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Role exozomU u nadorovych onemocnéni

Role of exosomes in malignancies
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Souhrn

Vychodiska: Extraceluldrni vacky jsou uzaviené struktury ohranic¢ené lipidovou membranou,
které jsou vylucovany témér vsemi druhy bunék, a jejich funkci je pfenos informaci pii mezi-
bunécné komunikaci. Nej¢astéji se rozdéluji do tfi kategorii — exozomy, mikrovezikuly a apop-
toticka téliska. Exozomy jsou malé vacky o velikost 30-100 nm a nachézeji se témér ve vsech
télnich tekutinach, jako je periferni krev, mo¢, mateiské mléko, sliny a dalsi. Jsou schopny do-
rucovat svilj obsah do cilovych bunék, a tim ménit jeji chovani. Nadorové buriky maji vétsi
sklon k sekreci exozomU a obsahuiji jiné proteiny a druhy RNA nez exozomy vylu¢ované z bunék
zdravych. Vzhledem k jejich specifickému sloZzeni odpovidajicimu burice plvodu a jejimu stavu
by mohly byt v budoucnu pouzitelné mimo jiné také jako biomarkery riznych onemocnéni.
Cil: Cilem prace je shrnout dosavadni poznatky o exozomech a jejich zapojeni v nejriiznéjsich
procesech, které jsou spojeny s rezistenci u nddorovych onemocnéni.
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Summary

Background: Extracellular vesicles are closed structured surrounded by a lipid membrane that
are secreted by almost all types of cells; their function is information delivery during cell-to-cell
communication. They are most commonly divided into three categories — exosomes, microve-
sicles and apoptotic bodies. Exosomes are small vesicles with the size of 30-100 nm, and they
are found in almost all body fluids, including peripheral blood, urine, breast milk, saliva and
others. They are able to deliver their content to target cells and change their behavior. Cancer
cells are able to secrete more exosomes and also contain different proteins and RNA species
than the exosomes from healthy cells. Due to their specific composition that is connected to
the cell of origin, exosomes could be used as biomarkers of various diseases in the future. Pur-
pose: The aim of this work is to summarize current knowledge about exosomes and their role in
various processes connected to resistance in tumors.
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ROLE EXOZOMU U NADOROVYCH ONEMOCNENT

Extracelularni vacky

Extracelularni vacky jsou uzaviené struk-
tury ohranicené lipidovou membranou,
které jsou vylucovany témér viemi typy
bunék. Nejcastéji se rozdéluji do tfi ka-
tegorii, které se mezi sebou lisi napf.
hustotou lipidové membrany, obsahem
nukleovych kyselin, velikosti, anebo bio-
genezi. Vsechny jsou ale svym slozenim
podobné pavodni bunce a jejich funkci
je prenos informaci pfi mezibuné¢né ko-
munikaci [1]. Do prvnich dvou katego-
rii patfi exozomy a mikrovezikuly, které
jsou secernovany bunkami a které si
jsou svym sloZzenim navzéjem velmi po-
dobné. Treti kategorii tvoii apoptotickd
téliska [2].

Exozomy

Exozomy jsou vacky ohrani¢ené mem-
bréanou, které jsou produkovany vétsi-
nou bunék, o velikosti 30-100 nm. Mem-
brana je tvorena lipidovou dvojvrstvou
a uvnitf se nachdazeji mimo jiné i nuk-
leové kyseliny. Jsou bohaté na cytozo-

Plazmatickd membrana
s receptory

lické a membranové proteiny (napf. Rab
proteiny ¢i tetraspaniny) [3]. Pfesné slo-
Zeni kazdého exozomu zavisi na bunce
plGvodu [4]. Nachdzeji se téméF ve viech
télnich tekutinach, jako je periferni krev,
mo¢, materské mléko, mozkomisni mok
a sliny. Jsou schopny dorucit svdj obsah
do cilovych bunék, a tim ménit jejich
chovani [5,6].

Biogeneze exozomii

Exozomy vznikaji invaginaci plazmatické
membrany, na rozdil od ostatnich extra-
celularnich vackd, které vznikaji jejim
pucenim (obr. 1). Formuji se v rdmci en-
dozomadlni drahy, pomoci které burika
pfijima a rozdéluje molekuly, které en-
docytuje. Endocytézou vznikd v bunce
¢asny endozom, ktery déle dozrava
v pozdni endozom, a ten se méni na
multivezikuldrni télisko (multivesicular
body - MVB). Exozomy se tvofi z MVB
a formuji se tak, ze se membrana MVB
na nékolika mistech vybouli a uvolni do-
vnitf membrandzni intralumindlni vacky

Exozomy
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My W FL RNA L
N

Obr. 1. Biogeneze exozom.

