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Ò. À. Øòàì, Ñ. Í. Íàðûæíûé è äð.
Ïîëó÷åíèå è àíàëèç ýêçîñîì, ñåêðåòèðóåìûõ çëîêà÷åñòâåííî òðàíñôîðìèðîâàííûìè êëåòêàìè

Ýêçîñîìû — ïðèðîäíûå íàíî÷àñòèöû, ñåêðåòèðóåìûå ðàçëè÷íûìè êëåòêàìè è ñïîñîáíûå íåñòè
áåëêîâûå ìàðêåðû è ãåíåòè÷åñêóþ èíôîðìàöèþ, òàêèì îáðàçîì ó÷àñòâóÿ â ìåæêëåòî÷íîé êîììóíèêà-
öèè. Åñòü ñåðüåçíûå îñíîâàíèÿ ïîëàãàòü, ÷òî êîëè÷åñòâåííàÿ è êà÷åñòâåííàÿ õàðàêòåðèñòèêè ìèêðî÷àñ-
òèö, ïðîäóöèðóåìûõ êëåòêàìè ðàçëè÷íûõ òêàíåé â íîðìå è ïðè ïàòîëîãèè, ìîãóò äàòü ñóùåñòâåííóþ
äèàãíîñòè÷åñêóþ è ïðîãíîñòè÷åñêóþ èíôîðìàöèþ è ñëóæèòü áèîìàðêåðîì ðàçëè÷íûõ çàáîëåâàíèé,
âêëþ÷àÿ îíêîëîãè÷åñêèå. Ðàçðàáîòêå ìåòîäîâ âûäåëåíèÿ ýêçîñîì èç êëåòî÷íûõ ñèñòåì in vitro, à òàêæå
ïðîòåîìíîìó àíàëèçó èõ ñîñòàâà ïîñâÿùåíà ïðåäñòàâëåííàÿ ðàáîòà. Ðàçðàáîòàí îðèãèíàëüíûé ïîäõîä
ïîâûøåíèÿ ïðîäóêöèè ýêçîñîì ïðè êóëüòèâèðîâàíèè çëîêà÷åñòâåííî òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê ÷åëî-
âåêà. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîçâîëèëè íàì âûÿâëÿòü ýêçîñîìû â îáðàçöàõ êîíäåíñèðîâàííîé êóëüòó-
ðàëüíîé ñðåäû è êîíòðîëèðîâàòü êà÷åñòâî ïîëó÷àåìûõ ïðåïàðàòîâ ýêçîñîì íà âñåõ ýòàïàõ èõ âûäåëåíèÿ.
Ñîïîñòàâëåíèå ýëåêòðîôîðåãðàìì ýêçîñîìàëüíûõ áåëêîâ, ïîëó÷åííûõ èç ïðåïàðàòîâ ýêçîñîì êëåòî÷íûõ
êóëüòóð ðàçëè÷íîãî òêàíåâîãî ïðîèñõîæäåíèÿ, äåìîíñòðèðóåò ðàçëè÷èÿ â áåëêîâîì ïðîôèëå. Ìåòîäàìè
äâóìåðíîãî ðàçäåëåíèÿ áåëêîâ ýêçîñîì, âûäåëåííûõ èç êëåòî÷íûõ êóëüòóð ãëèàëüíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ,
ñ ïîñëåäóþùåé äåíñèòîìåòðèåé è èäåíòèôèêàöèåé ñ ïîìîùüþ ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè îõàðàêòåðèçîâàíî
áîëåå 30 ýêçîñîìàëüíûõ áåëêîâ, ÷òî ïîçâîëèëî âûÿâèòü ñïåöèôè÷åñêèå ýêçîñîìàëüíûå áåëêîâûå ìàðêå-
ðû, õàðàêòåðíûå äëÿ çëîêà÷åñòâåííûõ îïóõîëåé ýòîé ýòèîëîãèè.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ýêçîñîìû, ïðîòåîìíûé àíàëèç, ëàçåðíàÿ êîððåëÿöèîííàÿ ñïåêòðîñêîïèÿ.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÁÑÀ — áû÷èé ñûâîðîòî÷íûé àëüáóìèí, ÈÒÑ — èíñóëèí-òðàíñôåð-
ðèí-ñåëåí-À, ÊÑ — êîíäåíñèðîâàííàÿ ñðåäà, ËÊÑ — ëàçåðíàÿ êîððåëÿöèîííàÿ ñïåêòðîñêîïèÿ.

Ýêçîñîìû — ïîïóëÿöèÿ âåçèêóë íàíîìåòðîâûõ ðàç-
ìåðîâ (20—100 íì), âêëþ÷àþùèõ ñóáêëåòî÷íûå áåëêî-
âûå ìîëåêóëû, ÐÍÊ è ìèÐÍÊ, ó÷àñòâóþùèõ â ïðîöåññàõ
âíóòðèêëåòî÷íîé ñèãíàëèçàöèè è ìåæêëåòî÷íîãî âçàèìî-
äåéñòâèÿ (Pap et al., 2009; Ôèëàòîâ è äð., 2011). Ìèêðî÷à-
ñòèöû ìîãóò âûñâîáîæäàòüñÿ â ìåæêëåòî÷íîå ïðîñòðàí-
ñòâî è çàõâàòûâàòüñÿ ïðàêòè÷åñêè âñåìè òèïàìè êëåòîê.
Â çàâèñèìîñòè îò ìåñòà èõ îáðàçîâàíèÿ îíè ìîãóò ðàçëè-
÷àòüñÿ ïî áèîõèìè÷åñêîìó ñîñòàâó è áèîëîãè÷åñêèì
ñâîéñòâàì (Thery et al., 2002). Â ïîñëåäíåå âðåìÿ ðîëè ýê-
çîñîì â ìåæêëåòî÷íûõ êîììóíèêàöèÿõ óäåëÿåòñÿ âñå
áîëüøåå âíèìàíèå. Ïîêàçàíî, ÷òî òàêèå îáðàçîâàíèÿ ìî-
ãóò áûòü îáíàðóæåíû â ðàçëè÷íûõ áèîëîãè÷åñêèõ æèä-
êîñòÿõ, ïåðåäàâàòü ñîäåðæàùèåñÿ â íèõ ÐÍÊ è áåëêè äðó-
ãèì êëåòêàì è îêàçûâàòü ñóùåñòâåííîå âëèÿíèå íà ôóíê-
öèîíèðîâàíèå ïîñëåäíèõ (Van Niel et al., 2006).

Áîëüøîé èíòåðåñ âûçûâàåò èõ ïîòåíöèàëüíàÿ ðîëü â
ðàçâèòèè ðàçëè÷íûõ çàáîëåâàíèé — îò ñåðäå÷íî-ñîñóäè-
ñòûõ äî îíêîëîãè÷åñêèõ (Piccin et al., 2007; Belting, Witt-
rup, 2008). Âî-ïåðâûõ, åñòü îñíîâàíèÿ ïîëàãàòü, ÷òî ïîÿâ-
ëåíèå çëîêà÷åñòâåííûõ íîâîîáðàçîâàíèé çíà÷èòåëüíî
óâåëè÷èâàåò êîëè÷åñòâî ýêçîñîì â ðàçëè÷íûõ áèîëîãè÷å-
ñêèõ æèäêîñòÿõ ÷åëîâåêà (Al-Nedawi et al., 2009). Âî-âòî-
ðûõ, àíàëèç áåëêîâîãî ïðîôèëÿ è ÐÍÊ, ñîäåðæàùèõñÿ â

ýêçîñîìàõ, ìîæåò ïîçâîëèòü ñóäèòü îá èõ òêàíåâîì ïðî-
èñõîæäåíèè è ïàòîëîãè÷åñêèõ èçìåíåíèÿõ â äàííîé òêà-
íè (Schorey, Bhatnagar, 2008; Al-Nedawi et al., 2009;
Mathivanan et al., 2010a). Ìîæíî îæèäàòü, ÷òî ðàñøèðå-
íèå ìåòîäè÷åñêîãî àðñåíàëà, èñïîëüçóþùåãîñÿ ñåãîäíÿ
äëÿ èññëåäîâàíèÿ ýêçîñîì, ïîçâîëèò ïîëó÷àòü äîïîëíè-
òåëüíóþ èíôîðìàöèþ îá ýòîì íîâîì ôóíäàìåíòàëüíîì
áèîëîãè÷åñêîì ÿâëåíèè. Ñóùåñòâåííàÿ òðóäíîñòü òàêîãî
ðîäà èññëåäîâàíèé ñâÿçàíà ñ ðèñêîì çàãðÿçíåíèÿ ïîëó-
÷åííûõ ïðåïàðàòîâ ýêçîñîì äðóãèìè ìèêðîâåçèêóëÿðíû-
ìè è ìåìáðàííûìè ñòðóêòóðàìè (Simpson et al., 2008;
Mathivanan et al., 2010b; Ôèëàòîâ è äð., 2011).

Öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû ñîñòîÿëà â âûäåëåíèè è èäåí-
òèôèêàöèè ýêçîñîìàëüíûõ áåëêîâ, âõîäÿùèõ â ñîñòàâ ýê-
çîñîì, ñåêðåòèðóåìûõ îíêîòðàíñôîðìèðîâàííûìè êëåò-
êàìè ÷åëîâåêà â ñèñòåìàõ in vitro. Îñîáîå âíèìàíèå áûëî
óäåëåíî îïðåäåëåíèþ ïðîòåîìà ýêçîñîì ãëèàëüíîãî ïðî-
èñõîæäåíèÿ è âûÿâëåíèþ ñïåöèôè÷åñêèõ ýêçîñîìàëüíûõ
áåëêîâûõ ìàðêåðîâ, õàðàêòåðíûõ äëÿ çëîêà÷åñòâåííûõ
îïóõîëåé ýòîé ýòèîëîãèè. Äëÿ óñïåøíîé ðåàëèçàöèè ïî-
ñòàâëåííîé çàäà÷è ñòàëè íåîáõîäèìû êàê îïòèìèçàöèÿ
óñëîâèé ïðîäóêöèè è ðåãèñòðàöèè ýêçîñîì â ñèñòåìàõ in
vitro, òàê è ðàçíîîáðàçíûå ñòðàòåãèè èõ âûäåëåíèÿ, ïîçâî-
ëÿþùèå èçáåæàòü ïðèìåñåé äðóãèõ ìèêðîâåçèêóëÿðíûõ

2 0 1 2 Ö È Ò Î Ë Î Ã È ß Ò î ì 54, ¹ 5

430



ñòðóêòóð. Ðàçðàáîòêå ìåòîäîâ âûäåëåíèÿ ýêçîñîì, à òàêæå
ïðîòåîìíîìó àíàëèçó èõ ñîñòàâà è ïîñâÿùåíà ïðåäñòàâ-
ëåííàÿ ðàáîòà.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Âñå èñïîëüçóåìûå ð å à ã å í ò û áûëè ïîëó÷åíû îò
Sigma-Aldrich (ÑØÀ), åñëè íå óêàçàí äðóãîé ïðîèçâîäè-
òåëü. Èñòî÷íèêè îñòàëüíûõ ðåàãåíòîâ áûëè ñëåäóþùèìè:
Pierce, ÑØÀ (äèòèîòðèèòîë (DTT), êîêòåéëè èíãèáèòîðîâ
ïðîòåàç è ôîñôàòàç); Amersham Biosciences, Êàíàäà
(IPG-ãåëåâûå ïîëîñêè, IPG-áóôåðû, DryStrip-ïîêðûâàþ-
ùàÿ æèäêîñòü); Promega, ÑØÀ (Trypsin Gold); Fisher Sci-
entific, ÑØÀ (ìåòàíîë, óêñóñíàÿ êèñëîòà, ðåàãåíòû Êó-
ìàññè R350); Bio-Rad Laboratories, ÑØÀ (Òðèñ, 10-êðàò-
íûé TGS-áóôåð (Òðèñ, ãëèöèí, SDS), ìàðêåðû
ìîëåêóëÿðíîé ìàññû áåëêîâ äëÿ ýëåêòðîôîðåçà); Áèîëîò,
Ðîññèÿ (ñðåäû RPMI-1640 è ÄÌÅÌ äëÿ ðîñòà êëåòîê, ýìá-
ðèîíàëüíàÿ ñûâîðîòêà òåëåíêà); HyClone, ÑØÀ (ñûâî-
ðîòêà Fetal Clone II); Orange Scientific, Áåëüãèÿ (êóëüòó-
ðàëüíûå ôëàêîíû Êàððåëÿ).

Ê ë å ò î ÷ í û å ê ó ë ü ò ó ð û è ó ñ ë î â è ÿ ê ó ë ü ò è â è -
ð î â à í è ÿ. Ïåðåâèâàåìûå êóëüòóðû êëåòîê ÷åëîâåêà
ECV-304 (òðàíñôîðìèðîâàííûå êëåòêè ýíäîòåëèÿ), êëåò-
êè ãëèîìû-Ò è ãëèîìû-Â (ïåðâè÷íûå ëèíèè ãëèàëüíîãî
ïðîèñõîæäåíèÿ, ïîëó÷åííûå â íàøåé ëàáîðàòîðèè) êóëü-
òèâèðîâàëè â ñðåäå DMEM èëè RPMI-1640, ñîäåðæàùåé
5 % ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè, áåç àíòèáèîòèêîâ, â àòìî-
ñôåðå 5 % ÑÎ2 ïðè 37 °Ñ.

Â û ä å ë å í è å ý ê ç î ñ î ì â ñ è ñ ò å ì à õ i n v i t r o. Ïî
ìåðå ðîñòà êëåòîê êóëüòóðàëüíóþ êîíäåíñèðîâàííóþ ñðå-
äó (ÊÑ) ñîáèðàëè, ïðîâîäèëè ïîñëåäîâàòåëüíîå öåíòðè-
ôóãèðîâàíèå â ðåæèìàõ 2000 è 10 000 g äëÿ óäàëåíèÿ èç
ÊÑ ìåðòâûõ êëåòîê è èõ îáëîìêîâ, äàëåå ïîëó÷åííóþ ÊÑ
îáúåìîì 500 ìë êîíöåíòðèðîâàëè ñ ïîìîùüþ óëüòðà-
ôèëüòðàöèè (Öåíòðèêîí ïëþñ-70, 100 êÄà, Millipore) äî
êîíå÷íîãî îáúåìà 10 ìë. Â äàëüíåéøåì äëÿ âûäåëåíèÿ
ýêçîñîì èç ïîëó÷åííûõ ïðåïàðàòîâ êîíöåíòðèðîâàííîé
ÊÑ ïðèìåíÿëè òðè ðàçëè÷íûõ ïîäõîäà.

1. Óëüòðàöåíòðèôóãèðîâàíèå ïðîâîäèëè íà öåíòðè-
ôóãå Avanti 30I (ðîòîð JA-30.50) â ðåæèìå 100 000 g â òå-
÷åíèå 2 ÷. Ïîñëå öåíòðèôóãèðîâàíèÿ íàäîñàäî÷íóþ æèä-
êîñòü ñîáèðàëè â îòäåëüíóþ ïðîáèðêó è èññëåäîâàëè ìå-
òîäîì ëàçåðíîé êîððåëÿöèîííîé ñïåêòðîñêîïèè (ËÊÑ)
äëÿ ïðîâåðêè óäàëåíèÿ èç íåå ÷àñòèö ýêçîñîìàëüíîãî ðàç-
ìåðà, îñàäîê ðàñòâîðÿëè â ìàêñèìàëüíîì îáúåìå ôîñôàò-
íî-ñîëåâîãî áóôåðà (PBS) è ïîâòîðíî öåíòðèôóãèðîâàëè
ïðè òåõ æå óñëîâèÿõ. Ïîëó÷åííûé îñàäîê ðàñòâîðÿëè â
100 ìêë âîäû (MiliQ) èëè PBS, ðàçáèâàëè íà àëèêâîòû,
êîòîðûå çàìîðàæèâàëè ïðè –80 °Ñ äëÿ äàëüíåéøèõ ïðî-
òåîìíûõ èññëåäîâàíèé.

2. Èììóíîîñàæäåíèå ýêçîñîì èç êîíöåíòðèðîâàííîé
ÊÑ ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ èììóíîàôôèííîé õðîìàòîãðà-
ôèè ñ èñïîëüçîâàíèåì àíòèòåë, ñâÿçûâàþùèõ áåëêîâûå
ìàðêåðû, ÷àñòî íàáëþäàåìûå íà ïîâåðõíîñòè ýêçîñîì. Â
êà÷åñòâå àíòèãåíûõ ìàðêåðîâ ýêçîñîì íàìè áûëè èñïîëü-
çîâàíû ãëàâíûé êîìïëåêñ ãèñòîñîâìåñòèìîñòè ïåðâîãî
òèïà (HLA-ABC), ïðèñóòñòâóþùèé íà ïîâåðõíîñòè ïðàê-
òè÷åñêè âñåõ ðàçíîâèäíîñòåé êëåòîê, è ïðèíÿòûé ïîâåðõ-
íîñòíûé ìàðêåð ýêçîñîì — òåòðàñïàíèí CD63. Ìîíîêëî-
íàëüíûå àíòèòåëà ê HLA-ABC èëè ÑD63 (Becman Coulter)
äîáàâëÿëè ê èññëåäóåìîé êîíöåíòðèðîâàííîé ÊÑ è èíêó-
áèðîâàëè â òå÷åíèå 1—2 ÷ ïðè 4 °C, ïîñëå ÷åãî äîáàâëÿëè
100 ìêë ðàñòâîðà áåëîê-À-ñåôàðîçû. Ïîñëå 2-÷àñîâîé èí-

êóáàöèè ïðè 4 °C íàäîñàäî÷íóþ æèäêîñòü ñîáèðàëè â îò-
äåëüíóþ ïðîáèðêó äëÿ êîíòðîëÿ óäàëåíèÿ èç ÊÑ ÷àñòèö
ýêçîñîìàëüíîãî ðàçìåðà (ñ ïîìîùüþ ËÊÑ), à èììóíîïðå-
öèïèòàò ñîáèðàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì (3000 g, 5 ìèí
ïðè 4 °C). Îñàäîê ïðîìûâàëè 2—4 ðàçà â 1 ìë PBS è öåíò-
ðèôóãèðîâàëè ïðè òåõ æå óñëîâèÿõ. Ïîëó÷åííûé îñàäîê
ðàñòâîðÿëè â 100 ìêë ñòàíäàðòíîãî ýëåêòðîôîðåòè÷åñêî-
ãî áóôåðà è çàìîðàæèâàëè ïðè –80 °Ñ äëÿ äàëüíåéøèõ
ïðîòåîìíûõ èññëåäîâàíèé.

