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ABSTRACT 

Liquid biopsy (LB) emerged as a new diagnostic concept to address the challenges of cancer 

diagnosis and therapeutics due to invasive tissue biopsies and clinical imaging. Detection of 

tumour origin biomolecules such as extracellular vesicles (EVs) and circulating tumour-specific 

nucleic acids in body fluid samples enables the identification of biomarkers for early cancer 

diagnosis, prognosis, and theragnostic. 

Exosome analysis is a keystone of emerging liquid biopsy techniques, which could serve as a 

biomarker for early detection. However, the lack of reliable enrichment and detection methods 

posed a challenge to its clinical utility. In this work, a rapid co-capture-based approach was 

designed for targeted enrichment and detection of lung cancer-derived exosomes from human 

plasma. The method involved forming a sandwich complex around the exosomes, which involved 

magnetic nanoparticles (MNPs) coupled to CD151 to assist in the immunomagnetic selection of 

lung-derived exosomes and a secondary detection antibody (CD81) coupled to horseradish 

peroxidase (HRP) for signal amplification. The performance of the co-capture assay to detect 

exosomes has been optimized with known exosome concentrations and exhibited good linearity 

(108 – 105 exosomes mL-1) with a detection limit of 60.4 exosomes µL-1. This study further 

investigated the potential of the developed assay to differentiate healthy and lung cancer patients 

on clinical samples by quantifying the CD151+/ CD81+ lung-derived exosomes.  

The method developed for exosome enrichment was further utilized for isolating lung cancer cell-

derived exosomes for profiling and identifying the RNA species associated with exosomes to get 

insights into the altered biology of the disease. Despite the efforts to correctly identify different 

RNA species and their abundance in EVs, the abundance of RNA species in EVs remains 

controversial; therefore, unbiased analysis of the exosomal whole transcriptome is necessary. 

Enriching clinically relevant tissue-specific exosomes may assist in focusing on RNA molecules 

packaged during cancer. Therefore, the total RNA purified from the enriched fraction of exosomes 

from patient plasma was characterized using high throughput sequencing. Different RNA biotypes 

and their differential expression in the exosomes were analysed, and functional enrichment 

analysis with the list of identified differentially expressed genes (DEGs) found a total of 1383 

mRNAs and 64 lncRNA as differentially expressed between patient plasma exosomes than healthy 
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controls (fold change > 2, P < 0.05). Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) pathway 

analysis revealed that the DEGs were mainly associated with cancer-related pathways, purine 

metabolism, calcium, and cGMP-PKG (cyclic-guanosine 3', 5'monophosphate-protein kinase G) 

signalling pathways.  

Circulating Tumour DNA (ctDNA) is emerging as a platform for therapeutic and diagnostic 

(theragnostic) Tumour monitoring. It provides a non-to-minimally invasive method that is 

sensitive, specific, and cost-effective for monitoring Tumour growth, relapse, and response to 

treatment. Therefore, in addition to exploring exosome-based liquid biopsy for early-stage NSCLC 

screening, we also explored developing a rapid and cost-effective solid-phase extraction-based 

microfluidic system for cfDNA extraction to deploy it for therapeutic decision guidance. 

In conclusion, this study demonstrated a rapid co-capture-based strategy that offers simultaneous 

isolation and detection of exosomes compatible with low sample volume for detecting lung cancer 

patients. Further, the exosome enrichment method developed here provided adequate RNA quality 

for high throughput sequencing. The total transcriptome analysis of lung cancer cell-derived 

exosomes revealed that the majority of DEGs were involved in cancer-related pathways suggesting 

that this method could be further utilized to identify disease-specific exosome biomarkers for 

liquid biopsy-based diagnostic applications. In addition, the successful isolation of cfDNA using 

the solid phase extraction strategy has been demonstrated for clinical application. 
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साराांश 

इनवेसिव सिश ूबायोप्िी और सलिसनकि इमेस िंग के कारण कैं िर सनदान और सिसकत्िीय कच िौनिसोयक का िमानान करने के सित ोरि बायोप्िी लतिबी  

