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Extracellular Vesicles and their Clinical Potential
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Zunajcelicni vezikli so heterogena populacija membranskih veziklov s pomembno vlo-
go v medceli¢ni komunikaciji, ki so iz celic v zunajceli¢ni prostor spros¢eni tako in vivo
kot tudi in vitro. Izolirali so jih iz raznolikih bioloSkih vzorcev, kot so kri, bronhoalveo-
larni izpirek, sinovialna teko€ina, urin, plodovnica, sperma, mleko, slina; ter iz kultur veci-
ne tipov sesal¢jih celic. Glede na velikost in mesto nastanka v celici, zunajceli¢ne vezikle
lo€¢imo na eksosome (30-100nm), mikrovezikle (100-1.000nm) in apoptotska telesca
(1.000-5.000 nm). Njihova proteinska, nukleinska (miRNA) in lipidna sestava odseva sesta-
vo celice izvora in je odvisna od trenutnega stanja celice. Posledi¢no so zunajceli¢ni vezi-
kli postali pomemben vir novih biooznacevalcev za raznolika telesna stanja s pomembno
diagnosti¢no in prognosti¢no vrednostjo, Se posebno za bolezni osrednjega Ziv€evja. Razi-
skave potekajo tudi v smeri ciljanja zunajceli¢nih veziklov v diagnosti¢ne in terapevtske
namene, pri Cemer pa se znanstveniki srecujejo s Stevilnimi preprekami. Ravno zaradi
velikega klini¢nega potenciala se je zanimanje za karakterizacijo, nastanek in vlogo zunaj-
celi¢nih veziklov v zadnjih letih mo¢no povecalo, pri cemer je priSlo tudi do pomemb-
nega napredka pri razvoju metod za njihovo izolacijo in analizo. V tem preglednem ¢lanku
bomo opisali vrste zunajceli¢nih veziklov, metode za njihovo izolacijo in analizo ter nji-
hovo biolo8ko vlogo in klini¢ni potencial.
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Extracellular vesicles are a heterogeneous population of membrane vesicles, released from
cells both in vivo and in vitro, with an important role in intercellular communication. They
have been isolated from a variety of biological samples such as blood, bronchoalveolar
lavage, synovial fluid, urine, amniotic fluid, semen, milk, saliva; and from cell cultures
of most mammalian cells. Based on their size and the site of formation in the cell, they
are classified as exosomes (30-100 nm), microvesicles (100-1,000 nm) and apoptotic bod-
ies (1,000-5,000 nm). Their protein, nucleic acid (miRNA) and lipid composition reflects
the composition of the parental cell and depends on the current state of the cell. Consequently;
the extracellular vesicles are an important source of novel biomarkers for diverse physiological

" Asist. dr. Jana Ferdin, univ. dipl. mikr., Institut za biokemijo, Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani, Vrazov trg 2,
1000 Ljubljana

2Doc. dr. Metka Lenassi, univ. dipl. mikr., In3titut za biokemijo, Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani, Vrazov trg 2,
1000 Ljubljana; metka.lenassi@mf.uni-lj.si



64 Jana Ferdin, Metka Lenassi  Zunajcelicni vezikli in njihov klini¢ni potencial

conditions with important diagnostic and prognostic values, especially for disorders of
the central nervous system. Researchers also investigate the potential use of extracel-
lular vesicles as targets for diagnostic and therapeutic purposes, but many obstacles still
have to be overcome. Due to their great clinical potential, the interest in extracellular
vesicle characterization, formation and role increased importantly in recent years, fuel-
ing also development of new methods for their isolation and analysis. In the present review,
we will describe the types of extracellular vesicles, methods for their isolation and analy-

sis, their biological role and clinical potential.

uvoD

Medceli¢no sporazumevanje pri veccelic-
nih organizmih poteka bodisi z izmenjavo
informacij z izloCanjem topnih molekul,
z neposredno interakcijo s celi¢nimi recep-
torji ali z neposrednim medceli¢nim stikom.
Pred pribliZno 30 leti je bila pri evkarion-
tih prvic predlagana nova oblika medceli¢-
ne komunikacije, ki vkljuCuje vezikle,
sproscene iz celic preko zlitja multiveziku-
larnih telesc s plazemsko membrano (1-7).
Do nedavnega so spro$canje zunajceli¢nih
veziklov obravnavali kot ostanke membran,
ki nimajo posebne bioloSke vrednosti.
Danes pa je jasno, da vse preucevane celice
Vv SVoj zunajceli¢ni prostor regulirano spros-
¢ajo membranske vezikle. Njihova protein-
ska, nukleinska in lipidna sestava odseva
sestavo celice izvora in je odvisna od trenut-
nega stanja celice (npr. ali je transformirana,
diferencirana, stimulirana ali pod stresom),
zato se je zanimanje za karakterizacijo,
nastanek in vlogo zunajceli¢nih veziklov
v zadnjih letih mo¢no povecalo.

Vloge zunajceli¢nih veziklov v med-
celi¢ni komunikaciji so zelo raznolike, saj
vezikli prenaSajo raznovrstne signalne
molekule, kot so lipidi, proteini ter Stevil-
ne nekodirajoe (miRNA) in kodirajoce
RNA (mRNA) (6, 8, 9). Vezikli lahko vpliva-
jo na delovanje tar¢nih celic v neposredni
bliZini ali na bolj oddaljenih mestih. Njiho-
vo vlogo so Ze preucevali v raznovrstnih
bioloskih procesih pri ¢loveku, kot so npr.
vzdrZevanje homeostaze, delovanje imun-
skega odziva ter razvoj in napredovanje

patolo8kih stanj (npr. rak, mikrobne okuZz-
be in nevrodegenerativne bolezni) (10-17).
Njihovo vpletenost v bioloSke procese pod-
pira tudi dejstvo, da so zunajceli¢ne vezikle
izolirali iz raznolikih bioloSkih vzorcev, kot
so kri, bronhoalveolarni izpirek, sinovialna
tekocina, urin, plodovnica, sperma, mleko,
slina itd; ter iz kultur vec€ine tipov sesalc¢-
jih celic, vklju¢no iz izvornih celic, primar-
nih celic imunskega in Zivénega sistema ter
Stevilnih celi¢nih linij raka (18-25).

Kri je izredno bogata z zunajceli¢nimi
vezikli, ki predstavljajo lahko dostopen vir
novih biooznacevalcev za raznolika telesna
stanja s pomembno diagnosti¢no in progno-
sti¢no vrednostjo. Zunajceli¢ni vezikli v krvi
so Se posebno koristni kot potencialni biooz-
nacevalci trenutnega stanja osrednjega Ziv-
¢evja, saj je njihova analiza v krvi manj inva-
ziven pristop v primerjavi s tradicionalnimi
diagnosti¢nimi metodami. Kot moZne biooz-
nacevalce se najpogosteje analizira protei-
ne ali miRNA, ki se z vezikli izlo¢ijo glede
na specifi¢no stanje celice izvora, lahko pa
se specifi¢no stanje celice odraZa tudi v koli-
¢ini izlo€enih veziklov. Raziskave potekajo
tudi v smeri kori§€enja zunajceli¢nih vezi-
klov za diagnosticne in terapevtske namene,
pri Cemer se znanstveniki srecujejo s Stevil-
nimi preprekami (24). Tudi na§ laboratorij
na InStitutu za biokemijo Medicinske fakul-
tete Univerze v Ljubljani preucuje vlogo
zunajceli¢nih veziklov, sproScenih ob infek-
ciji z virusom HIV-1, pri razvoju nevrodege-
nerativnih boleznih zdravljenih oseb in nji-
hovo potencialno vlogo biooznacevalcev.
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V tem preglednem ¢lanku bomo opisali
vrste zunajceli¢nih veziklov, njihovo vlogo
v biolo8kih procesih in njihovo potencialno
uporabo v diagnostiki, prognostiki in tera-

piji.