3. Âûäåëåíèå ýêçîñîì ñ ïîìîùüþ ðåàãåíòà äëÿ âûäå-
ëåíèÿ ýêçîñîì ExoQuick™ «Exosome precipitation soluti-
on» ïðîâîäèëè ïî ïðîòîêîëó ïðîèçâîäèòåëÿ (System Bio-
sciences, http://www.systembio.com/microrna-research/exo-
quick). Ïîñëå äîáàâëåíèÿ ê êîíöåíòðèðîâàííîé ÊÑ
ðàâíîãî îáúåìà ðàñòâîðà ExoQuick ñìåñü èíêóáèðîâàëè â
òå÷åíèå íî÷è ïðè 4 °C è äàëåå îñàäîê, ñîäåðæàùèé ýêçî-
ñîìû, ñîáèðàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì (1500 g, 30 ìèí,
4 °C) è ðåñóñïåíäèðîâàëè â 100 ìêë âîäû (MiliQ) äëÿ äàëü-
íåéøåãî ïðîòåîìíîãî àíàëèçà. Ïðè ýòîì àëèêâîòó ñóïåð-
íàòàíòà èññëåäîâàëè ìåòîäîì ËÊÑ äëÿ ïðîâåðêè óäàëå-
íèÿ èç ïðåïàðàòà ÊÑ ÷àñòèö ýêçîñîìàëüíîãî ðàçìåðà.

Ë Ê Ñ è ë è ä è í à ì è ÷ å ñ ê î å ñ â å ò î ð à ñ ñ å ÿ í è å
èñïîëüçîâàëè â êà÷åñòâå îñíîâíîãî ìåòîäà äëÿ ðåãèñòðà-
öèè ýêçîñîì â ñèñòåìàõ in vitro. Ìåòîä ËÊÑ îñíîâàí íà
âçàèìîäåéñòâèè ìîíîõðîìàòè÷åñêîãî êîãåðåíòíîãî èçëó-
÷åíèÿ ñî ñâåòîðàññåèâàþùèìè ÷àñòèöàìè èññëåäóåìîé
áèîëîãè÷åñêîé æèäêîñòè (Ëåáåäåâ è äð., 1987). Ñïåêòð
ôëóêòóàöèé ôîòîòîêà íà âûõîäå ôîòîïðèåìíèêà ñîâ-
ïàäàåò ñî ñïåêòðîì ôëóêòóàöèé ðàññåÿííîãî ñâåòà è îïè-
ñûâàåòñÿ êðèâîé Ëîðåíöà (ëîðåíöèàíîì). Ïîëóøèðè-
íà ëîðåíöèàíà ïðÿìî ïðîïîðöèîíàëüíà êîýôôèöèåíòó
äèôôóçèè D, êîòîðûé â ñâîþ î÷åðåäü ïî ôîðìóëå Ýéí-
øòåéíà—Ñòîêñà ñâÿçàí ñ ãèäðîäèíàìè÷åñêèì ðàäèóñîì
÷àñòèö Rh. Ïóòåì ðåøåíèÿ îáðàòíîé çàäà÷è ìåòîäîì ðå-
ãóëÿðèçàöèè ïî Òèõîíîâó óäàåòñÿ îïðåäåëèòü ñóáôðàêöè-
îííûé ñîñòàâ ÷àñòèö â îáðàçöå (Áðàãèíñêàÿ, Êëþáèí,
1983). Ðåçóëüòàòîì ÿâëÿåòñÿ ãèñòîãðàììà ðàñïðåäåëåíèÿ
÷àñòèö ïî ðàçìåðàì, ãäå ïî îñè àáñöèññ — Rh â íì, à ïî
îñè îðäèíàò — âêëàä â îáùåå ðàññåÿíèå îáðàçöà ÷àñòèö
äàííîãî ðàçìåðà â %. Ïðè ýòîì ñóììàðíîå ðàññåÿíèå âñåõ
÷àñòèö îáðàçöà ïðèíèìàåòñÿ çà 100 %. Ïðè èíòåðïðåòà-
öèè ñïåêòðîâ íóæíî èìåòü â âèäó, ÷òî â ñëó÷àå èçâëå÷å-
íèÿ ñ ïîìîùüþ òîé èëè èíîé ïðåïàðàòèâíîé ïðîöåäóðû
êàêîé-ëèáî ôðàêöèè ÷àñòèö èëè ïðè äîáàâëåíèè â îáðà-
çåö íîâûõ ÷àñòèö âêëàä îñòàëüíûõ ôðàêöèé â îáùåå ðàñ-
ñåÿíèå òàêæå áóäåò ìåíÿòüñÿ, îäíàêî ñóììàðíîå ðàññåÿ-
íèå âñåõ ÷àñòèö âñåãäà áóäåò ðàâíûì 100 %. Äëÿ êàæäîãî
îáðàçöà èçìåðåíèÿ ïðîâîäèëè íå ìåíåå 10 ðàç â ñîîòâåò-
ñòâèè ñ ðàíåå îïèñàííîé ïðîöåäóðîé (Ëàíäà è äð., 2008) è
äàííûå, ïîëó÷åííûå â ðåçóëüòàòå ðåãóëÿðèçàöèè, óñðåä-
íÿëè. Ýòî ïîçâîëèëî ïîëó÷èòü ñðåäíåå è äèñïåðñèþ ðàç-
ìåðà è âêëàäà â ðàññåÿíèå äëÿ êàæäîé ôðàêöèè ÷àñòèö,
èìåþùèõñÿ â èçìåðÿåìîì îáðàçöå.

Î ä í î ì å ð í û é ý ë å ê ò ð î ô î ð å ç ïðåïàðàòîâ ýêçî-
ñîì ïðîâîäèëè â ïðèñóòñòâèè SDS ñ êîíöåíòðàöèåé ïîëè-
àêðèëàìèäà 10 % â ðàçäåëÿþùåì ãåëå è 5 % â êîíöåíòðè-
ðóþùåì ãåëå. Àíàëèçèðóåìûå îáðàçöû ïîìåùàëè â ñòàí-
äàðòíûé áóôåð äëÿ íàíåñåíèÿ (0.065 Ì Òðèñ, pH 6.8, 2 %
SDS, 1 % ÄÒÒ, 10 % ãëèöåðèíà, 0.01 % áðîìôåíîëîâîãî
ãîëóáîãî) è ïðîãðåâàëè íà êèïÿùåé âîäÿíîé áàíå â òå÷å-
íèå 2 ìèí. Îáðàçöû áåëêà íàíîñèëè â êîëè÷åñòâå
10—30 ìêã íà äîðîæêó. Êîíöåíòðàöèþ áåëêà â îáðàçöàõ
çàìåðÿëè ñ ïîìîùüþ ìåòîäà Áðýäôîðä. Áåëêè ïîñëå ýëåê-
òðîôîðåçà â ÏÀÀÃ îêðàøèâàëè ñ ïîìîùüþ êðàñèòåëÿ Êó-
ìàññè R350 (Naryzhny, Lee, 2003).

Ïîëó÷åíèå è àíàëèç ýêçîñîì, ñåêðåòèðóåìûõ çëîêà÷åñòâåííî òðàíñôîðìèðîâàííûìè êëåòêàìè 431



