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Mikrovezikli iz krvne plazme, opazovani
z elektronsko mikroskopijo

Microvesicles from Blood Plasma Observed by Electron Microscopy

1ZVLECEK

KJUCNE BESEDE: mikrovezikli, elektronska mikroskopia, krvna plazma, ultrastruktura

Prerazporejanje molekul v celicni membrani lahko vodi do brstenja in odpuscanja veziklov,
manjsih od mikrometra (mikroveziklov), iz membrane. Mikrovezikli v svojih lastnostih odra-
Zajo stanje in vrsto celice, iz katere izvirajo. Stanje celic pa je spremenjeno pri razli¢nih bolez -
nih, zato lahko mikrovezikli, ki izvirajo iz teh celic, znacilno predstavljajo bolezensko stanje
in so zanimivo potencialno orodje za diagnostiko bolezni. Kljub mnogim raziskavam in objav-
Jjenim postopkom enotnega nacina za osamitev in dolo¢anje mikroveziklov iz periferne krvi
$e ni. Za dolocanje vpliva osamitve in za dolo¢anje mikroveziklov smo kot mozZno orodje upo-
rabili elektronsko mikroskopijo. Vrsti¢na elektronska mikroskopija se je izkazala primerna za
dolocanje tridimenzionalne oblike mikroveziklov. Transmisijska elektronska mikroskopija nam
je omogocila vpogled v notranjo strukturo mikroveziklov.

ABSTRACT

KEY WORDS: microvesicles, electron microscopy, blood plasma, ultrastructure

Lateral redistribution of molecules in cell membrane may result in budding and shedding
of vesicles smaller than micrometer, called microvesicles. Microvesicles reflect in their cha-
racteristics the state and type of cells wherefrom they originate. The state of cells may be
changed in diseases therefore also microvesicles, which originate from those cells, characte-
ristically represent the disease and are an interesting potential diagnostic tool. Despite nume -
rous studies and publications there is still no standard protocol for microvesicle isolation and
characterisation from the peripheral blood. In this work we used electron microscopy as a pos -
sible tool for characterisation of microvesicles and for determination of possible artefacts acqui-
red in the isolation procedure. Scanning electron microscopy proved useful for determination
of three-dimensional form of microvesicles. Transmission electron microscopy enabled the
insight into inner structure of microvesicles.
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Ob neenakomerni lateralni porazdelitvi mole-
kul v zunanjem in notranjem sloju celi¢ne
membrane se membrana lahko upogne (1-3).
Temu procesu pravimo brstenje membra-
ne (1, 2). Ce se proces nadaljuje, se brsti v kon -
ni fazi odcepijo od materinske membrane
v zunajceli¢ni prostor, kjer se lahko prosto gib-
ljejo (4). Odcepljene brste, ki so manjsi od
1 pm, imenujemo mikrovezikli (MV). MV so
z membrano obdani delci, obi¢ajno brez cito-
skeleta, katerih struktura, sestava in Stevilc-
nost so odvisne od celic, iz katerih izvirajo,
ter stanja le-teh.

Mikrovezikli so prisotni v telesnih teko-
¢inah, kot so kri, sklepna tekocina ter teko-
¢ina iz trebu$ne in plju¢ne votline (5-7).
Stevilo MV je pove&ano pri bolezenskih sta-
njih, kot so na primer rak, sladkorna bolezen
tipa 2, razliéne motnje strjevanja krvi in
avtoimunske bolezni (8-15). Hkrati so lahko
mikrovezikli tudi sodejavnik bolezni (19, 20).

Vedje znanje o mikroveziklih bi pripo-
moglo k njihovi uporabi za nove diagnosti¢ne
metode nastetih bolezni in pomagalo pri odlo-
Citvi o najustreznej$em nacinu zdravljenja.