ILV — intraluminalni vacky, MVB - multivezikularni télisko

Lyzozom

(intraluminal vesicles - ILV). Ty obsa-
huji cytoplazmu, proteiny a RNA i DNA.
Vacky se nazyvaji exozomy az poté, co
MVB splyne s plazmatickou membra-
nou bunky a vypusti svij obsah do ex-
tracelularniho prostoru [7-9]. Nékteré
MVB vzniklé v burice nesplynou s plaz-
matickou membranou, ale podléhaji de-
gradaci pomoci lyzozoma. Molekularni
podstata procesu degradace MVB nebo
tvorby exozomu neni plné objasnéna.
Oba déje mohou probihat ve stejné
burce [10,11].

Biogeneze je z velké casti zajistovana
endozomalnim tfidicim komplexem (en-
dosomal sorting complexes required for
transport — ESCRT). ESCRT ma ¢tyfi mul-
tiproteinové komplexy - 0,1, Il a Ill - které
jsou doplnény dalSimi proteiny. Tyto
komplexy spole¢né zajistuji vznik MVB,
odstépeni ILV a rozdéleni proteind [12].

ESCRT 0 se Ucastni shromazdovani
jednotlivych slozek exozomu a navazani
ubikvitinu na proteinové receptory na-
chazejici se na vnéjsim povrchu endo-

Mikrovezikuly O
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zomu [13,14]. Membranové proteiny,
které jsou ubikvitinované, se ucastni for-
mace MVB, zatimco neubikvitinované
proteiny jsou vraceny zpét do plazma-
tické membrany nebo do Golgiho apa-
ratu. ESCRT |, jehoz dllezitou soucasti
je protein TSG101, vytvafi komplex
s ubikvitinovanymi proteiny, a tim ak-
tivuje ESCRT II. Vznikly komplex ESCRT
| a ESCRT Il je zodpovédny za deformaci
membrany, ktera se vypouli dovnitf
MVB, aby vytvofila prostor pro tvorbu
ILV s vybranymi proteiny a nukleovymi
kyselinami. Vysledkem je, Ze MVB pro-
teiny se oddéli a deubikvitina¢ni enzym
poslouzi k tomu, aby odstranil ubikvi-
tin z protein® [15-17]. Nakonec aktivo-
vany komplex ESCRT Il zahdji tvorbu slo-
Zek ESCRT Ill, ktery opusti membranu
MVB za pomoci energie doddvané tfi-
dicim proteinem s ATPazovou aktivitou
Vps4. To umozni uvolnéni ILV do lumen
MVB [18].

Nékteré studie prokazaly, Ze exis-
tuje i biogeneze exozomu nezdvisld na
ESCRT. Jednim z dtkazl této ESCRT ne-
zavislé biogeneze je, Ze i po potlaceni
vsech ESCRT komplexu bylo v burice po-
zorovano MVB s ILV uvniti [19]. Do ESCRT
nezdvislé drahy mohou byt také zacle-
nény tetraspaniny [20], sfingolipidy [21]
nebo proteiny teplotniho Soku [22].

Mechanizmus uvolnéni exozom{ vy-
Zaduje cytoskelet (aktin a mikrotubuly)
a asociované molekuldrni motory ki-
nesin a myozin. Nékolik studii potvr-
dilo nutnost pfitomnosti Rab proteind,
které patii do skupiny malych GTPaz.
Rab proteiny se ucastni puceni vacka,
jejich pfenosu prostfednictvim cytoske-
letu a také jejich navazani na povrch ci-
lové burky [23-25].

