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»The bubble's been engineered to allow us to learn from within it.«

Alexandra Adornetto,
avstralska igralka in avtorica, ki pise ga otroke in mladostnike

Stran | 1



Tobija K. in Miha J.  Morfoloske lastnosti zunajeelicnib veziklov eritrocitnega izvora  Raziskovalno delo, Ljubljana 2022

KAZAIO VSEBINE

POVZETEK ..oovvooooeeiiessoeeeeeeeeeeeeeoeeeesesssssssse s sessssssssssssss s ses e sessssssssssssssssssssssesesssssssssssssnsssssssssssessssssssessmnnnnns 4

ABSTRACT oo esssessssssssss s sessssssssssss s sessssssmmsssss e s sesessssssssssennns s 5

T UVOD oo essssssesssss e sss s ssssssesses e 6
1.1 PRISTOP K DELU IN POTEK DELA ......oooovooeeeeeeesssseeseeeeeeeeessseosesssssssssssssssesessssssssssssssssssson 6

2 TEORETICNI DEL......ooooiiooeeceveoooeiseeeeeeeeoesssessseeessssssssssssessssssssssssesssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssesssssssssssesees 8
21 KRIIN KRVNE CELICE w..cvoooociioeeeeeveeoessseeseeeoeessssseesssssssssssssssssssssssssesssssssssssssessssssssssssssssssseson 8
2.2 ERITROCITI ALI RDECE KRVNE CELICE.......ccoomirveooeoossseeeeeooeesssseesesesseesssseesssssssssssseessonees 11
2.3 BIOFIZIKALNE LASTNOSTI ERITROCITOV IN NJIHOVIH MEMBRAN....................... 13
2.4 ZUNAJCELICNI VEZIKLI (ZV0) covvvvvvvvveveeeeesesssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssone 14

2.5 VIZUALIZACIJA ZUNAJCELICMNIH VEZIKLOV — ELEKTRONSKA

MIKROSKOPIJA ....oooooooeoveeeeevvveeesesesssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssones 15
2.6 CIL] RAZISKOVALNEGA DELA......ooovvooooooiieissssssseseeeeeeesseossssssssssssssssssseseessssssssssssssssssssssssseeeseees 17
2.7 HIPOTEZE . cooioooooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesses e eeesssessmessss s es s essssssssssssssssssss e sesesssssesssssssssssseseesseees 17
3 EKSPERIMENTALNI DEL....cooiiiooooooooveecooeoeeossisssssssseessssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssnnnns 18
31 PRIPOMOCKL ....commiereveeeeieeseseeseoessssssseesssesssssessssssssssssssssssssssssssssssssssosssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssnes 18
32 TZOLACIJA ZUNAJCELICNIH VEZIKLOV.......ooooovvvevevvveessssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssone 18
33  GEOMETRIJSKA ANALIZA ERTTROCITNIH ZV-JEV......cccoommmmmmmmmmrrnrereeereoororsssssssssssseeeeeeee 19
34 POVRSINA IN PROSTORNINA KROGLE TER SFEROIDA.......cooovrrvveveeeeeeseeereeeessssneeseennes 20
3.5  STATISTICNA ANALIZA PODATRKOV ....cciovoociioeneseeeoeeesssseeeeseeessssessssssmssssssesssssssssssssssssonees 21
4 REZULTAT Lo eeeeeeeeeeeossesses e sesssssssssssssssssssssss e ssssssssssesssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssessssssmnnnnnns 23

4.1 VZOREC ZUNAJCELICNIH VEZIKLOV ERITROCITNEGA IZVORA PRI
OSMOLARNOSTT 50 MOSMOL/ Ltuerieieiiiriireirceeieieiseistisees e issisessessess s tsessessese e ssssessessessssssssssesscssssesesnes 23

4.2 VZOREC ZUNA]CELICNIH VEZIKLOV ERITROCITNEGA IZVORA PRI

OSMOLARNOSTT 300 MOSMOL/ L crrvvvvvvvvvvvvreeeeessssssssssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssees 24
5 ZAKIJUCEK ....iooooooeeeeeeevvvovoooosssssssssssseeseessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnnns 25
6 LITERATURA cooeoieeeeeeeeeeeeeeeee e sssssssssssss s sssssssss s 27
PRILOGE w.ovovvoveeveveeeeeeesessssssssssssssssssss s ssssssssssss s 30
ODTIS OBJAVLJENE PUBLIKACI Envcooooovvvveeeeeeeeneneeeeessssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssesesssssssssssssssssssees 35

Stran | 2



Tobija K. in Miha J.  Morfoloske lastnosti zunajeelicnib veziklov eritrocitnega izvora  Raziskovalno delo, Ljubljana 2022

KAZALO TABEL
Tabela 1: Sestava Ktvi (Deas, 2005). .....c.ccvvneeueriniieiririteieisineeieisesteie sttt ittt bt sestas et tsenesebesseneasaes 11
Tabela 2: Priprava vzorcev za Studij vpliva osmolarnosti na morfologijo delcev. .......vevernernineeecrennen 19

Tabela 3: Rezultati dvostranskega #testa za vzorca razliénih osmolarnosti. Pri stopnji zaupanja o = 0,05
so prikazani izracunani parametri: volumen 1/, povrsina § in relativni volumen s.......coccccviviccininiccicinenee. 24
Tabela 4: Analiza parametrov v vzorcu z osmolarnostjo 50 mOsmol/L (2 x mala polos 4, velika polos 4,
prostornina 7, povtsina S in relativii VOIUMEN 7). ..o 30

Tabela 5: Analiza parametrov v vzorcu z osmolarnostjo 300 mOsmol/L (2 X mala polos 4, 2 X velika

polos b, prostornina 1, povisina S in relativil VOIUMEN ). ..c.cuvcuicuicirieiriciriciricreeireeree e sseeeneeees 32
KAZALO SLIK

Slika 1: Locitev krvi na plasti zaradi posedanja celic (Povgto po: Dearn, 2005).......coceeecenicenienicnicnicnecnneaes 8
Slika 2: Eritrociti pod svetlobnim mikroSKOPOML. ......cuviuiviviiriiicici e 12
Slika 3: Shematski prikaz prereza krogle s pOIMErom 7. 20
Slika 4: Shematski prikaz elipsoida, ki zajema polosi @, /1N Co...cecueecieeciriciriciricirecerec e 21
Slika 5: Prikaz opisovanja prolatnega sferoida z elipso. ......cccuinienirieciniiniiniiiicceece e 22

Slika 6: Polja vzorca osmolarnosti 50 mOsmol/L: (a) izvorna mikrografija, (b) mikrografija zgornjega
levega predela in (c) mikrografija spodnjega desnega predela. Priblizki obrisov so podani s ¢rtkano ¢rto..23
Slika 7: Polja vzorca pti izpostavitvi osmolarnosti 300 mOsmol/L: (a) izvorna mikrografija, (b)
mikrografija zgornjega levega predela in (c) mikrografija spodnjega desnega predela. Priblizki obrisov so
POAANT Z TACCO CLTO. wevreiirieiieiiieiie ettt ettt e et 24

Slika 8: POvZetek SPIEJEte ODJAVE. ...vuiuieiiiiiiiiiiicieiiii s 35

Stran | 3



Tobija K. in Miha J.  Morfoloske lastnosti zunajeelicnib veziklov eritrocitnega izvora  Raziskovalno delo, Ljubljana 2022

POVZETEK

Zunajcelicni  vezikli so heterogena skupina celicnth membranskih = struktur nanometrskih
razseznosti. Nahajajo se v vseh telesnih tekocinah in nastajajo iz katerekoli celice. Zaradi
pomembne vloge v medceli¢ni komunikaciji so izjemnega pomena pri uravnavanju zdravja in

bolezni.

V vzorcih bioloskega izvora so pogosto prisotni delci, manjsi od 1 um, med katerimi so tudi
zunajceli¢ni vezikli. Vsebujejo biolosko aktivhe molekule, kot so proteini, nukleinske kisline in
razli¢ni presnovki. Omenjene komponente na eni strani predstavljajo informacijo o celici, iz katerih
izhajajo, in se na drugi strani lahko vpletajo v razlicne bioloske procese celice, v katere vstopajo.

Tako lahko vplivajo na razvoj in delovanje organizmov.

Zunajcelicne vezikle smo izolirali iz suspenzije spranih eritrocitov, slikali izolate z vrsticnim
elektronskim mikroskopom ter ocenili njithovo prostornino, povrsino in relativho prostornino.
Uspelo nam je pridobiti in slikati izolat, bogat z eritrocitnimi zunajceli¢nimi vezikli. Ugotovili smo,
da imajo zunajceli¢ni vezikli pri osmolarnosti 50 mOsmol/L obliko, ki je blizu krogli, medtem ko
imajo pti osmolarnosti 300 mOsmol/L podolgovato obliko, ki je blizu podolgovatemu sferoidu.
Volumen 1 in povtsina S zunajceli¢nih veziklov pti 50 mOsmol/L sta bila znatno in statisti¢no
pomembno manjsa kot pri 300 mOsmol/L. Relativni volumen » (mera za razmetje 7 in §:
v = (36m1%/5%"? je bil pri 50 mOsmol/L znatno in statisticho pomembno vedji pri 50 mOsmol /L.
kot pri 300 mOsmol/L. Rezultati kazejo, da pti nizji osmolarnosti voda vstopa v vezikle in s tem
poveca njihovo prostornino glede na povrsino (podobno kot pri eritrocitih, kjer se prostornina
uravnava z Donnanovim ravnovesjem). Zmanjsanje volumna in povrsine v hipoosmolarnem

okolju kaze na to, da je prislo do selektivnega pokanja (vecjih) zunajceli¢nih veziklov.

Kijucne besede:
Zunajcelicni vezikli, eritrociti, osmolarnost, diferencialno centrifugiranje, vrsticna elektronska

mikroskopija, morfologija, interdisciplinarno povezovanje, medicina
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ABSTRACT

Extracellular vesicles are a heterogeneous group of cellular membrane structures of nanometer
dimensions. They are found in all body fluids and are formed by cells. Due to their capacity to
mediate intercellular communication, they play an important role in biological processes in health

and disease.

