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Nazov diplomovej prace: I1zolacia exozémov produkovanych makrofagmi infikovanych F. tularensis

Ciel' prace: Hlavnym cielom predkladanej prace bolo nastavenie a optimalizdcia modelu izolacie
exozomov z infikovanych makrofagov izolovanych z mysi typu BALB/c, virulentnym kmeriom baktérie,
Francisella tularensis subsp. holarctica FSC200 s naslednou zdakladnou charakterizaciou a

identifikaciou vyizolovanych proteinov, ktoré sa typicky vyskytuju v struktdre a obsahu exozémov.

Metody: Nastavenie modelu pre metddu izolacie exozomov prebehlo za vyuZitia svetelnej
a fluorescencnej mikroskopie, kedy boli stanovené podmienky experimentu — dvojhodinovy interval
k infekcii, kultivacia a infekcia buniek v prostredi bez obsahu séra. Pre samotnu izolaciu exozémov bol
zvoleny postup zaloZeny na pouziti diferencidlnej centrifugacie a ultracentrifugacie. K zdkladnej
charakteristike vyizolovanych exozomalnych proteinov boli vyuZité zvolené analytické metddy —
stanovenie bielkoviny pomocou kyseliny bicinchoninovej modifikované pre malé objemy a analyza
pomocou dynamického rozptylu svetla. Vysledna identifikacia tychto proteinov prebehla prevedenim

hmotnostnej spektrometrie.

Vysledky: Na zaklade zvoleného metodického postupu bolo mozné vyizolovat a charakterizovat dva
mysacie proteiny v kontrolnej vzorke (proteiny vyizolované z neinfikovanych makrofagov) a trinast
mysacich proteinov a dva proteiny povodom z F. tularensis v infikovanej vzorke (proteiny vyizolované
z infikovanych makrofdgov). Hmotnostnd spektrometria preukdzala nulové alebo nedetekovatelné

mnozstvo proteinov typickych pre exozémy (napr. CD9, CD81, TSG101, Alix).



Zaver: Podmienky zvolené pre model izolacie exozomov sa ukazali ako nevyhovujlice z dévodu
nizkeho exozomalneho vytazku. MoZnou pri¢inou je kratky casovy interval zvoleny k infekcii

makrofagov, pocas ktorého nedochadza k tvorbe dostatocného mnoZstva exozomov.

Klacové slova: exozomy, makrofagy, izolacia, Francisella tularensis



3. ABSTRACT
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Title of master's thesis: Isolation of exosomes produced by macrophages infected with F. tularensis

Background: The main objective of the presented work was to establish and optimize a model for
isolating exosomes from infected BALB/c mouse macrophages using the virulent strain of the
bacterium Francisella tularensis subsp. holarctica FSC200, followed by the basic characterization and

identification of the isolated proteins.

Methods: The model setup for the exosome isolation method was carried out using light and
fluorescence microscopy, during which the experimental conditions were established — a two-hour
interval for infection, and cultivation and infection of cells in a serum-free environment. For the
actual isolation of exosomes, a method based on differential centrifugation and ultracentrifugation
was chosen. Selected analytical methods were used for the basic characterization of the isolated
proteins — protein determination using bicinchoninic acid modified for small volumes and and
analysis by dynamic light scattering. The final identification of these proteins was carried out by

performing mass spectrometry.

Results: Based on the selected methodological approach, it was possible to isolate and characterize
two mouse proteins in the control sample (proteins isolated from uninfected macrophages) and
thirteen mouse proteins and two proteins originating from F. tularensis in the infected sample
(proteins isolated from infected macrophages). Mass spectrometry showed zero or undetectable

amount of proteins typical for exosomes (e.g., CD9, CD81, TSG101, Alix).



Conclusions: The conditions chosen for the exosome isolation model proved to be inadequate due to
the low exosomal yield. A possible cause might be the short time interval selected for macrophage

infection, during which not enough exosomes are produced.

Keywords: exosomes, macrophages, isolation, Francisella tularensis



4. UVOD

Exozdmy su nanovezikuly s velkostou priblizne od 30 do 150 nm, patriace do skupiny
extracelularnych vezikul (extracellular vesicles, EV), ktoré sa dalej delia na mikrovezikuly, ektozomy
a apoptotické telieska. Ako nositelia bioaktivnych molekdl z materskych buniek do buniek
hostitelskych sa exozdmy podielaji na medzibunkovej komunikacii, ¢im mozu takisto regulovat
mnozstvo fyziologickych aj patologickych procesov. Predovsetkym ich udloha v réznych imunitnych
procesoch ¢i priebehu ochoreni znich robi zaujimavych kandiddtov pre ich dokladnejsie
preskimanie, ktoré by mohlo odhalit ich potencidlne vyuZitie v odbore diagnostiky, terapie ¢i

objasneni patogenézy mnohych ochoreni.

Predmetom vyskumu sU najma exozdmy produkované makrofagmi, ktoré sud zaujimavé
z hladiska ich schopnosti vyvolat alebo potlacit imunitnd reakciu organizmu v procese infekcie
v zavislosti na pévode nakladu, ktory nesi. Ten méze byt modulovany v prospech patogénu, ktory
ochorenie spdsobuje tak, aby bola zachovana jeho virulencia. Preto je vysoko pravdepodobné, Ze
exozémy produkované makrofagmi mozu hrat klGcovd rolu pri infekcii potencidlne smrtefnym
ochorenim, tularémie, ktora je spésobena vysoko infekénou gramnegativnou baktériou, F. tularensis.
Tento intracelularny patogén aktivne napada Siroké spektrum buniek vratane makrofagov, pricom
s lahkostou unika imunitnému systému hostitela. Nutnost v pochopeni zékladnych mechanizmov
patogenézy, ktorych znalost je potrebna pre vyvoj novych terapeutickych a profylaktickych
prostriedkov je fakt, Ze F. tularensis je potencidlne zneuzitelnd ako bioteroristickd zbran. Mnoho
sucasnych studii sa preto venuje izolacii exozémov, avsak aj napriek tomu, Ze izolacnych metdd je
pomerne velké mnoZstvo, ani jedna z nich nie je idedlna a neuspokojuje svojimi vysledkami. Ich
¢astym problémom je neschopnost odlisit jednotlivé EV, tym zabezpedit ¢isty produkt izolacie, a teda
ziskat dostatocny pocet exozdémov na vykonanie funkénych Stadii. Prave preto je kladena znacna
doélezitost na optimalizaciu ostatnych krokov postupu ziskania exozémov, ktoré by mohli zlepsit

vysledky aj samotnej izolacie.
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5. ZADANIE — CIEL PRACE

Hlavnym cieflom predkladanej prace bolo nastavenie podmienok pre izoldciu exozémov z
infikovanych primarnych makrofagov izolovanych z kostnej drene mysi typu BALB/c, virulentnym

kmeriom baktérie, Francisella tularensis subsp. holarctica FSC200. Jednotlivé kroky zahrriovali:

&  optimalizaciu modelu infekcie buniek kultivovanych v médiu bez séra
® aplikdcia postupu izolacie zaloZzeného na pouziti diferencidlnej centrifugdacie

a ultracentrifugacie

= yyskldsanie a ohodnotenie zvolenych analytickych metdd vyuzitych pre zakladna
charakteristiku vyizolovanych proteinov (modifikované stanovenie bielkoviny pomocou

kyseliny bicinchoninovej, stanovenie velkosti ¢astic pomocou dynamického rozptylu svetla)

= jdentifikacia proteinov typickych pre exozémy vo vyslednych vzorkdch pomocou hmotnostne;j

spektrometrie
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6. TEORETICKA CAST

6.1 Exozomy

6.1.1 Charakteristika exozomov

Exozoémy su charakterizované ako nanovezikuldrne Struktury o velkosti 30 - 150 nm,
produkované réznymi typmi buniek. Patria do pocetnej skupiny EV, ktoré hraju vyznamnu udlohu
v medzibunkovej komunikacii. EV je mozné vzhladom na ich odlisné funkéné a morfologické znaky
kategorizovat tromi podskupinami — exozémy; ektozomy a mikrovezikuly; apoptotické telieska (vid'
Obr. €. 1). Exozdmy sllzia ako nosi¢i radu bioaktivnych molekul produkovanych bunkou, z ktorej su
secerované. Plnia komunikaénu funkciu nie len pri fyziologickych, ale aj patologickych stavoch
organizmu (Iraci et al. 2016; Rodrigues et al. 2018a).

2. ECTOSOMES or SHEDDING

1. EXOSOMES (30-150 nm) MICROVESICLES (100-1000 nm)

budding

Obrazok ¢. 1 — Delenie extracelularnych vezikul

Legenda: apoptic cell / bodies — apoptotické bunky / telieska, ectosomes — ektozémy, exocytosis —
exocytéza, exosomes — exozomy, extracellular space — extracelularny priestor, MBV -
multivezikularne telieska, nucleus — jadro, outward budding — vonkajsie pucanie, source cell —
zdrojova bunka

Zdroj: prevzaté z Kalra H, Drummen GP, Mathivanan S., 2016
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Biogenéza exozémov zacina tvorbou skorych endozémov vnatornym pucanim plazmatickej
membrany bunky. Takto vzniknuté endozémy su oznacované ako intralumindrne vezikuly (ILV) a ich
opdatovnou invaginaciou dochddza k vzniku multivezikularnych teliesok (MBV), ¢o je iné pomenovanie
pre neskory endozém (Rodrigues et al. 2018a). Ten sa bud’ po fuzii s lyzozymami degraduje alebo
splyva s plazmatickou membranou, ¢im dochddza k uvolneniu ILV, v tomto momente oznacovanych
ako ,,exozémy*“, do extraceluldrneho prostredia (vid. Obr. C 2) (Chaudhari et al. 2022). Pri procese
biogenézy exozdomov spolocne so selekciou exozomalneho ndkladu hra vyznamnd Ulohu
endozomalny triediaci komplex, ktory je potrebny pre transport (endosomal sorting complex required
for transport, ESCRT). ESCRT je komplex skladajuci sa zo Styroch podjednotiek (0 — Ill), pricom kazda
z nich zastdva odlisna funkciu. Vzajomne sa podielaju na vzniku endozémov (ILV, MBV) a triedeni
proteinov. Aj napriek existujucim pochybnostiam o role ESCRT pri uvolfiovani exozémov, mnohé
proteinové zlozky zviazané s ESCRT boli ndjdené vo vyizolovanych exozémoch (ubikvitonové proteiny,
Alix a iné) na podklade ¢oho je mozné usudit, ze ESCRT pre biogenézu exozomov nejaky vyznam ma.
Podla novsich studii, exozomy dokazu vznikat aj inym spdsobom, kde sa na rozdiel od ESCRT
podielaji na procese biogenézy mikrodomény. Sfingomyelindzy, bohato zastupené v
membranovych mikrodoménach, dévaju vzniku ceramidom. Tie mdzu indukovat a dopomahat
pucaniu endozomialnej membrany, ateda aj vzniku exozémov (Zhang et al. 2019). Okrem
spominanych sfingomyelindz si v mikrodoménach obsiahnuté aj proteiny tetraspaniny, ktoré tiez

zastavaju vyznamnu rolu v tvorbe exozémov ¢i ich nakladu.

Endocytotic

Exosomes
pathway (30-100 nm)
‘\- NUCLEUS : i
Late endosome ,
% :. —
\. Early AL -

endasome ILVs

l \ ( w :
Cytosolic ,__
P"g“;ﬂs \) MVB

Cell

Obrazok ¢. 2 — Proces biogenézy exozémov.

Legenda: cytosolic proteins — cytosolické proteiny, early endosome — skory endozém, endocytotic
pathway — endocytarna draha, exosomes — exozémy, MBV — multivezikularne telieska, nucleus —
jadro, late endosome — neskory endzozém, RNA — ribonukleova kyselina

Zdroj: prevzaté z Rodrigues et al. 2018 a upravené
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Vytvorené exozomy su nosi¢mi biomolekdl, naj¢astejsie proteinov, lipidov a nukleovy kyselin
(miRNA, mRNA, DNA) alebo bunkovych metabolitov chranenych fosfolipidovou membranou
(Rodrigues et al. 2018b). Jej stavba prevaine pozostdva z nenasytenych lipidov, cholesterolu,
fosfatidylserinu a sfingolipidov. Exozémy su vybavené proteinmi nachadzajicimi sa na povrchu
membrany alebo priamo v cytosole sprostredkovavajicimi rézne funkcie. Transport a nasledne fuziu
s cielovou bunkou umoznuju proteinové zlozky ako anexiny, GTPazy, flotilin ¢i proteiny tepelného
Soku Specifické pre vSetky typy exozomov (Zou et al. 2023; Gurung et al. 2021). Vyznamnou skupinou
proteinov su tetraspaniny, a to hlavne molekuly s oznacenim klastra (cluster designation, CD) ako
CD9, CD63 a(CD81, ktoré sa podielaju na tvorbe exozomdlneho obsahu. Spolu s integrinmi
zabezpecujucimi adhéziu alebo antigén prezentujicimi molekulami hlavného histokompatibilného
komplexu triedy | all, spadaju tetraspaniny a dalSie iné proteiny do skupiny proteinov Specificky
tvorenych v mieste povodu daného exozomu (Mashouri et al. 2019). Zaujimavostou je, Ze prave
tetraspaniny, proteiny situované v exozomalnej membrdne, su pri chorobnych procesoch patogénmi
zneuzivané klahSiemu vstupu do bunky (Perez-Hernandez et al. 2013). Obsah exozémov
pochddzajuci z cytosolu rodi¢ovskej bunky, bunka prisposobuje na zaklade vonkajsich vplyvov. Jeho

zlozenie mbze poskytovat ndhlad na aktualny stav bunky (Shahi, Kang, Fonseka 2024).

