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Egzosomy biologinés savybés ir reiksmé
eozinofilinés astmos patogenezéje

BIOLOGICAL PROPERTIES OF EXOSOMES AND ROLE IN EOSINOPHILIC ASTHMA
PATHOGENESIS
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Santrauka. Astma yra heterogeniné, létiné uzdegiminé kvépavimo taky liga. Vienas dazniausiy ir placiausiai tiriamy astmos
fenotipy, pasirei$kianciy suaugusiesiems, yra eozinofiliné astma. Infiltrave kvépavimo takus eozinofilai gausiai iskiria jvairias
uzdegima skatinancias molekules - citokinus, chemokinus bei augimo veiksnius. Egzosomos — daugumos lasteliy tipy gami-
namos ir i§skiriamos membraninés nanopuslelés, kuriy pagrindiné funkcija yra perduoti tarplastelinius signalus j recipientines
lasteles, pernesant nukleino rigstis, baltymus ir lipidus. Sios tarplastelinés paslelés pasizymi unikalia savybe pakankamai laisvai
pereiti biologinius barjerus ir Zemu imunogeni$kumu bei toksi$kumu, nes néra linkusios kauptis atskirame organe arba au-
dinyje. Be to, egzosomas galima isskirti i$ visy biologiniy skysciy, todél jos gali biiti naudojamos kaip biozymenys jvairiy ligy
diagnostikai ir stebésenai. Uzdegiminiy lasteliy, jskaitant eozinofilus, egzosomy tyrimai yra perspektyvi sritis, kuri gali padéti
suprasti astmos patogeneze ir iekoti naujy gydymo budy. Pagrindinis $ios mokslinés apzvalgos démesys skiriamas i$nagrinéti
egzosomy biogeneze, sudétj, funkcijas, i$skyrima, identifikavima ir sasajas su eozinofilinés astmos patogeneze.

Reik$miniai ZodzZiai: egzosomos, nanopuslelés, egzosominé mikroRNR, astma.

Summary. Asthma is a heterogeneous, chronic inflammatory airway disease. Eosinophilic asthma is one of the most commonly
found phenotypes in adults. It is associated with increased eosinophil migration into the airways and inflammatory molecules —
cytokines, chemokines, and growth factors, production. Exosomes are membranous nanovesicles produced and secreted by
most cell types, whose primary function is to transmit intracellular signals by transporting nucleic acids, proteins, and lipids to
recipient cells. These nanovesicles uniquely can travel through biological barriers and exhibit low immunogenicity and toxicity,
as they do not accumulate in separate organs or tissues. In addition, exosomes can be isolated from all biological fluids and
may serve as biomarkers in various disease diagnoses and monitoring. Research on exosomes of inflammatory cells, including
eosinophils, is a promising field that may contribute to the comprehension of pathological mechanisms of asthma and novel
therapy research. The main task of this scientific review will be to examine exosome biogenesis, composition, functions, isolation,
identification, and role in eosinophilic asthma pathogenesis.
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bei hiperreaktyvumo. Létinio uzdegimo sukeliama

IVADAS

Astma - tai létiné uzdegiminé kvépavimo taky liga.
Remiantis uzdegimo pobudziu, astma gali bati suskirs-
tyta i bent du skirtingus fenotipus: eozinofiliné arba
2 tipo (T2) astma ir neeozinofiliné (neutrofiliné, misri
granuliocitiné ir paucigranuliocitiné) arba ne 2 tipo (ne
T2) astma [1]. Labiausiai paplites suaugusiyjy astmos
fenotipas yra T2 astma, kuriai budinga kvépavimo taky
ir kraujo eozinofilija bei padidéjusi 2 tipo limfocity
pagalbininky arba 2 tipo jgimty limfoidiniy lasteliy
gaminamy citokiny interleukino 4 (IL-4), interleu-
kino 5 (IL-5) ir interleukino 13 (IL-13) raiska. IL-5
reguliuoja eozinofily diferenciacijg, aktyvinima ir isgy-
venamumg, o IL-4 ir IL-13 skatina B limfocitus gaminti
imunoglobuling (Ig) E [2]. Eozinofilai yra dominuo-
jancios uzdegiminio atsako plauciuose lastelés, kurios
prisideda prie kvépavimo taky struktiriniy pokyciy
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zala bronchuose yra priskiriama eozinofily degranu-
liacijai, kai po eozinofily stimuliavimo j tarplasteling
aplinkg isskiriamas eozinofiliniy granuliy turinys [3].
Vis délto T2 zymenys daznu atveju kinta nevienodai
arba gali buti isreiksti tik i$ dalies, todél svarbu atrasti
papildomus bioZymenis, kurie padéty tiksliau nustatyti
vyraujantj astmos fenotipa [4].