Kljub $tevilnim raziskavam in Sirokemu
zanimanju za MV enotnega in zanesljivega
nacina za njihovo izolacijo in analizo $e ni.
Najvec raziskav v zvezi z MV se opravi s pre-
to¢no citometrijo, kjer laserski Zarek sveti na
curek medija, v katerem so MV, fotodetektor
pa beleZi odklone Zarka zaradi MV v curku.
Ta analiza nam poda informacije predvsem
o Stevilu in velikostni zastopanosti MV v po -
pulaciji. Ce MV oznadimo s fluorescentnimi
protitelesi za dolo¢ene molekule in se ta veZe -
jo na MV, nam analiza MV lahko potrdi ali
ovrze prisotnost dolocenih molekul na MV oz.
na podpopulaciji analiziranih MV. Preto¢na
citometrija nam ne razkrije strukture, oblike
in drugih morfoloskih znacilnosti mikrovezi-
klov (8-21).

Oblika in notranja struktura celic je vid -
na s svetlobno mikroskopijo. V hematologiji
se za opazovanje celic in njihovih nepravil -
nosti obi¢ajno uporablja svetlobna mikro-
skopija v kombinaciji z barvili za celice (22).
Zaradi majhnih dimenzij MV oz. zaradi neza-
dostne locljivosti mikroskopa pa svetlobna
mikroskopija ni primerna za opazovanje MV.

MED RAZGL 2010; 49

Locljivost mikroskopa je dovolj velika za opa -
zovanje, ¢e med seboj lo¢imo dve sosednji
tocki, ki sta oddaljeni za razdaljlo d . Zaradi
uklona na objektivu je d=23%, kjer je 4
valovna dolZina sevanja, NA je numeri¢na
apertura objektiva, NA=nsino, n je lomni
koli¢nik sredstva med predmetom in objek-
tivom, & pa kot med opti¢no osjo in zvezni-
co, ki povezuje gorisée in rob objektiva (1-2).

Valovna dolZina ni le lastnost svetlobe,
ampak jo lahko pripisemo tudi delcem z maso,
kot je leta 1924 ugotovil Louis de Broglie (23).
De Broglieva enacba, l=%, poveZe valovno
dolzino A z gibalno koli¢ino p, enacba f =%,
pa frekvenco f in energijo E, pri ¢emer je
h Planckova konstanta (3-4).

Zaradi mase in posledi¢no vedje gibalne
kolic¢ine v primerjavi s fotoni elektroni dose-
gajo velje frekvence valovanja in manjse
valovne dolZine od vidne svetlobe. Elektro-
ni imajo mnogo manj$o valovno dolZino
(10"2~10 nm) od valovne dolZine vidne svet-
lobe (400-700nm), zato je tudi locljivost
mikroskopa, ki uporablja snop elektronov
namesto svetlobe, bolj$a (d je manjsa).

Elektroni pri elektronski mikroskopi-
ji (EM) ob tezjih atomih na preparatu spreme-
nijo smer gibanja - se sipajo. V transmisijski
EM (TEM) se elektroni sipajo, ko prehajajo
skozi preparat, ki mora biti oznacen s tezki -
mi kovinami, hkrati pa dovolj tanek. Pri vrsti¢-
ni EM (angl. scanning, SEM) povrsino vzor-
ca naprsimo s tezko kovino, npr. z zlatom, in
opazujemo sekundarno izbite elektrone s tri -
dimenzionalne povrsine. Pri SEM je poveca -
va manjs$a od povecave pri TEM (24, 25).

Brstenje membrane je mogoce tudi umet-
no spodbuditi. To lahko naredimo z dodaja -
njem molekul, ki vplivajo na reakcije v celici.
Primer take molekule je kalcijev ionofor
A21387, ki omogodi vnos ionov Ca®* iz celi¢-
ne okolice preko celi¢ne membrane v celico.
V trombocitih tako pride do porasta znotraj-
celicne koncentracije kalcija, kar povzroci
njihovo aktivacijo (iz diskaste oblike prei -
dejo v zvezdasto obliko, v okolico sprostijo
granule itd.) ter nastajanje veziklov, obdanih
z membrano (26). Za primerjavo notranje
strukture izoliranih MV, ki so nastali na raz -
li¢ne nacine, smo umetno sprozili vezikulacijo
prasic¢jih trombocitov s kalcijevim ionofo -
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rom A21387 in jih primerjali z izoliranimi MV
iz cloveske plazme.

