
ВВЕДЕНИЕ 

Экзосомы представляют собой микроскопические
внеклеточные везикулы диаметром 30-100 нанометров,
секретируемые различными клетками и детектируемые
в различных биологических жидкостях человека
(сыворотка крови, слеза, слюна, моча, грудное
молоко), в том числе и патологических (асцитическая
жидкость) [1]. В литературе представлены
многочисленные доказательства высокой
функциональной значимости экзосом, включая
горизонтальный перенос сигнальных молекул,
белков, РНК между различными клетками,
иммуномодулирующее воздействие, индукцию
ангиогенеза и ремоделирование стромы, влияние
на клеточную подвижность, участие в процессах
опухолевой инвазии и метастазирования [2-4].
Отсутствие в научной литературе общепринятых
критериев выделения и идентификации экзосом [5-8]
определило цель исследования как апробацию
методики выделения экзосом из плазмы
крови больных колоректальным раком и раком
молочной железы с помощью ультрафильтрации
и двойного ультрацентрифугирования с последующей
идентификацией экзосом методом трансмиссионной
электронной микроскопии (ТЭМ) и проточной
цитофлуориметрии.

МЕТОДИКА

Экзосомы из плазмы крови 10 больных
колоректальным раком T2-4aN0-2M0 (6 мужчин и
4 женщины, средний возраст 58,9±2,2 лет), 10 больных
раком молочной железы T1-2N0M0 (женщины, средний
возраст 56,2±1,6 лет) и 10 здоровых доноров
(5 мужчин и 5 женщин, средний возраст 52,2±2,5 лет)
выделяли методом ультрафильтрации с последующим

ультрацентрифугированием [9, 10] после получения
информированного согласия от каждого
обследованного. Форменные элементы крови (9 мл),
собранной в вакутейнеры с К3ЭДТА, осаждали
центрифугированием в течение 20 мин при 290 g
(бакет-ротор) и 4°C, супернатант повторно
центрифугировали в течение 20 мин при 1200 g
(бакет-ротор) и 4°C. Для удаления клеточного дебриса
образцы плазмы центрифугировали при 17000 g
(угловой ротор) и 4°C в течение 20 мин. Для удаления
везикул более 100 нм, супернатант разводили в 5 раз
фосфатно-солевым буфером (10 мМ фосфатный
буфер, 0,15 М NaCl, рН 7,5) (ФБ) и фильтровали через
фильтр с диаметром пор 100 нм (Minisart high flow,
16553-K, “Sartorius”, Германия). Экзосомы осаждали
ультрацентрифугированием (100000 g (бакет-ротор),
90 мин, 4°C), осадок ресуспендировали в 10 мл ФБ
и дважды ультрацентрифугировали при тех же
условиях. Экзосомы ресуспендировали в 200 мкл ФБ,
замораживали в жидком азоте и хранили при -80°С. 

Для негативного контрастирования образцы
выделенных экзосом сорбировали на медные сетки
с формваровой подложкой, стабилизованной
углеродом, в течение 1 мин и 10 с контрастировали
2% раствором фосфорно-вольфрамовой кислоты.
Сетки изучали с помощью просвечивающего
электронного микроскопа Jem 1400 (“Jeol”, Япония),
снимки получали с помощью цифровой камеры Veleta
(“Olympus Corporation”, Япония). 

Для оценки концентрации белка экзосом
использовали коммерческий набор NanoOrange Protein
Quantitation kit (“Invitrogen”, США) в соответствии
с рекомендациями производителя.

Для проведения проточной цитометрии 10 мкл
(6´106 частиц) латексных частиц (4%, А37304,
“Invitrogen”) отмывали дважды по 100 мкл
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0,1 М MES-буфером рН 5,5 (3000 g, 15 мин)
и ресуспендировали в 25 мкл MES-буфера.
К 12,5 мкл частиц вносили по 3 мкг моноклональных
антител против CD9 (“BD Bioscience”, США) либо
против CD24 (“Abcam”, США), доводили объём
до 50 мкл MES-буфером и инкубировали 14 ч
при комнатной температуре на планшетном шейкере
при 400 об/мин (дальнейшие инкубации на шейкере
проводили при 400 об/мин). Покрытые антителами
частицы отмывали трижды по 100 мкл ФБ
и ресуспендировали в 25 мкл ФБ, содержащем
0,1% глицин. В 50 мкл экзосом (50 мкг белка) вносили
3 мкл латексных частиц, покрытых антителами
и 100 мкл ФБ и инкубировали на шейкере
не менее 10 ч при 4°С. Затем в пробирки вносили
300 мкл 0,2 М глицина и инкубировали 30 мин при 4°С.
Комплексы частиц с антителами и экзосомами
отмывали дважды по 100 мкл ФБ с 2% истощённой
бычьей сывороткой (ФБ-БС), осаждали при 600 g
в течение 10 мин при 4°С. В пробирки вносили
иммуноглобулин G (“BD bioscience”) и инкубировали
на шейкере 10 мин при комнатной температуре, затем
отмывали дважды ФБ-БС. Для выявления связавшихся
с антителами на поверхности частиц экзосом
в пробирки вносили 20 мкл флуоресцентно-меченных
антител против CD 63, CD 81, CD9 и CD24
(“BD Bioscience”), затем 80 мкл ФБ-БС и инкубировали
50 мин при 4°С. Комплексы дважды отмывали ФБ-БС.
Цитофлуориметрия была выполнена на проточном
цитофлуориметре FACS Canto II (США).
В выделенной популяции экзосом анализировали
медиану интенсивности флуоресценции (MFI)
в сравнении с изотипическим контролем
(“BD Bioscience”) и отрицательными контролями. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Морфологические характеристики везикул,
включая их размер, могут быть важной
диагностической характеристикой. Основная часть
везикул, полученных из плазмы крови здоровых
доноров и онкологических больных, имела размеры
40-100 нм и морфологические характеристики экзосом
(рис. 1А-В). На электронограммах экзосомы крови
здоровых доноров и экзосомы крови онкологических
больных в основном имеют чашеобразную
форму, обусловленную сплющиванием пузырька
при высушивании препаратов, гладкую поверхность
и низкую или среднюю электронную плотность.
Содержание микровезикул с повреждённой мембраной
в препаратах не превышало 10% (рис. 1). Таким
образом, сочетание ультрафильтрации и двойного
ультрацентрифугирования позволяет получить
препараты экзосом без примесей частиц более 100 нм,
а форма и размер этих везикул соответствуют
характеристикам экзосом, выделенных из других
биологических жидкостей [2, 5, 9, 11]. 

