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Pre raz po re ja nje mole kul v ce li~ ni mem bra ni lah ko vodi do brste nja in odpu{ ~a nja vezi klov,
manj {ih od mikro me tra (mi kro ve zi klov), iz mem bra ne. Mikro ve zi kli v svo jih last no stih odra -
`a jo sta nje in vrsto celi ce, iz kate re izvi ra jo. Sta nje celic pa je spre me nje no pri raz li~ nih bolez -
nih, zato lah ko mikro ve zi kli, ki izvi ra jo iz teh celic, zna ~il no pred stav lja jo bole zen sko sta nje
in so zani mi vo poten cial no orod je za diag no sti ko bolez ni. Kljub mno gim razi ska vam in objav -
lje nim postop kom enot ne ga na~i na za osa mi tev in dolo ~a nje mikro ve zi klov iz peri fer ne krvi
{e ni. Za dolo ~a nje vpli va osa mi tve in za dolo ~a nje mikro ve zi klov smo kot mo` no orod je upo -
ra bi li elek tron sko mikro sko pi jo. Vrsti~ na elek tron ska mikro sko pi ja se je izka za la pri mer na za
dolo ~a nje tri di men zio nal ne obli ke mikro ve zi klov. Tran smi sij ska elek tron ska mikro sko pi ja nam
je omo go ~i la vpo gled v no tra njo struk tu ro mikro ve zi klov.

ABSTRACT
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La te ral redi stri bu tion of mole cu les in cell mem bra ne may result in bud ding and shed ding
of vesic les smal ler than micro me ter, cal led micro ve sic les. Micro ve sic les ref lect in their cha -
rac te ri stics the sta te and type of cells whe re from they ori gi na te. The sta te of cells may be
chan ged in disea ses the re fo re also micro ve sic les, which ori gi na te from tho se cells, cha rac te -
ri sti cally repre sent the disea se and are an inte re sting poten tial diag no stic tool. Des pi te nume -
rous stu dies and pub li ca tions the re is still no stan dard pro to col for micro ve sic le iso la tion and
cha rac te ri sa tion from the perip he ral blood. In this work we used elec tron micros copy as a pos -
sib le tool for cha rac te ri sa tion of micro ve sic les and for deter mi na tion of pos sib le arte facts acqui -
red in the iso la tion pro ce du re. Scan ning elec tron micros copy pro ved use ful for deter mi na tion
of three-di men sio nal form of micro ve sic les. Tran smis sion elec tron micros copy enab led the
insight into inner struc tu re of micro ve sic les.
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UVOD
Ob nee na ko mer ni late ral ni poraz de li tvi mole -
kul v zu na njem in notra njem slo ju celi~ ne
mem bra ne se mem bra na lah ko upog ne (1–3).
Temu pro ce su pra vi mo brste nje mem bra -
ne (1, 2). ̂ e se pro ces nada lju je, se brsti v kon~ -
ni fazi odce pi jo od mate rin ske mem bra ne
v zu naj ce li~ ni pro stor, kjer se lah ko pro sto gib -
lje jo (4). Odcep lje ne brste, ki so manj {i od
1 µm, ime nu je mo mikro ve zi kli (MV). MV so
z mem bra no obda ni del ci, obi ~aj no brez cito -
ske le ta, kate rih struk tu ra, sesta va in {te vil~ -
nost so odvi sne od celic, iz kate rih izvi ra jo,
ter sta nja le-teh.

Mi kro ve zi kli so pri sot ni v te le snih teko -
~i nah, kot so kri, sklep na teko ~i na ter teko -
~i na iz tre bu {ne in plju~ ne vot li ne (5–7).
[te vi lo MV je pove ~a no pri bole zen skih sta -
njih, kot so na pri mer rak, slad kor na bole zen
tipa 2, raz li~ ne mot nje str je va nja krvi in
avtoi mun ske bolez ni (8–15). Hkra ti so lah ko
mikro ve zi kli tudi sode jav nik bolez ni (19, 20).

Ve~ je zna nje o mi kro ve zi klih bi pri po -
moglo k nji ho vi upo ra bi za nove diag nosti~ne
meto de na{te tih bolez ni in poma ga lo pri odlo -
~i tvi o na ju strez nej {em na~i nu zdrav lje nja.

