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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Zewnatrzkomdrkowe pecherzyki blonowe (EVs, extracellular vesicles), poczatkowo uwazane
za elementy zniszczonych komérek, okazaly sie niezwykle istotnym sposobem przekazywania
informacji miedzy komérkami, bez ich bezposredniego kontaktu. Ze wzgledu na powszechne
wystepowanie EVs w komérkach organizméw zaréwno jedno-, jak i wielokomérkowych na-
lezacych do réznych grup systematycznych oraz ze wzgledu na petniona role w komunikacji
miedzykomdrkowej staty sie przedmiotem licznych badar i dyskusji. EVs sg uwalniane przez
komérki prokariotyczne, jak i eukariotyczne, zaréwno w warunkach in vivo, jak i in vitro. Chociaz
uzyskiwane frakcje EVs sg zwykle mieszaning réznorodnych struktur pochodzenia btonowego
wprowadzono klasyfikacje pecherzykéw przede wszystkim na podstawie ich wielko$ci i praw-
dopodobnego mechanizmu powstawania. EVs jako nosniki informacji zawieraja réznorodny
materiat komérkowy, a dzieki intensywnym pracom badawczym coraz wiecej wiadomo o ich
funkcji w réznego rodzaju procesach np. nowotworowych. W pracy przedstawiono obecny stan
wiedzy na temat pecherzykéw btonowych biorgcych udzial w szeroko pojetych interakcjach
zywiciel-pasozyt, obejmujacych inwazje i kolonizacje zywiciela, ustalanie réwnowagi miedzy
partnerami czy modulacje odpowiedzi immunologicznej zywiciela w czasie zarazenia. Poru-
szono kwestie potencjalnego wykorzystania pecherzykéw w immunoprofilaktyce oraz dia-
gnostyce choréb inwazyjnych. Najwiecej miejsca po$wiecono inwazjom spowodowanym przez
pierwotniaki, ze szczegdlnym uwzglednieniem parazytoz o najwiekszym znaczeniu medycz-
nym i spotecznym w skali globalnej, co znajduje takze swoje odzwierciedlenie w literaturze
$wiatowej. Zebrano takze do$¢ skape na razie doniesienia na temat udzialu EVs w przebiegu
inwazji wywotywanych przez gatunki pasozytnicze zaliczane do grupy helmintéw.

mikropecherzyki - egzosomy - pasozyty - pierwotniaki - robaki pasozytnicze « zywiciele

Summary

Extracellular vesicles (EVs), initially considered cell debris, were soon proved to be an essen-
tial tool of intercellular communication enabling the exchange of information without direct
contact of the cells. At present EVs are the subject of extensive research due to their universal
presence in single- and multi-cell organisms, regardless of their systematic position, and their
substantial role in cell-to-cell communication. EVs seem to be released by both prokaryotic
and eukaryotic cells under natural (in vivo) and laboratory (in vitro) conditions. Even puri-
fied fractions of isolated EVs comprise various membrane-derived structures. However, EVs
can be classified into general groups based primarily on their size and origin. EVs may carry
various materials, and ongoing research investigations give new insight into their potential
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participation in critical biological processes, e.g. carcinogenesis. This paper presents current
knowledge on the EVs’ involvement in host-parasite interactions including the invasion pro-
cess, the maintenance of the parasite infection and modulation of the host immune response
to parasite antigenic stimulation, as well as perspectives of the potential use of EVs as im-
munoprophylactic and diagnostic tools for controlling parasite infections. The most numer-
ous literature data concern protozoan parasites, especially those of the greatest medical and
social importance worldwide. However, available information about the EVs’ contribution to
helminth invasion has also been included.
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alpha1), EVs — zewnatrzkomérkowe pecherzyki blonowe (extracellular vesicles), MAPK - kinaza
biatkowa aktywowana mitogenem (mitogen-activated protein kinase), MVs — mikropecherzyki
btonowe (microvesicles), miRNA - mikroRNA (microRNA), MVB - ciato wielopecherzykowe (mul-
tivesicular body), PAMPs - wzorce molekularne zwigzane z patogenami (pathogen-associated
molecular patterns),PfPTP2 - biatko Plasmodium falciparum odpowiedzialne za transport (Pla-
smodium falciparum trafficking protein), sSiRNA — maty interferujgcy RNA (small interfering RNA),
tsRNA - maty RNA pochodzacy z tRNA (tRNA-derived small RNA), VSG — zmienna powierzchniowa
glikoproteina u Trypanosoma (variable surface glycoprotein).

