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Santrauka
Darbo tikslas. Įvertinti užląstelinių vezikulių koncentraci-

jos priklausomybę nuo išskyrimui naudotų metodų ir sąlygų.
Tyrimo metodai. Metaanalizė buvo atlikta vadovau-

jantis PRISMA rekomenduojamomis gairėmis. Mokslinių 
tyrimų paieška atlikta PubMed, Web of Science ir Cochrane 
Library duomenų bazėse naudojant ieškomiems straips-
niams reikšmingus raktažodžius. Į metaanalizę įtrauktos 
publikacijos remiantis atrankos ir atmetimo kriterijais. Me-
taanalizėje buvo naudoti atsitiktinio efekto dydžio modeliai, 

kurių rezultatai pateikti „miško“ (angl. Forest) grafikais, taip 
pat šališkumui įvertinti naudotas „piltuvo“ (angl. Funnel) 
grafikas ir Egger testas. Jautrumas įvertintas vieno tyrimo 
pašalinimo metodu. Statistinė analizė atlikta naudojant R ir 
RStudio programinę įrangą.

Rezultatai. Įvertinus tyrimus buvo gautas didelis hetero-
geniškumas, šališkumas nebuvo aptiktas, o jautrumo testas 
parodė, jog analizė nėra jautri pavieniams tyrimams. Atsitik-
tinių efektų modelio apskaičiuotas bendras efekto dydis buvo 
teigiamas – 0,48 su 95 % pasikliautinuoju intervalu [0,30; 
0,65]. Pogrupių analizė parodė, jog didžiausią įtaką užląste-
linių vezikulių koncentracijos įverčiams turėjo pasirinktas 
išskyrimo metodas, mėgintuvėlio priedas etilendiamintetra-
acto rūgštis (EDTA) ir mėginių laikymo sąlygos –80 °C.

Išvados. Atlikta metaanalizė ir rezultatų interpretacija 
parodė, jog yra teigiamas bendras efektas tarp skirtingų ty-
rimų, o didžiausią įtaką užląstelinių vezikulių koncentraci-
jos įverčiams turi pasirinktas išskyrimo metodas.

Reikšminiai žodžiai: dalelės, izoliavimas, ultracentrifu-
gavimas, dydžio išskyrimo chromatografija, koncentracija.

ĮVADAS
Užląstelinės vezikulės (UV) yra iš ląstelių išskiriamos 

ir fosfolipidiniu dvisluoksniu apgaubtos dalelės. Manoma, 
jog šios vezikulės yra alternatyvios ląstelių komunikacijos 
tarpininkės, pernešančios įvairias molekules, pavyzdžiui, 
citokinus, uždegimo mediatorius, mikroribonukleino rūgš-
tis (miRNR). UV yra svarbios palaikant homeostazę, indu-
kuojant ir (arba) slopinant uždegimą ir skatinant reparaciją. 
Paskutiniu metu UV tyrimai sulaukia vis daugiau moksli-
ninkų dėmesio dėl jų reikšmės fiziologiniuose ir patologi-
niuose procesuose, tokiuose kaip imuninis atsakas, audinių 
regeneracija, širdies ir kraujagyslių bei metabolinės ligos. 
Vis dažniau UV yra tiriamos kaip potencialūs neinvaziniai 
biožymenys, nes jų yra visuose organizmo skysčiuose. 

Siekiant kuo tiksliau įvertinti UV sudėtį, jų koncentra-
ciją bei funkciją, pirmiausia būtina jas patikimai išskirti iš 
biologinių mėginių (kraujo, plazmos, šlapimo ar kitų skys-
čių). Tačiau tai yra didelis iššūkis – skirtingi metodai, tokie 
kaip ultracentrifugavimas, dydžio išskyrimo chromatografi-
ja, polimerinės precipituojančios medžiagos ar komerciniai 
rinkiniai, pasižymi skirtingu išskyrimo grynumu, selekty-
vumu, išeiga. Taip pat preanalizinių veiksnių standartizaci-
jos trūkumas lemia rezultatų variaciją. Būtent šie aspektai 
sunkina tyrimų duomenų palyginimą ir riboja pažangą sie-
kiant UV klinikinio pritaikymo. 

Būtent dėl to yra labai aktualu ir reikšminga sistemin-
gai vertinti UV išskyrimo metodus taikant metaanalizės 
principus. Apibendrinus ir statistiškai išanalizavus įvairių 
tyrimų duomenis apie UV koncentracijas, galima objekty-
viau įvertinti, kokie veiksniai – įskaitant izoliacijos metodą, 
mėgintuvėlių priedus, laikymo sąlygas, tiriamųjų imčių cha-
rakteristikas – daro reikšmingą įtaką galutiniam rezultatui. 
Metaanalizė ne tik padeda pasirinkti tinkamiausią UV iš-
skyrimo metodą konkrečiam tyrimui, bet ir prisideda prie 
šios sparčiai augančios srities metodologinių rekomendaci-
jų sudarymo.

Šio darbo tikslas – įvertinti užląstelinių vezikulių kon-
centracijos priklausomybę nuo eksperimentinių veiksnių 
taikant metaanalizės principus bei statistinius metodus.

