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Prostate cancer (PCa) is one of the
actual social and medical problems,
taking the leading positions in the
structure of male diseases. Currently
prostate-specific antigen (PSA) 
evaluation is due to its availability
and objectivity the main non-invasive
screening and diagnostics modality,
being used also post-operatively to
control for the treatment efficacy.
Specificity and sensitivity of the PSA
are not high, this warrants the search
for new markers and development of
new diagnostic concepts. Micro-RNA
(miRNA) are short RNA molecules,
regulating expression of more than
half of all protein-coding genes at the
post-transcriptional level. miRNA
are being also excreted into the 
extracellular matrix and could be 
detected in most biological fluids.
miRNA stability in the extracellular
matrix and in the biological fluids is
ensured via the complex formation
with proteins, lipoproteins and packing
into the membrane vesicles, exosomes.
The active secretion of the exosomes,
containing specific sets of the miRNAs,
is described for many cells, including
tumor cells. Exosomes, secreted by
the tumor cells, show some pathologic
effects: inhibition of the anti-tumor
immune reactions, speed up of the
metastatic spread and resistance to
therapeutic substances. miRNA, 
secreted by the tumor cells, are the
main mediators of these effects. 
Several works were already published
aimed at the development of the 
scientific basis for PCa diagnostic
tests, based on the exosomal miRNA
detection. Integration of this methods
in the clinical practice is complicated
because of the absence of simple and
reproducible method of exosome 
extraction from the urine. Development
and approbation of this methods was
the aim of this work.

ак предстательной железы
(РПЖ) имеет лидирующие
показатели в структуре
мужской онкологической
заболеваемости и смертно-
сти [1]. В настоящее вре-
мя основным методом ран-

ней и неинвазивной диагностики
РПЖ является оценка уровня 
простат-специфического антигена
(ПСА) – гликопротеина, секретируе-
мого эпителием предстательной же-
лезы. Ценность метода определяется
его простотой и объективностью,
но при этом показатели чувстви-
тельности и специфичности (про-
гностической значимости) не пре-
вышают, по разным оценкам, 70% и
50%, соответственно. Клиническая
значимость этого маркера не-
сколько возрастает при анализе
уровня общего ПСА и соотношения
его фракций (свободной, связан-
ной). Тем не менее, повышение ПСА
может сопровождать не онкологи-
ческие патологии предстательной
железы, а прогрессирование низко-
дифференцированного РПЖ может
не отражаться на уровне циркули-
рующего маркера. Трактовка клини-
ческого значения повышенного ПСА
является не тривиальной проблемой,
и это стимулирует поиск новых мар-
керов и разработку новых диагности-
ческих подходов. В настоящее время
на стадии испытаний находятся не-
сколько новых методов (PCA3/DD3,
4Kscore, TMPRSS2-ERG), сравнитель-

ный анализ которых представлен в
ряде обзорных публикаций [2, 3]. Вы-
деление из мочи или плазмы мем-
бранных микровезикул (экзосом) и
анализ их биохимического состава
обсуждается в этих статьях как
один из перспективных методов
ранней и специфической диагно-
стики РПЖ.

Экзосомы – это мембранные
везикулы размером 100-200 нм, сек-
ретируемые практически всеми ти-
пами клеток [4]. Экзосомы форми-
руются в клеточной цитоплазме в
составе т.н. «мультивезикулярных
телец» (MVB, multivesicular bodies)
и высвобождаются во внеклеточное
пространство после слияния кле-
точной мембраны и мембраны муль-
тивезикулярного тельца [5]. До не-
давнего времени считалось, что сек-
реция экзосом является «санитар-
ным» процессом очистки клетки от
ненужных веществ. Однако иссле-
дования последних лет показали,
что экзосомы опосредуют межкле-
точный обмен веществ и информа-
ции [6]. Экзосомы, секретируемые
опухолевыми клетками, играют
важную роль в различных аспектах
прогрессии заболевания: локальной
инвазии, подавлении противоопу-
холевых иммунных реакций, стиму-
ляции неоангиогенеза и формиро-
вании отдаленных метастазов [7].
Кроме того, биохимический состав
экзосом сохраняет признаки секре-
тирующей их клетки. Этот важный
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феномен определяет огромный ди-
агностический потенциал экзосом,
которые могут быть выделены из
большинства биологических жидко-
стей, включая мочу.

