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Streszczenie: Pecherzyki zewnatrzkomorkowe to nanometrowe struktury biologiczne uwalniane nie-
mal ze wszystkich komorek w warunkach fizjologicznych oraz patologicznych. Sa nosnikami wielu
aktywnych czasteczek (biatek, lipidow, materiatu genetycznego w postaci RNA i DNA) i stanowig
glowny element komunikacji miedzykomoérkowej. Ze wzgledu na ich potencjat funkcjonalny oraz
mozliwo$¢ praktycznego wykorzystania w diagnostyce wielu chorob, dos¢ szybko staly si¢ inspiracja
dla srodowiska naukowego. Ze wzgledu na male rozmiary oraz strukture, problematyczne jest znalez-
ienie uniwersalnej metody izolacji pgcherzykow zewnatrzkomorkowych. Brak standaryzacji metod
pozyskiwania pecherzykow sklania do poszukiwania nowych, uniwersalnych technik. Niniejszy
artykut stanowi przeglad dotychczas poznanych i powszechnie stosowanych metod izolacji pecher-
zykow zewnatrzkomorkowych z uwzglednieniem ich zalet oraz wad. Ponadto, zdefiniowano poszcze-
golne typy pecherzykow, wskazujac na ich znaczenie biologiczne i zastosowanie diagnostyczne.

Stowa kluczowe: pecherzyki zewnatrzkomorkowe, egzosomy, metody izolacji

Summary: Extracellular vesicles are nanometer biological structures released from almost all cells in
physiological and pathological conditions. They transport numerous active molecules (proteins, lipids,
DNA and RNA) and represent a major mode of intercellular communication. Due to their function-
ality and the possibility of practical use as diagnostic markers of many diseases, they rapidly became
an inspiration for the scientific community. Small size and structure of extracellular vesicles make
difficult to find universal method of their isolation. Lack of standardization of present methods lead
to explore new and universal techniques. This article is an overview of previously known and widely
used methods of extracellular vesicles isolations, taking into account their advantages and disadvan-
tages. In addition, individual types of vesicles were defined, indicating their biological importance and
diagnostic application.
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WSTEP

Pecherzyki zewnatrzkomorkowe (ang. Extracellular Vesicles, EVs) to niewiel-
kie struktury otoczone btong komorkowa, uwalniane zar6wno w warunkach fizjolo-
gicznych jak i patologicznych. Poczatkowo uwazane byly jedynie za fragmenty bton
komoérkowych (ang. cell derbis), ktoére nie maja znaczenia biologicznego. Poglad
ten zdecydowanie si¢ zmienil na przestrzeni ostatnich kilkudziesieciu lat, a inten-
sywny rozwoj badan nad EVs nadal im ogromny potencjat biomedyczny. Pierwsze
wzmianki na temat EVs datuje si¢ juz na koniec lat sze§¢dziesigtych XX wieku. Za
pioniera w tej dziedzinie uwaza si¢ Petera Wolfa, ktory w 1967 roku zidentyfikowat
niewielkie czgsteczki uwalniane z aktywowanych ptytek krwi. Osad, z ktérego ba-
dacz wyizolowat pecherzyki metoda ultrawirowania, nazwany ,,pytem plytkowym”
(ang. platelet dust), wykazywal wtasciwosci prokoagulacyjne [34]. Obecnie inten-
sywnie rozwijajacy si¢ nurt badan nad EVs budzi wielkie nadzieje w $rodowisku na-
ukowym. Te mate struktury biologiczne pochodzenia blonowego, wyposazone w wie-
le funkcjonalnych czasteczek, stanowig podstawe komunikacji migdzykomodrkowe;.
Mozliwo$¢ praktycznego wykorzystania EVs, m.in. w diagnostyce chordéb cywiliza-
cyjnych, sktania naukowcow do prowadzenia badan nad ich funkcja w organizmie,
a co za tym idzie poszukiwania optymalnej metody ich izolacji. Ze wzgledu na mate
rozmiary oraz strukturg, problematyczne jest znalezienie uniwersalnej metody izola-
cji EVs laczacej w sobie istotne zalety tj. prosta i tanig procedure bez koniecznosci
uzycia drogiej aparatury oraz mozliwo$¢ izolacji z duzej liczby probek jednocze$nie.
Praca ta stanowi przeglad najpopularniejszych metod izolacji EVs z uwzglednieniem
ich wad i zalet.