LITERATŪROS APŽVALGA
Užląstelinės vezikulės
Užląstelinės vezikulės (UV) yra iš ląstelių išskiriamos 

dalelės, kurios negali replikuotis, nes neturi funkcionuojan-
čio branduolio, ir gali būti aptinkamos įvairių kūno skysčių 
kultūros supernatantuose. Anksčiau vezikulės buvo laiko-
mos ląstelių liekanomis, tačiau dabar jau yra pripažinta, 
kad jos yra ląstelių komunikacijos tarpininkės, galinčios 
pernešti įvairias molekules, pavyzdžiui, citokinus, užde-
gimo mediatorius, miRNR, kurios yra svarbios palaikant 
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homeostazę, indukuojant ir (arba) slopinant uždegimą ir 
skatinant reparaciją. UV mokslininkus sudomino dėl gali-
mo jų pritaikymo bandant suprasti įvairių ligų – vėžio, šir-
dies ir kraujagyslių, metabolinių, neurologinių, infekcinių 
ligų mechanizmus. Taip pat paaiškėjo, jog UV atlieka svar-
bų vaidmenį kaip diagnostiniai, prognostiniai bei gydymo 
stebėsenos biožymenys plaučių ir kitų ligų atveju. Šių ve-
zikulių ypatinga svarba buvo pastebėta atlikus tyrimus su 
žmogaus organizmo skysčiuose cirkuliuojančiomis UV ser-
gant uždegiminėmis ligomis. Svarbu tai, jog šios vezikulės 
gali būti išskiriamos biologinius ėminius paimant minima-
liai invazyviais būdais. UV randama tokiuose biologiniuo-
se ėminiuose kaip kraujas, BAL (bronchoalveolinio lavažo) 
nuoplovos, šlapimas, seilės, vaisiaus vandenys ir smegenų 
skystis. Išsamus UV kūno skysčiuose charakterizavimas gali 
padėti geriau suprasti ligų vystymąsi ir gydymą [1].

Užląstelinių vezikulių išskyrimo metodai
Per pastaruosius metus UV tyrimai sparčiai augo, o UV 

išskyrimo ir charakterizavimo metodų skaičius didėjo, nors 
daugelis jų vis dar yra nestandartizuoti. UV yra nevienodo 
dydžio, tankio, kilmės ir molekulinės sudėties, o įvairių UV 
populiacijų dydžiai ir fenotipai yra panašūs ar net sutampa, 
todėl jas atskirti yra gana sudėtinga. Šiuo metu dažniausiai 
taikomi keli pagrindiniai metodai [2].

Ultracentrifugavimu pagrįsti metodai laikomi geriausiu 
UV išskyrimo metodu [3]. Ultracentrifugavimas naudo-
jamas įvairioms dalelėms, pavyzdžiui, vezikulėms, tirpale 
nusodinti. Įvairių tipų vezikulės, esančios mėginyje, atski-
riamos pagal dydį ir masę, todėl didesni ir tankesni kom-
ponentai migruoja tolyn nuo centrifugos ašies, o mažesni 
ir mažiau tankūs komponentai – link centrifugos ašies. Ul-
tracentrifugavimas yra klasikinis metodas, kuriuo dažniau-
siai gryninamos vezikulės, naudojant didelę išcentrinę jėgą 
mažų biologinių dalelių savybėms tirti. Ultracentrifugavimą 
galima suskirstyti pagal atskyrimo principus: diferencinis 
ultracentrifugavimas, kuris remiasi daugkartiniu nuosekliu 
centrifugavimu, siekiant pašalinti ląstelinius komponentus 
bei ląstelių liekanas, ir ultracentrifugavimas su tankio gra-
dientu, kuris dažniausiai užtikrina didesnį grynumą ir iš-
gaunamą vezikulių kiekį [4]. 

Užląstelinių vezikulių išskyrimui yra taikomi ir kiti 
metodai, kurių pasirinkimas priklauso nuo mėginio tūrio, 
tyrimo tikslo ir reikalingo grynumo. Nusodinimu pagrįsti 
metodai yra paprasti ir tinkami mažo tūrio mėginiams, pa-
sižymi didele išeiga, bet ribotu grynumu, nes kartu išskiria-
mi baltymai ar kitos dalelės [5]. Dydžio išskyrimo chroma-
tografija (angl. Size Exclusion Chromatography – SEC) yra 
plačiai taikomas metodas plazmos ir serumo mėginiams, jis 
leidžia efektyviai pašalinti priemaišas, yra nebrangus ir gali 
būti automatizuojamas [6], o ultrafiltracijos derinimas su 
SEC leidžia pasiekti dar didesnį išeigos ir grynumo santykį, 
ypač dirbant su didesnio tūrio mėginiais [7]. Afiniškumo 
chromatografijos metodai leidžia gauti visą UV RNR ir atei-
tyje gali būti nesudėtingai pritaikomi klinikinėse laboratori-
jose [8]. Imunologiniai metodai, pagrįsti UV paviršiaus žy-
menų atpažinimu, leidžia specifiškai nustatyti norimas UV 

[9]. Kiti inovatyvūs metodai, tokie kaip lipidų nanozondų 
sistema ar sintetinio peptido Vn96 naudojimas, užtikrina 
greitą UV fiksavimą ir pritaikymą biožymenų analizei [10, 
11]. Mikroskysčių technologijos ir mikrolustai leidžia tiks-
liai manipuliuoti mažais mėginių kiekiais, sumažina laiko 
sąnaudas ir suteikia galimybę kurti komerciškai perspekty-
vias automatizuotas platformas [12, 13].

Visi šie metodai turi savo privalumų ir trūkumų, susi-
jusių su išskyrimo laiku, mėginio grynumu, išeiga, metodo 
sudėtingumu, todėl siekiant efektyvios UV izoliacijos reikia 
atsižvelgti tiek į turimas sąlygas, tiek į tyrimo tikslą ir pasi-
rinkti tinkamiausią metodą, nes nėra aukso vertės standarto 
metodo vezikulėms išskirti [8]. 

