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Ýêçîñîìû — ìèêðîñêîïè÷åñêèå âíåêëåòî÷íûå âåçèêóëû äèàìåòðîì 30—100 íì, âûäåëÿåìûå â
ìåæêëåòî÷íîå ïðîñòðàíñòâî ðàçëè÷íûìè êëåòêàìè ìëåêîïèòàþùèõ. Ýòè âåçèêóëû îáíàðóæèâàþòñÿ â
áîëüøîì êîëè÷åñòâå â ñûâîðîòêå êðîâè è äðóãèõ âíåêëåòî÷íûõ æèäêîñòÿõ îðãàíèçìîâ è ñîäåðæàò áîëü-
øîé íàáîð ðàçíîîáðàçíûõ áåëêîâ, ìÐÍÊ è ìèêðîÐÍÊ. Ýêçîñîìû ó÷àñòâóþò â ìåæêëåòî÷íîé êîììóíè-
êàöèè, ñåêðåöèè áåëêîâ, èììóííîì îòâåòå, à òàêæå âîâëå÷åíû â ðàçâèòèå íåéðîäåãåíåðàòèâíûõ è îíêî-
ëîãè÷åñêèõ çàáîëåâàíèé. Ìåõàíèçìû, ñ ïîìîùüþ êîòîðûõ îíè âûõîäÿò èëè ïîñòóïàþò â êëåòêè, íåäî-
ñòàòî÷íî èçó÷åíû. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ñîçäàíà ñòàáèëüíàÿ êëåòî÷íàÿ ëèíèÿ íà îñíîâå êëåòîê
àäåíîêàðöèíîìû øåéêè ìàòêè ÷åëîâåêà HeLa, ýêñïðåññèðóþùàÿ ìàðêåð ýêçîñîì, òåòðàñïàíèí CD63,
ñëèòûé ñ êðàñíûì ôëóîðåñöåíòíûì áåëêîì TagRFP è ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ HTBH. Ïîëó÷åííàÿ ëèíèÿ
êëåòîê HeLa, ýêñïðåññèðóþùàÿ áåëîê CD63-TagRFP-HTBH, ïîçâîëèò íàáëþäàòü çà òðàíñïîðòîì ýêçî-
ñîì ïðèæèçíåííî.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: êðàñíûé ôëóîðåñöåíòíûé áåëîê tagRFP, ýêçîñîìû, òåòðàñïàíèí CD63.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÏÀÀÃ — ïîëèàêðèëàìèäíûé ãåëü, ÏÖÐ — ïîëèìåðàçíàÿ öåïíàÿ ðå-
àêöèÿ, TagRFP — ìîäèôèöèðîâàííûé êðàñíûé ôëóîðåñöåíòíûé áåëîê, HTBH — ñëîæíûé ïîëèïåïòèä,
âêëþ÷àþùèé â ñåáÿ äâå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè èç øåñòè ãèñòèäèíîâ (H), ñïåöèôè÷åñêèé ñàéò ðàñùåïëå-
íèÿ TEV-ïðîòåàçîé (T) è ñèãíàëüíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äëÿ áèîòèíèëèðîâàíèÿ in vivo (B).

Ñðåäè ìèêðîâåçèêóë, êîòîðûå ìîæíî îáíàðóæèòü â
áèîëîãè÷åñêèõ æèäêîñòÿõ (ïëàçìå êðîâè, ìåæêëåòî÷íîé,
ïëåâðàëüíîé è äð.), âûäåëÿþò ýêçîñîìû — íåáîëüøèå íà-
íîâåçèêóëû ðàçìåðîì 30—100 íì, ôîðìèðóþùèåñÿ èç
ìóëüòèâåçèêóëÿðíûõ ýíäîñîì, è áîëåå êðóïíûå âåçèêóëû
100—1000 íì, îòïî÷êîâûâàþùèåñÿ èëè ñíÿòûå ñ ïîâåðõ-
íîñòè ìåìáðàí (shedding) âåçèêóëû (Th*ery et al., 2002; Ra-
poso, Stoorvogel, 2013; Øòàì et al., 2017). Íåñìîòðÿ íà òî
÷òî ýêçîñîìû áûëè âïåðâûå îïèñàíû åùå â 1983 ã. (Pan,
Johnstone, 1983), òîëüêî â ïîñëåäíèå ãîäû áûëî ïîêàçàíî,
÷òî âíåêëåòî÷íûå âåçèêóëû ïðèíèìàþò ó÷àñòèå â òàêèõ
êëþ÷åâûõ ôèçèîëîãè÷åñêèõ ïðîöåññàõ, êàê ìåæêëåòî÷-
íûå âçàèìîäåéñòâèÿ, êëåòî÷íàÿ àäãåçèÿ, ìèãðàöèÿ, èíâà-
çèÿ, àíãèîãåíåç è ðîñò îïóõîëåâûõ êëåòîê (Janowska-Wi-
eczorek et al., 2005). Âàæíî îòìåòèòü, ÷òî ýòè âåçèêóëû
ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé íå ïðîñòî «ìåøêè äëÿ ìóñîðà», êàê
ñ÷èòàëîñü ðàíåå, íî èãðàþò çíà÷èìóþ ðîëü â êëåòî÷íîé
êîììóíèêàöèè, ìåõàíèçìû êîòîðîé, îäíàêî, ìàëî èçó÷å-
íû (Simpson et al., 2008).