तक नई नैदासनक अवनारणा के रूप में उभरी। ि्यमूर मिू बायोमोिेलयलू्ि  ैिे सक बाह्य पौसिकाओ िं लईवीति  का पोा िगाना और शरीर के ोरि पदार्थ के 

नमनूक में ि्यमूर-सवसशष्ट न्यूसलिक तसिड को प्रिाररो करना प्रारिंसभक कैं िर सनदान, रोग का सनदान और रे्राग्नोसटिक के सित बायोमाकथ र कच पहिान करने में 

िक्षम बनाोा ह।ै 

तलिोिोम सवशे्लषण उभरोी ोरि बायोप्िी ोकनीकक का तक कचटिोन है,  ो प्रारिंसभक पहिान के सित बायोमाकथ र के रूप में काम कर िकोा ह।ै हािािंसक, 

सवश्विनीय ििंवनथन और पोा िगाने के ोरीकक कच कमी ने इिकच नैदासनक उपयोसगोा के सित तक िौनिोी पेश कच। इि काम में, मानव प्िाज्मा िे फेफडक के 

कैं िर-व्यौत्पन्न तलिोिोम के िसक्षो ििंवनथन और पोा िगाने के सित तक ोे ी िे िह-कैप्िर-आनाररो दृसष्टकोण ोैयार सकया गया र्ा। सवसन में तलिोिोम के 

िारक ओर तक िैंडसवि कॉम्पप्िेलि बनाना शासमि र्ा, स िमें फेफडक िे व्यौत्पन्न तलिोिोम के इम्पयनूोमैग्नेसिक ियन में िहायोा के सित िीडी 151 के िार् 

समिकर िौिंबकचय नैनोकणक लतमतनपी  और सिग्नि प्रवनथन के सित हॉिथरैसडश पेरोलिीडेि लतिआरपी  के िार् समिकर तक माध्यसमक पहिान तिंिीबॉडी 

लिीडी 81  शासमि र्ा। तलिोिोम का पोा िगाने के सित िह-कैप्िर परख के प्रदशथन को ज्ञाो तलिोिोम िािंद्रोा के िार् अनौकूसिो सकया गया है और 60.4 

तलिोिोम μL-1 कच पहिान िीमा के िार् अच्छी रैसखकोा ल108 - 105 तलिोिोम mL -1  का प्रदशथन सकया गया ह।ै इि अध्ययन ने िीडी 151+ / िीडी 

81+ फेफडक िे व्यौत्पन्न तलिोिोम कच मात्रा सननाथररो करके नैदासनक नमनूक पर टवटर् और फेफडक के कैं िर के रोसगयक को अिग करने के सित सवकसिो परख 

कच क्षमोा कच  ािंि कच।  

तलिोिोम ििंवनथन के सित सवकसिो सवसन का उपयोग प्रोफाइसििंग के सित फेफडक के कैं िर िेि-व्यौत्पन्न तलिोिोम को अिग करने और तलिोिोम िे  ौडे 

आरतनत अणौओ िं कच पहिान करने के सित सकया गया र्ा ोासक रोग के पररवसोथो  ीव सवज्ञान में अिंोदृथसष्ट प्राप्त कच  ा िके। सवसभन्न आरतनत प्र ासोयक और 

ईवी में उनकच बहुोायो को िही ढिंग िे पहिानने के प्रयािक के बाव दू, ईवी में आरतनत प्र ासोयक कच बहुोायो सववादाटपद बनी हुई है; इिसित, तलिोिोमि 

परेू ट्ािंिसिप्िोम का सनष्पक्ष सवशे्लषण, आवश्यक ह।ै नैदासनक रूप िे प्राििंसगक ऊोक-सवसशष्ट तलिोिोम को िमदृ्ध करना कैं िर के दिरान पैक सकत गत आरतनत 

अणौओ िं पर ध्यान कें सद्रो करने में िहायोा कर िकोा ह।ै इिसित, रोगी प्िाज्मा िे फेफडक के कैं िर िेि-व्यौत्पन्न तलिोिोम के िमदृ्ध अिंश िे शौद्ध कौ ि 