CHARAKTERYSTYKA EVs

Pecherzyki zewnatrzkomorkowe, zwane roéwniez mikropecherzykami blonowy-
mi, sa grupa nano- oraz mikrometrowych struktur uwalnianych z komorek eukario-
tycznych i prokariotycznych, zarowno w warunkach in vivo oraz in vitro [35]. Sta-
nowig one do$¢ heterogenng populacje, jednak ich ogdlna budowa jest podobna [9].
Przybieraja ksztalt kulisty, badZ owalny i posiadaja réznorodne, funkcjonalne bio-
molekuty, m.in. specyficzne biatka, lipidy oraz material genetyczny w postaci RNA
i DNA. Ich obecnos¢ zostata potwierdzona w plynach ustrojowych organizmow
zywych, m.in. we krwi, §linie, moczu, ptynie moézgowo-rdzeniowym, ptynie owod-
niowym, zo6tci, mleku czy nasieniu. Bezposrednie zrédto EVs moga stanowi¢ plytki
krwi, limfocyty T, komorki hematopoetyczne, retikulocyty, komorki dendrytyczne,
komorki tuczne, srédblonek naczyniowy, komorki nabtonka endometrium, komorki
nabtonka jelit, neurony, astrocyty, tozysko, a takze komorki nowotworowe [18].
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KLASYFIKACJA, BUDOWA I BIOGENEZA EVs

Intensywny rozwoj badan nad EVs dostarcza stale nowych informacji, dlate-
go uzywana nomenklatura staje si¢ niejednoznaczna i moze generowac trudno-
$ci zwigzane z odpowiednim rozpoznaniem poszczegélnych struktur. Niemniej
jednak, gldéwnym kryterium podziatu EVs jest ich wielkos¢. Wedtug niego EVs
dzielimy na egzosomy (30-100 nm), wicksze ektosomy (100-1000 nm), zwane
rowniez mikropecherzykami lub mikroczgstkami blonowymi oraz ciatka apopto-
tyczne (1000-4000 nm) [25]. W niektorych opracowaniach literaturowych wyr6z-
nia si¢ pegcherzyki egzosomopodobne o wielkosci od 30 do 90 nm, ktére podej-
rzewa si¢ m.in. o role w interakcji pasozyt-zywiciel poprzez transport zjadliwego
biatka tego pasozyta [6, 35]. Zakres wielkosci EVs przedstawiany w zrodiach
literaturowych moze by¢ nieco odmienny, stad dalsza ich klasyfikacja opiera sig¢
na kolejnych kryteriach, m.in. pochodzeniu, sposobie powstawania, niesionym }la-
dunku (ang. cargo), markerach na powierzchni oraz sposobie ich izolacji (tab 1).

Biorgc pod uwage biogenez¢ EVs, wyroznia si¢ pecherzki powstajace we-
wnatrz komorki, w przedziatach komorkowych, na drodze endosomalnej, czyli
egzosomy. Uwalniane sg one do przestrzeni miedzykomoérkowej poprzez fuzje
btony pecherzyka wewnatrzkomoérkowego z btong komorkowa. Mechanizm po-
wstawania ektosomow jest odmienny i polega na ,,paczkowaniu” blony komoérko-
wej, w wyniku ktorego powstaja mikropecherzyki bogate w czasteczki znajdujace
si¢ na komorce macierzystej. W procesie tym uczestnicza m.in. biatka cytoszkie-
letu, a takze jony wapnia [25]. Ciatka apoptotyczne powstaja w podobny sposéb,
jednak czynnikiem stymulujacym ten proces jest inicjacja apoptozy [24]. Podziat
EVs ze wzgledu na pochodzenie moze dotyczy¢ rowniez konkretnej podgrupy
pecherzykow btonowych. Mozna zauwazy¢ to wérdd populacji ektosomow, ktore
w zaleznosci od typu komorki z jakiego sa uwalniane dzielg si¢ na osobne gru-
py. Przyktadem moga by¢ mikropecherzyki uwalniane z powierzchni komorek
nowotworowych (ang. Tumour-derived Microvesicles, TMV), czy mikroczastki
pochodzenia $srodbtonkowego (ang. Endothelial Microparticles, EMP), a takze
dos¢ obszernie opisywane mikroczastki pochodzenia ptytkowego (ang. Platelet-
-derived Microvesicles, PMV) [25, 35].

Ladunek, ktory niosg EVs jest do$¢ réznorodny zaréwno dla egzosomow, jak
i ektosomow. Na ogot jest on zdeterminowany pochodzeniem — odzwierciedla
sktad komorek z ktorych EVs zostaja uwolnione. W Tabeli 1 zaprezentowano
sktad molekularny poszczegolnych rodzajow EVs. Egzosomy sa bogate gtownie
w biatka z rodziny tetraspanin (CD9, CD63, CD81, CDS82), kompleks MHC Kkla-
sy L oraz II, biatka zwigzane z apoptozg (ALG-2, TPxII, galantyna 3) oraz biat-
ko powierzchniowe wigzace lipidy (MFGES). Zawierajg rowniez peptydazy po-
wierzchniowe (CD13, CD26), biatka uczestniczace w ich powstawaniu (TSG101,
ESCRT, biatka z rodziny Rab) i wiele innych bialek, m.in. aneksyny, klatryny,
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biatka szoku cieplnego (HSP), biatka budujace cytoszkielet (aktyna, miozyna), en-
zymy (aldolazy, enolazy, kinaza fosfoglicerynianowa, dehydrogenaza gliceroalde-
hydofosforanowa — GAPDH) oraz czynniki zwiazane z translacja (elF4, eEF1) [39].

