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[bookmark: _GoBack]Аннотация
Ежегодная конференция AAEV (Американской ассоциации внеклеточных везикул), проходившая в John P. McGovern Commons в Хьюстоне, штат Техас, собрала более 300 ведущих исследователей, врачей и экспертов отрасли со всего мира для продвижения быстро развивающейся области науки о внеклеточных везикулах (EVs). EVs, наноразмерные липидсодержащие частицы, высвобождаемые всеми прокариотическими и эукариотическими клетками, стали важнейшими медиаторами межклеточной коммуникации, транспортируя белки, нуклеиновые кислоты и липиды, которые влияют на широкий спектр физиологических и патологических процессов. Их участие в модуляции иммунитета, регенерации тканей, прогрессировании рака, регуляции метаболизма и других сложных биологических функциях позиционирует EVs как перспективные диагностические биомаркеры и терапевтические средства доставки в прецизионной медицине и персонализированном здравоохранении. Однако сохраняются значительные проблемы, включая гетерогенность популяций EVs, сложности в выделении и очистке, а также острую необходимость в стандартизированных протоколах характеристики.
Ежегодная конференция AAEV 2024 года стала важной площадкой для обмена опытом и развития сотрудничества. На встрече прозвучали ключевые доклады, посвященные сложной гетерогенности, путям биогенеза и иммуномодулирующим свойствам внеклеточных везикул, а также их вкладу в прогрессирование заболеваний.
Последующие сессии охватывали широкий круг тем, демонстрируя передовые технологии выделения и характеристики внеклеточных везикул (EVs), раскрывая новые механизмы, посредством которых EVs модулируют иммунные реакции и патологические состояния, а также представляя инновационные подходы к инженерии EVs для доставки терапевтических препаратов. Презентации представителей отрасли дополняли академические дискуссии, представляя масштабируемые системы производства EVs, автоматизированные методы выделения, специализированные аналитические инструменты и стратегии прохождения регуляторных процедур. Наряду с этими презентациями, ассоциация поддерживает распространение последних открытий и методологий посредством своего флагманского издания «Внеклеточные везикулы (EVs)».
В совокупности идеи, представленные на ежегодной конференции AAEV, подчеркнули значительный прогресс в понимании сложности внеклеточных везикул (EV), совершенствовании методов выделения и анализа, а также преобразовании фундаментальных открытий в клинически применимые решения. Докладчики осветили передовые платформы выделения, усовершенствованные методы биоинженерии и усилия по интеграции диагностики и терапии на основе EV в существующие клинические системы. По мере развития этой области наблюдается поступательный импульс, отражающий переход от теоретического потенциала к реальным применениям. Благодаря развитию глобального сотрудничества, укреплению связей между академическими кругами и промышленностью, а также предоставлению таких платформ, как журнал EV, для постоянного диалога, сообщество исследователей EV имеет все возможности для преодоления текущих проблем и ускорения интеграции подходов на основе EV в основное здравоохранение.
1. Основной доклад I – Биологические свойства и функции нативных и искусственно созданных внеклеточных везикул в условиях здоровья и болезни
[bookmark: bbib1][bookmark: bbib2]В своей программной речи доктор Рагху Каллури сосредоточился на развивающемся понимании роли внеклеточных везикул (EV), в частности экзосом, в биологии, диагностике и терапии. Он начал с того, что подчеркнул присущую популяциям EV гетерогенность и сложность, отметив, что EV — от экзосом размером примерно 100 нм до более крупных микровезикул — переносят разнообразные белки, нуклеиновые кислоты (включая ДНК, мРНК и микроРНК) и липиды.1 Опираясь на более чем десятилетние исследования, доктор Каллури описал технические проблемы и решения в области выделения и очистки EV, такие как использование методов эксклюзионной хроматографии и жидкостной хроматографии с гель-хроматографией (FPLC) для получения высокочистых препаратов EV, пригодных для клинического применения.2 Он отметил, что на производство EV и состав их содержимого влияют тип клеток, физиологическое состояние и условия окружающей среды, и что стандартизированные протоколы выделения и характеристики необходимы для дальнейшего развития этой области.
Ключевым моментом его доклада стало функциональное значение внеклеточных везикул (EV) в межклеточной коммуникации. Используя мышиные модели, созданные для мечения EV in vivo, команда доктора Каллури наблюдала обширное перемещение EV между тканями, включая неожиданные пути, такие как воздействие EV поджелудочной железы на отдаленные органы, например, мозг. Эти результаты указывают на существование разветвленной сети опосредованной EV сигнализации, которая может способствовать нормальному гомеостазу тканей, старению и патологическим процессам, включая прогрессирование рака.
[bookmark: bbib3][bookmark: bbib4][bookmark: bbib61][bookmark: bbib62][bookmark: bbib5]Еще одним важным моментом стал трансляционный аспект исследований EV. Доктор Каллури описал, как EV можно использовать в качестве неинвазивной жидкостной биопсии для обнаружения молекулярных сигнатур рака и других заболеваний. Он привел примеры того, как машинное обучение и протеомика позволили идентифицировать белковые и нуклеиновые маркеры EV, отличающие EV, полученные из раковых клеток, от EV здоровых клеток. 3, 4, 5, 6 В терапевтическом плане работа его лаборатории по разработке экзосомных систем доставки siRNA для воздействия на онкогенные мутации KRAS при раке поджелудочной железы продвинулась от лабораторных исследований к клиническому применению. 7 Эта экзосомная терапия с использованием РНК-интерференции завершила клинические испытания I фазы и показала многообещающую безопасность и взаимодействие с мишенью, заложив основу для испытаний II фазы и потенциала для более широкого применения терапии на основе EV (NCT03608631).
[bookmark: bbib6]В заключение доктор Каллури подчеркнул синергию фундаментальной биологии внеклеточных везикул (EV) и строгой клинической трансляции. 8 Углубляя наше понимание состава, образования и биораспределения EV, а также используя передовые инструменты изоляции и биоинженерии, EV готовы трансформировать диагностику, прогнозирование и лечение в онкологии и за ее пределами.
И доктор Каллури, и доктор Рапосо подчеркнули, что исследования внеклеточных везикул значительно продвинулись, выявив сложные пути биогенеза, замысловатые механизмы сортировки грузов и глубокие биологические и клинические последствия. От фундаментальной клеточной биологии и иммунологии до передовых трансляционных и клинических исследований, внеклеточные везикулы находятся на переднем крае биомедицинских инноваций.
После убедительных вступительных докладов доктора Рагху Каллури и доктора Грасы Рапосо конференция перешла к серии тематических сессий, охватывающих широкий спектр исследований внеклеточных везикул (EV). Эти сессии осветили многогранную роль EV в межклеточной коммуникации, механизмах заболеваний, иммуномодуляции и регенеративной медицине, а также продемонстрировали передовые достижения в области выделения, характеристики и инженерных технологий EV. Сочетая фундаментальные открытия с прикладными инновациями, эти дискуссии подчеркнули преобразующий потенциал EV как в фундаментальной науке, так и в клиническом применении. Последующие сессии предоставили исследователям платформу для обмена мнениями о сложностях биогенеза EV, разнообразии их содержимого и их динамической роли в здоровье и болезнях, а также для изучения новых подходов к использованию EV в качестве мощных инструментов диагностики и терапии.
2. Биогенез и биоразнообразие внеклеточных везикул
На этой сессии рассматривалась сложность биологии внеклеточных везикул (EV), особое внимание уделялось разнообразию их происхождения, механизмам сортировки и функциональной гетерогенности. В докладах были представлены новые данные о том, как EV образуются из специализированных органелл, таких как реснички и митохондрии, и как белки тетраспанин, пути убиквитинирования и ключевые стратегии загрузки грузов регулируют биогенез EV. Кроме того, на сессии были освещены сконструированные системы EV для доставки биоактивных грузов, включая редакторы генома, что подчеркнуло потенциал применения технологий на основе EV в клинической практике.
[bookmark: bbib7]В презентации доктора Асы Густафссона рассматривалось, как клетки поддерживают контроль качества митохондрий посредством высвобождения внеклеточных везикул (EV), особенно при нарушении функции лизосом.⁹ В нормальных условиях поврежденные митохондрии удаляются путем аутофагии и лизосомальной деградации. Однако при нарушении активности лизосом части дисфункциональных митохондрий могут сортироваться в крупные EV и секретироваться внеклеточно. Этот процесс, зависящий от Rab7 и эндосомального пути, в конечном итоге позволяет периферическим макрофагам поглощать и деградировать компоненты митохондрий, сохраняя клеточный гомеостаз. Такие результаты подчеркивают адаптивную универсальность биогенеза EV в поддержании органелл.
