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Urinski zunajceli¢ni vezikli kot
potencialni bioloski oznacevalci za
odkrivanje okvare presajene ledvice

Urinary extracellular vesicles as potential
biomarkers for detecting kidney allograft

mjury

Maja Vodusek'?, Metka Lenassi?, Miha Arnol'?

'Univerzitetni klini¢ni center Ljubljana, Interna klinika, Klini¢ni oddelek za nefrologijo
“Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta, Institut za biokemijo in molekularno genetiko
*Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta, Katedra za interno medicino

Avtor za korespondenco:
Maja Vodusek, mag. mikrobiol.

Univerzitetni klini¢ni center Ljubljana, Interna klinika, Kliniéni oddelek za nefrologijo, Zaloska 7, 1000 Ljubljana

e-posta: maja.vodusek@kcl;.si

POVZETEK

Presaditev ledvice je najuspesnejsa oblika zdravljenja konc-
ne ledvicne odpovedsi, saj zagotavlja boljso kakovost zivlje-
nja in daljse prezivetje bolnikov kot dializa. Kljub napredku
ostaja zgodnje odkrivanje okvare presadka zahtevno, saj
je biopsija — trenutni diagnosti¢ni standard — invazivna,
podvrzena subjektivni presoji histopatoloskih sprememb
in pogosto nereprezentativna za stanje celotnega presaje-
nega organa. Zato obstaja potreba po zanesljivih, neinva-
zivnih bioloskih oznacevalcih, ki bi omogocili pravocasno
odkrivanje okvare in ucinkovitej$e spremljanje delovanja
presadka. Zunajcelicni vezikli (ZV), majhne membranske
strukture, ki jih celice sprosc¢ajo za medcelicno komuni-
kacijo, 1zkazujejo velik potencial kot bioloski oznaceval-
ci. Njihova sestava odraza stanje starSevskih celic, naha-
jajo pa se v razlicnih telesnih tekoc¢inah, tudi v urinu, ki
je enostavno dostopen in neinvaziven za zbiranje. Urinski
ZV (uZV) tako predstavljajo obetavno diagnosti¢no orod-
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je za neinvazivno spremljanje presajenih ledvic. V tem pri-
spevku predstavljamo pomen uZV pri presaditvi ledvice,
s poudarkom na njihovi biogenezi, metodah izolacije, la-
stnostih in moznosti uporabe pri zgodnjem odkrivanju za-
vrnitve presadka.

Kljucne besede: zunajcelicni vezikli, bioloski oznaceval-
ci, urin, presaditev ledvice

ABSTRACT

Kidney transplantation remains the most effective treat-
ment for end-stage kidney disease and offers better quali-
ty of life and longer survival compared to dialysis. Despite
advances in transplantation medicine, early detection of
allograft injury remains a challenge. The current diagnos-
tic gold standard—biopsy—is invasive, subject to variabili-
ty in the interpretation of histologic changes and often not »



representative of the entire graft status. This underscores
the growing need for reliable, non-invasive biomarkers
that enable timely detection of rejection and more effec-
tive monitoring of allograft function. Extracellular vesicles
(EVs), small membrane-bound particles released by cells
to mediate intercellular communication, are emerging as
promising biomarkers. Their molecular cargo reflects the
physiological state and origin of the parent cells, and they
are present in various body fluids, including urine - a read-
ily available and non-invasive sample. Urinary extracellu-
lar vesicles (uEVs) therefore offer a compelling opportuni-
ty for real-time insight into the status of the transplanted
kidney. This review highlights the diagnostic potential of
uEVs in kidney transplantation, focusing on their biogene-
sis, isolation methods, molecular characteristics, and their
emerging role in the early detection of allograft rejection.