Particles smaller than 1 pm including extracellular vesicles, are often present in samples of
biological origin. They contain biologically active molecules such as proteins, nucleic acids and
various metabolites. These components provide information about the mother cells and can
simultaneously be involved in various biological processes within the recipient cells. This can have

influence on the development and functioning of organisms.

In this work we observed the morphological parameters of erythrocyte extracellular vesicles at two
different osmolarities of the external solution. Extracellular vesicles were isolated from suspension
of washed erythrocytes and imaged with a scanning electron microscope. The contours of the
imaged extracellular vesicles were used to assess the vesicle volume, area, and relative volume. We
were able to obtain and image an isolate rich in erythrocyte extracellular vesicles. We found that
extracellular vesicles at an osmolarity of 50 mOsmol/L have a shape close to a sphere, while at an
osmolarity of 300 mOsmol/L they have an elongated shape close to a prolate spheroid. The volume
[”7 and the surface area § of extracellular vesicles at 50 mOsmol/I. were considerably and
statistically significantly lower than at 300 mOsmol/L. Relative volume » = (36m12/5%)"? at 50
mOsmol/L was considerably and statistically significantly higher at 50 mOsmol/L than at 300
mOsmol/L. These results indicate that at lower osmolarity water enters into vesicles and increases
their volume relative to area (similar to erythrocytes where the volume is regulated according to
the Donnan equilibrium). Dectrease of volume and surface area at lower osmolarity indicates that

selective popping of (larger) vesicles took place.

Key words:

Extracellular vesicles, erythrocytes, osmolarity, differential centrifugation, scanning electron

microscopy (SEM), morphology, interdisciplinary connection, medicine
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1 UVOD

Zunajcelicni  vezikli (ZV-ji) (angl. extracellular vesicles) so heterogena skupina nano-/
mikrometerskih delcev, zaprtih z membrano, ki jih najdemo v skoraj vsakem vzorcu bioloskega
izvora. Delujejo kot sredstvo za medcelicno komunikacijo in so vkljuceni v ve¢ fizioloskih in
patoloskih procesih, kot so embriogeneza, nevronska komunikacija, koagulacija krvi, vnetje,
tumorigeneza in horizontalni prenos genov (Yanez-Mo6 idr., 2015). V zadnjih desetletjth so ZV-je
obsezno preucevali tudi zaradi njihove potencialne klinicne uporabnosti: kot biomarkerje za
spremljanje napredovanja razlicnih bolezni, kot zdravila ali kot vektorje za dostavo zdravilnih
ucinkovin. Kljub razlicnim uspehom, preboj do splosne aplikativhe uporabe se vedno ovirajo
nekatere tehni¢ne zahteve pri njihovem pridobivanju, identifikaciji in karakterizaciji. Zaradi
majhnosti ZV-jev in njihove heterogenosti glede na velikost in sestavo, je ponovljivost postopkov
in koli¢ina pridobljenega materiala glede na zacetni vzorec $e vedno velik izziv. Poleg omenjenega

so lastnosti izoliranega materiala mo¢no odvisne od nacina izolacije (Bozic idr., 2021).

Navedeno lahko sluzi kot izziv ali kot motivacija za nadaljnje raziskovanje in interdisciplinarno
povezovanje znanstvenih disciplin, ki ustvarjajo doprinos podrocju. Osnova tega dela so bili
postopki izolacije ZV-jev iz suspenzije spranih eritrocitov in njihovo slikanje z elektronskim
mikroskopom, kar so rezultati dela sodelavcev sodelujocih ustanov. Na slikah opazene oblike ZV-
jev so podobne geometrijskim telesom, katerih volumen in povrsino lahko dolo¢imo na enostaven
nacin, ¢e dolo¢imo ustrezne geometrijske parametre s slik. V okviru pricujocega dela smo tako
izvedli analizo za dva vzorca, ki sta se razlikovala po osmolarnosti zunanje raztopine. Dolo¢ili smo
volumen in povrsino omenjenih ZV-jev ter ustrezne povprecne vrednosti za obe skupini ZV-jev.
Ugotovitve in pridobljena znanja bodo lahko osvetlila mehanizme stabilnosti erirocitnih ZV-jev in
dogajanja na ravni eritrocitne membrane. Kolikor nam je znano, je to prvi zapis o dolocanju
povrsine in prostornine eritrocitnih zunajcelicnih veziklov na reprezentativni populaciji ZV-jev, ki

zados§ca pogojem za statisticno primerjavo.

1.1 PRISTOP KDELU IN POTEK DELA

Temeljenji prakti¢ni del smo opravili v Laboratoriju za klinitno biofiziko Zdravstvene fakultete ter
Laboratoriju za fiziko Fakultete za elektrotehniko Univerze v Ljubljani. Delo je bilo nadzirano s strani
tehni¢no usposobljenega osebja v sodelovanju z mentotji. Vso potrebo opremo sta nam zagotovili
sodelujoci instituciji. Pred opravljanjem eksperimentalnega dela smo bili seznanjeni s temeljnimi

varnostnimi predpisi, delovnimi aparaturami in eksperimentalno strategijo.
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Kemikalije in delovne raztopine, ki so bile opremljene z oznakami za nevarne snovi, smo
obravnavali v skladu s predpisi o nevarnih snoveh. Skozi celoten proces smo nosili zascitna sredstva
(zascitno masko, rokavice, zascitna ocala in haljo) ter sledili smernicam za varno in ucinkovito delo.
Za izvedbo poskusa na eritrocitih ¢loveske krvi smo predhodno pridobili pisno soglasje Komisije
Republike Slovenije za medicinsko etiko (2019) s §tevilko 0120-146/2019/5. Studija je bila izvedena
v skladu s smernicami Helsinske deklaracije; kri je prostovoljno darovala zdrava odrasla oseba
zenskega spola. Odvzem je potekal po standardnem protokolu, na tesé¢e 12 ur pred odvzemom, ob

7.30 uri.
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2 TEORETICNI DEL

2.1 KRIIN KRVNE CELICE

Kri je pozornost ljudi pritegovala ze od davnin. Menili so, da je s puscanjem krvi mozno eliminirati
bolezen (Kelneri¢, 2018). Kasneje, v 17. stoletju, je Jean-Baptiste Denis poskusal transfuzirati
telecjo kri za anemijo trpecem bolniku Antoinu du Mauroyu. Ugotovljeno je bilo, da so bile njegove
rdece krvne celice podvrzene hemolizi (Yaya, 2021). V istem stoletju sta Malpighi in Swammerdam
opisala obstoj rdecih krvnih celic (Cobb, 2002), vendar za prodorno odkritje njihovega
znanstvenega opisa zasluge pripisujejo nizozemcu Anthonyju van Leeuwenhoeku (Britannica kids,
2008). Njegova odkritja in poglobljeni opisi so tako omogocili izdelave mikroskopov z eno leco in

250-kratno povecavo (Yaya, 2021).

Kri, opredeljena kot nenewtonska tekocina, predstavlja priblizno 7 % telesne teze posameznika
(Sullivan, 2017). Povprecna odrasla oseba v telesu vsebuje ve¢ kot 5 litrov krvi. Omenjena
zivljenjska tekocina prenasa kisik in hranila do zivih celic in odnasa njihove odpadne produkte.
Zagotavlja imunske celice za boj proti okuzbam in vsebuje trombocite, ki lahko tvorijo ¢ep v
poskodovani krvni zili, in s tem preprecijo izgubo krvi (Adam idr., 2022).

Preko cirkulacijskega sistema se kri prilagaja potrebam telesa. Tako ob vadbi srce ¢rpa mocneje in
hitreje, s tem zagotovi ve¢ krvi ter kisika misicam. Ob okuzbi ki na mesto okuzbe med drugim
dostavi tudi ve¢ imunskih celic, kjer se le-te kopicijo, in s tem preprecijo nadaljnje Skodljive reakcije

(Adam idr., 2022).

Ce epruveto s krvjo po odvzemu pustimo pri sobni temperaturi stati v navpicnem polozaju, se
zaradi gravitacijske sile pricne locevati na tri plasti (Slika 1), kar postane jasno vidno po priblizno
30 minutah. Ko se vecje in gostejse komponente potopijo na dno epruvete, redkejsa tekocina
ostane na vrhu. Tekocina slamnatega odtenka, ki tvori zgornjo plast, se imenuje plazma in ponavadi
zajema priblizno 60 % krvi (Dean, 2005). Srednja, bela plast, je sestavljena iz belih krvnih celic in
trombocitov ter spodnja z rede¢im odtenkom iz eritrocitov. Spodnji dve plasti celic ponavadi

sestavljata priblizno 40 % krvi (Dean, 2005).

Plazma

1ngl. Buffy coat:
levkociti in trombociti
Eritrociti

Slika 1: Locitev krvi na plasti zaradi posedanja celic (Povzto po: Dean, 2005).
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Vzorec krvi je mogoce lociti na posamezne komponente z vrtenjem v centrifugi, kjer se zaradi
delovanja gravitacijske sile gibljejo zaradi sistemske sile. V nihajocem rotorju se epruveta postavi
skoraj pravokotno na os rotorja ter se vedji in gostejsi delci hitreje gibljejo proti dnu epruvete kot
manj$i in manj gosti. Ce se delci gibliejo v mediju z gostotnim profilom, lahko tudi lo¢imo
posamezne skupine delcev z razli¢nimi gostotami. Na opisan nacin se lahko eritrociti zbirajo tudi

za transfuzijo krvi (Adam idr., 2022).

Plazma v veliki vecini predstavlja vodo (92 % prostornine) in vsebuje $tevilne pomembne snovi

(8 % prostornine), kot so beljakovina albumin, faktorji strjevanja krvi, protitelesa, encimi, hormoni,
sladkorji, mascobni delci in zunajceli¢ni vezikli (ZV-ji). Vsebuje tudi razlicne elektrolite, kot so
natrijevi in kloridni ioni, odgovorni za ohranjanje osmolarnosti na optimalni ravni. Najdemo lahko

tudi druga hranila, kot so glukoza ali aminokisline (Yaya, 2021).