TABELA 1. Klasyfikacja i charakterystyka pecherzykow zewnatrzkomorkowych (wg. [26])
TABLE 1. Classification and characterization of extracellular vesicles [26]

Typy pecherzykéw zewnatrzkomorkowych
Eozosom Ektosomy Cialka

g Y (mikroczastki) apoptotyczne
Rozmiar 30-100 nm 100-1000 nm 1000-4000 nm
Struktura Homogenne Heterogenne Heterogenne

Clalka Komorki
Miejsce powstawania wielopecherzykowe | Blona komoérkowa

‘. apoptotyczne
(endosomy pdzne)
Sposéb powstawania Konstytutywny Regulowany Regulowany
Mechanizm powstawania Egzocytoza ,,Paczkowanie” Apoptoza
Mechanizm sortowania Ceramido-zalezny Nieznany Brak
Przechowywan’le Tak Nie Nie
wewnatrzkomérkowe
Tetraspaniny, Integryny, selektyny,
Podstawowe markery biatkkowe | HSP70, HSP90, CDA40, kolagenazy Histony
Alix, Rab5a/b (MMP), ezryna
. Cholesterol, Fosfatydyloseryna,
Sklad lipidowy ceramidy cholesterol Fosfatydyloseryna
. miRNA, . mRNA,

Material genetyczny nickodujace RNA mRNA, miRNA miRNA, DNA
Wiazanie z aneksyna V Stabe Silne Silne

W przypadku ektosoméw ich profil biatkowy moze by¢ rozny w zaleznosci od
tego z jakiego typu komorek pochodza. Mikropecherzyki uwalniane z ptytek krwi
posiadajag marker CD41, z powierzchni erytrocytow zawierajag CD235a, natomiast
z komorek dendrytycznych CD11c. Oprocz biatek, ektosomy niosa na swojej po-
wierzchni rowniez lipidy (gtownie fosfolipidy). Ich zawarto$¢ nie jest jednakowa
dla wszystkich mikroczastek, jednak na ogoét rowniez odzwierciedla sktad lipido-
wy komorek z ktorych pochodzg. Wyjatkiem sa ektosomy uwalniane z limfocytow
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B, komorek dendrytycznych oraz linii komoérkowej czerniaka, ktore zawieraja sfin-
gomieling zamiast cholesterolu charakterystycznego dla ich komérek macierzy-
stych. Mimo pewnych réznic w sktadzie molekularnym pomigdzy mikroczastkami
a egzosomami, oba typy pecherzykow moga zawiera¢ materiat genetyczny w po-
staci RNA oraz DNA (tab. 1), ktory moze peti¢ istotne funkcje w przenoszeniu
informacji genetycznej z komorki rodzicielskiej do odbiorczej [39].

FUNKCJA BIOLOGICZNA I POTENCJALNE ZASTOSOWANIE EVs

Funkcja biologiczna EVs w duzej mierze wynika z obecnosci bogatego zestawu
molekut znajdujacych sie¢ w ich wnetrzu oraz na powierzchni. Podstawowa funkcja
biologiczng wszystkich EVs jest komunikacja migdzykomorkowa oraz transport in-
formacji biologicznej [21]. W zwigzku z tym, Ze struktury te majg niewielkie rozmia-
1y, moga one przemieszczac si¢ wraz z pltynami ustrojowymi przekazujgc lokalnie lub
na dluzsze dystanse czasteczki zawarte w swoim wnetrzu. Na tej drodze moze docho-
dzi¢ do pobudzania komorki docelowej do produkeji roznych czynnikoéw, np. cytokin,
czynnikow wzrostu, a takze do transportowania receptorow powierzchniowych. Za-
chodzi¢ moze réwniez transformacja komorki docelowej dzigki przenoszonym przez
EVs mRNA, biatkom i czynnikom transkrypcyjnym [35]. Dowiedziono, ze mikro-
czastki pochodzenia plytkowego maja wptyw na tworzenie zakrzepéw naczyniowych
w procesie krzepnigcia. Ich obecno$¢ potwierdzono w miejscach objetych stanami
zapalnymi, gdzie mogg oddziatywa¢ na komorki uktadu odporno$ciowego (limfocyty
T i B, monocyty, komorki NK) [3]. Wiele ich funkcji pokrywa si¢ takze z funkcja-
mi mikroczgstek pochodzenia srodbtonkowego, ktore odpowiedzialne sg za regula-
cj¢ procesow zapalnych, apoptozg, krzepniecie i fibrynolize, a takze za kurczenie sig
naczyn kapilarnych oraz angiogeneze [25]. Pojawiajg si¢ rowniez badania na temat
wptywu EVs na komorki rozrodcze zenskie i meskie w czasie zaplodnienia oraz na
dalszy rozwoj cigzy poprzez oddzialywania z uktadem odpornosciowym matki [28].
Opisuje si¢ tez udziat EVs w procesie komunikacji pomig¢dzy nablonkiem endome-
trium, a komorkami trofektodermy, co sprzyja implantacji zarodka [18].