Kljub {te vil nim razi ska vam in {iro ke mu
zani ma nju za MV enot ne ga in zanes lji ve ga
na~i na za nji ho vo izo la ci jo in ana li zo {e ni.
Naj ve~ razi skav v zve zi z MV se opra vi s pre -
to~ no cito me tri jo, kjer laser ski ̀ arek sve ti na
curek medi ja, v ka te rem so MV, foto de tek tor
pa bele ̀ i odklo ne `ar ka zara di MV v cur ku.
Ta ana li za nam poda infor ma ci je pred vsem
o {te vi lu in veli kost ni zasto pa no sti MV v po -
pu la ci ji. ^e MV ozna ~i mo s fluo res cent ni mi
pro ti te le si za dolo ~e ne mole ku le in se ta ve`e -
jo na MV, nam ana li za MV lah ko potr di ali
ovr ̀ e pri sot nost dolo ~e nih mole kul na MV oz.
na pod po pu la ci ji ana li zi ra nih MV. Pre to~ na
cito me tri ja nam ne raz kri je struk tu re, obli ke
in dru gih mor fo lo{ kih zna ~il no sti mikro ve zi -
klov (8–21).

Ob li ka in notra nja struk tu ra celic je vid -
na s svet lob no mikro sko pi jo. V he ma to lo gi ji
se za opa zo va nje celic in nji ho vih nepra vil -
no sti obi ~aj no upo rab lja svet lob na mikro -
sko pi ja v kom bi na ci ji z bar vi li za celi ce (22).
Zara di majh nih dimen zij MV oz. zara di neza -
dost ne lo~ lji vo sti mikro sko pa pa svet lob na
mikro sko pi ja ni pri mer na za opa zo va nje MV.

Lo~ lji vost mikro sko pa je dovolj veli ka za opa -
zo va nje, ~e med seboj lo~i mo dve sosed nji
to~ki, ki sta odda lje ni za raz da ljo d . Zara di
uklo na na objek ti vu je       , kjer je λ
valov na dol ̀ i na seva nja, NA je nume ri~ na
aper tu ra objek ti va, NA = n sin α, n je lom ni
koli~ nik sreds tva med pred me tom in objek -
ti vom, α pa kot med opti~ no osjo in zvez ni -
co, ki pove zu je gori{ ~e in rob objek ti va (1–2).

Va lov na dol ̀ i na ni le last nost svet lo be,
ampak jo lah ko pri pi {e mo tudi del cem z maso,
kot je leta 1924 ugo to vil Louis de Bro glie (23).
De Bro glie va ena~ ba,     , pove ̀ e va lovno
dol ̀ i no λ z gi bal no koli ~i no p, ena~ ba      ,
pa frek ven co f in ener gi jo E, pri ~e mer je
h Planc ko va kon stan ta  (3–4).

Za ra di mase in posle di~ no ve~ je gibal ne
koli ~i ne v pri mer ja vi s fo to ni elek tro ni dose -
ga jo ve~ je frek ven ce valo va nja in manj {e
valov ne dol ̀ i ne od vid ne svet lo be. Elek tro -
ni ima jo mno go manj {o valov no dol ̀ i no
(10–2–10–3 nm) od valov ne dol ̀ i ne vid ne svet -
lo be (400–700 nm), zato je tudi lo~ lji vost
mikro sko pa, ki upo rab lja snop elek tro nov
name sto svet lo be, bolj {a (d je manj {a).

Elek tro ni pri elek tron ski mikro sko pi -
ji (EM) ob te` jih ato mih na pre pa ra tu spreme -
ni jo smer giba nja – se sipa jo. V tran smi sij ski
EM (TEM) se elek tro ni sipa jo, ko pre ha ja jo
sko zi pre pa rat, ki mora biti ozna ~en s te` ki -
mi kovi na mi, hkra ti pa dovolj tanek. Pri vrsti~ -
ni EM (angl. scan ning, SEM) povr {i no vzor -
ca napr {i mo s te` ko kovi no, npr. z zla tom, in
opa zu je mo sekun dar no izbi te elek tro ne s tri -
di men zio nal ne povr {i ne. Pri SEM je pove ~a -
va manj {a od pove ~a ve pri TEM (24, 25).

