Prirodovédecka fakulta

Studijni program: Biologie

Studijni obor: Biologie

Lucie Vanikova

Role exozom v progresi, diagnostice a 1é¢bé mozkovych nadora
Role of Exosomes in the Progression, Diagnosis and Treatment of Brain Tumors

Typ zaverecné prace:

Bakalatska prace

Vedouci prace/Skolitel:
Mgr. Martina Zikova, CSc.

Praha, 2022



Prohlaseni:

ProhlaSuji, Ze jsem zéavéreCnou praci zpracovala samostatné a Ze jsem uvedla
vSechny pouzité informacni zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatna ¢ast nebyla

predloZena k ziskéani jiného nebo stejného akademického titulu.

V Praze, 3. 5. 2022

Podpis



Timto bych rada pod€kovala Mgr. Martiné Zikové, CSc. za jeji pomoc, cenné rady, doporuceni
a zaroven za trpélivost a ochotu poskytnuté pii konzultacich.



Abstrakt

Nedavné studie potvrdily vyznam extracelularnich vezikuld, zejména exozomd, pii vyvoji mnoha
vaznych onemocnéni. Zna¢na pozornost byla vénovana piedevSim vlivu exozoml na biologické déje
vramci nadorovych onemocnéni mozku. Exozomy zprostfedkovavaji mezibunéénou komunikaci
v mikroprostfedi nadoru transportem biomolekul. Nejcastéji prendseji riizné druhy ribonukleovych kyselin,
konkrétn€ napiiklad microRNAs, které v cilovych buitkdch ovliviiuji signédlni drahy souvisejici s ristem
nadoru. Exozomy hraji proto vyznamnou roli v proliferaci a diferenciaci nadorovych bunék, v tvorbé
metastdz a v rezistenci nddoru vii¢i chemoterapii nebo zafeni. Vzhledem k jejich malé velikosti mohou
exozomy prochazet hematoencefalickou bariérou, a tak podporovat progresi nadoru. Predmeétem bakalarské

prace je shrnuti soucasnych poznatki o roli exozomu v progresi, diagnostice a 1é¢bé mozkovych nadord.

Kli¢ova slova: exozomy, rakovina, mozkové nadory, gliomy, meduloblastomy

Abstract

Recent studies have confirmed the importance of extracellular vesicles, particularly exosomes,
in the development of brain tumors. Considerable attention has been paid mainly to the influence
of exosomes on biological processes in brain tumors. Exosomes mediate intercellular communication
in the tumor microenvironment by transporting biomolecules. Most often they transmit various types
of ribonucleic acids, specifically microRNAs, which affect the signalling pathways related to tumour
growth in target cells. Thus, exosomes play an important role in tumor cell proliferation and differentiation,
metastasis, and tumor resistance to chemotherapy or radiation. Due to their small size, exosomes can cross
the blood-brain barrier and thus promote tumor progression. The topic of the bachelor thesis is a summary

of the current knowledge on the role of exosomes in brain tumor progression, diagnosis and treatment.
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1 Uvod

Exozomy, jakoZto typ extracelularnich vezikuli, jsou stale Castéji podrobovany biologickym
vyzkumtim. Dtivodem je ptredevsim fakt, Ze se prokazaly jako transportéry vicero typti molekul, které
hraji roli v nejriiznéjsich signalnich a metabolickych drahich bunék. Vétsina typt bun€k je uzplisobena
jak k vytvéfeni, tak k pfijimani exozomd, proto jsou tyto vacky nesmirné dilezité pro mezibunéénou
komunikaci. Totozné jako buiiky jejich ptivodu oplyvaji exozomy dvojvrstevnou lipidovou membréanou,
diky niz mohou ptenaset latky jak lipidové, tak hydrofilni povahy. Pfes riiznorodost transportovanych
molekul od proteintd po lipidové slouceniny byvaji exozomy nejcastéji spojovany s obsahem rtiznych
typit RNA. PfedevSim microRNA byvaji v ramci téchto extracelularnich vezikulii hojné zastoupeny

a obvykle hraji roli v bunéénych procesech u recipientnich bun¢k.

Mozkovych nadort bylo jiz identifikovano mnoho typd, a to benignich i malignich. Pro jejich
misto vyskytu byvaji nasledky vzniku té€chto utvart Casto fatalni. Pfedev§im zhoubné nadory byvaji
proto objektem pozornosti mnoha védeckych vyzkumt, kde odbornici hledaji nové mechanismy
pro jejich 1écbu. Za mozkové nadory s nejhors$i progndézou byvaji povazovany gliomy, konkrétné
glioblastomy, a také meduloblastomy. Terapie byvaji vétSinou zaloZzené na chirurgickém zakroku

pfipadné spojenym s vyuzitim radioterapie anebo chemoterapie.

Bylo prokazano, ze exozomy se ve znaéném mnozstvi vyskytuji také v nadorové tkani v mozku.
Rakovinné buiky mezi sebou komunikuji prostfednictvim exozomu a mohou si takto predavat rozli¢né
vlastnosti. Napriklad schopnost rezistence vii¢i chemoterapeutické 1é¢bé muize byt pienaSena pomoci
téchto vezikull. Celkové se molekuly pfinesené exozomy ucastni dalSich mechanismt vedoucich
k progresi nadorového bujeni, naptiklad angiogeneze, proliferace, zabranéni apoptoézy a potlaceni
imunitni odpovédi. Jejich vyskyt ovSem miize byt i ku prospéchu, a to obzvlast’ v ptipadé diagnozy
nadorovych utvari a uréeni stupné jejich progrese. Navic experimenty in vivo i in vitro na mySich
modelech ukazuji, Ze exozomy by nasly vyuziti i v 1é€bé mozkovych nddori. Jejich unikatni biologické
vlastnosti z nich vytvari idealni pienaseCe molekul s tumor supresorovymi ucinky. Zaprvé mohou
transportovat slouCeniny stimulujici imunitni systém, a tim podpofit imunitni odpovéd’ pacienta
proti nadorovému bujeni. Dale jsou schopné premistit do cilového mista ur¢ité miRNA/siRNA, které
nasledné pomoci tzv. RNA interference potlaci procesy spojené s maligni transformaci. Taktéz by
exozomy mohly byt pouzitelné pro dopraveni jiz vyvinutych 1écivych latek do nadorové tkan€, zejména
pro jejich moznost prekonavat hematoencefalickou bariéru a dostat se tak az k mozkové tkani.

Cilem této bakalaiské prace je vytvoreni zakladniho prehledu o exozomalnich vezikulech,

typech mozkovych nadorti a predev§im shrnuti dosavadnich znalosti o plsobeni exozomi na bunky

mozkovych nadort.



2 Exozomy

Bunky mohou béhem svého Zivota produkovat n€kolik typti extracelularnich vezikult, které by se
obecné daly rozdélit do dvou kategorii - ektozomy a exozomy. Mezi ektozomy fadime mikrovezikuly,
mikropartikule a velké vezikuly, které mohou méfit az 1 pm v priméru. Zatimco ektozomy vznikaji
pucenim z plazmatické membrany buiiky, exozomy jsou endozomalniho pivodu a mohou obsahovat lipidy,
proteiny, nukleové kyseliny, metabolity nebo glykokonjugaty!'>. Exozomy mohou nabyvat velikosti

o priméru 40 — 160 nm, jsou tedy mensi neZ ektozomy?.

Odlisnosti ve velikosti, tvaru i hustoté¢ exozomu jsou pravdépodobné zpiisobeny jejich rozdilnym
obsahem. Lze nalézt optické rozdily zevnéjsku mezi exozomy obsahujicimi specifické proteiny, lipidy,
nebo jiné latky. Nestejny vzhled exozomt by ale mohl vzniknout i na zékladé jejich nedostatecné peclivé

purifikace!.

Vétsina typt bunck oplyva funkci produkovat exozomy. Bylo potvrzeno, Ze je mizeme najit
v bunéénych populacich trombocyti, lymfocytl, adipocytl a zaroven u gliovych, svalovych, nadorovych

a kmenovych bungk®.
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Obrazek 1: Porovnani riznych typl extracelularnich vezikuld s jinymi izolovanymi &asticemi’

2.1 Biogeneze

Exozomy mohou vznikat vicero zptisoby, nejéast&ji maji ptivod v endocytickych kompartmentech®.

Casné endozomy se objevuji po invaginaci cytoplazmatické membrany a nasledné fuzi prvotnich



endozomit’. Tyto vacky mohou byt na zékladé nakladu, ktery obsahuji, dale procesovany pomoci
endozomalnich tfidicich komplexd vyzadovanych pro transport (ESCRT). Pokud obsahuji
ubikvitinylované molekuly, nemohou se navratit k cytoplazmatické membrané a splynout s ni. Dale mtize
byt pozménéna struktura membrany endozomu, aby mohl byt naklad invagovan do dalSich endozomu.
Posledni moznosti je vznik intraluminalnich vac¢k obsahujicich vybrany naklad, které jsou tvofeny

puenim endozomalni membrany smérem do lumen endozomu®.

Tato multivezikularni téliska jsou znama také jako pozdni endozomy’. Pokud pozdni endozomy
podstoupi fuzi s lysozomy, je jejich obsah degradovan'®. Mohou ale rovnéz fuzovat s cytoplazmatickou
membranou a vypustit svij obsah, tj. intralumindlni vacky, do extraceluldrniho prostoru. Tyto
intraluminalni vac¢ky jsou po tomto procesu nazyvany exozomy'"'2, Bylo prokdzano, Ze v membranach
exozomu se cholesterol vyskytuje vice nez v béznych okrscich cytoplazmatické membrany. Takto Cetné
zastoupeni je ziejmé pro vznik exozomi podstatné!. Pied svym vypusténim byvaji vezikuly obohaceny
o tetraspaniny, nasledné se k tomuto procesu pfidavaji proteiny ESCRT komplexu!*!3. Rozeznavame &tyfi
proteinové komplexy tvorici drahu ESCRT, a totiz ESCRT-0, ESCRT-I, ESCRT-II, ESCRT-III. K nim
fadime rovnéz AAA ATPazu (ATPase associated with diverse cellular activities) VSP4 (vesicle-fusing
ATPase)!®. ESCRT-0 obsahuje ubikvitin-vazebné domény, které jsou schopny rozezndvat ubikvitiny
na membranach endozoml. Komplex ESCRT-I se nasledné vaze k podjednotce ESCRT-0, kterou je HRS
(hepatocyte growth factor-regulated tyrosine kinase substrate)'”!8. Zakladni struktura ESCRT-I se sklada
z heterotrimeru VPS23, VPS28 a VPS37 (vacuolar protein sorting associated proteins 23, 28 a 37).
U ESCRT-II bychom nalezli ¢ast VPS 36 (vacuolar protein sorting associated protein 36), ktera obsahuje
GLUE (GRAM-like ubiquitin-binding in Eap45) doménu. Na této doméné se nachazi N-koncovy NZF
(Npl4 zinc finger) zprostfedkujici vazbu k ESCRT-I. S komplexem ESCRT-II pak ESCRT-III interaguje
pomoci své VPS20 (vacuolar protein sorting associated protein 20) podjednotky. Skupiny proteinit ESCRT
jsou tak podstatné pro tfidéni lipidd, proteindi, a hlavné tvorbu vezikuld'®. Bylo ovSem prokazano,

7e multivezikularni t&liska jsou schopna vzniknout i bez komplextt ESCRT?.

Pro sekreci exozomil jsou nezbytné ionty véapniku a dale proteiny schopné hydrolyzovat
GTP - RAB35, RABI1, RAB27a a RAB27b (Ras-related proteins 35, 11, 27a a 27b)*'2*. Nadorové buiiky
jsou schopné k vypusténi exozomt pouzivat GTPazu RAB7 (Ras-related protein 7) a tento mechanismus
tak muze prispivat k progresi rakovinového onemocnéni. Exozomy zahrnuté v tomto procesu byvaji

obohaceny o proteiny ALIX (ALG-2-interacting protein X) a syntenin®>-%°,
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Obrazek 2: Molekuly ovliviiujici biogenezi exozomii?’

2.2 Funkce

Exozomy jsou uzite¢nym ndstrojem mezibunééné komunikace. Mohou obsahovat ligandy, které
interaguji s bunéénymi receptory, ¢imz je dosazeno signalizace, aniz by muselo dojit ke kontaktu dvou
bunek. Nekteré exozomy by mohly ménit vlastnosti cytoplazmatické membrany buiiky a jeji adherenci tim,
ze k ni ptilnou. Pokud by exozomy s membranou buiiky fuzovaly, mohly by ji pfedat transmembranové

proteiny a sviij cytosolicky obsah?®.

