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Ptynna biopsja jako innowacyjna metoda
w diaghostyce egzosomow u psow i kotow
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Przyrodniczego we Wroctawiu

iopsja chirurgiczna uwazana jest za zloty stan-
dard w diagnostyce litych guzéw nowotworowych.
Badanie to oparte jest na morfologii zmiany nowo-
tworowej. Jednak coraz wiecej nowotwordw profilo-
wanych jest molekularnie, aby mdc podja¢ decyzje
dotyczaca ich leczenia. Ponadto budowa molekular-
na zmiany, napedzana przez mikrosrodowisko guza,
moze dynamicznie zmienia¢ si¢ w czasie. Biopsja chi-
rurgiczna ma tez ograniczong dostepnos¢ kliniczng
(np. biopsja nadnerczy), niekiedy nawet moze spo-
wodowac¢ szkodliwe komplikacje (np. biopsja nerki).
Przedstawione wady biopsji tkanek przyczynity sie

do poszukiwania nowoczesnej diagnostyki molekular-
nej ptynéw ustrojowych (tzw. ptynna biopsja). Mate-
riatem do badan sg wszystkie ptyny organizmu: krew,
mocz, mleko, siara, nasienie czy poptuczyny pecherzy-
kowo-oskrzelikowe. Technika ta jest mato inwazyjna
iumozliwia wglad w stan guza w czasie rzeczywistym.
Ponadto w niektdrych przypadkach umozliwia réw-
niez diagnostyke heterogennego guza (lub wielu zmian
przerzutowych). Kolejna zaleta jest czestotliwos$¢ wy-
konywania badan. Biopsje plynna mozna wykonywaé
z wieksza czestotliwoscig, np. przy okazji badan morfo-
logicznych i biochemicznych krwi czy badania moczu.
Biopsje ptynne zmian nowotworowych dzielq sie na
trzy gtéwne kategorie oparte na materiale pochodzenia
nowotworowego w plynach ustrojowych: diagnostyce
krazacego DNA guza (circulating tumor DNA-ctDNA),
krazacych komoérkach nowotworowych (circulating tu-
mor cells-CTC) oraz na podstawie pochodzacych z guza
egzosomow i innych pecherzykow zewnatrzkomor-
kowych (extracellular vesicles-EV). Wyzwaniem dla
diagnostyki krazacych komorek nowotworowych jest
fakt, ze niektdre nowotwory uwalniajg tylko ograni-
czong ich liczbe. Dlatego najbardziej obiecujacym ty-
pem biopsji ptynnej jest diagnostyka egzosomoéw (1).

Egzosomy

Egzosomy to pecherzyki zewnatrzkomoérkowe, ktére
po raz pierwszy zostaty opisane w latach 40. XX wie-
ku. Jednak przez kilkadziesiat lat egzosomy nie cie-
szyly sie zbytnig popularno$cia, poniewaz poczat-
kowo uwazano je za czasteczki usuwajace zbedne
produkty metabolizmu komoérkowego. Jednak w po-
towie 2000 r. dokonano waznego odkrycia dotycza-
cego egzosomoéw, ktdry zmienit ten trend. Termin
»egzosom” uzyty zostal pierwszy raz przez John-
stone’a w roku 1987. Proces uwalniania tych czastek
wydawat sie¢ bowiem ,,podobny do odwrotnej en-
docytozy”, stad powstatla jego nazwa ,,egzosom”,
co z greckiego ,,éksd” znaczy ,,na zewnatrz” (1).

Zycie Weterynaryjne « 2023 « 98(7)