Br ste nje mem bra ne je mogo ~e tudi umet -
no spod bu di ti. To lah ko nare di mo z do da ja -
njem mole kul, ki vpli va jo na reak ci je v ce li ci.
Pri mer take mole ku le je kal ci jev iono for
A21387, ki omo go ~i vnos ionov Ca2+ iz celi~ -
ne oko li ce pre ko celi~ ne mem bra ne v ce li co.
V trom bo ci tih tako pri de do pora sta zno traj -
ce li~ ne kon cen tra ci je kal ci ja, kar pov zro ~i
nji ho vo akti va ci jo (iz diska ste obli ke prei -
dejo v zvez da sto obli ko, v oko li co spro sti jo
granule itd.) ter nasta ja nje vezi klov, obda nih
z mem bra no (26). Za pri mer ja vo notra nje
struk tu re izo li ra nih MV, ki so nasta li na raz -
li~ ne na~i ne, smo umet no spro ̀ i li vezi ku lacijo
pra {i~ jih trom bo ci tov s kal ci je vim iono fo -

d = 0,61λ
NA

λ = hp
f = Eh
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rom A21387 in jih pri mer ja li z izo li ra ni mi MV
iz ~lo ve{ ke plaz me.

V ~lan ku pri ka zu je mo poskus upo ra be
elek tron ske mikro sko pi je ter ugo tov lja nje pri -
mer no sti te meto de za opa zo va nje zuna nje in
notra nje struk tur ne last no sti MV, ki so zani -
mi vi za razu me va nje dolo ~e nih bolez ni in kot
mo` no diag no sti~ no orod je.

METODE
Me to di odvze ma ~lo ve{ ke krvi in dife ren cial -
ne ga cen tri fu gi ra nja sta pov ze ti po Dia mantu
et al., meto de odvze ma pra {i~ je krvi, umetno
spro ̀ e ne ga brste nja in vezi ku la ci je pra {i~ jih
trom bo ci tov (PT) v MV (PMV) ter nji ho ve -
ga TEM-mi kro sko pi ra nja so pov ze te po Hager -
stran du et al. (11, 26).

Od vzem krvi

Te{ ~im pro sto volj cem, ki so se stri nja li s po -
sku som, smo odvze li do 15ml krvi v epru vete,
ki so vse bo va le anti koa gu lant 0,109 M natri -
jev citrat (10 % kon~ ne ga volum na) (11). Pra -
{i~ jo kri iz bli` nje klav ni ce smo zaje li v epru -
ve to z 0,15 v/v pro stor ni ne citra ta dek stro ze
(angl. acid citra te dex tro se, ACD; 85 m M tri na -
tri jev citrat, 111 m M glu ko za, 71 m M citron -
ske kisli ne). Odvze mi krvi so bili izve de ni
v skla du s Hel sin{ ko-to kij sko dekla ra ci jo in
eti~ ni mi na~e li.

Di fe ren cial no cen tri fu gi ra nje
za pri do bi tev MV iz odvze tih
tele snih teko ~in

Za lo~i tev krv nih celic od plaz me z MV (su -
per na tan ta) smo odvze to kri cen tri fu gi ra li
20 mi nut pri hitro sti 1550 g in tem pe ra tu ri
20 °C. Za use da nje MV iz plaz me smo 250 µl
super na tan ta ponov no cen tri fu gi ra li pri vi{ji
hitro sti (17570g pri tem pe ra tu ri 20°C, 30 mi -
nut). Za izpi ra nje MV in odstra nje va nje plaz -
me smo po cen tri fu gi ra nju odstra ni li 225 µl
vrh nje ga super na tan ta (plaz ma brez MV) in
used li ni (MV) doda li 225 µl izoo smo lar ne ga
fos fat ne ga pufra s ci tra tom (angl. phosp ha -
te buf fer sali ne, PBS: 0,109 M tri na tri je ve ga
citra ta, v V : V, 9 : 1). Za bolj {e izpi ra nje smo
used li no MV ponov no sus pen di ra li v pu fru
na me{al ni ku. Pred izved bo nadaljnjih postop -
kov je bilo potreb no ponov no kon cen tri ra nje

in use da nje MV, zato smo pono vi li zad nji
korak cen tri fu gi ra nja pri 17570g (20°C, 30 mi -
nut).

