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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Mikropecherzyki btonowe (EV - extracellular vesicles) sg zréznicowana populacjg, najczesciej
kulistych struktur blonowych uwalnianych przez komérki, w tym réwniez komérki nowotworo-
we zaréwno w warunkach in vivo, jak i in vitro. Ich wielko$¢ waha sie od 30 nm do 1 um, a rozmiar
jest jednym z gtéwnych wyznacznikéw podziatu EV na dwie kategorie: mniejszych (30-100 nm)
i bardziej jednorodnych egzosoméw (exosomes) oraz wiekszych (0,1-1 um) zwanych mikro-
fragmentami btonowymi (microvesicles) lub ektosomami. Obecnoéé EV stwierdzono w wielu
plynach ustrojowych cztowieka: krwi, moczu, $linie, nasieniu i ptynie owodniowym. Powsta-
wanie EV jest §cisle kontrolowane, a ich funkcja oraz sktad biochemiczny zaleza od wtasciwos$ci
irodzaju komérek, z ktérych pochodzg. EV bedac no$nikami bioaktywnych czasteczek, takich
jak biatka, mRNA i mikroRNA moga odgrywac istotng role w komunikacji miedzykomérkowej
oraz modulacji funkeji, m.in. komérek uktadu odpornosciowego. Ponadto na EV pochodzenia
nowotworowego (TMV - tumour-derived microvesicles) zwanych onkosomami, zidentyfiko-
wano markery nowotworowe charakterystyczne dla komérek nowotworowych, co wskazuje, ze
TMV moga odgrywad istotng role w procesie wzrostu guza i rozwoju choroby nowotworowe;.
Jednak obecno$¢ na powierzchni TMV charakterystycznych markeréw komérek nowotworo-
wych moze by¢ potencjalnie wykorzystana w diagnostyce jako Zrédto biomarkeréw pomocnych
w ocenie rokowania oraz moze stuzy¢ do opracowania nowych schematéw leczenia chorych
nowotworowych z zastosowaniem celowanej immunoterpii.

mikropecherzyki btonowe - mikropecherzyki btonowe pochodzenia nowotworowego - egzosomy -
ektosomy - onkosomy

Summary

Extracellular vesicles (EV) form a heterogeneous population of mostly spherical membrane
structures released by almost all cells, including tumour cells, both in vivo and in vitro. Their
size varies from 30 nm to 1 um, and size is one of the main criteria of the selection of two cate-
gories of EV: small (30-100 nm), more homogeneous exosomes and larger fragments (0.1-1 um)
called membrane microvesicles or ectosomes. The presence of EV has already been detected
in many human body fluids: blood, urine, saliva, semen and amniotic fluid. Formation of EV
is tightly controlled, and their function and biochemical composition depend on the cell type
they originate from. EV are the “vehicles” of bioactive molecules, such as proteins, mRNA and
microRNA, and may play an important role in intercellular communication and modulation
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of e.g. immune system cell activity. In addition, on the surface of tumour-derived microvesic-
les (TMV), called oncosomes, several markers specific for cancer cells were identified, which
indicates a role of TMV in tumour growth and cancer development. On the other hand, TMV
may be an important source of tumour-associated antigens (TAA) which can be potentially
useful as biomarkers with prognostic value, as well as in development of new forms of targe-
ted immunotherapy of cancer.
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nozyno-5-trifosforan, CRC - rak jelita grubego (colorectal cancer), CDDP - cisplatyna (cis-diammin-
edichloroplatinum (I1)), DC - komérki dendrytyczne (dendritic cells), Dex - egzosomy pochodzace
zkomorek dendrytycznych (dendritic cell derived-exosomes), ECM — macierz zewngtrzkomorkowa
(extracellular matrix), EMMPRIN - induktor metaloproteinazy macierzy zewngtrzkomorkowej (ex-
tracellular matrix metalloprotease inducer), ESCRT — endosomalny kompleks sortujacy (endosomal
sorting complex required for transport), EV — mikropecherzyki btonowe (extracellular vesicles),
GM-CSF - czynnik stymulujacy tworzenie kolonii makrofagéw i granulocytéw (granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor), HGF — czynnik wzrostu hepatocytow (hepatocyte growth
factor), HLA-A2 - antygen A2 gtdwnego uktadu zgodnosci tkankowej cztowieka (human leukocyte
antigen HLA-A2), HSP - biatka szoku cieplnego (heat shock proteins), ICAM - czasteczka adhezji
miedzykomérkowe;j (intercellular adhesion molecule), MAPK - kinaza biatkowa aktywowana przez
mitogen (mitogen-activated protein kinases), MDR — oporno$¢ wielolekowa (multi-drug resistance),
MFGES8 - laktadheryna (milk fat globule EGF/factor VIIl), MHC - gtéwny uktad zgodnosci tkankowej
(major histocompatibility complex), MV — mikrofragmenty btonowe (microvesicles), MVB - ciatko
wielopecherzykowe (multivesicular body), PCA3 - antygen 3 raka stercza (prostate cancer antigen
3), PMV - mikrofragmenty btonowe pochodzenia ptytkowego (platelet-derived microvesicles), PS
—fosfatydyloseryna, PSA - swoisty antygen stercza (prostate specific antigen), Tex - egzosomy po-
chodzenia nowotworowego (tumour derived-exosomes), TGF-f - transformujacy czynnik wzrostu
typu B (transforming growth factor ), TMV — pecherzyki btonowe pochodzenia nowotworowego
(tumour-derived microvesicles), TRAIL - biatko TRAIL (tumour necrosis factor-related apoptosis
inducing ligand), uPA — urokinazowy aktywator plazminogenu (urokinase plasminogen activator),
VCAM - czgsteczka adhezji komoérkowej naczyn (vascular adhesion molecule), VEGF - czynnik
wzrostu srodbtonka naczyn (vascular endothelial growth factor), VEGFR - receptor dla czynnika
wzrostu $rédbtonka naczyn (vascular endothelial growth factor receptor)

