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Àãðåãàöèÿ ëåêòèíàìè êàê ñïîñîá âûäåëåíèÿ ýêçîñîì èç áèîëîãè÷åñêèõ æèäêîñòåé

Â ïîñëåäíåå âðåìÿ áîëüøîå âíèìàíèå ïðèâëåêàåò îäèí èç âèäîâ ìèêðî÷àñòèö, ïðîäóöèðóåìûõ
êëåòêàìè, ïîëó÷èâøèé íàçâàíèå «ýêçîñîìû». Ýòîò òåðìèí èñïîëüçóåòñÿ äëÿ îáîçíà÷åíèÿ âíåêëåòî÷íûõ
âåçèêóë ðàçìåðîì ìåíåå 120 íì, ïðîèñõîäÿùèõ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ ìóëüòèâåçèêóëÿðíûõ òåë. Ìíîãî-
÷èñëåííûå èññëåäîâàíèÿ, ïîñâÿùåííûå îñîáåííîñòÿì ñòðóêòóðû è áèîõèìè÷åñêîãî ñîñòàâà ýêçîñîì
ïðè ðàçëè÷íûõ ïàòîëîãè÷åñêèõ ñîñòîÿíèÿõ, ïîçâîëÿþò ïðåäïîëîæèòü ñîçäàíèå íîâûõ äèàãíîñòè÷åñêèõ
òåõíîëîãèé, îñíîâàííûõ íà àíàëèçå èçìåíåíèé â ñîñòàâå áåëêîâ è íóêëåèíîâûõ êèñëîò, ïåðåíîñèìûõ
ýêçîñîìàìè. Îäíàêî èç-çà ìàëûõ ðàçìåðîâ ýêçîñîì ìåòîäû èõ âûäåëåíèÿ è èññëåäîâàíèÿ ÿâëÿþòñÿ íå-
òðèâèàëüíîé çàäà÷åé. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïðåäëîæåí íîâûé ìåòîä ïðåïàðàòèâíîãî âûäåëåíèÿ ýêçîñîì,
îñíîâàííûé íà ôåíîìåíå èõ ñâÿçûâàíèÿ è àãðåãàöèè ëåêòèíàìè. Ðàçðàáîòàííûé ìåòîä îòíîñèòåëüíî
ýêîíîìè÷åí, ïîçâîëÿåò ïîëó÷àòü ýêçîñîìû èç ðàçëè÷íûõ áèîëîãè÷åñêèõ æèäêîñòåé è àïðîáèðîâàí äëÿ
ïîñëåäóþùåãî àíàëèçà áåëêîâîãî ñîñòàâà ýêçîñîì ñ öåëüþ åãî âîçìîæíîãî ïðèìåíåíèÿ â êëèíè÷åñêîé
ïðàêòèêå. Ïðîâåäåííàÿ àïðîáàöèÿ ïðîäåìîíñòðèðîâàëà öåëåñîîáðàçíîñòü èñïîëüçîâàíèÿ ñåäèìåíòàöèè
ëåêòèíîâûõ àãðåãàòîâ ýêçîñîì â êà÷åñòâå íîâîãî ïîäõîäà ê âûäåëåíèþ ýòèõ ìèêðîâåçèêóë èç ïîëíîé
êîíäèöèîíèðîâàííîé êóëüòóðàëüíîé ñðåäû â ðàìêàõ èññëåäîâàòåëüñêîé ðàáîòû.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ýêçîñîìû, ëåêòèíû, ìåòîäû âûäåëåíèÿ ýêçîñîì.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÀÑÌ — àòîìíî-ñèëîâàÿ ìèêðîñêîïèÿ, ÁÑÀ — áû÷èé ñûâîðîòî÷íûé
àëüáóìèí, ÁÒÕ — áåëîê Òàììà—Õîðñôàëëà, ÄÐÑ — äèíàìè÷åñêîå ðàññåÿíèå ñâåòà, ÊÑ — êîíäèöèîíè-
ðîâàííàÿ ñðåäà, Êîí-À — êîíêîíàâàëèí À, ÔÃÀ — ôèòîãåìàããëþòèíèí Ì, 1DE è 2DE — ñîîòâåòñòâåí-
íî îäíîìåðíûé è äâóõìåðíûé ýëåêòðîôîðåç, PBS — ôîñôàòíî-ñîëåâîé áóôåðíûé ðàñòâîð.

Ïîñëåäíèå 10 ëåò âíèìàíèå ó÷åíûõ ïðèâëå÷åíî ê
ìåìáðàííûì âåçèêóëàì ðàçìåðîì îò 30 íì äî 1 ìêì, îá-
íàðóæèâàåìûì â ðàçíîîáðàçíûõ áèîëîãè÷åñêèõ æèäêî-
ñòÿõ (ïëàçìå êðîâè, ìåæêëåòî÷íîé, ïëåâðàëüíîé è äð.)
(Raposo, Stoorvogel, 2013). Îá èõ ñóùåñòâîâàíèè âîîá-
ùå-òî áûëî èçâåñòíî äàâíî, íî âïëîòü äî íåäàâíåãî âðå-
ìåíè èõ ðàññìàòðèâàëè êàê ïîáî÷íûé ïðîäóêò àïîïòîçà,
íå íåñóùèé ôóíêöèîíàëüíîé íàãðóçêè. Îäíàêî èññëå-
äîâàíèÿ ïîñëåäíèõ ëåò ïîêàçàëè, ÷òî òàêèå ñòðóêòóðû
ïðîäóöèðóþòñÿ íîðìàëüíûìè, æèçíåñïîñîáíûìè êëåòêà-
ìè ñàìûõ ðàçíûõ òêàíåé îðãàíèçìà (Van der Pol et al.,
2012). Ñðåäè ìèêðîâåçèêóë, îáíàðóæèâàåìûõ â áèîëîãè-
÷åñêèõ æèäêîñòÿõ, ïðèíÿòî ðàçëè÷àòü ýêçîñîìû — ÷àñòè-
öû ðàçìåðîì îò 20 äî 120 íì, ïðîèñõîäÿùèå èç ìóëüòèâå-
çèêóëÿðíûõ ýíäîñîì è îòïî÷êîâûâàþùèåñÿ èëè ñíÿòûå ñ
ïîâåðõíîñòè (shedding) âåçèêóëû, êîòîðûå îáû÷íî êðóï-
íåå ýêçîñîì (100—1000 íì) (Th*ery, 2011; Akers et al.,
2013).

Ýêçîñîìû ïåðåíîñÿò áåëêè, ëèïèäû è íóêëåèíîâûå
êèñëîòû, êîòîðûå ÿâëÿþòñÿ áèîëîãè÷åñêèìè ìàðêåðàìè
ñîñòîÿíèÿ ïðîäóöèðóþùèõ èõ êëåòîê (Ãóñà÷åíêî è äð., 2013;
Corrado et al., 2013). Òàê êàê ýêçîñîìû øèðîêî ïðåäñòàâëå-
íû â áèîëîãè÷åñêèõ ñåêðåòàõ îðãàíèçìà, áèîìàðêåðû ýêçî-
ñîì ïîòåíöèàëüíî ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû äëÿ ïåðâè÷íîé
äèàãíîñòèêè ðàçëè÷íûõ çàáîëåâàíèé èëè îïðåäåëåíèÿ
ñòàäèè ïðîãðåññèè çàáîëåâàíèÿ (Al-Nedawi et al., 2009;
Taylor, Gercel-Taylor, 2013). Èññëåäîâàíèÿ ïîêàçûâàþò,
÷òî áåëêè è íóêëåèíîâûå êèñëîòû â ñîñòàâå ýêçîñîì ñòà-
áèëüíû è ïðèñóòñòâóþò â êîëè÷åñòâàõ, äîñòàòî÷íûõ äëÿ
èõ èçó÷åíèÿ ïðè ïîìîùè âûñîêî÷óâñòâèòåëüíûõ ìîëåêó-
ëÿðíî-áèîëîãè÷åñêèõ ìåòîäîâ, â òîì ÷èñëå ìàññ-ñïåêòðî-
ìåòðèè è ÏÖÐ (Kalra et al., 2013; Cheng et al., 2014). Îäíà-
êî ñ ó÷åòîì ìàëîãî ðàçìåðà ýêçîñîì ìåòîäû èõ âûäåëå-
íèÿ ÿâëÿþòñÿ îäíèì èç ëèìèòèðóþùèõ ôàêòîðîâ äëÿ
ââåäåíèÿ äèàãíîñòè÷åñêèõ ïðîöåäóð íà îñíîâå àíàëèçà
ñîñòàâà ýêçîñîì â áîëåå èëè ìåíåå ðóòèííóþ ïðàêòèêó.