V clanku prikazujemo poskus uporabe
elektronske mikroskopije ter ugotovljanje pri-
mernosti te metode za opazovanje zunanje in
notranje strukturne lastnosti MV, ki so zani-
mivi za razumevanje doloCenih bolezni in kot
mozno diagnosti¢no orodje.

METODE

Metodi odvzema cloveske krvi in diferencial-
nega centrifugiranja sta povzeti po Diamantu
et al., metode odvzema prasicje krvi, umetno
sprozenega brstenja in vezikulacije prasicjih
trombocitov (PT) v MV (PMV) ter njihove-
ga TEM-mikroskopiranja so povzete po Hager-
strandu et al. (11, 26).

Odvzem krvi

Tesc¢im prostovoljcem, ki so se strinjali s po -
skusom, smo odvzeli do 15 ml krvi v epruvete,
ki so vsebovale antikoagulant 0,109 M natri-
jev citrat (10 % kon¢nega volumna) (11). Pra-
$i¢jo kri iz bliznje klavnice smo zajeli v epru-
veto z 0,15 v/v prostornine citrata dekstroze
(angl. acid citrate dextrose, ACD; 85 mM trina -
trijev citrat, 111 mM glukoza, 71 mM citron-
ske kisline). Odvzemi krvi so bili izvedeni
v skladu s Helsinsko-tokijsko deklaracijo in
eti¢nimi naceli.

Diferencialno centrifugiranje
za pridobitev MV iz odvzetih
telesnih tekoéin

Za locitev krvnih celic od plazme z MV (su -
pernatanta) smo odvzeto kri centrifugirali
20 minut pri hitrosti 1550 ¢ in temperaturi
20 °C. Za usedanje MV iz plazme smo 250 pl
supernatanta ponovno centrifugirali pri viji
hitrosti (17570 g pri temperaturi 20 °C, 30 mi -
nut). Za izpiranje MV in odstranjevanje plaz -
me smo po centrifugiranju odstranili 225 pl
vrhnjega supernatanta (plazma brez MV) in
usedlini (MV) dodali 225 pl izoosmolarnega
fosfatnega pufra s citratom (angl. phospha -
te buffer saline, PBS: 0,109 M trinatrijevega
citrata, v V:V, 9:1). Za boljSe izpiranje smo
usedlino MV ponovno suspendirali v pufru
na mesalniku. Pred izvedbo nadaljnjih postop-
kov je bilo potrebno ponovno koncentriranje

in usedanje MV, zato smo ponovili zadnji
korak centrifugiranja pri 17570 g (20 °C, 30 mi -
nut).

Prasicjo kri z antikoagulantom ACD smo
centrifugirali 20 min pri 150 g. Supernatant,
to je plazma, bogata s trombociti (angl. pla -
telet rich plasma, PRP), smo prenesli v novo
15-mililitrsko epruveto in centrifugirali 15 min
pri 200 g za dodatno odstranitev krvnih celic.

Da bi preprecili agregacijo PT ob nadalj-
njem centrifugiranju, smo dodali 5ng pro-
staglandina I na 1ml PRP. Nato smo PRP
centrifugirali 15 min pri 800 g, da smo dose-
gli usedanje trombocitov. Dobljeni PT smo
ponovno suspendirali v pufru za PT (163 mM
NaCl, 2,7mM KCl, 12mM NHCO,, 0,3 mM
Na,HPO,, 2mM MgCl, x 6H,0, 5,6 mM gluko-
za, pH 7,4), ki je vseboval 5 % plazme brez PT.
Po 60-minutni inkubaciji pri temperaturi
37 °Cs 300 ng/ml PGI, smo celice sprali s cen -
trifugiranjem, kot Ze omenjeno, in ponovno
suspendirali do 10° celic/ml v pufru. Za poskus
smo uporabili kri dveh Zivali. Vsi poskusi so
bili izvedeni takoj po osamitvi celic.