Krvne celice izvirajo iz kostnega mozga. Svoje zivljenje zacnejo kot maticne celice in dozorijo v tri
glavne vrste celic — eritrociti (rdece krvne celice), levkociti (bele krvne celice) in trombociti. V
nadaljevanju lo¢imo tudi tri vrste belih krvnih celic — limfociti, monociti in granulociti. Granulocite

tako delimo na nevtrofilce, eozinofilce in bazofilce (Dean, 2005).

Eritrociti ali rdece krvne celice so najpogostejsa vrsta celic v krvi. S premerom 6 um (Youngchan,
2012) so eritrociti dovolj majhni, da se stisnejo skozi najmanjse krvne Zile. Pri ljudeh, tako kot pri
vseh sesalcih, zreli eritrociti nimajo jedra, kar omogoca celici ve¢ prostora za shranjevanje
hemoglobina — beljakovine, ki veze kisik, in s tem omogoca rdecim krvnim celicam prenasanje ve¢

kisika (Adam idr., 2022).

Levkociti so del imunskega odziva in so na voljo v razlicnih oblikah in velikostih. Nekatere celice
imajo jedra z vec reznji in druge z eno veliko okroglo jedro. Nekateri vsebujejo pakete zrnc v svoji
citoplazmi in so tako znani kot granulociti. Kljub razli¢cnim videzom imajo vse razli¢ne vrste
levkocitov vlogo pri imunskem odzivu. V krvi krozijo dokler ne prejmejo signala, da je del telesa
okvarjen. Makrofagi so e posebej efektivni pri poziranju bakterij. Pomanjkanje makrofagov tako
lahko vodi do ponavljajocih se bakterijskih okuzb. Celice T so Se posebej spretne v boju proti
virusnim okuzbam. Izguba njihovih funkcij povzroci povecano dovzetnost za virusne okuzbe
(Dean, 2005). Signali vkljucujejo molekule interlevkina I (IL-1), ki jih izlocajo makrofagi, prispevajo
k zvisanju telesne temperature pri okuzbah, in molekule histamina, ki jih sproscajo krozeci bazofilci
in tkivni mastociti. V odgovor na nastale signale levkociti zapustijo krvno zilo tako, da se stisnejo

skozi luknje sten krvnih zil. Preselijo se do vira signala in pomagajo aktivirati proces zdravljenja.
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Nevtrofilci prebavljajo bakterije. Znani so tudi kot polimorfonuklearne celice, ker vsebujejo jedro,
katerega oblika je nepravilna in vsebuje veliko rez, katere sluzijo zajemanju bakterij. Spadajo tudi v
skupino belih krvnih celic, znanih kot granulociti, ker je njthova citoplazma posejana z zrnci, ki

vsebujejo encime, kateri jim pomagajo prebaviti patogene (Dean, 2005).

Monociti so mladi levkociti, ki krozijo v krvi. Ko zapustijo kri in se preselijo v tkivo, se razvijejo v
makrofage. Tam zagotavljajo takojsnjo obrambo, saj lahko pogoltnejo ali fagocitozirajo ter
prebavijo patogene mikroorganizme, preden druge vrste levkocitov dosezejo obmocje. V jetrih se
tkivni makrofagi imenujejo Kupfferjeve celice in so specializirani za odstranjevanje skodljivih snovi
iz krvi, ki je zapustila crevesje. Alveolarni makrofagi se nahajajo v pljucih in odstranjujejo skodljive
snovi, ki se jth morda vdihne. Makrofagi v vranici odstranijo stare ali poskodovane rdece krvne
celice in trombocite iz krvnega obtoka. Makrofage nekateri imenujejo tudi kot »celice, ki
predstavljajo antigeny, saj predstavljajo tuje beljakovine ali antigene drugim imunskim celicam ter

sprozijo imunski odziv (Dean, 2005).

Limfociti, okrogle celice, so sestavljeni iz celic B in celic T ter vsebujejo veliko okroglo jedro.
Obstajata dva glavna razreda celic: celice B, ki zorijo v kostnem mozgu, in celice T, ki zorijo v
timusni zlezi. Ko se aktivirajo, celice B in T, sprozijo razli¢ne vrste imunskega odziva. Aktivirane
celice B, znane tudi kot plazemske celice, proizvajajo zelo specifi¢na protitelesa, ki se vezejo na
sredstvo, ki je sprozilo imunski odziv. Celice T, imenovane T celice pomagalke, izloc¢ajo kemikalije,
ki rekrutirajo druge imunske celice in pomagajo pri usklajevanju njihovega napada. Druga skupina,

imenovana citotoksicne celice T, napada virusno okuzene celice (Dean, 2005).

Trombociti pomagajo pri strjevanju krvi in so nepravilno oblikovani delci celic, ki krozijo v krvi
vse dokler se bodisi ne aktivirajo, da tvorijo krvni strdek, ali jih odstrani vranica. Trombocitopenija
je stanje nizke ravni trombocitov in prinasa povecano tveganje za krvavitev. Nasprotno, visoka
raven trombocitov ali trombocitemija, poveca tveganje za nastanck neustreznih krvnih strdkov. Ti
bi lahko bistvenim organom, kot sta srce in mozgani, prikrajsali oskrbo s krvjo, kar bi povzrocilo
sréni infarkt oz. mozgansko kap. Trombociti izvirajo iz mati¢nih celic kostnega mozga. Mati¢ne
celice se razvijejo v predhodnike trombocitov imenovane megakariociti, ki trombocite vstavijo v
krvni obtok, ker krozijo v povpreéju priblizno 9 dni. Ce v tem ¢asu naletijo na poskodovane stene
krvnih Zil, se prilepijo na poskodovano mesto in se aktivirajo, da tvorijo krvni strdek, kar zamasi
luknjo. V nasprotnem primeru jih ob koncu zivljenjske dobe odstrani iz krvnega obtoka vranica.
Pri razli¢nih boleznih, kjer je vranica prekomerno aktivna, na primer pri revmatoidnem artritisu in

levkemiji, vranica odstrani visek trombocitov, kar tako vodi do povecane krvavitve (Dean, 2005).
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V vsakdanjem zivljenju se velikokrat srecamo s popolno/diferencialno krvno sliko, ki predstavlja
rutinski test zdravstvenega pregleda. Test lahko diagnosticira in spremlja Stevilne bolezni, kot so
anemije, okuzbe, vnetne bolezni in malignosti. Stevilo rdecih krvnih celic odkrije anemijo (Dean,
2005).

Popolna krvna slika meri naslednje znacilnosti eritrocitov (Dean, 2005):

- skupna koli¢ina hemoglobina v krvi,

- Stevilo eritrocitov,

- povprecna velikost eritrocitov in

- kolicina prostora, ki ga eritrociti zavzamejo v krvi ali hematokrit.

Tabela 1: Sestava krvi (Dean, 2005).

Sestava krvi Referen¢no obmodje SI-referen¢no obmocje
Levkociti 4500-11.000/mm3 4,5-11,0 x 10°/LL
Eritrociti Moski: 4,3-5,9 X 106/mm3 Moski: 4,3-5,9 X 1012/L

Zenske: 3,5-5,5 X 106/mm?3 Zenske: 3,5-55 % 1012/L

Hemoslobin Moski: 13,5-17,5 g/dL Moski: 2,09-2,71 mmol/L

8 Zenske: 12,0-16,0 g/dL Zenske: 1,86-2,48 mmol/L
Hemmatokeic Moski: 41-53 % Moski: 0,41-0,53
cmato Zenske: 36-46 Y% Zenske: 0,36-0,46
Povpreéni volumen 80-100 pmd 80-100 fL
eritrocitov
Povprecna kolicina 25,4-34,6 pg/celico 0,39-0,54 fmol/celico
hemoglobina ’ O P8 ’ ’
Trombociti 150,000—-400,000/mm3 150-400 x 109/L

2.2 ERITROCITI ALI RDECE KRVNE CELICE

Eritrociti, znani tudi kot rdece krvne celice, sodelujejo pri transportu kisika v krvi. Glede na to, da
vsak kubicni milimeter krvi vsebuje 4-6 milijonov celic, predstavljajo eritrociti najstevilcnejso vrsto
celic v telesu. Gledano z vrha se zdi, da so eritrociti pri fizioloskih 7z vitro pogojih okrogli, a stranski
pogled kaze, da so pravzaprav bikonkavni diski. Omenjena oblika poveca razmerje med povrsino
in prostornino celice, s ¢imer se poveca ucinkovitost difuzije kisika in ogljikovega dioksida v celico

in iz nje (Dean, 2005).

Za eritrocite velja, da imajo prozno membrano. Omenjena lastnost omogoca, da se pri prehodu
skozi okrog 3 um Siroke kapilare deformirajo. Po ocenah eritrocitno membrano v masnih odstotkih

sestavljajo naslednje snovi: proteini (39,6 %), lipidi (35,1 %), ogljikovi hidrati (5,8 %) in
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voda (19,5 %) (Yawata, 2006). Med lipidi prevladujejo fosfolipidi (60 %; predvsem fosfatidilholin,
fosfatidiletanolamin, sfingomielin in fosfatidilserin, redkejsi so: fosfatidilinozitol, fosfatidilinozitol
monofosfat, fosfatidilinozitol-4,5-bifosfat,  fosfatidilna  kislina, lizofosfatidilholin  in
lizofosfatidiletanolamin). Okvirno 30 % lipidov predstavlja ne-esterificirani holesterol in nekaj ve¢

kot 10 % glikolipidi, ki tvorijo glikokaliks (Bozi¢ idr., 2021).