В настоящее время рядом иссле-
дований показано, что биохимиче-
ский состав экзосом, выделенных из
плазмы или мочи больных РПЖ, от-
личается от состава экзосом здоро-
вых доноров. В основном исследо-
вания направлены на анализ белко-
вого состава экзосом и «профай-
линг» экзосомальных миРНК [8, 9].
С учетом структурных и биологиче-
ских особенностей молекул миРНК,
регулирующих экспрессию генома на
пост-транскрипционном уровне, ана-
лиз экзосмальной фракции миРНК
представляется одним из перспек-
тивных направлений развития диаг-
ностических технологий [10]. Зна-
чимым этапом на пути развития ме-
тода явился анонс положительных
результатов клинических испыта-
ний нового теста – «Prostate Cancer
Liquid Biopsy Test» – основанного на
анализе миРНК экзосом, выделен-
ных из мочи, сделанный компанией
Exosomes Diagnostics.

Однако внедрение новой мето-
дики в клиническую практику задер-
живается из-за отсутствия стандарт-
ного способа выделения экзосом. Эта
технологическая проблема активно
обсуждается в современной литера-
туре [11]. В основе существующих
методов лежат предположения о спе-
цифических характеристиках физи-
ческой плотности, нано-размерности
или наличии специфических белко-
вых маркеров на поверхности экзо-

сом. Существование принципиально
различных подходов свидетельствует
об отсутствии оптимального метода.
Так, основной проблемой является
гетерогенность популяции экзосом в
составе любой биологической жид-
кости в плане как физических так и
биохимических характеристик [12,
13]. Кроме того, любая биологиче-
ская жидкость, в том числе и моча,
содержит комплексы молекул или
субклеточных образований, которые
могут иметь физические или био-
химические характеристики, анало-
гичные экзосомальным. Поэтому, 
ни один из существующих методов
выделения экзосом не может гаран-
тировать получения «всех и только»
экзосом.

Цель работы – разработка но-
вого метода выделения экзосом из
мочи, в основе которого лежит фе-
номен взаимодействия гликосаха-
ридов на поверхности экзосом с
лектинами.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Клинический материал. Иссле-
дование было одобрено этическим
комитетом НИИ Онкологии им. Н.Н.
Петрова. Характеристика пациентов
(n=25) приведена в таблице 1. Соот-
ветствующая по возрасту контроль-
ная группа (n=25) была представлена
здоровыми мужчинами, не имею-
щими клинических проявлений
РПЖ с уровнем ПСА менее 4 нг/мл. 

Образцы мочи центрифугиро-
вали (3000 хg, 15 мин., +4°С), супер-
натант хранили при температуре
минус 80оС.

Выделение экзосом. Для выде-
ления экзосом пробы мочи размора-
живали до  +4°C и центрифугирова-
ли (20000 хg, 45 мин) для удаления
клеточного детрита,  инкубировали с
Конканавалином А (2 мг/л) на качалке
при +4°C в течение ночи и снова цен-
трифугировали при 20000 хg, 90 мин.
Осадок, содержащий экзосомы, рас-
творяли в фосфатно-солевом  буфере
и хранили при минус 80°C.

Динамическое светорассея-
ние (ДСР). Измерения производили
на Zetasizer Nano ZS (Malvern Instru-
ments, UK). Клетки и клеточные
остатки удаляли центрифугирова-
нием мочи (20000 хg, 45 мин) перед
анализом, который проводили  при
+23°C в соответствии с инструкция-
ми изготовителя.