Ä â ó ì å ð í û é ý ë å ê ò ð î ô î ð å ç (2 D E). Äëÿ 2DE èñ-
ïîëüçîâàëè ìåòîäè÷åñêèå ïîäõîäû, îïèñàííûå ðàíåå (Na-
ryzhny, Lee, 2003). Îáðàçöû, ñîäåðæàùèå äî 2 ìã áåëêà,
ðàñòâîðÿëè â 100 ìêë ëèçèðóþùåãî áóôåðà (7 Ì ìî÷åâè-
íû, 2 Ì òèîìî÷åâèíû, 4 % CHAPS, 1 % ÄTT, 2 % áóôå-
ðà IPG, pH 3—10, ñìåñü ïðîòåàçíûõ èíãèáèòîðîâ, 0.001 %
áðîìôåíîëîâîãî ãîëóáîãî). Áåëêè ðàçäåëÿëè èçîýëåêòðî-
ôîêóñèðîâàíèåì, èñïîëüçóÿ 7-ñàíòèìåòðîâûå ïîëîñêè
(pH 3.0—10.0) DryStrip kit (Amersham Biosciences, Êàíà-
äà) è ñëåäóÿ ïðîòîêîëó ïðîèçâîäèòåëÿ. Îáðàçöû â ëèçèðó-
þùåì áóôåðå (50—500 ìêã) ñìåøèâàëè ñ ðåãèäðèðóþ-
ùèì áóôåðîì (7 Ì ìî÷åâèíû, 2 Ì òèîìî÷åâèíû, 2 %
CHAPS, 0.3 % ÄTT, 2 % áóôåðà IPG, äèàïàçîí pH òîò æå,
÷òî è â ïîëîñêå, 0.001 % áðîìôåíîëîâîãî ãîëóáîãî) â êî-
íå÷íîì îáúåìå 200 ìêë. ×òîáû ïîäãîòîâèòü ïîëîñêè äëÿ
ðàçäåëåíèÿ â ïåðâîì íàïðàâëåíèè, èõ çàìà÷èâàëè íà íî÷ü
ïðè 10 °C, ïîìåùàÿ ãåëåì âíèç â ðåãèäðèðóþùåì ðàñòâî-
ðå â ñïåöèàëüíîé êþâåòå (Immobiline DryStrip Reswelling
Tray). Èçîýëåêòðîôîêóñèðîâàíèå âåëè ïðè 20 °C, èñïîëü-
çóÿ àïïàðàò PROTEAN®IEF (BioRad) è èñòî÷íèê ïèòàíèÿ
EPS 3500 XL, êîòîðûé ïðîãðàììèðîâàëè ñëåäóþùèì îá-
ðàçîì: âíà÷àëå 300 Â â òå÷åíèå 10 ìèí, çàòåì ëèíåéíûé
ãðàäèåíò îò 300 äî 3500 Â (1.5 ÷) è â êîíöå 3500 Â (4 ÷).
Ïîëîñêè ïåðåä âòîðûì íàïðàâëåíèåì âûìà÷èâàëè
(2�10 ìèí) â óðàâíîâåøèâàþùåì ðàñòâîðå (65 ìÌ
Òðèñ-HCl, pH 6.8, 6 M ìî÷åâèíà, 2 % SDS è 30 % ãëèöå-
ðèíà), ñîäåðæàùåì ñíà÷àëà 1 % ÄTT, à çàòåì 5 % èîäàöå-
òàìèäà. Êàæäóþ ïîëîñêó çàòåì ïîìåùàëè ñâåðõó íà ãåëü
âòîðîãî íàïðàâëåíèÿ è çàêðåïëÿëè çàëèâêîé 1 ìë ãîðÿ÷å-
ãî ðàñòâîðà 0.5%-íîé àãàðîçû, ñîäåðæàùåé ýëåêòðîäíûé
áóôåð TGS (25 ìÌ Òðèñ, pH 8.3, 200 ìÌ ãëèöèí è 0.1 %
SDS). Ýëåêòðîôîðåç âòîðîãî íàïðàâëåíèÿ ïðîâîäèëè ïðè
ïîñòîÿííîì òîêå (25 ìA/ãåëü) è íàïðÿæåíèè îò 100 äî
160 Â, èñïîëüçóÿ ñèñòåìó Mini-PROTEAN 3 Dodeca cell
(BioRad, ÑØÀ).

Ì à ñ ñ - ñ ï å ê ò ð î ì å ò ð è ÿ. Ïîñëå ðàçäåëåíèÿ ñ ïîìî-
ùüþ 2DE è îêðàøèâàíèÿ Êóìàññè R350 êóñî÷êè ãåëÿ äèà-
ìåòðîì 1—1.5 ìì, ñîîòâåòñòâóþùèå áåëêîâûì ïÿòíàì,
âûðåçàëè, èñïîëüçóÿ íàêîíå÷íèêè äëÿ ìèêðîïèïåòîê, è
÷àñòè÷íî îáåñöâå÷èâàëè 15-ìèíóòíîé èíêóáàöèåé â
500 ìêë 50%-íîãî àöåòîíèòðèëà (ACN), ñîäåðæàùåãî
25 ìÌ áèêàðáîíàòà àììîíèÿ. Äàëåå êóñî÷êè óæèìàëè
10-ìèíóòíîé èíêóáàöèåé â 200 ìêë 100%-íîãî ACN.
ACN óäàëÿëè è ãåëü âûñóøèâàëè â òå÷åíèå êàê ìèíèìóì
20 ìèí íà öåíòðèôóãå Speed Vac. Âûñóøåííûå êóñî÷êè
ãåëÿ âûìà÷èâàëè â òå÷åíèå 25 ìèí íà ëüäó â 12 ìêë
25 ìÌ ðàñòâîðà áèêàðáîíàòà àììîíèÿ (ÀÁÊ), ñîäåðæàùå-
ãî òðèïñèí (Trypsin Gold, 4 ìêã/ìë). Èçëèøåê ðàñòâîðà
óäàëÿëè, äîáàâëÿëè 10 ìêë ðàñòâîðà 25 ìÌ ÀÁÊ è ïðîâî-
äèëè ïðîòåîëèç áåëêà èíêóáàöèåé ïðè 37 °Ñ â òå÷åíèå íå
ìåíåå 4 ÷. Ïðîäóêòû ãèäðîëèçà ñìåøèâàëè (ïî 1 ìêë)
ïðÿìî íà ïëàñòèíêå äëÿ ìàññ-ñïåêòðîñêîïèè ñ ìàòðèêñîì
CHCA (a-cyano-4-hydroxycinnamic acid; Fluka, Øâåéöà-
ðèÿ), ðàñòâîðåííûì â êîíöåíòðàöèè 10 ìã/ìë â 50 %
ACN, ñîäåðæàùåé 0.1 % òðèôòîðóêñóñíîé êèñëîòû, êðèñ-
òàëëèçîâàëè â ïîòîêå âîçäóõà è àíàëèçèðîâàëè íà èíñòðó-
ìåíòå MALDI Ìèêðîôëåêñ MX (Bruker Inc., ÑØÀ). Ñïåê-
òðû ïîëó÷àëè â ðåæèìå îòðàæåíèÿ (reflection mode), èñ-
ïîëüçóÿ ïðèìåðíî 50—100 ëàçåðíûõ âûñòðåëîâ ïî âñåé
ïëîùàäè ìèøåíè. Ñóììàðíûå ñïåêòðû àíàëèçèðîâàëè,
èñïîëüçóÿ ïðîãðàììû Mascot (http://www.matrixscien-
ce.com/search_form_select), FindPep, FindMod èëè Aldente
(http://ca.expasy.org/tools).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Î ï ò è ì è ç à ö è ÿ ó ñ ë î â è é ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è ÿ
ê ë å ò î ê ä ë ÿ ì à ê ñ è ì à ë ü í î â î ç ì î æ í î é â è ç ó à -
ë è ç à ö è è ý ê ç î ñ î ì. Â ïðåäøåñòâóþùèõ ðàáîòàõ ìû
ïðîäåìîíñòðèðîâàëè, ÷òî ïðèìåíåíèå ËÊÑ ïîçâîëÿåò îá-
íàðóæèâàòü ýêçîñîìû è îòñëåæèâàòü êèíåòèêó èõ ïðîäóê-
öèè ðàçëè÷íûìè êëåòêàìè. Ïðè ýòîì îêàçàëîñü, ÷òî ýêçî-
ñîìû â ñàìûõ ðàçëè÷íûõ áèîëîãè÷åñêèõ æèäêîñòÿõ ïðåä-
ñòàâëåíû íå øèðîêèì ðàñïðåäåëåíèåì ïî ðàçìåðàì, à
ïðèíàäëåæàò ê äâóì äèñêðåòíûì êëàññàì ñ äèàìåòðîì ÷à-
ñòèö îêîëî 20 è îêîëî 90 íì ñîîòâåòñòâåííî (Ëàíäà è äð.,
2010; Ôèëàòîâ è äð., 2010). Íà ðèñ. 1, à ïðèâåäåí ïðèìåð
òàêîãî äåòåêòèðîâàíèÿ ýêçîñîì ìåòîäîì ËÊÑ â îáðàçöàõ
ÊÑ, ïîëó÷åííîé ïîñëå ðîñòà â íåé êëåòîê ëèíèè ãëèîìà-Ò
â òå÷åíèå 5 ñóò ïðè ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ êóëüòèâèðî-
âàíèÿ.

Äëÿ òîãî ÷òîáû áûòü óâåðåííûìè, ÷òî ìû äåéñòâè-
òåëüíî ðåãèñòðèðóåì ýêçîñîìû, ñåêðåòèðóåìûå êëåòêàìè,
òðåáóåòñÿ ïðîäåìîíñòðèðîâàòü, ÷òî îíè íåñóò ìîëåêóëÿð-
íûå ìàðêåðû, ñîîòâåòñòâóþùèå ïîâåðõíîñòíûì ìîëåêó-
ëàì ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû êëåòîê, è ìàðêåðû, êîòî-
ðûå ÷àñòî âñòðå÷àþòñÿ â ýêçîñîìàõ. Äëÿ ýòîé öåëè áûëè
èñïîëüçîâàíû ìîëåêóëû ãëàâíîãî êîìïëåêñà ãèñòîñîâìå-
ñòèìîñòè ïåðâîãî òèïà (HLA-ABC), ïðèñóòñòâóþùèå íà
ïîâåðõíîñòè ïðàêòè÷åñêè âñåõ ðàçíîâèäíîñòåé êëåòîê
(êðîìå ýðèòðîöèòîâ), à òàêæå ïîâåðõíîñòíûé ìåìáðàí-
íûé áåëîê CD63, ïðèíàäëåæàùèé ñåìåéñòâó òåòðàñïàíè-
íîâ (tetraspanin), — ïðèíÿòûé ìîëåêóëÿðíûé ìàðêåð ýêçî-
ñîì (Simpson et al., 2008; Mathivanan, Simpson, 2009; Zol-
ler, 2009). Ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà ê HLA-ABC èëè
CD63 äîáàâëÿëèñü ê èññëåäóåìîé ÊÑ. Ïîñëå ýòîãî áåëîê
À èç Staphylococcus aureus, ïðèøèòûé ê ñåôàðîçíîìó íî-
ñèòåëþ êîâàëåíòíîé ñâÿçüþ, èñïîëüçîâàëñÿ äëÿ èììóíî-
àôôèííîãî óäàëåíèÿ äîáàâëåííûõ àíòèòåë è ñâÿçàâøèõñÿ
ñ íèìè àíòèãåíîâ.

