ (SignaGen Laboratories), ktery byl pouzit vV poméru
1 ng DNA:3 ul GenJet™ podle instrukei vyrobee, pfi¢emz na jednu jamku bylo pouZito
0,5 pg plazmidu. Médium obsahujici komplexy DNA/GenJet™ bylo po 7 hodinach
odstranéno a nahrazeno kompletnim DMEM hg médiem nebo kompletnim médiem DMEM
hg bez FBS, aby bylo mozné porovnat vliv ptitomnosti a absence séra na u¢innost transfekce
a na viabilitu bun€k. V piipadé, Ze byla planovana detekce EVs, bylo médium vyménéno
za bezbarvé DMEM médium bez fenolové Eervené (Gibco™), doplnéné o 1 % ATB

a glutamin.
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Suspenzni bunétna linie PMJ2-R byla nasazena v den samotné transfekce
do 24jamkového panelu o hustoté 2 x 10° bun¢k/jamku v kompletnim médiu RPMI s 5 % FBS,
nebo v kompletnim médiu RPMI bez FBS. GenJet™ a DNA byly nafedény v zakladnim
DMEM hg médiu podle instrukci vyrobce. Transfekce byla provedena v poméru
1 ug DNA:3 pl GenJet™.,

Po nasazeni a transfekci byly bunky inkubovany pti 37 °C v 5 % atmosfére CO:
po dobu 24 a 48 hodin. Kontrolni vzorky byly transfekovany plazmidem pcDNAG.2 stejnym
postupem. Transfekce HEK293T a PMJ2-R byla provedena ttikrat, zatimco transfekce 1C-21
dvakrat.

3.2.6 Analyza transfekéni u€innosti a viability bunék

Pied mé&fenim byly buiky 24 a 48 hodin po transfekci odebrany z jamek, umistény
na led a centrifugovany pii 300 x g, 4 °C, po dobu 5 minut. Po centrifugaci byl supernatant
odebran a pelet byl resuspendovan ve 200 ul PBS. Pro stanoveni viability bunék bylo
k suspenzi pridano 5 pl propidium iodidu (P1) (Thermo Fisher Scientific), ktery barvi mrtvé
bunky. Na pratokovém cytometru NovoCyte3000 (Agilent Technologies) byla métena
fluorescence z GFP a viabilita bun€k. Analyza dat byla provadéna s vyuzitim softwaru
NovoExpress. Po oznaCeni singletti byly bunky (podle GFP a Pl pozitivity) rozdéleny
na kvadranty. Viabilita byla méfena ze vSech singletti, zatimco procento GFP-pozitivnich
bunék bylo stanoveno ze zivych bunék. Signal z GFP byl métfen v kanéle FITC a signal z Pl
Vv kanale PE-Texas Red.

Na zakladé naméfenych hodnot byly sestaveny grafy v programu Excel 2016, které
slouzily k optimalizaci transfek¢nich podminek s cilem dosdhnout maximalni exprese CD9-

emGFP pfi zachovani dostatecné viability.

3.2.7 Priprava média z PMJ2-R k detekci GFP-pozitivnich EVs

M¢édium odebrané transfekovanym buitkdm PMJ2-R po 48 hodinach od elektroporace
bylo nejprve centrifugovano pii 300 x g, 4 °C, po dobu 5 minut. Poté bylo 500 pl odebraného
supernatantu naneseno na 0,2 um filtr a centrifugovano pii 14 000 x g, 4 °C, po dobu 20 minut.
Ptefiltrované médium bylo méteno na pritokovém cytometru BD FACSymphony™ A1l Cell

Analyzer (BD Biosciences).

3.2.8 Ultrafiltrace EVs
K produkci EVs byla pouzita bunécna linie HEK293T, transfekovana dle postupu
v kapitole 3.2.5. Po 48 hodinach od transfekce bylo bunkam odebrano médium, které bylo
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nasledné centrifugovano dvakrat pii 300 x g, 5 minut, pii 4 °C a nakonec pfi 3000 x g,
5 minut, pfi 4 °C. Po kazdém kroku byl k nasledné centrifugaci odebran supernatant. Dale
byla provedena vakuova filtrace za vyuziti jednotky Steriflip® Vacuum Tube Top Filter
(0,22 pm membrana Millipore Express; Merck KGaA). Pred ultrafiltraci bylo médium s EVs

uchovavano pti 4 °C.

Ultrafiltrace (UF) byla provedena pomoci Amicon® Ultra Centrifugal Filter, 30 kDa
MWCO (Millipore). Ultrafiltraéni jednotka byla nejprve promyta 2 ml PBS a centrifugovana
pii 3800 x g, po dobu 10 minut a zbytky PBS byly odstranény. Na filtr bylo naneseno 15 ml
prefiltrovaného média odebraného HEK293T a byla provedena centrifugace pii 3500 x g,

po dobu 40 minut. Timto procesem byl vzorek zakoncentrovan na objem cca 500 pl.

3.2.9 Znaceni EVs s CTV450

Ke 2 ul fluorescenéniho barviva CTV450 (CellTrace™ Violet Proliferation Kit;
Invitrogen) bylo pfidano 500 ul PBS. Takto natedéna CTV450 byla ptidana k 500 pl EVs
(v médiu nebo po UF) v poméru 1: 1 a poté probéhla inkubace ve tmé pii 37 °C, po dobu

30 minut.

3.2.10 Izolace EVs

K izolaci EVs byla pouzita kolona gEVoriginal Column 35 nm (Izon Science), jejiz
princip je zaloZen na velikostné vylu¢ovaci chromatografii (SEC). Kolona byla nejprve
promyta 17 ml PBS, prefiltrovaného ptes 0,2 um filtr. Na promytou kolonu bylo naneseno
0,5 ml vzorku po ultrafiltraci, zna¢eného s CTV450. Ihned po naneseni byly sbirany frakce
po 0,4 ml. Po absorpci vzorku kolonou byly naneseny dvakrat 2 ml PBS. Po odbéru 12 frakci
byla kolona promyta chemikaliemi v potadi uvedeném v tabulce 111. VSechny pouzité roztoky

byly piedem prefiltrovany pies 0,2 pum filtr.

Tab. 111: Piehled promyvacich roztoki a jejich objemd.