EVs produkowane sg nie tylko przez zdrowe komorki, ale rowniez przez ko-
morki nowotworowe. Poprzez wptyw na proliferacjg¢ 1 migracje komorek, a takze
dziatanie proangigenne, EVs sg zaangazowane w proces wzrostu nowotworu oraz
powstawanie przerzutow [20]. Coraz czg$ciej zwraca si¢ uwage na wpltyw miR-
NA pochodzenia egzosomalnego na tworzenie naczyn krwiono$nych, niezbed-
nych do wzrostu guzéw nowotworowych. Przyktad stanowi miRNA egzosomow
uwalnianych z komorek raka nerki CD105+ [7]. EVs wplywaja rowniez na mo-
dulacje uktadu odporno$ciowego skierowanego przeciw komérkom nowotworo-
wym, co znacznie utrudnia walke z tym schorzeniem [38]. Czasteczki miRNA
zawarte w egzosomach sg czesto charakterystyczne dla danego typu nowotworu,
np. rak piersi: miR-21, miR-1246 (egzosomy z osocza), rak prostaty: miR-141
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(egzosomy z surowicy) [32]. EVs dzigki temu uznawane s3 za dobre markery
diagnostyczne pozwalajace wykrywaé nowotwory w sposdb mato inwazyjny we
wczesnych stadiach ich rozwoju.

Uwalnianie EVs z tkanek patologicznych ma swoje ogromne zalety w aspek-
cie diagnostycznym. Dzigki temu mozliwe jest monitorowanie ilo$ci pgcherzy-
kéw w probkach biologicznych pochodzacych z ptynow ustrojowych pacjentow
w celu wezesnej diagnostyki lub okreslenia stadia rozwoju choroby. Znalazto to
zastosowanie w diagnozowaniu chordb uktadu krazenia oraz choréb o podtozu
zapalnym (zawat serca, reumatoidalnym zapaleniu stawow) poprzez identyfikacje
egzosomow o okreslonym profilu antygendw oraz niesionej informacji genetycz-
nej [25]. Ponadto zdolno$¢ EVs do przenoszenia réznych czgsteczek moze zostaé
wykorzystana w medycynie w rozwoju terapii celowanej. Trwajg prace nad stwo-
rzeniem sztucznych egzosomow, ktore moglyby dostarcza¢ okreslone molekuty
do $rédblonka naczyniowego, co mogtoby by¢ wykorzystane w leczeniu powi-
ktan cukrzycowych.

METODY IZOLACJI EVs

Proces izolacji stanowi zasadniczy etap analizy EVs pod wzgledem struktu-
ralnym i funkcjonalnym. Na przestrzeni ostatniej dekady opisano wiele metod
pozyskiwania EVs, ktore ulegaja ciagglym modyfikacjom. Powodem tego jest
poszukiwanie niezawodnej metody izolacji EVs, ktora bedzie taczyta wszystkie
niezbedne aspekty z punktu widzenia badacza. Niestety dotychczas poznane me-
tody nie sag w pelni wystandaryzowane, dlatego naukowcy musza stawac przed
dylematem, jakimi kategoriami si¢ kierowac realizujgc swoj cel badawczy. Przy-
ktadem moga by¢ kryteria tj. czysto$¢ i liczba otrzymanych pecherzykow, ktore
w zasadzie zawsze ze sobg konkuruja [27]. Brakuje metody izolacji, w ktorej te
dwa parametry nie wykluczatyby si¢ wzajemnie. Ten i wiele innych problemow
sktania naukowcow do opracowywania coraz lepszych metod izolacji EVs. Wady
i zalety najcze$ciej stosowanych metod izolacji EVs przedstawiono w tabeli 2.

TABELA 2. Wady i zalety gldownych metod izolacji p¢cherzykow zewnatrzkomorkowych (ang.
extracellular vesicles, EVs) (wg. [12])

TABLE 2. Advantages and disadvantages of predominant methods of extracellular vesicles (EVs)
isolation [12]

Metoda izolacji | Czas izolacji Zalety Wady

Wyspecjalizowany sprzet, ztozo-
no$¢ procesu, zanieczyszczenia,

Wirowanie Niski koszt procesu, niska wydainoéé RNA. zdeera-
réznicujace, 140-600 min  |brak dodatkowych odczynnikdéw Yoy . & .