Ðèñ. 1 äåìîíñòðèðóåò, ÷òî òàêàÿ ïðîöåäóðà ïðàêòè÷å-
ñêè ïîëíîñòüþ óäàëÿåò èç ÊÑ ÷àñòèöû äèàìåòðîì 20 è
90 íì. Ýòî îïðåäåëåííî óêàçûâàåò íà òî, ÷òî ðàññìàòðèâà-
åìûå ÷àñòèöû íåñóò àíòèãåííûå äåòåðìèíàíòû, ñâîéñò-
âåííûå ãëàâíîìó êîìïëåêñó ãèñòîñîâìåñòèìîñòè ïåðâîãî
òèïà è òåòðàñïàíèíó CD63. Ñëåäîâàòåëüíî, ýòè ÷àñòèöû
ìîæíî ðàññìàòðèâàòü êàê ýêçîñîìû, ïðîèñõîäÿùèå èç
êëåòîê ïóòåì ñåêðåöèè ñ çàõâàòîì êîìïîíåíòîâ ïëàçìà-
òè÷åñêîé ìåìáðàíû. Òàêèì îáðàçîì, ïðåäëàãàåòñÿ ìå-
òîä äîêàçàòåëüíîãî âûÿâëåíèÿ ýêçîñîì â îáðàçöàõ ÊÑ, ïî-
çâîëÿþùèé êîíòðîëèðîâàòü êà÷åñòâî ïîëó÷àåìûõ ïðåïà-
ðàòîâ ýêçîñîì íà âñåõ ýòàïàõ èõ âûäåëåíèÿ. Äëÿ ýòîãî ñ
ïîìîùüþ äèíàìè÷åñêîãî ñâåòîðàññåÿíèÿ äåòåêòèðóþò-
ñÿ ÷àñòèöû ðàçìåðàìè 20 è 90 íì, à çàòåì ïðîâåðÿåòñÿ
âîçìîæíîñòü èõ óäàëåíèÿ ñ ïîìîùüþ èììóíîàôôèííîé
õðîìàòîãðàôèè ñ àíòèòåëàìè ïðîòèâ HLA-ABC èëè
CD63.

Îñíîâíàÿ ïðîáëåìà ïðè âûäåëåíèè ýêçîñîì èç êóëü-
òóðàëüíîé æèäêîñòè è äàëüíåéøåì èçó÷åíèè èõ áåëêîâî-
ãî ñîñòàâà çàêëþ÷àåòñÿ â ñëåäóþùåì. Ñ îäíîé ñòîðîíû,
äëÿ àêòèâíîãî ðîñòà ëþáîé êëåòî÷íîé êóëüòóðû è ñîîò-
âåòñòâåííî ñåêðåöèè â îêðóæàþùóþ ñðåäó ìèêðî÷àñòèö
íåîáõîäèìî íàëè÷èå â êóëüòóðàëüíîé ñðåäå ñûâîðîòêè
êðîâè (áû÷üåé ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè ïðè ñòàíäàðò-
íûõ óñëîâèÿõ êóëüòèâèðîâàíèÿ) êàê èñòî÷íèêà áåëêà, ëè-
ïèäîâ è äðóãèõ íèçêîìîëåêóëÿðíûõ âåùåñòâ. Ñ äðóãîé
ñòîðîíû, ïðèñóòñòâèå êîìïîíåíòîâ ñûâîðîòêè â êîíäåí-
ñèðîâàííîé êóëüòóðàëüíîé ñðåäå ÷ðåçâû÷àéíî óñëîæíÿåò
åå äàëüíåéøèé àíàëèç. Òðóäíîñòè òàêîãî àíàëèçà ñâî-
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äÿòñÿ, âî-ïåðâûõ, ê íåîáõîäèìîñòè îòäåëåíèÿ ýêçîñîì è
äðóãèõ ìèêðî÷àñòèö, êîòîðûå ìîãóò ïðèñóòñòâîâàòü â
ñòàíäàðòíîé ñûâîðîòêå äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ, îò ýêçîñîì,
ñåêðåòèðóåìûõ â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó èññëåäóåìûì êëå-
òî÷íûì òèïîì ÷åëîâåêà. Âî-âòîðûõ, íàëè÷èå â ñûâîðîòêå
è ñîîòâåòñòâåííî â ïîëíîé êóëüòóðàëüíîé ñðåäå áîëüøî-
ãî êîëè÷åñòâà áåëêà, â ÷àñòíîñòè ìàæîðíîãî áû÷üåãî ñû-
âîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà (ÁÑÀ), çàòðóäíÿåò äàëüíåéøèå
ïðîòåîìíûå èññëåäîâàíèÿ ñîñòàâà ýêçîñîì, áåëêîâûå
êîìïîíåíòû êîòîðûõ ïðèñóòñòâóþò â êîíäåíñèðîâàííîé
ñðåäå â ìèíîðíûõ êîëè÷åñòâàõ äàæå ïîñëå åå êîíöåíòðè-
ðîâàíèÿ. Èç äàííûõ ëèòåðàòóðû ðåøåíèþ ïåðâîé ïðîáëå-
ìû ñïîñîáñòâóåò ïðåäâàðèòåëüíîå öåíòðèôóãèðîâàíèå
ñûâîðîòêè ïðè 100 000 g, ïîçâîëÿþùåå îñàäèòü âñå ñî-
äåðæàùèåñÿ â íåé ìèêðî÷àñòèöû, â òîì ÷èñëå è ýêçîñîìà-
ëüíîãî ðàçìåðà (Hegmans et al., 2004). Îäíàêî òàêàÿ ïðî-
öåäóðà íå ðåøàåò ïðîáëåìû íàëè÷èÿ â êîíäåíñèðîâàííîé
ñðåäå ìàæîðíûõ ðàñòâîðèìûõ ñûâîðîòî÷íûõ áåëêîâ, â
÷àñòíîñòè ÁÑÀ.

Äëÿ ðåøåíèÿ ýòîãî âîïðîñà ìû àïðîáèðîâàëè íåñêî-
ëüêî êàê îïèñàííûõ ðàíåå (Hegmans et al., 2004; Mathiva-
nan et al., 2010b), òàê è îðèãèíàëüíûõ ïîäõîäîâ êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ êëåòîê ÷åëîâåêà, èññëåäóåìûõ íà ïðåäìåò ñåêðå-
öèè ýêçîñîì è àíàëèçà èõ ñîñòàâà. Êëåòî÷íûå êóëüòóðû
âûðàùèâàëè ïðè ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ, îïèñàííûõ
âûøå, äî äîñòèæåíèÿ ìàêñèìàëüíîé ïëîòíîñòè êëåòîê íà
åäèíèöó ïëîùàäè ïîâåðõíîñòè êóëüòóðàëüíîãî ôëàêîíà
Êàððåëÿ (ìîíîñëîé). Äàëåå êëåòêè ïðîìûâàëè íå ìåíåå
3 ðàç ìèíèìàëüíîé ñðåäîé è (èëè) PBS äëÿ ìàêñèìàëüíî-
ãî óäàëåíèÿ êîìïîíåíòîâ ñûâîðîòêè, èñïîëüçîâàâøåéñÿ
ïðè êóëüòèâèðîâàíèè. Ïîñëå ýòîãî êëåòêè èíêóáèðîâàëè

â àòìîñôåðå 5 % ÑÎ2 ïðè 37 °Ñ â òå÷åíèå 4—6 ñóò, ëèáî â
ìèíèìàëüíîé êóëüòóðàëüíîé ñðåäå, ëèáî â ñðåäå, ñîäåð-
æàùåé ñëåäóþùèå êîìïîíåíòû è (èëè) èõ êîìáèíàöèè:
èíñóëèí-òðàíñôåððèí-ñåëåí-À (ÈÒÑ, 1� Invitrogene, ÑØÀ),
ïðîãåñòåðîí (Sigma, ÑØÀ), õîëåñòåðèí (1�, Panreac, Èñ-
ïàíèÿ). Ïðè ýòîì äëèòåëüíîå êóëüòèâèðîâàíèå â ìèíè-
ìàëüíîé ñðåäå ïðèâîäèëî ê ìàññîâîé ãèáåëè êëåòîê, ÷òî
âûðàæàëîñü â áîëüøîì êîëè÷åñòâå îáëîìêîâ êëåòîê è
àïîïòîòè÷åñêèõ òåë â ÊÑ ïðè ÷ðåçâû÷àéíî íèçêîì óðîâíå
÷àñòèö ýêçîñîìàëüíîãî ðàçìåðà (ðèñ. 2, à). Äîáàâëåíèå ê
ñðåäå êîìïîíåíòîâ, îïèñàííûõ â ëèòåðàòóðå ðàíåå (Heg-
mans et al., 2004; Mathivanan et al., 2010b), òàêèõ êàê ÈÒÑ,
ðåçêî óìåíüøàëî ÷èñëî ìåðòâûõ êëåòîê, îäíàêî ëèøü íå-
çíà÷èòåëüíî óâåëè÷èâàëî êîëè÷åñòâî ñåêðåòèðóåìûõ ýê-
çîñîì (ðèñ. 2, á). Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû îäíîçíà÷íî óêà-
çûâàëè íà âîçìîæíîñòü ïîääåðæàíèÿ æèçíåñïîñîáíîñòè
êëåòîê ïðè äëèòåëüíîé èíêóáàöèè â ñðåäå òàêîãî ñîñòàâà,
îäíàêî ïðè ýòîì áûë âûÿâëåí ÿâíûé íåäîñòàòîê âåùåñòâ,
íåîáõîäèìûõ äëÿ ïðîäóêòèâíîé ñåêðåöèè ìèêðîâåçèêóë.
Ó÷èòûâàÿ äàííûå ëèòåðàòóðû, êàñàþùèåñÿ ëèïèäíîãî ñî-
ñòàâà ýêçîñîì (Subra et al., 2007), ìû ïðåäïîëîæèëè, ÷òî
äîáàâëåíèå â ñðåäó õîëåñòåðèíà è (èëè) åãî ïðåäøåñòâåí-
íèêà ïðîãåñòåðîíà ïîçâîëèò óâåëè÷èòü âûõîä ýêçîñîì â
ÊÑ. Èñïîëüçóÿ ýòîò îðèãèíàëüíûé ïîäõîä, íå îïèñàííûé
ðàíåå, ìû ïðîäåìîíñòðèðîâàëè çíà÷èòåëüíîå óâåëè÷åíèå
êîëè÷åñòâà ìèêðî÷àñòèö ýêçîñîìàëüíîãî ðàçìåðà, ñåêðå-
òèðóåìûõ êëåòêàìè ÷åëîâåêà â ñèñòåìàõ in vitro ïðè ñî-
õðàíåíèè îáùåé æèçíåñïîñîáíîñòè èññëåäóåìûõ êëåòîê
(ðèñ. 2, â, ã).