Egzosomos — lasteliy i$skiriamios nanopuslelés, su-
darytos i$ hidrofilinés Serdies (galincios sgveikauti su
vandens molekulémis sudarant vandenilinius rysius) ir
dvigubo lipidy sluoksnio (lastelés ir membranos struk-
tarinio pagrindo), atskiriancio egzosomos turinj nuo
iSorinés aplinkos. Skirtingy Igsteliy linijy gaminamos
egzosomos pasizymi santykinai panasia sfingolipidy,
cholesterolio ir fosfatidilserino sudétimi [5]. Egzoso-
my dydis svyruoja tarp 30-200 nm, o pusleliy viduje
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randama jvairiy molekuliy - nukleino rags¢iy (deok-
siribonukleino ragsc¢iy (DNR), ribonukleino ragsciy
(RNR) ir mikroRNR (miRNR)), metabolity, baltymy
ir lipidy, buadingy egzosoma i$skyrusiai lgstelei [6].
Egzosomos tarplastelinéje aplinkoje pirma kartg buvo
aptiktos 1983 m. [7]. Tuo metu lasteliy i§skiriamos
egzosomos buvo laikomos lasteliy atliekomis, atsi-
randanciomis dél lgsteliy pazeidimo, arba $alutiniais
lasteliy homeostazés produktais (metabolitais), kurie
neturi reik§mingo poveikio greta esanc¢ioms lasteléms.
Valadi ir kt. nustaté, kad egzosomose gali buti pernesa-
ma genetiné medziaga. Autoriy teigimu, egzosominés
RNR bei miRNR gali btti pernesamos j kitas Igsteles
ir reguliuoti Iasteliy taikiniy funkcijas [8]. Egzosomy
taris yra prilyginamas eukariotiniy ribosomy tariui,
todél bendra egzosomy talpa gali buti lygi 100 baltymy
arba maziau ir lygi 10 000 nukleotidy arba maziau.
Egzosomy sudétis yra glaudziai susijusi su gaminancios
lastelés tipu bei reakcija j aplinkos poveikj — stimu-
livojamos, diferencijuojancios arba streso veikiamos
Iastelés isskirs skirtingos sudéties egzosomas [9]. Siuo
metu jvairiy lgsteliy egzosomose nustatyta daugiau
nei 4 400 baltymy, apie 200 lipidy, daugiau nei 1 600
informacinés RNR ir 750 miRNR [10]. Egzosomy ga-
lima aptikti visuose kiino skysciuose, jskaitant krauja,
seiles, $lapima bei motinos piena, todél egzosomos tapo
patraukliu moksliniy tyrimy objektu, kaip skystosios
biopsijos analité, jvairiy ligy diagnostikai ir stebésenai.
Dar daugiau, véziniy lasteliy egzosomos
nesa molekules, atspindincias genetinius
véziniy lasteliy pokycius, todél jy identi- p/
fikavimas skystosiose biopsijose gali tapti /
potencialiais bioZzymenimis diagnozuojant
vézj [11].

Vaisty kairime ir pernasoje organizme
$iuo metu placiausiai tyrinéjamos liposo-
mos ir polimerinés nanodalelés. Vis délto
liposomy gebéjimas stabiliai cirkuliuoti
ir nesikaupti organuose islieka neaiskus,
o polimerinés nanodalelés neissprendzia
toksiskumo problemos, kai yra naudojami
biologiskai neskaidiis polimerai. Ieskant
naujy vaisty pernasos bady, nemazai dé-
mesio pradéta skirti egzosomoms, kurios
geba pereiti hematoencefalinj barjera, is-
vengti degradacijos lizosomomis, pernesti
medziagas j lsteliy citoplazma bei pasizy-
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egzosomy atskyrimo ir gryninimo metodus, padidinti
ju iSeiga bei stabilumg po i$skyrimo.

Siame straipsnyje pateikiama trumpa egzosomy
biogenezés, turinio, funkcijy, laboratoriniy i$gryni-
nimo bei identifikavimo metody ir eozinofily kilmeés
egzosomy reik§meés astmos patogenezéje apzvalga.

METODAI

Apzvalgoje pateikiama informacija, gauta i$ laisvai
prieinamy moksliniy periodiniy leidiniy ,Clarivate
Analytics Web of Science®, ,,Scopus® ir ,,Springerlink®
duomeny bazése. Informacija surinkta naudojant Na-
cionalinio biotechnologijy informacijos centro (NCBI)
»PubMed" ir PMC, ,Google Scholar bei ,,Wiley Online
Library“ paieskos sistemas. Informacijai rinkti vartoti
Sie reik$miniai Zodziai: eozinofilai, egzosomos, astma,
2 tipo kvépavimo taky uzdegimas, mikroRNR.

EGZOSOMVU BIOGENEZE

Egzosomy gamyba lgstelése prasideda nuo vidulas-
teliniy multivezikuliniy kaneliy (MVK) susidarymo
dvigubo plazminés membranos jlinkimo j vidy pro-
ceso metu. Pirmojo plazminés membranos jlinkimo
j vidy metu susidaro puodelio formos struktara,
kuri apgaubia lasteliy pavirsiaus baltymus (1 pav.).
Sio proceso metu formuojasi ankstyvojo risiavimo
endosomos — organelés, kurios rasiuoja makromo-
lekules ir tirpias medziagas i$ tarplastelinés aplinkos.
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vir$iaus receptorius [14]. Kita vertus, $iuo
metu stinga duomeny, kaip standartizuoti
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1 pav. Egzosomy biogenezé. Adaptuota straipsnio autoriy [6]

MVK - multivezikulinis kanelis.
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Ankstyvojo rasiavimo endosomy pagrindiné funkcija
yra perne$ti medziagas j plazming membrang arba for-
muoti vélyvojo rasiavimo endosomas. Vélyvojo rasia-
vimo endosomos perne$a medziagas i$ trans-Goldzio
komplekso arba supakuoja medziagas j intralumina-
lines pusleles (ILP) ir formuoja MVK [15]. Lasteléje
susiformave MVK gali susilieti su lizosomomis arba
autofagosomomis ir bati suskaidyti. Kitu atveju MVK
gali susilieti su lastelés iSorine plazmine membrana ir
islaisvinti viduje esancias ILP j tarplasteline aplinka
kaip egzosomas [6].

