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Presaditev ledvice je oblika nadomestnega zdravljenja konc¢ne ledvi¢ne odpovedi z naj-
boljSimi klini¢nimi rezultati. Dolgoro¢no preZivetje presajene ledvice je med drugim odvi-
sno od razvoja zavrnitvenih reakcij, ki jih glede na mehanizem nastanka delimo na T-celi¢no
in s protitelesi posredovano zavrnitey, in drugih dejavnikov, ki prispevajo k okvari pre-
sadka. Za odkrivanje okvare presadka in ustrezno zdravljenje bolnike spremljamo s pomoc-
jo klini¢nih in laboratorijskih meril (kot so serumski kreatinin, ocenjena glomerulna filtracija
in proteinurija). Ker so ti nespecifi¢ni, dokon¢no diagnozo postavimo na podlagi histo-
patoloSkega izvida igelne ledvi¢ne biopsije, ki je invazivna in posledi¢no teZko ponovljiva
preiskava. To diagnosti¢no vrzel bi lahko zapolnili novi oznacevalci okvare, ki bi bili pri-
dobljeni neinvazivno in bi tako omogocali rednejSe spremljanje in hitrejSe odkrivanje okva-
re presadka. Kot vir tovrstnih oznacevalcev je najprimernejsi urin, saj njegova sestava
posredno odraZa stanje ledvic, poleg tega pa je enostavno pridobiti velike koli¢ine vzor-
ca v pogostej$ih intervalih. Kot urinski oznacevalci okvare ledvic so najbolje raziskane
Stevilne beljakovine, pa tudi razli¢ne nukleinske kisline. Med izjemno obetavne nove ozna-
Cevalce ledvi¢ne okvare se uvrscajo zunajceli¢ni vezikli. Zunajceli¢ni vezikli so hetero-
gena populacija z membrano obdanih kroglastih delcev, ki se spro$¢ajo iz vseh celic in
kopicijo v telesnih tekoc¢inah. S svojimi biofizikalnimi lastnostmi in zna¢ilno molekularno
sestavo posredno odraZajo lastnosti in stanje starSevskih celic. Poleg tega na razli¢ne naci-
ne pomembno sodelujejo pri fizioloSkih ali patoloSkih procesih v tar¢nih celicah, zaradi
Cesar so prepoznani tudi kot moZen vir sodobnih terapevtskih pristopov. V tem preglednem
¢lanku bomo predstavili zunajceli¢ne vezikle v urinu kot nove neinvazivne bioloSke ozna-
Cevalce za odkrivanje okvare presajene ledvice.
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Kidney transplantation is the treatment of choice for end-stage kidney failure with the
best clinical outcomes. Slovenia has been a member of Eurotransplant since 2000. The
average number of kidneys transplanted annually is 26.4 per million. Among the
various factors affecting long-term survival of a kidney transplant is allograft rejection,
which can be classified as either T-cell or antibody-mediated, depending on etiopatho-
logical mechanisms. To detect allograft injury, clinical laboratory markers (i.e., serum
creatinine, estimated glomerular filtration rate, and proteinuria) are monitored regularly.
However, these are nonspecific and the final diagnosis is based on the histopatological
features of the tissue obtained by needle biopsy, which is an invasive procedure and there-
fore not suitable for continuous monitoring. This diagnostic gap could be bridged with
novel biomarkers obtained in a non-invasive way. Urine is the most suitable source for
such biomarkers, as it is easy to obtain in large quantities and its composition indirect-
ly reflects the (patho)physiological processes in the kidney. Proteins are the most stu-
died urinary biomarkers of kidney injury, but various types of nucleic acids are also being
investigated. Urinary extracellular vesicles are another promising new source of biomarkers.
Extracellular vesicles are a heterogeneous population of membrane-bound particles that
are secreted by all cells and accumulate in body fluids. Their biophysical properties and
specific molecular composition indirectly reflect the properties and (patho)physiologi-
cal processes of the parent cell. Moreover, they influence physiological or pathological
processes in their target cells and are therefore being investigated as a source for new
therapeutic strategies. In this review article, we present extracellular vesicles in urine
as novel noninvasive biological markers for the detection of kidney transplant injury.

uvoD

Presaditev ledvice je oblika nadomestnega
zdravljenja konc¢ne ledvi¢ne odpovedi z naj-
bolj§imi klini¢nimi rezultati. Slovenija je od
leta 2000 del mreZe Eurotransplant, z dol-
goletnim povprecjem Stevila presajenih
ledvic 26,4 na milijon prebivalcev letno.
V Sloveniji je za obdobje 2000-2016 eno-
letno preZivetje presadka znaSalo 94,3 %,
petletno preZivetje pa 87,5 % (povprecje za
evropske drZave je 92,0 % in 84,4 %).
Dolgoroc¢no preZivetje presajene ledvice
je odvisno od ishemicno-reperfuzijske
poskodbe (IRP) zaradi prekinitve prekrva-
vitve ob odvzemu presadka darovalcu, ope-
rativnega posega, kakovosti oskrbe po pre-
saditvi in razvoja ter zdravljenja zapletov,
med katere v prvi vrsti sodijo zavrnitvene

reakcije. Glede na mehanizem nastanka
jih delimo na T-celi¢no (angl. T-cell media-
ted rejection, TCMR) in s protitelesi posredo-
vano zavrnitev (angl. antibody mediated
rejection, ABMR).

Kljuéni namen sledenja bolnikov po
presaditvi je spremljanje delovanja in pravo-
Casna zaznava okvare presajene ledvice,
preden ta postane nepopravljiva, ter diagnozi
ustrezna prilagoditev zdravljenja. Delovanje
presajene ledvice spremljamo s pomocjo
klini¢nih in laboratorijskih meril, kot so
serumski kreatinin, ocena glomerulne
filtracije (oGF) in proteinurija. Omenjeni
oznacevalci so nespecifi¢ni, zato dokon¢no
diagnozo postavimo na podlagi histopato-
loSkega izvida igelne ledvi¢ne biopsije. To
je invaziven poseg z moZnostjo zapletov, ki
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kaZe zgolj na stanje vzorcnega dela pre-
sadka, diagnoza pa je dodatno odvisna od
subjektivne ocene patologa. To diagnosti-
¢no vrzel bi lahko zapolnili novi oznacevalci
okvare, ki bi bili pridobljeni neinvazivno in
bi tako omogocali rednejSe spremljanje in
hitrejSe odkrivanje okvare presadka.

Kot vir tovrstnih oznacevalcev je naj-
primernejsi urin, saj njegova sestava posred-
no odraZa stanje ledvic, poleg tega pa je eno-
stavno pridobiti velike koli¢ine vzorca
v pogostej§ih intervalih. Kot urinski ozna-
Cevalci okvare ledvic so najbolje raziskane
Stevilne beljakovine in razlicne nukleinske
kisline. Med izjemno obetavne nove ozna-
Cevalce ledvicne okvare se uvr§¢ajo zunaj-
celi¢ni vezikli (ZV). ZV so heterogena popu-
lacija z membrano obdanih kroglastih
delcev, ki se sproscajo iz vseh celic in ko-
picijo v telesnih tekocinah, tudi v urinu.
Biofizikalne lastnosti in molekularna sesta-
va ZV posredno odraZajo lastnosti in fizio-
loSko stanje starSevskih celic. ZV pomem-
bno sodelujejo pri fizioloskih ali patoloskih
procesih v tar¢nih celicah, zaradi ¢esar so
prepoznani tudi kot vir za sodobne tera-
pevtske pristope. V tem preglednem ¢lan-
ku bomo predstavili ZV v urinu kot nove
neinvazivne bioloSke oznacevalce za odkri-
vanje okvare presajene ledvice. Opisali
bomo trenutno poznano molekularno sesta-
vo urinskih ZV, njihovo vlogo v uravnava-
nju fizioloskih in patoloskih procesov v led-
vicah ter njihovo klini¢no uporabnost
v diagnostiki in terapiji. Glede na izredno
aktualnost ZV pri razumevanju, diagnosti-
ki in terapiji bolezni bo poznavanje tega
podro¢ja vse pomembnejSe tudi za stro-
kovnjake razli¢nih medicinskih strok.

OZNACEVALCI OKVARE
PRESAJENE LEDVICE

Ledvice so pomemben parni organ, saj so
kljucne za izlo€anje toksi¢nih presnovkov,
uravnavanje krvnega tlaka ter vzdrZeva-
nje elektrolitskega, vodnega in kislinsko-
-bazi¢nega ravnovesja v telesu. Imajo tudi

pomembno endokrino vlogo, saj z izloca-
njem eritropoetina v odgovor na hipoksijo
povecajo hematopoezo. Delovanje ledvic je
lahko okrnjeno zaradi razli¢nih vzrokov, naj-
pogostejsa vzroka ledvi¢ne okvare sta arte-
rijska hipertenzija in sladkorna bolezen.
Omenjeni bolezni sta med prebivalstvom
vse pogostejsi, posledi¢no pa narasca tudi
pojavnost kroni¢ne ledvi¢ne bolezni (KLB)
in njene koncne stopnje - koncne ledvicne
odpovedi. Ti bosta torej tudi v prihodnosti
pomemben vzrok obolevnosti (1).

