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Введение. Множественная миелома (ММ) – злокачественная гематологическая опухоль из плазматических клеток. Микроокру-
жение играет ключевую роль в выживании клеток ММ и их резистентности к лекарственным препаратам путем выделения 
растворимых факторов, повышения экспрессии молекул адгезии и высвобождения экзосом (ЭС). Роль, которую ЭС, секретируе-
мые клетками MM, играют в межклеточных взаимодействиях и передаче сигнальной информации в костном мозге, в настоящее 
время неизвестна. ЭС как источник маркеров для диагностики ММ также не исследованы.
Цель исследования – использование протеомного профилирования ЭС в качестве инструмента для идентификации маркеров 
опухолевого роста у пациентов с ММ.
Результаты. Впервые изучен протеомный состав ЭС, полученных из плазмы крови пациентов с ММ и рассеянным склерозом. 
С помощью метода нано-высокоэффективной жидкостной хроматографии – тандемной масс-спектрометрии (нано-ВЭЖХ-
МС/МС) идентифицированы в целом 332 белка в ЭС обеих групп больных и установлена близость их качественного состава. Впер-
вые обнаружены 12 дифференциально экспрессированных белков, уровни которых значительно повышены в ЭС больных ММ, 
что позволило рассматривать их в качестве потенциальных маркеров заболевания.
Заключение. Протеомный анализ ЭС, полученных из плазмы крови больных ММ, является важным методом для поиска маркеров 
заболевания.
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Background. Multiple myeloma (MM) is a hematologic malignancy of plasma cells. The microenvironment plays a key role in MM cell sur-
vival and drug resistance through release of soluble factors, expression of adhesion molecules and release of exosomes (EXs). The role that 
EXs, released by MM cells have in cell-to-cell communication and signaling in the bone marrow is currently unknown. EXs as a source 
of markers for MM diagnostics are also not studied.
Objective: to use proteomic profiling of EXs as a tool to identify circulating tumor associated markers in MM patients.
Results. The proteome composition of EXs obtained from plasma of patients with MM and multiple sclerosis was studied for the first time. 
nano-HPLC–MS/MS analysis identified a total of 332 proteins in the EXs of both groups of patients and determined the proximity of their 
qualitative composition. For the first time, 12 differentially expressed proteins were detected, the levels of which were significantly increased 
in EXs from patients with MM. This allowed us to consider them as potential markers of the disease.
Conclusion. Proteomic analysis of EXs obtained from plasma of patients with MM is an important method for finding disease markers.

Key words: exosome, blood plasma, proteome, mass-spectrometry, мultiple myeloma, multiple sclerosis

For citation: Shevchenko V. E., Bryukhovetskiy A. S., Filatov M. V. et al. Exosomal proteins as potential markers of multiple myeloma diag-
nostics. Uspekhi molekulyarnoy onkologii = Advances in Molecular Oncology 2018;5(1):60–9.

Введение
Множественная миелома (ММ), генерализованная 

плазмоцитома – злокачественная гематологическая 
опухоль из плазматических клеток (дифференцирован-
ных B-лимфоцитов, продуцирующих антитела) с пре-
имущественной локализацией в костном мозге. ММ 
занимает 18 % в структуре смертности от гематологи-
ческих опухолей, от нее ежегодно умирают порядка 
80 тыс. больных во всем мире [1]. Внедрение новых 
противоопухолевых препаратов, включая ингибиторы 
протеасом и иммуномодулирующие препараты, уве-
личило медиану 5-летней выживаемости пациентов 
с ММ [2]. Показано, что клетки ММ зависят от состоя-
ния их микроокружения в костном мозге (например, 
стромальных клеток костного мозга, макрофагов и т. д.) 
и активно взаимодействуют с ним [3]. Этот процесс 
играет ключевую роль в регуляции роста и выживае-
мости клеток MM, а также их резистентности к лекар-
ственным препаратам. Межклеточные взаимодействия 
осуществляются путем прямого контакта через адге-
зивные молекулы или растворимые факторы, включая 
цитокины (интерлейкины 6, 8 и фактор роста эндоте-
лия сосудов), а также реализацию экстраклеточных 
везикул (ЭВ) [4]. Последние, в том числе экзосомы (ЭС), 
секретируются почти всеми типами клеток и являют-
ся важнейшими элементами бесконтактной коммуни-
кации между клетками [5]. Недавно обнаружено, что 
ЭС индуцируют выживаемость и резистентность к ле-
карственным препаратам клеток ММ человека in vitro 
[6]. Использование белкового содержимого ЭС в ка-
честве источника биомаркеров для диагностики нача-
ла заболевания, его прогрессирования и лекарственной 
резистентности недостаточно изучено. Таким образом, 
идентификация новых белков в ЭС, продуцируемых 
клетками ММ, поможет в выяснении молекулярных 
механизмов патогенеза этого опасного заболевания, 
его ранней диагностике и лечении.