Tretiranje prasiéjih trombocitov
z A21387

Alikvote na 37 °C predogrete suspenzije PT
smo pipetirali v 2 ml epruvete, ki so vsebova-
le na 37 °C predogreti PT-pufer in 1 mM kal -
cijev ionofor A21387. Kon¢na koncentracija
PT je bila 10® celic/ml in inkubacija je bila
izvedena v 1 minuti pri 37 °C.

Predpriprava vzorca
za elektronsko mikroskopijo

Za stabilizacijo in ve¢jo obstojnost MV smo
vzorcu dodali fiksativ glutaraldehid (angl. glu -
taraldehyde, GA, razredéen v izoosmolarnem
PBS-citratu), ki zamreZi proteine na dveh
mestih in utrdi njihovo tridimenzionalno
strukturo. GA smo dodali toliko, da je bila
v vzorcu njegova konc¢na koncentracija 1 %.
Vzorec smo inkubirali v GA 1uro na sobni
temperaturi (23 °C). Vzorec z 1% GA smo do
nadaljevanja postopka hranili v hladilniku
pri temperaturi 4 °C. Za zamreZenje in obstoj -
nost membran v vzorcu smo vzorec fiksira -
li z 0sO,, ki poveze nenasi¢ene mascobno
kislinske ostanke v fosfolipidnih molekulah
v membrani. OsO, se veZe tudi na GA, zato
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smo z vzorca izprali nevezani GA s PBS-citra-
tom; izpiranje je potekalo s Stirikratno izme-
njavo supernatanta s polurnimi presledki.
Vzorec smo z OsO, fiksirali na enak nacin kot
z GA (kon¢na koncentracija OsO, 1%). Nato
smo ga inkubirali pri sobni temperaturi 23 °C
za eno uro in nevezani OsO, izprali. Za na-
daljnjo pripravo je bilo treba iz vzorca odstrani-
ti vodo oziroma jo izmenjati z manj polarnimi
tekoc¢inami, predvsem za zavarovanje fosfo-
lipidnih membran. To smo storili z izmenjavo
pretezno vodne vsebine celic in supernatan-
ta z manj polarnim acetonom. Vzorcu smo
v 10-minutnih korakih dodajali in izmenjava-
li meSanico acetona in PBS-citratnega pufra.
V mesanicah acetona in pufra smo z name-
nom, da bi preprecili morebitni osmotski Sok,
koncentracijo acetona stopnjevali: 50 %, 60 %,
90 %. Zadnji korak je potekal v 100 % aceto-
nu 1uro z dvema izmenjavama acetona.

PT smo koncentrirali v usedlino s cen-
trifugiranjem pri 3000 g 10 minut. Prasi¢je
mikrovezikle (PMV) smo centrifugirali pri
30000 g 60 minut iz supernatanta po centri-
fugiranju pri 11000 g 2 minuti za odstranje-
vanje preostalih trombocitov. PT in PMV
smo fiksirali v suspenziji v 1% GA 30 minut,
postfiksirali v 1% OsO, v 0,9 % NaCl 30 mi -
nut pri 22 °C, dehidrirali v stopnjujocih seri-
jah aceton-voda (50-100 % v/v).