Presaditev ledvice

Presaditev ledvice je najboljsi nac¢in nado-
mestnega zdravljenja koncne ledvicne odpo-
vedi (2). Po uspe$ni presaditvi ledvice imajo
bolniki dalj$o pricakovano Zivljenjsko dobo
in boljSo kakovost Zivljenja kot bolniki, ki
ostanejo zdravljeni z dializo (3). V Evropski
uniji vecina presadkov izvira od umrlih
darovalcev, lahko pa jih darujejo tudi zdra-
vi Zivi darovalci, ki so najpogosteje sorod-
niki bolnika. Od leta 2000 je Slovenija del
mreZe Eurotransplant skupaj z Avstrijo,
Belgijo, Hrvasko, Luksemburgom, MadZar-
sko, Nemcijo in Nizozemsko. V celotni
mreZi je bilo po podatkih iz leta 2020 oprav-
ljenih skupno 3.792 presaditev ledvic (27,5
presaditev ledvic na milijon prebivalcev),
od tega 2.851 presaditev ledvic mrtvih
darovalcev in 941 presaditev ledvic Zivih
darovalcev. Leta 2020 je bilo kljub epide-
miji koronavirusne bolezni 2019 (angl.
coronavirus disease 2019, COVID-19) v Slo-
veniji presajenih 46 ledvic (22,4 na milijon
prebivalcev), od tega ena s so¢asno presa-
ditvijo jeter in dve s soCasno presaditvijo
trebusne slinavke; 45 presajenih ledvic je
bilo pridobljenih od umrlih darovalcev,
ena pa od zivega darovalca (4).

Osnovni merili uspesnosti presaditev in
kasnejSega zdravljenja sta eno- in petletno
preZivetje presadka ter bolnika. V Sloveniji
je enoletno preZivetje presadkov za obdob-
je 2000-2016 znasalo 94,3 %, petletno pa
87,5%. V raziskavi CTS (Collaborative
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Transplant Study) je bilo v letih 2006-2015
povprecje za 21 evropskih drZzav 92,0 % in
84,4 %. Za slovenske bolnike je preZivetje
v omenjenem obdobju znaSalo 98,1 % in
93,8 % (5, 6). PreZivetje presadka je odvisno
od mnogih dejavnikov, med njimi IRP
zaradi prekinitve prekrvavitve ob odvzemu
presadka od darovalca, operativnega pose-
ga, kakovosti oskrbe po presaditvi in raz-
voja ter zdravljenja zapletov, med katere
v prvi vrsti sodijo zavrnitvene reakcije pre-
sajene ledvice (2).

Okvara presajene ledvice
Ishemiéno-reperfuzijska poskodba

V casu med odstranitvijo darovalcevega
organa oz. smrtjo darovalca in ponovno
vzpostavitvijo prekrvavitve ob presaditvi je
tkivo presadka brez prekrvavitve, kar vodi
v IRP tkiva. Daljsi je ¢as hladne ishemije,
huj$a je okvara tkiva, zato mora biti ta ¢im
krajsi, najbolje krajsi od 12 ur. IRP se lahko
kaZe v zakasnelem delovanju presajene
ledvice (angl. delayed graft function, DGF),
ko se ne vzpostavi ustrezno delovanje pre-
sadka neposredno po presaditvi. Bolniki zato
potrebujejo premostitveno zdravljenje
s hemodializo. Ob IRP se izraZajo s po§kod-
bo povezani molekulski vzorci (angl. dama-
ge associated molecular patterns, DAMP), ki
so podobni s patogeni povezanim mole-
kulskim vzorcem (angl. pathogen associated
molecular patterns, PAMP). Te molekulske
VZOICe prepoznavajo vzorcno prepoznavni
receptorji (angl. pattern recognition receptors,
PRR), ki so kljucni za aktivacijo imunske-
ga odziva. Poleg omenjenega se ob IRP
spro$cajo tudi kemokini, provnetni citoki-
ni in druge v imunski odziv vpletene spo-
jine, zato IRP predstavlja pomemben
dejavnik tveganja za razvoj zgodnje akut-
ne zavrnitvene reakcije presajene ledvice (7).

Zavrnitev presadka

Presajena ledvica je razen v primeru eno-
jajénih dvojckov genetsko razli¢na od tkiva
prejemnika - predstavlja tuje tkivo, zato se

pri vseh presaditvah do neke mere razvije
odziv gostiteljevega imunskega sistema
na neskladne ¢loveske levkocitne antigene
(angl. human leukocyte antigen, HLA) pre-
sajene ledvice. Da bi omejili oz. preprecili
aloimunski odziv, vse prejemnike dosmrtno
zdravimo z imunosupresivnimi zdravili
v skladu z aktualnimi smernicami (8).
Glede na casovni potek zavrnitvene
reakcije lahko govorimo o hiperakutni, akut-
ni in kroni¢ni zavrnitvi. Prva lahko nasta-
ne v nekaj minutah do urah oz. kmalu po
vzpostavitvi krvnega pretoka skozi presa-
dek zaradi predhodno nastalih protiteles
proti neskladnim HLA darovalca, priso-
tnih na endoteliju kapilar presadka. Danes
je hiperakutna zavrnitev presadka zaradi
temeljite genotipizacije darovalca in pre-
jemnika ter boljSega ujemanja v antigenih
HLA zaradi vkljucenosti v program Euro-
transplant izjemno redka (9). Akutna zavr-
nitev se zgodi v kratkem ¢asovnem obdob-
ju (tedni do meseci) s hitrim upadom
delovanja presadka. Verjetnost njenega
pojava je najvecja v prvih treh mesecih po
presaditvi, a se lahko pojavi tudi kasneje,
pojavnost pa se zmanjsSuje s casom od pre-
saditve (10). V obdobju 2000-2016 se je
v prvem letu po presaditvi pojavila pri
13,7 % slovenskih bolnikov s presajeno
ledvico (5). Prenizki vzdrZevalni odmerki
imunosupresivnih zdravil, njihovo ukinja-
nje ali neredno jemanje dolgoro¢no lahko
vodijo v kroni¢no zavrnitveno reakcijo, ki
povzroca postopen upad delovanja presad-
ka od ve¢ mesecev do let po presaditvi (11).
Etiopatolo$ki mehanizem zavrnitve pre-
sadka v osnovi delimo na TCMR in ABMR,
lahko pa se pojavijo tudi meSane oblike
(slika 1). Prva omenjena reakcija predstav-
lja odziv prirojenega imunskega sistema na
antigene, ki jih predstavljajo darovalCeve
antigen predstavitvene celice (APC). Slednje
predstavijo antigene gostiteljevim cito-
toksi¢nim limfocitom T CD (angl. cluster of
differentiation) 8, ti pa neposredno poskodu-
jejo celice presadka. Druga oblika je ABMR,
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ki je posledica humoralnega odziva imun-
skega sistema, pri katerem prejemnikove
APC predstavijo darovalceve antigene HLA
limfocitom T-pomagalkam. Te aktivirajo
ustrezne limfocite B, ki se namnoZijo in dife-
rencirajo. Tako nastanejo plazmatke, ki
tvorijo za darovalca specifi¢na protitelesa
(angl. donor-specific antibodies, DSA), usmer-
jena proti predstavljenim neskladnim daro-
valCevim antigenom HLA. DSA se veZejo na
tarCne antigene in sproZijo unicenje tar¢nih
celic (10).

Zdravljenje zavrnitvenih reakcij se razli-
kuje glede na etiopatolo$ki mehanizem.
Tako TCMR zdravimo z imunosupresivni-
mi zdravili, pri ¢emer so klju¢ni kortiko-
steroidi. Pri teZjih oblikah uporabljamo
protilimfocitna protitelesa (npr. antitimo-
citni globulin). Zdravljenje ABMR je zah-
tevnejSe; kljucno je odstranjevanje protiteles
s plazmaferezo, dodatno zdravljenje pa
lahko predstavljajo tudi intravenski imuno-
globulini in bioloska zdravila (npr. anti-
-CD20 protitelo - rituksimab) (8).

