
Biopsja chirurgiczna uważana jest za złoty stan-
dard w diagnostyce litych guzów nowotworowych. 

Badanie to oparte jest na morfologii zmiany nowo-
tworowej. Jednak coraz więcej nowotworów profilo-
wanych jest molekularnie, aby móc podjąć decyzję 
dotyczącą ich leczenia. Ponadto budowa molekular-
na zmiany, napędzana przez mikrośrodowisko guza, 
może dynamicznie zmieniać się w czasie. Biopsja chi-
rurgiczna ma też ograniczoną dostępność kliniczną 
(np. biopsja nadnerczy), niekiedy nawet może spo-
wodować szkodliwe komplikacje (np. biopsja nerki).

Przedstawione wady biopsji tkanek przyczyniły się 
do poszukiwania nowoczesnej diagnostyki molekular-
nej płynów ustrojowych (tzw. płynna biopsja). Mate-
riałem do badań są wszystkie płyny organizmu: krew, 
mocz, mleko, siara, nasienie czy popłuczyny pęcherzy-
kowo-oskrzelikowe. Technika ta jest mało inwazyjna 
i umożliwia wgląd w stan guza w czasie rzeczywistym. 
Ponadto w niektórych przypadkach umożliwia rów-
nież diagnostykę heterogennego guza (lub wielu zmian 
przerzutowych). Kolejną zaletą jest częstotliwość wy-
konywania badań. Biopsję płynną można wykonywać 
z większą częstotliwością, np. przy okazji badań morfo-
logicznych i biochemicznych krwi czy badania moczu.

Biopsje płynne zmian nowotworowych dzielą się na 
trzy główne kategorie oparte na materiale pochodzenia 
nowotworowego w płynach ustrojowych: diagnostyce 
krążącego DNA guza (circulating tumor DNA- ctDNA), 
krążących komórkach nowotworowych (circulating tu-
mor cells-CTC) oraz na podstawie pochodzących z guza 
egzosomów i innych pęcherzyków zewnątrzkomór-
kowych (extracellular vesicles-EV). Wyzwaniem dla 
diagnostyki krążących komórek nowotworowych jest 
fakt, że niektóre nowotwory uwalniają tylko ograni-
czoną ich liczbę. Dlatego najbardziej obiecującym ty-
pem biopsji płynnej jest diagnostyka egzosomów (1).

Egzosomy

Egzosomy to pęcherzyki zewnątrzkomórkowe, które 
po raz pierwszy zostały opisane w latach 40. XX wie-
ku. Jednak przez kilkadziesiąt lat egzosomy nie cie-
szyły się zbytnią popularnością, ponieważ począt-
kowo uważano je za cząsteczki usuwające zbędne 
produkty metabolizmu komórkowego. Jednak w po-
łowie 2000 r. dokonano ważnego odkrycia dotyczą-
cego egzosomów, który zmienił ten trend. Termin 
„egzosom” użyty został pierwszy raz przez John-
stone’a w roku 1987. Proces uwalniania tych cząstek 
wydawał się bowiem „podobny do odwrotnej en-
docytozy”, stąd powstała jego nazwa „egzosom”, 
co z greckiego „éksō” znaczy „na zewnątrz” (1).

Dziś wiemy, że egzosomy to kuliste struktu-
ry ograniczone warstwową lipidową, naturalnie 
uwalniane przez wszystkie komórki do środowi-
ska zewnątrzkomórkowego, również przez komórki 
nowotworowe. Egzosomy należą do populacji mikro-
pęcherzyków błonowych, które ze względu na swo-
ją wielkość, pochodzenie oraz mechanizm działania 
można podzielić na trzy główne grupy. Pierwszą gru-
pą są pęcherzyki wielkości od 30 do ok. 200 nm, czyli 
egzosomy, natomiast kolejne dwie grupy to pęche-
rzyki powyżej 200 nm, czyli ektosomy/mikropęche-
rzyki (microvesicles, MVs) oraz ciałka apoptyczne. 
Zgodnie z najnowszymi wytycznymi opublikowa-
nymi przez Międzynarodowe Towarzystwo Pęche-
rzyków Pozakomórkowych sugeruje się, aby subpo-
pulacje pęcherzyków zewnątrzkomórkowych były 
klasyfikowane według ich wielkości, gęstości, skła-
du biochemicznego i pochodzenia komórkowego (2).