Wsrep

Opisanie przez Wolfa w 1967 r. w ludzkiej krwi matych
struktur wytwarzanych przez aktywowane ptytki krwi
i wykazujacych dziatanie prokoagulacyjne, a okre$lonych
wdwczas jako ,,pyt ptytkowy” (platelet dust) [65], zapo-
czatkowato lawine badan dotyczgcych powstawania tzw.
mikropecherzykéw btonowych (EV - extracellular vesic-
les) i ich roli w organizmie. Dzi§ wiadomo, Ze wiekszo§¢é

komdérek ma zdolno$é do uwalniania EV, a ich obecno$é
stwierdzono m.in. w moczu, krwi, ptynie owodniowym,
§linie, czy nasieniu [38,39,42]. Mechanizm powstawania
EV jest $cisle kontrolowany i rézny w zalezno$ci od ich
rodzaju [10]. Sktad biochemiczny EV i ich rola w duzej
mierze zaleza od whasciwosci komérek, z ktérych pocho-
dza. EV bedac no$nikami bioaktywnych czasteczek, takich
jak: biatka, mRNA i mikroRNA zdajg si¢ odgrywa¢ istotna
role w komunikacji miedzykomdrkowej [33,37,59]. EV wy-
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Tabela 1. Kryteria podziatu mikropecherzykéw btonowych (EV; wg [36] zmodyfikowano)

Nazwa Rozmiar Gestos¢ Pochodzenie
Egzosomy 30-100 nm 1,1-1,19 g/cm? ciata wielopecherzykowe (MVB)
(exosomes)
Pecherzykd egzoson_\opodobne 30-90 nm ciata wielopecherzykowe (MVB)
(exosomes like)
Ektosomy/Mlkrofra_g menty blonowe 0,1-1pm ok.1,16 g/ cm? btona komdrkowa
(ectosomes/microvesicles)
Ciatka apoptotyczne : 3 )
(apoptotic blebs) 1,24-1,28 ¢/ cm btona komérkowa

stepuja powszechnie w krwi obwodowej zdrowych oséb,
a ich poziom wzrasta w przebiegu niektérych schorzen
ogblnoustrojowych, np. miazdzycy, chordb autoimmuno-
logicznych czy nowotworowych [9,12,21,22,39,61].

Obecnie wiele uwagi poswieca sie potencjalnej roli EV
w progresji choroby nowotworowej. Prowadzone bada-
nia maja na celu zweryfikowanie roli obecnych na EV an-
tygenéw, zwlaszcza tych pochodzenia nowotworowego.
Wystepowanie swoistych biomarkeréw i doktadne po-
znanie mechanizméw decydujacych o obecnoéci badz
braku danego biatka na powierzchni EV moze w niedale-
kiej przysztodci umozliwié efektywne wykorzystanie tej
wiedzy w diagnostyce onkologicznej i/lub terapii choréb
nowotworowych [15,33,37,38,39].

W pracy przedstawiono szczegétowg charakterystyke EV,
ich budowe, klasyfikacje, potencjalne wtasciwo$ci oraz
mozliwos$ci wykorzystania, ze szczegdlnym uwzglednie-
niem mikropecherzykéw pochodzenia nowotworowego
(TMV - tumour-derived microvesicles).

CHARAKTERYSTKA MIKROPECHERZYKOW BEONOWYCH

Terminologia i klasyfikacja

Mikropecherzyki btonowe sg zréznicowang populacja,
najcze$ciej kulistych struktur btonowych (pecherzykéw)
uwalnianych zaréwno przez komérki eukariotyczne, jak
i prokariotyczne, zaréwno in vivo, jak i in vitro. Ich wielko$¢
waha sie od 30 nm do 1 um, a rozmiar i pochodzenie sa
gléwnymi wyznacznikami klasyfikacji EV. Chociaz EV na
ogdt wykazujg podobng budowe [29], to wystepuja réw-
niez zasadnicze réznice dotyczace m.in. wspomnianego
juz rozmiaru, mechanizmu i Zrédta ich powstawania oraz
wilasciwosci fizykochemicznych [10,15]. Réznice te dopro-
wadzity do wyodrebnienia dwéch gtéwnych rodzajéw EV:
mniejszych, bardziej jednorodnych pecherzykéw nazwa-
nych egzosomami (exosomes) oraz wiekszych - ektoso-
méw (ectosomes). Egzosomy sg nanometrowej wielko$ci
(30-100 nm), sferycznymi pecherzykami, zawierajacymi
biatka, mRNA, mikroRNA oraz lipidy [10,15,32]. Druga,

bardziej zréznicowana grupe stanowig pecherzyki wiek-
szych rozmiaréw (0,1-1 pum), zwane mikrofragmentami
blonowymi (MV - microvesicles) lub ektosomami (ecto-
somes), wydzielanymi na zewnatrz komdérki bezposrednio
przez btone komdrkowa [18,21].

Przedstawiony podziat pozwala usystematyzowad zebra-
na dotychczas wiedze na temat EV i umozliwia precyzyj-
niejsze poréwnywanie wynikéw réznych badan. Jednak
nalezy zaznaczy¢, iz przyjeta powszechnie terminologia
nastrecza wiele trudnosci, co jest zwigzane z ciggtym po-
jawianiem sie nowych odkry¢ w tej dziedzinie, a co za
tym idzie z dynamiczng zmiang nomenklatury. W celu
doktadniejszej identyfikacji, wyrdznia sie dodatkowe ro-
dzaje EV (patrz tab. 1).