VRSTE ZUNAJCELICNIH
VEZIKLOV

Zunajceli¢ni vezikli so heterogena popula-
cija membranskih veziklov, ki so iz celic
v zunajceli¢ni prostor spro$ceni tako in vivo
kot tudi in vitro. So sferi¢ni delci raznoli-
kih velikosti, obkroZeni z membrano iz
fosfolipidnega dvosloja. Sestava zunajcelic-
nih veziklov odseva lastnosti celice izvora,
zato nam Kkarakterizacija veziklov lahko
poda informacije o spremembah procesov
v celici oz. v telesu. Zunajcelicne vezikle raz-
delimo v ve€ podskupin, ki se med seboj raz-
likujejo po nastanku, velikosti, celicnem
izvoru, proteinski sestavi, vsebnosti RNA
(mRNA, miRNA) in biolo8ki vlogi. Njihovo
poimenovanje je nekoc temeljilo na podla-

gi predvidene vloge (npr. tolerosomi) ali
celi¢nega izvora (npr. prostasomi, promino-
somi), kar je koristilo predvsem raziskoval-
cem na specifi¢nem podrocju, v sploSnem
pa je povzrocilo nejasnosti. Trenutno je
sprejeto poimenovanje glede na velikost in
mesto nastanka veziklov v celici. Zunajce-
licne vezikle tako lo¢imo na tri podskupi-

ne, ki jih prikazuje slika 1 (26, 27):

+ eksosomi (EKSO), vezikli endocitotskega
izvora s premerom 30-100 nm,

- mikrovezikli (MV), vezikli premera
100-1.000 nm, ki nastanejo z brstenjem
plazemske membrane, in

+ apoptotska telesca (AP), vezikli premera
1.000-5.000 nm, ki so sprosceni tekom
programirane celi¢ne smrti.

Kljub Stevilnim razlikam se posamezne
lastnosti med skupinami veziklov tudi pre-
krivajo, zato je za vsako populacijo veziklov
teZko jasno dolociti njihovo vlogo (28-33)
(slika 2).
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Slika 1. Velikostna razporeditev glavnih skupin zunajceli¢nih veziklov v primerjavi z mikrobi

in s celi¢nimi delci (prirejeno po (34)).
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Slika 2. Nastanek zunajceli¢nih veziklov in njihova interakcija s taréno celico (prirejeno po (28)). MVB - multive-
zikularna telesca (angl. multivesicular body), MHC - poglavitni histokompatibilnostni kompleks (angl. major
histocompatibility complex).

Eksosomi sta njihovo spros¢anje iz podganjih reti-
Eksosomi so med zunajceli¢nimi vezikli ~ kulocitov opisala Harding in Stahl, Stu-
trenutno najbolj proucevani. Prvic¢ jih je  dije elektronske mikroskopije pa so potr-
kot izlocke celice z encimsko aktivnost-  dile eksocitozo telesc velikosti pribliZzno
jo opisal Trams s sodelavci (35). Kasneje  50nm (6, 7).
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Morfologija

Velikost eksosomov variira med 30 in
100nm, kar se prekriva z velikostjo mnogih
virusov (npr. HIV) (slika 1), njihova gosto-
tapaje 1,13-1,19 g/ml (33, 36, 37). Pod elek-
tronskim mikroskopom imajo eksosomi
znacilno ¢asi podobno obliko (11, 38).

Biogeneza

Izlocanje eksosomov iz celice lahko pote-
ka konstitutivno ali pa je sproZeno z nekim
biotskim (npr. okuZba) ali abiotskim (npr.
temperatura) zunanjim dejavnikom. Ekso-
somi se spro$c¢ajo tako v normalnih kot tudi
v patoloskih pogojih, vendar se le-ti razli-
kujejo v molekularni sestavi (11). Z elektron-
sko mikroskopijo so pokazali, da nastanejo
znotrajceli¢no z brstenjem membrane v no-
tranjost poznih endosomov, ki dozorijo
v multivezikularna telesca (angl. multivesi-
cular body, MVB). MVB se nato lahko zli-
jejo s plazemsko membrano ter sprostijo
nastale eksosome v medceli¢ni prostor ali
pa se zlijejo z lizosomi, kjer sledi njihova
razgradnja (6, 39). Nastanek eksosomov
v MVB poteka tako, da je usmerjenost mem-
branskih proteinov v eksosomih podobna
usmerjenosti proteinov v plazemski mem-
brani. Koli¢ina in molekularna sestava
sproScenih eksosomov sta odvisni od sta-
nja celice izvora (33).

Sestava

Eksosomi so vezikli obdani s fosfolipidnim
dvoslojem. Njihova membrana je obogate-
na s holesterolom, ceramidom in sfingomie-
linom ter s fosfatidilserinom in sladkorji na
zunanji strani dvosloja (11, 33). Na membra-
ni in v lumnu vezikla se prenaSajo Stevil-
ni proteini, znacilni za eksosome, zato so
pogosto uporabljeni kot njihovi oznaceval-
ci, Ceprav niso vsi prisotni vedno oziroma
v enakih koli¢inah. Eksosomi zaradi njiho-
vega endosomalnega izvora obi¢ajno vsebu-
jejo proteine, vpletene v membranski trans-
port in fuzijo (GTPaze, Annexin, Flotillin,
LAMP1, Rab5b), tetraspanine (CD9, CDG63,

CD81, CD82), stresne proteine (Hsc70,
Hsp90), proteine, vpletene v biogenezo
MVB (Alix, TSG101), kot tudi lipide ter fos-
folipaze (33). Med njimi so za karakteriza-
cijo eksosomov najveckrat uporabljeni:
tetraspanini (CD9, CD63, CD81), TSG101,
Alix in Rab5b (28, 33). Poleg proteinov se
v eksosomih prena$ajo tudi raznolike mole-
kule RNA, kot so mRNA in miRNA (28).

Patofiziologija
Molekularna sestava vpliva tudi na vlogo
eksosomov, saj jih ravno specifi¢ne mole-
kule usmerjajo do pravih tar¢nih celic in jim
omogocijo prenos signala z interakcijo
receptor-ligand ali s prenosom dolocenih
molekul med eksosomom in taréno celico
(npr. onkogeni receptorji, HIV virusni pro-
teini, miRNA, druge ne-kodirajoc¢e RNA in
celo mRNA), s ¢imer posledi¢no vplivajo na
metabolizem tar¢nih celic (8, 12, 28, 34,
40-43). Sestava eksosomov nakazuje tudi na
tip celic, ki aktivno izlo¢a to vrsto vezi-
klov (44). Mehanizmi, preko katerih ekso-
somi lahko vplivajo na celice, so sledeci (45):
» neposredni kontakt med povrSinskimi
molekulami vezikla in celico,
+ endocitoza vezikla ali
« fuzija vezikla s celi¢no membrano.