Keywords: extracellular vesicles, biomarkers, urine, kid-
ney transplantation

UvoD

Presaditev ledvice je najbolj$a oblika nadomestnega
zdravljenja konc¢ne ledvicne odpovedi, saj omogoca daljse
prezivetje in boljso kakovost zivljenja kot dializa (1). Slo-
venija je od leta 2000 ¢lanica organizacije Eurotransplant
(ET). ET je mednarodna neprofitna organizacija, ki po-
vezuje transplantacijske centre iz osmih evropskih drzav,
vklju¢no s Slovenijo. Skrbi za pravi¢no in optimalno dode-
litev darovanih organov s pomocjo centralne baze podat-
kov in algoritma, ki uposteva medicinska in eticna merila,
kot so tkivno ujemanje, krvna skupina, nujnost in pricako-
vani izid. ET omogoca izmenjavo ledvic, jeter, srca, pljuc,
trebusne slinavke in Crevesja ter zagotavlja, da organi pra-
vocasno dosezejo ustrezne prejemnike (2). Leta 2024 je bilo
v okviru ET opravljenih 7.150 presaditev organov, med
njimi 3.222 presaditev ledvic. Kljub temu je konec leta na
cakalni listi ostalo $e 13.570 bolnikov (3). V letu 2023 je v
Sloveniji na novo ledvico ¢akalo 76 bolnikov, s povprecno
cakalno dobo 274 dni oziroma priblizno devet mesecev. V
UKC Ljubljana, edinem slovenskem centru za presaditev
ledvic, so v tem obdobju izvedli 51 presaditev (4). ET in
Slovenija se soocata z istim izzivom — povprasevanje po or-
ganih bistveno presega njihovo razpolozljivost. Pri sloven-
skih bolnikih po presaditvi ledvice je petletno prezivetje
bolnikov priblizno 94 %, prezivetje presadka pa okoli 87 %.
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Po desetih letih se prezivetje bolnikov zmanj$a na 82 %,
prezivetje presadka pa na 71 % (5). Vsak organ je zato iz-
jemno dragocen, natanc¢no spremljanje njegovega delova-
nja pa klju¢nega pomena.

Zgodnje prepoznavanje in pravocasno ukrepanje ob okva-
r1 presadka ostajata izziv. Na prezivetje presajene ledvice
vpliva ve¢ imunoloskih in neimunoloskih dejavnikov, med
drugim stopnja neskladja v HLA (angl. human leukocyte
antigen), vrsta darovalca, starost darovalca in prejemnika,
trajanje ishemije, osnovna bolezen in ponovitev osnovne
bolezni, oportunisticne okuzbe s poliomavirusom BK in ci-
tomegalovirusom (CMV), vrsta imunosupresije, prisotnost
arterijske hipertenzije ali sladkorne bolezni ter izkusnje in
kakovost oskrbe v transplantacijskem centru (6). Uspesnost
presaditve omejujejo imunski odziv prejemnika, uc¢inkovi-
tost imunosupresije in pomanjkljiv nadzor delovanja pre-
sadka. Okvara presadka, pogost zaplet po transplantaciji,
je lahko posledica imunskih (zavrnitev) ali neimunskih de-
javnikov (npr. okuzbe, toksi¢nost imunosupresivnih zdravil)
(7). Zaboljse izide so nujno potrebne natanc¢nejse in neinva-
zivne diagnosticne metode ter novi terapevtski pristopi (8).

ZAVRNITEV IN DRUGI
VZROKI OKVARE
PRESAJENE LEDVICE

Okvara in zmanjsanje delovanja presadka je posledica ne-
ravnovesja med imunsko in neimunsko posredovano okvaro
ter omejene sposobnosti regeneracije (1). Dolgotrajno pre-
zivetje presadka ostaja velik izziv, predvsem zaradi akutne
in kronic¢ne zavrnitve (9). Zavrnitve delimo na humoralne,
ki so posledica prisotnosti protiteles proti darovalcu (angl.
antibody-mediated rejection, ABMR) (10), in celi¢ne, pri
katerih v medceli¢nino vdrejo T-celice in makrofagi (angl.
T cell-mediated rejection, TCMR) (11).

Kroni¢cna ABMR poteka pocasi in postopno, od nastan-
ka protiteles proti neskladnim HLA darovalca (angl. do-
nor specific antibodies, DSA), poskodb kapilar do razvoja
transplantacijske glomerulopatije (12). Protitelesa povzro-
¢ajo poskodbo presadka predvsem z aktivacijo endotelij-
skih celic (EC), sistema komplementa in aktivacijo levko-
citov. Aktivacija in poskodba EC je klju¢ni mehanizem pri
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ABMR: DSA se vezejo na HLA ali ne-HLA molekule na
povrsini EC, kar sprozi signalne poti, ki vodijo do pove-
¢ane izrazenosti kemokinov, ki privabljajo naravne celice
ubijalke (celice NK), nevtrofilce in makrofage, kar povzro-
¢a vnetje, kapilaritis in poskodbo tkiva (6, 13). Za akutno
ABMR so znacilni tudi agregacija trombocitov, trombotic-
na mikroangiopatija in kopicenje nevtrofilcev, kar povzro-
¢1 zgodnjo celicno nekrozo in hitro slabsanje delovanja
presadka (13). TCMR je oblika aloimunskega odziva, kjer
imunski sistem prejemnika prepozna presadek kot tujek
in sprozi voetje predvsem v tubulih in intersticiju presa-
jene ledvice. Povzrocata jo tako prirojeni kot pridobljeni
imunski odziv. Molekulski vzorci poskodbe (angl. dama-
ge-associated molecular patterns, DAMP) aktivirajo fago-
cite, ki sproscajo vnetne citokine, medtem ko neujemajoci
epitopt HLA sprozijo T-celi¢cni imunski odziv. Aktivirani
limfociti T sproscajo vnetne mediatorje, kar povzroca na-
daljnjo okvaro presadka (14, 15).

