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Свойства малых внеклеточных везикул (мВВ) и их состав в настоящее время изучены недостаточно,
особенно в контексте психических расстройств. Для выяснения роли мВВ проведен количествен-
ный анализ мВВ в крови у больных фокальной эпилепсией, больных фокальной эпилепсией с де-
прессией, психогенными неэпилептическими приступами (ПНЭП) с депрессией, чистой депресси-
ей и биполярным аффективным расстройством (БАР) с текущим депрессивным эпизодом. (ДЭ).
Малые ВВ выделяли из сыворотки с помощью гель-фильтрации или преципитации ПЭГ, и оба ме-
тода показали очень похожие результаты. Во фракции мВВ определяли активность лизосомальных
ферментов. Кроме того, были выделены и количественно охарактеризованы нейрональные мВВ.
Концентрация мВВ в крови у пациентов с депрессией, фокальной эпилепсией или депрессией с фо-
кальной эпилепсией была выше, чем у здоровых добровольцев. Не было обнаружено различий меж-
ду пациентами и контрольной группой с точки зрения концентрации нейрональных мВВ. Еще од-
ним выводом нашей работы является то, что мВВ в сыворотке больных содержат различные лизо-
сомальные ферменты. Мы предполагаем, что концентрация мВВ в крови у больных с депрессией
или эпилепсией выше за счет секреции мВВ иммунными клетками. Обнаружение мВВ в крови па-
циентов с депрессией и фокальной эпилепсией делает обоснованными будущие попытки использо-
вать мВВ в качестве диагностических инструментов для этих расстройств.
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Список использованных сокращений
мВВ – малые внеклеточные везикулы
ПНЭП – психогенные неэпилептические

приступы
БАР – биполярное аффективное расстройство
ДЭ – депрессивный эпизод
ПЭГ – полиэтиленгликоль
BMI – индекс массы тела
BDI-II – шкала депрессии Бека

MMSE – краткая шкала оценки психического
статуса

ВВЕДЕНИЕ
Термин малые внеклеточные везикулы (мВВ)

используется для частиц размером 100–200 нм [1].
Использование этого термина в первую очередь
рекомендуется для случаев, когда состав и проис-
хождение частиц неизвестно или плохо охаракте-
ризовано. К мВВ относятся экзосомы и эктосомы
(также известные как микровезикулы) [1], при-
чем экзосомы – фракция частиц эндосомального
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происхождения – изучены лучше, тогда как об
эктосомах данных сравнительно мало.

В настоящее время сигнализация с участием
мВВ (в первую очередь экзосом) изучается очень
активно [2]. Особое внимание уделяется передаче
сигналов с помощью мВВ в головном мозге и изу-
чению роли мВВ в развитии неврологических
расстройств. мВВ головного мозга способны
проникать через гематоэнцефалический барьер
в кровь и, следовательно, могут служить доступ-
ным источником информации о состоянии го-
ловного мозга при различных патологиях [3].
Роль мВВ в течении неврологических заболева-
ний показана при болезни Альцгеймера, болезни
Паркинсона и боковом амиотрофическом скле-
розе [4–7]. Нами ранее было показано, что кон-
центрация мВВ в крови увеличивается при нали-
чии у больного депрессивного расстройства [8].
Увеличение концентрации мВВ было продемон-
стрировано четырьмя независимыми методами:
анализом траекторий наночастиц, динамическим
светорассеянием, содержанием белка в экзосо-
мальной фракции и иммуноферментным анали-
зом. Результаты, полученные этими методами,
сильно коррелировали друг с другом. В той же ра-
боте было показано, что динамическое рассеяние
света является наиболее простым и удобным для
пользователя методом грубой оценки концентра-
ции частиц размером около 100 нм [8].

В следующем эксперименте мы попытались
уточнить тип депрессии, характеризующийся по-
вышенным уровнем мВВ в сыворотке крови. Дру-
гая цель заключалась в выделении и количествен-
ной оценке мВВ нейронального происхождения
из крови пациентов. В нашем случае наиболее
подходящим методом выделения мВВ из сыво-
ротки оказалась гель-фильтрация, так как этот
метод обеспечивает наименьший уровень сыво-
роточных белков во фракции мВВ [9]. Однако в
некоторых экспериментальных ситуациях требу-
ются другие методы выделения мВВ из крови.
В частности, для выделения фракции нейрональ-
ных экзосом необходимо выделение суммарной
фракции частиц из крови с использованием вы-
сокомолекулярных полиэтиленгликолей (ПЭГ) [6].
Таким образом, в ряде экспериментов необходи-
мо использовать два метода выделения ВЭВ: пре-
ципитацию с помощью ПЭГ и гель-фильтрацию.
В то же время остается неизвестным, насколько
хорошо коррелируют результаты, полученные эти-
ми методами, поэтому мы исследовали корреля-
цию между этими методами на большом количе-
стве образцов.

мВВ содержат много белков, но функциональ-
ное значение большинства секретируемых вези-
кулярных белков неизвестно. В настоящее время
получены примеры функционально секретируемых
ферментов для нескольких протеаз семейства ме-

таллопротеиназ [10]. Например, в микроокруже-
нии опухоли процесс экзосомальной секреции
лизосомальных катепсинов является частью опу-
холевой инвазии [11]. Ранее мы наблюдали секре-
цию функциональных лизосомальных ферментов
[12, 13], но не имеем доказательств конститутив-
ной лизосомальной секреции этих ферментов в
составе мВВ. Поэтому еще одной целью нашего
исследования была проверка везикулярной лока-
лизации секретируемых лизосомальных фер-
ментов.