Funkce téchto extraceluldrnich vackt se lisi jednak podle toho, ze kterych bunécnych typt
pochézeji, jednak podle jejich slozeni. Uginkuji rozdilné na zakladé obsahu proteint, lipidd,

nebo sacharidd?.

Exozomy byvaji k nalezeni ve tkanich zasazenych riiznymi onemocnénimi, naptiklad rakovinou,
infekcemi nebo onemocnénimi autoimunitnimi a neurodegenerativnimi. V téchto mistech mohou diky
svym schopnostem pienaset rizné signalni molekuly a ucastnit se tak angiogeneze, apoptozy, koagulace,

regulace bun&¢né homeostazy, zanétu a prezentace antigeni’.

Vyznamnou funkci maji exozomy v rozliénych mechanismech imunitniho systému. Prezentaci
antigenl mohou provozovat extracelularni vacky s ptivodem v dendritickych bunkach. Tyto vezikuly jsou
obohaceny o MHC (hlavni histokompatibilitni komplex) tfidy I i Il na svém povrchu, ¢imz jsou schopny
aktivovat CD8+ (cluster of differentiation 8) lymfocyty. Cytotoxické lymfocyty dale hraji dtlezitou roli
napiiklad pfi potlaceni rakovinného bujeni. V tomto procesu jsou dilezité i NK (natural killer) buiiky, které
mohou byt taktéZ aktivovany pomoci exozomii z dendritickych bunék®'*2, Dalsi typ antigen-prezentujicich
bun¢k, totiz B lymfocyty, rovnéz produkuje exozomy s MHC II. tridy a piispiva tak ke stimulaci

T lymfocytt®®. Bylo zjisténo, Ze i exozomy Zirnych bun&k se mohou t¢astnit imunitni odpovédi. Obsahuji



heat shock proteiny HSC70 (heat shock cognate 71 kDa protein) a HSP60 (heat shock protein 60), které
v tomto procesu funguji jako adjuvanty. Navic mohou tyto mikrovezikuly pomoci vyvolat specifickou
imunitni odpovéd’ protildtkami IgG1 (imunoglobulin G1) a IgG2A (imunoglobulin G2A). Podstatna je
bezpochyby i role exozomil zirnych bunék v maturaci dendritickych buné€k. Mohou toho dosdahnout
za vyuziti zkfizené prezentace antigent®*. Bhatnagar et al. prokézali, Ze exozomy dokdzou mit vliv
na tvorbu prozanétlivé odpovédi. Konkrétné se jednd o exozomy produkované buitkami napadenymi

patogeny™.

Pomoci mikrovezikuli mohou byt pfenaSeny i faktory nezbytné pro zachovani pluripotentniho

stavu bunék?®.

2.3 Obsah

Exozomy mohou obsahovat fadu jak transmembranovych, tak cytosolickych proteini. Mezi ty
znaméj$i bychom mohli zatadit transmembranové tetraspaniny (naptiklad CD9, CD63 a CD&81, tj. cluster
of differentiation 9, 63 a 81), EGFR (epidermal growth factor receptor), ESCRT proteiny, HSP, ERM
(ezrin, radixin a moetin proteiny), ICAM-1 (intercellular adhesion molecule 1), IGSF8 (immunoglobulin
superfamily member 8), MFG-E8 (milk fat globule-EGF factor 8 protein), prionové proteiny, PTGFRN
(prostaglandin F2 receptor negative regulator) a WNT (wingless/int-1) proteiny. Dale je signifikantni
i vyskyt proteinti ucastnicich se vzniku a uvoliiovani exozomi, kterymi jsou napiiklad nékteré z proteinti

rodiny RAB> %,

Néklad exozomti vSak nemusi tvofit jen molekuly proteind, ale i molekuly lipidové. Bylo
prokazano, ze vacky mohou obsahovat zejména sfingomyelin, cholesterol, fosfatidylcholin, fosfatidylserin,
fosfatidylethanolamin, diacylglycerol, fosfatidylinositol, ceramid a gangliosidy GM1, GM2 i GM3%,
Exozomy nemusi svym lipidovym slozenim zcela odpovidat své mateiské bunice. Ackoli obsahem
glycerofosfocholinu, sfingomyelinu a glycerofosfoethanolaminu se bunkam, ze kterych pochazeji,
podobaji, obsahem polynenasyceného glycerofosfoserinu a fosfatidylserinu se zpravidla li§i. Molekula
glycerofosfoserinu byla v mikrovezikulech nachdzena ve vé&t§im mnoZstvi nez v butikach*’. Membréany

exozomu byvaji také bohatsi na fosfatidylserin nez cytoplazmatické membrany*.

Dal$im moznym nakladem extracelularnich va¢kd mohou byt nukleové kyseliny. V exozomech
byla nalezena nejen genomova DNA (deoxyribonukleova kyselina), ale i ta mitochondrialni a RNA
(ribonukleova kyselina)**>°. RNA je v exozomech celkem b&Zné zastoupena. Bylo zde nalezeno velké
mnozstvi typt této kyseliny, z téch znaméjsich je to mRNA (messenger RNA), ribozomalni RNA,
konkrétn€é 18S rRNA a 28S rRNA, miRNA (microRNA) a transferovd RNA. Z téch mén¢ béznych jsou
v exozomech k nalezeni dlouhd nekddujici RNA, piwi-interagujici RNA, mald jadernda RNA a mala
jadérkova RNA®!. Vysoké zastoupeni molekul miRNA by mohlo poukazovat na funkci exozomu. Tyto

RNA se totiz mohou Gcastnit procest piispivajicich k preziti bunék, nadorovému ristu a angiogenezi>.



Molekuly RNA ve vaccich typicky nebyvaji delsi nez 200 nukleotidii, coz poukazuje na fakt, ze jsou
fragmentované®®. Jinak tomu ovSem byva u cirkularnich RNA, které v exozomalnim prostiedi zlstavaji
neporuSené a stabilni**. Pravdépodobnou funkci mikrovezikulti by mohlo byt chranit RNA ve svém

internim prostiedi pfed prostfedim extracelularnim, které je bohaté na degrada¢ni RNazy>.

Pfi vybéru miRNA, jez by méla byt umisténa ve vnitinim prostiedi exozomu, se ukéazala byt
dilezita sekvence GGAG lokalizovana v této miRNA. Tento ¢tyrnukleotidovy motiv je schopen interagovat
s ribonukleoproteinem hnRNPA2B1 (heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A2/B1), ktery se ti€astni
pifjmu nékladu do vezikuld*®. Osud miRNAs miize byt rovnéZ uréen na zékladg jejich posttranskripénich
modifikaci. Zatimco miRNA se 3" koncovou uridylaci se stavaji soucasti exozomdu, ty se 3” koncovou
adenylaci maji tendenci zistat soucasti cytosolu®’. Dal§im prvkem, ktery ovliviiuje ulozeni miRNA, je
protein nSMase2 (neutral sphingomyelinase 2). Tato sfingomyelinaza je dilezitd pro tvorbu ceramidu
a puceni exozomil. Pokud dojde k navyseni jeji exprese, je téz docileno piiristku miRNA v extracelularnim
prostfedi®®. V neposledni fadé zde figuruje protein Argonaut-2 (AGO2). Bylo prokazano, ze pokud dojde

k utlumeni tohoto proteinu, pak se snizi exprese miRNA uréenych k exportu z bunééného prostredi®’.

U mRNA hraji pravdépodobné velkou roli v wurceni jejich umisténi motivy ulozené
ve 3" neptekladané oblasti. Jednim takovym motivem je naptiklad dvaceti péti nukleotidova sekvence, jejiz
hlavni ¢ast tvoii sekvence CUGCC na smyckové struktuie (tzv. stem-loop structure) a vazebné misto

pro miRNA. Se zvySenym mnozstvim miRNA se ve vezikulech tedy tmérn& zvySuje i mnozstvi mRNA61,

2.4 Metody izolace
Existuje jiz fada metod vhodnych k izolaci mikrovezikull, avSak pro budouci studie by bylo

vhodné dat témto metodam uniformni ad, aby mohla byt data z vyzkumui dobie srovnavana.

Mnoho vyzkumnych tymi jiz po vice nez desetileti uziva pro purifikaci exozomu ultracentrifugaci.
Nevyhodami této metody jsou dozajista vysoké Casové naroky a slozita pfiprava. Navic maximalni pocet
vzorki se odviji od velikosti centrifuga¢niho rotoru a vytézek obvykle nebyva pfili§ vysoky. Na druhou
stranu, za predpokladu vyuZiti sachar6zového gradientu, mohou byt purifikovany exozomy v podstaté
bez zne€isténi. Na izolaci extracelularnich vezikuli je idedlni preparativni ultracentrifugace, ktera se

pouziva pro odd&lovani biologickych komponent3®2,

Dalsi izola¢ni metodou je filtrace, ktera oddéluje exozomy na zakladé jejich velikosti.
Oproti centrifugaci je v tomto pfipadé filtrace méné ¢asoveé naro¢na a nevyzaduje zaroven natolik slozité
a drah¢ laboratorni vybaveni. Dokéze pfitom byt stejné¢ efektivni jako pfedchozi metoda. Kromé toho
izolovat exozomy pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC). Nevyhodou metod, které
zavisi na velikosti exozomu, je fakt, ze ve vzorku mohou byt obsazeny nanocastice o stejném priameéru.

Celkové tedy nejsou pfili§ vhodné pro oddéleni mikrovezikulli bez negistot®>®*. K purifikaci exozomil Ize
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vSak nasledné¢ vyuzit rozmérové vylucovaci chromatografii. Pfi procesu chromatografie dochazi

k frakcionaci, diky ¢emuz je mozné dosahnout vétsi Cistoty izolatu®>,

Polyethylenglykol (PEG) je polymer, jenz je schopen usnadnit precipitaci exozomu na zaklade
pozménéni jejich rozpustnosti a rozptylu. Nasledn€é je mozné pro dokonceni ukonu pouzit centrifugaci
pfi nizké rychlosti nebo filtraci. Jiz nejedna spole¢nost uvedla na trh ¢inidla pro izolaci exozomi. Tyto
reagenty funguji na podobném principu jako PEG, totiz ze za pfedpokladu slouc¢eni molekul vody
dohromady mohou méné€ rozpustné Castice (exozomy) oddélit od zbytku vzorku. Po tomto kroku je opét
vhodné izolovat vezikuly pomoci centrifugace pii nizké rychlosti. Reagenty jsou navic uzptisobené
pro Sirokou Skalu vzorki, svym sloZenim se mirné 1i§i podle toho, zda jsou uréeny pro vzorek ze slin, mléka

30,62,67

¢i naptiklad plodové vody

Z imunologickych metod je pro izolaci exozomil pouzitelna afinitni chromatografie. Jeji princip
spociva v zachyceni exozomil pomoci specifickych protilatek navazanych na vhodné médium, ¢imz mohou
byt naptiklad magnetické castice nebo mikrofluidni matrice. Charakteristickymi protilatkami byvaji
tetraspaniny CD9, CD63 a CD81. Namisto protilatek vSak mohou byt pouzity téz lektiny vazajici se
na sacharidové, konkrétn¢ mandzové, zbytky vy¢nivaji z exozomalni membrany. Pro purifikaci ov§em neni
aplikace lektint prili§ vyhovujici, nebot’ nemalé mnozstvi bun¢k obsahuje monosacharid manézu na svém
povrchu. V neposledni fadé se nabizi moZznost vazby exozomu na Vn (venceremin) peptidy. Metoda
pracujici s Vn-96 peptidy se prokazala jako efektivni pfi izolaci extracelularnich vezikuld zahrnujicich

exozomy®>68-71,

Vyznamnou imunologickou metodou, ktera se rovnéz prokazala jako G¢innd pro izolaci exozomd,
je ELISA (enzyme-linked immuno sorbent assay). Jejimi vyhodami jsou jednoznacné spolehlivost,
nenarocnost a cenova dostupnost. Metodu ELISA je moZno pfizplisobit pro rizné biologické vzorky,

konkrétng napiiklad pro lidskou plazmu, krevni sérum a mo¢’.

Mezi novéjsi izolacni metody patii ty pouzivajici mikrofluidni systémy. Dokézou tfidit exozomy
nejen na zakladé velikosti, hustoty nebo imunoafinity, ale i pomoci akustiky, elektroforézy, DLD
(deterministic lateral displacement), zachyceni na nanodratky a dale kupiikladu pomoci viskoelastického
pratokového tiidéni. Vyhody téchto metod spocivaji v casové i finan¢ni nenarocnosti, jsou také snadno
automatizovatelné. Nevyhodou vsak v jejich piipadé zlstava nedostatecna standardizace a malé mnozstvi

probé&hlych studii na klinickych vzorcich’ 7.