Pogostost ponovitve osnovne ledvi¢ne bolezni po tran-
splantaciji je bila dolgo podcenjena. Ceprav je ponovitev
bolezni pogosto manj izpostavljena kot zavrnitev presad-
ka, nedavni podatki kazejo, da je pri nekaterih primarnih
ledvi¢nih boleznih (npr. membranopriliferacijski glome-
rulonefritis, nefropatija IgA, primarna fokalna segmen-
tna glomeruloskleroza in membranska nefropatija) pono-
vitev bolezni v priblizno 60 % primerov glavni vzrok za
izgubo presadka (16).

DIAGNOSTICNI 1ZZIVI PRI
SPREMLJANJU OKVARE
PRESAJENE LEDVICE

Trenutno se stevilne bolezni ledvic in secil diagnosticirajo
s slabo obcutljivimi in nespecificnimi bioloskimi oznace-
valci (17). Spremembe delovanja presadka se $e vedno oce-
njujejo na podlagi koncentracije serumskega kreatinina in
ocene hitrosti glomerulne filtracije, ki sta pozna in nespe-
cificna pokazatelja ledvicne okvare (18). DSA lahko naka-
zujejo tveganje za prihodnjo zavrnitev, vendar ne zaznajo
njenega dejanskega zacetka, zato niso primerna za zgodnje
odkrivanje zavrnitve (19). Ledvicna biopsija, zlati stan-
dard za diagnozo zavrnitve presadka, je invazivna, draga
in povezana s tveganjem za krvavitve ter subjektivno in-

LABORATORIJSKA MEDICINA

terpretacijo (20). Njena natancnost je omejena zaradi na-
klju¢nega vzorcenja in moznosti lazno negativnih izvidov,
saj odsotnost histoloskih sprememb ne izkljucuje prisotno-
stilezije v presadku (21). Protokolne (nadzorne ali ¢asovno
dolocene) biopsije omogoc¢ajo odkrivanje subklini¢nih bo-
lezenskih sprememb, ki jih z dolocanjem serumskega kre-
atinina ne zaznamo. Indikacijske biopsije, opravljene ob
klini¢nih znakih okvare, ostajajo klju¢ne za diagnozo za-
vrnitve in drugih vzrokov okvare presadka (22-24). Stan-
dardizirana histoloska klasifikacija zavrnitve presadka je
bila prvic oblikovana leta 1991 na srecanju strokovnjakov
v Banffu v Kanadi; od tu ime klasifikacija po Banffu (25).
Smernice se posodabljajo priblizno na dve leti, in sicer kot
rezultat rednih srecanj, kjer strokovnjaki uskladijo nova
priporocila glede diagnostike zavrnitve presadka (26, 27).
Molekularne tehnologije, kot je transkriptomsko profilira-
nje, dopolnjujejo klasicno histolosko oceno biopsij in po-
nujajo nove vpoglede v mehanizme okvare. Enako kot pri
biopsiji tudi tukaj ostaja tezava nakljucnega vzorcenja (21).
Molekularni mikroskop (angl. molecular microscope dia-
gnostic system, MMDx) uporablja dvostopenjski pristop:
najprej mikromreze izmerijo izrazanje priblizno 50.000
mRNA v biopsiji, nato pa algoritmi strojnega ucenja rezul-
tate primerjajo z referen¢nimi vzorci za diagnozo (28, 29).

Eden najnovejsih oznacevalcev okvare presadka je prosto-
celicna DNA (angl. cell free DNA, cfDNA), vklju¢no z do-
nor-specificno c-DNA (angl. donor derived cell-free DNA,
dd-cfDNA) (30), ki je lahko vezana na zunajcelicne vezikle
(ZV), kar podaljsa njeno stabilnost in zivljenjsko dobo v te-
lesnih tekoc¢inah. Raven dd-cfDNA, visja od 1 % v plazmi
prejemnika, nakazuje zavrnitev ledviénega presadka (19, 31).

