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echerzyki zewnatrzkomoérkowe (EVs, ang. extra-

cellular vesicles) sa to koliste struktury wywo-
dzace sie z blony komoérkowej o wielkosci od 30 nm
do 1 pm (ryc. 1). Wich populacji rozréznia si¢ mniej-
sze egzosomy (30—-120 nm, SEV, EXOs) i wieksze ek-
tosomy, mikropecherzyki (100—1000 nm, IEV; MVs,
ECTOs), pecherzyki egzosomopodobne (ELVs) i on-
kosomy (1-10 pm,ONVs) oraz ciatka apoptotyczne
(50 nm — 2 pm, ACs; 1,2); EVs naturalne, hybrydowe
(HE) i modyfikowane (MVs-MEXx; 3), wraz z podty-
pami przyporzadkowanymi do profili biatkowych
i zaleznymi od selektywnej metodyki pozyskania
(4). Mikropecherzyki sa wydzielane przez wszystkie

rodzaje komorek organizmu (donor cells, DCell), tak-
ze przez komorki macierzyste, rodzaj DCell definiuje
ich wtasciwosci biologiczne i potencjat eksperymen-
talny (1). Poczatkowo pecherzyki zewnatrzkomorko-
we byly uznawane za artefakty, zanieczyszczenia,
nieistotne,,worki na $mieci”,,,szczatki komoérek” (5).
Obecnosé,,pytu ptytkowego” obserwowano w pty-
nach ustrojowych juz w1946 r. (Chargaff i West), po-
twierdzono w1967 r. (Wolf) i opisano terminologicz-
niew1971r. (Aaronsoniin., 6). Pierwotne okreslenia
nadane EVs pokrywaty sie z dzisiejsza wiedza jedy-
nie w zakresie udowodnionej roli transportowania
metabolitow, ale obecnie wiadomo, ze majg tez wiele
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innych funkcji (7). Same metabolity petnig juz role
nieinwazyjnych narzadzi diagnostycznych nanome-
dycyny (8). Poza cytoplazmatycznym cargo przeno-
szg one elementy struktur blon komdérkowych; DNA,
miRNAs, lipidy, biatka i receptory btonowe (2). Zakres
informacji biologicznej ptynacej z EVs jest rozlegty,
gdyz s3 one wytwarzane przez komorki cztowieka,
zwierzat, pasozytow, bakteriiiroslin (9). Dostarczaja
tez wiedzy o patogenezie choréb wirusowych (10, 11).
Same moga podlega¢ modyfikacji z udziatem drob-
noustrojow (12, 13, 14). Moga modulowac aktywno-
$ci komorek uktadu immunologicznego wobec zmian
nowotworowych, transplantéw czy w przebiegu re-
akcji alergicznych (15). 0d 1984 do 2021 r. zaobserwo-
wano znaczny wzrost zainteresowania wykorzysta-
niem EVs w terapii zwierzat i ludzi. W szczegdlnosci
w medycynie cztowieka postep byt znaczny, zwtasz-
czawustaleniu metod izolacji EVs. Duzym problemem
wspo6tczesnych badan weterynaryjnych jest standa-
ryzacja przedanalitycznych protokotéw laboratoryj-
nych z wykorzystaniem markeréw i genéw referen-
cyjnych (9). EVs osiagnety rozpoznawalno$¢ poprzez
wielokierunkowe mechanizmy regeneracji tkanek,
sg one potencjalnie terapeutyczne w wielu choro-
bach cztowieka (16, 17) i zwierzat (18). Dajg one na-
dzieje na upowszechnienie dotad trudno dostepnego
lub niemozliwego leczenia; nadajac wykorzystaniu
mikropecherzykéw nowg terminologie ,,bezkomor-
kowych terapii komdrkowych”. Sg one okreSlane tez
jako ,,mediatory lekdw nowej generacji”; ryzyko wy-
korzystania EVs jest znaczaco nizsze niz w przypadku
komorek macierzystych czy juz opracowanych na-
nolekdw. Ze wzgledu na niepetne poznanie funkcji