Njihova dejanska usoda po vezavi s povrsi-
no tar¢nih celic ni popolnoma znana, vendar
Stevilne Studije podpirajo zlitje eksosomov
z membrano tar¢nih celic in sprostitev
vsebine v citosol. Eksosomom je bila spr-
va med zorenjem in diferenciacijo celic
pripisana vloga izlo¢anja odvecnih protei-
nov iz celic, kasneje pa je bilo ugotovljeno,
da imajo vlogo kot antigen predstavitveni
vezikli, ki stimulirajo imunski odziv, usmer-
jen proti infektivnim agensom ali tumor-
jem, oz. omogocijo toleranco le-tega (5, 8,
25,406-48) (pregled v 11, 34, 36). Tumorske
celice tako kot druge celice v okolico izlo-
¢ajo zunajcelicne vezikle, s ¢imer pripomo-
rejo k angiogenezi, Sirjenju rakavih celic in
nastanku metastaz (43, 49, 50). SproSceni
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vezikli lahko prena$ajo tudi imunosupresiv-
ne molekule, ki inaktivirajo limfocite T ali
naravne celice ubijalke, oziroma spodbudi-
jo diferenciacijo regulatornih limfocitov T
ali mieloidnih celic, da le-te zavrejo imun-
ski odziv (51-54). Eksosomi lahko tudi pre-
precujejo kopicenje amiloid-f peptidov
v moZganih in s tem vzdrZujejo nemoteno
aktivnost nevronskih sinaps (55, 506). Vse to
kaZe na obSirno fizioloSko vlogo in vse bolj
uveljavljeno vlogo pri patoloskih stanjih, kot
so rak, okuZbe, nevrodegenerativne bolez-
ni in splo8no uravnavanje imunskega odzi-
va (11, 15-17, 20, 36, 55, 50).

lzvor

Eksosome so izolirali iz kultur razli¢nih
celi¢nih linij (imunske celice, kot so npr.
dendriti¢ne celice, limfociti T, limfociti B,
makrofagi; hematopoetske celice, celicne
linije raka); iz primarnih celic; z virusom
okuZenih celic; kot tudi iz Stevilnih tele-
snih tekoc¢in: plazma oz. serum, bronhoal-
veolarni izpirek, plevralni izliv, tumorski
izcedki, sinovialna tekoc€ina, urin, plodov-
nica, sperma, slina, mleko, itd. (18-23, 33,
57-68). Poleg naStetega so jih izolirali tudi
iz tkiv (npr. priZeljc in maScobno tkivo)
(69, 70).

Mikrovezikli

Njihov obstoj sta leta 1946 prvic opisala
Chargaff in West, ko sta opazila usedlino
v plazmi z odstranjenimi trombociti (71).
Peter Wolf jih je opisal kot »trombocitni
prahg, frakcija obogatena z lipidnimi delci,
ki jo je pridobil po ultracentrifugiranju
sveZe plazme (72). Trenutne raziskave na
mikroveziklih se osredotocajo predvsem na
najmanjSe med njimi.

Morfologija

So vezikli velikosti 100-1.000 nm (v plaz-
mi navadno 100-400nm) (slika 1), ki jih
obkroZa fosfolipidni dvosloj (34). Njihova
velikost je primerljiva z velikostjo bakterij
in netopnih imunskih kompleksov (34).

Biogeneza

Nastanejo z brstenjem plazemske membra-
ne navzven, tako da se mikrovezikli spro$c¢a-
jo neposredno v zunajceli¢ni prostor (28, 73).
Stopnja enakomernega spro$¢anja mikrove-
ziklov iz celic je obic¢ajno precej nizka, izje-
ma so le tumorske celice (74). Regulirano
spro3canje veziklov je inducirano ob akti-
vaciji povrSinskih receptorjev celic ali s po-
viSanjem koncentracije znotrajcelicnega
kalcija (34).

Sestava

Membranske lastnosti mikroveziklov so
podobne znacdilnostim plazemske mem-
brane, brstenje membrane pa povzroci Se
translokacijo fosfatidilserina na zunanjo
stran membrane (11, 75, 76). Nekatere Stu-
dije so pokazale, da je izpostavljen fosfati-
dilserin prisoten le pri nekaterih populaci-
jah mikroveziklov (77-79). V primerjavi
z eksosomi je pri mikroveziklih identifici-
ranih veliko manj znacilnih proteinov,
nekateri izmed njih so: ligand CD40; ARFG,
ki ima vlogo pri transportu veziklov; ter Ste-
vilni integrini in selektini (11, 28, 73, 80).
Molekulska sestava mikroveziklov prav
tako odraZa trenutno stanje celice izvora, za
funkcijo pa so pomembni predvsem mem-
branski ali citosolni proteini ter mRNA in
miRNA (28, 73).

Patofiziologija

Mikrovezikli lahko pospeSujejo strjevanje
krvi, predstavljajo nacin izlo€anja inter-
levkina IL-1b iz celic akutne monocitne
levkemije, prispevajo k patogenezi revma-
toidnega artritisa, vplivajo na invazivnost
nekaterih oblik tumorjev, povzro¢ajo onko-
geno transformacijo celic ter so pomemb-
ni pri komunikaciji med fetusom in mater-
jo (81-80).

lzvor

Najveckrat so omenjeni kot produkt trom-
bocitov, rdecih krvnih celic in endotelijskih
celic (34).
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Apoptotska telesca

Izraz apoptotsko telo je prvi uporabil Kerr
leta 1972, kasneje pa Robert Horvitz, ko je
sledil razvoju celic nematode Caenorhabdi-
tis elegans. So najmanj preucevana skupina
zunajceli¢nih veziklov (34, 87).

Morfologija

Apoptotska telesca so membranski vezikli,
izvrZeni iz celic, ki vstopajo v proces pro-
gramirane celi¢ne smrti oz. apoptoze. Med
opisanimi zunajceli¢nimi vezikli predstav-
ljajo najvecjo populacijo, saj njihova veli-
kost znasa 1.000-5.000 nm in je primerljiva
velikosti trombocitov (slika 1) (88, 89).

Biogeneza

Za razliko od eksosomov in mikroveziklov
se apoptotska telesca oblikujejo in sprosca-
jo iz plazemske membrane celic, ki vstopajo
v apoptozo (90). Celice v tem stanju spre-
menijo normalno asimetri¢no porazdelitev
fosfolipidov na plazemski membrani, celi¢ni
ligandi so s tem izpostavljeni na povrSini
vezikla, proces fagocitoze pa je tako sproZen
Se preden pride do lize celice (91).

Sestava

Kot pri ostalih zunajceli¢nih veziklih je tudi
pri apoptotskih telescih na zunanji povrsi-
ni lipidnega dvosloja prisoten fosfatidilse-
rin (41, 77, 92). Znacilna je tudi oksidacija
povrsinskih molekul plazemske membra-
ne, ki postanejo mesto vezave za trombos-
pondin in C3b (90). Tako spremenjene
membrane med normalnim celi¢nim delo-
vanjem prepoznajo makrofagi, ki apoptot-
ska telesca odstranijo s fagocitozo (93, 94).
Omenjene molekule pogosto uporabljajo
tudi kot oznacevalce za prisotnost apoptot-
skih telesc (90). Od drugih veziklov se apop-
totska telesca razlikujejo Se po tovoru, saj
lahko poleg proteinov vsebujejo tudi orga-
nele, fragmente DNA, ribosomalno RNA
(18S in 28S rRNA) in histone (28, 89, 95, 90).
Glede na raziskave je polnjenje apoptotskih
telesc reguliran proces (97).