2.5 Exozomy a onemocnéni

Pocet exozomu v burice a jejich naklad neni pfesné dany, mtze byt ovlivnén riznymi mechanismy.
Na exozomy mohou piisobit environmentalni vlivy i synteticka 1é¢iva. Bylo rovnéz prokazano, ze pokud je
bunécné prostfedi zasazeno onemocnénim, mohou pfitomné builky reagovat na tuto situaci sekreci

pozménénych exozoma’® 78,



Exozomy mohou hrat roli ve fyziologii srdce, a to jak v patofyziologii, tak v pfenaseni molekul,
které mohou prispivat ke sprdvné funkci srdecniho svalu. Bylo prokdzano, ze exozomy z rtiznych
kmenovych bunék nebo ze tkani, které podstoupily tzv. ischemicky preconditioning, by mohly byt uzitecné
v 1é¢bé kardiovaskularnich onemocnéni’®®’. Ischemicky preconditiong byva totiz pouzivan pro 1écbu
ischemicko-reperfuzniho poskozeni®!. Na druhou stranu, dle Bang et al. se exozomy ucastni pfenosu
miR-21* a touto molekulou byvaji obohaceny piedevsim v profibrotickém a prohypertrofickém prostiedi.
Jako miR-21* byla oznacena RNA miR-21-3p izolovana z fibroblastickych exozomu. Tento fakt naznacuje,

7e mikrovezikuly souvisi se §ifenim patologického stavu hypertrofie, tedy zvétSovanim kardiomyocyti’*30.

Dalsi patologické jevy srde¢niho svalu mohou vyplyvat ze septického stavu. V tomto piipadé jsou
patologie rovnéz ovlivilovany exozomy. Jsou produkovany krevnimi destickami a hraji roli v poSkozeni
endotelu (i v okoli srdce). Naopak, exozomy pliivodem z mezenchymalnich kmenovych bunék obsahuji
miR-223, totiz miRNA, ktera ptispiva k ochrané srdecniho svalu. Pocet téchto exozomu je ovsem v krvi
pacientli se sepsi sniZzen. Ochrany kardiomyocytl se mohou uCastnit také exozomy ze srdeCnich

progenitorovych bunék®*82,

V piipadé infarktu jsou napomocné exozomy z mezenchymalnich kmenovych bunék. Tyto
mikrovezikuly pfispivaji k angiogenezi, ¢imz uchovavaji spravny systolicky a diastolicky tlak. /x vitro bylo
také prokazano, ze zamezuji proliferaci slezinnych lymfocyti. Pokud je pocet téchto bunék snizen,
pak nedochazi k $ifeni zanétu. Obé tyto skutecnosti se tedy vyznamné podili na regeneraci myokardu

po mrtvici®.

exo-depleted O MSC e vouames

Obrazek 3: Obrazek srde¢ni tkané po 4 tydnech od infarktu vytvoieny pomoci Massonova trichromového barveni. Modra barva
znazornuje fibrotizovanou tkan myokardu, cervend barva zndzoriiuje béZznou (zdravou) tkan myokardu. Na obrazku vlevo je
zachycen myokard bez oSetfeni exozomy, napravo pak obrazek myokardu s vyuzitim exozomélni 1é¢by®3.

Mimo srdecni sval se exozomy uplatiluji v fad¢ jinych tkani. V rozvoji neurodegenerativnich
onemocnéni mohou hrat podstatnou roli proteiny s patologickou konformaci. Exozomy v mozkovych
bunikach pak ovliviiuji proliferaci téchto proteinovych agregati, ¢imz vyznamné ovliviuji vyskyt
neurodegenerativnich onemocnéni. Membrana exozomu ohranicuje prostiedi bohaté na gangliosidy, jez
napomahaji proteintim vytvaret B-skladané listy. Pokud se B-skladané listy dale spojuji, davaji vzniknout
patologickému agregatu. U jednotlivych onemocnéni plisobi patologicky odlisné proteiny, ale obecné byla
souvislost exozomi s chorobnymi stavy prokazéna naptiklad u Creutzfeld-Jakobovy, Parkinsonovy nebo

Alzheimerovy choroby3+%,



Vyskyt exozomi se specifickym nakladem prokazatelné souvisi rovnéz s vyskytem zanétlivych
onemocnéni stiev. Jak mikrovezikuly v traktu travici soustavy, tak ty slinné vznikaji sekreci oralnich bunek,
jejich slozeni by tedy mélo byt totozné. Ve slindch mysi trpicich Crohnovou chorobou ¢i ulcer6zni
kolitidou byly nalezeny exozomy s vyss§i hladinou proteinu PSMA7 (proteasome 20S subunit alpha 7),
nez obsahovaly exozomy kontrolni skupiny. Vzhledem k poznatku, ze PSMA7 nalezneme i u lidi, mohl by

tento protein slouzit pro indikaci zanétlivych onemocnéni stiev®’.

2.6 Exozomy a nadorova onemocnéni
Velka pozornost je ve védeckém poli vénovana uloze exozoml v nadorovych onemocnénich.
Exozomy nalezené ve tkani zasazené rakovinnym bujenim obvykle obsahuji zvySené mnozstvi

specifickych miRNA. Napiiklad u nadoru prsu a jicnu bychom nalezli miR-2138-%,

U nasofaryngealniho karcinomu dokaze protein LMP1 (latent membrane protein 1) zvysit hladinu
proteinu HIFla (hypoxia-inducible factor 1-alpha). Nasofaryngealni buiniky spolu komunikuji
prostfednictvim exozomt bohatych na LMPI1, a tudiz HIFla, ktery u recipientnich bunék souvisi
s epitelo-mezenchymalni tranzici. Timto bylo prokazdno, Ze exozomy jsou schopné pfispivat k progresi
tumoru. Tuto jejich schopnost potvrdil i vyzkum Liao et al. z roku 2016, kde exozomy obsahujici molekuly
miR-21 podporovaly migraci recipientnich bunék. Navic bylo zjisténo, Ze zvySené mnozstvi miR-21

korelovalo s pravdépodobné&j$im vyskytem nadorového onemocnéni®®!.

Dalsim procesem, ktery v tkani s metastdzemi mohou exozomy ovliviiovat, je pfemena fibroblastl
v myofibroblasty. V takovém prostfedi pak dochézi k rozvoji angiogeneze a rastu nadoru. Patologicka
transformace je spojend s mikrovezikuly obsahujicimi protein TGF-B1 (transforming growth factor beta 1).
Néadorové fibroblasty navic mohou produkovat exozomy, které zpusobuji rezistenci vici chemoterapii

a zvysSuji poCet nadorovych kmenovych bungk®> %,

V gastrointestinalnich stromalnich tumorech figuruji exozomy obsahujici protoonkogen KIT
(tyrosine-protein kinase), jeZ jsou schopné ovlivitovat downstream KIT signaliza¢ni drahy a prispivat tak
k progresi nadorového bujeni. Exozomy z nadorové tkané mohou podpofit bunécnou invazivitu pomoci
pozménéni sekretomu, proteomu i transkriptomu bunék hladké svaloviny. Dochazi tak ke zvySené expresi
intersticialni kolagenazy. Tento enzym, taktéz zvany matrixova metaloproteinaza 1 (MMP-1), se uplatiuje

v remodelaci extracelularni matrix, ¢imz usnadiuje migraci bunék®>-%.

Pro rozvoj nadoru je nezbytné vhodné prostiedi slozené z nékolika typt bun¢k, z nichz kazda plni
uréitou roli. Ke stvofeni této premetastatické tkané jsou zapotfebi bunky odvozené od kostni diené
(BMDC), a totiz ty mesenchymalni, hematopoetické a endotelidlni progenitorové. Pravé exozomy z bunék

nadorového bujeni udavaji témto buiikdm schopnost tvorby novych cév a $ifeni metastaz®’ .

Pfi vyvoji tumoru je dilezité zasobit tkan dostatecnym mnozstvim kysliku a vhodnych zivin.
Zaroven musi byt z onoho mista odvadény odpadni produkty, aby se mohly nadorové buiiky efektivné

mnozit a nedochézelo k jejich nekréze. Exozomy se prokazaly jako pfenaSeci molekul zajistujicich tvorbu
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novych cév, které poté k nadoru privadeéji potfebné nutrienty a odvadeji metabolity. Tato tzv. angiogeneze
je tedy zajiSténa predevsim pomoci cytokint SDF-1 (stromal cell-derived factor 1), VEGF (vascular
endothelial growth factor) a TGFB.!192 Angiogeneze je podporovana nejen cytokiny, nybrz i nukleovymi
kyselinami, konkrétné to mtize byt EGFR-mRNA u glioblastomi, nebo mRNA ovliviiujici bunéény cyklus
u kolorektalniho karcinomu. Tyto ribonukleové kyseliny jsou téz transportovany uvniti exozomdlnich

vezikul'0>104,

Exozomy z nddorové tkdné¢ mohou piisobit na imunologickou odpovéd’ pacienta. Jsou schopné
ovliviiovat piedev§im prezentaci antigent, samotnou aktivaci imunitniho systému, ale i jeho potlaceni
a pochopitelné zarovet komunikaci bunék vedenou pies extracelularni prostor!®. Progresi tumoru dokaZzou
exozomy prispét napiiklad tim, Zze zabrani diferenciaci dendritickych bunék. /n vitro bylo na mySich
bunkach prokazano, ze pritomnost nadorovych exozoml zpusobuje hromadéni myeloidnich
progenitorovych bun¢€k neschopnych se dale vyvijet ve slezing. Pozdé&ji byla tato skute¢nost potvrzena

vyzkumem vyuzivajicim lidské bufiky i nidorové exozomy!'%,

Dalsi schopnosti nadorovych exozomt je navozeni dlouhodobé imunologické tolerance. Aktivace
T-bunék probiha prostfednictvim proteini CD80 a CD86 exprimovanych na povrchu
antigen-prezentujicich bun¢k. Pokud jsou ovSem myeloidni progenitorové buiiky ovlivnény pfitomnosti
nadorovych exozomd, ztraci pak svou schopnost akumulovat kostimula¢ni proteiny CD80 a CDS6.
Nasledné tak neprobiha vyvoj cytotoxickych T bunék. Misto nich se hromadi regulacni CD4+ CD25+
T bunky, diky nimz je nddorovému bujeni umoznéno se rozrustat. Antiproliferativni €inky na cytotoxické
buniky mé i molekula TGFpi, ktera je pfendSena pomoci exozomt. Zatimco tyto builky se tedy nemohou
Ucastnit obrany organismu proti nadorovému onemocnéni, regulacnim T lymfocytim ve vyvinu opét

zabranéno neni'%®'%7,

Dalsim typem bunék tucastnicich se imunitnich procesti, které jsou pod vlivem nadorovych
exozomt, jsou NK buriky. V tomto ptipad¢ exozomy zabranuji expresi markeru NKG2D (natural-killer
group 2, member D) na povrchu bun¢k. Nasledné nedochazi k aktivaci NK bunek, jelikoz pro tento

biologicky dg&j je vyskyt NKG2D klicovy'®.

Siteni metastdz muize unikat pozornosti imunitniho systému navozenim apoptézy u lymfocyti.
V tomto pfipade exprimuji exozomy z nadorového prostiedi na svém povrchu molekulu FasL (Fas ligand),
jez po interakci s molekulou Fas na povrchu T bunky zplsobi jeji apoptézu. Nasledné tedy neni

v nadorovém mikroprostfedi dostatek T bunék pro boj proti $ifeni metastaz'®.