Â û ä å ë å í è å ý ê ç î ñ î ì è ç ç ë î ê à ÷ å ñ ò â å í í î
ò ð à í ñ ô î ð ì è ð î â à í í û õ ê ë å ò î ê ÷ å ë î â å ê à â ñ è -
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Ðèñ. 1. Ãèñòîãðàììû ôðàêöèîííîãî ñîñòàâà êîíäåíñèðîâàííîé ñðåäû êëåòîê ãëèîìû-Ò.

Ïî ãîðèçîíòàëè — ðàäèóñ ÷àñòèö, íì; ïî âåðòèêàëè — âêëàä â ðàññåÿíèå, %. à — ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê â òå÷åíèå 5 ñóò (êîíòðîëü); á, â — ïî-
ñëå èíêóáàöèè àíòèòåë ê HLA-ABC èëè CD63 ñîîòâåòñòâåííî ñ ïîñëåäóþùåé ñîðáöèåé ñâÿçàâøèõñÿ ñ àíòèòåëàìè ÷àñòèö íà ñåôàðîçó, èììîáèëèçî-

âàííóþ áåëêîì A. ×åðíûå ñòîëáèêè — ýêçîñîìû.



ñ ò å ì à õ i n v i t r o. Äëÿ âûäåëåíèÿ âíåêëåòî÷íûõ ÷àñòèö
ýêçîñîìàëüíîãî ðàçìåðà èç ÊÑ, ïîëó÷åííîé ïîñëå êóëüòè-
âèðîâàíèÿ êëåòîê â ìèíèìàëüíîé ñðåäå â ïðèñóòñòâèè õî-
ëåñòåðèíà, èñïîëüçîâàëè íåñêîëüêî ïîäõîäîâ, îñíîâàí-
íûõ íà ôèçè÷åñêèõ è áèîõèìè÷åñêèõ ñâîéñòâàõ ýêçîñîì:
óëüòðàöåíòðèôóãèðîâàíèå, èììóíîàôôèííóþ õðîìàòî-

ãðàôèþ è êîììåð÷åñêóþ ñèñòåìó ExoQuick™. Âî âñåõ
ïîäõîäàõ â êîíå÷íîì èòîãå èñïîëüçîâàëè îñàæäåíèå ýêçî-
ñîì; äëÿ êîíòðîëÿ çà êà÷åñòâîì ïîëó÷àåìûõ ïðåïàðàòîâ
àíàëèçèðîâàëè íàäîñàäî÷íóþ æèäêîñòü ìåòîäîì ËÊÑ äëÿ
ïðîâåðêè óäàëåíèÿ èç íåå ÷àñòèö ýêçîñîìàëüíîãî ðàçìå-
ðà. Íà ðèñ. 3 ïðèâåäåíû ãèñòîãðàììû ôðàêöèîííîãî ñî-
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Ðèñ. 2. Ãèñòîãðàììû ôðàêöèîííîãî ñîñòàâà êîíäåíñèðîâàííîé ñðåäû, ïîëó÷åííîé ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ â íåé êëåòîê ãëèîìû-Ò
(ïðàâàÿ ïàíåëü) è ECV-304 (ëåâàÿ ïàíåëü) â òå÷åíèå 4 ñóò.

Ïî îñÿì — òî æå, ÷òî è íà ðèñ. 1; à — ìèíèìàëüíàÿ êóëüòóðàëüíàÿ ñðåäà (–ñûâîðîòêà), á—ã — ñðåäà, ñîäåðæàùàÿ äîáàâêè èíñóëèí-òðàíñôåððèí-ñåëå-
íà-À (ÈÒÑ, á), ïðîãåñòåðîíà (â) èëè õîëåñòåðèíà (ã). ×åðíûå ñòîëáèêè — ýêçîñîìû.



ñòàâà èñõîäíîé êîíöåíòðèðîâàííîé ÊÑ, à òàêæå ñóïåðíà-
òàíòîâ ÊÑ ïîñëå óäàëåíèÿ èç íåå ýêçîñîì ðàçëè÷íûìè
ñïîñîáàìè.

Ïðèìåíåíèå òàêîé øèðîêî èñïîëüçóåìîé â ëèòåðàòó-
ðå ìåòîäèêè âûäåëåíèÿ ýêçîñîì, êàê óëüòðàöåíòðèôóãè-
ðîâàíèå (Lamparski et al., 2002; Hegmans et al., 2004), â íà-
øåì îïûòå äåìîíñòðèðóåò äîñòàòî÷íî õîðîøóþ èçáèðà-
òåëüíîñòü ïðè îñàæäåíèè èç êîíöåíòðèðîâàííîé ÊÑ
÷àñòèö ýêçîñîìàëüíîãî ðàçìåðà. Ðåçóëüòàòû, ïðåäñòàâëåí-
íûå íà ðèñ. 3, á, äåìîíñòðèðóþò ïîëíîå óäàëåíèå èç ñó-
ïåðíàòàíòà ÷àñòèö ñ äèàìåòðàìè 20 è 90 íì, îäíàêî î÷å-
âèäíî, ÷òî òàêàÿ ïðîöåäóðà îñàæäåíèÿ ýêçîñîì íå ïîçâî-
ëÿåò èçáåæàòü íàëè÷èÿ íåæåëàòåëüíûõ ïðèìåñåé â
îêîí÷àòåëüíûõ ïðåïàðàòàõ ìèêðî÷àñòèö. Íàïðèìåð, â
äàííîì îïûòå ÷àñòèöû ðàçìåðàìè îêîëî 1 ìêì, î÷åâèäíî,
òàêæå îñàæäàþòñÿ ïðè èñïîëüçóåìûõ ðåæèìàõ öåíòðèôó-
ãèðîâàíèÿ, çàãðÿçíÿÿ îêîí÷àòåëüíûå îáðàçöû ýêçîñîì è
äåëàÿ íåîäíîçíà÷íûì äàëüíåéøèé ïðîòåîìíûé àíàëèç èõ
ñîñòàâà.

Èñïîëüçîâàíèå êîììåð÷åñêîé ñèñòåìû äëÿ âûäåëå-
íèÿ ýêçîñîì ExoQuick™ äåìîíñòðèðóåò ðÿä íåîæèäàí-
íûõ íåäîñòàòêîâ. Âî-ïåðâûõ, ïî íàøèì äàííûì, ýòîò ñïî-
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Ðèñ. 3. Ãèñòîãðàììû ôðàêöèîííîãî ñîñòàâà êîíäåíñèðîâàííîé ñðåäû, ïîëó÷åííîé ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ â íåé êëåòîê ãëèîìû-Ò
â òå÷åíèå 4 ñóò.

Ïî îñÿì — òî æå, ÷òî è íà ðèñ. 1. à — ìèíèìàëüíàÿ êóëüòóðàëüíàÿ ñðåäà, ñîäåðæàùàÿ õîëåñòåðèí (ÊÑ èñõîäíàÿ); á—ã — íàäîñàäî÷íûå æèäêîñòè, ïî-
ëó÷åííûå ïðè âûäåëåíèè èç ÊÑ ýêçîñîì ñ ïîìîùüþ óëüòðàöåíòðèôóãèðîâàíèÿ (á), èììóíîàôôèííîé õðîìàòîãðàôèè ñ àíòèòåëàìè ê HLA-ABC (â) è

ñèñòåìû ExoQuick™ (ã). ×åðíûå ñòîëáèêè — ýêçîñîìû.

Ðèñ. 4. 1D-ýëåêòðîôîðåãðàììû ýêçîñîìàëüíûõ áåëêîâ, âûäå-
ëåííûõ èç êëåòî÷íûõ êóëüòóð ECV, ãëèîìû-Ò è ãëèîìû-Â ìå-
òîäàìè óëüòðàöåíòðèôóãèðîâàíèÿ (à) è èììóíîïðåöèïèòàöèè ñ

àíòèòåëàìè ê HLA-ABC (á).