6.1.2 Vyznam exozémov z hladiska infekcie

Exozémy sa rovnako ako vSetky EV podielaju na zabezpecéeni spravneho chodu mnohych
fyziologickych pochodov, medzi ktoré sa zaradzuje hlavne oprava tkaniv a stimuldcia imunity.
Pozornost na seba strhavaju avsak aj z iného dovodu, a tym je ich vyznam v procese patologickych
dejov a ich potencionalne vyuzitie v terapii (Shahi et al. 2024). V procese infekcie si exozomy jednym
z cielovych miest pdsobenia patogénov, ktoré modifikujui ich funkciu s cielom potladit imunitnd
reakciu hostitelského organizmu alebo potencovat vlastni schopnost infekcie (Rodrigues et al.
2018b). Modifikované exozomy hostitelskej bunky tak vo svojom naklade nesu naviac aj faktory
virulencie patogénu, ktory bunku infikuje (Kwaku et al. 2024).

Medzi najviac skimané sa ukazali exozémy vylucované makrofagmi, vzhladom na vyznamnu
tlohu makrofagov v imunologickych procesoch, ako napriklad schopnost podnecovat prozapalovu
odpoved pri fyziologickych procesoch ¢i pomahat imunitnému systému rozpoznavat infikované
bunky (Bhatnagar et al. 2007). Tieto exozomy s obsahom prozdpalovych cytokinov a chemokinov su
vylu¢ované makrofagmi ako reakcia organizmu pri infekcii patogénom a aktivuju rézne prozapalové
signalne kaskady. Zaujimavostou je, Ze tato imunitnd odpoved je Specificky podmienena
patogénnymi exozdmami a nie patogénom ako takym. Vo viacerych pripadoch vsak bunky v reakcii
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s exozOmami odvodenymi od baktérii, ako napriklad F. tularensis, zacnu spolo¢ne s prozapalovymi
faktormi indukovat aj protizapalové, ¢im dochadza k dvojitej odpovedi bunky na infekciu (vid. Tab. ¢.
1). Mnohé exozdmy odvodené od baktérii dokdzu rovnako timit prozapalové reakcie organizmu
a modulovat aktivaciu buniek imunitného systému zniZzenim tvorby molekudl histokompatibilnych
komplexov Ci antigén prezentujucich molekul. V pripade potreby dokdzu bakteridlne exozédmy, tiez

cez svoj $pecificky obsah, indukovat apoptdzu hostitelskej bunky (Kwaku et al. 2024).

Tabulka ¢. 1 — Porovnanie efektorovych molekul vylu¢ovanych bunkamiimunitného
systému pri infekcii Francisella tularensis

Druh Prozapalové reakcie Protizapalové reakcie
baktérie
typ bunky odpoved typ bunky odpoved
Francisella Mysie znizenie aktivity kaspazy, Mysie zvySenie tvorby IL-10,
tularensis | makrofagy produkcia TNFa, IL-6, makrofagy porusenie membrany,
IL-12p70, CXCL1, MCP-1 a zvySena aktivita kaspdzy
IL-1a

Zdroj: prevzaté a upravené z Kwaku et al. 2024

6.2 Francisella tularensis

6.2.1 Charakteristika baktérie Francisella tularensis

Gramnegativna baktéria, Francisella tularensis (F. tularensis), je nepohyblivym, fakultativne
intraceluldrnym patogénom. Je vysoko virulentnym agensom a priamym povodcom tularémie,
nebezpecného a potencionalne smrtelného zoonotického ochorenia (Oyston 2008; Maurin 2015).

Izolovana bola F. tularensis prvykrat zo sysfov nakazenych morom na zaciatku 20. storocia.
Sysle Zili v oblasti amerického statu Kalifornia s ndzvom Tulare, na zaklade ktorého dostala prvotné
pomenovanie, Bacterium tularense (McCoy a Chapin 1912). Az neskér, v roku 1947, bol jej nazov
zmeneny podla Dr. Edwarda Francisa, ktory sa vo vyznamnej miere, ako jeden z prvych, podielal na
jej vyskume. Nasledne sa stala prvym zastupcom dominujucim v novovzniknutom rode Francisella
(Oyston 2008).

Z mikrobiologického hladiska je F. tularensis definovana ako pleomorfny, obligdtne aerébny

kokobacil neprodukujuci spéry s velkostou 0,1 - 3 um. Vyznacuje sa pomalym narastom v tekutom
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médiu a vSeobecnou vysokou narocnostou na kultivaciu s potrebou obohatenia kultivacného média,
napriklad o cystein. Ako optimalne podmienky pre rast sa ukazali teplota 37 °C a pH 6,9. Po 24 - 48
hodinach moZno pozorovat narast 2 - 4 mm velkych koldnii. V pripade najinfekénejsich kmenov je pre
pracu s nimi vyZzadovana Uroven bezpecnosti 3 (Oyston 2008; Foley a Nieto 2010; Hayoun et al. 2024;
Sharma et al. 2023)

Uz pri davke desat jednotiek tvoriacich koldnie (Colony Forming Units, CFU) ma baktéria F.
tularensis schopnost vyvolat infekciu (Ellis et al. 2002), ¢o poukazuje na jej vysokd mieru virulencie
a ohrozujuci charakter v kontexte verejného zdravia (Hayoun et al. 2024). Z tohto dévodu, ako aj pre
iné vlastnosti (fahka Siritelnost aerosélom, schopnost prenosu infekcie réznymi cestami), bola F.
tularensis kategorizovand Centrom pre kontrolu a prevenciu choréb Spojenych statov americkych, do
skupiny moznych bioteroristickych agens kategdrie A, teda do skupiny s najvy$sou prioritou (Maurin
2015; Hayoun et al. 2024).

Aj napriek tomu, Ze doposial nie su vSetky faktory virulencie baktérie F. tularensis plne
preskimané, viacero studii poukazuje, Ze jej schopnost infikovat Zivé organizmy, sa ukryva v
bunkovej Strukture, gendme a obrannych mechanizmoch, ktoré si pocas svojej existencie dokazala
vybudovat. Prikladom je kapsula, ktorou poddruhy tularensis a holarctica disponuju. Specifické
zlozenie bakteridlnej lipopolysacharidovej membrany umozriuje baktérii ostat chranenou
a nepovsimnutou z hladiska imunitnych procesov oproti inym baktériam (Hood 1977; Mclendon et
al. 2006). F. tularensis si vybudovala niekolko mechanizmov virulencie, ktoré jej dopomadhaju
v procese infekcie hostitelskej bunky (vid. Obr. ¢. 3). Tento proces zacina fagocytdzou baktérie,
pricom infikované mozu byt bunky rdzneho typu. Casto sa jednd o makrofagy alebo iné bunky
imunitného systému (neutrofily, dendritické bunky, hepatocyty a iné) (Vozandychova et al. 2023).
V pripade fagocytdzy baktericidnymi fagocytmi sa F. tularensis brani pred vychytavanim tym, Ze znizi
expresiu ligandov potrebnych pri opsonizacii fagocytmi, a tym zniZuje pravdepodobnost jej
rozpoznania (Celli a Zahrt 2013). Naopak, je schopna zvySovat aktivitu deubikvitinaénych enzymov
hostitela, a tym podporuje degradaciu ubikvitinu, proteinu, ktory ma vyznam v modifikacii proteinov
pre ulahcenie ich lokalizacie a endocytdzu (Vozandychova et al. 2023). Po fagocytéze dalej baktéria
putuje do fagozdmu, ktory postupne dozrieva a nasledne fuzuje s lyzozémom, kde dochdadza
k jej degradacii. Gendm F. tularensis obsahuje duplikovanu S$pecificki sekvenciu kédujucich génov
s ndzvom ostrov patogenity, ktory je klucovy pre unik baktérie z fagozdmu do cytosolu. Tak robi na
zaklade expresie génov kddujucich produkciu proteinov (IglC, MglA a iné) podielajucich sa na procese
biogenézy fagozoémov, a teda aj na ich dozrievani. Dozrievanie je podmienkou pre fuziu s lyzozémami
hostitelskej bunky (Bréms et al. 2010). Fagozomalny unik je nevyhnutnou fazou procesu infekcie.

Baktériu su tak uvolnené do cytosolu kde dochadza k proliferacii. Téa postupne vedie k poslednému
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kroku infekcie, ktorym je apoptdza bunky a uvolneniu proliferovanych baktérii do extracelularneho

prostredia (Celli a Zahrt 2013).

Phagocytosis

Phagosomal

Cytosalic

replication
Obrazok ¢. 3 — Proces infekcie makrofagov baktériou Francisella tularensis

Legenda: phagocytosis — fagocytdza, phagosomal escape — fagozomalny unik, cytosolic replication —
cytozolicka replikacia, cell death — bunkova smrt, reinfection — reinfikacia

Zdroj: prevzaté a upravené z Celli a Zahrt 2013

6.2.2 Taxonomia Francisella tularensis

F. tularensis je radend medzi gramnegativne baktérie a na zaklade analyzy 16s ribozomalnych
DNA sekvencii spada do vy-podtriedy proteobaktérii. Taxonomicky sa zaradzuje do celade
Francisellaceae a jediného dominujiceho rodu, rodu Francisella (vid. Tab. ¢. 2) (Forsman et al. 1994;
McLendon et al. 2006). Zname su vseobecne Styri poddruhy F. tularensis, ktoré sa navzajom lisia
geografickym vyskytom a mierou virulencie — F. tularensis subsp. tularensis (typ A), F. tularensis
subsp. holarctica (typ B), F. tularensis subsp. mediasiatica a F. tularensis subsp. novicida.

NajvacSiemu zaujmu v oblasti vyskumu su vystavené biovary F. tularensis subsp. tularensis a
F. tularensis subsp. holarctica, disponujice schopnostou tvorit puzdrd. Tento fakt prispieva k ich
vysokej patogenite, virulencii a robi z nich klinicky vyznamné poddruhy, ktoré ako jediné spGsobuju
ochorenie u fudi (McLendon et al. 2006). Oba biovary boli bliZsie kategorizované za vyuzitia pulznej
gélovej elektroforézy na dalSie podtypy (typ A—1, Il; typ B — I, Il, Japonica), pricom bola na rozdiel od
typu B, preukdzand pri type A slvislost medzi genotypom a virulenciou. Novsie Studie dalej
konkretizovali, Ze prave podtyp A.l sa ukazuje ako najvirulentnejsi, ¢o podciarkuje aj fakt, Ze az 35 %
pripadov ndkazy konéi Umrtim (Maurin 2015; Larson et al. 2020). Ich vyskyt je lokalizovany vo vacsej

miere na severnej hemisfére pologule, avSak nedavne studie vykazuju dékazy, ktoré identifikuju nové
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pripady vyskytu tularémie v krajinach juznej pologule ako Australia ¢i Turecko. F. tularensis subsp.

tularensis je patogénom najviac poOsobiacim na Uzemi Severnej Ameriky a F. tularensis subsp.

holarctica zas vyskytujucim sa najma na severnej pologuli, preferovane v Eurdpe (vid. Obr. ¢. 4)

(Appelt et al. 2020; Kutlu et al. 2021; Foley a Nieto 2010)

Tabulka €. 2 — Druhy rodu Francisella a ich charakterizacia

Druh Poddruh Podtyp Virulencia Distribucia
F. tularensis tularensis Al Velmi vysoka Severna Amerika
tularensis Al L . Strefjna, s Severna Amerika

(Menej virulentna pre fudi ako izolaty typu B)

Na celej severnej
holarctica B Vysoka (juznej) pologuli

mediasiatica - Vysoka Strednd Azia

novicida - Nizka Siroky

(jedinci s potladenou imunitou)

Zdroj: prevzaté a upravené z Johansson et al. 2015

Obrazok ¢. 4 — RozSirenie tularémie vo svete

Zdroj: prevzaté z Sharma et al. 2023
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6.2.3 Ochorenie tularémia

,Krali¢ia horucka“, ,,zajacia horucka” alebo ,,Oharova choroba” su rozdielne pomenovania
pre jedno ato isté ochorenie, ktoré dnes pozndme pod suhrnnym ndzvom tularémia. Jedna sa o
multisystémovu vysoko infekénu zoondzu sposobenu baktériou F. tularensis (Foley a Nieto 2010).

Zradna nebezpelnost tohto ochorenia sa skryva v jeho lahkej Siritelnosti a sp6sobe prenosu
na hostitela. NajcastejSie tak byva cez vdychovany vzduch, pozitim infikovanej vody alebo potravy ci
priamym kontaktom patogénu s hostitefom. K prenosu méze dojst aj prostrednictvom uhryznutia
nakazenym vektorom. Bolo rozpoznanych viac ako 300 r6znych druhov Zivocichov, ktoré podliehaju
infekcii, atym pddom vystupuju ako potencionalni prendsaci tohto ochorenia, pricom nebol
zaznamenany Ziaden pripad prenosu tejto choroby medzi ludmi navzajom. Jedna sa najma o malé
¢lankonozce, napriklad klieste, komare ¢ muchy, ktoré mézu priamo infikovat ¢loveka alebo tak robia
cez druhotného prenasaca akym su zvacsa malé cicavce. Prave kvoli mnohym pripadom nékazy, ktoré
boli v minulosti zaznamenané u malych hlodavcov ako su kraliky, zajace &i sysle, dostala tularémia
svoje historické pomenovanie. Dlho sa verilo, Ze tieto zvieratd su hlavnhym rezervoarom
a prendsacom tularémie. Dnes sa vie, ze tento fakt nie je pravdou, na zdklade hldsenych pripadov
nakazy domacimi milacikmi, najviac macka a pes, kedy doslo k prenosu infekcie na majitela (vid'. Obr.
¢. 5) Aj napriek tomu ostavaju najviac ohrozenou skupinou polnohospodari, lesnici, veterinari.