. . . dowane EVs, wydajnos$¢ zalezna
ultrawirowanie chemicznych

od rodzaju rotora, sity wirowania
i lepkosci probki
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Metoda izolacji

Czas izolacji

Zalety

Wady

Ztozono$¢ procesu, straty probki,

Wirowanie Czystos$¢ probki, niska degradacja . .
w oradienci 250 min-2 dni [EVs. brak dod ~ |problem z rozdzialem duzych cza-
gradiencie min-2 dni s, brak dodatkowych odczyn , .
. s o . stek o podobnym wspoétczynniku
gestosci nikéw chemicznych .
i sedymentacji
Filtracja Prosta p.roce.d e, n}ozhwosc prrz'e "|Zatykanie filtra, straty probki,
sekwencyjna 130 min twarzania wielu probek, czystos¢ zanieczyszczenia biatkami, mata
V) L preparatow, brak ograniczenia L Y C
ultrafiltracja obictoscia probki ilo$¢ egzosomalnego biatka
H s .
ﬁl)t'f::-s:atyczna Odpowiednia dla wysoko rozcien-
dializ;c jna czonych prébek (np. mocz), niski Koniecznos¢ dodatkowego czysz-
(HFD a): 30 min-1 h/ koszt procesu, brak dodatkowych czenia moczu z zaniecz %zcze}r;
> ANg- 75 ml odczynnikow, niski stopief . cczy
hydrostatic .. . bakteriami, straty probki
filtration degradacji EVs, odpowiednia dla
dialysis) duzych objetosci
Brak zanieczyszczen biatkowych,
duza wydajno$¢ w potaczeniu
z ultrawirowaniem, powtarzal- . ,
Chromatgrts |y oo e " i ek
(S);EC an czyszczenie EVs, wysoka czuto$¢, brak n;) obj toéJc' robki, s ’ecgalis cz-
SuL, ang. 4 strat probki, brak dodatkowych Jgtosc probd, specjalisty
size-exclusion kolumny o, . . |ny sprzet, wysokie koszty, tworze-
odczynnikéw chemicznych, duza | : o .
chromatography) iloé¢ bialka cgzosomalnego, od- nie agregatéw lipoproteinowych
powiednia dla probek o wysokiej
lepkosci
Wysokie koszty, ograniczona
Powinowactwo dostepnos¢ przeciwciat, trudno-
immunologiczne $ci z wymyciem EVs z matrycy,
(kulki ok. 240 min Czystos¢, wysoka selektywno$¢  |degradacja EVs poprzez wymy-
magnetyczne, wanie buforem, niespecyficzne
nano-kanaly) wigzania,
straty probki
Prosta procedura, zachowanie Wysoki koszt (zwlaszcza dla
Precypitacja pre- [45-65 min integralnosci EVs, niepotrzebny |rozciefnczonych probek np. mocz),
paratem typu (czasem nocna |wyspecjalizowany sprzgt, niska zawarto$¢ biatka egzoso-
Exoquick™ inkubacja) pH zblizone do fizjologicznego, |malnego, zanieczyszczenia
wysokie st¢zenie jondw
(‘i):r]\(')l(llfl:lbz](:lvlv(;ad Niski koszt, prosta procedura, Obecnos¢ polimeru, koniecz
(ATPS, ang. 75.195min  |C7YSLOSC preparatu, wydainose | oo ony fazy elikolu
aqueous two procesu, olietylowego
p;ltase system) niezdegradowane EVs poliety &
Precypitacja
rozpuszczalnikami
organiczny-
mi (PROSPR, 105 min Niski koszt, prosta procedura Tworzenie agregatow z biatkami
ang. protein

organic solvent
precipitation)
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WIROWANIE ROZNICUJACE