50 nm=2 pm (ACs)
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a transition away from the utilization of synthetic implants and biomaterials.
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fizjologicznych EVs nowe kierunki badan sg niezwy-
Kkle obiecujace. Stwarzajg one nowe warto$ciowe moz-
liwosci diagnostyczne dla terapii ukierunkowanej
i tworzenia lekow spoza pétki farmaceutykow syn-
tetycznych (w tym przekraczajacych bariere krew —
mazg). Istotnym atutem mikropecherzykow jest ich
zgodno$¢ biologiczna i rzadkie wystepowanie tok-
sycznosci i dziatan niepozadanych. Eksperymenty
takie maja ogromne znaczenie z perspektywy nauk
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Ryc. 1. Zréznicowanie populacji pecherzykow zewnatrzkomadrkowych, A: komérka (DCell, 6 um-600 ym), B: ciatka apoptotyczne (50 nm
- 2 pm), C: egzosomy (30-120 nm), D: ektosomy, mikropecherzyki (100-1000 nm)
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weterynaryjnych i medycyny translacyjnej. Badania
na zwierzecych modelach doswiadczalnych sg nie-
zbedne do wprowadzenia lekéw na bazie mikrope-
cherzykdéw do badan klinicznych w celu opracowa-
nia Srodkéw leczniczych dla ludzi (3). Wspotczesne
techniki obrazowania (19) i solidne fundamenty me-
todologii badan komdrek macierzystych przyczy-
niaja sie do wiekszego powodzenia postepu nauki
w tym zakresie.

Mozliwe powiktania zabiegéw chirurgii stoma-
tologicznej, szczekowo-twarzowej oraz problemy
spotykane w protetyce, ortodoncji i periodontologii
sg duzg motywacja dlabadan mikropecherzykowych
terapii regeneracyjnych. Daja one nadzieje na odej-
$cie od wykorzystania biomateriatéw oraz implan-
tow, ktdre maja ograniczony czas uzywalnos$ci oraz
moga powodowac odczyny zapalne, autoimmuno-
logiczne i zaburzenia osteointegracji (20, 21). Dzia-
tania naprawczego i protekcyjnego EVs wobec tka-
nek jamy ustnej dowiedziono w doswiadczeniach na
zwierzetach. Umyszy udato sie w wyniku transplan-
tacji komorek zawigzka zeba wytworzy¢ nowy zab,
co jest przetlomowym odkryciem. U czlowieka ist-
nieje kilka istotnych ograniczen takich zabiegéw,
a jednym z nich jest dtugi fizjologiczny czas rege-
neracji zebow (22). W rezultacie transfer wiedzy do
ize stomatologii weterynaryjnej moze przyspieszy¢
tempo odkry¢ naukowych. Analiza bibliometryczna
globalnego trendu w terapiach mikropecherzyko-
wych wykazata jego silnie powigzanie z onkologia,
gerontologia, kardiologia, nefrologia, neurologia,
pulmonologia, ortopedia oraz endokrynologia (23);
inni autorzy podkreslaja tez duze znaczenie EVs
w ginekologii i potoznictwie, parazytologii i anali-
tyce medycznej (24). Rozwoj wiedzy o pecherzykach
zewnatrzkomorkowych w tych dziedzinach wynika
ze szczegoblnego obcigzenia gospodarki chorobami
przewlektymi spoteczenstw (25) oraz mniejszego
dylematu natury etycznej ich wykorzystania. Natu-
ralng koleja rzeczy jest, ze w stomatologii réwniez
nastapi znaczacy progres. Stan zdrowia jamy ust-
nej koreluje z ogdlng kondycja organizmu. Zapalenie
przyzebia zostato powigzane juz z wieloma choroba-
mi ogdlnoustrojowymi, w tym cukrzyca, choroba-
mi uktadu krazenia i nerek (26), przewlektym bélem
odcinka szyjnego kregostupa i stawéw skroniowo-
-zuchwowych (27); co dotyczy réwniez w pewnym
stopniu zwierzat (28). Warto podkresli¢, ze zachowa-
nia higieniczne jamy ustnej moga modyfikowac ry-
zyko rozwoju wielu choréb, w tym demencji u czto-
wieka (29). Moga one mieé tez charakter wrodzony
lub wigza¢ sie z przyjmowanymi lekami. Kwalifika-
cja do leczenia chordb zebéw i przyzebia jest istot-
na statystycznie u cztowieka (30). Wér6éd zwierzat
problem ten jest jeszcze bardziej znaczacy, diagno-
zuje sie u nich czesciej zmiany resorpcyjne i ubyt-
ki tkanek twardych zebow (todaysveterinarypracti-
ce.com; 31, 32). Znaczacy wzrost prewalencji choréb
jamy ustnej w poréwnaniu do badan retrospektyw-
nych odnotowano u pséw, moze by¢ to spowodowa-
ne czestszym zgtaszaniem sie wtascicieli do lecznic
weterynaryjnych, co jednak nie umniejsza skali pro-
blemu. Do najczestszych z nich zalicza sie choroby