Mechanizm powstawania EV

Mechanizm tworzenia EV oraz ich transport do przestrze-
ni zewngtrzkomdrkowej w zalezno$ci od typu pecherzy-
kéw jest rézny [10,18,48]. Egzosomy powstajg przez wpu-
klenie btony do $wiatta péznych endosoméw. Powstajace
struktury sa nazywane ciatkami wielopecherzykowymi
(MVB - multivesicular body). Egzosomy zawierajg cha-
rakterystyczne dla komérki rodzicielskiej proteiny i/lub
kwasy nukleinowe (mRNA, mikroRNA). Wykazano, ze
podczas transportu egzosomdéw w cytosolu, jak i w kom-
partmentach MVB istotng role odgrywa kompleks biat-
kowy tzw. ESCRT (endosomal sorting complex required
for transport), ktéry bierze udziat w ,,sortowaniu” zawar-
tosci egzosomdéw. Ponadto, wedtug najnowszych badan,
w transporcie i fuzji blon wewnatrz przedziatéw MVB oraz
w sekrecji egzosoméw uczestnicza takze biatka z rodziny
Rab: Rab11, Rab27aib oraz Rab35 [10]. Uwolnienie egzo-
somdéw do przestrzeni zewnatrzkomdérkowej (egzocytoza)
nastepuje w wyniku fuzji btony komérkowej i MVB, co na-
stepuje z udziatem transbtonowego kompleksu biatkowe-
g0 SNARE (soluble N - ethylmaleiamide-sensitive factor
attachment protein receptor) (ryc. 1) [10,50].

Blona egzosoméw pod wzgledem budowy i sktadu bioche-
micznego nie jest identyczna z btong komérki rodziciel-
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Ryc. 1. Mechanizm powstawania egzosoméw (wg [10,12] zmodyfikowano), A — endosom; B — ciato wielopecherzykowe (MVB); C — egzosom; ESCRT — biatkowy
kompleks sortujacy wymagany do transportu endosoméw; Rab11, Rab35, Rab 27a/b — biatka z rodziny Rab, ktére prawdopodobnie wptywaja na konkretny
rodzaj sekrecji pecherzykéw; SNARE — transbtonowy kompleks biatkowy, ktory uczestniczy w fuzji bton: komérkowej i MVB, po czym nastepuje uwolnienie

tadunku egzosoméw do przestrzeni zewnatrzkomérkowej

skiej. Podczas tworzenia egzosomdéw, ulega przebudowie,
a doktadniej fosfotydyloseryna (PS) zostaje przeniesiona
do zewnetrznej czesci warstwy lipidowej. Uwidacznia sie
to szczegblnie w miejscach, gdzie dochodzi do fuzji bton.
Topologia biatek blonowych pozostaje nienaruszona, przy
czym nalezy zaznaczyd, ze nie wszystkie biatka btonowe
sg obecne w egzosomach [12,32].

Wieksze EV - MV/ektosomy powstaja bezposrednio w wy-
niku ,,paczkowania” (budding) btony komdrkowej. Jed-
nak zanim do tego dojdzie, zachodzi wiele zmian i pro-
ceséw umozliwiajacych uwolnienie mikrofragmentéw
na zewnatrz komdrki. W stanie réwnowagi w warstwie
lipidowej btony komérkowej znajduja sie asymetrycznie
utozone fosfolipidy: PS i fosfatydyloetanoloamina (PE) po
wewnetrznej cze$ci blony, natomiast fosfatydylocholina
(PC) i sfingomielina (SM) sa obecne w zewnetrznej war-
stwie. Kontrole nad tym charakterystycznym rozmiesz-
czeniem sprawuje kompleks sktadajacy sie z trzech enzy-
méw: flipazy (flippase), flopazy (floppase) i skramblazy
(scramblase). Flipaza odpowiada za przenoszenie PE i PS

z zewnetrznej do wewnetrznej warstwy btony komdrko-
wej. Ze wzgledu na amfipatyczny charakter przenoszo-
nych fosfolipidéw, jest to proces wymagajacy sporego
naktadu energii dostarczanej z procesu hydrolizy ATP.
Flopaza natomiast wykazuje dzialanie przeciwstawne,
czyli odpowiada za transport z wewnetrznej warstwy do
zewnetrznej cze$ci dwuwarstwy lipidowej. Trzeci enzym
- skramblaza, ktérego funkcja jest transport lipidéw w ob-
rebie dwuwarstwy lipidowej, w stanie réwnowagi komdr-
ki, podobnie jak flopaza, pozostaje nieaktywny (ryc. 2A)
[12].