Najpopularniejszg i najczesciej stosowang metodg izolacji EVs jest wirowa-
nie roznicujace, ktore wykorzystuje seri¢ wirowan we wzrastajacych przyspiesze-
niach [16]. Im wigksze przyspieszenie, tym mniejsze EVs sg izolowane. Jej celem
jest kolejno usuniecie wickszych komorek iich fragmentow, ktore znajduja sig
w materiale poddanym izolacji oraz uzyskanie docelowej populacji pecherzykow
w postaci osadu na dnie probowki [10]. Zjawisko sedymentacji czastek podczas
wirowania jest mozliwe dzieki r6znorodnej ich gesto$ci oraz odmiennym rozkta-
dzie wielkosci [13]. Dlatego przy wiekszych przyspieszeniach (ultrawirowanie)
mozliwy jest rozdziat pecherzykow na podgrupy. W pierwszym etapie wirowania
(300 x g, 10 min.) pozbywamy si¢ duzych zanieczyszczen, tj. komorek i ich wiek-
szych fragmentow, a takze bakterii. W kolejnym cyklu, zwigkszajac przyspiesze-
nie (2 000 x g, 10 min.), eliminuje si¢ mniejsze zanieczyszczenia komorkowe.
Zwigkszenie przyspieszenia do kilkunastu tysigcy g (10 000 —20 000 x g, 30 min.)
pozwala na wyizolowanie frakcji ektosomow, a przy zastosowaniu przyspieszenia
rzedu kilkuset tysigcy g mozna pozyska¢ najmniejsze pgcherzyki — egzosomy.
Ze wzgledu na koprecypitacje agregatow biatek lub fragmentéw komorek docho-
dzi do zanieczyszczenia frakcji EVs. Stosuje sie¢ dodatkowe ptukanie uzyskanego
osadu roztworem buforu fosforanowego w celu uzyskania czystego preparatu bo-
gatego w egzosomy. Catos$¢ procedury przeprowadza si¢ w temperaturze 4°C, aby
zminimalizowaé proces degradacji EVs [29]. Schemat post¢gpowania jest czgsto
modyfikowany, poprzez zmiang czasu i predkosci wirowania, jednak sama idea
metody jest niezmienna. Ograniczeniem tej metody jest niewatpliwie dtugi czas
procedury, ktéry moze powodowaé rozpad EVs oraz wydtuza¢ czas calego do-
swiadczenia. Uzyskane pecherzyki czgsto agreguja z biatkami 1 innymi struktura-
mi komoérkowymi, ktorych ciezko jest si¢ pozby¢. Ponadto wydajno$¢ metody jest
ograniczona poprzez mozliwo$¢ ultrawirowania jedynie matych objetosci probki.

WIROWANIE W GRADIENCIE GESTOSCI

Metoda wirowania roznicujacego dosy¢ czesto ulega modyfikacji poprzez
zastosowanie rozdzialu probki w gradiencie gestosci okres$lonej cieczy, np. roz-
tworu sacharozy, iodiksanolu, czy ioheksolu, w celu uzyskania czystej probki
zawierajacej EVs [2]. Jest to mozliwe dzigki réznicom gestosci zanieczyszcza-
jacych struktur oraz EVs, ktore akumulujg si¢ w odpowiednich frakcjach cieczy
odpowiadajacych ich gestosci [1]. Przyktadowo, dla populacji egzosomow ge-
stos$¢ ta miesci si¢ w zakresie od 1.10 do 1.21 g/ml [13]. Analiza probek boga-
tych w EVs pochodzace z surowicy ludzkiej krwi, wykonana w transmisyjnym
mikroskopie elektronowym (ang. Transmission Electron Microscopy, TEM) wy-
kazata, ze wirowanie w gradiencie gestosci sacharozy pozwala na uzyskanie pe-
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cherzykdéw o mniejszym zanieczyszczeniu biatkowymi agregatami w poréwnaniu
do konwencjonalnej metody wirowania réznicujacego [16]. Kolejng zaleta tej
metody jest utrzymanie prawidtowej morfologii EVs, co jest niezwykle istotne
w dalszych analizach materiatu [33]. Metoda niesie jednak ze soba ograniczenia
polegajace na izolowaniu struktur o gestosci podobnej do badanej populacji EVs,
np. zanieczyszczenie lipoproteinami (ang. High-Density Lipoproteins, HDL) uzy-
skane podczas wirowania w gradiencie gestosci sacharozy i bromku potasu, co
znacznie utrudnia interpretacje wynikow [36].

METODY OPARTE NA KRYTERIUM WIELKOSCI

Sposrad technik stosowanych do izolacji EVs wykorzystujacych roznice w roz-
miarze czastek, wyr6zni¢ mozemy filtracj¢ oraz chromatografie. Glownym zatoze-
niem filtracji jest wychwytywanie EVs przez filtry o odpowiednich rozmiarach po-
réw oraz usuwanie niepozadanych czastek o roznej wielkosci w stosunku do EVs,
ktore przeptywaja przez dany materiat porowaty [11]. Metoda ta czgsto stanowi
wstepny etap oczyszczania probek przed izolacja, np. zastosowanie filtracji przed
ultrawirowaniem, a takze jest modyfikowana poprzez zastosowanie cisnienia hy-
drostatycznego. Do wigkszych objetosci materiatu badanego (> 400 ml) zalecane
jest stosowanie ci$nienia, natomiast do mniejszych objetosci wykorzystuje sie ultra-
wirowanie [14]. Przyktadem techniki opartej na filtracji stosowanej w pozyskiwa-
niu egzosomow z medium hodowlanego jest filtracja sekwencyjna. W pierwszym
etapie filtrowania usuwane zostaja niepotrzebne komorki iinne duze fragmenty.
Nastepnie wykorzystuje si¢ filtracje w ukladzie stycznym, gdzie czastki rozrdz-
nia si¢ na podstawie ich molekularnej wagi. Ostatnim etapem jest ultrafiltracja na
materiale porowatym, ktorego rozmiar porow wynosi 0,1 pm, dzieki czemu wigk-
sze zanieczyszczenia zostajg na filtrze, a mniejsze egzosomy mogg przez niego si¢
przedosta¢. Uzyskane tg metoda EVs charakteryzuja si¢ wysoka czystoscia, a tech-
nika ta takze nie wplywa w znaczny sposob na ich morfologie [8].