Užląstelinių vezikulių 
charakterizavimo metodai
Kaip ir UV išskyrimo metodai, šių dalelių charakte-

rizavimo metodai pasižymi didele gausa ir variabilumu. 
Pastaruoju metu įprastiems UV aptikimo ir kiekybinio nu-
statymo metodams patobulinti yra naudojamos mikro- ir 
nanotechnologijos.

Vienas iš metodų yra imunofermentinė analizė, kuri 
leidžia jautriai aptikti ir kiekybiškai įvertinti UV, ypač nau-
dojant komercines sistemas, kurios gali aptikti net 50 nm 
dydžio daleles [14]. Tėkmės citometrija suteikia galimybę di-
ferencijuoti ir rūšiuoti UV pagal fluorescencinius žymenis, o 
nauji įrenginiai užtikrina didelį jautrumą net pavienių 40 nm  
dalelių analizei. Tėkmės citometrija UV tyrimams gali būti 
pritaikyta ir klinikinėse laboratorijose [15]. Nanodalelių se-
kimo analizė leidžia realiu laiku nustatyti UV dydį ir kon-
centraciją pagal Brauno judėjimą [16, 17]. Reguliuojamoji 
varžos impulsų analizė leidžia tiksliai įvertinti pavienių da-
lelių dydį, koncentraciją ir zeta potencialą, todėl tinka UV 
subpopuliacijoms atskirti [8]. Elektrocheminė detekcija yra 
jautrus, greitas ir nereikalaujantis didelio mėginio kiekio 
metodas, grindžiamas antikūnų ir antigenų sąveika ir elek-
trocheminiais signalais, o nauji jutikliai (pvz., kvantiniais 
taškais paremti metodai) pasižymi daug didesniu jautrumu 
nei tradiciniai, tačiau šiems metodams reikalingi sudėtingi 
gamybos žingsniai [17]. Dinaminė šviesos sklaida – tai me-
todas, dažniausiai naudojamas dalelių dydžių pasiskirstymui 
suspensijoje nustatyti, bet mažiau tinkamas UV heteroge-
niškumui įvertinti [18]. Ramano spektroskopijos metodas 
leidžia nustatyti molekulinę užląstelinių vezikulių sudėtį, 
tačiau šiam metodui reikia labai koncentruotų mėginių ir il-
gai trunkančių matavimų, kas sunkina analizę [19]. Taip pat 
buvo sukurtas plazmoninis vezikulių aptikimo jutiklis, kuris 
gali aptikti mažas UV jų nepažymėjus, ir derinant šį metodą 
kartu su genomo tyrimais, jis taptų perspektyvus klinikinėje 
praktikoje ir galėtų pagerinti UV pritaikymą diagnostiniams 
bei prognostiniams tyrimams [20].

Taigi, UV charakterizavimas reikalingas vezikulėms aptikti 
ir kiekiui įvertinti, tačiau charakterizavimą sunkina mažas ve-
zikulių dydis, taip pat dydžio ir molekulinės sudėties hetero-
geniškumas, universalių UV identifikavimo metodų trūkumas 
bei daugelio metodų mažas specifiškumas UV atžvilgiu. Nė 
vienas metodas negali patenkinti visų UV charakterizavimo 
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reikalavimų, todėl rekomenduojama derinti kelis metodus, ku-
rie pasižymi skirtingomis charakteristikomis [21]. 

TYRIMO MEDŽIAGA IR METODAI
Mokslinių publikacijų atrankos 
strategija ir paieškos kriterijai
Šis tyrimas buvo atliktas remiantis PRISMA (angl. Pre-

ferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Ana-
lyses) gairėmis [22]. Sisteminė literatūros paieška buvo at-
likta PubMed, Web of Science ir Cochrane Library duomenų 
bazėse, ieškant publikacijų, kuriose aprašomi užląstelinių 
vezikulių išskyrimo iš žmogaus kraujo plazmos metodai ir jų 
koncentracija mėginiuose. Raktiniai žodžiai bei frazės, nau-
dojamos PubMed duomenų bazėje, buvo šios: „extracellular 
vesicles“, „microvesicles“, „exosomes“, „chromatography“, „ul-
tracentrifugation“, „plasma“, „nanoparticle tracking analysis“. 
Web of Science duomenų bazėje raktiniai žodžiai ir frazės 
naudoti tie patys kaip ir PubMed, tačiau papildomai buvo pri-
dėti šie: „NTA“ ir „nanoparticle tracking“, o Cochrane Library 
duomenų bazėje – papildomai buvo įtraukta: „purification“, 
„isolation“, „particle size analysis“, „Nanosight“, „nanoparticle 
NEAR/3 tracking“, „tracking NEAR/3 analysis“. 

Publikacijos buvo pasirinktos pagal šiuos atrankos krite-
rijus: 1) publikacijų metai 2015–2025 m.; 2) tyrimai su žmo-
nėmis; 3) mėginys – kraujo plazma; 4) UV išskyrimo meto-
dai – ultracentrifugavimas ir/arba chromatografija; 5) UV 
koncentracijos nustatymo metodas – NTA (angl. Nanopar-
tickle Tracking Analysis); 6)  tiriamųjų grupės – sveikų ir 
sergančių asmenų. Kaip atmetimo kriterijai buvo pasirinkti 
šie: 1) publikacijos tipas – apžvalga, klinikinių atvejų anali-
zė; 2) nėra tiksliai apibrėžtų tyrimo sąlygų; 3) publikacijos 
dubliuojasi (tyrimo pratęsimas). 

Mokslinių publikacijų paieška buvo vykdoma nuo 
2025 m. balandžio 24 d. iki 2025 m. balandžio 29 d. ir buvo 
atlikta trijų tyrėjų nepriklausomai.