Вестерн-блот. Образцы были
лизированы  (0,05 М Tris-HCl, pH 7,4;
0,15 М NaCl, 1% Triton X-100, 1% SDS)
в присутствии смеси ингибиторов
протеолиза P8340 (Sigma Aldrich,
USA) в течение часа, при +4оC. После
центрифугирования (17 000  xG,  20
минут, +4оC), экстракты протеинов
были нормализованы с помощью
BCA Protein Assay Kit (Thermo Scien-
tific, USA). Электрофорез прово-
дился в 10% SDS-PAAG, для нанесе-
ния использовался стандартный не-
редуцирующий буффер (Laemlli Sam-
ple Buffer). Разделенные электро-
форезом белки переносили на поли-
виниловую мембрану, которую бло-
кировали в течение часа в 0,1% раст-
воре казеина в трис-солевом буфере
с твином-20 и инкубировали с анти-
телами против TSG101 или CD9
производства компании  Santa Cruz,
USA. Визуализацию блотов прово-
дили с помощью вторичных анти-
тел, меченых люминесцентной мет-
кой, на аппарате Quantitative West-
ern Blot – LI-COR Biosciences (LI-
COR Biotechnology, USA).

Выделение и анализ РНК.
РНК из экзосом выделяли с помощью
набора для выделения  (BioSilica, Рос-
сия). Для анализа РНК использовали
приборы: NanoDrop 2000 (ermo
Scientific, USA), и Tape Station 2200
(Agilent Technologies Inc., USA).
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Таблица № 1. Клиническая характеристика пациентов

Возраст, медиана [IQR], лет

ПСА, нг/мл

Сумма баллов 
по Глисону 

Стадийность

< 10

10 - 20

≥ 20

< 6

6 - 7

≥ 8

T1

T2

T3

РПЖ (25 пациентов)

65 [43-78]

9

10

6

0

20

5
3

15

7

Контроль (25 здоровых волонтеров) 

67 [63-75]

–

–

–

–

–

–

–

–

–
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ОТ-ПЦР. Для количествен-
ного определения уровня миРНК
синтезировали кДНК с использова-
нием miRCURY LNA Universal RT
microRNA Polyadenylation and cDNA
synthesis Kit (Exiqon, Denmark).
ПЦР в реальном времени (qPCR)
проводили с использованием Exi-
LENT SYBR Green master mix (Ex-
iqon, Denmark) на CFX96 Touch™
Real-Time PCR Detection System
(Bio-Rad, USA). Список миРНК,
включенных в исследование, и соот-
ветствующих праймеров приведены
в таблице 2.  

Все статистические расчеты бы-
ли выполнены с использованием
программного обеспечения MedCalc
и GraphPad.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Выделение и характеристика
экзосом мочи. Для апробации ме-
тода и анализа выделяемых микро-
везикул использовалась моча здо-
ровых доноров (40 мл). После пер-
вого центрифугирования (20000 хg,
45 мин) был получен осадок, содер-
жащий, вероятно, клеточный дет-
рит и крупные везикулы. После ин-
кубации супернатанта с лектином в
концентрации ≥ 2 мг/л, и последую-
щего центрифугирования (20000 хg,
90 мин) образовывался едва види-
мый осадок. Процесс агглютинации
экзосом был исследован методом
ДСР (рис. 1). После удаления клеток

(3000 хg,  15 мин., +4°С) в моче де-
тектировались два типа частиц раз-
мером около 10 и 100 нм. Инку-
бация с лектином приводила к об-
разованию больших конгломератов
со средним размером около 600 нм.
Второй этап центрифугирования
приводил к полному удалению боль-
ших (600 нм) везикул.