Powstawanie MV zalezy od jonédw wapnia II (Ca?*). Uwol-
nione przez retikulum endoplazmatyczne jony Ca* in-
aktywuja dziatanie flipazy, aktywujg za$ flopaze i skram-
blaze, powodujac tym samym zaburzenia w transporcie
fosfolipidéw, co prowadzi do reorganizacji ich ulozenia
w btonie. Wynikiem tych zmian jest zerwanie wigzan
miedzy witdkienkami cytoszkieletu a fosfolipidami. Po-
nadto uwolnione Ca* aktywuja kolejne grupy enzyméw:
kalpaniny oraz gelsoniny, ktére maja zdolno$¢ do wia-
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Ryc. 2. Schemat procesu powstawania ektosomow (wg [10,12] zmodyfikowano), A — btona komérkowa w stanie réwnowagi; 1, 2, 3 — kompleks enzyméw
odpowiedzialny za rozmieszczenie fosfolipidéw w dwuwarstwie lipidowej: 1 —flipaza (aktywna), 2 - flopaza i 3 — skramblaza (nieaktywne); PE —
fosfatydyloetanoloamina, PC — fosfatydylocholina, PS — fosfatydyloseryna, SM — sfingomielina; B —zmiany zachodzace w btonie komérkowej podczas

powstawania ektosoméw: 1 — nieaktywna, 2i 3 — aktywne

zania i cze$ciowej degradacji filamentéw aktynowych.
Widkienka biatkowe tworzace cytoszkielet zostaja wiec
w znacznym stopniu ostabione, co umozliwia bezpo$red-
nie zainicjowanie procesu wydzielenia ektosomdéw na ze-
wnatrz komérki (ryc. 2 B) [12,31].

Budowa EV

Badania ostatniej dekady oraz rozwdj wspdtczesnej pro-
teomiki pozwolity na zidentyfikowanie profilu biatkowe-
g0 EV. MV sa opisywane gtéwnie na podstawie obecnosci
biatek charakterystycznych dla komérki rodzicielskiej
[34]. Natomiast dla egzosoméw udalo sie zidentyfikowaé
typowe markery biatkowe (ryc. 3). Do ,,podstawowego”
zestawu biatek wiekszosci egzosoméw zalicza sie m.in.
biatka przezbtonowe nalezace do rodziny tetraspanin (te-
traspanin family): CD9, CD63, CD81 i CD82, grupe biatek
zaangazowanych w proces apoptozy: AIP-1/Alix, ALG-2,
TPxII oraz antyapoptyczna galaktyne 3 [33,56,58], po-

wierzchniowe biatko wigzace lipidy MFGES (milk fat glo-
bule EGF/factor VIII), czasteczki gtéwnego uktadu zgod-
nosci tkankowej MHC (major histocompatibility complex)
klasy 1111, integryny, powierzchniowe peptydazy (CD13,
CD26), biatka GPI-zakotwiczone (GPI-anchored): CD55
i CD59 [14] oraz biatko TSG101 uczestniczace w biogene-
zie MVB [56,57]. W egzosomach zidentyfikowano réwniez
inne biatka, takie jak np. klatryne, aneksyny, kompleks
Rab-GTP, biatka cytoszkieletu (aktyna, tubulina), biatka
szoku cieplnego HSP (heat shock proteins), enzymy: dehy-
drogenaze gliceroaldehydofosforanowg - GAPDH, enola-
zy, kinaze fosfoglicerynianowa i aldolazy oraz czynnik ini-
cjujacy translacje - elF4 i czynnik elongacyjny - eEF1[15].

Wzglednie czeste wystepowanie wymienionych biatek
oraz to, ze ich obecno$¢ koreluje z petniong przez nie
funkcja (biatka cytoszkieletu, enzymy, biatka zaangazo-
wane bezposrednio w proces uwalniania egzosomdéw czy
biatka ochronne) dowodzg, ze mechanizm powstawania
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Ryc. 3. Podstawowy profil biatkowy egzosoméw (wg [15,55,56] zmodyfikowano)

egzosomdw jest procesem swoistym i doktadnie zapla-
nowanym, a same egzosomy hie sa jedynie sferycznymi
fragmentami btony komdrkowej, ale prawdziwymi sub-
komérkowymi kompartmentami [57].

MV maja bardziej niejednorodny sktad biatkowy, scisle
zalezny od rodzaju komérki, z ktérej pochodzg. Na ich
powierzchni zidentyfikowano wiele specyficznych marke-
réw np. antygen CD235a wystepujacy na MV pochodzenia
erytrocytarnego [12], CD11c obecny na MV uwalnianych
zkomdrek dendrytycznych (DC - dendritic cells) czy CD41
na MV uwalnianych z ptytek krwi. Markery te sugeruja
okre$lone wlasciwos$ci MV i petnione przez nie funkcje
w organizmie oraz pozwalaja okre$li¢ ich potencjalne
wykorzystanie w medycynie czy biotechnologii [12,40].

Oprécz biatek, ektosomy zwieraja réwniez liczne fosfoli-
pidy, ktére sg waznym elementem sktadowym ich blony.
Na podstawie dotychczasowych badan nie mozna okre-
$li¢ stalego, charakterystycznego dla mikrofragmentéw
btonowych profilu lipidowego. Zwraca sie jednak uwage
na podobieristwa w sktadzie lipidowym btony komérki ro-
dzicielskiej i EV, z uwzglednieniem szczegdlnej roli tratw
lipidowych (lipid rafts) w tych ostatnich [32]. Na przyktad
opisano podobieristwo sktadu lipidowego btony erytrocy-
téw i pochodzacych z nich mikrofragmentéw btonowych
[63]. Jednak ektosomy uwalniane przez limfocyty B, ko-

morki dendrytyczne, komdrki tuczne i linie komdrkowe
czerniaka sg wzbogacone w sfingomieline a nie choleste-
rol w poréwnaniu do komdérek, z ktérych pochodza [66].

Opublikowane w 2006 i 2007 r. wyniki badan wskazywa-
ty na obecno$¢ informacji genetycznej w postaci mRNA
i mikroRNA zawartej w MV uwalnianych przez komérki
linii raka trzustki oraz linie komérek tucznych [10,59].
Zweryfikowanie tego odkrycia nastgpito nieznacznie pdz-
niej, kiedy wyizolowano mRNA i mikroRNA z egzosoméw
oczyszczonych z komérek ludzkiego glejaka, a obecnosé
kwaséw rybonukleinowych potwierdzono za pomocg ana-
lizy z uzyciem mikromacierzy [52].