Цель исследования – разработка анализа методом 
нано-высокоэффективной жидкостной хроматогра-
фии – тандемной масс-спектрометрии (нано-ВЭЖХ-
МС/МС) протеома ЭС плазмы крови человека для по-
иска маркеров опухолевого роста.

Материалы и методы
Реактивы. Для всех процедур использовали дистил-

лированную воду, очищенную и обессоленную с по-
мощью Milli-Q (Millipore Corporation, США). Ацето-
нитрил (ACN) HPLC gradient grade был получен из 
Prolabo (США); 98–100 % муравьиная кислота (FA) – 
из Merck (США); дитиотреитол, этилендиаминтетра-
уксусная кислота (ЭДТА), трис-(2-карбоксиэтил)фосфин 
(TCEP), трифторуксусная кислота (TFA) и мочевина – 
из Fluka (США); фосфатный буферный раствор (ФБР), 
99,7 % уксусная кислота, 99,5 % 2,2,2-трифторэтанол 
(TFE), иодацетамид и трипсин, метилированный по 
лизинам, – из Sigma Aldrich (США); соляная кислота 
(чистая) – из «Химмед» (Россия). Для процедур типи-
рования и определения количественного содержания 
ЭС с учетом экспрессии тетраспанинов СD63 и CD81 
в качестве маркеров ЭС использовали коммерческие 
наборы (System Biosciences (SBI), США): CD63 Exo ELISA 
(каталожный номер # EXOEL-CD63A-1), CD81 Exo-
ELISA (каталожный номер # EXOEL-CD81A-1).

Выделение ЭС из плазмы крови человека. Образцы 
плазмы крови (по 100 мл) без тромбоцитов и эритро-
цитов получены от 3 больных с клиническим диагнозом 
ММ (НИИ клинической онкологии ФГБУ «НМИЦ 
онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России) 
и 3 пациентов с рассеянным склерозом (РС), не име-
ющих других онкологических заболеваний (Клиника 
восстановительной и интервенционной неврологии 
и терапии «НейроВита»). РС был выбран нами в каче-
стве контроля, так как является системным хрониче-
ским аутоиммунным заболеванием неонкологической 
природы, при котором также поражается миелиновая 
оболочка нервных волокон.

Опытные образцы ЭС получали следующим обра-
зом.
1. Плазму крови разводили раствором ФБР/ЭДТА 

(20 мM) в соотношении 1:1 и помещали по 50 мл 
каждого образца в 4 полипропиленовые пробирки 
для дифференциального центрифугирования.

2. Первое центрифугирование проводили при 1300g 
в течение 15 мин при температуре +4 °С на центри-
фуге MF20-R (угловой ротор AMF-20-8) (Awel, 
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Франция). Надосадочную жидкость переносили 
в новые полипропиленовые центрифужные пробирки. 
Второе центрифугирование выполняли при 15 000g 
в течение 30 мин при температуре +4 °С на той же 
центрифуге.

3. Последующую фильтрацию полученной надосадочной 
жидкости проводили шприцом через фильтры Mil-
lipore Millex-HV 0,45 мкм и Millipore Sterivex 0,22 мкм.

• Полученный фильтрат (200 мл) от каждого образ-
ца больных ММ и РС распределяли в 6 пробирок 
для ультрацентрифуги CP 80NX (Hitachi, Япония) 
по 34 мл и проводили 3 последовательных ультра-
центрифугирования при 100 000g (28 000 rpm) 
в течение 2 ч на ультрацентрифуге CP 80NX (ротор 
P28S) (Hitachi, Япония) для выделения и промыв-
ки ЭС. После первого ультрацентрифугирования 
надосадочную жидкость удаляли, к осадку в каждый 
флакон добавляли по 100 мкл ФБР/ЭДТА (20 мM) 
и тщательно пипетировали.

• Затем пробы объединяли из 6 флаконов в 1 флакон для 
каждого больного (объем проб составлял 1000 мкл). 
Перед каждой отмывкой ЭС объем образцов дово-
дили до 34 мл, добавляя 33 мл ФБР/ЭДТА (20 мM), 
и тщательно пипетировали.

4. После каждой отмывки проводили измерение со-
держания белка с помощью спектрофотометра Nano-
Drop ND-1000 (США).

5. После 3-го ультрацентрифугирования общий объем 
осадка доводили до 200 мкл dH

2
O и содержимое раз-

деляли на 2 части по 100 мкл. Одну часть образца 
использовали для масс-спектрометрического анали-
за, а во вторую часть с образцом добавляли 400 мкл 
буфера, связывающего ЭС (exosome binding buffer 
ELISA, System Biosciences, США), для постановки 
иммуноферментного анализа «сэндвич»-типа (ELISA). 
Образцы хранили в холодильнике при температу-
ре +4 °С.