Celkové tedy oplyvaji nadorové exozomy mnoha mechanismy, které mohou vyustit napiiklad
v pfeménu benignich epitelidlnich bunék v bunky maligni, pfetvofeni extracelularni matrix, aby se mohly

metastatické bufiky snadngji §ifit, nebo napiiklad ve vytvofeni pronddorového prostiedi'!®!!!,

Na druhou stranu, exozomy dokazou, co se ty¢e nadorovych onemocnéni, puisobit i 1é¢ebnymi, totiz

tumor supresorovymi, efekty. V takovém ptipadé prenaseji do zasazené tkané specifické miRNA, které se
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tam jinak vyskytuji v malém zastoupeni. Napiiklad byl prokazan pozitivni uc¢inek miR-143 na potlaceni
Sifeni metastdz v plicich. Je proto nezpochybnitelné, Ze by se tyto ribonukleové kyseliny, spolecné s dalsi
1é€bou zahrnujici chemoterapii nebo protilatky, mohly stat dilezitym prvkem v klinickém boji

proti rakoving!!2,

Vramci lé¢by by se dalo vyuzit metody zablokovani horizontdlniho transferu exozomu
mezi buitkami. Jelikoz jsou tyto vezikuly schopny nejriiznéj$imi mechanismy pfispivat k proliferaci
nadorovych bungk, pak zabranéni jejich pfenosu tuto proliferaci znemozni''*, Exozomiim miiZe nejenom
byt zabranéno v Sifeni, ale mohou byt i zcela eliminovany ze tkdné specidlnim filtranim systémem''.
Jejich vlastnost putovat mezi butikami a transportovat k cilovym bunikdm urcité molekuly mize byt vyuzita
i ve prospéch pacientii. Exozomy by mohly fungovat jako nanovezikuly pfenasejici do zhoubné tkdn€ tumor
supresorové miRNA. Jsou taktéz vhodnéjsi pro tento Ucel nez napiiklad liposomy, protoze jsou vice
biokompatibilni. Krom¢& uréitych uc¢innych miRNA je nutno k exozomm prikladat jest¢ molekuly, jez je

zacili do mista plisobeni!!s,

3 Mozkové nadory

Mozkové nadory se stejné jako nadory ostatnich tkani rozdéluji na dvé hlavni skupiny — benigni
a maligni. Benigni nddory v mozku mohou vsak, na rozdil od vétsiny benignich nadort v odlisnych ¢astech
lidského téla, byt zivotu nebezpecné. Chirurgické odstranéni patologické tkan¢ v tomto pfipad€ neni mozné,
jelikoz nadory mohou byt navazané na ¢ast hypotalamu ¢i jiné struktury. Obecné diagnostika nadorti zacina
zobrazenim ptes CT (vypocetni tomografii), MRI (magnetickou rezonanci) ¢i odbérem vzorku
kvuli histologickému vysetfeni. Pro urCeni nasledné vhodné terapie pacientii je pak potfeba peclivé
spoluprdce  neurologli,  neurochirurgli,  neuropatologii, = radiacnich  terapeutd, onkologi

a neuroradiologti''®!"”,

3.1 Benigni nadory
3.1.1 Meningiomy

Jednim z typti nezhoubnych nadori je meningiom. Tento tumor metastazuje v mozkovém obalu,
konkrétné v dura mater. ZvétSovani nadoru v tomto piipadé probiha celkem pomalu a karcinom neni
identifikovan jako infiltrujici. U pacientti obvykle vyvolava neurologické deficity, zachvaty, zmateni,
zmeény osobnosti a celkové snizuje jejich kvalitu zivota. Meningiomy byvaji 1éeny endovaskularni
embolizaci, po niz nasleduje chirurgické vyjmuti. Pokud nadory neni mozné zcela odstranit, vyuziva se

metody stereotaktické radiochirurgie nebo zevni radioterapie!!”-!'8,
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3.1.2 Hypofyzarni adenomy

Jelikoz je hypofyza endokrinnim orgdnem, projevuji se zde umisténd nadorovd onemocnéni
snizenou ¢i zvySenou hormondlni produkci. Obvykle Ize u hypofyzarnich adenomil identifikovat
i neurologické projevy zplsobené masivné se zvétSujici sekre¢ni zlazou. Umisténi téchto adenomil
determinuje, Ze pfi jejich 1écbé nékdy nelze vyuzit chirurgickou excizi. Pomoci chemoterapie je v§ak mozno
s pravdépodobnosti ptes 90 % zastavit zvétSovani karcinomu a normalizovat hodnoty biochemickych
parametri u pfiblizné poloviny pacientii. Nasledné je vhodné pfistoupit také ke specifické medikaci, ¢imz

se hormonalni hladiny vyrovnaji jesté 1épe!!*120,

3.1.3 Vestibularni schwannomy

Vestibularni schwannom, ¢asto zndmy pod oznacenim akusticky neurom, je taktéZz nezhoubnym
mozkovym nadorem utvatejicim se v cerebelopontinnim thlu nebo ve vnitinim zvukovodu. Ptiznaky
tohoto onemocnéni mohou byt ztrata sluchu a usni Selest. Néktefi pacienti také pocituji zavrat’, jelikoz
nador utlacuje okolni cévy a nervy. Lécba spociva v peclivém chirurgickém odstranéni v pripad¢ vétsich

Utvart ¢i ve stereotaktické radioterapii. Casto se také piistupuje k podavani 1éku bevacizumab!?!-123,

3.1.4 Kraniofaryngeomy

Nadory zvané kraniofaryngeomy vyristaji z epitelialnich zbytki Rathkeho vychlipky. Obvykle se
vyskytuji jako kombinace solidnich a cystickych ¢asti. Vzhledem ke svému vyskytu v blizkosti chiasma
opticum mohou zplsobovat ztratu zraku. Dale byvaji v nékterych ptipadech zodpoveédné za rozvoj diabetes
insipidus, rustovou i sexualni zaostalost u déti nebo sekundarni poruchu gonad u dospé€lych. U starSich
pacientli mohou vyustit v kognitivni dysfunkci. Péce o pacienty s cystickymi typy nadorti spociva
v stereotaktické radioterapii. Pokud uz se u pacientii objevuji vazné symptomy, je lepsi zasahnout
chirurgicky. K 1é¢bé seniorll se Casto vyuziva alespon castecné odstranéni nadoru s naslednou radiacni

terapii'*.

3.1.5 Epidermoidni karcinomy

Epidermoidni karcinomy se nejcastéji nachazi v cerebelopontinnim thlu nebo v parapituitarni
oblasti. Mohou se vSak nachazet i v jinych ¢astech centralni nervové soustavy, napiiklad ve sttedni jameé
lebecni nebo v pateinim kanalu. Pacienti s touto diagndézou mohou dlouhodobé trpét na bolesti hlavy.
Resenim byva vtomto piipadé kompletni chirurgickd excize. Jeji nevyhody nicmén& mohou byt

postoperacni neurologické ¢i ischemické deficity!251%7,

3.1.6 Koloidni cysty

Koloidni cysty nebyvaji bézné, ale mohou zpisobit vznik Zzivotu nebezpeéného akutniho
hydrocefalu. Bylo napiiklad zjisténo, ze u pacientky s koloidni cystou tfeti mozkové komory se vyskytl
otok dolnich koncetin, zhorSeni psychického stavu i neurologickych funkci a ztuhlost Sije. Tato Zena ovsem

trpéla na fadu jinych onemocnéni, ktera mohla pfispét ke zminénym piiznakim. K vyléCeni se vyuziva
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precizni chirurgické odstranéni, které by mélo zabranit i vyskytu hydrocefalu. Pokud se ale nador neodstrani

uplng, hrozi jeho znovuobjeveni!?312,

3.1.7 Mozkové hemangioblastomy

Mozkovy hemangioblastom byl ve studii z roku 1973 identifikovan u pacienta trpiciho bolestmi
hlavy, které mély zhorsujici se tendence pfi ndmaze. Postupné byla u tohoto muze pozorovana i zhorSend
motorika chlize a problémy pii psani. Po odstranéni nadoru pomoci subokcipitalni kraniektomie muz
neprojevoval zadné ptiznaky neurologickych deficitti!*’. Stereotaktickd radiochirurgie nabizi FeSeni

v ptipadé mensich nadord ¢i u pacienttl, u kterych se operace nedoporucuje’!.

3.2 Maligni nadory
3.21 Gliomy

Nadory gliovych bunék neboli gliomy jsou v centralni nervové soustavé jedny z nejCastéjSich
a nejvaznéjsich. Tyto tumory vznikaji z podpiirnych bunék neurond. Heterogenni skupinu gliomd mtzeme
na zakladé jejich biogeneze rozdélit do zakladnich skupin na anaplastické astrocytomy, anaplastické
oligodendrogliomy, glioblastoma multiforme, anaplastické oligoastrocytomy nebo ependymomy!3%133,
Svétova zdravotnicka organizace (WHO) rozde€luje gliomy do Ctyft stupni dle dosazené malignity. V ramci
histologického tfidéni nadort se tak bere v tivahu atypicky vzhled jadra, hustota bun€k, nekroza a zvysena
rychlost mitézy. Nadory I. stupné vykazuji jen minimalni znaky malignity. Pacienti s nadorem II. stupné

.oy

mohou zit v prumeéru jesté pét az patnact let. Ti s nadorem III. stupné€ obvykle nepteziji déle nez tfi roky

a ti s nadorem IV. stupné (glioblastomem) se stézi doZiji jednoho roku'**.

Nadory tohoto typu mohou u mlad$ich lidi zpasobit zachvaty, u starSich pak vyustuji spise
v kognitivni poruchy. S vyskytem kognitivnich poruch pozitivné koreluje kromé véku i stupen nadoru.
Celkové projevy symptomil zavisi na anatomickém umisténi nadort. Ponékud prekvapivé bylo zjisténi
studie zroku 2014, ze zadny z vlivih zahrnujici koufeni, pohlavi a ptedeslé zdravotni problémy nijak

s piiznaky gliom@ nesouvisel'**.

Pro co nejlepsi progndzu u pacientil je dilezité tumor vcas odhalit pomoci vhodné zobrazovaci
metody, nejcastéji MRI. Nasledné obvykle pfichazi na fadu chirurgicka extrakce a histologické vysetfeni
kvuli uréeni dalsich 1é¢ebnych krokd. Terapie ozafovanim se vyuziva zejména postoperacné ¢i v piipadé

star$ich pacienti'*2,

3.2.2 Meduloblastomy

Jako meduloblastomy jsou oznacovany nadory nachéazejici se v mozecku, které postihuji zejména
détské pacienty. Jednd se o velmi zavaznou diagnozu, jejiz progndza se zhorSuje se snizujicim se vékem
nemocnych. Divky tvoii mensi ¢ast pacientli a maji zaroven vyssi Sance na uzdraveni. Na zaklad¢ odlisné
transkriptomiky, demografie, genetiky a klinickych znakt se tyto tumory rozdé€luji do ¢tyf molekularnich

skupin — WNT, SHH (sonic hedgehog), skupina C a skupina D'3¢13, Dle histologickych rozdilt se

13



meduloblastomy téZ fadi mezi Ctyfi skupiny — klasické, desmoplastické, meduloblastomy s rozsahlou

nodularitou a meduloblastomy velkobuné&né (anaplastické)'*”.

Typické symptomy pro meduloblastomy se mohou objevit jiz par tydnii po pocatku nadorového
bujeni, jelikoz je cely proces velmi rychly. Konkrétni ptiznaky onemocnéni se lisi na zaklad€ anatomického
umisténi tumoru. Pokud se nachazi v mozeckovych hemisférach, pak pacienti Casto trpi apendikuldrni
ataxii, coz muze zpusobit problémy s rychlymi zménami pohybii. Pokud se ovSem nalézd ve stfedové
oblasti mozecku, tak jsou pacienti nachylni spiSe na trupovou ataxii, kterd se mtize projevit vykazovanim
potizi pfi tzv. tandemové chiizi (chiize stylem ,,pata-Spicka*). Také hmota samotného nadoru zptisobuje
intrakranidlni tlak vedouci ke zvraceni, anorexii, bolestem hlavy, zméndm chovani, letargii

a podrazdénosti'*,

Ptred chirurgickym vyjmutim nadoru je vhodné pfistoupit k n¢kolika opatfenim kvili zvySenému
intrakranialnimu tlaku. Pacientovi byvaji podavany kortikosteroidy, piipadné je provedena drenaz
mozkomi$niho moku. V rozmezi 24 az 72 hodin po zakroku se pouziva k zobrazeni mozkové tkané MRI,
aby se zhodnotil vyskyt rezidualniho nadoru. Nasledn¢ se u pacienta ozatuje jak oblast mozku, tak michy.
Davka zafeni je zvolena na zakladé véku pacienta a rozsahu meduloblastomu. Od ur¢itého véku tak maji
nemocné déti pomémé nad&jnou progndézu na pieZiti a nasledny plnohodnotny Zivot. Cést jich nicméné
i po zaléCeni mlze trpét riznymi postizenimi, které vznikaji i nasledkem vyvinu hydrocefalu. Nad¢&je

na peziti po operaci se zvysSuje i s uplatnénim chemoterapie!*%140,

3.2.3 Primitivni neuroektodermalni tumory

Pojem primitivni neuroektodermalni nador zahrnuje jak utvary nediferenciované, tak ty vykazujici
lokalni ¢i rozptylena loZiska neurondlni i glialni diferenciace. Sjednocené pod stejnym nazvem jsou nadory
z této skupiny vzhledem k jejich mikroskopickym a klinickym podobnostem. Celkové se ale mohou
neuroektodermalni tumory liSit svym pfesnym umisténim a vzhledem. Jsou k nalezeni v riznych ¢astech
téla, v mozku pak byly objeveny naptiklad v laloku ¢elnim, temporalnim, parietalnim, okcipitalnim, corpus
callosum i bilateralné v hemisférach. Jevi se Casto jako cystické, ovSsem mohou byt i lalo¢naté, mékké

a zcela oddélené od okolni tkan&'*!. Neuroektodermalni maligni utvary maji ziejmé pvod v pietrvavajicich

burikach neuralni 1isty'2.