Ì — ìàðêåðíûå ìîëåêóëÿðíûå ìàññû. Áåëûì âûäåëåíà îáëàñòü ýëåêòðî-
ôîðåãðàììû, íàèáîëåå ÿðêî äåìîíñòðèðóþùàÿ ðàçëè÷èÿ â áåëêîâîì
ïðîôèëå ýêçîñîì, âûäåëåííûõ èç ÊÑ êëåòîê ëèíèé ðàçíîãî òêàíåâîãî

ïðîèñõîæäåíèÿ.



ñîá ôàêòè÷åñêè íå óäàëÿåò èç ÊÑ ìèêðî÷àñòèöû ñ äèàìåò-
ðîì 90 íì, ñîîòâåòñòâóþùèå ýêçîñîìàì, âî-âòîðûõ,
îáðàçóþùèéñÿ ïðè ýòîì ìåòîäå îñàäîê, ñîäåðæàùèé ýê-
çîñîìàëüíûå ÷àñòèöû ñ äèàìåòðîì 20 íì, î÷åâèäíî, çà-
õâàòûâàåò è âñå êðóïíûå (áîëåå 200 íì) îáðàçîâàíèÿ, íà-
õîäÿùèåñÿ â èññëåäóåìîé êîíöåíòðèðîâàííîé ÊÑ (ðèñ. 3,
à, ã). Èñõîäÿ èç äàííûõ, ïðåäñòàâëåííûõ íà ðèñ. 3, î÷å-
âèäíî, ÷òî ìåòîä èììóíîïðåöèïèòàöèè íàèáîëåå èçáèðà-
òåëåí äëÿ óäàëåíèÿ èç ÊÑ ìèêðî÷àñòèö ýêçîñîìàëüíîãî
ðàçìåðà, ÷òî â öåëîì ñîãëàñóåòñÿ ñ ðåçóëüòàòàìè, îïóáëè-
êîâàííûìè ðàíåå (Mathivanan et al., 2010b). Òàê, èç ãèñ-
òîãðàììû ôðàêöèîííîãî ñîñòàâà ñóïåðíàòàíòà ÊÑ ïîñëå
îñàæäåíèÿ ýêçîñîì èììóíîàôôèííûì ñïîñîáîì (ðèñ. 3,
â) âèäíî, ÷òî âêëàäû â ðàññåÿíèå âñåõ âèäîâ ÷àñòèö íåýê-
çîñîìàëüíîãî ðàçìåðà, ïðèñóòñòâóþùèõ â ïðåïàðàòàõ ÊÑ
äî èñïîëüçîâàíèÿ äàííîãî ïîäõîäà (ðèñ. 3, à), âîçðàñòàþò
ôàêòè÷åñêè ïðîïîðöèîíàëüíî óìåíüøåíèþ âêëàäîâ ÷àñ-
òèö äèàìåòðàìè 20 è 90 íì. Îäíàêî èç ïðåäñòàâëåííûõ
äàííûõ âèäíî, ÷òî âêëàä ýêçîñîì â ñóïåðíàòàíò ÊÑ ïîñëå
ïðèìåíåíèÿ èììóíîïðåöèïèòàöèè îñòàåòñÿ äîñòàòî÷íî
çíà÷èòåëüíûì (6 è 8 % äëÿ ÷àñòèö ñ äèàìåòðîì 20 è 90 íì
ñîîòâåòñòâåííî), ÷òî ãîâîðèò î ñóùåñòâåííûõ ïîòåðÿõ ýê-
çîñîì â îñàæäåííûõ îáðàçöàõ è, î÷åâèäíî, òðåáóåò ëèáî
ïîâòîðíîé ïðîöåäóðû, ëèáî ðàäèêàëüíîãî óâåëè÷åíèÿ êî-
ëè÷åñòâà èñïîëüçóåìûõ àíòèòåë.

È ñ ñ ë å ä î â à í è ÿ á å ë ê î â î ã î ñ î ñ ò à â à ý ê ç î -
ñ î ì , ï î ë ó ÷ å í í û õ â ñ è ñ ò å ì å i n v i t r o ì å ò î ä î ì
î ä í î ì å ð í î ã î ý ë å ê ò ð î ô î ð å ç à (1 D - S D S - P A -
G E). Äëÿ ïåðâè÷íîé âèçóàëèçàöèè áåëêîâîé ñîñòàâëÿþ-
ùåé ýêçîñîì ìåòîäîì îäíîìåðíîãî ãåëü-ýëåêòðîôîðåçà
èñïîëüçîâàëè ïðåïàðàòû ìèêðî÷àñòèö, ïîëó÷åííûå èç
êîíöåíòðèðîâàííîé ÊÑ ñ ïîìîùüþ óëüòðàöåíòðèôóãèðî-
âàíèÿ è èììóíîïðåöèïèòàöèè. Íà ðèñ. 4 ïðèâåäåíû äàí-
íûå ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîãî àíàëèçà ýêçîñîìàëüíûõ áåë-
êîâ êëåòîê ëèíèé ECV-304, ãëèîìû-Ò è ãëèîìû-Â. Ïîëó-
÷åííûå ðåçóëüòàòû ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîãî ðàçäåëåíèÿ
áåëêîâ èç ýêçîñîì, âûäåëåííûõ ðàçëè÷íûìè ìåòîäà-
ìè, äåìîíñòðèðóþò ðÿä ñëîæíîñòåé äëÿ äàëüíåéøåãî àíà-
ëèçà òêàíåñïåöèôè÷íîãî ýêçîñîìàëüíîãî áåëêîâîãî ïðî-
ôèëÿ. Òàê, ýëåêòðîôîðåãðàììû áåëêîâ èç ïðåïàðàòîâ ýê-
çîñîì, ïîëó÷åííûõ ñ ïîìîùüþ óëüòðàöåíòðèôóãèðîâàíèÿ
(ðèñ. 4, à), óêàçûâàþò íà íåêîòîðîå çàãðÿçíåíèå èññëåäóå-
ìûõ îáðàçöîâ êîìïîíåíòàìè ñûâîðîòêè (â ÷àñòíîñòè,

ÁÑÀ), èñïîëüçóåìîé íà ïåðâîíà÷àëüíûõ ýòàïàõ êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ êëåòîê. Êðîìå òîãî, ïðè èñïîëüçîâàíèè ýòîãî
ñïîñîáà âûäåëåíèÿ ìèêðî÷àñòèö ïðè äàëüíåéøèõ èññëå-
äîâàíèÿõ ñëåäóåò ïîìíèòü î âîçìîæíîñòè çàõâàòà îñàä-
êîì, ñîäåðæàùèì ïðåèìóùåñòâåííî ýêçîñîìû, äðóãèõ
ìèêðî÷àñòèö, î ÷åì óïîìèíàëîñü âûøå (ðèñ. 3, á). Áîëåå
èçáèðàòåëüíàÿ ìåòîäèêà èììóíîïðåöèïèòàöèè ýêçîñîì
èç ÊÑ ïîçâîëÿåò èçáåæàòü ýòèõ ñëîæíîñòåé, îäíàêî íàëè-
÷èå áîëüøîãî êîëè÷åñòâà àíòèòåë, èñïîëüçîâàâøèõñÿ ïðè
âûäåëåíèè, â îáðàçöàõ ýêçîñîì ïðè ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîì
ðàçäåëåíèè íå ïîçâîëÿåò ÷åòêî âûÿâèòü ýêçîñîìàëüíûå
áåëêè, ïðèñóòñòâóþùèå â ñìåñè â ìèíîðíûõ êîëè÷åñòâàõ
íà ôîíå ìàæîðíûõ öåïåé èììóíîãëîáóëèíîâ (ðèñ. 4, á).

Òåì íå ìåíåå ñîïîñòàâëåíèå ýëåêòðîôîðåãðàìì ýêçî-
ñîìàëüíûõ áåëêîâ, ïîëó÷åííûõ èç ïðåïàðàòîâ ýêçîñîì
êëåòî÷íûõ êóëüòóð ðàçëè÷íîãî òêàíåâîãî ïðîèñõîæäåíèÿ
(íàïðèìåð, ECV è ãëèîìû-Â, ïðåäñòàâëåííûå íà ðèñ. 4,
à), äåìîíñòðèðóåò ÿâíûå ðàçëè÷èÿ â áåëêîâîì ïðîôèëå, â
òî âðåìÿ êàê ýëåêòðîôîðåòè÷åñêàÿ êàðòèíà ýêçîñîìàëü-
íûõ áåëêîâ, âûäåëåííûõ èç êóëüòóð ãëèàëüíîãî ïðîèñ-
õîæäåíèÿ, îäèíàêîâà (ðèñ. 4, á). Ïðè ýòîì íàáëþäàåìûå
ðàçëè÷èÿ áåëêîâûõ ïðîôèëåé íå çàâèñÿò îò ñïîñîáîâ âû-
äåëåíèÿ ýêçîñîì èç ÊÑ ñîîòâåòñòâóþùèõ êëåòî÷íûõ
êóëüòóð (äàííûå íå ïðåäñòàâëåíû).