(Snowden a Simonsen 2024; Oyston 2008; Johansson et al. 2015).
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Obrazok €. 5 — Schéma prenosu tularémie
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Vysvetlivky: K prenosu tularémie moze doéjst réznymi, Castokrat od seba zavislymi cestami —
uhryznutie c¢loveka nakazenym hmyzom, pozitie kontaminovanej vody a potravy, vdychnutim,
nahodny kontakt s nakazenymi zvieratami (malé hlodavce, divoké masozravce, domaci milacikovia)

Zdroj: prevzaté a upravené z Sharma et al. 2023

Typ ochorenia, klinicky obraz, ale aj citlivost na antibiotickd lieCbu sa lisi v zavislosti na
bakteridlnom kmeni, ktory ochorenie spbsobi. V pripade nadkazy najviac virulentnymi kmenmi (F.
tularensis biovar tularensis typ A.l) dochddza k ndstupu ochorenia uZz do piatich dni od stretu
s patogénom. Zirovenn moze byt ochorenie sprevadzané zavainymi komplikaciami, v dosledku
ktorych az tretina nedostatocne lie¢enych nakazenych kon¢i mrtim (Oyston 2008).

Medzi zdkladné klinické symptédmy tularémie sa radia priznaky podobné chripke, ako
napriklad zimnica, vysoka horucka (38 - 40°C), bolest hlavy, myalgia a malatnost. Ostatné prejavy su
Specificky viazané s konkrétnym typom choroby, ktorych vyvin je podmieneny cestou infekcie (vid.
Obr. ¢. 6). Vseobecne je znamych Sest foriem tularémie — ulceroglanduldrna, glandularna,
okoglanduldrna, plucna, orofaryngedlna a gastrointestindlna a tyfoidna.

Prenos koZou vedie k ulceroglandularnemu typu, ktory je spomedzi vsetkych najbeznejsi (80
% pripadov). Typickym rysom tejto formy je vred tvoriaci sa v mieste infekcie, ktory je prvotne
ohraniceny s exudatom a neskor ¢asom scernie. Daldim charakteristickym rysom je zapal tkaniva
lokalizovany v blizkosti miesta vredu a bolestivy opuch lymfatickych uzlin spravidla v axilarnej oblasti
odprevadzany hnisavym vytokom. V najhorsich pripadoch dochadza u pacientov nakazenych tymto
typom tularémie k septikémii, pneumanii alebo smrti. Ak nedochadza k tvorbe vredu, nazyva sa tato
forma ako glanduldrna. Po infekcii hostitela prostrednictvom oc¢i moéze dojst k vyvoju takzvanej
okuloglanduldrnej formy vyznacujucej sa jednostrannou konjuktitidou a vredom spojivky. Pltucny
alebo aj inak pneumadnny typ tularémie sa vyskytuje za predpokladu, Ze k ndkaze doslo po inhalacii
patogénu. Charakteristickou ¢rtou su tazké respiracné problémy — suchy drazdivy a bolestivy kasel —
pricom ochorenie mdze progredovat do lobarnej pneumonie, krvavému pleurdlnemu vypotku a az
v40 % pripadov konéi uUmrtim. Po perordlnom podani sa mdzZe vyvinut orofaryngedlna
a gastrointestindlna forma. U pacientov sa nachadza lymfodenopatia v oblasti zaZivacieho traktu
afaryngu, ¢o vedie kbolesti, hnacke, zvracaniu alebo pri komplikdcidach aj ku krvacaniu
v mezenterickej oblasti ¢oho nasledkom je v60 % smrt. U tyfoidnej tularémie nebola presne
identifikovand cesta prenosu, avsak domnieva sa, Ze vznikd progredaciou inych typov ochorenia.
Typickym pre fiu je absencia |ézii a neurologické priznaky (Foley a Nieto 2010; Snowden a Simonsen

2024; Sharma et al. 2023).
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prvotny svetly vred s exuddtom v mieste infekcie  druhotny ierny vred v mieste infekcie
patogénom patogénom

Zdroje: (Anon. [b.r.]) Zdroje: (Frischknecht et al. 2019)

lymfodenopatia v oblasti krku hnisava konjuktitida pri okuloglanduldrnej forme

Zdroje: (Ulu-Kilic a Doganay 2014) Zdroje: (Thompson et al. 2001)

Obrazok ¢. 6 — Symptémy tularémie

Diagnostika tularémie u ludi je v mnohych pripadoch kvoli malo Specifickym symptémom
pomerne narocnd. Existuje vSak niekolko metdd, ktoré k spravnej diagnostike dopomahaji. Jednym
z nich je vyhodnotenie na zéklade hodnoty protilatok v odobratom vzorku. Tym mozZe byt najcastejsie
sekrét zvredov alebo aj krv, sérum, moc€, aspirat ainé. Odber sa vykonava pred zahajenim
antibiotickej liecby. Druhym a hlavnhym sp6sobom je diagnostika postavena na kultivacii

mikroorganizmu. K detekcii F. tularensis v klinickych vzorkach sa vyuZivaju aj metddy sérologickej
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diagnostiky (napr. ELISA, imunoblot), molekularnej diagnostiky (napr. Specifické PCR testy)
a mikrobiologickej diagnostiky (napr. sekvenovanie gendmu, MALDI-TOF spektrometria) (Sharma et
al. 2023).

Stratégia terapie tularémie je postavend na profylaxii vo forme lekarskych odporucani,
ohlfadom dodrziavania ochrannych opatreni voci hlavnhym prendsacom a antibiotickej liecbe.
V medikamentdznej liecbe dominuju zastupcovia skupiny aminoglikozidov (streptomycin,
gentamicin), tetracyklinov (doxycyklin) a fluorochinolénov (ciprofloxacin, levofloxacin, moxifloxacin).
Aj napriek neustdle prebiehajdcim vyskumom, doposial nebola uvedena a povolend Ziadna vakcina
proti tularémii, ktora by mohla pésobit ako u ludi tak i u zvierat (Maurin et al. 2023; Sharma et al.

2023).

6.3 lzolacia exozomov

6.3.1 Metddy izolacie exozomov

Potencidlna hodnota exozémov v oblasti diagnostiky a terapie chordob podnietila zaujem
vyskumnikov o vyvoj metdd kich izolacii. Aj napriek tomu v dnednej dobe existuje pomerne malé
mnoizstvo vyuZitelnych postupov, na zaklade ktorych by bolo moiné efektivne (rychlo a
jednoducho), $pecificky (odliSenie od inych EV) a bez strat (vys$si vytazok) vyizolovat a nasledne
identifikovat nanovezikuly akymi si Ziadané exozémy (Rodrigues et al. 2018b). Metddy izolacie
exozoémov pozivané v sucasnosti funguju na principe, ktory vyuZiva fyzikdlne—chemické vlastnosti
exozomov, ako je ich velkost, tvar, hustota, a pritomnost membranovych proteinov. Aj napriek snahe
o extrakciu Cistych exozomov, aktudlna technika nedokaze rozlisit jemné odchylky vo vlastnostiach
inych EV, a preto sa mnohokrat vyskytuju v izolate spolu s exozémami (Zhang et al. 2020).

Existuje niekolko zdkladnych postupov izolacie, pricom kazdy z nich je vyuZivany v zavislosti
na poziadavky na vysledny izolat. Medzi najcastejsSie vyuzivané patria ultracentrifugacné metddy
(diferencidlna ultracentrifugacia a ultracentrifugdcia s gradientom hustoty), ultrafiltracia, velkostne
vylucovacia chromatografia, imunoafinitné zachytenie, zrazanie polymérov a iné (vid. Tab. €. 3) (Liu et

al. 2022).

6.3.2 Centrifugacné metody

Existuje niekolko centrifugacnych metdd. Metddou volby pre izolaciu exozémov vzhladom na
ich velkost je ultracentrifugacia (UC). Princip UC spociva vo vyuZiti velkosti a hustoty izolovanych

22



Castic, ¢o z nej robi vyhodnu metddu v pripade izolacie vzoriek s velkostne definovanymi casticami
o rozdielnom sedimentacnom koeficiente. Pred UC je v mnohych pripadoch uskutocnend
diferencidlna centrifugacia, kedy dochadza k peletovaniu bunkového odpadu, mrtvych buniek
avacsich EV, pri nizsich rychlostiach. Nasledne sa pri UC pri vysokych rychlostiach peletuju
spominané exozémy a EV im podobné. Cistota a vytaiok ziskaného izoldtu je moZné regulovat
optimalizaciou podmienok a parametrov UC (typ rotora, odstrediva sila, ¢as). Jej vyhoda v schopnosti
izolovat exozémy bez potreby ich predo$lého oznacenia, sa stretdva s nevyhodami, ako vysoka
nakladovost, ¢asovd naroénost, poskodenie struktiry exozomov alebo ich agregéacia (Zhang et al.
2020). Prave kvoli moZnej agregacii proteinov v priebehu izolacie je potreba extrahované ,,exozémy“
podrobit dodatocnej purifikacii. Destrukcia integrity exozémov zapri¢inena odstredivou silou, zas
vedie k mylnym vysledkom pri charakterizacii a identifikacii vyizolovanych exozémov (Liu et al. 2022).
Izolacia exozémov je ¢asto doplnend UC v hustotnom gradiente. Princip danej metddy je zaloZeny na
rozdieloch v hustote izolovanych castic a média, do ktorého su umiestnené. To tvori inertnda latka
s hustotnym gradientom (napr. sachardza). P6sobenim odstredivej sily sa rézne Castice sustreduju
v rozdielnych polohdch média. Vyhodou tejto metddy je, Ze nedochddza k deformacii castic

a poskytuje Cistejsie vzorky v porovnani s klasickou UC (Liu et al. 2022).

6.3.3 Ostatné izolacné metddy

Okrem centrifugaénych metdd sa k izoldcii frekventovanej pouzivaju aj iné metddy. Prikladom
je ultrafiltracia (technika izolacie exozémov zaloZzend na filtracii vzorky exozémov cez membranovy
filter, ktory méa definovand velkost pérov o nieco vacSiu ako je velkost samotnych exozémov) (0,8
filtrat s obsahom exozémov. Aj napriek nizkej nakladovosti ma tato metéda mnoho nevyhod (mala
¢istota, nizky vytazok, potreba dodatoénych Uprav) (Sidhom et al. 2020). Dalsou metddou pasivnej
izolacie exozémov je velkostne vylucovacia chromatografia, pri ktorej dochadza k separacii Castic
v mobilnej faze (biologicka tekutina) prechodom cez staciondrnu fazu (porézny gélovy polymér).
V procese izolacie dochddza k zachytavaniu castic v péroch polyméru, pricom vacsie Castice sa tak
eluuju ako prvé (menej sa zachytdvaju) a Ziadané exozdmy ako posledné. Metdda poskytuje Cisté
izolaty bez poskodenia Struktiry exozémov. Nevyhodou je nizka vytaznost a nedostatocna citlivost
metddy (Liu et al. 2022). Efektivna, rychla a hromadne vyuZitelna je metdda zrazania proteinov.
Sustredenim exozémov do vodného roztoku polyetylénglykolu dochddza k ich zhlukovaniu do
agregatov, ktoré su lahko vyizolovatelné nizkorychlostnou centrifugdciou. MoZnou prekdzkou v jej

vyuziti by mohla byt nizka Cistota vyslednej vzorky (Sidhom et al. 2020). Poslednou spomenutou je
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metdda imunoafinitného zachytdvania. Pritomnost $pecifickych molekul na exozomalnej membrane

umoznuje ich izolaciu na principe vazby antigén—protilatka. Vysoka cena tejto metddy ju umoziuje

vykondvat na objemovo malych vzorkach (Sidhom et al. 2020; Liu et al. 2022).

Tabulka €. 3 — Porovnanie vybranych metdd izolacie exozémov

. Objem
Metoda Princip Vyhoda Nevyhoda Cistota cas
vzorky
¢ Vhodné pre e ZloZita vybava
Diferenciélna Rézne &astice maji rézne | velkoobjemové vzorky Arocné ;
claina. . ‘e ) " ® Ndro¢né na pracu Nizka | ~4hod | Velky
ultracentrifugdcia | sedimentacné koeficienty R i
. . Potencidlne
¢ Nizke naklady . .,
znienie exozomov
¢ Vyssia Cistota v .
Rézne Castice sa Y , e Zdlhava metdda
Ultracentrifugdci . |porovnanisDUC
B koncentruju v Specifickej | . , | 10-18 3
as hustotnym . e Samostatna e Obmedzena Vysoka Stredny
. polohe v gradientovom i . . hod
gradientom di exozomalna kapacita spracovania
médiu
subpopulacia
Pouzite membrany so « Nizke naklady
Specifikovanym .
o priemerom pérov alebo | * Casovo efektivna e Hrozba roztrhnutia | =2-4 )
Ultrafiltracia o . B Stredna Stredny
s limitom molekulovej exozému hod
hmotnosti (Molecular | ® Jednoduché
Weight Cut-Off, MWCO)
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typy vzoriek
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exozomov

Zdroje: prevzaté a upravené z Liu et al. 2022
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7. EXPERIMENTALNA CAST

7.1 Zoznam pouzitého materialu

7.1.1 Biologicky material

Francisella tularensis subsp. holarctica FSC200 — klinicky izolat z kolekcie kmena (Francisella Strain

Collection,FSC) (Swedish Defense Research Agency , Svédsko)

Francisella tularensis subsp. holarctica FSC200 pTP388Hyg::mCherry — klinicky izolat FSC2000

geneticky modifikovany k exprimovaniu fluorescenéného proteinu mCherry ~ (KMPB VLF UO, Cesko)

Francisella tularensis FSC200 pTP551Hyg::eGFP — klinicky izolat FSC2000 geneticky modifikovany k

exprimovaniu fluorescenéného proteinu eGFP (KMPB VLF UO, Cesko)

laboratérne mysi typu BALB/c, MHC Haplotyp H2d (Velaz s.r.o., Cesko)

7.1.2 Chemicky material

7.1.2.1 Chemikalie

BBL ™ Hemoglobin (Becton Dickinson, New Jersey)
BBL ™ isoVitalex Enrichment (Becton Dickinson, New Jersey)
Bovine Serum Albumin (BSA) (Sigma-Aldrich, Massachusetts)
DAPI, 4',6 — Diamidino-2phenylindole dihydrochloride (Invitrogen™, Massachusetts)
Difco ™ GC Medium Base (Becton Dickinson, New Jersey)
Deoxycholat sodny (Sigma-Aldrich, Massachusetts)
Dithiothreitol (DTT) (Sigma-Aldrich, Massachusetts)
Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (PBS) (Sigma-Aldrich, Massachusetts)
Ethylacetat (Sigma-Aldrich, Massachusetts)
Fetal Bovine Serum, Heat inactivated (FTSI) (Sigma-Aldrich, Massachusetts)
16 % Formaldehyde Solution (W/v), Metanol-free (PFA) (ThermoScientific, Massachusetts)
Hygromycin B (50 mg/ml) (Invitrogen™, Massachusetts)
Jodoacetamid (IAA) (Invitrogen™, Massachusetts)
Hydrogenuhli¢itan amdnny (NH,HCO:) (Sigma-Aldrich, Massachusetts)
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Penicillin-Streptomycin

Phalloidin, Fluorescein isothiocyanate labeled
(Phalloidin—FITC)

Phalloidin, tetramethylrhodamine B isothiocyanate
(Phalloidin—TRITC)

ProLong ™ Diamond Antifade Mountant
StableCell™ DMEM — high glucose
Triton ™ X-100

Trypanova modf

Trypsin

7.1.2.2 Média a kultivacné pédy
BMM (Bone Marrow—deprived Macrophages) médium

ZloZenie:

e StableCell™ DMEM - high glucose (200 ml)

e 10% FTSI (50 ml)

e 10 % médium z bunkovej mysacej linie L929 (50 ml)

Priprava:

(Sigma-Aldrich, Massachusetts)

(Sigma-Aldrich, Massachusetts)

(Sigma-Aldrich, Massachusetts)

(Invitrogen™, Massachusetts)
(Sigma-Aldrich, Massachusetts)
(Sigma-Aldrich, Massachusetts)

(Lachema s.r.o, Cesko)

(Promega, Wisconsin)

BMM médium bolo pripravené zmiesanim, jednotlivych roztokov, ktorymi je tvorené.