Roztok Objem

0,5 M NaOH (Carl ROTH) 8,5 mi
PBS 17 ml

H20 17 ml

20 % Ethanol (nafedén v H20) 17 ml
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3.2.11 Fluorescenéni spektrofotometrie

Fluorescence byla analyzovdna V jednotlivych frakcich odebranych po SEC.
Z kazdého vzorku bylo naneseno 100 ul do 96jamkové ¢erné desticky (SARSTEDT AG & Co.
KG) a intenzita fluorescence byla méfena pomoci pristroje Synergy H1 Plate Reader (BioTek).
Detekce probihala pii nastaveni excitatniho a emisniho spektra 485 nm/515 nm (GFP)
a 405 nm/450 nm (CTV450).

3.2.12 Priitokova cytometrie — detekce EVs

Pro detekci fluorescencné znacenych EVs byl pouzit pratokovy cytometer BD
FACSymphony™ A1 Cell Analyzer (BD Biosciences), ktery je vybaven detektorem pro malé
castice (SPSSC).

Pfed métenim byl ptistroj kalibrovan pomoci BD CellView™ Calibration Beads (BD
Biosciences) dle instrukci vyrobce. Vezikuly byly méfeny pomoci detektoru SPSSC (small
particle side scatter) v kombinaci s fluorescenci. Fluorescence GFP byla detekovana
Vv pasmovém filtru 530/30 a fluorescence CTV450 byla detekovdna v pasmovém filtru
V450/30. Pfed métenim vezikul byly nastaveny nasledujici parametry: logaritmickd Skala
pro pouzivané detektory, prahova hodnota tzv. ,threshold® byla nastavena na hodnotu 200
na detektoru SPSSC i v pasmovém filtru B530/30, a ,window extension‘ na hodnotu 4.
Nameéiené signaly byly zobrazovany v dvouparametrovych bodovych grafech tzv. dot plotech
a byla méfena maximalni intenzita signalu (SPSSC-H, BB515-H a V450-H). Bodové grafy

byly pro lepsi ilustraci nahrazeny konturovymi dot ploty. Samotné méfeni vzorkt probihalo

v w7

Fluorescence byla méfena u vzorkli obsahujicich fluorescenéni EVs
pied a po ultrafiltraci, pfed a po zna¢eni CTV450 a v jednotlivych frakcich po izolaci pomoci
SEC ptipravenych v kapitole 3.2.8, 3.2.9 a 3.2.10, jejichz oznaceni je shrnuto v tabulce IV.

Tab. IV: Oznaceni vzorki pro méfeni fluorescence.

Vzorek Oznaceni
Médium z HEK293T pied UF s PBS (1 : 1) pted UF
Médium z HEK293T pied UF s CTV450 (1 : 1) pred UF + CTV450
Médium z HEK293T po UF s PBS (1: 1) po UF
Médium z HEK293T po UF s CTV450 (1 : 1) po UF + CTV450
Frakce 1-12 ze SEC D1-D12
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Pted métenim byly vzorky natedény pomoci PBS (ptefiltrovaného ptes 0,2 pm filtr).
Frakce D1, D7-D12 byly 5x fedény a mé&feny po dobu 10 S, vzorky odebrané pied UF byly
10x fedény a méfeny po dobu 10 s, zatimco vzorky odebrané po UF byly fedény 50% a méfeny
2s.

3.2.13 SDS-PAGE

Nejprve byly ptipraveny polyakrylamidové gely pro separaci proteini pomoci SDS-
PAGE. Do pfipravené aparatury byla nalita 12,5 % separacéni ¢ast gelu, ktera byla prevrstvena
1ml isopropanolu. Po cca 30 minutach byl isopropanol odstranén a povrch
zpolymerizovaného gelu byl opldchnut destilovanou vodou. Poté byla nanesena smeés
pro zaosttovaci gel, do kter¢ byl vlozen hiebinek a po cca 20 minutach byl gel pfipraven

k pouziti. Chemikalie potfebné pro ptipravu dvou geli jsou uvedeny v tabulce V.

Tab. V: Slozeni 12,5 % separac¢niho (running) gelu a zaostfovaciho (stacking) gelu.

12,5 % running gel
Chemikalie MnoZstvi Vyrobce
40 % acrylamid 4,7 ml Thermo Fisher Scientific
4xTris-CI/SDS pH 8,8 3,75 ml -
(1,59 M Tris base,
0,29 M Tris-HCI,
0,017 M SDS, pH 8,8)
H20 6,55 ml -
2,2,2-trichlorethanol 75 ul Sigma Aldrich
10 % APS 60 ul Sigma Aldrich
TEMED 12 ul Carl ROTH
Stacking gel
Chemikalie MnoZstvi Vyrobce
40 % bisacrylamid 0,49 ml Thermo Fisher Scientific
4xTris-Cl/SDS pH 6,8 1,25 ml -
(1,25 M Tris-HCl,
0,017 M SDS, pH 6,8)
H20 3,2 ml -
2,2,2-trichlorethanol 25 pl Sigma Aldrich
10 % APS 30 pl Sigma Aldrich
TEMED 6 ul Carl ROTH

Pii ptipravé vzorka byl 4x Laemmli Sample Buffer (Bio-Rad Laboratories) smichan
s 2-merkaptoethanolem (SERVA Electrophoresis GmbH) v poméru 9 : 1. Nasledné byly
vzorky A, B, D7-D12 (uvedeny v tabulce 1V) smichany s Laemmli Sample Bufferem s ME
v poméru 3 : 1 a 40 ul vzorku bylo naneseno do jamek. Do jedné jamky byly napipetovany

4 ul markeru (Page Ruler Plus Prestained Protein Ladder; Thermo Fisher Scientific).
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Elektroforéza probihala v ELFO aparatufe naplnéné 1x ELFO pufrem (25 mM Tris,
192 mM Glycin, 0,1 % SDS). Aparatura byla zapojena do zdroje a nastavena na 150 V, 50 mA
na dobu 75 minut. Po uplynuti tohoto ¢asu byl gel viozen do Milli-Q H20. Nasledné byl gel
vizualizovan pod UV svétlem na pfistroji ChemiDoc™ MP Imaging System (Bio-Rad

Laboratories).

3.2.14 Western blot

Za celem detekce proteinu CD9 byla provedena metoda Western blot. Proteiny byly
zZ polyakrylamidového gelu (kapitola 3.2.9) pfeneseny na membranu pomoci systému Trans-
Blot® Turbo™ Mini PVDF Transfer Pack (Bio-Rad Laboratories), ktery obsahuje PVDF
membranu 1 filtrani papiry navlhéené transferovym pufrem. Po sestaveni sendvice
a odstranéni vzduchovych bublin byl proveden pfenos proteinti na membranu pomoci ptistroje

Trans-Blot® Turbo™ Transfer System (Bio-Rad Laboratories), ktery byl nastaven na 7 minut.