À í à ë è ç á å ë ê î â î ã î ñ î ñ ò à â à ý ê ç î ñ î ì ñ ï î -
ì î ù ü þ ä â ó ì å ð í î ã î ý ë å ê ò ð î ô î ð å ç à è ì à ñ ñ -
ñ ï å ê ò ð î ì å ò ð è è. Äâóìåðíûé ýëåêòðîôîðåç ïîçâîëÿåò
ïîëó÷èòü íàìíîãî áîëåå äåòàëüíóþ èíôîðìàöèþ îá àíà-
ëèçèðóåìûõ áåëêàõ. Òàê, äâóìåðíîå ðàçäåëåíèå áåëêîâ
ýêçîñîì, âûäåëåííûõ èç êëåòîê ãëèîìû-Â ñ ïîìîùüþ
óëüòðàöåíòðèôóãèðîâàíèÿ (ðèñ. 5), ñ ïîñëåäóþùåé äåíñè-
òîìåòðèåé è ÷àñòè÷íîé èäåíòèôèêàöèåé áåëêîâ
ìàññ-ñïåêòðîìåòðèåé äàåò îáùóþ êàðòèíó ýêçîñîìàëüíî-
ãî ïðîòåîìà (ñì. òàáëèöó). Íåñìîòðÿ äàæå íà òî ÷òî â
ýòîì ïðîòåîìå îïðåäåëåíà òîëüêî ìàëàÿ ÷àñòü áåëêîâ, ìû
ìîæåì óæå ñåé÷àñ ñäåëàòü íåñêîëüêî âûâîäîâ. Âî-ïåð-
âûõ, ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå î÷åíü ïîõîæè íà äàííûå,
îïóáëèêîâàííûå ðàíåå äðóãèìè èññëåäîâàòåëÿìè (Poto-
licchio et al., 2005; Graner et al., 2009; Mathivanan, Simpson,
2009). Âî-âòîðûõ, ýêçîñîìàëüíûé ïðîòåîì â îáùèõ ÷åð-
òàõ î÷åíü ïîõîæ íà êëåòî÷íûé ïðîòåîì. Â-òðåòüèõ, â ýê-
çîñîìàëüíîì ïðîòåîìå åñòü áåëêè, êîòîðûå êîëè÷åñòâåí-
íî áîëåå âûðàæåíû, ÷åì â êëåòî÷íîì ïðîòåîìå, íàïðèìåð
àííåêñèíû, ÷àñòî âûÿâëÿåìûå â ýêçîñîìàõ è ðàíåå (Futter,
White, 2007; Mathivanan, Simpson, 2009).

Òàêèå áåëêè äîëæíû ïðåäñòàâëÿòü îñîáûé èíòåðåñ,
òàê êàê èìåííî îíè è õàðàêòåðèçóþò êîíêðåòíûå ýêçîñî-
ìû. Áîëåå òîãî, åñòü îñíîâàíèÿ ïîëàãàòü, ÷òî íà îñíîâà-
íèè äåòåêòèðîâàíèÿ òàêèõ áåëêîâ è èõ ñîñòîÿíèÿ ìîæíî
áóäåò ïîëó÷àòü èíôîðìàöèþ è î ñîñòîÿíèè êëåòîê-ïðîèç-
âîäèòåëåé äàííûõ ýêçîñîì. Äðóãèìè ñëîâàìè — èñïîëü-
çîâàòü ýòè áåëêè â êà÷åñòâå áèîìàðêåðîâ (Belting, Wittrup,
2008; Skog et al., 2008; Nilsson et al., 2009). Íà ïîèñê òàêèõ
áåëêîâ è áóäóò íàïðàâëåíû íàøè äàëüíåéøèå èññëåäîâà-
íèÿ. Â ñëó÷àå çàáîëåâàíèé ìîçãà, â ÷àñòíîñòè ãëèîáëà-
ñòîì, ýòî îñîáåííî âàæíî, òàê êàê, âîçìîæíî, ïîçâîëèò
ïðîâîäèòü íåèíâàçèâíóþ äèàãíîñòèêó ñ èñïîëüçîâàíèåì
ýêçîñîì èç êðîâè èëè äðóãèõ áèîëîãè÷åñêèõ æèäêîñòåé
ïàöèåíòà. Îæèäàåòñÿ, ÷òî âûäåëåíèå ýêçîñîì ïîçâîëèò
ðåçêî ïîâûñèòü ÷óâñòâèòåëüíîñòü äåòåêòèðîâàíèÿ íàé-
äåííûõ áèîìàðêåðîâ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà â ðàìêàõ ÔÖÏ «Íàó÷íûå è íàó÷-
íî-ïåäàãîãè÷åñêèå êàäðû èííîâàöèîííîé Ðîññèè», Ãîñ-
êîíòðàêò ¹ 14.740.11.0754.
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Ðèñ. 5. 2D-ýëåêòðîôîðåãðàììû áåëêîâ èç ýêçîñîì, âûäåëåííûõ
èç êëåòîê ãëèîìû-Â ìåòîäîì óëüòðàöåíòðèôóãèðîâàíèÿ.
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Ñïèñîê ýêçîñîìàëüíûõ áåëêîâ ëèíèè ãëèîìà-Â,
äåòåêòèðîâàííûõ ñ ïîìîùüþ ìàññ- ñïåêòðîìåòðèè ïîñëå äâóìåðíîãî ýëåêòðîôîðåçà

Íîìåð UniProtKB/Swiss-Prot Íàçâàíèå Mw/pI
Äîëÿ

ïÿòíà, %

1 ANXA5_HUMAN Àííåêñèí A5 36.0/4.9 2.57

2 ANXA2_HUMAN Àííåêñèí A2 38.0/7.5 2.77

3 Òî æå 38.0/7.5 3.02

4 ANXA1_HUMAN Àííåêñèí A1 39.0/6.6 0.71

5 ANXA6_HUMAN Àííåêñèí A6 76.0/5.4 1.86

6 GRP78_HUMAN Ðåãóëèðóåìûé ãëþêîçîé áåëîê (78 êÄà) 70.0/5.8 0.59

7 HSP90_HUMAN Áåëîê òåïëîâîãî øîêà (90 êÄà) 85.0/4.95 0.64

8 HSP70_HUMAN Áåëîê òåïëîâîãî øîêà (70 êÄà) 70.0/5.4 0.66

9 PPIE_HUMAN Ïåïòèäèëïðîëèëöèñ/òðàíñèçîìåðàçà 34.0/5.4 0.81

10 TERA_HUMAN ÀÒÔàçà ýíäîïëàçìàòè÷åñêîãî ðåòèêóëóìà 89.0/5.1 0.51

11 ITA3_HUMAN Èíòåãðèí àëüôà-3 118.0/6.5 0.49

12 PDC_HUMAN Áåëîê, âçàèìîäåéñòâóþùèé ñ áåëêîì 6, ïðîãðàì-
ìèðóþùèì êëåòî÷íóþ ñìåðòü

96.0/6.3 0.26

13 CALM_HUMAN Êàëüìîäóëèí 17.0/4.1 1.12

14 COF1_HUMAN Êîôèëèí 18.0/8.5 0.70

15 FRIH_HUMAN Ôåððèòèí (òÿæåëàÿ öåïü) 21.0/5.5 0.78

16 Òî æå 21.0/5.5 1.26

17 FRIL_HUMAN Ôåððèòèí (ëåãêàÿ öåïü) 20.0/5.5 0.63

18 PSA2_HUMAN Ïðîòåàñîìà (òèï 2, ñóáúåäèíèöà àëüôà) 26.0/7.1 0.48

19 PSB2_HUMAN Ïðîòåàñîìà (òèï 2, ñóáúåäèíèöà áåòà) 23.0/6.5 0.42

20 PSA5_HUMAN Ïðîòåàñîìà (òèï 5, ñóáúåäèíèöà àëüôà) 26.0/4.7 0.59

21 1433Z_HUMAN 14-3-3 çåòà/äåëüòà 28.0/4.7 1.36
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24 SDCB1_HUMAN Ñèíòåíèí 32.5/7/0 2.65
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26 » 42.0/5.3 1.72
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35 EHD1_HUMAN Áåëîê 1, ñîäåðæàùèé ÅÍ-äîìåí 60.6/6.4 0.51

36 C1QBP_HUMAN Áåëîê, ñâÿçûâàþùèé êîìïîíåíò 1Q êîìïëåìåíòà 32.0/4.7 0.41
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Exosomes are 20—100 nm membrane vesicles of endocytic origin secreted by most cell types in vitro and
in vivo. Since exosomes contain both RNA (mRNA and microRNA) and proteins, which can be transferred to
another cell, and be functional in that new environment, these vesicles may be involved in the communication
between cells. The secretion of exosomes by tumor cells and their implication in the transport and propagation
of infectious cargo suggest their participation in pathological situations. Our purpose here is to describe methods
for the production, purification, and proteomic characterization of exosomes derived from human cancer cells
in vitro. Based on exosomes’ unique lipidic composition, we have developed the new approach to increase pro-
duction of exosomes by cells in vitro. Secondly, we have developed quality control by laser correlation spectro-
scopy for exosomal assays based on the amount of MHC class I and CD63 molecules on their surface. At last,
matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight (MALDI-TOF) mass spectrometry was used after 2D
electrophoresis for the proteomic analysis of exosomes derived from cancer cell lines. This study describes the
protein composition of brain tumor cell-derived exosomes in more detail.
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