Funkcja i znaczenie EV

Sktad EV odzwierciedla w duzej mierze pochodzenie ko-
morkowe i okresla zakres informacji przenoszonych przez
EV. Mate rozmiary EV umozliwiajg ich ,,przemieszczanie
sie” na znaczne odlegto$ci wraz z ptynami ustrojowy-
mi, a zdolno$¢ do wigzania sie z komdrkami docelowymi
umozliwia szeroki zakres dziatania. Ten rodzaj komuni-
kacji miedzykomérkowej odgrywa zasadnicza role w mo-
dulacji mikrosrodowiska, gdyz w pecherzykach transpor-
towany jest caly ,,pakiet” informacji, ktéry oprécz biatek
regulatorowych i receptoréw zawiera réwniez RNA i li-
pidy [32,50].
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Do tej pory poznano kilka mechanizméw wymiany infor-

macji za porednictwem EV:

* bezposrednia stymulacja komérki docelowej poprzez
ligandy dostarczone przez EV (pobudzenie do wydzie-
lania czynnikéw wzrostu, cytokin, bioaktywnych lipi-
déw) [8,30,67];

« transfer receptoréw powierzchniowych z jednej komér-
ki do drugiej (czasteczki adhezyjne, receptory btonowe)
[7,45];

« epigenetyczne reprogramowanie komdérki docelowej
przez dostarczenie biatek, mRNA i/lub czynnikéw trans-
krypeyjnych [13];

EV moga stuzy¢ réwniez jako wektor dla czgstek zakaz-
nych, takich jak HIV czy priony [35,44,45].

Komérka docelowa otrzymuje wiecej informacji, w wy-
niku czego moze doj$é nawet do zmiany jej pierwotnego
charakteru (transformacji). Tak zmieniona komdrka moze
wydziela¢ dalej do mikro$rodowiska EV zawierajace ,,zak-
tualizowane” informacje [43].

Dotychczas duza cze$¢ badari nad EV przeprowadzono na
MV pochodzenia ptytkowego (PMV - platelet-derived mi-
crovesicles). Pozwolily one stwierdzié, ze PMV wplywaja
na proces krzepniecia i moga zwiekszaé ryzyko tworzenia
zakrzepéw naczyniowych [62]. W niektdrych schorzeniach
charakteryzujacych sie zaburzeniami krzepniecia krwi (np.
zespdt Scotta, defekt Castamana) stwierdzono wrodzony
defekt tworzenia PMV [68]. Poza niewatpliwg funkcja pet-
niong w procesie krzepniecia, PMV odgrywaja takze wazna
role w innych procesach biologicznych, np. moga stymu-
lowa¢ wydzielanie cytokin i czynnika tkankowego w ko-
mdrkach $rédbtonka lub hamowaé apoptoze leukocytéw
[31]. Sugeruje sie réwniez, ze obecne w duzych stezeniach
PMV w rejonach objetych stanem zapalnym moduluja che-
motaksje komdrek uktadu odporno$ciowego: monocytéw,
komdrek NK (natural killer), limfocytéw B i T [22]. Ponad-
to PMV wykazujg ekspresje integryny CD41 i P-selekty-
ny (CD62P), ktére biorg udziat w aktywacji granulocytéw
obojetnochtonnych i tworzeniu oddziatywar miedzy nimi
a komdrkami §rédbtonka oraz miedzy samymi neutrofila-
mi, co ma znaczenie w réznego typu reakcjach zapalnych
[26]. Obecne na powierzchni PMV bioaktywne lipidy, w tym
1-fosforan sfingozyny (S1P) i czasteczki kwasu arachido-
nowego (AA) dziataja proangiogennie [27].

Druga duza grupa badati dotyczy egzosoméw, ktére uwal-
niane przez DC moga bezpo$rednio stymulowaé limfocyty
T CD8" dzieki obecnosci czasteczek MHC klasy I[1]. Ponad-
to stwierdzono, iz egzosomy pochodzace z dojrzatych DC
lepiej aktywuja limfocyty T niz egzosomy z niedojrzatych
DC, co moze potwierdza¢ ich role w kostymulacji limfo-
cytéw T [1]. EV indukujac wydzielanie réznych biatek
moga réwniez (w sposdéb posredni) podnosié efektywnosé
odpowiedzi immunologicznej [8]. Wiele badati wskazuje
jednak, ze MV oprécz stymulacji uktadu odporno$ciowe-
g0 moga powodowa¢ takze hamowanie reakcji odporno-
$ciowych. Odnosi sie to zwlaszcza do MV pochodzenia
nowotworowego (TMYV, patrz dalej).

RoLA TMV W CHOROBIE NOWOTWOROWE)

0d czaséw ukazania sie pierwszej publikacji dotyczacej
wydzielania EV przez komdrki czerniaka [41] do chwi-
li obecnej, opublikowano wyniki wielu badari potwier-
dzajacych zdolnos$é komdrek nowotworowych do uwal-
niania TMV, zaréwno w warunkach in vivo jak i in vitro.
Wraz z rozwojem metod badawczych wzrosta mozliwosé
wykrywania TMV w krwi, moczu czy innych ptynach
ustrojowych. W 2009 r. Nilsson i wsp. zidentyfikowali na
powierzchni MV wyizolowanych z moczu od pacjentéw
chorych na raka gruczotu krokowego typowe dla tego
rodzaju nowotworu markery: PSA (prostate specific an-
tigen) i PCA3 (prostate cancer gene 3) [38]. Dalsze ana-
lizy wykazaty, ze TMV moga bezposrednio uczestniczy¢
w wielu etapach rozwoju choroby nowotworowej, miedzy
innymi w procesie angiogenezy, co ma istotne znaczenie
W przerzutowaniu nowotworu.