Pieblotovana membrana byla promyta roztokem 1x koncentrovaného TBS
s Tweenem-20 (20 mM Tris, 137 mM NacCl, s pH 7,6 upravenym pomoci HCI, 0,1 % Tween-
20). Poté bylo provedeno blokovani nespecifickych vazeb ponofenim membrany do 5 %
odtu¢néného mléka v 1xTBS s 0,1 % Tweenem-20 a inkubaci na téepacce po dobu 1 hodiny.
Nasledn¢ byla membrana inkubovana v mléce s 1000x nafedénou primarni monoklonalni
protilatkou proti CD9 (SA35-08, Thermo Fisher Scientific). Inkubace probihala pies noc,
pii 4 °C.

Dalsi den byla membrana promyta v 1x TBS s 0,1 % Tweenem-20 (dvakrat kratce,
poté po dobu 15 minut a dvakrat 5 minut) pii pokojové teploté na tiepacce. Po promyti byla
membrana inkubovana se sekundarni anti-krali¢i protilatkou konjugovanou s kienovou
peroxidazou, po dobu 40 minut, pfi pokojové teploté. Sekundarni protilatka byla nafedéna
2000% v 5 % odtuénéném mléce nafedéném v 1x TBS s0,1 % Tweenem-20. Po inkubaci
nasledovalo promyti membrany (ttikrat 5 minut) v 1x TBS s 0,1 % Tweenem-20 za stejnych

podminek.

K vizualizaci proteini byl pouzit detekéni roztok zkitu Western Bright
Quantum (Advansta). Roztok byl ptipraven kratce pfed pouZitim smichanim roztokt v poméru
1: 1. Poté byl rovhomérné nakapan na membranu, kterd byla po 1 minuté pfiklopena folii.
K vizualizaci chemiluminiscence byl vyuzit piistroj ChemiDoc™ MP Imaging System (Bio-

Rad Laboratories).
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4 Vysledky

Pro expresi tetraspaninu CD9 (fizované¢ho s GFP) v mysich makrofagovych linich byly

vybrany dvé transfekéni metody, elektroporace a transfekce s GenJet™ reagencii.

V ramci optimalizace metody elektroporace byly testovany tfi parametry, vliv napéti,

kapacity a koncentrace DNA na G¢innost transfekce a viabilitu.

4.1. Elektroporace

4.1.1 Vliv napéti na ucinnost elektroporace PMJ2-R

Na obr. 4 je znazornén graf zavislosti i¢innosti elektroporace, vyjadiené jako procento
GFP-pozitivnich zivych bunék PMJ2-R, a viability bunék na napéti po 24 a 48 hodinach.
Pii elektroporaci byla pouzita koncentrace 5 ug DNA/1x108 bunék a kapacita 350 uF.

100 +
90 —+
80 +
70 +
60 +
50 4+ GFP+ 24 hodin

40 + GFP+ 48 hodin

30 T Viabilita 24 hodin

20 T+
Viabilita 48 hodin
10 +

0 | } } } }
200 250 300 350 400 450 500
Napéti[V]

Obrazek 4: Graf zavislosti procenta GFP-pozitivnich zZivych bunék PMJ2-R a viability
na napeéti po 24 a 48 hodindch od elektroporace

Z grafu (obr. 4) vyplyva, Ze viabilita bungk se s rostoucim napétim snizovala. U&innost
elektroporace po 24 hodinach se s rostoucim napétim zvysovala az do napéti 350 V, pii vy$§im
napé€ti ucinnost klesala. Po 48 hodinach se procento GFP-pozitivnich Zivych bunék snizilo
a viabilita se zvysila. Nejvyssi Gi€innost elektroporace vykazovaly vzorky pti pouzitém napéti
350 V (24,03 + 2,23 % GFP-pozitivnich Zzivych bunék, viabilita 71,09 + 6,25 %)
po 24 hodinach.
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4.1.2 Vliv koncentrace plazmidové DNA na ucinnost elektroporace PMJ2-R

Zavislost procenta GFP-pozitivnich zivych bunék PMJ2-R a viability na koncentraci
plazmidové DNA po 24 a 48 hodinach je zobrazena na obr. 5. Pii elektroporaci bylo pouzito
napéti 350 V a kapacita 350 pF.
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% +
80 T

70 +
60 + GFP+ 24 hodin
S0 1 GFP+ 48 hodin
40 +
30 +
20 +
10 +
oF : : |
0 2 4 6
Koncentrace plazmidové DNA [ug DNA/1x108 bunék]

Viabilita 24 hodin
Viabilita 48 hodin

Obrazek 5: Graf zavislosti procenta GFP-pozitivnich zZivych bunek PMJ2-R a viability
na koncentraci plazmidové DNA po 24 a 48 hodindch od elektroporace

Graf (obr. 5) ukazuje, Ze srostouci koncentraci plazmidové DNA se zvySovala
uc¢innost elektroporace, jelikoz se zvySovalo procento GFP-pozitivnich zivych bunék.
Viabilita bunék se srostouci koncentraci plazmidové DNA snizovala. Po 48 hodinach
se procento GFP-pozitivnich zivych bun€k sniZilo a viabilita bun¢k se mirné zvysila. Nejvyssi
uc¢innost elektroporace byla zaznamenana u vzorkl, u kterych byla pouzita koncentrace

plazmidové DNA 5 pg DNA/1x10° bungk.

4.1.3 Vliv kapacity na ucinnost elektroporace PMJ2-R
Obr. 6 zobrazuje graf zavislosti procenta GFP-pozitivnich zivych bunék a viability

na napéti po 24 a 48 hodinach. Pti elektroporaci byla pouzita koncentrace plazmidové DNA
5 ng DNA/1x10° bunék a napéti 350 V.
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Obrazek 6: Graf zavislosti procenta GFP-pozitivnich zivych bunék PMJ2-R a viability
na kapacité po 24 a 48 hodindch od elektroporace

Z grafu (obr. 6) vyplyva, ze po 24 hodinach bylo procento GFP-pozitivnich Zivych
buné¢k priblizné o 5 % vyssi pti kapacité 350 puF nez pii kapacité 500 uF. Po 48 hodinach se
procento GFP-pozitivnich zivych bunek téméf nelisilo. Viabilita bun¢k pii kapacité 350 puF
byla piiblizné o 2 % vyssi nez pti kapacité 500 uF. Zména kapacity Vv tomto rozsahu méla
pouze maly vliv na G¢innost elektroporace. Vyssi transfekéni ucinnost byla zaznamenana

u vzork, u kterych byla pouzita kapacita 350 pF.