Kroniéne spremembe presadka

V presadku poleg Ze opisanih sprememb
lahko nastanejo tudi kroni¢ne spremembe,
ki so jih zgodovinsko opisovali kot kroni¢no
nefropatijo presadka, v modernejsi literaturi
pa je ta izraz zaradi njegove nespecifi¢no-
sti nadomestil krovni opisni izraz intersti-
cijska fibroza s tubulno atrofijo (IFTA) (13).
IFTA je neizbeZna progresivna posledica
imunolo$kih in neimunolo8kih vzrokov ter
se v dveh letih po presaditvi razvije pri do
60 % presadkov (14, 15). Med imunoloske
vzroke IFTA spadajo Ze opisane zavrnitve-
ne reakcije. Med njimi je najpogostej$a
kroni¢na ABMR, ki je povezana z nezado-
stno imunosupresijo, najveckrat zaradi
nesodelovanja bolnikov pri zdravljenju.
Med neimunolo8ke vzroke uvr§¢amo nefro-
toksi¢nost zaviralcev kalcinevrina (ciklo-
sporin, takrolimus), ponovitev osnovne
bolezni, virusne okuZbe presadka in druge
(15). IFTA je pomemben vzrok dolgorocne
odpovedi presadka; porocano desetletno
preZivetje presadkov z normalno histolosko

Tkivo
presadka

Pmemmkuw
4 limfocitiT / \

TCMR
Prejemnikeve APC @2 ABMR
. *’m]e’mnikovi
/m‘ C [/ limfocitiT
Ve ¢ P"“leu\,wl = _
et oy A S
Darovaltevi " 7 . Aktivacija in
antigeni proliferacija
limfocitov B

Alktivacija
citotoksiénih
limfocitov T

Slika 1. Shematski prikaz etiopatoloskih mehanizmov razli¢nih oblik zavrnitvene reakcije presajene ledvi-
ce (12). APC - antigen predstavitvene celice, TCMR - T-celi¢no posredovana zavrnitev (angl. T-cell mediated
rejection), ABMR - s protitelesi posredovana zavrnitev (angl. antibody mediated rejection).
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sliko je vecje od 95 %, ta deleZ se zmanjsa
na 82 % pri bolnikih z IFTA brez pridruZe-
ne okvare Zilja in na 41 % pri IFTA s pri-
druZeno okvaro ledvi¢nega Zilja (16).

Spremljanje delovanja in okvare
presajene ledvice

Kljuéni namen sledenja bolnikov po pre-
saditvi je spremljanje delovanja in pravo-
¢asna zaznava okvare presajene ledvice, pre-
den ta postane nepopravljiva, ter diagnozi
ustrezna prilagoditev zdravljenja (slika 2).
Protokol spremljanja delovanja presadka
se razlikuje med centri za presaditev orga-
nov, predvsem pa se prilagaja ¢asu po pre-
saditvi in kliniénemu stanju vsakega bol-
nika. Najpogosteje uporabljene metode za
oceno delovanja ledvic v vsakdanji klini¢ni
praksi so raven kreatinina v serumu in na
podlagi te oGF, poleg tega pa Se raven pro-
teinurije (8). Omenjeni parametri so neza-
dostni oznacevalci za ugotavljanje zavrnit-
venih reakcij in drugih vzrokov okvare
presadka, njihova najvecja pomanjkljivost
je majhna obcutljivost. Merjeni parametri
porastejo pozno, ko je lahko okvara presadka
Ze obseZna in nepopravljiva. Poleg tega

obstaja tudi moZnost subklini¢ne okvare
presadka, pri kateri je prisotna poSkodba oz.
patoloski procesi, ki jih lahko zaznamo
z biopsijo, a Se ne kaZejo klini¢nih znakov
okvare. Omenjeni oznacevalci so poleg tega
nespecificni, saj se pojavijo pri vseh proce-
sih, ki okvarijo presajeno ledvico, in poslab-
$ajo njeno delovanje (17, 18).

Nezaznana in posledi¢no nezdravljena
okvara presadka na dolgi rok pomembno
prispeva k razvoju kroni¢nih sprememb in
slabSanju njegovega delovanja. Za oceno
stanja zato po presaditvi tudi pri navidezno
stabilno in dobro delujo¢i ledvici oprav-
ljamo nadzorne igelne biopsije, navadno
v prvem letu po presaditvi (8, 17, 18). V pri-
meru, ko se delovanje presadka glede na
zgoraj omenjene klini¢ne parametre slab-
$a in se ne odziva na podporno zdravljenje,
opravimo indikacijsko ledvi¢no biopsijo.
Ta je zlati standard za kon¢no diagnostiko
vzroka okvare, saj poda informacije o histo-
loski sliki tkiva presajene ledvice. To oce-
nimo glede na klasifikacijo po Banffskih
merilih, ki temeljijo na prisotnosti in obse-
gu 15 razli¢nih histopatolo$kih sprememb
bioptata, iz te ocene pa lahko sklepamo
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Slika 2. Shematski prikaz moZznosti uporabe razli¢nih biooznacevalcev in pomen zaznavanja okvar ledvi-
tnega presadka pri razlicnih klini¢nih stopnjah (20). oGF - ocenjena glomerulna funkcija.
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o mehanizmu in kliniéni pomembnosti
sprememb, ki se odvijajo v presadku (19).

Biopsija kljub svojim prednostim ni
idealna preiskava. Je invaziven poseg, pri
katerem lahko pride do zapletov, predvsem
krvavitve. Razlaga patohistoloSke slike je
odvisna od subjektivne ocene patologa,
poleg tega ni nujno, da odvzeti vzorec
predstavlja dejansko stanje presadka, saj je
proces v vzoréenem delu lahko manj izra-
Zen. Povezana je tudi z visokimi stroski in
je obremenjujoca za center za presaditev
organov ter bolnike. Za rednej$e spremlja-
nje stanja presajene ledvice in s tem ustrez-
nejSe vodenje in zdravljenje bolnikov potre-
bujemo nadomestne neinvazivne oznacevalce
okvare presajene ledvice (17).

Novi urinski bioloSki oznacevalci
za odkrivanje okvare presadka
Za nove oznacevalce okvare presadka je
klju¢no, da bi pokazali prisotnost, vrsto in
mehanizem okvare v zgodnej$ih stopnjah
kot trenutni klini¢ni parametri in igelna
biopsija ter tako omogocili hitrejSe ukre-
panje (slika 2). Pomembno je tudi, da bi to-
vrstne oznacevalce lahko pridobili na ne-
invaziven nacin iz telesnih teko¢in. Izmed
telesnih tekocin je pri ledvicah kot vir novih
oznacevalcev najprimernejsi urin (17, 18).
Kot biolo8ki oznacevalci okvare ledvic
so trenutno najbolje raziskane Stevilne
beljakovine v urinu. Te se spro$¢ajo v urin
neposredno iz okvarjenih celic nefrona ali
pa iz vnetnih celic, ki posredujejo poskod-
bo. V prvo skupino spadajo beljakovine, kot
so z ledvi¢no poskodbo povezana moleku-
la 1 (angl. kidney injury molecule-1, KIM-1),
znevtrofilno gelatinazo povezan lipokalin
(angl. neutrophil gelatinase associated lipo-
calin, NGAL) in cistatin C (21). Ceprav so
nekatere izmed beljakovin te skupine zna-
Cilne za posamezne dele nefrona, pa so kot
oznacevalke ledvi¢ne poSkodbe nespecifi-
¢ne - poviSane so namrec pri Sirokem nabo-
ru razliénih patoloskih stanj (22). Za bolj
specifi¢no zaznavanje akutnih zavrnitvenih

reakcij so zanimive predvsem beljakovine
iz druge skupine. Mednje spadata provnetna
citokina kemokinski ligand z vzorcem C-X-C
(angl. chemokine C-X-C motif ligand, CXCL)
9 in 10, ki sta vpletena v zbiranje in akti-
vacijo limfocitov T (23, 24). V multicentri-
¢ni raziskavi so povecano raven CXCL9
v urinu pri bolnikih z akutno zavrnitvijo
presadka opazili Ze do 30 dni pred biopsi-
jo (25). V drugi raziskavi pa so pokazali, da
je urinski CXCL9 napovedni dejavnik TCMR,
medtem ko je bil CXCL10 povezan z raz-
vojem ABMR. Ze en mesec po presaditvi je
kljub stabilnemu delovanju presadka zvi-
$ana raven urinskega CXCL10 napovedovala
kasnej$o akutno zavrnitveno reakcijo (20).

Poleg beljakovinskih oznacevalcev so
raziskovalci v urinu prepoznali tudi nu-
kleinsko-kislinske oznacevalce okvare, a je
to podrocje slab$e raziskano. S pomocjo
transkriptomike, ki omogoca hkratno ana-
lizo prepisovanja velikega Stevila razli¢nih
genov, so prepoznali spremembe, znacilne
za posamezno obliko okvare presadka. Med
njimi je najbolj zanimiv profil izraZanja
dveh razli¢nih molekul informacijske RNA
(angl. messenger ribonucleic acid, mRNA)
(CD3e mRNA, mRNA interferon-y sproZil-
na beljakovina 10 (angl. interferon-inducible
protein 10, IP-10)) in ene molekule riboso-
malne RNA (angl. ribosomal ribonucleic acid,
rRNA) (18S rRNA), izoliranih iz urinskih
celic, ki je omogocil razlikovanje med bol-
niki z akutno zavrnitveno reakcijo in brez
nje, ob tem pa tudi razlikovanje med TCMR
in ABMR (27).