Наличие белковых маркеров эк-
зосом (TSG101 и CD9) анализиро-
вали с помощью Вестерн-блоттинга
(рис. 2). Следовые количества CD9
были обнаружены в осадке после
центрифугирования (20000 хg, 45 мин).
Оба экзосомальных маркера (TSG101

и CD9) присутствовали в большом
количестве в осадке, полученном
после инкубации с Конканавалином
А и последующего центрифугирова-
ния (20000 хg, 90 мин), что подтвер-
ждало наличие в нем экзосом. Затем
был проведен сравнительный каче-
ственный анализ  РНК в первом и
втором осадках (рис. 3). В профиле
РНК первого осадка присутство-
вали пики, соответствующие двум
фракциям рибосомальной РНК (28S
и 18S), что характерно для клеточ-
ной РНК. Наличие фракции моле-
кул РНК длиной 25-40 пар в первом
осадке свидетельствовало о суще-
ственной деградации, что ожидаемо
для РНК в составе клеточного дет-
рита. В профиле РНК второго осадка
пики, отражающие рибосомальную
РНК, не наблюдались, но осадок
был обогащен РНК с размером 200-
2000 нуклеотидов.

Приведенные данные свиде-
тельствуют о том, что в моче при-
сутствуют везикулы размером около
100 нм, которые образуют крупные
агглютинаты при взаимодействии с
лектинами (Конканавалин А). Эти
агглютинаты могут быть выделены
путем центрифугирования, их бел-
ковый состав обогащен экзосомаль-
ными маркерами, и они имеют
специфический (отличный от кле-
точного) состав РНК.  

Анализ профиля экспрессии
миРНК в экзосомах из мочи паци-
ентов с РПЖ. На следующем этапе
работы описанный метод был при-

Таблица 2. Список исследованных   микроРНК

миРНК

Hsa-miR-21-5p
Hsa-miR-107
Hsa-miR-141-5p
Hsa-miR-221-5p
Hsa-miR-298
Hsa-miR-326
Hsa-miR-375
Hsa-miR-432-5p
Hsa-miR-574-3p
Hsa-miR-2110
Hsa-miR-625-5p
Hsa-miR-301a-5p
U6 snRNA
Hsa-miR-191-5p

Результаты ОТ-ПЦР ПЦР праймеры

соотношение Ca/N
4,05

1,1
11,7

*
*

2,21
1,55

*
3,90
1,25

*
*

P
0,0128
0,9781
0,0023

0,9912
0,8315

0,0017
0,1911

Reference
Reference

миРНК помеченные * были обнаружены менее чем у половины пациентов и были исключены из дальнейшего анализа.

(Exiqon Cat.N)
204230 
204468
206088
204032
204115
204512
204362
204776
206011
204328
206999
206999
203907
204306

Ссылка

[15-17]
[18]

[15,18, 19]
[15, 20]

[19]
[18, 19]

[18]
[18]
[18]
[18]
[18]
[18]

Рис. 1. Анализ содержания наноразмерных везикул
в моче до (красная линия) и после (зеленая линия)
инкубации с Конканавалином А с помощью метода
динамического светорассеяния (аппарат Zetasizer
Nano ZS, Malvern, UK)

Рис. 3. Анализ РНК, выделенной из осадков в про-
цессе последовательного центрифугирования мочи
(Tape Station 2200). Первый осадок предположи-
тельно содержит клеточный детрит и крупные мем-
бранные образования, второй - получен после
инкубации с конканавалином А и содержит экзо-
сомы