4.1.4 Vliv napéti na u¢innost elektroporace IC-21
Na obr. 7 je znazornén graf zavislosti procenta GFP-pozitivnich Zivych bunék IC-21
a viability na pouzitém napéti po 24 a 48 hodinach. Pti elektroporaci téchto vzorku byla

pouzita koncentrace plazmidové DNA 5 pg DNA/1x10° bunék.
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Obrazek 7: Graf zavislosti procenta GFP-pozitivnich zivych bunék 1C-21 a viability
na napéti po 24 a 48 hodinach od elektroporace
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Z grafu na obr. 7 je patrné, ze GCinnost transfekce po 24 hodinach se zvySovala
se vzrustajicim napétim az do hodnoty 250 V, pii vysSich napétich G¢innost klesala. Viabilita
bun¢k se srostoucim napétim postupné snizovala, pficemz K nejvétsimu poklesu doslo
mezi napétimi 250V a 350 V. Uginnost transfekce po 48 hodinich se zvySovala
se vzriastajicim napétim do hodnoty 350 V, pii vys$sim napéti ucinnost klesala. Viabilita bun¢k
se se vzrustajicim napétim snizovala. Procento GFP-pozitivnich zivych bunék se 48 hodin

po transfekci témef nezménilo.

Jako nejvhodnéjsi parametr se ukazalo napéti 250 V s nejvyssi G€innosti transfekce

(6,32 + 1,13 %) pii stale dostate¢né viabilité (60,05 + 13,19 %).

4.1.5 Vliv koncentrace DNA na ucinnost elektroporace 1C-21
Obr. 8 ukazuje graf zavislosti procenta GFP-pozitivnich Zivych bunék a viability

na koncentraci plazmidové DNA po 24 a 48 hodinach. Pfi elektroporaci téchto bunék bylo

pouzito napéti 350 V.
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Obrazek 8: Graf zavislosti procenta GFP-pozitivnich Zivych bunék a viability na koncentraci

plazmidové DNA po 24 a 48 hodinach od elektroporace, pri pouzitéem napéti 350 V

Graf na obr. 8 ukazuje, ze vyssi ucinnost transfekce vykazoval vzorek pii pouziti
koncentrace 5 ug plazmidové DNA/1x10° bungk. Viabilita bunék byla pii viech pouzitych
koncentracich DNA niZsi nez 41 %. Napéti bylo tedy ptili§ vysoké.
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Zavislost procenta GFP-pozitivnich bun€k a viability na Koncentraci plazmidové DNA
po 24 a 48 hodinach zachycuje graf na obr. 9. Pii elektroporaci téchto vzorkd bylo pouzito
napéti 250 V.
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Obrazek 9: Graf zavislosti procenta GFP-pozitivnich zivych bunék a viability na koncentraci
plazmidové DNA po 24 a 48 hodinach od elektroporace, pri pouzitéem napéti 250 V

Z grafu na obr. 9 vyplyva, Ze vyssi ucinnost transfekce vykazovaly buiiky pfi pouziti
koncentrace 5 pg plazmidové DNA/1x10° bunék. Viabilita bunék byla pfi této koncentraci
DNA vyssi nez 60 %.

4.1.6 Nejucinnéjsi parametry elektroporace
V tabulce VI jsou shrnuty parametry, které predstavuji kompromis mezi maximalni u¢innosti
elektroporace pii zachovani dostate¢né viability bun¢k. Zaroven jsou zde uvedeny hodnoty
GFP-pozitivnich zivych bun€k a viability, kterych bylo pfi tomto nastaveni dosazeno u kazdé
bunééné linie.

Tab. VI: Optimalizované podminky elektroporace a jejich G¢innost po 24 hodinach.

Bunééna Napéti | Odpor | Kapacita | Koncentrace plazmidu GFP+ [%] Viabilita
linie V] [Q] [WF] [ng DNA/1x10° bunsk] [%]

PMJ2-R 350 1000 350 5 24,03 +2,23 | 71,09+ 6,25
IC-21 250 1000 350 5 515+2,16 | 65,20=+6,89

4.2 Transfekce pomoci GenJet™

Dalsi transfekéni metodou, kterd byla testovéna, byla transfekce pomoci GenJet ™,

Ocekavalo se, Ze tato metoda bude Setrnéj$ik bunkam, proto byl zarovei testovan vliv absence
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séra na ucinnost transfekce a viabilitu bun€k. Sérum je zdrojem vezikul, proto je jeho

ptitomnost nezddouci.

4.2.1 Transfekce PMJ2-R
V tabulce VII jsou uvedeny vysledky transfekce bunééné linie PMJ2-R plazmidem
pcDNAG.2/CD9-emGFP, kontrolni vzorky byly transfekovany plazmidem pcDNA6.2.

Tab. VII: Vysledky transfekce PMJ2-R po 24 a 48 hodinach.

Vzorek 24 hodin 48 hodin
GFP + [%] Viabilita [%] GFP + [%] Viabilita [%]
Kontrola - bez FBS 0,34 52,06 0,06 23,65
CD9-GFP - bez FBS 3,03 44,33 0,52 21,87
Kontrola - 5% FBS 0,47+0,12 78,49 + 0,33 0,78 £ 0,02 67,88 £ 12,25
CD9-GFP - 5% FBS 8,22 +£4,02 81,44 + 1,31 2,80+1,02 67,59 + 15,16

Naméiené¢ hodnoty v tabulce VII ukazuji, Ze Gc¢innost transfekce bunék PMIJ2-R
dosahovala 8,22 + 4,02 % v médiu s 5 % FBS. U bunék v médiu bez séra byla viabilita bunék
vyrazné niz$i nez u bunék v médiu s 5 % FBS. Viabilita a podil GFP-pozitivnich Zivych bunék

se po 48 hodinach snizily.

4.2.2 Transfekce 1C-21
V tabulce VIII jsou uvedeny vysledky transfekce bunééné linie IC-21 plazmidem
pcDNAG6.2/CD9-emGFP, kontrolni vzorky byly transfekovany plazmidem pcDNAG6.2.

Tab. VIII: Vysledky transfekce IC-21 po 24 a 48 hodinach.