5

2 0 1 7 Ö È Ò Î Ë Î Ã È ß Ò î ì 59, ¹ 1



Êëàññè÷åñêèì ñïîñîáîì âûäåëåíèÿ ýêçîñîì èç áèî-
ëîãè÷åñêèõ æèäêîñòåé èëè êóëüòóðàëüíûõ ñðåä ÿâëÿåòñÿ
ïîñëåäîâàòåëüíîå öåíòðèôóãèðîâàíèå, âêëþ÷àÿ óëüòðà-
öåíòðèôóãèðîâàíèå èëè óëüòðàöåíòðèôóãèðîâàíèå â ãðà-
äèåíòå ïëîòíîñòè ñàõàðîçû (Th*ery et al., 2006; Mar-
qu*es-Garcia, Isidoro-Garcia, 2016). Îäíàêî, íåñìîòðÿ íà
ìíîãî÷èñëåííûå ïðåèìóùåñòâà (äîñòàòî÷íî âûñîêàÿ ñòå-
ïåíü ÷èñòîòû ýêçîñîì, èõ ëåãêàÿ ðàñòâîðèìîñòü è ò. ä.),
îáà ýòèõ ìåòîäà èìåþò ðÿä íåäîñòàòêîâ, ñðåäè êîòîðûõ
òðóäîåìêîñòü, âðåìåíí*ûå çàòðàòû è äîðîãîâèçíà îáîðó-
äîâàíèÿ. Ïîýòîìó ðàçðàáîòêà ïðîñòûõ, íå òðåáóþùèõ
óëüòðàöåíòðèôóãèðîâàíèÿ ìåòîäèê âûäåëåíèÿ ýêçîñîì —
÷ðåçâû÷àéíî áóðíî ðàçâèâàþùàÿñÿ è äîñòàòî÷íî óñïåø-
íàÿ îáëàñòü èññëåäîâàíèé.

Ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè ïîÿâèëèñü ìåòîäû, îñíîâàí-
íûå íà ñïåöèôè÷åñêîì ñâÿçûâàíèè ìîëåêóë íà ïîâåðõíî-
ñòè ýêçîñîì è ïîçâîëÿþùèå îáõîäèòüñÿ áåç óëüòðàöåíò-
ðèôóãè. Ñðåäè íèõ ìåòîäèêè âûäåëåíèÿ ýêçîñîì èììó-
íîïðåöèïèòàöèåé ñ ïîìîùüþ ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë ê
ïîâåðõíîñòíûì áåëêàì ýêçîñîì (Mathivanan et al., 2010)
èëè ïðåöèïèòàöèåé ñ ïîìîùüþ, íàïðèìåð, ïåïòèäà Vn96,
ñâÿçûâàþùåãîñÿ ñ áåëêîì òåïëîâîãî øîêà íà ïîâåðõíî-
ñòè ýêçîñîì, à òàêæå ìåòîäèêè, èñïîëüçóþùèå êîììåð÷å-
ñêè äîñòóïíûå íàáîðû ðåàêòèâîâ, ïðèíöèï äåéñòâèÿ êî-
òîðûõ îñíîâàí íà îñàæäåíèè ýêçîñîì ñ ïîìîùüþ õèìè÷å-
ñêîãî ðåàãåíòà (âûñàëèâàíèè) èëè íà îñàæäåíèè ñ
èñïîëüçîâàíèåì ïîëèìåðîâ (ExoQuick™ Exosome Preci-
pitation Solution. User Manual; http://www.lifetechnologi-
es.com; http://norgenbiotek.com). Ñóùåñòâîâàíèå ïðèíöè-
ïèàëüíî ðàçëè÷íûõ ïîäõîäîâ ñâèäåòåëüñòâóåò îá îòñóò-
ñòâèè îïòèìàëüíîãî ìåòîäà âûäåëåíèÿ ýòèõ íàíî÷àñòèö
(Marqu*es-García, Isidoro-García, 2016; Weng et al., 2016).

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå â êà÷åñòâå óïðîùåííîé ïðîöåäó-
ðû âûäåëåíèÿ ýêçîñîì ìû ïðåäëàãàåì èñïîëüçîâàíèå àô-
ôèííîãî ñâÿçûâàíèÿ ýêçîñîì ëåêòèíàìè ñ ïîñëåäóþùèì
ìÿãêèì öåíòðèôóãèðîâàíèåì ëåêòèíîâûõ àãðåãàòîâ ýêçî-
ñîì. Ïðåäëîæåííàÿ ìåòîäèêà âûäåëåíèÿ ýêçîñîì èç êîí-
äèöèîíèðîâàííîé êóëüòóðàëüíîé ñðåäû óñïåøíî àïðîáè-
ðîâàíà äëÿ äàëüíåéøèõ èññëåäîâàíèé ïðîòåîìíîãî ñîñòà-
âà ìèêðîâèçèêóë.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ð å à ã å í ò û: êîêòåéëè èíãèáèòîðîâ ïðîòåàç è ôîñôà-
òàç (Pierce, ÑØÀ); àíòèòåëà CD9 è TSG101 (SantaCruz,
ÑØÀ), HLA-ABC (BeckmanCoulter, ÑØÀ); ñðåäû äëÿ ðî-
ñòà êëåòîê DMEM/F12 è DÌÅÌ, ýìáðèîíàëüíàÿ ñûâîðîò-
êà òåëåíêà (Áèîëîò, Ðîññèÿ); ñûâîðîòêà FetalClone II
(HyClone, ÑØÀ); êóëüòóðàëüíûå ôëàêîíû Êàððåëÿ
(OrangeScientific, Áåëüãèÿ). Âñå äðóãèå èñïîëüçóåìûå ðåà-
ãåíòû áûëè ïîëó÷åíû îò Sigma-Aldrich (ÑØÀ).

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. Ðàáîòà ïðîâåäåíà íà ïåðåâèâàåìûõ êóëü-
òóðàõ êëåòîê ÷åëîâåêà, ïîëó÷åííûõ èç êîëëåêöèè Èíñòè-
òóòà öèòîëîãèè ÐÀÍ (Ñàíêò-Ïåòåðáóðã): HeLa (êëåòêè
àäåíîêàðöèíîìû øåéêè ìàòêè), MCF-7 (êëåòêè àäåíîêàð-
öèíîìû ìîëî÷íîé æåëåçû) è HT-1080 (êëåòêè ôèáðîñàð-
êîìû). Êðîìå òîãî, èñïîëüçîâàëè ïåðâè÷íûå êóëüòóðû
êëåòîê ãëèîìû-Ò è ãëèîìû-Ë, ïîëó÷åííûå â íàøåé ëàáî-
ðàòîðèè, à òàêæå ýìáðèîíàëüíûå ôèáðîáëàñòû ëåãêîãî
÷åëîâåêà. Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå DMEM/F12, ñî-
äåðæàùåé 5 % ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè, î÷èùåííîé îò
ýêçîñîì ñ ïîìîùüþ óëüòðàöåíòðèôóãèðîâàíèÿ, â àòìî-
ñôåðå 5 % ÑÎ2 ïðè 37 °Ñ. Ïî ìåðå ðîñòà êóëüòóð êîíäè-

öèîíèðîâàííóþ êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó (ÊÑ) ñîáèðàëè è
èññëåäîâàëè äëÿ âûÿñíåíèÿ íàëè÷èÿ ýêçîñîì.

Á è î ë î ã è ÷ å ñ ê è å æ è ä ê î ñ ò è (êðîâü, ìî÷ó, àñöè-
òè÷åñêóþ è ïëåâðàëüíóþ æèäêîñòè) çäîðîâûõ è áîëüíûõ
äîíîðîâ ïîëó÷àëè èç Îáëàñòíîé êëèíè÷åñêîé áîëüíèöû
(Ãàò÷èíà, Ëåíèíãðàäñêàÿ îáë.). Ñûâîðîòêó è ïëàçìó êðî-
âè ïîëó÷àëè îáùåïðèíÿòûì ìåòîäîì (Ìåíüøèêîâ, 1987).

