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РЕФЕРАТ 

 

Магистерская диссертация на тему «Разработка метода выделения 

фракции экзосом мочи человека и их характеристика» содержит 62 страницы 

текстового документа, 10 иллюстраций, 7 таблиц, 130 ссылок. 

Ключевые слова: экзосомы, конканавалин А, внеклеточные везикулы, 

микроРНК, выделение экзосом, маркерные белки экзосом. 

Цель научных исследований: Разработать метод аффинного выделения 

высокоочищенной фракции экзосом из мочи человека и охарактеризовать 

полученные экзосомы. 

В задачи исследования входило: 

1. Ковалентно иммобилизовать лектин конконавалина А на 

аминированных магнитных наночастицах магнетита. 

2. Изолировать экзосомы из мочи здорового донора с помощью аффинной 

хроматографии с использованием MNP, активированных конканавалином А. 

3. Охарактеризовать изолированные везикулы с помощью различных 

биофизических методов: динамического светорассеяния, сканирующего 

атомно-силового и электронной микроскопии. 

4. Подтвердить «экзосомальную» природу полученных везикул путем 

выявления белкового маркера CD63 методом твердофазного 

биолюминесцентного анализа. 

5. Проанализируйте характерную экзосомальную миРНК 21 с помощью 

ПЦР с обратной транскрипцией в реальном времени. 

6. Выделить экзосомы из образцов мочи пациентов с диагнозом рак 

мочевого пузыря и образцов здоровых доноров. 

7. Проведите твердофазный биолюминесцентный анализ белковых 

маркеров HER2 и EpCAM на поверхности экзосом. 

8. Оценить диагностический потенциал поверхностных экзосомальных 

маркеров HER2 и EpCAM для неинвазивной диагностики рака мочевого 

пузыря. 
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Настоящая работа посвящена разработке метода аффинного выделения 

высокоочищенной фракции экзосом из мочи человека на основе магнитных 

наночастиц магнетита с ковалентно иммобилизованным конканавалином А. 

Выделенные везикулы охарактеризованы различными биофизическими 

методами, подтвердив их «экзосомальную принадлежность». Показана природа 

и возможность их использования для анализа экзосомальных микроРНК и 

маркеров поверхностных белков. По сравнению с ультрацентрифугированием 

предлагаемый метод проще, экономичнее, не требует применения специального 

оборудования.  
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ВВЕДЕНИЕ 

Внеклеточные везикулы представляют собой связанные с липидами 

везикулы, секретируемые клетками во внеклеточное пространство [1]. Тремя 

основными подтипами внеклеточных везикул являются микровезикулы, 

экзосомы и апоптотические тельца, которые дифференцируются на основе их 

биогенеза, путей высвобождения, размера, содержимого и функции [2, 3]. 

Экзосомы - это мембранные везикулы размером 30-150 нм, 

секретируемые практически всеми типами клеток и несущие внутри себя белки, 

липиды и РНК, опосредуя межклеточную связь между различными типами 

клеток в организме и, таким образом, влияя на нормальное и патологические 

состояния [4, 5].  Исследования последних лет показали, что экзосомы 

опосредуют межклеточный обмен веществ и информации. Экзосомы, 

секретируемые опухолевыми клетками, играют важную роль в различных 

аспектах прогрессии заболевания: локальной инвазии, подавлении 

противоопухолевых иммунных реакций, стимуляции неоангиогенеза и 

формировании отдаленных метастазов. Кроме того, биохимический состав 

экзосом сохраняет признаки секретирующей их клетки [6, 7, 8]. В настоящее 

время достоверно показано, что они вовлечены в процессы транспорта белков и 

нуклеиновых кислот, регуляцию иммунного ответа (в том числе презентацию 

антигенов), транспорт инфекционных агентов и развитие патологических 

процессов [9]. Тем не менее, несмотря на активные исследования, до сих пор 

нет ясности о составе переносимых экзосомами сигнальных молекул и их роли 

в развитии опухолевого процесса. Кроме того, выявление маркеров, 

характерных для онкотрансформированных клеток в составе экзосом 

циркулирующих в физиологических жидкостях, является перспективным 

направлением “жидкой биопсии” и позволит в дальнейшем разработать 

подходы к неинвазивной диагностике злокачественных новообразований и 

мониторингу терапии [10]. 
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Удельный вес рака мочевого пузыря (РМП) составляет 3-5 % всех 

злокачественных новообразований и около 40 % опухолевых заболеваний 

мочеполовой системы [1]. Стандартные методы диагностики РМП — 

цистоскопия, а также цитологическое исследование мочи, являются либо 

инвазивными, либо дорогими и трудоемкими, требующими высокой 

квалификации цитопатолога и часто обладают недостаточной 

чувствительностью для обнаружения опухолей на стадии немышечно-

инвазивной опухоли. В связи с этим актуальна разработка новых неинвазивных 

лабораторных методов диагностики РМП, способных прогнозировать тяжесть 

течения заболевания и вероятность рецидивирования. 

Целью работы было разработать способ аффинного выделения 

высокоочищенной фракции экзосом из мочи человека и охарактеризовать 

полученные экзосомы. 

Для реализации цели необходимо было решить следующие задачи: 

1. Ковалентно иммобилизовать лектин конконавалинА на аминированные 

магнитные наночастицы магнетита. 

2. Провести выделение экзосом из мочи здорового донора аффинной 

хроматографией с помощью конканавалин А-активированных МНЧ 

3. Характеризовать выделенные везикулы разными биофизическими 

методами: методом динамического светорассеивания, сканирующей 

атомно-силовой и электронной микроскопией. 

4. Подтвердить «экзосомную» природу полученных везикул выявлением 

белкового маркера CD63 твердофазным биолюминесцентным анализом. 

5. Провести анализ характерной экзосомальной микроРНК21 методом ПЦР с 

обратной транскрипцией в реальном времени. 

6. Выделить экзосомы из образцов мочи пациентов с диагнозом рак мочевого 

пузыря и образцов здоровых доноров 

7. Провести твердофазный биолюминесцентный анализ белковых маркеров 

HER2 и EpCАM на поверхности экзосом. 
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8. Оценить диагностический потенциал поверхностных экзосомальных 

маркеров HER2 и EpCАM для неинвазивной диагностики РМП 
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1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

 

1.1 Внеклеточные везикулы 

1.1.1 Внеклеточные везикулы виды 

Внеклеточные везикулы (EVS) вызывают значительный интерес в научном 

сообществе из-за их роли в межклеточной коммуникации. Давно известно, что 

клетки высвобождают везикулы во внеклеточную среду во время апоптоза. 