Egzosomy formavimuisi buitinas endosominio ra-
$iavimo kompleksas (angl. endosomal sorting complex
required for transport, ESCRT). Endosominio rasiavi-
mo kompleksas - tai baltymy kompleksas, kurj galima
suskirstyti j keturis mazesnius kompleksus (ESCRT-0,
ESCRT-I, ESCRT-II, ESCRT-III), su kuriais kartu
veikia 1 tipo adenozintrifosfatazé (ATPazé), t.y. su
vakuoliniu baltymy rasiavimu susijes baltymas (angl.
vacuolar protein sorting-associated protein 4, VPS4).
ESCRT-0 funkcija yra perneSamy medziagy, pri-
klausomy nuo ubikvitino, grupavimas, o ESCRT-I ir
ESCRT-II prisideda prie endosominés membranos
pumpuravimosi ir ILP susiformavimo. Galiausiai
ESCRT-III reguliuoja suformuoty ILP atsiskyrimg nuo
puslele gaminancios lastelés plazminés membranos, po
to ESCRT-III suardomas naudojant adenozintrifos-
fatag (ATP), reakcija katalizuojant VPS4 [16]. ESCRT
baltymy kompleksas néra privalomas
pirminiam lastelés plazminés membranos
jlinkimui j vidy, taciau jis véliau reguliuoja
ILP susidaryma, uztikrindamas $io pro-
ceso veiksminguma ir specifiskuma [17].
Antruoju badu egzosomoms susidaryti
ESCRT komplekso baltymai nereikalingi.
ILP susidaryma ir egzosomy biogeneze
reguliuoja $iluminio $oko baltymai (angl.
heat shock protein, HSP), jvairts lipidai,
pavir$iaus tetraspaninai, lizobisfosfatido
rugstis ir keramidai [6, 15, 17]. Lipidai
gali lokalizuotis i specializuotus MVK
endosominius regionus, kurie dél lipidy
sudéties formuojasi jlenkdami plazmineg
membrang j vidy (angl. inward budding)
ir galiausiai sudarydami ILP.

Apibendrinant, egzosomy biogeneze
sudaro keturi etapai: molekuliy grupavi-
mas | MVK, MVK formavimasis, MVK
pernasa ir MVK susiliejimas su plazmine
membrana. Kiekvieng egzosomy bioge-
nezés etapa reguliuoja keli mechanizmai,
priklausomai nuo pernesamos molekulés
klasés (lipidai, baltymai arba nukleino
rugstys), egzosomas isskiriancios lasteleés
tipo ir mikroaplinkos veiksniy.
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AKT3 - serino-treonino kinazé 3 (angl. serine/threonine kinase 3); CRIg+ —
Seimai komplimentarus receptorius (angl. complement receptor of the immunoglobulin super-
family); miRNR - mikroribonukleino ragstis; NK — nataralios Zudikeés.

EGZOSOMINIY miRNR |[TAKA BIOLOGINIY

PROCESY REGULIAVIME

Egzosomy reik§mé tarplasteliniy signaly perda-
vime daznai atsiskleidzia per egzosomines miRNR
[18]. miRNR yra vienos grandinés 19-25 nukleotidy
ilgio RNR, kuria generuoja riboksinukleazés III tipo
fermentas i$ endogeninio transkripto, kuriame yra
vietiné plauky segtuko (angl. hairpin) struktara [19].
miRNR veikia kaip orientaciné molekulé, nutildan-
ti genus po transkripcijos, suporuodama bazes su
tikslinémis informacinémis ribonukleino ragstimis
(iRNR), o tai lemia iRNR skilimg arba transliacines
represijas. Nutildydamos jvairias tikslines iRNR,
miRNR dalyvauja beveik visuose lasteléje vykstan-
¢iuose procesuose — diferenciacijoje, vystymesi,
homeostazés palaikyme. Dauguma miRNR lokusy
randami baltymus koduojanciy arba nekoduojanciy
transkripcijos vienety introniniuose regionuose, o
kiti - nekoduojandiy transkripcijos vienety egzoni-
niuose regionuose [20]. miRNR kanoninio brendimo
kelyje svarbiausios III tipo endonukleazés Drosha ir
Dicer. Alternatyvaus miRNR brendimo kelio atveju
vienas i$ $iy baltymy gali nedalyvauti procese. Nustaty-
ta, kad dalis miRNR gali buti lokalizuotos pre-miRNR
segtuka formuojanciuose intronuose, vadinamuose
mirtronuose. Vietoj Drosha/DGRCS (angl. DiGeorge
syndrome critical region 8) komplekso mirtronus kerpa
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2 pav. Egzosomy miRNR poveikio mechanizmai. Adaptuota straipsnio autoriy [22]
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sudétingas ribonukleoproteiny kompleksas, vadinamas
splaisosoma. Tokios subrendusios miRNR vadinamos
mirtroninémis miRNR [21].

Skirtingy tyrimy metu i$siaiskinta, kaip lasteliy isski-
riamos egzosomos dalyvauja jvairiuose biologiniuose
procesuose (2 pav.). Egzosomos gali reguliuoti imu-
ninj atsaka perkeldamos ir pateikdamos antigeninius
peptidus, miRNR, pernesti uzdegima skatinancias
molekules [22]. Virusu uzkrésta lgstelé gali perduoti
virusing miRNR j kitas neuzkréstas imunines lasteles
per egzosomas [23]. Dar daugiau, Zarnyno epiteliniy
lasteliy i$skirtos egzosomos gali patekti i bakterijas
ir reguliuoti geny transkripcijg bei augima, o jy pra-
radimas sukelia kolito paiiméjima [24]. Viena i§ ma-
krofagy funkcijy Zarnyne yra bakterijy ir jy produkty
iSvalymas. Tyrimo metu nustatytas CRIg*
(Ig Sseimai komplementarus receptorius)
makrofagy populiacijos sumazéjimas nu-
tukusiems tiriamiesiems. Dél makrofagy
stygiaus pasalinta maziau cirkuliuojanciy
kenksmingy zarnyno mikroby DNR turin-
¢iy egzosomy, kurios pasklido j tolimus au-
dinius, ir buvo stebimas padidéjes audiniy
uzdegimas bei atsparumas insulinui [25].
Egzosomos taip pat dalyvauja autofagijos
proceso reguliavime, kuris sutrinka jvairiy
véziniy, neurodegeneraciniy ir medziagy
apykaitos ligy metu [26].