Â û ä å ë å í è å ý ê ç î ñ î ì è ç Ê Ñ è á è î ë î ã è ÷ å -
ñ ê è õ æ è ä ê î ñ ò å é ñ ï î ì î ù ü þ ó ë ü ò ð à ö å í ò ð è -
ô ó ã è ð î â à í è ÿ. ÊÑ èëè äðóãèå æèäêîñòè ïîñëåäîâà-
òåëüíî öåíòðèôóãèðîâàëè â òå÷åíèå 30 ìèí â ðåæèìàõ
2000 è 20 000 g äëÿ óäàëåíèÿ ìåðòâûõ êëåòîê, èõ îáëîì-
êîâ è (èëè) äðóãèõ êðóïíûõ êîíãëîìåðàòîâ. Ïðè ýòîì
îáúåì ÊÑ, ìî÷è èëè àñöèòè÷åñêîé æèäêîñòè ñîñòàâëÿë
100 ìë, íà÷àëüíûé îáúåì ïëàçìû êðîâè (10 ìë) äîâîäèëè
òîæå äî 100 ìë ñ ïîìîùüþ PBS. Â äàëüíåéøåì äëÿ âûäå-
ëåíèÿ ýêçîñîì ïðèìåíÿëè óëüòðàöåíòðèôóãèðîâàíèå, êî-
òîðîå ïðîâîäèëè íà öåíòðèôóãå Beckman Coulter (ÑØÀ;
óãëîâîé ðîòîð 45Ti, 100 000 g â òå÷åíèå 2 ÷). Ïîñëå öåíò-
ðèôóãèðîâàíèÿ îñàäîê ðàñòâîðÿëè â 4 ìë PBS è ïîâòîðíî
öåíòðèôóãèðîâàëè (áàêåòíûé ðîòîð SW 55Ti, 120 000 g,
2 ÷). Ïîëó÷åííûé îñàäîê ðàñòâîðÿëè â 100 ìêë âîäû
(MiliQ).

Ì å ò î ä ä è í à ì è ÷ å ñ ê î ã î ð à ñ ñ å ÿ í è ÿ ñ â å ò à
( Ä Ð Ñ ) è ë è ë à ç å ð í î é ê î ð ð å ë ÿ ö è î í í î é ñ ï å ê -
ò ð î ñ ê î ï è è èñïîëüçîâàëè â êà÷åñòâå îñíîâíîãî ìåòîäà
ðåãèñòðàöèè ýêçîñîì è èõ àãðåãàòîâ â áèîëîãè÷åñêèõ
æèäêîñòÿõ è êóëüòóðàëüíîé ñðåäå (Van der Pol, 2010). Ìå-
òîä ïîçâîëÿåò îïðåäåëèòü êîýôôèöèåíò äèôôóçèè äèñ-
ïåðñíûõ ÷àñòèö â æèäêîñòè ïóòåì àíàëèçà êîððåëÿöèîí-
íîé ôóíêöèè ôëóêòóàöèé èíòåíñèâíîñòè ðàññåÿííîãî
ñâåòà. Äàëåå èç êîýôôèöèåíòà äèôôóçèè ðàññ÷èòûâàåòñÿ
ðàçìåð íàíî÷àñòèö (ãèäðîäèíàìè÷åñêèé ðàäèóñ). Èçìåðå-
íèÿ ïðîâîäèëè íà ëàçåðíîì êîððåëÿöèîííîì ñïåêòðîìåò-
ðå ËÊÑ-03 (ÈÍÒÎÊÑ, Ðîññèÿ). Ïðèáîð óòâåðæäåí êîìè-
òåòîì ïî íîâîé ìåäèöèíñêîé òåõíèêå Ìèíèñòåðñòâà
çäðàâîîõðàíåíèÿ ÐÔ äëÿ îïðåäåëåíèÿ ðàçìåðîâ ìèêðî÷à-
ñòèö â áèîëîãè÷åñêèõ æèäêîñòÿõ (Ñåðòèôèêàò RU.
Ñ. 39.003. À ¹ 5381). Èçìåðåíèÿ è ðàñ÷åò ðàçìåðîâ ÷àñ-
òèö â îáðàçöàõ áèîëîãè÷åñêèõ æèäêîñòåé ïðîâîäèëè
ñîãëàñíî ìåòîäèêàì è ïðîãðàììíûì ïðîäóêòàì, îïè-
ñàííûì ðàíåå (Lebedev et al., 1997). Ðåçóëüòàò èçìåðåíèé
ïðåäñòàâëÿåòñÿ â âèäå ãèñòîãðàììû ðàñïðåäåëåíèÿ ÷àñ-
òèö ïî ðàçìåðàì (ãèñòîãðàììû ôðàêöèîííîãî ñîñòàâà),
â êîòîðîé ãîðèçîíòàëüíàÿ îñü ÿâëÿåòñÿ ðàçìåðíîé øêà-
ëîé (â íì), à âåðòèêàëüíàÿ îòðàæàåò âêëàä â îáùåå ðàññå-
ÿíèå îáðàçöà ÷àñòèö äàííîãî ðàçìåðà (â %). Ïðè ýòîì
ñóììàðíîå ðàññåÿíèå âñåõ ÷àñòèö îáðàçöà ïðèíèìàåòñÿ çà
100 %.

À ò î ì í à ÿ ñ è ë î â à ÿ ì è ê ð î ñ ê î ï è ÿ (À Ñ Ì) èñ-
ïîëüçîâàíà äëÿ ïðÿìîé âèçóàëèçàöèè ýêçîñîìíûõ ÷àñòèö
è èõ àãðåãàòîâ. Ïðåïàðàòû ýêçîñîì, ïîëó÷åííûå ìåòîäà-
ìè ëèáî ïîñëåäîâàòåëüíîãî öåíòðèôóãèðîâàíèÿ, âêëþ÷àÿ
óëüòðàöåíòðèôóãèðîâàíèå, ëèáî îñàæäåíèÿ ëåêòèíîâûõ
àãðåãàòîâ, ïîñëå ìíîãîêðàòíîé ïðîìûâêè PBS íàíîñèëè
íà ñâåæåñêîëîòóþ ñëþäó. Çàòåì îáðàçöû ôèêñèðîâàëè
0.5%-íûì ãëóòàðîâûì àëüäåãèäîì, ïðîìûâàëè äèñòèëëè-
ðîâàííîé âîäîé è âûñóøèâàëè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòó-
ðå. Èññëåäîâàíèÿ ïðîâîäèëè íà ñêàíèðóþùåì çîíäîâîì
ìèêðîñêîïå SolverBio (NT-MDT, Çåëåíîãðàä, Ðîññèÿ)
â ïîëóêîíòàêòíîì ðåæèìå ñêàíèðîâàíèÿ íà âîçäóõå. Èñ-
ïîëüçîâàëè çîíäû ñåðèè NSG03 (NT-MDT, Çåëåíîãðàä,
Ðîññèÿ) c êîíñòàíòîé æåñòêîñòè ~5 Í/ì, àìïëèòóäà ñêà-
íèðîâàíèÿ ñîñòàâëÿëà 4 íì, ñêîðîñòü ñêàíèðîâàíèÿ —
1 Ãö. Ïîëó÷åííûå ÀÑÌ-èçîáðàæåíèÿ îáðàáàòûâàëè ñ ïî-

6 Ò. À. Øòàì è äð.



ìîùüþ ïðèëàãàåìîãî ïðîãðàììíîãî îáåñïå÷åíèÿ Image
Analysis Nova.