Priprava vzorca za SEM

Za SEM-mikroskopijo, kjer opazujemo zuna-
njo tridimenzionalno strukturo, je treba vzor -
ce posusiti za obstoj v vakuumu, v katerem
deluje EM, hkrati pa suhi vzorci ne dopusca-
jo pojava izparin, ki bi ovirale nemoteno pot
elektronom. Za vir sekundarnih elektronov,
ki se odbijajo s povrsine vzorca, so vzorci napr-
Seni s tezko kovino. Fosfolipidne membrane
se ob neposrednem su$enju na zraku poskodu -
jejo zaradi prehajanja znotrajceli¢ne raztopi-
ne preko membrane. Za ohranitev celovitosti
membrane smo morali vzorce susiti s teko -
¢im CO,, ki pri kriti¢ni tocki 72 barov in 31 °C
sublimira v plinasto agregatno stanje. CO,
v plinastem stanju nemoteno in nekvarno
prehaja preko membrane. Da bi omogodili
prevajanje toka elektronov in vzpostavili vir
sekundarnih elektronov, smo posusene vzor -
ce napréili z zlatom. Vzorce smo opazovali
z mikroskopom Cambridge Instruments S360.
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Priprava vzorca za TEM

Vzorce za TEM je za zadovoljivo prehodnost
elektronov in njihovo sipanje le v dolodeni
ravnini treba narezati na 40-50 nm debele (ul-
tratanke) rezine. Za rezanje vzorca na ultra-
tanke rezine smo vzorec potopili v eponsko
smolo, ki se po segrevanju polimerizira in str-
di. Utrjene vzorce lahko reZemo z diamant-
nim ali s steklenim noZem.

Po dehidraciji z acetonom v predpri-
pravi smo vzorce inkubirali v mesanici epo-
na in acetona. Mesanico acetona in epona
smo izmenjali v korakih, s stopnjujo¢im (za-
radi preprecevanja osmotskega Soka) dele-
Zem epona. Vzorec smo inkubirali pri 23 °C
za 10 minut v meSanici epon-aceton (1:1), za
30 minut v meSanici epon-aceton (2:1) ter
preko noci v 20 ul 100 % epona, da je izhla-
pel preostali aceton v vzorcu. 100 % epon smo
izmenjali (odstranili 100 % epona nad vzor-
cem in dodali enak volumen 100 % epona) in
vzorce dali na inkubacijo ter polimerizacijo
epona v pecico na 60 °C za 48 ur. Vzorce smo
narezali na mikrotomu na 40 nm tanke rezi-
ne. Rezine smo nabrali na mreZice, na katere
smo nanesli folijo iz formvara. Za vedji kon-
trast oziroma sipanje elektronov pri opazo-
vanju smo rezine na mreZicah kontrastirali
z raztopinami soli tezkih elementov, in sicer
z uranil acetatom in s svincevim citratom. Po
suSenju na zraku so bili pripravljeni za opa-
zovanje. Cloveske vzorce smo opazovali z elek-
tronskim mikroskopom JEM 100 CX, PT ter
PMV z JEOL 100 SX (JEOL, Japonska) pri
delovni napetosti 80 kV.

REZULTATI
SEM-mikrografi

Slika 1 prikazuje izolate iz krvne plazme zdra-
vega prostovoljca. Objekti na SEM-mikrogra -
fih so v povprecju za 30 % manjsi kot v resnici.
Premer eritrocitov je na SEM-mikrografu
(slika 1A) v povpre¢ju 5um (in vivo okoli
7um). Nassliki 1A so ob eritrocitih vidne manj-
$e globularne in podolgovate oblike s povpre¢ -
nim premerom 0,46 um (n =120, standardna
deviacija = 0,21 pm). Povprec¢ni premer MV
na sliki 1B je 0,39 um (n=35, standardna
deviacija = 0,23 ym), ustrezni povprecni pre -
mer MV nasliki 1Cje 0,086 ym (n =30, stan -
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Slika 1. Visticni elekronski mikrograf mikrovezikloy, izoliranih z diferencialnim centrifugiranjem iz cloveske krvi. S centrifugiranjem
najprej posedamo in odstranimo celice in v naslednjem, hitrejSem centrifugiranju Se mikrovezikle (MV) iz supernatanta. A -V izola -
tu MV so Se vedno lahko prisotni posamezni eritrociti. B in C — drugo podrocje iste frakcije MV, C — zmate strukture na MV so posle -
dice priprave vzorcev. Na slikah je vidna velikostna in oblikovna raznolikost MV,

dardna deviacija = 0,03 ym). Na sliki 1C so
vidne posledice priprave vzorca, nanasanja
zlatega poprha, to so zrnate strukture na povr -
$ini MV.