Exozomy uvolnéné do mimobunéc-
ného prostoru mohou sviij obsah trans-
portovat do jiné buriky, a tim dosdhnout
odpovédi a vyvolat fenotypové zmény,
které ovliviuji fyziologicky nebo pato-
logicky stav bunky [24]. Pfesny mecha-
nizmus prijeti exozomu do bunky neni
zcela objasnén, protoze se pro rGzné
bunky lisi [26]. Exozom se na bunku na-
vaze pres molekuldrni interakci pomoci
membranovych proteind, sacharidl
nebo lipid{ a adhezivnich molekul, napf.
tetraspaninli, na povrchu exozomdu.
Bylo popsano nékolik mechanizmi pfi-

jeti exozomu burikou: fuze s buné¢nou
membranou [27], receptorem zprostied-
kovana endocytéza [28] a makropinocy-
t6za (typ endocytdzy, pfi které dochzi
k pohlceni vétsich c¢astic, napt. nutrientd,
antigenl a dalSich rozpustnych mole-
kul) [29]. Témito zplUsoby muze reci-
pientni burika pfijmout exozomy, které
se stanou soucasti ESCRT, a jednotlivé
slozky exozomu ji tak mohou ovlivnit.
Mezi dalsi mozné mechanizmy patti i fa-
gocytdza, pomoci které se exozomy do-
stavaji do fagocytd, kde se stavaji sou-
Casti lyzozomalni degradacni drahy [30].

Slozeni

SloZeni exozomU odpovida slozeni je-
jich matefské bunky, a proto se od sebe
mohou jednotlivé exozomy velmi lisit.
Existuji ale molekuly, které se bézné vy-
skytuji u vétsiny z nich, jako napf. mem-
branové proteiny tetraspaniny (CD9,
CD63, CD81), které jsou dulezité pfi
transportu exozomU a pfi jejich ad-
hezi k cilové bunce [31,32]. Dale obsa-
huji proteiny teplotniho $oku (HSP70,
HSP90), které funguji jako chaperony
- zabezpecuji skladani proteind, trans-
port pfes membranu a zabranuji jejich
agregaci. Rovnéz hraji roli v procesu
prezentace antigenu pomoci antigen
prezentujicich bunék [33,34]. Dalsi ze
skupiny exozomalnich proteind jsou
Rab proteiny, malé GTPazy, které jsou
dulezité pfi transportu molekul pres
bunécnou membranu, pfi nitrobunéc-
ném transportu, fuzi a ndsledné sekreci
exozomu [35,36].

Zastoupeni lipid{l v exozomech je po-
dobné lipidovym raftim v plazmatické
membrané. Jsou bohaté na sfingomye-
lin, cholesterol, ceramid a fosfatidylse-
rin. Studie s vyuzitim hmotnostni spek-
trometrie prokazaly, Ze v exozomech je
podil téchto lipida vici ostatnim lipidGm
nékolikrat vétsi nez v bunce, ze které po-
chdzi [37-39]. Tyto lipidy také mohou
hrat roli v biogenezi exozomu [21,40].

Exozomy obsahuji také nukleové kyse-
liny, které mohou byt prekladany v jiné
bunce [41]. Jsou bohaté hlavné na mRNA
a mikroRNA (miRNA). Jelikoz se zastou-
peni téchto druhd RNA v exozomech vy-
razné lisi od bunky jejich plvodu, pred-
poklada se, Zze RNA jsou do exozomu
vybirany selektivné [42]. Nejrliznéjsi stu-

die naznacuji, Ze rozdélovani miRNA
do exozomU by mohlo byt regulovéno
posttranskripénimi modifikacemi, jako
napf. adenylaci a uridylaci [18].

Role exozomii v rezistenci vUci
lécbé nadort

Rezistence k nddorové terapii je zasadni
prekazkou v efektivni [écbé nadord. Pri-
rozena (primarni) rezistence je gene-
ticky podminéna rezistence k léku, za-
timco ziskand (sekundarni) rezistence,
ktera se vyskytuje castéji, se vyvine po
jiz probéhnuté lé¢bé. Obé jsou vysled-
kem interakci v ramci mikroprostiedi na-
doru, které probihaji mimo jiné pomoci
exozom{ [43].