Î ä í î ì å ð í û é ý ë å ê ò ð î ô î ð å ç (1 D E) ïðåïàðà-
òîâ ýêçîñîì ïðîâîäèëè â ïðèñóòñòâèè SDS ñ êîíöåíòðà-
öèåé ïîëèàêðèëàìèäà 10 % â ðàçäåëÿþùåì ãåëå è 5 % â
êîíöåíòðèðóþùåì ãåëå. Àíàëèçèðóåìûå îáðàçöû ïîìå-
ùàëè â ñòàíäàðòíûé áóôåð (Laemlli sample buffer) äëÿ íà-
íåñåíèÿ (0.065 Ì, Òðèñ ðÍ 6.8, 2 % SDS, 1 % ÄÒÒ, 10 %
ãëèöåðèíà è 0.01 % áðîìôåíîëîâîãî ãîëóáîãî) è ïðîãðå-
âàëè íà êèïÿùåé âîäÿíîé áàíå â òå÷åíèå 2 ìèí. Îáðàçöû
áåëêà ïî 10—30 ìêã íàíîñèëè íà äîðîæêó. Ôîðåç ïðîâî-
äèëè ïðè ïîñòîÿííîì òîêå (25 ìA/ãåëü) è íàïðÿæåíèè îò
100 äî 160 Â, èñïîëüçóÿ ñèñòåìó Mini-PROTEAN 3 Dode-
cacell (BioRad, ÑØÀ). Êîíöåíòðàöèþ áåëêà â îáðàçöàõ
çàìåðÿëè ïî ìåòîäó Áðýäôîðäà. Áåëêè ïîñëå ýëåêòðîôî-
ðåçà â ÏÀÀÃ îêðàøèâàëè ñ ïîìîùüþ êðàñèòåëÿ Êóìàññè
R350.

Â å ñ ò å ð í - á ë î ò - à í à ë è ç. Ïîñëå ýëåêòðîôîðåòè÷å-
ñêîãî ðàçäåëåíèÿ (1DE) áåëêè ïåðåíîñèëè íà ìåìáðàíó
PVDF, èñïîëüçóÿ àïïàðàò äëÿ ïîëóñóõîãî ïåðåíîñà (Bio-
Rad). Äàëüíåéøèå îáðàáîòêè ìåìáðàíû ïðîâîäèëè ïî ìå-
òîäó «ãîëóáîé ñóõîé Âåñòåðí» (Naryzhny, 2009) ñ èñïîëü-
çîâàíèåì àíòèòåë ïðîòèâ ýêçîñîìàëüíûõ ìàðêåðîâ TSG101
èëè CD9 ïðîèçâîäñòâà êîìïàíèè SantaCruz, ÑØÀ.

Ä â ó õ ì å ð í û é ý ë å ê ò ð î ô î ð å ç (2 D E) ïðîâîäèëè
ñ èñïîëüçîâàíèåì ìåòîäè÷åñêèõ ïîäõîäîâ, îïèñàííûõ
ðàíåå (Øòàì è äð., 2012; Íàðûæíûé è äð., 2014).

Ì à ñ ñ - ñ ï å ê ò ð î ì å ò ð è ÿ. Ïîñëå ðàçäåëåíèÿ ñ ïî-
ìîùüþ 2DE è îêðàøèâàíèÿ Êóìàññè R350 êóñî÷êè ãåëÿ
äèàìåòðîì 1.0—1.5 ìì, ñîîòâåòñòâóþùèå áåëêîâûì ïÿò-
íàì, âûðåçàëè, èñïîëüçóÿ íàêîíå÷íèêè äëÿ ìèêðîïèïå-
òîê, 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 SpeedVac. Âûñóøåííûå êóñî÷êè
ãåëÿ â òå÷åíèå 25 ìèí âûìà÷èâàëè íà ëüäó â 12 ìêë
25 ìÌ ðàñòâîðà áèêàðáîíàòà àììîíèÿ (ÀÁÊ), ñîäåðæàùå-
ãî òðèïñèí (TrypsinGold, 4 ìêã/ìë). Èçëèøåê ðàñòâîðà
óäàëÿëè, äîáàâëÿëè 10 ìêë ðàñòâîðà 25 ìÌ ÀÁÊ è ïðîâî-
äèëè ïðîòåîëèç áåëêà ïðè 37 °Ñ â òå÷åíèå íå ìåíåå 4 ÷.
Ïðîäóêòû ãèäðîëèçà ñìåøèâàëè (ïî 1 ìêë) ïðÿìî íà ïëà-
ñòèíêå äëÿ ìàññ-ñïåêòðîñêîïèè ñ ìàòðèêñîì CHCA
(a-cyano-4-hydroxycinnamic acid; Fluka, Øâåéöàðèÿ), ðàñ-
òâîðåííûì â êîíöåíòðàöèè 10 ìã/ìë â 50%-íîì ACN, ñî-
äåðæàùåì 0.1 % òðèôòîðóêñóñíîé êèñëîòû, êðèñòàëëèçî-
âàëè â ïîòîêå âîçäóõà è àíàëèçèðîâàëè íà èíñòðóìåíòå
MALDI Ìèêðîôëåêñ MX (BrukerInc, ÑØÀ). Ñïåêòðû ïî-
ëó÷àëè â ðåæèìå îòðàæåíèÿ (reflectionmode), èñïîëüçóÿ
ïðèìåðíî 50—100 ëàçåðíûõ âûñòðåëîâ ïî âñåé ïëîùàäè
ìèøåíè. Ñóììàðíûå ñïåêòðû àíàëèçèðîâàëè, èñïîëüçóÿ
ïðîãðàììó Mascot (http://www.matrixscience.com/search_
form_select).

Ðåçóëüòàòû

À ã ð å ã à ö è ÿ ý ê ç î ñ î ì ë å ê ò è í à ì è. Áîëüøèíñòâî
ïîâåðõíîñòíûõ áåëêîâ êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ ñèëüíî
ãëèêîçèëèðîâàíî (Drickamer, Taylor, 2006). Â ñâÿçè ñ ýòèì
ðåçîííî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî àíàëîãè÷íàÿ ñèòóàöèÿ èìååò
ìåñòî è äëÿ ýêçîñîì. Â òàêîì ñëó÷àå äîáàâëåíèå ëåêòèíîâ
ê ïðåïàðàòàì ýêçîñîì ìîæåò ïðèâîäèòü ê èõ àãðåãàöèè,
÷òî ëåãêî ìîæåò áûòü çàðåãèñòðèðîâàíî ñ ïîìîùüþ ÄÐÑ.

Â ïðåäøåñòâóþùèõ ðàáîòàõ ìû ïðîäåìîíñòðèðîâàëè,
÷òî ïðèìåíåíèå ÄÐÑ ïîçâîëÿåò îáíàðóæèâàòü ýêçîñîìû è
îòñëåæèâàòü êèíåòèêó èõ ïðîäóêöèè (Ôèëàòîâ è äð.,
2010, 2011). Ïðè ýòîì îêàçàëîñü, ÷òî îáíàðóæèâàåìûå
ìåòîäîì ÄÐÑ â áèîëîãè÷åñêèõ æèäêîñòÿõ ÷àñòèöû äâóõ
ðàçìåðíûõ êëàññîâ (îêîëî 20 è 90 íì) èìåþò ñõîäíûå
îñîáåííîñòè, êîòîðûå ïðèíÿòî ïðèïèñûâàòü ýêçîñîìàì
(Ôèëàòîâ è äð., 2010, 2011; Øòàì è äð., 2012). Òàê, ÷àñòè-
öû îáîèõ êëàññîâ íåñóò íà ñâîåé ïîâåðõíîñòè ñïåöèôè÷-
íûå àíòèãåíû (HLA-ABC è CD63, êîòîðûå îòëè÷àþò èõ
îò ïðî÷èõ ñåêðåòèðóåìûõ ñòðóêòóð), îáëàäàþò óñòîé÷è-
âîñòüþ ê íåêîòîðûì íåèîííûì äåòåðãåíòàì, à èõ ðàçìå-
ðû ïî äàííûì ÀÑÌ íàõîäÿòñÿ â ïðåäåëàõ îò 20 äî 120 íì
(Sharma et al., 2010; Lässer et al., 2012; Shtam et al., 2013).