Mechanizm dziatania TMV mozna okre§li¢ jako para-
krynny, poniewaz przenosza/dostarczaja ,tadunek in-
formacyjny”, rézny w zaleznosci od rodzaju komdérki
nowotworowej, do odleglych komérek. Wykazano takze
wystepowanie dodatniej korelacji miedzy liczbg TMV we
krwi chorych, a stopniem zaawansowania choroby, co
moze dodatkowo potwierdzaé znaczenie TMV w progre-
sji nowotworu [9,64].

Wplyw TMV na uktad immunologiczny

Rozwdj nowotworu jest ztozonym procesem, w ktérym
uktad immunologiczny zaczyna odgrywaé role stosun-
kowo p6zno, w chwili pojawienia sie pierwszych komé-
rek nowotworowych. Jest to etap juz po wystapieniu
i utrwaleniu zmian w materiale genetycznym komérki,
jednak nie na tyle pézno, by nie méc zahamowa¢ lub
spowolni¢ rozwéj choroby. Jedna z podstawowych funk-
cji, ktérg przypisuje sie TMV jest wlasnie supresja od-
powiedzi immunologicznej w reakcji na rozwijajacy sie
nowotwdr [25]. Istnieje kilka teorii wyjasniajacych role
TMV w ucieczce guza spod nadzoru immunologicznego
(ryc.4). W miare zaawansowania choroby nowotworowej
zwieksza sie liczba wydzielanych TMV, przez co komdrki
nowotworowe traca wigkszo$¢ swoich antygendw i prze-
staja by¢ rozpoznawane przez limfocyty Tc i komdrki
NK pacjenta [18]. Wyniki innych badati przedstawiaja
zdolno$¢ TMV pochodzacych z komérek czerniaka i ko-
morek raka jelita grubego do indukowania réznicowania
monocytéw do supresorowych MDSC (myeloid derived
supressor cells) [60]. Stwierdzono réwniez, ze monocyty
po inkubacji z TMV wydzielaty transformujacy czynnik
wzrostu B (TGF-p - transforming growth factor ), ktéry
hamowat proliferacje limfocytéw T [60]. Ponadto wyka-
zano, ze TMV majgce ekspresje czasteczek FasL, TRAIL
lub galektyny 9, w warunkach in vitro s3 w stanie indu-
kowaé apoptoze efektorowych limfocytéw T [5]. TMV
moga réwniez zmniejszaé wydzielanie interleukiny 2
(IL-2), niezbednej do proliferacji limfocytéw T, a takze
moga promowaé powstawanie limfocytéw T regulato-
rowych (Treg) i/lub mieloidalnych komérek supreso-
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rowych, hamujgcych reakcje odpornosciowe [25,54,55].
Dodatkowo niektérzy badacze sugeruja, Ze wzmozone
wydzielanie TMV przez komérki nowotworowe moze
powodowac utrate przez nie kaspazy 3 - enzymu ,,wy-
konawczego” apoptozy, co przypuszczalnie prowadzi
do obnizonej wrazliwo$ci komérek nowotworowych na
indukcje tego rodzaju $mierci komérki [11]. Dane lite-
raturowe wskazujg, ze TMV moga wywiera¢ wieloraki
wplyw na uktad immunologiczny, ale ostateczny wynik
ich dzialania jest wypadkowa wielu czynnikéw, m.in.
rodzaju nowotworu i/lub jego stadium zaawansowania
oraz rodzaju komérek uktadu immunologicznego, do
ktérych docieraja TMV [25,55].

Funkcja TMV w progresji nowotworu

TMV moga nie tylko utatwiaé ucieczke nowotworu spod
nadzoru immunologicznego, ale réwniez promowac jego
rozwdj przez sygnalizacje auto - i/lub parakrynng, mo-
dulujac tym samym mikro$rodowisko guza i utatwia-
jac nabycie przez prawidlowe komdérki agresywnego
fenotypu [2]. Dzieki mozliwo$ci poziomego transferu
czasteczek, w tym mRNA i mikroRNA, TMV moga mo-
dyfikowa¢ fenotyp i genotyp prawidtowych komdérek
docelowych. Wykazano, ze TMV wyizolowane z krwi