Obetaven vir novih biolo8kih oznace-
valcev so tudi nekodirajoc¢e molekule RNA,
izmed katerih so dobro raziskane predvsem
mikro RNA (angl. micro ribonucleic acid,
miRNA). Raziskave so se osredotocale pred-
vsem na povezanost izraZanja miRNA
v biopsijskih vzorcih ledvi¢nega tkiva,
mononuklearnih celicah periferne krvi (angl.
peripheral blood mononuclear cell, PBMC) ali
v urinu prisotnih celicah ter klini¢no ali
histopatolosko sliko okvare presadka. Na
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vzorcih ledvi¢nih biopsij so tako pokazali
povecano izrazanje sedmih miRNA pri
DGF, med njimi sta najbolj izstopali miR-
-182-5p in miR-21-3p (28, 29). Za akutno
zavrnitveno reakcijo je bilo znacilno pove-
¢ano izraZanje miR-142-5p, miR-155, miR-
-223, miR-10b in miR-30a-3p, pri emer je
imela kombinacija prvih treh miRNA > 90 %
obcutljivost in specificnost za napoved
akutne zavrnitve (30). Glede na profile izra-
Zanja miR-142-3p, miR-142-5p, miR-155 in
miR-223 v biopsijskem vzorcu ali Ze samo
miR-142-3p in miR-223 v PBMC so lahko
loc¢ili med biopsijskimi vzorci z izraZeno
TCMR in biopsijskimi vzorci z normalnim
histopatoloskim izvidom (31). Med naj-
obetavnejSimi miRNA je miR-155, saj je
njeno izraZanje odzivno na zdravljenje akut-
ne zavrnitve, pri katerem se ob uspe$nem
zdravljenju raven miR-155 zniZa (32).
Spremembe v izraZanju miRNA so opazili
tudi pri kroni¢ni okvari delovanja presad-
ka, ki je posledica IFTA. Najbolj izstopajo
miRNA-21, katere izraZanje je povecano
v urinskih celicah, PBMC in biopsijskih
vzorcih, ter Ze omenjeni miR-142-3p in
miR-155, katerih izraZanje je povecano
v PBMC in urinskih celicah (33, 34).

Kot obetaven biolo8ki oznacevalec
poskodbe presadka se v transplantacijski
medicini vse bolj uveljavlja darovalceva
prostoceli¢na DNA (angl. donor-derived cell-
-free deoxyribonucleic acid, dd-cfDNA), ki se
sprosca iz poSkodovanih celic presadka
in jo najdemo v urinu in krvi. Raven dd-
-cfDNA, izraZena kot deleZ skupne prosto-
celi¢ne DNA (angl. cell-free deoxyribonucleic
acid, cfDNA), odraza stopnjo okvare celic,
ki vsebujejo daroval€evo DNA, in je zato
nespecificen znak. Raven dd-cfDNA v krvi
bolnikov s presajeno ledvico je navadno
<1 9%, a se znacilno poveca ob akutni zavr-
nitvi (35). V eni izmed raziskav je bil deleZ
dd-cfDNA v krvi ob akutni zavrnitvi 1,6 %,
v primerjalni skupini pa 0,3 %, raven dd-
-cfDNA pa se je razlikovala tudi med razli-
¢nimi tipi zavrnitve in je bila visja pri

ABMR kot pri TCMR (36, 37). Prednost
uporabe dd-cfDNA pred klasi¢nimi ozna-
Cevalci okvare presadka je predvsem njena
obcutljivost, saj so poviSane ravni dd-cfDNA
opazili tudi do 31 tednov pred klini¢no dia-
gnozo akutne zavrnitve (35, 38). Hkrati nizek
deleZ dd-cfDNA (<0,5%) z veliko verjet-
nostjo izkljucuje kliniéno pomembno okva-
ro presadka.

Trenutno se kot izjemno obetavni bio-
lo8ki oznacevalci Stevilnih bolezni, tudi na
podrocju transplantacijske medicine, uve-
ljavljajo ZV.

ZUNAJCELICNI VEZIKLI

1Z URINA

Z\V so heterogena populacija z membrano
obdanih kroglastih delcev, ki se spro$¢ajo
iz celic tako in vitro kot tudi in vivo. ZV imajo
pomembno vlogo pri sporazumevanju med
celicami organizma ter med posameznimi
organizmi, na kar nakazuje tudi evolucijska
ohranjenost vloge ZV (39). Pri sesalcih so
jih izolirali iz raznolikih telesnih tekocin,
kot so kri, urin, bronhoalveolarni izpirek,
sinovialna tekoc€ina, plodovnica, sperma,
mleko, slina, dokazali pa so tudi prisotnost
veziklov, izvirajocih iz ¢revesne mikrobio-
te, in njihovo pomembno vlogo pri delo-
vanju imunskega sistema (40-42). ZV lahko
le z vezavo ali vstopom in s spro$canjem
svojega tovora vplivajo na delovanje sosed-
njih tar¢nih celic (parakrino) ali na bolj
oddaljene celice (endokrino) (43, 44).

Z\V se med seboj razlikujejo po nastan-
ku, celi¢nem izvoru, velikosti, molekular-
ni sestavi ter biolo§ki vlogi. Glede na nasta-
nek in velikost ZV razlikujemo (slika 3A):
vezikle endocitotskega izvora, imenovane
eksosomi (premer 30-100 nm), mikrovezi-
kle, ki nastanejo z brstenjem plazmaleme
(premer 100-1.000 nm), in apoptotska teles-
ca, ki nastanejo med programirano celi¢no
smrtjo (premer 1.000-5.000 nm). Razli¢ni
mehanizmi nastanka ZV so podrobneje
opisani v predhodnih objavah (46). Razisko-
valci se v svojih raziskavah osredotocajo
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predvsem na preucevanje eksosomov in
mikroveziklov, saj se ti sproscajo tako v fizio-
loskih kot tudi patoloskih pogojih, do nastan-
ka apoptotskih telesc pa prihaja le v ¢asu
programirane celi¢ne smrti. Znotraj celic
lahko hkrati prihaja do nastajanja vec tipov
ZV, za katere pa je z obstoje¢imi razisko-
valnimi metodami teZko nedvoumno dolo-
¢iti mehanizem nastanka, ki je kljucen za
pravilno poimenovanje npr. eksosomov ali
mikroveziklov. Zato je mednarodno drustvo
za zunajceli¢ne vezikle ISEV (International
Society for Extracellular Vesicles) v svojih
smernicah za raziskave zunajceli¢nih vezi-
klov namesto izrazov eksosom/mikrovezikel
predlagalo poimenovanje glede na velikost
na majhne (<200 nm) in velike (> 200 nm)
ZN (47).

Biofizikalne lastnosti ZV so pomemb-
ne, saj odrazajo izvor ZV, poleg tega pa vpli-
vajo na njihovo bioloSko vlogo. Mednje
uvrS¢amo velikost, koncentracijo, gostoto
in opticne lastnosti ZV ter mehanske last-
nosti membran, kot sta elasti¢nost in naboj
(¢-potencial). Z analizo koncentracije in
velikosti spro$¢enih veziklov lahko sprem-
ljamo dogajanje v telesu. Spremembe kon-
centracije ZV v krvi v povezavi z bolezen-
skimi spremembami so opisali pri vec
vrstah raka (48, 49), sréno-Zilnih in avto-
imunskih boleznih (50, 51), pri tem pa naj
bi bili klju¢ni procesi hipoksija, avtofagija
in stres. Pri §tevilnih vrstah raka so opisa-
li tudi spremembe v velikosti veziklov
(52-55). Podtipi ZV imajo zelo podobno
gostoto. Za eksosome je znacilna gostota
1,13-1,19 g/ml, medtem ko je za apoptotska
telesca znacilna gostota 1,16-1,28 g/ml,
oboje pa se prekriva z gostoto lipoprotei-
nov z visoko gostoto (angl. high density lipo-
protein, HDL), kar lahko oteZi izolacijo ZV
iz krvi (56). Mehanske lastnosti ZV, kot sta
elasti¢nost in naboj, vplivajo na kroZenje ZV
po telesu, privzem v celice in spro$canje
tovora. Elasti¢ne membrane ZV se po stre-
su povrnejo v prvotno obliko, medtem ko pla-
sti¢cne membrane ZV ostanejo spremenjene.

C-elektrokemijski potencial je pokazatelj
koloidne stabilnosti ZV, ko se ti gibljejo
v tekoCem mediju, in doloc¢a stabilnost
medsebojnega u¢inkovanja med posamez-
nimi vezikli, vezikli s teko¢ino, vklju¢no
s teZnjo veziklov k tvorbi skupkov (57).
Mehansko togost oz. stabilnost ZV dolo-
Cata tudi njihova velikost in geometrija.
Raziskave so Ze pokazale statisti¢no zna-
Cilne razlike v spremembi oblike veziklov,
izvirajocih iz rakavih ter nerakavih celi¢nih
linij (58).