Warto réwniez wspomnie¢ o technice nazywanej hydrostatyczng filtracjg diali-
zacyjna (ang. Hydrostatic Filtration Dialysis, HFD), ktora znalazta swoje zastoso-
wanie w izolacji EVs pochodzacych z ludzkiego moczu (ang. Urinary Extracellular
Vesicles, UEVs). Metoda ta jest odpowiednia dla wigkszych objetosci probek, co nie
jest mozliwe w przypadku ultrawirowania. Technika wykorzystuje niskie ci$nienie
hydrostatyczne do przeptywu badanej cieczy przez tubg dializacyjna, gdzie EVs za-
trzymuja si¢ na jej powierzchni i mogg by¢ pobrane do dalszych analiz [17]. Zasto-
sowana filtracja wspomagana ci$nieniem zaggszcza probke bez konieczno$ci korzy-
stania z wyspecjalizowanego sprzetu laboratoryjnego, co znacznie redukuje koszty.
Ponadto niskie cisnienie minimalizuje stopien degradacji EVs, przektadajac si¢ na
wysoka jakos$¢ uzyskanych probek. Niestety czgsto stosowane do filtracji membrany
zatrzymuja cze$¢ EVs, przez co wydajno$¢ moze by¢ nieco mniejsza.
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Inng metoda, ktora wykorzystuje roznice wielkosci czastek jest chromatogra-
fia wykluczania (ang. Size-Exclusion Chromatography, SEC). Dzieki kolumnie
wypetnionej specjalnym porowatym tworzywem, pecherzyki osadzajg si¢ w nim,
natomiast wicksze czastki przeptywaja szybciej i sa usuwane. Otrzymane EVs
zazwyczaj nie sg zanieczyszczone biatkowymi agregatami, jednak metoda ta
ma wad¢ w postaci nierozrdzniania charakteru czgstek, a jedynie ich wielkosci.
To moze generowac trudnosci z wiasciwg identyfikacjg odpowiednich struktur
[11,19]. Dokonujac porownania izolacji mikroczastek pochodzacych z moczu,
dowiedziono, ze potaczenie metody SEC z ultrawirowaniem znacznie bardziej
wzbogaca probke w ektosomy, niz ultrawirowanie czy ultrafiltracja stosowane
osobno [22].

POWINOWACTWO IMMUNOLOGICZNE

Obecnos¢ specyficznych biatek na powierzchni EVs oraz ich zdolno$¢ do wig-
zania si¢ z przeciwcialami pozwala na wykorzystanie powinowactwa immunolo-
gicznego w izolacji EVs. Dzigki ogromniej ilosci markerow wystepujacych na
powierzchni EVs, mozliwa jest identyfikacja konkretnych podtypéw EVs poprzez
dobor odpowiednich przeciwcial rozpoznajacych specyficzne antygeny. Mozemy
wyrézni¢ wiele sposobow izolacji wykorzystujacych powinowactwo immunolo-
giczne. Wykorzystujg one przeciwciata immobilizowane na rdéznych no$nikach,
m.in. na kulkach magnetycznych, matrycach chromatograficznych, ptytkach oraz
urzadzeniach do przeptywu mikroptynoéw (ang. microfluidics devices) [37].

W przypadku kulek magnetycznych, przeciwciata powlekaja ich powierzch-
nie, dzieki czemu po dodaniu probki zawierajacej EVs wigza si¢ one z odpowied-
nim antygenem na powierzchni pecherzyka, a nastgpnie zostaja odseparowane
od reszty roztworu. Jest to mozliwe poprzez przylozenie sity magnetycznej do
uktadu (np. naczynia, kolumny), w ktérym znajduja si¢ kulki. W wyniku takiego
postgpowania, w naczyniu pozostaja agregaty zwigzane z EVs, ktore nast¢pnie
mogg zosta¢ odseparowane poprzez zastosowanie odpowiednich zabiegow ptu-
czacych. Niestety takie oczyszczanie jest czesto problematyczne, a uzyskane EVs
moga nie nadawac si¢ do dalszych analiz ze wzgledu na zniszczong strukture.
Warto rowniez pamigtaé, ze wykorzystywane w metodzie kulki magnetyczne
majg ograniczong powierzchni¢ i cz¢s$¢ pecherzykow moze pozostac niezwigzana
w roztworze, a nastgpnie usuni¢ta. Jednak mimo opisanych niedogodno$ci meto-
da pozwala na wykrycie okreslonej populacji EVs w oparciu o specyficzne mar-
kery, nie wprowadzajac ograniczenia wielkoscia, co jest jej duzym atutem [27].