Egzosomos gali prisidéti prie oksidacinio
streso. Peliy modelyje nustatyta, kad kasos
B-lasteliy kilmés egzosominés miR-15a
gali migruoti per kraujotaky ir skatinti
reaktyviy deguonies formy (RDF) gamyba
aktyvindamos serino ir treonino kinazés 3
(angl. serine/threonine kinase 3, AKT3)
signalinj kelig, taip sukeldamos tinklainés
pazeidima [27].

Lasteliy dauginimasis ir dalijimasis —
tai viena pagrindiniy lasteliy fiziologiniy
funkcijy. Augimo veiksniai, hormonai ir
onkogeny produktai gali skatinti arba slo-
pinti §iuos procesus. Tiriant egzosomines
RNR pastebéta, kad ziedinés RNR, nutai-
kytos { miR-217, pagreitina lasteliy ciklag
ir skatina jy proliferacija, o minéti lastelés
ciklo sutrikimai gali sukelti piktybine Zzmo-
gaus kepeny lasteliy transformacija [22].
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priimtos egzosomos gali susilieti su jau egzistuojancio-
mis ankstyvojo rasiavimo endosomomis, tada suirti ir
i8leisti savo turinj i citoplazma arba buti supakuotos j
naujus MVK. Kitu atveju j lastele patekusios egzosomos
gali bati suardomos lizosomy. Egzosomy jsisavinimo
ir i$skyrimo keliai gali persidengti, todél ilgainiui bet
kurioje lasteléje susiformuoja misri egzosomy popu-
liacija, kurig sudaro ir endogeniskai pagamintos, ir j
lastele patekusios egzosomos [6].

Egzosomos pavir$iuje esantys transmembraniniai
ligandai tetraspaninai, integrinai, audiniy suderina-
mumo kompleksai (angl. major histocompatibility
complex, MHC), tarplasteliné adhezijos molekulé 1
(angl. intercellular adhesion molecule 1, ICAM-1) gali
tiesioginiu arba nuo kontakto priklausomu (jukstra-
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3 pav. Egzosomy patekimo | recipientines Iasteles budai ir Iastelinis atsakas.
Adaptuota straipsnio autoriy [29]

ARF6 - adenozindifosfato-ribosilinimo veiksnys 6 (angl. adenosine diphosphate-ribosylation
factor 6); CDC42 - guanozino trifosfataziy Rho Seimos narys (angl. cell division cycle 42); CD3 -T
lasteliy koreceptorius (angl. cluster of differentiation 3); C3/4/5 — komplemento komponentai;

DR4/5 — mirties receptoriai; MFGE8 - pieno riebaly laseliy epidermio augimo veiksnys 8 (angl.

TARPLASTELINIY SIGNALY

PERDAVIMAS EGZOSOMOMIS

Egzosomas isskiria dauguma lasteliy
tipy, todél jos gali tarpininkauti tarp vienos
ir kitos lastelés lokaliai ir sistemiskai. Pasie-
kusios tiksling lgstele, egzosomos j jy vidy
gali patekti keletu budy (3 pav.). [ lastele
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milk fat globule-epidermal growth factor 8); MHC - audiniy suderinamumo kompleksas (angl.
major histocompatibility complex); FasL - Fas ligandas (2 tipo transmembraninis baltymas);
FcR - antikiino Fc regiong atpazjstantis receptorius; ICAM-1 - tarplasteliné adhezijos mole-
kulé 1 (angl.intercellular adhesion molecule 1); g —-imunoglobulinas; PDL-1 - uzprogramuotos
lastelés mirties baltymo 1 ligandas (angl. programmed death-ligand 1); PI3K - fosfoinozitido
3-kinazé (angl. phophoinositide 3-kinase); PSGL-1 - P-selektino glikoproteino ligandas 1 (angl.
P-selectin glycoprotein ligand 1); RhoA — Ras homologiniy geny $eimos narys A (angl. Ras homo-
log gene family member A); RTK - receptoriy tirozino kinazés (angl. receptor-tyrosine kinases);
TCR - T Iasteliy receptorius (angl. T cell receptor); TRAIL - su naviko nekrozés veiksniu susijes
apoptoze inicijuojantis ligandas (angl. tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand).
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krininiu) signalo perdavimo badu tiesiogiai jungtis su
recipientinés lastelés pavirsiaus receptoriais ir suzadinti
signaline kaskada, kuri suaktyvina tiksline lastele. Tai
yra daznas biidas perduoti lastelinius signalus, susiju-
sius su imunomoduliacija ir apoptoze [28].