Egzosomy tworzone są przez wgłębionie błony 
późnych endosomów, czyli tzw. ciała wielopęche-
rzykowe (multiviscular body-MVB). Wewnątrz nich 
znajdują się DNA, RNA, białka, lipidy, struktura cu-
kru, metabolity, a nawet część organelli (3). Stosun-
kowo wysoka powtarzalność składu zawartości biał-
ka większości egzosomów wskazuje, że sposób ich 
powstawania nie jest przypadkowy, ale jest ściśle 
ukierunkowany, zależy od dostępności unikalnych 
i specyficznych białek, a także rodzaju komórki (3).
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Egzosomy pochodzenia nowotworowego

Egzosomy pochodzenia nowotworowego (tumor 
derived exosomes-TEX) są wzbogacone o czynniki, 
które promują wzrost nowotworu i aktywność im-
munosupresyjną, takie jak ligandy indukujące apop-
tozę związane z czynnikiem martwicy nowotworów 
(TNF) dla receptorów apoptozy (FasL lub TRAIL), li-
gandy dla receptorów punktów kontrolnych, takich 
jak ligand programowanej śmierci 1 (PD-L1), cytoki-
ny immunosupresyjne (IL-10 i transformujący czyn-
nik wzrostu-beta (TGF-β1), prostaglandynę E2. Jed-
nocześnie TEX mogą zawierać również antygeny 
związane z nowotworem i cząsteczki kostymulują-
ce, różne receptory czynników wzrostu, takie jak re-
ceptor naskórkowego czynnika wzrostu (EGFR) czy 
receptor ludzkiego naskórkowego czynnika wzro-
stu 2 (HER-2), które umożliwiają stymulację komó-
rek układu odpornościowego i promują odpowiedź 
przeciwnowotworową. Taki profil molekularny na-
daje egzosomom nowotworowym podwójną zdolność 
do pośredniczenia w tłumieniu lub aktywacji odpo-
wiedzi immunologicznej (mogą zarówno wchodzić 
w interakcje z komórkami dendrytycznymi, jak i in-
dukować odpowiedź komórek T (4).

Doniesiono, że komórka rakowa może uwolnić po-
nad 20 000 tych pęcherzyków w ciągu 48 godz. (5), 
podczas gdy całkowita liczba pęcherzyków zewną-
trzkomórkowych w osoczu krwi została oszacowana 
na 107 do 1012 EV/mL (6). Ilość egzosomów pochodze-
nia nowotworowego jest większa niż egzosomów po-
chodzących z prawidłowych tkanek, związane jest to 
z podwyższoną aktywnością metaboliczną komórek 
nowotworowych oraz obniżonym pH, które sprzyja-
ją procesom proliferacji (7).

Dodatkowo, ze względu na ich dwuwarstwową 
strukturę lipidową, zmniejszoną immunogenność 
i biokompatybilność, egzosomy odgrywają znaczącą 
rolę w sygnalizacji wewnątrzkomórkowej i komuni-
kacji. Egzosomy biorą również udział w autofagii, do-
starczaniu energii, tworzeniu przyjaznego mikrośro-
dowiska guza, przekazywaniu informacji genetycznej 
z lekiem/genem, biorą udział w homeostazie komór-
kowej i immunomodulacji (1). TDE niosą  miRNA, mRNA 
i DNA pochodzenia onkogennego, które indukują zło-
śliwą transformację komórek i sprzyjają naciekaniu 
komórek nowotworowych. Komórki rakowe wydzie-
lają egzosomy, aby przeprogramować swoje otocze-
nie do mikrośrodowiska, które będzie promować pro-
gresję nowotworu i przerzuty poprzez transformację 
nabłonkowo-mezenchymalną, degradację macie-
rzy zewnątrzkomórkowej i przeciekanie naczyń (1).

Diagnostyka egzosomów w biopsji płynnej

Postęp wiedzy o zastosowaniu klinicznym egzoso-
mów w biopsji płynnej nadal stoi przed poważny-
mi wyzwaniami, które utrudniają ich zastosowanie 
kliniczne. Pierwszym krokiem torującym drogę do 
wykorzystania egzosomów jest ich izolacja. Wpro-
wadzone z sukcesem różne metody izolacji egzo-
somów zapewniają uzyskanie wiarygodnych wy-
ników. Egzosomy izolowane z różnych biopłynów 

zawierają od tysięcy do miliardów egzosomów na 
mikrolitr próbki.

Egzomy są wydzielane do licznych płynów ustro-
jowych, takich jak osocze, surowica, ślina, mleko, 
mocz, nasienie, płyn pęcherzykowo-oskrzelowy 
(BALT), ślina, płyn mózgowo-rdzeniowy, płyn owo-
dniowy, opłucnowy i osierdziowy (1).