[bookmark: bbib8]В своем докладе доктор Стив Гоулд затронул фундаментальные вопросы биогенеза внеклеточных везикул (EV) на плазматической мембране. Сосредоточившись на белках тетраспанина (CD9, CD81, CD63), он продемонстрировал, что различные сигналы сортировки, особенно мотивы эндоцитоза, влияют на то, включаются ли грузы в EV.10 Наличие или отсутствие сигналов эндоцитоза плазматической мембраны определяло обогащение EV грузами, а блокирование эндоцитоза усиливало почкование EV на поверхности клетки. Эта работа предполагает, что биогенез EV регулируется тонким взаимодействием сигналов сортировки груза, взаимодействий тетраспанина с липидами и эндоцитозного механизма клетки. В конечном итоге, экзосомальные тетраспанины служат движущей силой образования везикул, обеспечивая механистическую основу для инженерии EV.
[bookmark: bbib9]Доктор Кейсуке Ито представил роль внеклеточных везикул (EV) в поддержании и самообновлении гемопоэтических стволовых клеток (ГСК). 11 ГСК продуцируют EV, которые могут переносить липиды, белки и РНК к соседним клеткам, влияя на гемопоэтическую нишу. Манипулирование образованием EV или изменение их содержимого влияло на пролиферацию ГСК и их дифференцировку. Эти результаты позволяют рассматривать опосредованную EV коммуникацию как критически важный регулятор судьбы стволовых клеток, имеющий потенциальное применение в регенеративной медицине и трансплантации.
Реснички — это специализированные органеллы, необходимые для передачи сигналов, а внеклеточные везикулы, образующиеся из ресничек (cEVs), добавляют еще одно измерение к картине биогенеза внеклеточных везикул. Доктор Минли Чжу продемонстрировала, что комплекс ESCRT-0, в частности такие белки, как HRS, сортирует убиквитинированные рецепторы (например, Smoothened) в cEVs. Интересно, что образование cEVs происходит независимо от ESCRT-III и вместо этого зависит от фазового разделения и кластеризации убиквитинированного груза на кончике реснички. Это предоставляет новую модель расщепления мембраны и упаковки груза, отличную от канонического образования внутрипросветных эндосомальных везикул.
[bookmark: bbib10]Заседание завершилось презентацией доктора Сюмина Ляна об использовании внеклеточных везикул (EV) в качестве носителей терапевтических белков, включая систему редактирования генома CRISPR/Cas9.12 Используя вирусный гликопротеин VSV-G и интимин-подобные домены для загрузки груза и слияния мембран, исследователи значительно улучшили внутриклеточное высвобождение груза. Благодаря систематической оптимизации направляющих РНК и вариантов Cas9 они достигли высокой эффективности редактирования in vivo, продемонстрировав перспективность применения инженерии EV в генной терапии.
В совокупности эти исследования подчеркивают замечательную сложность и многообразие процессов формирования внеклеточных везикул (EV) и выбора их содержимого. Процессы биогенеза выходят за рамки традиционных эндосомальных путей и включают в себя почкование плазматической мембраны, ремоделирование ресничной мембраны и везикуляцию, происходящую из органелл. Улучшенное понимание механизмов способствует созданию новых инструментов для терапевтической доставки путем модификации EV для переноса геномных редакторов или других ценных веществ, обладающих большим клиническим потенциалом. С развитием знаний о гетерогенности EV становится все более осуществимым создание EV, адаптированных для конкретных заболеваний, что в конечном итоге преодолевает разрыв между фундаментальной биологией и медицинскими приложениями.
3. Функции I: новые возникающие функции
На этой сессии был представлен широкий спектр инновационных исследований, раскрывающих, как внеклеточные везикулы (EV) и их содержимое — в частности, различные классы РНК и даже ДНК — определяют недавно открытые биологические функции. Темы варьировались от необычайной сложности внеклеточных РНК, обнаруженных в биологических жидкостях человека, до опосредованной EV регуляции формирования филоподий и синапсов, межвидовой РНК-коммуникации между организмами и терапевтических перспектив EV, демонстрирующих антитела на своей поверхности. В совокупности исследования представили новые перспективы в биологии EV, подчеркнув их важную роль в регуляции генов, иммуномодуляции, развитии и персонализированной медицине.
[bookmark: bbib11]Доктор Александр Милосавлевич представил последние результаты проекта «Атлас внеклеточных РНК» (exRNA Atlas), выявившие колоссальную сложность внеклеточных РНК в биологических жидкостях человека.13 Последние анализы выявили миллионы внеклеточных геномных локусов, экспрессируемых в виде внеклеточных РНК (exRNA), многие из которых представляют собой короткие фрагменты с неизвестной функцией. Эти данные свидетельствуют о том, что то, что мы знаем в настоящее время, например, о широко изучаемых малых РНК, составляет лишь малую часть всей сложности. Понимание этой молекулярной «темной материи» может открыть новые диагностические биомаркеры и углубить наше понимание сигнальных процессов, опосредованных внеклеточными РНК.
[bookmark: bbib12]В презентации доктора Алиссы Уивер было показано, что небольшие внеклеточные везикулы (экзосомы) могут индуцировать образование филоподий — богатых актином выступов, имеющих фундаментальное значение для миграции клеток, формирования нейронных синапсов и, возможно, метастазирования рака.14 Ее команда идентифицировала белки, включая эндоглин и THSD7A, как ключевые компоненты внеклеточных везикул, запускающие развитие филоподий и дендритных шипиков. Эта работа подчеркнула важность внеклеточных везикул как регуляторов изменений формы клеток и синаптической архитектуры, выявив совершенно новый уровень функционирования внеклеточных везикул в формировании тканей и их связности.
[bookmark: bbib13][bookmark: bbib14][bookmark: bbib15]Доктор Ли Ю ввел концепцию миграсом — нового класса крупных внеклеточных везикул, образующихся на сокращающихся краях мигрирующих клеток 15, 16, 17. Миграсомы служат сигнальными центрами, распределяя такие молекулы, как цитокины и компоненты митохондрий. Его открытия связали миграсомы с ключевыми биологическими событиями, включая ангиогенез, модуляцию иммунного ответа и морфогенез развития. Такие данные о миграсомах расширяют наше понимание разнообразия внеклеточных везикул и их роли в формировании клеточной среды, регуляции иммунитета и, в конечном итоге, всей тканевой архитектуры.
[bookmark: bbib16]Исследования доктора Хайлин Цзинь продемонстрировали, что внеклеточные везикулы (EV) играют важную роль в межвидовом обмене РНК между растениями, грибами и даже бактериями. 18 EV защищают РНК от деградации во внеклеточной среде и облегчают их проникновение в клетки и организмы-мишени. Патогены растений и грибов обмениваются малыми РНК и мРНК с помощью EV, влияя на иммунитет и вирулентность. Эта РНК-война выходит за рамки взаимодействия растений и грибов и включает в себя коммуникацию между бактериями и грибами, демонстрируя, насколько EV играют ключевую роль в эволюционной гонке вооружений между хозяином и микробом. Ее открытия открывают потенциальные пути для устойчивой защиты сельскохозяйственных культур и закладывают основу для понимания стратегий межвидовой или межорганизменной коммуникации, которые определяют экологическую и эволюционную динамику.
Результаты исследований доктора Мэнъин Ху показали, что внеклеточные везикулы (EV), полученные из активированных Т-клеток и обогащенные внеклеточной ДНК, усиливают презентацию антигенов в дендритных клетках и опухолевых клетках, что приводит к более сильному противоопухолевому ответу Т-клеток. Введение ДНК EV в микроокружение опухоли усиливает иммунный ответ и синергически взаимодействует с ингибиторами иммунных контрольных точек. Этот подход может вдохновить на создание нового класса иммунотерапии, использующей EV в качестве иммуностимулирующих агентов, расширяя репертуар инструментов в иммунотерапии рака.
[bookmark: bbib17]Доктор Оскар П.Б. Викландер представил стратегию модификации поверхности внеклеточных везикул (EV) моноклональными антителами, что позволило точно нацеливать их на опухолевые клетки.19 Связывая полноразмерные антитела, такие как антитела к HER2 или PD-L1, с EV, его команда добилась значительного улучшения в нацеливании на опухоль и удержании в ней препаратов. Загрузка EV химиотерапевтическими препаратами, такими как доксорубицин, дополнительно привела к мощному противоопухолевому эффекту в моделях на мышах. Эта гибкая модульная платформа может быть адаптирована к различным антителам и грузам, потенциально революционизируя таргетную терапию на основе EV.
Доклады, представленные на этой сессии, в совокупности подчеркнули сдвиг парадигмы в исследованиях внеклеточных везикул (EVs). EVs представляют собой не просто носители небольших, хорошо изученных РНК, но и сосуды, обогащенные множеством сложных видов РНК, белков и даже ДНК. Их функции выходят за рамки границ, влияя на развитие нервной системы, иммунитет к раку, морфогенез тканей и межвидовую коммуникацию. По мере накопления этих знаний будущая работа может быть сосредоточена на интеграции этих новых функций для разработки более сложных терапевтических средств, оптимизации выбора и направленного воздействия EVs на их содержимое, а также на раскрытии сложных молекулярных взаимодействий, осуществляемых EVs в условиях здоровья и болезни.