Pacienti v souvislosti s témito nadory mohou trpét bolestmi hlavy a problémy spojenymi
s konkrétnim mistem vyskytu, naptiklad postizenim zraku. Terapeuticky zasah by mél zacit pouzitim
zobrazovaci metody — MRI nebo CT. Poté prichazi na tadu chirurgicky zasah, v ramci né¢hoz se vybere
vzorek pro histologické vySetfeni. Dalsim krokem 1é¢by byva adjuvantni chemoterapie a ptipadné téz
aktinoterapie. NaneStésti, i pfes dodrzeni konkrétnich 1é¢ebnych krokd se nadory Casto objevuji znovu

a pro pacienty s timto onemocnénim nebyva progndza piilis piizniva!+>!43,
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3.2.4 Nadory pinealni oblasti
Utvary v pinedlni oblasti mozku jsou pomémé heterogenni skupinou nadorti. Zahrnuji tumory
ze zarodeCnych bunék, parenchymadlni tumory, pinedlni gliomy a k tomu par typd nadort smiSenych

(naptiklad pinedlni cysty ¢i meningeomy).

Navzdory rozdilné cytologii vykazuji tyto nadory totozné symptomy na zaklad¢ jejich pinealniho
umisteéni. Pacienti tak trpivaji na bolesti hlavy, nevolnost, zvraceni a zavraté. Dochazi také casto ke vzniku
hydrocefalu a intrakranidlniho tlaku. Lékafi zprvu vyhotovuji snimky mozku a patefe pomoci MRI
a provadéji analyzu mozkomisniho moku pro identifikaci nddorového bujeni. S pomoci mikrochirurgie se
pii excizi nddord z pinedlni oblasti mozku dosahuje skvélych vysledkd, a to zejména u benignich utvart.
V ptipadé nadort s vysokou malignitou byva déle uzivano vyhod postoperacniho ozatovani. Navic se téz

piistupuje k 1é¢b& pomoci chemoterapie, ktera efektivng umoziuje snizit davku potiebného zafeni'*+!4,

3.2.5 Primarni lymfomy centralni nervové soustavy

Primarni lymfomy centralni nervové soustavy, konkrétnéji zvané primarni mozkové lymfomy,
postihuji spiSe starS$i pacienty kolem Sedesati let véku. Bylo zjisténo, Ze nadory vznikaji predevsim
z metastazujicich B-lymfocyti. Utvary se nejéast&ji nachazi v mozkovych hemisférach, dale v mozecku,

bazalnich gangliich a také v corpus callosum!4!47,

U pacientll byly pozorovany piiznaky zahrnujici dusevni poruchy, motorické i senzorické deficity,
fid¢eji pak bolesti hlavy i1 zachvaty. V ramci 1écby se obvykle pfistupuje k chirurgickému odstranéni
alesponi Casti zhoubného utvaru. Nicméné i poté v nemalém mnozstvi pripadii dochazi ke znovuobjeveni
nadorii a prognoza nebyva pro pacienty dobra. Kromé operace byva aplikovano ozafovani a taktéz

chemoterapie, ktera umozfiuje zvysit dobu pieziti nemocnych!47:148,

3.2.6 Mozkové metastiazy
Zhoubné nadory z jinych casti lidského téla mohou nékdy metastazovat az do mozkové tkané
a zhorSovat tak celkové vyhlidky na zlepSeni zdravotniho stavu pacientl. Primarnim mistem vyskytu

nadoru byvaji plice, kiiZe, prsni tkan, varlata a ledviny'4*!%°,

Pokud se tedy metastazy rozsiti az do mozku, mohou nemocni lidé trpét na rGzné neurologické
problémy. Konkrétné se jedna o deficity v motorické i senzorické funkci, zvySeny intrakranidlni tlak, afazii,

mozeckovy syndrom, zachvaty a zmé&ny chovani'®!

. Lidé s vyskytem pouze jedné metastdzy v mozku jsou
vhodnymi kandidaty na jeji chirurgickou resekci. Pokud ovSem neni mozné nador opera¢né vyjmout, 1é¢i
se pacienti pomoci stercotaktické radioterapie a chemoterapie. V posledni fadé Ize uzit pouze
kortikosteroidy, obzvlast pokud jsou nemocni lidé ve velmi vazném stavu a jiné terapeutické postupy by

podstoupit nezvladli. Jedna se pak spise o paliativni pé¢i'#-152,
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4 Exozomy a mozkové nadory

4.1 Role exozomii v progresi nadorovych onemocnéni mozku

Exozomy nachazejici se ve tkanich v kranidlnich i okolnich oblastech byly podrobeny tadé
vyzkumt, obzvlaste co se jejich ulohy v nddorovych onemocnénich tyce. Jednou z hlavnich oblasti zajmu
byla otazka, zda exozomy mohou pozitivné ¢i negativné ovlivilovat zvolenou lécbu rakoviny.
Dle Abramowicz et al. exozomy z nadorovych bunék hlavy a krku méni sviij obsah plisobenim ozafovani.
Konkrétn¢ byly schopné navySovat nebo snizovat hladinu né€kterych proteind. V drtivé vétsing ptipadt bylo
po radioterapii pozorovano vyssi mnozstvi proteinti nez pied ni. Jednalo se zejména o proteiny ucinkujici
v metabolismu a opravé DNA, déleni organel, transportu zprosttedkovaném vezikuly, mitotickém d€leni
jadra, buné&ném vyvoji, riistu a proliferaci a v bun&ném cyklu'3*13*, Pozoruhodné bylo zjisténi, ze pokud
byly exozomy z meduloblastomii obohaceny o protein B7-H3 (B7 homolog 3), pak dokazaly nabyt na své
velikosti a pojmout tak vétsi mnozstvi proteinll. Navic onen protein téZ zvySoval mnozstvi sekretovanych

exozomu!*.

Rozborem proteinového obsahu exozomt v mozkovych nadorech se zabyvali Graner et al. Ackoliv
pracovali s exozomy izolovanymi z mySich nadorti, analyzovali nasledné nékteré vysledky s mikrovezikuly
pochazejicimi z lidskych gliomti a meduloblastomi a dospéli k podobnym zavérim. Uvnitt vacki nalezli
proteiny vazajici kovy, chaperony PDI (protein disulfid izomeraza) a CRT (kalretikulin) a také transferin.
Zaroven prokazali vyskyt GPNMB (glycoprotein nonmetastatic B) a EGFRVIII (EGFR variant III), které
maji roli nadorovych antigenti. Dale byl nalezen cytokin ti¢astnici se d&jii souvisejicich s imunitou, a totiz
TGFB1'. Jako proteiny, jejichz hladina po ozafovani vzrostla, byly identifikovany STAT3 (signal
transducer and activator of transcription 3), NOTCH1/2 (neurogenic locus notch homolog protein 1/2),
Cullinl, TGF-B2 (transforming growth factoreta 2) a CREBBP (cAMP-response element binding protein).
Vsechny z nich jsou fazeny do skupiny onkoproteinii. Déle se pfi pouziti radioterapie zvySilo mnozstvi
proteinti plnicich dilezité role pti Jak-STAT (janus kinase and signal transducer and activator of
transcription) signalizaéni dridze a proteazomové draze'>*. Uvnitf exozomd z meduloblastomii byly
objeveny proteiny souvisejici s cytokinovymi a chemokinovymi signalizaénimi drahami, angiogenezi
a také signalni molekuly pfitomné v glykolyze, PDGF (platelet derived growth factor) a PI3K
(fosfatidylinositol-3-kinaza) draze. Na druhou stranu, v pomérné malém mnozstvi zde byly k nalezeni

proteiny G¢inkujici v obrannych a imunitnich mechanismech!*,

Ptitomnost proteind vazajicich kovy, v tomto pfipadé zelezo, v mikrovezikulech se prokazala jako
dilezita pro rist nadorové tkané u meduloblastomt. Pokud totiz byly pouzity chelatory zeleza, které ho

vychytavaly a neumoziovaly tak bufikdm jej vyuzit, vyznamné to snizilo tvorbu nadorovych sfér'>’.

Jiz diive byly u exozomu objeveny chaperony z rodiny HSP — HSP27, HSP70, HSP90, HSC70,
GRP78, GRP75 (glucose related proteins) a HSPBP1 (hsp70-binding protein 1). Pfitomnost vysokého

mnoZstvi chaperonti v niadorové tkani pfispiva k jejimu riistu. Spatné sbalené proteiny jsou patologickym
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stavem, ktery byva rozpoznavan imunitnim systémem a s jeho pomoci pak dochazi k potlaceni nddorového
bujeni. Pokud ovSem tkan oplyva dostatecnym mnoZzstvim chaperont, které jsou schopné dat Spatné

sbalenym ¢&i nesbalenym proteiniim $anci napravit svilj stav, pak mize progrese tumoru pokracovat!$!,

Kromé proteinové slozky exozomt byla zkouména i ta ribonukleova. Gliomy ze tkané rezistentni
vuci ozafovani produkovaly extracelularni vezikuly obohacené o vysoké mnozstvi cirkularnich RNA (tzv.
circRNA). Dle encyklopedii GO (Gene Ontology) a KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes)
se hojné zastoupené circRNA ucastni vazby proteint, regulace apoptoézy u zirnych bunék, taktéz mohou
negativné ovliviiovat upravu 3" koncit mRNA a pravdépodobné hraji roli v bunééném cyklu. Oproti tomu
u miRNA byla pozorovana mirné opacné tendence. Po ozéfeni dochazelo spise k jejich poklesu, 1 kdyz
neceld polovina ze zkoumanych miRNA byla ve svém poctu také navysena. Funkce miRNAs, jejichz pocet
se po radiacni terapii snizil, byla identifikovana jako regulace buné¢né odpovédi na rentgenové zareni
nebo souvisejici se signalni drédhou p53'¢°. Jako miRNA spojena s progresi nadorového onemocnéni byla
identifikovana miR-889, jejiz hladina se po ozareni tkané zvysila. Naopak poc¢et miRNA, které zplsobuji

potladeni rakovinného bujeni (miR-516 a miR-365), po ozafeni klesl'>*,

V bunkach glioblastomii byla prokazana vysoka exprese miRNA zvané miR-1238. Ukazalo se,
7e hladina této RNA souvisi s rezistenci proti 1éku temozolomidu (TMZ)'®!, Stejnou funkci, totiz vyvolani

rezistence proti TMZ, zastava u glioblastomti také miR-9'%2

. TMZ byva uzivan u pacientt s gliomy, pokud
standardni 1é¢ba neprinese o¢ekavané vysledky zastaveni Sifeni nadoru ¢i pokud se nador po zasahu objevi
znovu'®. In vitro bylo zjisténo, Ze exozomy nesouci uvniti molekuly miR-1238, jsou schopné zpuisobit
u recipientnich bunék rezistenci vac¢i tomuto léku. Mechanismus pilisobeni téchto miRNA spociva
v ovlivnéni funkce jejich cilovych molekul, jimiz je protein kaveolin-1 (CAV-1)'®!. Jiz dfive bylo

prokazano, 7¢ CAV-1 funguje jako nadorovy supresor'®t.

Pokud dojde k redukcijeho mnozstvi
prostiednictvim miR-1238, pak byvaji nadorové buniky rezistentni viici chemoterapeuticke 1é€bé. CAV-1
totiz interaguje s proteinem EGFR, ¢imZ negativné ovliviiuje jeho aktivaci'®'. Neaktivnimu EGFR posléze
neni umoznéno spustit signalizaci ptes PI3K-AKT (protein kinase B) -mTOR (mammalian target of
rapamycin) drahu, ktera se prokézala jako zodpovédna za rezistenci k pouzitym lécivim. Nakonec byla

exozomy zprostfedkovand rezistence vuci temozolomidu prokdzana dokonce in vivo na mySich

modelech'®>!%.