McLeodova kultivacna poda

ZloZenie:

e roztok l. : GC Medium Base (72 g) deionizovana voda (1 1)

e roztok Il. : hemoglobin (20 g) deionizovana voda (1 1)

Priprava:

Roztok | aroztok Il bol pripraveny zmiesanim jednotlivych zloZiek danych roztokov. Roztoky boli

autoklavované po dobu 20 minut pri teplote 121°C a ndsledne spojené. Po ochladeni na teplotu 50 °C

bolo pridanych 20 ml IsoVitalexu. Za tepla bola prichystand p6da naliata na platne a po stuhnuti pri

izbovej teplote (room temperature, RT) uchovavana v chladnicke.
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7.1.2.3 Kity

Qubit Protein Assay Kit
Micro BCA kit

7.1.3 Pristrojové vybavenie

BOX BIO.EUROFLOW EF/S4
Centrifugaéné zariadenia
® centrifugy
MiniSpinplus
Centrifuge 5804 R
® Ultracentrifugy
Optima™ L-90K Ultracentriguge
Optima ™ MAX Ultracentrifuge
Concentrator plus
Inkubator CO, CB 160
LUNA™ fl Dual Fluorescence Cell Counter
Nano-Photometer
Mikroskopy
() Svetelné mikroskopy
Nikon Eclipse TS2
[ ) Fluorescen¢né mikroskopy
Nikon Eclipse Ti Epi
Thermomixer comfort
Vortex

Zetasizer Nano ZS

7.1.4 Laboratdérne pomacky

Empore™ C18-SD

Kultivaéné misky

Petriho misky o réznych priemeroch (9 cm; 15 cm)

Mikrotitracné platnicky
Rozne druhy automatickych pipiet a Spiciek

Skdmavky o réznych velkostiach

(Invitrogen ™, Massachusetts)

(Pierce, Massachusetts)

(Class Il Cabinet, Florida)

(Eppendorf, Nemecko)
(Eppendorf, Nemecko)

(Beckman Coulter, Kalifornia)
(Beckman Coulter, Kalifornia)
(Eppendorf, Nemecko)
(Binder, Nemecko)

(Logos, Juzna Koérea)

(Implen, Mnichov)

(Nikon, Japonsko)
(Nikon, Japonsko)
(Eppendorf, Nemecko)

(Fisherbrand, Massachusetts)

(Malvern Panalytical, Spojené kralovstvo)

(Supelco, Pennsylvania)

(Eppendorf; Falcon)



Sterilné jednorazové pomaocky (kultivacny plast, hokejky, bakteriologicka klucka atd.)

7.2 Metody

7.2.1 Kultivacia baktérii a priprava bakteridlnej suspenzie

Zmrazené zasobné roztoky kmenov baktérie F. tularensis boli vysiate tri dni pred planovanym
prevedenim pokusu na Styri McLeodove platne. Pouzité boli kmene baktérie Francisella tularensis
subsp.  holarctica FSC200 (FSC200); Francisella tularensis subsp. holarctica FSC200
(pTP388Hyg::mCherry) (FSC200/mCherry); Francisella tularensis FSC200 (pTP551Hyg::eGFP)
(FSC200/eGFP). Platne sa nechali inkubovat 24 hodin pri teplote 37°C. Der pred experimentom sa
baktériami narastenymi na tychto ,,zdsobnych” platniach masivne preockovali dve McLeodove platne
a ponechali k inkubacii po dobu 24 hodin pri teplote 37°C. Narastené baktérie boli pouzité na

pripravu bakteridlnych suspenzii.

Baktérie zozbierané bakteriologickou kluc¢kou, priblizne z polovice plochy jednej McLeodovej
platne, boli rozotrené po bocnej strane steny skimavky, doplnené o 2,5 ml fosfatového pufru
(Phosphate Buffered Saline, PBS) a dokladne vortexované do vzniku homogénnej suspenzie. Dana
suspenzia bola merand oproti blanku, ktory tvoril &isty PBS a doplfiand o PBS do dosiahnutia
vyslednej hodnoty 0.D. 1,0. Takto pripravena suspenzia obsahuje v 1 ml priblizne 4 x 10° baktérii. Pre
kontrolu bol vidy uskutoéneny vysev vzorky tejto suspenzie v objeme 50 ul a v riedeni 107 na dve
McLeodove platne. Po niekolkych dnoch kultivacie pri teplote 37°C sa odpocital pocet kolonii a
vypocital skutocny pocet baktérii v pripravenej suspenzii. Zo suspenzie bol odobraty 1 ml vzorky do
novej skimavky a centrifugovany po dobu 7 minut, pri otackach 3600 x g. Vzniknuty supernatant bol
odpipetovany a peleta prisadnutych baktérii resuspendovana v 1 ml DMEM média s obsahom séra

(10 % FTSI) alebo bez séra.

7.2.2 lzolacia makrofagov

Izolacia makrofagov bola realizovana z kostnej drene mysi typu BALB/c, extrahovanej z kosti
zadnych koncatin. Jednotlivé zadné koncatiny boli umiestnené po dobu troch minidt do 70% roztoku
etanolu, kde boli vydezinfikované a néasledne premiestnené do DMEM média. Tento proces bol
opakovany dva razy. Pomocou netkanej textilie alebo obrusku boli Setrne zbavené prebytocného
svalového tkaniva a oplachnuté DMEM médiom. Prostrednictvom chirurgickych nozniciek bola v
kibovom spoji oddelena stehennd kost od holennej a to tak, aby nedoslo k poruseniu celistvosti kosti.

Nasledne im bola z oboch stran odnatad epifyzalna éast kosti, ¢im doslo k otvoreniu dutiny kostnej
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drene. Injekénou striekackou s ihlou o velkosti 25 G a pripravenym DMEM médiom boli nastrihnuté
kosti z obidvoch stran preplachnuté, a takymto sposobom zbavené kostnej drene. Na preplachnutie
bolo pouZité médium o minimalnom objeme 2 ml, ktoré sa ndsledne zachytdvalo spoloc¢ne
s vyizolovanou kostnou drefiou do 50 ml skimavky. Ziskana vzorka bola ponechana mindtu v pokoji,
aby mohlo dojst k usadeniu vacsich ¢asti. Supernatant bol pomocou Pasteurovej pipety preneseny do
novej 50 ml skimavky, centrifugovany po dobu siedmich minut pri 300 x g a pri izbovej teplote.
Centrifugaciou vzniknuty supernatant bol odstraneny a sediment resuspendovany v BMM médiu.
Takto bola ziskana suspenzia buniek kostnej drene s obsahom Ziadanych kmenovych pluripotentnych

buniek esencidlnych pre kultivaciu makrofagov.

7.2.3 Diferenciacia makrofagov

Pre stanovenie mnozstva vyizolovanych buniek bol uskutoéneny prepocet na zaklade
mikroskopického pozorovania za poutzitia Birkerovej komorky. Prepocet bol zdroven overeny na
pristroji LUNA™— fl Dual Fluorescence Cell Counter. Na podklade tychto metdéd bolo mozné urcit
kvantum buniek na jeden mililiter média a overit, ¢i je pocet extrahovanych buniek pre vykonanie
experimentu dostacujuci (priblizné mnozstvo makrofagov, ktoré je mozné vyizolovat z jedného kusu

mysi je minimélne 1.5 x 10 7 buniek).

Pripravena bunkova suspenzia bola nasadend na bakteridlne Petriho misky o priemere 90 cm,
a to v mnoZstve 5 - 6 x 10° buniek na misku. KaZzda z misiek bola doplnend do 15 ml BMM média
obohateného 50 U/ml roztokom penicilinu a 50 ul/ml roztokom streptomycinu. Bunky boli
kultivované po dobu troch dni pri teplote 37°C a 5 % CO,. Na treti deri doSlo k vymene média
odobratim prvotne pouzitého BMM média s obsahom antibiotik a resuspendovanim buniek v novom
BMM médiu bez pritomnosti antibiotik o objeme 15 ml. Po uplynuti siedmych dni doslo k
diferenciacii vyizolovanych pluripotentnych kmenovych buniek z mySacej kostnej drene na
poZadované makrofagy. Po vydiferencovani buniek boli zozbierané a to prvotnym odpipetovanim
média a pridanim do kazdej Petriho misky priblizne 5 ml fadového PBS. Vzorka sa takto nechala 5 - 10
minut odpocdivat v chladnic¢ke. Nasledne bolo dno Petriho misky opakovanym pipetovanim Setrne
oplachované zmienenym PBS, a tym prisadnuté makrofagy jemne “odrhnuté“ teda zozbierané.
Ziskané suspenzie makrofagov boli zozberané zo vSetkych misiek a sustredené do centrifugalnej
skimavky, centrifugované po dobu 15 minut pri 400 x g, resuspendované v 5 ml DMEM média a
neskor doplnené o dalsich 10 ml DMEM média. Pocet makrofagov v 1 ml média bol opatovne urceny
prepoctom skrze Blrkerovi komérku. MnoZstvo makrofdgov potrebnych pre dany experiment bol
premiestneny do vhodnej kultivacnej nadoby (24—jamkovy panel, Petriho misky) a ponechany
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k adhézii po dobu priblizne 16 hodin, pri teplote 37°C a v prostredi 5 % CO,. Podla potreby boli bunky

ponechané v médiu DMEM so sérom (10 % FTSI) alebo bez séra.

7.2.4 Infekcia makrofagov

K adherovanym makrofagov, bola po kompletnom odsati DMEM média pridana bakteridlna
suspenzia pripravena v DMEM médiu so sérom alebo bez séra, vtakom mnoZstve aby bola zachovana
multiplicita infekcie (MOI) 100. tj. 100 baktérii na jednu bunku. Takto infikované bunky sa nechali
inkubovat 2 hodiny, pri teplote 37°C, v prostredi 5 % CO,. Infekcia makrofagov bola uskuto¢nena

pred mikroskopickym pozorovanim a izolaciou exozémov.

7.2.5 Mikroskopia

7.2.5.1 Pozorovanie makrofagov pod svetelnym mikroskopom

Vyizolované a vydiferencované makrofagy boli nasadené do 24—jamkove] dosticke v pocte
5x10° buniek na jamku. V niektorych jamkach boli makrofagy v médiu DMEM s 10 % FTSI, v inych v
médiu bez séra. Nasledujuci den boli adherované makrofagy infikované, pridanim bakteridlnej
suspenzie F. tularensis (MOl 100) a vo vybranych intervaloch (1 hod, 4 hod, 6 hod a 24 hod) bola
prevedena vizudlna kontrola stavu buniek pod svetelnym mikroskopom, Nikon Eclipse TS2 (objektiv
10x), vybavenym kamerou DFK 33UX174 33U Series. Pozoroval sa rozdiel vo vzhlade a adhézii buniek
v zavislosti od pritomnosti séra v kultivaéhom médiu. Z daného pozorovania boli v spominanych

casovych intervaloch vyhotovené snimky.

7.2.5.2 Pozorovanie makrofdagov pod fluorescencnym mikroskopom

Suspenzia makrofagov bola nasadend na krycie skld v po¢te 5x10° na jamku do dvoch
multijamkovych dosticiek. Tato bunkova suspenzia bola vyhotovena v dvoch prevedeniach, jedna
s obsahom séra v médiu a druha bez séra. Nasledujuci den, po prisadnuti makrofagov, bola pridana
bakteridlna suspenzia, v mnozstve dostatocnom na zachovanie MOI 100. Na pripravu bakteridlnych
suspenzii boli pouZité tri druhy bakteridlnych kmenov — FSC200, FSC200/mCherry a FSC200/eGFP.
Kazda z danych bakteridlnych suspenzii bola pripravend v médiu so sérom av médiu bez séra.
Infekcia sa uskutocnila spésobom, ktory umoznil vzniku troch zdkladnych typov vzoriek, kazdy v
duplikate. V prvom type boli bunky v médiu so sérom infikované bakteridlnou suspenziou v médiu so
sérom [+/+], zatial ¢o v druhom type boli bunky v médium bez séra infikované bakteridlnou

suspenziou v médiu so sérom [-/+]. V tretom type boli bunky v médiu bez séra infikované
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bakterialnou suspenziou v médiu bez séra [-/-] (vid. Obr. ¢ 7). Prvd multijamkova dosticka vzoriek
bola vystavena infekcii jednu hodinu. Druhd multijamkova platnicka bola ponechand infekcii dve

hodiny.