Определение и визуализация ЭС. Размер изолиро-
ванных ЭВ определяли с помощью анализатора частиц 
Microtrac S3500 (Microtrac Inc., США) в соответствии 
с инструкцией производителя. Для визуализации ЭС 
использовали атомно-силовую микроскопию [7]. Фик-
сированные образцы сканировали на воздухе полукон-
тактным методом с помощью сканирующего микроско-
па серии Solver BIO (NT-MDT, Россия). Полученные 
образцы содержали сферические микровезикулы раз-
мером 30–130 нм, что соответствовало фракции ЭС.

Типирование и количественное определение ЭС ме-
тодом иммуноферментного анализа (ELISA) проводили 
по методике производителя (System Biosciences (SBI), 
США). Иммуноферментный анализ и обработку ре-
зультатов выполняли с помощью прибора Bio-Rad 680. 
При построении линейной калибровочной кривой 
осуществляли регрессионный анализ.

Получение лизатов ЭС. Готовили 1 мл лизирующе-
го буфера (Sigma Aldrich, США) по методике произво-
дителя. Все процедуры выполняли при температуре 

+4 °С. В пробирки, содержащие 250 мкл суспензии ЭС 
в ФБР, добавляли 100 мкл лизирующего буфера, инку-
бировали в течение 15 мин в охлаждаемом шейкере 
Thermomixer Comfort (Eppendorf, Германия) и центри-
фугировали в течение 15 мин при температуре +4 °С 
в охлаждаемой центрифуге Centrifuge 5415F (Eppendorf, 
Германия) при 13 000 об/мин. Супернатанты отбирали 
и очищали от низкомолекулярных соединений с по-
мощью Agilent Spin Concentrators for Proteins 5 кДа 
(США) по методике производителя. В пробах измеря-
ли концентрацию белка и объединяли по 3 образца 
для каждой группы больных (ММ и РС) для дальней-
шего исследования.

Подготовку образцов для протеомного картирования, 
анализ нано-ВЭЖХ-МС/МС и обработку полученных 
данных проводили по методикам, описанным ранее [8].

Результаты
ЭС выделяли путем последовательного центрифу-

гирования плазмы крови, обедненной тромбоцитами 
и эритроцитами, которое состояло из нескольких эта-
пов. Вначале проводили центрифугирование плазмы 
крови на малой (1500g) скорости для удаления мертвых 
клеток и крупных продуктов апоптоза, а затем цент-
рифугировали на более высоких (15 000g) скоростях, 
что позволяло удалять большие везикулы и продукты 
клеточного распада. Введенная нами дополнительно 
процедура фильтрования плазмы крови через 0,22 мкм 
фильтр избавляла от внеклеточных везикул с размером 
частиц >100 мкм и позволяла получать более чистые 
фракции ЭС. Фильтрат подвергали ультрацентрифу-
гированию при 100 000g в течение 2 ч. Первая промыв-
ка снижала концентрацию высокопредставленных 
белков плазмы крови в образцах ЭС в ~50 раз. Дву-
кратная промывка уменьшала уровни белков плазмы 
крови в ~140 раз по сравнению с исходным уровнем.

Типирование ЭС проводили по маркерам CD63 
и CD81. Согласно полученным данным по маркеру 
CD63 количество ЭС, например, в пробах больного 
миеломой и больного РС составило 4,08E9 и 5,42E9 
частиц/мл соответственно. По маркеру CD81 – 2,59E9 
и 5,83E9 частиц/мл, что указывает на хорошее согла-
сование данных по 2 маркерам.

Идентификацию белков в лизатах ЭС плазмы кро-
ви проводили с использованием label-free количест-
венного протеомного анализа нано-ВЭЖХ-МС/МС. 
Разработанная нами методика позволила получить 2574 
спектра МС/МС. С помощью программного пакета 
MaxQuant были просеквенированы 332 протеина 
по 2363 (1464 уникальным) пептидам при сравнении 
с данными базы SwissProt_human и ложным уровнем 
обнаружения (false discovery rate) 1 % для тройных по-
второв одного вида образцов. Диапазон молекулярно-
го веса масс-протеинов изменялся от 2,58 до 964,83 
кДа, из них 116 имели молекулярный вес до 30 кДа, 
165 – 30–100 кДа, 43 – 100–300 кДа, 3 – 300–500 кДа, 
5 – более 500 кДа. Процент покрытия анализируемых 
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белков варьировался от 0,2 до 86,4 %, из них 215 белков 
с покрытием до 20 %, 65 – 20–40 %, 42 – 40–60 %, 
10 – 60,0–86,4 %.