Patofiziologija

Tvorjenje apoptotskih telesc je mehanizem,
ki preprecuje sprostitev potencialno toksic-
nih ali imunogenih vsebin iz propadajocih
celic. S tem sta prepre€ena vnetni odziv in
avtoimunska reakcija ter posledi¢no unice-
nje okoliSkega tkiva. ManjSe vloge so tudi
horizontalni prenos onkogenov, DNA ter
predstavitev epitopov celicam T po prevze-
mu s fagociti (98-100).

lzvor

Apoptotskih telesc ve¢inoma ne izolirajo,
njihovo funkcijo pa preucujejo s spremlja-
njem ko-kulture dveh celi¢nih popula-
cij (34).

IZOLACIJA ZUNAJCELICNIH
VEZIKLOV

Kljub nekaterim ocitnim razlikam med
vezikli so si le-ti podobni v Stevilnih fizi-
kalnih in biokemijskih lastnostih, zato je
locevanje podskupin pogosto precej zahtev-
no (34). Za izolacijo zunajceli¢nih veziklov
iz telesnih tekocin ali laboratorijskih kul-
tur celi¢nih linij raziskovalci uporabljajo
razlicne strategije in tehnike (24). V tem pre-
gledu se bomo osredotocili predvsem na
izolacijo eksosomov in manjSih mikrovezi-
Kklov, saj so ti med zunajceli¢nimi vezikli naj-
pogosteje preucevani.

Ultracentrifugiranje

V vecini do danes objavljenih Studijah vezi-
klov iz bioloSkih tekocin ali celi¢nih kultur
je za koncentriranje in delno ¢iS€enje le-teh
uporabljeno diferencialno centrifugiranje
z ali brez filtriranja. S tem postopkom izo-
liramo heterogeno populacijo veziklov
podobnih velikosti in primerljive gostote.
Obicajno ga sestavlja centrifugiranje pri niz-
kih obratih (2.000 x g) za odstranitev celic
in celi¢nega debrija, pri vecjih obratih
(10.000-20.000 x g) za odstranitev delcev,
kot so celi¢ni organeli in vecji mikrovezikli,
ter pri visokih obratih (100.000-120.000 x g)
za usedanje manjsih veziklov, kot so eksosomi
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in manjsi mikrovezikli (37). Sedimentacija
veziklov ni odvisna le od njihove velikosti,
temvec tudi od njihove gostote, vsebine in
razdalje, ki jo morajo prepotovati. Za odstra-
nitev necistog, ki se usedejo skupaj z vezi-
kli, se najpogosteje uporablja locevanje na
gradientih saharoze ali iodiksanola, ki raz-
vrstita delce na osnovi njihove gostote (24).
Razvr3€anje veziklov v gradientu ni odvi-
sno le od hitrosti vrtljajev (sila g), temvec
tudi od tipa rotorja (nihajoci ali s fiksnim
kotom), u¢inkovitosti usedanja (faktor rotor-
ja k), viskoznosti vzorca in lastnosti gradien-
ta (24). Nekatere raziskave kaZejo, da lahko
ultracentrifugiranje povzroc¢i poSkodbe viru-
snih delcev, medtem ko vpliv na ne-virusne
delce ni znan, lahko pa ti agregirajo (24).

Mikrofiltriranje

Zunajcelicne vezikle lahko lo¢imo po veliko-
sti glede na njihovo sposobnost prehajanja
preko fizi¢ne ovire, kot so npr. filtri z raz-
licno velikimi porami (ali kolone). S tem
postopkom izoliramo heterogeno popula-
cijo veziklov, ki so manjsi od velikosti por.
Z mikrofiltriranjem se populacije zunajce-
liénih veziklov ne obogati, razen v prime-
ru uporabe filtrov za koncentriranje vzor-
ca. Posledica filtriranja preko por je lahko
poSkodba in razbitje ve¢jih veziklov, zato je
priporocljiva uporaba ¢im manjSe sile fil-
triranja (24). Ta metoda izolacije se pogo-
sto uporablja v kombinaciji z ultracentrifu-
giranjem in drugimi tehnikami.

Imunoafinitetna izolacija

S to metodo se za izolacijo izrablja pri-
sotnost specifi¢nih proteinov na povrSini
zunajceli¢nih veziklov (CD63, CD81, CD82,
CD9, Rab5b, posamicno ali v kombinacijah)
in protitelesa proti njim. Protitelesa za nega-
tivno ali pozitivno selekcijo so na magnet-
ne kroglice, kromatografske matrice ali
plo3ce vezana kovalentno ali visoko-afinitet-
no, kar omogoca fizi¢no locevanje s centri-
fugiranjem pri nizkih obratih ali z magne-
tom (37, 101). S tem pristopom se omejimo

na izolacijo le specifi¢ne subpopulacije
dolocenega tipa zunajceli¢nih veziklov, kar
je lahko zaZeleno, lahko pa pri tem nevede
zanemarimo obstojeco heterogenost. Nac¢in
selekcije vpliva tudi na manjsi izkupicek
v primerjavi z zgoraj omenjenimi meto-
dami (24). Omenjeni princip izolacije s po-
mocjo protiteles proti CD63, CD81 ali CD9
izkoriSc¢a tudi komercialno dostopen pro-
dukt ExoTEST™ (HansaBioMed Ltd.) (33).

Sedimentacija s polimeri

Za obogatitev zunajceli¢nih veziklov lahko
bioloSke tekocine preko noci inkubiramo
s polimeri, nato pa vezikle usedemo Ze
s centrifugiranjem pri niZjih obratih. Ta
metoda je tehni¢no in ¢asovno nezahtevna,
vendar je izolirana populacija veziklov
izredno heterogena, vprasljiva pa je tudi nji-
hova cistost in funkcionalnost (24, 102).
Pogosto se uporablja za analizo miRNA, pri-
sotne v veziklih iz bioloSkih vzorceyv, vendar
je pri tem potrebna kriti¢na analiza doblje-
nih rezultatov (24). Omenjeni princip upo-
rabljajo tudi komercialni seti ExoQuick™
(System Biosciences) (33).