Po presaditvi se delovanje presadka obicajno spremlja s
kombinacijo klini¢nih, laboratorijskih, slikovnih in histo-
loskih preiskav. Tak$en zapleten pristop odraza dejstvo, da
$e vedno nimamo zanesljive neinvazivne metode za zazna-
vanje in opredelitev procesov, ki povzrocajo okvaro presad-
ka. Zaradi tega vse vec raziskav posveca pozornost zunaj-
celicnim veziklom kot novim bioloskim oznacevalcem (32).

ZUNAJCELICNI VEZIKLI

7V so membranski vezikli, obdani z lipidnim dvoslojem in
nezmozni samostojnega razmnozevanja (33). Tovor, sesta-

va membrane in velikost ZV so zelo raznoliki in se neneh- »
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no spreminjajo, kar je odvisno od celicnega izvora, njene- ska telesa nastanejo pri programirani celicni smrti (34, 35)
ga pato-fizioloskega stanja ter okoljskih pogojev (34, 35). V (Slika 1). ZV lahko vplivajo na tar¢ne celice preko vezave
povprecju so ZV veliki med 30 in 1000 nm (36). ZV slu-  ligandov na celi¢ne receptorje, z neposredno fuzijo svoje
zijo kot prenasalci informacij pri medceli¢ni komunikaci- membrane s plazemsko membrano tarcne celice ali z en-
J1, celicam tudi omogocajo odstranjevanje nezelenih snovi docitozo, pri cemer njihova vsebina uide razgradnji v lizo-
(35). Poznamo tri glavne skupine ZV: eksosomi, celicni mi- somih (35) (Slika 1). ZV so zaznali v krvi, urinu in drugih
krodelci/mikrovezikli/ektosomi in apoptotska telesa. Naj- telesnih tekocinah, kot so semenska tekocina, likvor, sli-
manjsi ZV, imenovani eksosomi, nastanejo z zlitjem mul- na, mleko, zol¢, ascites, amnijska tekoc¢ina in plevralna
tivezikularnih teles s celicno membrano. Mikrovezikli se tekocina (35, 37).

odcepijo neposredno iz membrane, medtem ko apoptot-
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o = 9

eksosomi mikrovezikli apoptotska telesa

direktna fuzija membran

endocitoza celotnega
vezikla

(@) receptorsko posredovana
endocitoza

Slika 1: Nastanek in prevzem zunajceliénih veziklov (ZV). Shema prikazuje nastanek treh glavnih vrst ZV: eksosomoyv, ki nastajajo z izlo¢anjem
iz multivezikularnih teles, mikroveziklov, ki brstijo neposredno iz plazemske membrane, ter apoptotskih teles, ki nastanejo med programirano celi¢no
smrtjo. Prikazani so tudi glavni mehanizmi prevzema ZV v taréne celice. Shema je bila pripravljena z uporabo orodja BioRender.

Figure 1: Biogenesis and uptake of extracellular vesicles (EVs). The schematic illustrates the formation of the three main types of EVs:
exosomes, released from multivesicular bodies; microvesicles, which bud directly from the plasma membrane; and apoptotic bodies, formed during
programmed cell death. The main mechanisms of EV uptake by target cells are also depicted. The figure was created using BioRender.

7V lahko prenasajo molekule v notranjosti ali vijna mem-  biomolekul je dostopen v bazah podatkov, kot so Vesicle-
brani (35). Ker imajo podobno molekularno sestavo kot pedia (38, 39), ExoCarta (40, 41) in EVpedia (42, 43).

celice, iz katerih izvirajo, ZV vsebujejo razlicne molekule,

vklju¢no s proteini, nukleinskimi kislinami, lipidi in meta-  Velik 1zziv pri raziskovanju ZV predstavljata njihova he-
boliti (18). Nabor vseh trenutno identificiranih vezikularnih terogenost in pomanjkanje enotne metode za izolacijo. »
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Izbor izolacijske metode je namrec¢ odvisen od sestave pre-  gosti delci se zato slabse posedajo. Zaporedno centrifugi-
ucevane bioloske tekocine in od nadaljnjega analiticnega ranje lahko zmanjsa kontaminacijo z ne-ZV delci, vendar
pristopa, saj ta vpliva na cistost ZV pripravka in uc¢inko-  hkrati poveca tveganje za poskodbe veziklov in zmanjsa-
vitost izolacije ZV (8). Najpogostejse uporabljene meto-  nje izplena. SEC locuje delce glede na velikost, pri cemer
de izolacije ZV so ultracentrifugiranje, zaporedno cen- manjsi delci in proteini pocasneje prehajajo skozi kolono,
tifugiranje, velikostna izkljucitvena kromatografija (angl. medtem ko se ZV izlocijo v zgodnjih frakcijah. Centrifu-
size exclusion chromatography, SEC) in locevanje na go-  giranje z gostotnim gradientom uporablja gostotni medij
stotnem gradientu (Slika 2). Pri ultracentrifugiranju se za (npr. iodixanol) za lo¢evanje delcev glede na njihovo plov-
locevanje ZV od ostalih komponent vzorca uporablja zelo no gostoto, kar omogoca boljso cistost ZV, vendar je po-