Duomenų ištraukimas iš publikacijų
Duomenys iš atrankos kriterijus atitikusių publikaci-

jų buvo įtraukti į lentelę, kurioje pateikta informacija apie 
autorių, publikavimo metus, į analizę įtrauktos imties dydį, 
UV išskyrimo metodą  (-us), tiriamųjų lytį, mėgintuvėlio 
tipą, sveikatos būklę ir UV koncentraciją kartu su standar-
tiniu nuokrypiu. Statistinei analizei naudotoje lentelėje vi-
sos UV koncentracijos ir standartinio nuokrypio reikšmės 
buvo standartizuotos taip, kad išraiška būtų X11, kur X yra 
UV koncentracijos arba standartinio nuokrypio reikšmė.

Statistinė analizė
Metaanalizė buvo atlikta naudojantis R ir Rstudio pro-

graminės įrangos versija v4.5.0; R Core Team 2025. UV 
koncentracijų reikšmės buvo naudojamos kaip efekto dy-
džio matas. Fišerio Z logaritminė transformacija buvo 
naudojama dispersijai normalizuoti, šališkumui pašalinti 
ir Fišerio Z reikšmėms apskaičiuoti, Fišerio Z reikšmės –  
efekto dydžiams bei jų pasikliautiniesiems intervalams tarp 
pogrupių įvertinti. Imčių dydžiai buvo naudojami kaip 

kiekvieno tyrimo įtakos bendram rezultatui matas. Chi2 
(Cochran Q) ir I2 testai buvo naudojami heterogenišku-
mui tarp studijų įvertinti. I2 statistinės analizės rezultatai 
buvo interpretuojami taip: 25 % – mažas, 50 % – vidutinis, 
75 % – didelis heterogeniškumas. Atsitiktinio efekto dydžio 
modelis buvo naudojamas, jeigu I2 statistika buvo ≥ 50 % ir 
P ≥ 0,10 tarp tyrimų. Šališkumui įvertinti buvo naudojami 
„piltuvo“ (angl. Funnel) grafikas ir Egger testas. Jautrumo 
analizė pagrįsta vieno tyrimo pašalinimo metodu. Pogrupių 
analizė buvo atlikta pasitelkiant atsitiktinio efekto dydžio 
modelius, kurių rezultatai buvo pateikti „miško“ (angl. Fo-
rest) grafikais.

REZULTATAI
Tyrimų identifikavimas ir atranka
Naudojant raktinių žodžių derinius, visose trijose duo-

menų bazėse buvo rastos 364 publikacijos. Peržiūrėjus pu-
blikacijas, remiantis įtraukimo ir atmetimo kriterijais į ana-
lizę buvo įtrauktos 26 publikacijos (1 pav.). 

1 pav. PRISMA flow diagrama publikacijų atrankai
Fig. 1. PRISMA flow diagram for publication selection

Atrinktų tyrimų charakteristikos
Metaanalizei atrinkti 26 tyrimai [26–48] yra pateikti  

1 lentelėje. Dar 3 tyrimai [23–25] buvo atmesti jau pradėjus 
statistinę analizę dėl stipriai išsiskiriančių reikšmių, todėl 
galutinis į metaanalizę įtrauktas tyrimų skaičius – 23. Šalys, 
kuriose buvo atlikti šie tyrimai, yra plačiai pasiskirsčiusios 
ir nėra nė vienos dominuojančios šalies, kurioje būtų atlikta 
daugiausia tyrimų. Atrinktuose tyrimuose UV išskirti buvo 
naudotos trys metodų grupės: ultracentrifugavimas (UC), 
dydžio išskyrimo chromatografija (SEC) arba šių metodų 



210 LABORATORINĖ MEDICINA 2025, tomas 27, Nr. 4(104)

Ugnė Šarachovaitė, Linas Černiauskas, Goda Aleknavičiūtė, Dovilė Karčiauskaitė

derinys (UC + SEC). Atrinktų tyrimų imtyse buvo tiek 
sveikų, tiek sergančių asmenų. Kaip mėgintuvėlių priedai, 
į kuriuos buvo imamas kraujas, dažniausiai buvo naudo-
jami EDTA ir natrio citratas. Keletas tyrimų kaip priedą 

pasirinko hepariną, o vienas – rūgštinę citrato dekstrozę. 
Likusiuose tyrimuose mėgintuvėlio priedas nebuvo nuro-
dytas. Dažniausiai pasirinktos mėginių laikymo sąlygos 
buvo –80 °C, rečiau –20 °C arba visai nenurodytos. 

1 lentelė. Metaanalizei atrinktų tyrimų pagrindinės charakteristikos
Table 1. Key characteristics of studies selected for meta-analysis

Eilės 
nr. Autorius Šalis, 

metai Lytis Išskyrimo 
metodas

Imties 
dydis

Sveikatos 
statusas

Mėginio 
laikymo 
sąlygos

Mėgintuvėlio 
priedas

UV koncentracija 
(vidurkis)

Standartinis 
nuokrypis 

1 Yang ir kt. 
[26]

Kinija, 
2024

Moteris 
ir vyras UC

3

Sveikas NA

Heparinas 9,80E+10 9,00E+09
3 EDTA 7,60E+10 1,90E+10
3 Citratas 1,20E+11 1,30E+10
3 Citratas 7,00E+10 1,00E+10