Однако тот факт, что здоровые клетки также выделяют везикулы во 

внеклеточную среду, был понят лишь недавно. Для обозначения этих везикул, 

выделяемых здоровыми клетками, использовалось множество различных 

названий, включая эктосомы, микрочастицы, выделяющиеся микровезикулы – 

и это лишь некоторые из них. Для гармонизации в этой области исследователям 

теперь рекомендуется использовать термин внеклеточные везикулы (ВВ) в 

качестве общего термина для всех секретируемых везикул. Хотя в литературе 

распространилась путаница в отношении номенклатуры ВВ: ВВ можно широко 

классифицировать на экзосомы, микровезикулы (MVS) и апоптотические 

тельца в соответствии с их клеточным происхождением, как показано в таблице 

1. ниже:  

Таблица 1 – Виды внеклеточных везикул 

 Экзосомы Микровезикулы Апоптические 

тельца 

Происхождение Эндоцитарный 

путь 

Плазматическая 

мембрана 

Плазматическая 

мембрана 

Размер 30-150 нм 50-1000 нм 500-2000 нм 

Функция Межклеточная 

коммуникация 

Межклеточная 

коммуникация 

Способствуют 

фагоцитозу 

Маркеры Аликс, Tsg101, 

тетраспанины 

(CD81, CD63, 

CD9), флотилин 

Интегрины, 

селектины, CD40 

Аннексин V, 

фосфатидилсерин 

Содержание Белки и 

нуклеиновые 

Белки и 

нуклеиновые 

Ядерные фракции, 

клеточные 



10 
 

кислоты (мРНК, 

микроРНК и 

другие 

некодирующие 

РНК) 

кислоты (мРНК, 

микроРНК и другие 

некодирующие 

РНК) 

органеллы 

1.1.2 Внеклеточные везикулы, маркеры  

Экзосомы и микровезикулы (MVS) высвобождаются здоровыми 

клетками, хотя они отличаются в нескольких аспектах. Экзосомы представляют 

собой везикулы эндоцитарного происхождения нанометрового размера, 

которые образуются путем почкования внутрь ограничивающей мембраны 

мультивезикулярных эндосом (MVE).  

Таким образом, их размер эквивалентен размеру внутрипросветного 

пузырька в пределах мультивезикулярных эндосом (30-150 нм). Из-за их 

эндоцитарного происхождения экзосомы обычно обогащены белками, 

ассоциированными с эндосомами, такими как Rab GTPases, SNAREs, 

аннексины и флотилин. Некоторые из этих белков (например, Alix и Tsg101) 

обычно используются в качестве экзосомных маркеров. Тетраспанины 

(например, CD63, CD81, CD9) представляют собой семейство мембранных 

белков, которые, как известно, группируются в микродомены на 

плазматической мембране. Эти белки в изобилии присутствуют в экзосомах и 

также считаются маркерами. Однако микровезикулы отпочковываются от 

поверхности клетки, и их размер может варьировать от 50 до 1000 нм. К 

сожалению, меньше известно о содержании белка в микровезикулах, хотя 

общими белковыми маркерами, используемыми для определения этих везикул, 

являются селектины, интегрины и лиганд CD40. 

1.1.3 Внеклеточные везикулы, как потенциальный источник 

биомаркеров заболеваний 

Известно, что как экзосомы, так и MVS облегчают процессы 

межклеточной коммуникации между клетками, находящимися как в 



11 
 

непосредственной близости, так и на расстоянии. Экзосомы высвобождаются 

иммунными клетками и могут действовать как антиген-представляющие 

везикулы, стимулировать противоопухолевые иммунные реакции или вызывать 

толерогенные эффекты для подавления воспаления. Также было показано, что 

опухолевые клетки используют внеклеточные везикулы для содействия их 

прогрессированию путем инактивации Т-лимфоцитов или естественных клеток-

киллеров, а также способствуют дифференцировке регуляторных Т-

лимфоцитов для подавления иммунных реакций. Предполагалось, что в 

нервной системе внеклеточные везикулы участвуют в образовании миелина, а 

также в разрастании нейритов и выживании нейронов. Кроме того, сообщалось 

также, что некоторые патогенные белки, такие как прионы и β-амилоидные 

пептиды, используют экзосомы для распространения в другие клетки. 

Микровезикулы были вовлечены в коагуляцию и воспаление. Микровезикулы, 

полученные из тромбоцитов и моноцитов, способны стимулировать сборку 

ферментных комплексов, действующих на каскад свертывания, что приводит к 

слиянию клеток, что может привести к образованию тромба. Кроме того, 

микровезикулы могут действовать как противовоспалительные, так и 

провоспалительные факторы в зависимости от раздражителя, который их 

генерирует, и клетки, из которой они высвобождаются. В обоих случаях 

взаимодействие микровезикулы с клеткой-мишенью приводит к секреции 

цитокинов, которые модулируют воспалительную реакцию. Это лишь 

некоторые из физиологических и патологических ролей, в которых, как 

наблюдалось, участвуют внеклеточные везикулы, число которых постоянно 

увеличивается. 

Важным прорывом стало открытие нуклеиновых кислот во внеклеточных 

везикулах, таких как мРНК и микроРНК. Молекулы РНК, присутствующие во 

внеклеточные везикулы, по-видимому, следуют избирательному включению, 

что свидетельствует об их обогащении по сравнению с профилями РНК 

секретирующих клеток. Интересно, что несколько исследований показали, что 

экзосомо-ассоциированные мРНК и микроРНК могут функционально 
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переноситься в клетки-реципиенты. Уже сообщалось о физиологическом 

значении присутствия мРНК и микроРНК в EVs, включая иммунологические 

функции и функции васкуляризации, среди прочего. 

Было обнаружено, что внеклеточные везикулы циркулируют во многих 

различных жидкостях организма, включая кровь и мочу. Из-за сходства состава 

внеклеточные везикулы с родительской клеткой циркулирующие внеклеточные 

везикулы вызвали значительный интерес как источник для открытия 

биомаркеров. Циркулирующие внеклеточные везикулы, вероятно, состоят из 

смеси экзосом и микровезикулы. Анализ внеклеточных везикул в крови и моче 

представляет собой средство уменьшения сложного состава жидкостей 

организма на несколько порядков. Таким образом, выделение EV может 

привести к значительному обогащению молекулами с низким содержанием, 

которые могут иметь особое патофизиологическое значение. Сигнатуры 

микроРНК представляют недавно идентифицированное семейство 

биомаркеров, которое характерно для типа опухоли и происхождения в 

процессе развития. микроРНК уже были связаны с внеклеточными везикулами, 

и, следовательно, циркулирующие внеклеточные везикулы опухолевого 

происхождения анализируются для поиска специфических сигнатур микроРНК 

[11-15].  

1.2 Экзосомы, их биогенез, физиологические функции и 

диагностическая значимость  

1.2.1 Биогенез и физиологические функции экзосом 

Эксперимент Чаргаффа и Уэста с плазмой человека в 1946 г. определил, 

что удаление гранулированной фракции плазмы после высокоскоростного 

центрифугирования ингибирует свертывание плазмы [16]. Несколько лет 

спустя Питер Вольф обнаружил, что эти супрессоры свертывания крови 

представляют собой везикулы размером 20–50 нм, происходящие из 

тромбоцитов [17]. В 1983 году в двух статьях, опубликованных почти 
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одновременно в JCB и Cell, сообщалось, что рецепторы трансферрина на 

ретикулоцитах взаимодействуют с активными везикулами размером около 50 

нм, которые образуются из созревающих ретикулоцитов овцы и секретируются 

во внеклеточную среду [18, 19]. Внеклеточные везикулы подразделяются на 

различные группы микровезикул, экзосом и апоптотических телец на 

основании морфологических особенностей и содержимого [20]. Экзосомы 

представляют собой экстрацеллюлярные везикулы диаметром 30–150 нм [18, 

21]. Анализ высокого разрешения с помощью электронной микроскопии вместе 

с передовыми протеомными методами выявил состав экзосом, секретируемых 

разными клетками [18, 22]. 