Dalsi molekulou miRNA s prokazateln¢ vyssi hladinou mezi glioblastomy oproti kontrolnim
vzorkiim byla miR-148a. Tato RNA byla schopna podporovat proliferaci nadorovych bunék, ¢imz byla
zvysena jejich schopnost metastazovat'®’. Cil plisobeni miR-148a byl identifikovan jako gen CADM1 (cell
adhesion molecule 1), znamy antionkogen'®”!%8, Vazbou miR-148a do 3'UTR (3" neprekladané oblasti)
CADMI dochazi ke sniZeni jeho mnozZstvi jak na urovni mRNA, tak na urovni proteinové. Nasledné neni
proteinu CADM1 umoznéno neptimo negativné regulovat STAT3 drahu'®’. Pozitivni u¢inky CADM1 proto

spo¢ivaji v zablokovani této signaliza¢ni drahy, ktera posléze nemize piispét k $ifeni nddorového bujeni'®.
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Nejen ze ozafovani ma vliv na obsah uvnitf exozomd, ale taktéz pisobi i na jejich celkovy pocet.
Po pouziti radioterapie na nadorovou tkan gliomil byl pozorovan zvySeny vyskyt extracelularnich vacki
schopnych predavat urcité molekuly bunikam, které ozafeny nebyly. Navic se rovnéz potvrdilo, Ze exozomy
pochazejici z ozafenych bun€k jsou recipientnimi butikami pfijimany ve vétSim mnoZzstvi nez ty z bunék
neozafenych. U populace bunék nové obohacenych o exozomy je posléze diky témto zménam
podpoiena migrace, nedochdzi u ni k nekréze v takové mife jako v kontrolni skupiné bez plisobeni
exozomu a zaroven dokaZze byt rezistentni vii€i radioterapii. V rdmci indukce rezistence bunécné populace

jsou ziejmé podstatné molekuly cirkularni RNA!54160:.170,

Dals$im typem tcinku exozomi z ozdfenych nadorovych bun€k na buiiky neozatené je podpora
FAK (fokalni adhezivni kin4za) signalizace. FAK se ucastni udalosti umoziujici maligni rtst. Konkrétné
dokaze posilit proliferativni a antiapoptotické déje v nadorové tkani. Pozdéji bylo skutecné prokazano,
ze vyskyt exozomi z ozafené tkané pozitivné ovliviiuje proliferaci radiaci nezasazenych nadorovych

bunékl 54,170,171

V ramci Sifeni nddorového bujeni hraje dulezitou roli stav hypoxie. Za takové situace je snizena
nejen hladina kysliku, ale téz pH a gluk6zy. Pti pozménénych podminkach se musi buiiky novému prostiedi
vhodné pfizplsobit, a to metabolicky a zménou genové exprese. Obvykle tak dochazi k rozvoji malignity
anadorova tkan posléze byva rezistentni viici 16¢b&!">173, Konkrétné bylo zjidténo, Ze na bufiky v hypoxické
tkani nelze G&inné pouzit terapii ozafenim, ale ani chemoterapii'’®. Za hypoxickych podminek byla
pozorovana zvySena exozomalni sekrece u bun€k glioblastomtl. Tyto nadorové buiiky produkuji molekuly
miR-301a, které negativné ovliviiuji expresi TCEAL?7 (transcription elongation factor A like 7)'7. Ve studii
zroku 2010 byly zkoumény ucinky proteinu TCEAL7. Zptsoboval sniZzeni hladiny proteini NF-xB
(jaderny faktor kappa B) drahy, ktera jinak vyustovala v proliferacni, zanétlivé, angiogenetické
a antiapoptotické déje. Jelikoz vSechny tyto procesy jsou vyuzity béhem nddorového bujeni, schopnost
jejich potladeni vytvaii z TCEAL7 a&inny tumor supresorovy protein'’®. Pokud jsou tedy exozomy
obsahujici specifickou miRNA schopny potlacit produkci proteinu TCEAL7, a tudiz jeho vliv, pak
malignim nadorim neni zabranéno v rychlej$im Sifeni. Navic exozomy z hypoxicky uloZzenych gliomi
dokéZou pulisobit rovnéz na signalizacni drahu Wnt/B-katenin a to opét prostfednictvim ubytku exprese
proteinu  TCEAL7. Tato exozomalni vlastnost je vyznamna zhlediska vyvinu radiorezistence

u recipientnich bun&k!'”>,

Gliomy uloZené v hypoxické tkani produkuji nejen exozomy obsahujici miR-301a, ale taktéz ty
obsahujici microRNA zvané miR-29a a miR-92a. U téchto exozomil byl zjistén pozitivni vliv na proliferaci
myeloidnich supresorovych bunék!”’. Myeloidni supresorové buiiky jsou schopny potladit jak vrozenou,
tak adaptivni slozku imunity. Timto procesem mohou usnadnit transformaci premalignich bun¢k a podpofrit
rist nadoru. Navic mohou komplikovat 1é¢bu rakoviny, jelikoz 1éky byvaji zaloZené na aktivni imunitni
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odpovédi pacientt'’®. Jejich proliferace je zajiSténa pomoci interakce miR-29a s Hbpl (HMG-box

transcription factor 1) a miR-92a s Prkarla (protein kinase CAMP-dependent type I regulatory subunit
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alpha). Molekuly miRNA takto zablokuji funkci Hbp1 i Prkarla, jiZ je potladeni nadorového rtistu!’”-179:180,

Ukazalo se rovnéz, ze miR-92a ma dalsi funkci, a totiz zvySeni produkce faktor potlacujicich imunitu
myeloidnimi supresorovymi buiikami. Pfi vyzkumu byly pozorovany zvySené hodnoty supresorovych

molekul IL-10 (interleukin-10), TGF-B i reaktivnich forem kysliku (ROS)'”’.

V roce 2020 Sharma et al. zaznamenali fenomén zvySovani poctu astrocytli v mozku na tkor
oligodendrocyttl, se kterym byl spojovan vyskyt kognitivnich poruch. Za tento proces byly zodpovédné
exozomy s puvodem v nddorové tkani, konkrétné v gliomech. Ve tkdni mesenchymalnich kmenovych
bun€k obohacenych o tyto extraceluldrni vezikuly dochdzelo ke zvySené expresi gend spojovanych
s diferenciaci astrocyti. Tyto geny jsou soucasti drah STAT3, NOTCHI1 a zaroven drahy tvofené dvéma
geny z rodiny Hes (hairy and enhancer of split-1). Nicméné ne u vSech genovych slozek téchto drah se
potvrdila zvySend exprese, ba naopak u mensiny genl byla exprese snizena. Navic pfiblizné polovina
vzniklych astrocytd byla obohacena o markery gliomovych bunék. Bylo tak jednozna¢né prokazano,
ze exozomy maji schopnost urcovat osud nervovych kmenovych bungk, aby tim vytvorily prostiedi

vhodngjsi pro $ifeni nadorového bujeni'®!,

4.2 Role exozomi v diagnostice

Klasickymi  diagnostickymi ~ metodami  nadorovych  onemocnéni jsou radiografie
¢i neurozobrazovani. Nicméné s jejich vyuzitim neni zcela mozné vyhodnotit progresi nadoru nebo jeho
pfipadny navrat. Ponekud lepsi vysledky piinasi vysetfeni pomoci biopsie, avSak odebrany vzorek
nereprezentuje celou histologii nadoru. Navic je zde potieba chirurgického zasahu, ktery by se pro aktualni
vysledky musel opakovat, coZ neni pro pacienta nijak piiznivé. Bylo by proto idedlni pouzivat méng
invazivni metody, které by vSak ohledné nadorového onemocnéni poskytly co nejpfesn€jsi poznatky
a zaroven nebyly tak Casové narocné. Nedavno uvetejnéna metoda zvana tekutd biopsie by mohla splnit
tato kritéria a pomoci tak k ¢asné diagnoze, nez se u pacientl stihnou projevit vazné piiznaky'8>183, Jeji
postup spocivd v neinvazivnim odebrani vzorku tekutiny z pacienta a jejim nasledném rozboru.

U nadorovych onemocnéni se nejéastéji jedna o vzorek krve ¢ mozkomisniho moku!'$%183,

Ptes jejich neptili§ snadnou izolaci ze vzorku byvaji exozomy povazovany za dilezité markery
pii diagnéze fady onemocnéni. Nadorové choroby v tomto piipadé nejsou vyjimkou a v¢asna detekce
za pomoci exozomd by mohla v mnoha pfipadech ulehéit pribéh nasledujici 1é¢by. Zna¢nou vyhodou
pouziti nadorovych extracelularnich vezikull pfi diagnostice je fakt, Ze jsou obsazeny v mozkomi$nim
moku ¢i krvi pacientil a odebrani vzorku proto neni pfili§ narocnym zikrokem. Bylo prokazano,
ze extracelularni vezikuly obsahuji fadu proteinti a RNA, které ovliviiyji rizné dé&je v nadorové tkani.
186,187

Zejména miRNA byly u nadorti identifikovany jako casto se vyskytujici exozomalni biomarkery

Vyhody jejich pouziti spocivaji ve zjisténi konkrétniho typu nadoru a jeho stupng&'®.
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Jelikoz glioblastomy maji v porovnani s ostatnimi nadory spiSe nepiiznivou prognozu a casto byva
jejich 1é¢ba velmi komplikovand, mnoho vyzkumt se zaméfilo na identifikaci markerii s nimi spojenymi.
Tyto molekuly byly zahrnuty v dilezitych bunéénych procesech, jednalo se napiiklad o signaliza¢ni drahy
AKT, ERK (extracellular signal-regulated kinase), STAT (signal transducer and activator of transcription),
PTEN (phosphatase and tensin homolog) a SOX2 (sex-determining region Y-box 2)!%¢. Z mozkomiSniho
moku pacientll zasazenych glioblastomy byly izolovany vys$§i hodnoty miR-21 nez z moku zdravych

pacienttl. Mnozstvi této miRNA posléze pokleslo po chirurgickém vyjmuti nadoru'$®

. Jako nejvhodnéjsi
postup se jevi rozbor exozomu pied piipadnou operaci, kvili zjisténi stupné nadoru'®. Celkové bylo
u mikrovezikuld a nej€astéji exozom1 z glioblastomti nalezeno vice typtl miRNA zastoupenych ve vétSim
mnozstvi. Mezi nejCasté€jsi se fadily naptiklad miR-451a, miR-4301, miR-5096, miR-3676, miR-9, miR-
10a, miR-222, miR-124-3p a miR-301a. Zajimavé bylo zjisténi, ze v mikrovezikulech se téz vyskytovaly
malé RNA a kratké fragmenty RNA pochazejici z transkriptd repetitivnich elementd, nejCasteji
z retrotranspozon'®1%3, Vyzkum z roku 2018 potvrdil skutecnost, Zze hladina jisté microRNA (v tomto
pfipad¢ miR-301a) korelovala se stupném nadoru. Vyssi mnozstvi miR-301a bylo pozorovano u gliomt
s vysokym stupném malignity oproti tém se stupném nizS§im. Mira exprese této RNA také souvisela
s patologickou klasifikaci nadoru a ptezitim pacientti. Na druhou stranu, vék ani pohlavi pacienta kvantitu
miR-301a nijak neovliviiovaly'®’. Rizné studie pfisly s odlisnymi microRNA nalezenymi uvnitf exozomu
z nadorové tkané. Molekuly RNA se zajisté 1isi dle typu nadoru, av§ak mohou byt rozdilné i na zaklade
zvolené metody izolace a detekce. Zaroven urcité microRNA odrazi také zvolenou 1écbu pacientd.
Nejvhodnéjsi by proto bylo sjednotit ony metody a v ramci vyzkumu pfistupovat k pacientim totozZnym
zptsobem'™.

Kromé microRNA by mohl jako biomarker pro identifikaci glioblastomt slouZit protein EGFRVIIIL.
Ve studii z roku 2011 byla zaznamenana jeho pfitomnost v exozomech u sedmi pacientd z p&tadvaceti'®.
Také malé jaderné RNA zvané RNU6-1 (RNA, U6 Small Nuclear 1) byly vyhodnoceny jako vhodné
urovaci parametry u pacientl s podezienim na nadorové onemocnéni. U lidi s glioblastomy bylo mnoZzstvi

této kyseliny v exozomech zna¢né zvyseno'™*

. Kupodivu v exozomech nebyly k nalezeni dlouh¢ mRNA,
ale jen jejich fragmenty krat$i nez 1000 nukleotidii. Obecné se mRNA nachézely spiSe v jinych

mikrovezikulech neZ v exozomech. Naopak miRNA se vyskytovaly predevsim v exozomech'®.