Molekularni tovor ZV (slika 3B) pred-
stavljajo razli¢ne beljakovine, lipidi, nuklein-
ske kisline in ogljikovi hidrati (59, 60).
Molekularna sestava je znacilna za posa-
mezni tip ZV, kot tudi tip starSevske celi-
ce. Izsledki obseZnih raziskav glede pri-
sotnosti omenjenih molekularnih zvrsti
v ZV so objavljeni v javno dostopnih poda-
tkovnih bazah: Vesiclepedia, ExoCarta in
EVpedia (61-63). V ZV so najpogosteje
zastopane beljakovine, ki so vkljucene
v nastanek in sprosc¢anje veziklov, tetra-
spanini, beljakovine v signalnih poteh,
beljakovine, vkljucene v predstavitev anti-
genov in transmembranske beljakovine
(59-61). Razvrscanje beljakovinskega tovo-
ra v vezikle lahko poteka odvisno od endo-
somskega razvrscevalnega kompleksa,
potrebnega za prenos (angl. endosomal sor-
ting complex required for transport, ESCRT)
ali od vklju€evanja v membranske domene,
pri Cemer so kljucne Stevilne posttransla-
cijske spremembe beljakovin (64-60).
Beljakovinska sestava ZV posredno vpliva
na fizioloSke in patoloske ucinke v njiho-
vih tarénih celicah (41). Beljakovine in lipi-
di na povrsini ZV so lahko glikozilirani, pri
cemer so za ZV iz razli¢nih vrst tkiv in
organizmov znacilni razliéni glikozilacijski
vzorci (66). Ti uravnavajo privzem ZV v tar-
¢ne celice in s tem pomembno vplivajo na
(pato)fiziologijo ZV (39). Glede lipidne
sestave so membrane eksosomov obogatene
s holesterolom, sfingomielinom, gliko-
sfingolipidi in fosfatidilserinom, podobno
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Slika 3. Shematski prikaz biogeneze (A) in znacilne molekularne sestave (B) zunajcelicnih veziklov.

Podrobnejsi opis je podan v besedilu (45).

kot lipidni rafti (67, 68). In vitro so poka-
zali, da ZV iz tumorskih in metastatskih
celic vsebujejo vec sterolov, sfingolipidov
in glicerofosfolipidov (69, 70). Metabolom
je najmanj raziskana molekulska zvrst ZV.
Eksosomi naj bi vsebovali razli¢ne tipe
molekul z nizko molekulsko maso, kot npr.
organske kisline, aminokisline, sladkorje in
njihove konjugate, nukleotide in nukleo-
zide, cikli¢ne alkohole, karnitine, aromat-
ske spojine in vitamine (70).

Z\V vsebujejo raznolike molekule RNA,
kot npr. mRNA, rRNA, prenaSalne (angl.
transfer ribonucleic acid, tRNA), najbolj pre-
ucevane miRNA, dolge nekodirajoce (angl.
long non-coding ribonucleic acid, IncRNA),
interakcijske (»piwi«) in krozne RNA (59, 71).
Razvr§c¢anje miRNA v ZV naj bi potekalo
s pomocjo kataliticne komponente argo-
navtske beljakovine z RNA sproZenega
utiSevalnega kompleksa 2 (angl. argonaute
ribonucleic acid induced silencing complex
catalytic component 2, AGO2) in GW182 ali
mozno tudi v ceramidni poti, odvisno pa je
tudi od same strukture in zaporedja RNA
(72-74). Molekule RNA v tar¢nih celicah

uravnavajo izraZanje genov ali prenesejo
informacijo za izgradnjo funkcionalne belja-
kovine (71, 75-77). Raziskave so dokazale
prisotnost mitohondrijske in genomske DNA
v ZV, vendar je ta tip molekul manj raziskan
(78). Zive celice aktivno izlo¢ajo DNA preko
ZV, vendar mehanizem Se ni pojasnjen.
DNA, ki je lahko eno- ali dvoveriZna, ima
povprecno dolZzino 200 baznih parov (bp)
v manjsih ZV in do 2.000.000 bp v velikih
ZV. Lahko se nahaja na povrsini ali pa
v notranjosti ZV, kjer je Se dodatno za$¢i-
tena z lipidnim dvoslojem (79). Z analizo
vezikularne DNA lahko pridobimo infor-
macijo o celotnem genomu starSevskega
organizma, ponuja pa tudi vpogled v stanje
somatskih mutacij v starSevski celici
(80-82). Prenos vezikularne DNA v taréne
celice lahko preko prepisa v mRNA in
beljakovine vpliva na funkcijo celic (83, 84).

Zunajcelicni vezikli v urinu

Urin vsebuje pester nabor anorganskih
soli, presnovkov, organskih spojin (npr.
beljakovine, hormone) in tudi ZV. Je lahko
dostopna telesna tekocina z veliko pro-
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stornino in je zato odlicen vir neinvazivnih
biolo8kih oznacevalcev okvare ledvic.
Prisotnost ZV v urinu so opisali Ze leta 1990,
prvic¢ pa so ZV izolirali iz urina Pisitkun
in sodelavci, ki so s proteomsko analizo
prepoznali 295 razli¢nih vezikularnih belja-
kovin (85, 86). Urin vsebuje tudi visoke
koncentracije uromodulina (drugo ime
Tamm-Horsfallova beljakovina (angl. Tamm-
-Horsfall protein, THP)), ki se sprosca iz
Henleyjeve zanke in lahko tvori obseZne
polimere, ter kristalov kalcijevega oksala-
ta, ki oteZujejo izolacijo ZV iz urina (87).

Vir ZV v urinu so celice vsakega posa-
meznega odseka nefrona, tj. celice epiteli-
ja, glomerulni podociti, celice proksimal-
nega tubula, Henlejeve zanke, distalnega
tubula in zbiralc ter epitelne celice uro-
genitalnega trakta (88). Raziskave so na-
kazale na razliko v urinskih ZV pri Zivih
darovalcih ledvic razli¢nega spola, pri
Cemer so opazili vi§jo vsebnost ZV v urinu
prejemnikov darovalk Zenskega spola.
V urinu so zaznali tudi poviSane ravni ZV
iz mezangijskih in parietalnih epitelijskih
celic. Spros¢anje eksosomoyv, zlasti iz juksta-
glomerularnih celic in podocitov, naj bi se
s starostjo zmanjSevalo (89).

Vezikularne beljakovine predstavljajo
3% mase beljakovin, ki jih najdemo v urinu
(90, 91). Z uporabo tekocinske kromato-
grafije, sklopljene s tandemsko masno
spektrometrijo (angl. liquid chromatography
with tandem mass spectrometry, LC/MS/MS),
so prepoznali kar 1.412 edinstvenih belja-
kovin v urinu zdravih ljudi, celokupno pa
naj bi proteom urinskih ZV obsegal Ze ve¢
kot 3.000 beljakovin (90, 92). V ZV iz urina
so pravzaprav zaznali vse prevladujoce
apikalne ionske in vodne prena$alne belja-
kovine (90). NajpogostejSe beljakovine
glede na izsledke proteomskih raziskav ZV
iz urina so aneksini (angl. annexins, ANX)
Al, A4 in A5, znotrajceli¢ni kloridni kanal 1
(angl. chloride intracellular channel 1, CLIC1),
gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza (angl.
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase,

GAPDH), laktat dehidrogenaza B (LDHB),
z Ras povezan substrat botulinskega toksina
C3 1 (angl. Ras-related C3 botulinum toxin
substrate 1, RAC1) in stomatin (STOM) (93).
ANX so membransko vezane beljakovine,
ki imajo pomembno vlogo pri eksocitozi ter
pri uravnavanju koagulacije ter imunske-
ga odziva. CLIC1, RAC1 in STOM pa so inte-
gralne membranske beljakovine ali z mem-
brano povezane beljakovine, ki lahko
vplivajo na prenos ionov in s tem na mem-
branski potencial, bodisi neposredno z urav-
navanjem prenosa klorida (CLIC1) bodisi
posredno z uravnavanjem beljakovin, ki pre-
na$ajo natrij (STOM) ali vodikov ion (RAC1).
GAPDH in LDHB imata oksidoreduktivno
aktivnost, ki lahko vpliva na lokalni pH in
redoks potencial ter prispeva k ohranjanju
aktivacijsko-inaktivacijskega stanja ZV
v urinu med celi¢no difuzijo.

Raziskav glikozilacije ZV iz urina je
razmeroma malo. Gerlach in sodelavci so
z uporabo pretocne citometrije in lektinskih
mikromreZ raziskovali profil glikozilacije
na povrsini ZV iz urina zdravih posa-
meznikov (94). Prepoznali so $irok nabor
razli¢nih oligosaharidov, pri cemer so bile
raz§irjene bolj razvejane O-vezane strukture,
manj pogosti pa O-vezani glikani mucin-
skega tipa. Sami glikozilacijski profili ZV
se med posamezniki niso bistveno razli-
kovali, so se pa razlikovali od glikozilira-
nega THP. Z uporabo masne spektrometrije
v povezavi z lektinskimi mikromreZzami
so pokazali, da je povrSina urinskih ZV
obogatena s kompleksnimi N-glikani ter
s terminalnimi spremembami manoznih
in fukoznih ostankov (95). Beljakovine na
povr$ini urinskih ZV naj bi sovpadale
z glikozilacijskim profilom ledvi¢nih epi-
telijskih celic, ta pa je odvisen od transla-
cije, zvijanja, razvrs§canja ter izloCanja
beljakovin. Spremembe povrsinske gliko-
zilacije omenjenih ZV lahko neposredno
odraZajo patolo$ka stanja (94).