Содержимое экзосом не только отражает состав донорской клетки, но 

также отражает регулируемый механизм сортировки [23]. Их содержимое 

составляет комплекс различных белков, включая рецепторы, 

транскрипционные факторы, ферменты, белки внеклеточного матрикса, 

липиды, нуклеиновые кислоты (ДНК, мРНК и микроРНК) внутри и на 

поверхности экзосом [24, 25]. Анализ белкового состава экзосом показал, что 

некоторые белки специфически возникают из клеток и тканей, а некоторые 

являются общими для всех экзосом [22]. Молекулы адгезии, такие как 

интегрины, тетраспанины, MHC класса I, II, представленные на В-лимфоцитах 

и дендритных клетках вместе с рецепторами трансферрина на поверхности 

ретикулоцитов, являются одними из типичных примеров специфических типов 

белков экзосом. С другой стороны, ряд белков слияния и переноса, таких как 

Rab2, Rab7, флотиллин и аннексин, белки теплового шока, такие как Hsc70 и 

Hsc90, белки цитоскелета, включая актин, миозин, тубулин, и белки, такие как 

Alix, которые опосредуют образование мультивезикулярных телец, относятся к 

неспецифическим белкам экзосом [22, 26]. 

Кроме того, содержание липидов в экзосомах является клеточно-

специфическим или консервативным. Липиды играют важную роль не только в 

поддержании формы экзосом, но также принимают участие в биогенезе экзосом 

и регуляции гомеостаза в клетках-реципиентах [27, 28, 29]. Сфингомиелин, 
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фосфатидилхолин и костный морфогенетический белок (BMP) входят в число 

факторов, помогающих различать многочисленные типы везикул. 

 Различные типы микровезикул имеют одинаковое содержание 

сфингомиелина и фосфатидилхолина, тогда как в экзосомах концентрация 

сфингомиелина выше. Более того, исследования показали, что экзосомы, 

перенесенные в клетки-мишени, могут изменять липидный состав клеток-

реципиентов, особенно холестерина и сфингомиелина, и, следовательно, влиять 

на клеточный гомеостаз [30] 

Биогенез экзосом 

Активация клеточно-специфических рецепторов и сигнальных путей, 

инициирующих биогенез экзосом, интенсивно регулируется [31]. Слияние 

первичных эндоцитарных везикул является первым этапом образования ранних 

эндосом (EE) [32]. Многие входящие эндоцитарные грузы разделяют свое 

содержимое и мембранный состав, объединяя ранние эндосомы в клатрин- или 

кавеолин-зависимые или независимые пути [33]. Ранние эндосомы проходят 

два пути: либо возвращая груз на плазматическую мембрану в виде 

«рециклирующих эндосом», либо превращаясь в «поздние эндосомы» (LE), 

также называемые мультивезикулярными тельцами (MVB). Rab5 с его 

эффектором VPS34/p150 функционирует как ключевой регулятор превращения 

EV в LE в плазматической мембране. В течение нескольких минут после 

рециркуляции их груза на клеточную мембрану в ранние эндосомы начинается 

образование внутрипросветных везикул путем отпочковывания внутрь 

мембраны, что приводит к изоляции груза и его распределению в везикулы 

[34]. 

Сортировка белков внутрипросветных везикул является строго 

регулируемым механизмом, который зависит от механизма эндосомно-

сортирующего комплекса, необходимого для транспорта (ESCRT). ESCRT-0, 

ESCRT-I, ESCRT-II и ESCRT-III представляют собой четыре комплекса, 

которые составляют компоненты аппарата ESCRT. В начале ESCRT-
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зависимого пути находится перекресток для доставки грузов, который 

определяется контрольной точкой белка убиквитина (ub). В убиквинтин-

зависимом пути участвуют все субъединицы ESCRT [22, 35, 36]. 

Как уже упоминалось, Alix является маркерным белком экзосом, играющим 

важную роль в их биогенезе. Alix связывается с ESCRT-III и доставляет 

неубиквитинированные грузы к внутрипросветным везикулам путем прямого 

связывания с грузом, таким как PAR1, или непрямым переносом синдекана и 

тетраспанина CD63 [37].  

После этих первичных шагов мультивезикулярные тельца достигают 

своего конечного внутриклеточного назначения. Мультивезикулярные тела 

могут быть вынуждены сливаться с лизосомами и деградировать из-за 

содержащегося в них убиквитинированного груза, или они могут двигаться к 

плазматической мембране и высвобождать свои внутрипросветные везикулы во 

внеклеточную среду [38, 39].  

1.2.2 Участие экзосом в развитии онкологических заболеваний 

Фибробласты, эндотелиальные клетки и инфильтрирующие иммунные 

клетки являются основными типами клеток в микроокружении опухоли, 

которые взаимодействуют с опухолевыми клетками посредством экзосомной 

передачи сигналов. Последствия этих взаимодействий зависят от 

происхождения экзосом, определяющего экзосомальный груз [40, 41].  

Стрессовые состояния, такие как гипоксия, голодание и ацидоз, 

увеличивают высвобождение экзосом из злокачественных клеток, что приводит 

к изменению и расширению микроокружения опухоли, что впоследствии 

приводит к прогрессированию опухоли [42, 43]. Таким образом, анализ 

содержимого экзосом покажет их роль в прогрессировании онкологий при 

злокачественных новообразованиях, что в дальнейшем приведет к разработке 

более эффективных стратегий прогнозирования и терапии рака на основе 

микровезикул [44]. 
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Экзосомы опухолевого происхождения способны модулировать 

микроокружение опухоли и внеклеточный матрикс путем стимуляции передачи 

сигналов внеклеточных рецепторов и нарушения формирования клеточной 

адгезии [45, 46, 50, 51].  

Сообщалось, что многие типы интегринов и лигандов интегринов 

переносят экзосомы опухолевого происхождения. Экзосомальные интегрины 

участвуют в инициации колонизации раковых клеток и формировании 

преметастатической ниши [52]. В клетках рака молочной железы 

опосредованный экзосомами перенос миРНК-105 из метастатических клеток 

рака молочной железы вызывает метастазирование и сосудистую 

проницаемость в отдаленных органах путем подавления и нацеливания на 

белок плотных контактов ZO-1 и разрушения барьерной функции 

эндотелиальных монослоев [53]. Экзосомальная миРНК25-3p из клеток 

колоректального рака регулирует экспрессию VEGFR2, ZO-1, окклюдина и 

клаудина5 в эндотелиальных клетках посредством нацеливания на KLF2 и 

KLF4. МиРНК25-3p дополнительно способствует проницаемости сосудов и 

подготавливает преметастатические ниши в отдаленных участках, включая 

печень и легкие [54]. Кроме того, экзосомы раковых клеток индуцируют 

дифференцировку многих типов клеток микроокружения опухоли в 

ассоциированные с раком фибробласты (CAF), которые являются 

доминирующей клеточной популяцией микроокружения опухоли при 

большинстве видов рака, таким образом, экзосомы играют решающую роль в 

ремоделировании и перепрограммировании микроокружения опухоли [55, 56].  