przyzebia, ktore czesto prowadza do zmian degra-
dacyjnych w obrebie przyzebia, czyli do przewlekte-
go zapalenia przyzebia (peridontitis; 33).

Komorki macierzyste zebow (tooth germ tissue)
znajduja sie w szczece, kosci siekaczowej i zuchwie,
ito znich wczasie rozwoju osobniczego rozwijaja sie
zeby (34). Zdolnosci proliferacyjne w kierunku komo-
rek zebotworczych i regeneracji tkanek jamy ustnej
maja komoérki r6znego pochodzenia — z moczu (35),
gleju i komérek nerwowych, embrionalnych komé-
rek macierzystych, szpiku kostnego (36), komoérek
progenitorowych miazgi zeba (37), wiezadel przyze-
bia i brodawki wierzchotkowej i mieszkow zebowych
(34) oraz tkanki ttuszczowej (38). Komorki z powo-
dzeniem pozyskuje sie do hodowli z zebéw mlecz-
nych i réznicuje sie je w linie osteogenne i odonto-
blastyczne, chondrogenne, adipogenne, miogenne,
endotelialne i neuronalne (36, 39). Tkanki o ograni-
czonej zdolnos$ci regeneraciji, takie jak szkliwo, zebina
icement (40), sa przedmiotem badan o szczegdlnym
znaczeniu. Pojawiajgce sie doniesienia o mozliwo-
Sciach zastosowania EVs w stomatologii regenera-
cyjnej otwieraja droge do kolejnych innowacji.