В настоящей работе мы впервые показали, что
сывороточные мВВ содержат лизосомальные фер-
менты, в том числе функционально активные
протеазы. Мы оценили не только функциональ-
ное содержание мВВ из сыворотки крови, но и
количество мВВ в сыворотке крови больных де-
прессией или эпилепсией. Наши результаты по-
казали повышенный уровень мВВ в крови у всех
пациентов с депрессией, эпилепсией и депресси-
ей с эпилепсией. При этом концентрация нейро-
нальных мВВ не отличалась от контроля. Таким
образом, мы делаем вывод, что повышенный уро-
вень циркулирующих мВВ в крови больных с
психическими и неврологическими расстрой-
ствами не связан с секрецией мВВ головным моз-
гом. Одно из возможных объяснений наших ре-
зультатов состоит в том, что дополнительные
мВВ в крови пациентов с этими патологиями сек-
ретируются иммунными клетками.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Пациенты. В исследование были включены

20 больных униполярной депрессией (F32.1, F32.2,
F33.1, F33.2), 6 больных биполярным аффектив-
ным расстройством с ДЭ (F31.3, F31.4), больные
фокальной эпилепсией (G40.1, G40.2, G40.9), де-
вять из них без ДЭ и восемь больных с ДЭ (F32.1,
F32.2, F33.1, F33.2), пять больных с ПНЭП
(F44.5) с ДЭ (F32.1, F32.2, F33.1, F33.2) и 10 участ-
ников контрольной группы. Субъекты включа-
лись последовательно из пациентов Московского
научно-практического центра психоневрологии с
14.01.2019 по 14.07.2019, если они соответствовали
критериям включения. Отдельная группа паци-
ентов, сопоставимая с ранее включенными паци-
ентами, была включена в исследование для
определения содержания липидов с 16.09.2019 по
31.12.2019. Критериями включения пациентов
были: наличие текущего ДЭ по диагностическим
критериям МКБ-10, возраст от 18 до 60 лет. Кри-
териями включения в контрольную группу были:
возраст от 18 до 60 лет. Критериями исключения
для всех групп были: расстройства шизофрениче-
ского спектра; история злоупотребления алкоголем
и психоактивными веществами; тяжелые невро-
логические заболевания (инсульт, болезнь Пар-
кинсона, деменция, черепно-мозговые травмы);
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дислипидемия; эндокринные нарушения (сахар-
ный диабет, дисфункция щитовидной железы
или прием тиреотропных препаратов/замести-
тельная терапия); любые инвалидизирующие за-
болевания внутренних органов; серьезный дефи-
цит зрения или слуха; значительные физические
нагрузки перед обследованием, круглосуточные
смены, прием антикоагулянтов и психотропных
препаратов в период до госпитализации или до
участия в исследовании. Демографическая ин-
формация включала возраст, пол, уровень обра-
зования, экономический статус. Мы также соби-
рали информацию об индексе массы тела (ИМТ).
Исследование было одобрено этическим комите-
том, и все участники подписали информирован-
ное согласие до начала исследования.

Диагноз фокальной эпилепсии был установ-
лен двумя опытными эпилептологами в соответ-
ствии с классификацией Международной проти-
воэпилептической лиги (ILAE) [14]. Пациентов
с ПНЭП после видео-ЭЭГ-мониторинга обсле-
довали два опытных эпилептолога и психиатр,
специализирующийся на диссоциативных рас-
стройствах. Диагноз депрессивного эпизода был
установлен психиатром с помощью M.I.N.I. меж-
дународного нейропсихиатрического интервью
(M.I.N.I. v 7.0.2). Для количественной оценки
симптомов депрессии использовали валидиро-
ванную российскую версию [15] BDI-II [16], ко-
торая является “золотым стандартом” для подоб-
ных исследований. По этой шкале 0–13 баллов
соответствуют минимальной депрессии, 14–19 –
легкой депрессии, 20–28 – умеренной депрессии,
29–63 – тяжелой депрессии. Скрининг на бипо-
лярное расстройство проводился с помощью ва-
лидированной русской версии [17] опросника ги-
помании – HCL-32 [18] с порогом ≥14, а диагноз
подтверждался психиатром с использованием
M.I.N.I. Когнитивную функцию оценивали с по-
мощью MMSE [19], а балл 24 и выше считали нор-
мальным. Длительность расстройства также оце-
нивалась для всех пациентов.

Сбор образцов. Материалом для исследования
служила сыворотка крови. Забор крови у пациен-
тов и участников контрольной группы осуществ-
лялся путем венепункции утром до еды. Извест-
но, что на формирование мВВ влияет множество
факторов [20], поэтому процедура забора крови и
преаналитический этап пробоподготовки были
максимально стандартизированы. Для всех проб
соблюдались одинаковые условия, а именно: вре-
мя и способ забора крови, тип моноветта и размер
иглы (21.5 G); временной интервал (не более
30 мин) и комнатная температура между забором
крови и центрифугированием (22°C); условия
центрифугирования; условия хранения биологи-
ческого материала на всех этапах анализа. Паци-
енты с депрессивным расстройством были про-

анализированы до назначения медикаментозной
терапии.

Выделение мВВ из сыворотки с помощью гель-
фильтрации. Исследование выполнено с исполь-
зованием оборудования Центра коллективного
пользования № 40606 ИВНД и НФ РАН “Функ-
циональное картирование мозга”. Перед выделе-
нием мВВ образцы сыворотки крови очищали от
клеточного дебриса, агрегатов и высокомолеку-
лярных комплексов центрифугированием при
15000 g в течение 30 мин при 4°С. мВВ выделяли
из полученной сыворотки с помощью гель-филь-
трации. Колонку для гель-фильтрации заполняли
10 мл смолы Sepharose CL-2B (GE Healthcare,
США) и уравновешивали PBS. На колонку нано-
сили предварительно отцентрифугированную
сыворотку крови в объеме 500 мкл, после добав-
ления пробы наносили 2.5 мл PBS, элюат отбра-
сывали. После этого наносили 1 мл PBS и собира-
ли элюат для дальнейшего анализа. Перед следу-
ющей пробой колонку промывали не менее 10 мл
PBS [21]. мВВ были заморожены при –80°C.

Выделение мВВ с помощью преципитации ПЭГ
6000. Фракция мВВ была выделена по протоколу,
описанному ранее с некоторыми модификация-
ми [22]. Перед выделением мВВ образцы сыво-
ротки крови очищали от клеточного дебриса, аг-
регатов и высокомолекулярных комплексов цен-
трифугированием при 15000 g в течение 30 мин
при 4°C. Полученную сыворотку осаждали ПЭГ
6000. Для этого к 500 мкл сыворотки добавляли
500 мкл 6% ПЭГ 6000 в 45 мМ NaCl и смесь инку-
бировали в течение 30 мин на льду. Затем образцы
центрифугировали при 1500 g в течение 30 мин
при 4°C. Полученный осадок промывали 100 мкл
PBS и растворяли в 500 мкл PBS. Полученную
фракцию замораживали при –80°С.

Динамическое рассеяние света. Динамическое
светорассеяние фракции мВВ определяли на
приборе Zetasizer Nano S производства Malvern
Panalytical (Великобритания). В кварцевую кю-
вету заливали 1 мл фракции мВВ, разбавленной
в 10 раз в PBS, и определяли светорассеяние под
углом 173 градуса на длине волны 633 нм в 10 по-
вторах по 10 с. Прибор позволяет определить
количество отраженных фотонов, выраженное
в тысячах фотонов в секунду (kcps). Общее коли-
чество отраженных фотонов используется для
расчета размера частиц, но может служить и неза-
висимым параметром, характеризующим обра-
зец. Наша предыдущая работа показала, что
количество фотонов является надежным показа-
телем, характеризующим концентрацию мВВ в
образце [8].