Èññëåäîâàíèÿ òðîìáîöèòîâ îáíàðóæèëè, ÷òî èõ ìèê-
ðîâåçèêóëû ðåãóëèðóþò ïðîëèôåðàöèþ, âûæèâàíèå êàê
íîðìàëüíûõ, òàê è ìàëèãíèçèðîâàííûõ êëåòîê, ó÷àñòâó-
þò â êëåòî÷íûõ êîíòàêòàõ è àäãåçèè (Janowska-Wieczorek
et al., 2005; Smalheiser, 2007; Zomer et al., 2010; Zhang

et al., 2012). Òàêèì îáðàçîì, ñóùåñòâóþò âíå- è âíóòðè-
êëåòî÷íûå áèîëîãè÷åñêèå ïðîöåññû, îïîñðåäîâàííûå ýê-
çîñîìàìè, îäíàêî ìåõàíèçìû ïîãëîùåíèÿ è ñåêðåöèè
ýêçîñîì íåÿñíû. Íåêîòîðûå èññëåäîâàíèÿ ïîêàçûâàþò,
÷òî ýêçîñîìû èíòåðíàëèçèðóþòñÿ ïóòåì ôàãîöèòîçà ñ
ó÷àñòèåì äèíàìèíà (Dyn2), íî áåç ó÷àñòèÿ êëàòðèíà èëè
êàâåîëèíà (Feng et al., 2010). Äðóãèå óêàçûâàþò íà âàæ-
íóþ ðîëü ëèïèäíûõ ðàôòîâ ñ çàêðåïëåííûìè â íèõ áåë-
êàìè — àííåêñèíîì-2 (AnxA2) äëÿ èíòåðíàëèçàöèè âåçè-
êóë è àííåêñèíîì-6 (AnxA6) äëÿ ïåðåìåùåíèÿ ýêçîñîì â
öèòîçîëå (Koumangoye et al., 2011).

Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî ýêçîñîìàëüíàÿ ñåêðåöèÿ è ïîãëîùåíèå
ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé îñîáûé ñïîñîá êîììóíèêàöèè ìåæ-
äó êëåòêàìè (Zomer et al., 2010; Raposo, Stoorvogel, 2013).
Òàê, íàïðèìåð, ýêçîñîìû, íàõîäÿùèåñÿ â ñèíàïòè÷åñêèõ
îêîí÷àíèÿõ è â ìåæñèíàïòè÷åñêîì ïðîñòðàíñòâå, ñîäåð-
æàò îïðåäåëåííûå áåëêè, ìèêðîÐÍÊ è ìÐÍÊ, êîòîðûå
ìîãóò îáåñïå÷èâàòü ñèíàïòè÷åñêóþ ïëàñòè÷íîñòü, âûçû-
âàòü äëèòåëüíóþ äåïîëÿðèçàöèþ ìåìáðàíû (Smalheiser,
2007). Òàêæå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ìèêðîÐÍÊ ìîæåò òðàíñ-
ïîðòèðîâàòüñÿ èç êëåòêè â êëåòêó ïîñðåäñòâîì ýêçîñîì, è
ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî òàêàÿ ìåæêëåòî÷íàÿ ïåðåäà÷à ñèãíà-
ëà èìååò çíà÷åíèå â ïðîñòðàíñòâåííî-îãðàíè÷åííûõ ïðî-
öåññàõ, íàïðèìåð â èììóííîì îòâåòå âî âòîðè÷íûõ ëèì-
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ôàòè÷åñêèõ òêàíÿõ èëè â ìèêðîîêðóæåíèè îïóõîëè (Zo-
mer et al., 2010). Â äîïîëíåíèå îòìåòèì, ÷òî ïåðåäà÷à
ìÐÍÊ è ìèêðîÐÍÊ ìîæåò òàêæå èãðàòü ðîëü â ãåííîé ýê-
ñïðåññèè è â ðåãóëÿöèè ïîñòòðàíñêðèïöèîííûõ ïðîöåñ-
ñîâ (Valadi et al., 2007).

Â ïîñëåäíåå âðåìÿ äëÿ èññëåäîâàíèé ýêçîñîì âñå
÷àùå ïðèìåíÿþò ìåòîä èììóíîãèñòîõèìè÷åñêîé îêðàñêè
(Runz et al., 2007), êîòîðûé èìååò ìíîãî îãðàíè÷åíèé.
Ïîäõîä ïðåäïîëàãàåò ôèêñàöèþ îáúåêòîâ è íå ïîçâîëÿåò
ïðîâîäèòü ïðèæèçíåííîå èññëåäîâàíèå. Ìåòîä èìååò
íèçêóþ ÷óâñòâèòåëüíîñòü è âûñîêèé óðîâåíü íåñïåöèôè-
÷åñêîãî ñâÿçûâàíèÿ. Ñ äðóãîé ñòîðîíû, äëÿ ïðèæèçíåí-
íîãî ìàðêèðîâàíèÿ ðàçíîîáðàçíûõ ïðîöåññîâ â êëåòêå ÷à-
ñòî èñïîëüçóþò çåëåíûé ôëóîðåñöåíòíûé áåëîê (GFP) è
äðóãèå ôëóîðåñöåíòíûå áåëêè (Ikawa et al., 1999). Ïðè-
÷åì ÷àùå âñåãî èñïîëüçóþò ãåíåòè÷åñêèå êîíñòðóêöèè,
êîäèðóþùèå ãèáðèäû èçó÷àåìûõ è ôëóîðåñöåíòíûõ áåë-
êîâ (Merzlyak et al., 2007; Koumangoye et al., 2011), êîòî-
ðûå ïîçâîëÿþò íàáëþäàòü çà ëîêàëèçàöèåé áåëêîâ è ïåðå-
äâèæåíèÿìè ñâÿçàííûõ ñ íèìè îðãàíåëë íåïîñðåäñòâåí-
íî â æèâûõ êëåòêàõ. Òàê, îáùåïðèíÿòûå ìàðêåðû CD9,
CD63 è CD81, ñëèòûå ñ ôëóîðåñöåíòíûìè áåëêàìè, ìî-
ãóò áûòü èñïîëüçîâàíû äëÿ âèçóàëèçàöèè ýêçîñîì. Âñå
òðè ìàðêåðà ÿâëÿþòñÿ òðàíñìåìáðàííûìè áåëêàìè ñå-
ìåéñòâà òåòðàñïàíèíîâ (Kleijmeer et al., 1998). Àññîöèè-
ðóÿ äðóã ñ äðóãîì, òåòðàñïàíèíû ôîðìèðóþò áîëüøóþ
ñåòü òðàíñìåìáðàííûõ áåëêîâ, âîâëå÷åííûõ â ðàçíîîá-
ðàçíûå êëåòî÷íûå ïðîöåññû, òàêèå êàê àäãåçèÿ, ïîäâèæ-
íîñòü è ïåðåäà÷à ñèãíàëà (Boucheix, Rubinstein, 2001).

