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Extracellularis vesiculak és hematologiai
malignitasokban jatszott szerepiik
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Extracellularis vesiculdk minden szervezetben képzddnek. Hirom legintenzivebben vizsgalt csoportjuk az apoptoti-
kus testek, a microvesiculdk és az exosomak. A sejtek kozotti kommunikdcidban, immunreakciékban, angiogenezis-
ben betoltott szerepiik csak néhany az eddig megismertek koziil. A fiziol6gids folyamatok mellett sokféle betegség-
ben leirtak valtozasaikat; a patomechanizmusban betoltott szerepiik mellett felvetédik potencidlis hasznalatuk
biomarkerekként. A szerz6k betekintést kivinnak nytjtani az extracelluldris vesiculak kutatdsaba, kiemelve azt a né-
hdny tanulményt, amely a hematol6giai malignitdsokra fékuszalt. A microvesiculdk és exosomak vérplazmaban mért
mennyisége, a terdpia soran megfigyelt mindségi viltozisa miatt felmertilt, hogy a diagnosztikiban, prognosztikiban,
illetve a minimalis residualis betegség monitorozasiban is hasznilhaték lehetnek. Akut myeloid leukaemidban a ter-
mészetes OlGsejtek aktivitdsianak szupresszalasiban bizonyitott a blasteredet exosomak szerepe. Krénikus lymphoid
leukaemiaban a microvesiculak kozremitikodése valdszind a gyodgyszer-rezisztencia kialakulasdban is. Orv. Hetil.,
2016, 157(35), 1379-1384.
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Extracellular vesicles and their role in hematological malignancies

Extracellular vesicles are produced in all organisms. The most intensively investigated categories of extracellular ve-
sicles include apoptotic bodies, microvesicles and exosomes. Among a very wide range of areas, their role has been
confirmed in intercellular communication, immune response and angiogenesis (in both physiological and pathologi-
cal conditions). Their alterations suggest the potential use of them as biomarkers. In this paper the authors give an
insight into the research of extracellular vesicles in general, and then focus on published findings in hematological
malignancies. Quantitative and qualitative changes of microvesicles and exosomes may have value in diagnostics,
prognostics and minimal residual disease monitoring of hematological malignancies. The function of extracellular
vesicles in downregulation of natural killer cells” activity has been demonstrated in acute myeloid leukemia. In chronic
lymphocytic leukemia, microvesicles seem to play a role in drug resistance.
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Roviditések

AKT = proteinkindz B (PBK); AML = akut myeloid leukaemia;
C3b = complement receptor type 1; CD = cluster of differen-
tiation; CLL = krénikus lymphoid leukaemia; CXCR4 = kemo-
kinreceptor-4; EV = extracellularis vesicula; FLT3 = Fms-like
tirozinkindz-3; IGF-IR = insulin-like novekedési faktor recep-
tor; ITD = internalis tandem duplikacié; MHC = (major histo-

compatibility complex) f6 hisztokompatibilitdsi rendszer; mi-
RNS = mikro-RNS; MMP9 = mitrixmetalloproteiniz-9;
mRNS = messenger RNS; MV = microvesicula; NK = (natural
killer cell) természetes 616sejt; NKG2D = (natural killer group
D) természetes 6l6sejt D csoport; NPM1 = nucleophosmin 1;
snRNS = (small nuclear RNS) kis sejtmagi RNS; TGF-B =
transzformal6 novekedési faktor 8
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Az extracellularis vesiculdk (EV) mind eukaryotik, mind
pedig prokaryotik esetén megfigyelhet6, membrinnal
koriilvett képletek, amelyek mérete 50-80 nm-t8l tobb
mikronig terjed [1]. A reticulocytaeredetti multivesicula-
ris testek az extracellularis térbe valé kitirtilésének leirasa
tobb mint 30 évvel ezelbttre tehetd, két egymistol fiig-
getlen kutatéesoporttdl [2, 3]. Az egyik csoport patkd-
nyokon folytatott kutatast, ahol a transzferrint, illetve
transzferrinreceptor endocytosisat és intracellularis ter-
mel6dését vizsgaltik [2], mig a mdsik csoport a juhok
reticulocytainak érése soran vizsgalta a transzferrinrecep-
torokat [3]. Ugy gondoltik, hogy ezeknek a vesiculik-
nak valédi bioldgiai jelent&ségiik nincs, tgynevezett
»membranszemetek” (debris). KésGbb, 1996-ban azon-
ban leirtik az adaptiv immunvilasz kivéltasaban jitszott
szerepiiket [4]. Ezek utdn intenziv kutatds témdjava valt
pontos bioldgiai funkcidik részletes feltérképezése, az
EVpedia nemzetko6zi adatbazisa jelenleg 6879 publikaci-
Ot tart szamon az adott témakorben (http://www.evpe-
dia.info/ 2016. majus 3-an).