4. Грузы и биомаркеры везикул
На этой сессии была подчеркнута сложность и перспективность содержимого внеклеточных везикул (EV) как источников клинически полезных биомаркеров, а также возможности модификации EV для адресной доставки терапевтических препаратов. Доклады охватывали широкий спектр тем, от совершенствования методов выделения EV для повышения специфичности и производительности до характеристики содержимого EV, которое может обеспечить раннюю диагностику заболеваний или улучшенное нацеливание на ткани. В презентациях подчеркивалась важность строгой валидации анализов, тщательного выбора методов выделения и анализа, а также надежной статистической и клинической валидации для полного раскрытия потенциала биомаркеров и методов лечения на основе EV.
[bookmark: bbib18][bookmark: bbib19][bookmark: bbib20]Доктор Тони Йе Ху продемонстрировал разработку новых, не требующих изоляции, наноплазмонных анализов, которые улучшают обнаружение и профилирование биомаркеров, связанных с внеклеточными везикулами, непосредственно из крови. 20 Благодаря интеграции нанотехнологий, машинного обучения и мультиомиксного анализа его команда достигла большей диагностической чувствительности и специфичности, чем традиционные подходы, такие как CA19-9 при раке поджелудочной железы. 21 Их стратегия, не требующая изоляции, упрощает рабочие процессы, уменьшает объем образцов, повышает воспроизводимость и может быть внедрена в клинических патологических лабораториях, что открывает перспективы для применения в глобальном здравоохранении, включая диагностику туберкулеза. 22
[bookmark: bbib21]Доктор Девика Саундара Маникам обсудила крупные внеклеточные везикулы (EV), содержащие функциональные митохондрии, уделяя особое внимание инсульту. 23 Доставляя EV, содержащие митохондрии, в эндотелий гематоэнцефалического барьера, ее команда восстановила метаболическую функцию, уменьшила гибель клеток и улучшила исходы инсульта в экспериментальных моделях на животных. Эти крупные EV, обогащенные митохондриями, преодолели ишемическое повреждение и улучшили состояние нейронов и эндотелия, что указывает на новый подход к терапии цереброваскулярных заболеваний с использованием EV.
[bookmark: bbib22]Доктор Карлос Саломон обратил внимание на острую необходимость ранней диагностики рака яичников. Его группа проанализировала белки и РНК внеклеточных везикул (EV) из плазмы для выявления панелей биомаркеров, способных диагностировать рак яичников на ранних стадиях с очень высокой чувствительностью и специфичностью, превосходящей показатели CA125. 24 Этот подход включал в себя большие когорты пациентов, тщательную перекрестную проверку данных и в конечном итоге привел к разработке стандартизированных протоколов с биотехнологическими партнерами, проложив путь к клиническому внедрению биомаркеров на основе EV в скрининг и раннюю диагностику рака яичников. Важным шагом на пути к интеграции в рутинные патологические рабочие процессы является автоматизация выделения и анализа EV, обеспечивающая масштабируемость, воспроизводимость и производительность клинического уровня.
[bookmark: bbib23][bookmark: bbib24]Доктор Сусмита Саху представила инновационные стратегии доставки генов с помощью внеклеточных везикул (EV) и раскрыла роль EV в кардиоренальных заболеваниях. Во-первых, она продемонстрировала, как инкапсулированные в EV AAV-векторы могут более эффективно доставлять гены в кардиомиоциты, даже в присутствии нейтрализующих антител, улучшая функцию сердца после инфаркта миокарда.25 Она также показала, что в моделях хронической болезни почек EV, полученные из почек и несущие патологические микроРНК и белки, могут вызывать кардиотоксичность, приводящую к сердечной недостаточности.26 Ее работа подчеркивает, как модифицированные EV могут улучшить генную терапию, а лучшее понимание передачи сигналов EV между почками и сердцем может вдохновить на разработку методов лечения кардиоренальных синдромов.
[bookmark: bbib25]Доктор Луиза Лоран исследовала сложность внеклеточных (ВК) и не-ВК носителей, транспортирующих РНК и белки во время беременности у человека.27 Используя передовые методы анализа отдельных частиц, масс-спектрометрию и иммуномагнитную сепарацию, ее команда выявила неожиданную гетерогенность среди популяций плацентарных ВК. Некоторые плацентарные маркеры и связанные с беременностью РНК находятся в не-ВК носителях, что указывает на необходимость осторожного подхода к поиску биомаркеров, связанных с беременностью, только на основе ВК. Ее результаты подчеркивают необходимость тщательной характеристики различных внеклеточных носителей и применения нескольких аналитических методов для обеспечения точной идентификации биомаркеров.
В совокупности эти доклады подчеркивают огромное разнообразие и сложность содержимого внеклеточных везикул, представляют методы выделения и анализа нового поколения и описывают, как биомаркеры внеклеточных везикул могут улучшить раннюю диагностику заболеваний. Благодаря применению сложных технологических инструментов и строгой валидации для решения этих проблем, область исследований приближается к надежному клиническому внедрению диагностики и терапии на основе внеклеточных везикул.
5. Краткие доклады с вышеупомянутой сессии.
Группа доктора Йонг Тао разработала экзосомы, переносящие активную каталазу и положительно заряженные покрытия для лечения ишемически-реперфузионного повреждения сетчатки. В моделях на мышах и мини-свиньях эти модифицированные экзосомы доставляли каталазу в пораженную сетчатку, уменьшая апоптоз и улучшая зрительную функцию. Доктор Антье Мария Зиклер представила систему для модификации внеклеточных везикул (EV) с мотивами связывания РНК для загрузки в них целевых мРНК, а также фузогенов для обеспечения доставки в клетки-реципиенты. Использование этих EV в моделях рака позволило достичь мощного иммунотерапевтического ответа при более низких дозах по сравнению с липидными наночастицами, предлагая более безопасную и эффективную платформу для лечения на основе РНК. Доктор Лоик Штайнер сосредоточился на EV мочи в качестве биомаркеров рака мочевого пузыря, продемонстрировав, что EV обеспечивают уникальные протеомные сигнатуры, отличающие здоровые состояния от раковых, и даже дифференцирующие мышечно-инвазивные заболевания от немышечно-инвазивных, открывая путь к улучшению скрининга рака мочевого пузыря. Доктор Янош Земплени описал программируемые молочные экзосомы, созданные с помощью генетики и биоортогональной химии. Эти полученные из молочных продуктов внеклеточные везикулы могут включать направляющие РНК, белки или другие полезные вещества, а также содержать синтетические пептиды, которые улучшают направленность, удержание и выход из эндосом, что обещает создание универсальных, натуральных и масштабируемых средств доставки.
Эти короткие доклады иллюстрируют стремительное развитие и разнообразие данной области, от новых методов выделения внеклеточных везикул и генно-модифицированных экзосомных терапевтических средств до биомаркеров рака, нарушений зрения и воздействия факторов окружающей среды в пренатальный период. Сочетая передовые материалы, генетику и ортогональные химические методы, исследователи расширяют диагностический и терапевтический потенциал внеклеточных везикул в широком спектре заболеваний.
6. Новые технологии в исследованиях электромобилей
В этой сессии рассматриваются передовые методологии, разработанные для улучшения выделения, характеристики и анализа внеклеточных везикул (EV) для исследовательских и клинических применений. Представленные доклады демонстрируют, как достижения в области приборов, инновационные методики анализа и усовершенствованные методы выделения не только упрощают рабочие процессы, но и повышают воспроизводимость, чувствительность и стандартизацию. Интегрируя новые аналитические конвейеры с автоматизированными и масштабируемыми стратегиями очистки, исследователи прокладывают пути к более надежной диагностике на основе EV, получению значимых биологических данных и, в конечном итоге, к более плавному переходу к клиническому применению.
[bookmark: bbib26]Доктор Дженнифер Джонс обсудила подходы к упрощению и стандартизации проточной цитометрии внеклеточных везикул (EV). 28 Хотя разрешение на уровне одной EV и специализированное оборудование идеально подходят для решения определенных задач, доктор Джонс подчеркнула, что мультиплексные анализы EV на основе микрочастиц на стандартных цитометрах также могут давать ценные данные, особенно для оценки репертуара маркеров и проведения лонгитудинальных исследований. Она подчеркнула важность калибровки прибора и согласованных протоколов для обеспечения воспроизводимости и сопоставимости данных о EV в различных экспериментах, на разных приборах и в разных учреждениях. Используя стандартизированные калибровочные микрочастицы, эталонные материалы и продуманный дизайн анализа, исследователи могут уверенно интегрировать данные проточной цитометрии EV в крупномасштабные клинические и трансляционные исследования, даже без специализированных проточных цитометров, предназначенных только для анализа EV.
