
Założenia ogólne
Algorytm rozpoznawania przewlekłej niewydolności nerek
(stadium G3-G5 przewlekłej choroby nerek), opierający
się na określeniu wydalania albuminy z moczem, stężenia
kreatyniny we krwi oraz szacowanej wielkości
przesączania kłębuszkowego, pozwala na rozpoznanie
50% utraty funkcji wydalniczej nerek [1].
Analiza zmiany składu białkowego egzosomów
(zewnątrzkomórkowych pęcherzyków błonowych)
izolowanych z moczu, może wskazywać na rozwijające się
zaburzenia struktury kłębuszków nerkowych na wczesnym
etapie rozwoju choroby.

Cel badań
Celem badań było opracowanie procedury izolacji
egzosomów z moczu.

Metodyka badań
Materiał do badań stanowił ludzki mocz poranny oraz
mocz z dobowej zbiórki moczu szczurów Wistar. Izolację
pęcherzyków błonowych przeprowadzono metodą
ultrawirowania (200000 g 1 h 4 ⁰C).

Wyniki
Ekspresję specyficznego antygenu egzosomalnego CD9
potwierdzono metodą Western blot.

Izolaty badano także przy użyciu kapilarnej elektroforezy
strefowej. Analiza ta wykazała obecność sygnału
o czasie migracji charakterystycznym dla pęcherzyków
zewnątrzkomórkowych.

Rozkład wielkości (67-263 nm) oraz stężenie
(5,2*1011-3,5*1012/ml) pęcherzyków błonowych określono
z wykorzystaniem techniki NTA.

Wyniki przeprowadzonych badań potwierdzają obecność
zewnątrzkomórkowych pęcherzyków błonowych/
egzosomów w uzyskanych izolatach.

Wnioski
Badania mają charakter wstępny. Planowane jest
badanie składu egzosomów izolowanych z moczu pod
kątem zawartości w nich białek pochodzenia
podocytarnego (nefryna i podocyna), które mogą
wskazywać na progresję spadku wielkości filtracji
kłębuszkowej i zaburzeń przepuszczalności bariery
filtracyjnej, odzwierciedlającej zaburzenie struktury
kłębuszków nerkowych [2].
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A - izolacja z dobowej zbiórki moczu szczura Wistar, próbka 1

Rycina 2. Sygnał z kapilarnej elektroforezy strefowej o czasie migracji 
charakterystycznym dla pęcherzyków zewnątrzkomórkowych

(izolacja z dobowej zbiórki moczu szczura Wistar)

Rycina 1. Ekspresja specyficznego antygenu egzosomalnego CD9 (24 kDa; 
MA5-31980, Thermo Fisher) określona metodą Western blot

(izolacja z dobowej zbiórki moczu szczura Wistar)
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Rycina 3. Rozkład wielkości oraz stężenie pęcherzyków błonowych określone
z wykorzystaniem techniki NTA

B - izolacja z ludzkiego moczu porannego

Stężenie pęcherzyków błonowych: 3,52*1012/ml
Średnia wielkość ± SEM: 125,1 ± 1,8 nm

Stężenie pęcherzyków błonowych: 5,18*1011 /ml
Średnia wielkość ± SEM: 148,5 ± 1,6 nm