Для идентификации белков, ранее обнаруженных 
во внеклеточных микровезикулах, анализировали ба-
зу данных везикулярных белков Vesiclepedia (версия 3 
от 9.01.2015; microvesicles.org/download). Полученные 
результаты показали, что из 332 белков 100 ранее были 
найдены непосредственно в ЭС, секретируемых раз-
ными клетками, 46 – во внеклеточных частицах плаз-
мы крови человека, а 62 – в микрочастицах крови. 
В микрочастицах, продуцируемых клетками различных 
видов рака, обнаружен 231 протеин. Анализ базы дан-
ных показал, что среди идентифицированных в ЭС 
протеинов часть выявлена ранее в микровезикулах, 
секретируемых лимфоцитами (126 протеинов), моно-
цитами (74 протеина), дендритными клетками (165 
протеинов), нейтрофилами (116 протеинов), мезенхи-
мальными стволовыми клетками (164 протеина), ней-
ральными стволовыми клетками (2 протеина).

Таблица 1. Протеины, обычно представленные в экстраклеточных 
везикулах и идентифицированные в экзосомах плазмы крови больных 
множественной миеломой и рассеянным склерозом

Table 1. Proteins usually present in extracellular vesicles and identified 
in plasma exosomes of patients with multiple myeloma and multiple sclerosis

Количество 
идентифици-

рованных 
пептидов 

Number 
of peptides 
identified

Молеку-
лярный вес, 

кДа 
Molecular 

weight, kDa

Название 
протеина 

Protein name

Индекс 
гена 

Gene index

13 38,579
Актин, альфа 
скелетальный 

Actin alpha skeletal
ACTA1

24 41,792

Актин, 
цитоплазмати-

ческий 2 
Actin, cytoplasmic 2

ACTB

3 15,906

Тетраспанин; 
CD9 антиген 

Tetraspanin; CD9 
antigen

CD9

2 14,265

Тетраспанин; 
CD63 антиген 

Tetraspanin; CD63 
antigen

CD63

3 17,963

Тетраспанин; 
CD81 антиген 

Tetraspanin; CD81 
antigen

CD81

3 29,643

Тетраспанин; 
CD82 антиген 

Tetraspanin; CD82 
antigen

CD82

2 20,564 Тетраспанин 2 
Tetraspanin 2

TSPAN2

2 23,918 Тетраспанин 14 
Tetraspanin 14

TSPAN14

5 16,811 Кофилин 1 
Cofilin 1

CFL1

7 36,053

Глицеральдегид-
3-фосфат-

дегидрогеназа 
Glyceraldehyde 

3-phosphate 
dehydrogenase

GAPDH

5 129,29
Интегрин альфа 

2 
Integrin alpha 2

ITGA2

11 126,6
Интегрин альфа 

6 
Integrin alpha 6

ITGA6

32 113,38
Интегрин альфа 

IIb 
Integrin alpha IIb

ITGA2B

2 128,77
Интегрин альфа 

L 
Integrin alpha L

ITGAL

2 127,18
Интегрин альфа 

M 
Integrin alpha M

ITGAM

8 88,414 Интегрин бета 1 
Integrin beta 1

ITGB1

5 77,354 Интегрин бета 2 
Integrin beta 2

ITGB2

29 87,057 Интегрин бета 3 
Integrin beta 3

ITGB3

18 67,819 Моэзин 
Moesin

MSN

9 15,054 Профилин 1 
Profilin 1

PFN1

6 49,897 Пируваткиназа 
Pyruvate kinase

PKM

2 27,307 Тубулин бета n 
Tubulin beta n

TUBB

2 50,326 Тубулин бета 1 
Tubulin beta 1

TUBB1

1 45,696 Тубулин бета 8 
Tubulin beta 8

TUBB8

Разработанный метод позволил обнаружить извест-
ные маркерные белки мембран ЭС (табл. 1), такие как 
тетраспанины CD9, CD63, CD81, CD82 и др., что до-
полнительно подтвердило чистоту популяции ЭС, по-
лученных нашим методом.

Данные протеомного картирования белков лизатов 
ЭС плазмы крови человека подвергали сравнительно-
му биоинформационному анализу. По данным откры-
тых баз, 332 протеинам, идентифицированным в ли-
затах ЭС, соответствовали 270 генов. Большая часть 
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белков относилась к ЭС (61,1 %), микровезикулам, 
продуцируемым форменными элементами крови (25,2 %), 
протеинам MHC класса I (16,8 %), мембранам фаго-
цитируемых везикул (18,5 %), интегральным компо-
нентам люминальной стороны мембраны эндоплаз-
матического ретикулума (17,3 %), мембранам эндосом 
(18,0 %).

Протеины дополнительно картировали по биоло-
гической роли в клетке, молекулярной функции и функ-
циональному классу в соответствии с протеомно-ге-
номной аналитической программой PANTHER (Protein 
ANalysis THrough Evolutionary Relationships; www.pan - 
therdb.org).