Vzorek 24 hodin 48 hodin
GFP + [%0] Viabilita [%] GFP + [%] Viabilita [%]
Kontrola - bez FBS 0,62+0,14 85,88 + 1,54 0,79£0,07 76,40 +£ 1,45
CD9-GFP bez FBS 0,92 +0,15 87,08 +0,73 0,94+0,18 79,44 + 0,02
Kontrola - s 10 % FBS 0,52 £ 0,09 86,76 + 0,54 0,53 +£ 0,03 89,55+ 1,66
CD9-GFP s 10 % FBS 1,17+0,13 85,29 + 2,57 0,69+ 0,01 91,10+ 0,17

Z tabulky VIII vyplyva, Ze podil GFP-pozitivnich zivych bunék u vzorkt CD9-GFP
(s 10 % FBS i bez séra) se od piislusnych kontrolnich vzorkd lisil o méné nez 1 %. Uginnost
transfekce byla tedy velmi nizk4. Viabilita bun¢k se po 24 hodinach mezi vzorky s 10 % FBS
a bez séra vyrazné neliSila. Po 48 hodinach od transfekce byla viabilita bun€k v médiu bez séra

niz$i nez v médiu s 10 % FBS.
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4.2.3 Transfekce HEK293T

Pro srovnani byla provedena i transfekce bunééné linie HEK293T, ktera je ucinné
transfekovatelnd. Opét byl ovéien i vliv absence séra na ucinnost transfekce a viabilitu bunck.
V tabulce IX jsou uvedeny vysledky transfekce bunééné linie HEK293T plazmidem
pcDNAG6.2/CD9-emGFP, kontrolni vzorky byly transfekovany plazmidem pcDNAG6.2.

Tab. IX: Vysledky transfekce HEK293T po 24 a 48 hodinach.

Vzorek 24 hodin 48 hodin
GFP + [%] Viabilita [%] GFP + [%] Viabilita [%]
Kontrola-bez séra 0,74 £0,44 97,97 £ 1,89 0,37 £ 0,25 95,15+ 0,70
CD9-emGFP- bez séra 74,71 + 3,55 92,54 £ 0,01 67,82 £ 4,26 70,74 + 3,60
Kontrola —5 % FBS 1,12 +£0,24 98,08 + 1,87 0,31+0,18 93,85 + 0,65
CD9-emGFP -5 % FBS 67,34 +3,14 79,32 + 14,29 74,06 + 3,80 80,87 £ 2,89

Z namétenych dat v tabulce IX vyplyva, Ze ucinnost transfekce HEK293T byla
za vSech testovanych podminek vysoka (67,34 - 74,71 %). Po 48 hodinach vysoké procento
GFP-pozitivnich zivych bunék pietrvavalo a viabilita bun¢k v médiu bez séra se lehce snizila,
zatimco vmédiu s5 % FBS zlstala témét beze zmény. Exprese CD9-GFP méla vliv
na viabilitu bunék. Tento trend byl pozorovan v obou ¢asovych intervalech, v piitomnosti séra

i v jeho absenci.

4.2.4 Vysledky transfekce
V tabulce X jsou shrnuty vysledky transfekce bunék PMIJ2-R, 1C-21 a HEK293T

pomoci GenJet™,

Tab. X: Souhrn vysledku transfekce bunék v médiu s FBS.

Buné¢éna linie 24 hodin 48 hodin

GFP + [%0] Viabilita [%6] GFP + [%] Viabilita [%]
PMJ2-R 8,22 +4,02 81,44+1,31 2,80+ 1,02 67,59 + 15,16
IC-21 1,17+0,13 85,24 +£ 2,57 0,69+ 0,01 91,10+ 0,17
HEK?293T 67,34 +3,14 79,32+ 14,29 74,06 £ 3,80 80,87 £ 2,89

4.3 Detekce CD9-emGFP znacenych EVs z PMJ2-R

Bunky produkujici fuzni protein CD9-GFP sekretuji fluorescenéni vezikuly, které je
mozné métit na pritokovém cytometru vybaveném detektorem pro malé ¢astice (SPSSC).
V pilotnim experimentu byly vezikuly méfeny piimo z kultiva¢niho média po elektroporaci
PMJ2-R plazmidem pcDNAG6.2/CD9-emGFP. Na obr. 10 jsou vysledky z pritokové
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cytometrie, které zobrazuji detekci GFP-pozitivnich EVs v zavislosti na koncentraci

plazmidové DNA pouzité pfti elektroporaci.

Kontrola 1 pg DNA/1x10°bunék 2,5 pg DNA/1x10%bunék 5 ug DNA/1x10%bunék

GFP

Obrdazek 10: Detekce GFP-pozitivnich vezikul z PMJ2RICD9-em GFP pomoci priitokové

cytometrie

Obr. 10 ukazuje, ze s rostouci koncentraci plazmidové DNA se mnozstvi GFP-

pozitivnich vezikul v oblasti P1 zvySovalo.

4.4 Detekce fluorescen¢né znacenych EVs z HEK293T

Z divodu vysoké ucinnosti transfekce HEK293T, byly pro ucel detekce vezikul
vybrany pravé tyto bunky. EVs byly méfeny piimo z média (pieCiSteny diferencialni
centrifugaci), nebo po zakoncentrovani ultrafiltraci (UF), nebo po nasledném piecisténi
pomoci velikostné vylucovaci chromatografie (UF/SEC). Pro spolehlivéjsi detekci byly EVs
navic znaceny fluorescencnim barvivem CTV450, které pronikd membranou a vlivem esteraz
piitomnych ve vezikulech se méni na fluorescen¢ni produkt, ktery umoziuje rovnéz jejich
detekci. Fluorescen¢ni vezikuly byly méfeny nejdiive na fluorescencnim spektrofotometru

a poté na prutokovém cytometru.

4.4.1 Spektrofotometrické méieni fluorescence
Na obr. 11 je znazornéna intenzita fluorescence GFP, ktera byla naméfena
V jednotlivych  frakcich z média HEK293T po UF/SEC pomoci fluorescenéni

spektrofotometrie.
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Obrazek 11: Intenzita fluorescence z GFP v jednotlivych frakcich

Graf na obr. 11 ukazuje, ze frakce 1-6 vykazovaly pouze minimalni fluorescen¢ni
signal. Intenzita fluorescence se zaCala mirn€ zvySovat ve frakci 7 a nejvyssi hodnoty doséhla
ve frakci 9. S dalsimi frakcemi fluorescence klesala. Nejvyssi signal byl detekovan ve frakcich

8,9 a 10, coz zde naznacuje nejvyssi ptitomnost GFP-znacenych EVs.