Экзосомы опухолевого происхождения играют важные функции на 

разных стадиях каскада инвазии и метастазирования, включая ангиогенез, 

инвазию, миграцию и установление преметастатической ниши [56, 57]. 

Ангиогенез, многоэтапный процесс, посредством которого в опухолях 

развивается новая сосудистая сеть, необходим для роста опухоли и 

метастазирования [57].  
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Анализ in vitro глиобластомы как остро ангиогенного типа опухоли 

показал, что экзосомы, полученные из глиобластомы, содержат высокие уровни 

миРНК221, протеогликанов глипикан-1 и синдекан-4, которые усиливают 

реваскуляризацию за счет усиления пролиферации и образования 

эндотелиальных клеток и канальцев. Растущая информация о роли экзосом в 

ангиогенезе указывает на то, что микровезикулы являются функциональными 

инструментами для подавления миграции эндотелиальных клеток, изменения 

их фенотипа и прорастания сосудов в солидных опухолях [58]. 

Экзосомы могут быть функциональным средством доставки лекарств при 

лечении рака именно потому, что они нетоксичны и неиммуногенны. 

Экзосомный подход к доставке адриамицина и паклитаксела использовался для 

таргетной терапии рака и приводил к минимальной иммуногенности и 

токсичности [59, 60]. Кроме того, множество различных типов клеток могут 

генерировать экзосомы. Более того, экзосомы могут проникать через 

опухолевые клетки с большей скоростью, чем липосомы. Еще одним 

преимуществом экзосом является то, что они могут нацеливаться на 

определенные клетки и ткани с помощью определенных белков, следовательно, 

они могут доставлять лекарства, нацеленные на раковые клетки. Кроме того, 

экзосомы имеют небольшие размеры, поэтому они могут легко проходить через 

различные барьеры, такие как гематоэнцефалический [61]. Появляется все 

больше доказательств того, что экзосомальная РНК, полученная из крови и 

других жидкостей организма, может использоваться в качестве биомаркеров 

при скрининге и диагностике рака [62]. 

Экзосомам уделяется большое внимание из-за их роли в 

патобиологических процессах, и они изучаются как инструмент для 

диагностики и лечения заболеваний. Следовательно, для выделения экзосом 

были разработаны различные методы выделения, основанные на разных 

принципах. 

Экзосомы играют важную роль в межклеточной коммуникации и 

способны модулировать поведение клетки-реципиента с помощью 
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аутокринного [63], паракринного [64, 65], эндокринного и/или юкстракринного 

[66] способов передачи клеточных сигналов. В последнее время они привлекли 

значительное внимание из-за раскрытия их различных новых ролей в 

прогрессии рака, ангиогенезе, формировании метастатических ниш, 

органоспецифических метастазах, ремоделировании микроокружения опухоли, 

подавлении иммунитета и т. д. [67, 68, 69]. Кроме того, экзосомы в жидкостях 

организма пациента стали перспективным источником для разработки 

биомаркеров. Они могут быть выделены из небольшого количества 

биологических жидкостей и клинических образцов, а их груз, который 

представляет собой тканеспецифические молекулы с более высокой 

стабильностью, может служить биомаркером, специфичным для заболевания 

[70, 71]. Кроме того, поскольку их высвобождение и состав могут 

модулироваться факторами окружающей среды, они также могут служить 

маркерами статуса заболевания и результатов лечения [72, 73]. Более того, 

будучи естественным носителем биомолекул, были предприняты попытки 

потенциально использовать экзосомы в качестве стабильной и направленной 

системы доставки лекарств [70, 74, 75]. 

1.3 Методы выделения экзосом из биологических жидкостей и 

методы оценки выделенных везикул 

1.3.1 Сравнительный обзор методологических подходов 

С ростом потенциала клинического использования экзосом стало 

необходимо оптимизировать их метод выделения для максимального выхода, 

чистоты и воспроизводимости анализа. Помимо классического метода 

ультрацентрифугирования, в настоящее время на рынке доступно несколько 

коммерческих наборов для выделения экзосом, разработанных на основе 

различных принципов, таких как преципитация на основе нейтрализации 

заряда, гель-фильтрация, аффинная очистка с использованием магнитных 

гранул и т.д 
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Если рассматривать вопрос в целом, классические методы выделения 

экзосом основаны на тех или иных характеристиках этих везикул. Для примера, 

на основе размера и их плотности основаны такие методы как 

ультрацентрифугирование [76], микрофильтрация [77] и гель-фильтрация [78]. 

Образцы выделенных такими методами часто загрязнены компонентами 

неэкзосомного происхождения, которые присутствуют в биологических 

жидкостях и схожи по размеру и плотности с экзосомами. 

Существуют также альтернативные методы изоляции экзосом, которые 

основаны на их способности к агглютинации в присутствии натуральных [80] 

или синтетических [79] полимеров. Но при использовании этих методов также 

возникает проблема контаминации другими везикулами и белками с близкими 

особенностями взаимодействия с этими веществами. 

Выделяют в особую группу методы, которые основываются на реакциях 

аффинного взаимодействия антител и белка экзосомой мембраны, 

специфических экзосомальных маркеров. Но в этом случае возникает проблема, 

так как методы основаны на предположениях о том, что эти специфические для 

экзосом маркеры есть на всех других экзосомах и в одинаковом количестве, что 

не совсем является истиной [81]. 

 

1.3.1.1 Метод ультрацентрифугирования 

Ультрацентрифугирование является золотым стандартом выделения 

экзосом. Основное преимущество этого современного метода заключается в 

том, что он производит высокообогащенные фракции экстрацеллюлярных 

везикул, который образуется после высокоскоростного вращения. Недостатки 

ультрацентрифугирования заключаются в низкой производительности (в 

зависимости от используемого материала), возможной контаминации образца 

везикулами неэкзосомального происхождения и в том, что для его правильного 

выполнения требуется дорогостоящее оборудование и высокая квалификация 

сотрудника. 
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Процедура осаждения экзосом этим методом предполагает несколько 

раундов предварительного центрифугирования для удаления клеточного 

дебриса из образца с последующим увеличением скорости до 150.000xG в 

ультрацентрифуге в течение 1-6 часов [76]. 

 

1.3.1.2 Метод ультрацентрифугирования в градиенте плотности 

Этот метод является усовершенствованием метода 

ультрацентрифугирования с целью изоляции более чистой фракции экзосом. 

При данной методике образец экзосом наслаивают на буферный раствор и в 

процессе центрифугирования частицы, содержащиеся в образце мигрируют 

сквозь буфер. И в зависимости от плотности осуществляют это с разной 

скоростью. Наименее плотные везикулы седиментируют быстрее всех и 

прежде, чем более плотные начнут на них наслаиваться, процесс 

останавливают, и прокалыванием дна пробирки последовательно забирают 

фракции препарата с различными показателями плотности (от наименее 

плотных до наиболее). Для метода ультрацентрифугирования в градиенте 

плотности применяют растворы углеводов или коллоидного силикагеля в 

качестве буфера, концентрация которых возрастает сверху вниз. Также для 

облегчения выполнения методики существуют уже готовые коммерческие 

пробирки, в которых создан необходимый градиент плотности [82]. 