Mikrofluidne naprave
Mikrofluidne naprave omogocajo izolaci-
jo Zelene populacije zunajceli¢nih veziklov
iz manjSe kolicine bioloSko kompleksnega
vzorca (pribliZno 400 pl), ki se pretaka po
kanalckih z razli¢no obdelano povrsino in
posledi¢no razli¢nimi principi izolacije
(prisotnost dolocenih proteinov, velikost,
gostota, povrsinski naboj). Prednost tega
pristopa je velika povrSina, na kateri pote-
ka izolacija veziklov, poraba majhnih koli-
¢in reagentov, Cistost izolata in relativno
krajsi ¢as izolacije (103). Mikrofluidne napra-
ve delimo na tri skupine - izolacija zunaj-
celi¢nih veziklov (104):
» z imunoafinitetnim pristopom,
« s pomocjo sipanja ali filtracije v elektri¢-
nem polju in
« preko lovljenja s pomocjo raznoliko struk-
turiranih mikrostebrov.
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Nobena od teh metod ni popolna. Imuno-
afinitetno loCevanje je visoko specifi¢no in
kratkotrajno (priblizno 1,5 ure), vendar s to
metodo zanemarimo preostali del popula-
cije veziklov, ki na svoji povrS$ini nima spe-
cifiénih receptorjev, katere prepoznajo
izbrana protitelesa (103). Pri filtraciji v elek-
tri¢nem polju ni potrebna predhodna obde-
lava vzorca, kar omogoca direktno analizo
vzorca krvi, vendar problem predstavljata
nizka stopnja obogatitve veziklov ter njiho-
ve poSkodbe zaradi striznih sil. Lovljenje
s pomocjo mikrostebrov naj bi vodilo do izo-
latov velike &istosti, vendar je postopek rela-
tivno zamuden (traja ve¢ kot en dan) (103).
Mikrofluidne naprave kljub napredku 3e
niso v splosni uporabi, so pa Ze bile uporab-
ljene za obogatitev zunajceli¢nih veziklov
iz plazme in celi¢nega medija (101, 105).
Nacin izolacije veziklov je odvisen tudi
od narave vzorca (celi¢ni medij, plazma, sli-
na, urin, likvor). V vecini Studij so vezikli
iz vzorcev izolirani z ultracentrifugiranjem,
ki zaenkrat Se vedno predstavlja »zlati stan-
dard« (106). Navadno je ultracentrifugi-
ranje povezano Se z loCevanjem na saha-
roznem gradientu ali s ¢iS€enjem preko
saharozne raztopine (37). Za viskozne vzor-
ce, kot sta kri in slina, je priporoceno pred-
hodno redcenje s fosfatnim pufrom. Za raz-
redcene vzorce, kot je urin, je priporoceno
koncentriranje vzorca na nanomembra-
nah (24). Na kvaliteto izoliranih veziklov
mocno vpliva tudi pravilno zbiranje biolos-
kih vzorcev. Pri krvi je pomembna izbira
plazme (priporoceno) ali seruma, tipa anti-
koagulanta (heparin, EDTA, NaF/KOx ali
natrijev citrat), na¢ina in mesta odvzema ter
igle. Pomembni so tudi ¢as odvzema in pro-
cesiranja krvi, prisotnost hemolize, ter ¢im
boljSa odstranitev trombocitov. Postopek
odvzema in procesiranja vzorcev mora biti
za vse med seboj primerjane vzorce enak (24).
Izbira strategije je odvisna tudi od tipa
Studije in Zelene stopnje Cistosti, homoge-
nosti in funkcionalnosti izoliranih veziklov.
MoZne necistoCe v izolatih zunajceli¢nih

veziklov so lahko neZelene populacije vezi-
klov, prisotnost lipoproteinov, mikrobov,
kromatina in proteinskih agregatov. Biolo§-
ki sistemi vsebujejo raznolike populacije
zunajceli¢nih veziklov. Kljub trudu, da
bijih osamili in izolirali kot posamicne
populacije, je to skoraj nemogoce. Lipopro-
teinski delci, kot je HDL, se kljub manjsi
velikosti (10 nm) izolirajo skupaj z zunaj-
celi¢nimi vezikli, saj njihova gostota sov-
pada z gostoto eksosomov (1,13-1,19 g/ml).
Locevanje med najmanj$imi zunajceli¢nimi
vezikli in HDL je moZno le z usedanjem pri
100.000 x g (eksosomi) in 300.000 x g (HDL).
Velikost zunajceli¢nih veziklov se lahko pre-
kriva tudi z velikostjo Stevilnih mikrobov,
kot so virusi in bakterije. V primeru viru-
sov se le-te lo¢i od veziklov z uporabo gra-
dienta iz izoosmotske raztopine iodiksano-
la. Poleg tega se iz nekroti¢nih celic lahko
spros¢ajo membranski delci, organeli in
makromolekule, kot je DNA. DNA se lah-
ko sama ali skupaj s kromatinskimi proteini
veZe na zunajceli¢ne vezikle in ustvari agre-
gate s spremenjeno gostoto, ki sedimentira-
jo priniZjih obratih in s tem povzrocijo koli-
¢insko izgubo pri izolaciji tarénih veziklov.
Zato je priporocljiva odstranitev genomske
DNA z DNazami ali s kolonami. Biofizikalne
lastnosti proteinskih agregatov prav tako
sovpadajo z lastnostmi zunajceli¢nih vezi-
klov. Imunski kompleksi, ki so pogosto neci-
stoce v izolatih veziklov iz bioloSkih teko€in,
se usedajo skupaj z vecjimi vezikli pri manj-
§i hitrosti, locevanje od veziklov pa je mozno
le z ultracentrifugiranjem na gradientih (24).

ANALIZA ZUNAJCELICNIH
VEZIKLOV

Za analizo zunajceli¢nih veziklov so razvili
in prilagodili razli¢ne opticne (npr. opticno
in fluorescentno mikroskopiranje, pretoc-
na citometrija, opti¢no sledenje posamez-
nemu delcu in ostale) in ne-opti¢ne (npr.
elektronska mikroskopija, mikroskopija na
atomsko silo, pretocna citometrija na osnovi
impedance in ostale) metode, pri Cemer je
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najvedji izziv predstavljala njihova majh-
nost (107). Za dolo€anje Stevilnih znacilno-
sti veziklov, kot so velikost, Stevilo, vsebnost
RNA, proteinov in lipidov, se uporabljajo
razli¢ne tehnike. Nekatere izmed njih smo
v nadaljevanju natancneje opisali vklju¢no
z njihovimi prednostmi in s pomanjkljivo-
stmi. Za uporabo teh metod v diagnosti-
ki bolezni ter njeni prognozi bo potrebno
premagati njihove pomanjkljivosti, kar bo
omogocilo tudi standardizacijo analize zu-
najceli¢nih veziklov.

Dolocanje morfologije in velikosti
veziklov

Elektronska mikroskopija

Za neposreden dokaz prisotnosti vezikular-
nih struktur ter za analizo njihove morfo-
logije, velikosti in prisotnosti specifi¢nih
markerjev se pogosto uporablja transmi-
sijska elektronska mikroskopija (TEM) ali
vrsticna elektronska mikroskopija (angl.
scanning electron microscopy, SEM) z mejo
locljivosti pribliZzno 1 nm (8). Pri obeh meto-
dah je potrebno predhodno oznacevanje vezi-
klov s teZkimi kovinami (osmijev tetroksid
ali uranil acetat), saj s tem povecamo kon-
trast slike, posnete po izpostavitvi preparata
snopu elektronov. TEM se pogosto uporablja
v kombinaciji z zlatimi delci, ki so vezani
na protitelesa proti proteinom, znacilnim za
zunajceli¢ne vezikle. Prednosti metode so
predvsem majhna poraba vzorca ter detek-
cija necistoc, kot so proteinski agregati in
delci membrane (107). Ob tem se moramo
zavedati, da predpriprava vzorca (fiksacija
in oznacevanje s tezkimi kovinami) lahko
vpliva na morfologijo veziklov, da so preu-
Cevani vzorci dehidrirani ter da imajo lah-
ko posamezne skupine veziklov razli¢no
sposobnost vezave na povr§ino mreZe (107).