[bookmark: bbib27]Доктор Фэй Лю представил новые методы ультрафильтрации и фракционирования по размеру, реализованные в технологии EXODUS, для эффективного выделения внеклеточных везикул (EV) из различных биологических жидкостей, включая кровь, мочу и даже слезы. 29 Используя методы осцилляционной фильтрации для предотвращения засорения мембран, EXODUS обеспечивает непрерывное масштабируемое разделение EV и их дальнейшую характеристику с помощью протеомики и РНК-профилирования. В клинических исследованиях команда доктора Лю успешно применила эти методы для идентификации биомаркеров, полученных из EV, для раннего выявления рака, включая рак предстательной железы и мочевого пузыря, и даже исследовала EV, полученные из слез, в качестве потенциального источника биомаркеров неврологических и офтальмологических заболеваний. Способность платформы достигать высокой чистоты EV, стратификации по размеру и широкой применимости к различным типам образцов подчеркивает перспективность сочетания инновационных методов выделения с передовым молекулярным профилированием для ускорения диагностики на основе EV и мониторинга заболеваний.
Вместе эти два доклада продемонстрировали, как усовершенствованные технологии изоляции, фракционирования и анализа внеклеточных везикул, от стандартизированных протоколов проточной цитометрии до инновационных систем фильтрации, открывают путь к более надежным, информативным и клинически значимым исследованиям внеклеточных везикул.
7. Функции EV II: иммунный ответ
На этой сессии обсуждалось, как внеклеточные везикулы (EV) регулируют различные аспекты модуляции иммунитета, формируя клеточные реакции, влияющие как на здоровье, так и на заболевания. Докладчики продемонстрировали ключевую роль EV в различных сценариях, от поддержания беременности на ранних стадиях до сложных взаимодействий между опухолями и иммунной системой. Осветив способы, которыми EV направляют поведение иммунных клеток, влияют на воспалительные каскады и переносят функционально активные белки, цитокины и другие вещества, доклады в совокупности подчеркнули многогранность и мощь EV в регуляции иммунитета.
[bookmark: bbib28][bookmark: bbib29]В своем докладе доктор Сюзанна Габриэльссон подчеркнула перспективность внеклеточных везикул (EV) как иммунотерапевтических агентов против рака. 30 Доставляя антигены и иммуностимулирующие сигналы непосредственно к антигенпрезентирующим клеткам, EV могут активировать мощные, специфичные для опухоли Т-клеточные ответы. 31 В состав EV входят адъюванты, опухолевые антигены и модуляторы контрольных точек для повышения их терапевтической эффективности. С помощью протеомного профилирования они стремятся определить оптимальные типы EV, которые преодолевают иммуносупрессию и усиливают противоопухолевый иммунитет. В конечном итоге, иммунотерапия рака на основе EV предлагает новый, целенаправленный и более эффективный подход к улучшению результатов лечения пациентов.
[bookmark: bbib30]Доктор Джон Ю сосредоточил внимание на том, как обогащенные гликосфинголипидами внеклеточные везикулы (EV) из эмбриональных или раковых клеток могут подавлять пролиферацию Т-клеток и способствовать инвазии трофобласта, что позволяет понять, как EV регулируют иммунную толерантность и ремоделирование тканей на фетально-материнском интерфейсе. 32 Эта манипуляция иммунитетом хозяина посредством связанных с EV гликосфинголипидов подчеркивает потенциальный механизм поддержания равновесия беременности и, по аналогии, как опухоли могут аналогичным образом использовать такие пути, чтобы избежать иммунного разрушения.
[bookmark: bbib31]Переходя к теме гибели воспалительных клеток, доктор Виджай Ратинам описал, как пироптотические клетки высвобождают внеклеточные везикулы (EV), несущие полностью сформированные поры гасдермина. 33 Эти EV доставляют комплексы пор к соседним клеткам, распространяя гибель воспалительных клеток за пределы первоначального очага. Это открытие опосредованного EV распространения пироптоза предполагает новый аспект в самоподдерживающихся циклах воспаления и может послужить основой для стратегий по смягчению чрезмерного повреждения тканей.
[bookmark: bbib32]В исследованиях доктора Хизер Пуа, посвященных аллергическому воспалению легких, было показано, что внеклеточные везикулы (EV), продуцируемые Тh2-клетками, переносят связанный с поверхностью ИЛ-3, который значительно повышает выживаемость эозинофилов. 34 Концепция о том, что цитокины, связанные с мембранами EV, могут быть более эффективными, чем свободные цитокины, поднимает интригующие вопросы. Это может представлять собой тонко настроенный механизм на основе EV для стабилизации определенных субпопуляций иммунных клеток и поддержания воспалительных процессов, особенно при аллергических реакциях.
[bookmark: bbib33]В своей презентации доктор Фердинандо Пуччи связал биологию внеклеточных везикул (EV) с феноменом распространения эпитопов в противоопухолевом иммунитете. 35 Изучая EV, сконструированные для переноса определенных антигенов В-клеток, команда доктора Пуччи продемонстрировала, что В-клетки могут использовать полученные из EV антигены для формирования более широкого и универсального противоопухолевого ответа. Это расширение репертуара В-клеток предполагает критическую роль EV в стимуляции разнообразия эпитопов и усилении специфического для опухоли иммунитета, что дает представление о том, как могут генерироваться надежные и адаптивные противоопухолевые иммунные ответы.
[bookmark: bbib34][bookmark: bbib35]Наконец, доктор Ананта Кумар Каммала представил экзофекцию, при которой внеклеточные везикулы, полученные из плода, восстанавливают экспрессию ключевого белка-транспортера (BCRP) в материнских клетках в условиях воспаления. 36, 37 Этот результат подчеркивает еще одно измерение опосредованного внеклеточными везикулами поддержания гомеостаза во время беременности, обеспечивая надлежащий транспорт молекул и иммунную стабильность на фетально-материнском интерфейсе.
В совокупности эти доклады показали, что внеклеточные везикулы — это гораздо больше, чем просто инертные контейнеры; это динамичные, зависящие от контекста агенты, которые регулируют поведение иммунных клеток, поддерживают воспалительные состояния при необходимости, сохраняют функцию тканей в деликатных физиологических ситуациях и даже расширяют иммунный репертуар при раке. В целом, сессия подчеркнула перспективность использования механизмов, активируемых внеклеточными везикулами, для смягчения воспалительного повреждения, поддержания здоровой беременности, повышения эффективности иммунотерапии при раке или сохранения гомеостаза в сложных иммунных средах.
8. Функции ВEV III: механизм заболевания
Эта сессия была посвящена разнообразным способам влияния внеклеточных везикул (EV) на патологические процессы и представила информацию об инновационных методах лечения с использованием EV. В целом, докладчики продемонстрировали, как тщательная разработка EV и систематическое понимание их органотропизма и динамики содержимого могут проложить путь к новым стратегиям лечения широкого спектра патологий, от фиброзных расстройств до неврологических и метаболических заболеваний.
[bookmark: bbib36][bookmark: bbib37]Доктор Яньлянь Ян исследовала важность анализа отдельных внеклеточных везикул (EV), показав, как свойства EV, такие как механическая жесткость и вторичные структуры белков, коррелируют с агрессивностью опухоли. 38 Интегрируя многогранную характеристику EV как на уровне ансамбля, так и на уровне отдельных частиц, команда Ян выявила признаки, отражающие злокачественность опухоли, и предоставила ценные диагностические подсказки. Она также обсудила использование EV для терапии рака, в частности, функционализированные EV, инкапсулирующие эпигенетическую регуляцию siRNA для нацеливания и модуляции иммунных ответов против опухолевых клеток. 39
[bookmark: bbib38]В своем докладе доктор Люсия Лангино подробно рассмотрела сложную роль интегринов в межклеточной коммуникации, опосредованной внеклеточными везикулами (EV), с особым акцентом на том, как интегрины избирательно включаются в EV и способствуют их функциональной специфичности. 40 Ее исследования показывают, что богатые интегринами EV играют критическую роль в прогрессировании опухоли, облегчая межклеточные и клеточно-матриксные взаимодействия в микроокружении опухоли. Используя передовые методы визуализации и протеомики, доктор Лангино подчеркнула, как специфичные для интегринов субпопуляции EV регулируют такие процессы, как ангиогенез, уклонение от иммунного ответа и метастазирование.
[bookmark: bbib39]Доктор Такахиса Накамура исследовал осложнения, связанные с ожирением, и их механистические основы, включающие внеклеточные везикулы (EV). 41 Изучив циркуляцию EV у пациентов до и после бариатрической хирургии, а также на животных моделях, доктор Накамура обнаружил, что EV, продуцируемые печенью, передают метаболические и воспалительные сигналы, которые модулируют состояние иммунных клеток в определенных метаболических тканях. Эти результаты подчеркивают, как сенсоры питательных веществ модулируют биогенез и содержимое EV, в конечном итоге способствуя системным воспалительным реакциям при ожирении.