 

1.3.1.3 Ультрафильтрация  

Этот метод выделения везикул из биологических жидкостей, основанный 

на их размерах. В основе метода - фильтрация образца через фильтр с порами 

определенного размера. Проводится последовательная фильтрация через 

фильтры с разными размерами пор (0.8, 0.45, 0.22 мкм) [83]. Таким образом 

размер частиц в фильтрате постепенно уменьшается и после последнего раунда 

фильтрации образец содержит везикулы с размером не больше размера пор 

последнего фильтра. К недостаткам этого метода можно отнести тот факт, что 
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образцы биологических жидкостей могут содержать частицы аналогичные по 

размеру экзосомам, но не экзосомального происхождения [84, 85, 86]. 

 

1.3.1.4 Гидростатический фильтрационный диализ 

Этот метод также основан на принципе разделения частиц по их размеру. 

Суть метода – использование диализной мембраны, пропускающей частицы 

размером не больше 1000 кДа. Диализ частиц таких параметров происходит под 

действием гидростатического давления, также под действием осмоса: через 

мембрану из образца уходит вода, концентрируя при этом везикулы. 

Преимущество метода – минимализация потерь везикул, так как в этом методе 

сводится к минимуму воздействие на везикулы избыточного давления [87] 

 

1.3.1.5 Преципитация экзосом 

Этот комплекс методов основан на возможности везикул 

преципитировать в растворах очень гидрофильных полимеров с образованием 

агрегатов, которые в дальнейшем могут быть осаждены центрифугированием. 

Преимуществом данного метода является простота его проведения, достаточно 

высокая эффективность, но в то же время чистота полученных везикул 

невысокая. Также в случае образования больших и плотных агрегатов, 

затрудняется ресуспензирование полученных везикул и при этом затрудняется 

использование экзосом в некоторых исследованиях [88, 89, 90].  

 

1.3.1.6 Двухфазные водные растворы 

Использование двухфазных водных растворов для выделения экзосом 

было предложено недавно. Эта технология основана на принципе разделения 

или образования двух фаз в растворе двух полимеров, например, 

полиэтиленгликоля (ПЭГ) и декстрана. Из-за физико-химических особенностей 

белки из образца переходят в ПЭГ, а экзосомы концентрируются в 

декстрановой фазе. При использовании данного метода необходимо учитывать 

особенности подбора оптимальных условий проведения и также нужно 
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учитывать тот факт, что экзосомы будут находиться в растворе декстрана, что 

может ограничить последующие анализы, например, ПЦР [91, 92]. 

 

1.3.1.7 Неспецифичное связывание мембранных компонентов 

Мембрана экзосом имеет способность к аффинному взаимодействию с 

некоторыми биологическими молекулами. Одними из таких молекул являются 

лектины [93, 94], гепарин [95], белки - лиганды фосфотидилсерина [96]. При 

добавлении таких веществ в раствор с экзосомами, происходит агрегация 

экзосом и выпадение их в осадок. Это взаимодействие неспецифично, поэтому 

учитывая этот факт, необходимо перед проведением удалить из образца 

крупные везикулы и клетки. Если это сделать, то чистота полученных везикул 

значительно повышается [97]. 

 

1.3.1.8 Специфичное связывание мембранных компонентов 

На поверхности экзосом экспонируются некоторые специфичные белки, 

такие как CD81, CD9, CD63, эти белки считаются маркерными белками, 

которые присущи экзосомам. Антитела к этим белкам могут быть 

использованы для иммунной преципитации экзосом. При этом антитела могут 

быть зафиксированы на различных носителях таких, как микрочастицы, спин-

колонки, модифицированных наконечниках для пипеток или дно 96- луночного 

планшета. Взаимодействие антитело-антиген на поверхности экзосом является 

достаточно сильным, чтобы была возможность отмыть везикулы от ненужных 

компонентов среды. 

Главным плюсом этого метода является специфичность связывания 

антиген-антитело, что определяет чистоту полученного образца экзосом.  

К недостаткам метода стоит отнести тот факт, что нет оснований 

полагать, что все экзосомы имеют идентичный, качественный и 

количественный, состав экзосомальных маркеров на поверхности. Поэтому 

методика иммунной преципитации неизбежно приводит к получению фракции 

везикул, поверхностная мембрана которых обогащена определенным маркером. 



23 
 

К минусам технологии также относится ограниченная продуктивность, высокая 

стоимость и трудность (невозможность) отделения везикул от антител при 

необходимости их дальнейшего использования [98]. 

1.3.2 Методы оценки выделенных экзосом 

1.3.2.1 Морфология 

Для оценки морфологии внеклеточных везикул используют такие методы, 

как сканирующая атомно-силовая микроскопия (АСМ) и электронная 

микроскопия (СЭМ). При этом везикулы фиксируются на подложке и 

поверхность образца сканируется. В случае СЭМ сканирующим зондом 

является узкий интенсивный пучок электронов, а в случае АСМ кантилевер с 

площадью острия размером в несколько атомов. Далее специальная 

компьютерная программа анализирует полученные данные и формирует 

изображение поверхности подложки, которое содержит такие данные, как 

размер, форма и однородность анализируемых везикул. 

Просвечивающая(трансмиссионная) электронная микроскопия (ТЭМ) – 

метод визуализации ультраструктуры тонких биологических образцов при 

помощи пучка электронов, проходящих через или взаимодействующих с ними. 

Широко используемым методом исследования морфологии везикул 

является криоэлектронная микроскопия, когда исследование образца 

происходит при криогенных температурах, что позволяет изучать образец в 

естественных условиях без фиксации и компьютерной обработки [99, 100].  

 

1.3.2.2 Размер и количество 

Метод лазерной корреляционной спектроскопии (ЛКС) или 

динамического светорассеяния (ДСР) используются для оценки размера частиц 

в суспензии. 

Используя лазеры, ДСР может анализировать распределение скоростей 

движения частиц, вызванное броуновским движением, путем измерения 

флуктуаций интенсивности рассеянного света и может рассчитывать размер 
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частиц с помощью уравнения Стокса-Эйнштейна. Поскольку ДСР является 

неинвазивным и высокочувствительным, его можно использовать для 

одновременного исследования большого количества везикул и, кроме того, 

метод требует очень небольшого объема образца. Метод также имеет ряд 

ограничений: размер частиц в суспензии должен быть того же порядка, что и 

длина волны рассеивающего света, а также частицы должны быть одинаковы 

по размеру. 

Недавно разработанный метод анализа траекторий наночастиц (НТА) 

предполагает детекцию отраженного излучения с помощью ультрамикроскопа 

и анализа характеристик движения отдельной частицы. Этот метод позволяет 

оценить размер частиц и их концентрацию [101, 102]. 

 

1.3.2.3 Биохимический состав 

Анализ биохимического состава экзосом предполагает получение 

усредненной информации для всего пула везикул в образце. Изучение 

качественного состава белков или нуклеиновых кислот может быть проведено с 

помощью масс-спектрометрии в случае белков или методами секвенирования 

нового поколения в случае нуклеиновых кислот. Анализ отдельных молекул 

экзосом может быть проведен с помощью Вестерн- блоттинга или ОТ-ПЦР. 