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû ñîçäàëè ñòàáèëüíóþ êëåòî÷-
íóþ ëèíèþ àäåíîêàðöèíîìû øåéêè ìàòêè HeLa, ñòàáèëü-
íî ýêñïðåññèðóþùóþ áåëîê CD63, ñëèòûé ñ ôëóîðåñöåí-
òíûì áåëêîì TagRFP è ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ HTBH.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò ê è ïî÷êè ýìáðèîíà ÷åëîâåêà ëèíèè HEK293 è
êàðöèíîìû øåéêè ìàòêè HeLa, ïîëó÷åííûå èç Ðîññèé-
ñêîé êîëëåêöèè êëåòî÷íûõ êóëüòóð (Èíñòèòóò öèòîëîãèè
ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã), êóëüòèâèðîâàëè ïðè 37 °Ñ â ñðå-
äå DMEM, ñîäåðæàùåé 10 (èëè 8) % ýìáðèîíàëüíîé òå-
ëÿ÷üåé ñûâîðîòêè (Invitrogen, ÑØÀ), â ïðèñóòñòâèè ïå-
íèöèëëèíà è ñòðåïòîìèöèíà (Áèîëîò, Ðîññèÿ).

Ý ê ñ ï ð å ñ ñ è î í í ó þ ê î í ñ ò ð ó ê ö è þ ïîëó÷èëè íà
îñíîâå âåêòîðà pQCXIP (Clontech Laboratores, ÑØÀ), â
êîòîðûé ïî ñàéòàì NotI è EcoRI âñòàâëåíà ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòü hPSMD14-HTBH (ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåíà
ä-ðîì Ë. Õóàíã (Wang et al., 2007)). Ìåæäó ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòÿìè hPSMD14 è HTBH ïî ñàéòó ðåñòðèêöèè PacI
ìû âñòàâèëè ïîñëåäîâàòåëüíîñòü TagRFP, êîòîðóþ àìï-
ëèôèöèðîâàëè ñ âåêòîðà pTagRFP-H2B (Evrogen, Ðîññèÿ)
ñ ïîìîùüþ ïðàéìåðîâ 5R CCTTAATTAACGATCCACCG
GTCG CCACCATGGTGTCTAAGGGCGAAG 3R è 5R CCT-
TAATTAAACGCGTTCGAGATCTGAGTCCGGAATTA-
AGTTTGTGCCCCAG 3R, âêëþ÷àþùèõ â ñåáÿ ñàéòû ðå-
ñòðèêöèè äëÿ PacI è äîïîëíèòåëüíûé ñàéò ðåñòðèêöèè
íà Ñ-êîíöå TagRFP MluI (ðèñ. 1). Âàæíî îòìåòèòü, ÷òî
äëÿ ïðàâèëüíîé óêëàäêè ôëóîðåñöåíòíîãî áåëêà â ñîñòà-
âå áåëêà-èíòåðåñà íåîáõîäèì ëèíêåð èç íåñêîëüêèõ àìè-
íîêèñëîò, êîòîðûé òàêæå çàêîäèðîâàí â ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòü ïðàéìåðà. Âìåñòî ïîñëåäîâàòåëüíîñòè hPSMD14
ïî ñàéòàì ðåñòðèêöèè NotI è BspEI áûëà âñòàâëåíà ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòü CD63, êîòîðóþ àìïëèôèöèðîâàëè ñ
êÄÍÊ èç êëåòîê HEK293 ñ ïîìîùüþ ïðàéìåðîâ

5R AAAGCGGCCGCATGGTGGTGGAAGGAGGAATG 3R

è 5R CGCTCCGGACCCATCACCTCGTAGCCACTTC 3R,
âêëþ÷àþùèõ â ñåáÿ ñàéòû ðåñòðèêöèè äëÿ NotI è PacI
ñîîòâåòñòâåííî (ðèñ. 1). Íàëè÷èå, îðèåíòàöèþ è òî÷-
íîñòü âñòàâêè â âåêòîðå îïðåäåëÿëè ñ ïîìîùüþ ðåñòðèê-
öèè è èòîãîâûì ñåêâåíèðîâàíèåì (Åâðîãåí, Ðîññèÿ).