visoka centrifugalna sila (okoli 100.000 x g), ki locuje del- stopek dolgotrajen (33,37,44).
ce glede na njithovo velikost in gostoto — manjsi ali manj

ultracentrifugiranje centrifugiranje z gostotnim gradientom
= = | A
=l = =] [ -p
= = 100 000g
v ¥ ' '
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velikostna izkljucitvena kromatografija zaporedno centifugiranje

celice  celi¢ni ostanki,  majhni ZV
veliki ZV

Slika 2: Shematski prikaz pogosto uporabljenih metod za izolacijo zunajceli¢nih veziklov, vklju¢no z ultracentrifugiranjem, centrifugiranjem
z gostotnim gradientom, velikostno izklju&itveno kromatografijo (SEC) in zaporednim centrifugiranjem. Shema je bila pripravljena z orodjem
BioRender.

Figure 2: Schematic representation of commonly used methods for extracellular vesicle isolation, including ultracentrifugation, density
gradient centrifugation, size exclusion chromatography (SEC), and sequential centrifugation. The illustration was created with BioRender.
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ZUNAJCELICNI VEZIKLI KOT
BIOLOSKI OZNACEVALCI

Minimalno invazivni odvzem telesnih tekocin, t. 1. teko-
¢inska biopsija, je obetavna alternativa invazivnim bio-
psyjam pri diagnostiki po presaditvah organov (9). Urin
je druga najpogosteje analizirana telesna tekocina, saj ga
lahko neinvazivno in ponavljajoce zbiramo v vecjih koli-
¢inah. Vec¢ina urinskih ZV (uZV) izvira iz razlicnih de-
lov urogenitalnega trakta, predvsem iz ledvic, se¢nih iz-
vodil in pri moskih tudi iz prostate. Zaradi tega so uZV
in njihova vsebina obetavni bioloski oznacevalci za nein-
vazivno odkrivanje bolezni teh organov (18, 33) (Slika 3).
Nekateri viri porocajo, da lahko del uZV izvira iz krvne-
ga obtoka in vsebuje ZV imunskih celic (18). Mehanizem
prehoda teh ZV v urin ni povsem jasen, vendar v bolezen-
skih stanjih lahko pride do poskodbe glomerulne filtracij-
ske bariere, kar lahko omogoci prehod vecjih delcev, kot
so majhni ZV (18, 45, 46).
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Prvi jutranji urin je obi¢ajno najbolj koncentriran, kar
lahko pomeni vi§jo koncentracijo uZV, vendar so studi-
je pokazale le manjse razlike v vsebnosti uZV med pr-
vim in drugim jutranjim urinom (18). Tezavo pri izolaciji
uZV predstavlja prisotnost Tamm-Horsfallovega proteina
(THP), ki lahko ujame uZV, vendar dodatek fosfatnega pu-
fra in etilendiamintetraocetne kisline (EDTA) lahko poma-
ga sprostiti vezikle iz kompleksa zamrezenih THP (47). Za
urin je znacilna tudi variabilnost v koncentriranosti, ki je
posledica vec faktorjev, kot npr. stopnja hidracije, prehra-
na in razlike v delovanju ledvic med posamezniki (18). Za
primerjavo uZV bioloskih oznacevalcev med posamezni-
ki je zato nujna normalizacija podatkov (33). Najpogoste-
je se za normalizacijo uporablja koncentracijo kreatinina
v urinu, kar je ze uveljavljen pristop v kliniki za urinske
bioloske oznacevalce, vendar ob zavedanju, da ima tudi
ta pristop nekatere slabosti (48). Nekatere studijje kazejo
tudi na vpliv starosti, spola in telesne aktivnosti na spro-
scanje uZV, zato je ob odvzemu urina pomembno zbra-
ti ¢im ve¢ demografskih in klini¢nih podatkov, da lahko
upostevamo oziroma izklju¢imo njihov morebitni vpliv na
preucevane uZV bioloske oznacevalce (18).

| f 1 | zunajceliéni vezikli

| | | celice

1 | bakterije
! (a1 proteini

! i\ metaboliti

Slika 3: Izvor urinskih zunajceliénih veziklov v urinu. Shema je bila pripravljena z orodjem BioRender.