Ze względu na niewielkie rozmiary egzosomów 
i ich niejednorodność pod względem wielkości, funk-
cji lub źródła pochodzenia ich izolacja jest trudna. 
Ponadto większość dzisiejszych technologii izola-
cji nie jest w stanie całkowicie oddzielić egzosomów 
od białek (immunoglobulin, albumin) i lipoprotein 
o wysokiej gęstości, niskiej i bardzo niskiej gęstości 
– chylomikronów (HDL i LDL, VLDL). Wysokowydaj-
na izolacja egzosomów i separacja od zanieczysz-
czeń to obecnie główny problem, który ma kluczo-
we znaczenie dla dalszej analizy egzosomów. Z tego 
powodu stale podejmowane są kroki w celu ulepsze-
nia i standaryzacji tych metod.

Ultrawirowanie jest podstawową metodą separacji 
egzosomów ze względu na wysoki poziom zdolności 
przetwarzania agregatów białkowych i zanieczysz-
czenia lipoproteinami. Wysoka liczba egzosomów 
uzyskanych tą metodą znacznie utrudnia ich oce-
nę ilościową i analizę funkcjonalną. Ultrawirowa-
nie zapewnia wysoką czystość izolowanych eg-
zosomów oraz zachowuje ich strukturę i  funkcje. 
Ultrawirowanie polega na sekwencyjnej separacji 
gęstości, wielkości i kształtu cząstek stałych oraz 
substancji rozpuszczonych. W tych procedurach 
400 × g pomaga usunąć komórki i duże szczątki ko-
mórek, 10 000–20 000 × g usuwa duże szczątki i nie-
naruszone organelle, a 100 000–150 000 × g służy do 
osadzania egzosomów (8).

Ultrafiltracja opiera się na membranach o okre-
ślonej średnicy porów (0,22 µm) w celu izolowania 
cząstek o określonej wielkości. Dlatego otrzymane 
egzosomy są definiowane przez rozmiar. Ten pro-
tokół może być stosowany jako uzupełnienie ultra-
wirowania w celu oddzielenia dużych mikropęche-
rzyków i egzosomów.

Chromatografia immunopowinowactwa to tech-
nologia izolacji i oczyszczania oparta na specyficz-
nym wiązaniu przeciwciał i ligandów w celu oddzie-
lenia pożądanych substancji od heterogenicznych 
mieszanin. Technika przeznaczona do szybkiej izo-
lacji egzosomów, które można izolować w oparciu 
o określone przeciwciała. Metody te nie potrafią wy-
kryć antygenów wewnątrzkomórkowych. Te unieru-
chomione przeciwciała są wykorzystywane do wizu-
alizacji wychwyconych egzosomów. Chromatografię 
immunopowinowactwa można połączyć z ultrawi-
rowaniem i ultrafiltracją w celu oceny próbek wol-
nych od komórek.

Chromatografia wykluczania (size exclusion chro-
matography – SEC) jest metodą izolacji opartą na roz-
miarze. Wykonuje się ją po odwirowaniu lub filtracji 
(w celu usunięcia większych komórek). Małe białka, ta-
kie jak albumina, są zatrzymywane w fazie stacjonar-
nej, podczas gdy większe cząstki, w tym egzosomy, elu-
ują szybciej. Ta technika jest szybsza niż ultrawirówka 
i pomaga uzyskać egzosomy o wysokiej czystości.
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Narzędzia mikroprzepływowe do rozdzielania 
pęcherzyków zewnątrzkomórkowych można ogól-
nie sklasyfikować jako oparte na wielkości lub opar-
te na powinowactwie immunologicznym w swoim 
działaniu. Urządzenie mikroprzepływowe zapew-
niają dużą prędkość i małą objętość próbki. Urzą-
dzenia mikroprzepływowe wykonane z elastomerów 
(przede wszystkim polidimetylosiloksan) są zazwy-
czaj przeznaczone do zastosowań jednorazowych (9).

Gotowe zestawy do izolacji egzosomów mogą być 
jedną z wygodnych technik izolowania egzosomów 
przy użyciu komercyjnego zestawu do izolacji eg-
zosomów. Zapewniają pełną i szybką izolację przy 
użyciu kolumny wychwytującej.