Lastelés gali bendrauti su kitomis lgstelémis ga-
mindamos tirpias signalines molekules (cheminius
tarpininkus) i aplinkg ir kraujotakg. Sie tarpininkai
gali buti citokinai, augimo veiksniai, hormonai, neu-
rotransmiteriai, drusky jonai bei egzosomos. Tirpus
signalo perdavimas apima proteolitinj ligandy skilima
nuo egzosominio pavirsiaus ir sagveika su lasteliy pa-
vir§iaus membranos receptoriais. Metaloproteinazéms
atskélus membraninius Fas ligandus (angl. type I inte-
gral membrane protein), su naviko nekrozés veiksniu
(angl. tumor necrosis factor, TNF) susijusj apoptoze
sukeliantj liganda (angl. tumor necrosis factor-related
apoptosis-inducing ligand, TRAIL) ir TNF susidaro
tirpts citokinai. Vieno tyrimo metu nustatyta, kad i$
kraujo plazmos i§skirtos egzosomos, kuriy membranos
pavirsiuje aptikta Fas ir TRAIL ligandy raiska, sukélé
Jurkat T lgsteliy apoptoze, sumazindamos transkrip-
cijos veiksnio NF-kB (angl. nuclear factor, aktyvuoty
B lasteliy branduolinio veiksnio kappa-lengvosios
grandinés stipriklio), signalizacijos adapterio baltymo
CD3-zeta ir peptidy perneséjy reguliatoriaus tirozino
ir baltymy kinazés (angl. Janus kinase 3, JAK3) raiska
[29].

Pasleliy ir Iasteliy susiliejimas yra procesas, kurio
metu puslelé susijungia su lstelés plazmine membrana
arba kitomis lgsteliy organelémis. Naudojant fluo-
rescencinj lipidy mai$ymo ir membranos susiliejimo
tyrimo metoda, nustatyta, kad monocity kilmés na-
nopuslelés susilieja su aktyvuoty trombocity plazmine
membrana ir pernesa audiniy veiksniy ir selektino
P ligandg 1 (angl. P-selectin glycoprotein ligand 1,
PSGL-1). Egzosomos adhezijos receptoriais integrinai
prisitvirtina prie lgstelés, o tetraspaniny mikrodome-
nai palengvina egzosomy susiliejimg. Po susiliejimo
su lgsteléemis pastebéta, kad fluorescenciniais dazais
pazymétos egzosomos sgveikauja su citoplazmoje esan-
¢iomis mikropislelémis [29]. Manoma, kad egzosomai
saveikaujant su lgstele tirpiy signaliniy molekuliy nuo
kontakto priklausomu arba susiliejimo budais jy per-
nesamos medziagos gali patekti i citoplazma ir sukelti
lastelinj atsaka. Vis délto didelis egzosomy populiacijy
heterogeniskumas islieka pagrindiniu i$$akiu aiski-
nantis tarplastelinj signalo perdavima egzosomomis.

Fagocitozé - tai organizmo gebéjimas praryti, suvirs-
kinti ir pasalinti mikrobus, svetimkanius ir negyvas
lasteles. Kitaip tariant, tai baltymo aktino valdomas
mechanizmas, kuriam reikia specifiniy opsonino
receptoriy — kristalizuojamo Ig molekulés fragmento
(Fc) ir komplemento, $alinimo receptoriy arba Toll tipo
receptoriy (angl. Toll-like receptor, TLR). Pagrindinés
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fagocituojancios lastelés yra makrofagai, neutrofilai
ir dendritinés Iastelés, o $is procesas buvo pasitlytas
kaip vienas i§ bendry egzosomy patekimo j lasteles
budy. Fagocitozé yra laipsniskas procesas, kurio metu
fagocituojanciy lasteliy membranos deformacijos
apgaubia tarplastelinéje aplinkoje esancias daleles ir
suformuoja fagosoma. Po to fagosomos membrana
susilieja su citoplazmoje esan¢iomis lizosomomis, su-
sidaro fagolizosoma. Paskutinio etapo metu lizosomy
granuliy hidroliziniai baltymai patenka j fagolizosoma
ir suardo jos turinj. Tyrimo metu nustatyta, kad eg-
zosomy fagocitozé priklauso nuo aktino citoskeleto,
fosfoinozitido 3 kinazés (PI3K) ir dinamino 2 [30].
Siuo metu stinga duomeny, ar fagocitozé yra tik Iasteliy
atlieky pasalinimo procesas, ar tai gali bati laikoma dar
vienu egzosomy tarplastelinio ry$io perdavimo badu.

Receptoriy reguliuojamai endocitozei reikalingas
ligandas egzosomos pavirsiuje, kuris susijungty su
specifiniais lgstelés plazminés membranos receptoriais.
Tai dar vadinama klatrino sukelta endocitoze, kurios
metu susidaro klatrino ir kity baltymy kompleksai,
padengiantys membrang ir skatinantys membranos
jlinkima j vidy, formuojant puslele. Egzosomy endo-
citozé gali buti reguliuojama lipidiniy ,,plausty“ (angl.
lipid rafts). Tai gyvany lasteliy plazminéje membranoje
esantys dinaminiai ir heterogeniniai mikrodomenai,
sudaryti i$ tarpusavyje saveikaujanciy sfingolipidy ir
cholesterolio, susiety vandenilinémis jungtimis tarp
angliavandeniy fragmenty ir van der Valso jégy tarp
riebaly ragsciy grandiniy. IS tarplastelinés aplinkos j
lastele endocitozés budu patekusios egzosomos gali
buti siunc¢iamos jlizosomas, kuriose vyksta egzosomy
suardymas arba perrasiavimas j naujas endosomas
plazminéje membranoje. Makropinocitozés metu
aktino gijy suformuojami i$siki$imai skatina lastelés
plazminés membranos jlinkima j vidy, taip nespeci-
fiskai endocituojamas tarplastelinis skystis ir mazos
dalelés. Egzosomy endocitozé nepriklausomai nuo
pobudzio — makropinocitozé arba tarpininkaujama
receptoriy ir lipidiniy plausty — visada lemia pusleliy
pernasa j endosominj kelig, kuriame egzosomos gali
buti suskaidomos lizosomy, perdirbamos lasteléje arba
i$skiriamos | tarplasteline aplinka [28].

