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Vescicole Extracellulari (VE) 

Morhayim J et al., Arch Biochem Biophys, 2014 



Ruolo delle Vescicole Extracellulari 

Shah R et al., The New England Journal of Medicine, 2018 



Vescicole Extracellulari & Citometria a Flusso 

Van der Pol E. et al., J. Thromb. Haemost., 2018 



Liposomi Fluorescenti 
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Analizzatore 1 



Liposomi Fluorescenti 

50 nm 100 nm 200 nm 400 nm 

Analizzatore 2 



Liposomi Fluorescenti 

50 nm 100 nm 200 nm 

Cell Sorter 

400 nm 



Procedure di arricchimento  
delle Vescicole Extracellulari 

 



Dyes for MV 
staining 

 

PKH26 

TMRE 

JC-1 

DiOC18(3) 

DiIC12(3) 

CSFE/CFDA-SE/VPD 

Amine Reactive Dyes 

Lipophilic cationic dye 

Vescicole Extracellulari & Sonde Fluorescenti 

Unstained Lip Cat Dye 

Liposomes 

PB-EVs 



Metodo 

2 Tubi (Sodio Citrato)  

- Sangue periferico 
- Staining: 195 µl PBS 1X + Reagents* + 5 µl of Peripheral Blood 

(prelevati dal 2° tubo) 
- Incubazione: RT, 45 minuti 

*Reagenti: 
- Lipophilic Cationic Dye 
- Falloidina 
- Mix di Anticorpi (CD45/CD31/CD41a) 

Frank A.W. et al., Circ. Res., 2017 

Ottimizzare la diluizione del campione e il flow rate dello strumento! 



Sangue Periferico 
M All Events 
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Dovizio M. et al., Mol. Pharm., 2013 

Leu_MVs 
Endo_MVs 

PLT_MVs 

MVs Not_Leu MVs 



 CD31 FMO 

 CD41a FMO  CD45 FMO 

Sangue Periferico - FMO 



 

1 % Triton X-100 



Dimensione delle Vescicole Extracellulari 

100 nm 1000 nm 



Vescicole Extracellulari & ImageStream 

Haedland SE et al., Sci. Rep., 2014 



Vescicole Extracellulari & ImageStream 

Haedland SE et al., Sci. Rep., 2014 



Vescicole Extracellulari in campioni eterogenei 

CD31 positive lymphocytes  

CD31/CD42a positive platelets (white 
arrow  platelet derived EV)  

Platelet-derived EVs 

RBC 

RBC  
(white arrow  platelet derived EV)  

EV Aggregates 

Erdbrügger U et al., Cytometry A, 2014 



Vescicole Extracellulari & ImageStream 

˷ 0,1 µm 

˷ 0,5 µm 

0,1 – 0,5 µm  

Ingrandimento 60 X  dimensione pixel = 0.3 µm^2  



 
• Laser  Potenza massima; 
• Ingrandimento  60 X; 
• Fluorocromi brillanti. 
 Lannigan J et al., Methods, 2017 

Vescicole Extracellulari & ImageStream 

Erdbrügger U et al., Cytometry A, 2014 



Vescicole extracellulari nel sangue periferico 

binding  

catalytic activity 

receptor activity 

structural molecule activity 

translation regulator activity 

transporter activity 

% 
N = 22 

MVs/μl 
N = 22 

Proteomics of MVs from peripheral blood of 
healthy donors 



Liquor versus Lacrime 
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Proteomica delle Vescicole separate da Luquor 

Nucleosome 

Extracellular exosomes 

Establishment of localization in cell 

Volontari Sani 

Sclerosi Multipla 



Proteomica delle Vescicole separate da Luquor 

Volontari Sani 

Sclerosi Multipla 

Nucleosome 

Extracellular exosomes 

Establishment of localization in cell 



Saliva & Urine 
Saliva 

Urine 
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Funzionalità e ImageStream 
CSFE+ 
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 CSFE+ & Singlets & Focus  242  100

 Int & CSFE+ & Singlets & Focus  109  45

 No int & CSFE+ & Singlets & Focus  117  48.3



Funzionalità e ImageStream 



Beer 
A rich source of yeast extracellular vesicles 



• Lo studio delle vescicole extracellulari mediante Imaging Flow 

Cytometry consente di risolvere l’annoso problema legato alla 

necessità di misurarne le dimensioni; 

• La possibilità di analizzare l’internalizzazione delle vescicole nelle 

cellule target apre prospettive interessanti nello studio della 

funzionalità delle vescicole extracellulari; 

• L’impiego dell’ Imaging Flow Cytometry nell ricerca biomedica e 

clinica rappresenta un valore aggiunto. 

 

Take home Messages 
 





Swarm Effect! 
 

Optimization of sample dilution and flow rate! 



Whole peripheral blood versus PFP 

Frank A.W. et al., Circ. Res., 2017 

(2 x 2500g for 15 min) 
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MV contaminants (Peripheral Blood) 
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CD235a+/Phalloidin+ 

RBC Ghosts Apolipoproteins 

Mass spectrometry analyses of MV proteins 
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MV contaminants (CSF) 



3
5 

Microglial and Neuronal MVs from different 
biofluids 

 



Cellular component classification 
 

CSF MS 



- Immune response 
 
-  Apoptosis 
 
-  Angiogenesis 

Biological pathways classification 
 

CSF MS 