Pri ZV iz urina so zaznali razli¢no vsebnost
holesterola, sfingolipidov in fosfatidilserina
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v primerjavi s celicno membrano, pri Cemer
je bila vsebnost holesterola v ZV kar 63 %.
Na podlagi lipidne sestave so uspeli razli-
kovati med ZV obolelih za rakom prostate
in zdravih posameznikov (69).

Raziskave RNA tovora ZV v urinu so
pokazale, da v njih prevladujejo nekodira-
joce RNA, v najvecjem obsegu rRNA. V pri-
merjavi z drugimi telesnimi teko¢inami so
urinski ZV najbolj obogateni z zaporedji, ki
kodirajo beljakovine. Odkrili so namrec
vec kot 13.000 mRNA (96). Analiza slednjih
je pokazala, da se znotraj veziklov nahaja-
jo zaporedja genov, znacilnih za vse odse-
ke nefrona, secevoda ter mehurja in pro-
state, torej kodirajoca zaporedja, ki pokrivajo
celoten urogenitalni trakt. Nekodirajoc¢i
del RNA tovora ZV pa vpliva na prepiso-
vanje genov in posttranskripcijske spre-
membe (97, 98). Pri urinskih ZV so najbolj
preucevane mRNA in miRNA, njihovo paki-
ranje v ZV pa je zelo selektiven proces (93).
Dokazali so, da je v fizioloSkih pogojih vseb-
nost miRNA v veziklih vi§ja v primerjavi
z miRNA v urinu in celicah iz urina, kar
nakazuje, da so molekule RNA v veziklih
za$Citene pred razgradnjo in zato bolj sta-
bilne (99). Urinski ZV so tudi dober vir
novih, redkej$ih vrst RNA, kot so kroZne
RNA. Vezikularne zvrsti RNA zato pred-
stavljajo dober vir neinvazivnih bioloSkih
oznacevalcev.

DNA je najmanj raziskan tovor urinskih
ZN (100). Lee in sodelavci so preucevali
vezikularno DNA iz urina bolnikov z rakom
sefnega mehurja in pokazali, da veziku-
larna DNA neposredno odraza genomski
profil tumorja (somatske mutacije, varia-
cije v Stevilu kopij) (101). Tudi na Klini¢nem
oddelku za nefrologijo Interne klinike Uni-
verzitetnega klini¢nega centra Ljubljana
v povezavi z InStitutom za biokemijo in
molekularno genetiko Medicinske fakultete
Univerze v Ljubljani raziskujemo uporabo
vezikularne DNA iz urina kot neinvazivnega
bioloSkega oznacevalca okvare presajene
ledvice.

VLOGA ZUNAJCELICNIH
VEZIKLOV V URAVNAVANJjU
FIZIOLOSKIH IN PATOLOSKIH
PROCESOV V LEDVICAH
FizioloSka vioga zunajceli¢nih
veziklov v ledvicah

Sprva so raziskovalci menili, da je vloga ZV
predvsem izlocanje celici nepotrebnih celi-
¢nih gradnikov. Kmalu se je izkazalo, da
imajo Stevilne druge, pomembnejSe vloge
za vzdrZevanje fizioloSkega stanja v ledvi-
cah. Te so povezane predvsem z vplete-
nostjo ZV v medceli¢no sporazumevanje, saj
so pomembni prenasalci razli¢nih molekul
v notranjosti in na membrani vezikla, ki so
vpletene tudi v patoloske procese. ZV se
lahko veZejo na povrsino oz. receptorje tar-
¢nih celic in aktivirajo signalne poti, tar¢ne
celice pa lahko tudi privzamejo ZV, v celi-
ce sproSfena vsebina pa nato vpliva na
razli¢ne procese v tarcni celici. Pri tem je
pomembno, da so ZV v primerjavi z drugi-
mi nacini medceli¢nega sporazumevanja
(avtokrino, parakrino, endokrino) bolj dina-
micni, saj je njihov uc¢inek na tarc¢ne celi-
ce odvisen od njihove sestave, ta pa od sta-
nja starSevske celice (102).

Med pomembnejSe vloge ledvi¢nih ZV
spada sporazumevanje med razli¢nimi
celicami znotraj organa. V tem oziru so led-
vi€ni ZV posebni, saj neposkodovana glo-
merulna bazalna membrana preprecuje
prehod velike veCine ZV iz plazme v filtrat -
ledvicni ZV izvirajo torej predvsem iz celic,
prisotnih v ledvi¢nem tkivu (celice nefro-
na, imunske celice). ZV v filtrat spro$cajo
vecinoma celice proksimalnih delov nefro-
na (podociti, celice proksimalnega tubula),
nato pa ti s filtratom potujejo do distalnejsih
celic nefrona (celice distalnega tubula in
zbiralca) (86, 103). Te jih privzamejo, s tem
pa je omogoceno medceli¢no sporazume-
vanje proksimalnega in distalnega dela
nefrona. In vitro so pokazali, da ZV, spros-
Ceni iz proksimalnih tubulnih celic, gojenih
v prisotnosti agonista dopaminskih recep-
torjev, zmanjS$ujejo nastajanje reaktivnih
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kisikovih spojin in bi tako lahko delovali
protivnetno (104).

Z\V lahko prena$ajo molekule, vpletene
v vzdrZevanje homeostaze vode in elektro-
litov v telesu. Primer tega je prenos akva-
porina (angl. aquaporin, AQP) 2 z ZV med
celicami zbiralca, ki v tar¢nih celicah pov-
zro¢i povecanje prenosa vode (105). ZV
proksimalnih tubulnih celic prena$ajo tudi
aktiven GAPDH, ki zniZa aktivnost epite-
lijskih natrijevih kanal€kov (angl. epithelial
sodium channels, ENaC) v celicah distalnih
tubulov in zbiralca (100).

Pomembno vlogo ZV igrajo tudi pri
razvoju in samoobnovi ledvi¢nega tkiva.
Posredujejo medceli¢no sporazumevanje
med mezenhimskimi in epitelijskimi celi-
cami ledvice. Z njihovo pomocjo lahko
tubularne epitelijske celice sproZijo dife-
renciacijo mezenhimskih stromalnih celic
v epitelijske celice, kar je pomemben korak
embrionalnega razvoja ledvic (107).

Vloga zunajceli¢nih veziklov
pri ledvicnih boleznih
ZVN so bili opredeljeni kot pomemben del
etiopatogenetskih mehanizmov pri kopici
patoloskih stanj, od KLB do raka. ObSirno
raziskana je vloga ZV pri KLB, posebej pri
diabeti¢ni nefropatiji (DN). V urinu priso-
tni ZV imajo pomembno vlogo v vseh orga-
nih urogenitalnega trakta, a smo se pri pre-
gledu literature osredotocili le na ledvice.
ZV iz glomerulnih epitelijskih celic, gojenih
v prisotnosti visokih koncentracij glukoze,
prispevajo k aktivaciji epitelijsko-mezen-
himskega prehoda in fibroti¢nim spre-
membam podocitov in mezangijskih celic
pri DN (108). Visoke ravni glukoze v urinu
prispevajo tudi k pove€anemu sproscanju
ZV iz makrofagov, kar nadalje povzroci pro-
liferacijo mezangijskih celic in aktivira
vnetno reakcijo, ki vodi v ledvi¢no fibro-
zo (109).

Poleg KLB so glede na patoloska stanja
v ledvici najbolje raziskane vloge ZV pri
karcinomu ledvicnih celic (KLC). Tumorsko

tkivo vzpostavi lastno mikrookolje, ki
vzpodbuja rast in razvoj tumorja. Zato ni
presenetljivo, da imajo ZV pomembno
vlogo pri tumorogenezi in napredovanju
KLC. Ena izmed raziskav je pokazala, da so
ZN iz primarnih celic pri svetlocelicnem
KLC bogati s spreminjajofim rastnim
dejavnikom B1 (angl. transforming growth
factor B1, TGF-Bl) in zniZajo odziv cito-
toksic¢nih limfocitov T na rakave celice (110).
V drugi raziskavi pa so pokazali, da ZV,
sprosceni iz rakavih zarodnih celic bolni-
kov s KLC, spodbujajo razmnoZevanje in
epitelijsko-mezenhimski prehod, ki sta
pomembna za napredovanje KLC (111).