EGZOSOMVY ISSKYRIMAS IR IDENTIFIKAVIMAS

Egzosomos gali buti identifikuojamos pagal specifi-
nius pavirsiaus baltymus (4 pav.). Proteominiai tyrimai
parodé, kad egzosomose yra specifinis Igsteliy baltymy
pogrupis, kuris priklauso nuo egzosomas i$skiriancios
lastelés tipo, ir bendri baltymai i§ endosomy, plazminés
membranos bei citozolio [31]. Visos egzosomos dél
savo endosominés kilmés turi membraninius pernasos
ir susiliejimo baltymus — guanozintrifosfatazes, adeno-
zindifosfato ribosilinimo veiksnj 6 (ARF6), aneksinus,
flotiling, tetraspaninus - CD9, CD37, CD53, CD63,
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CD81, CD82; HSP70, HSP90; su MVK
biogeneze susijusius baltymus Alix, na-
viko jautrumo baltyma (TSG)-101 bei su
lipidais susijusius baltymus ir fosfolipazes
(5, 6, 31].

Mikroaplinka ir lasteliy tipas gali turéti
jtakos egzosomy turiniui bei jy biologiniy
zymeny kiekiui. Siuo metu placiausiai
naudojami egzosomy Zymenys yra te-

Integrinai

O

Tetraspaninai:
_ CD9, CD81, CD82

N\

o
(,\‘\
“\\\

Nukleorugstys:
DNR, RNR, iRNR, miRNR

Fermentai:
ATPazé; ATP-citrato liazé; gliukozés 6 fosfato izomerazé;

aspartato aminotransferazé; enolazé; reroksiredoksinas 1;
gliceraldehido 3 fosfato dehidrogenazé

traspaninai CD9, CD63 ir CD81, Alix,
flotilinas, TSG101, keramidas ir su Ras

Signalo transduktoriai:
baltymo tirozino fosfatazé; fosfoinozitino
3 kinazeés; kateninas; tarplastelinés

signalo reguliuojamos kinazés

Baltymai: L
klatrinas; Alix; ubikvitinas; .
tioresokdinas; auglio

jautrumo baltymas (TSG101)

sistema susijes baltymas Rab-5B. Pirmieji
egzosomy tyrimai atlikti jas i§skiriant
diferenciniu ultracentrifugavimu [33].
Véliau ultracentrifugavimo atsisakyta dél
galutinio produkto uZter§imo panasaus
dydzio dalelémis, egzosominiy agregaty
susidarymo, brangios jrangos poreikio ir
laiko kasty [34]. Ultrafiltravimas pagrijstas
membrany su specifiniu pory skersmeniu
naudojimu, norint i$skirti i§ anksto nusta-
tyto dydzio daleles [35]. Didesnés dalelés
pasalinamos pirmiausia, naudojant filtrus,
kuriy pory skersmuo yra 0,8 ir 0,45 um,
todél lieka gana daug egzosomy turintis
filtratas. Pabréztina, jog ultrafiltracija turi
mazesne egzosomy iSeiga ir grynuma,
o RNR ir miRNR kokybé yra prastesné,
palyginti su ultracentrifugavimu.

Naujesni i§skyrimo metodai paremti egzosomy pa-
vir§iuje esanciais specifiniais receptoriais, naudojant
$iy baltymy (antigeny) ir jy antikiiny imunoafinine
saveika. Dazniausiai naudojami antikinai sujungti
su magnetiniais rutuliukais pries specifinius egzoso-
muy pavirSiaus Zymenis tetraspaninus CD9, CD63 ir
CD81. Naudojant magnetinj lauka, méginys su eg-
zosomomis yra praleidziamas per kolonéle su porétu
filtru. Magnetine Zyme pazymeétos egzosomos yra
sulaikomos kolonélés magnetiniame lauke. Galiausiai
kolonélé pasalinama i$ magnetinio stovo ir i$plaunama
eliucijos buferiu. Kiti egzosomy i$skyrimo metodai
apima mikroskysciy technologijas, dydzio isskyrimo
chromatogratija, komercinius egzosomy precipitacijos
rinkinius [36].

Egzosomoms patvirtinti méginiuose dazniausiai
naudojami specialiis mikroskopavimo instrumentai,
pvz., »Nanosight* (,Malvern Panalytical, Jungtiné
Karalysté), arba transmisijos elektrony mikroskopija
(TEM), kuriais galima vertinti egzosomas pagal ju dydj
bei ultrastruktaras [37]. Egzosomas taip pat galima
aptikti naudojant specifinius antikinus prie$ minétus
egzosomy pavirsiaus baltymus tékmés citometrijos
ir imunofermentinés (ELISA) analizés metodais
arba identifikuoti specifinius egzosomy baltymus
WesternBlot metodu. Pavieniy egzosomy identifika-

autoriy [32]
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Lipidai; leukotrienai;
prostaglandinai

Citoskeleto baltymai:
aktinas; miozinas; tubulinas, kofilinas

Siluminio $oko baltymai:
HSP70, HSP84/90

Lastelei specifinés
molekulés

ICAM-1

PD-L1

4 pav. Egzosomy sudéties bei pavirsiaus Zzymeny apzvalga. Adaptuota straipsnio

ATP - adenozintrifosfatas (angl. adenosine triphosphate); CD - lasteliy lasteliy pavirsiaus Zymuo
(angl. cluster of differentiation); LAMP1 - su lizosomomis susijes membraninis baltymas 1 (angl.
lysosomal associated membrane protein 1); MHC - audiniy suderinamumo kompleksas (angl.
major histocompatibility complex); OX40 - naviky nekrozés veiksnio receptoriy superseimos
narys (angl. tumour necrosis factor receptor); PD-L1 —programuotos lgstelés mirties ligandas 1
(angl. programmed death-ligand 1).

vimas, i§skyrimas bei analizé gali suteikti reik§mingos
informacijos apie egzosomy biologines savybes ir jy
naudojimg imunoterapijoje bei vakciny gamyboje [38].