Рис. 2. Вестерн-блот анализ экзосомных маркеров
(TSG101, CD9) в осадках, получаемых в процессе
последовательного центрифугирования мочи. Пер-
вый осадок предположительно содержит клеточ-
ный детрит и крупные мембранные везикулы,
второй – экзосмы
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менен для выделения экзосом из
мочи пациентов с РПЖ (25) и здо-
ровых доноров (25). Осадок, полу-
ченный после поэтапного центри-
фугирования  и содержащий экзо-
сомы, использовали для выделения
РНК и последующих реакций обрат-
ной транскрипции и ПЦР.  ПЦР де-
лали  в трех повторениях и оцени-
вали средние значения Ct. Список
миРНК, включенных в анализ был
сформирован на основе литератур-
ных данных (табл. 2) и включал в
себя 12 миРНК для которых пока-
зано повышенное содержание в
плазме или моче больных РПЖ.  Из
12 миРНК, пять были обнаружены
менее чем в половине образцов
мочи пациентов с РПЖ, они были
исключены из дальнейшего анализа
(обозначены * в таблице 2). Данные,
полученные по остальным миРНК,
были нормализованы относительно
значений полученных для референс-
ных миРНК (U6 мяРНК и has-miR-
191-5p) с использованием стандарт-
ного подхода (2^ (Ct reference-Ct
miR). Согласно полученным резуль-
татам, миРНК-574-3p, миРНК-141-5p
и миРНК-21-5p представлены в бо-
лее высокой концентрации в моче
мужчин с РПЖ по сравнению с
контрольной группой (рис.  4).  Од-
нако эта разница была статистиче-
ски значима только для миРНК
-574-3p и миРНК-141-5p (ANOVA 
р<0,01).  

В заключении, показатели ди-
агностической  значимости для трех
«маркерных» миРНК были опреде-
лены с учетом результатов прове-
денного анализа 25 пациентов с
РПЖ и 25 здоровых доноров (табл.
3), соотношение специфичности и
чувствительности теста представ-
лено с помощью ROC (receiver oper-
ating characteristic) кривой (рис. 5). 

ОБСУЖДЕНИЕ 

В работе представлен новый
метод выделения экзосом из мочи, и
доказана его пригодность для по-
следующего анализа экзосомальной
миРНК. В результате сравнитель-
ного анализа экзосомальной миРНК
из мочи пациентов с РПЖ и здоро-
вых доноров показано, что развитие
РПЖ сопровождается повышением
содержания трех миРНК (miR-574-3p,
miR-141-5p и miR-21-5p). Чувстви-
тельность диагностического теста
на основе анализа miR-574-3p оказа-
лась сопоставима с чувствитель-
ностью широко используемого в
клинической практике теста ПСА
(~70%), чувствительность анализа
miR-141-5p и miR-21-5p – ниже, чем
ПСА (66% и 41%  vs. 70%, PSA). 
В тоже время диагностическая спе-
цифичность всех трех «маркерных»
миРНК превосходит аналогичные
параметры ПСА (72-80% vs. 50%,
PSA) (табл. 3). По данным ряда кли-
нических исследований диагностиче-
ские показатели новой тест-системы
Progensa, на основе сравнительного
анализа уровней экспрессии PCA-3
(DD3) и PSA,  колеблются в диапа-
зоне 53-69% (чувствительность) и 
71-83% (специфичность) [14], что со-
поставимо с результатами данного
исследования. Анализ экспрессии хи-
мерного онкогена TMPRSS2:ERG
имеет низкую диагностическую чув-
ствительность (37%), что обуслов-
лено соответствующей частотой
встречаемости этой мутации в по-
пуляции пациентов с РПЖ. Однако,
специфичность позитивного резуль-
тата этого теста разными авторами
оценивается как 93-98% [14]. Так,
представленный нами метод явля-
ется более чувствительным, но
менее специфичным по сравнению
с анализом экспрессии онкогена
TMPRSS2:ERG. 

В наше исследование было
включено лишь 25 пациентов и 25
здоровых волонтеров, поэтому пред-
ставленные результаты имеют ориен-
тировочный характер. Для адекват-
ной оценки чувствительности

Таблица 3. Показатели диагностической  значимости для  «маркерных» миРНК

Показатели

miR-574-3p

miR-21-5p

miR-141-5p

Чувствительность

0,71

0,66

0,47

Специфичность

0,72

0,8

0,77

PPV*

0,68

0,75

0,66

NPV*

0,76

0,66

0,63

* PPV- прогностическая ценность положительного результата, NPV- прогностическая ценность отрицатель-
ного результата