Elnevezésiik még nem teljesen egységes a szakiroda-
lomban. Méretiik és keletkezési mechanizmusuk alapjan
azonban az alabbi hirom legszélesebb korben jellemzett
csoport kiilonithetS el: exosomak, microvesiculak és
apoptotikus testek (1. tdablizat) [1,5, 6].

Az exosoma elnevezés dr. Rose Johnstone nevéhez kap-
csolodik [7]. Atméréjﬁk 100 nm koriili, amely atfed a
virusok méretével. Kettds foszfolipidréteg veszi koril
Gket, a multivesicularis testek exocytosisaval keletkeznek.
Féleg immunsejtek és tumorok esetén vizsgaltak Gket,
egyik legkiemelked6bb szerepiik a sejtmentes antigén-
bemutatas [1, 5]. A microvesiculdk mérete 100-1000
nm-re tehetd, amely a baktériumok méretével mutat ha-
sonlésiagot [5]. A plazmamembranbdl fliz6dnek le (bleb-
bing), legjobban jellemzett forrasaik a vérlemezkék, a
vorosvértestek és az endothelsejtek [1]. Az apoptotikus
testek mérete >1 pm, a programozott sejthaldl kapcsin

1. tablazat Az extracelluldris vesiculdk felosztasa és legfontosabb jellemzdik
(6]
Exosoma Microvesicula Apoptotikus test
Méret 50-100 nm 100-1000 nm 1 pm
(~virus) (~baktérium) (~vérlemezke)
Keletkezés  Multivesicularis Sejthartya- Apoptdzis
testek exocytosisa  blebbing sordn
Legjobban Immunsejtek, Vérlemezkék, Programozott
jellemzett  tumorok vorosvértestek,  sejthaldl
forras endothelsejtek
Tartalom  Protein, lipid, Protein, lipid, Protein, lipid,
mRNS, miRNS, mRNS, miRNS, RNS, DNS
DNS, snRNS
hésokkfehérjék,
enzimek,

MHC-receptor,
tetraspaninok,
membrin-
transzport-fehérjék
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keletkeznek [8]. Szerepet jatszhatnak tobbek kozott az
onkogének horizontilis transzferében [9]. Jellemz&en ki-
mutathaték az annexin-V-k6tédés alapjan [10].

Tekintettel arra, hogy az extracellularis vesiculdk igen
nagyfoka heterogenitist mutatnak, az ,extracellularis
vesicula” elnevezés hasznalata tekinthet$ a legegyértel-
mibbnek és legbiztonsigosabban hasznalhaténak mind-
addig, amig az egyes vesicula-alpopulicidkra vonatkozé-
an nem rendelkeziink specifikus molekuldris markerekkel.

Tobbek kozt a sejtek kozotti kommunikicidéban, az
angiogenezisben, az intracellularis komponensek eltdvo-
litdsaban, a szervezet immunvalasziban és a véralvadas-
ban is megfigyelték Sket (1. dbra) [11].

Az extracellularis vesiculak miikodése lehet6vé teszi a
fehérjék, RNS-, s6t DNS-sejtek kozotti kicserélGdését
[11]. Fiziolbgids esetben a sejt felesleges anyagainak el-
széllitdsaban igen fontosak lehetnek. A sejtek altal vesicu-
lakba csomagolt molekulak ugyanis endocytosis Gtjan
kertilnek eltavolitisra a keringésbdl. Patoldgias esetben
azonban ez a folyamat feltehetGen nem megfelel6en mi-
kodik, igy a csokkent endocytosis szerepet jatszhat pél-
ddul daganatos kérképek folyamataiban [12].