Eritrociti vsebujejo ogromne koli¢ine hemoglobina, beljakovine, ki veze kisik. Da bi bil prenos
kisika ¢imbolj ucinkovit, eritrociti sesalcev nimajo jedra in drugih organel. Zaradi navedenega se ob
poskodbi ne morejo popraviti sami in imajo omejeno zivljenjsko dobo priblizno 120 dni.
Odstranitev starih in umirajocih eritrocitov izvaja vranica. Dokazano je bilo, da vsako sekundo
umre 2-3 milijone eritrocitov. Proizvodnja eritrocitov mora biti enaka njihovi smrti, sicer bi se

populacija celic zmanjsala (Dean, 2005).

Telo mora imeti nacin za oceno koncentracije eritrocitov v krvi, tako da se eritrociti proizvajajo s
hitrostjo, ki ustreza telesnim potrebam. Regulacija in proizvodnja eritrocitov se imenuje
eritropoeza. V fazi mehanizmov eritropoeze ledvice spremljajo raven kisika v krvi. Ce so ravni
kisika nizke, ledvice izlo¢ajo hormon, imenovan eritropoetin. Eritropoetin vstopi v krvni obtok in
potuje po telesu. Vse celice so tako izpostavljene eritropoetinu, vendar se na hormon odzivajo le
celice rdecega kostnega mozga, ki imajo receptotje za eritropoetin. Eritropoetin nato spodbuja
nastajanje eritrocitov v kostnem mozgu, omenjeni eritrociti zapustijo kostni mozeg in se
premaknejo v krvni obtok. Ko se populacija eritrocitov poveca, se poveca zmogljivost krvi za
prenasanje kisika. Ko ledvice zaznajo, da so ravni kisika ustrezne, se odzovejo z upocasnitvijo
izlocanja eritropoetina. Omenjena negativna povratna zanka zagotavlja, da velikost populacije
eritrocitov ostane sorazmerno konstantna in, da zmogljivost krvi za prenasanje kisika vedno

zadostuje za potrebe telesa (Dean, 2005). Rdece barvilo eritrocitom daje pigment hemoglobin.

-
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Slika 2: Eritrociti pod svetlobnim mikroskopom.
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2.3 BIOFIZIKALNE LASTNOSTI ERITROCITOV IN NJIHOVIH
MEMBRAN

Med pretakanjem krvi morajo eritrociti stalno spreminjati svojo obliko, zato je njihova
deformabilnost ena njihovih osnovnih lastnosti (Smrkolj, 2000). V splosnem je membrana
eritrocitov sestavljena iz dveh delov: lipidnega dvosloja in membranskega skeleta, ki je neprekinjena
mreza beljakovin. V normalnih pogojih je membranski skelet pritrjen na notranjo stran dvosloja in
sodeluje z lipidnim dvoslojem. Normalna oblika rdecih krvnih celic ex #ivo pri fizioloskem pH 7,4
je diskocit. Pri alkalni pH vrednosti 11 je oblika rdecih krvnih celic sestavljena iz sferziine maticne
celice in brstov, ki lahko postanejo prosti ZV-ji ali pa ostanejo povezani z maticno celico z ozkim

vratom (Igli¢ idr., 1997).

Za vzdrzevanje konstantnega volumna so celice razvile mnogo regulatornih mehanizmov. Ob vsaki
spremembi celicnega volumna se ti mehanizmi aktivirajo in uravnajo volumen na normalno
velikost. V citosolu eritrocitov se nahajajo anionske makromolekule (proteini, organski fosfati, idr.),
ki jih membrana ne prepusca. Zaradi selektivne prepustnosti membrane pride do Donnanovega
ravnovesja, ki je doloceno z enakostjo osmoznih tlakov v notranjosti predelka, ki ga obdaja
membrana, in zunaj njega ter enakostjo elektrokemijskega potenciala ionov, ki lahko prehajajo
membrano v obeh predelkih (Loeb, 1921). Ob spremembi zunajcelicne ali znotrajcelicne
osmolarnosti, inducirani transmembranski tok vode povzroci nabrekanje ali kréenje eritrocitov.
Vzpostavitev normalnega volumna se zagotavlja s transportom ionov skozi ionske kanalcke, ob
pomoci ionskih prenasalcev ali ¢rpalk. Med vsemi ionskimi transportnimi sistemi je
najpomembnejsa Na" /K" ¢rpalka, ki v najvedji meti uravnava transmembranske gradiente ionov
in s tem vzpostavi usmerjen tok vode, ki uravna volumen celice na normalno velikost (Sardini,
2003).

V hipotoni¢nem mediju za¢no eritrociti nabrekati. Navedeno ima za signal vkljuc¢itve mehanizmov
zmanj$anja celicnega volumna, kar imenujemo regulatorno manjSanje celicnega volumna. Mehanizem
deluje dokler se celi¢ni volumen ne pribliza normalni, optimalni velikosti. Kréenje eritrocitov (npr.
v hipertoni¢nem mediju) aktivira drug niz mehanizmov za povecevanje celicnega volumna do

normalne velikosti, ki se imenuje regulatorno povecanje celicnega volumna (Lang, 1998; Wehner idr., 2003).

Oblika rdecih krvnih celic se lahko spreminja s spreminjanjem razlicnih kemijskih in fizikalnih
parametrov, ki vplivajo na lastnosti membrane in prostornine celice. Zlasti v smislu modela
dvoslojnega para, z ohranjanjem konstantnega volumna celice (1) (Evans, 1974). Oblika eritrocitov
se spremeni zaradi spremembe pogojev, ki povzrocajo spremembo razlike med povrsinama

zunanjega in notranjega enosloja (AA). Eksperimentalne ugotovitve kazejo, da zmanjsanje AA

Stran | 13



Tobija K. in Miha J.  Morfoloske lastnosti zunajeelicnib veziklov eritrocitnega izvora  Raziskovalno delo, Ljubljana 2022

povzroci, spremembo normalne oblike v obliko skodelice, med tem, ko zvisanje AA povzroci
transformacijo diskocitne oblike v ebinocitno. Ekstrinzicno inducirana transformacija diskocit—ehinocit
je s spiranjem v svezi plazmi reverzibilna, intrinzi¢no inducirana transformacija pa ne.
Transformacijo diskocit—ehinocit zaradi stika s steklom preprec¢imo z opazovanjem med plasticnimi
pokrovi (angl. plastic coverslips). Ko se koncentracija ehinocitogenih amfifilnih molekul Se poveca,
se pojavijo prave krogle (sferociti) in na koncu pride do hemolize. Ugotovitve kazejo tudi, da pride
do sproscanja ZV-jev, ko se eritrocit zaradi brstenja pribliza sferocitni obliki (Hégerstrand & Isomaa,

1989).

2.4 ZUNAJCELICNI VEZIKLI (ZV-ji)

ZV-ji so z membrano obdani celicni fragmenti, ki imajo pomembno vlogo v medceli¢ni
komunikaciji. V zunajceli¢ni prostor se sproscajo tako zz vivo kot tudi in vitre. 1zolirali so jih iz
raznolikih bioloskih vzorcev, kot so kri, bronhoalveolarni izpirek, sinovialna tekocina, urin,
plodovnica, sperma, mleko, slina; ter iz kultur vecine tipov sesalskih celic (Ferdin, 2016). Glede na
velikost in mesto nastanka v celici, ZV-je lo¢imo na eksosome (30—100 nm), mikrovezikle (100—
1.000 nm) in apoptotska telesca (1.000—5.000 nm) (Ferdin, 2016). Njihova proteinska, nukleinska
(mRNA) in lipidna sestava odseva sestavo celice izvora in je odvisna od trenutnega stanja celice.
Posledi¢no so ZV-ji postali pomemben vir novih biooznacevalcev za raznolika telesna stanja s
pomembno diagnosti¢no in prognosticno vrednostjo, se posebno za bolezni osrednjega zZivcevja.
Raziskave potekajo tudi v smeri ciljanja ZV-jev v diagnosticne in terapevtske namene, pri cemer se
znanstveniki srecujejo s Stevilnimi preprekami. Ravno zaradi velikega klinicnega potenciala se je
zanimanje za karakterizacijo, nastanek in vlogo ZV-jev v zadnjih letih moc¢no povecalo, pri cemer
je prislo tudi do pomembnega napredka pri razvoju metod za njihovo izolacijo in analizo (Ferdin,

2016).

ZV-ji predstavljajo genericni izraz za delce, ki se naravno sprostijo iz celice, so omejeni z lipidnim
dvoslojem in se ne morejo podvajati, saj nimajo funkcionalnega jedra (Théry idr., 2018).
Opredelitev velja za katero koli celico, vklju¢no z rastlinsko ali bakterijsko, ki je lahko vir ZV-jev
(Vozel, 2020). Sprva so bili imenovani celi¢ni prah, saj so domnevali, da gre za pakete celi¢nih
odpadkov in/ali stranski produkt razgradnje celic. Kasneje je bilo opazeno, da so posegli v razli¢ne
bioloske procese in igrajo pomembno vlogo pti razvoju in delovanju organizma. Predlagani so bili

razli¢ni mehanizmi njthovega nastanka (Bozi¢ idr., 2020).
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ZV-ji izzovejo fizioloski ali patoloski odziv, ko dosezejo taréno celico. Tarcna celica je lahko
sosednja, oddaljena ali izvorna, kar nakazuje njihovo pomembno v avtoregulaciji. Avtorji raziskav
navajajo tri razli¢ne nacine delovanja ZV-jev (Vozel, 2020):

1. sprozitev celicne signalizacije preko vezave na receptorje plazemske membrane tarcne
celice,

2. sproscanje tovora vezikov v citosol taréne celice preko zlitja zunajcelicnih veziklov s
plazemsko membrano tarcne celice,

3. endocitoza veziklov.

ZV-ji imajo celicho membrano in vsebujejo pomembne bioloske molekule, kot so beljakovine,
lipidi, nukleinske kisline in metaboliti. Zaradi navedenega so nosilci dragocenih informacij o celicah,
iz katerih prihajajo, ki odrazajo njihovo vsebnost in stanje. Samo sestavljanje bioloske membrane
temelji na ravnotezju njenih komponent, ki jih po eni strani usmerja celica sama skozi proizvodnjo
in regulacijo komponent membrane in na drugi strani zunanji dejavniki, kot so kemikalije,
temperatura in pritisk. Ko se pogoji, ki dolocajo konfiguracijo membrane, spremenijo, se
membranske sestavine preuredijo glede na nove pogoje sistema (Bozi¢ idr., 2020).