KOMTROLA

F5C200

F5c200/
mCherry

Fsc200/
eGFp

96000,
0,000

9000
0,000

Obrazok €. 7 — Schéma infekcie makrofagov v médiu so sérom a bez séra baktériou Francisella
tularensis v médiu so sérom a bez séra v 24—jamkovej platnicke

Vysvetlivky: Pritomnost séra v bunecnej suspenzii je vyjadrend znakom + alebo — (Ciernej farby).

Pritomnost séra v bakteridlnej suspenzii je vyjadrena znakom + alebo — (Cervenej farby).

Po uplynuti oboch intervalov sa vzorky v oboch sadach zafixovali. Médium zo vzoriek bolo
odpipetované a bunky v jamkach boli nasledne jedenkrat preplachnuté PBS. Bunky boli zafixované
pridanim 200 ul 4 % roztoku formaldehydu na dobu 20 az 30 mindt, RT. Ndasledne boli bunky trikrat

premyté sterilnym PBS a do dalSieho spracovania uskladnené v chladnicke pri teplote 4°C.

U zafixovanych buniek boli fluorescenéne zviditelnené vybrané Struktiry — cytoskelet a
bunkové jadra. Na zviditelnenie cytoskeletu bol pouzity faloidin, ktory sa Specificky viaze na
polymerizovany aktin. Zvoleny bol faloidin konjugovany s fluorochrémom fluorescein izotiokynatom
(Phalloidin—FITC) alebo tetrametylrhodaminom B izotiokynatom (Phalloidin—TRITC). K zafarbeniu
jadier bol pouzity 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI), fluorescencné farbivo viaZzuce sa na adenin—
tyminové bohaté oblasti DNA. Pred farbenim boli bune¢né membrany makrofagov permeabilizované
0,1 % roztokom Triton ™ X-100 v PBS (15 minut, RT). Nédsledne boli trikrat premyté PBS a ponechané
v 1 % roztoku BSA v PBS po dobu 10 minut, RT. Cerstvo pripravené a pred svetlom chranené roztoky

farbiv, Phalloidin—FITC a Phalloidin—TRITC o koncentracii 0,5 ul g/ml v PBS boli pridané ku vzorkam na
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dobu 20 minut, RT. Prebytocné farbiva boli zo vzoriek odstranené niekolkonasobnym premytim PBS.
Nasledne boli jadra odfarbené 330 nM DAPI v PBS po dobu 10 minut, RT. Vzorky boli dékladne
patkrat premyté v PBS ajedenkrat deionizovanou vodou. Poslednym krokom bolo montovanie
krycich skiel v kvapke montovacieho média ProLong ™ Diamond Antifade Mountant (Invitrogen) na
podlozné sklo. Takto upravené vzorky sa nechali v tme zaschnit na 24 hodin pri RT a uskladnili sa do

doby pozorovania pri teplote 4°C.

Zafarbené vzorky boli podrobené mikroskopickému hodnoteniu pod invertnym
fluorescenénym mikroskopom za poutzitia filter blokov (DAPI: 375 - 460 nm, FITC: 480 - 535 nm,
TRITC: 540 - 605 nm, filter pre mCherry: 603 - 678 nm) a objektivom 60x. Z pozorovania boli
vyhotovené obrazky vintervale 1 hodina a2 hodiny. Na vzorke 200 makrofagov bola hodnotena
miera infikovatelnosti v zdvislosti na pritomnost séra. Sledovala sa kvantita infikovanych

a neinfikovanych buniek.

7.2.6 lzolacia exozomov

Izolacia exozdmov bola vykonana z média bez séra odobratého z makrofagov infikovanych F.
tularensis po dobu 2 hodin a z neinfikovanych makrofagov (kontrola). Makrofagy boli 16 hodin pred
experimentom nasadené na 3 Petriho misky s priemerom 15 cm (pre jednu skupinu v mnoZstve
priblizne 2,5 x 10’ buniek / miska). K izolacii exozémov bolo celkovo pouZité médium z cca. 7,5 x 10’
buniek. Adherované bunky boli infikované bakteridlnou suspenziou F. tularensis v 10 ml DMEM bez
séra na misku s MOI 100. V kontrolnych, neinfikovanych bunkach bolo médium nahradené cerstvym
DMEM bez séra. Po dvoch hodindch sa médium opatrne prenieslo do sterilnych centrifugaénych

skimaviek a pocas celého spracovania bolo uchovavané v lade.

Izolacia exozédmov bola zabezpecend metédou diferencidlnej centrifugdcie, ukoncenad
ultracentrifugaciou. Odobrané médium sa podrobilo centrifugdcii pri 200 x g, po dobu 5 minut, pri
teplote 4 °C za poutzitia vykyvného motora. Supernatant bol opatrne, bez narusenia vzniknutej pelety
preneseny do novych skimaviek a scentrifugovany pri 5000 x g, po dobu 10 minut, pri teplote 4°C za
pouZitia pevného uhlového rotoru. Vzniknuty supernatant bol odobraty, preneseny do novych
skiumaviek a opatovne scentrifugovany pri 10 000 x g, po dobu 30 minut, pri teplote 4°C za poutzitia

pevného rotoru.

Pre odstranenie zvySnych baktérii a teda zaistenie sterility sa ziskané vzorky sfiltrovali cez
injekény filter s polyesterovou membranou s velkostou pérov 0,22 um. Pre kontrolu sterility vzorku

bol uskutocneny vysev 5 ul filtratu na platfiu s McLeodovou podou a inkubovanim po dobu siedmich
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dni v inkubatore pri teplote 37°C. Po uplynuti inkubacnej doby nebol zaznamenany narast koldnii, ¢im

bol skasany filter preukazany ako dostatocne sterilny.

Filtrat bol preneseny do ultracentrifugacnych skimaviek s objemom 8 ml a nechal sa
centrifugovat pri 100 000 x g (pevny uhlovy rotor Ti70.1), po dobu 70 minut, pri teplote 4°C. Po
centrifugacii bol supernatant odobrany a peleta resuspendovana v 500 ul PBS. Vzniknutd suspenzia sa
doplnila 3 ml PBS a opatovne podrobila centrifugacii pri 100 000 x g, po dobu 70 minut, pri teplote
4°C. V poslednom kroku bol opdtovne odobrany supernatant a peleta resuspendovana v objeme 100
ul PBS. Takto pripravend vzorku mozno uskladnit na niekolko dni pri teplote 4 °C alebo uchovat pri
teplote -20°C do doby vysledného hodnotenia, ktoré bolo v tomto pripade vykondvané metddou

hmotnostnej spektrometrie (Mass spectrometry, MS).

7.2.7 Priprava vzorku na hmotnostnu spektrometriu

Do 2 ml skimavky bolo odobratych 45 ul vzorky a 10 % roztok deoxycholdtu sodného
(DOCHNa) o rovnakom objeme. Po dékladnom zvortexovani sa vzorka ponechala inkubovat 20 mindt,
pri teplote 90°C. Nasledne bolo po ochladeni pridanych 45 ul ¢erstvo pripraveného 200 mM roztoku
ditiotreitolu a vzorka sa ponechala k redukcii 60 minut pri teplote 37°C. Po inkubdcii sa ku vzorke
pridalo 45 ul 400 mM roztoku jodoacetamidu, ktory posobi ako alkylacné Cinidlo. Vzorka sa nechala
inkubovat v temne po dobu 30 minut pri izbovej teplote. Prebyto¢né mnoZstvo jodoacetamidu bolo
zredukované pridanim 45 ul 200 mM ditiotreitolu a inkubaciou po dobu 15 minuat pri izbovej teplote.
Pridanim 796,5 ul 50mM NH;HCO; klesla koncentracia DOCHNa vo vzorke na poZadovanych 0,5 %.
V dalsom kroku bolo pridanych 0,5 ug trypsinu, ¢im doSlo k Stiepeniu proteinov na peptidy
a nasledne bola prevedena kontrola pH. V pripade, Ze sa pH vzorky nepohybovalo v okoli 6smich,
bolo pridané malé mnozstvo 50 mM hydrogén uhli¢itanu amdnneho, a takto pripravena vzorka sa

nechala inkubovat cez noc pri teplote 37°C.

Na dalsi den bol po ukonéeni inkubdcie zo vzorky odstraneny DOCHNa extrakciou
etylacetdtom. Ten bol pridany ku vzorke v mnoZstve 400 ul a tvoril hornu organicku fazu vzorky.
Vzorka bola okyslena na hodnotu pH okolo 2 pomocou 9 ul trifloroctovej kyseliny (TFA), (vysledna
koncentracia TFA sa nachadza v okoli 1 %). Upravend vzorka bola 1 mindtu prudko vortexovana
a nasledne 5 minut centrifugovand pri 11300 x g. Hornd organicka faza bola zvacsa celd opatrne
odpipetovana do novej skimavky. U zvysku vzorky sa vykonala kontrola pH. V pripade, Ze pH vzorky
nedosahovalo hodnotu dva, bolo pridané malé mnozstvo TFA, pricom zvySok postupu prebiehal

rovnako. Ku vzorke sa opatovne pridalo 200 ul etylacetatu, ktory bol zaroven priamo odobraty do
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novej skimavky. Tento krok sa vykonal vtroch opakovaniach. Pri poslednom opakovani bolo
odobraté ¢o najvacsie moziné mnoistvo etylacetatu a zvySok, ktory sa pipetou odobrat nepodarilo,

bol odpareny umiestnenim vzorky na dobu 15 minut do vakuového koncentratoru SpeedVac.

Poslednym krokom Upravy vzoriek bolo ich odsolenie na koléne EMPORE C18-SD. Koldny sa
pred nanesenim vzorky preplachli 300 ul 100 % acetonitrilom (ACN) 300 ul roztoku 60 % ACN a 0,1 %
TFA, &im doslo k zvlhéeniu reverznej stacionarnej fazy. Dal$im preplachom 0,1 % roztokom TFA
o objeme 300 ul bola prevedend ekvilibracia stacionarnej fazy. Do kolén sa naniesli obe skisané
vzorky, ktoré sa pod vakuom nechali prekvapkat do predpripravenych skimaviek. Tymto krokom
dochadzalo k naviazaniu peptidov na staciondrnu fazu, zatial, ¢o su necistoty odplavované mobilnou
fazou von. Nésledne sa dany proces zopakoval. Koléna sa premyla pridanim 300 ul 0,1% roztoku TFA,
ktora bola priamo odoberana do novych skimaviek a ndsledne odparend. V poslednom kroku sa
vykonala eludcia peptidov, a to pridanim 300 ul roztoku 60 % ACN a 0,1 % TFA. Eludty boli zbierané
do novych skumaviek, odparené dosucha a zmrazené pri teplote -20 °C, pokym neboli podrobené MS
analyze. Separacia peptidov aich naslednda hmotnostnd analyza bola prevedena na pristrojoch
Ultimate 3000 RSLCnano system a Q-Exactive (Thermo Fisher Scientific) v laboratériu hmotnostnej

spektrometrie KMPB VLF UO, PharmDr. Janou Klimentovou, Ph.D.

7.2.8 Stanovenie bielkoviny vo vzorkach izolovanych exozémov pomocou
mikrofluorometra Qubit™

Koncentracia bielkoviny vo vzorkdch bola fluorometricky stanovena pomocou komercne
dodadvaného kitu Qubit™ Protein Assay Kit (Invitrogen™). Merana bola intenzita signalu vydavaného
komplexom bielkovina — fluorescencné farbivo, ktory priamo Umerne vzrasta s mnozstvom bielkoviny
vo vzorke.

Postup bol prevedeny podla navodu dodaného vyrobcom. Stanoveniu predchadzala priprava
pracovného roztoku Qubit Protein Reagent, ¢im sa nariedil roztok fluorescenéného farbiva. Tento
roztok bol nasledne pridany o objeme 190 ul k 10 ul predpripravenym roztokom standardov alebo
vzoriek za Ucelom vyhotovenia kalibracnej krivky. Po kratkom zvortexovani boli vyhotovené roztoky
inkubované po dobu 15 minut, RT. Meranie a vyhodnotenie bolo uskuto¢nené pomocou

mikrofluorometra Quibit”.
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7.2.9 Stanovenie bielkoviny vo vzorkach izolovanych exozomov pomocou
kyseliny bicinchoninovej modifikované pre malé objemy
Pre kvantifikaciu bielkoviny vo vzorkach bol pouzity komerény kit MicroBCA™ Protein Assay Kit
(Thermo Fisher Scientific). Postup stanovenia bielkoviny pomocou kyseliny bicinchoninovej
(Bicinchoninic Acid Assay, BCA) bol upraveny tak, aby umozZnoval stanovenie proteinu v malych

objemoch (niekolko ul).

V prvom kroku doslo k priprave vzoriek, a to nariedenim (10x) skisanej vzorky, tak aby sa po
nariedeni predpokladana koncentracia, nachadzala v rozhrani stanovenej kalibracie. Nasledne bola
nariedenim Standardu (bovinny sérovy albumin, BSA) pripravena kalibracna rada v koncentrachom
rozmedzi 0 - 500 ng/ul (vid. Tab. ¢. 4). K riedeniu sa v oboch pripadoch vyuzila destilovana voda.
ZmieSanim ciastkovych pracovnych Cinidiel (working reagent, WR) v stanovenom pomere (50 (WR-A)
: 48(WR-B) : 2(WR-C)) bol ziskany vysledny WR. V dalSom kroku bola v 0,2 ml mikroskimavkach
(Eppendorf) pripravena reakéna zmes, pridanim 5 ul WR ku 5 ul nariedené vzorky alebo Standardu,

vsetko v duplikate.

Pripravené zmesi boli vortexované, na kratku dobu scentrifugované a ponechané k inkubAcii
po dobu 60 min pri 60°C. Po inkubacii bola kazda vzorka merana dvakrat v cele LabelGuard na
pristroji Nano-Photometer pri vinovej dizke 562 nm a optickej dizke 1 mm. Pri kazdom merani sa cela
pred aj po merani oplachla vodou, otrela bezchlpovou papierovou vreckovkou a jamka, do ktorej sa

cela ukladala, ofukla stdcanym vzduchom. Ako blank bola pouzita destilovana voda.