Na obr. 12 je znazornéna intenzita fluorescence CTV450, ktera byla naméfena

Vv jednotlivych frakcich z média HEK293T po UF/SEC.
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Obrazek 12: Intenzita fluorescence z CTV450 v jednotlivych frakcich

cwwvr

mirné vrustat ve frakci 7, pficemz svého maxima dosahla ve frakci 9. Nejvyssi fluorescence
byla detekovana u frakce 8-10, coz naznacuje nejvyssi pfitomnost EVs v téchto frakcich.
V nasledujicich frakcich (11 a 12) byl zaznamendn pokles signalu, ktery vSak ziistaval vyssi

nez u uvodnich frakci.
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Na zékladé naméfenych hodnot byly frakce 7-12 méfeny také na pratokovém

cytometru a frakce 1 byla vyuzita jako kontrola.

4.4.2 Detekce EVs pomoci priitokové cytometrie

Na obr. 13 jsou znazornény vysledky detekce fluorescence GFP, které byly ziskany
méfenim vzorkl pfed a po UF a méfenim jednotlivych frakci po UF/SEC z média bunck
HEK?293T (transfekovanych plazmidem pcDNA6.2/CD9-emGFP). Signal z GFP je zndzornén

na X-ové ose.

Pfed UF Pred UF + CTV450 ' Po UF - -Po UF+ CTV4$0
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Obrazek 13: Detekce emGFP-pozitivnich EVs pomoci priitokové cytometrie

Z obr. 13 je patrné, ze GFP-pozitivni vezikuly (oblast P1) byly ve vzorcich detekovany
pred UF i po UF. Ve frakci 1 nebyla zaznamenana fluorescence z GFP, coz odpovida tomu,
ze se zde EVs jesté nenachazeji. Ve frakci 7 zacala fluorescence vzrustat, pticemz nejvyssi
intenzity dosahla ve frakci 9, kde byl posun populace do oblasti P1 nejvyraznéjsi.

V nésledujicich frakcich (10, 11 a 12) fluorescence postupné klesala, a to naznacuje snizujici
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se koncentraci GFP-znacenych EVs v téchto frakcich. Kvuli vysoké intenzité fluorescence
v pifedchozim méfeni pomoci fluorescenéni spektrofotometrie byly frakce 8-10 spojeny

a vysoka fluorescence v téchto frakcich byla prokazana také pomoci pritokové cytometrie.

Na obr. 14 jsou znazornény vysledky méteni fluorescence CTV450, které byly ziskany
méfenim vzorkt pfed a po UF a méfenim jednotlivych frakci po UF/SEC z média bun¢k
HEK293T (transfekovanych plazmidem pcDNA6.2/CD9-emGFP). Signal z CTV450 je

znazornén na x-oveé 0Se.
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Obrazek 14: Detekce CTV450 pomoci pritokové cytometrie

Zobr. 14 vyplyva, ze v neznafenych vzorcich pfed a po UF CTV450-pozitivni
vezikuly detekovany nebyly, zatimco ve znacenych vzorcich pfed i po UF se pfitomnost
pozitivnich vezikul potvrdila. Ve frakci 1 nebyla zaznamenana témét zadna fluorescence

z CTV450 (oblast P2). Pocinaje frakci 7 se intenzita fluorescence zvySovala az do frakce 9,
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ve které byla fluorescence nejvyssi. S dalSimi frakcemi se fluorescenéni signal postupné

snizoval. U frakci 8-10, které byly spojeny, byla rovnéz detekovana intenzivni fluorescence.

Na obr. 15 je opét analyza frakci ziskanych po UF/SEC z média bunék HEK293T
(transfekovanych plazmidem pcDNAG6.2/CD9-emGFP) a vzorkt pied a po UF (viz tabulka
IV). Tentokrat analyza umoznuje rozliSit vezikuly, které jsou dvojité pozitivni (GFP+/

CTV450+), pozitivni na GFP nebo jenom na CTV450.
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Obrdazek 15: Detekce GFP a CTV450 pomoci priitokové cytometrie

V kvadrantu Q1 je zobrazena populace pozitivni na fluorescenci z CTV450, zatimco
v kvadrantu Q4 jsou ¢astice pozitivni na signal z GFP. Kvadrant Q2 zachycuje populaci ¢astic,
ktera vykazuje pozitivni signal pro GFP i CTV450. Vzorky pted a po UF, které nebyly
s CTV450 inkubovany, vykazovaly fluorescenci pouze z GFP. Ve vzorcich pied i po UF
zna¢enych s CTV450 byl fluorescen¢ni signal v kvadrantu Q2 detekovan.
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Pritomnost EVs byla zachycena ve frakcich 7-12, pficemz nejvyssi intenzity fluorescencniho

signalu bylo dosazeno ve frakcich 8-10.

V tabulce X111 je uveden pocet udalosti, které byly naméteny prutokovou cytometrii.

Tab. XIII: Pocet udalosti detekovanych na pratokovém cytometru pii méteni fluorescence

z GFP a CTV450
Vzorek Redéni | Doba | Pocet udalosti | Pocet udalosti | Pocet udalosti
méfeni GFP+ CTV450+ GFP+,
CTV450+
Frakce 1 5x 10s 0 3 0
Frakce 7 5x 10s 127 361 19
Frakce 8 5% 10s 2454 4984 322
Frakce 9 5% 10s 5023 7550 655
Frakce 10 5% 10s 1635 1763 211
Frakce 11 5x 10s 67 78 16
Frakce 12 5x 10s 91 134 10
Frakce 8-10 5% 10s 3918 5675 541
pied UF 10x 10s 1337 4 1
pred UF + CTV450 10x 10s 2491 14145 7283
po UF 50x% 25S 1422 4 1
po UF + CTV450 50x% 25 1751 8475 3668

Nejvyssi pocet dvojité pozitivnich ¢astic byl detekovan ve frakcich 8-10, S maximem
ve frakci 9. Vzorky znacené s CTV450 vykazovaly vysoky narust po¢tu GFP+ i CTV450+
udalosti. Pfestoze byl vzorek po UF méfen pti SOnasobném fedéni pouhé 2 s, dosahl vysokého

poctu detekovanych udalosti, coz naznacuje ¢inné zakoncentrovani EVs ultrafiltraci.

