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Материалы и методы

Образцы ткани перитонеальных метастазов 
серозного РЯ были получены от трех пациенток 
в ходе циторедуктивных операций. Фрагменты 
ткани солидной структуры размером 5-7  мм 
без признаков некроза или кровоизлияний были 
подвергнуты механической дезинтеграции и 
фильтрации через клеточные сита с размером 
пор 50  мкм. Клеточный детрит был отделен от 
клеток путем центрифугирования (1000  g  — 
5  мин  — 4  °C), клетки дважды промыты фос-
фатно-солевым буфером (ФСБ). Осадок, полу-
ченный после второго центрифугирования был 
ресуспендирован в 10  % растворе диметилсуль-
фоксида в ФСБ, медленно заморожен и хра-
нился при -80  °C до использования. Время от 
получения материала до заморозки клеточной 
суспензии не превышало шесть часов. В работе 
были использованы культуры клеток РЯ Scov-3 
и Ovcar-3. Клетки культивировали в среде RPMI 
1640 с добавлением 10  % инактивированной 
фетальной бычьей сыворотки (Компания «Пан
Эко», Москва, РФ) и амикацина 100  мг/л (ОАО 
«Синтез», Курган, РФ) в стандартных условиях 
(37  °С, 5  % CO2). Образцы плазмы были полу-
чены от здоровых доноров в отделении пере-
ливания крови ФГБУ «НМИЦ онкологии им. 
Н.Н.  Петрова» Минздрава России. В соответ-
ствии с ПП №  331 от 12.04.2013, контейнеры 
с плазмой, соответствующие требованиям без-
опасности, но не востребованные для клини-
ческих целей, были разморожены при 4  °C и 
использованы для выделения ВНВ. Субстанция 
гидрохлорида доксорубицина была предоставле-
на АО «Омутнинская научная опытно-промыш-
ленная база» (Кировская область, п.  Восточное, 
Россия). 

ДНК-аптамеры. Выбор аптамеров, исполь-
зованных в работе, был основан на результатах 
исследований, авторы которых применяли тех-

нологию SELEX (Systematic Evolution of Ligands 
by EXponential Enrichment) и клетки РЯ в ка-
честве мишеней секции. Например, в исследо-
вании Dimitri Van Simaeys [1] было показано, 
что аптамеры AptTOV1 и AptTOV2 аффинно и 
относительно специфично взаимодействуют с 
клетками TOV-21G (ovarian clear cell adenocar-
cinoma). Maryam Nabavinia [2] и соавт. показали, 
что аптамер MN103 эффективно связывается с 
клетками линии A2780 (endometrioid adenocarci-
noma tumors). Lien-Yu Hung и соавт. [3] сравнили 
аффинность ряда аптамеров к клеткам, выделен-
ным из разных типов РЯ, и показали аффинное 
взаимодействие аптамера BG1-10 с клетками 
BG-1 (serous ovarian cancer). Gregory Benedetto 
[4] и соавт. разработали аптамер RLA02, аффин-
ный к клеткам Caov-3. Аптамер HF3-58 был вы-
бран на основе аффинности к клеткам A2780, 
резистентных к паклитакселу [5]. Молекулярные 
мишени перечисленных аптамеров не известны, 
но можно предполагать, что эти аптамеры могут 
обеспечить адресную доставку ВНВ к клеткам 
РЯ. Молекулярные мишени других аптамеров 
известны: STIP1 [1, 6], CA125 [6, 7]. В табл.  1 
представлены последовательности выбранных 
аптамеров.

Синтез и очистка (ВЭЖХ) ДНК-аптамеров 
были проведены АО «ГенТерра» (Москва, Рос-
сия), лиофилизаты были растворены в воде, 
аликвотированы и хранились при -20  °С. Син-
тез аптамеров, модифицированных флуоресции-
ном (FAM) или холестеролом (MN103-chol), был 
выполнен ЗАО «Синтол» (Москва, Россия). 