Extracellularis vesiculdkat mind az egészséges, mind a
daganatos sejtek termelnek [4, 13]. Izoldlhatdk vérbdl,
cerebrospinalis  folyadékbdl, synovialis folyadékbdl,
nyirokbdl, vizeletbdl, hastiri folyadékbol, anyatejbdl,
nyalbol, orrvaladékbdl vagy akir konnybdl is [14, 15].
Yuana és misai szimos tanulminy alapjdn arra a kovet-
keztetésre jutottak, hogy a testfolyadékok jol elkiilonit-
hetd vesiculaprofillal rendelkeznek [11].

A sejtek kozotti kommunikicioban betoltott funkeid-
juk feltérképezése érdekében vizsgaltik az EV-k mikro-
RNS-tartalmat. A mikro-RNS-ek olyan nem kédold
RNS-ek, amelyek a gének szabalyozisa révén befolyasol-
jak a sejtnovekedést, a szoveti differencidlédast, a sejt-
osztodast és az apoptdzist is [16]. A tumoros sejtek altal
termelt exosomak mennyiségét és a benntik szillitott
mikro-RNS profiljat vizsgilva a normalis sejttdl eltérd
mikro-RNS-profilt taldltak. Megfigyelték azt is, hogy kii-
16nb6z8 daganatos sejtek (emlS-, petefészek-, proszta-
ta-, nyel6csS- és tiidéadenocarcinoma, melanoma, hepa-
tocellularis carcinoma, metasztatikus gyomorrik) altal
termelt exosomak szdma a vérben magasabb, Ossze-
hasonlitva az egészségesekkel. A megnovekedett meny-
nyiségli exosoma dltal lehetdség nyilik a tumorasszocialt
jelatviteli molekuldk és mikro-RNS-ek célsejthez valé el-
jutasanak vizsgilatira, ami a daganatos dllapotok prog-
resszidjaban is valoszintsiti jelentGségiiket [17].

A legjellemzSbben alkalmazott vizsgalati
modszerek extracellularisvesicula-
kutatasokban

Az EV-vizsgilatokat illeten szertedgazé metodikai ar-
zendllal talilkozhatunk a nemzetkozi szakirodalomban.
A laboratériumi modszerek terén Gjabb és Gjabb techni-
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1. ibra | Az extracellularis vesiculdk szerepe

kak latnak napviligot, igy nem meglepd, hogy az extra-
cellularis vesiculdk izoladlasinak és karakterizalasinak
standardizacidja jelenleg is folyik.

A teljesség igénye nélkiil kiemelhetd néhany médszer
(2. dbra), amelyet az extracelluldris vesiculdk vizsgalata
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2. dbra

soran alkalmaztak: izoldlasuk a legtobb esetben differen-
cidlcentrifugaldssal tortént, az izolalt vesiculak Ossze-
tételét Western blot modszerrel, aramlasi citometriaval,
fluoreszcencias mikroszképos vagy transzmisszids elekt-
ronmikroszkopos képalkotassal, dinamikus fényszorasos
spektroszképidval, ,nanoparticle tracking analysis” és
»tunable resistive pulse sensing” moédszerrel vizsgaltik
tobb kutatisban is [18-23].

Az extracellularis vesiculak szerepe
a kiilonbozd patologias korképekben

Az extracellularis vesiculakat egészséges sejtek is termelik
[4]. Azonban szimos betegségben megfigyelhetd, hogy
a vesiculdk szama vagy jellemz8i megviltoznak, példaul
autoimmun betegségekben, cardiovascularis kérképek-
ben, szepszis, 2-es tipust cukorbetegség és tumorok ese-
tén [1].

Extracellularisvesicula-kutatasok hematoldgini
malignitiasokban

Az EV-k malignitisokban betoltott funkcidjarél szimos
publikdcié sziiletett, azonban ezek nagy része szolid tu-
moros kérképeket (példaul glioblastoma, medulloblasto-
ma, melanoma) vizsgilt [14, 21]. Egészséges kontroll-
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csoportokkal dsszevetve tobb kutatdsban is megfigyelték
a szérumban mérhetd vesiculdk megnovekedett mennyi-
ségét daganatos dllapotok kapcsan (petefészektumor, tii-
dSadenocarcinoma) [24, 25]. Jéval kevesebb vizsgilat
folyt hematol6giai malignitasok és az extracellularis vesi-
culdk kapcsolatira vonatkozdan [20, 26-29]. Ezeket
mutatjuk be dsszefoglalénk hatralévs részében.