Íà ðèñ. 1, à ïðèâåäåí ïðèìåð äåòåêòèðîâàíèÿ ýêçîñîì
ìåòîäàìè ÄÐÑ è ÀÑÌ â îáðàçöàõ ÊÑ, ïîëó÷åííîé ïîñëå
ðîñòà â íåé êëåòîê ëèíèè ãëèîìà-Ò â òå÷åíèå 5 ñóò ïðè
ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ êóëüòèâèðîâàíèÿ. Ïðîöåññ àããëþ-
òèíàöèè ýêçîñîì áûë òàêæå èññëåäîâàí ìåòîäàìè ÄÐÑ è
ÀÑÌ. Äåéñòâèòåëüíî, äîáàâëåíèå ôèòîãåìàããëþòèíèíà
Ì (ÔÃÀ) èëè êîíêîíàâàëèíà À (Êîí-À) ïðèâîäèëî ê èñ-
÷åçíîâåíèþ íà ãèñòîãðàììå äèíàìè÷åñêîãî ñâåòîðàññåÿ-
íèÿ ïèêîâ, ñîîòâåòñòâóþùèõ ðàçìåðàì ýêçîñîì, è ïîÿâëå-
íèþ ïèêîâ, ñîîòâåòñòâóþùèõ çíà÷èòåëüíî áîëåå êðóï-
íûì ìîëåêóëÿðíûì àãðåãàòàì (ðèñ. 1, á). Ëåêòèíîâûå
àãðåãàòû ýêçîñîì ìîæíî âèçóàëèçèðîâàòü è ñ ïîìîùüþ
ÀÑÌ (ðèñ. 1, á). Òàêèå êðóïíûå àãðåãàòû ìîãóò áûòü ñå-
äèìåíòèðîâàíû öåíòðèôóãèðîâàíèåì ïðè îòíîñèòåëüíî
íåâûñîêèõ îáîðîòàõ (15 000 g). Ýòîò ýòàï öåíòðèôóãèðî-
âàíèÿ ïðèâîäèò ê ïîëíîìó óäàëåíèþ èç ñìåñè áîëüøèõ
(áîëåå 1000 íì) êîíãëîìåðàòîâ (äàííûå íå ïðåäñòàâëå-
íû). Äîáàâëåíèå ê ïîëó÷åííîìó îñàäêó èçáûòêà ïðîñòûõ
êàðáîãèäðàòîâ (ãëþêîçû èëè ìàííîçû), êîíêóðåíòíî ðàç-
ðóøàþùèõ ñâÿçü ïîëèñàõàðèäîâ ñ ëåêòèíàìè, ïðèâîäèò ê
îñâîáîæäåíèþ èç àãðåãàòîâ èíäèâèäóàëüíûõ ýêçîñîì, êî-
òîðûå âíîâü ìîãóò áûòü çàðåãèñòðèðîâàíû ìåòîäàìè ÄÐÑ
è ÀÑÌ (ðèñ. 1, â).

Íàøè íàáëþäåíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî ïðîöåññ àããëþòèíà-
öèè ýêçîñîì ìîæíî îáíàðóæèòü â ÊÑ, ïîëó÷åííîé ïîñëå
êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê âñåõ òèïîâ íåçàâèñèìî îò èõ
òêàíåâîãî ïðîèñõîæäåíèÿ, èíòåíñèâíîñòè ïðîëèôåðàöèè
è çëîêà÷åñòâåííîé òðàíñôîðìàöèè. Àíàëîãè÷íûå ðåçóëü-
òàòû áûëè ïîëó÷åíû äëÿ çëîêà÷åñòâåííî òðàíñôîðìèðî-
âàííûõ êëåòîê HeLa (êëåòêè àäåíîêàðöèíîìû øåéêè ìàò-
êè), MCF-7 (êëåòêè àäåíîêàðöèíîìû ìîëî÷íîé æåëåçû),
HT-1080 (êëåòêè ôèáðîñàðêîìû) è ãëèîìû-Ë, à òàêæå äëÿ
óñëîâíî íîðìàëüíûõ ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ ëåã-
êîãî ÷åëîâåêà (äàííûå íå ïðåäñòàâëåíû). Òàêîå ïîâåäå-
íèå îïðåäåëåííî óêàçûâàåò íà òî, ÷òî èñïîëüçîâàííûå
ëåêòèíû íàõîäÿò ìåñòà ñâÿçûâàíèÿ íà ïîâåðõíîñòè ýêçî-
ñîì. Ýòî â ñâîþ î÷åðåäü îçíà÷àåò, ÷òî íà ïîâåðõíîñòè ýê-
çîñîì èìåþòñÿ ñëîæíûå ïîëèñàõàðèäû, íåñóùèå êîíöå-
âûå îñòàòêè ãàëàêòîçû, N-àöåòèëãëþêîçàìèíà è ìàííîçû
äëÿ ñâÿçûâàíèÿ ÔÃÀ (Summers et al., 2002), à òàêæå
a-D-ìàíîçèëüíûå è a-D-ãëþêîçèëüíûå ãðóïïû, ïðåä-
ñòàâëÿþùèå ñîáîé ìèøåíè äëÿ ñâûçûâàíèÿ Êîí-À (Gold-
stein, Poretz, 1986). Íàëè÷èå áåëêîâûõ ìàðêåðîâ ýêçîñîì
(TSG101 è CD9) àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ Âåñ-
òåðí-áëîò-àíàëèçà. Îáà ýêçîñîìàëüíûõ ìàðêåðà ïðèñóò-
ñòâîâàëè â áîëüøîì êîëè÷åñòâå â îñàäêå, ïîëó÷åííîì ïî-
ñëå èíêóáàöèè ÊÑ ñ Êîí-À èëè ÔÃÀ è ïîñëåäóþùåãî
öåíòðèôóãèðîâàíèÿ (15 000 g), ÷òî ïîäòâåðæäàëî íàëè-
÷èå â íåì ýêçîñîì (ðèñ. 1, ã).

Â û ä å ë å í è å ý ê ç î ñ î ì, î ñ í î â à í í î å í à ñ å ä -
ì å í ò à ö è è è õ ë å ê ò è í î â û õ à ã ð å ã à ò î â: ï ð è ì å -
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í å í è å ä ë ÿ ï ð î ò å î ì í û õ è ñ ñ ë å ä î â à í è é. Íàáëþ-
äàåìîå ÿâëåíèå àãðåãàöèè ýêçîñîì ëåêòèíàìè, ïî-âèäè-
ìîìó, ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíî ïðè âûäåëåíèè ýêçîñîì.
Äåéñòâèòåëüíî, êðóïíûå àãðåãàòû ýêçîñîì, îáðàçîâàííûå
ïðè äîáàâëåíèè ëåêòèíîâ, ìîãóò áûòü îñàæäåíû öåíòðè-
ôóãèðîâàíèåì ïðè äîñòàòî÷íî íèçêîé öåíòðîáåæíîé ñêî-
ðîñòè, â òî âðåìÿ êàê ñåäèìåíòàöèÿ îäèíî÷íûõ ýêçîñîì
ïðîèñõîäèò ëèøü ïðè óñêîðåíèè áîëåå 100 000 g (Lässer
et al., 2012; Marqu*es-García, Isidoro-García, 2016). Áîëåå
òîãî, èñïîëüçîâàíèå ñåäèìåíòàöèè ëåêòèíîâûõ àãðåãàòîâ
ýêçîñîì â êà÷åñòâå íîâîãî ïîäõîäà ê âûäåëåíèþ ýòèõ
ìèêðîâåçèêóë, âîçìîæíî, ïîçâîëèò èçáåæàòü â êîíå÷íûõ
ïðåïàðàòàõ ïðèìåñåé ìàæîðíûõ êîìïîíåíòîâ èñõîäíîé
ñðåäû. Äåéñòâèòåëüíî, òàêîé ñïîñîá âûäåëåíèÿ ýêçîñîì
èç ÊÑ, ñîäåðæàùåé ñûâîðîòêó, ïîçâîëÿåò î÷èñòèòü ôè-
íàëüíûå ïðåïàðàòû ýêçîñîì îò îñíîâíûõ áåëêîâ ñûâîðîò-

êè, â ÷àñòíîñòè ÁÑÀ, ïðèìåñåé êîòîðûõ âñåãäà ñëîæíî
èçáåæàòü, èñïîëüçóÿ ñòàíäàðòíóþ ïðîöåäóðó âûäåëåíèÿ
ìèêðîâåçèêóë (ðèñ. 2, à, äîðîæêè 1—4). Îäíàêî èñïîëü-
çîâàíèå ëåêòèíîâ â êà÷åñòâå ñâÿçûâàþùèõ ýêçîñîìû
àãåíòîâ â ðàáî÷åé êîíöåíòðàöèè 1 ìêã/ìë ïðèâîäèò ê ïî-
ÿâëåíèþ ñîîòâåòñòâóþùèõ äîïîëíèòåëüíûõ ïîëîñ èëè
ïÿòåí íà 1DE- èëè 2DE-ôîðåãðàììàõ, ÷òî ìîæåò ýêðàíè-
ðîâàòü ìèíîðíûå ýêçîñîìàëüíûå áåëêè è çàòðóäíÿòü ïîë-
íûé àíàëèç ïðîòåîìà ýêçîñîì (ðèñ. 2, à, äîðîæêè 4, 5; á).
Ýòî ìåòîäè÷åñêîå çàòðóäíåíèå ëåãêî ðàçðåøèòü ââåäåíè-
åì äîïîëíèòåëüíîãî ýòàïà î÷èñòêè ïðåïàðàòîâ ýêçîñîì.