Tabulka ¢. 4 — Kalibracna rada

BSA standard voda koncentracia
Tmg/ml [ul] (W] [ng/ul]
I 0 400 0
2 1 399 2,5
3 2 398 5
4 4 396 10
5 8 392 20
6 12 388 30
7 16 384 40
8 20 380 50
9 28 372 70
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8. VYSLEDKY

8.1 Mikroskopické hodnotenie

U¢elom mikroskopickej analyzy je snaha o nastavenie vhodnych kultivaénych a infekénych
podmienok pre izoldciu exozémov produkovanych makrofagmi ovplyvnenymi intracelularnou
baktériou F. tularensis. Pri vybere optimalnych podmienok bola predmetom skusok infikovatelnost
makrofagov v médiu bez pritomnosti séra. U¢elom bolo zabranit kontaminovaniu vzoriek a skresleniu
vysledkov analyzy, ktoré by mohlo nastat po pridani séra do vzoriek vzhladom na to, Ze samotné
sérum disponuje pritomnostou exozémov. Z tohto dévodu bol vykonany najskér predpokus vo forme
mikroskopického pozorovania infikovanych makrofdgov pod svetelnym mikroskopom. Sledovany bol
stav a vzhlad buniek kultivovanych a infikovanych v médiu bez pritomnosti séra, ktoré sa porovnavali
s bunkami v médiu so sérom (10 % FTSI). Cielom pozorovania bolo zistit, ¢i nedoslo k naruseniu
adhézie buniek alebo vyraznej vzhladovej odliSnosti. Nasledovali dalSie fluorescencne mikroskopické
analyzy, v ramci ktorych bol sledovany rozdiel v infikovatelnosti buniek v zavislosti na pritomnost,

resp. nepritomnost séra v kultivaénom médiu.

8.1.1 Hodnotenie makrofagov pod svetelnym mikroskopom

Pri mikroskopii pod svetelnym mikroskopom boli hodnotené infikované a neinfikované
makrofagy v troch réznych ¢asovych intervaloch po infekcii — 1, 4 a 6 hodin. K infekcii bol navyse
pouzity 24 — hodinovy Casovy interval, avSak ten analyzovany nebol, ato z dovodu vyrazného
poskodenia buniek. Pozorovali sa Styri typy suspenzii makrofagov — neinfikované makrofagy v médiu
bez séra; infikované makrofagy v médiu bez séra; neinfikované makrofagy v médiu so sérom;
infikované makrofagy v médiu so sérom. Sledovany a porovndvany bol mikroskopicky vzhlad
makrofagov pri jednotlivych modifikaciach a ich dostato¢né prisadnutie na dno jamiek (vid. Obr. ¢. 8).
Predmetom zaujmu bolo rovnako uréit nakolko je potrebna pritomnost séra v médiu a jeho vplyv na
stav makrofdgov. Pozorovanie prebiehalo v intervaloch 1, 4 a 6 hodin pod objektivom 10x.

Pri pozorovani pod svetelnym mikroskopom bola preukdzand schopnost makrofagov
adherovat sa na dno jamiek, a to aj za predpokladu, Zze médium neobsahovalo sérum. Z tohto dévodu
bolo mozné konstatovat, Ze pritomnost séra v médiu makrofagov nie je pre ich existenciu v tychto
¢asovych intervaloch priamo nevyhnutna. Dalej bolo moiné vyhodnotit, e vzhlad pozorovanych

makrofagov nevykazoval v nepritomnosti séra alebo v priebehu ¢asu vyrazné zmeny.
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Obrazok ¢. 8 — Porovnanie makrofagov pod svetelnym mikroskopom za stanovenych podmienok
priintervale 1 hodina, 4 hodiny a 6 hodin po infekcii

Vysvetlivky: A) — 1 hodina, B) — 4 hodiny, C) — 6 hodin) a) — neinfikované makrofagy v médiu bez séra,
b) — infikované makrofagy v médiu bez séra, c) — neinfikované makrofagy v médiu so sérom, d) —

infikované makrofagy v médiu so sérom

8.1.2 Hodnotenie makrofagov pod fluorescenénym mikroskopom

Hodnotenie bolo uskutonené pozorovanim a priamym porovnavanim makrofagov pri
stanovenych podmienkach za vyuZitia fluorescencnej mikroskopie a ndslednym percentudlnym
zhodnotenim. Pozorované boli tri typy vzoriek — makrofagy v médiu bez séra infikované baktériami v
médiu bez séra, makrofagy v médiu bez séra infikované baktériami v médiu so sérom, makrofagy v
médiu so sérom infikované baktériami v médiu so sérom — spolocne s kontrolnymi vzorkami —
neinfikované makrofagy v médiu bez séra, neinfikované makrofagy v médiu so sérom. Sledovala sa
miera potreby pritomnosti séra a jeho vplyv na stav a infikovatelnost buniek. Kvéli potencidlnej
pritomnosti opsonizaénych latok v sére sa taktiez pozoroval jeho mozny vplyv, v pripade bakteridlnej
suspenzie s jeho obsahom alebo bez neho, na mieru pohltenia baktérii bunkami.

Vyhodnocovanie bolo uskutocénené v dvoch opakovaniach, pricom u vsetkych vzoriek bolo
analyzovanych minimalne 200 buniek. U kazdej bunky bolo hodnotené ¢i je infikovana, tj. ¢i su
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pritomné baktérie ako aj pocet baktérii v bunke. Bunky boli infikované baktériami produkujucimi
zelene Ziariaci protein GFP alebo Cervene Ziariaci mCherry. Intenzita proteinov mCherry vsak bola
velmi nizka, kvoli comu boli pre hodnotenie vybrané bunky infikované F. tularensis produkujicou
GFP. Cytoskelet tychto buniek bol potom vizualizovany fluorescenénym farbivom Phalloidin-TRITC
(Cerveno ziariaci) a bunkové jadrd DAPI (modro Ziariace), pricom pozorovanie prebiehalo pod

objektivom 60x (vid’. Obr. €. 9).
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Obrazok ¢. 9 — Porovnanie makrofagov pod fluorescenénym mikroskopom za stanovenych
podmienok pri intervale 1 hodina a 2 hodiny po infekcii
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Vysvetlivky: A) — 1 hodina, B) — 2 hodiny; a) — neinfikované makrofdgy v médiu bez séra, b) —
makrofdgy v médiu bez séra infikované baktériami v médiu bez séra, c) — neinfikované makrofdgy v
médiu so sérom, d) — makrofdgy v médiu bez séra infikované baktériami v médiu so sérom, e) —
makrofdgy v médiu so sérom infikované baktériami v médiu so sérom

Pozndmka: cervend farba — aktinovy skelet, modrd farba — jadro, zelend farba — baktérie

Pri pozorovani pod fluorescenénym mikroskopom bolo moiné sledovat najvyssiu
infikovatelnost buniek vo vzorkach so sérom (bunky aj baktérie). Mierne nizsi pocet infikovanych
buniek rovnako ako pocet fagocytovanych baktérii (vacSinou 1 baktéria / bunka) bolo moiné
pozorovat u vzoriek, ktoré sérum obsahovali len v jednom z médii alebo sérum neobsahovali vébec
(vid. Tab. ¢. 5 - 7). Pri porovnavani oboch casovych intervalov sa preukazala znacne rastlca
infikovatelnost makrofagov so vzrastajucim ¢asovym intervalom (vid. Graf. €. 1, Tab. €. 8). Evidentny
vplyv na infikovatelnost malo pridanie séra uz do bakteridlnej suspenzie, kedy bolo moziné

zaznamenat nérast poctu infikovanych buniek.

Aj napriek vysokej miere infikovatelhosti vo vzorkach so sérom sa ukazalo, Ze vzorka bez
obsahu séra (v bakteridlnom a bunkovom médiu) vykazuje pri pouziti dvojhodinového Casového
intervalu k infekcii dostadujucu infikovatelnost makrofagov. Z tohto dévodu bola pre experiment

zvolena prave tato modifikacia.
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Tabulka ¢. 5 — Zastupenie infikovanych makrofagov v médiu bez séra infikovanych baktériami v

médiu bez séra (- / -)

Pocet . L . L
baktéril . P'rlemer,ny pocett - Prlem,erny poFet
" infikovanych buniek infikovanych buniek v %
bunke 1h 2h 1h 2h
1 46 60 66 % 46 %
2 14 34 20 % 26 %
/4 3 6,5 19 9% 15 %
4 3 10 4% 8 %
5 0,5 5 1% 4%
6 0 2,5 0% 2%
7 0 0 0% 0%
8 0 0 0% 0%

Tabulka ¢. 6 — Zastupenie infikovanych makrofagov v médiu bez séra infikovanych baktériami v
médiu so sérom (- / +)

pocet Priemerny pocet Priemerny pocet
baktérii | . c ey poce infikovanych buniek v
infikovanych buniek
vi %

bunke 1h 2h 1h 2h
1 56,5 48 61 % 33%
[/ 4] 2 25 35,5 27 % 24 %
) 3 8,5 33 9% 22%
4 1,5 15 2% 10 %
5 1,5 8 2% 5%
6 0,5 4,5 1% 3%
7 0 2 0% 1%
8 0 1,5 0% 1%

Tabulka ¢. 7 — Zastupenie infikovanych makrofagov v médiu so sérom infikovanych baktériami v
médiu so sérom (+ / +)

pOé?tﬂ Priemerny pocet Priemerny pocet
baktf”' infikovanych buniek | infikovanych buniek v %
v
bunke 1h 2h 1h gl
1 63,5 63 64 % 40 %
[+ /4] 2 22 45,5 22 % 29%
3 6,5 25 6% 16 %
4 5,5 12,5 5% 8%
5 1,5 4,5 1% 3%
6 0,5 5,5 1% 3%
7 0 1,5 0% 1%
8 0 0 0% 0%
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Tabulka ¢. 8 — Porovnanie mnozstva infikovanych a neinfikovanych makrofagov vzhl'adom na

pritomnost séra a ¢asového intervalu

1h 2h
infikovan infikovan
[-/-] é neinfikované é neinfikované
@ POCET 70 130 130 70
D% 35% 65% 65 % 35%

infikovan infikovan
é neinfikované é neinfikované
@ POCET 94 106 148 52
? % 47 % 53 % 74 % 26%

T T
infikovan infikovan
[+/ +] é neinfikované é neinfikované
@ POCET 100 100 158 42
D % 50 % 50% 79 % 21%

Poznamka: ZIta farba (- / -) — makrofagy v médiu bez séra infikované baktériami v médiu bez séra,
modra farba (- / +) — makrofagy v médiu bez séra infikované baktériami v médiu so sérom, zelena
farba (+ / +) — makrofagy v médiu so sérom infikované baktériami v médiu so sérom

Graf &. 1 — Graf zavislosti pritomnosti séra a €asu na infikovatelnost makrofagov

79%
74%
65%
47% 50%
35%
[-/-1 [-7+] [+/+]
O1hinfikované M@ 2h infikované
Vysvetlivky: [- / -] — makrofagy v médiu bez séra infikované baktériami v médiu bez séra, [- / +] —

makrofagy v médiu bez séra infikované baktériami v médiu so sérom, [+ / +] — makrofagy v médiu so
sérom infikované baktériami v médiu so sérom

Poznamka: Hodnotenie sa vztahovalo na 200 makrofagov ¢o predstavovalo v danom pripade 100 %.
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8.2 Demonstrdcia vysledkov a experimentdlnych podmienok
jednotlivych experimentov

Experiment izolacie exozomov bol vyhotoveny v dvoch opakovaniach (vid. Tab. ¢. 9).
V pokuse boli aplikované experimentalne podmienky vybrané na zaklade vysledkov mikroskopického
pozorovania. Pre experiment boli pouZité makrofdgy vyizolované a vydiferencované z kostnej drene
mysi typu BALB/c v mnoistve dva kusy pre prvy atri kusy pre druhy pokus. Z vyizolovanych
makrofagov bola ndsledne pripravend bunkovd suspenzia v DMEM médiu bez séra, ktora bola
nasadena na Petriho misky v pocte Styri misky (2x infekcia, 2x kontrola) pre prvy experiment
av pocte Sest misiek (3x infekcia, 3x kontrola) pre druhy experiment. Ponechand bola 16 hodin
k adhézii pri teplote 37 °C a v prostredi 5 % CO,. V den experimentu bola z ¢erstvo narastenych
baktérii F. tularensis FSC 200 pripravend suspenzia v médiu bez séra o 0.D. 1,0. K adherovanym
makrofagom bola pridand bakteridlna suspenzia o MOI 100 a ponechana 2 hodiny pri teplote 37 °C,
v prostredi 5 % CO, k infekcii. Nasledne bol odobrany supernatant, z ktorého sa vykonala izolacia
exozomov, pre ktoru bola v oboch pripadoch pouzitd diferencidlna centrifugdcia a ultracentrifugacia

(vid. Obr. & 10).