TEM-mikrografi

Objekti na TEM-mikrografu na sliki 2A so
v povpredju veliki 0,38 pm (n=9, standardna
deviacija = 0,33). Oblika MV je v primerjavi

z obliko MV na SEM-mikrografih oglata. Vse -
bina MV je bolj prosojna kot citoplazma sosed-
njih celic (levkocita levo in desno ter eritrocita
na sredini na sliki 2A).

MV so po obliki membrane in prosojno-
sti vsebine podobni MV, pridobljenim s spro -
z ionoforom A23187 (slika 2B — aktivirani
trombociti, slika 2C - s centrifugiranjem
koncentrirani mikrovezikli).
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Slika 2. A— Transmisijski elektronski mikrograf mikroveziklov, izoliranih z diferencialnim centrifugiranjem iz cloveske krvi. Na desni
in levi sta vidna dela levkocitov, zgoraj sredi del eritrocita. Primerjava sestave in izvora mikroveziklov z umetno sproZeno akfivacijo in
brstenjem prasiciih trombocitov z ionoforom A23187. B — Pustice prikazujejo brstenje mikroveziklov na aktiviranih trombocitih. C— S cen -

trifugiranjem koncentrirani mikrovezikii

RAZPRAVA

Mikrovezikle, izolirane iz periferne krvi zdra -
vega prostovoljca, smo opazovali s SEM in
TEM. Ugotovili smo, da je povpre¢na velikost
MYV, izmerjena iz mikrografov, skladna z di-
menzijami MV, navedenimi v literaturi, ugo -
tovljenimi s pretocno citometrijo (6-20). Ugo -
tovili smo, da je koncentracija in velikostna
razporeditev MV na razli¢nih delih vzorca raz -
li¢na. MozZen vzrok za to je centrifugiranje.
Najvedji delci, mnogo gostejsi od medija, se
pri centrifugiranju usedajo najhitreje in jih je
najve¢ na dnu usedline, medtem ko je manj -
$ih in manj gostih delcev ve¢ na vrhu used -
line. Ob analiziranju posameznih mikrolokacij
na usedlini se je treba zavedati, kje se - gle -
de na prvotno orientacijo usedline — posamez -
na mikrolokacija nahaja.

Z uporabo SEM smo ugotovili, da je pre -
tezni del mikroveziklov okrogle oziroma

diskoidne oblike, manjsi del pa cevaste oblike.
Samo z uporabo TEM tega ne bi bilo mogo-
¢e ugotoviti, saj omogoca analizo le v dveh
dimenzijah.

Pri pripravi se vzorci skrcijo ob susenju
pri kriti¢ni tocki CO,, zato je treba vse izmer -
jene velikosti interpretirati z upoStevanjem
tega dejavnika. Pri interpretaciji velikosti lah-
ko ocenimo dejansko velikost videnih objektov
s primerjavo prisotnih celic, katerih velikost
Ze poznamo. Primerni za to so eritrociti, ki
imajo homogeno velikost. Na SEM posnetku
so veliki 5 ym, v nativnem stanju pa so (pod
opti¢nim mikroskopom) veliki okrog 7 pm.
S pomocjo tega razmerja ocenimo nativno
velikost neznanega objekta. Ocena je pribliz-
na. Do razlike pri kr¢enju celic in mikrovezi -
klov bi lahko prislo zaradi razlicne sestave in
vpliva citoskeleta, ki nudi dolo¢eno oporo celi -
cam. Se bolj&i nadin ugotavljanja vpliva pri -
prave preparatov je primerjava rezultatov,
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dobljenih z enakim preparatom s TEM. Pri pri-
pravi vzorca za TEM ni vpliva kréenja zaradi
susenja, saj se vzorec vklopi v eponsko smolo,
ki polimerizira in ohrani strukture v prvot-
ni velikosti.