Основная часть идентифицированных протеинов 
участвует в клеточных (GO: 0009987; 22,8 %) и мета-
болических (GO: 0008152; 14,5 %) процессах, а также 
в процессах отклика на стимулы (GO: 0050895; 10,7 %), 
локализации (GO: 0051179; 10,1 %), иммунных про-
цессах (GO: 0002376; 9,9 %), биологической регуляции 
(GO: 0065007; 9,0 %). Бόльшая часть белков проявля-
ла каталитическую (GO: 0003824; 31,4 %), связываю-
щую (GO: 0005488; 37,1 %), структурно-молекулярную 
(GO: 0005198; 12,9 %), транспортную (GO: 0005215; 
9,0 %) и рецепторную (GO: 0004872; 6,7 %) активность. 
Основная часть белков представлена следующими клас-
сами: сигнальные молекулы (GO: PC00207; 12,3 %), 
гидролазы (GO: PC00121; 9,7 %), модуляторы энзимов 
(GO: PC00095; 10,7 %), рецепторы (GO: PС00197; 9,1 %).

При поиске потенциальных маркеров ММ исполь-
зовали дифференциально экспрессированные белки 
(ДЭБ), уровни которых статистически значимо увели-
чивались более чем в 2 раза в ЭС плазмы крови больных 
ММ по сравнению с РС. Полученные данные пред-
ставлены в табл. 2 и включают 12 протеинов, из кото-
рых фруктозобисфосфат-альдолаза (ALDOA), басигин 
(BSG), гомолог протеина 42, контролирующего кле-
точное деление (CDC42), молекула плотных межкле-
точных контактов A (JAM-A или F11R) детектировались 
нашим методом только в ЭС плазмы крови больных 
миеломой.

Обсуждение
Наиболее распространенными протеинами ЭВ яв-

ляются белки мембранного транспорта и слитые белки 
(аннексины, GTPases и флотиллины), тетраспанины, 
белки теплового шока, белки, участвующие в биоге-
незе мультивезикулярного комплекса, а также фосфо-
липазы [9].

Семейство тетраспанинов включает большое ко-
личество протеинов, имеющих схожую структуру и экс-
прессирующихся на поверхности клеток и/или на вну-
триклеточных везикулах. Как видно из табл. 1, нами 
обнаружены 6 тетраспанинов.

Роль тетраспанинов отмечена в таких фундамен-
тальных биологических процессах, как дифференци-
ровка, пролиферация, адгезия, миграция, иммунный 
ответ и др. Тетраспанины участвуют в сортинге содер-

жимого микровезикул, а их набор служит «паролем» 
для попадания ЭС в определенные типы клеток [10]. 
Доказана связь этого семейства белков с канцерогенезом. 
Показано существование фенотипически-геномной 
корреляции экспрессии CD81 у пациентов с миеломой 
[11]. По мнению авторов, повышенная экспрессия 
CD81 в плазматических клетках при миеломе является 
независимым неблагоприятным прогностическим фак-
тором для пациентов с симптоматической ММ.

Список белков, взаимодействующих с тетраспани-
нами, многообразен и включает интегрины, которые 
играют важную роль при межклеточных контактах, 
контроле миграции клеток, в осуществлении клеточ-
ного цикла и апоптозе клеток. Они регулируют эти 
функции в синергизме с другими сигнальными путями, 
включая тетраспанины в различных типах клеток че-
ловека [12]. Как видно из табл. 1, в ЭС были иденти-
фицированы 8 интегринов, что указывает на важную 
роль ЭС в переносе этих протеинов для обмена инфор-
мацией при межклеточном взаимодействии. Интегри-
ны присутствуют на клеточной поверхности и воздей-
ствуют на различные компоненты внеклеточного 
матрикса и сигналы, исходящие от клеток микроокру-
жения. Они формируют интегринзависимый сигналинг 
для регулирования пролиферации, миграции, инвазии, 
апоптоза и ангиогенеза [13].

Тетраспанины также активно взаимодействуют 
с матриксными металлопротеиназами (MMP), образуя 
комплексы [14]. Мы идентифицировали в ЭС больных 
склерозом MMP-8 и MMP-9, в то время как в ЭС боль-
ных ММ их уровни оказались за пределами чувстви-
тельности метода.

В дополнение к названным, в ЭВ повышены уров-
ни цитоскелетных белков (актины, кофилин 1, эзрин/ 
радиксин/моэзин, профилин 1 и тубулины), метабо-
лических ферментов (энолазы, глицеральдегид-3-фос-
фатдегидрогеназа, пероксиредоксины и пируваткиназа), 
интегринов, рибосомальных белков. Представители 
этих классов, обнаруженные в ЭС плазмы крови, по-
лученной от больных ММ и РС, представлены в табл. 1.