[bookmark: bbib40]Обращаясь к фиброзным заболеваниям, доктор Мэнгруи Лю представил новую терапевтическую стратегию против идиопатической легочной фиброзы (ИЛФ). 42 Доктор Лю показал, что целенаправленное воздействие на миофибробласты и их деактивация посредством доставки антифибротических веществ с помощью наночастиц могут вернуть фиброзную микросреду в нормальное состояние. Важно отметить, что полученные из фибробластов внеклеточные везикулы (EV), образующиеся после этого процесса «переобучения», дополнительно способствуют ослаблению фиброза путем модуляции клеточного и молекулярного ландшафта. Эта самоподдерживающаяся обратная связь предполагает мощный терапевтический механизм для лечения ИЛФ.
В целом, доклады на этой сессии подчеркнули сложную роль внеклеточных везикул (EV) в прогрессировании и контроле заболеваний. Раскрывая их роль в формировании метаболических процессов, иммунных ответов и ремоделирования тканей, докладчики подчеркнули, как более глубокое молекулярное и инженерное понимание EV может способствовать разработке передовых диагностических и терапевтических методов.
9. EV-терапия I: метаболизм и регенеративная медицина
На этой сессии было показано, как внеклеточные везикулы (EV) используются и модифицируются для повышения эффективности доставки терапевтических препаратов и улучшения результатов лечения метаболических и сердечно-сосудистых заболеваний, а также в регенеративной медицине. Докладчики представили инновационные стратегии использования EV для тканеспецифической доставки грузов, модуляции воспаления и повышения регенеративной способности.
[bookmark: bbib41]Доктор Саумья Дас подчеркнул потенциал циркулирующих РНК, полученных из внеклеточных везикул (EV), в качестве жидкостной биопсии для тканей, которые трудно взять непосредственно. 43 Используя глубокое секвенирование и референсные атласы отдельных ядер, его лаборатория идентифицировала обогащенные в тканях транскрипты в EV, отражающие специфические для заболеваний изменения в таких органах, как сердце. Сопоставляя транскриптомы EV с данными отдельных ядер, команда доктора Даса может неинвазивно отслеживать нарушенные пути при хронических заболеваниях, включая диабет и сердечную недостаточность. Это молекулярное понимание открывает перспективы для разработки персонализированной диагностики и таргетной терапии, позволяя врачам лучше подбирать методы лечения на основе уникальной транскриптомной сигнатуры пациента.
[bookmark: bbib42]В своем докладе доктор Рамкумар Менон представил новый подход к борьбе с преждевременными родами — состоянием с высокой смертностью и заболеваемостью. Он описал микрофизиологическую платформу «орган на чипе», имитирующую взаимодействие матери и плода. С помощью этой платформы команда Менона протестировала терапевтические средства на основе экзосом, в частности, внеклеточные везикулы, нагруженные ИЛ-10, для подавления внутриутробного воспаления. 44 Эти модифицированные внеклеточные везикулы эффективно преодолевали сложные барьеры, снижали воспаление плода и улучшали исходы беременности в экспериментах на животных. Эта гуманизированная система тестирования может уменьшить зависимость от экспериментов на животных и ускорить разработку лекарств, в конечном итоге помогая предотвратить преждевременные роды.
[bookmark: bbib43]Доктор Джулиана Нгуен представила уникальную стратегию направленной доставки внеклеточных везикул (EV) к ишемизированному миокарду, вдохновленную принципом «липучки» .45 Понимая, что традиционные методы направленной доставки обеспечивают лишь незначительные улучшения, лаборатория доктора Нгуен разработала «зипперсомы» на основе лейциновой застежки для увеличения количества целевых сайтов связывания. Путем наложения EV на ранее связанные EV они расширили доступное рецепторное пространство, усиливая накопление и удержание EV в местах повреждения в сердце. Этот многослойный подход к стыковке позволил повысить терапевтическую эффективность и обеспечить более длительное удержание, открывая путь к минимально инвазивным системным методам терапии с использованием EV для восстановления сердца.
[bookmark: bbib44]Доктор Роберт Раффаи исследовал, как внеклеточные везикулы (EV), полученные из макрофагов и поляризованные интерлейкином-4 (ИЛ-4), могут обратить вспять атеросклероз. 46 Эти EV индуцируют благоприятные метаболические и воспалительные генные сигнатуры, усиливают окислительное фосфорилирование моноцитов и способствуют эффероцитозу — ключевым этапам регрессии бляшек. Примечательно, что содержание ApoE в этих макрофагальных EV изменяло сети микроРНК, организуя иммунометаболическое перепрограммирование, которое уменьшало некротические ядра, способствовало обогащению коллагеном, что в совокупности стабилизировало бляшки. Такие иммунотерапевтические стратегии на основе EV открывают многообещающие возможности для обращения вспять прогрессирующих сердечно-сосудистых заболеваний.
В заключение, на сессии был продемонстрирован потенциал терапевтических средств на основе внеклеточных везикул в различных контекстах: от неинвазивной молекулярной диагностики хронических метаболических и сердечно-сосудистых заболеваний до улучшения исходов для матери и плода, инновационных стратегий направленного воздействия на ткани в регенеративной кардиологии и иммунометаболического ремоделирования атеросклеротической микросреды. В совокупности эти доклады подчеркнули универсальность внеклеточных везикул как платформы для прецизионной медицины и регенеративной терапии.
10. Краткие доклады с вышеупомянутой сессии.
В ходе коротких докладов докладчики осветили ряд инновационных применений внеклеточных везикул (EV) в регенеративной медицине, метаболизме и диагностике заболеваний. Доктор Хосе Фрэнсис-Оливейра показал, что EV, полученные из Т-клеток и несущие микроРНК, преодолевают гематоэнцефалический барьер, модулируя нейронную активность и компенсируя дефицит социальных навыков у мышей с нокаутом гена Rag1, что открывает новые возможности для нейроповеденческих вмешательств. Доктор Занкрути Дейв представила стратегию повышения эффективности направленного действия EV путем замены VSVG другими вирусными гликопротеинами для достижения клеточно-селективного поглощения EV. Доктор Михаил Спанос описал новый подход к выделению и анализу EV, специфичных для сердца, с использованием двух уникальных белковых маркеров (POPDC2 и CHRNE), что позволяет проводить профилирование сердечных заболеваний на основе EV при таких состояниях, как сердечная недостаточность и инфаркт миокарда. Г-н Мартин Нг продемонстрировал, что поляризованные ИЛ-4 внеклеточные везикулы макрофагов улучшают выживаемость и функцию сердца у мышей после инфаркта миокарда за счет подавления путей интерферона типа I и воспалительных субпопуляций лейкоцитов, что предполагает перспективность терапии сердечной недостаточности. Доктор Марта Гарсия-Контрерас подчеркнула роль невезикулярных внеклеточных наночастиц в нейровоспалении, выявив экзомеры и супермеры, происходящие из микроглии, которые отражают специфические воспалительные состояния и совпадают с профилями пациентов с болезнью Альцгеймера. Доктор Ана Салазар Пуэрта обнаружила, что внеклеточные везикулы являются важнейшими медиаторами перепрограммирования клеточных линий, усиливая превращение фибробластов в эндотелиальные клетки и миобластов в нейроны, открывая путь для регенеративной терапии с использованием внеклеточных везикул. Доктор Шикха Рани представила липидомику внеклеточных везикул (EV) как ранний биомаркер для выявления рака яичников, а доктор Хунъянь Ляо обнаружила, что EV макрофагов, инфицированных туберкулезом, способствуют Th1-поляризации CD4 + Т-клеток, подчеркивая потенциал EV в будущих вакцинах против туберкулеза. Наконец, доктор Андре Гёргенс подчеркнул ранее недооцененный механизм клиренса EV, включающий связывание с эритроцитами и тромбоцитами, что имеет решающее значение для совершенствования терапевтических разработок на основе EV.
11. Моделирование EV in vivo
На этой сессии были представлены передовые исследования, посвященные происхождению, роли и терапевтическому применению внеклеточных везикул (EV) в сложных моделях заболеваний. От понимания того, как EV, продуцируемые опухолями, перепрограммируют микроокружение, до того, как EV опосредуют метаболическую дисфункцию, от оптимизации инженерии EV для восстановления тканей до разработки систем доставки EV на основе биоматериалов, эти доклады в совокупности продемонстрировали развивающуюся картину исследований EV in vivo и их трансляционный потенциал.