2 Trauner ir kt. 
[27]

Vokietija, 
2025

Moteris 
ir vyras UC 3 Sveikas –80 °C Citratas 1,20E+10 6,00E+09

3 Elgamal ir kt. 
[28] JAV, 2021 Moteris 

ir vyras UC 7 Nesveikas –80 °C Rūgštinė citra-
to dekstrozė 2,19E+11 9,49E+09

4 Puffer ir kt. 
[29] JAV, 2021 Moteris 

ir vyras UC
5 Sveikas

NA NA
6,30E+10 3,13E+10

15 Nesveikas 4,70E+10 8,52E+10

5 Paget ir kt. 
[30] JK, 2022 Moteris 

ir vyras
UC 4

Sveikas –80 °C EDTA
9,50E+09 1,80E+09

SEC 4 5,50E+10 1,90E+09

6 Gulova ir kt. 
[31]

Slovakija, 
2024

Moteris 
ir vyras SEC 9 Sveikas –80 °C Citratas 4,80E+10 4,80E+09

7 Holcar ir kt. 
[32]

Slovėnija, 
2020

Moteris 
ir vyras

UC 10
Sveikas –80 °C EDTA

3,07E+09 1,33E+09
SEC 10 1,28E+10 6,75E+09

8 Lovett ir kt. 
[33]

Šiaurės 
Afrika, 
2024

Vyras SEC 9 Sveikas –80 °C EDTA 1,06E+10 3,50E+09

9 Nielsen ir kt. 
[23]

Danija, 
2018 Moteris UC 6 Sveikas –80 °C Citratas 1,66E+12 1,28E+12

10 Mohammad 
ir kt. [34]

Kanada, 
2021 Moteris UC 9 Sveikas –80 °C EDTA 8,11E+09 4,04E+09

11 Weber ir kt. 
[35]

Vokietija, 
2023

Moteris 
ir vyras SEC

10 Nesveikas
NA NA

1,13E+09 1,45E+09
10 Sveikas 1,15E+09 1,42E+09

12 Torres ir kt. 
[36]

Ispanija, 
2024

Moteris 
ir vyras

UC 10
Sveikas –80 °C Heparinas

1,28E+10 9,31E+09
SEC 10 1,56E+09 4,08E+08

UC + SEC 10 1,47E+09 7,73E+08

13 Serrati ir kt. 
[37]

Italija, 
2021

Moteris 
ir vyras UC 3 Sveikas –20 °C  NA 1,70E+11 1,00E+10

14 Kulabukhova 
ir kt. [24]

Rusija, 
2021

Moteris 
ir vyras UC 63 Nesveikas –80 °C NA 1,84E+13 1,11E+13

15 Warnier ir kt. 
[38]

Belgija, 
2022 Vyras SEC + UC 8 Sveikas –80 °C EDTA 3,85E+10 4,81E+10

16 Witczak ir kt. 
[39] JK, 2017 Moteris 

ir vyras UC 20 Nesveikas –80 °C EDTA 1,44E+11 4,02E+11

17 Askeland ir 
kt. [25]

Danija, 
2020

Moteris 
ir vyras SEC 3 Sveikas –80 °C Citratas 6,81E+11 5,08E+11

18 Thangariyal 
ir kt. [40]

Indija, 
2025

Moteris 
ir vyras UC 21 Sveikas –80 °C EDTA 1,60E+11 5,91E+11

19 Chen ir kt. 
[41]

Kinija, 
2020

Moteris 
ir vyras SEC 58 Nesveikas –80 °C NA 9,08E+10 4,50E+09

20 Yang ir kt. 
[42]

Kinija, 
2023

Moteris 
ir vyras UC 18 Nesveikas –80 °C NA 1,95E+09 2,10E+08

21 Stuendi ir kt. 
[43]

Vokietija, 
2021

Moteris 
ir vyras SEC

96 Nesveikas

–80 °C EDTA

3,24E+10 2,29E+09
50 Nesveikas 7,62E+10 6,57E+09
50 Nesveikas 6,20E+10 5,96E+09
42 Sveikas 6,44E+10 5,49E+09
47 Nesveikas 1,90E+10 2,64E+09
43 Nesveikas 3,47E+10 3,03E+09
36 Nesveikas 2,57E+10 2,71E+09

22 Mork ir kt. 
[44]

Danija, 
2016

Moteris 
ir vyras SEC 20 Sveikas –80 °C Citratas 2,33E+11 1,48E+10
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2 pav. „Miško“ grafikas visiems į 
analizę įtrauktiems tyrimams

Fig. 2. Forest plot for all studies included 
in the analysis

3 pav. „Piltuvo“ grafikas publikacijų šališkumui įvertint
Fig. 3. Funnel chart for assessing bias of publications

23 Maric ir kt. 
[45]

Slovėnija, 
2024

Moteris 
ir vyras UC 67 Sveikas –80 °C EDTA 3,95E+10 2,90E+09

24 Nikiforova ir 
kt. [46]

Rusija, 
2021

Moteris 
ir vyras UC + SEC 11 Sveikas –80 °C EDTA 1,91E+09 1,39E+09

25 Rodriquez ir 
kt. [47]

Ispanija, 
2022

Moteris 
ir vyras SEC

6 Sveikas

–80 °C EDTA

7,00E+10 8,82E+10
6 Nesveikas 2,00E+10 4,65E+10

11 Nesveikas 4,10E+10 7,96E+10
11 Nesveikas 2,30E+10 4,97E+10

26 Madeira ir kt. 
[48]

Brazilija, 
2024

Moteris 
ir vyras UC + SEC

4 Nesveikas
NA EDTA

1,02E+09 1,26E+09
16 Sveikas 1,19E+09 1,24E+09
24 Nesveikas 8,26E+08 8,63E+08

Efekto dydžio ir 
heterogeniškumo įvertinimas
Remiantis atsitiktinio efekto dydžio modelio rezultatu, 

matomas statistiškai reikšmingas teigiamas bendras efektas 
UV koncentracijai tarp į analizę įtrauktų tyrimų (2 pav.). 
Gautas bendras vidurkis yra 0,48 su 95 % pasikliautinuoju 
intervalu [0,30; 0,65]). Tarp tyrimų buvo pastebėtas ir dide-
lis heterogeniškumas (I2 = 99,9 %, p = 0).

