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Celoslovenská študentská vedecká konferencia s medzinárodnou účasťou pod názvom „Chémia 

a technológie pre život“ je organizovaná v odbore chémia a chemická a potravinárska technológia.  

Študentská vedecká konferencia sa dlhodobo profiluje ako platforma na podporu vedeckej práce 

a zdieľania kreatívnych myšlienok talentovaných študentov. Podporujeme vedecký výskum 

prinášajúci inovatívne riešenia, ktoré zohľadňujú udržateľnú priemyselnú produkciu, 

environmentálnu a spoločenskú zodpovednosť. 
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Úvod 

 

Pojem extracelulárne vezikuly označuje heterogénnu skupinu častíc ohraničených lipidovou 

dvojvrstvou, ktoré sú prirodzene uvoľňované z takmer všetkých typov buniek v ľudskom tele. 

Štruktúry patriace do tejto skupiny sa medzi sebou líšia veľkosťou, obsahom a spôsobom ich vzniku. 

Najznámejšími druhmi extracelulárnych vezikúl sú exozómy (50 – 150 nm) a mikrovezikuly (100 – 

1000 nm). Sú súčasťou mnohých fyziologických a patofyziologických procesov. Dôležitú úlohu 

zohrávajú práve pri medzibunkovej komunikácii, či už na krátke, alebo dlhé vzdialenosti. Ich obsah 

je tvorený nukleovými kyselinami, proteínmi a lipidmi, ktoré sú v prípade mikrovezikúl podobné 

materskej bunke. Práve vďaka tejto skutočnosti sú vhodnými nástrojmi na detekciu známych, ale aj 

identifikáciu nových biomarkerov pre mnohé ochorenia, vrátane ongologických. 

 

 

Experimentálna časť 

 

Vzorky krvného séra (500 µl) boli najprv centrifugované pri 4°C, 300 x g, 10 minút a následne 

bol supernatant centrifugovaný pri 4°C, 3000 x g, 30 minút. 

Na izoláciu extracelulárnych vezikúl zo séra boli použité kity SubXTM-Exo Plasma isolation kit 

(Capital BioSciences, Inc., USA), Exo-spin™ mini (Cell Guidance Systems, UK) a kolónky 

qEVoriginal / 70 nm Gen 2 Column (Izon Science Ltd., NZ). Extracelulárne vezikuly boli zo vzoriek 

izolované podľa inštrukcií výrobcov. V prípade SubX kitu, boli izolované extracelulárne vezikuly 

prečistené pomocou odsoľovacích kolóniek (500 µl) naplnených Sephadex G-75 (Cytiva, USA) do 

180 µl PBS. 

V prípade izolácie pomocou kolóny qEVoriginal / 70 nm Gen 2 bol ako elučný roztok použitý 

200 mM trietylamónium acetát a frakcie, koré obsahovali extracelulárne vezikuly (6 - 9) boli spojené. 

Pre potreby proteomickej analýzy boli proteíny izolovaných extracelulárnych vezikúl 

denaturované, redukované, alkylované a štiepené trypsínom. Vzniknuté peptidy boli prečistené na 

reverznej fáze C18 SPE a premyté etylacetátom.  

LC-MS/MS analýza peptidov bola vykonaná na hmotnostnom spektrometri LTQ Orbitrap Elite 

(Thermo Fisher Scientific, USA) spojenom s Ultimate 3000 RSLC nano-HPLC systémom (Dionex, 

DE) a EASY-Spray zdrojom (Thermo Fisher Scientific, USA). Získané spektrálne dáta boli 

analyzované v programe MaxQuant. 

 

Výsledky a diskusia 
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Výsledky proteomickej analýzy extracelulárnych vezikúl zo vzoriek ľudského séra sú uvedené 

v Tab. 1. 

 

Tab. 1. Proteomická analýza izolovaných extracelulárnych vezikúl s využitím rôznych kitov. 
 

Proteíny Gény 
Vesiclopedia 

top 100 

Vesiclopedia 

H. sapiens 

UniProt 

GO 

Vesicliopedia 

top 100 

[%] 

Vesiclopedia 

H. sapiens 

[%] 

UniProt 

GO 

[%] 

Exo-spin 

mini 
172 161 9 133 106 5,6% 82,6% 61,6% 

qEVoriginal 

70 nm 
176 168 21 145 115 12,5% 86,3% 65,3% 

SubX 188 178 11 153 122 6,2% 86,0% 64,9% 

 

Identifikované proteíny sme porovnali voči databáze Vesiclopedia [1] a špecifickým GO 

z UniProt databázy [2] - extracelulárny exozóm (GO:0070062), mikrovezikula (GO:1990742) 

a extracelulárna vezikula (GO:1903561). Vo všetkých vzorkách sa nám podarilo identifikovať 

približne rovnaké množstvo proteínov. Najviac proteínov sme identifikovali vo vzorke izolovanej 

kitom SubX, avšak pri porovnaní so zoznamom 100 najčastejšie identifikovaných proteínov 

z Vesiclopedia bol počet identifikovaných proteínov vo vzorke izolovanej pomocou kolóny qEV 

original takmer dvojnásobný v porovnaní s ďalšími vzorkami. 

 

Záver 

 

Extracelulárne vezikuly v súčasnosti patria medzi vhodné zdroje biomarkerov pre rozličné 

ochorenia. Cieľom tejto práce bolo porovnať rôzne dostupné produkty, ktoré sa venujú izolácii 

extracelulárnych vezikúl z krvného séra. Získané výsledky budú slúžiť ako podklad pre ďalšie 

experimenty, ktoré budú viesť k vytvoreniu protokolu vhodného na izoláciu extracelulárnych vezikúl 

zo séra pre potreby výskumu biomarkerov rôznych ochorení.  
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