Mnohocetna Iékova rezistence
Nadorové bunky se ziskanou rezistenci
k 1éku si ¢asto vytvofi tzv. mnohocetnou
Iékovou rezistenci, prestoze mé dalsi
[é¢ba jiné slozZeni latek a jiny mechani-
zmus Ucinku nez |é¢ba plvodni [44].
Mnohocetna lékova rezistence je spo-
jena se zvysenou expresi pfenasecud ze
skupiny adenosintrifosfat (ATP) vaza-
jicich kazet (ATP-binding cassettes -
ABC). Jsou to proteiny vyuzivajici ener-
gii z hydrolyzy ATP pro aktivni transport
pfes buné¢nou membranu [45]. Jed-
nim z nejdalezitéjsich ABC pfenadecl je
transmembranovy glykoprotein P (P-gp)
kédovany genem MDRI1. Funguje jako
pumpa, kterd za fyziologickych podmi-
nek aktivné prenasi toxické latky ven
z bunky. Zvy3ené mnozstvi P-gp bylo
detekovdno u mnoha nadorovych one-
mocnéni, u nichz je Casty vyskyt rezis-
tence k 1é¢bé, jako napf. nadory ledvin,
jater, tlustého stieva, ale také u leukemii
a lymfomu [43,46].

Nékolik studii dokazuje, Zze P-gp
a dalsi ABC pfenasece mnohocetné lé-
kové rezistence jsou pfenaseny z re-
zistentnich bunék do bunék citlivych
k léc¢ivu [47,48]. Studie rezistence k do-
cetaxelu u nddoru prostaty prokazala, ze
exozomy z rezistentnich bunék dokazou
navodit rezistenci u bunék citlivych k Ié-
Civu. ZvySena exprese MDR1/P-gp byla
pozorovana u rezistentnich bunék, za-
timco u citlivych byla jeho hladina ne-
detekovatelna, coz potvrzuje jeho roli
v rezistenci [49]. Podobny fenomén byl
zjistén i pfi studii bunécné linie nadoru
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prsu. Buriky citlivé k docetaxelu mély
po inkubaci s exozomy z rezistentnich
bunék rezistentni fenotyp a také zvyse-
nou expresi MDR1/P-gp. Navic exprese
MDR1/P-gp umérné rostla spolu s mnoz-
stvim exozoma, kterym byly burky
vystaveny [50].

Epitelo-mezenchymalni tranzice
Exozomy mohou pUsobit pfi procesu na-
vozeni epitelo-mezenchymalni tranzice
(EMT), béhem kterého dochazi ke zméné
z epitelidiniho fenotypu bunky na me-
zenchymadlni fenotyp. Tento proces je
charakterizovan ztratou E-kadherinu
a zménami vlastnosti bunky. EMT dava
za vznik mezenchymalnim kmenovym
burikdm, které jsou samoobnovitelné
a jsou zodpovédné za relaps nadoru
a rezistenci [51,52]. Pfi studiu bunék na-
doru prsu bylo zjisténo, Ze miR-155 pre-
nasena pomoci exozomu z kmenovych
bunék navozuje EMT, a tim zvysuje re-
zistenci cilovych bunék k doxorubicinu
a paklitaxelu [51]. Bunky nadoru vajec-
niku rezistentni k platiné vylucovaly exo-
zomy, které u citlivych bunék zvy3ovaly
rezistenci a indukovaly EMT [53]. Stu-
die zabyvajici se bufikami karcinomu za-
ludku prokazala, Ze exozomy vylu¢ované
z paklitaxel rezistentnich bunék maji vy-
sokou expresi miR-155-5p a po dosazeni
cilové buriky u ni navozuji EMT a zvysuji
rezistenci [54].

Antiapoptotické mechanizmy
Exozomy jsou schopné pfendset mo-
lekuly, které ovliviuji apoptotické sig-
nalni drahy. Cilem protinddorového |é-
civa je zastavit bunécny cyklus a usmrtit
nadorové bunky, proto je jednim z me-
chanizmu Iékové rezistence Unik bu-
nécné smrti. Pfi studii bunék melanomu
byly v exozomech z rezistentnich bunék
identifikovany tfi miRNA (miR-34a, miR-
100, miR-125b), které zvysovaly rezis-
tenci citlivych bunék a zabranovaly apo-
ptéze [55]. Studie nadoru prsu prokazala
stejnou funkci dlouhé nekddujici RNA
IncRNA SNHG14 [56].

Exozomy a nadorova

onemocnéni

Nadory jsou komplexni multifakto-
rialni choroby. V roce 2000 byla pub-
likovdana studie Hallmarks of Cancer,

kterd popisuje Sest znakld nadorovych
onemocnéni:

udrzeni prolifera¢ni signalizace;

unik rdstovym supresorlim;

Unik apoptéze;

neomezeny replikaéni potencial;

schopnost angiogeneze;

schopnost metastazovani [57].