Pra {i~ jo kri z an ti koa gu lan tom ACD smo
cen tri fu gi ra li 20 min pri 150 g. Super na tant,
to je plaz ma, boga ta s trom bo ci ti (angl. pla -
te let rich pla sma, PRP), smo pre ne sli v novo
15-mi li li tr sko epru ve to in cen tri fu gi ra li 15min
pri 200 g za dodat no odstra ni tev krv nih celic.

Da bi pre pre ~i li agre ga ci jo PT ob nadalj -
njem cen tri fu gi ra nju, smo doda li 5 ng pro -
staglan di na I na 1 ml PRP. Nato smo PRP
cen tri fu gi ra li 15 min pri 800 g, da smo dose -
gli use da nje trom bo ci tov. Dob lje ni PT smo
ponov no sus pen di ra li v pu fru za PT (163mM
NaCl, 2,7 m M KCl, 12 m M NHCO3, 0,3 m M
Na2HPO4, 2m M MgCl2 × 6H2O, 5,6m M gluko -
za, p H 7,4), ki je vse bo val 5 % plaz me brez PT.
Po 60-mi nut ni inku ba ci ji pri tem pe ra tu ri
37°C s 300 ng/ml PGI2 smo celi ce sprali s cen -
tri fu gi ra njem, kot `e ome nje no, in ponov no
sus pen di ra li do 109 ce lic/ml v pu fru. Za poskus
smo upo ra bi li kri dveh `iva li. Vsi posku si so
bili izve de ni takoj po osa mi tvi celic.

Tre ti ra nje pra {i~ jih trom bo ci tov
z A21387

Alik vo te na 37 °C pre do gre te sus pen zi je PT
smo pipe ti ra li v 2 ml epru ve te, ki so vse bova -
le na 37 °C pre do gre ti PT-pu fer in 1 m M kal -
ci jev iono for A21387. Kon~ na kon cen tra ci ja
PT je bila 108 ce lic/ml in inku ba ci ja je bila
izve de na v 1 mi nu ti pri 37 °C.

Pred pri pra va vzor ca
za elek tron sko mikro sko pi jo

Za sta bi li za ci jo in ve~ jo obstoj nost MV smo
vzor cu doda li fik sa tiv glu ta ral de hid (angl. glu -
ta ral dehy de,GA, raz red ~en v izoo smo lar nem
PBS-ci tra tu), ki zamre ̀ i pro tei ne na dveh
mestih in utr di nji ho vo tri di men zio nal no
struk tu ro. GA smo doda li toli ko, da je bila
v vzor cu nje go va kon~ na kon cen tra ci ja 1 %.
Vzo rec smo inku bi ra li v GA 1 uro na sob ni
tem pe ra tu ri (23 °C). Vzo rec z 1 % GA smo do
nada lje va nja postop ka hra ni li v hla dil ni ku
pri tem pe ra tu ri 4°C. Za zamre ̀ e nje in obstoj -
nost mem bran v vzor cu smo vzo rec fik si ra -
li z OsO4, ki pove ̀ e nena si ~e ne ma{ ~ob no
kislin ske ostan ke v fos fo li pid nih mole ku lah
v mem bra ni. OsO4 se ve`e tudi na GA, zato
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smo z vzor ca izpra li neve za ni GA s PBS-ci tra -
tom; izpira nje je pote ka lo s {ti ri krat no izme -
nja vo super na tan ta s po lur ni mi pre sled ki.
Vzo rec smo z Os O4 fik si ra li na enak na~in kot
z GA (kon~ na kon cen tra ci ja OsO4 1 %). Nato
smo ga inku bi ra li pri sob ni tem pe ra tu ri 23°C
za eno uro in neve za ni OsO4 izpra li. Za na -
dalj njo pri pravo je bilo tre ba iz vzor ca odstrani -
ti vodo ozi ro ma jo izme nja ti z manj polar ni mi
teko ~i na mi, pred vsem za zava ro va nje fos fo -
li pidnih mem bran. To smo sto ri li z iz me njavo
pre te` no vod ne vse bi ne celic in super natan -
ta z manj polar nim ace to nom. Vzor cu smo
v 10-mi nut nih kora kih doda ja li in izme nja va -
li me{a ni co ace to na in PBS-ci trat ne ga pufra.
V me {a ni cah ace to na in pufra smo z na me -
nom, da bi pre pre ~i li more bit ni osmot ski {ok,
kon cen tra ci jo ace to na stop nje va li: 50%, 60%,
90 %. Zad nji korak je pote kal v 100 % ace to -
nu 1 uro z dve ma izme nja va ma ace to na.