Ò ð à í ñ ô å ê ö è þ êëåòîê ëèíèè HEK293 ïðîâîäèëè ñ
ïîìîùüþ ðåàãåíòà TurboFect (Thermo, ÑØÀ) ñîãëàñíî
ðåêîìåíäàöèÿì ôèðìû-èçãîòîâèòåëÿ, îäíîâðåìåííî ââî-
äÿ ïëàçìèäû, íåîáõîäèìûå äëÿ ñáîðêè âèðóñíîé ÷àñ-
òèöû, è ðåòðîâèðóñíóþ ïëàçìèäó pQCXIP, êîäèðóþùóþ
CD63-TagRFP-HTBH. ×åðåç 24 ÷ ïîñëå ïîñòàíîâêè òðàíñ-
ôåêöèè ïðîèçâîäèëè çàìåíó òðàíñôåêöèîííîé ñðåäû íà
÷èñòóþ. Êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó êëåòîê, ñîäåðæàùóþ âèðóñ-
íûå ÷àñòèöû, ñîáèðàëè â òå÷åíèå ïîñëåäóþùèõ 2 ñóò, öåí-
òðèôóãèðîâàëè äëÿ óäàëåíèÿ êëåòîê è êëåòî÷íûõ îáëîì-
êîâ è ïðîïóñêàëè ÷åðåç ôèëüòð 0.45 íì (Jet BioFil, Êèòàé).

È í ô å ê ö è þ êëåòîê ëèíèè HeLa ðåòðîâèðóñàìè, ñî-
äåðæàùèìè CD63-TagRFP-HTBH, ïðîâîäèëè ñîãëàñíî
ïðîòîêîëó ôèðìû-èçãîòîâèòåëÿ (Clontech Laboratores,
ÑØÀ). ×åðåç 16 ÷ ïîñëå èíôèöèðîâàíèÿ ïðîèçâîäèëè çà-
ìåíó òðàíñäóêöèîííîé ñðåäû íà íîâóþ, ñîäåðæàùóþ àí-
òèáèîòèê ïóðîìèöèí â êîíöåíòðàöèè 5 ìêã/ìë (Invitro-
gen, ÑØÀ). Ñåëåêöèþ êëåòîê ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 7 ñóò.

Ä ë ÿ ï ð è ã î ò î â ë å í è ÿ ê ë å ò î ÷ í î ã î ý ê ñ ò ð à ê -
ò à êëåòêè HeLa, êîíòðîëüíûå è ýêñïðåññèðóþùèå êîíñò-
ðóêöèþ CD63-TagRFP-HTBH, ïðîìûâàëè õîëîäíûì ôîñ-
ôàòíî-ñîëåâûì áóôåðíûì ðàñòâîðîì PBS, ñîáèðàëè è ëè-
çèðîâàëè â áóôåðå RIPA (50 ìÌÒðèñ-HCl, pH 7.4, 1 %
NP-40, 0.1 % äåçîêñèõîëàòà Na, 150 ìÌ NaCl è 1 ìÌ
EÄTA) â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè 4 °Ñ, çàòåì öåíòðèôóãèðîâà-
ëè ïðè 16 000 g â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè 4 °Ñ. Îòáèðàëè ñó-
ïåðíàòàíò è êîíöåíòðàöèþ áåëêà â ïðîáàõ îïðåäåëÿëè â
ñîîòâåòñòâèè ñ êëàññè÷åñêèì ìåòîäîì Áðýäôîðä (Brad-
ford, 1976).

Ý ê ç î ñ î ì û â û ä å ë ÿ ë è è ç ñ ð å ä û, êîíäèöèîíè-
ðîâàííîé êîíòðîëüíûìè êëåòêàìè HeLa è HeLa-CD63-
TagRFP-HTBH, ñ ïîìîùüþ ôèëüòðàöèè è ïîñëåäîâàòåëü-
íîãî öåíòðèôóãèðîâàíèÿ. Äëÿ ýòîãî êîíäèöèîíèðîâàí-
íóþ êëåòêàìè ñðåäó î÷èùàëè îò êëåòîê è êëåòî÷íûõ
ôðàãìåíòîâ öåíòðèôóãèðîâàíèåì ïðè 300 g â òå÷åíèå
10 ìèí ïðè 4 °Ñ, ñóïåðíàòàíò ñîáèðàëè è öåíòðèôóãèðî-
âàëè (2000 g, 20 ìèí, 4 °Ñ) äëÿ óäàëåíèÿ àïîïòîòè÷åêèõ
òåëåö è äðóãèõ êðóïíûõ âåçèêóë. Ïîëó÷åííûé ñóïåðíà-
òàíò ïðîïóñêàëè ÷åðåç ôèëüòð 0.22 ìêì, ïîñëå ÷åãî êîí-
öåíòðèðîâàëè â 100 ðàç ïðè 3000 g â òå÷åíèå 5—10 ìèí
ïðè 4 °Ñ ñ ïîìîùüþ öåíòðèôóæíûõ êîíöåíòðàòîðîâ
Amicon Ultra-15, 100 êÄà (Millipore, ÑØÀ). Ïîëó÷åííûé
ñóïåðíàòàíò óëüòðàöåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 120 000 g â òå-
÷åíèå 2 ÷ ïðè 4 °Ñ. Îñàäîê ýêçîñîì ïðîìûâàëè PBS è ïî-
âòîðíî óëüòðàöåíòðèôóãèðîâàëè â òåõ æå óñëîâèÿõ.
Îñàæäåííûå ýêçîñîìû ðåñóñïåíäèðîâàëè â PBS è õðàíè-
ëè ïðè 20 °Ñ â òå÷åíèå 1 ìåñ.