Wsrep

Zewngtrzkomdrkowe pecherzyki btonowe (EVs, extra-
cellular vesicles) stanowia podstawe komunikacji miedzy
komérkami, zaréwno w systemach jedno-, jak i wieloko-
mdérkowych. Ze wzgledu na uniwersalno$¢ i ogromne zna-
czenie biologiczne sa przedmiotem duzego zainteresowa-
nia oraz intensywnych badan, czego wyrazem moze by¢
powstanie nowego czasopisma Journal of Extracellular Ve-
sicles. EVs, traktowane poczatkowo tylko jako szczatki ko-
morek (cellular debris), okazaly sie zasadniczym elemen-
tem horyzontalnego przekazywania informacji miedzy
réznymi komérkami, bez ich bezposredniego kontaktu.

Akronim EVs oznacza heterogenna populacje pecherzy-
kéw, w wiekszosci kulistych, uwalnianych z komérek pro-
kariotycznych i eukariotycznych, w warunkach in vivo i in
vitro. Podstawa klasyfikacji EVs moze by¢ ich wielkos¢,
gesto$é, metoda izolacji czy obecno$é typowych marke-
réw, jednak nawet oczyszczone frakcje EVs sa mieszaning
réznorodnych pecherzykowatych struktur pochodzenia
blonowego. Biorac pod uwage wielko$¢ i przypuszczalne
szlaki biogenezy wyrézniono trzy klasy EVs:

« ciatka apoptotyczne (800-5000 nm, uwalniane podczas
programowanej $mierci komérek),

« mikropecherzyki zwane tez ektosomami (50-1000 nm,
formowane przez paczkowanie btony, zalezne od Ca?) i

* egzosomy (40-100 nm, najprawdopodobniej pochodze-
nia endocytarnego).

Pecherzyki niosa réznorodny materiat komérkowy, kté-
ry krazy w makroorganizmie w bardzo stabilnej posta-
ci subkomérkowe;j. Elementami budulcowymi sg pepty-
dy, biatka, miRNA, mRNA, DNA i lipidy. Ich kompozycja
jest bardzo zréznicowana, zalezna od rodzaju komérki,
co wykazano m.in. na podstawie profili RNA [12]. Budo-
we, mechanizm powstawania, wielorakie funkcje EVs,
a zwlaszcza ich role w chorobach nowotworowych, omé-
wiono juz wcze$niej w 2014 r. [54].

Szczegblnie interesujacy aspekt funkcji EVs dotyczy ich
udziatu w budowaniu ztozonych relacji pasozyt-zywiciel
i tym wlasnie zagadnieniom, w odniesieniu do wybranych
pasozytniczych pierwotniakéw i robakéw (helmintéw),
pos$wiecono niniejszy artykut. Typowymi cechami inwazji
pasozytniczych jest ich przewlekly charakter, co wska-
zuje, ze uklad odporno$ciowy zywicieli nie jest w stanie
wyeliminowaé pasozytéw, ktére stosujg rézne i bardzo
wyrafinowane metody modyfikowania aktywno$ci obron-
nej zywicieli, klasyfikowane jako unik odpornosciowy,
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wyzysk molekularny i molekularne piractwo [13].W wy-
niku wieloletniej koewolucji pasozytéw i ich zywicieli
wytworzyly sie skomplikowane wzajemne relacje, aw ich
uksztattowaniu pierwszorzedna role odgrywaja wtasnie
EVs, poniewaz sg no$nikiem m.in. czynnikdéw zjadliwosci
i immunomodulatoréw [2,49]. Ma to szczegdlne znaczenie
w przypadku wewnatrzkomdrkowych patogendw, kté-
rych bezpo$redni kontakt z uktadem odpornosciowym
jest ograniczony.