Êàê óæå óïîìèíàëîñü âûøå, ëåêòèíîâûå àãðåãàòû ýê-
çîñîì ìîãóò áûòü ðàçáèòû èçáûòêîì ïðîñòûõ ñàõàðîâ.
Óëüòðàôèëüòðàöèÿ (100 êÄà) è ïðîìûâêà PBS âûñâîáîæ-
äåííûõ èç ëåêòèíîâûõ êîíãëîìåðàòîâ ýêçîñîì ïîçâîëÿþò
ôàêòè÷åñêè ïîëíîñòüþ óäàëèòü èç êîíå÷íîãî ïðåïàðàòà

8 Ò. À. Øòàì è äð.

Ðèñ. 1. Ðåãèñòðàöèÿ è õàðàêòåðèçàöèÿ ýêçîñîì ìåòîäàìè äèíàìè÷åñêîãî ñâåòîðàññåÿíèÿ (ÄÐÑ, à—â, ëåâàÿ ïàíåëü), àòîìíîé ñèëî-
âîé ìèêðîñêîïèè (ÀÑÌ, à—â, ïðàâàÿ ïàíåëü) è Âåñòåðí-áëîò-àíàëèçà ýêçîñîìàëüíûõ ìàðêåðîâ (ã).

à, á — â êîíäèöèîíèðîâàííîé ñðåäå êëåòîê ãëèîìà-Ò ñîîòâåòñòâåííî äî è ïîñëå àãðåãàöèè ýêçîñîì ôèòîãåìàããëþòèíèíîì Ì; â, ã — âèçóàëèçàöèÿ ñ
ïîìîùüþ ÄÐÑ (â, ëåâàÿ ïàíåëü) è ÀÑÌ (â, ïðàâàÿ ïàíåëü), à òàêæå èììóíîëîãè÷åñêàÿ õàðàêòåðèçàöèÿ ýêçîñîì (ã), âûäåëåííûõ èç êîíäèöèîíèðîâàí-
íîé ñðåäû ñ ïîìîùüþ öåíòðèôóãèðîâàíèÿ ëåêòèíîâûõ àãðåãàòîâ è ïîñëåäóþùåé äåàãðåãàöèè èçáûòêîì ñàõàðà. Íà ãèñòîãðàììàõ ôðàêöèîííîãî ñî-
ñòàâà ÷àñòèö ýêçîñîìàì ñîîòâåòñòâóþò ïèêè ñ ÷åðíîé è ñåðîé çàëèâêîé (à, â). Íà èçîáðàæåíèÿõ ÀÑÌ ïëîùàäêè èçìåðåíèé: 0.5� 0.5 (à), 20 � 20 (á) è

5 � 5 (â) ìêì.



ýêçîñîì Êîí-À èëè ÔÃÀ (ðèñ. 2, à, äîðîæêè 7, 8). Îäíàêî
ïðè âûäåëåíèè ýêçîñîì èç ïëàçìû êðîâè, ïëåâðàëüíîãî
âûïîòà èëè ìî÷è íåîáõîäèìî ó÷èòûâàòü íàëè÷èå â ýòèõ
æèäêîñòÿõ ãëèêîçèëèðîâàííûõ áåëêîâ, êîòîðûå ìîãóò
òàêæå ñâÿçûâàòüñÿ ñ ëåêòèíàìè, îñàæäàòüñÿ è âëèÿòü íà
ðåçóëüòàòû ïîñëåäóþùåãî àíàëèçà. Íàïðèìåð, èììóíî-
ãëîáóëèíû è (èëè) áåëîê Òàììà—Õîðñôàëëà (ÁÒÕ) çíà-
÷èòåëüíî ýêðàíèðóþò íà ýëåêòðîôîðåãðàììàõ ñîáñòâåííî
ýêçîñîìàëüíûå áåëêè, ïðèñóòñòâóþùèå â ôèíàëüíûõ ïðå-
ïàðàòàõ ýêçîñîì â ñðàâíèòåëüíî ìèíîðíûõ êîíöåíòðàöè-
ÿõ (ðèñ. 2, â).

Òàêèì îáðàçîì, ïðåäëàãàåìàÿ ìåòîäèêà, âêëþ÷àþùàÿ
â ñåáÿ àãðåãàöèþ ýêçîñîì ëåêòèíàìè, ìÿãêîå îñàæäåíèå
ëåêòèíîâûõ àãðåãàòîâ, âûñâîáîæäåíèå èíäèâèäóàëüíûõ
ýêçîñîì è èõ îòìûâêó îò èñïîëüçîâàííûõ íà ïðåäûäóùèõ
ýòàïàõ ëåêòèíîâ, ïîçâîëÿåò â èòîãå ïîëó÷àòü èç êóëüòóðà-
ëüíîé ÊÑ ïðåïàðàòû ýêçîñîì, íå ñîäåðæàùèå ïðèìåñíûõ
êîìïîíåíòîâ èñõîäíîé ñðåäû è êîìïîíåíòîâ ïðîöåäóðû
âûäåëåíèÿ. Ïîëó÷àåìûå ïðåïàðàòû ýêçîñîì âïîëíå ìîãóò

áûòü èñïîëüçîâàíû äëÿ äàëüíåéøèõ ïðîòåîìíûõ èññëå-
äîâàíèé èõ ñîñòàâà ñ ïîìîùüþ 1DE èëè 2DE ñ ïîñëåäóþ-
ùåé ìàññ-ñïåêòðîìåòðèåé.

Îáñóæäåíèå

Îòêðûòûå â 1980-å ãîäû ìèêðîâåçèêóëû, â òîì ÷èñëå
è ýêçîñîìû, âûäåëÿåìûå êëåòêàìè ðàçëè÷íûõ òêàíåé èëè
îðãàíîâ â îêðóæàþùóþ ñðåäó, — áóðíî ðàçâèâàþùàÿñÿ
îáëàñòü èññëåäîâàíèÿ. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî
ýêçîñîìû èãðàþò âàæíóþ ðîëü â îñóùåñòâëåíèè ìåæêëå-
òî÷íûõ êîììóíèêàöèé, èììóíîìîäóëÿöèè, íåêëàññè÷å-
ñêîé ñåêðåöèè áåëêîâ, áèîëîãèè ïàòîãåíîâ, êîîðäèíàöèè
ïðîöåññîâ êëåòî÷íîãî ñòàðåíèÿ è â ïàòîãåíåçå ðàçëè÷íûõ
çàáîëåâàíèé (Vlassov et al., 2012; Greening et al., 2015).
Èçó÷åíèå áèîëîãè÷åñêîé ðîëè ýêçîñîì ñâÿçàíî ñ íåîáõî-
äèìîñòüþ âûäåëåíèÿ ýòèõ ìèêðîâåçèêóë èç ðàçëè÷íûõ
æèäêîñòåé èëè êóëüòóðàëüíîé ñðåäû in vitro. Áèîëîãè÷å-
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Ðèñ. 2. Ôîðåãðàììû îäíîìåðíîãî (à, â) è äâóõìåðíîãî (á) ýëåêòðîôîðåçà ïðåïàðàòîâ ýêçîñîì.