Рис. 4. Сравнительный анализ содержания миРНК
в экзосомах, выделенных из мочи пациентов с РПЖ
и здоровых доноров, проведенный методом ОТ-
ПЦР. Статистический анализ проведен с помощью
U-теста Манна и Уитни

Рис. 5. Оценка диагностической значимости анализа
«маркерных» миРНК в экзосомах, выделенных из
мочи с помощью построения ROC (receiver operating
characteristic) кривой. Были получены следующие ста-
тистические показатели: 
miRNA-574-3p: чувствительность 0,71; AUC ROC 0,85;
95% CI = 0,736-0,964, 
miR-141-5p: чувствительность 0,66; AUC ROC 0,86;
95% CI = 0,732-0,994
miR-21-5p: чувствительность 0.46; AUC ROC 0,65; 95%
CI = 0,477-0,814



теста необходимо исследование
большего числа пациентов с РПЖ.
Для определения специфичности
анализа миРНК необходимо прове-
дение более широкого исследова-
ния с включением пациентов с 
не онкологическими заболеваниями
предстательной железы и онкологи-
ческими заболеваниями другой ло-
кализации. Тем не менее, представ-
ленные результаты показывают
перспективность дальнейшей ра-
боты по валидации и оптимизации

метода диагностики РПЖ на основе
анализа экзосомальный миРНК в
моче. В частности, планируется ра-
бота по оптимизации методики
нормализации результатов ПЦР,
уточнению диагностически значи-
мого уровня повышения концент-
рации «маркерных» миРНК и раз-
работка алгоритма анализа про-
филя экспрессии набора «маркер-
ных» молекул. Решение этих во-
просов позволит разработать но-
вый метод скрининга и ранней ди-

агностики РПЖ, способный ус-
пешно конкурировать с другими те-
стами. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Новый метод выделения экзо-
сом из мочи, с учетом его простоты
и низкой стоимости, представляется
перспективным как для проведения
масштабных клинических исследо-
ваний, так и для разработки тестов
клинической диагностики.  
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Резюме:
Рак предстательной железы (РПЖ) занимает лидирующую позицию в структуре мужской онкологической заболеваемости,

поэтому разработка новых методов диагностики и терапии является актуальной социальной и медицинской проблемой. В настоящее
время оценка уровня простат-специфического антигена (ПСА) в плазме представляется основным неинвазивным методом скри-
нинга, диагностики и послеоперационного наблюдения. Но показатели диагностической значимости анализа ПСА не высоки, а его
интерпретация не всегда тривиальна. 

МикроРНК (миРНК) – это короткие молекулы РНК, регулирующие экспрессию более половины всех протеинкодирующих
генов на пост-транскрипционном уровне. Кроме регуляторной функции внутри клетки, миРНК секретируются во внеклеточное
пространство. Внеклеточные миРНК могут быть обнаружены в большинстве биологических жидкостей в комплексе с белками или
липидами, или в составе мембранных нано-везикул (экзосом). МиРНК, секретируемые клетками РПЖ в составе экзосом, могут
быть детектированы в моче и, соответственно, могут служить маркерами этого заболевания.  

В рамках представленной работы был разработан оригинальный метод выделения экзосом из мочи путем агглютинации их лек-
тинами. Структура и состав выделенных экзосом были проанализирован методами динамического светорассеяния, Вестерн-блоттинга
и автоматического электрофореза. Сравнительный анализ РПЖ-ассоциированных миРНК в составе экзосом мочи пациентов с РПЖ и
здоровых доноров был проведен методом полимеразной цепной реакции с этапом обратной транскрипции (ОТ-ПЦР). В результате
было показано, развитие РПЖ сопровождается повышением содержания трех миРНК: miR-574-3p, miR-141-5p и miR-21-5p, т.е. эти мо-
лекулы могут служить маркерами данного заболевания. Диагностическая чувствительность нового метода оказалась сопоставима, а
специфичность – выше аналогичных параметров ПСА
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