Tabulka ¢. 9 — Porovnanie experimentalnych podmienok

1. experiment 2. experiment
Pocet pouzitych mysi BALB/c 2 3
Pocet vyizolovanych buniek / ml média 5,8 x 106 bb/ml (v 40 ml média) 4 x 1076 bb/ml (v 40 ml média)
Pocet makrofagov k infekci / Petriho miska 5 x 1077 bb/miska (v 20 ml média) 2,5x 1077 bb/miska (v 20 ml média)
Pocet misiek k nasadeniu makrofagov 4 (2x k infekcii; 2x kontrola) 6 (3x k infekcii; 3x kontrola)
Sérum v médiu makrofagov nepritomné nepritomné
Sérum v bakterialnom médiu nepritomné nepritomné
Interval pouZity pre infekciu 2 hodiny 2 hodiny
Objem vyslednej vzorky exozémov 100 pl (PBS) 50 ul (PBS)
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Diferencialna centrifugacia

Ultracentrifugacia

200xg
{vykyvny rotor),
70 minat, 4°C

supernatant bol preneseny,
do novej skamavky a
peleta bola odstranena

5000xg,
(pevny uhlovy rotor)
10 mindit, 4°C

supernatant bol preneseny,
do novej skamavky a
peleta bola odstrénena

10 000 x g,
(pevny rotor)
30 minut, 4°C

Filtracia

(0,22 ym)

Supernatant bol
odstrineny a peleta bola
resuspendovana v 3 ml
PBS

100 000 x g
{pevny uhlovy rotor Ti70.1),
70 mindt, 4°C

Supernatant bol
odstraneny a peleta bola
resuspendovana
v 100/ 50 pl PBS

odstranenie buniek

odstranenie mitvych
buniek a ich zvyskov

odstranenie zvySkov
rozbitych buniek, velkych
vezikil (vacSich ako 500
nm) a baktérif

V procese filtracie bola
vzorka zbavena
zvySnych baktérif

peletovanie malych

100000 x g
{pevny uhlovy rotor Ti70.1),
70 mindt, 4°C

peletovanie malych
extracelularnych vezikal
vratane exozémov

Obrazok ¢. 10 — Schéma izolacie exozémov

Zdroj: vyrobené na zaklade Wang et al. 2021; Chhoy et al. 2021
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8.2.1 Vyhodnotenie vzoriek ziskanych prvou izolaciou exozomov

8.2.1.1 Stanovenie bielkoviny pomocou mikrofluorometra Qubit™

Izolat ziskany prvou izoldciu exozdmov bol podrobeny analyze k stanoveniu bielkoviny
pomocou mikrofluorometra, za vyuzitia komeréne dodavaného kitu, Qubit™ Protein Assay Kit. Tento
pokus bol hodnoteny ako neulspesny, pretoze koncentrdcia stanovovane] bielkoviny bola pod limitom

detekcie.

8.2.1.2 Stanovenie velkosti castic pomocou dynamického rozptylu svetla

Ziskané vzorky boli ndsledne podrobené analyzam pre stanovenie pritomnosti a
polydisperzity vyizolovanych castic v submikrénovej oblasti. Prebiehalo to na principe dynamického
rozptylu svetla (Dynamic Light Scattering, DLS), pomocou pristroja Zetasizer Nano ZS (Malvern
Panalytical, Malvern, UK). Analyza bola vykonanda na Katedre farmaceutickej technoldgie na
Farmaceutickej fakulte v Hradci Kralové, PharmDr. Ondiejem Holasem, Ph.D. Kontrolna a infikovana
vzorka ziskana z prvého experimentu o objeme 50 ul vzorku bola nariedena deionizovanou vodou do
1 ml aopakovane merand metédou DLS za Ucelom stanovenia velkosti casti spolocne
s polydisperzitou vzoriek. Kontrolna vzorka bola merana trikrat a infikovana vzorka Sestkrat (vid. Graf
C. 2). Ziskané data z DLS vykazovali pritomnost Castic, velkostou v rozmedzi 100 - 150 nm, ktora by
teoreticky odpovedala velkosti exozémov. Opakované meranie vSak preukdazalo tvorbu casticovych
agregatov. Predpokladanym dévodom agregécie bolo nariedenie vzoriek vodou. Riesenim by mohla

byt zamena vody za PBS.

Aj napriek tomu, Ze vysledky vykazovali pritomnost Castic, jednalo sa evidentne len o velmi
malé mnoistvo, pretoZe sa nepodarilo stanovit koncentraciu proteinov vo vzorku. Preto bol
prevedeny druhy experiment, v ktorom bol pocet mysi vyuZitych k izolacii makrofagov navyseny na tri

kusy a vysledna vzorka bola resuspendovana v polovicnhom mnozstve pufru (50 ul).
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Graf €. 2 — Grafy stanovenia velkosti Castic pomocou dynamického rozptylu svetla
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8.2.2 Vyhodnotenie vzoriek ziskanych druhou izolaciou exozémov

8.2.2.1 Stanovenie bielkoviny pomocou kyseliny bicinchoninovej modifikované pre

malé objemy

Koncentracia bielkovin vo vzorkach vyizolovanych v druhom experimente bola stanovena

pomocou kitu microBCA. Postup metddy BCA bol poopraveny na stanovenie koncentracie bielkoviny

v malych objemoch pouZitim protokolu Standardne zavedenym na pracovisku KMPB VLF UO. Po

zmerani absorbancie roztokov Standardov boli ziskané hodnoty pouzité k tvorbe kalibra¢nej krivky.

(vid. Graf. €. 3). Z rovnice linedrnej regresie ziskanej v programe Excel bola dosadenim priemernych

hodn6t nameranej absorbancie skusanych vzoriek (infikovanych, kontrolnych) vypocitana ich

koncentrécia (vid. Tab. ¢. 10).

Graf €. 3 — Graf kalibracnej krivky ziskanej z priemernych hodnét roztokov Standardov
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Tabulka €. 10 — Tabulka vyslednych hodn6t koncentracie a absorbancie vzoriek

A cing ]
Kontrola 0,758 130,702
Infekcia 0,838 144,737

Na zaklade ziskanych vysledkov je moziné hodnotit, Ze sa podarilo stanovit koncentraciu

bielkovin vo vzorke. Vzorky ziskané izolaciou z infikovanych makrofagov vykazuju vyssiu koncentraciu

proteinov v porovnani s kontrolnymi vzorkami, ktoré infikované neboli.
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8.2.2.2 Prevedenie hmotnostnej spektrometrie

Proteiny obsiahnuté vo vzorkadch pripravenych vramci druhej izolacie exozéomov boli
identifikované pomocou LC—-MS/MS analyzy. Vzorky boli merané dva razy, pricom sa podla zadanych
kritérii podarilo identifikovat v kontrolnej vzorke dva proteiny, v infikovanej vzorke trinast mysacich
a dva bakteridlne proteiny (vid. Tab. ¢. 11 a 12). Vyizolované proteiny boli blizsSie charakterizované

s pouzitim internetovych databdz: UniProt (https://www.uniprot.org/), Reactome Pathway Database

(https://reactome.org/), ExoCarta (http://exocarta.org/index.html) a National Library of Medicine

(NLH) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Databdza ExoCarta je suborom dat vsetkych doposial

vyizolovanych exozémov. Zakladné informacie ako poévod, funkcia ainé vlastnosti boli ziskané

z databaz Reactome Pathway Database, UniProt a réznych literarnych zdrojov.

Tabulka ¢. 11 — Zoznam identifikovanych proteinov hmotnostnou spektrometriou — kontrolna vzorka

N , Identifikacné | Na . . . .
Povod proteinov enw acne a’zov Nazov proteinu Funkcia (Uniprot, Reactome, NIH) ExoCarta
Cislo génu
Keratin, type | tvorba cytoskeletu epitelovych .
61781 Krt14 . Ano
Q cytoskeletal 14 buniek
mys
(Mus musculus) . tvorba intermediatnych
Keratin, type Il , L L . ‘
Q922U2 Krt5 keratinovych filamentov; udrzanie Ano
cytoskeletal 5 . . g
spravnej funkcie koznej bariéry
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://exocarta.org/index.html
https://reactome.org/
https://www.uniprot.org/

Tabulka €. 12 — Zoznam identifikovanych proteinov hmotnostnou spektrometriou — infikovana vzorka

Povod Identifikaéné | Nazov N&zov Funkcia (Uniprot, Reactome, .
, v . , ExoCarta Zdroje
proteinov Cislo génu proteinu NIH)
) hojenie ran; antimikrobidlna Reactome,
P50446 Krt6a Keratin, typesil\ cytoskeletal humoralna imunitnd odpoved proti Ano Uniprot,
gram pozitivnym baktériam NIH
i tvorba a udrzanie tvaru koznych ,
Q9QWL7 Krt17 Keratin, type | cytoskeletal ‘ anie tve Ano Re.actome,
17 priveskov; hojenie ran Uniprot, NIH
i reguldtor imunitnej odpovede v )
Q972K1 Krt16 Keratin, type | cytoskeletal ; nitne] ocpovede: Ano Re.actome,
16 pripade porusenia koznej bariéry Uniprot, NIH
] tvorba intermediatnych
Q922U2 Krt5 Keratin, type5ll cytoskeletal keratinovych filamentov; udrzanie Ano URe'atht)mNel’H
niprot,
spravnej funkcie koznej bariéry P
Q6IFX2 Krtd2 Keratin, type | cytoskeletal Funkcia nezndma Nie Re.actome,
42 Uniprot, NIH
rastovy faktor zapojeny do zapalu, Jian et al.
P28798 Grn Progranulin R e . Nie*
hojenia ran, proliferacie buniek 2013
produkcia peptidov potencujucich
. ., - . . GAO et al.
Q9wuu7 Ctsz Cathepsin Z kinin; komunikacia a degradacia Nie*
intracelularnych infekénych agensov 2018
009159 Man2b1 tysosomal alpha-= metabolizmus oligosacharidov Nie* Linetal.
My mannosidase 2022
S
(Mus rnZsculus) organizacia cytoskeletu v mieste
90557 5 b ki spojov; udrZiavanie elektrickej a Nie* KStahIIey ak
Q sP esmoplakin mechanickej konektivity medzi '€ owalczy
L . 2015
srdcovymi bunkami
zdkladny stavebny kamen Reactome,
aktinovych filamentov; motilita a Uniprot,
P60710 Actb Actin, cytoplasmic 1 kontrakcia buniek; intracelularny Ano Stradal a
transport; reguldcia génovej Schelhaas
transkripcie 2018
skladovanie a dodavanie netoxickej
formy Zeleza do hostitel'skych . Zarjou et al.
P29391 Ftl1 Ferritin light chain 1 W o yen Ano Jou
buniek, reguldcia imunologickych 2019
dejov
inhibicia polymerizacie aktinovych Reactome,
AOAON4SVFO | Tmsb10 Thymosin, beta 10 monomérov; regulacia motility, Nie Zhang et al.
diferenciacie a proliferacie buniek 2017
zdkladna sucast adhéznych spojov;
udrziavanie bunkovej Struktury v 3
Q02257 Jup Junction plakoglobin . " ! . . Y Ano Reac_tome,
interakcii s cytoskeletalnymi Uniprot
proteinmi
bunkové delenie, udrziavanie tvaru
AFT93032 - OmpA family protein | a Strukturalnej integrity buniek, _ R°bler2t;°” et
. . al. 2014
E tularensis virulencia
Hypothetical protein £ . .
- unkcia nezndma - -
AFT92965 FTS._1201

51




Vysvetlivky: ANO — v databdze ExoCarta je evidovand studia, v rdmci ktorej bol protein ndjdeny v exozémoch
druhu Mus musculus, NIE — v databdze ExoCarta nie je evidovand studia, ktord by protein identifikovala

v exozomoch druhu Mus musculus; * protein bol identifikovany v exozomoch Homo sapiens

Pri porovnavani zastUpenia proteinov v infikovanej a kontrolnej vzorke bolo mozné pozorovat
znacny rozdiel. Aj napriek tomu, Ze obe vzorky obsahovali proteiny skupiny keratinov, ktoré vo
vacsSine pripadov plnia prevaine stavebnu funkciu bunky, len v infikovanej vzorke vystupovali taki
zastupcovia tejto proteinovej rodiny, ktori sa podielaju aj na imunitnych procesoch organizmu.
Prikladom méze byt mysaci protein Keratin, type Il cytoskeletal 6A a jeho schopnost modulovat
imunitny systém v boji proti grampozitivnym baktéridm. AZ na Keratin, type | cytoskeletal 42, ktorého
funkcia zatial nebola objasnend, boli vietky najdené proteiny tejto skupiny uvedené v databaze
Exocarta.

Rada izolovanych proteinov druhovo pochddzajucich z Mus musculus bola ndjdena aj v
exozomoch pochddzajucich z ¢loveka. Jednym z nich je aj proganulin, protein ¢asto diskutovany
v kontexte neurodegenerativnych chorob c¢loveka, ktory sa podiela na imunoregulacnych procesoch
v pripade zapalovych reakcii v organizme. Nové poznatky ukazuju, Ze exprimovany je aj v procese
infekcie, kedy dopomaha hostitelskému organizmu eliminovat patogén (Jian et al. 2013). Schopnost
modulovat imunitny systém v boji proti infekcii maju aj dalsie dva proteiny, katepsin Z a alfa—
manozidaza (GAO et al. 2018; Lin et al. 2022). Poslednym z radu mysacich proteinov vyskytujucich sa
aj u Cloveka je desmoplankin patriaci do skupiny desmozdmov. Jedna sa o protein, ktory tvori silné
intracelularne aj extraceluldarne spoje medzi bunkami prispievajuc tak k zaisteniu integrity tkaniva,
a tym chrani bunky pred vstupom patogénu (Stahley a Kowalczyk 2015).

Znamky pritomnosti vykazuje aj mysaci exozomalny protein, feritin s l[ahkym retazcom 1,
doposial vnimany ako zdsobovatel hostitelskych buniek Zelezom. Ferritin sa podiela aj na kontrole
procesov spojenych so zdpalom, a tym hra vyznamnu uUlohu v reguldcii imunity (Zarjou et al. 2019).
Aktin, ktory sa takisto vyskytuje v infikovanej vzorke, zabezpecuje pohybovu funkciu bunky, vratane
tvorby fagozému ¢i EV, a preto je potenciondlnym cielom patogénov (Stradal a Schelhaas 2018).