Liquid biopsy as an innovative method in the diagnosis of exosomes in
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The aim of this review was to assess the current applications of exosomes
in veterinary medicine, particularly in dog and cat patients. Exosomes are
extracellular vesicles derived from all types of cells and released into all biological
fluids (blood, plasma, serum, urine, breast milk, colostrum). They contain proteins,
nucleic acids, and lipids. Exosomes represent a potential sensitive biomarkers.
Liquid biopsy offers itself as a non-invasive or minimally invasive, pain-free,
time-saving alternative to conventional tissue biopsy. Exosomes find their major
application in neoplastic diseases, but applications in the field of veterinary
cardiology, nephrology, reproduction, parasitology, and regenerative medicine
are currently being explored. Exosome-mediated drug formulations is being
developed since they can transport biologically active molecules. Exosomes
can therefore be used as diagnostic, prognostic, and therapeutic tools.
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Dzi$ wiemy, ze egzosomy to kuliste struktu-
ry ograniczone warstwowa lipidowa, naturalnie
uwalniane przez wszystkie komoérki do Srodowi-
ska zewnatrzkomodrkowego, rowniez przez komoérki
nowotworowe. Egzosomy naleza do populacji mikro-
pecherzykéw btonowych, ktére ze wzgledu na swo-
ja wielko$¢, pochodzenie oraz mechanizm dziatania
mozna podzieli¢ na trzy gtéwne grupy. Pierwsza gru-
pa sa pecherzyki wielkosci od 30 do ok. 200 nm, czyli
egzosomy, natomiast kolejne dwie grupy to peche-
rzyki powyzej 200 nm, czyli ektosomy/mikropeche-
rzyki (microvesicles, MVs) oraz ciatka apoptyczne.
Zgodnie z najnowszymi wytycznymi opublikowa-
nymi przez Miedzynarodowe Towarzystwo Peche-
rzykéw Pozakomorkowych sugeruje sig, aby subpo-
pulacje pecherzykéw zewngtrzkomérkowych byty
klasyfikowane wedtug ich wielko$ci, gestosci, skta-
du biochemicznego i pochodzenia komérkowego (2).

Egzosomy tworzone s3g przez wgtebionie btony
p6znych endosomdw, czyli tzw. ciata wielopeche-
rzykowe (multiviscular body-MVB). Wewnatrz nich
znajduja sie DNA, RNA, biatka, lipidy, struktura cu-
kru, metabolity, a nawet cze$¢ organelli (3). Stosun-
kowo wysoka powtarzalno$¢ sktadu zawarto$ci biat-
ka wiekszosci egzosoméw wskazuje, ze sposéb ich
powstawania nie jest przypadkowy, ale jest Scisle
ukierunkowany, zalezy od dostepnos$ci unikalnych
i specyficznych biatek, a takze rodzaju komorki (3).
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Egzosomy pochodzenia nowotworowego

Egzosomy pochodzenia nowotworowego (tumor
derived exosomes-TEX) sa wzbogacone o czynniki,
ktdre promujg wzrost nowotworu i aktywno$¢ im-
munosupresyjng, takie jak ligandy indukujace apop-
toze zwigzane z czynnikiem martwicy nowotwordow
(TNF) dla receptoréw apoptozy (FasL lub TRAIL), li-
gandy dla receptoréw punktéw kontrolnych, takich
jakligand programowanej $mierci 1 (PD-L1), cytoki-
ny immunosupresyjne (IL-10 i transformujacy czyn-
nik wzrostu-beta (TGF-p1), prostaglandyne E2. Jed-
noczes$nie TEX moga zawiera¢ rowniez antygeny
zZwigzane z nowotworem i czgsteczki kostymuluja-
ce, rozne receptory czynnikéw wzrostu, takie jak re-
ceptor naskérkowego czynnika wzrostu (EGFR) czy
receptor ludzkiego naskérkowego czynnika wzro-
stu 2 (HER-2), ktére umozliwiaja stymulacje komo-
rek uktadu odpornosciowego i promuja odpowiedz
przeciwnowotworowa. Taki profil molekularny na-
daje egzosomom nowotworowym podwojng zdolno$¢
do posredniczenia w ttumieniu lub aktywacji odpo-
wiedzi immunologicznej (mogga zaréwno wchodzi¢
winterakcje z komérkami dendrytycznymi, jakiin-
dukowac odpowiedZ komoérek T (4).