Â å ñ ò å ð í - á ë î ò - à í à ë è ç áåëêîâ ïðîâîäèëè ïî
ñòàíäàðòíîé ìåòîäèêå. Áåëêè ôðàêöèîíèðîâàëè â äåíàòó-
ðèðóþùåì 13%-íîì ÏÀÀÃ. Ïîëó÷åííûå ôðàêöèè ýëåêò-
ðîôîðåòè÷åñêè ïåðåíîñèëè íà ôèëüòðû PVDF (BioRad
Laboratories, ÑØÀ) â áóôåðå, ñîäåðæàùåì 25 ìM
Òðèñ-HCl, 190 ìM ãëèöèíà, 0.05 % SDS è 10 % ìåòàíîëà,
pH 7.3. Ìåìáðàíó îòìûâàëè â áóôåðå ÐBS â ïðèñóòñòâèè
Tween-20 è áëîêèðîâàëè öåíòðû íåñïåöèôè÷åñêîãî ñâÿ-
çûâàíèÿ àíòèòåë 5%-íûì îáåçæèðåííûì ìîëîêîì â ýòîì
æå áóôåðå. Èçáûòîê áëîêèðóþùåãî àãåíòà îòìûâàëè áó-
ôåðîì PBS â ïðèñóòñòâèè Tween-20 è ìåìáðàíó èíêóáè-
ðîâàëè c ïåðâè÷íûìè àíòèòåëàìè ïðîòèâ áåëêà CD63
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(1 : 150; Santa Cruz, ÑØÀ), ïðîòèâ RFP (1 : 500; Invitro-
gen, ÑØÀ) è ñ àíòèòåëàìè, êîíúþãèðîâàííûìè ñ ïåðîê-
ñèäàçîé õðåíà, ïðîòèâ áèîòèíà (1 : 2000; Cell Signaling,
ÑØÀ). Äëÿ êîíòðîëÿ ðàâíîìåðíîñòè íàíåñåíèÿ áåëêà èñ-
ïîëüçîâàëè àíòèòåëà ïðîòèâ b-àêòèíà (1 : 5000; Abcam,
Àíãëèÿ). Â êà÷åñòâå âòîðè÷íûõ àíòèòåë ïðèìåíÿëè êîíú-
þãèðîâàííûå ñ ïåðîêñèäàçîé õðåíà êîçüè àíòèòåëà, âûðà-
áîòàííûå ïðîòèâ èììóíîãëîáóëèíîâ êðîëèêà (1 : 10 000;
Sigma, ÑØÀ) èëè ìûøè (1 : 5000; Jackson Immunorese-
arch, ÑØÀ). Áåëêè, ñâÿçàâøèåñÿ ñ àíòèòåëàìè, âûÿâëÿëè
ñ ïîìîùüþ ìåòîäà óñèëåííîé õåìèëþìèíåñöåíöèè Su-
perSignal (Thermo, ÑØÀ). Äëÿ ýòîãî íà ìåìáðàíó íàíîñè-
ëè ðàñòâîð ECL è äàëåå ðåãèñòðèðîâàëè õå-
ìèëþìèíåñöåíòíîå èçëó÷åíèå ñ ïîìîùüþ ñèñòåìû
ãåëü-äîêóìåíòèðîâàíèÿ ChemiDoc Touch Imaging System
(Bio-Rad, ÑØÀ).

Ä ë ÿ ô ë ó î ð å ñ ö å í ò í î é ì è ê ð î ñ ê î ï è è êëåòêè
HeLa, êîíòðîëüíûå è ñòàáèëüíî ýêñïðåññèðóþùèå áåëîê
CD63-TagRFP-HTBH, ðàññåâàëè íà ÷àøêè äèàìåòðîì
35 ìì â ïëîòíîñòè 150 òûñ. íà ÷àøêó. Ê êëåòêàì äîáàâëÿ-
ëè ïðèæèçíåííûé ôëóîðåñöèðóþùèé â óëüòðàôèîëåòî-
âîì ñâåòå êðàñèòåëü ÄÍÊ Hoechst 33528 (Sigma, ÑØÀ).
×åðåç 1 ñóò êëåòêè ïðîìûâàëè PBS, ïåðåâîäèëè íà áåññû-
âîðîòî÷íóþ ñðåäó Opti-MEM (Gibco, ÑØÀ) è âèçóàëèçè-
ðîâàëè ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñöåíòíîãî ìèêðîñêîïà Zeiss
Axiovert 40 CFL.