Powinowactwo immunologiczne jest wykorzystywane rowniez coraz czgsciej
w metodzie izolacji EVs opartej na strumieniowym przeptywie cieczy. Stosowane
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w niej urzadzenia indukuja przeptyw substancji przez specjalne kanaty, w ktérych
dochodzi do wigzania EVs, jesli zostang zastosowane przeciwciala skierowane
przeciwko markerom na pecherzykach. Taki sposob pozyskiwania EVs charak-
teryzuje si¢ wysoka specyficznoscig w stosunku do réznych ich rodzajow, a sam
proces twa dos¢ krotko w porownaniu z innymi metodami izolacji [11].
Urzadzenia do przeptywu mikroplynow, opréocz powinowactwa immunolo-
gicznego mogg wykorzystywac takze filtry, przez ktore EVs zostajg ,,przesiewane”
lub specjalne porowate struktury, w ktérych pecherzyki moga sie zatrzymywac.
W przypadkoéw uktadow z filtrami, zostaje do nich przylozone napigcie elektrycz-
ne, przez co ujemnie natadowane EVs poruszajg si¢ wzdluz filtra do elektrody
dodatniej, dzigki czemu moga zosta¢ odseparowane od reszty roztworu [11]. Inna
metoda wykorzystywana do izolacji egzosomow opiera si¢ na przeplywie probki
przez nano-kanaty na mikro-kolumnach (ang. ciliated nanowire-on-micropillars).
Wiceksze fragmenty komorek, biatka oraz inne EVs zostaja usuniete, a egzosomy
o $rednicy od 40 do 100 nm sa zatrzymywane w strukturze porow. Ich odzyskanie
nastepuje poprzez przeptukanie nano-kanatow buforem fosforanowym [31].

PRECYPITACJA

Nowa podejsciem do izolacji EVs jest wykorzystanie precypitacji, ktorej
glowng zaletg jest tatwos$¢ wykonania oraz skrdcenie czasu procesu, przy za-
chowaniu dobrej czystosci preparatu. Polega ona na wytracaniu EVs dzieki ich
specyficznym wiasciwosciom powierzchniowym. Wyrdzni¢ mozna precypitacje
wykorzystujacg zwigzki polimerowe, np. preparat Exoquick™ (System Bioscien-
ces, USA), wodny uktad dwufazowy ATPS (ang. Aqueous Two Phase System),
a takze ta, ktora opiera si¢ na rozpuszczalnikach organicznych, np. PROSPR (ang.
Protein Organic Solvent Precipitation). Preparat Exoquick™ zawiera specyficzna
mieszank¢ polimerow, dzigki ktorym po inkubacji z badang probka i tagodnym
wirowaniu mozliwa jest skuteczna izolacja EVs. Metoda ATPS opiera si¢ na zasto-
sowaniu dwoch wodnych roztworoéw glikolu polietylowego (PEG) oraz dekstranu
(DEX). Czasteczki znajdujace si¢ w takim ukladzie w krétkim czasie przemiesz-
czaja si¢ 1 zajmuja okreslone miejsca w danej fazie, dzigki czemu w tatwy sposéb
moga zosta¢ pobrane i wykorzystane do dalszych badan [23]. Z kolei PROSPR
wykorzystuje rozpuszczalniki organiczne, tj. aceton, chloroform czy kwas trichlo-
rooctowy, ktore przyciagaja reszty aminokwasowe, dzigki czemu mozliwa jest
agregacja biatek zanieczyszczajacych probke. Wyizolowane EVs charakteryzuja
si¢ duza czystoscig, a ich struktura zostaje niemal nienaruszona dzigki tagodnym
warunkom procesu, co w poréwnaniu z ultrawirowaniem jest trudne do uzyskania
(wysoka predkosci wirowania wptywa na morfologi¢ EVs) [4,30].
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PODSUMOWANIE

Badanie funkcji EVs nicodlacznie wiaze si¢ z wyborem odpowiedniej meto-
dy ich izolacji. Pomimo obecnosci réznorodnych technik, wciaz nie opracowano
»ztotej metody”, ktora utrzymywataby na wysokim poziomie zaréwno ilosciowe,
jak 1jakosciowe parametry procesu izolacji EVs [15]. W 2016 roku w Journal of
Extracellular Vesicles opublikowano raport, wg. ktdrego ultrawirowanie pozostaje
najpopularniejszg metodg izolacji EVs — az 81% ankietowanych stosuje t¢ technike
(dla izolacji EVs z pozywki hodowlanej liczba 0sob stosujacych te metode wzrasta
do 85%). Drugie miejsce zajmuje kombinacja r6znych metod (59%). Nastepnie an-
kietowani wybierajg wirowanie w gradiencie gestosci (20%)), filtracje (18%), SEC
(15%) oraz precypitacje (14%) [5]. Duze znaczenie biologiczne i diagnostyczne
EVs sprawia, ze niezbg¢dne sa dalsze poszukiwania uniwersalnej metody ich izolacji.
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