Tyrimų šališkumo įvertinimas
Šališkumui įvertinti buvo nubraižytas ir įvertintas „piltu-

vo“ (angl. Funnel) grafikas (3 pav.) bei Egger testas. Apžvel-
gus „piltuvo“ grafiką matomas bendrai simetriškas tyrimų 
pasiskirstymas ir grafike taškai yra išsidėstę gana tolygiai 
aplink bendrą efekto dydį. Atlikus Egger testą „piltuvo“ gra-
fiko asimetrijai įvertinti, buvo gautas nereikšmingas rezul-
tatas (p = 0,531), o tai rodo, jog nėra statistiškai reikšmingo 
mažų tyrimų poveikio ar šališkumo.

Jautrumo analizė
Siekiant įvertinti, ar atskiri tyrimai turi įtakos bendram 

rezultatui, buvo taikytas vieno tyrimo pašalinimo (angl. 
Leave-one-out) metodas bei nubraižytas poveikio grafikas 
(4 pav.). Iš šio jautrumo analizės grafiko galime matyti, jog 
pašalinus kiekvieną atskirą tyrimą po vieną bendras efekto 
dydis išlieka panašus. Tai parodo, jog nė vienas tyrimas ne-
turi reikšmingos įtakos bendram rezultatui. Pasikliautinieji 
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intervalai yra panašaus pločio kaip bendro efekto dydžio in-
tervalas, o tai rodo, jog rezultatai yra patikimi. Taigi, analizė 
neturi nė vieno dominuojančio tyrimo, kuris lemtų reikš-
mingus analizės rezultato pokyčius.

4 pav. Jautrumo analizė ir vieno tyrimo pašalinimo 
metodo grafikas

Fig. 4. Sensitivity analysis using the leave-one-out analysis

5 pav. „Miško“ grafikas UV išskyrimo metodų pogrupiams
Fig. 5. Forest plot for the EV isolation method subgroups

Pogrupių analizė
Pasitelkiant atsitiktinio efekto dydžio modelį skirtin-

gų UV išskyrimo metodų įtakai įvertinti, pastebėta, jog 
naudojant skirtingus UV izoliavimo metodus gaunamas 
statistiškai reikšmingas skirtumas tarp UV kiekio įverčių  
(p = 0,0001). Tai leidžia teigti, jog izoliavimo metodas daro 
reikšmingą įtaką UV koncentracijai. Gauti rezultatai pa-
vaizduoti 5 paveiksle. Ultracentrifugavimo pogrupiui ap-
skaičiuotas bendras vidurkis yra –1,00 su 95 % PI [–1,76; 
–0,24], o transformavus atgal į originalią skalę – 0,37 su 95 %  
PI [0,17; 0,78]. SEC pogrupiui apskaičiuotas bendras vidur-
kis buvo mažesnis už UC metodo ir atitiko –1,40 su 95 % 
PI [–2,07; –0,72] arba originalioje skalėje 0,24 su 95 % PI 
[0,12; 0,47]. Taip pat UC + SEC sudėtinio metodo pogru-
pio bendras vidurkis buvo reikšmingai mažiausias ir atitiko 
–3,84 su 95 % PI [–5,32; –2,36], o pavertus į originalią skalę 
0,02 su 95 % PI [0,005; 0,097]. Lyginant šiuos metodus tar-
pusavyje buvo nustatyta, jog jų bendro vidurkio reikšmės 

tarpusavyje statistiškai reikšmingai skyrėsi. Mažiausias įvertis 
buvo gautas UC + SEC metodų deriniui, didesnis – SEC, o di-
džiausias – UC. Tai rodo, kad naudojant metodų derinį UV iš-
skirti, tikėtina, yra prarandama daugiausia dalelių. Taigi, išsky-
rimo metodas daro esminę įtaką išskiriamų vezikulių kiekiui.

Atsitiktinio efekto dydžio modelio analizės sveikatos bū-
klės pogrupiui grafikas pateiktas 6 paveiksle. Šių sveikatos 
būklės pogrupių rezultatai parodė, jog UV kiekio įverčiai 
sveikų ir sergančių asmenų mėginiuose buvo labai panašūs 
ir tarp šių pogrupių statistiškai reikšmingo skirtumo nebu-
vo (p = 0,9991). Tai leidžia daryti išvadą, jog tiriamųjų svei-
katos būklė neturėjo įtakos UV kiekiui. Sergančių tiriamųjų 
pogrupyje logaritmiškai transformuotas bendras vidurkis 
buvo gautas –1,58 su 95 % PI [–2,48; –0,68], o originalus 
įvertis 0,21 su 95 % PI [0,08; 0,51]. Sveikų tiriamųjų pogru-
pyje bendras transformuotas vidurkis atitiko –1,58 su 95 % 
PI [–2,26; –0,86], o originalioje skalėje 0,21 su 95 % PI [0,10; 
0,41]. Tokie metaanalizės rezultatai rodo, jog tiriamųjų svei-
katos būklė nedarė įtakos UV kiekio įverčiams.
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6 pav. „Miško“ grafikas sveikatos būklės pogrupiams
Fig. 6. Forest chart for health status subgroups