Jako medium stosuje się glikol polietylenowy 
(PEG), a egzosomy zbiera się w warunkach wirowa-
nia, zmniejszając rozpuszczalność egzosomów. Jed-
nak czystość i stopień odzysku są stosunkowo niskie 
i dają fałszywie dodatnie wyniki, a wytworzony po-
limer jest trudny do usunięcia, co nie sprzyja póź-
niejszej funkcjonalnej analizie eksperymentalnej.

Jednym z najważniejszych problemów, z  jakimi 
boryka się diagnostyka egzosomów, jest brak konsen-
susu co do metod określania pęcherzyków zewnątrz-
komórkowych z biopłynów. Klasyczne ultrawirowa-
nie jest metodą czasochłonną, w przeciwieństwie do 
komercjalizowanych zestawów, często też jest dość 
drogie, zwłaszcza gdy wymaga analizy wielu próbek. 
Istotną kwestią jest objętość próbki, z punktu wi-
dzenia praktyka pożądana jest mała objętości próbki 
(biorąc pod uwagę diagnostykę ras małych i minia-
turowych psów), ale niska wydajność pęcherzyków, 

spowodowana zanieczyszczeniem próbki białkami 
lub lipidami o podobnej gęstości i rozmiarach, jest 
głównym czynnikiem ograniczającym.

Wszystkie te techniki mają zalety i wady, a po-
łączenie dwóch lub więcej technik jest najlepszą 
opcją izolacji egzosomów z różnych biopłynów. Ko-
lejnym problemem, przed którym stoi diagnostyka 
egzosomów, jest rozróżnienie między egzosoma-
mi pochodzenia nowotworowego (TEX), od egzo-
somów pozostałych, pochodenia nienowotworo-
wego (non-TEX; 10).

Aktualne wyzwania i perspektywy

Nowatorskie skupienie się na egzosomach pocho-
dzących z guzów nowotworowych w biopsji płynnej 
stanowi nowe wyzwanie w badaniach nad rakiem. 
Biopsja płynna guzów stanowi obiecujące niein-
wazyjne podejście diagnostyczne i prognostycz-
ne. Niestety zastosowanie egzosomów w medycy-
nie weterynaryjnej jest na wczesnym etapie badań. 
Na 220 artykułów opublikowanych w czasopismach 
naukowych tylko kilkanascie dotyczy psów i kotów 
(dane na sierpień 2022; 12). Egzosomy znajdują swo-
je główne zastosowanie w chorobach nowotworo-
wych, ale obecnie prowadzone są badania nad zasto-
sowaniem w dziedzinie kardiologii weterynaryjnej, 
nefrologii, rozrodu, parazytologii i medycyny rege-
neracyjnej. Egzosomy mogą być zatem wykorzysty-
wane jako narzędzia diagnostyczne, prognostycz-
ne, a w niektórych przypadkach także terapeutyczne 
(11, 12; tab. 1).

Tabela 1. Przegląd aktualnych zastosowań egzosomów w diagnostyce u psów i kotów (11, 12)

Dziedzina Zastosowanie Gatunek Materiał do badań Izolacja Diagnostyka Zastosowanie

Onkologia osteosarkoma pies hodowla 
komórkowa

wirowanie NTA prognozowanie

Onkologia osteosarkoma pies surowica wirowanie NTA prognozowanie 
i diagnostyka

Onkologia nowotwór listwy mlecznej pies hodowla 
komórkowa

wirowanie TEM diagnostyka

Onkologia guz limfatyczny pies hodowla 
komórkowa

wirowanie NTA diagnostyka

Onkologia guz weneryczny, gruczorak sutka kot hodowla 
komórkowa 
z biopsji

wirowanie TEM terapia

Kardiologia niedomykalność zastawki mitralnej, 
przewlekła niewydolność serca

pies osocze ultrawirowanie cytometria przepływowa, 
TEM, NTA

diagnostyka

Kardiologia kardiotoksyczność doksyrubicyny pies osocze chromatografia 
różnicowa

TEM diagnostyka

Rozród jakość nasienia pies MSC pochodzące 
z psiej tkanki 
tłuszczowej

Invitrogen Total Exosome TEM diagnostyka

Rozród jakość siary pies siara ultrawirowanie Western blot, TEM diagnostyka
Nefrologia przewlekła niewydolność nerek pies, kot mocz Total Exosome Isolation 

albo miRCURY Exosome 
Isolation Kit Cells

Immunoblot, SEM diagnostyka

Parazytologia leiszmanioza pies surowica zestaw ExoQuick cytometria przepływowa, 
TEM, DLS