Doniesiono, ze komoérka rakowa moze uwolnic po-
nad 20 000 tych pecherzykéw w ciggu 48 godz. (5),
podczas gdy catkowita liczba pecherzykéw zewna-
trzkomoérkowych w osoczu krwi zostata oszacowana
na 10’ do 10" EV/mL (6). Ilo$¢ egzosoméw pochodze-
nia nowotworowego jest wieksza niz egzosomow po-
chodzacych z prawidtowych tkanek, zwigzane jest to
z podwyzszong aktywnoscig metaboliczng komorek
nowotworowych oraz obnizonym pH, ktére sprzyja-
ja procesom proliferacji (7).

Dodatkowo, ze wzgledu na ich dwuwarstwowg
strukture lipidowa, zmniejszong immunogennos¢
ibiokompatybilno$¢, egzosomy odgrywaja znaczaca
role w sygnalizacji wewnatrzkomérkowej i komuni-
kacji. Egzosomy biora réwniez udziat w autofagii, do-
starczaniu energii, tworzeniu przyjaznego mikrosro-
dowiska guza, przekazywaniu informacji genetycznej
zlekiem/genem, biorg udziat w homeostazie komor-
kowej i immunomodulacji (1). TDE niosa miRNA, mRNA
i DNA pochodzenia onkogennego, ktére indukujg zto-
§liwg transformacje komorek i sprzyjaja naciekaniu
komorek nowotworowych. Komoérki rakowe wydzie-
laja egzosomy, aby przeprogramowac swoje otocze-
nie do mikrosrodowiska, ktére bedzie promowacé pro-
gresje nowotworu i przerzuty poprzez transformacje
nabtonkowo-mezenchymalng, degradacje macie-
rzy zewnatrzkomoérkowej i przeciekanie naczyn (1).

Diagnostyka egzosomow w biopsji ptynnej

Postep wiedzy o zastosowaniu klinicznym egzoso-
méw w biopsji ptynnej nadal stoi przed powazny-
miwyzwaniami, ktére utrudniajg ich zastosowanie
kliniczne. Pierwszym krokiem torujgcym droge do
wykorzystania egzosomow jest ich izolacja. Wpro-
wadzone z sukcesem rézne metody izolacji egzo-
somo6w zapewniajg uzyskanie wiarygodnych wy-
nikéw. Egzosomy izolowane z r6znych bioptynéw

zawierajg od tysiecy do miliardéw egzosoméw na
mikrolitr probki.

Egzomy s3 wydzielane do licznych ptynéw ustro-
jowych, takich jak osocze, surowica, $lina, mleko,
mocz, nasienie, ptyn pecherzykowo-oskrzelowy
(BALT), $lina, ptyn mézgowo-rdzeniowy, ptyn owo-
dniowy, optucnowy i osierdziowy (1).

Ze wzgledu na niewielkie rozmiary egzosoméw
iich niejednorodnos¢ pod wzgledem wielkosci, funk-
cji lub Zrédta pochodzenia ich izolacja jest trudna.
Ponadto wigkszos¢ dzisiejszych technologii izola-
cjinie jest w stanie catkowicie oddzieli¢ egzosoméw
od biatek (immunoglobulin, albumin) i lipoprotein
o wysokiej gestosci, niskiej i bardzo niskiej gestosci
— chylomikronéw (HDL i LDL, VLDL). Wysokowydaj-
na izolacja egzosoméw i separacja od zanieczysz-
czen to obecnie gtéwny problem, ktéry ma kluczo-
we znaczenie dla dalszej analizy egzosoméw. Z tego
powodu stale podejmowane sg kroki w celu ulepsze-
nia i standaryzacji tych metod.

Ultrawirowanie jest podstawowga metoda separacji
egzosomoéw ze wzgledu na wysoki poziom zdolnosci
przetwarzania agregat6w biatkowych i zanieczysz-
czenia lipoproteinami. Wysoka liczba egzosoméw
uzyskanych tg metoda znacznie utrudnia ich oce-
ne iloSciowa i analize funkcjonalng. Ultrawirowa-
nie zapewnia wysoka czysto$¢ izolowanych eg-
zosoméw oraz zachowuje ich strukture i funkcje.
Ultrawirowanie polega na sekwencyjnej separacji
gestosci, wielkosci i ksztattu czastek statych oraz
substancji rozpuszczonych. W tych procedurach
400 x g pomaga usung¢ komorki i duze szczatki ko-
morek, 10 000-20 000 x g usuwa duze szczatki i nie-
naruszone organelle, a 100 000-150 000 x g stuzy do
osadzania egzosomow (8).