7 pav. „Miško“ grafikas skirtingų 
mėgintuvėlių priedų pogrupiams

Fig. 7. Forest graph for the test tube additives subgroup

Vertinant mėgintuvėlio priedo įtaką buvo nustatyta, 
jog tarp skirtingų mėgintuvėlių priedų pogrupių UV kie-
kio vidurkių reikšmės statistiškai reikšmingai skyrėsi (p < 
0,0001). Tai reiškia, jog mėgintuvėlio priedas turi įtakos 
gautam UV kiekio įverčiui. Tačiau statistiškai reikšmingas 
skirtumas nuo lyginamosios vertės buvo gautas tik EDTA 
pogrupyje, kur bendro vidurkio transformuotas įvertis atiti-
ko –1,64 su 95 % PI [–2,23; –1,05], o originalus įvertis buvo 
0,19 su 95 % PI [0,11; 0,35]. Taip pat šioje analizėje rūgštinio 
citrato dekstrozės pogrupyje buvo įtrauktas tik vienas tyri-
mas, todėl išvadas apie šį pogrupį reikėtų daryti tik į analizę 
įtraukus daugiau tyrimų. Heparino, citrato ir nenurodytos 
priedo reikšmės (angl. Not Available – NA) pogrupiams 
buvo apskaičiuoti bendri vidurkiai, kurie nebuvo statistiš-
kai reikšmingi, nes PI apima 0, todėl negalima pasakyti, ar 
su šiais priedais UV koncentracijos įverčiai būtų mažesni, 
ar didesni už lyginamąjį įvertį. Šio pogrupio grafikas patei-
kiamas 7 paveiksle.

Mėginių laikymo sąlygų įtakai įvertinti atlikta atsitikti-
nio dydžio efekto modelio analizė parodė, jog tarp skirtingų 
laikymo sąlygų pogrupių bendrų vidurkių yra statistiškai 
reikšmingas skirtumas. Taip pat –20 °C sąlygų pogrupyje 
buvo tik vienas tyrimas, todėl patikimą statistinę analizę ir 
išvadas apie šias laikymo sąlygas reikėtų daryti tik į ana-
lizę įtraukus daugiau tyrimų. Statistiškai reikšmingos UV 
bendrų vidurkių vertės buvo gautos –80 °C ir nenurody-
tos reikšmės (angl. Not Available – NA) laikymo sąlygo-
mis ir atitinkamai logaritmiškai transformuotos reikšmės 
buvo –1,45 su 95 % PI [–1,98; –0,92] ir –2,19 su 95 % PI 
[–3,70; –0,68]. Šios vertės originalioje skalėje buvo 0,23 su 
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95 % PI [0,14; 0,4] ir 0,11 su 95 % PI [0,025; 0,51] atitin-
kamai. Tokie rezultatai rodo, jog mėginiai, laikyti –80 °C  
temperatūroje, turėjo mažesnį bendrą UV kiekio vidurkį. 
Rezultatai pateikiami 8 paveiksle.

8 pav. „Miško“ grafikas skirtingų
laikymo sąlygų pogrupiams

Fig. 8. Forest graph for different 
storage conditions subgroups

REZULTATŲ APTARIMAS IR DISKUSIJA
Šia metaanalize buvo siekiama įvertinti bendrinius UV 

koncentracijos įverčius tarp atrinktų analizei skirtingų ty-
rimų ir identifikuoti veiksnius, kurie gali lemti rezultatų 
variaciją. Taikant atsitiktinio efekto dydžio modelį buvo 
nustatytas statistiškai reikšmingas bendras efektas. Taip pat 
buvo nustatytas itin didelis heterogeniškumas tarp į analizę 
įtrauktų tyrimų. Didelį heterogeniškumą gali lemti daugybė 
priežasčių. Viena iš jų yra tai, jog tiriamųjų imtys buvo iš viso 
pasaulio ir nebuvo nė vienos dominuojančios šalies, iš ku-
rios būtų didžioji dalis atrinktų tyrimų. Priežastis gali būti ir 
metodologiniai aspektai – UV izoliavimas buvo atliktas ne 
tik skirtingais metodais, bet ir naudojant vienodus metodus 
buvo remtasi skirtingais protokolais. UV matavimo laikas 
po išskyrimo, skirtingų reagentų naudojimas, skirtingas lai-
kas nuo mėginio paėmimo ir apdorojimo, tiriamųjų amžius, 
lytis, mėgintuvėlių priedų įvairovė bei skirtingos mėginių 
laikymo sąlygos – šie ir dar daug kitų aspektų galėjo lemti 
tokį didelį heterogeniškumą. Siekiat išvengti didelio hete-
rogeniškumo reikėtų kuo labiau standartizuoti naudojamus 

metodus ir kuo detaliau juos aprašyti publikacijose. Taip pat 
atsirenkant tyrimus metaanalizei reikėtų pasirinkti griežtes-
nius atrankos bei atmetimo kriterijus. Toliau įvertinus pu-
blikavimo šališkumą buvo gauti rezultatai, parodantys, jog 
nėra mažų tyrimų efekto ar šališkumo. Jautrumo analizė at-
skleidė, jog nė vieno atskiro tyrimo pašalinimas reikšmingai 
nekeitė bendro efekto, dėl to galima teigti, jog metaanalizės 
rezultatai nėra nulemti pavienių tyrimų įtakos. 