Для подтверждения экзосомальной природы
выделенных везикул “Обществом по изучению
внеклеточных везикул” рекомендовано выявление
экзосомальных мембранных или цитозольных белков
методами Вестерн блоттинга либо проточной
цитофлуориметрии [2, 12]. Мы использовали
антитела к рецепторам семейства тетраспанинов
СD63, CD9 и CD81, которые являются обязательным
структурным компонентом мембраны экзосом [13],
а также антитела к рецептору CD24. Известно,
что рецептор СD24 экспрессируется в гемопоэтических
клетках, в частности B-лимфоцитах различной
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Рисунок 1. Препараты экзосом выделенные из плазмы крови: А - здоровых доноров, Б - больных раком молочной
железы, В - больных колоректальным раком. Овалом выделены экзосомы, стрелками обозначены микрочастицы,
на врезках - экзосомы. Длина масштабной линии соответствует 500 нм, на врезках - 100 нм. Трансмиссионная
электронная микроскопия, негативное контрастирование фосфорновольфрамовой кислотой.

А Б В
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Рисунок 2. Экспрессия CD63 и CD81 на CD9-позитивных экзосомах и экспрессия CD9 и CD63 на CD24-позитивных
экзосомах плазмы крови здоровых доноров (А), больных раком молочной железы (Б) и больных колоректальным
раком (В). Изотипический контроль (Г) и отрицательные контроли (покрытые немечеными антителами латексные
частицы с FITC-меченными антителами (Д) и латекстные частицы с FITC-меченными антителами (Е)). Приведены
средние значения MFI.



степени зрелости, на гранулоцитах, а также
эндотелиоцитах [14]. Рецептор CD9 представлен
на многих гематопоэтических и эпителиальных
клетках, рецептор CD63 также экспрессируется
в гематопоэтических клетках и в тканевых макрофагах,
а рецептор CD81 экспрессируется гематопоэтическими,
эндотелиальными и эпителиальными клетками,
при этом не экспрессируется эритроцитами,
тромбоцитами и нейтрофилами [15, 16]. Сорбированные
на покрытых антителами к тетраспанинам
латексных гранулах экзосомы были окрашены
коньюгированными с флуорохромом (ФИТЦ)
антителами к специфическим экзосомальным
белкам. Предложенная модификация метода
оценки экспрессии экзосомальных мембранных
протеинов путём комбинирования неконьюгированных
и коньюгированных антител позволяет
охарактеризовать различные субпопуляции экзосом.
По убыванию интенсивности MFI в крови здоровых
доноров и больных раком молочной железы были
идентифицированы следующие субпопуляции экзосом:
CD24/СD9 > СD9/СD81 > CD9/CD63 = CD24/CD63
(рис. 2А,Б, таблица), в крови больных колоректальным
раком – CD9/CD81 > СD9/СD63 > CD24/CD9 >
CD24/CD63 (рис. 2В, таблица). Таким образом,
наиболее часто в крови здоровых доноров и больных
раком молочной железы встречаются экзосомы,
экспрессирующие рецепторы CD9 и CD24, которые,
по-видимому, были секретированы эндотелиоцитами
и клетками крови. Рецептор CD63 удаётся обнаружить
на поверхности наименьшего количества экзосом,
причём эти экзосомы экспонируют одновременно и
другие рецепторы (CD9, CD24). При развитии
колоректального рака происходит перераспределение
представленности субпопуляций экзосом – возрастает
доля везикул, секретированных эндотелиальными
клетками и тканевыми макрофагами (CD9, CD81,
СD63) и снижается доля экзосом, секретированных
гематопоэтическими клетками (СD24) (таблица).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ И ВЫВОДЫ

Полученные результаты свидетельствуют о том,
что в плазме крови в норме и при развитии
онкологических заболеваний циркулируют различные
типы экзосом, а поверхностные белки, наиболее
представленные из которых CD9, CD24 и CD81,
являются их универсальными маркерами,
что может быть использовано для рутинного
типирования экзосом. Способность тетраспанинов

взаимодействовать с широким классом различных
молекул и формировать надмолекулярные комплексы
позволяет им участвовать в широком спектре
биологических и патологических процессов:
биогенезе экзосом, сортировке экзосомальных белков
и микроРНК, связывании и поглощении экзосом
клетками-реципиентами, способности экзосом
презентовать антигены в контексте последующего
иммунного ответа [4]. 
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ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF EXOSOMES FROM BLOOD PLASMA 
OF BREAST CANCER AND COLORECTAL CANCER PATIENTS
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A simple approach for isolation of exosomes from the blood plasma, which allows to obtain highly purified
preparations of microvesicles no larger than 100 nm has been proposed. The presence of different subpopulations
of exosomes in the blood plasma of healthy donors and cancer patients has been recognized. We found the presence
of the universal markers CD9, CD24 and CD81 on exosomes isolated from blood plasma that can be used to their
routine typing.
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