Mikroskopija na atomsko silo

Z mikroskopijo na atomsko silo (angl. ato-
mic force microscopy, AFM) lahko analizira-
mo topografijo povrSine veziklov na atom
natancno v vertikalni osi in na nanometer

natanéno v horizontalni osi (107). Ceprav
podobno sliko 3D-povrSine pridobimo tudi
s SEM, pa je princip detekcije razlicen, saj
povrsino pri AFM namrec¢ obsevamo z la-
serskim Zarkom. Prednost metode AFM
v primerjavi s SEM je, da zanjo ni potreb-
na kemicna predpriprava vzorcey, saj biolos-
ki vzorec veZemo neposredno na negativno
nabito povrsino, kot je na primer steklo, kar
zmanj$a moZnost nastanka morfoloskih
sprememb. BioloSke vzorce lahko analizi-
ramo v razli¢nih pogojih, na primer pri sob-
ni temperaturi in celo v tekocem okolju.
Sicer pa je metoda AFM v primerjavi s SEM
pocasnejsa, z njo ni mozZno dolociti sesta-
vo preufevanega materiala, pri neustrezni
uporabi ali zaradi narave vzorca pa se lah-
ko tvorijo tudi artefakti (107, 108).

Dolocanje koncentracije veziklov
Opticno sledenje posameznemu delcu

Najpogosteje uporabljeno orodje za doloca-
nje koncentracije in velikosti delcev v vzor-
cu je trenutno opti¢no sledenje posamez-
nemu delcu (angl. optical single particle
tracking) z metodo NanoSight (Nanoparticle
Tracking Analysis (NTA); NanoSight Ltd,,
Wiltshire, UK). Metoda na podlagi lomlje-
nja svetlobe laserskega Zarka in Brownove-
ga gibanja delcev, zabeleZenega s CCD
(angl. charge-coupled device) kamero, zazna
razpon delcev 50-1000 nm. Metoda je rela-
tivno enostavna za uporabo in omogoca
hkratno merjenje tako velikosti kot tudi
koncentracije delcev v vzorcu, kar zmanj-
8a koli¢ino porabljenega vzorca in reagen-
tov. Slabosti metode so nujne optimizaci-
je nastavitev pred vsako meritvijo, ki so
mocno odvisne od ¢loveSkega faktorja, ter
nesposobnost lo¢evanja med proteinskimi
agregati (ali celo mehurcki) in vezikli s po-
dobnim Brownovim gibanjem (24). Poleg
tega morajo biti vezikli v vzorcu po veliko-
sti relativno homogeni, saj vecji vezikli hitro
motijo detekcijo majhnih. Omenjene slabo-
sti vplivajo predvsem na odstopanja pri
izmerjenih koncentracijah delcev kot tudi
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pri dolocanju velikosti preucevanih veziklov.
Kljub temu da se s to metodo ne doloca bio-
kemijske sestave ali celi¢nega izvora vezi-
klov, je moZna analiza tudi s fluorescenco
oznacenih veziklov (24).

Dinamicno sipanje svetlobe

Podoben princip delovanja kot NTA ima
tudi metoda dinami¢nega sipanja svetlobe
(angl. dynamic light scattering, DLS), ki na
osnovi zaznavanja razprSenosti svetlobe
odvisno od velikosti delcev doloci povprec-
no velikost homogene populacije izoliranih
veziklov. Pri analizi homogenih vzorcev
DSL v primerjavi z NTA poda statisti¢no bolj
robustne in ponovljive rezultate, saj povprec-
no velikost delcev oceni na vecji populaci-
ji delcev, pri analizi velikostno heterogenih
vzorcih pa je vpliv ve¢jih delcev na oceno
povprecne velikosti veziklov velik (107).

Rezistentno zaznavanje pulza

Rezistentno zaznavanje pulza (angl. resistive
pulse sensing) s gNano tehniko (Izon Scien-
ce Ltd.) je alternativna metoda za merjenje
koncentracije in velikostne razporeditve
populacije veziklov. Ta metoda zazna
posamezen vezikel s pomocjo prehodnega
zmanjSanja ionskega toka zaradi prehoda
vezikla preko nanopore v membrani (109).
Klju¢na prednost pred metodo NTA je, da
je z njo moZno analizirati velikostno zelo
heterogene vzorce (10-900 nm), iz meritev
pa pridobimo tudi informacije o samem del-
cu, kot so na primer oblika, napetost povr-
Sine in koncentracija (110).

Pretocna citometrija

S pretocno citometrijo lahko kvalitativno in
kvantitativno analiziramo celice in manj-
Se delce, kot so tudi zunajceli¢ni vezikli.
Obicajni pretocni citometri zaznajo le del-
ce s premerom > 500 nm, novejsi pretoc¢ni
citometri pa so zmozZni detekcije veziklov
premera do 200nm (111) ali celo do 100 nm,
vendar je za optimalne nastavitve pretocne-
ga citometra potrebno veliko izkuSenj (111,

112). Zunajceli¢ne vezikle lahko pred ana-
lizo s preto¢nim citometrom oznacimo z li-
pofilnimi barvili (PKH67 ali PKH26) ali
s fluorescentno oznacenimi protitelesi proti
specifi¢nim proteinom (113). Slabost upo-
rabe pretoCne citometrije za majhne delce
je oteZeno locevanje veziklov od proteinskih
agregatov ali skupkov fluorescentnega bar-
vila. Ta problem lahko re§imo z dvojnim
oznacevanjem veziklov, z barvilom, speci-
fiénim za proteine (CFSE) in za lipide (FM),
saj jih tako lo¢imo od obicajnih necisto¢
v vzorcu, kot so proteinski agregati ali mice-
liji iz nevezanega lipofilnega barvila (113).
S pretocno citometrijo lahko analiziramo
tudi proteinsko sestavo veziklov, pri ¢emer
le-te preko protiteles predhodno veZemo na
mikrometrske lateksne kroglice, nato pa pri-
sotnost znacilnih proteinov preverimo s spe-
cificnimi protitelesi, oznacenimi s fluores-
centnimi barvili. V tem primeru izgubimo
mozZnost kvantifikacije veziklov in njihove-
ga loCevanja na razli¢ne podskupine (37).