Microvesicula-vizsgalat kronikus
lymphoid lenkaeminban

Egészséges vérplazmaban aramldsi citometridval mérve a
microvesiculdk (MV-k) 80%-a vérlemezke-eredet(i, a ma-
radék 10-10% pedig leukocyta- és endotheliumeredetet
mutat (az arinyok jelentSsen fiiggnek az alkalmazott
véralvadasgatld szertdl). Ghosh és mtsai krénikus lym-
phoid leukaemias (CLL) betegek vérplazmajat vizsgilva
magasabb aranya vérlemezke-eredetd microvesicula-
(CD61+ MV) ardnyt irtak le [30]. Emellett a CD19+
MV-populiciét is emelkedettnek taldltik elérehaladott
CLL esetén (a CDI19 antigén B-lymphocyta-eredet).
Val6szind, hogy a megfigyelt relativ magas CD19+ MV-k
leukaemidas eredettiek [30].

Tovabbi vizsgilatokkal bizonyitottak, hogy a plazma-
ban 1év§ CLL-eredeti MV-k képesek kotSdni a csontve-
16 stromalis sejtjeivel, majd internalizal6dni, azoknak at
tudjak adni a tartalmukat, s6t akdr az AKT jelatviteli at-
vonalat allandé aktivalt allapotban képesek tartani a
csontvels stromasejtjeiben [30].

A gyobgyszer-rezisztencia kialakulasdban is felmeriilt az
MV-k szerepe. Ismert, hogy emelkedett szolubilis CD52
és CD20 antigénszintek figyelhet6k meg CLL-es bete-
gek vérplazmajiaban. Kimutattik, hogy a CD52 moleku-
lik kotédtek a CLL-es MV-khez, és ezeknek a szintje
emelkedett a betegség rosszabboddsival. Valészind,
hogy a CD20 és CD52 molekulak tobbnyire microvesi-
culdk altal kotve vannak jelen. Lehetséges, hogy a kerin-
gésben akkumuldlédé MV-k CLL-ben lekotik a specifi-
kus ellenanyagokat, és eziltal szerepiik lehet az
anti-CD52 alemtuzumab és az anti-CD20 rituximab el-
leni rezisztencia kialakulasiban [30].

Akut myeloid lenkaemin és o vesiculik
immunmodulalo szevepe

A szakirodalomban ismert, hogy akut myeloid leukaemi-
as betegekben (AML) alacsony a természetes OlGsejtek
(NK) citolitikus aktivitasa [18, 28]. Egyes vizsgilatok
arra utalnak, hogy blasteredetti microvesiculak altal koz-
vetitett mechanizmusok allhatnak a jelenség hatterében.
Ezek a microvesiculdk a TGF-B1 atvonalon keresztiil
downreguldljik az NKG2D-aktivil6 receptor expresszi-
ojat és ezzel gatoljak az NK-sejtek aktivitasit. Ez a me-
chanizmus az immunrendszer el6l valé menekiilésben
segitheti a malignus sejteket [18]. Ez a publikacio irta le
el6szor AML-ben a szérumban [év6 microvesiculdk le-
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hetséges szerepét az NK-sejtek aktivitisinak szabilyoza-
sdban, mig szolid tumoroknal mar régebben is folytattak
ez iranya kutatasokat [31, 32].

Extracelluliaris vesiculak AML-ben,
mint potencialis biomarkerek

AMUL-sejtvonalak és primer AML-es sejtek dltal ex vivo
termelt exosomakat vizsgiltak egy nemrég publikalt
tanulmany szerz&i. Ezen exosomakban ki tudtik mutat-
ni szamos ismert, a leukemogenesisben, prognosztika-
ban (FLT3-ITD, NPM1), csontveléi niche szabilyoza-
siban (IGF-IR, CXCR4, MMP9), kezelési targetként
(FLT3-ITD, IGF-IR, CXCR4) szerepet jatszé gén
mRNS-¢ét, illetve az AML patogenezisében korabbroél
ismert nem koédolé RNS-eket. A blastokkal egytitt
tenyésztett niche jellegii sejtek felvették a vizsgilt exo-
somakat, és kimutathatéan megvaltoztattik azok nove-
kedésifaktor-termelését. Ezek az eredmények arra utal-
nak, hogy a leukaemids sejtek vesiculik révén
befolyasoljak, alakitjik a csontvel6i kornyezetiiket [20,
33-35].