Na povrini MV je (npr. na sliki 1C) vidna
zrnata strukturiranost, ki je posledica pripra-
ve vzorca za SEM, najverjetneje naprSevanja
zlata. Podobnih struktur ni videti na prenem
prerezu MV s TEM, kjer ni naprsevanja zlata
na povrsino vzorca ali druge dodatne obde-
lave povrsine vzorca.

TEM v primerjavi s SEM omogoca anali-
zo notranjosti MV. Ugotovili smo, da se MV
po notranji strukturiranosti razlikujejo od bliz-
njih celic. Notranjost MV je, kot je vidno na
mikrografih, bolj prosojna od notranjosti
sosednjih celic, kar bi lahko bila posledica
odsotnosti ali pa delnega razkrajanja citoske-
leta v MV.

NatancnejSe sklepanje, iz katere vrste
celic izvirajo posamezni MV, kaksen je izvor
in mera ohranitve vsebine MV glede na
izvorne celice, smo dosegli z uporabo dodat-
ne tehnike.

Doloc¢evalne znacilnosti nekega tipa izvor-
nih celic smo dosegli z analizo in vitro spro-
Zene mikrovezikulacije na celi¢nih kulturah.
Umetno spodbujeno brstenje je mozno dose -
(i z dodajanjem razli¢nih molekul v raztopino,
ki obdaja celice. Primer za umetno inducira-
no vezikulacijo je dodajanje kalcijevega iono-
fora A23187 trombocitom (27). A23187 nase
veZe in prenasa ione Ca®* v notranjost celic, tudi
trombocitov, ter s tem povzrodi aktivacijo,
agregacijo in brstenje trombocitov (26-28).
Ob primerjavi MV, izoliranih iz krvne plaz -
me, z umetno induciranimi MV iz prasi¢jih
trombocitov (slika 2A, B in C), se pokaze
podobna ultrastruktura obeh populacij MV.
Ta ugotovitev je skladna z dejstvom, da veci -
na MV izvira iz trombocitov (29). Obstaja torej
verjetnost, da izolirani MV na mikrografih
izvirajo iz trombocitov. Za tehtnej$o primer -
javo MV in dolocanje izvora MV na podlagi
notranje strukture bi bilo treba inducirati in
primerjati MV iz ve¢ vrst celic.

Za dolocanje izvora MV obstajajo tudi
manj agresivne metode, kot je umetno spod -
bujeno brstenje. Metoda, s kakrsno bi se prib -
lizali bolj naravnemu stanju MV in celic, bi
bila uporaba imunolokalizacije s koloidnimi

zrnci zlata. Pri tej metodi bi celicam in MV
dodali specifi¢na protitelesa za antigene, ki
se nahajajo le na dolocenih tipih celic. Na pro-
titelesa proti dolo¢enim antigenom so pritrje-
ne nanometrske kroglice zlata (oz. so pritrjene
na sekundarna protitelesa, ki se specificno
veZejo na primarna protitelesa, ta pa se veze -
jo na antigene) (30). Ce bi se protitelo veza-
lo hkrati na mikrovezikel in le na dolo¢en
tip celice, bi lahko sklepali, da s protitelesi
oznaceni mikrovezikel izvira (vsebuje kom-
ponente, ki so hkrati prisotne) iz z enakimi
protitelesi oznacenega tipa celic.

Metodi umetno spodbujenega brstenja in
imunolokalizacije s protitelesi bi lahko zdru-
zili in primerjali spontano nastale in umetno
spodbujene vezikle glede na vsebnost kom-
ponent iz mati¢nih celic. Z zdruZitvijo metod
bi deloma lahko sklepali na mehanizme, ki so
prisotni pri tvorbi mikroveziklov, in na stanje
materinskih celic, prisotno ob dolodeni vrsti
brstenja.
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Primer dodatne metode je umetno spod-
bujeno brstenje tipov celic, ki so potencialni
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dodatna metoda imunolokalizacija znadcil-
nih komponent MV in celic njihovega izvo-
ra s koloidnim zlatom.
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