4.4.3 Detekce CD9
Pro ovéfeni piitomnosti CD9-pozitivnich EVs ve vzorcich A (pfed UF), B (po UF)
a Vv jednotlivych frakcich ze SEC byla vyuzita metoda Western blot (obr. 16).
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Obrdazek 16: Detekce CD9 pomoci Western blotingu

Ve vzorku B (po UF) byly detekovany dva bandy, vétsi o velikosti ptiblizné 50 kDa
a mensi 0 velikosti cca 27 kDa (obr. 16). Slabsi band odpovida tetraspaninu CD9 o velikosti
24-27 kDa (Yubero et al., 2011). Vé&tsi protein odpovida fiznimu proteinu CD9-emGFP, jehoz
velikost se pohybuje v rozmezi 50-60 kDa. Ve vzorku A a v jednotlivych frakcich ze SEC

nebyl detekovan zadny chemiluminiscen¢ni signal.
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5 Diskuze

Fluorescen¢ni znaceni EVs piedstavuje nastroj pro jejich vizualizaci. Umoziuje nejen
jejich zobrazeni pod konfokalnim ¢i fluorescenénim mikroskopem, ale také jejich méteni
pritokovou cytometrii a dal§imi metodami. Toto znafeni umoziuje napt. testovani jejich
pohlceni (uptaku) zivymi bunikami (Schiirz et al., 2022). Znac¢ené EVs jsou také vyuzivany
pro studium mezibunééné komunikace a pii vyuziti vice fluorescencnich znacek je mozné
sledovat vyménu EVs mezi riznymi bunéénymi liniemi (Boudna et al., 2024). Takto znacené
vezikuly mohou byt uplatnény pii metodé NTA (Analyza sledovani nanocastic), ktera slouzi
k charakterizaci EVs na nékolika trovnich, jelikoz méfi jejich velikost, distribuci velikosti,

koncentraci a umoziuje rozliSeni subpopulaci (Kowkabany et al., 2024).

Kromé fluorescen¢niho zna¢eni membranovych proteind, jako jsou tetraspaniny CD9,
CD63, CD81, jsou Vv nékterych studiich aplikovana znaceni pomoci lipidovych ¢i RNA
specifickych barviv. Tyto metody jsou Siroce vyuzivany, avsak jejich nevyhodou je tendence
k tvorbé micel a artefaktt, které mohou zkreslovat vysledky analyzy (Morales-Kastresana
et al., 2017). Dalsi alternativou je vyuziti fluorescen¢nich proteini fizovanych s proteiny,
které vykazuji afinitu k membranovym lipidim (napi. fosfatidylserinu). Zatimco znaceni
tetraspanini umoznuje identifikaci na zakladé jejich biogeneze, tento alternativni pfistup
napomaha urceni jednotlivych subpopulaci podle lipidového sloZeni (Mathieu et al., 2021;
Kobayashi et al., 2026). Znaceni fiznimi proteiny, které bylo vyuzito i v této praci, ma vSak
také jistd omezeni, jelikoZ zvySend produkce fizniho proteinu mize ovliviiovat biogenezi EVs
a jejich pfitomnost na povrchu membrany muZe tvofit sterickou zabranu a ovlivnit vazbu EVs
na cilovou bunku (Boudna et al., 2024). V ramci experimentu byl vyuzit fazni protein CD9-
emGFP, ktery slouzil jako marker pro detekci EVs a pro dvouparametrovou analyzu bylo
vyuzito také barvivo CTV450. Dualni znaeni bylo zvoleno pro presnéjsi detekci

a minimalizaci fale$né pozitivnich vysledkd.

Za UCelem exprese fuzniho proteinu CD9-emGFP byly testovany dvé transfek&ni
metody, a to elektroporace a transfekce pomoci reagentu GenJet™. Elektroporace se ukazala
jako uc¢inngjsi transfekéni metoda obou mySich makrofagovych linii PMJ2-R i IC-21.
Optimalizované parametry elektroporace ptedstavuji kompromis mezi maximalni expresi
proteinu CD9-emGFP a viabilitou bunék. U linie PMJ2-R bylo dosazeno uc¢innosti 24,03 %
a u linie 1C-21 5,15 %. Z divodu rozdilné citlivosti bun¢k K elektrickym pulzim bylo nutné
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optimalizovat podminky elektroporace individualné pro kazdou buné¢nou linii. Parametry
ucinné elektroporace jsou zavislé mimo jiné na velikosti bunék a na sloZzeni média, ve kterém

jsou bunky elektroporovany (Gehl, 2003).

Dosazené vysledky odpovidaji poznatkiim o makrofazich, jelikoz jsou povazovany
za buiiky, které jsou obtizn¢ transfekovatelné a odolné mnohym transfekénim metodam,
coz potvrzuje i fakt, Ze u linie IC-21 byla u¢innost transfekce s GenJet™ témet nulova. Tato
jejich vlastnost je zapti¢inéna fagocytarni aktivitou, obsahem nukledz a degradacnich enzymu,
kvili kterym je DNA po vstupu do buiiky nachylnd k degradaci. Vyhodou elektroporace,
V porovnani s metodami zalozenymi na endocytdze a fagocytoze, je obchazeni lyzozomu

a omezeni degradace cizorodé DNA v cytoplazmé makrofagi (Zhang et al., 2009).

Nevyhodou elektroporace jsou vSak doprovodné fyzikalni a chemické jevy, které
negativné ovliviiuji integritu bunck. Pii aplikaci elektrickych pulzt dochazi ke generovani
Jouleova tepla v suspenzi, zménam pH a uvoliovani kovovych iontti z elektrod. VSechny tyto
faktory ptispivaji ke snizovani zivotaschopnosti bunék (Grys et al., 2017). V namétenych
datech byl tento jev patrny, jelikoZ se vzrustajicim napétim se snizovala viabilita bunék. Pravé
optimalizace elektroporac¢nich podminek umoznila dosahnout piechodné permeabilizace
membrany a nasledné exprese proteinu CD9-emGFP pti zachovani dostatecné viability bunck

(Zhang et al., 2009).

Transfekce pomoci reagentu GenJet™ je zaloZena na tvorbé komplex® S negativné
nabitou DNA. Komplexy se vazou na buné¢nou membranu a do buiiky vstupuji endocytdzou.
Tato transfekéni metoda byla u PMJ2-R velmi malo uc¢inna (8,2 %) a u IC-21 téméf net¢inna
(< 1,2 %). Transfekce pomoci reagentu GenJet™ byla zvolena s ohledem na piedpokladanou
Setrnost k bunkam. Tento piedpoklad se potvrdil, nebot” viabilita mySich makrofagti u obou
linii pfesahovala 81 % po 24 hodinach, ale transfekéni ucinnost byla nizka. Jako pozitivni
kontrola transfekce byla vyuzita bunéfna linie HEK293T, kterd je znama svou ucinnou
transfekovatelnosti. Dosazeni vysoké transfekéni uc¢innosti (74 %) u téchto bun€k naznacuje,
7e nizka ucinnost u mysich makrofaghi nebyla zplsobena selhanim metody, ale ziejmé
vlastnostmi téchto bun¢k. Kromé& elektroporace mohou byt k transfekci makrofagi vyuzity
dalsi metody, jako napf. transfekéni ¢inidlo Lipofectamin v kombinaci s protamin sulfatem,

