Prehladové prace

Extraceluldrne vezikuly a ich potencialne vyuZitie v klinickej praxi
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Pojmom extracelularne vezikuly oznacujeme heterogénnu skupinu membranovych Struktudr, ktoré sa uvolfuju
z povrchu buniek do extraceluldrneho priestoru. Do tejto skupiny patria napriklad exozémy, mikrovezikuly alebo
apoptotické telieska. Navzajom sa medzi sebou lisia velkostou, obsahom aj spdsobom ich vzniku, mézu vznikat
endozomalne alebo sa priamo uvolfiuja z plazmatickej membrany. Extracelularne vezikuly su si¢astou mnohych
fyziologickych a patofyziologickych procesov. St produkované takmer vSetkymi druhmi buniek za prisne $peci-
fickych podmienok, pricom nesu podrobnu informéciu o obsahu bunky. Naché&dzaji sa v réznych telovych teku-
tinach, ako je napriklad mog, krv, mozgovomiechovy mok, materské mlieko, a tiez v slindch. Z uvedenych dévo-
dov sii extracelulérne vezikuly velmi vhodnymi néstrojmi na identifikaciu znamych, ale aj novych biomarkerov

v klinickych vzorkach.
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Extracellular vesicles and their potential use in clinical practice

The term extracellular vesicles refers to a heterogeneous group of membrane structures released from the cell
surface into the extracellular space. This group includes, for example, exosomes, microvesicles, or apoptotic
bodies. They differ in size, content, and how they are formed, they may arise endosomally or are released direct-
ly from the plasma membrane. Extracellular vesicles are part of many physiological and pathophysiological pro-
cesses. They are produced by almost all cell types under strictly specific conditions, bearing detailed informa-
tion about the cell contents. They can be found in various body fluids, such as urine, blood, cerebrospinal fluid,
breast milk, and saliva. For these reasons, extracellular vesicles are very suitable tools for identifying known and

new biomarkers in clinical samples.
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Uvod

Extracelularne vezikuly (EVs) su lipidovou membranou ob-
kolesené vezikuly nanometrovych rozmerov. Tieto membra-
nové $truktdry st sekretované vetkymi druhmi buniek a ob-
sahuju lipidy, proteiny a rézne druhy nukleovych kyselin. EVs
zahffiaju mikrovezikuly (MV), exozémy, onkozémy, argozo-
my aj apoptotické telieska a st klasifikované podla velkosti,
obsahu, syntézy a funkcie®. MV sa oddeluju priamo z plaz-
matickej membrény, su velké 100 nm az 1 pm a obsahuju
cytoplazmaticky material®. Dalsi druh EV, exozédmy, su tvo-
rené flziou medzi multivezikularnymi telieskami a plazma-
tickou membranou, pri ktorej multivezikuldrne telieska uvol-
Auju mensie vezikuly (exozémy), ich velkost je v rozmedzi
40 - 120 nm (obrazok 1). Umierajtce bunky uvolfiuju takzva-
né vezikularne apoptotické telieska, s velkostou 50 nm — 2
um, ktoré mozu byt za Specifickych podmienok zastipené
viac ako exozémy alebo MV a mozu sa lisit aj obsahom®.
Membranové vyénelky mozu tiez viest k vzniku velkych EV,
nazyvanych onkozémy (1 = 10 pm), kioré st produkované
predovéetkym malignymi bunkami®. Poslednym typom EV
st argozémy. Argozémy boli objavené v imaginalnom dis-
ku epitélia Drosophila melanogaster. Pochadzaju z bazola-
teralnych membran a st produkované mnohymi roznymi ob-
lastami imagindlneho disku. Cestuju cez susedné tkanivo,
kde sa nachadzaju prevazne v endozémoch. Ulohou argoz6-