Определение концентрации липидов во фракции
мВВ. Концентрацию общих липидов определяли
по сульфофосфофованилину [23]. Эппендорфы
предварительно обрабатывали 70 мкл хлорофор-
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ма и инкубировали на шейкере при встряхивании
в течение 10 мин при 90°C до испарения хлоро-
форма. В эти пробирки добавляли 50 мкл фрак-
ции мВВ в PBS. Затем к пробам добавляли 250 мкл
96% серной кислоты и инкубировали при встря-
хивании в течение 20 мин при 90°С. После инку-
бации образцы охлаждали до комнатной темпера-
туры и по 220 мкл каждого образца переносили в
лунку 96-луночного планшета. В лунки планшета
добавляли 110 мкл фосфо-ванилинового реагента
(0.2 мг/мл ванилина в 17% фосфорной кислоте) и
инкубировали в течение 10 мин при комнатной
температуре, после чего определяли оптическую
плотность при 540 нм с помощью планшетного
флуориметра HidexSense. (PerkinElmer, Фин-
ляндия). В качестве стандарта использовали рас-
твор масла в хлороформе с концентрацией до
2 мкг/мл.

Ультрафильтрация мВВ. Для проведения дот-
блоттинга или анализа активности ферментов
мы концентрировали частицы с использованием
концентраторов Amicon Microcon YM-3. Сначала
фракцию (0.5 мл) загружали в емкость для проб и
центрифугировали при 13000 g в течение 40 мин
при 4°C. Далее концентрированный образец от-
бирали в новую пробирку при 1000 g в течение
3 мин. Из 900 мкл исходной фракции sEV было
получено около 200 мкл концентрата. Получен-
ный концентрат хранили при –80°С.

Определение концентрации белка в мВВ. Кон-
центрацию белка определяли флуоресцентным
методом с использованием CBQCA. Реакцию
проводили в лунках 96-луночного планшета.
К 20 мкл образца добавляли 110 мкл 0.1 М борат-
ного буфера рН 9.3, 5 мкл 20 мМ KCN и 10 мкл
рабочего 2 мМ раствора CBQCA. Полученную
смесь инкубировали в течение 60 мин в темноте
при комнатной температуре, после чего измеряли
флуоресценцию при длинах волн возбужде-
ния/испускания 450/550 нм на планшетном флу-
ориметре Hidex Sense (PerkinElmer, Финляндия).
В качестве стандарта использовали раствор БСА
различной концентрации.

Выделение мВВ нейронального происхождения.
Исходным материалом для выделения мВВ ней-
ронального происхождения служила фракция мВВ,
выделенная с помощью ПЭГ и концентрирован-
ная ультрафильтрацией [24]. Некоторые образцы
были потрачены на оптимизацию эксперимента
(время инкубации и концентрация антител), по-
этому представлены результаты только на основе
части исходных образцов. мВВ инкубировали
ночь при 4°С в присутствии 4 мкг мышиных анти-
тел против белка CD171 человека (L1CAM) (клон
5G3, eBioscience, США) в 3% БСА. Затем добав-
ляли 15 мкл стрептавидин-агарозы (Ultralink,
Thermo Scientific, США) в 25 мкл 3% БСА и смесь
инкубировали в течение 6 ч при 4°С. Затем смесь

центрифугировали в течение 1 мин при 500 g для
осаждения смолы с захваченными на ней нейро-
нальными мВВ. Осадок дважды промывали 500
мкл PBS, а затем ресуспендировали в 200 мкл 0.1
М раствора глицина, рН 2.5, встряхивали в тече-
ние 10 мин и центрифугировали в течение 1 мин
при 500 g для диссоциации нейрональных мВВ от
смолы. Элюаты немедленно нейтрализовали 10
мкл 1 М Трис pH 8.0. Концентрацию мВВ в элю-
атах оценивали методом динамического свето-
рассеяния.

Дот-блот. Чтобы оценить наличие тетраспа-
нинов в нейрональных мВВ, мы провели дот-
блоттинг с использованием антител против CD9
(MA1-80307, Thermo, Великобритания), CD81
(SAB3500454, Sigma, Германия) и CD63 (10628D,
Thermo, Норвегия). мВВ наносили на нитроцел-
люлозную мембрану с помощью аппарата Bio-
Dot (Biorad, США). Мембрану высушивали на
воздухе и блокировали 2% обезжиренным сухим
молоком в TBST в течение 60 минут при комнат-
ной температуре, а затем обрабатывали антитела-
ми при комнатной температуре в течение 1 ч. По-
сле трехкратной промывки TBST по 10 мин мем-
брану инкубировали с субстратом в течение
5 мин. Хемилюминесценцию определяли с помо-
щью MicroChemi (DNR Bio Imaging systems ltd,
Израиль) и количественно определяли с помо-
щью программного обеспечения GelQuant.

Протеолитическая активность с субстратом ом-
никатепсина. Суммарную протеолитическую ак-
тивность цистеинзависимых катепсинов опреде-
ляли в мВВ, выделенных методом гель-фильтра-
ции. Небольшой набор образцов был случайным
образом был выбран из каждой группы и объеди-
нен для проведения пилотного эксперимента.
В этом пилотном эксперименте было определено
оптимальное время инкубации, поэтому количе-
ство представленных образцов немного меньше,
чем указано выше. Концентрированные мВВ ин-
кубировали при 37°С в реакционном буфере
(100 мМ MES pH 4.5, 10 мМ дитиотреитола, 1 мМ
ЭДТА) в двух параллельных образцах с добавле-
нием 50 мкМ флуорогенного субстрата (N-бен-
зоксикарбокси-Phe-Arg-7-амино-4-метилкумарин,
Z-FR-AMC, субстрат омникатепсина для всех
цистеиновых катепсинов). Флуоресценцию из-
меряли в течение 60 мин на планшетном флуори-
метре Wallac 3 (PerkinElmer, США) при длинах
волн возбуждения и испускания 380 и 440 нм со-
ответственно. Протеазную активность рассчиты-
вали по флуоресценции известных концентраций
стандарта АМС и выражали в пмоль/мин/мг
белка.