V roce 2011 byla tato studie rozsifena
o dalsi dva znaky:

deregulace energie a hospodareni

s energii;

Unik imunitnimu systému

a dvé podminky:
nestabilita genomu;
zanét podporujici nador [58].

Mezibunécnd komunikace je dile-
Zitou soucasti kontrolujici a ovlivAujici
tyto znaky. S dalsimi vyzkumy znak{ na-
dorovych bunék je stale jasnéjsi, Ze exo-
zomy hraji roli téméf ve viech z nich [59].

Nadorové burnky maji vétsi sklon
k sekreci exozom(l a obsahuji jiné pro-
teiny a druhy RNA nez exozomy vyluco-
vané z bunék zdravych [60]. Takto maji
schopnost ovliviiovat okolni bunky (v¢.
bunék imunitniho systému) v mikropro-
stfedi nadoru, a tim pomahat jeho pro-
gresi a Sifeni [11,61]. Mohou interagovat
napf. s makrofagy, které za fyziologic-
kych podminek zabranuji rlstu nadoru
a po interakci s nddorovym exozomem
se stavaji makrofagy asociované s nado-
rem. Ty nasledné pomahaiji v proliferaci
a angiogenezi nadoru [62,63].

Jednim z vyznamnych mist jejich
uplatnéni jsou mechanizmy vrozené
i adaptivni imunitni odpovédi, jako je
transport a prezentace antigend, ovliv-
néni exprese gend zadnétu, modulace
pomoci miRNA ¢&i aktivace signalizac-
nich drah povrchovymi ligandy [64]. Co
se tyCe antigenni prezentace, jiz v roce
1996 Raposo et al popsali, Ze exozomy
uvolfiované z B-lymfocytd nesou hlavni
histokompatibilni komplex II (MHC 1)
s navdzanym antigennim peptidem,
ktery je spole¢né s kostimula¢nimi mo-
lekulami schopen aktivovat pfislusné
T-lymfocyty [65]. Exozomy jsou uvolno-
vané také z neuronl a gliovych bunék,
kde mohou pusobit protektivné skrze
odstrafiovani $patné slozenych pro-

teinl nebo naopak napomahat pfi roz-
voji neurodegenerativnich onemoc-
néni [64]. Napf. u prionovych chorob,
které jsou zpUsobeny Sifenim 3patné
slozeného prionového proteinu PrPSc
v mozku, predstavuji exozomy zpusob
transportu téchto proteini mezi bun-
kami [66]. Exozomy uvolfiované z nado-
rovych bunék mohou mit také dvoji roli.
Jednak byly popsény exozomy s pro-
tindadorovou funkci, které indukovaly
apoptézu nadorovych bunék [67] nebo
napomahaly protinddorové imunitni od-
povédi [68]. Na druhou stranu uvolriuji
nadorové buriky exozomy, které mohou
rznymi mechanizmy podporovat pro-
gresi onemocnéni a tvorbu metastaz.
ZpUsobd, jakymi mohou ovliviiovat me-
tastazovani, je nékolik, pficemz jeden
z nich je zprostfedkovani transportu
onkogennich molekul z nadorovych
bunék k cilovému orgénu, kde dochazi
k pfipravé premetastatického prostredi
k naslednému uchyceni metastatic-
kych bunék [69]. V prabéhu let byly exo-
zomy popsdany ve vétsiné télnich tekutin
a vzhledem k jejich specifickému slozeni
odpovidajicimu bunce pdvodu a jejimu
stavu by mohly byt v budoucnu pouzi-
telné mimo jiné také jako biomarkery
rliznych onemocnéni [6].

Zaveér

Exozomy jsou uvolnovany z rliznych
typl bunék - od imunitnich az po na-
dorové - a jsou velmi dulezité v mezibu-
nécné komunikaci. Diky jejich malé veli-
kosti a unikatni kompozici jsou schopny
interagovat s rozdilnymi typy bunék.
Exozomy hraji dllezitou roli také pfi
rozvoji nadorového onemocnéni, jeli-
koz zprostfredkovavaji jak komunikaci
mezi nddorovymi burnikami, tak ovliviuji
bunky v okolnim prostfedi. Vzhledem
k jejich specifickému slozeni odpovida-
jicimu burice pavodu a jejimu stavu by
mohly byt v budoucnu pouzitelné jako
biomarkery rlznych onemocnéni.
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