mov je transport a $irenie wingless proteinu®. DIhy ¢as bo-
li EV vnimané ako nastroje bunky pre odburavanie odpado-
vého materidlu. V poslednej dekade véak vyskum ohladom
EV vyznamne pokrocil a v sti¢asnosti sa vie, ze ich tloha je
omnoho rozsiahlejsia. Podielaji sa na mnohych procesoch
a st nastrojmi bunky pre kontrolu jej okolia®. EV slizia ako
délezité mediatory intracelularnej komunikécie, ktora ovplyv-
fiuje fyziologické a patologické stavy”. Pévodne sa myslelo,
e intracelularna komunikécia prebieha vyhradne cez pria-
me bunkové kontakty, cytokiny, hormény a rastové fakiory.
V roku 1996 v$ak Raposo a kolektiv preukdzali, Ze intrace-
luldrna komunikacia moze byt takisto sprostredkovana ve-
zikularnou aktivitou®. Kedze EV su schopné transportu vel-
kého mnozstva proteinoy, lipidov a nukleovych kyselin, st
zahrnuté v réznych signalnych drahach. EV ako mediatory
intracelularnej komunikdcie dopravujd rézne molekuly z jed-
nej bunky do druhej vdzbou na jej receptory a takto priamo
ovplyviiuju kondiciu danej bunky. Preto maju schopnost zvy-
Sovat regeneraciu tkaniv a podielat sa na imunitnej modu-
lacii. Vzhladom na schopnost EV prenasat bioaktivne zloz-
ky a prekonéavat biologické bariéry, si EV v sticasnosti Coraz
viac skimané pre ich potencialnu schopnost posobit ako te-
rapeutické ¢inidla. Takisto st v sicasnosti pouzivané ako al-
ternativa lieby kmerfiovymi bunkami a biologicky upravené
EV modzu slazit ako nosice réznych terapeutickych latok?.
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Obrézok 1. Biogenéza a obsah EVs. Mikrovezikuly sa priamo uvolriuji z plazmatickej membrany, zatial’ o exozémy su do extrace-
[uldrneho priestoru uvoltiované jej fiziou s multivezikulérnym telieskom (MVB). Stcastou obsahu EVs su lipidy, rézne druhy nukleo-
vych kyselin a proteiny, z ktorych mnohé méZu byt biomarkermi ochorent.

Exozémy
.' (40 — 120 nm)
@

Mikrovezikuly

@ (100 — 1000 nm)

Cytosolické proteiny
(Hsp70, Hsp90, annexin A1)

Stavba a zloZenie extracelularnych vezikul

EV pozostavaju z lipidovej dvojvrstvy podobnej tej v cy-
toplazmatickej membrane. Napriklad exozémy st obohate-
né o sfingomyelin, gangliozidy, disaturované lipidy a podiel
fosfatidylcholinu a diacylglycerolu je znizeny v porovnani
s mnozstvom tychto lipidov v bunkdach ich pévodu®. Exozé-
my sa vyznacuju aj znizenym mnozstvom cholesterolu v po-
rovnani s inymi typmi bunkovych membran(®. EV obsahuju
enzymy metabolizmu lipidov vratane fosfolipdz D a A2, kio-
rych aktivita zavisi od pritomnosti GTP(9. Adipocyty za hy-
poxickych podmienok vylucuju EV so zvysenymi hladinami
enzymov potrebnych na de novo lipogenézu vratane synta-
zy mastnych kyselin®. Normalne adipocyty oSetrené tymi-
to EV maju tendenciu akumulovat vaésie mnozstvo lipidoy,
¢o moze byt v désledku pritomnosti syntdzy mastnych kyse-
lin prendsanej v tychto EV. EV bazofilnych buniek RBL-2H3
tiez transportuju bioaktivne lipidy, ako napr. kyselinu arachi-
dénovu a prostaglandin E209. Porovnanim pévodnej rakovi-
novej bunkovej linie s EV vzniknutymi z tejto linie, EV st obo-
metabolické enzymy, ktoré maju schopnost ovplyviiovat stav
recipientnych buniek@. Okrem lipidov su v EV pritomné aj
molekuly RNA. Tato transportovand RNA méa menej ako 200
nukleotidov, je teda kratSia ako RNA priemernej bunkovej
frakcie®. V rdmci EV boli ndjdené molekuly tRNA, miRNA aj
dlhé kdédujuce a nekédujice RNA®. Mnozstvo RNA v rdmci

Membranové proteiny
(CD9, CD63, CD81)

EV sa liSi v zavislosti od bunkového typu a poévodu. Niekioré
EV rakovinovych buniek obsahuju viac celkovej RNA ako EV
normalnych buniek. EV mo6zu takisto transportovat molekuly
DNA, ktora méze mat velkost od 100 bazovych parov (bp) az
po 2 500 bp. V ramci EV je DNA obkolesend membréanou, ta
vSak DNA nechrani pred DN4zovou aktivitou. Sekvenovanim
celkovej exozomalnej DNA sa ukdzalo, ze exozémy obsahu-
ju vsetky sekvencie genomickej DNA. Celkova sekvenovana
EV-DNA v ramci exozémov experimentalnych mysich buniek
melanomu B16-F10, ako aj v rdmci séra pacientov s rakovi-
nou pankreasu potvrdila, ze exozémy zahffiaju DNA material
naprie¢ celym gendmom(4. Proteinové zloZenie EV je v nie-
ktorych pripadoch suvisiace s typom bunky a spésobom
ich biogenézy. Exozémy pochéadzajlice z endolyzozomalne-
ho systému mozu byt obohatené o hlavny histokompatibilny
systém triedy Il (trieda MHC 1) a tetraspaniny CD37, CD53,
CD63,CD81 a CD82®. Zatial ¢o celkovy proteinovy profil MV
je velmi zavisly od ich pévodu a metddy izolacie, MV obsahu-
ju aj skupiny proteinov typické pre tieto Struktury. Su to pro-
teiny nachadzajuce sa v ramci MV nezavisle od pévodu MV
a pritomnost tychto proteinov odzrkadluje spésob ich bioge-
nézy(%). Pretoze MV vznikaju vonkajsim pucanim bunkovej
plazmatickej membrany, nie je prekvapujlce, Ze ich obsah
tvoria hlavne cytosolické a s cytoplazmatickou membranou
spojené proteiny, obzvlast proteiny zhromazdujlice sa na po-
vrchu cytoplazmatickej membrany, napriklad tetraspaniny®).
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Na rozdiel od exozémov a MV apoptotické telieska obsahu-
ji neporusené organely, chromatin a malé mnozstva glykozy-
lovanych proteinov. MéZeme teda ocakévat vyssie mnoz-
stvo proteinov spojenych s jadrom, mitochondriami, Golgiho
aparatom a endoplazmatickym retikulom. Proteomicky profil
apoptotickych teliesok a bunkového lyzatu je do velkej mie-
ry zhodny, zatial' o medzi proteomickym profilom dalsich
typov EV a profilom bunkového lyzatu existuju vyrazné roz-
diely®.