Izolacja i wykorzystaniu mikropecherzykow
w stomatologii weterynaryjnej

Pecherzyki zewnatrzkomoérkowe najczesciej sg pozy-
skiwane in vitro i moga by¢ stosowane in vivo. Komorki
macierzyste maja duze zdolno$ci do ich wytwarza-
nia, cho¢ same EVs nie potrafia sie dzieli¢. Jednak nie
stanowi to przeszkody, poniewaz EVs sa tatwo do-
stepne (ryc. 2). Mozna je pozyskiwac bez wptywu na
dobrostan zwierzat z zebéw madroSci, mlecznych,
nadliczbowych i zatrzymanych (39), wydzielin, wy-
dalin i ttuszczu. Z powodzeniem tworzy¢ z nich pre-
paraty autologiczne jak i allogeniczne. Cho¢ nawet
zastosowanie pecherzykow ksenogenicznych moze
dawa¢ efekt podobny do EVs allogenicznych (41).
Wzbogacanie lek6w na bazie komérek macierzy-
stych w mikropecherzyki moze wzmacnia¢ kornco-
wy efekt terapeutyczny, a same EVs uznano za bez-
pieczne i bogate zrédto cytokin i czynnikéw wzrostu
odpowiedzialnych za ten proces. Pecherzyki, w tym
EVs, wzbogacone w substancje biologicznie czynne,
moga by¢ kierowane bezposrednio lub same wykazy-
wac predylekcje do uszkodzonych tkanek, gdzie toczy
sie proces zapalny (42). Mikropecherzyki pochodza-
ce z komorek prozapalnych lub poddanych streso-
wi wykazuja zwykle wyzszy potencjal angiogenny,
co mozna wykorzysta¢ w modulacji procesu gojenia.
Cho¢ wiadomo, iz sprzyjaja one takze neurogenezie,
mechanizm regeneracji wtékien nerwowych nie zo-
stat w petni wyjasniony (43). Nowym etapem poszu-
kiwan w terapii EVs na modelach doswiadczalnych
jest wiec opracowanie metody umozliwiajacej jed-
noczesny prawidtowy przebieg procesu angiogene-
zy i neurogenezy. A w przypadku utraty zebow tak-
ze odbudowy zebodotu (44).

Dotychczas najmniej rozwigzan przedstawiono
dlaregeneracji szkliwa. Wykazano, ze biatka matry-
cy szkliwa (EMP) posiadajg wtaSciwosci naprawcze
w obrebie uszkodzen przyzebia (45). Amelogeniny
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MOZLIWOSCI POZYSKANIA, ROZNICOWANIA I IZOLACJI PECHERZYKOW ZEWNATRZKOMORKOWYCH
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Ryc. 2. Mozliwosci pozyskania, réznicowania i izolacji pecherzykéw zewnatrzkomorkowych

s3 takimi biomimetycznymi zwigzkami symuluja-
cym odtwarzanie cementu korzeniowego i wieza-
det ozebnej; wraz z implantem autogenicznej kosSci
moga prowadzi¢ do miejscowej regulacji osteoge-
nezy wyrostka zebodotowego (46). Podczas $ciera-
nia sie zebéw lub w préchnicy tkanka reparacyjng
jest stabo zorganizowana zebina; komérki macie-
rzyste odontoblastyczne pochodzace z miazgi zeba
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inicjujg jej rozwdj. Komorki szkliwopodobne uzy-
skano w hodowli z komdrek brodawki mezenchy-
malnej i narzadu szliwotworczego (44). Ameloge-
niny i produkty ich degradacji stwarzaja srodowisko
mineralizacji szkliwa, ale majg réwniez zastosowa-
nie w procesach gojenia ran skory i btony sluzowej
jamy ustnej (47). Wraz z enamelinami sa wytwarzane
przez ameloblasty (48). Mechanizmy syntetycznego
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iregenerowanego rozwoju szkliwa s coraz lepiej po-
znane (49); komunikacja miedzykomoérkowa odkrywa
w nich szczegdlna role. Mimo dotychczasowych do-
niesien nie zgromadzono jeszcze rozlegtej literatu-
ry o interakcji pecherzykow zewnatrzkomorkowych
zkomorkami zaangazowanymi w organogeneze ze-
béw. Potwierdzono, ze egzosomy s3 zdolne do wie-
lokierunkowego réznicowania komoérek zebotwor-
czych i syntezy macierzy, wraz z amelogening (50).
Eksperyment Jiang i in. potwierdzit za$, ze zaki6cenie
syntezy egzosomoéw skutkuje zaburzeniem formacji
szkliwa i zebiny (51, 52). Wyzwaniem dla regeneracji
szkliwa jest odtwarzanie struktur hydroksyapatyto-
wych (53), udato sie to Fang i in., ktdrzy wykorzysta-
li biomimetyczne biatka macierzy szkliwa (54). EVs
pochodzace z ameloblastéw i komdrek nabtonko-
wych moga przyczynic sie cho¢ do czesciowego od-
tworzenia szkliwa; to wtasnie mikroSrodowisko ze-
wnatrzkomodrkowe decyduje o procesie mineralizacji
— biatka w macierzy zawiaduja inicjacja tworzenia,
architektura i upakowaniem krysztatéw zwigzkoéw
mineralnych tej tkanki (49).