Dolocanje proteinske sestave
veziklov

Prenos western

Prenos western je metoda s katero s pomoc-
jo specifi¢nih protiteles dokaZemo prisot-
nost proteinov, ki so znacilni za doloc¢eno
populacijo zunajceli¢nih veziklov (opisano
pri vrstah zunajceli¢nih veziklov). Iz izoli-
ranih veziklov najprej ekstrahiramo protei-
ne, ki jih lo¢imo po velikosti s poliakrila-
midno gelsko elektroforezo v prisotnosti
natrijevega lavrilsulfata. Nato jih prene-
semo na nitrocelulozno membrano, ki jo
nadalje analiziramo s primarnimi in sekun-
darnimi protitelesi. Metoda je splo$no upo-
rabljena za identifikacijo znacilne protein-
ske sestave veziklov in za analizo prisotnosti
necisto€ v izolatu. Pomanjkljivost te meto-
de je, da lahko preverjamo le prisotnost pro-
teinov, ki jih v izoliranih veziklih pri¢aku-
jemo, za identifikacijo nepoznanih proteinov
pa je potrebno proteom veziklov analizira-
ti z masno spektrometrijo (29, 38).
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VLOGA ZUNAJCELICNIH
VEZIKLOV

Zunajcelicni vezikli imajo klju¢no vlogo pri
razvoju razli¢nih bolezni in pri uravnava-
nju normalnih fizioloSkih procesov, kot so
angiogeneza, celi¢ni metabolizem, proce-
siranje mRNA, celi¢na invazija, rast, vzdr-
Zevanje zarodnih celic, popravilo tkiva,
imunski nadzor in strjevanje krvi (slika 3)
(8, 38, 46, 73, 114-116). Do danes so njiho-
vo prisotnost Ze povezali z nastankom
tumorjev, s Sirjenjem virusov in s Stevilni-
mi patoloSkimi dejavniki kot na primer ami-
loid-B-nastali peptidi in a-sinuklein, ki sta
povezana z nevrodegenerativnimi obolenji
pri ¢loveku (Alzheimerjeva in Parkinsono-
va bolezen) (56, 117-124). Medceli¢ni pre-
nos zunajceli¢nih veziklov omogoca posre-
dovanje imunskega odziva na patogene,
kot so virus HIV-1, bakteriji Mycobacterium

l ZDRAVA CELICA ]

bovis in Salmonella typhimurium ter parazit
Toxoplasma gondii; ali pa patogenom omo-
gocajo izogib imunskemu odzivu gostite-
lja (14, 43, 125-128).

MOZNOSTI UPORABE
ZUNAJCELICNIH VEZIKLOV

V KLINIENE NAMENE
(DIAGNOSTIKA IN ZDRAVLJENJE)
Medceli¢no sporazumevanje z zunajceli¢ni-
mi vezikli predstavlja temelj uporabe vezi-
klov v klini¢ne namene. Analizo veziklov je
mozZno izkoristiti kot orodje odkrivanja ali
za potrjevanje diagnoze ter nadzor zdravlje-
nja. Raziskave potekajo tudi v smeri ciljanja
zunajceli¢nih veziklov z zdravilnimi u¢inko-
vinami za preprecevanje razvoja bolezni, nji-
hove uporabe kot terapevtsko sredstvo, pri
cemer se znanstveniki srecujejo s Stevilni-
mi preprekami in vpraSanji (90, 129) (slika 3).
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Slika 3. Vloga zunajceli¢nih veziklov pri normalni fiziologiji celice in Sirjenju bolezni (prirejeno po (28)).
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Vezikli kot biooznacevalci
bolezni

Zunajcelicni vezikli so pomemben vir poten-
cialnih biooznacevalcev za zgodnjo diagno-
zo razli¢nih bolezni, saj so v velikem 3tevilu
prisotni v vseh telesnih tekoc¢inah, njihova
proteinska, RNA in lipidna sestava pa odra-
Za stanje izvorne celice, ki se lahko nahaja
v bliZnjem ali oddaljenem tkivu. Minimal-
no invazivna diagnostika (analiza krvi) ali
ne-invazivna diagnostika (uporaba vzorcev
urina ali sline) sta zaradi zmanjSanja bole-
¢in in neprijetnosti odvzema vzorca, hitro-
sti in manj$ih stroSkov analize, najbol;jsi
alternativi tradicionalnim biopsijam, ki so
pogoste pri nevroloskih obolenjih in nedo-
stopnih tumorjih (33). V serumu nekaterih
bolnikov z glioblastomom so v izoliranih
zunajcelicnih veziklih poleg mutiranih
RNA in miRNA dokazali tudi prisotnost
tumor-specifi¢nega proteina EGFRVIII, kar
kaZe na to, da so zunajceli¢ni vezikli
pomembni prenaSalci diagnosti¢nih infor-
macij, ki so kljune tudi za usmeritev
zdravljenja (12). Pred leti so Stevilne sku-
pine porocale o prisotnosti miRNA v krvi
kot viru zelo pomembnih biooznacevalceyv,
sedaj pa je postalo jasno, da so te moleku-
le ve¢inoma zaScitene pred razgradnjo z ek-
sosomi (33). Podobno velja tudi za urin, saj
eksosomi ohranijo molekularno sestavo,
poleg tega pa jih je moZno izolirati na nein-
vaziven nacin (130). Stevilne tudije so jih
Ze preucevale kot vir biooznacevalcev za
ledvi¢na, urogenitalna in sistemska obole-
nja (21, 130). V klini¢ni Studiji so na pod-
lagi primerjave proteomov eksosomov,
izoliranih iz urina sladkornih bolnikov
z diabeti¢no nefropatijo, z eksosomi zdra-
vih osebkov odkrili razli¢no koli¢ino pro-
teinov AMBP, MLL3 in VDACI, ki bi bili
v prihodnosti lahko v pomo¢ pri diagnozi
in spremljanju tega obolenja (131). Pisitkun
s sodelavci je po uspe$ni izolaciji eksoso-
mov iz ¢love8kega urina z masno spektro-
metrijo dokazal prisotnost 295 razli¢nih
membranskih proteinov, pri ¢emer so Stevil-

ni povezani z razli¢nimi obolenji in lahko
potencialno sluZijo kot biooznacevalci (21).
Ker mnogo $tudij temelji na primerjalni
analizi, je u¢inkovita in ponovljiva metoda
za CiSCenje eksosomov nujno potrebna za
pridobitev zanesljivih kvantitativnih in
kvalitativnih rezultatov (18).

Tudi Stevilna komercialna podjetja so se
v zadnjih nekaj letih osredotocila na razvoj
diagnostike, ki temelji na eksosomih. Pod-
jetje Caris Life Sciences Inc. razvija pristop
za izolacijo in analizo mikroveziklov v krvi.
Leta 2010 so na trZiS¢u predstavili test za
analizo eksosomalnih proteinov povezanih
z rakom prostate (Carisome® Prostate cMV) (33).
Podjetje Exosome Diagnostics Inc. prav tako
razvija molekularni test analize telesnih
tekocin (33), pri podjetju Exosome Sciences
pa so izdelali diagnosti¢no orodje za detek-
cijo in kvantifikacijo eksosomov v telesnih
tekocinah. Njihov glavni produkt razlic¢ice
testa ELISA je bil preverjen za doloc¢anje
eksosomov, ki nakazujejo na prisotnost
virusa HIV, tuberkuloze in razli¢nih oblik
raka (33). Podjetje HansaBioMed Ltd. se je
usmerilo predvsem na diagnostiko eksoso-
mov pri raku in nevrodegenerativnih bolez-
ni (33).