pacjentéw z glejakiem wielopostaciowym przenosza on-
kogeny np. EGFRVIII [2,52]. Wyniki badat prowadzonych
na TMV wyizolowanych z ptynéw ustrojowych chorych
na raka piersi i raka ptuc dowiodly, ze wzmacniaja one
ekspresje mRNA dla czynnikéw angiogennych, takich
jak: naczyniowo-srédbtonkowy czynnik wzrostu (VEGF -
vascular endothelial growth factor), IL-8, czynnik wzro-
stu hepatocytéw (HGF - hepatocyte growth factor) oraz
zwiekszaja adhezje komérek raka ptuc do $rédbtonka,
powodujac tym samym zwiekszenie powstawania prze-
rzutéw in vivo [30]. Zdolno$¢ do inwazji komdrek nowo-
tworowych jest w duzej mierze zalezna od ich zdolno-
$ci do degradacji biatek macierzy zewnatrzkomérkowej
(ECM - extracellular matrix), migracji wraz z krwiobie-
giem i/lub limfa, obecnoscia biatek adhezyjnych umozli-
wiajacych ,,zasiedlenie” nowych nisz oraz powstawania
naczyn krwiono$nych odzywiajacych nowo powstajace
ognisko guza. W licznych badaniach zidentyfikowano na
powierzchni TMV pochodzacych z réznych typéw no-
wotwordw obecno$¢ biatek adhezyjnych, proteaz, biatek
macierzy zewnatrzkomdrkowej i stymulatoréw anio-
genezy. Stwierdzono, ze niektére TMV zawierajg kilka
rodzajéw metaloproteinaz: MMP2, MMP9, MT1-MMP
iich nieaktywne postaci - zymogeny oraz urokinazowy
aktywator plazminogenu (uPA), a takze induktor meta-
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loproteinaz macierzy zewnatrzkomérkowej (EMMPRIN -
extracellular matrix metalloprotease inducer) [7,23,28].
MMP sa odpowiedzialne za degradacje kolagenu, nato-
miast uPA utatwia aktywacje zymogenéw MMP w posta-
ci aktywne przez konwersje plazminogenu do aktywnej
plazminy oraz bierze udziat w degradacji fibryny, ktéra
jest sktadowg ECM. TMV moga dodatkowo zawieraé réw-
niez inny czynnik rozktadajacy ECM - katepsyne f, kté-
ra uaktywnia sie przy niskim pH (charakterystycznym
zwlaszcza dla guzéw litych), a spowodowanym wzmo-
zonym procesem glikolizy przeprowadzanym przez ko-
mdérki nowotworowe [29]. TMV wyizolowane z hodowli
mysich i ludzkich komérek nowotworowych wykazywaty
ekspresje czasteczek adhezji miedzykomérkowej typu 1
(ICAM-1 - intercellular adhesion molecule-1) i czaste-
czek adhezji §rédbtonka (VCAM - vascular adhesion mo-
lecule), ktére umozliwiajg adhezje komérek [66]. ICAM-1
i VCAM moga réwniez wspomagac angiogeneze niezbed-
na do rozwoju guza przez stymulacje fibroblastéw zrebu
do wydzielania czynnikéw proangiogennych. Ponadto
niektére TMV wptywaja bezpo$rednio na proces tworze-
nia nowych naczyn krwiono$nych dzieki obecnosci sréd-
blonkowego czynnika wzrostu i jego receptora (VEGF/
VEGFR - vascular andothelial growth factor/receptor)
[7] oraz lipidéw proangiogennych, takich jak S1P [22].
Z przeprowadzonych dotychczas badar wynika zatem,
ze TMV odgrywaja wazng role w progresji nowotwo-
ru, z jednej strony wzmacniajac ,,ztosliwy” fenotyp ko-
moérek nowotworowych przez poziomy transfer czastek
efektorowych, z drugiej za$, majac zdolno$¢ migracji
na znaczne odlegto$ci, moduluja ,,zasiedlane” mikro-
$rodowisko stwarzajac optymalne warunki do rozwoju
nowego ogniska guza.

Wpltyw TMYV na dystrybucje lekéw w organizmie

TMYV, oprécz supresji odpowiedzi uktadu immuno-
logicznego na rozwijajacy sie nowotwdr, prawdopo-
dobnie zwiekszaja takze oporno$é komérek nowotwo-
rowych na stosowane leki. Przyczyna zmniejszone;j
skuteczno$¢ terapii lekowej stwierdzanej u niektérych
pacjentéw jest oporno$¢ wielolekowa (MDR - multi
drug resistance), ktéra charakteryzuje sie zdolnoscia
do usuwania z komérki réznych chemioterapeutykéw
przez specjalistyczne pompy btonowe, np. glikopro-
teine P. Przypuszcza sie, ze TMV mogg przekazywad
glikoproteine P komérkom nowotworowym, ktére jej
wczesniej nie miaty i uniewrazliwia¢ kolejne komérki
nowotworowe na dziatanie lekéw [3,25]. Inng strategia
ttumaczaca role TMV w lekoopornosci komérek nowo-
tworowych moze by¢ eliminacja leku z komérki nowo-
tworowej wraz z uwalnianymi TMV, co zostato opisane
w przypadku eliminacji doksorubicyny z komérek raka
jajnika [47]. Réwniez wyniki badan z uzyciem cisplaty-
ny (CDD - cis-diamminedichloroplatinum) wskazujace
na 2,6-krotnie wieksze stezenie CDDP w TMV uwalnia-
nych zkomdrek raka jajnika opornych na dziatanie leku
w poréwnaniu do TMV pochodzacych z komérek wraz-
liwych na CDDP [46], zdajg sie przemawiaé za stuszno-
$cig tej hipotezy.

Potencjalne mozliwo$ci wykorzystania EV

0d czasu stwierdzenia obecno$ci EV krazacych we krwi,
pojawily sie liczne teorie dotyczace roli EV jako no$ni-
kéw informacji biologicznej. Wykazano, ze EV wystepu-
jace w osoczu krwi mogg pochodzié¢ z réznych elementéw
morfotycznych krwi, takich jak ptytki krwi, erytrocyty
i leukocyty, ale takze z komdrek sasiednich, np. $réd-
blonka naczyn. Mimo ze EV stanowig niewielki odsetek
catkowitego sktadu biatkowego osocza to zawierajag dosé
zréznicowany profil biatkowy, ktéry jest cisle zalezny od
komérki, z ktérej pochodza [53]. Mozna to wykorzystaé
do wczesnej identyfikacji stanu chorobowego, a nawet
do oceny stadium zaawansowania choroby [9,15,53,64].
Dodatkowym atutem przemawiajgcym za wykorzysta-
niem EV w diagnostyce klinicznej jest takze mozliwos¢
ich izolacji z ptynéw ustrojowych. Oprécz krwi, obecnosé
EV potwierdzono miedzy innymi w moczu, ktéry moze
by¢ jednym z najbardziej obiecujacych Zrédet tych bio-
markerdw [34].