[bookmark: bbib45]Доктор Кэтлин МакЭндрюс исследовала судьбу и функцию внеклеточных везикул (EV), продуцируемых раковыми клетками, уделяя особое внимание тетраспанин-CD9-позитивным везикулам при раке поджелудочной железы. Используя генетический подход к картированию судьбы EV, доктор МакЭндрюс показала, что CD9-позитивные EV локально переносятся в строму опухоли поджелудочной железы, накапливаясь в фибробластах и ​​макрофагах на ранних стадиях прогрессирования заболевания. Она продемонстрировала, что это поглощение EV перепрограммирует стромальные и иммунные клетки, модулируя транскрипционные профили и влияя на канцерогенез. Эта работа подчеркивает сложность опосредованной EV межклеточной коммуникации в микроокружении опухоли и предполагает, что анализ этих субпопуляций EV может выявить новые функции EV при раке. 47
[bookmark: bbib46][bookmark: bbib47]Исследование доктора Вэй Ина было посвящено внеклеточным везикулам (EV), полученным из кишечной микробиоты, которые проникают в кровообращение хозяина, особенно при метаболических расстройствах, связанных с ожирением. 48 Он обнаружил, что богатые бактериальной ДНК EV проходят через поврежденный кишечный барьер у тучных мышей, способствуя воспалению тканей и инсулинорезистентности. CRIg-позитивные макрофаги и факторы комплемента служат важным защитным механизмом, пытаясь очистить эти EV и смягчить их метаболические эффекты. 49 Подчеркивая взаимодействие между кишечными микробными EV и метаболическим гомеостазом хозяина, работа доктора Ина акцентирует внимание на важности взаимодействия между микробиотой и иммунными клетками хозяина, опосредованного EV, при хронических заболеваниях.
[bookmark: bbib48]В модели нарушения заживления ран при диабете доктор Брайан Элисейри использовал имплантаты из губки для идентификации популяций внеклеточных везикул (EV), стимулирующих восстановление тканей. 50 Сравнивая EV дикого типа и диабетические EV из богатых макрофагами микросред, команда доктора Элисейри выявила ключевые белки и микроРНК, способствующие прорепаративным функциям. Тестирование этих модифицированных EV на диабетических ранах продемонстрировало значительное улучшение закрытия ран и ремоделирования тканей. Это исследование подчеркивает возможность применения полученных результатов в клинической практике: рационально сконструированные EV, модифицированные полезными факторами (например, ингибиторами протеаз, микроРНК), могут быть использованы в качестве биологически активных терапевтических средств для ускорения заживления ран и других репаративных процессов.
[bookmark: bbib49]Доктор Цзюньцзе Сяо представил инновационный инъекционный перикардиальный гидрогелевый пластырь, нагруженный внеклеточными везикулами (EV), обогащенными miR-222 и направляемыми механическими сигналами. 51 В модели ишемически-реперфузионного повреждения сердца эти гидрогели, нагруженные EV, обеспечивали целенаправленную доставку EV к сердцу, уменьшая повреждения и улучшая функцию сердца. Подход доктора Сяо не только демонстрирует осуществимость терапии с использованием EV на основе механотрансдукции, но и объединяет биоматериалы с разработанным грузом EV для создания биофункциональных пластырей. Такие биоматериальные системы на основе EV потенциально могут улучшить специфичность терапии, ее удержание и эффективность в приложениях регенеративной медицины.
В ходе этой сессии доклады в совокупности подчеркнули мощь и сложность биологии внеклеточных везикул (EV) in vivo. Доктор МакЭндрюс осветил, как EV, продуцируемые опухолями, воздействуют на местную строму и иммунитет, доктор Ин показал, что транслокация микробных EV вызывает метаболическое воспаление, доктор Элисейри продемонстрировал терапевтический потенциал точно сконструированных EV-нагрузок при диабетических ранах, а доктор Сяо объединил инженерию EV с биоматериалами для восстановления сердечной ткани. Вместе эти докладчики обозначили будущее, в котором понимание и манипулирование высвобождением, содержимым и направленностью EV может открыть новые горизонты в борьбе с раком, метаболической дисфункцией и повреждением органов с помощью более точных и эффективных методов лечения.
12. Терапия с использованием внеклеточных везикул II: Инженерное проектирование внеклеточных везикул
Эта сессия была посвящена передовым стратегиям повышения терапевтического потенциала и стабильности внеклеточных везикул (EV). Докладчики рассмотрели новые инженерные методы стабилизации хрупких грузов, более специфичного воздействия на ткани, пораженные заболеваниями, и использования естественной биосовместимости EV для различных клинических применений. В этих докладах было продемонстрировано, что рационально разработанные платформы на основе EV могут значительно повысить терапевтический индекс и долговечность лекарственных препаратов на основе EV.
[bookmark: bbib50]В своем докладе доктор Самир Эль Андалусси сосредоточился на разработке внеклеточных везикул (EV) для повышения эффективности доставки терапевтических препаратов. 19, 52 Его группа разрабатывает стратегии загрузки EV специфическими РНК и белками, улучшая стабильность, направленность и функциональную эффективность. Манипулируя поверхностными лигандами, они направляют EV к пораженным тканям, а разработанные ими грузы модулируют пути, имеющие отношение к заболеванию. Используя передовые методы, такие как генетические модификации и клик-химия, они достигают высококонтролируемого состава EV. Доктор Андалусси также затронул вопросы крупномасштабного производства, контроля качества и безопасности для клинического применения. В конечном итоге, их цель — создать EV как универсальные, точно спроектированные системы доставки лекарств, позволяющие проводить более эффективное и персонализированное лечение пациентов.
[bookmark: bbib51][bookmark: bbib52][bookmark: bbib63][bookmark: bbib64][bookmark: bbib53][bookmark: bbib54][bookmark: bbib65]Доктор Ке Ченг описал разработку ингаляционных препаратов на основе внеклеточных везикул (EV) для лечения заболеваний легких и сердца. 42, 53, 54, 55, 56 Начав с клинических испытаний с использованием стволовых клеток легких и их производных EV, команда доктора Ченга обнаружила, что ингаляционные препараты на основе EV могут стабилизировать функцию легких у пациентов с идиопатическим легочным фиброзом (ИЛФ), потенциально превосходя существующие лекарства. Кроме того, было показано, что ингаляционные EV перераспределяются из легких в сердце, обеспечивая кардиозащитный эффект после инфаркта миокарда. Механистические исследования показали, что изменение метаболизма эндотелия (за счет снижения экспрессии CD36) играет важную роль в кардиозащите. Помимо регенеративной медицины, лаборатория доктора Ченга разработала EV для доставки ингибиторов ACE2 для нейтрализации SARS-CoV-2 и для инкапсуляции терапевтических препаратов на основе мРНК или белков. 57, 58, 59 Новые сухие порошковые составы EV еще больше упрощают доставку. В совокупности эта работа показала, как разработка EV, посредством ингаляционных путей, функциональной загрузки груза и порошковых составов, может ускорить внедрение терапии EV для лечения заболеваний легких и сердца.
[bookmark: bbib55]Доктор Йонг Тао сосредоточился на разработке искусственных внеклеточных везикул (EV) для лечения витреоретинальных заболеваний, таких как возрастная макулярная дегенерация (ВМД) и увеит. 60 Создав EV с использованием антител к VEGF и чувствительных к MMP пептидов, группа доктора Тао разработала EV, нацеленные на хориоидальные неоваскулярные поражения, обеспечивая длительное удержание лекарственного препарата и снижая побочные эффекты. В экспериментах на животных эти EV значительно подавляли патологическую неоваскуляризацию и воспаление. Другой подход заключался в использовании EV, покрытых наночастицами оксида церия, для нейтрализации активных форм кислорода и модуляции иммунного ответа при заднем увеите. Доктор Тао также внедрил искусственные клетки, имитирующие высвобождение EV, что позволило обеспечить контролируемую и стабильную интравитреальную доставку. Эти разработанные системы EV улучшили сохранение структуры и результаты, связанные со зрением, в доклинических моделях, демонстрируя перспективность точного нацеливания лекарственных препаратов на основе EV и их длительного высвобождения для офтальмологической терапии.
[bookmark: bbib56]В своем докладе доктор Наджла Адель Салех рассмотрела проблему стабилизации интерлейкина-10 (IL-10), мощного противовоспалительного цитокина, с помощью внеклеточных везикул (EV). 61 Путем сверхэкспрессии IL-10 в клетках, продуцирующих EV, ее команда получила EV, содержащие как мономерные, так и олигомерные формы IL-10. Эти обогащенные IL-10 EV сохраняли функциональную стабильность цитокина в различных стрессовых условиях (изменения температуры, циклы замораживания-оттаивания) гораздо лучше, чем свободный рекомбинантный белок IL-10. При тестировании на провоспалительных макрофагах EV с IL-10 более эффективно подавляли экспрессию воспалительных генов, чем растворимый IL-10. Интересно, что даже необработанные EV демонстрировали некоторые противовоспалительные эффекты, что указывает на присущую EV биологическую активность. Работа доктора Салех подтверждает, что EV являются надежной платформой для стабилизации и доставки цитокиновых терапевтических препаратов с улучшенной функциональностью и долговечностью.