È ñ ï î ë ü ç ó å ì û å ð å à ê ò è â û: ñðåäà DMEM, ãëóòà-
ìèí, ïåíèöèëëèí—ñòðåïòîìèöèí, òðèïñèí è PBS (Áèî-
ëîÒ, Ðîññèÿ); ñûâîðîòêà ïëîäîâ êîðîâ è ñðåäà Opti-MEM
(Gibco, ÑØÀ); ìåòàíîë, ýòàíîë, ñîëÿíàÿ êèñëîòà è ãëèöå-
ðèí, (Ðîññèÿ); àêðèëàìèä, äèòèîòðåèòîë, Òðèñ, ãëèöèí,
äîäåöèëñóëüôàò íàòðèÿ, ïåðñóëüôàò àììîíèÿ, NaCl, ìå-
òèëåí-áèñ-àêðèëàìèä, ÝÄÒÀ, ôåíèëìåòèëñóëüôîíèëôòî-
ðèä, ÒÅÌÅÄ, Tween-20, NP-40 è äåçîêñèõîëàò (Amresco,
ÑØÀ); îáåçæèðåííîå ìîëîêî è êîçüè àíòèòåëà ïðîòèâ
èììóíîãëîáóëèíîâ êðîëèêà (Sigma, ÑØÀ); êîçüè àíòèòå-
ëà ïðîòèâ èììóíîãëîáóëèíîâ ìûøè, êîíúþãèðîâàííûå ñ
ïåðîêñèäàçîé õðåíà (Jackson Immunoresearch, ÑØÀ); íà-
áîð SuperSignal, ðåàãåíò TurboFect, ìàðêåðû ìîëåêóëÿð-
íûõ ìàññ è ðåñòðèêòàçû (Thermo, ÑØÀ).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ â ëèòåðàòóðå åñòü óïîìèíàíèå î
âðåìåííîé ýêñïðåññèè ñëèòîãî íà N-êîíöå CD63 ñ çåëå-
íûì ôëóîðåñöåíòíûì áåëêîì GFP â îïóõîëåâûõ êëåòêàõ
ìîëî÷íîé æåëåçû ëèíèè BT-549 (Koumangoye et al.,
2011). Âðåìåííàÿ òðàñôåêöèÿ, îäíàêî, ÷àñòî ïðèâîäèò ê
ñâåðõýêñïðåññèè èññëåäóåìîãî ãåíà, íà íåñêîëüêî ïîðÿä-
êîâ ïðåâûøàþùåé åãî ôèçèîëîãè÷åñêèé óðîâåíü â êëåò-
êå. Ïîýòîìó íàø ìåòîä îñíîâûâàåòñÿ íà äðóãîì ïîäõîäå.
×òîáû ñâåñòè ýêñïðåññèþ CD63-TagRFP-HTBH ê ôèçèî-
ëîãè÷åñêîìó óðîâíþ, ìû èñïîëüçîâàëè âèðóñíûé ñïîñîá
äîñòàâêè íàøåãî êîíñòðóêòà, äëÿ ÷åãî êëåòêè HEK293
êîòðàíñôèöèðîâàëè ðåòðîâèðóñíûì âåêòîðîì pQCXIP,
êîäèðóþùèì CD63-TagRFP-HTBH, è ïëàçìèäàìè äëÿ
ñáîðêè ðåòðîâèðóñíûõ ÷àñòèö. Ïîëó÷åííûå âèðóñû ïîñëå
òðàíñôåêöèè ñîáèðàëè â òå÷åíèå 2 ñóò, à çàòåì çàðàæàëè
êëåòêè ëèíèè HeLa, èç êîòîðûõ ÷åðåç 7 ñóò ñåëåêöèè
â ïðèñóòñòâèè ïóðîìèöèíà ïîëó÷àëè ñòàáèëüíóþ êëå-
òî÷íóþ ëèíèþ. Óñïåõ òðàíñäóêöèè ïîäòâåðæäàëè âèçóà-
ëèçàöèåé æèâûõ êîíòðîëüíûõ êëåòîê HeLa è HeLa-
CD63-TagRFP-HTBH ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñöåíòíîãî ìèê-
ðîñêîïà Zeiss Axiovert 40 CFL (Ãåðìàíèÿ). Ìèêðîñêîïè-
÷åñêèé àíàëèç ïîêàçàë íàëè÷èå æèâûõ òðàíñãåííûõ êëå-
òîê, ýêñïðåññèðóþùèõ êðàñíûé ôëóîðåñöåíòíûé áåëîê ñ
ïèêàìè âîçáóæäåíèÿ è ýìèññèè ïðè 555 è 584 íì ñîîòâåòñò-
âåííî (ðèñ. 2). Ó êîíòðîëüíûõ êëåòîê ïðè èñïîëüçîâàíèè
òàêîãî æå ôèëüòðà ôëóîðåñöåíöèÿ îòñóòñòâóåò (ðèñ. 2).

Ïðèñóòñòâèå êðàñíîé ôëóîðåñöåíöèè â êëåòêàõ, îä-
íàêî, íå ãàðàíòèðóåò ýêñïðåññèþ ðåêîìáèíàíòíîãî áåëêà
CD63-TagRFP-HTBH. Ñ ïîìîùüþ Âåñòåðí-áëîòàíàëèçà
ìû ïîêàçàëè íàëè÷èå â êëåòêàõ ìàðêåðà CD63, ñëèòîãî ñ
RFP è ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ HTBH (ðèñ. 3). Èíòåðåñíî
îòìåòèòü, ÷òî ïðè îêðàñêå áåëêîâ êëåòî÷íîãî ýêñòðàêòà
àíòèòåëàìè ïðîòèâ CD63 êàê êîíòðîëüíûõ, òàê è ýêñïðåñ-
ñèðóþùèõ ðåêîìáèíàíòíûé òåòðàñïàíèí êëåòîê HeLa
áûëî îáíàðóæåíî íåñêîëüêèõ ôðàêöèé ñ ìîë. ìàññàìè îò
45 äî 85 êÄà (ðèñ. 3, á). Ýòîò ôàêò îáúÿñíÿåòñÿ òåì, ÷òî
áîëüøèíñòâî òåòðàñïàíèíîâ ïîñòòðàíñëÿöèîííî ìîäèôè-
öèðóåòñÿ, ïîýòîìó îíè íå ìîãóò áûòü îòìå÷åíû êàê äèñê-

664 Â. À. Êóëè÷êîâà è äð.