Ultrafiltracja opiera sie na membranach o okre-
$lonej Srednicy poréw (0,22 pm) w celu izolowania
czastek o okreslonej wielko$ci. Dlatego otrzymane
egzosomy s3 definiowane przez rozmiar. Ten pro-
tokdt moze by¢ stosowany jako uzupetnienie ultra-
wirowania w celu oddzielenia duzych mikropeche-
rzykow i egzosomow.

Chromatografia immunopowinowactwa to tech-
nologia izolacji i oczyszczania oparta na specyficz-
nym wigzaniu przeciwciat i ligandéw w celu oddzie-
lenia pozadanych substancji od heterogenicznych
mieszanin. Technika przeznaczona do szybkiej izo-
lacji egzosomdw, ktére mozna izolowaé w oparciu
o okreslone przeciwciata. Metody te nie potrafig wy-
kry¢ antygenéw wewnatrzkomoérkowych. Te unieru-
chomione przeciwciata sg wykorzystywane do wizu-
alizacji wychwyconych egzosoméw. Chromatografie
immunopowinowactwa mozna potgczy¢ z ultrawi-
rowaniem i ultrafiltracja w celu oceny prébek wol-
nych od komorek.

Chromatografia wykluczania (size exclusion chro-
matography — SEC) jest metodg izolacji oparta na roz-
miarze. Wykonuje sie ja po odwirowaniu lub filtracji
(w celu usuniecia wigkszych komoérek). Mate biatka, ta-
kie jak albumina, sg zatrzymywane w fazie stacjonar-
nej, podczas gdy wieksze czastki, w tym egzosomy, elu-
uja szybciej. Ta technika jest szybsza niz ultrawiréwka
i pomaga uzyskac egzosomy o wysokiej czystoSci.
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Narzedzia mikroprzeptywowe do rozdzielania
pecherzykéw zewnatrzkomorkowych mozna ogol-
nie sklasyfikowac jako oparte na wielkos$ci lub opar-
te na powinowactwie immunologicznym w swoim
dziataniu. Urzadzenie mikroprzeptywowe zapew-
niaja duza predkos¢ i mata objeto$¢ probki. Urza-
dzenia mikroprzeptywowe wykonane z elastomerow
(przede wszystkim polidimetylosiloksan) sg zazwy-
czaj przeznaczone do zastosowan jednorazowych (9).

Gotowe zestawy do izolacji egzosoméw moga by¢
jedna z wygodnych technik izolowania egzosomow
przy uzyciu komercyjnego zestawu do izolacji eg-
zosomoOw. Zapewniajg peing i szybka izolacje przy
uzyciu kolumny wychwytujace;j.

Jako medium stosuje sie glikol polietylenowy
(PEG), a egzosomy zbiera sie w warunkach wirowa-
nia, zmniejszajac rozpuszczalnosé egzosomoéw. Jed-
nak czysto$¢ i stopien odzysku sg stosunkowo niskie
idaja fatszywie dodatnie wyniki, a wytworzony po-
limer jest trudny do usuniecia, co nie sprzyja p6z-
niejszej funkcjonalnej analizie eksperymentalne;j.

Jednym z najwazniejszych problemoéw, z jakimi
boryka sie diagnostyka egzosomow, jest brak konsen-
susu co do metod okres$lania pecherzykow zewnatrz-
komoérkowych z bioptynéw. Klasyczne ultrawirowa-
nie jest metoda czasochtonng, w przeciwienstwie do
komercjalizowanych zestawdw, czesto tez jest do$¢
drogie, zwtaszcza gdy wymaga analizy wielu prébek.
Istotng kwestig jest objeto$¢ probki, z punktu wi-
dzenia praktyka pozadana jest mata objetosci probki
(biorac pod uwage diagnostyke ras matych i minia-
turowych pséw), ale niska wydajnos$¢ pecherzykow,
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spowodowana zanieczyszczeniem prébki biatkami
lub lipidami o podobnej gestosci i rozmiarach, jest
gltéwnym czynnikiem ograniczajacym.