PT smo kon cen tri ra li v used li no s cen -
trifu gi ra njem pri 3000 g 10 mi nut. Pra {i~ je
mikro ve zi kle (PMV) smo cen tri fu gi rali pri
30000 g 60 mi nut iz super na tan ta po cen tri -
fu gi ra nju pri 11000 g 2 mi nu ti za odstra nje -
va nje preo sta lih trom bo ci tov. PT in PMV
smo fik si ra li v sus pen zi ji v 1 % GA 30 mi nut,
post fik si ra li v 1 % OsO4 v 0,9 % NaCl 30 mi -
nut pri 22 °C, dehi dri ra li v stop nju jo ~ih seri -
jah ace ton-voda (50–100 % v/v).

Pri pra va vzor ca za SEM

Za SEM-mi kro sko pi jo, kjer opa zu je mo zuna -
njo tri di men zio nal no struk tu ro, je tre ba vzor -
ce posu {i ti za obstoj v va kuu mu, v ka te rem
delu je EM, hkra ti pa suhi vzor ci ne dopu{ ~a -
jo poja va izpa rin, ki bi ovi ra le nemo te no pot
elek tro nom. Za vir sekun dar nih elek tro nov,
ki se odbi ja jo s po vr {i ne vzor ca, so vzor ci napr -
{e ni s te` ko kovi no. Fos fo li pid ne mem bra ne
se ob nepo sred nem su{e nju na zra ku po{kodu -
je jo zara di pre ha ja nja zno traj ce li~ ne razto pi -
ne pre ko mem bra ne. Za ohra ni tev celo vi to sti
mem bra ne smo mora li vzor ce su{i ti s te ko -
~im CO2, ki pri kri ti~ ni to~ ki 72 ba rov in 31°C
sub li mi ra v pli na sto agre gat no stanje. CO2
v pli na stem sta nju nemo te no in nek var no
pre ha ja pre ko mem bra ne. Da bi omo go ~i li
pre va ja nje toka elek tro nov in vzpo sta vi li vir
sekun dar nih elek tro nov, smo posu {e ne vzor -
ce napr {i li z zla tom. Vzor ce smo opa zo va li
z mi kro sko pom Cam brid ge Instru ments S360.

Pri pra va vzor ca za TEM

Vzor ce za TEM je za zado vo lji vo pre hod nost
elek tro nov in nji ho vo sipa nje le v do lo ~e ni
rav ni ni tre ba nare za ti na 40–50nm debe le (ul -
tra tan ke) rezi ne. Za reza nje vzor ca na ultra -
tan ke rezi ne smo vzo rec poto pi li v epon sko
smo lo, ki se po segre va nju poli me ri zi ra in str -
di. Utr je ne vzor ce lah ko re`e mo z dia mant -
nim ali s ste kle nim no`em.

Po dehi dra ci ji z ace to nom v pred pri -
pravi smo vzor ce inku bi ra li v me {a ni ci epo -
na in ace to na. Me{a ni co ace to na in epo na
smo izme nja li v ko ra kih, s stop nju jo ~im (za -
ra di pre pre ~e va nja osmot ske ga {oka) dele -
`em epo na. Vzo rec smo inku bi ra li pri 23 °C
za 10 mi nut v me {a ni ci epon-ace ton (1 : 1), za
30 mi nut v me {a ni ci epon-ace ton (2 : 1) ter
pre ko no~i v 20 µl 100 % epo na, da je izh la -
pel preo sta li ace ton v vzor cu. 100% epon smo
izme nja li (od stra ni li 100 % epo na nad vzor -
cem in doda li enak volu men 100 % epo na) in
vzor ce dali na inku ba ci jo ter poli me ri za ci jo
epo na v pe ~i co na 60 °C za 48 ur. Vzor ce smo
nare za li na mikro to mu na 40 nm tan ke rezi -
ne. Rezi ne smo nabra li na mre ̀ i ce, na katere
smo nane sli foli jo iz form va ra. Za ve~ ji kon -
trast ozi ro ma sipa nje elek tro nov pri opa zo -
vanju smo rezi ne na mre ̀ i cah kon tra sti rali
z raz to pi na mi soli te` kih ele men tov, in sicer
z ura nil ace ta tom in s svin ~e vim citra tom. Po
su{e nju na zra ku so bili pri prav lje ni za opa -
zo va nje. ̂ lo ve{ ke vzor ce smo opa zo va li z elek -
tron skim mikro sko pom JEM 100 CX, PT ter
PMV z JEOL 100 SX (JEOL, Japon ska) pri
delov ni nape to sti 80 k V.