Технология проточной цитометрии с использованием флюоресцентно меченых 

антител позволяет провести количественную оценку уровня экспрессии белков, 

одного или несколько. Но малые размеры экзосом ограничивают проведение 

этой технологии. Проблему можно решить фиксированием везикул к 

латексным или силиконовым микрочастицам, при этом экзосомы не 

разрушаются, но полученный результат является усредненным для образца 

[103, 104]. 

Актуальной проблемой является разработка методов оценки 

биохимического состава экзосом, которые бы позволяли с сохранением их 

целостности провести оценку отдельных везикул, а не всей популяции.  
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1.4 Получение экзосомальной фракции мочи человека 

1.4.1 Экзосомы мочи в качестве биомаркера онкологии мочевой 

системы 

Биопсия ткани в настоящее время является стандартным методом 

патологоанатомической диагностики урологического рака. Тем не менее, 

биопсия ограничена в точном отражении полного геномного ландшафта рака и 

не подходит для раннего скрининга опухоли [105]. Обнаружение бесклеточных 

биомаркеров (таких как циркулирующие нуклеиновые кислоты, 

циркулирующие опухолевые клетки и циркулирующие экзосомы) в жидкости 

организма, также называемое «жидкой биопсией», недавно показало свою 

ценность в клиническом применении [106]. Сбор циркулирующего гена, 

связанного с опухолью, может обеспечить молекулярную характеристику 

первичной или метастатической опухоли, и эти бесклеточные биомаркеры 

могут быть использованы для управления процессом опухоли после лечения 

[107]. 

Один из основных видов жидких биоптатов, циркулирующих экзосом, 

представляет собой внеклеточные везикулы, окруженные липидной бислойной 

мембраной размером от 30 до 150 нм. Экзосомы содержат сложный груз 

содержимого исходной клетки, включая нуклеиновые кислоты, липиды и белки 

[108]. Было показано, что экзосома, высвобождаемая опухолевыми клетками, 

играет важную роль в микроокружении, иммунной регуляции и других 

злокачественных процессах [109]. По сравнению с другими опухолями, 

урологические опухоли могут непосредственно выделять экзосомы в мочу, 

поэтому экзосомы мочи могут быть более чувствительными и специфичными 

объектами для отражения состояния урологических опухолей [110].  

Экзосомы в моче человека происходят исключительно из каждого типа 

клеток мочевыводящих путей, начиная с гломерулярных подоцитов и почек 

[105, 106, 107]. На самом деле аппарат клубочковой фильтрации, по-видимому, 

предотвращает попадание кровяных везикул в нефрон [108]. Экзосомы в 
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мочевыводящих путях могут играть клеточную сигнальную роль. Например, 

экзосомы, высвобождаемые клетками собирательных протоков, индуцируют 

экспрессию аквапорина в клетках-реципиентах [109] и стимулируют 

нефрогенез [110]. Экзосомы также могут пересекать мочевыводящие пути и в 

конечном итоге обнаруживаться в моче. Поскольку экзосомы мочи специфичны 

для определенного типа клеток, они являются источником биомаркеров для 

диагностики рака [106, 111], а также при заболеваниях мочевыводящих путей 

[112]. Содержание белка в экзосомах, попадающих в мочу, является 

специфичным [113], даже репрезентативным для уровней экспрессии [114] в 

исходной клетке. 

 Таким образом, анализ литературных данных показывает 

перспективность изучения экзосом и их содержимого в целях эффективной 

диагностики онкозаболевания и мониторинга проводимой терапии.  
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2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

В работе были использованы следующие реактивы: ЭДТА-натриевая 

соль, кальций хлорид, диметилсуберимидат дигидрохлорид (DMS) (Sigma – 

Aldrich), диметилсульфоксид (PanReac AppliChem), конканавалин А (КонА) 

(ООО НПП «ПанЭко»), таблетки PBS (VWR Amresco Life Science, USA), 

TWEEN20 (Sigma - Aldrich), фуримазин (Promega). 

Состав и название используемых в работе буферов представлен в Таблице 2. 

Таблица 2 Состав используемых буферов 

Название  Состав  

PBS 0.1 М K/Na фосфатный буфер pH 7.0, 0.15 M NaCl 

Буфер для промывки 

планшета 

PBS (VWR Amresco Life Science, USA), 0.15 M 

NaCl, 0.1% TWEEN20, 5 мM ЭДТА 

Буфер для промывки 

магнитных частиц 

 

0.1 М K/Na фосфатный буфер pH 7.0, 0.15 М NaCl, 

0.1% TWEEN 20, 0.5 мМ ЭДТА 

Элюирующий буфер 

 

0.1 M PBS pH 7.0, 0.5 M NaCl, 0.5 М мальтоза 

Кальциевый буфер 0.1 М CaCl2, 0.1 M Трис-HCl pH 8.8 

Буфер для 

связывания 

 

PBS pH 7.4, 2.0 мM MgCl2, 0.02% TWEEN20 

Раствор фуримазина 20 нМ Трис рН 8.0, 0,15 M NaCl, 1 мкМ фуримазин  

 

Аминированные наночастицы магнетита (МНЧ) предоставлены 

Международным научным центром исследований экстремальных состояний 

организма ФИЦ КНЦ СО РАН. Стрептавидин, коньюгат Са
2+

-регулируемого 

фотопротеина обелина с конканавалином А, а также коньюгат люциферазы 

NanoLuc с антителами к CD81 были получены и предоставлены с.н.с. 

лабораторией биолюминесцентных и экологических технологий ИБФ СО РАН 

ФИЦ КНЦ СО РАН Красицкой В.В. 

Биолюминесцентный сигнал фотопротеина обелина-КонА измеряли с 

помощью кюветного люминометра, калиброванного по радиоактивному 

стандарту Гастингса-Вебера. Сигнал регистрировали с помощью самописца 

(модель 2210, LKB, Швейцария). Измерения проводили в 0.1 М Трис- HCl pH 
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8.8, содержащем 10 мМ ЭДТА, сразу после добавления кальциевого буфера. 

Измерение биолюминесцентной активности коньюгата NanoLuc-антитело к 

CD81 проводили в планшетном люминометре Mithras LB 940 Multimode Reader 

(Berthold, Германия) при впрыскивании 50 мкл раствора фуримазина в лунки 

планшета. 

ДНК аптамеры, использованные в работе, были получены ранее An Y. и 

др. [115] и синтезированы в лаборатории синтетической биологии Института 

химической биологии и фундаментальной медицины (г. Новосибирск). 

Последовательности представлены в Таблице 3. 

 

Таблица 3 Олигодезоксирибонуклеотиды, использованные в работе 

 

Название            Последовательность 5′-3′ 

bioApt CD63 Bio-

TAACACGACAGACGTTCGGAGGTCGAACCCTGACAGCGT

GGGC 

stem-loop  CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGTCAA

CATC  

miR21-F ACACTCCAGCTGGGTAGCTTATCAGACTGA 

miR21-R GTGTCGTGGAGTCGGCAATTC 

 

ApEpCAM Bio-

CACTACAGAGGTTGCGTCTGTCCCACGTTGTCATGGGGGG

TTGGCCTGTTTGCAAAGCTTACGGCATACGT 

ApHER2 Bio-

TTTGGGCCGTCGAACACGAGCATGGTGCGTGGACCTAGGA

TGACCTGAGTACTGTCC 

 

Образцы мочи от больных получены от КБУЗ «КККОД имени А.И. 