Okrem mysacich proteinov vsak bola v infikovanych vzorkach potvrdena aj pritomnost dvoch
bakteridlnych proteinov, a to OmpA family protein a hypothetical protein FTS_1201. Vyznam
lipoproteinu OmpA family spoliva v jeho podiele na virulencii F. tularensis. Pocas infekcie je
baktériou exprimovany, ¢im dokaze narusit schopnost imunity hostitelskych buniek (zvdé$a mysacich
makrofagov). Potrebny je aj pre intraceluldarny rast a integritu baktérie, ¢im opat prispieva k jej

virulencii (Robertson et al. 2014).
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Na zaklade charakterizacie vyizolovanych exozomalnych proteinov bolo mozné konstatovat,
Ze sa prevaine jednalo o proteiny simunomodulaénymi vlastnostami, ktoré boli produkované
makrofagmi v reakcii na infekciu F. tularensis. V analyze sa podarilo odhalit dva proteiny baktérie F.

tularensis, teda nositelov virulencie v hostitel'skych bunkach.
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9. DISKUSIA

Exozémy nesu znacny vyznam pre vedeckd, ale aj klinickd sféru, kedZe sa ukazalo, Ze mézu
byt kltcové pri objasneni patogenézy mnohych ochoreni, pre diagnostiku choréb ako biomarkery a
pre terapiu v Ulohe prirodnych nanonosi¢ov terapeutik (Liu et al. 2022; Zou et al. 2023). Ich stale
nedostatocne prebadany potencidl podnietil vyskum k vyvoju efektivneho izola¢ného postupu, ktory
by dokazal zabezpedit dostatoéné mnozstvo exozdmov. Aj napriek vysokej snahe, neexistuje izola¢na
metdda, ktord by bola plne optimdalna a prindsala uspokojivé vysledky. Pri¢inou toho moze byt
nestabilita biologickych vzoriek ¢i podobné vlastnosti exozomov s ostatnymi EV, ktoré zabranuju ich
$pecifickej izolacii. Kvéli tomuto faktu je vysoko narocné a aktudlne takmer nemozné ziskat dokonale
Cisty vytazok s obsahom bohatym len na exozédmy. Preto sa uz dopredu predvida, a pri analyze
zohladnuje, pritomnost aj inych EV, ako su napriklad mikrovezikuly, apoptotické telieska a iné.
Mnoizstvo neStandardizovanych postupov izoldcie mdze vniest chaos do problematiky vyvoja vhodnej
izolacnej metddy exozémov, ich charakterizacie a funkénych analyz pripravenych vzoriek. Exozémy
pripravené rdznymi postupmi mézu disponovat odlisnymi vlastnostami, ¢o spOsobuje privelku
diverzitu a nejednotnost vystupnych tdajov, ¢im sa staZuje ich analyza (Liu et al. 2022). Optimalizacia
a nasledna standardizacia postupu izolacie exozomov musi predchadzat kazdej stadii zameranej na

analyzu exozémov.

Hlavnou ndpliiou tejto prace je preto popis, skuSanie a porovnanie nastavenych
experimentalnych podmienok izoldcie exozdmov z mySacich makrofagov infikovanych baktériou F.
tularensis a naslednd charakteristika vyizolovanych proteinov. Prvym krokom k nastaveniu
podmienok izoldcie bola optimalizacia postupu infekcie kultivovanych buniek in vitro. Kultivacia
buniek v médiu obohatenom o sérum je beznou praxou, avsak nemusi byt striktne nutnostou. Sérum
disponuje komplexnym zloZenim, ktoré na jednej strane dopomaha dodanim Zivin bunke k rastu
a zivotaschopnosti, no na strane druhej, kvoli obsahu réznych EV vrdtane exozémov, moéze
kontaminovat vyslednt vzorku, a tak viest k nespravnym vysledkom. Pripadnym riesenim by teda
mohlo byt pouzitie séra ochudobneného o exozémy. Vyroba takychto sér je ale zdihava, finanéne
narocna a nedokaze zarucit Uplnu eliminéciu exozémov, ¢o by mohlo opatovne viest ku kontaminacii
vzorky. K vyuZitiu tohto typu séra sa uchyluje aZ v pripade, ak by bola pritomnost séra pre preZitie
buniek totdlne nevyhnutna. Dal$im moznym rieenim je pouZitie bezsérového média, ¢o viak nemusi
byt vhodné pre vsetky typy buniek. Pri kultivacii v médiu bez séra moze dojst k ,,hladovaniu” buniek
a aj apoptéze na zaklade vylucovania apoptotickych teliesok. Vtedy je mozné cas infekcie, a teda

produkcie exozdmov, skratit na dobu, pocas ktorej exozémy nezaénu prejavovat znamky cytotoxicity.
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Existuje obava, Ze pouzitie dlhsieho ¢asového obdobia by mohlo spdsobit znizenie Cistoty vzorku
prave vyplavovanim spominanych bunkovych castic kultivovanymi bunkami (Aliakbari et al. 2024;

Théry et al. 2006; Shelke et al. 2014).

To, ¢i vtomto pripade pouzité kostne — dreriové mySacie makrofagy dokaziu prezit
v podmienkach bez séra, ako tieto podmienky budd vplyvat na ich zakladné vlastnosti (tvar,
adherencia k podkladu a iné) a ¢i sa neovplyvni infikovatelnost buniek F. tularensis bolo overené
prvotnymi pokusmi. Ukazalo sa, ze tieto bunky vykazuji schopnost prezitia v médiu bez séra, a to aj
pocas dlhsieho casového obdobia (24 hodin) bez vyraznych zmien ich zakladnych vlastnosti.
Infikovatelnost buniek v médiu bez séra bola sice v porovnani s bunkami v médiu so sérom znizena,
avsak nie natolko, aby to zabranilo jeho dalSiemu pouZitiu. Vzhladom na tieto zistenia bolo mozné
hodnotit, Ze bunky pouzité k izolacii exozémov mézu byt ponechané v médiu bez pritomnosti séra.
Vyber ¢asového intervalu vychadzal z poznatkov dvoch Studii zaoberajucich sa izoldciou exozémov.
Zatial ¢o v prvej boli exozémy izolované po dvoch hodinach od infekcie makrofagov THP—1 baktériou
Salmonella enterica sérovar Typhimurium (Hui et al. 2018) v druhej $tudii, kde boli infikované opat
makrofagy THP—1, ale baktériou F. tularensis bol ziskany exozomalny vytazok uz pri pouziti casového
intervalu jedna hodina (Vozandychova et al. 2023). Na zaklade dat vyplyvajucich z tychto studii
a preukdzaného dostato¢ného mnoizstva infikovanych buniek (65%) bol pre prvy pokus izolacie

zvoleny dvojhodinovy interval.

Pre izolaciu exozdmov z infikovanych aj neinfikovanych buniek sa pouZil jeden zo zakladnych
a najviac vyuZivanych postupov, pricom bol prevzaty a poupraveny zo spominanych studii. Tento
postup je zaloZzeny na metdde diferencidlnej centrifugdcie a ultracentrifugacie, ktora je vnimana ako
zlaty Standard medzi vSetkymi izolacnymi metddami (Zhang et al. 2020). Na zaklade miery potreby
Cistoty vzorky, mbéie byt ziskand frakcia dodatoCne purifikovana centrifugaciou v hustotnom
gradiente, ktora zbavuje vzorku interferujlcich necistot (napr. proteinové agregaty). Do prvotného
kola izolacnych pokusov tento krok zavedeny nebol, no bude aplikovany v tych nasledujicich. Pri
hodnoteni izoldtov z prvého experimentu pomocou DLS analyzy bola preukazana pritomnost Castic,
velkostou podobnych exozdémom, avsak ich mnozstvo bolo primalé na to, aby bolo mozné urdit ich

koncentraciu.

Tieto vysledky viedli pri druhom postupe izolacie k navySeniu poctu buniek
a resuspendovaniu vyslednych vzoriek v polovichom mnoiZstve pufru, za Uc¢elom zvySenia vyslednej
koncentrdcie. Koncentracia proteinov vo vzorke bola sice tentokrat zmerana, no kontrolna analyza

pomocou kvapalinovej chromatografie, vidy predchddzajiuca MS meraniu, odhalila, Ze skutocné
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mnozstvo proteinov vo vzorke bolo ovela nizSie (vysledok nie je v tejto praci uvedeny).
Predpokladanym dovodom vzniku tejto nepresnosti mohlo byt, Ze sa hodnota koncentracie
bielkoviny pohybovala na hrane detekéného limitu alebo interferencia niektorej zo zloziek obsahu

vzorky.

Predpoklad, Ze pocet proteinov bude nizky, nakoniec potvrdila aj MS analyza. V kontrolnej
vzorke boli identifikované len dva, pévodom mysSacie, proteiny a vinfikovanej vzorke trinast
proteinov — jedenast mysacich a dva bakteridlne. Sedem ztychto mysacich proteinov bolo uz
v sUvislosti s exozdmami zaklade databazy ExoCarta niekedy ndjdenych. MS analyzou, ale neboli
odhalené Ziadne proteiny typické pre exozémy (napr.. CD9, CD81, TSG101, Alix) (da Costa et al.
2021). Je teda nezname, ¢i bolo mnoZstvo exozomalnych proteinov vo vzorke prilis nizke, a preto ich

MS analyza nedokazala odhalit alebo sa tam nenachadzali vobec.

Charakteristika preukazala, Ze vacsina vyizolovanych proteinov povodom z mysi vykazuje
imunomodulaéné vlastnosti. Ako bolo spomenuté, podarilo sa nam identifikovat aj dva bakteridlne
proteiny pochadzajlce z F. tularensis. Zatial ¢o u prvého z nich, ktory pochddza z rodiny OmpA, uz bol
niekedy popisany mozny virulentny charakter (Robertson et al. 2014), funkcia druhého lipoproteinu
nebola objasnend. Niektoré zo studii, ale popisuju jeho imunoreaktivne ucinky (Chu et al. 2014).
Pritomnost tychto bakteridlnych proteinov v exozémoch izolovanych z buniek infikovanych

Salmonella Typhimurium tieZ odhalila Hui et al. 2018

Po vyhodnoteni vysledkov sa ukazalo, Ze pri pouZiti dvojhodinového intervalu nebol
dosiahnuty Ziaden exozomalny vytazok alebo bol prinizky, a preto je potrebné tento model dalej
optimalizovat. Moznym rie$enim by mohlo byt predizenie ¢asu infekcie, pocas ktorého by tak
dochadzalo k tvorbe exozémov po dlhsi ¢as, ¢o by viedlo aj k findlnemu zvySeniu mnoZstva exozomov
v izolovanej vzorke. Tu je ale nutna bilancia medzi ¢asom, pocas ktorého by sa bunkami produkovali
esSte exozomy a ¢asom, pri ktorom by uZ bunky zacali prejavovat znamky cytotoxicity a apoptdzy ¢i uz
v dosledku infekcie alebo absencie séra. Zarover navrhujeme nahradit pouZité analytické metody
k zakladnej charakteristike exozémov za vhodnejsie. Metdda DLS poutzitd k stanoveniu velkosti Castic
v nasej vzorke sa prejavila ako nevhodna pre svoju nizku Specifickost a neschopnost analyzy
objemovo malych vzoriek. VyhodnejSou by mohla byt analyza trajektérie nanocastic (nanoparticle
tracking analysis, NTA), na zdklade ktorej je mozné urcit koncentraciu aj velkost skimanych castic,
ato len zo vzorky v radoch mikrolitrov. Do buducna odporicame takisto pred samotnou izolaciou
overit pritomnost proteinov typickych pre exozomy imunodetekciou pomocou Western blot analyzy,

popripade priamo potvrdit pritomnost exozdmov vo vzorkach elektrénovou mikroskopiou.
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10. ZAVER

Tato praca popisuje kompletny proces izolacie exozémov, v ktorom bol zavedeny model
kultivacie ainfekcie primarnych mysich makrofagov v podmienkach bez séra, pri pouziti postupu
zalozenom na diferencidlnej centrifugacii a ultracentrifugacii. Analyza vzorkov pomocou DLS
a koncentracia bielkovin, vsak naznacovala len sporadicku pritomnost bielkovinného materiélu, ¢o vo
vysledku potvrdila i MS analyza, pomocou ktorej sa podarilo identifikovat len velmi maly pocet
proteinov. Na zadklade tejto analyzy sa podarilo vyizolovat dokopy strnast mysSacich proteinov a dva
bakteridlne proteiny z F. tularensis, avsak odhaleny nebol Ziaden protein typicky pre exozémy. Po
vyhodnoteni dosiahnutych vysledkov je mozné konstatovat, ze podmienky zvolené pre model izolacie
exozdmov neboli plne vhodné. Pri¢inou by mohla byt zvolena doba infekcie, pocas ktorej hypoteticky
nemuselo dbéjst k dostatocnej produkcii exozémov, ato aj napriek navySeniu pocétu buniek pri

opakovanom prevedeni metddy.

Za predpokladu, Ze sa tento model izolacie a charakterizacie exozdmov podari vhodne
optimalizovat, a tak ziskat dostato¢né mnoiZstvo exozémov, je mozné ocakavat jeho zavedenie ako
Standardného postupu vyuzitelného v ramci funkénych stadii pre vyskum potencidlneho vyznamu
exozoOmov v patogenéze tularémie. V zavere je nutné podotknut, Ze sa v tomto pripade jednalo o
prvotné Studie zaoberajlce sa optimalizaciou metdd izolacie exozémov, ktoré aj nadalej pokracujq,
a ktorych doterajSie vysledky budu prezentované tento rok formou posteru na kazdorocnej

konferencii ASEV a CzeSEV vo Viedni.
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11. POUZITE SKRATKY

Skratka
ACN

BSA

CFU

DAPI

DLS
DMEM
DOCNHNa
DTT

EV

ESCRT

F. tularensis

FCS

FSC200

FSC200/eGFP

FSC200/mCherry

FTS
IAA

ILV

KMPB VLF UO

MVB
Mol

MS

Vyznam skratky

Acetonitrilum

Bovine Serum Albumin

Colony Forming Units

4' 6-diamidino-2-phenylindole
Dynamic light scattering

Dulbecco s Modified Eagle’s Medium
Sodium deoxycholate

Dithiothreitol

Extracellular vesicles

Endosomal sorting complex required
for transport

Francisella tularensis

Francisella Strain Collection

Francisella tularensis subsp. holarctica

Francisella tularensis FSC200
(pTP551Hyg::eGFP)

Francisella tularensis subsp. holarctica
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