Ker ZV-ji vsebujejo razlicne molekule, pomembne v medceli¢ni komunikaciji, bi jih lahko uporabili
pri diagnosticiranju in zdravljenju Stevilnih bolezni. Zaradi njihove vloge jih je primerno
poimenovati teranosti¢na orodja (Fais idr., 2016). Uporabljali bi jih namre¢ lahko kot biomarkerje
pri diagnosticiranju nalezljivih bolezni, nevrodegenerativnih bolezni, avtoimunskih bolezni ali
tumorjev. Za namene zdravljenja bi jih lahko uporabili pri regeneraciji tkiv, kot platforme za cepiva
proti nalezljivim boleznim ali tumorjem, kot imunosupresijo ali kot prenasalce zdravil. Ceprav
izolatov ZV-je v standardni klini¢ni praksi Se niso uporabili za zdravljenje, jih ze uporabljajo v
obliki pripravkov, bogatih z ZV-ji, med katere uvrs¢amo tudi plazmo bogato s trombociti. Taka
plazma namre¢ zaradi nacinov priprave vsebuje pomembne koncentracije trombocitov in iz njih
nastalih ZV-jev. Tako trombociti, kot tudi iz trombocitov nastali vezikli, imajo pomembne
regenerativne ucinke, prav trombocitni vezikli pa naj bi imeli glavno vlogo pri regeneraciji (Vozel
idr, 2020). Stabilni ZV-ji bi bili lahko uporabni tudi za razvoj analitskih standardov ali v farmaciji

kot dostavni sistemi za toksi¢ne in biokemijsko obcutljive u¢inkovine.

2.5 VIZUALIZACIJA ZUNA]CELICMNIH VEZIKLOV - ELEKTRONSKA
MIKROSKOPIJA

Skozi $tudije priprave ZV-jev, so raziskovalci razvijali tudi uporabo razlicnih metod in tehnik za
njthovo karakterizacijo. Tehnike pretocne citometrije, kromatografije in sipanja svetlobe

(DLS/SLS) dajejo posredne informacije o populacijah z velikim $tevilom ZV-jev. Za identifikacijo
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in karakterizacijo posameznih delcev so v rabi razlicne mikroskopske tehnike. Zaradi majhnosti
ZV-jev jih pod svetlobnim mikroskopom ne vidimo, zato uporabljamo elektronske mikroskope in
dodatke k svetlobni mikroskopiji (fluorescencno oznacevanje, sledenje gibanju ZV-jev). Presevna
elektronska mikroskopija daje informacije o strukturi ZV-jev, medtem ko vrsticna elektronska
mikroskopija (angl. Scanning Electron Microscopy, SEM) nakazuje tudi na 3-dimenzionalno obliko
ZV-jev. SEM kot karakterizacijski metodi lahko pripisemo visoko locljivost in veliko globinsko
ostrino. Uporabljamo jo lahko pri opazovanju razlicnih materialov, preucevanju struktur in
fragmentov pri velikih povecavah. Elektronski mikroskopi nam omogocajo opazovanje predmetov
na povecavah, visjih od najboljsih opti¢nih mikroskopov, ki za u¢inkovito mikroskopiranje sezejo
le do okrog 1000-kratne povecave. Omenjeno velja, saj imajo elektroni lahko do 100.000-krat
manjso valovno dolzino od fotonov, ki sestavljajo vidno svetlobo. Zaradi uporabe elektronskega
curka imajo elektronski mikroskopi veliko boljso locljivost in povecavo (tunelski elektronski
mikroskop celo do velikosti posameznih atomov) (Jeran idr., 2019). Izvor elektronov je na vrhu
stolpa v mikroskopu. Tam se nahaja volframova zicka, ki s segrevanjem proizvede snop elektronov.
Na poti nazaj, do vzorca, prehaja snop elektronov skozi serijo elektronskih lec, ki ga fokusirajo.
Bolj kot je snop ozek, manjsa je tocka na vzorcu, ki jo obseva. Opisani velikosti pravimo velikost
tocke oz. angl. spot size. Ko je snop izostren, ga tuljava usmeri na osi, namenjene preiskovanju
vzorca po linijah (angl. raster scanning). Na samem dnu stolpa se nahaja komora za vzorec.
Vkljucno s stolpom in virom elektronov mora biti pred mikroskopiranjem vzpostavljen vakuum.
Od vrste mikroskopiranja je odvisno ali je vakuum visok ali nizek. Za manjse povecave se uporablja
nizek vakuum in za vecje visok. Za opazovanje na visjih povecavah je potrebno vzorce se naprasiti
s prahom zlata (Au). Naprasevanje se dogaja v loceni napravi in traja do 5 minut. Po identi¢cnem
postopku vzorec namestimo v komoro, le, da v tem primeru komoro evakuiramo do visokega
vakuuma (Jeran idr., 2019). Komora, v kateri se nahaja vzorec, na nekoliko dvignjeni polici, vsebuje
senzotje za toploto ter opticne kamere, ki dajo vpogled v dogajanje okolice vzorca. V nadaljevanju
omogocajo premikanje delovnega sistema, na katerem je vzorec, po x-, J- in z-oseh. Ker so za
delovanje SEM-a nujno potrebni elektroni, je pomembno, da je vzorec, ki ga opazujemo, elektricno

prevoden (Jeran idr., 2019).
Slikanje ZV-jev s SEM je potekalo tako, da smo na ploscat aluminijev cilinder namestili vzorec, le-

tega z vijaki namestili v kovinski nosilec, ki smo ga nato pritrdili na plosco, katero smo potisnili v

komoro in komoro evakuirali.
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2.6 CIL]J RAZISKOVALNEGA DELA

Cilj raziskovalnega dela smo usmerili v interdisciplinarni pristop, pri katerem smo uporabili metode
eksperimentalne biofizike in matematike. V Laboratoriju 3a klinicno biofiziko je bila razvita metoda za
izolacijo velikega stevila zunajceli¢nih veziklov z diferencialnim centrifugiranjem iz 7 vitro staranih
eritrocitov in za njihovo opazovanje s SEM. To je omogocilo slikanje populacije eritrocitnih ZV-

jev in analizo njihove povpreéne oblike ter velikosti na reprezentativhem vzorcu.

Namen naloge je bil z analizo SEM slik ZV-jev, izoliranih iz teden dni staranih spranih eritrocitov,
dolociti njihovo povprecno obliko, prostornino in povrsino pri dveh osmolarnostih zunanje

raztopine.

Zunajcelicne vezikle smo izolirali z diferencialnim ultracentrifugiranjem ter izolat razdelili na dva
alikvota. Alikvota smo izpostavili raztopinama z razlicnima osmolarnostima. Izbrali smo
hipoosmolarno raztopino, ker smo pricakovali, da bo voda presla v vezikle in bodo pri tem
nabreknili do krogle. Isoosmolarno raztiopino smo uporabili za primerjavo. Vzorca smo pripravili
za pregled s SEM-om, ju slikali ter analizirali morfologijo ZV-jev. Na podlagi pridobljenih
rezultatov smo skusali ugotoviti kako so morfoloske lastnosti veziklov povezane z mehanizmi

njihovega formiranja in stabilnosti.

2.7 HIPOTEZE

Po skrbno prebrani literaturi in izoblikovanem cilju smo si zastavili hipotezi, ki sta nas vodili skozi

celotno eksperimentalno delo.

Predvidevamo, da bodo imeli eritrocitni ZV-ji pri manjsi osmolarnosti vecji volumen kot pri vedji
osmolarnosti. V nadaljevanju predvidevamo tudi, da bodo imeli eritrocitni ZV-ji pri manjsi
osmolarnosti vedji relativni volumen kot pri vecji osmolarnosti. V zadnjem delu predvidevamo $e,

da se ZV-ji v raztopinah z razlicno osmolarnostjo ne bodo razlikovali po povrsini.
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3 EKSPERIMENTALNI DEL

31

PRIPOMOCKI

(a) Reagenti in ragtopine

Fosfatno-citratni pufer (PBS-citrat; pH 7,4), pripravljen iz:

137 mM NaCl (Sigma-Aldrich, CAS: 7647-14-5, lot: 90070, Steinheim, Nemc¢ija);

2,68 mM KCI (Sigma-Aldrich, CAS: 7447-40-7, lot: 80520, Steinheim, Nemcija);

10,14 mM Na,HPOy, (Sigma-Aldrich, CAS: 10028-24-7, lot: 81330, Steinheim, Nemcija);
1,84 mM KH,PO, (Sigma-Aldrich, CAS: 7778-77-0, lot: 8191A, Steinheim, Nemcija)
10,9 mM Na;CsHsO7 X 2 H,O (Carlo Erba Reagents, CAS: 6132-04-3, Rodano, Italija)
in nato filtriran skozi filter s prepustnostjo do 0,2 mikrona Chromafil RC-20/25 (ref.:
729030, lot: 9.155, Macherey-Nagel GmbH, Nemcija)

2 % Osmijev tetraoksid (OsOy, SPI-Chem, CAS: 20816-12-0, lot: 1141030, West Chester,
USA)

Natrijev klorid (NaCl, Sigma-Aldrich, CAS: 7647-14-5, lot: 90070, Steinheim, Nemcija)
Natrijev dodecil sulfat (SDS, CH;3(CH,)11:OSOsNa, Sigma-Aldrich, CAS: 151-21-3, lot:
051MO0115V, Steinheim, Nemcija)

Deionizirana voda (#H,O) (Laboratorij za mikrosenzorske strukture in elektroniko,
Fakulteta za elektrotehniko, UL)

Etanol (C;HsOH, Emplura®, Merck, CAS: 64-17-5, Darmstadt, Nemcija).
Heksametildisilazan (HMDS, (CH3);SiNHSi(CHs)s, Sigma-Aldrich, CAS: 999-97-3, lot:
STBHS8712, Steinheim, Nemcija)