Доклады на этой сессии продемонстрировали, как инженерия внеклеточных везикул (EV) может раскрыть весь их терапевтический потенциал. Доктор Ченг продемонстрировал ингаляционные препараты на основе EV для восстановления легких и сердца, включая вирусные ловушки и доставку мРНК. Доктор Тао представил стратегии офтальмологической терапии с использованием EV, сочетающие ингибирование VEGF, антиоксидантные наночастицы и искусственные имплантаты, высвобождающие EV, для достижения целенаправленного и длительного лечения заболеваний сетчатки. Доктор Салех показал, как загрузка EV может стабилизировать уязвимые цитокины, такие как IL-10, усиливая их противовоспалительное действие. В совокупности эти презентации показали, как тщательная инженерия EV, регулировка содержимого, поверхностных свойств и состава, может привести к созданию революционных лекарств для широкого спектра заболеваний, от респираторных и сердечно-сосудистых заболеваний до глазных и иммуновоспалительных расстройств.
13. Сессия 10 : клиническое применение EV.
На этой сессии были освещены достижения в области применения внеклеточных везикул (EV) в качестве терапевтических агентов или биомаркеров для борьбы со сложными заболеваниями. Докладчики представили данные о решениях на основе EV для улучшения доставки лекарств, генной терапии, восстановления органов и ран, а также иммуномодуляции. Используя присущую EV сложность и биосовместимость, эти исследования направлены на доставку таргетных препаратов с минимальной токсичностью, борьбу с химиорезистентными опухолями, усиление регенерации тканей и формирование иммунной микросреды. Хотя остаются регуляторные и механистические препятствия, эти передовые разработки подчеркивают перспективность применения EV в клинической практике.
[bookmark: bbib57]Доктор Мэй Хэ обсудила разработку системы доставки лекарств и генной терапии на основе внеклеточных везикул (EV). 62 Используя биоинспирированные и биологически совместимые подходы, ее группа стремится преодолеть давние проблемы в доставке лекарств, такие как нацеливание на определенные ткани и обеспечение контролируемого высвобождения. Доктор Хэ подчеркнула, как EV, полученные в условиях 3D-культивирования и оптимизированных производственных процессов, могут быть использованы для доставки терапевтических средств. Независимо от способа применения — ингаляционного, в сочетании с пластырями или модифицированного для содержания РНК или белковых грузов — эти EV продемонстрировали улучшенную стабильность, повышенную нацеленность и многообещающую эффективность в моделях восстановления органов и ран. Эта работа закладывает основу для масштабируемых, готовых к применению терапевтических средств на основе EV с широким клиническим применением.
Доктор Валери Каллури представила историю развития экзосом, созданных с помощью siRNA и нацеленных на мутацию Kras G12D у пациентов с раком поджелудочной железы, от стадии открытия до первой фазы клинических испытаний. 7 Эти модифицированные внеклеточные везикулы (EV), полученные из стандартизированных культур мезенхимальных стволовых клеток (МСК), доставляли целевой противоопухолевый груз, эффективно подавляя рост опухоли, включая устойчивые к терапии клоны, в доклинических исследованиях. Клинические испытания подтвердили отсутствие обнаруживаемой токсичности и первые признаки взаимодействия с мишенью у пациентов. Доктор ЛеБлё подчеркнула уроки, извлеченные из масштабирования производства, характеризации и соблюдения нормативных требований. Эта новаторская работа демонстрирует, что терапевтические EV, созданные с помощью генной инженерии, могут быстро перейти от лабораторных исследований к клиническому применению для точной терапии рака.
[bookmark: bbib58]Доктор Бернд Гибель, сосредоточившись на внеклеточных везикулах, полученных из мезенхимальных стволовых клеток (МСК), обсудил их клинический потенциал и проблемы внедрения в клиническую практику. 63 Хотя МСК показали многообещающие результаты в различных моделях заболеваний, вариабельность доноров и старение ограничивают их стабильность. Группа доктора Гибеля продемонстрировала, что внеклеточные везикулы, полученные из МСК, сохраняют многогранные иммуномодулирующие и регенеративные функции, критически важные для лечения таких состояний, как болезнь «трансплантат против хозяина» (БТПХ) и ишемический инсульт. Разработав надежный метод оценки эффективности и работая над линиями клеток МСК для снижения вариабельности партий, их подход направлен на создание надежного и масштабируемого продукта на основе внеклеточных везикул. Эта стратегия направлена ​​на производство воспроизводимых, эффективных внеклеточных везикул, полученных из МСК, для будущих клинических применений, где одномолекулярные лекарственные препараты оказываются неэффективными.
[bookmark: bbib59]Изучая сложную микросреду глиобластомы, доктор Ирен Бертолини подчеркнула роль внеклеточных везикул (EV), продуцируемых микроглией, в привлечении миелоидных клеток костного мозга к месту опухоли. 64 Манипулируя микроглией в условиях опухоли, ее команда показала, что эти EV переносят груз, который способствует увеличению количества воспалительных моноцитов в костном мозге и действует как хемоаттрактант для опухоли. Эта работа открывает новое измерение в том, как EV модулируют инфильтрацию иммунных клеток в опухолях головного мозга, потенциально предлагая новые точки воздействия. Ингибирование опосредованного EV привлечения микроглии может дополнить существующие методы лечения и улучшить результаты лечения пациентов с глиобластомой.
[bookmark: bbib60]Амея Чаудхари представил инновационную платформу ауксетических пластырей для улучшения заживления ран и восстановления органов, с акцентом на диабетические язвы стопы. 65 Эти напечатанные на 3D-принтере пластыри обладают сверхэластичностью, биоразлагаемы и мгновенно приклеиваются, адаптируясь к динамическим движениям тканей и преодолевая проблемы традиционных перевязочных материалов. Пластыри, нагруженные MSC-EV, продемонстрировали устойчивое высвобождение EV, значительное заживление ран in vitro и in vivo, а также повышение экспрессии генов, участвующих в заживлении. Пластыри также успешно восстанавливали повреждения легких и могут быть адаптированы для доставки различных терапевтических средств, предлагая широкое клиническое применение в регенеративной медицине.
На этой сессии были продемонстрированы кардинальные достижения в использовании внеклеточных везикул (EV) в качестве терапевтических агентов и биомаркеров для борьбы со сложными заболеваниями. Доклады охватывали достижения в области решений на основе EV для доставки лекарств, генной терапии, восстановления органов и ран, а также иммуномодуляции. Благодаря биосовместимости и функциональной универсальности EV, эти исследования продемонстрировали их потенциал для доставки таргетной терапии с минимальной токсичностью, борьбы с химиорезистентными опухолями, усиления регенерации тканей и модуляции иммунной микросреды. Хотя остаются такие проблемы, как нормативные препятствия, масштабирование производства и понимание механизмов действия, сессия подчеркнула, как инновационные стратегии ускоряют клиническое внедрение методов лечения на основе EV, создавая предпосылки для их интеграции в прецизионную медицину следующего поколения.
14. Передовые технологии в промышленности
Доктор Стив Греко представил компанию PranaX, находящуюся на ранней стадии развития и специализирующуюся на вопросах здорового старения, хорошего самочувствия и воспалительных заболеваний. PranaX планирует использовать экзосомы в качестве центрального компонента терапевтических средств нового поколения и решений в области профилактической медицины. Бизнес-модель компании включает три основных направления: (1) Банк экзосом – хранение образцов EV для личного использования в будущем, что обеспечивает своего рода биострахование; (2) Экзосомы, полученные из мезенхимальных стволовых клеток, в качестве пищевых добавок для общего оздоровления; и (3) Терапевтические средства на основе EV, направленные на лечение возрастных заболеваний. PranaX стремится преодолеть сложные нормативные препятствия, повысить масштабируемость и улучшить профиль безопасности, в конечном итоге сделав экзосомы более доступными в качестве передовых оздоровительных и терапевтических продуктов.
Доктор Джон Нолан представил практические подходы к характеристике внеклеточных везикул (EV) с использованием спектральной проточной цитометрии и инструментов анализа отдельных везикул. Работая в тесном сотрудничестве с платформами Aurora и Northern Lights компании Cytekbio, он подчеркнул, как спектральная проточная цитометрия позволяет проводить фенотипирование EV с использованием нескольких маркеров, повышая чувствительность и разрешение. Это позволяет исследователям более надежно анализировать гетерогенность EV и количественно определять поверхностные маркеры. Кроме того, доктор Нолан представил наборы реагентов, стандарты и протоколы для анализа EV методом проточной цитометрии (vFC) компании Cellarcus, разработанные для оптимизации анализа EV на различных проточных цитометрах. Эти инструменты помогают калибровать измерения EV, подтверждать разрешение анализа отдельных везикул и получать количественные данные о размере, содержимом и структуре, способствуя воспроизводимым и информативным исследованиям EV.