Анализ активности β-гексозаминидазы. Актив-
ность β-гексозаминидазы определяли в мВВ,
выделенных с помощью гель-фильтрации. Не-
большой набор образцов был случайным образом
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выбран из каждой группы и объединен для прове-
дения пилотного эксперимента. Оптимальные
экспериментальные условия (время инкубации,
рН реакции и концентрация субстрата) были
определены в этом пилотном эксперименте, по-
этому количество представленных образцов не-
много меньше, чем указано выше. К концентри-
рованным мВВ добавляли три объема 100 мМ
цитрата натрия, рН 4.5, содержащего 1 мМ суб-
страта β-гексозаминидазы 4-метилумбеллиферил
N-ацетил-β-D-глюкозаминида, и инкубировали
при 37°C в течение 60 мин. Реакцию останавлива-
ли пятикратным избытком 0.1 М глицина, рН
10.5, и определяли интенсивность флуоресцен-
ции при длинах волн возбуждения и испускания
365 и 440 нм соответственно. В качестве стандар-
та использовали 4-метилумбеллиферон.

Обработка мВВ протеазами. Для проверки ло-
кализации лизосомальных ферментов концен-
трированные мВВ обрабатывали протеиназой К,
трипсином или проназой. Протеазы растворяли в
50 мМ Трис, рН 8.0, и смешивали с образцами до
конечной концентрации 1 мг/мл. Образцы инку-
бировали при 37°С в течение 60 мин, после чего
реакцию останавливали добавлением ФМСФ до
1 мМ. В полученных образцах определяли актив-
ность гексозаминидазы, как описано выше. Кро-
ме того, протеазное расщепление лизосомальных
ферментов во фракции sEV проверяли в присут-
ствии 1% SDS.

Статистический анализ. Статистический ана-
лиз выполнен в STATISTICA for Windows ver. 12.5
(StatSoft Inc, США) и GraphPad Prism вер. 8
(GraphPad Soft, США). Результаты представлены
в виде среднего значения ± стандартное отклоне-
ние (M ± SD), среднего значения (min–max) или
среднего значения (нижний 95% доверитель-
ный интервал – верхний 95% доверительный ин-
тервал). Статистическую значимость различий
между группами определяли с помощью непара-
метрического дисперсионного анализа (ANOVA
Крускала–Уоллиса). Множественные сравнения

были сделаны с использованием критерия Данна.
Для выявления связи между переменными прово-
дили корреляционный анализ с расчетом ранго-
вого коэффициента корреляции Спирмена (ρ) и
линейный регрессионный анализ, для которого
адекватность модели определяли по коэффици-
енту детерминации (R-квадрат). t-статистика
использовалась для проверки того, значимо ли ρ
отличается от нуля (встроенный алгоритм в
GraphPad Prism). Выбросы определялись в
GraphPad Prism с использованием встроенного
алгоритма ROUT (Q = 1%). Все обнаруженные
выбросы были исключены из анализа. Различия
считали достоверными при уровне значимости
р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Сравнительная характеристика участников ис-
следования. Все участники всех исследуемых
групп были сопоставимы по возрасту и полу. По
шкале BDI-II было 8 пациентов с минимальной
депрессией, 6 – с легкой депрессией, 11 – с уме-
ренной депрессией и 23 – с тяжелой депрессией.
По данным MMSE, все пациенты имели нор-
мальные когнитивные функции. Характеристики
групп представлены в табл. 1.

Корреляция количества мВВ, выделенных раз-
ными методами. Одной из целей нашего исследо-
вания было сравнение двух методов выделения
мВВ: с помощью преципитации ПЭГ и с помо-
щью гель-фильтрации. Общее количество образ-
цов для этого эксперимента равно 56. Результаты
представлены на рис. 1а. Наилучшая аппрокси-
мация представляет собой прямую, слегка сме-
щенную вверх от оси x (т.е. точка пересечения с
осью y составляет около 3500), так что выделен-
ные образцы ПЭГ всегда завышены по сравне-
нию с образцами гель-фильтрации. Коэффици-
ент наклона этой прямой равен 1.7, что больше
единицы; это указывает на большее количество
мВВ, выделенных с помощью ПЭГ, по сравне-

Таблица 1. Характеристика исследованных групп

Группа
Количество 
участников, 

(m/f)

Средний возраст, 
лет (min–max)

BMI, 
M ± SD

Средняя 
длительность, 
лет (min–max)

BDI-II, 
M ± SD

MMSE, 
M ± SD

Здоровый контроль 10 (4/6) 28.4 (24–39) 22.3 ± 2.4
Униполярная депрессия 20 (3/17) 33.4 (19–59) 23.2 ± 4.0 6.6 (0.5–20) 33.8 ± 10.4 28.5 ± 1.4
Фокальная эпилепсия 
без депрессии

9 (4/5) 33.7 (20–56) 25.5 ± 5.8 14.9 (3–36) 5.5 ± 3.3 27.4 ± 1.5

Фокальная 
эпилепсия с ДЭ

8 (2/6) 37.0 (22–52) 23.8 ± 2.9 11.1 (3–26) 19.9 ± 6.9 28.0 ± 1.3

ПНЭП с ДЭ 5 (1/4) 31.2 (18–50) 21.1 ± 2.2 9.6 (3–32) 34.0 ± 7.5 29.0 ± 1.2
БАР с ДЭ 7 (1/6) 27.9 (21–48) 24.2 ± 9.7 8.3 (2–17) 34.7 ± 10.5 28.7 ± 1.8
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нию с количеством мВВ, выделенных с помощью
гель-фильтрации (рис. 1а). Коэффициент детер-
минации для этой аппроксимации составил 0.44.

Между результатами этих методов выделения
была обнаружена высокодостоверная корреля-
ция ρ = 0.52 (95% доверительный интервал 0.28–
0.69, p < 0.001), что может свидетельствовать о
том, что оба метода выделяют сходные по составу
фракции мВВ. В другом эксперименте проверяли
связь между концентрацией липидов во фракции
мВВ и интенсивностью динамического светорас-
сеяния. Общее количество образцов для этого
эксперимента составило 72. Результаты показаны
на рис. 1б. Лучшим приближением является ли-
нейное приближение с нулевой концентрацией
sEV, соответствующей нулевой концентрации ли-
пидов во фракции sEV (рис. 1б). Коэффициент
детерминации для этого приближения составил
0.66.