Uzyskanie wiekszej ilo$ci danych o wptywie pe-
cherzykow zewnatrzkomoérkowych na procesy rege-
neracji wymaga jeszcze wielu prac eksperymental-
nych i testow na zwierzetach. Okazuje sie bowiem, ze
nie tylko proste rozwigzania moga przynosic znacz-
ne korzysci. Potgczono hodowle komérek macierzy-
stych pochodzacych z ludzkiej miazgi zeba i tkan-
ki ttuszczowej cztowieka, co wzmocnito koricowy
efekt terapii regeneracyjnej. Pecherzyki pozyska-
ne z tkanki ttuszczowej wykazaty tez potencjat od-
budowy ubytkéw zuchwy u myszy (50). U cztowieka
podaz pecherzykow apoptotycznych pozyskanych
z miazgi zgba doprowadzita ponadto do zwieksze-
nia ekspresji genéw angiogenezy. Poprzez taka re-
waskularyzacje regeneracja miazgi zeba przebiegata
znacznie wydajniej (52). Komoérki macierzyste po-
chodzenia mezenchymalnego (MSC) badano tez pod
katem wptywu na neurony dopaminergiczne, mia-
ly one dziatanie antyapoptotyczne w indukcji 6-hy-
droksy-dopaming. Na modelu mysim wykazano, ze
indukuja one szybkie gojenie si¢ ran poprzez anta-
gonistyczne dziatanie wzgledem I1-1 (16). Wtasciwo-
$ci komoérek macierzystych i EVs mozna modulowac
z wykorzystaniem réznych technik zabiegowych;
u psa fotobiomodulacja laserem diodowym stymu-
luje komorki macierzyste miazgi zebowej i poteguje
aktywno$¢ biologiczna pochodzacych od nich egzo-
somo6w. Te kumuluja w leczonej tkance wapn, fosfor
ifosfataze alkaliczng oraz regulujg ekspresje genéw
odpowiedzialnych za reparacje (53).

U kota mikropecherzyki zostaty zobrazowane po-
miedzy wierzchnig warstwg cementu a cemento-
blastami, co moze wskazywac na ich udziat w ini-
cjowaniu cementogenezy (54, 55). EVs moga by¢
wykorzystywane do regulacji przebudowy kosci,
ozebnej i cementu korzeniowego (55). U psa EVs w tym
celu izolowano ze szpiku kostnego, tkanki ttusz-
czowej, pepowiny, tozyska i miazgi zebowej. Ko-
rzySci terapeutyczne komoérek macierzystych tych
tkanek okreslono jako parakrynne. Ich przewaga
sa zdolnosci zwiekszania angiogenezy, hamowania

apoptozy i redukowania widknienia (56). Wydziela-
nie EVs jest zalezne od warunkéw hodowli komoérek
macierzystych, ktére w Srodowisku hipoksji, w wa-
runkach nasladujacych niedokrwienie, o znaczaco
wspomaga gojenie sie ran (57), co nie zostato jesz-
cze wystarczajaco przetestowane ze wzgledu na ga-
tunek zwierzecia.