PierwoTNIAKI

Plasmodium (typ Apicomplexa), zarodziec malarii, ataku-
je cztowieka i liczne gatunki zwierzat. Malaria pozostaje
od lat najgroZniejsza chorobg pasozytnicza ludzi. Dane
CDC (http://www.cdc.gov/malaria/about/facts.html)
w Atlancie wskazuja, ze tylko w 2013 r. zanotowano na
$wiecie 627 000 przypadkéw $miertelnych, a ponad 3 mld
o0sdb zyje na terenach endemicznych tej parazytozy. Obja-
wy ciezkich postaci malarii u ludzi, w tym malarii mézgo-
wej, wigza sie bezposrednio z silng indukcja odpowiedzi
prozapalnej i zwiekszonym uwalnianiem mikropeche-
rzykéw przez komérki krwi zarazonych oséb. Zaobser-
wowano, ze u 0séb zarazonych P. vivax na terenie brazy-
lijskiej Amazonii poziom tych struktur w osoczu podczas
ostrej fazy choroby byt znaczaco wyzszy niz w wiekowo
zgodnej grupie os6b zdrowych. Ponadto stwierdzono wy-
razna liniowa korelacje miedzy intensywnoscig uwalnia-
nia mikropecherzykéw przez ptytki krwi a falg goraczki
i dlugo$cia fazy objawowej. Spadek poziomu krazgcych
MVs okazat sie takze czulym biomarkerem skutecznosci
prowadzonej chemioterapii [8]. Mikropecherzyki, gtéw-
nie pochodzenia erytrocytarnego, wyizolowane od za-
razonych myszy powodowaly in vitro silna stymulacje
makrofagéw, wyrazong wzrostem ekspresji czasteczek
CD40 i wytwarzaniem TNF [10]. Aktywacja makrofagéw
nie angazowala jednak ani receptora TL4, ani czasteczki
adaptorowej MyD88. Nie jest tez znany mechanizm uwal-
niania pecherzykdéw, poniewaz dojrzate erytrocyty nie
majg zadnych wewnetrznych blon i maszynerii uczestni-
czacej w procesach egzo- i endocytozy. Sugeruje sie udziat
w wydzielaniu mikropecherzykdw struktur cytoplazma-
tycznych wewnatrz erytrocytéw zwanych szczelinami
Maurera, ktére oddzielaja sie od btony wakuoli pasozyt-
niczej [47]. Badania ilo$ciowe wykazaly, Ze erytrocyty za-
razone Plasmodium wytwarzajg 10-krotnie wiecej EVs niz
niezarazone, a maksimum uwalniania przypada na krétko
przed opuszczeniem erytrocytéw przez pasozyty [32].
W tym samym czasie znikaja tez szczeliny Maurera [24].

EVs uwalniane przez erytrocyty zarazone P. falciparum
(zwane tez egzosomopodobnymi) sa narzedziem komuni-
kowania sie pasozytéw, umozliwiajac im synchronizacje
i zamkniecie ztozonego cyklu rozwojowego, obejmujace-
go faze bezplciowa i plciowa, ktérym towarzysza zmiany
form rozwojowych. Punktem wyjécia do sformutowania
tego wniosku byta obserwacja, ze zarazone Plasmodium
erytrocyty pochtaniaja EVs i kieruja je do cytosolu pa-
sozytéw [32]. Pecherzyki egzosomopodobne, powstajace
w odpowiedzi na niekorzystne warunki mikro§rodowi-

ska u zywiciela (np. stres wywotany przez leki), promuja
przeksztatcenie komérek stadium krwinkowego pasozyta
do postaci plciowych (gametocytéw meskich i zeriskich),
ktére sa pobierane przez komary. Analiza proteomu EVs
wykazata, ze zawieraja sktadniki pochodzace z komdrek
pasozyta (np. biatka biorgce udziat w inwazji do erytrocy-
téw zywiciela) [32,41]. Zidentyfikowano biatko efektorowe
PfPTP2, ktére odpowiada za komunikacje, a konkretnie za
transport innego waznego biatka pasozyta, biatka zjadli-
wosci PEEMP1 [41].

Duzym problemem w eradykacji malarii jest szybko na-
rastajaca lekooporno$¢ pasozyta. Nawet w przypadku
skojarzonej chemioterapii, z wlaczeniem artemizyniny
jako pierwszorzedowego leku, obserwowano lekooporne
epizody, stad stale trwaja prace nad opracowaniem no-
wych lekéw [16]. Proces uwalniania EVs moze stuzy¢ do
prowadzenia badat podstawowych z zakresu mechani-
zmu i skuteczno$ci dziatania lekéw antymalarycznych.
Wykazano na przyktad, ze pochodne indolu, indukujace
powstawanie dtugo utrzymujacych sie rodnikéw tleno-
wych, wzmagaty zalezne od dawki leku wytwarzanie EVs,
a wrazliwa postacia docelowa pasozyta okazaly sie jego
postaci pier§cieniowate [39]. Reaktywne formy tlenu de-
stabilizuja blone zewnetrzng erytrocytéw, obnizajg opor-
no$¢ mechaniczng erytrocytéw, przez co staja sie mniej
przyjaznym srodowiskiem do dojrzewania pasozytéw.

Zarodzce gatunku P. vivax i P. yoelli zarazaja preferencyjnie
lub nawet wytacznie mtode postaci erytrocytéw, retykulo-
cyty. Egzosomy uwolnione z retykulocytéw myszy BALB/c
zarazonych P. yoelli okazaly sie bardzo skutecznym mate-
riatem szczepionkowym. Podane z adiuwantem CpG (nie-
metylowane motywy cytozyna-guanina) wzbudzaly silna
odpowiedz odpornosciowa z udziatem limfocytéw Thi,
czego wyrazem byto wysokie stezenie swoistych prze-
ciwcial podklas IgG2a i IgG2b. Wytworzona odporno$é
poszczepienna chronita az 83% myszy przed $miertelng
dawka pasozyta [36].