Wszystkie te techniki majg zalety i wady, a po-
taczenie dwoch lub wiecej technik jest najlepsza
opcja izolacji egzosomodw z réznych bioptynéw. Ko-
lejnym problemem, przed ktérym stoi diagnostyka
egzosomow, jest rozréznienie miedzy egzosoma-
mi pochodzenia nowotworowego (TEX), od egzo-
soméw pozostatych, pochodenia nienowotworo-
wego (non-TEX; 10).

Aktualne wyzwania i perspektywy

Nowatorskie skupienie sie na egzosomach pocho-
dzacych z guzéw nowotworowych w biopsji ptynnej
stanowi nowe wyzwanie w badaniach nad rakiem.
Biopsja ptynna guzéw stanowi obiecujace niein-
wazyjne podejscie diagnostyczne i prognostycz-
ne. Niestety zastosowanie egzosoméw w medycy-
nie weterynaryjnej jest na wczesnym etapie badan.
Na 220 artykutéw opublikowanych w czasopismach
naukowych tylko kilkanascie dotyczy pséw i kotow
(dane na sierpien 2022; 12). Egzosomy znajdujg swo-
je gtdwne zastosowanie w chorobach nowotworo-
wych, ale obecnie prowadzone sg badania nad zasto-
sowaniem w dziedzinie kardiologii weterynaryjnej,
nefrologii, rozrodu, parazytologii i medycyny rege-
neracyjnej. Egzosomy moga by¢ zatem wykorzysty-
wane jako narzedzia diagnostyczne, prognostycz-
ne, aw niektoérych przypadkach takze terapeutyczne
(11, 12; tab. 1).

Tabela 1. Przeglad aktualnych zastosowan egzosoméw w diagnostyce u pséw i kotow (11, 12)

Dziedzina Zastosowanie Gatunek
Onkologia osteosarkoma pies
Onkologia osteosarkoma pies
Onkologia nowotwor listwy mlecznej pies
Onkologia guz limfatyczny pies
Onkologia guz weneryczny, gruczorak sutka kot
Kardiologia niedomykalnos$¢ zastawki mitralnej, pies

przewlekta niewydolnos¢ serca

Kardiologia kardiotoksyczno$¢ doksyrubicyny pies
Rozrod jako$¢ nasienia pies
Rozrod jakos¢ siary pies
Nefrologia przewlekta niewydolnosé nerek pies, kot
Parazytologia | leiszmanioza pies
Ortopedia leczenie ran pies

i gojenie ran

Materiat do badan Izolacja Diagnostyka
hodowla wirowanie NTA
komérkowa
surowica wirowanie NTA
hodowla wirowanie TEM
komorkowa
hodowla wirowanie NTA
komérkowa
hodowla wirowanie TEM
komorkowa
z biopsji
osocze ultrawirowanie cytometria przeptywowa,
TEM, NTA
osocze chromatografia TEM
réznicowa
MSC pochodzace ' Invitrogen Total Exosome  TEM
z psiej tkanki
tluszczowej
siara ultrawirowanie Western blot, TEM
mocz Total Exosome Isolation  Immunoblot, SEM
albo miRCURY Exosome
Isolation Kit Cells
surowica zestaw ExoQuick cytometria przeptywowa,
TEM, DLS
MSCs ultrawirowanie analiza
cytofluorymetryczna

Zastosowanie

prognozowanie

prognozowanie
i diagnostyka

diagnostyka
diagnostyka

terapia

diagnostyka

diagnostyka

diagnostyka

diagnostyka
diagnostyka

prognozowanie

zastosowanie
terapeutyczne

DLS - dynamiczne rozpraszanie $wiatta (z ang. Dynamic Light Scattering), MSCs — mezenchymalne komérki macierzyste (z ang. Mesenchymal Stem Cells), NTA - metoda
$ledzenia nanoczastek (z ang. Nanoparticle Tracking Analysis Technology), TEM - transmisyjny mikroskop elektronowy (z ang. Transmission Electron Microscope)
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