EOZINOFILO ISSKIRIAMY EGZOSOMY

BIOLOGINES SAVYBES SERGANT ASTMA

Per pastarajj desimtmet] sparciai augant mokslininky
susidoméjimui jvairiy lasteliy egzosomomis, démesys
atkreiptas ir j eozinofilus. Mazzeo ir kt. pirmieji nusta-
té, kad eozinofiluose yra funkcionuojan¢iy MVK, kurie
susiliejimo su plazmine membrana metu j aplinka gali
i$skirti nanopusleles, membranos struktira, dydziu bei
baltymais panasias i egzosomas [39]. Tyréjy teigimu,
eozinofily citoplazmoje esantys MVK membrana gali
jlinkti i§ vidaus ir formuoti endosomines pusleles, o
suformuotas pisleles i$skirti i aplinkg. Sios pislelés
pasizymi egzosomoms buidinga pavirsiaus tetraspaniny
CD9, CD63 bei Alix baltymy raiska, o proteominé
masiy spektrometriné analizé rodo, kad eozinofily eg-
zosomy turinys panasus j eozinofily antriniy granuliy
specifinius baltymus. Kiekybiniy eozinofily baltymy
skirtumy egzosomose tarp serganciyjy astma ir sveiky
asmeny nenustatyta, taciau serganciyjy astma eozino-
fily egzosomy gamyba buvo reiksmingai didesné, todél
egzosomos galéty tapti potencialiais biozymenimis
sergant astma [39].
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Kita tyréjy komanda vertino serganciyjy
astma kraujo eozinofily egzosomy poveikj
plauciy struktarinéms lgsteléms komp-
leksiniy kultary modelyje in vitro [40].
Tyrimo metu nustatyta, kad serganciuyjy
astma eozinofily i$skirtos egzosomos gali
prisidéti prie kvépavimo taky pazaidos,
veikiant plauciy struktariniy lgsteliy
biologines savybes bei baltymy gamyba
(5 pav.). Po inkubacijos su serganciyjy
astma eozinofily egzosomomis smulkiyjy
kvépavimo taky epitelio lgsteliy apop-
tozé, uzdegiminiy Zymeny geny raiska
bei signalinio keitiklio ir transkripcijos
aktyvatoriaus 3 (angl. signal transducer
and activator of transcription 3, STAT3) ir
baltymy kinazés B signalinio kelio fosfo-
rilinimas reik§mingai padidéjo [40]. Be to,
serganciyjy astma eozinofily egzosomos
skatino bronchy lygiyjy raumeny lasteliy
proliferacija, taip prisidedant prie kvépavi-
mo taky remodeliacijos vystymosi.

Nustacius, kad serganciyjy astma eozi-
nofily egzosomy gamyba yra reik§mingai
padidéjusi, atliktas tyrimas, siekiant issiais-
kinti, ar eozinofily i§skiriamos egzosomos
gali autokrininiu badu reguliuoti paciy eo-
zinofily biologines funkcijas [41]. Tyrimo
metu vertinta eozinofily adhezija, adhezi-
jos molekuliy raiska, apoptozé, migracija
bei RDF gamyba po inkubacijos su sveiky
arba astma serganciy asmeny eozinofily

Smulkiyjy kvépavimo
taky epitelio Iastelés

1|

T T | LT | II
/ L / &
OO\ O\D\D)

t Epitelio pazaida
Apoptozé

AKT, STAT3 fosforilinimas y
TNF, CCL26, POSTN raiska 4 '
.
L

Egzosomos
Plauciai

Proliferacija
ERK 1/2 fosforilinimas
VEGFA, CCR3 raiska

' Migracija

L eT gk

Kraujagyslé

Kauly ciulpai

5 pav. Eozinofily egzosomy reiksmé sergant astma. Adaptuota straipsnio autoriy
[40]

AKT - serino ir treonino kinazé (angl. serine/threonine kinase 1); CCL26 — eotaksinas 3 (angl.
C-C motif chemokine ligand 3); CCR3 - C-C chemokino receptorius 3 (angl. C-C chemokine
receptor 3); ERK - tarplasteliné signalo reguliuojama kinazé (angl. Extracellular signal-regulated
kinase); NO - azoto oksidas; POSTN - periostinas (angl. Periostin); RDF - reaktyvios deguonies
formos (angl. Reactive oxygen species); STAT3 - signalinio keitiklio ir transkripcijos 3 aktyvatorius
(angl. signal transducer and activator of transcription 3); TNF — naviko nekrozés veiksnys (angl.
tumour necrosis factor); VEGFA - kraujagysliy endotelio augimo veiksnys A (angl. vascular
endothelial growth factor A).