REZULTATI
SEM-mikrografi

Sli ka 1 pri ka zu je izo la te iz krv ne plaz me zdra -
ve ga pro sto volj ca. Objek ti na SEM-mi krogra -
fih so v pov pre~ ju za 30% manj {i kot v re sni ci.
Pre mer eri tro ci tov je na SEM-mi kro gra fu
(sli ka 1A) v pov pre~ ju 5 µm (in vivo oko li
7µm). Na sli ki 1A so ob eri tro ci tih vid ne manj -
{e glo bu lar ne in podol go va te obli ke s pov pre~ -
nim pre me rom 0,46 µm (n = 120, stan dard na
devia ci ja = 0,21 µm). Pov pre~ ni pre mer MV
na sli ki 1B je 0,39 µm (n = 35, stan dard na
devia ci ja = 0,23 µm), ustrez ni pov pre~ ni pre -
mer MV na sli ki 1C je 0,086 µm (n = 30, stan -
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dard na devia ci ja = 0,03 µm). Na sli ki 1C so
vidne posle di ce pri pra ve vzor ca, nana {a nja
zlatega popr ha, to so zrna te struk tu re na povr -
{i ni MV.

TEM-mikrografi

Ob jek ti na TEM-mi kro gra fu na sli ki 2A so
v pov pre~ ju veli ki 0,38 µm (n = 9, stan dard na
devia ci ja = 0,33). Obli ka MV je v pri mer ja vi

z ob li ko MV na SEM-mi kro gra fih ogla ta. Vse -
bi na MV je bolj pro soj na kot cito plaz ma sosed -
njih celic (lev ko ci ta levo in desno ter eri tro ci ta
na sre di ni na sli ki 2A).

MV so po obli ki mem bra ne in pro soj no -
sti vse bi ne podob ni MV, pri dob lje nim s spro -
`e nim brste njem pra {i~ jih trom bo ci tov
z iono fo rom A23187 (sli ka 2B – akti vi ra ni
tromboci ti, sli ka 2C – s cen tri fu gi ra njem
kon cen tri ra ni mikro ve zi kli).

Sli ka 1. Vrsti~ ni elek tron ski mikro graf mikro ve zi klov, izo li ra nih z di fe ren cial nim cen tri fu gi ra njem iz ~lo ve{ ke krvi. S cen tri fu gi ra njem
naj prej pose da mo in odstra ni mo celi ce in v na sled njem, hitrej {em cen tri fu gi ra nju {e mikrovezikle (MV) iz super na tan ta. A – V izo la -
tu MV so {e vedno lah ko pri sot ni posa mez ni eri tro ci ti. B in C – dru go podro~ je iste frak ci je MV, C – zrna te struk tu re na MV so posle -
di ce pri pra ve vzorcev. Na sli kah je vid na veli kost na in obli kov na raz no li kost MV.
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RAZPRAVA
Mi kro ve zi kle, izo li ra ne iz peri fer ne krvi zdra -
ve ga pro sto volj ca, smo opa zo va li s SEM in
TEM. Ugo to vi li smo, da je pov pre~ na veli kost
MV, izmer je na iz mikro gra fov, sklad na z di -
men zi ja mi MV, nave de ni mi v li te ra tu ri, ugo -
tov lje ni mi s pre to~ no cito me tri jo (6–20). Ugo -
to vi li smo, da je kon cen tra ci ja in veli kost na
raz po re di tev MV na raz li~ nih delih vzorca raz -
li~ na. Mo`en vzrok za to je cen tri fu gi ra nje.
Naj ve~ ji del ci, mno go gostej {i od medi ja, se
pri cen tri fu gi ra nju use da jo naj hi tre je in jih je
naj ve~ na dnu used li ne, med tem ko je manj -
{ih in manj gostih del cev ve~ na vrhu used -
li ne. Ob ana li zi ra nju posa mez nih mikro lo kacij
na used li ni se je tre ba zave da ti, kje se – gle -
de na prvot no orien ta ci jo used li ne – posa mez -
na mikro lo ka ci ja naha ja.