Pogrupių analizė leido detaliau apžvelgti skirtingų veiksnių 
įtaką UV koncentracijos įverčiams. Izoliavimo metodas buvo 
vienas svarbiausių veiksnių, lemiančių rezultatų variaciją. Re-
zultatai atskleidė, jog naudojant du metodus vezikulių išskyri-
mui UV koncentracijos įverčiai yra mažiausi. Tokių rezultatų 
buvo galima tikėtis, nes kuo daugiau metodų ir etapų naudo-
jama UV izoliuoti, tuo daugiau UV prarandama kiekviename 
etape. Naudojant vieną metodą gaunamos galimai didesnės 
UV koncentracijos, tačiau mėginys, tikėtina, nėra toks grynas. 
Išskiriant UV reikia atsižvelgti ne tik į naudojamus metodus, 
bet ir į jų kiekį siekiant gauti optimalią išeigą bei grynumą.  
MISEV2023 gairės pabrėžia, jog daugiausia tyrimuose yra nau-
dojamas vienas arba du metodai [21]. Taip pat sveikatos būklės 
pogrupio analizė parodė, jog nebuvo reikšmingos įtakos UV 
kiekio įverčiams, sveikų ir sergančių asmenų grupių rezultatai 
buvo labai panašūs. Tokie rezultatai leidžia manyti, jog tiria-
mųjų sveikatos būklė nėra pagrindinis veiksnys, lemiantis UV 
koncentracijos rezultatų įverčius. Mėgintuvėlių priedai daro 
reikšmingą įtaką UV įverčiams, tačiau tik EDTA priedas lėmė 
reikšmingą skirtumą nuo lyginamojo įverčio. Heparino bei 
nenurodytos reikšmės grupių rezultatai nebuvo reikšmingi, o 
rūgštinio citrato dekstrozės grupėje buvo tik vienas tyrimas, 
todėl reikėtų įtraukti daugiau tyrimų su šiais mėgintuvėlių 
priedais ir tuomet pakartoti analizę. Buvo tik vienas tyrimas 
–20 °C laikymo sąlygų pogrupyje, todėl reikėtų įtraukti dau-
giau tyrimų, kad rezultatai būtų patikimi, o –80 °C laikymo 
sąlygų pogrupyje buvo gauti statistiškai reikšmingi rezultatai 
ir sumažėję UV įverčiai. MISEV2023 gairės taip pat rekomen-
duoja mėginius laikyti –80 °C [21]. 

Taigi, ši metaanalizė leido pamatyti, kad yra daug veiks-
nių, lemiančių UV koncentraciją, bet pagrindinis veiksnys 
yra izoliacijos metodas. Taip pat paaiškėjo, jog UV izoliavi-
mo tyrimų srityje vis dar trūksta standartizavimo tiek prea-
naliziniame etape, tiek UV išskyrimo etape. 

IŠVADOS
Į metaanalizę įtrauktų 26 mokslinių tyrimų apie užląs-

telinių vezikulių išskyrimo metodus analizė atskleidė, jog 
nebuvo publikacijų šališkumo, rastas didelis heterogenišku-
mas tarp tyrimų bei įvertinta įvairių preanalizinių veiksnių 
bei išskyrimo metodų įtaka. Didžiausią įtaką užląstelinių 
vezikulių koncentracijos įverčiams turėjo izoliavimo meto-
das. Mėgintuvėlio priedo, sveikatos būklės ir laikymo sąlygų 
analizė parodė, jog statistiškai reikšmingą skirtumą užląste-
linių vezikulių koncentracijos įverčiams turėjo EDTA mė-
gintuvėlio priedas bei –80 °C laikymo sąlygos, o sveikatos 
būklė įtakos neturėjo.

Gauta: 2025 09 19 	 Priimta spaudai: 2025 11 12
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LITERATURE REVIEW AND 
META-ANALYSIS OF METHODS 
FOR THE ISOLATION OF 
EXTRACELLULAR VESICLES 
FROM BLOOD PLASMA

Summary

Background. Extracellular vesicles (EV) are secreted 
by various types of cells into body fluids and play a 
crucial role in intracellular communication. They are 
capable of carrying biologically active molecules and 
are involved in numerous physiological and patholog-
ical processes. Due to their widespread presence in the 
body and diverse functions, extracellular vesicles are 
considered promising non-invasive biomarkers. How-
ever, research on these vesicles is often hindered by 
methodological challenges – varying and non-stand-
ardized pre-analytical factors and isolation techniques 
result in significant variability across studies. To ad-
dress these challenges, a systematic evaluation of ex-
tracellular vesicles isolation methods is necessary to 
determine which factors most significantly influence 
result variation. Meta-analysis enables the integration 
of data from multiple studies and provides a statistical 
assessment of the variables affecting outcomes, there-
by contributing to the development of methodological 
recommendations required for research standardiza-
tion. This study aims to identify the key factors con-
tributing to variability in extracellular vesicles concen-
tration estimates.

Aim. To evaluate the dependence of extracellular 
vesicle concentration on experimental factors using a 
meta-analysis approach. 

Methods. The meta-analysis was conducted fol-
lowing PRISMA guideline recommendations. A sys-
tematic search for relevant scientific studies was per-
formed across PubMed, Web of Science and Cochrane 
library databases using targeted keywords. Studies 
were included in the meta-analysis based on prede-
fined inclusion and exclusion criteria. Random-effects 
models were applied and visualized using Forest plots. 
Publication bias was assessed using a Funnel plot and 
Egger’s test, while sensitivity was evaluated using the 
leave-one-out method. Statistical analysis was carried 
out using R and RStudio software.

Results. The analysis revealed a high degree of 
heterogeneity; no publication bias was detected, and 
sensitivity analysis confirmed that the results were not 
overly influenced by individual studies. The calculated 
overall effect size using a random-effects model was 
positive – 0.48 with a 95% confidence interval [0.30; 
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