Крыжановского». Исследование одобрено Локальным Этическим комитетом 

КККОД (протокол заседания No 27 от 02.07.2020 г.). От всех пациентов, 

принявших участие в исследовании, получено информированное согласие. 

В ходе исследования проанализировано 8 образцов от пациентов с 

диагнозом РМП. Пациенты были обследованы с учетом современных 

клинических рекомендаций. Оценивались основные клинико-морфологические 

параметры: стадия и степень дифференцировки опухоли.  
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Контрольную группу составляли 9 доноров без заболеваний 

мочевыделительной системы. Образцы мочи центрифугировали при 14 000 g 10 

минут при температуре +4°С, супернатант использовали для выделения 

экзосом. До использования образцы супернатанта хранили при -80 °С. 

Оборудование используемое в работе: центрифуга Eppendorf 5430R, 

центрифуга Eppendorf MiniSpin, термошейкер BIOSAN PST-100HL, вортекс 

BIOSAN Bio Vortex V1, мультиротатор BIOSAN Multi Bio RS-24, кюветный 

люминометр (модель БЛМ 8802, СКБ Наука, Красноярск), планшетный 

люминометр Mithras LB 940 Multimode Reader (Berthold, Германия), 

промыватель планшетов автоматический АКВАМАРИН, спектрофотометр 

NanoDrop Lite (Thermo SCIENTIFIC), спектрофотометр Varian Cary Eclipse 

(Agilent, США). 

2.1 Иммобилизация конканавалина А на магнитные наночастицы 

К аминированным магнитным наночастицам (9,5 мг) в PBS буфере 

добавляли 0.03 г диметила суберимидата дигидрохлорида (в 200 мкл диметила 

сульфоксиде) и 2 мг КонА, инкубировали ночь при температуре +4°С при 

перемешивании. Далее частицы промывали буфером для промывки магнитных 

частиц, затем буфером PBS. Полученные МНЧ с КонА (КонА-МНЧ) хранили в 

PBS буфере, содержащем 0,05% азида натрия. 

2.2 Выделение экзосом из мочи человека 

ультрацентрифугированием 

Образец мочи здорового донора (50 мл) центрифугировали при 5 000 g 30 

минут при температуре +4°С, затем супернатант центрифугировали при 14 000 

g 10 минут при температуре +4°С для удаления клеточного дебриса. 

Супернатант фильтровали через стерильный 0.22 мкм шприцевый фильтр 

(MILLEX-GS, Millipore, Германия Sigma-Aldrich, Supelco). Далее фильтрат 

центрифугировали 75 минут при 100 000 g при температуре +4°С на 
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ультрацентрифуге BECKMAN COULTER Optima XPN-80 (ЦКП 

«Молекулярные и клеточные технологии» КрасГМУ). Полученный осадок 

разбавляли стерильным PBS буфером и снова центрифугировали (100 000 g, 75 

мин, +4°С). Осадок разбавляли 1 мл PBS и хранили при при -80 °С 

2.3 Выделение экзосом конканавалин А-активированными 

магнитными наночастицами (КонА-МНЧ)  

Выделение экзосом из мочи здоровых и больных доноров проводили по 

одинаковому протоколу. 

Образец мочи донора центрифугировали при 5 000 g 30 минут при 

температуре +4°С, затем супернатант центрифугировали при 14 000 g 10 минут 

при температуре +4°С для удаления клеточного дебриса. Супернатант 

фильтровали через стерильный 0.22 мкм шприцевый фильтр (MILLEX-GS, 

Millipore, Германия Sigma-Aldrich, Supelco). К фильтрату добавили КонА-МНЧ 

из пропорции 3 мг частиц на 50 мл мочи, инкубировали при +4°С в течение 

ночи при перемешивании, затем центрифугировали (6000 g, 10 мин при +4°С).  

Магнитные наночастицы промывали буфером PBS pH 7.0. Элюцию экзосом 

проводили из пропорции 1 мл элюирующего буфера на 3 мг частиц (Таблица 2) 

дважды. Полученные фракции экзосом хранили при -80 °С. 

2.4 Характеризация полученной фракции экзосом физическими 

методами. 

Для первичной оценки распределения выделенных из мочи везикул по 

размеру и их относительной «чистоты» использовали метод динамического 

светорассеивания (ДСР). Измерение проводил Воробьев С.А. в Институте 

химии и химической технологии СО РАН. Размер везикул (гидродинамический 

радиус) рассчитывался на основе данных о коэффициенте диффузии при 

установленных параметрах вязкости и температуры.  
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Для проведения сканирующей атомно-силовой микроскопии образец 

экзосом сорбировали на поверхность лунки белого иммунологического 

планшета (Corning, США) в течение ночи, в PBS буфере. Пред измерением 

поверхность лунки промывали промывочным буфером. Измерения проводила 

Лукьяненко А.В. в Институте физики СО РАН, ФИЦ КНЦ СО РАН. 

Для проведения сканирующей электронной микроскопии образец экзосом 

фиксировали в парах 1% тетраоксида осмия в течение 5-15 мин. Измерения 

проводил Немцев И.В. в центре коллективного пользования ФИЦ КНЦ СО 

РАН. 

2.5 Твердофазный биолюминесцентный анализ CD63 

В лунки иммунологического планшета сорбировали по 100 мкл 10 мкг/мл 

стрептавидин (в PBS буфере pH 7.0) в течение ночи при +4°С). После промывки 

(4 раза, промывочным буфером, Таблица 1) в лунки вносили по 50 мкл 50 нМ 

биотинилированного аптамера BioApt CD63 (в буфере для связывания, 

(Таблица 2) после процедуры рефолдинга (инкубировали 10 мин при 95°С, 

затем 10 мин при +4°С), инкубировали 30 мин при комнатной температуре (КТ) 

и снова промывали. Далее в лунки вносили по 50 мкл раствора экзосом разных 

фракций после элюции с КонА-МНЧ (элюирующий буфер), инкубировали 1 час 

при КТ и перемешивании. После промывки лунок вносили по 50 мкл коньюгата 

Са
2+

-регулируемого фотопротеина с КонА, с биолюминесцентной активностью 

100 отн.ед. (в PBS буфере pH 7.0), инкубировали 40 мин при КТ и 

перемешивании и лунки промывали. Биолюминесценцию связавшегося на 

поверхности комплекса измеряли 5 сек с помощью планшетного люминометра 

сразу после впрыска 60 мкл кальциевого буфера (Таблица 1). От усредненных 

сигналов рабочих лунок вычитали усредненные сигналы, полученные от 

контрольных лунок. 

2.6 Выделение миРНК и обратная транскрипция и ПЦР в режиме 

реального времени  
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Выделение миРНК 

Выделение миРНК из фракции экзосом проводили с помощью 

коммерческого набора для выделения микроРНК (LRU-100-50, Биолабмикс, 

Россия) согласно протоколу производителя. 