Mesanica zlata in paladija (Au/Pd, PECS Gatan 682, Gatan, Inc. ZDA)

(b) Inventar in aparature

3.2

Igla za odvzem krvi G21 (Microlance, Becton Dickinson, ZDA)

Evakuirane epruvete z natrijevim citratom (4,5 mL; BD Vacutainers, 367714A, Becton
Dickinson, ZDA)

0,2-Mikronski filtri (Chromafil RC-20/25, ref. 729030, Macherey-Nagel GmbH, Nemcija)
Filter MCE (MF-Millipore™, ref. VMWP01300)

Avtomatske pipete (20, 100, 1000 uL; Eppendorf Research)

Konice za pipete (100, 1000 uL; Merck)

Centrifuga Centric 400/R (Domel, Slovenija)

Ultracentrifuga Beckman L8—70M z rotorjem SW55Ti (Thermo Fisher Scientific, USA)
Visticni elektronski mikroskop JSM-6500F (JEOL Ltd., Tokyo, Japan)

Invertni svetlobni mikroskop Eclipse TE2000-S (Nikon EM CCD; Tokio, Japonska),
sklopljen s sistemom digitalnih kamer Spot boost (Visitron Systems)

1ZOLACIJA ZUNAJCELICNIH VEZIKLOV

Kri je darovala odrasla oseba zenskega spola brez ugotovljene bolezni. Odvezem krvi je potekal

zjutraj, oseba je bila pred odvzemom tesc¢a najmanj 12 ur.
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Kri je bila odvzeta v evakuirane epruvete z Na-citratom (4,5 mL; BD Vacutainers, 367714 A, Becton
Dickinson, ZDA) in nato centrifugirana pri 300 X g 10 min. Plazmo smo odstranili in eritrocite
trikrat sprani s 300 mOsmol/L PBS-citratom. Eritrocite smo nato suspendirali v PBS-citrat z
dodatkom 10 mM detergenta SDS (v razmerju 1:10 na vzorec). Vzorec smo v nadaljevanju
inkubirali 2 h pri sobni temperaturi na kroznem mesalu, ¢emur je sledila izolacija ZV-jev z
diferencialnim centrifugiranjem po postopku: 300 X g 10 min, 2.000 X g 10 min in 4.000 X g 10
min. Supernatant po 4.000 X g smo filtrirali skozi 0,8-mikronski filter, nato filtrat centrifugirali pri

50.000 X g in 4 °C 70 min. Nastali pelet smo sprali PBS-citratom.

Izolat v 300 mOsmol/L PBS-citratu je bil suspendiran v dH,O do konéne osmolarnosti 50
mOsm/L (za vzorec 50 mOsmol/L) ter drugi alikvot v enakem razmetju, red¢en z osnovnim

pufrom 300 mOsmol/L PBS-citrat (za vzorec 300 mOsmol/L).

Vzorec ZV-jev, izoliranih iz starane suspenzije eritrocitov in suspendiranih v pufru PBS-citrat, smo
redcili z ustreznim medijem, pripravljenim z ustrezno kombinacijo 4H,O in 4 M NaCl, kot

prikazuje Tabela 2.

Tabela 2: Priprava vzorcev za $tudij vpliva osmolarnosti na morfologijo delcev.

Ciljna osmolarnost Vdeo (uL) V4 M NaCl (uL) VZV v PBS-citratu (ML)
(mOsmol/L)
50 833,0 0 167,0
300 802,0 31,0 167,0

3.3 GEOMETRIJSKA ANALIZA ERITROCITNIH ZV-JEV

Vzorca ZV-jev pti razlicnih osmolarnosti (50 in 300 mOsmol/L) v PBS-citratu sta bila 2 uri
inkubirana v 2 % OsO, in nanesena na 0,05-mikronska MCE filtra. Filtra smo vzeli iz drzala in ju
vstavili na mikrotitrsko plo§¢o z 12-timi luknjicami. Po treh stopnjah izpiranja v destilirani vodi sta
bila vzorca dehidrirana v seriji raztopin etanola — od raztopine z najmanjso vsebnostjo etanola do
najvisje: 30 %, 50 %, 70 %, 80 %, 90 % in »absolutni« etanol. Sledila je obdelava vzorcev s 30 % in
nato s 50 % mesanico heksametildisilazana z »absolutnim« alkoholom. V zadnji stopnji sta bila
vzorca obdelana Se s ¢istim heksametildisilazanom in vsebina posusena na zraku.

Za opazovanje vzorcev pod vrsticnim elektronskim mikroskopom JSM-6500F (JEOL Ltd., Tokio,
Japonska), sta bila vzorca predhodno naprasena z zmesjo Au/Pd (PECS Gatan 682).
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3.4 POVRSINA IN PROSTORNINA KROGLE TER SFEROIDA

Kroznica v ravnini ponazarja mnozico tock, ki so enako oddaljene od izbrane tocke. Izbrana tocka
ustvarja sredisce kroznice S in njen polmer 7 kot oddaljenost izbrane tocke od sredis¢a. Volumen

I in povrsino § krogle s polmerom 7 (Slika 3) izracunamo s formulama:

S=4zr (Enatba 1)
= g zr (Enatba 2)

Slika 3: Shematski prikaz prereza krogle s polmerom 7.

Elipsoid (Slika 4) je oblika, ki jo je mogoce pridobiti iz krogle tako, da jo deformiramo s pomocjo
smernih skalarjev, ali bolj splo§no z afino transformacijo. Je kvadratna povrsina, ki jo lahko definiramo
kot nicelni niz polinoma druge stopnje v treh spremenljivkah. Med kvadratnimi povrsinami je za
elipsoid znacilna ena od naslednjih dveh lastnosti: (a) vsak ravninski precni prerez je bodisi elipsa,
bodisi je prazen ali je reduciran na eno tocko, (b) je omejen, kar pomeni, da je lahko zaprt v dovol;
veliko kroglo (Bohm, 1955).

Elipsoid ima tri v parih pravokotne simetricne osi, ki se sekajo v sredisc¢u simetrije, ki se imenuje
sredisce elipsoida. Odseki, ki so na osi simetrije razmejeni z elipsoidom, se imenujejo glavne osi ali
preprosto osi elipsoida. Ce imajo tri osi razli¢ne dolzine (a, & in ¢) (Slika 4), pravimo, da je elipsoid

triosen ali redko skalen, osi pa so enolicno definirane (Bohm, 1955).
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e

Slika 4: Shematski prikaz elipsoida, ki zajema polosi @, b in .

Ce imata dve osi enako dolZino je elipsoid vrtenja imenovan tudi sferoid. V tem primeru je elipsoid
nespremenljiv glede na vrtenje okoli tretje osi, zato obstaja neskonéno veliko nacinov za izbiro
dveh pravokotnih osi enake dolZine. Ce imajo vse tri osi enako dolZino, je elipsoid &rmgla (Bohm,
1955). V nasem delu smo obliko podolgovatih zunajcelicnih veziklov opisali s prolatnim sferoidons,
pri katerem sta manjsi polosi « in ¢ enaki (oznacili smo ju z @), polos & pa je daljsa. Za tako telo sta

povisina (§) in prostornina (1) (Wikipedia, 2017; Satterly, 1960).

_ 5 2 ab? . Vb2-qa? 5
S=2ma+ (—m (aresin )) (Enaéba 3)
= % Tab (Enacba 4)

Relativni volumen podaja razmerje med volumnom in povrsino in je definiran kot:

__2|36mV? .
V= IR (Enacba 5)

3.5 STATISTICNA ANALIZA PODATKOV

Za belezenje, urejanje in izracun karakteristik podatkov raziskave smo uporabili programski paket

Microsoft Excel (2018) in za morfolosko analizo programski paket Core/DRAW-2018.

Posnetka SEM mikrografov smo uvozili v programski paket Core/DRAW-2018. Na posnetku
mikrografa smo v levem zgornjem in desno spodnjem kotu zacrtali 2 enaka pravokotnika in v njem
s pomocjo orodja za oznacevanje obrisali konture struktur, ki smo jih prepoznali kot vezikle.
Vsakemu izmed obravnavanih vzorcev smo na enakem mestu pripisali enake dimenzije

pravokotnika (Slika 6 in Slika 7). Pri osmolarnosti 50 mOsmol/L smo predpostavili da gre za
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krogle. Izmerili smo premer krogle ter za izracun volumna in povrsine uporabili enacbi 1 in 2. Pri
osmolarnosti 300 mOsmol/L smo predpostavili, da gre za sfervide (Slika 4). Konture struktur smo
opisali z elipso, katere velika polos je identi¢na z veliko polosjo elipsoida, ter mala polos identi¢na
z ostalima polosema elipsoida. Zaradi enostavnejSega dolocanja velike in male polosi elipticne
konture, s programom Core/DRAW, smo konturo obrnili tako, da je pri merjenju lezala velika polos

v navpicni smeri (Slika 5).

Slika 5: Prikaz opisovanja prolatnega sferoida z elipso.

Geometrijske parametre obeh populacij smo primerjali glede na povpreéne vrednosti in standardne
deviacije. Za primerjavo smo uporabili ~test. Rokovali smo s programom Microsoft Excel (2018).

Doloc¢ili smo tudi statisticno moc¢ razlike. Za izracun moci dveh vzorcnih populacij smo uporabili
prosto dostopen programski set Inference for means: comparing two independent samples, avtorja prof.

Rollina Branta (https://www.stat.ubc.ca/~rollin/stats/ssize/n2.html).
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4 REZULTATI

Na Sliki 6 in Sliki 7 opazimo, da je izolat vseboval veliko Stevilo ZV-jev, kar je omogocilo
kvalitetno statisticno obdelavo obeh vzorcev. V analizo smo vkljucili 86 ZV-jev pri osmolarnosti
50 mOsm/L in 109 ZV-jev pti osmolarnosti 300 mOsm/L. Posamezne metitve so prikazane v

Tabeli 4 in Tabeli 5 v Prilog.