Проточная цитометрия была использована 
для анализа сродства ДНК-аптамеров, меченных 
флуоресцеином (FAM), к поверхности клеток 
РЯ в соответствии с ранее описанным протоко-
лом [8]. В экспериментах использовали буфер 
для связывания (БДС), состав которого опти-
мизировал формирование внутримолекулярных 
комплементарных связей. БДС готовили в виде 

Таблица 1. Последовательности выбранных аптамеров
Table 1. Nucleotide sequences of selected aptamers

Название/ Aptamer Последовательность нуклеотидов/Nucleotide Sequence Ссылка/ Reference

AptTOV1 atccagagtgacgcagcagatctgtgtaggatcgcagtgtagtggacatttactggctcgacacggtggctta [1]

AptTOV2 atccagagtgacgcagcataatctctacaggcgcatgtaatataatgaagcacctggacacgg tggctta [1]

MN103 tttcttcttaaatatgcgtcttacgtatgctacttaacagctt [2]

BG1-10 ggcaggaagacaaacacccggaaaaatccagcaaaaacaactaaaaaaaaaccaatggtctgtggtgctgta [3]

RLA02 ctcctctgactgtaaccacgagaaggtccagagagtagtggcataggtagtccagaagcca [4]

AptTOV6 atccagagtgacgcagcacggcactcactctttgttaagtggtctgcttcttaaccttcatcgacacggtggctta [6]

HF3-58 ttggagcagcgtggaggatatgctttccgaccgtgttcgtttgttataacgctgctcc [5]

CA125-40 tatcaattacttaccctagtggtgtgatgtcgtatggatg [7]

STIP1 cggcactcactctttgttaagtggtctgcttcttaaccttca [7]

CA125-25 ttatcgtacgacagtcatcctacac [8]
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пятикратной смеси: 25 mM HEPES, 5,3 mM KCl, 
1,8  mM CaCl2, 1,2  mM MgCl2, 145  mM NaCl, 
0,05  mg/mL yeast t-RNA, pH 7,4. В исследова-
нии использовали суспензии клеток двух линий 
(Scov-3 и Ovcar-3) и суспензии клеток, получен-
ные из образцов перитонеальных метастазов РЯ 
(n  =  3). Клетки линий Scov-3 и Ovcar-3 выра-
щивали до конфлюэнтности 70-80  %, снимали 
с помощью механического скребка. Суспензии 
клеток, полученные из перитонеальных мета-
стазов, быстро размораживали и трижды отмы-
вали от диметилсульфоксида в ФСБ. Подсчет 
подготовленных клеток проводили с помощью 
счетчика, TC20 Automated Cell Counter (Bio-
Rad, США). Для минимизации неспецифиче-
ской адсорбции ДНК-аптамеров на клеточной 
поверхности подготовленные клетки (100  000) 
инкубировали в 1  мл в блокирующего буфера 
(10 % фетальной бычьей сыворотки в ФСБ) при 
постоянном перемешивании (30  мин  — 4  °C). 
Несвязанные с клеточной поверхностью компо-
ненты сыворотки дважды отмывали ФСБ. Рас-
твор FAM-меченных аптамеров в 1-кратном БДС 
(0,1  мл  — 500  pM), инкубировали при услови-
ях диссоциации всех комплементарных связей 
(5  мин  — 95  °C), затем охлаждали до 4  °C, 
что обеспечивало формирование межмолекуляр-
ных связей и пространственную организацию 
молекул. Суспензию клеток (1  мл) и раствор 
аптамеров (0,1  мл) смешивали и инкубировали 
(90 мин — 4 °C) с использованием лабораторно-
го ротатора (500 об/мин). Несвязанные с клеточ-
ной поверхностью аптамеры дважды отмывали 
ФСБ. Интенсивность связывания аптамеров оце-
нивали с помощью цитометра Cytoflex (Beckman 
Coulter, США). В качестве отрицательного кон-
троля использовали клетки, инкубированные в 
буфере для связывания (без аптамеров). 