Кроме того, между количеством частиц и кон-
центрацией липидов в образцах обнаружена вы-
сокодостоверная корреляция, ρ = 0.4 (95% дове-
рительный интервал 0.75–0.90, p < 0.0001), что
свидетельствует о том, что все выделенные части-
цы имеют одинаковое содержание липидов и, ве-
роятно, относятся к сходным по липидному со-
ставу видам. Эти эксперименты показывают, что
методы ПЭГ и гель-фильтрации дают приемлемо
аналогичную оценку количества частиц в образ-
цах (рис. 1а), поэтому в некоторых случаях их
можно использовать взаимозаменяемо.

Мы сравнили концентрацию мВВ в сыворотке
крови больных с разными диагнозами (униполяр-
ная депрессия, фокальная эпилепсия, фокальная
эпилепсия с ДЭ, ПНЭП с ДЭ и БАР с ДЭ), выде-
лив мВВ двумя разными методами. Как и ожи-
далось, результаты оказались очень похожими
(рис. 1а). Количество мВВ, выделенных с помо-
щью ПЭГ, показано на рис. 1в, а количество мВВ,
выделенных с помощью гель-фильтрации, пока-
зано на рис. 1г. И в первом, и во втором случае
дисперсионный анализ Крускала–Уоллиса вы-
явил достоверные различия (H(5, 56) = 16.45, p =
0.006, H(5, 56) = 16.67, p = 0.005, соответствен-
но).

Оба метода выделения мВВ выявляют значи-
тельное повышение концентрации частиц в сы-
воротке крови больных фокальной эпилепсией
по сравнению с контрольной группой (рис. 1в, г).
Гель-фильтрация оказалась более чувствительной в
выявлении различий между группами (рис. 1г).
В сыворотке крови больных депрессией или де-
прессией с фокальной эпилепсией концентрация
частиц была значительно повышена относитель-
но контроля (рис. 1г). Среднее значение и дове-
рительный интервал (нижний 95% ДИ — верхний
95% ДИ) для контрольной группы на рис. 1в со-
ставляет 4594 (2801–6387), а для группы с фокаль-

ной эпилепсией — 13902 (9241–18563). На рис. 1г
средние значения и доверительные интервалы со-
ставляют 1155 (539–1771) для контрольной группы,
2876 (2426–3325) для депрессии без эпилепсии,
4411 (2388–6435) для эпилепсии без депрессии и
3007 (1803–4212) для депрессии с эпилепсией.
Так, доверительный интервал для контрольной
группы лежит значительно ниже доверительного
интервала для группы эпилепсии (рис. 1в и 1г), а
также для группы депрессии (рис. 1г). Эти резуль-
таты позволяют сделать вывод, что группа де-
прессии и группа эпилепсии достоверно отлича-
ются от контрольной группы, несмотря на не
столь большое количество пациентов в группах.

Таким образом, все данные, представленные
на рис. 1, лежат в основе нашего первого важного
методологического вывода, заключающегося в
том, что оба метода выделения мВВ из сыворотки
дают очень близкие результаты. Второй вывод
имеет научное значение: у пациентов с ДЭ и фо-
кальной эпилепсией при ДЭ и у пациентов только
с фокальной эпилепсией концентрация мВВ в
сыворотке значительно повышена (рис. 1г). Это
открытие требует более глубокого изучения про-
исхождения и состава мВВ в сыворотке крови.

Мы предположили, что повышение концен-
трации мВВ в крови больных с психическими и
неврологическими расстройствами связано с мВВ
нейронального происхождения. Однако оказа-
лось, что концентрация мВВ нейронального про-
исхождения в крови этих больных не отличалась
от контрольного уровня. Этот результат подтвер-
ждается данными динамического светорассеяния
(рис. 2а), а также иммунореактивностью тетрас-
панинов CD81 (рис. 2б), CD9 (рис. 2в) и CD63
(рис. 2г) во фракции нейрональных мВВ.

Мы измеряли активность лизосомальных фер-
ментов во фракции мВВ. Основываясь на наших
предыдущих результатах, мы решили определить
активность β-гексозаминидазы и общую протео-
литическую активность лизосомальных цистеи-
новых катепсинов. В этом эксперименте все образ-
цы были сконцентрированы примерно в четыре
раза, поскольку активность в неконцентрирован-
ных образцах обычно не обнаруживалась (данные
не представлены). Активность лизосомальной
β-гексозаминидазы при мВВ в сыворотке боль-
ных показана на рис. 3а, а суммарных лизосо-
мальных цистеиновых катепсинов – на рис. 3б.
Различий между группами не обнаружено. Не-
смотря на то, что различий обнаружено не было,
эти активности обнаруживались во всех образцах
с высокой достоверностью. В случае, когда обе
активности происходят из одной и той же орга-
неллы, лизосомы, мы ожидаем найти корреля-
цию между активностью β-гексозаминидазы и
цистеиновых катепсинов. Для проверки взаимо-
связи между этими действиями был проведен ли-



НЕЙРОХИМИЯ  том 40  № 4  2023

ПОВЫШЕННЫЙ УРОВЕНЬ МАЛЫХ ВНЕКЛЕТОЧНЫХ ВЕЗИКУЛ 387

Рис. 1. Два метода выделения мВВ дали схожие результаты. Каждая точка представляет отдельного пациента. (а) Корреля-
ция между концентрацией частиц в образцах, выделенных ПЭГ, и образцах, выделенных гель-фильтрацией. Коэффициент
корреляции ρ = 0.52 (95% доверительный интервал 0.28–0.69, р < 0.0001). Сплошная линия представляет наилучшее при-
ближение данных к данным, а пунктирная линия представляет 95% доверительный интервал. Концентрацию частиц, вы-
деленных двумя способами, оценивали по динамическому светорассеянию; (б) Корреляция между концентрацией частиц
в образцах, выделенных гель-фильтрацией, и концентрацией липидов в этих образцах. Коэффициент корреляции ρ = 0.84
(95% доверительный интервал 0.75–0.90, p < 0.0001). Сплошная линия представляет наилучшее приближение данных к
данным, а пунктирная линия представляет 95% доверительный интервал. Концентрацию частиц оценивали по динамиче-
скому светорассеянию, а концентрацию липидов – по сульфофосфофованилину; (в) Концентрация частиц в сыворотке
крови больных с разными диагнозами. Частицы выделяли с помощью ПЭГ, а их концентрацию оценивали по динамиче-
скому светорассеянию. Дисперсионный анализ Крускала–Уоллиса ANOVA H(5, 56) = 16.45, p = 0.006, множественные
сравнения контрольной группы между собой проводились по критерию Данна, *** p < 0.001 с контролем. Размер выборки
n = 10 для здорового контроля, n = 19 для униполярной депрессии, n = 9 для фокальной эпилепсии без депрессии, n = 7 для
фокальной эпилепсии при ДЭ, n = 5 для психогенных неэпилептических припадков при ДЭ, n = 6 для биполярного аффек-
тивного расстройства при ДЭ; (г) Концентрация частиц в сыворотке крови больных с разными диагнозами. Частицы выде-
ляли гель-фильтрацией, концентрацию частиц оценивали по динамическому светорассеянию. Дисперсионный анализ
Крускала–Уоллиса ANOVA H(5, 56) = 16.67, p = 0.005, множественные сравнения с контрольной группой проводились по
критерию Данна, * p < 0.05, ** p < 0.01 с контролем. Размер выборки n = 10 для здорового контроля, n = 19 для униполярной
депрессии, n = 8 для фокальной эпилепсии без депрессии, n = 8 для фокальной эпилепсии при ДЭ, n = 5 для психогенных
неэпилептических припадков при ДЭ, n = 6 для биполярного аффективного расстройства в ДЭ.
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нейный регрессионный анализ; результаты пред-
ставлены на рис. 3в. Коэффициент детерминации
для этого приближения составил 0.66. Наилуч-
шим приближением является линейное прибли-