ktery kondenzuje DNA (Dokka et al., 2000).
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Zaucelem snazS$i detekce EVs na pritokovém cytometru byla pro pfipravu
fluorescencné znacenych vezikul vyuzita bunééna linie HEK293T, ale stejny postup miize byt
aplikovan také na mysi makrofagové linie. Vysoka transfek¢ni ucinnost zajistila dostatecny
podil CD9-emGFP znacenych EVs pro jejich detekci. Pii analyze jednotlivych frakci po UF
a SEC bylo nezbytné frakce nafedit, aby se piedeslo detekci shluku. Jelikoz jsou EVs velmi
malé ¢astice, pii nedostate¢ném fedéni mize cytometr nékolik z nich méfit soucasn¢ a chybné
je vyhodnotit jako jeden signal (Buntsma et al., 2023). Na rozdil od lipidovych barviv, ktera
maji tendenci k tvorbé micel, bylo vyuzito barvivo CTV450 (Morales-Kastresana et al., 2017).
K jeho aktivaci dochazi po penetraci do vezikul (nebo bunék), kde je Stépeno esterazami
a tvofi nerozpustny fluorescencni produkt, ktery se kovalentné¢ vaze na aminové skupiny
proteintt (Lacy et al., 2020). Metoda SEC, kterd je ve srovndni napt. s ultracentrifugaci
povazovana za Setrnéjsi ptistup pro izolaci vezikul, byla do protokolu ptipravy EVs zatazena
nejen za ucelem jejich separace, ale také kviili eliminaci volného barviva CTV450, které ma
tendenci tvofit agregaty. Tyto agregaty mohou podléhat hydrolyze a vysledny fluorescencni
signal komplikuje detekci EVs pomoci pritokové cytometrie. Uginnost tohoto postupu byla
prokdzana u analogického barviva CFSE (Morales-Kastresana et al., 2017). Data
z pritokového cytometru odpovidaji vysledkim  naméfenym pomoci fluorescencni
spektrofotometrie, a to naznacuje u¢innou izolaci EVs metodou SEC. Dvojité pozitivni signal
(GFP+, CTV450+) ve frakcich 8-10 potvrzuje piitomnost intaktnich vezikul nesoucich
sledovany fuzni protein CD9-emGFP a oddéleni od agregati volného barviva. Obsah EVs

Vv téchto frakcich je v souladu s elu¢nim profilem uvadénym vyrobcem kolony.

Dvouparametrova analyza dat z pratokové cytometrie také ukazala, Ze jen urcita ¢ast
detekovanych castic byla pozitivni jak na GFP, tak na CTV450. Prikladem je frakce 9, ve které
bylo detekovano 5023 GFP-pozitivnich ¢astic, ale pouze 655 bylo zaroven CTV450-
pozitivnich. Pfi¢inou by mohla byt vysoké troven exprese fuzniho proteinu, ktera negativné
ovliviiyje integritu bunék, a ty mohou tvofit defektni vezikuly, které se pak nebarvi CTV450.
Tomuto predpokladu nasvédcuji data v tabulce IX, ze kterych je patrné, ze exprese CD9-
emGFP v bunkach HEK293T vedla ke sniZeni jejich viability. Je také znamo, Ze exprese
fuzniho proteinu miZe naruSovat pfirozenou biogenezi EVs (Boudna et al., 2024), pficemz
nadmérnd inkorporace tetraspaninll zvysuje primeérnou velikost EVs a méni jejich molekularni
profil, véetné exprese jinych tetraspaninti (Zhang et al., 2022). Pfesny Vvliv na slozeni EVS,
produkci a vlastnosti zistava piredmétem dalsiho zkoumani (Zhang et al., 2026). Vzhledem

k tomu, ze fluorescenéni zna¢eni muze zptuisobovat sterickou zabranu (Dorner et al., 2025), lze
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predpokladat, ze GFP pfipojeny k tetraspaninim miize stinit ptfilehlé aminové skupiny. To
mize omezovat ptistupnost téchto skupin pro vazbu CTV450 a v dasledku vést ke snizeni

celkové intenzity fluorescence u znacenych vezikul.

Ptitomnost fizniho proteinu CD9-emGFP a endogenniho CD9 v EVs byla detekovana
metodou Western blot ve vstupnim vzorku po UF pied SEC. Negativni vysledek
Vv jednotlivych frakcich a ve vzorku pfed UF mtze souviset s nedostatecnou koncentraci
proteinu ve vzorku a vyraznym nafedénim béhem chromatografického procesu, v jehoz

dusledku klesla koncentrace proteinti v jednotlivych frakcich pod detekéni limit.

Ptiprava fluorescenén¢ znaCenych EVs je dilezitd pro jejich dalsi experimentalni
vyuziti. Takto znacené EVs mohou byt pouzity napft. pii testovani vlivu flavivirové infekce
¢1 kliStécich slin na pohlceni EVs bunikami, ptipadné pro sledovani vlivu vyizolovanych EVs
na imunitni buiiky. Detailni objasnéni role EVs ve virové infekci by mohlo usnadnit vyvoj
terapeutickych vezikul schopnych transportovat antivirové latky do postizenych bunék
I pies biologické bariéry. Pritomnost EVs v télnich tekutindch z nich ¢ini snadno dostupné
zdroje biomarkerl, které lze vyuZit pfi neinvazivni diagnostice. Jejich sloZzeni obohacené
o0 virovou RNA, proteiny ¢i miRNA ma navic potencialni vyuziti pii urovani progndzy
a mize napomoci pii odhadu pribéhu onemocnéni (Saleem et al., 2025). Dale mohou nové
poznatky o interakcich vira s EVs potencidlné umoznit tvorbu ucinnéjSich vakcin ¢i vést

k vyuziti EVs v imunoterapii (Hoen et al., 2016).

42



6 Souhrn

Mysi makrofagové linie PMJ2-R a 1C-21 exprimujici CD9-GFP se podatilo ptipravit.

Elektroporace se ukéazala jako ucinnéjsi transfekéni metoda mysSich makrofagovych
linii a jeji parametry byly optimalizovany.

Fluorescencné znacené EVs byly pfipraveny a detekovany pomoci priatokoveé
cytometrie a fluorescen¢ni spektrofotometrie.
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