Leishmania. Pasozyty rodzaju Leishmania (typ Kinetoplasti-
da) sg czynnikami etiologicznymi leiszmaniozy skérnej (np.
L. major), trzewnej (np. L. donovani) i skérno-§luzéwkowe;j
(L. brasiliensis). Sa to choroby endemiczne wystepujace
w strefie klimatu sub- i tropikalnego oraz na terenie po-
tudniowej Europy, zagrazajace okoto 350 mln zamieszku-
jacych tam ludzi. Liczba nowo rozpoznanych przypadkéw
wynosi prawie 2 mln rocznie, a istotnym rezerwuarem
tych pasozytéw na terenach miejskich sg psy [18,29].
Leiszmanioza jest przenoszona na cztowieka z udzia-
tem muchéwek z rodzaju Phlebotomus i Lutzomyia. To one
wprowadzaja do skéry promastigoty, ktére po sfagocyto-
waniu przez makrofagi przeksztatcaja sie w nieruchliwe
amastigoty, umiejscowione w fagolizosomach. Silverman
i wsp. [42] wykazali, ze uwalnianie egzosoméw u hodo-
wanych postaci promastigota Leishmania donovani to ich
gtéwny mechanizm sekrecyjny. Egzosomopodobne struk-
tury sa uwalnianie z bfony plazmatycznej i z kieszonki
wici (w tym drugim przypadku za po$rednictwem ciata
wielopecherzykowego). Analiza proteomu EVs wykazata
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obecnosé az 329 biatek, co stanowi ponad 52% sekretomu
tego pasozyta[43]. Obecno$¢ EVs wykryto takze wewnatrz
makrofagéw zarazonych Leishmania. Wykazano, ze nie-
zarazone makrofagi pobierajg egzosomy ze $rodowiska
zewnetrznego, co selektywnie wzbudza wydzielanie IL-
8. Obserwacje wskazujg, ze egzosomy sg narzedziem ko-
munikacji miedzy makrofagami zywiciela i pasozytami.
Wydzielona IL-8 przycigga neutrofile, ktére sg posrednimi
komérkami zywicielskimi. Apoptotyczne neutrofile moga
by¢ wykorzystywane do przenoszenia postaci promasti-
gota do wnetrza docelowych komérek zywicielskich (ma-
krofagéw), za po$rednictwem tzw. ,,cichej fagocytozy”, tj.
bez aktywacji tych komérek [51]. Podobnie jak w przypad-
ku innych wewnatrzkomérkowych patogendw, przezycie
i namnazanie Leishmania w tak skrajnych warunkach jak
wnetrze makrofagéw wymaga z pewnos$cig modyfikacji
przekazywania sygnatéw w komérkach zywicielskich. Za-
obserwowano, ze zewnatrzkomérkowe promastigoty Le-
ishmania ,,wysytaja” mikropecherzyki zawierajace m.in.
gléwny czynnik wirulencji Leishmania, tj. metaloproteaze
gp63 (leiszmanolizyne) oraz EF1-a (elongation factor-1 al-
pha), ktére przygotowuja makrofagina ,,przyjecie” paso-
zyta (,functional priming”). Czynniki aktywujg fosfatazy
makrofagowe, a te powoduja defosforylacje sktadowych
szlaku sygnalowego IFN-y/Jak-STAT1. W wyniku zablo-
kowania transdukcji sygnatu, makrofagi traca zdolno$é
wytwarzania pasozytobdjczych czasteczek efektorowych
(NO, TNF-« i reaktywnych form tlenu), stajac sie potem
przyjaznym mikro$rodowiskiem dla pasozyta [46]. Mu-
tanty gp63-defektywne wytwarzaty EVs o odmiennym
sktadzie biatkowym i stabszym dziataniu przeciwzapal-
nym, w poréwnaniu ze szczepem dzikim pasozyta, co su-
geruje udziat metaloproteazy gp63 w sortowaniu biatek
egzosomalnych. Wykazano, ze podczas infekcji zmianie
ulega ekspresja genéw metabolizmu lipidéw spowodo-
wana bezpos$rednio lub posrednio przez miRNA. Meta-
loproteaza gp63, zawarta w egzosomach wydzielanych
przez leiszmanie, reaguje z enzymem Dicer1, powodujac
obnizenie stezenia miRNA-122 w hepatocytach oraz cho-
lesterolu w osoczu krwi, co koreluje z nasileniem namna-
zania pasozyta [23]. Opisane badania wskazuja, ze w wy-
niku koewolucji Leishmania wypracowata zréznicowane
i wyrafinowane strategie obronne, ktére pozwalaja jej
unikad eradykacji z organizmu zywiciela [30]. Egzosomy
Leishmania podane myszom C57Bl/6 wykazaly dziatanie
propasozytnicze, wzmagajgc wytwarzanie IL-10 w $le-
dzionie i nasilajac infekcje [44]. Jest interesujacym to, ze
szczep typu knockout w zakresie Hsp100 wytwarzat egzo-
somy o przeciwstawnej aktywno$ci, stymulowaty bowiem
réznicowanie sie limfocytéw CD4+ i wytwarzanie IFN-y
w $ledzionie, co wzbudzito nadzieje, ze wprowadzenie ich
z efektywnym adiuwantem typu Th1 moze doprowadzi¢
do wytworzenia odpornosci ochronnej. Pierwsze préby
zuzyciem nowego lipidowego adiuwantu CAF01 przynio-
sty obiecujace wyniki i by¢é moze zapoczatkuja opracowa-
nie skutecznej szczepionki przeciw leiszmaniozie [30].