à — ýêçîñîìû (Exo) âûäåëåíû èç êîíäèöèîíèðîâàííîé êóëüòóðàëüíîé ñðåäû (ÊÑ) êëåòîê HeLa, ñîäåðæàùåé ñûâîðîòêó, ñòàíäàðòíûì ìåòîäîì
óëüòðàöåíòðèôóãèðîâàíèÿ (äîðîæêà 1) èëè ñ ïîìîùüþ îñàæäåíèÿ àãðåãàòîâ, îáðàçóþùèõñÿ ïðè äîáàâëåíèè êîíêîíàâàëèíà-À (Êîí-À, äîðîæêà 4)
ñ ïîñëåäóþùåé ðàçáèâêîé ýòèõ àãðåãàòîâ èçáûòêîì ìàííîçû Ä è óëüòðàôèëüòðàöèåé ÷åðåç ôèëüòð ñ äèàìåòðîì ïîð 100 êÄà (äîðîæêà 8); ÁÑÀ — äî-
ðîæêè 2, 3 è 6; Êîí-À — äîðîæêè 5 è 7; á — 2DE-ôîðåãðàììû è äàííûå ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè ïðåïàðàòîâ ýêçîñîì, âûäåëåííûõ èç ÊÑ ýìáðèîíàëüíûõ
ôèáðîáëàñòîâ ëåãêîãî ÷åëîâåêà (âåðõíÿÿ ïàíåëü) è êëåòîê ëèíèè ãëèîìà-Ë (íèæíÿÿ ïàíåëü) ñ ïîìîùüþ îñàæäåíèÿ àãðåãàòîâ, îáðàçóþùèõñÿ ïðè äî-
áàâëåíèè Êîí-À. â — ýêçîñîìû âûäåëåíû ñ ïîìîùüþ îñàæäåíèÿ àãðåãàòîâ, îáðàçóþùèõñÿ ïðè äîáàâëåíèè Êîí-À, èç ïëåâðàëüíîé è àñöèòè÷åñêîé
æèäêîñòè (äîðîæêè 1 è 2), ìî÷è (äîðîæêà 4) è ïëàçìû êðîâè ÷åëîâåêà (äîðîæêà 6); äîðîæêà 5 — áåëîê Òàììà—Õîðñâàëëà (ÁÒÕ). MW — ìàðêåð ìî-

ëåêóëÿðíîé ìàññû, ÈÃ — èììóíîãëîáóëèí.



ñêèå æèäêîñòè ÷àñòî ñîäåðæàò ñìåñü ýêçîñîì, ìèêðîïó-
çûðüêîâ, òåðÿþùèõñÿ ñ ïîâåðõíîñòè êëåòîê (shedding
microvesicles èëè SMV) è àïîïòîòè÷åñêèõ òåë (apoptotic
blebs) (Raposo, Stoorvogel, 2013). Êðîìå òîãî, â ñîñòàâå
ëþáîé æèäêîñòè, ñîäåðæàùåé ýêçîñîìû, â áîëüøèõ êîí-
öåíòðàöèÿõ ïðèñóòñòâóþò ðàçíîîáðàçíûå áåëêîâûå êîì-
ïîíåíòû (Lamparski et al., 2002; Øòàì è äð., 2012). Â ñâÿ-
çè ñ ýòèì äëÿ èçó÷åíèÿ ýêçîñîì, èõ ñîñòàâà, ñòðóêòóðû è
áèîõèìè÷åñêèõ ñâîéñòâ íåîáõîäèìî èñïîëüçîâàòü ðàçíî-
îáðàçíûå ñòðàòåãèè âûäåëåíèÿ, ïîçâîëÿþùèå èçáåæàòü
ïðèìåñåé äðóãèõ ìèêðîâåçèêóëÿðíûõ ñòðóêòóð è ìàæîð-
íûõ êîìïîíåíòîâ ñðåäû.

Íàèáîëåå íàäåæíûå ìåòîäû âûäåëåíèÿ îñíîâàíû íà
èììóíîïðåöèïèòàöèè ýêçîñîì àíòèòåëàìè, ñïåöèôè÷íû-
ìè ê ýêçîñîìàëüíûì ìàðêåðàì (Clayton et al., 2001; Mathi-
vanan et al., 2010). Êðîìå òîãî, ôèçè÷åñêèå ñâîéñòâà ýêçî-
ñîì ïîçâîëÿþò îòëè÷àòü èõ îò ìåìáðàííûõ îáðàçîâàíèé
äðóãîãî ïðîèñõîæäåíèÿ. Òàê, èõ ïëàâó÷àÿ ïëîòíîñòü
1.10—1.21 ã/ìë çíà÷èòåëüíî îòëè÷àåòñÿ îò òàêîâîé äðó-
ãèõ âåçèêóëÿðíûõ ñòðóêòóð (êàê ïðàâèëî, áîëåå 1.23 ã/ìë)
(Lamparski et al., 2002; Barteneva et al., 2013). Ýòî äàåò
âîçìîæíîñòü èçáèðàòåëüíî âûäåëÿòü ýêçîñîìû ñ ïîìî-
ùüþ óëüòðàöåíòðèôóãèðîâàíèÿ èëè öåíòðèôóãèðîâàíèÿ
â ãðàäèåíòå ïëîòíîñòè ñàõàðîçû. Îäíàêî ïðÿìîå èñïîëü-
çîâàíèå ýòèõ ìåòîäèê âûäåëåíèÿ ýêçîñîì çà÷àñòóþ íå ðå-
øàåò ïðîáëåìû êîíòàìèíàöèè ïðåïàðàòîâ ýêçîñîì áåëêàìè,
ñîäåðæàùèõñÿ â áîëüøèõ êîëè÷åñòâàõ â èñõîäíûõ æèäêî-
ñòÿõ (Lamparski et al., 2002). Ýòîò âîïðîñ îñîáåííî îñòðî
âñòàåò ïðè äàëüíåéøåì ïðîòåîìíîì àíàëèçå ñîñòàâà ýêçî-
ñîì. Ïîýòîìó ðàçðàáîòêà íîâûõ ìåòîäîâ âûäåëåíèÿ ýêçî-
ñîì ÿâëÿåòñÿ íåîáõîäèìûì óñëîâèåì äëÿ óñïåøíîãî èçó-
÷åíèÿ èõ ñâîéñòâ. Â íàñòîÿùåì èññëåäîâàíèè íà îñíîâå
íàáëþäàåìîé àãðåãàöèè ýêçîñîì ëåêòèíàìè ìû ïðåäëî-
æèëè íîâûé ïîäõîä äëÿ âûäåëåíèÿ ýòèõ ìèêðîâåçèêóë.

Ïðåäëàãàåìàÿ ïðîöåäóðà âûäåëåíèÿ ñîñòîèò èç ñëå-
äóþùèõ ýòàïîâ: 1) ïîñëåäîâàòåëüíîå öåíòðèôóãèðîâàíèå
îáðàçöîâ æèäêîñòåé ïðè 2000 è 15 000 g â òå÷åíèå 20 ìèí
äëÿ óäàëåíèÿ êëåòîê è èõ îáëîìêîâ; 2) èíêóáàöèÿ ñóïåð-
íàòàíòà â ïðèñóòñòâèè ÔÃÀ (2.5 ìêã/ìë) èëè Êîí-À
(1.0 ìêã/ìë) â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå
èëè â òå÷åíèå íî÷è ïðè 4 °Ñ äëÿ îáðàçîâàíèÿ ëåêòèíîâûõ
àãðåãàòîâ ýêçîñîì; 3) îñàæäåíèå ëåêòèíîâûõ êîíãëîìåðà-
òîâ ýêçîñîì ñ ïîìîùüþ öåíòðèôóãèðîâàíèÿ ïðè 15 000 g
â òå÷åíèå 20 ìèí; 4) ïðîìûâêà ïîëó÷åííîãî îñàäêà ýêçî-
ñîì ðàñòâîðîì PBS è ïîâòîðåíèå ïðåäûäóùåãî ýòàïà;
5) äåàãðåãèðîâàíèå ýêçîñîì ñ ïîìîùüþ èíêóáàöèè îñàä-
êà â èçáûòêå ìîíîñàõàðîâ (40%-íûé ðàñòâîð ãëþêîçû
èëè Ä-ìàííîçû); 6) îñàæäåíèå íåðàñïàâøèõñÿ ëåêòèíî-
âûõ êîíãëîìåðàòîâ ýêçîñîì ñ ïîìîùüþ öåíòðèôóãèðîâà-
íèÿ ïðè 15 000 g â òå÷åíèå 20 ìèí; 7) óëüòðàôèëüòðàöèÿ
(100 êÄà) ñóïåðíàòàíòà, ñîäåðæàùåãî îäèíî÷íûå ýêçîñî-
ìû, è ïðîìûâêà PBS äëÿ î÷èñòêè âûäåëåííûõ ýêçîñîì îò
ëåêòèíîâ è êîíöåíòðèðîâàíèÿ ïðåïàðàòîâ.