В последнее время уделяется повышенное внима-
ние внеклеточным везикулам из-за их важной роли 
в биологии раковых клеток, включая иммунный ответ, 
резистентность к противоопухолевым препаратам, 
метастазирование [15, 16]. Везикулярный протеом яв-
ляется перспективным источником для открытия био-
маркеров. При разработке методики профилирования 
белкового состава ЭС плазмы крови человека в каче-
стве объектов исследования были выбраны онкологи-
ческая и неонкологическая патологии (ММ и РС). 
Картирование протеома ЭС выполняли для 3 объеди-
ненных образцов от больных ММ и 3 – от больных РС. 
Предполагалось, что такой выбор патологий приведет 
к значительному различию в белковом содержимом ЭС, 
а использование дополнительных критериев отбора 
позволит идентифицировать ряд ДЭБ, которые потен-
циально можно рассматривать в качестве маркеров 
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миеломы. Несмотря на существенное различие в па-
тологиях, анализ показал близость качественного со-
става ЭС для обеих групп: из 332 идентифицированных 
белков 261 протеин обнаружен в ЭС как больных ММ, 
так и РС. Различие зафиксировали для 72 протеинов, 
40 из которых были идентифицированы только в ЭС 
плазмы крови больных ММ, а 32 – при РС. Отбор ДЭБ 
в качестве потенциальных маркеров ММ осуществля-
ли с учетом выполнения всех нижеперечисленных 
критериев.

• Белки были ранее обнаружены в ЭВ линий клеток 
ММ [17].

• Протеины ранее наблюдали в ЭВ, полученных 
из костного мозга больных ММ [17].

• Уровни их экспрессии в ЭС больных ММ должны 
быть статистически значимо >2 по сравнению с РС.
Дополнительно проводили анализ данных других 

исследователей на предмет участия этих протеинов 
в канцерогенезе. Как видно из табл. 2, всем 3 крите-
риям отбора удовлетворяли 11 протеинов, исключение 
составил F11R, который не обнаружен в ЭВ костного 
мозга больных ММ.

По нашему мнению, этому списку белков необхо-
димо уделить в дальнейшем повышенное внимание, 
в частности провести их валидацию на большем коли-
честве образцов при сравнении ЭС плазмы крови боль-
ных ММ с ЭС от доноров. Ниже представлена краткая 
аннотация биологической роли этих белков в канце-
рогенезе.

Фруктозобисфосфат-альдолаза, член семейства 
гликолитических ферментов, катализирующий обра-
тимую конверсию фруктозо-1,6-бисфосфата в глице-
ральдегид-3-фосфат и дигидроксиацетонфосфат, пред-
ставлена изомерами ALDOA, ALDOB и ALDOC. 
ALDOB участвует как в гликолизе, так и в глюконео-
генезе, тогда как ALDOA и ALDOC в основном в гли-
колизе. Сообщается, что ALDOA активирована в раз-
личных типах опухолевых клеток [18]. В нашем опыте 
ALDOA определялась только в ЭС больных ММ и мо-
жет рассматриваться как один из потенциальных мар-
керов ММ.

Аннексины представляют собой высококонсерва-
тивные Ca2+-зависимые мембраносвязывающие белки, 
которые проявляют широкий спектр функций при кле-
точном развитии и дифференцировке. Аннексин А2 
(ANXA2) способствует росту клеток миеломы, снижает 
апоптоз в линиях этих клеток и увеличивает образование 
остеокластов. ANXA2 экспрессируется клетками мие-
ломы и клетками микросреды костного мозга. Высокая 
экспрессия ANXA2 в клетках миеломы ассоциируется 
со значительным снижением общей выжи ваемости не-
зависимо от обычных прогностических факторов [19].

Аннексин A6 (ANXA6) участвует в организации кле-
точной мембраны и цитоскелета, гомеостазе холесте-
рина, нарушении обмена веществ, клеточной адгезии 
и трансдукции внутриклеточных сигналов. Уровни 
экспрессии ANXA6 тесно ассоциируются с многими 

видами злокачественных новообразований, включая 
миелому (повышенная экспрессия). ANXA6 проявля-
ет двойственные функции при раке, действуя либо как 
супрессор опухоли, либо как промотор в зависимости 
от типа рака и степени злокачественности [20]. Как 
видно из табл. 2, содержание ANXA2 и ANXA6 в ЭС 
больных ММ было выше в 3,4 и 2,6 раза соответствен-
но по сравнению с РС.

Как отмечалось выше, внеклеточные MMP взаи-
модействуют с тетраспанинами и играют решающую 
роль в деградации белков. Они также включаются 
в пролиферацию, миграцию, дифференцировку, ангио-
генез и апоптоз. Индуктор MMP (EMMPRIN), также 
известный как CD147 или BSG, представляет собой 
внутримембранный гликопротеин, продуцируемый в сет-
чатке, роговице, кератоцитами и нейронами [21]. Сверх-
экспрессия BSG обнаружена во многих типах неопла-
стических клеток [22]. Отмечена важная роль клеток 
миеломы в продукции и высвобождении металлопро-
теиназ в микроокружение. MMP-9 оказывает заметное 
влияние на прогрессирование заболевания и образо-
вание остеолитических повреждений [23]. Следует от-
метить, что содержание MMP-8 и MMP-9 в ЭС плазмы 
крови больных ММ не детектировалось нашим методом. 
Это указывает на слабую секрецию MMP-8 и MMP-9 
клетками MM в составе ЭВ, что подтверждается дан-
ными работы S. W. Harshman и соавт. [17].