Figure 3: Origin of urinary extracellular vesicles in urine. The illustration was created using BioRender.
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Urinski zunajceliéni vezikli kot bioloski
oznadevalci pri presaditvi ledvice

Spremljanje imunskega dogajanja in razvoj neinvazivnih
bioloskih oznacevalcev za zgodnje odkrivanje zavrnitve
presadka predstavljata pomemben izziv na podrocju pre-
saditve ledvice. Profiliranje ZV v bioloskih tekoc¢inah po-
nuja obetavno neinvazivno diagnosticno orodje, zlasti, ce
omogoca zaznavo zavrnitve $e pred pojavom nepopravlji-
ve okvare presadka (8).

uZV posredujejo pri komunikaciji znotraj nefrona, med
glomeruli in tubuli ter med razli¢nimi deli tubula (45, 49),
medtem ko krvni ZV omogocajo komunikacijo med or-
gani. Oboji lahko prispevajo k okvari ledvic in vnetju (23,
45). Ker molekulski profil odraza starsevsko celico in nje-
no pato-fiziolosko stanje, imajo potencialno diagnostic-
no vrednost (36).

V zadnyjih letih je vec raziskav potrdilo diagnosticni poten-
cial raznolike vsebine uZV pri zaznavanju ledvicne okvare

po presaditvi. S pomocjo TagMan OpenArray panela s 586

vnetnimi geni so identificirali 15-genski podpis (CXCLII,
CD74,1L32, STATI, CXCLI14, SERPINAI, B2M, C3, PY-
CARD, BMP7, TBP, NAMPT, IF'NGRI, IRAK? in IL-
I8BP), ki je z veliko natancnostjo locil zavrnitve od nezavr-
nitve (AUC 0,93), medtem ko je podsklop petih genov (CD74,
C3, CXCLI1, CD44, IFNAR?2) razlikoval med TCMR in

ABMR (AUC 0,87) (50). Poleg tega se je pokazalo, da DNA,
vezana na uZV (evDNA), ki je ve¢inoma vezana na povrsi-
no uZV in predstavlja do 29 % celotne proste DNA v urinu,
omogoca razlikovanje med zavrnitveno in nezavrnitveno

poskodbo presadka na podlagi normalizirane kolic¢ine in iz-
koristka DNA ter velikosti veziklov (9). mRNA oznaceval-
ci T-celic (PRT'1, OX40, CD3e) in B-celic (CD20, CXCLS3,
CD46, C3), pridobljeni iz uZV, so uspesno locili bolnike z

okvaro presadka od zdravih kontrol, pri ¢emer je bila dia-
gnosti¢na natancnost zelo visoka (AUC do 0,98) (7). Povrsin-
ski fenotip uZV, analiziran s kompletom MACSPlex (37 an-
tigenov), je razkril povecano izrazanje tetraspaninov (GDO9,
CD63, CD81) in desetih drugih oznacevalcev (npr. CD105,
CDlc, CD209, CD42a, CD86), povezanih z imunskim od-
zivom 1n endotelijem, pri bolnikih z zavrnitvijo (1). Zgodnjo

poskodbo je bilo mogoce zaznati tudi z zvisanimi ravnmi

uZV-povezanih proteinov akvaporin 2 (angl. aquaporin-2,
AQP?2) in podokaliksina (angl. podocalyxin, PODXL), ki

sta ucinkovito locevala akutno zavrnitev od akutne tubu-
larne nekroze (51, 52). Proteomske analize uEV so identifi-
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cirale ve¢ kot 300 proteinov, od katerih so bili stevilni (npr.
DEFA5, CD5L, APOM, FGA) specificno povezani z aku-
tno zavrnitvijo (53). uZV, ki izrazajo CD3, so bili pri aku-
tni TCMR znatno povisani (54). Poleg tega je proteomska
analiza uZV izpostavila TSPANI in HPX kot obetavna bi-
oloska oznacevalca za TCMR z AUC 0,744 (55). Pri kro-
ni¢ni aktivni ABMR so bili proteini, kot so APOAL, HPX,
(€3 in C4a, povisani, medtem ko sta bila PODXLin MUCI
znizana, kar omogoca razlikovanje bolnikov z zavrnitvijo
od tistih brez znakov zavrnitve (12). Poleg tega so bile rav-
ni proteina SYT17 v uZV povisane pri bolnikih s kroni¢no
aktivno ABMR (56). T1 rezultati poudarjajo Sirok diagno-
sti¢ni potencial urinskih ZV pri zaznavanju sprememb na
ravni transkriptoma, proteoma in povrsinskih oznaceval-
cev razli¢nih fenotipov okvar ledvicnega presadka.