prognozowanie

Ortopedia 
i gojenie ran

leczenie ran pies MSCs ultrawirowanie analiza 
cytofluorymetryczna

zastosowanie 
terapeutyczne

DLS – dynamiczne rozpraszanie światła (z ang. Dynamic Light Scattering), MSCs – mezenchymalne komórki macierzyste (z ang. Mesenchymal Stem Cells), NTA – metoda 
śledzenia nanocząstek (z ang. Nanoparticle Tracking Analysis Technology), TEM – transmisyjny mikroskop elektronowy (z ang. Transmission Electron Microscope)
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Zagadnienie występowania torbieli (cyst) w ob-
rębie narządu płciowego klaczy powinno być 

szerzej omówione, ponieważ określenie „torbiel” 
w odniesieniu do struktur notowanych na jajnikach 
u klaczy jest z niezrozumiałych powodów niejed-
nokrotnie nieprawidłowo używane. Należy wyraź-
nie podkreślić, że torbiele jajnika u klaczy w takim 
samym rozumieniu jak torbiele jajnika u krów prak-
tycznie nie występują. Opisy tworów klasyfikowa-
nych jako cysty jajnika u klaczy są sporadyczne (1). 

Problem „torbieli’’ jajnikowych jest podnoszony – 
niesłusznie – w odniesieniu do klaczy, które nie po-
kazują objawów rujowych i przez analogię do szeroko 
rozumianego problemu „braku rui” u krów błęd-
nie podejrzewa się występowanie torbieli jajnika 
(2). W przypadku braku obserwowalnych objawów 
rujowych u klaczy należy przede wszystkim roz-
strzygnąć, czy hodowca w prawidłowy sposób stara 
się rozpoznać ruję (znajomość objawów rujowych, 
próba z ogierem), czy też klacz – per analogiam do 
krów – nie eksponuje objawów rujowych, u podło-
ża czego leży tzw. cicha ruja, co wcale nie jest rzad-
kim zjawiskiem. Klacze stosunkowo często nie uze-
wnętrzniają objawów rujowych, a nawet będąc w rui, 
nie wykazują odruchu tolerancji w stosunku do da-
nego ogiera, ponieważ prawdopodobnie w warun-
kach współczesnej hodowli dochodzi do zaburze-
nia w formowaniu się typowych dla wolno żyjących 
koni relacji socjalnych klaczy z ogierem (3). Jednak-
że w takich przypadkach zachodzą cykliczne, pra-
widłowe zmiany w obrębie narządu płciowego, któ-
re z  łatwością mogą być monitorowane w oparciu 
o regularne badanie palpacyjne i ultrasonograficz-
ne narządu płciowego klaczy. Brak objawów rujo-
wych oraz brak cyklicznych zmian w obrębie na-
rządu płciowego w trakcie sezonu rozrodczego jest 
patologią, u podłoża której mogą leżeć np. choroby 
nowotworowe jajnika. Na prawidłowo funkcjonują-
cych jajnikach w trakcie sezonu rozrodczego zawsze 
są obecne mniejsze lub większe (nawet powyżej 5 cm 
średnicy) pęcherzyki oraz dodatkowo w fazie die-
strus ciałko żółte. Są to typowe, prawidłowe twory 
stwierdzane na jajnikach i zarejestrowanie dużego, 
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Torbiele jajnika u klaczy – prawda czy mit?
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Ovarian cysts in mares – truth or myth?

Kozdrowski R., Department of Diagnostics and Clinical Sciences, Institute of 
Veterinary Sciences, Nicolaus Copernicus University in Toruń

Opposite to cows, the cystic ovarian syndrome does not seem to be present in mares. 
In older animals paraovarian cysts can be observed nevertheless they have probably 
no impact on mare fertility. In mares at the beginning or at the end of breeding season 
anovulatory hemorrhagic follicles are observed. Their occurrence during the breeding 
season is less frequent but no pregnancy is established after mating/artificial 
insemination in estrus when formation of an anovulatory hemorrhagic follicle occurs. 
Causes responsible for formation of anovulatory hemorrhagic follicles are not fully 
understood however, treatment with non-steroidal anti-inflammatory drugs can 
increase the incidence of ovulation failure in mares. Administration of prostaglandin 
F2α or its analogues can restore estrus in most cases within a few days, but 
treatment is usually not necessary as most of anovulatory hemorrhagic follicles 
regress spontaneously. In this article conditions of the clinical signs, diagnostic 
procedures, and treatments of ovarian abnormalities in the mare were presented.

Keywords: mare, fertility, anovulatory hemorrhagic follicles.
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