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Uvod a formulacia ciela

Extracelularne  vezikuly (EV) su fosfolipidovou
membranou ohraniéené ¢astice produkované vietkymi
bunkami v ludskom tele a uvolfiované do
extracelularneho  priestoru  za fyziologickych aj
patologickych podmienok. Zabezpecuju komunikaciu
medzi bunkami, a to aj doru¢ovanim svojho obsahu
bioaktivnych molekul (karga) do cielovej bunky. EV su
zloZzené z proteinov, lipidov a nukleovych kyselin.
Unikatna skladba EV umoiiuje, aby boli pousité ako
biomarkery pri réznych chorobnych stavoch vratane
onkologickych choréb, preto je kiticové ziskavat EV z
pacientskej plazmy s ¢o najmensimi stratami a v ¢o
najvyssej cistote [1, 2, 3]. V nasej praci sme sa rozhodli
pouZivat vyluovaciu chromatografiu podia vefkosti
(SEC) na izolaciu EV z plazmy za pouZitia maxiPURE-
EV koldny, ktora produkuje nariedeny izolat EV, ktory je
potrebné zakoncentroval pre analyzu pomocou
zobrazovace| prietokovej cytometrie. Cielom tejto prace
boloc porovnanie dvoch  ultrafiltraénych  metod
koncentracie EV, tangencidlnej prietokovej filtracie
(TFF) a koncentratoru Amicon. Koncentrované vzorky
EV sme analyzovali pomocou markera pre EV (CD81)
za pouZitia zobrazovace] prietokovej cytometrie.

Odobrana periférna krv zdravého dobrovolnika v objeme 10
mi bola spracovana diferencidlnou centrifugaciou pre pripravu
plazmy (10 min / 300 x g — 20 min / 5 000 x g — 30 min / 16
000 x g) z ktorej boli izolované EV pomocou maxiPURE-EV
kolony (SEC). Vzerky boli nasledne zakoncentrovane
pomocou TFF-Easy filtra a Amicon Ultra-15 10kDa. Vysledny
zakoncentrovany objem EV bal 1 ml, z ktorého boli pripravené
vzorky a potrebné kontroly, Vzorky EV (riedenia 10x, 20x, 40x)
boli farbené markerom tetraspanin CD81-PE v tme 1 hodinu.
Rovnakym postupom boli pripravené aj kontroly (EV+CD81-
PE+Triton X-100; CD81-PE; PBS). Nakoniec boli vzorky a
kontroly analyzovane zobrazovacou prietokovou cytometriou
(Imagestream Amnis MKIl). Spracovanie dat prebiehalo
pomocou softvéru IDEAS 6.3.

Vysledky

* Pritomnost EV vo vyslednej vzorke bola dokazana
pomocou EV markera tetraspaninu CD81-PE za
pouZitia zobrazovacej prietokovej cytometrie.

+ VhodnejSou  metodikou na
zakoncentrovanie EV po ich
izolacii na koléne maxiPURE je
Amicon v porovnani s TFF,
pretoZe je ucinnejsi. V zavislosti
od riedenia bol pocet objektov
EV pre Amicon vy3si 3-6 x v
porovnani s TFF.

+ Stredna hodnota intenzity fluorescencie v kanali CD81

bola pre jednotlivé detegované objekty priblizne

rovnaka.

+ Vzorka
EV+CD81-PE: Koncentracia EV vo vzorke klesala s kazdym
riedenim.

* Kontroly

EV+CD81-PE+Triton X-100: \/zorka inkubovana s 0,1 %
Triton X-100, ktory rozrusil vacsinu EV. Kontrola obsahovala
menej objektov ako vzorky obsahujlice len EV s protilatkou.

CD81-PE: Samotna protilatka v roztoku PBS, ktorej kryStaly
velkostou spadaji do kandlu CD81 rovnako ako EW.
Namerané intenzity su radovo nizdie.

PBS: Intenzity pozadia samotneho roztoku PBS boli nulove.

Z 10 ml krvi zdravého dobrovolnika sme Uspesne vyizolovali a analyzovali EV. Vysledky nasej prace ukazali, Ze vhodnejSou metddou pre zakoncentrovanie vzorky po SEC
chromatografii je pouZitie ultrafiltracie Amicon, ktora umoZfiuje ziskat niekolkonasobne vacsie poéty EV, ako TFF. Ziskané poznatky su zakladom pre daldiu optimalizaciu a zlepsenie

pripravy vzoriek pre downstream analyzy EV.
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