Analitske metode za analizo
zunaijceliénih veziklov

Karakterizacija ZV je otezena zaradi majhnosti veziklov
in posledi¢no nizkih koli¢in molekularnega tovora, njiho-
ve izjemne heterogenosti ter omejene razpolozljivosti ana-
litskih metod z zadostno obcutljivostjo (49). Najpogosteje
opredelimo njihovo morfologijo, koncentracijo, velikost
in vsebino (proteini, nukleinske kisline, lipidi) (49). Nabor
analitskih metod je $irok in je podrobneje predstavljen v
preglednem ¢lanku Welsh in sod. (2024) (33), spodaj pa sta
na kratko predstavljeni metodi z velikim potencialom za
raziskave uZV, in sicer preto¢na citometrija in superreso-
lucijska mikroskopija.

Proteinska karakterizacija uZV s preto¢no citometrijo
ima velik potencial v diagnostiki urinarnega trakta, saj
uZV izvirajo pretezno (99,96 %) iz ledvic in sec¢nih izvo-
dil (30). Kvantifikacija in karakterizacija ZV je otezena za-
radi njthove majhnosti, nizkega $tevila epitopov, raznoli-
kosti proteinskih oznacevalcev glede na celi¢ni izvor ter
prisotnosti nekaterith oznacevalcev le na luminalni stra-
ni veziklov (57). Preto¢na citometrija omogoca detekcijo
fluorescencnih signalov, pridobljenih z oznacevanjem po-
vr$inskih proteinov s protitelesi, ter analizo sipanja svet-
lobe posameznih delcev v hidrodinamicno usmerjenem
toku (58). Zaradi majhnosti ZV je za zanesljivo zaznava-
nje potreben zelo nizek pretok, s ¢imer se zmanjsa tvega-
nje socasnega zaznavanja ve¢ delcev. Ob osvetlitvi z laser-
jem ZV sipajo svetlobo naprej (angl. forward scatter, FSC)
in vstran (angl. side scatter, SSC), kar omogoca dolocanje
njihovih fizikalnih lastnosti. Poleg tega metoda omogo-
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¢a socasno detekceijo vec fluoroforjev, obicajno vezanih na
protitelesa, specificnih za povrsinske oznacevalce ZV. Ker
ZV izrazajo le malo tar¢nih antigenov, sta kljucni upora-
ba svetlih fluoroforjev in skrbna izbira kombinacij, da se
prepreci spektralno prekrivanje (59, 60). Namesto analize
posameznih ZV, kjer so lahko zaradi majhnosti ZV tezave
s senzitivnostjo pretocnega citometra, lahko ZV vezemo
na kroglice, obdane s protitelesi za semi-kvantitativno de-
tekcijo vezikularnih povrsinskih oznacevalcev. Multipleks

tekocina

vZorec
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pristop z mesanico kroglic s protitelesi proti razlicnim po-
vrsinskim proteinom (npr. MAGSPlex kit — 39 razli¢cnih
kroglic) omogoca hkratno razloc¢evanje ZV glede na nji-
hov celi¢ni izvor (61, 62) (Slika 4). Ta pristop je Ze bil upo-
rabljen pri raziskavah uZV kot bioloskih oznacevalcev za
napovedovanje izida ledvicnega presadka (1). S preto¢no
citometrijo lahko ocenimo tudi velikost ZV, medtem ko
posebna membranska barvila omogocajo vpogled v nji-
hovo lipidno sestavo.

37 kroglic z vezanimi
protitelesi

@
®
L

W detektor ------: T

laser ommm— =
FSC i

detekcijska
protitelesa
l (CD9, CD63, CD81)

Slika 4: Shematski prikaz metode za karakterizacijo proteinov zunajceliénih veziklov, pretoéna citometrija in metoda MACSPlex.

Shema je bila pripravljena z orodjem BioRender.