Extracelularne vezikuly ako zdroj biomarkerov
Vyuzitie extraceluldrnych vezikul ako zdroja biomarke-
rov, najma exozémov a mikrovezikul, je v aktualnej literattire
velmi dobre etablované. Ich aplikacia a pouzitie v rdmci kli-
nickych tcelov je velmi podobna®. PouZitie exozémov ako
zdrojov biomarkerov je idedlne, pretoZe sa nachadzaju v te-
lovych tekutinach, ako je krv a mo¢, ¢o umoznuje minimalne
az neinvazivne metddy, ako kvapalna biopsia, na diagnosti-
ku a monitorovanie odpovede pacienta na lie¢bu. Schopnost
exozomov odzrkadlovat reakciu pacienta na liecbu je dal$im
potencidlnym vyuzitim tychto EV v klinickom prostredi®®. Ak
markery urcitého ochorenia priamo koreluju s jeho $tadiom
a ak liecba u pacienta funguje, mozno u neho pozorovat zme-
ny hladin biomarkerov(”). Bolo zistené, Ze exozémy nacha-
dzajlce sa v mozgovomiechovom moku a v plazme obsahu-
ju alfa-synuklein, protein spdjany s Parkinsonovou chorobou.
Nedavna Studia tiez opisala exozémy a MV sekretované bun-
kami glioblastomu, ktoré odzrkadlujd molekuldrne zlozenia
a vlastnosti buniek ich pévodu a st schopné opustit prostre-
die naddoru, dostat sa do mozgovomiechového moku a z ne-
ho do krvného obehu®. Takisto exozémy izolované z mo-
¢u preukazali schopnost odzrkadlovat akitne poskodenie
oblic¢iek®. V rdmci exozémov boli Uspesne najdené aj bio-
markery rakoviny pankreasu a rakoviny pltic®). Proteomic-
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ka analyza EVs rakoviny vajecnikov zistila pritomnost pro-
teinov podliehajicich acetylaciam a fosforylaciam. Medzi
najviac zastlipené proteiny patrila fosfatidylinozitol-3-kindza
(PI3K), mitogénom aktivovana proteinkindza (MAPK) a Cle-
novia ErbB rodiny proteinov®. Toto zistenie by mohlo ¢ias-
tocne vysvetlit silny biologicky ucinok EV na bunky prijemcu,
pretoze kindzy casto slizia ako klticové molekuly bunkovej
signalizacie®. Takisto treba spomenlt, Ze proteiny na po-
vrchu EV indikuju biologicky status buniek, z ktorych poché-
dzaju. Napriklad expresia proteinov EpCam, CD24, CA-125,
CA19-9, EGFR, a CLDN3 je spolo¢né pre bunky rakoviny va-
je¢nikov a nimi produkovanymi extracelularnymi vezikula-
mi®¥, o znaci, Ze dané proteiny moézu sluzit ako biologické
markery pre tento typ rakoviny.

Zaver

Z aktudlnej vedeckej literatury je zrejmé, ze obsah exira-
celuldrnych vezikdl priamo odraza stav buniek, z ktorych st
uvolnované do extracelularneho priestoru. Vdaka ich vyskytu
v mnohych telovych tekutindch mozno neinvazivnym spdéso-
bom identifikovat biomarkery, ktoré obsahuju a st Specific-
ké pre urcité ochorenie. Extraceluldrne vezikuly preto mozu
zohravat doéleZit( dlohu v diagnostike, terapii a v neposled-
nom rade pri sledovani priebehu ochorenia, resp. progresie
liecby s potencidlom poskytnut pacientovi kvalitnejSiu zdra-
votnu starostlivost.
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