आरतनत को उच्ि थ्रपूौि अनौिमण का उपयोग करके सवशेषोा दी गई र्ी। तलिोिोम में सवसभन्न आरतनत बायोिाइप्ि और उनकच सवभेदक असभव्यसि का 

सवशे्लषण सकया गया र्ा, और पहिाने गत सवभेदक रूप िे व्यि  ीन लडीई ी  कच ििूी के िार् कायाथत्मक ििंवनथन सवशे्लषण में कौ ि 1383 तमआरतनत और 

64 तितनिीआरतनत पाया गया,  ैिा सक टवटर् सनयिंत्रणक कच ोौिना में रोगी प्िाज्मा तलिोिोम के बीि सवभेदक रूप िे व्यि सकया गया र्ा लगौना पररवोथन 

> 2, पी < 0.05 ।  ीन और  ीनोम के लयोिो सवश्वकोश लकेई ी ी  मागथ सवशे्लषण िे पोा ििा ह ैसक डीई ी मौख्य रूप िे कैं िर िे ििंबिंसनो मागों, प्यरूीन 

ियापिय, कैसल्शयम और िी ीतमपी-पीके ी लििचय-गौआनोसिन 3', 5'मोनोफॉटफेि-प्रोिीन सकने   ी  सिग्नसििंग मागों िे  ौडे रे्।  

पररििंिारी ि्यूमर डीतनत लिीिीडीतनत  सिसकत्िीय और नैदासनक लtheragnostic) ि्यमूर कच सनगरानी के सित तक मिंि के रूप में उभर रहा ह।ै यह तक 

गैर-िे-न्यनूोम इनवेसिव सवसन प्रदान करोा ह ै ो ि्यमूर के सवकाि, ररिैप्ि और उपिार कच प्रसोसिया कच सनगरानी के सित तक ििंवेदनशीि, सवसशष्ट, िागो 



 

VII 
 

प्रभावी ोकनीक ह।ै इिसित, प्रारिंसभक िरण तनतििीतििी टिचसनिंग के सित तलिोिोम आनाररो ोरि बायोप्िी कच खो  के अिावा, हमने रोगी िाइि पर 

सिसकत्िीय सनणथय मागथदशथन के सित इिे ोैनाो करने के सित िीतफडीतनत सनष्कषथण के सित तक ोे ी िे और िागो प्रभावी ठोि-िरण सनष्कषथण-आनाररो 

माइिोफ्िौइसडक सिटिम सवकसिो करने का भी पोा िगाया। 

सनष्कषथ में, इि अध्ययन ने तक ोे ी िे िह-कैप्िर-आनाररो रणनीसो का प्रदशथन सकया  ो फेफडक के कैं िर के रोसगयक का पोा िगाने के सित कम नमूना 

मात्रा के िार् ििंगो तलिोिोम के िार् तक िार् अिगाव और पोा िगाने कच पेशकश करोा ह।ै इिके अिावा, यहािं सवकसिो तलिोिोम ििंवनथन सवसन ने 

उच्ि थ्रपूौि अनौिमण के सित पयाथप्त आरतनत गौणवत्ता प्रदान कच। फेफडक के कैं िर िेि-व्यौत्पन्न तलिोिोम के कौ ि ट्ािंिसिप्िोम सवशे्लषण िे पोा ििा सक 

असनकािंश डीई ी कैं िर िे ििंबिंसनो मागों में शासमि रे्, यह िौझाव देोे हुत सक इि सवसन का उपयोग ोरि बायोप्िी-आनाररो नैदासनक अनौप्रयोगक के सित 

रोग-सवसशष्ट तलिोिोम बायोमाकिथ कच पहिान करने के सित सकया  ा िकोा है।  इिके अिावा, ठोि िरण सनष्कषथण रणनीसो का उपयोग करके 

cfDNA के िफि अिगाव को नैदासनक अनौप्रयोग के सित प्रदसशथो सकया गया ह।ै 
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