Ðèñ. 1. Ñõåìàòè÷åñêîå ïðåäñòàâëåíèå ñëèòîé êîíñòðóêöèè CD63-TagRFP-HTBH, ïîëó÷åííîé íà îñíîâå âåêòîðà pQCXIP.

Ïî ñàéòàì NotI è PacI âñòàâëåíà ïîñëåäîâàòåëüíîñòü hPSMD14, ïî ñàéòàì PacI è EcoRI — ïîñëåäîâàòåëüíîñòü HTBH, ñîäåðæàùàÿ ïîñëåäîâàòåëüíî-
ñòè His6 (H), ñàéò äëÿ ðàñùåïëåíèÿ TEV-ïðîòåàçîé (T) è ñèãíàëüíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äëÿ áèîòèíèëèðîâàíèÿ in vivo (B).



ðåòíûå ôðàêöèè ïðè ðàçäåëåíèè â ÏÀÀÃ (Wubbolts et al.,
2003). Âàæíî îòìåòèòü, ÷òî â êëåòî÷íîì ýêñòðàêòå òðàíñ-
ãåííûõ êëåòîê ìîæíî íàáëþäàòü áîëåå èíòåíñèâíóþ ïî-
ëîñêó íà óðîâíå 45 êÄà, â òî âðåìÿ êàê â êîíòðîëüíûõ
êëåòêàõ áîëüøå áåëêà íà óðîâíå 80 êÄà. Äåéñòâèòåëüíî,
Ñ-êîíåö òåòðàñïàíèíîâ âàæåí äëÿ îáðàçîâàíèÿ êîìïëåê-
ñîâ ñ äðóãèìè áåëêàìè, ÷òî òàêæå ïðèâîäèò ê ñìåùåíèþ
ðàñïðåäåëåíèÿ â ÏÀÀÃ (Latysheva et al., 2006). Âåñ-
òåðí-áëîòàíàëèç ñ àíòèòåëàìè ïðîòèâ RFP ïîêàçàë íàëè-
÷èå òðàíñãåííîãî áåëêà íà óðîâíå 55—85 êÄà, ÷òî ñîîò-
âåòñòâóåò îæèäàåìîìó ðàçìåðó ðåêîìáèíàíòíîãî áåëêà
(ðèñ. 3, á).

Äëÿ äîêàçàòåëüñòâà òîãî, ÷òî ðåêîìáèíàíòíûé
CD63-TagRFP-HTBH âñòðàèâàåòñÿ â ìåìáðàíó è ïîêèäà-
åò êëåòêè â ñîñòàâå âåçèêóë, ìû èñïîëüçîâàëè ñòóïåí÷à-
òîå öåíòðèôóãèðîâàíèå ñðåäû (300 g â òå÷åíèå 10 ìèí,
2000 g â òå÷åíèå 20 ìèí è 120 000 g â òå÷åíèå 2 ÷), âêëþ-
÷àÿ ôèëüòðàöèþ ÷åðåç ïîðû 0.22 ìêì, ÷òî ïîçâîëÿåò îñà-
äèòü âûäåëÿåìûå êëåòêàìè âåçèêóëû. Ïîëó÷åííûå ôðàê-
öèè âíåêëåòî÷íûõ âåçèêóë è èñòîùåííîãî èìè ñóïåðíà-
òàíòà ìû ïðîòåñòèðîâàëè ñ ïîìîùüþ àíàëèçàòîðà
ðàçìåðà ÷àñòèö SZ-100 (HORIBA, Ôðàíöèÿ). Íåîæèäàííî

äëÿ íàñ ôðàêöèÿ ñóïåðíàòàíòà òàêæå ñîäåðæàëà ÷àñòèöû,
ðàçìåð êîòîðûõ ñîîòâåòñòâîâàë ýêçîñîìàì (ðèñ. 4, à).
Âîçìîæíî, ýòî ñâÿçàíî ñ òåì, ÷òî íå âñå âåçèêóëû îñàæäà-
þòñÿ ïðè óëüòðàöåíòðèôóãèðîâàíèè è íåêîòîðûå èç íèõ
ìîãóò ïåðåõîäèòü îáðàòíî â ñóïåðíàòàíò. Ïîýòîìó, ÷òîáû
óáåäèòüñÿ â òîì, ÷òî âñå ýêçîñîìû ïðè óëüòðàöåíòðèôó-
ãèðîâàíèè îêàçûâàþòñÿ â îñàäêå è íå îñòàþòñÿ â ñóïåðíà-
òàíòå, ìû èññëåäîâàëè ïðîáû íà ïðèñóòñòâèå ìàðêåðà ýê-
çîñîì CD63 ñ ïîìîùüþ Âåñòåðí-áëîòàíàëèçà. Êàê ìû è
îæèäàëè, ìàðêåð ýêçîñîì ïðèñóòñòâîâàë òîëüêî â îñàäî÷-
íîé ôðàêöèè (ðèñ. 4, á). Ñëåäîâàòåëüíî, êðóïíûå ÷àñòè-
öû, êîòîðûå ìû íàáëþäàåì â èñòîùåííîì âåçèêóëàìè ñó-
ïåðíàòàíòå (ðèñ. 4, à), ñêîðåå âñåãî, ÿâëÿþòñÿ áåëêîâûìè
àãðåãàòàìè.