Figure 4: Schematic representation of method used for extracellular vesicle protein characterization, flow cytometry and the MACSPlex

assay. The illustration was created using BioRender.
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Novejsi pristop za analizo posameznih ZV je superresolu-
cijska mikroskopija (SRM), ki so jo ze uporabili za raziska-
vo vnetja in poskodb ledvic (63). SRM je skupina tehnik,
ki omogocajo opazovanje bioloskih struktur z locljivostjo
pod mejo difrakeije svetlobe (200-300 nm) in tako prese-
gajo zmogljivosti klasi¢ne fluorescenc¢ne mikroskopije. V
raziskavah ZV se pogosto uporablja mikroskopija lokali-
zacije posameznih molekul (angl. single-molecule locali-
zation microscopy, SMLM). Ta metoda izkorisca lastnost
fluoroforov, da naklju¢no prehajajo med aktivnim (svetle-
¢im) in neaktivnim stanjem. V vsakem trenutku je aktivi-
ran le majhen delez fluoroforov, zato so prostorsko loce-
ni in jih je mogoce natanc¢no lokalizirati z racunalnisko
analizo. Postopek se ponovi ve¢ sto- ali tisockrat, koor-
dinati posameznih molekul pa se zabelezita z visoko na-
tancnostjo. Zdruzitev vseh teh lokalizacij tvori superresolu-
cyjsko sliko z locljivostjo v obmocju nekaj nanometrov (64).
Krio-elektronska mikroskopija (cryo-EM) je metoda elek-
tronske mikroskopije, pri kateri se vzorci brez barvanja ali
kemicne fiksacije hitro zamrznejo (vitrificirajo), s cimer se
voda pretvori v steklu podoben amorfen led brez krista-
lov. Tako ohranjeni vzorci omogocajo opazovanje biolo-
skih struktur v skoraj naravnem stanju z visoko locljivostjo,
pri ¢emer je mogoce zajeti tudi 3D-tomografske podatke
za prikaz kompleksnejsih struktur (65). Metoda je bila ze
uporabljena v raziskavah, ki so preucevale donorsko spe-
cificne uZV kot bioloske oznacevalce za oceno stanja led-
vicnega presadka pri prejemnikih (66).

KLINICNA PERSPEKTIVA IN
PRIHODNOST

uZV imajo velik potencial kot bioloski oznacevalci, saj jih
lahko neinvazivno pridobimo v vecjih koli¢inah in omo-
gocajo pogosto vzorcenje (18, 45). Spremembe v kolicini
in sestavi uZV lahko napovedo okvaro ledvic e pred spre-
membami klasi¢nih serumskih oznacevalcev (serumski kre-
atinin in ocena hitrosti glomerulne filtracije), kar omogoca
zgodnejso neinvazivno diagnostiko. Njihovo klini¢no upo-
rabo pa omejujejo neenotni postopki zbiranja, shranjeva-
nja, izolacije ter pomanjkanje standardiziranih metod za
kvantifikacijo in normalizacijo (45). Idealno bi nove dia-
gnosticne metode omogocile prilagojeno zdravljenje, ki bi
lahko zmanjsalo prekomerno imunosupresijo, obenem pa
omogocilo zgodnje odkrivanje okvare presadka in pravo-
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casno ukrepanje. Tak pristop t. 1. natancne personalizira-
ne medicine bi lahko zmanjsal obolevnost bolnikov in iz-
boljsal dolgoroc¢no prezivetje presadka (21).

ZAKLJUCEK

Presaditev ledvice ostaja zlati standard zdravljenja konc-
ne ledvicne odpovedi, vendar uspesnost dolgotrajnega
prezivetja presadka omejujejo zapleti, kot so zavrnitev in
drugi vzroki okvare. ZV predstavljajo obetaven, neinva-
ziven bioloski oznacevalec, ki omogoca zgodnje odkriva-
nje imunskih in neimunskih poskodb presadka, Se preden
se pojavijo klini¢ni znaki ali histoloske spremembe. Njtho-
va molekulska vsebina omogoc¢a vpogled v stanje izvornih
celic in pato-fizioloske procese v presadku, kar lahko pri-
speva k natancnejSemu neinvazivnemu spremljanju in in-
dividualizaciji zdravljenja. Kljub trenutnim izzivom, kot
so heterogenost veziklov ter tehni¢ne omejitve pri njihovi
izolaciji in analizi, tehnologije za karakterizacijo ZV hit-
ro napredujejo. Nadaljnje raziskave in standardizacija me-
tod bodo omogocili njihovo vkljucitev v klini¢no prakso,
kar bo prispevalo k izboljsanju zgodnjega odkrivanja za-
vrnitve presadka, personalizaciji zdravljenja ter s tem dalj-
semu prezivetju presadka in prejemnikov. Raziskave uZV
so sofinancirane s strani Agencije za znanstvenorazisko-
valno in inovacijsko dejavnost Republike Slovenije (ARIS)
v okviru projektov J3-50117 in P1-0170.
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