Выделение ВНВ из плазмы. Медленно раз-
мороженную донорскую плазму последователь-
но центрифугировали (400 g — 20 мин, 800 g — 
20 мин, 1500 g — 20 мин, 15000 g — 1,5 ч) при 
4 °C. Полученный супернатант фильтровали с по-
мощью фильтрационной системы PES 0,22  мкм 
(Jet Biofil, Китай), разводили ФСБ в соотноше-
нии 1:1, помещали в полипропиленовые про-
бирки (94  мл, Open-Top Thinwall Polypropylene 
Tube, кат №  345775) и центрифугировали при 
110  000  g  — 4  ч (Optima XPN-80, ротор 45 Ti, 
Beckman Coulter, США). Полученный осадок 
ресуспендировали в 1  мл ФСБ, переносили в 
пробирки с низкой адгезией (low-protein bind) и 
хранили при +4  °C в течение 4 дней. 

Анализ ВНВ. Размер и концентрацию выде-
ленных ВНВ оценивали методом анализа тра-
екторий наночастиц (АТН). Измерения проводи-
лись на анализаторе Nanosight NS300 (Malvern 
Panalytical, Великобритания). Уровень камеры: 

10, пороговый уровень  — 6. Каждый образец 
прокачивался через камеру наблюдения анали-
затора так, чтобы провести пять измерений на 
разных микрообъёмах одного и того же образ-
ца. Каждое измерение длилось 30 сек, включало 
749 кадров. По результатам пяти измерений про-
водился расчет средних значений размера и кон-
центрации наночастиц в суспензии. Для анализа 
данных использовали ПО NTA 2.3, поддержи-
вающее работу прибора. Полуколичественный 
анализ поверхностных «экзосомальных» марке-
ров (CD63, CD9) проводили с помощью проточ-
ной цитометрии. Суспензию ВНВ инкубировали 
с латексными частицами размером 4 мкм, Sulfate 
Latex Beads (Invitrogen, США) при постоянном 
перемешивании (20  мин  — 4  °C) для неспеци-
фической абсорбции ВНВ. После отделения не-
связанных ВНВ, частицы инкубировали (1  ч  — 
4 °C) с антителами, меченными красителем FITC 
(CD63-FITC, Ab18235, Abcam, США) или PE 
(CD9-PE, 312105, BioLegends, США), отмывали 
дважды ФСБ (15  мин  — 4  °C). Интенсивность 
связывания антител оценивали с помощью ци-
тометра Cytoflex (Beckman Coulter, США), обо-
рудованном аргоновым лазером с длиной волны 
488  нм. Для анализа данных использовали ПО 
CytExpert, поддерживающее работу прибора.

Морфологические характеристики ВНВ в 
рамках данной работы не исследовали. С учетом 
использования стандартизованной технологии 
выделения можно предполагать, что структура 
ВНВ соответствовала ранее опубликованным 
результатам криоэлектронной [9], сканирующей 
атомно-силовой [10] и низковольтной электрон-
ной [11] микроскопии. В целом проведенные ис-
следования характеристик выделенных частиц, 
позволили считать, что это внеклеточные нано-
везикулы, в состав популяции которых входили 
так называемые экзосомы. 

Формирование комплексов ДОКС-ВНВ 
проводили в соответствии с ранее описанным 
протоколом [13]. Доксорубицин растворяли 
в физиологическом р-ре (0,9  % NaCl). В экс-
периментах с ВНВ использовали пробирки с 
низкой адгезией (low-protein bind). К суспензии 
ВНВ (объем: 500  мкл, концентрация: 4  ×  1011 - 
8  ×  1011 частиц/мл) добавляли 500  мкл доксору-
бицина в концентрации 4  мг/мл. Смесь инку-
бировали (30  мин  — 37  °C), затем подвергали 
воздействию ультразвука (УЗ) в ультразвуковой 
ванне RK-31 (Bandelin, Германия) при силе тока 
0,2  А, при частоте  — 35  кГц, мощности УЗ  — 
160 В, используя циклический режим сонопора-
ции, 4 цикла × УЗ (30 с) — пауза (120 с). Гото-
вые комплексы ДОКС-ВНВ оставляли в течение 
30  мин «остыть» при комнатной температуре. 
Отделение комплексов ДОКС-ВНВ от несвязан-
ного с везикулами препарата проводили методом 
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гель-фильтрационной хроматографии с исполь-
зованием гравитационной колонки (Econo-Pac 
10 DG, Bio-Rad Laboratories, Inc, США), запол-
ненной 10 мл сефарозы CL-2B (Cytiva, Швеция) 
и уравновешенной ФСБ [13]. Колонку формиро-
вали при скорости фильтрации 1  мл/мин. Обра-
зец вносили в подготовленную колонку в объеме 
500  мкл, после погружения образца в гель, ко-
лонку заполняли ФСБ. Собирали и анализиро-
вали 12 фракций фильтрата по 1 мл. Эффектив-
ность загрузки доксорубицина оценивали путем 
анализа флуоресценции при известных длинах 
волн возбуждения (495  нм) и эмиссии (595  нм) 
[14, 15] с использованием планшетного анали-
затора Varioscan LUX (Thermo Fisher Scientific, 
США). Для анализа данных использовали ПО 
SkanIt, поддерживающее работу прибора.