U meduloblastomt by jako biomarkery mohly byt uzite¢né také exozomalni microRNA i proteiny.
Meduloblastomové buniky nej¢astéji produkovaly extracelularni vezikuly obsahujici proteiny z ERKs/MAP
(mitogen-activated protein) kinazové rodiny a také ty tvorici souc¢ast EGF (epidermal growth factor)/EGFR,
ERK, WNT a PI3K/AKT/mTOR signaliza¢nich drah. Jednalo se napiiklad o KATNAL2 (katanin p60
ATPase-containing  subunit A-like 2), TUBAL3 (tubulin alpha chain-like 3), UBE2M
(NEDDS-conjugating protein Ubc12) a RACK1 (receptor of activated protein C kinase 1). Nékteré z nich
navic byly nalezeny Gplné poprvé co se vyzkumu obsahu nadorovych mikrovezikuli tyce. Dale se zde

v hojném mnozstvi vyskytovaly molekuly let-7a, miR-208, miR-182, miR-1248 a miR-6087'%".
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Dalsi vyhodou vyuziti exozomi pro urceni nasledné terapie je fakt, Ze ve svém slozeni odrazeji

ucinky zvolené 1é¢by. Tato vlastnost byla téZ zjisténa u bunék tvoiicich glioblastomy!*

. Bylo naptiklad
pozorovano, ze pouziti radioterapie ovlivni mnozstvi komponenti exozomt, konkrétn€é urcitych
microRNA. Zatimco hladiny miR-6731-5p a miR-208b-3p se po ozafeni navySily, pocet molekul
miR-2116-3p poklesl. Zkoumané miRNA interagovaly s molekulami, které¢ se i€astni bunécnych dé&ji
tykajicich se gliomt, a to naptiklad metabolickych a nddorovych progresivnich procesii a p53 signaliza¢ni

drahy. Byly proto vhodnymi kandidaty pro pozorovani u¢innosti 1é&by ozafovanim'?’

. Efekt chemoterapie
pomoci 1éku temozolomidu byl zkouman pomoci méteni hladin molekul miR-1238. Tato microRNA byla

transportovana uvniti exozomti pochézejicich z glioblastomovych bungk'®!,

Uplatnéni exozomi jakozto vezikuli obsahujici dulezité biomarkery je tedy znacné piinosné,
nicmén¢ 1 tento postup neni zatim zcela neomylny. Pro lepsi vysledky by bylo idealni vylepsit metodu
extrakce exozomu natolik, aby vzorek odebrany od pacienta mohl byt co nejméné objemny, a pfitom
obsahoval dostatek potfebnych molekul. Navic se v ramci riiznych studii metody izolace mikrovezikuld
mohou lisit, a tim padem dohromady neposkytuji zcela srovnatelna data. Budouci vyzkumy by se proto
mely zaméfit na ureni jednotného standardu pro praci s exozomy. Dale ptipada v ivahu navysit pocet

znamych molekul, které by mohly slouzit jako biomarkery pro konkrétni nddorova onemocnéni'®s.

4.3 Pouziti exozomi v ramci 1é¢by mozkovych nadort

Pouziti exozom v ramci 1écby mozkovych nadorii se vénuje poslednich letech fada vyzkumi, a to
predevsim proto, ze tyto extracelularni vezikuly piinasi fadu unikatnich vyhod. Zaprvé jsou recipientni
buiiky ve vétsing€ pripadt kompetentni v piijmu exozomd, které¢ v novém prostredi dale mohou ovliviiovat

rozli¢né bun&éné déje jako napiiklad apoptdzu, imunitni procesy a proliferaci a diferenciaci bungk!%61%,

Dale se ukazalo, ze RNA umisténa uvniti exozomd je stabilngjsi nez ta bunécn4*

. Pokud by byly pfi terapii
pouzity exozomy piimo ze tkani pacienta, pak nejsou po aplikaci do cilového mista odmitnuty imunitnim
systémem. Pii nadorovém bujeni se obvykle v ramci buné¢ného metabolismu spousti vice patologickych
signaliza¢nich drah najednou. Exozomy v tomto pfipad¢ piinaseji efektivni feSeni v podobé moznosti nést
vice druht 1é¢iv a ovlivnit tak vicero t&chto drah?!. V neposledni fadé 1ze také modifikovat jak obsah, tak

membranové slozeni exozomi, diky ¢emuz jsou vhodnymi kandidaty pro 1é¢bu riiznych onemocnéni?®2,

Na zaklad¢ jiz probéhlych vyzkumi je v mnohych ptipadech znamo, jaké molekuly pfenasené
uvnitt exozomi piispivaji k Sifeni nadorti a rozvoji malignity. Cilem Gc¢inné 1é€by by tak mohly byt latky
pusobici proti exozomlm ¢i piimo proti témto molekulam.

Pouziti 1é¢iv heparinu ¢i simvastatinu se prokédzalo jako ucinné pfi zablokovani rezistence vuci
radioterapii gliomd, ktera byla zptisobena molekulami transportovanymi pomoci exozomu. Bunky, které

za normalnich okolnosti reagovaly na obsah exozoml pivodem =z ozafenych bunck proliferaci

a zablokovanim apoptozy, nebyly nadale schopné tyto procesy vykonavat. Oproti kontrolnim vzorkim
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bez 1éCiv podléhaly medicinsky oSetiené naddorové bunky castéji apoptdze. Heparin i simvastatin se proto
prokazaly jako efektivni blokétory piijmu exozomi. Uspésna 1écba byla nadale potvrzena i na Zivych
mySich modelech. Prob¢ehl také pokus zabranit exozomtim kontaktovat recipientni buiiky pomoci protilatky

proti tetraspaninu CD81, av3ak tento zplsob terapie nebyl natolik G¢inny !>,

V ramci mezibunécéné komunikace pomoci exozomi hraji Casto dilezitou roli microRNA. Terapie
by proto mohly byt zamétené proti vlivu téchto kyselin. Ke znemoznéni jejich funkce byly vyvinuty
specialni konstrukty, totiz RNA transkripty, které jsou svou sekvenci komplementéarni k ur¢itym miRNA.
Vazbou k dané sekvenci miRNA jsou néasledné navrzené transkripty schopny zablokovat jejich funkci®®.
U glioblastomt byla miR-21 identifikovana jako podstatna pro navozeni d&ji podporujicich riist nadoru*.
Vyzkum z roku 2019 se zaméfil na vytvoreni konstruktu, ktery by zablokoval funkci miR-21. Pro dopraveni
do cilové oblasti k molekulam miR-21 byly taktéz pouzity exozomy. Vysledny efekt snizeni poctu
funkénich miR-21 se ve vétsi mife dostavil Ctyficet osm hodin po aplikaci extracelularnich vezikuli.
Pomoci kontrolniho méfeni bylo zjisténo, Ze skutecné nebylo zabranéno ucinku cilovych molekul miR-21,
kterymi jsou PDCD4 (programmed cell death protein 4) a RECK (reversion-inducing cysteine-rich protein
with Kazal motifs). Celkové tak bylo na zakladé pouzitého mechanismu docileno apoptézy zna¢ného
mnozstvi nadorovych bunék a zarovenn omezeni jejich Zivotaschopnosti. /n vivo pokus na krysim mozku
s bunéénou linii glioblastomil prokazal po aplikaci konstruktll nejen zastaveni ristu nadoru, nybrz i jeho
nekrézu, a tudiz zmenseni jeho objemu. Pouziti sekrecnich exozomu obsahujicich vhodné RNA transkripty

se proto piedstavilo jako Gi¢inna tumor supresorova metoda®®.

Day 11 Day 18

Obrazek 4: Ubytek nadorové tkang v krysim mozku po oSetieni pomoci specifickych RNA transkript(i203

Jelikoz miR-9 dokaze zpisobit rezistenci proti 1éku temozolomidu, pak se zablokovani jeji funkce
jevi jako potencialni terapeuticka metoda. Pro tento el byly zvoleny molekuly anti-miR-9 transportované
do cilového mista plsobeni v exozomech z mezenchymalnich kmenovych bunck. Poté, co molekuly
anti-miR-9 doputovaly do glioblastomové tkan€ obsahujici vysoké hladiny miR-9, dokéazaly zpisobit
sniZeni rezistence proti TMZ. Dochazelo také ke snizeni exprese proteinu P-glykoproteinu (permeabilniho
glykoproteinu), ktery je koédovan genem MDRI (multi-drug resistance 1), vyznamnym transportérem l€civ.
Obecné byva MDRI Casto davan do souvislosti s chemorezistenci u nadorovych bunck. U nadorovych
bun¢k byla po terapii vyrazngjsi kaspazova aktivita, coz naznaCovalo Castéj$i apoptotické déje, a tedy

ubytek nadorové hmoty!'®
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Lécba mozkovych nadorti by kromé zablokovani funkce urcitych microRNA mohla spocivat také
ve vyuziti jinych microRNA pro terapeutické ucely. U molekul miR-146b byl jiz diive pozorovan tumor
supresorovy efekt. V rdmci glioblastomovych bunék zpisobovaly miR-146b pokles jejich invazivity
i migrace?®. Pro aplikaci této miRNA do idedlniho mista piisobeni byly vyuZity stromélni bufiky kostni
dfené.?’” Tento typ bunék totiz produkuje dostate¢né mnozstvi exozoml vhodnych pro transport miRNA2%,
Do kultury stromalnich bunék byl vpraven plazmid kédujici miR-146b a po Ctyficeti osmi hodinach jiz byly
z média izolovatelné exozomy obsahujici tuto RNA. Ddle bylo potvrzeno, ze exozomy byly in vitro
schopny pfenést potiebné molekuly k buitkdm glioblastomt. Recipientni nddorova tkain nasledné reagovala
na jejich piijjem zpomalenim svého rastu. V neposledni fadé¢ bylo dokonce in vivo na krysim mozku
dokazéano, ze exozomy obsahujici miR-146b maji protinddorové tcinky. Na druhou stranu, stale by mélo
byt brano v tivahu, Ze ostatni komponenty exozomil ze stromalnich bunék kostni diené by mohly pozménit

G¢inky miR-146b. Z tohoto diivodu by se mél pfedstaveny zptisob 1é€by podrobit dal§imu zkoumani®®’.

Byly identifikovany i jiné microRNA, které dokazou putsobit proti nadorovému rastu. Napiiklad
molekuly miR-124 snizovaly Zivotaschopnost akceptorovych glioblastomd. Mechanismus jejich G¢inku
spocival v negativni regulaci FOXA2 (forkhead box protein A2). Nasledné¢ tento onkogenni transkripcni
faktor nebyl schopen zlepsit zivotaschopnost gliomovych bun¢k a neptsobil tedy pronadorove. Pii tomto
zpusobu terapie byly mesenchymalni kmenové bunky transdukovany lentiviralnimi ¢asticemi konstitutivné
exprimujicimi zeleny fluorescencni protein a miR-124. Po ctyficeti osmi hodinach bylo mozné z média
izolovat exozomy obsahujici danou miRNA za pomoci diferencialni centrifugace. Po oSetieni gliomové
tkané pomoci téchto exozoml byl pozorovan vice nez polovi¢ni pokles v proliferaci cilovych bun¢k
in vitro. In vivo byla touto terapii podstatné prodlouzena doba doziti mysich modelti. Zili v priméru o vice
nez Sedesat dni déle nez mysi z kontrolni skupiny bez 1écby. Exozomy byly podavany jak intraperitonedlné,

tak intraarterialng. U &tyf mysi dokonce doslo k uplnému uzdraveni, tedy vymizeni nadoru®”.

Proti proliferaci, migraci a invazivité glioblastomovych buné¢k ucinkovala tézZ miR-133b. V detailu
tato microRNA negativné ovliviiovala ptisobeni proteinu EZH2 (enhancer of zeste homolog 2), ktery by
jinak podporoval signalizaci pfes Wnt/B-kateninovou drahu. Celkové tak dochéazelo k regresi nadorového
bujeni. Navic bylo zjisténo navysené mnozstvi proteinu GSK-3p (glycogen synthase kinase 3 beta), ktery
byl v jiném vyzkumu definovéan jako tumor supresorovy?*'**!!. Obdobné jako v pfedchozim vyzkumu byly
pouzity exozomy z mezenchymalnich kmenovych bunék, tentokrat vSak obsahovaly miR-133b. Pokusy
byly provedeny in vitro na liniich lidskych bun¢k z glioblastomi a nésledné rovnéz in vivo na mysich
modelech. Mysi byly usmrceny tficet dni po aplikaci exozomli s miRNA a nasledna pitva poukazala

na bytek nadorového objemu i hmotnosti?!!.
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Obrazek 5: Schématické znazoméni plisobeni exozomili obsahujicich miR-133b na gliomové buriky?!!