Эзрин, член семейства белков-линкеров, действу-
ющих как сшивающий агент между мембранами и ак-
тиновым цитоскелетом, тем самым регулируя связь 
клеток с клетками и клеток с внеклеточным матриксом 
и подвижность клеток. Эзрин участвует в регуляции 
клеточной морфологии, клеточной адгезии и моду-
ляции внутриклеточных сигнальных путей. Он экс-
прессируется во многих видах неопластических тканей 
и в значительно большей степени при злокачественных 
опухолях мезенхимного происхождения (саркомы) 
[24]. Уменьшение экспрессии эзрина обращает процесс 
эпителиально-мезенхимального перехода через изме-
нение экспрессии маркеров эпителиально-мезенхи-
мального перехода и снижение регуляции транскрип-
ционных факторов [25].

JAM-A представляет собой белок суперсемейства 
иммуноглобулинов, кодируемый геном F11R, и экс-
прессируется на циркулирующих нейтрофилах, моно-
цитах, лимфоцитах и тромбоцитах. Он регулирует 
 образование плотных межклеточных контактов, транс-
миграцию лейкоцитов (прохождение клеток через меж-
эндотелиальные пространства и неповрежденные 
стенки капилляров и венул), дифференцировку эндо-
телиальных клеток-предшественников и активацию 
тромбоцитов [26]. Начинают появляться сообщения 
о роли JAM-A как важного неблагоприятного прогно-
стического показателя при регуляции опухолевой про-
грессии и появления метастазов [27]. Имеются сооб-
щения о высокой экспрессии JAM-A в клетках MM, 
ассоциированной с уменьшением выживаемости [28].
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Таблица 2. Потенциальные маркеры множественной миеломы, идентифицированные в экзосомах плазмы крови

Table 2. Potential markers for multiple myeloma identified in plasma exosomes

Интенсивность 
сигнала (рассеянный 
склероз), произволь-

ные единицы 
Signal intensity (multiple 
sclerosis), arbitrary units

Интенсивность сигнала 
(множественная 

миелома), произвольные 
единицы 

Signal intensity (multiple 
myeloma), arbitrary units

Название протеина 
Protein name

Индекс 
гена 

Gene index

Экстраклеточ-
ные везикулы 

клеток 
миеломы 

Extracellular 
vesicles 

of myeloma cell

Экстраклеточные 
везикулы костного 
мозга при миеломе 
Extracellular vesicles 

of bone marrow 
in myeloma

НД 
ND

150200

Фруктозобисфосфат-
альдолаза 

Fructosebisphosphate  
aldolase

ALDOA + +

151460 514770 Аннексин A2 
Annexin A2

ANXA2 + +

674980 1526600 Аннексин A6 
Annexin A6

ANXA6 + +

1847600 4090700

Rho GDP ингибитор 
диссоциации 2 

Rho GDP dissociation 
inhibitor 2

ARHGDIB + +

НД 80027 Басигин (EMMPRIN) 
Basigin (EMMPRIN) 

BSG + +

НД 130400

Гомолог протеина 42, 
контролирующего 
клеточное деление 

Cell division control protein 42 
homolog

CDC42 + +

156690 902420 Эзрин 
Ezrin

EZR + +

НД 190320

Молекула плотных 
межклеточных 

контактов A 
Tight junction molecule A

F11R + +

254010 575720

Rab GDP ингибитор 
диссоциации бета 
Rab GDR dissociation 

inhibitor beta

GDI2 + +

2729600 5887200
Белок теплового

шока 5 
Heat shock protein 5

HSPA5 + +

46668 98995 Пластин 2 
Plastin 2

LCP1 + +

74800 215250 Дисульфид-изомераза A6 
Disulfide isomerase A6

PDIA6 + +

Примечание. НД – не детектируется. 
Note. ND – non-detectable.

Rab GDP ингибитор диссоциации бета (GDI2) явля-
ется членом семейства ингибиторов диссоциации гуа-
нозиндифосфата, контролирующего рециркуляцию Rab 
GTPases, участвующих в мембранном трафике и необ-
ходимых для уменьшения адгезии и увеличения мигра-
ции раковых клеток, контролируя таким образом опу-
холевую прогрессию [29]. GDI2 действует в качестве 
регулирующего фактора для Rab-белков при развитии 

многих опухолей. Результаты протеомного анализа по-
казали, что экспрессия GDI2 в опухолевой ткани рака 
желудка [30] и рака яичников [31] снижена по сравнению 
с таковой в нормальной ткани. В нашем эксперименте 
наблюдалось увеличение в 2,3 раза экспрессии GDI2 
в ЭС плазмы крови больных ММ по сравнению с РС.