Rézne egzogenne bodZce, w tym czynniki infekcyjne, np.
wirusy, wewngtrzkomérkowe bakterie i pierwotniaki, sty-
muluja takze wydzielanie egzosoméw z komérek makro-

organizmu, ktéry zasiedlajg. Analiza poréwnawcza prote-
omu egzosomdw uwalnianych przez makrofagi linii J774,
niestymulowane i stymulowane (LPS albo promastigotami
L. mexicana), wykazata, ze jest on zalezny od stymulato-
ra, chociaz ponad potowa sktadu (gléwnie biatka btony
zewnetrznej, opiekuticze i metabolizmu) byta identycz-
na. Metaloproteaze gp63 znaleziono jednak wylgcznie
w egzosomach makrofagéw stymulowanych L. mexica-
na. Egzosomy te indukowaty wytwarzanie czgsteczek sy-
gnalizacyjnych i czynnikéw transkrypcyjnych w niesty-
mulowanych makrofagach [27]. Zaobserwowano takze
bardzo silny wzrost ekspresji receptora adenozynowego.
Przypuszcza sie, ze jest wykorzystywany przez Leishma-
nia w ttumieniu reakcji zapalnej, utatwiajac pasozytowi
zasiedlenie sasiednich makrofagéw.

Trypanosoma (typ Kinetoplastida) to grupa pasozytniczych
pierwotniakéw dwuzywicielskich (kregowiec i owady
dwuskrzydte, kleszcze oraz pijawki) o duzym znaczeniu
medycznym, weterynaryjnym i ekonomicznym, zwlasz-
czaw krajach klimatu goracego [11,19]. To pasozyty krwi,
ktére wytworzyly wiele skomplikowanych metod unika-
nia reakcji uktadu odpornosciowego swoich zywicieli,
m.in. przez hiperzmienno$¢ glikoproteiny powierzch-
niowej VSG (Variable Surface Glycoprotein, ponad 2000
wariantéw antygenowych). Badanie sekretomu T. bru-
cei (czynnika etiologicznego $piaczki afrykariskiej, ende-
micznej w Afryce Subsaharyjskiej) wykazato obecno$¢ az
444 biatek, z ktérych bardzo znaczna cze$¢ nie zawierata
peptydu sygnatowego. Biatka byty wydzielane z komé-
rek Trypanosoma za po$rednictwem egzocytozy, w mikro-
pecherzykach o $rednicy 50-100 nm uwalnianych z bto-
ny zewnetrznej $widrowca [22]. Wykazano ponadto, ze
zaréwno nieinwazyjne epimastatigoty, jak i inwazyjne
metacykliczne trypomastigoty uwalniaja biatka sekre-
cyjne przynajmniej na dwa sposoby: pgczkowania btony
zewnetrznej (wieksze EVs zwane mikropecherzykami)
i egzocytozy zawartosci ciala wielopecherzykowego w kie-
szonce wici (mniejsze EVs, czyli egzosomy) [3]. Mikrope-
cherzyki uwalniane przez metacykliczne trypomastigoty
moga dostarczaé swoja zawarto$¢ do komdrek zywiciel-
skich endocytozy, a te zainfekowane komérki - réwniez
wydzielajg EVs.