Концентрацию выделенного пула миРНК определяли 

спектрофотометрически при помощи спектрофотометра NanoDrop Lite (Thermo 

Scientific, США). 

Обратная транскрипция и ПЦР в режиме реального времени (ОТ-ПЦР) 

Реакция обратной транскрипции с последующей полимеразной реакцией 

в режиме реального времени (одношаговым методом) осуществляли с 

использованием набора БиоМастер ОТ-ПЦР SYBR Blue (2×) (Биолабмикс, 

Россия) согласно инструкции производителя. 

Реакционная смесь (50 мкл) содержала: 1х смесь для ОТ-ПЦР с SYBR, 2 

мкл БиоМастер-микс, 50 нМ stemloop прймер, 200 нМ прямого праймера 

miR21-F, 200 нМ обратного праймера miR21-R, 23.2 нг образца миРНК. 

Реакцию ОТ-ПЦР проводили по следующему температурно-временному 

режиму:  

Обратная транскрипция – 45 ° С, 30 мин. 

Предварительная денатурация – 95 ° С, 5 мин. 

Денатурация – 95 ° С, 50 мин.  

Отжиг – 55 ° С, 50 мин.  

Элонгация – 72 ° С, 50 мин. 

2.7 Измерение концентрации общего экзосомального белка  

Измерение концентрации общего экзосомального белка полученных 

фракций экзосом проводили с помощью коммерческого набора ProteOrange 

Protein Quantification Kit (Lumiprobe, Россия) согласно протоколу 

производителя. Флюоресценцию образцов измеряли на спектрофлюориметре 

Varian Cary Eclipse (Agilent, США). В качестве калибровочного белка 

использовали бычий сывороточный альбумин (БСА). 
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2.8 Твердофазный биолюминесцентный анализ белковых маркеров 

HER2 и EpCaM на поверхности экзосом 

В лунки иммунологического планшета вносили по 100 мкл раствора 

стрептавидина в PBS буфере pH 7.0 10 мкг/мл и инкубировали в течение ночи 

при +4°С. После промывки (4 раза, промывочным буфером, (Таблица 2) в лунки 

вносили по 50 мкл 50 нМ биотинилированного аптамера ApEpCAM или 

ApHER2 (в буфере для связывания, (Таблица 2) после процедуры рефолдинга 

(10 мин инкубирование при 95°С, затем 10 мин при +4°С), инкубировали 30 

мин при КТ и снова промывали. Далее в лунки вносили по 50 мкл раствора 

экзосом 1 фракции после элюции с КонА-МНЧ, инкубировали 1 час при КТ и 

перемешивании. После промывки лунок, вносили по 50 мкл коньюгата 

люциферазы NanoLuc с антителом к CD-81 (активностью 100 отн.ед,  в 

растворе фуримазина) инкубировали 1 час при КТ и перемешивании и далее 

лунки промывали. Биолюминесценцию связавшегося на поверхности 

комплекса измеряли 5 сек с помощью планшетного люминометра сразу после 

впрыска 60 мкл буфера с фуримазином (Таблица 1). 

Данные обрабатывали с использованием программного пакета Microsoft 

Exel для Windows 8.1, программы MedCalc и статистического программного 

обеспечения STATISTICA 12 (Statsoft, Россия). U-тест Манна-Уитни 

использовали для сравнения количественных данных.  
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3. РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

 

Страницы 34-50 изъяты в связи с авторским правом 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Экзосомы – это потенциальные неинвазивные биомаркеры ранней 

диагностики онкологических заболеваний. Экзосомные миРНК и белки 

ассоциированы с различными патофизиологическими процессами, включая 

онкологию.  

В настоящее время активно ведутся разработки методов быстрого и 

простого выделения везикул из образцов, для внедрения в клиническую 

диагностику методов, основанных на исследовании качественного и 

количественного состава экзосом.  

Представленная работа посвящена разработке способа аффинного 

выделения высокоочищенной фракции экзосом из мочи человека на основе 

магнитных наночастиц магнетита с ковалентно иммобилизированным 

конканавалином А. По сравнению с ультра-центрифугированием 

предложенный метод проще, экономичнее, и не требует использования 

специального оборудования. Полученные везикулы были охарактеризованы 

разными биофизическими методами, подтверждающими их экзосомальную 

природу. Показана возможность их использования для анализа экзосомальных 

микроРНК и поверхностных белковых маркеров.  

 

Исходя из поставленных задач, были получены следующие результаты: 

1. Получены конконавалинА-активированные магнитные наночастицы 

магнетита и показано успешное их использование для аффинного 

выделения экзосом из мочи человека. 

2. По данным ДСР, АСМ и САМ, выделенные разработанным нами 

методом везикулы имеют размер порядка 90-200нм, что соответствует 

размерам экзосом. Специально разработанным твердофазным 

биолюминесцентным анализом, на поверхности полученных везикул 

выявлен характерный белковый маркер CD63, что подтверждает 

«экзосомную» природу полученных везикул. 
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3. Используя разработанный способ аффинного выделения экзосом, 

получены фракции экзосом из мочи 9 здоровых доноров и 8 пациентов с 

диагнозом РМП. 

4. Методом ПЦР с обратной транскрипцией в реальном времени среди пула 

микроРНК выделенных из экзосом, показано наличие характерной 

экзосомальной микроРНК21. 

5. Проведен твердофазный биолюминесцентный анализ белкового 

рецептора HER2 на поверхности экзосом. По удельному уровню 

биолюминесцентных сигналов исследуемая группы пациентов с 

диагнозом РМП статистически достоверно отличается от контрольной 

группы (p=0.005).  

6. Проведен твердофазный биолюминесцентный анализ белкового 

рецептора EpCАM на поверхности экзосом. По удельному уровню 

биолюминесцентных сигналов исследуемая группы пациентов с 

диагнозом РМП не отличается от контрольной группы (p=0.112). 

7. Рецептор HER2 является перспективным маркером для неинвазивной 

диагностики РМП, однако требуются дополнительные исследования на 

больших выборках образцов.  
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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ И УСЛОВНЫХ ОБОЗНАЧЕНИЙ 

 

BMP   Костный морфогенетический белок 

CAF   Фибробласты, ассоциированные с раком 

EE   Ранние экзосомы 

ESCRT  Эндосомно-сортировочный комплекс 

EV   Экстрацеллюлярные везикулы 

ILV   Внутрипросветные везикулы 

LE   Поздние экзосомы 

MVB  Мультивезикулярные тела 

TDE   Экзосомы опухолевого происхождения 

TME   Микроокружение опухоли 

Ub           Убиквинтин 

АСМ  Атомно-силовая микроскопия 

ВНВ   Внеклеточные нановезикулы 

ДСР   Динамическое светорассеяние 

КонА  Конканавалин А 

миРНК  Короткая регуляторная молекула 

мРНК  Матричная (информационная) рибонуклеиновая кислота 

ОТ-ПЦР  Обратная транскрипция – полимеразная цепная реакция 

ПЦР   Полимеразная цепная реакция 

ПЭГ   Полиэтиленгликоль 

РМП            Рак мочевого пузыря 
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