Stevilne raziskave se osredotocajo tudi
na zascitni u€inek ZV pri IRP. Tovrstna
vloga ZV ima pomembne implikacije za pre-
Zivetje presajenih ledvic preko zmanjSanja
IRP. V ospredju raziskav so ZV, sprosceni iz
mezenhimskih stromalnih celic. Povezani
so z zmanj$ano okvaro in hitrej§im izbolj-
Sanjem ledvi¢nega delovanja po IRP pri pod-
ganah (112). Podoben ucinek je imel tudi
intravenski vnos ZV iz podganjih in ¢loveskih
ledvi¢nih tubulnih celic (113, 114). Poleg
omenjenega so ZV pomembni posredniki
vnetnega odziva. Pri miSih so pokazali, da
visoko izraZanje receptorja za kemokinski
ligand z vzorcem C-C 2 (angl. C-C motif che-
mokine ligand 2) na ZV lahko prispeva
k zmanjSanemu uc¢inku CCL2 na makrofage
in s tem zmanjSanemu vnetnemu odzivu po
IRP (115).

KLINICNA UPORABNOST
ZUNAJCELICNIH VEZIKLOV

1Z URINA

Nabor lipidov, membranskih in citosolnih
beljakovin ter nukleinskih kislin v ZV odse-
va molekularno sestavo starSevske celice,
bodisi v navadnih fizioloskih pogojih ali
spremenjene zaradi patoloSkih procesov.
Znacilno stanje celice se lahko odraza tudi
v koli¢ini ali velikosti izlo¢enih ZV. Razi-
skave so pokazale, da je pogostost spros-
¢anja ZV odvisna od okolja, v katerem se
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Slika 4. Zunajceli¢ni vezikli v urinu so pomemben vir novih, neinvazivnih bioloskih oznacevalcev okvare

presajene ledvice (123). ZV - zunajceli¢ni vezikli.

celica nahaja, npr. koncentracije raztoplje-
nega kisika v tekocini, pH in tipa same star-
Sevske celice, pri cemer rakave celice izlo-
¢ajo znatno viSje Stevilo ZV (116-118).
Molekule DNA in RNA so v spros¢enih ZV
za$Citene pred razgradnjo z DN-azami in
RN-azami v urinu (119). Podobno pa bi
lahko ZV zascitili molekule pred ostalimi
encimi, prisotnimi v urinu, kot so oksido-
reduktaze, transferaze, hidrolaze in liaze
(120). Zaradi vseh nastetih lastnosti so ZV
pomemben neinvaziven vir bioloskih ozna-
Cevalcev bolezni urogenitalnega trakta, kar
se kaZe tudi v vedno vecjem Stevilu raziskav
(121, 122) (slika 4).

Zunajcelicni vezikli kot bioloski
oznacevalci okvare presajene
ledvice

Z\V s povrsinskim oznacevalcem CD133 bi
lahko sluZili kot bioloSki oznacevalci
ledvi¢ne funkcije ter potenciala za samo-
obnovo. Raziskave so namrec¢ pokazale,
da se ZV CD133 nahajajo v urinu zdravih
posameznikov, odsotni pa so v urinu bol-
nikov s konéno ledvi¢no odpovedjo. Ze prvi

dan po presaditvi ledvic omenjenim bol-
nikom so v urinu zaznali ZV CD133, njihova
koncentracija pa se je s Casom viSala (124).
Porocali so tudi o razlikah v vsebnosti pro-
stih beljakovin NGAL in interlekvina-18 in
njunih mRNA v eksosomih iz urina po
presaditvi ledvic (22). Dodatno so ugotovili,
da je poviSana raven vezikularnega NGAL
v urinu bolnikov, ki so jim presadili ledvi-
ce, povezana z zakasnjenim delovanjem
presadka. NGAL v ZV je tudi bolj obcutljiv
zgodnji bioloski oznacevalec kot NGAL iz
celi¢ne frakcije urina (125).

Ob IRP ledvic pride do znacilnega
zmanj$anja ravni AQP1 v ZV iz urina. Ob
primerjavi stanja ishemije-reperfuzije na
podganjem modelu nefroti¢nega sindroma
ter bolnikov s proteinurijo pri slednjih niso
zaznali sprememb v vezikularnem AQP1. Pri
presaditvi organov prav tako pride do IRP,
tako so tudi pri analizi ZV iz urina bolnika
s presajeno ledvico opazili zniZano raven
AQP1. To nakazuje, da je vsebnost AQP1
v ZV oznacevalec IRP (1206).

Raziskava na podrocju bioloskih ozna-
Cevalcev okvare presajene ledvice je pre-
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poznala nabor vezikularne mRNA za zazna-
vanje okvare presajene ledvice in mRNA za
razlikovanje med akutno TCMR ter ABMR
(127).V ZV iz urina bolnikov s presajeno led-
vico, pri katerih je priSlo do TCMR, so
dodatno dokazali zviSane ravni vezikular-
nega tetraspanina 1 in hemopeksina in ju
predlagali kot diagnosti¢na oznacevalca
za TCMR (128). Pri bolnikih z zavrnitveno
reakcijo so porocali tudi o poviSani ravni
urinskih ZV s povrSinskim oznacevalcem
CD3 (123). Sigdel in sodelavci so z upora-
bo masne spektrometrije pri bolnikih z akut-
no okvaro presajene ledvice odkrili enajst
beljakovin, ki so bile funkcionalno udeleZene
v vnetni in stresni odziv, ter tako dokazali,
da vsebnost beljakovin v ZV iz urina odra-
Za stanje presadka (129).

Zunajcelicni vezikli kot bioloski
oznacevalci ostalih ledvicnih
bolezni
Pri osebah s centralnim diabetesom insi-
pidusom so pokazali, da je v urinu prislo do
poviSanega izlocanja AQP2 z ZV kot odziv
na antidiuretik vazopresin, v primerjavi
z bolniki z nefrogenim diabetesom insipi-
dusom (130). Analiza ZV z vsebujo¢im
AQP2 lahko tako razlikuje med centralnim
in nefrogenim diabetesom insipidusom.
DN predstavlja resen zaplet pri slad-
korni bolezni in je povezana s povecano obo-
levnostjo in smrtnostjo v primerjavi z dru-
gimi vzroki bolezni ledvic. Spremlja jo
proteinurija, ki je posledica napredujoce
poskodbe in posledi¢nega propada glo-
merulnih podocitov. Pri bolnikih s sladkorno
boleznijo tipa 1 so ugotovili mo¢no povi-
Sano koli¢ino urinskih ZV, izvirajocih iz
podocitov, ki je bila vidna Ze pred spre-
membami drugih bioloskih oznacevalcev
(albuminurija, nefrin). ZV iz podocitov bi
tako lahko predstavljali zgodnji oznaceva-
lec glomerulne okvare pri sladkorni bole-
zni tipa 1 (131). Barutta in sodelavci so poka-
zali, da med bolniki s sladkorno boleznijo
tipa 1, ki imajo oz. nimajo DN, pride do razlik

v izraZanju nekaterih miRNA v urinskih ZV
(miRNA-130a, miRNA-145, miRNA-155 in
miRNA-424), pri cemer so vlogo veziku-
larne miRNA-145 izpostavili kot pomem-
bno pri razvoju bolezni (132). Nadalje so
Zubiri in sodelavci (133, 134) v urinskih ZV
odkrili nabor treh spremenjenih beljakovin
(alfa-1 mikroglobulinski/bikuninski pre-
kurzor (AMBP), histonska metiltransferazna
levkemicna beljakovina meSanega porekla
3 (angl. histone methyltransferase mixed-
-lineage leukemia protein 3, MLL3) in nape-
tostno odvisni anionsko selektivni kanal 1
(angl. voltage-dependent anion-selective chan-
nel 1, VDAC1)), povezanih s prisotnostjo DN.
Z analizo ZV-podocitov so avtorji ugotovi-
li, da poviSana raven mRNA z zapisom za
onkoprotein Wilmsovega tumorja 1 (WT1)
odraza poskodbo glomerulov pri bolnikih
z DN v primerjavi z bolniki z najmanjSimi
spremembami nefrotskega sindroma.
Spremljanje ravni vezikularnega WT1 omo-
goca razlocevanje bolnikov glede na tve-
ganje za pojav zapletov (135). Prisotnost
vezikularnega WT1 v urinu so povezali tudi
z okvaro podocitov (134).

V ZV iz urina bolnikov z akutno ledvi-
¢no okvaro so v primerjavi z zdravimi pre-
iskovanci odkrili poviSano vsebnost Na*/H*
izmenjevalnega prena$alca 3 (angl. sodium-
-hydrogen exchanger 3, NHE3), Se posebej
v primeru akutne tubulne nekroze. Veziku-
larni NHE3 so predlagali kot oznacevalec
tubulne okvare in za razlikovanje med
akutno tubulno nekrozo in drugimi vzroki
okvare ledvic (1306). Zhou in sodelavci so
porocali o glikozirani beljakovini fetuin
A, za katerega se je izkazalo, da se v ve¢jem
obsegu nahaja v ZV pri akutni ledvi¢ni okva-
ri kot pri zdravih ljudeh (137). V sklopu akut-
ne okvare ledvic so kot oznacevalca poskodb
tubulnih celic opisali Se vezikularni akti-
vacijski transkripcijski dejavnik 3 (angl.
activating transcription factor 3, ATF3) (138).

