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Аннотация 
Микросферы карбоната кальция, загруженные наночастицами магнетита, получены для выделения внеклеточных ве-

зикул (EVs) из биологических жидкостей. Для направленного захвата EVs поверхность магнитных микросфер покрыта ду-
бильной кислотой методом послойной сборки. Магнитные микросферы использованы для выделения EVs из среды для куль-
тивирования клеток. Количественные данные показали, что была достигнута эффективность улавливания 60 %.

Abstract 
Calcium carbonate microspheres loaded with magnetite nanoparticles are designed for isolation of extracellular vesicles (EVs) 

from biological fluids. The surface of magnetic microspheres is then coated with tannic acid by a layer-by-layer method, which induces 
EV capture on magnetic microsphere. The magnetic microspheres were applied to isolate EVs from cell culture media. The quantitative 
data revealed that 60 % capture efficiency was achieved.

Выделяемые клетками мембранные везикулы микро- и наноразмера 
чаще всего называют внеклеточными везикулами (EVs). Известно, что EVs 
участвуют во многих физиологических процессах, включая возникновение 
и прогрессирование различных патологических процессов, в том числе он-
кологических заболеваний  [1]. Однако выделение EVs из сложных биоло-
гических жидкостей с высоким выходом и достаточной чистотой остается 
сложной задачей. Стандартные методы (ультрацентрифугирование, ультра-
фильтрация, хроматография, осаждение) являются трудоемкими, требуют 
применения дорогостоящих приборов или приводят к  загрязнению EVs. 
Магнитная сепарация широко распространена для  выделения биомолекул 
и  имеет большой потенциал для  выделения EVs, так как характеризуется 
доступностью и обеспечивает высокую эффективность.

В  данной работе магнитные микросферы (MMS) получены путем 
адсорбции наночастиц оксида железа (Fe3O4) в  поры карбоната кальция 
(CaCO3) методом кристаллизации из  раствора (freezing-induced loading, 
FIL)  [2]. Микрофотографии MMS, полученные с  помощью просвечиваю-
щей электронной микроскопии (ПЭМ), приведены на рисунке. Поверхность 

MMS загруженных Fe3O4 покрывали дубильной кислотой (TA) методом послойного нанесения (LbL), где в каче-
стве связующего полиэлектролита использовали поливинилпирролидон (PVP), бычий сывороточный альбумин 
(BSA) или поли(аллиламин гидрохлорид) (PAH). 
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ПЭМ-изображение магнитных 
микросфер (MMS) [3] 
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Показано, что связывание EVs с поверхностью магнитных микросфер (MMS) происходит за счет взаимо-
действия дубильной кислоты и мембраны везикул. Согласно данным спектроскопии ядерно-магнитного резонан-
са, ТА связывается с фосфолипидами за счет водородных связей и путем образования катион-π комплекса между 
бензольным кольцом галловой кислоты и четвертичным амином холинового остатка. Более того, масс-спектро-
метрия с матрично-активированной лазерной десорбцией/ионизацией (MALDI) подтвердила, что белки, встроен-
ные мембрану, также могут образовывать комплекс с TA.

Чтобы оценить эффективность выделения EVs из биологических образцов, были использованы EVs, нахо-
дящиеся в супернатанте клеточной линии рака толстой кишки человека HCT116. Эффективность разработанной 
методики была оценена с использованием количественных и качественных методов анализа, таких как анализ 
траекторий наночастиц (NTA), определение содержания белка (BCA) и сканирующая электронная микроскопия 
(SEM). Разработанная методика имеет высокий потенциал применения, так как продемонстрировала сравнимую 
с гельпроникающей хроматографией (SEC) эффективность выделения EVs.
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