U jednokomérkowych organizmdéw np. Trypanosoma,
kanoniczny model regulacji potranskrypcyjnej genéw
(interferencja RNA z uzyciem siRNA) nie wystepuje lub
jest obecny w uproszczonej formie. Jest zastgpiony przez
homogenne populacje matych czasteczek RNA, pocho-
dzacych z tRNAi rRNA, ktére sg wydzielane na zewnatrz
komérek w egzosomach. Egzosomy wytwarzane przez po-
staci epimastigotyczne pasozyta, zawierajg tsSRNA i sg na-
rzedziem komunikowania sie pasozytéw (indukcja prze-
miany w inwazyjne formy metacykliczne), jak réwniez
komérke pasozyta i komérke zywiciela (potwierdzenie ich
wrazliwo$ci na infekcje) [20]. Kardiomiopatie to typowy
objaw przewleklej trypanosomozy amerykanskiej. Iniek-
cja EVs przed do$wiadczalnym zarazeniem myszy T. cruzi
nasilata parazytemie, zmiany patologiczne w sercu i reak-
cje zapalng, ktdrej towarzyszyt wzrost biosyntezy IL-4 i IL-
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10 oraz przyspieszona i zwiekszona $miertelno$é zwierzat
[50]. Jezeli kardiomiocyty czy fibroblasty zaadsorbuja EV's
staja sie tarcza dla krazacych swoistych przeciwciat anty-
pasozytniczych. Trypomastigoty T. cruzi stymuluja takze
wydzielanie EVs z monocytéw i limfocytéw, optaszczaja
sie nimi, a zawarty wewnatrz pecherzykéw TGF-f inakty-
wuje konwertaze C3 komplementu, chronigc w ten sposéb
pasozyty przed naturalnymi mechanizmami odpornos$ci
wrodzonej (unik odpornosciowy), a ostatecznie przed lizg
[9,33]. Wszystkie te obserwacje wyraZnie wskazuja, ze EVs
uczestnicza w modulowaniu reakcji odpornosciowych zy-
wiciela i patogenezie trypanosomozy.

Toxoplasma gondii (typ Apicomplexa) jest powszechnym
pasozytem zwierzat endotermicznych i cztowieka. Eks-
tensywno$¢ zarazenia w populacji ludzkiej ocenia sie
na prawie 2 miliardy. Inwazja pasozyta ma przewaznie
charakter asymptomatyczny, a burzliwy i zagrazajacy
zyciu przebieg obserwuje sie u osobnikéw z ostabiona
odpornoscia (ptody, chorzy na AIDS, biorcy przeszcze-
péw traktowani immunosupresorami itp.). Dozywotnie
nosicielstwo pasozyta (przewlekla, subkliniczna tokso-
plazmoza), okupujacego preferencyjnie komdrki uktadu
nerwowego, wigze sie jednak ze zmianami behawioral-
nymi zywicieli, co wykazano w licznych badaniach prze-
prowadzonych u gryzoni [17,21]. Mechanizm patologicz-
nego oddziatywania toksoplazmy na komdérki zarazonego
osobnika jest niewyjasniony, ale mozna przypuszczaé, ze
biora w nim udzial egzosomy samego pasozyta lub wy-
twarzane przez komérki zywicielskie. Warto podkreslié,
ze pionierskie badania nad mozliwos$ciag wykorzystania
egzosoméw w profilaktyce choréb pasozytniczych wy-
konano na modelu Toxoplasma gondii. Poniewaz komérki
dendrytyczne sg profesjonalnymi i bardzo efektywnymi
prezenterami antygenu [14] stymulowano linie komérek
dendrytycznych mysich DC2.4 (H-2b) rozpuszczalnymi
antygenami T. gondii i w podtozu pohodowlanym metoda
elektronomikroskopii wykazano obecno$é struktur ty-
powych dla egzosoméw (,,cup-shaped”) [1]. Po iniekcji
dozylnej myszom C57Bl/6 (H-2b), egzosomy kierowaty
sie preferencyjnie do §ledziony (,homing”) i wzbudzaty
silng uogélniona odpowiedz immunologiczng komdrko-
wa z udziatem swoistych limfocytéw Th1, ktéra chronita
myszy przed rozwojem zaréwno ostrej, jak i przewle-
ktej toksoplazmozy. Obserwowano przedtuzenie czasu
przezycia myszy o 67%, w poréwnaniu do 20% u myszy
kontrolnych szczepionych komérkami DC2.4 ,,niepulso-
wanymi” antygenem. Zanotowano takze spadek liczby
wytwarzanych cyst tkankowych pasozyta w mézgowiu
0 75%. Wskazuje to, ze egzosomy sg bardzo skutecznym,
bezkomérkowym materiatem szczepionkowym, tacza-
cym funkcje antygenu i adiuwantu. Mechanizm stymu-
lacji limfocytéw T jest jednak niejasny. Egzosomy moga
bezpo$rednio prezentowaé antygeny swoistym limfocy-
tom T, ale nie mozna wykluczy¢, Ze moga by¢ najpierw
pobierane przez APC, w ktérych bodziec: peptyd anty-
genowy-prezentujaca czasteczka MHC ulega wzmocnie-
niu [48]. Dalsze badania na modelu mysiej do§wiadczal-
nej toksoplazmozy wykazaty, ze egzosomy uwalniane
przez komérki dendrytyczne indukuja ochrone nie tyl-