Активация нарушений фолдинга (сворачивания) 
белков, названного нефолдинговым белковым ответом, 
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существенна при солидных опухолях и коррелирует 
с агрессивными типами рака [32]. Поскольку синтез 
белка возрастает в быстрорастущих солидных опухолях, 
раковые клетки нуждаются в усилении функциониро-
вания эндоплазматического ретикулума [33]. Белок 
теплового шока 5 (HSPA5), также известный как GRP78/ 
BiP, является главным шапероном эндоплазматическо-
го ретикулума, который отвечает за нефолдинговый 
белковый ответ и участвует во многих клеточных про-
цессах, которые способствуют правильному фолдингу 
белков и предотвращают агрегацию вновь синтезиро-
ванных протеинов [34]. Сверхэкспрессия HSPA5 от-
мечалась в опухолях различных локализаций, включая 
легкие, молочную железу, предстательную железу, тол-
стую кишку, желудок и печень [35]. HSPA5 проявляет 
онкогенную активность, способствуя пролиферации, 
выживанию, метастазированию и лекарственной устой-
чивости опухолевых клеток, и его активность ассоции-
руется со злокачественностью новообразования и плохим 
прогнозом [36]. Мы также зафиксировали увеличение 
уровня HSPA5 в ЭС больных ММ в 2,16 раза.

Семейство человеческих пластинов включает 3 бел-
ковые изоформы: Т-пластин (PLS3), L-пластин (LCP1) 
и I-пластин (PLS1), кодируемые различными генами. 
PLS1 специфически экспрессируется в клетках тонкой 
кишки и почки. Клеточная специфичность других изо-
форм (PLS3 и LCP1) регулируется физиологическими 
условиями. PLS3 экспрессируется в широком спектре 
клеток, за исключением гемопоэтических. Эктопиче-
ская экспрессия пластинов в злокачественных клетках 
отмечалась во многих исследованиях [37]. Большин-
ство неопластических клеток, полученных из солидных 
опухолей, также экспрессируют PLS3. В то же время 
LCP1 экспрессируется в клетках большинства случаев 
рака человека и линий гемопоэтических клеток [37]. 
В частности, повышенная экспрессия LCP1 играет 
значительную роль в пролиферации и инвазии линий 
клеток рака толстой кишки [38]. Считается, что LCP1 
влияет на клеточную адгезию и подвижность через 
связывание актина [39].

PDIA6 является членом семейства дисульфид-изо-
мераз (PDI) с тиоредоксиноподобным доменом. Чле-
ны семейства PDI функционируют как изомеразы 
и молекулярные шапероны и играют важную роль 
во многих биологических процессах. Однако точная 

функция и молекулярные механизмы участия PDIA6 
в канцерогенезе и противоопухолевой лекарственной 
устойчивости остаются в значительной степени неиз-
вестными. В последние годы результаты многих иссле-
дований показали, что PDIA6 сверхэкспрессируется 
в клетках рака молочной железы и играет важную роль 
в иммунопрофилактике опухолевого роста. PDIA6 мо-
жет способствовать развитию рака и резистентности 
к противоопухолевым препаратам, активируя сигналь-
ный каскад Wnt/β-катенин. По мнению ряда авторов, 
PDIA6 может быть потенциальной мишенью при тар-
гетной терапии некоторых злокачественных новообра-
зований [40]. По сравнению с ЭС больных РС уровень 
PDIA6 у больных ММ возрастает в 2,9 раза.

Заключение
В результате поискового исследования унифици-

рована и апробирована методика получения ЭС из плаз-
мы крови человека, обедненной тромбоцитами и эри-
троцитами. Проведено типирование ЭС по маркерам 
CD63 и СD81, подтвердившее высокий выход ЭС 
и их чистоту. Разработан метод нано-ВЭЖХ-МС/МС 
анализа протеома ЭС плазмы крови человека, что по-
зволило впервые идентифицировать 332 белка в образ-
цах ЭС от больных ММ и РС.

Впервые обнаружены ДЭБ, уровни которых замет-
но повышены в ЭС плазмы пациентов со злокачествен-
ным поражением миеломных тканей. Биоинформаци-
онный анализ полученных результатов и сравнение их 
с данными литературы позволили обнаружить 12 поли-
пептидов, статистически значимо различающихся в зло-
качественных неоплазиях и неонкологических пора-
жениях нервной ткани (ММ и РС). Безусловно, это 
требует дополнительных исследований по валидации 
каждого из белков с использованием различных конт-
ролей, включая доноров. Мы предполагаем, что иденти-
фикация таких протеинов в клинических исследованиях 
позволит предварительно рассматривать их в качестве 
потенциальных маркеров ММ. Определение валидиро-
ванных белков в ЭС и других микровезикулах плазмы 
крови или костном мозге в дальнейшем, по нашему мне-
нию, может явиться очень перспективным тестом 
при мониторинге и лечении больных ММ с учетом про-
водимых при лечении последовательных аутологичных 
и/или аллогенных трансплантаций костного мозга.
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