жение с нулевой активностью лизосомальных ци-
стеинзависимых протеаз в мВВ, что соответствует
активности лизосомальной β-гексозаминидазы
во фракции мВВ, близкой к нулю (рис. 3в). Меж-

Рис. 2. мВВ нейронального происхождения в сыворотке крови больных с разными диагнозами. (а) Концентрация мВВ
нейронального происхождения в сыворотке крови больных с разными диагнозами. мВВ сначала осаждали ПЭГ, а за-
тем иммунопреципитировали антителом L1CAM (CD171). Концентрацию частиц оценивали по динамическому све-
торассеянию; (б) Иммунореактивность CD81 частиц, несущих L1CAM. Различий между группами выявлено не было;
(в) Иммунореактивность CD9 частиц, несущих L1CAM. Различий между группами выявлено не было; (г) CD63-им-
мунореактивность частиц, несущих L1CAM. Различий между группами выявлено не было. Для всех представленных
графиков размер выборки n = 6 для здорового контроля, n = 11 для униполярной депрессии, n = 6 для фокальной эпи-
лепсии без депрессии, n = 6 для фокальной эпилепсии в ДЭ, n = 5 для ПНЭП с ДЭ, n = 6 для БАР с ДЭ.
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ду этими двумя активностями была обнаружена
высокодостоверная корреляция ρ = 0.89 (95% до-
верительный интервал 0.81–0.94, p < 0.0001), что
указывает на то, что обе активности имеют один и
тот же источник, в нашем случае – это лизосомы.
Известно, что ферментативная активность, свя-
занная с мВВ, может исходить из сыворотки, а не
из содержимого мВВ. Таким образом, остался не-
выясненным вопрос об источнике активности
лизосомальных ферментов. Для его выяснения
мы обработали мВВ различными протеазами и
обнаружили полностью сохраненную β-гексо-
заминидазную активность во фракции мВВ (рис.
3г), что указывает на истинную внутривезикуляр-
ную локализацию лизосомальных ферментов или
на тесную связь лизосомальных ферментов с
мВВ, так что они защищены от деградации проте-
азами белковой короной мВВ.

В этом же эксперименте показано, что инкуба-
ция sEVs с протеиназой К в присутствии 1% SDS
полностью подавляет активность β-гексозамини-
дазы (данные не представлены). Активность ли-
зосомальных цистеиновых катепсинов в мВВ
после обработки протеазами не определяли,
поскольку мы использовали неспецифический
субстрат, который может расщепляться и добав-
ленными протеазами, что может приводить к за-
вышению активности катепсинов. Корреляция
между активностью различных лизосомальных
ферментов в мВВ указывает на то, что лизосомы
являются источником некоторых мВВ. Результа-
ты, полученные с β-гексозаминидазой после об-
работки протеазами, убедительно показали, что
мВВ действительно содержат лизосомальные фер-
менты.

Наши результаты показывают, что концентра-
ция мВВ в сыворотке пациентов с ДЭ, фокальной
эпилепсией и ДЭ или только фокальной эпилеп-
сией повышена по сравнению с контрольным
уровнем (рис. 1г). Мы предположили, что некото-
рые симптомы патологии могут быть связаны с
повышением уровня мВВ в сыворотке крови. Для
выявления возможных ассоциаций мы провели
корреляционный анализ между концентрацией
мВВ и выраженностью симптомов депрессии
(рис. 4а), снижением когнитивных функций
(рис. 4б) и длительностью заболевания (рис. 4в).
Ни одной корреляции не выявлено. Между кон-
центрацией мВВ и возрастом пациентов выявле-
на слабая связь (рис. 4г) с коэффициентом корре-
ляции ρ = 0.32 (95% доверительный интервал
0.06–0.54, p < 0.05) и коэффициентом детермина-
ции 0.08.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
В последнее время интерес к мВВ неуклонно

растет. Показано, что мВВ участвует в самых раз-
ных процессах в организме: от обучения и памяти

[25] до прекондиционирования к летальному по-
вреждению [26, 27]. В онкологии циркулирующие
мВВ определяют метастазирование [28], в обла-
сти цереброваскулярных заболеваний мВВ явля-
ются перспективным инструментом для прогно-
зирования и профилактики заболеваний [29].
Весьма вероятно, что мВВ могут также опосредо-
вать прогрессирование других заболеваний [29,
30]. В связи с этим большое значение имеют ис-
следования роли мВВ при психических расстрой-
ствах [31]. Появляются статьи, связывающие мВВ
с биполярным расстройством [32, 33], шизофре-
нией [34–36] и депрессией [37–39]. В попытке
выявить надежный маркер заболевания мы нача-
ли работать с мВВ крови при депрессивном рас-
стройстве [8]. В той своей самой первой работе
мы показали, что концентрация мВВ увеличива-
ется в крови больных депрессией [8]. Теперь мы
показываем, что это повышение не связано с мВВ
нейронального происхождения. Мы предполага-
ем, что повышенная концентрация мВВ в крови
может быть связана с известной активацией им-
мунной системы при депрессии [38, 40].