Na ZV iz urina so izvedli kvantitativ-
no proteomsko analizo in prepoznali 83
razli¢no izraZenih beljakovin pri bolnikih
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z avtosomno dominantno policisti¢no bolez-
nijo ledvic (ADPBL). Za to bolezen je znacilna
okvara v genih PKDI ali PKD2, ki zapisu-
jeta beljakovini policistin 1 (PC1) in poli-
cistin 2 (PC2). Veliko zaznanih beljakovin
je izviralo iz apikalne membrane in so bili
vpleteni v signalne poti primarnih cilij
(npr. PC1 in PC2), celi¢ni cikel, diferencia-
cijo celic in signalizacijo preko ionov Ca?*.
Povecano izraZene beljakovine so bile vple-
tene tudi v organizacijo citoskeleta in vzdrze-
vanje polarnosti celic, kar sovpada z nastan-
kom cist zaradi spremenjene zgradbe celic.
Zaznali so niZjo vsebnost beljakovine AQP2
in jo povezali z razred€enim urinom pri teh
bolnikih (139). Nadalje so primerjali pro-
teome ZV iz urina bolnikov z ADPBL, bol-
nikov z drugimi cisti¢nimi boleznimi ledvic
in zdravih posameznikov. Prepoznali so
30 beljakovin, ki so bile vsaj dvakrat bolj
zastopane pri obolelih z ADPBL, pri cemer
je izstopalo 5 beljakovin; citoskeletne belja-
kovine vilin 1, periplakin, envoplakin in
beljakovini sistema komplementa C3 ter C9.
Avtorji so povecane vsebnosti beljakovin
komplementa povezali z zgodnjim potekom,
povecanje citoskeletnih beljakovin pa s kas-
nejSimi stopnjami poteka bolezni (140).
Pokazali so tudi, da je v primeru okvare gena
PKD1 vsebnost beljakovin PC1 in PC2 v ZV
niZja, vsebnost transmembranske beljako-
vine 2 (TMEM?2) pa poviSana, in da bi lahko
s pomocjo razmerja PC1/TMEM2 razliko-
vali med posamezniki z okvaro gena PKD1
in brez nje (141). S proteomiko ZV iz urina
lahko ucinkoviteje spremljamo patolosko
stanje ledvic, saj je izplen redkih beljako-
vin z moZno patofizioloSko in diagnosti¢no
vrednostjo tudi do 30-krat vecji v primer-
javi z izplenom iz ledvi¢nega tkiva (91).
Tudi pri preucevanju bolnikov s cistin-
urijo so se Bourderioux in sodelavci poslu-
Zili proteomske analize ZV iz urina (142).
Izsledki so razkrili nabor 38 poviSano
izraZenih beljakovin, med drugimi tudi
beljakovino lipokalin 2. Ta je znacilna za
nevtrofilce, prisotna pa je tudi v ledvicah

in sluZi kot biolo$ki oznacevalec poskodb
proksimalnih tubulov in akutne poSkodbe
ledvic. Nabor beljakovin je omogocil razli-
kovanje med zdravimi in obolelimi ter med
zmernimi in hudimi oblikami cistinurije. Pri
glomerulonefritisu raven fibroblastno spe-
cificne beljakovine 1 (angl. fibroblast-specific
protein 1, FSP1), ki se iz podocitov spro§ca
z ZV, odraza aktivno in stalno poskodbo glo-
merulov (143). Omenjena odkritja nakazu-
jejo, da so ZV iz urina zelo pomemben vir
bioloskih oznacevalcev strukturnih bolezni
ledvic (44).

Terapevtski potencial
zunajceliénih veziklov

Z\V s prenaSanjem beljakovin, nukleinskih
kislin in drugih presnovkov sodelujejo pri
spreminjanju fizioloskih ali patoloskih
procesov v tar¢nih celicah. Lastnosti ZV pa
lahko tudi priredimo in jih usmerimo do
znacilnih tar¢nih celic. Natanc¢neje, celice
lahko genetsko spremenimo, da proizvedejo
in na povrsino ZV vgradijo dolo¢eno povr-
Sinsko molekulo, ki jo prepoznajo znacilne
tarCne celice in privzamejo ZV (60). V ZV
lahko tudi vgradimo terapevtska sredstva
ali genetski material, ki so nato pred raz-
gradnjo z DN-azami in RN-azami v telesnih
tekoCinah zasCiteni s fosfolipidnim dvo-
slojem. Na osnovi omenjenih pristopov se
razvijajo razli¢ni inovativni terapevtski pri-
stopi, ob tem pa ostajajo izzivi v proizvod-
nji, izolaciji in kvantifikaciji ZV za tera-
pevtske namene (144).

Mehanizmi delovanja ZV so bili anali-
zirani na razli¢nih modelih in vitro, med dru-
gim tudi na modelu ledvi¢nih tubulnih
epitelijskih in endotelnih celicah. V ome-
njenih celicah so dokazali, da iz njih spros-
Ceni vezikli oz. njihov tovor zmanjSuje izra-
Zanje vnetnih molekul, spodbuja celi¢no
proliferacijo in zavira apoptozo (145). Na
primeru raka mehurja so odkrili, da raka-
ve celice mnogo pogosteje privzemajo ZV
v primerjavi z nespremenjenimi oz. zdra-
vimi celicami urotelija (144). V primeru led-
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vicne fibroze so zasnovali ZV iz mezen-
himskih mati¢nih celic s prekomerno izra-
Zeno miRNA let-7c, ki so po prevzemu
v tar¢ne celice omilili ledvi¢no poSkodbo
(146). Na modelu misi z akutno okvaro
ledvic so dokazali proregenerativne last-
nosti urinskih ZV, in sicer je vnos slednjih
omilil stopnjo poSkodbe tkiv, spodbudil
proliferacijo tubulnih celic ter preprecil akti-
vacijo provnetnih citokinov. Porocali so
o moc¢no zmanj$ani vsebnosti dejavnika
klotho v obolelih miSih, nasprotno pa so po
dodajanju urinskih ZV opazili izgradnjo
dejavnika de novo in povrnitev njegove
fizioloSke ravni. Gre za dejavnik, ki ima
v topni obliki dokazano protivnetno, anti-
oksidativno in antifibroti¢no delovanje
v ledvicnem tkivu (147). Vnos ¢loveskih
eksosomoyv iz urina v podgane z DN je zavrl
apoptozo podocitov in pospesil obnovo Zil
ter izboljSal preZivetje celic (148). Pokazali
so Se, da vezikli iz ledvi¢nih mezenhimskih
maticnih celic vsebujejo mRNA-zapise Zil-
nega endotelijskega rastnega dejavnika
A (angl. vascular endothelial growth factor A,
VEGF-A), inzulinu podobnega rastnega
dejavnika 1 (angl. insulin-like growth factor 1,
IGF-1) in fibroblastnega rastnega dejavni-
ka (angl. fibroblast growth factor, FGF), ki
spodbujajo endotelne celice in tvorbo novih
Zil pri ishemi¢nih poSkodbah ledvi¢nega
tkiva (149). In vitro so pokazali, da vnos
eksosomov regulatornih celic T povzroci
zavoro proliferacije celic, in vivo pa ome-

njeni eksosomi zakasnijo zavrnitveno reak-
cijo in s tem podaljSajo ¢as preZivetja pre-
sadka v podganjem modelu presajene led-
vice (150). ZV bi lahko tako v prihodnosti
sluZili za zdravljenje raznolikih ledvi¢nih
bolezni, vklju¢no okvare presajene ledvice.

ZAKLJUCEK

S pricujoc¢im preglednim prispevkom smo
bralcem na primeru problematike zazna-
vanja okvare presajene ledvice Zeleli pred-
staviti ZV in njihovo moZzno klini¢no upo-
rabo. V zadnjih letih je vse vec raziskav, ki
raziskujejo lastnosti ZV in njihovo pato-
fizioloSko vlogo pri razli¢nih boleznih.
Hkrati hitro nara$c¢a tudi Stevilo raziskav,
v katerih Ze uveljavljene ugotovitve posku-
Sajo prenesti v klini¢no prakso, kjer ZV obe-
tajo kot mozni bioloski oznacevalci razlicnih
bolezni, kot tarce za preprecevanje razvo-
ja bolezni in celo kot dostavni sistem za
zdravilne u¢inkovine. Zaradi Sirokega nabo-
ra moznih uporab ZV in vse ve¢ dokazov
o njihovem pomenu pri etiopatogenezi
razli¢nih bolezni bo v prihodnje poznava-
nje tega podrocja vse pomembnejSe tudi za
strokovnjake razli¢nih medicinskih strok.
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