Доктор Джейсон Лоуэри представил CytoFLEX Nano от Beckman Coulter — специализированный проточный цитометр, оптимизированный для анализа наночастиц и внеклеточных везикул (EV). Благодаря повышенной чувствительности к рассеянию и наличию до шести флуоресцентных каналов он может обнаруживать частицы размером до ~40 нм. Автоматизация прибора и интуитивно понятное программное обеспечение упрощают рабочие процессы, связанные с EV, от настройки эксперимента до сбора данных. Этот специализированный анализатор EV обеспечивает быстрое и стабильное измерение размера, концентрации и фенотипических маркеров EV, значительно повышая эффективность и точность исследований EV.
Доктор Джон Кэдуэлл представил технологию биореакторов с полыми волокнами от FiberCell Systems для высокоплотного культивирования клеток в 3D-среде и производства внеклеточных везикул (EV). Искусственная капиллярная конструкция FiberCell имитирует физиологические условия, позволяя достигать плотности клеток, аналогичной in vivo, без частого пассирования. Этот цитоцентрический и даже тканецентрический подход позволяет получать концентрированные EV с улучшенной биоактивностью, стабильностью и сниженным содержанием примесей. Долгосрочные, стабильные культуры FiberCell (до нескольких лет) позволяют производить большие количества EV, пригодные для клинического применения в качестве терапевтических средств на основе EV. Контролируемая среда и масштабируемая конструкция делают биореакторы с полыми волокнами от FiberCell идеальными платформами для коммерческого производства EV.
Доктор Чжэн Чжуан представил автоматизированные системы выделения экзосом компании Exodus Bio, работающие на основе инновационных двухмембранных нанофильтрационных картриджей. Эти устройства позволяют быстро и без использования меток концентрировать внеклеточные везикулы (EV) из различных биологических жидкостей (включая плазму, мочу и культуральные среды), а также из бактерий и вирусов. Системы Exodus могут обрабатывать объемы до 10 л (в моделях, соответствующих стандартам GMP) и обеспечивают получение интактных EV с превосходной чистотой и степенью извлечения. Удобный дизайн и воспроизводимые результаты призваны упростить процесс, сэкономить время и ускорить исследования EV от открытия до практического применения.
В заключение, докладчики из отрасли продемонстрировали ряд передовых технологий в области внеклеточных везикул (EV) — от крупномасштабных, физиологически значимых биореакторов для производства EV и приборов для спектральной проточной цитометрии до новых систем изоляции на основе чипов и разработанных терапевтических препаратов на основе EV. В совокупности эти решения обещают более эффективные, воспроизводимые и масштабируемые в клинической практике рабочие процессы с EV, способствуя внедрению результатов исследований EV в реальную диагностику, терапию и профилактику заболеваний.
15. Заключение​
Ежегодная конференция AAEV 2024 осветила значительные достижения и междисциплинарное сотрудничество, продвигающие вперед исследования внеклеточных везикул. Основные доклады доктора Рагху Каллури и доктора Грасы Рапосо заложили фундаментальное понимание гетерогенности, биогенеза и роли внеклеточных везикул в межклеточной коммуникации и прогрессировании заболеваний. Последующие сессии были посвящены инновационным технологиям выделения, характеристики и инженерии внеклеточных везикул, демонстрируя, как эти инструменты преодолевают давние проблемы, связанные с воспроизводимостью, масштабируемостью и функциональной специфичностью. Интеграция передовых аналитических методов, таких как спектральная проточная цитометрия и наноанализ, с масштабируемыми производственными платформами, такими как биореакторы с полыми волокнами и автоматизированные системы на основе чипов, подчеркивает согласованные усилия по стандартизации и оптимизации исследований внеклеточных везикул и их терапевтического применения.
В ходе презентаций представители отрасли еще больше подчеркнули потенциал применения технологий внеклеточных везикул (EV), продемонстрировав платформы, повышающие чистоту и производительность выделения EV, а также разработанные EV, адаптированные для адресной доставки и терапевтической эффективности. Сессии, посвященные клиническому применению, представили убедительные доказательства полезности EV в диагностике и в качестве терапевтических агентов при широком спектре заболеваний, от рака и метаболических расстройств до регенеративной медицины и иммуномодуляции. В совокупности эти данные иллюстрируют динамичную и быстро развивающуюся область, готовую интегрировать решения на основе EV в основную клиническую практику, предлагая новые методы диагностики, персонализированной терапии и регенеративного лечения, использующие присущую EV биосовместимость и функциональную универсальность.
16. Перспективы дальнейшего развития
По мере развития исследований внеклеточных везикул, несколько ключевых направлений готовы определить следующий этап инноваций и клинической интеграции:
· 1. Гармонизация стандартов и протоколов:
Дальнейшие усилия по разработке строгих, стандартизированных протоколов для выделения, характеристики и функциональных анализов внеклеточных везикул будут иметь решающее значение. Инициативы, инициированные сообществом, по разработке эталонных стандартов и калибровочных материалов повысят сопоставимость и воспроизводимость данных в разных лабораториях и исследованиях, способствуя более широкому клиническому применению и получению разрешений регулирующих органов.
· 2. Интеграция искусственного интеллекта и автоматизации:
Использование искусственного интеллекта (ИИ) для анализа данных и автоматизации рабочих процессов в области EV позволит оптимизировать весь процесс создания EV, от обработки образцов до интерпретации данных. Алгоритмы на основе ИИ могут улучшить поиск биомаркеров, оптимизировать процессы разработки EV и обеспечить контроль качества в режиме реального времени, тем самым ускоряя внедрение результатов исследований EV в клиническую практику.
· 3. Усовершенствованная технология проектирования и наведения на цель грузов:
Достижения в области генной и химической инженерии позволят более точно загружать терапевтические вещества, такие как siRNA, компоненты CRISPR и терапевтические белки, в внеклеточные везикулы (EV). Кроме того, методы модификации поверхности повысят специфичность нацеливания EV, что позволит доставлять терапевтические препараты в определенные ткани или типы клеток, тем самым максимизируя эффективность и минимизируя побочные эффекты.
· 4. Масштабируемое производство, соответствующее стандартам GMP:
Разработка масштабируемых платформ для производства внеклеточных везикул (EV), соответствующих требованиям надлежащей производственной практики (GMP), будет иметь решающее значение для коммерциализации терапевтических препаратов на основе EV. Инновации в конструкции биореакторов, автоматизированных системах изоляции и надежных мерах контроля качества обеспечат крупномасштабное и воспроизводимое производство EV, необходимое для клинических испытаний и коммерческого внедрения.
· 5. Всестороннее понимание биораспределения и механизмов действия внеклеточных везикул:
Расширение наших знаний о биораспределении внеклеточных везикул (EV), механизмах их поглощения и функциональности in vivo позволит разработать более эффективные терапевтические препараты на основе EV. Передовые методы визуализации, отслеживание отдельных частиц и моделирование in vivo обеспечат более глубокое понимание того, как EV взаимодействуют с целевыми клетками и тканями, что позволит рационально разрабатывать терапевтические препараты на основе EV с улучшенными терапевтическими индексами.
· 6. Трансляционная и клиническая валидация:
Совместные усилия академических кругов, промышленности и клинических учреждений будут способствовать тщательному тестированию и валидации диагностических и терапевтических средств на основе внеклеточных везикул (EV). Проведение хорошо спланированных клинических испытаний для оценки безопасности, эффективности и терапевтических результатов будет иметь первостепенное значение для утверждения EV в качестве надежных клинических инструментов.
· 7. Расширение терапевтических областей применения:
Помимо онкологии и регенеративной медицины, терапии на основе внеклеточных везикул (EV) перспективны для лечения широкого спектра заболеваний, включая нейродегенеративные заболевания, сердечно-сосудистые расстройства, аутоиммунные заболевания и инфекционные болезни. Изучение этих разнообразных областей применения расширит влияние исследований и разработки методов лечения с использованием EV.
· 8. Нормативно-правовые и этические аспекты:
Умение ориентироваться в нормативно-правовой базе и учитывать этические аспекты, связанные с терапией на основе внеклеточных везикул, будет иметь решающее значение для ее успешного внедрения в клиническую практику. Взаимодействие с регулирующими органами на ранних этапах разработки и соблюдение этических норм обеспечат более плавный процесс одобрения и общественное признание.
В заключение, сближение фундаментальных биологических знаний, технологических инноваций и клинических исследований продвигает исследования внеклеточных везикул к эпохе преобразований. Решая текущие проблемы и используя открывающиеся возможности, эта область готова раскрыть весь потенциал внеклеточных везикул в прецизионной медицине, предлагая новаторские решения для диагностики, лечения и профилактики множества заболеваний.
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