ko w uktadzie syngenicznym, ale i allogenicznym [5].
W drugim przypadku, egzosomy sa prawdopodobnie naj-
pierw pobierane przez APC (po$rednia droga prezen-
tacji antygenu). Stopiefi uzyskanej ochrony korelowat
z wytworzeniem duzego stezenia przeciwcial surowi-
czych IgG oraz wydzielniczych IgA w §luzie przewodu
pokarmowego. Splenocyty stymulowane antygenami
odpowiadaty intensywng proliferacja i wytwarzaniem
IFN-y, a wiec gtéwnej ochronnej cytokiny w inwazji T.
gondii. Uwzgledniajac szczegdlnie tragiczne skutki infek-
cji wewnatrzmacicznej T. gondii, sprébowano takze za-
stosowaé egzosomy wydzielone z komérek dendrytycz-
nych do profilaktyki toksoplazmozy wrodzonej [4]. Na
mysim modelu do§wiadczalnym wykazano, ze zwierzeta
szczepione egzosomami byty bardziej ptodne niz szcze-
pione rozpuszczalnym antygenem pasozyta. Podobnie
korzystnie ksztaltowaly sie inne parametry, takie jak
masa ciala i przezywalno$¢ potomstwa. Zanotowano tak-
ze, ze wskutek szczepienia matek liczba cyst u noworod-
kéw obnizyta sie 0 65% w stosunku do grupy kontrolnej,
nieszczepionej. Powyzsze dane wskazuja, ze egzosomy
uwolnione ze stymulowanych antygenem komérek den-
drytycznych, wolne od DNA, moga by¢ rozwazane jako
szczepionka przeciw wrodzonej toksoplazmozie.

W zwigzku z neurotropizmem i neuropatogennos$cig T.
gondii interesujace sg wyniki wstepnych badati Pope i Lis-
sera [40]. Zarazili oni in vitro komérki nabtonkowe linii
HFF szczepem Prugniaud T. gondii i po 24-72 godz. w ply-
nie pohodowlanym stwierdzili obecno$¢ pecherzykéw
o wielkosci typowej dla egzosomdéw (< 100 nm). Uzywa-
jac do kontroli hodowli komérek HFF niezarazonych, ale
stymulowanych do uwalniania egzosoméw przez umiesz-
czenie w pozywce bezsurowiczej, poréwnali profil mRNA
i miRNA w wytwarzanych EVs. Infekcja powodowata bar-
dzo znaczacy (od kilku do kilkudziesieciu razy) wzrost
stezenia mRNA dla czterech czynnikéw o aktywno$ci
neurologicznej: Rab-13, EEF1A1 (eukaryotic translation
elongation factor alphal), tymozyny f4 i homologa biatka
LLP, a wéréd miRNA zanotowano wzrost miR-23p, ktéry
reguluje aktywno$¢ IL-17. Intrygujacym pozostaje zwia-
zek miedzy powyzszymi zmianami molekularnymi a zmia-
nami behawioru zwierzat zarazonych T. gondii. Egzosomy
pasozytniczych pierwotniakéw, ,.eksportujace” ich biatka
na zewnatrz, moga spowodowac tolerancje pasozyta przez
tlumienie odpornosci zywiciela lub przeciwnie, wzbudzaé
patologiczne reakcje zapalne [43,45].

Hewminty

Helminty to heterogenna grupa pasozytéw, do ktérej
zaliczane sa przywry, tasiemce, obletice oraz pijawki
i kolcogtowy. Czesto$¢ zarazeni pasozytami z tej grupy
wsrdd ludzi jest bardzo duza, szacuje sie bowiem, iz co
czwarty mieszkaniec globu jest nosicielem co najmniej
jednego gatunku helminta. Do najcze$ciej notowanych
parazytoz powodowanych przez robaki zalicza sie glist-
nice (askarioze), schistosomoze (bilharcjoze), trichu-
rioze oraz filariozy. Dane epidemiologiczne wskazuja,
ze zarazenie tylko glista ludzka (Ascaris lumbricoides)
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dotyczy okoto 1,2-1,5 miliarda ludzi, zyjacych gtéwnie
w rozwijajgcych sie krajach tropikalnych i subtropikal-
nych o niskich standardach higienicznych. Ponadto,
inwazja A. lumbricoides powoduje okoto 60000 zgonéw
rocznie, przede wszystkim wsrdd dzieci, czesto wskutek
towarzyszacych tej parazytozie powaznych komplikacji
obejmujgcych najczesciej uktad oddechowy lub pokar-
mowy [15,26,31].