Ïðèñóòñòâèå íà ïîâåðõíîñòè ýêçîñîì ñëîæíûõ ïîëè-
ñàõàðèäîâ â ñîñòàâå ãëèêîçèëèðîâàííûõ áåëêîâ è âîç-
ìîæíîñòü ñïåöèôè÷åñêîãî ñâÿçûâàíèÿ èõ ëåêòèíàìè,
ïðîäåìîíñòðèðîâàííûå â íàøåé ðàáîòå, ïîêàçàíû â íåêî-
òîðûõ ðàáîòàõ ðàíåå (Escrevente et al., 2010, 2011; Batista
et al., 2011). Ïîâåðõíîñòíîå ãëèêîçèëèðîâàíèå ýêçîñîì
ïðåäïîëàãàåòñÿ íåêîòîðûìè àâòîðàìè â êà÷åñòâå âîçìîæ-
íîé «ìåòêè» äëÿ èçáèðàòåëüíîãî çàõâàòà êëåòêàìè ýòèõ
ìèêðîâåçèêóë (Escrevente et al., 2011). Ïåðâûå òðè ïóíêòà
èç ïðåäëîæåííîé çäåñü ìåòîäèêè áûëè óñïåøíî èñïîëü-
çîâàíû íàìè ðàíåå ïðè âûäåëåíèè ýêçîñîì èç ìî÷è è èñ-
ñëåäîâàíèè âõîäÿùèõ â íèõ ìèÐÍÊ äëÿ ïîèñêà âîçìîæ-

íûõ ýêçîñîìàëüíûõ ÐÍÊ-ìàðêåðîâ ðàêà ïðîñòàòû (Sam-
sonov et al., 2016). Áîëåå òîãî, â ëèòåðàòóðå ñóùåñòâóþò è
íåêîòîðûå ïîïûòêè ïðàêòè÷åñêîãî èñïîëüçîâàíèÿ ëåêòè-
íà â êà÷åñòâå ñïåöèôè÷åñêîãî ñâÿçóþùåãî àãåíòà ïðè
ïðîâåäåíèè àôôèííîãî ïëàçìîôîðåçà äëÿ î÷èñòêè ïëàç-
ìû êðîâè îíêîëîãè÷åñêèõ áîëüíûõ îò ýêçîñîì (Marleau
et al., 2012).

Ïðåäëàãàåìàÿ â íàñòîÿùåì èññëåäîâàíèè ìåòîäèêà
âûäåëåíèÿ ýêçîñîì èç ðàçëè÷íûõ áèîëîãè÷åñêèõ æèäêî-
ñòåé, îñíîâàííàÿ íà àãðåãàöèè ìèêðîâåçèêóë ëåêòèíàìè,
âïåðâûå àïðîáèðîâàíà íàìè äëÿ ïðîòåîìíûõ èññëåäîâà-
íèé ñîñòàâà ýêçîñîì. Ïðåäëîæåííûé ñïîñîá âûäåëåíèÿ
ýêçîñîì èç êóëüòóðàëüíîé ÊÑ, ñîäåðæàùåé ñûâîðîòêó,
ïîçâîëÿåò î÷èùàòü ïðåïàðàòû ýêçîñîì îò ÁÑÀ, ïðèìåñè
êîòîðîãî ñëîæíî èçáåæàòü ïðè èñïîëüçîâàíèè ñòàíäàðò-
íîãî ìåòîäà âûäåëåíèÿ. Àïðîáàöèÿ ìåòîäà îñàæäåíèÿ
ëåêòèíîâûõ àãðåãàòîâ ýêçîñîì èç ðàçëè÷íûõ áèîëîãè÷å-
ñêèõ æèäêîñòåé ÷åëîâåêà (ïëàçìû êðîâè, àñöèòè÷åñêîé
èëè ïëåâðàëüíîé æèäêîñòè, ìî÷è), íåñîìíåííî, ïîêàçàëà
ïðèíöèïèàëüíóþ âîçìîæíîñòü åãî ïðèìåíåíèÿ äëÿ âûäå-
ëåíèÿ ýêçîñîì. Îäíàêî î÷åâèäíî, ÷òî äëÿ ïðîòåîìíûõ
èññëåäîâàíèé î÷èñòêà êîíå÷íûõ ïðåïàðàòîâ ýêçîñîì îò
ìàæîðíûõ áåëêîâ èñõîäíîé ñðåäû òðåáóåò ëèáî äîïîëíè-
òåëüíûõ ýòàïîâ âûäåëåíèÿ, ëèáî èñïîëüçîâàíèÿ óçêîñïå-
öèôè÷íûõ ëåêòèíîâ. Âîçìîæíîñòè ïîñëåäíèõ ïðîäåìîí-
ñòðèðîâàíû â íåäàâíåé ðàáîòå (Echevarria et al., 2014).
Àâòîðû ïîêàçàëè îáðàçîâàíèå èñêëþ÷èòåëüíî àãðåãàòîâ
ýêçîñîì ìî÷è áåç çàõâàòà ñèëüíî ãëèêîçèëèðîâàííîãî ìà-
æîðíîãî áåëêà ÁÒÕ èç èñõîäíîé ñðåäû.

Â öåëîì ïðåäëàãàåìàÿ íàìè ìåòîäèêà âûäåëåíèÿ ýê-
çîñîì, îñíîâàííàÿ íà ñïåöèôè÷åñêîì ñâÿçûâàíèè ñëîæ-
íûõ ïîëèñàõàðèäîâ, ïðèñóòñòâóþùèõ íà ïîâåðõíîñòè
ýêçîñîì, ïîçâîëÿåò îáõîäèòüñÿ áåç óëüòðàöåíòðèôóãè,
ìîæåò èñïîëüçîâàòüñÿ äëÿ âûäåëåíèè ýêçîñîì â ïðåïàðà-
òèâíûõ êîëè÷åñòâàõ è ïîçâîëÿåò èçáåæàòü çàãðÿçíåíèÿ
ïðåïàðàòîâ ýêçîñîì (ïðè âûäåëåíèè èç ïîëíîé ÊÑ) ìà-
æîðíûìè áåëêàìè ñûâîðîòêè, èñïîëüçóåìîé ïðè êóëüòè-
âèðîâàíèè êëåòîê.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ãó-
áåðíàòîðà Ëåíèíãðàäñêîé îáë. (ïåðñîíàëüíàÿ ñòèïåíäèÿ
Ò. À. Øòàì).
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AGGREGATION BY LECTIN-METHODICAL APPROACH FOR EFFECTIVE ISOLATION

OF EXOSOMES FROM CELL CULTURE SUPERNATANT FOR PROTEOME PROFILING
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Exosomes are small membrane vesicles secreted by most cell types in vivo and in vitro. Exosomes are fo-
und in cell culture media, blood, urine, amniotic fluid, malignant ascite fluids and contain distinct subsets of
microRNAs and proteins depending upon the tissue from which they are secreted. Thus exosomes constitute
potential biomarkers of human diseases, such as cancer. A major bottleneck in the development of exosome-ba-
sed diagnostic assays is the challenging purification of these vesicles; this requires time-consuming and instru-
ment-based procedures. Isolation of exosomes can be a tedious, non-specific, and difficult process. Here, we
provide a preparative technique for isolation of exosomes based on their ability to aggregate in the presence of
lectins. The new method for lectin-based isolation of exosomes from cell culture media was developed as a
sample preparation step for exosome-based protein biomarker research.

K e y w o r d s: exosomes, lectins, protocols for exosomes purification, dynamic light scattering.
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