Pri osmolarnosti 50 mOsmol/L so bile konture delcev blizu krogov z nekoliko razli¢nimi
velikostmi (Slika 6), tako smo privzeli, da so ZV-ji v tem vzorcu krogle ter volumen in povrsino

izracunali z Enacbo 1 in Enacbo 2.

Pri osmolarnosti 300 mOsmol/L zaznamo razlicne oblike, ki sicer nakazujejo tridimenzionalno
obliko, ¢e vzamemo v obzir, da so svetlejsi deli slike blizje izvoru elektronov (Slika 7). Zavedati se
je potrebno, da so konture dvodimenzionalni liki, ki tretje dimenzije ne morejo upostevati. Med
obrisi najdemo tudi take, ki so podobne valjem s kroglastimi zakljucki. Ker ne opazimo
konkretnega razloga za preferenc¢no usmeritev ZV-jev, se lahko zgodi, da ima ZV, kateremu ustreza
obris kroga, valjasto strukturo, a je ta orientirana pravokotno na ravnino opazovanja. Tako
pridobljene prostornine in povssine, ki jith dobimo za celotno populacijo, so zato nekoliko

podcenjene. Glede na opazene obrise smo privzeli kot najpreprostejsi priblizek oblike sferozd.

41 VZOREC ZUNA]CELICNIH VEZIKLOV ERITROCITNEGA IZVORA
PRI OSMOLARNOSTI 50 mOsmol/L

150kV  X40000 100nm WD 10.1mm

Slika 6: Polja vzorca osmolarnosti 50 mOsmol/L: (a) izvorna mikrografija, (b) mikrogtafija zgornjega levega predela
in (c) mikrografija spodnjega desnega predela. Priblizki obrisov so podani s ¢rtkano ¢rto.
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4.2 VZOREC ZUNAJCELICNIH VEZIKLOV ERITROCITNEGA IZVORA
PRI OSMOLARNOSTTI 300 mOsmol/L

SEI 15.0kv  X20,000 Tum WD 10.1mm

Slika 7: Polja vzorca pti izpostavitvi osmolarnosti 300 mOsmol/L: (a) izvorna mikrografija, (b) mikrografija
zgornjega levega predela in (c) mikrografija spodnjega desnega predela. Priblizki obrisov so podani z rdeco ¢rto.

Statisticna analiza je pokazala, da sta povprec¢na prostornina in povprecna povrsina eritrocitnih
zunajcelicnih veziklov ptri osmolarnosti 50 mOsmol/L znatno in statisticho pomembno manjs$a kot
pti osmolarnosti 300 mOsmol/L (Tabela 3). Relativni volumen, ki podaja razmerje med
volumnom in povrsino, je bil prav tako znatno in statisticho pomembno manjsi pti vedji

osmolarnosti.

Tabela 3: Rezultati dvostranskega #testa za vzorca razli¢nih osmolarnosti. Pri stopnji zaupanja o = 0,05 so prikazani
izracunani parametri: volumen [/, povrsina S in relativni volumen .

Povprecna
vrednost 50 mOsmol/L 300 mOsmol/L Razlika P P
(standardni (86 ZV-jev) (109 ZV-jev)
odmik)
I (nm?) 3,18 X 105 (1,49 X 105) 4,32 X 105 (2,66 X 105) -30 % <103 0,82
S (nm?) 2,20 X 104 (0,68 X 104 2,79 X 104 (1,09 X 104 -24 % <10 0,94
v 1 0,94 (0,07) 6 % <1012 1

Razliko med vrednostima obeh osmolarnosti, pti 50 mOsmol/L in 300 mOsmol/L, smo delili s
povprecno vrednostjo, vrednst p prikazuje verjetnost, ki ustreza statisticni pomembnosti in

vrednost P statisticno moc pri o = 0,05.
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5 ZAKLJUCEK

Izolacija ZV-jev iz krvi in njenih pripravkov je svojevrsten izziv. Kri vsebuje visoko koncentracijo

krvnih celic, ki so bogat vir ZV-jev, ki med drugim nastanejo lahko tudi po odvzemu vzorca.

Raziskovalno delo, ki je temeljilo na izolaciji ZV-jev in njihovem slikanju s SEM, je zdruzevalo
interdisciplinarno sintezo znanja in temeljne nacine povezovanja v naravoslovju. Tako smo
medicinskemu aspektu dodali Se fizikalni in matematicni aspekt. Ucinkovitost taksnega
povezovanja in ustvarjanja znanj omogoca kvalitetno resevanje izzivov raziskovalnega dela in

podro¢ju prinasa trajnost.

Pred zacetkom laboratorijskega in empiri¢nega dela smo si zadali tri hipoteze, ki so nas vodile skozi
celotno raziskovanje. Zastavljene hipoteze izvirajo iz izkusenj, pridobljenih pri eritrocitih (Canham,
1970) in sicer, da je volumen dolo¢en z Donnanovim ravnovesjem, torej se uravnava s prehajanjem
vode preko membrane, medtem ko se povrsina membrane ohranja. Zaradi navedenega se pri

prehajanju vode v eritrocit poveca tudi njegov relativni volumen.

Razultati raziskovalnega dela (Slika 6, Slika 7 in Tabela 3) kazejo, da imajo ZV-ji pri manjsi
osmolarnosti manjsi volumen in manjso povrsino kot pri vecji osmolarnosti, kar pomeni, da smo
prvoin tretjo hipotezo ovigli. Med drugim smo ugotovili, da imajo ZV-ji pri manjsi osmolarnosti

vedji relativni volumen, s ¢imer smo potrdili drugo hipotezo.

Mikroskopski pregled vzorca pri osmolarnosti 50 mOsmol/L razkrije delce, katerih kontura je blizu
kroznici. Pri visji osmolarnosti (300 mOsmol/L) se pojavijo ocitna odstopanja od kroznice. Skozi
metodologijo dolocanja prostornine in povrsine, smo iz dvodimenzionalne slike skonstruirali
trodimenzionalni objekt. Nekateri izmed obravnavanih ZV-jev, ki imajo na sliki za konturo
kroznico so lahko elipsoidi, obrnjeni pravokotno na sliko, kar lahko predstavlja potencialni vir
napake. V slednjem primeru sta tako volumen kot povrsina pri veéji osmolarnosti podcenjena, zato
bi lahko bile prave razlike $e vecje kot smo ugotovili z naso analizo. V nasprotju z omenjenim je
relativni volumen lahko le precenjen, ker se nekateri delci zdijo bolj polni kot realno so. Omenimo
Se, da opisani parameter ni odvisen od velikosti pravih velikosti, saj nima dimenzije. Ce primetjamo

Sliki 6 in 7, je o¢itno, da je oblika zunajceli¢nih veziklov pri razlicnih osmolarnostih razli¢na.

Ker so ZV-ji zavzeli obliko krogle, ki ima najvecji volumen pri dani povrsini, sklepamo, da je v
ZV-je presla voda. Ker je membrana krhka za raztezanje, je verjetno, da je pri tem, ko so ZV-ji
dosegli obliko krogle in je bilo nadaljnje prehajanje vode vanje indicirano, prislo do pokanja ZV-

jev. Zmanjsanje volumna pri nizji osmolarnosti lahko tako razlozimo s tem, da so popokali vecji

ZV-ji. Pokanje vec¢jih ZV-jev pri manjsi osmolarnosti predstavlja mozno razlago za dobljene
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rezultate, vendar pa so za boljse razumevanje mehanizmov, ki uravnavajo obliko in velikost ZV-

jev, potrebne nadaljnje raziskave.

Pri eritrocitih je uravnavanje volumna opisano z Donnanovim ravnovesjem. Ce v celico vdira
medij, predvsem v primeru hipoosmolarnosti medija, se diskocit napne v makrosferocit, pri cemer
membrana eritrocita nima ve¢ prostostne stopnje, da bi z upogibanjem dosegla energijski
minimum. Pride do natezanja membrane, relativni volumen naraste. Ker je membrana krhka za
natezanje, se pojavijo v membrani manjse ali vecje pore in koncéno pride tudi do pokanja eritrocita.
Napeti makrosferociti obicajno niso obstojni. Ce membrana podi, tako da postane prepustna za veéje
molekule, pri cemer pa delno ohrani svojo integriteto, lahko opazimo nepravilno oblikovane celice
ali povsem izpraznjene duhce. Eritrocitni duhci so ostanki hipotoni¢no liziranith membran in
sestavlieni iz 49 % proteinov, 43 % lipidov in 8 % ogljiikovih hidratov (Demi¢, 2016). Ce mediju
dodamo surfaktante, se ti obicajno vgradijo v membrano eritrocitov, zaradi ¢esar pride do gubanja
membrane in nastanka brstov in spremembe oblike v ebznocitno oziroma sferoehinocitno. V dolocenih
primerih brsti po dolo¢enem ¢asu odpadejo in ostanejo gladki mwikrosferociti. Mikrosferociti so za
razliko od makrosferocitor precej stabilni. Doloceni surfaktanti lahko povzrocijo nastanek por v
membrani, in posledi¢no iztekanje celicne vsebine. V tem primeru eritrociti postanejo hipokromni.
Pri visokih koncentracijah surfaktanta pride do raztapljanja lipofilnih komponent. Tako za vdiranje
medija v celico ali za samo razpadanje veziklov ne moremo toc¢no dolociti tocke, kdaj se je to
zgodilo. Za natan¢no dolocanje trenutka vdora bi bile potrebne nadaljnje in Se bolj poglobljene
raziskave. Lahko zgolj domnevamo, da se je ta tocka lahko zgodila ob nastanku samih veziklov, ali
se je zgodila med ali po centrifugiranju krvi (Bozi¢, 2021). Ne moremo tudi izkljuciti dejstva, da so

popokali zaradi samih morfoloskih parametrov, katere smo spreminjali v mediju.