0 EVs pasozytniczych robakéw wiadomo stosunkowo
niewiele; pierwsze wzmianki pojawily sie wprawdzie
juz w latach 80. XX w. i dotyczyty np. Taenia solium [53],
a potem Hymenolepis di minuta [38] i Echinococcus multi-
locularis [28], ale dopiero w 2012 r. wykazano, ze przy-
wry (Trematoda) dwéch gatunkéw: Echinostoma caproni
i Faciola hepatica uwalniajg egzosomopodobne struktury,
ktére moga odgrywaé zasadniczg role w komunikacji
pasozyt-zywiciel, bo sa pobierane przez zywe komérki
nabtonka jelitowego zywiciela [35]. Biatka pecherzykéw
sa gatunkowo swoiste, ale zawieraja domieszke biatek
zywiciela. Mechanizm wydzielania EVs moze ttumaczy¢
wystepowanie w preparatach ESP (excreted/secreted
proteins) uzyskanych z helmintéw, biatek nietypowych,
pozbawionych sekwencji sygnatowych, np. enolaza
u przywry Echinostoma caproni [34] czy biatko serpino-
podobne u glisty $wiiskiej Ascaris suum [52]. Obecno$é
egzosomopodobnych pecherzykéw stwierdzono takze
u motyliczki watrobowej Dicrocoelium dendriticum [6].
Wykazano wéwczas po raz pierwszy, ze EVs tego pa-
sozyta zawierajg oprdcz licznych biatek takze miRNA.
Enkapsulacja do biatkowych pecherzykéw otoczonych
lipidowa btona chroni czasteczki miRNA przed dziata-
niem nukleaz w ptynach ustrojowych i warunkuje ich
skuteczne oddzialywanie na organizm zywiciela przez
potranskrypcyjna regulacje aktywnosci jego genéw, jak
sugeruja m.in. Hansen i wsp. [25] w odniesieniu do inwa-
zji pasozytniczym nicieniem Trichuris suis u $wiri. Buck
i wsp. [7], na modelu jelitowego nicienia Heligmosomo-
ides polygyrus zaobserwowali, Ze egzosomy tego paso-
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zyta zawierajg, oprdcz miRNA, pelnej dtugosci Y RNA
oraz biatko Argonaute, wchodzace w sktad kompleksu
RISC (RNA-induced silencing complex - kompleks wy-
ciszajacy indukowany przez RNA), ktéry bierze udziat
w wyciszaniu lub wylaczaniu ekspresji genéw. Wpro-
wadzenie donosowe takich egzosomdéw myszom hamo-
wato wrodzone reakcje odpornos$ciowe typu 2 na anty-
geny plesni Alternaria i naplyw eozynofiléw. Znacznie
obnizong ekspresje zauwazono w przypadku mysiego
genu Duspl, gtéwnego regulatora szlaku sygnatowego
z udzialem MAPK (mitogen-associated protein kinase)
oraz genu IL-33R, kodujacego podjednostke receptora
IL-33, gtéwnej cytokiny promujacej rozwéj swoistych
limfocytéw Th2 i odpornoéci ochronnej w inwazjach
wielokomérkowymi pasozytami.

Przyszte badania powinny odpowiedzieé, czy EVs moga
by¢ strukturami tarczowymi przy opracowywaniu no-
wych strategii diagnostyki, profilaktyki i terapii parazytoz
spowodowanych przez helminty.

PopsumowaNie

Zewnatrzkomérkowe pecherzyki blonowe sg zréznicowang
grupg struktur wydzielanych przez komdérki prokariotéw
i eukariotéw. Ich uwalnianie z komérek jest uniwersalnym
mechanizmem komunikacji miedzykomérkowej, waznym
zaréwno w procesach fizjologicznych, jak i patogenezie
choréb o réznej etiologii, w tym w chorobach pasozytni-
czych. Szczegélnie interesujgcym aspektem funkcji EVs jest
ich rola w modulowaniu reakcji odporno$ciowych makro-
organizmu na inwazje pasozytéw [37]. Intensywne badania
mechanizmu ztozonych relacji pasozyt-zywiciel, w ktérych
pierwszorzedna role petnia EVs, doprowadzily nie tylko do
poznania podstaw patogenezy choréb pasozytniczych, ale
takze do identyfikacji czgsteczek pasozytéw (tj. powierzch-
niowych i wydzielniczo-wydalniczych biatek), ktére moga
by¢ wykorzystane jako molekularne tarcze w diagnostyce,
profilaktyce i terapii chordb pasozytniczych.
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