Z upo ra bo SEM smo ugo to vi li, da je pre -
te` ni del mikro ve zi klov okro gle ozi ro ma

diskoid ne obli ke, manj {i del pa ceva ste oblike.
Samo z upo ra bo TEM tega ne bi bilo mogo -
~e ugo to vi ti, saj omo go ~a ana li zo le v dveh
dimen zi jah.

Pri pri pra vi se vzor ci skr ~i jo ob su{e nju
pri kri ti~ ni to~ ki CO2, zato je tre ba vse izmer -
je ne veli ko sti inter pre ti ra ti z upo {te va njem
tega dejav ni ka. Pri inter pre ta ci ji veli ko sti lah -
ko oce ni mo dejan sko veli kost vide nih objektov
s pri mer ja vo pri sot nih celic, kate rih veli kost
`e poz na mo. Pri mer ni za to so eri tro ci ti, ki
ima jo homo ge no veli kost. Na SEM posnet ku
so veli ki 5 µm, v na tiv nem sta nju pa so (pod
opti~ nim mikro sko pom) veli ki okrog 7 µm.
S po mo~ jo tega raz mer ja oce ni mo nativ no
veli kost nez na ne ga objek ta. Oce na je prib li` -
na. Do raz li ke pri kr~e nju celic in mikro ve zi -
klov bi lah ko pri{ lo zara di raz li~ ne sesta ve in
vpli va cito ske le ta, ki nudi dolo ~e no opo ro celi -
cam. [e bolj {i na~in ugo tav lja nja vpli va pri -
pra ve pre pa ra tov je pri mer ja va rezul ta tov,

Sli ka 2. A – Tran smi sij ski elek tron ski mikro graf mikro ve zi klov, izo li ra nih z di fe ren cial nim cen tri fu gi ra njem iz ~lo ve{ ke krvi. Na desni
in levi sta vid na dela lev ko ci tov, zgo raj sre di del eri tro ci ta. Pri mer ja va sesta ve in izvo ra mikro ve zi klov z umet no spro ̀ e no akti va ci jo in
brste njem pra {i~ jih trom bo ci tov z io no fo rom A23187. B – Pu{ ~i ce pri ka zu je jo brste nje mikro ve zi klov na akti vi ra nih trom bo ci tih. C –S cen -
tri fu gi ra njem kon cen tri ra ni mikro ve zi kli.
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dob lje nih z ena kim pre pa ra tom s TEM. Pri pri -
pra vi vzor ca za TEM ni vpli va kr~e nja zaradi
su{e nja, saj se vzo rec vklo pi v epon sko smolo,
ki poli me ri zi ra in ohra ni struk tu re v pr vot -
ni veli ko sti.

Na povr {i ni MV je (npr. na sli ki 1C) vidna
zrna ta struk tu ri ra nost, ki je posle di ca pripra -
ve vzor ca za SEM, naj ver jet ne je napr {e va nja
zla ta. Podob nih struk tur ni vide ti na pre~ nem
pre re zu MV s TEM, kjer ni napr {e va nja zlata
na povr {i no vzor ca ali dru ge dodat ne obde -
la ve povr {i ne vzor ca.

TEM v pri mer ja vi s SEM omo go ~a ana li -
zo notra njo sti MV. Ugo to vi li smo, da se MV
po notra nji struk tu ri ra no sti raz li ku je jo od bli` -
njih celic. Notra njost MV je, kot je vid no na
mikro gra fih, bolj pro soj na od notra njo sti
sosed njih celic, kar bi lah ko bila posle di ca
odsot no sti ali pa del ne ga raz kra ja nja cito ske -
le ta v MV.

Na tan~ nej {e skle pa nje, iz kate re vrste
celic izvi ra jo posa mez ni MV, kak {en je izvor
in mera ohra ni tve vse bi ne MV gle de na
izvor ne celi ce, smo dose gli z upo ra bo dodat -
ne teh ni ke.