Иммунная система может регулировать раз-
личные функции организма с помощью мВВ [41].
В самых ранних исследованиях было показано,
что экзосомы в крови больных депрессией содер-
жат микроРНК, способные регулировать функ-
цию иммунной системы [42]. В крысиной модели
депрессии профиль экзосомальной микроРНК
был изменен и, вероятно, может быть ответствен-
ным за воспаление [37]. Аналогичные свойства
были показаны для эктосом [43]. Эти исследова-
ния не касаются содержания белка в мВВ и абсо-
лютного количества мВВ в крови. Мы разделяем
основную мысль с авторами цитируемых статей
рассматривать мВВ как мессенджеры воспаления
в крови. Выяснение содержания мВВ в крови
больных депрессией является целью наших буду-
щих исследований. Теперь мы знаем, что мВВ
из сыворотки содержат маркеры лизосом, и мы
планируем проверить другие маркеры мВВ. Мы
предполагаем, что общий высокий уровень мВВ в
сыворотке может быть связан с одной фракцией
мВВ, или экзосомами, или эктосомами. Выясне-
ние состава этой фракции должно положить
начало новому пониманию депрессивного рас-
стройства.

Роль мВВ при эпилепсии в настоящее время
неясно. Содержание белков мВВ менялось в мо-
дели эпилепсии у мышей и у человека [44], но го-
ворить о диагностической ценности этих находок
преждевременно. Одной из возможных ролей
мВВ при эпилептических припадках является ре-
гуляция воспаления [45]. Таким образом, уровень
мВВ может быть повышен при эпилепсии из-за
активации иммунной системы и может происхо-
дить из иммунных клеток. Если это так, то мы об-
наруживаем очень общую черту мВВ при эпилеп-
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Рис. 3. мВВ в сыворотке содержат лизосомальные ферменты. (а) Активность β-гексозаминидазы в мВВ в сыворотке
крови больных с разными диагнозами. Различий между группами выявлено не было. Размер выборки n = 9 для здоро-
вого контроля, n = 17 для униполярной депрессии, n = 8 для фокальной эпилепсии без депрессии, n = 7 для фокальной
эпилепсии с ДЭ, n = 4 для ПНЭП с ДЭ, n = 6 для БАР с ДЭ; (б) Суммарная активность цистеин-зависимых катепсинов
в мВВ в сыворотке крови больных с разными диагнозами. Различий между группами выявлено не было. Размер вы-
борки n = 9 для здорового контроля, n = 17 для униполярной депрессии, n = 8 для фокальной эпилепсии без депрессии,
n = 7 для фокальной эпилепсии с ДЭ, n = 4 для ПНЭП с ДЭ, n = 6 для БАР с ДЭ; (в) Корреляция между активностью
β-гексозаминидазы и общей активностью цистеинзависимых катепсинов в образцах, выделенных гель-фильтрацией.
Коэффициент корреляции ρ = 0.89 (95% доверительный интервал 0.81–0.94, p < 0.0001). Сплошная линия представ-
ляет наилучшее приближение данных к данным, а пунктирная линия представляет 95% доверительный интервал.
(г) Активность β-гексозаминидазы в мВВ после обработки мВВ различными протеазами. В отдельном эксперименте
обработка мВВ протеазой К в присутствии 1% SDS приводила к полному устранению активности β-гексозаминидазы
мВВ (данные не представлены). Общее количество образцов составляет N = 16 для эксперимента с протеазами.
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сии и депрессии как мессенджеров иммунной си-
стемы.

Биогенез экзосом в настоящее время хорошо
изучен [2]. Вначале образуется инвагинация плаз-
матической мембраны, заполненная внеклеточ-
ным содержимым. Затем везикула открепляется
внутри клетки с образованием первичной эндо-
сомы. При созревании эндосомы внутри нее об-
разуются везикулы, заполненные цитоплазмати-
ческим содержимым, и первичная эндосома ста-
новится мультивезикулярным тельцем. Далее
мультивезикулярное тельце может сливаться с

аутофагосомами и/или лизосомами и подвергать-
ся деградации, либо сливаться с плазматической
мембраной, высвобождая содержимое наружу в
виде экзосом. Процесс секреции может быть как
ESCRT-зависимым, так и независимым [46, 47].
Биогенез эктосом также хорошо известен: вези-
кула, наполненная цитоплазматическим содер-
жимым, отпочковывается от плазматической мем-
браны [46]. Таким образом, ни при каких сцена-
риях мВВ не должны содержать лизосомальные
ферменты; тем не менее, мы обнаружили лизосо-
мальные ферменты в мВВ.

Рис. 4. Зависимость концентрации мВВ в сыворотке от выраженности депрессии, когнитивного статуса, продолжи-
тельности заболевания и от возраста. (а) Шкала депрессии Бека; (б) Когнитивные статус по MMSE; (в) Длительность
заболевания; (г) Возраст. Коэффициент корреляции r = 0.32 (95% доверительный интервал 0.06–0.54, p < 0.05).
Сплошная линия представляет наилучшее приближение данных к данным, а пунктирная линия представляет 95% до-
верительный интервал. мВВ выделяли гель-фильтрацией, концентрацию частиц оценивали по динамическому свето-
рассеянию.
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Подобные необъяснимые находки уже встре-
чались в литературе. В недавнем исследовании
было показано, что некоторые лизосомальные
белки синтезируются de novo в экзосомы, но авто-
ры не обсуждают возможные механизмы этого
явления [48]. Также было показано, что экзосомы
нейронального происхождения из крови пациен-
тов с болезнью Альцгеймера и контрольных
добровольцев того же возраста содержат лизосо-
мальный катепсин D [24]. Авторы исследования
предполагают, что дефекты в эндолизосомной
системе приводят к секреции аутолизосомного
содержимого в экзосомы, хотя и не обсуждают
возможные механизмы [24]. Масс-спектрометри-
ческое исследование выявило относительное со-
держание лизосомальных ферментов в экзосомах
мочи [49], но возможные механизмы не обсужда-
лись. Один установленный механизм секреции
лизосомальных ферментов в кровь хорошо изве-
стен. Во время активации тромбоциты [50] и
тучные клетки [51] секретируют лизосомальные
ферменты. Более того, процесс секреции лизосо-
мальных ферментов коррелирует с секрецией
мВВ [51]. Тем не менее, в этих ситуациях лизосо-
мальные ферменты секретируются в невезику-
лярной форме, а секреция растворимых фермен-
тов является хорошо известным следствием сек-
реции лизосом [52, 53]. Процессы секреции
лизосом, аутофагосом и экзосом имеют как ми-
нимум два общих механизма – снижение актив-
ности протеинкиназы PIKfyve [54, 55] или повы-
шение активности транскрипционного фактора
TFEB [56, 57]. Таким образом, секреция лизосо-
мальных ферментов может происходить одновре-
менно с секрецией экзосом, но не в виде внутри-
пузырного содержимого.