Duze nadzieje poktada sie¢ w wykorzystaniu EV w immu-
noterapii réznych schorzeni. Wiaze sie to z wtadciwoscia-
mi EV pochodzacych z komérek uktadu odpornoscio-
wego. Wiadomo, Ze EV sa w stanie unikna( lizy zaleznej
od aktywacji uktadu dopetniacza [17] oraz sg oporne
na RNAazy, co chroni transportowane przez nie mRNA
i microRNA przed degradacja [58]. Liczne badania, w tym
takze badania fazy przedklinicznej, wykazaly zdolno$¢
EV do stymulacji uktadu immunologicznego [16,19,55],
co moze by¢ w przyszto$ci wykorzystane do produkeji
szczepionek. W fazie badari klinicznych znajduja sie pra-
ce nad stworzeniem szczepionki zawierajgcej egzosomy
pochodzace z DC (Dex - dendritic cell derived-exosomes)
majace miedzy innymi zdolno$¢ aktywacji limfocytéw
T CD4" i T CD8" [24,55]. Dex zostaly przetestowane pod
wzgledem bezpieczenistwa i skuteczno$ci w badaniach
klinicznych z udziatem pacjentéw w zaawansowanym
stadium czerniaka i drobnokomérkowego raka ptuc. Wy-
niki préb klinicznych wskazuja, iz Dex moga skutecznie
indukowa¢ swoistg odpowiedz limfocytéw T [24,36,55].
Ponadto trwaja réwniez zaawansowane badania nad wy-
korzystaniem egzosoméw pochodzenia nowotworowego
(Tex - tumour cell derived-exosomes) oraz egzosoméw
z ptynu wysiekowego jamy optucnej lub otrzewnej pa-
cjentéw z chorobg nowotworowa (Aex - ascites derived-
-exosomes) [55]. Wykazano, ze szczepionka zawierajaca
Aex i czynnik stymulujacy tworzenie kolonii makrofa-
géw i granulocytéw (GM-CSF - granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor) moze wywotaé silna odpo-
wied?Z przeciwnowotworowa przez stymulacje limfocy-
téw Tc u pacjentéw w zaawansowanym stadium raka
jelita grubego (CRC - colorectal cancer) co sugeruje, ze
uzycie Aex + GM-CSF moze by¢ skuteczna alternatywa
stosowang w imunoterapii zaawansowanego CRC [20].

Aktywacja limfocytéw T i mozliwo$¢ aktywacji komdrek
zernych uktadu odporno$ciowego moga by¢ wykorzysta-
ne takze do produkgji szczepionek przeciwko niektérym
drobnoustrojom chorobotwérczym, np. Mycobacterium
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Ryc. 5. Rola TMV w transformacji nowotworowej (wg [37] zmodyfikowano)

tuberculosis czy wiciowcédw z rodzaju Leishmania (L. ma-
jor, L. donovani). W takim przypadku przypuszcza sie, ze
MV uwolnione z zakazonych makrofagéw beda aktywo-
waé mechanizmy prowadzace do eliminacji patogenéw
[49,51].

PobsumowaNiE

Ze wzgledu na wtasciwos$ci EV, w tym TMV uwaza sie, ze
moga one odgrywac istotna role w progresji choroby no-
wotworowej (ryc. 5). Prowadzone badania maja na celu
przede wszystkim weryfikacje obecnosci na powierzchni
MV niektérych antygendw, zwtaszcza tych pochodzenia
nowotworowego. Jednym z takich nowatorskich podejsé
moze by¢ wykrywanie w ptynach ustrojowych antyge-
néw nowotworowych przenoszonych przez TMV i ich
potencjalne wykorzystanie w diagnostyce onkologicznej
jako wczesnego markera choroby oraz celowanej terapii
przeciwnowotworowej [33,39,55]. Dotychczasowe bada-
nia dostarczyly licznych argumentéw potwierdzajacych
obecno$é markeréw nowotworowych przenoszonych
przez TMV zaréwno in vivo (TMV izolowane najczesciej

z 0socza pacjentéw), jak i in vitro (TMV pochodzace z me-
dium hodowlanego nowotworowych linii komérkowych).
Zidentyfikowanie markeréw nowotworowych na TMV jest
celem nowych i/lub alternatywnych strategii leczenia
choréb nowotworowych. Jednym z potencjalnych spo-
sobéw wykorzystania wlasciwo$ci TMV moze by¢ sty-
mulacja uktadu odporno$ciowego do zwalczania komérek
nowotworowych przez szczepionki zawierajace neoanty-
geny pochodzace zTMV [55]. U podstaw tej koncepcji leza
badania potwierdzajace mozliwo$¢ wykorzystania TMV
do transportu antygenéw nowotworowych do komdrek
prezentujacych antygen, gtéwnie DC, co inicjuje i/lub
wzmachnia swoistg odpowiedZ przeciwnowotworowg [14].
Zmniejszenie jednak liczby uwalnianych TMV mogtoby
spowolnié wzrost guza oraz, wedtug niektérych badaczy
[18], zwiekszy¢ ,,widoczno$¢” komdrek nowotworowych,
ktére nie tracilyby wraz z TMV markeréw, istotnych dla
uktadu odporno$ciowego. Obiecujace wyniki badari do-
tyczacych whadciwosci MV i/lub TMV przemawiajg za
mozliwoscia ich wykorzystania w terapii przeciwnowo-
tworowej [55], a same EV wydajg sie przyszlo$ciowym
markerem w diagnostyce klinicznej [42].
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