Vezikli kot tarce za preprecevanja
razvoja bolezni

Vedno vedje Stevilo Studij potrjuje vplete-
nost zunajceli¢nih veziklov v patogenezo
raznolikih bolezni, kot na primer vpletenost
eksosomov v Sirjenje mutiranih in nepra-
vilno zvitih proteinov, povezanih z nevro-
loSkimi obolenji, kot so Alzheimerjeva,
Parkinsonova in prionska bolezen (132).
Za preprecevanje negativnega vpliva zunaj-
celi¢nih veziklov na potek bolezni, lahko
le-te odstranimo z naslednjimi pristopi:
prepreCevanje nastajanja, sproscanja ali vno-
sa veziklov in njihovih specifi¢nih kompo-
nent v tarcne celice. Na osnovi teh pristo-
pov se razvijajo razli¢ne terapevtske inter-
vencije, katerih namen je zmanj3ati kopi-
¢enje zunajceli¢nih veziklov ali prepreciti
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aktivnost/prisotnost klju¢ne komponente
le-teh. Pri tem moramo biti previdni, saj
vecina Studij patolo8ko vlogo zunajceli¢nih
veziklov preucuje z uporabo precej visokih
koncentracij zunajceli¢nih veziklov, ki obi-
¢ajno presega Stevilo veziklov, prisotnih
v telesnih tekocinah (133). Poseganje v bio-
genezo veziklov lahko povzro¢i tudi nespe-
cifiéne ucinke, saj so vezikli pogosto vple-
teni v uravnavanje normalnih bioloSkih
procesov ali pa so tar¢ni proteini, ki so kljuc-
ni za biogenezo veziklov, pomembni tudi za
druge procese v celici (11).

Vezikli maticnih celic

kot terapevtsko sredstvo
Zunajceli¢ni vezikli sodelujejo pri spremi-
njanju normalnih fizioloSkih procesov, zato
bi bili lahko ustrezni tudi kot terapevtsko
sredstvo pri obnovi tkiva in pri usmerjanju
imunskega odziva v Zeleno smer: antigen-
-specifi¢no ali nespecifi¢no. Obnova tkiva
bi lahko bila odvisna od prenosa eksosomov,
napolnjenih z rastnimi dejavniki, topnimi
proteini, bioaktivnimi lipidi in genetskim
materialom (miRNA, mRNA in druge neko-
dirajoce molekule RNA) do tar¢nih celic (28,
134-1306). Klasi¢no za regenerativno medi-
cino preucujejo predvsem uporabnost
multipotentnih mati¢nih celic, izoliranih iz
kostnega mozga ali periferne krvi. Terapevt-
ski potencial teh celic se odraZa tudi v Ste-
vilnih klini¢nih $tudijah, kjer preucujejo
njihovo uporabnost v sréno-Zilnih boleznih,
pri Crohnovi bolezni in pri akutni poSkod-
bi ledvic (28). Vezikli, spro3¢eni iz mati¢nih
celic, so sposobni sproZiti angiogenezo
mirujocih epitelnih celic, upo€asniti proces
apoptoze in zmanj$ati proliferacijo, dosta-
viti imunske signale kot tudi rekrutirati
in/ali reprogramirati celice, ki so potrebne
za obnovo tkiva (28). Tudi vezikle, sprosce-
ne iz specifi¢nih diferenciranih celic, je moz-
no izkoristiti za preprecitev specificnega
imunskega odziva (28).

Vezikli za dostavo zdravilnih
ucinkovin

Zaradi »naravnegac« izvora zunajceli¢nih
veziklov in njihove vpletenosti v medceli¢-
no komunikacijo v telesu, je vedno vec zani-
manja tudi za uporabo zunajceli¢nih veziklov
kot dostavnega sistema. Uporabili bi jih
lahko za namensko dostavo RNA, proteinov
ali zdravila, saj so zunajceli¢ni vezikli s svo-
jim vstopom v tarc¢no celico sposobni vpli-
vati na strukturne spremembe tako na nivoju
RNA, proteinov kot tudi celi¢nega fenoti-
pa (137). Pri tej obliki zdravljenja bi lahko
izkoristili naravni potencial zunajceli¢nih
veziklov, kot so sprememba imunskega odzi-
va, spodbujanje obnavljanja ter prepreceva-
nje vpliva patogenih organizmov. Vse te
lastnosti je mogoce poudariti oziroma pri-
lagoditi do te mere, da omogocimo ¢im §irsi
spekter njihove zdravilne uporabnosti, vkljuc-
no s cepljenjem, izboljSanjem izida nosec¢no-
sti, zdravljenjem avtoimunskih bolezni, raka
in poSkodbe tkiva (11, 33, 138-141).

Ze desetletje se za dostavo zdravilnih
ucinkovin v klini¢ne namene uporablja fos-
folipidne vezikle ali liposome. Kljub temu bi
bilo za laZje posnemanje naravnih transport-
nih veziklov, kot tudi zaradi varnosti in oce-
ne kvalitete proizvodov, namesto uporabe
celokupnih zunajceli¢nih veziklov smiselno
prenesti le njihove klju¢ne komponente na
v praksi veckrat uporabljene nanodelce ali
liposome (137, 141). Med zunajceli¢nimi
vezikli in liposomi obstajajo Stevilne podob-
nosti in razlike, vendar imata oba tipa
pomembne lastnosti, klju¢ne za najucinko-
vitejSo dostavo zdravila: obstoj u¢inkovine
v telesnem obtoku ter njena prerazporeditev
in interakcija s celicami (137). Kljub temu so
pri tej obetajoci obliki zdravljenja prisomi Ste-
vilni strateSki izzivi: izbira zdravilne ucin-
kovine, princip vnosa uc¢inkovin v zunajce-
liéne vezikle (s kurkumino, z elektroporacijo),
ulinkovitost proizvedenih veziklov (prever-
janje na celi¢nih kulturah), vzdrZevanje sta-
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bilnosti veziklov, ciljna usmerjenost veziklov
ter uspeSna dostava vsebine vezikla v notra-
njost tarénih celic (28, 137, 141-145). Ker je
uporaba zunajceli¢nih veziklov za dostavo
zdravilnih u€inkovin Se vedno v povojih, je
pred tem potrebno obravnavati tudi sploSna
vpraSanja v zvezi s podrobnejSim razumeva-
njem vseh poti nastanka veziklov, prehod na
proizvodnjo veziklov v ve¢jem obsegu in poz-
navanje njihovih interakcij v in vivo okolju.
To bo prispevalo k razvoju uspesnih, cenov-
no ugodnih ter u€inkovitih sistemov dosta-
ve zdravilnih u¢inkovin na osnovi zunajce-
li¢nih veziklov (137, 141).

ZAKLJUCEK
V tem pregledu literature smo strnili tre-
nutno znanje o zunajceli¢nih veziklih s pou-

darkom na opisu vrst zunajceli¢nih veziklov,
metod za njihovo izolacijo in analizo, Ze zna-
nih biolo8kih vlog in njihovega klini¢nega
potenciala. Kljub ogromnemu napredku
v zadnjih nekaj letih ostajajo Stevilni prob-
lemi predvsem pri razumevanju heteroge-
nosti populacij zunajceli¢nih veziklov, pri
poenotenju klasifikacije veziklov, pri razvo-
ju standardiziranih metod za izolacijo Ciste
in ohranjene populacije veziklov ter pri raz-
voju enostavnih in standardiziranih metod
za njihovo analizo. Napredek na omenjenih
podrodjih bo Se pospesil proucevanje in (po-
tencialno) klini¢no uporabo zunajceli¢nih
veziklov kot biooznacevalce v diagnostiki,
kot tarce za preprecevanje razvoja bolezni
ter kot terapevtsko sredstvo ali dostavni
sistem za zdravilne ucinkovine.
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