Лизосомальный экзоцитоз, высвобождение
экзосом и секреторная аутофагия очень часто
взаимосвязаны [58]. Важным случаем одновре-
менной секреции экзосом и лизосомальных
ферментов является процесс лизосомальной сек-
реции в ситуации, когда лизосомы содержат ин-
тактные экзосомы [59, 60]. Хотя строгих доказа-
тельств получено не было, предполагается, что
мультивезикулярные тельца сливаются с лизосо-
мами, но их содержимое не расщепляется лизосо-
мальными ферментами, а секретируется вместе с
содержимым лизосом [59, 60]. Аналогичная ситу-
ация возникает, когда клетка секретирует аутофа-
госомы, которые поглощают патогенные бакте-
рии [61]. Обычно это может произойти только в
том случае, если лизосомы клетки не в состоянии
справиться с возбудителями внутри клетки. Но во
всех этих случаях секретируемые лизосомальные
ферменты не находятся внутри секретируемых
мВВ, а секретируются вместе с мВВ в раствори-
мой, не связанной с везикулами форме [59–61].

Экзосомальная секреция лизосомальных фер-
ментов была постулирована как часть секретор-

ного фенотипа, связанного со старением [62].
Индуцированное рентгеновским излучением ста-
рение фибробластов приводит к секреции лизо-
сомальных ферментов в экзосомах [62]. Возмож-
ным недостатком данного исследования является
отсутствие обработки экзосом протеазами, что
приводит к недоверию к истинной внутрипузыр-
ной локализации лизосомальных ферментов. Тем
не менее, это исследование дает нам интересную
возможность рассматривать активность лизосо-
мальных ферментов во фракции мВВ сыворотки
как показатель состояния старения клеток в орга-
низме [62].

В наших экспериментах лизосомальные фер-
менты располагаются внутри мВВ или, тесно свя-
заны с наружной везикулярной мембраной, глу-
боко погружены в белковую корону мВВ, так как
обработка мВВ протеазами не изменяет актив-
ность этих ферментов. Секреция лизосомальных
ферментов внутри мВВ была показана впервые,
поэтому еще не нашла объяснения. Можно пред-
положить некоторые механизмы, которые могут
приводить к секреции лизосомальных ферментов
внутри мВВ. Широко известно, что лизосомаль-
ные ферменты могут быть обнаружены в цитозо-
ле в результате пермеабилизации лизосомальных
мембран [63]. Проницаемость лизосомальной
мембраны может быть вызвана активными фор-
мами кислорода [64] и лизосомотропными аген-
тами [65]. Катепсины могут быть обнаружены в
цитозоле после пермеабилизации лизосомальной
мембраны [66]. Цитозольные ферменты могут
секретироваться в просвет эктосом [67]. Вероят-
но, мы видим эти просочившиеся ферменты в
мВВ в сыворотке. В этом случае лизосомальные
ферменты в мВВ отражают интенсивность разры-
ва лизосом в родительской клетке. Целостность
лизосомальных мембран сильно нарушена при
раке [66], поэтому наша гипотеза предсказывает
повышенное содержание лизосомальных фер-
ментов в мВВ из раковых клеток. Другой путь
проникновения лизосомального фермента в про-
свет мВВ лежит через секрецию лизосом. Лизосо-
мы выделяют свое содержимое во многих физио-
логических и патологических ситуациях [68].
Секретируемые ферменты могут интернализо-
ваться клетками и секвестрироваться в ранних
эндосомах, а затем повторно секретироваться
в процессе эндоцитарной рециркуляции [69].
В этом случае лизосомальные ферменты в мВВ
отражают секреторную активность клеток крови.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Наша работа представляет несколько интерес-

ных результатов и предлагает новые направления
исследований мВВ. Во-первых, мВВ повышены в
сыворотке крови больных эпилепсией, депресси-
ей и эпилепсией с депрессией. Во-вторых, эти
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мВВ не нейронального происхождения. Источ-
ник дополнительных мВВ неизвестен, но мы
связываем его с активацией иммунной системы.
В-третьих, мВВ содержат лизосомальные фер-
менты из неизвестных клеток. Эти выводы требу-
ют глубокого изучения, но ожидаемые результаты
могут открыть новые возможности для клиники.
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Elevated Level of Small Extracellular Vesicles in the Serum of Patients with Depression, 
Epilepsy and Epilepsy with Depression

A. A. Yakovleva, b, T. A. Druzhkovab, A. Stefanovichc, Yu. V. Moiseevaa, N. A. Lazarevaa, M. S. Zinchukb, 
F. K. Riderb, A. B. Guekhtb, d, and N. V. Gulyaevaa, b

aInstitute of Higher Nervous Activity and Neurophysiology, Russian Academy of Sciences, Moscow, Russia
bMoscow Research and Clinical Center for Neuropsychiatry, Moscow Healthcare Department, Moscow, Russia

cFirst Moscow State Medical University named after I.M. Sechenov, Moscow, Russia
dPirogov Russian National Research Medical University, Moscow, Russia

Small extracellular vesicles (sEVs) properties and sEVs composition are far from being well-studied for now,
especially in the context of mental disorders. To elucidate the role of sEVs in disease we performed a quanti-
tative analysis of the blood sEV in patients with focal epilepsy and patients with focal epilepsy with depression,
psychogenic non-epileptic seizures with depression, pure depression, and bipolar affective disorder with the
current depressive episode (cDE). Small EVs were isolated from the serum by gel filtration or PEG precipi-
tation, and both methods showed very similar results. Subsequently, we precipitated neuronal sEVs and quan-
tified it with several methods. Activity of lysosomal enzymes was determined in the sEVs fraction. The con-
centration of the blood sEVs in patients with depression, focal epilepsy, or depression with focal epilepsy was
higher than in healthy controls. No difference was found between patients and controls in terms of neuronal
sEVs concentration. Another finding of our work is that sEVs in the serum of patients contains various lyso-
somal enzymes. We suppose that the concentration of the blood sEVs in patients with depression or epilepsy
is higher due to the sEVs secretion by the immune cells. Finding sEVs in the blood of patients with depression
and focal epilepsy grants validity for future attempts to use sEVs as diagnostic tools for these disorders.

Keywords: extracellular vesicles, blood serum, depressive disorder, epilepsy, dynamic light scattering
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