Nieinwazyjnym narzedziem diagnostycznym
w weterynarii moga by¢ egzosomy pozyskiwane ze
sliny (58). Sa one wydzielane przez komoérki gruczo-
16w Slinowych. W zalezno$ci od Srodowiska przyze-
bia moga prowadzi¢ do wzmocnienia stanu zapal-
nego lub go redukowac (59). W $linie ps6w dominuja
biatka apoptotyczne i adhezyjne, ktore odgrywaja
wazna role w procesach przeciwzapalnych i rege-
neracyjnych. Slina psa w poréwnaniu do czlowieka
posiada o wiele wiecej czynnikéw wzrostu fibrobla-
stow i naskérkowego czynnika wzrostu (60). Komor-
ki nabtonka gruczotéw slinowych maja tez zwiek-
szony wychwyt mikropecherzykdéw, podane in vivo
myszom przyczynily sie do regeneracji obturacyj-
nego zapalenia Slinianek (61).

Mozna zauwazy¢ zainteresowanie wykorzysta-
niem EVs pochodzacych z MSC w wielu dziedzinach,
m.in. w anestezjologii, jako sSrodkéw analgetycznych
(62) w bdlu pourazowym, przewlektym, zapalnym
czy neuropatycznym, lub ich wzmozong sekrecje
w wyniku zastosowania réznych zabiegéw fizjote-
rapeutycznych (63). Duze zasoby wiedzy na temat
biogenezy oraz sekretomu EVs, a takze zaobserwo-
wane korzysci zwigzane z bezpieczenstwem uzy-
cia przemawiajg na rzecz tych badan. Ponadto, EVs
moga by¢ tatwo pozyskiwane, przechowywane i sto-
sowane w réznych formach podania (64). Warto za-
znaczy¢, ze zachowuja one duza stabilnos¢ podczas
przechowywania takze w stanie zamrozonym (56).

Niedawne badania posunety sie w kierunku bio-
inzynierii sztucznych egzosomdw. Biomimetyczny
nanomaterial mozna poddawac glikolizacji, co po-
zwala wydtuzy¢ czas krazenia egzosomow w organi-
zmie; zastosowanie transportu przeciwcial i pepty-
dow wptyneto na celowang biodystrybucje. Kliniczne
zastosowanie sztucznych egzosoméw posiada jednak
wiecej ograniczen, brak petnej tolerancji immuno-
logicznej oraz niepetne jest odwzorowanie natural-
nych wtasciwosci pecherzykéw, co podkresla potrze-
be poszukiwania naturalnych no$nikéw. Mozemy
przewidywac, ze w przysztosci sztuczne mikrope-
cherzyki poprawig jako$¢ opieki zdrowotnej. Jednak
juz teraz wnoszg one istotny wktad w rozwoj medy-
cyny translacyjnej (65) i zwieksza zainteresowanie
ich wykorzystaniem w stomatologii.

Podsumowanie

Na podstawie zebranych danych mozna stwierdzic,
ze technologia mikropecherzykéw zewnatrzko-
moérkowych w terapii regeneracyjnej ma znaczacy
potencjat innowacyjny. Ten postep moze wywierac
istotny wptyw na rozwdj stomatologii cztowieka, co
czyni to zagadnienie réwnie interesujagcym w kon-
tekScie medycyny weterynaryjnej. Anatomia jamy
ustnej jest znaczaco zréznicowana wérdd zwierzat.
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Wystepuja u nich liczne przystosowania gatunkowe;
takie jak zmienne pH §liny, adaptacje do pobierania
i rozdrabniania pokarmu oraz zréznicowana dieta.
U niektérych zwierzat zeby majg zdolnos¢ do wzro-
stu przez cale zycie i sa regularnie Scierane; rozwi-
jaja sie w réznym tempie. Te zréznicowania sg in-
spiracja dla prowadzenie interesujacych projektéw
badawczych i poszukiwania nowych mozliwosci izo-
lacji wykorzystania EVs, ktdre wcigz nie zostaty do-
statecznie poznane. Wzbudza to nadzieje na odkrycie
innowacyjnych metod leczenia i poprawe dobrosta-
nu zaréwno zwierzat, jak i cztowieka.
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