Hornick és mtsai xenograftmodellt alkalmaztak kutata-
sukhoz, amelynek alapjan exosomalis miRNS-t javasolnak
AML-ben a minimélis residualis betegség biomarkerének
[36]. Az ut6bbi években publikdltak human megfigyelé-
seket is. Ezek szerint leukaemids, lymphomas betegek
vérében emelkedik az extracelluldris vesiculik mennyisé-
ge, és mindségi valtozasok is megfigyelhetSk az egészsé-
gesek vérébdl nyert vesiculakkal 6sszehasonlitva. A bete-
gek  vesiculdinak felszinén szdmos olyan, 4dramlasi
citometridval kovethet6 marker megtalalhat6, amely az
adott betegségben jellemz6 malignus sejtek diagnoszti-
kajaban rutinszertien hasznélatos (példaul AML-ben mic-
rovesiculakon CD13, CD33, CD34, CD117, exosoma-
kon CD34, CD105, CD200 markerek). A vesiculik
mennyisége, egyes hordozott markerek korreldltak az
adott malignitds ismert prognosztikus faktoraival. Egy ta-
nulmdnyban a blastmarkert hordozé, ez alapjan szeparilt
exosomdk fehérjemintazatit vizsgaltak, és hasonlénak ta-
laltak az Gket kibocsatd leukaemids sejtek fehérjemintiza-
tahoz. Diagnoéziskor és a kezelés egyes szakaszai soran,
majd a kezelés végén AML-es betegek vérébdl nyert exo-
somdk fehérjemintizata jellegzetes kiilonbségeket muta-
tott. E kozlemények felvetik, hogy az extracellularis vesi-
culdkat biomarkerként hasznosithatnink hematologiai
malignitasok diagnosztikdjaban, a maradék betegség ko-
vetésére [ 18,26, 29, 37]. A vér vagy a vizelet vesiculdinak
vizsgilata lényegesen kevésbé invaziv mintavételt igényel-
ne, mint sok mds, jelenleg rutin-vizsgaloeljaris.

Kovetkeztetések

Az extracellularis vesiculakkal kapcsolatos kutatisok nagy
szdma ellenére azok szerepe, mikodése még messze nem
ismert teljesen. A szervezet homeosztizisinak fenntar-
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tisiban és a sejtek kozotti kommunikicidban egyér-
telmden részt vesznek. Az emberi szervezet minden
testnedvében megtaldlhatok, a csoportositasukra és ki-
mutatdsukra vonatkozé ajanlasok jelenleg dinamikusan
fejlédnek. Szamos kérképben figyelték meg az extracel-
lularis vesiculdk megvéltozott szamat és/vagy tartalmat,
ez indokolja a tovabbi vizsgilatokat. Malignus hemato-
l6giai kérképeknél a patomechanizmusban (mikrokor-
nyezet kialakitasa, leukaemia elleni immunvalasz elnyo-
masa), a prognosztikiban, a gyogyszer-rezisztencia
kialakulasaban és a betegség kovetésében is felvet6dott a
vesiculdk szerepe. Az eddigi eredmények azzal kecsegtet-
nek, hogy az extracelluldris vesiculakban értékes bio-
markereket lelhetiink.

Anyagi tamogatds: A kozlemény megirisa a Nemzeti
Kutatdsi, Fejlesztési és Innoviciés Hivatal — NKFIH,
K115861 pilyizatbdl anyagi timogatisban részesiilt.

Szerzdi munkamegosztdas: R. A.: Az els6 teljes verzid
megirasa, javitisok beépitése. K. N.: Vesiculdk vizsgald-
modszereirdl szo6l6 részek és az dbrik elkészitése. Cs.
S. J.: Vesiculak fiziologids szerepérdl szo6lo részek. K. A.:
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Vesiculak osszetételérdl szold részek. P. K.: Bevezetd.
F.S.A., B. E.: Szenior ellenérzés és kiegészités. E. D. J.:
A kozlemény felépitésének tervezése, a leukaemidkrol
sz016 részek. A cikk végleges valtozatit valamennyi szer-
26 clolvasta és jovahagyta.
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