egzosomomis. Nustatyta, kad eozinofily

i$skiriamos egzosomos turi chemotaktinj poveikj, ska-
tina eozinofily adhezijg bei didina adhezijos molekuliy
ICAM-1 ir integrino a2 raiska [41]. RDF yra svarbus
imuninei sistemai, palaikant redukcijos ir oksidacijos
reakcijy pusiausvyra bei yra susije su jvairiy lasteliy
signaliniy keliy aktyvavimu: i$siskleidusio baltymo
atsaku (angl. unfolded protein response, UPR) bei KE-
AP1-NRF2 (angl. Kelch-like ECH-associated protein —
erythroid-derived 2-related factor 2) signaliniu keliu
[42]. Endoplazminio tinklo oksidacinis stresas — tai
lastelés buklé, kai dél endoplazminio tinklo funkciniy
poky¢iy pradeda kauptis issiskleide arba netinkamai
sulankstyti baltymai. Endoplazminio tinklo stresas su-
aktyvina UPR signalinj kelig — adaptyvia reakcija, kuri
sumazina i$siskleidusiy baltymuy kiekj, kad islaikyty
lasteliy gyvybingumg ir funkcija [43]. KEAP1-NRF2
signalinis kelias yra pagrindinis lasteliy apsaugos nuo
RDF ir elektrolity sukeliamo oksidacinio streso regu-
liatorius [44]. Eozinofilinés kilmés egzosomos skatina
autokrinine deguonies radikaly gamyba eozinofiluose
[41], taip prisidedant prie kvépavimo taky hiperreak-
tyvumo bei oksidacinio streso audiniuose.
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Ivertinus eozinofily egzosomy dydj, skirtumy tarp
serganciyjy astma ir sveiky asmeny nenustatyta: abiejy
grupiy egzosomy dydis buvo apie 175 nm, o kito ty-
rimo atveju — apie 162 nm [40, 42]. Atlikus eozinofily
egzosomy turinio analize, masiy spektrometrijos ir
Western blot metodais nustatyti pagrindiniai eozino-
fily antriniy granuliy citotoksiniai baltymai: eozinofily
peroksidazé (angl. eosinophils peroxidase, EPO), eozi-
nofily katijoninis baltymas (angl. eosinophils cationic
protein, ECP) ir pagrindinis bazinis baltymas (angl.
major basic protein, MBP), periostinas bei keliasdesimt
kity baltymuy, susijusiy su adhezija, lastelés signalo
reguliavimu, redukcijos ir oksidacijos reakcijomis,
uzdegimu ir metabolizmu.

Irodyta, kad egzosomos, kurios yra viena i§ maziau-
siy tarplasteliniy pusleliy, i$siskirianciy i$ lasteliy, turi
skirtingas nukleortgstis, jskaitant miRNR. miRNR gali
reguliuoti lasteliy augima ir metabolizma, slopindamos
geny raiska po transkripcijos. miRNR moduliuoja
tiek pirminj, tiek antrinj imuninj atsakg, o miR-21,
miR-146a ir miR-155 yra jvardijamos kaip pagrin-
dinés imuninio atsako miRNR astmos patogenezéje
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[45]. Be to, taikant naujos kartos sekoskaitos analize
nustatyta, kad cirkuliuojan¢iy egzosominiy miR-128,
miR-140-3p, miR-196b-5p ir miR-486-5p raiska buvo
reik§mingai didesné sergant sunkia astma, palyginti su
sveikais asmenimis [46]. Kiekviena miRNR gali taikytis
j skirtingg geny skaiciy, dél Sios priezasties bet kokie
miRNR lygio poky¢iai gali paveikti daugelj signaliniy
keliy ir reik§mingai prisidéti prie ligos patogenezés
[47]. Siuo metu stinga duomeny apie miRNR, esan-
¢ias neseniai identifikuotuose skirtinguose eozinofily
potipiuose [48] bei jy gaminamose egzosomose. Sie
tyrimai reik$mingai prisidéty prie ligos patogenezéje
dalyvaujanciy molekuliniy signaliniy keliy i$aiskinimo
bei terapiniy taikiniy ir biozymeny paie$kos sergant
astma.

Taigi, eozinofily isskiriamos egzosomos gali regu-
liuoti tiek paciy eozinofily biologines funkcijas, tiek
veikti kitas struktarines lasteles, taip prisidédamos
prie patofiziologiniy mechanizmy vystymosi bei
palaikymo.

APIBENDRINIMAS

Egzosomos — svarbus tarplastelinio bendravimo bi-
das tarp to paties arba skirtingo tipo lasteliy, kuriomis
gali buti perduodamos jvairios signalinés molekulés.
Lasteliy saveika su egzosomomis gali sukelti jvairius
stimuliuojancius arba slopinancius funkcinius poky-
¢ius, susijusius su i§gyvenamumu, proliferacija, angio-
geneze, zaizdy gijimu, geny transkripcija, metabolity
reguliacija, apoptoze, mediatoriy gamyba, imuninés
sistemos reguliavimu, lgsteliy migracija, invazyvumu
bei metastazavimu. Minétos savybés pabrézia egzoso-
my reik$me skirtingy ligy patogenezéje, o jy tyrimai
gali padéti jgyti naujy terapiniy metody jzvalgy. Ser-
gant astma, eozinofily i$skiriamos egzosomos veikia
uzdegimine mikroaplinka bei pacius eozinofilus, o tai
gali sukelti simptomy patméjima arba palengvéjima.
Egzosomy tyrimai i$ jvairiy biologiniy méginiy gali
suteikti reik§mingos informacijos apie vyraujancius
patofiziologinius mechanizmus sergant astma bei

kitomis ligomis.
Gauta 2024 08 21
Priimta 2024 08 27
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