Do lo ~e val ne zna ~il no sti neke ga tipa izvor -
nih celic smo dose gli z ana li zo in vitro spro -
`e ne mikro ve zi ku la ci je na celi~ nih kul tu rah.
Umet no spod bu je no brste nje je mo` no dose -
~i z do da ja njem raz li~ nih mole kul v raz to pino,
ki obda ja celi ce. Pri mer za umet no indu ci ra -
no vezi ku la ci jo je doda ja nje kal ci je ve ga iono -
fo ra A23187 trom bo ci tom (27). A23187 nase
ve`e in pre na {a ione Ca2+ v no tra njost celic, tudi
trom bo ci tov, ter s tem pov zro ~i akti va ci jo,
agre ga ci jo in brste nje trom bo ci tov (26–28).
Ob pri mer ja vi MV, izo li ra nih iz krv ne plaz -
me, z umet no indu ci ra ni mi MV iz pra {i~ jih
trom bo ci tov (sli ka 2A, B in C), se poka ̀ e
podob na ultra struk tu ra obeh popu la cij MV.
Ta ugo to vi tev je sklad na z dejs tvom, da ve~i -
na MV izvi ra iz trom bo ci tov (29). Obsta ja torej
ver jet nost, da izo li ra ni MV na mikro gra fih
izvi ra jo iz trom bo ci tov. Za teht nej {o pri mer -
ja vo MV in dolo ~a nje izvo ra MV na pod la gi
notra nje struk tu re bi bilo tre ba indu ci ra ti in
pri mer ja ti MV iz ve~ vrst celic.

Za dolo ~a nje izvo ra MV obsta ja jo tudi
manj agre siv ne meto de, kot je umet no spod -
bu je no brste nje. Meto da, s ka kr {no bi se prib -
li ̀ a li bolj narav ne mu sta nju MV in celic, bi
bila upo ra ba imu no lo ka li za ci je s ko loid ni mi

zrn ci zla ta. Pri tej meto di bi celi cam in MV
doda li spe ci fi~ na pro ti te le sa za anti ge ne, ki
se naha ja jo le na dolo ~e nih tipih celic. Na pro -
ti te le sa pro ti dolo ~e nim anti ge nom so pri trje -
ne nano me tr ske kro gli ce zla ta (oz. so pri tr je ne
na sekun dar na pro ti te le sa, ki se spe ci fi~ no
ve`e jo na pri mar na pro ti te le sa, ta pa se ve`e -
jo na anti ge ne) (30). ^e bi se pro ti te lo veza -
lo hkra ti na mikro ve zi kel in le na dolo ~en
tip celi ce, bi lah ko skle pa li, da s pro ti te le si
ozna~e ni mikro ve zi kel izvi ra (vse bu je kom -
ponente, ki so hkra ti pri sot ne) iz z ena ki mi
pro ti te le si ozna ~e ne ga tipa celic.

Me to di umet no spod bu je ne ga brste nja in
imu no lo ka li za ci je s pro ti te le si bi lah ko zdru -
`i li in pri mer ja li spon ta no nasta le in umetno
spod bu je ne vezi kle gle de na vseb nost kom -
po nent iz mati~ nih celic. Z zdru ̀ i tvi jo metod
bi delo ma lah ko skle pa li na meha niz me, ki so
pri sot ni pri tvor bi mikro ve zi klov, in na sta nje
mate rin skih celic, pri sot no ob dolo ~e ni vrsti
brste nja.

ZAKLJU^EK
Na pod la gi rezul ta tov na{e {tu di je lah ko
zaklju ~i mo, da je upo ra ba kom bi na ci je SEM
in TEM pri me ren na~in za ugo tav lja nje in
ana li zi ra nje ultra struk tu re mikro ve zi klov ter
za dolo ~a nje last no sti popu la ci je mikro ve zi -
klov, izo li ra nih iz ~lo ve{ ke plaz me. Ugo to vili
smo, da se po izmer je ni veli ko sti mikro ve zikli
uje ma jo z na ved ba mi iz lite ra tu re. Za natan~ -
nej {e ugo tav lja nje izvo ra in karak te ri za ci jo
mikro ve zi klov bi bilo pri mer no, v kom bi na -
ci ji z ob sto je ~o, upo ra bi ti {e dodat ne metode.
Pri mer dodat ne meto de je umet no spod -
buje no brste nje tipov celic, ki so poten cial ni
izvor nativ nih MV. Hkra ti bi bila pri mer na
dodat na meto da imu no lo ka li za ci ja zna ~il -
nih kom po nent MV in celic nji ho ve ga izvo -
ra s ko loid nim zla tom.
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