Формирование комплексов ДОКС-ВНВ-
АПТ было основано на феномене неспецифи-
ческого взаимодействия гидрофобных молекул 
липидов с двуслойной биологической мембра-
ной. Предполагалось, что гидрофобная моле-
кула, связанная с лигандом любой природы, 
может «встраивается» в мембрану везикулы в 
качестве «якоря». В литературе представлены 
примеры использования разных липидов, вклю-
чая холестерол [16]. В ходе оптимизации про-
токола модификации везикулярной мембраны 
был использован конъюгат холестерола и флу-
оресцеина (Chol-FAM). После выбора условий 
реакции суспензию ВНВ (объем: 1  мл, концен-
трация: 4-7 × 108 частиц/мл) объединяли с конъ-
югатом Chol-АПТ (объем: 10 мкл, концентрация: 
100  µМ), перемешивали на вортексе в течение 
30  сек и инкубировали при комнатной темпе-
ратуре 5  мин. При выбранных условиях все 
молекулы конъюгата Chol-АПТ «встраивались» 
в мембраны ВНВ, поэтому полученную суспен-
зию модифицированных везикул не подвергали 
очистке и сразу использовали для in vitro экс-
периментов.

Цитотоксичность доксорубицина (сво-
бодной формы и в составе везикулярных 
комплексов) оценивали путем анализа мета-
болической активности клеток с помощью 
МТТ-теста (3-(4,5-диметил-2-тиазолил)-2,5-
дифенилтетразолия бромида) (TCI-Tokio 
chemical industry Со, Япония). Клетки Scov-3 и 
Ovcar-3 высевали в 96-луночный планшет (800 
клеток на лунку) накануне эксперимента. Перед 
анализом эффекта модификации везикулярной 
поверхности (ДОКС-ВНВ-АПТ) был проведен 
предварительный эксперимент с целью опреде-
ления значения полумаксимальной ингибирую-
щей концентрации (IC50) немодифицированных 
комплексов (ДОКС-ВНВ). Были приготовлены 
серии разведений ДОКС и суспензии комплек-
сов ДОКС-ВНВ в диапазоне концентраций док-

сорубицина от 1  mM до 1  pM. Среда в лунках 
была замещена подготовленными растворами, 
каждое разведение тестировали в трех тех-
нических повторах. Цитостатический эффект 
оценивали после 24  ч инкубации с помощью 
МТТ-теста. После растворения кристаллов фор-
мазана в диметилсульфоксиде (ДМСО, Sigma, 
Германия), анализ абсорбции среды (520  нм) 
проводили помощью планшетного анализатора 
Varioskan LUX (Thermo Fisher Scientific, США). 
Результаты трех повторов усредняли, расчет по-
казателей жизнеспособности клеток проводили 
относительно значения абсорбции формазана — 
продукта метаболизма клеток при стандартных 
условиях культивации. С помощью ПО Graph 
Pad Prizm 8 строили графики зависимости % 
жизнеспособных клеток от концентрации доксо-
рубицина и вычисляли значение IC50. Затем при 
этой концентрации доксорубицина проводили 
сравнительный анализ токсичности комплексов 
«ДОКС-ВНВ» и «ДОКС-ВНВ-АПТ» с помощью 
аналогичного МТТ-теста.
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