Dalsi identifikovanou tumor supresorovou microRNA byla miR-584. Misto jejiho plisobeni bylo
gen CYP2J2 (cytochrome P450 family 2 subfamily J member 2), se kterym byla schopna interagovat.
Nasledné¢ tak dochazelo k zablokovani exprese tohoto genu, coz zpuisobilo snizenou proliferaci a invazivitu
nadorovych bun€k. Jednalo se opét o gliomové bunky, ke kterym byly vneseny exozomy
z mezenchymalnich kmenovych bunék obohacené o miR-584. Po tomto procesu byla in vifro zaznamenana
apoptoza lidskych nadorovych bunék. Navic se potvrdilo sniZeni jejich proliferace a migrace. Princip
pusobeni miR-584 se zakladal na ubytku fosforylovanych molekul AKT a MAPK (mitogen-activated
protein kinase)?!?. Signalni dréhy spojené s AKT a MAPK se prokazaly jako podstatné pro rozvoj
nadorového bujeni, jejich potlaceni tak pfispiva k G¢inné 16¢b&?!?. TaktéZ v ramci tohoto vyzkumu byl
zkouman ucinek miRNA in vivo na mysich modelech. Zatimco v kontrolnich skupinach mysi bez aplikace
exozoml dochédzelo k masivnimu ristu nadorovych utvarti, hmotnost mozkovych nadort mysi

s exozomalni miR-584 signifikantn& poklesla®'2.

V glioblastomové tkani byla oproti okolnim mozkovym c¢astem pozorovdna snizena hladina
miR-1, coz poukazuje na jeji tumor supresorovou roli. U této miRNA bylo dale prokdzano, ze je schopna
se k bunikam glioblastomt dopravit uvnitf extracelularnich vezikula. JelikoZ miR-1 plsobila na nadorové
buiiky antiproliferativné a zaroven zamezovala angiogenezi a bunécné invazivité, mohla by byt pouzita

v ramci 1é¢by. K dopravé do cilového mista by bylo mozné pouzit extracelularni vezikuly?'4.

U bun¢k meduloblastomd byl nalezen pon¢kud odlisny fenomén, kdy microRNA sice rovnéz
pusobila tumor supresorove, avsak tentokrat byla k nalezeni i pfimo u nadorovych bunék. Buné¢na kultura
meduloblastomti byla schopna vyprodukovat vétsi mnozstvi exozomut obsahujicich miR-130b-3p
nez kontrolni plasma. Na druhou stranu, hladina exprese této miRNA byla vyssi u okolnich nezhoubnych
tkani neZ u téch meduloblastomovych. Pro pokus byly ale pouzity exozomy vygenerované makrofagy, které
slouzily jako vezikuly pro transport dané miRNA. Po transfekci meduloblastomovych bunék pomoci miR-
130b-3p doslo k zastaveni jejich proliferace, migrace a invazivity. Cilem plisobeni microRNA byla mRNA
zvana SIK] (salt-inducible kinase 1). Gen SIKI se podili na signaliza¢ni draze LKB1 (liver kinase B1),
ktera hraje roli v bunééné proliferaci a migraci. Konkrétné pii potla¢eni vlivu SIKI dochazelo ke snizeni
zivotaschopnosti a potlaceni pohyblivosti meduloblastomovych bunék. V ramci signalizacni drahy LKB1
se uplatiluje 1 draha p53, ktera souvisi s apoptdzou. Snizenim hladiny S/K7 pomoci miR-130b-3p se draha

p53 aktivuje a zpisobi bunéénou smrt nadorovych bun¢k. Nakonec se pteslo k pokusiim in vivo a i zde se
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prokazal terapeuticky vyznam této miRNA. Meduloblastomy u mysi byly po osetfeni leh¢i a méng
objemngj3i*’>,

Meduloblastomy byly také podrobeny vlivu exozomi z mesenchymalnich kmenovych bunck
izolovanych z pupecni krve. Kvilli jejich ptsobeni dochézelo u meduloblastomovych bunék k zamezeni
proliferace a vytvareni sfér. Navic se potvrdila zvySenad exprese proteinu kaspazy 3 a snizend exprese
proteint antiapoptotickych (BCL-2, B-cell lymphoma 2) i téch souvisejicich s bunéénym cyklem (cyklin

D1), coz poukazalo na schopnost exozomii vyvolavat apoptozu u recipientnich nadorovych bungk?'®.

Exozomy by se daly vyuzit jako extracelularni vezikuly pro transport 1é¢iv predevsim proto, Ze jsou
ohrani¢eny dvojvrstevnou lipidovou membréanou, kterd ukryva vodné prostiedi. U¢inné latky prenasené
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exozomy by tedy mohly byt jak lipofilni, tak hydrofilni povahy

Jedine¢nou schopnosti exozomi vhodnou pro pouziti pii lé¢ebnych zékrocich je prekonavani
hematoencefalické bariéry. Tato vlastnost byla prokdzana v ramci pokusu s exozomy pienaSejicimi
chemickou slouc¢eninu rhodamine 123. Vyzkum probihal iz vivo na rybach Danio rerio. Déale byl vyzkousen
efekt exozomu z epitelialni a glioblastomové linie na zivotaschopnost nadorovych bun¢k glioblastomt.
Samy o sob¢ se exozomy neprokazaly jako U¢inné tumor supresory, nicméné pii vyuziti téchto vezikult
pro transport l1é¢iv doxorubicinu a paclitaxelu byly jiz vysledky signifikantni. Pfekonani hematoencefalické
bariéry byly ovSem schopny jen exozomy pochazejici z epitelialnich bun¢k. V detailu byly do kardinalni
zily rybek vpraveny epitelidlni exozomy s léCivy a nasledné byl pozorovatelny tbytek nadorové hmoty.
Navic dochazelo ke snizeni mnozstvi RNA pro VEGF, coz je vyznamny proangiogeneticky cytokin, ktery
umoziuje zasobovat nador dileZitymi komponentami pro jeho pieziti*'®!°, Samotna 1é¢iva nebyla schopna

hematoencefalickou bariéru piekonat, exozomy tak pfi tomto zpiisobu terapie hraji zasadni roli*"’.

Do exozomil Ize vnést i dalsi slozky nez miRNA a jiz prokazana 1é¢iva. Naptiklad u siRNA (small
interfering RNA) byla jako u miRNA prokéazana funkce tzv. RNA interference, kdy tyto molekuly dokazou
posttranskripéné uml&et urcité komplementarni RNA?2%2%!, Rozdilem mezi pouzitim miRNA a siRNA je
fakt, ze bunky produkujici exozomy nepfijmou siRNA samy jako u miRNA, ale musi k tomu byt
piizplsobeny elektroporaci*?2. Pro zkoumani potencialnich u¢inkd 1é¢by byla vybrana VEGF siRNA, ktera
je schopna zablokovat expresi VEGF proteinu, a jako vezikuly pro jeji transport pak epitelialni exozomy.
I vtomto pripadé byly exozomy uspésné pii prekonavani hematoencefalické bariéry a transportovaly
siRNA az k cilovému mistu — k nadorovym buiikkam glioblastomt. Dale se pokus ukazal Gsp&sny také
in vivo na rybkach druhu Danio rerio, u nichz epitelidlni exozomy dokazaly prenést siRNA do jejich
mozkové tkan¢ s linii lidskych nadorovych bunék. Zde poté siRNA znemoznila proteinu VEGF podpofit

angiogenezi pro zajisténi ristu nadorového utvaru®'8223,

Exozomy ¢asto ovliviiuji rozli¢né imunitni procesy organismu, mohly by proto modulovat jeho
imunitni odpovéd’ v ramci 1é€by nadorovych onemocnéni. Vyzkum zroku 2015 se zaméfil na vliv

dendritickych bunék a jejich exozoml na nadorové bujeni. Dopodrobna se zde jednalo o transport exozomi
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ziskanych z dendritickych bunék obsahujicich bunécny lyzat obohaceny o chaperony. Tyto dendritické
buitky pochazely z gliomové bunééné linie. Kone¢nym cilem vpraveni téchto exozomil byly obycejné
dendritické bunky, které se nasledné pouzivaly pro vyzkum. Ukdazalo se, ze in vitro pozitivné reguluji
proliferaci T lymfocytt, a to jak CD4", tak i CD8" bunék. In vivo se na mySich s injikovanymi gliomovymi
bunéénymi liniemi doSlo k zavéru, ze jsou poupravené dendritické buiiky schopny vyznamné prodlouzit
dobu pieziti mysi. Navic zptisobovaly ubytek nddorové hmoty a snizovaly rychlost rastu nadoru. Jejich
dalsi tumor supresorové mechanismy spocivaly ve zvySeni infiltrace T bunék, zvySeni aktivity
cytotoxickych T lymfocyti a jejich specifikaci na bunky gliomt. U T lymfocytt téz dochézelo ke zvysené
produkci cytokint IL-2 (interleukin 2) s IFN-y (interferon gamma), které prokazatelné souvisi s utlumenim
nadorového bujeni??*??°, Terapie spojend s modulaci imunitniho systému pacientii s mozkovymi nadory

jesté neni natolik rozsifend, aviak pouziti exozomi se v rdmci tohoto zptsobu 1é¢by jevi jako slibné?!’.
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5 Zavér

Tato prace predstavuje aktualni poznatky o vzhledu, funkci a obsahu exozomi a déle se detailné
zamétuje na bunééné mechanismy probihajici v mozkovych nadorech, které tyto extracelularni vezikuly
ovliviuji. Exozomy vytvareji v extraceluldrnim prostfedi stabilni prostfedi pro transportované molekuly
a jsou tedy klicové pro mezibunénou komunikaci. Recipientni tkani je nasledné schopnd na piijem
exozomu reagovat bunécnou proliferaci, angiogenezi, zachovanim pluripotence, ale i modulaci imunitni

odpovédi ¢i apoptdzou.

Komunikovat prostiednictvim exozomu mohou i builkky nadorové. V tomto piipadé exozomy
obvykle ptfenaseji molekuly ptispivajici k progresi rakovinného onemocnéni. Nejcastéji byla tato funkce
pfisuzovana riznym druhim microRNA, které zarucovaly preneseni schopnosti rezistence vuci
chemoterapeutické 1€¢bé na recipientni buiiky. Dale bylo prokazano, Ze exozomy z ozatenych nadorovych
bun¢k dokazou u bunék neozarenych zajistit rezistenci vici radioterapii. Téz se ukazalo, Ze uvnitf exozomi
uréenych pro nadorové bunky jsou molekuly, které mohou v cilovych buikach pisobit na jejich signalni
drahy a nasledné vyvolat jejich proliferaci nebo zabranéni apoptdzy. Rozvoji malignity napomaha
i exozomalni pfenos chaperonii. Neméné dilezitym déjem urcujicim Sifeni nadorového bujeni je potlaceni

ochrannych imunitnich procesit pomoci molekul nachazejicich se v exozomech.

Kvili jejich ptisobeni v fadé biologickych dé&jt v ramci nadorové transformace jsou exozomy
dilezitym biomarkerem onkologickych onemocnéni. Metoda tekuté biopsie, diky niz l1ze exozomy ze séra
pacienta izolovat, poskytuje i pfes svou Setrnost vhodné vysledky pro pfipadné klinické testy. Nevyhodou
by nicméné mohla byt skutecnost, Zze izolace exozoml ze vzorku dosud neni jasné standardizovana

a probiha riznymi zptsoby, které mohou ptinaset odlisné vysledky.

Exozomy lze v laboratofi poupravit tak, aby obsahovaly urcity naklad a zaroven ve tkani
doputovaly do pozadované oblasti. /n vivo bylo na mySich modelech dokazano, ze takto pozménéné
exozomy jsou schopné prekonat hematoencefalickou bariéru a dopravit tumor supresorové léky
k nddorovym buiikam v mozku. Proti nddorovému bujeni mohou pusobit i molekuly siRNA a miRNA.
Pokud jsou pomoci exozomtl transportovany do zhoubné tkan¢, pak zde mohou zablokovat expresi urcitych
genl podilejicich se na proliferaci, invazivit¢ a migraci nddorovych bunék. Plsobenim specifickych
exozomu dale mtze byt ovlivnéna proliferace T lymfocytd. Tyto imunitni buniky posléze zabranuji tumoru
v progresi. Lécba by nemusela spocivat jen ve vyuziti exozomalnich vezikull, nybrz miZze byt zamétena
u cilovych bunék, tak nemohly svym obsahem regulovat jejich signalni drahy vedouci k proliferaci.
Exozomy celkové nabizi pestré spektrum moznosti pro terapeutické vyuziti v ramci 1é¢by mozkovych
nadori. Jejich kompletni pisobeni by vSak mélo do budoucna projit ¢etnymi vyzkumy, aby se prokazalo,

ze neovliviuji i dalsi bunééné mechanismy, které by mohly zhorsit zdravotni stav pacientu.
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