SEM analiza zahteva predpripravo vzorca, ki vkljucuje kemijsko fiksacijo in dehidracijo vzorca.
Razlicne organske molekule in supramolekularne strukture imajo razlicne fizikalno-kemijske
lastnosti. Za ohranitev njthove naravne morfologije so zato potrebne razlicne strategije. Izkazalo
se je, da je postopek fiksacije, ki je bil pred kratkim razvit za pripravo, z lipidnimi molekulami

bogatih membran (Bozi¢ idr., 2021), primeren tudi za fiksiranje eritrocitov in eritrocitnih ZV-jev.

Raziskovalno delo v sodobno-razvijajoci se druzbi, na podrolju zunajeelicnih veziklov, dosega neverjetne rexultate.
ZLaradi njibove vsestranskosti in univergalnosti bodo labko v prihodnosti pripeljali Se do boljsib diagnostiénib metod.
Kijub tenn, da je podrodje zelo motivirajoce, sva se skozi delo soolila g raglicnimi izzivi in ugotovila, da nam ostaja
Se vedno veliko dela. To je najlepsa izkusnja, ki sva jo pridobila. ... Delati nekaj 3a dobrobit drugbe in se ob tem

uiiti — to je nekaj najlepsega, ce ne celo plemenitega.
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PRILOGE

Tabela 4: Analiza parametrov v vzotcu z osmolarnostjo 50 mOsmol/L (2 x mala polos 4, velika polos 5,

prostornina I/, povrsina S in relativni volumen 2).

# a (hm) b (am) 17 (nm?) S (nm?) v
1 109,37 109,37 684629 37559 1
2 87,44 87,44 349863 24007 1
3 73,98 73,98 211864 17184 1
4 100,69 100,69 534304 31837 1
5 67,04 67,04 157659 14111 1
6 79,67 79,67 264614 19929 1
7 67,04 67,04 157659 14111 1
8 67,04 67,04 157659 14111 1
9 67,04 67,04 157659 14111 1
10 86,81 86,81 342419 23666 1
11 67,04 67,04 157659 14111 1
12 86,81 86,81 342419 23666 1
13 83,97 83,97 309844 22140 1
14 88,55 88,55 363361 24621 1
15 82,23 82,23 291033 21234 1
16 111,10 111,10 717729 38760 1
17 60,79 60,79 117571 11604 1
18 82,72 82,72 296221 21486 1
19 93,13 93,13 422711 27234 1
20 70,51 70,51 183429 15610 1
21 90,28 90,28 385140 25595 1
22 100,69 100,69 534304 31837 1
23 88,55 88,55 363361 24621 1
24 90,28 90,28 385140 25595 1
25 57,95 57,95 101823 10543 1
26 85,08 85,08 322298 22729 1
27 90,28 90,28 385140 25595 1
28 92,92 92,92 419883 27112 1
29 106,59 106,59 633811 35677 1
30 121,51 121,51 938955 46363 1
31 80,71 80,71 275122 20453 1
32 92,02 92,02 407772 26588 1
33 81,61 81,61 284452 20913 1
34 81,61 81,61 284452 20913 1
35 81,61 81,61 284452 20913 1
36 50,17 50,17 66100 7905 1
37 104,16 104,16 591464 34069 1
38 81,61 81,61 284452 20913 1
39 92,02 92,02 407772 26588 1
40 81,61 81,61 284452 20913 1
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41 85,08 85,08 322298 22729 1
42 83,34 83,34 302981 21812 1
43 78,14 78,14 249690 19172 1
44 86,81 86,81 342419 23666 1
45 99,86 99,86 521157 31313 1
46 86,31 86,81 342419 23666 1
47 51,63 51,63 72029 8370 1
48 72,94 72,94 203046 16703 1
49 85,08 85,08 332660 23214 1
50 83,14 83,14 300716 21703 1
51 85,98 85,98 332660 23214 1
52 77,24 77,24 241141 18732 1
53 75,29 75,29 223396 17802 1
54 92,92 92,92 419883 27112 1
55 85,08 85,08 332660 23214 1
56 79,25 79,25 260486 19721 1
57 72,73 72,73 201312 16608 1
58 70,09 70,09 180198 15426 1
59 72,31 72,31 197874 16419 1
60 86,61 86,61 339962 23552 1
61 92,92 92,92 419883 27112 1
62 83,14 83,14 300716 21703 1
63 85,98 85,98 332660 23214 1
64 85,08 85,08 332660 23214 1
65 85,08 85,08 332660 23214 1
66 86,61 86,61 339962 23552 1
67 84,87 84,87 319938 22618 1
68 64,26 64,26 138874 12967 1
69 77,93 77,93 247700 19070 1
70 57,53 57,53 99644 10392 1
71 59,68 59,68 111245 11184 1
72 85,08 85,08 332660 23214 1
73 72,94 72,94 203046 16703 1
74 66,00 66,00 150428 13676 1
75 79,67 79,67 264614 19929 1
76 78,14 78,14 249690 19172 1
77 104,16 | 10416 | 591464 34069 1
78 79,67 79,67 264614 19929 1
79 85,98 85,08 332660 23214 1
80 85,08 85,08 332660 23214 1
81 85,98 85,98 332660 23214 1
82 75,29 75,29 223396 17802 1
83 74,67 74,67 217883 17508 1
84 104,16 | 104,16 | 591464 34069 1
85 85,08 85,08 332660 23214 1
86 92,92 92,92 419883 27112 1

Stran | 31



Tobija K. in Miha J.  Morfoloske lastnosti zunajeelicnib veziklov eritrocitnega izvora  Raziskovalno delo, Ljubljana 2022

Tabela 5: Analiza parametrov v vzorcu z osmolarnostjo 300 mOsmol/L (2 X mala polos 4, 2 X velika polos b,

prostornina [, povrsina § in relativni volumen 2).

# 24 (nm) | 2b (nm) U7 (hm?) S (nm?) v

1 91 104 455910 28731 1,00
2 76 76 233285 18323 1,00
3 80 186 616289 38959 0,85
4 77 111 345934 24350 0,97
5 66 91 205049 17125 0,97
6 90 90 387014 25678 1,00
7 62 131 259490 21451 0,88
8 59 106 189954 16894 0,92
9 84 116 433400 28168 0,97
10 75 180 531959 35502 0,85
11 88 88 357731 24366 1,00
12 84 116 433400 28168 0,97
13 94 94 430119 27551 1,00
14 77 156 487537 32305 0,89
15 72 104 279633 21143 0,97
16 60 140 266066 22244 0,85
17 136 201 1944643 77264 0,96
18 95 95 450288 28406 1,00
19 79 79 255394 19463 1,00
20 83 83 303718 21847 1,00
21 82 132 463931 30070 0,95
22 109 109 680595 37411 1,00
23 81 152 523430 33411 0,91
24 75 213 624862 41174 0,80
25 102 102 557504 32752 1,00
26 76 222 676176 43651 0,79
27 67 159 378523 28206 0,85
28 94 232 1062293 56740 0,84
29 70 107 275976 21087 0,96
30 86 86 329964 23088 1,00
31 86 86 330012 23090 1,00
32 126 126 1035213 49480 1,00
33 85 233 884549 51421 0,81
34 61 133 259951 21588 0,87
35 91 197 857825 47710 0,88
36 66 143 322984 24913 0,87
37 70 70 181080 15476 1,00
38 102 102 557504 32752 1,00
39 86 86 330012 23090 1,00
40 89 89 368848 24868 1,00
41 70 119 307830 23059 0,93
42 82 82 287540 21064 1,00
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43 59 126 227757 19704 0,88
44 63 131 273832 22112 0,89
45 110 110 696291 37984 1,00
46 59 98 176054 15858 0,94
47 70 70 181593 15505 1,00
48 93 93 417853 27025 1,00
49 87 87 340501 23577 1,00
50 88 88 357731 24366 1,00
51 55 253 399381 34977 0,65
52 107 186 1112099 54497 0,93
53 56 89 146791 13925 0,95
54 111 111 725247 39030 1,00
55 54 103 156371 14980 0,91
56 73 124 341755 24745 0,93
57 55 55 85774 9404 1,00
58 86 86 329964 23088 1,00
59 77 147 460227 30759 0,91
60 72 165 443938 31189 0,86
61 75 159 470839 31839 0,88
62 66 138 310247 24109 0,88
63 116 116 806650 41899 1,00
64 54 119 180931 17010 0,87
65 99 99 509875 30859 1,00
66 75 186 545956 36436 0,83
67 73 104 288537 21568 0,97
68 83 83 295067 21430 1,00
69 84 119 444319 28722 0,97
70 72 87 238195 18687 0,99
71 83 152 545104 34217 0,92
72 84 110 408617 26937 0,98
73 74 148 425680 29469 0,89
74 90 90 378670 25308 1,00
75 66 147 331227 25536 0,86
76 82 145 511543 32566 0,93
77 43 90 85348 10199 0,88
78 132 132 1209048 54875 1,00
79 96 116 558153 32977 0,99
80 102 130 706437 38736 0,99
81 106 106 626014 35383 1,00
82 69 119 300503 22735 0,93
83 73 73 206904 16914 1,00
84 89 89 364231 24660 1,00
85 59 59 109426 11062 1,00
86 96 123 590318 34374 0,98
87 94 94 439026 27930 1,00
88 78 78 247692 19070 1,00
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89 68 144 344142 25913 0,88
90 120 120 915603 45591 1,00
91 91 121 518060 31630 0,98
92 80 80 272116 20304 1,00
93 61 77 151873 13889 0,99
94 78 78 251943 19288 1,00
95 45 180 193660 20664 0,69
96 66 126 283090 22257 0,91
97 56 109 179691 16476 0,90
98 54 123 187107 17492 0,86
99 69 126 314985 23709 0,92
100 94 94 440996 28013 1,00
101 59 161 297701 24856 0,81
102 102 102 551690 32524 1,00
103 97 132 654172 37020 0,98
104 82 132 464055 30078 0,95
105 57 57 97110 10215 1,00
106 81 170 581668 36610 0,88
107 92 138 613053 35847 0,96
108 82 111 390131 26223 0,98
109 63 109 227289 18877 0,93
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