Ñëåäóþùèé âîïðîñ, íà êîòîðûé ìû äîëæíû áûëè îò-
âåòèòü: ñîäåðæàò ëè îñàæäåííûå ýêçîñîìû òðàíñãåííûé
áåëîê CD63-TagRFP-HTBH? Ìû èññëåäîâàëè ôðàêöèè
âíåêëåòî÷íûõ âåçèêóë è èñòîùåííîãî èìè ñóïåðíàòàíòà
íà ïðèñóòñòâèå â íèõ ôëóîðåñöåíòíîãî áåëêà ñ ïîìîùüþ
âåñòðåí-áëîòàíàëèçà. Êàê îêàçàëîñü, òðàíñãåííûé áåëîê
áûë èäåíòèôèöèðîâàí òîëüêî â îñàæäåííîé ïðîáå âåçè-
êóë, íî íå â ñóïåðíàòàíòå (ðèñ. 4, á). Ïîëó÷åííûå ðåçóëü-
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Ðèñ. 2. Ìèêðîôîòîãðàôèè æèâûõ êëåòîê HeLa, êîíòðîëüíûõ (ëåâàÿ ïàíåëü) è ñòàáèëüíî ýêñïðåññèðóþùèõ áåëîê
CD63-TagRFP-HTBH (ïðàâàÿ ïàíåëü).

Âåðõíÿÿ ïàíåëü — â ïðîõîäÿùåì ñâåòå ñ ôàçîâûì êîíòðàñòîì, ñðåäíÿÿ ïàíåëü — îêðàñêà ÿäåð ïðèæèçíåííûì êðàñèòåëåì Hoechst 33528, íèæíÿÿ ïà-
íåëü — êðàñíàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ (RFP). Îá. 10�; ìàñøòàáíûå îòðåçêè — 50 ìêì.



òàòû îäíîçíà÷íî óêàçûâàþò íà òî, ÷òî CD63-TagRFP-
HTBH ïîêèäàåò êëåòêó â ñîñòàâå ýêçîñîì.

Ðàçðàáîòêà ýôôåêòèâíîé ñèñòåìû àäðåñíîé äîñòàâêè
òåðàïåâòè÷åñêèõ àãåíòîâ ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé âàæíûé
ýòàï â ïðîöåññå ñîçäàíèÿ óñïåøíîé ñòðàòåãèè áîðüáû ñ
çàáîëåâàíèÿìè. Ñ òî÷êè çðåíèÿ ìåäèöèíû èäåàëüíûé
ôàðìàêîëîãè÷åñêèé òðàíñïîðòåð äîëæåí áûòü áåçîïàñ-
íûì, ýôôåêòèâíî âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ îïðåäåëåííûìè
êëåòî÷íûìè ìåìáðàíàìè è èìåòü íèçêóþ èììóíîãåí-
íîñòü (Smith et al., 2015). Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ýêçîñîìû,
ñåêðåòèðóåìûå êëåòêàìè, ïðèâëåêàþò âíèìàíèå â êà÷åñò-
âå îñíîâû äëÿ íàèáîëåå ýôôåêòèâíûõ òåðàïåâòè÷åñêèõ
ñòðàòåãèé (Lakhal, Wood, 2011). Äåéñòâèòåëüíî, êàê áûëî
ïîêàçàíî, ýêçîñîìû ìîãóò íàïðàâëåííî äîñòàâëÿòü ëåêàð-
ñòâà â öåëåâûå êëåòêè (Alvarez-Erviti et al., 2011; Lakhal,
Wood, 2011). Êðîìå òîãî, ýòè âíåêëåòî÷íûå âåçèêóëû îá-
ëàäàþò âûñîêîé ñòàáèëüíîñòüþ â ïëàçìå êðîâè ÷åëîâåêà,
÷òî ïîçâîëÿåò èì ïåðåìåùàòüñÿ â òåëå îðãàíèçìà íà áîëü-
øèå ðàññòîÿíèÿ (Kalra et al., 2013). Ñîçäàíèå ôëóîðåñ-
öåíòíî ìå÷åííûõ ýêçîñîì ïîçâîëèò îòñëåæèâàòü ýòè âå-

çèêóëû êàê in vitro, òàê è in vivo, à ñëåäîâàòåëüíî, è ýô-
ôåêòèâíîñòü äîñòàâêè òåðàïåâòè÷åñêèõ àãåíòîâ òàêèìè
ýêçîñîìàìè â öåëåâûå êëåòêè èëè òêàíè.

Òàêèì îáðàçîì, â ðåçóëüòàòå ïðîâåäåííîé ðàáîòû
áûëà ñîçäàíà êëåòî÷íàÿ ëèíèÿ íà îñíîâå êëåòîê àäåíî-
êàðöèíîìû øåéêè ìàòêè ëèíèè HeLa, ñòàáèëüíî ýêñïðåñ-
ñèðóþùàÿ ìàðêåð ýêçîñîì CD63, ñëèòûé ñ ôëóîðåñöåíò-
íûì áåëêîì TagRFP. Ìîäåëü ïîçâîëèò âèçóàëèçèðîâàòü
ïðîöåññû, ïðîèñõîäÿùèå â êëåòêå, ñâÿçàííûå ñ àäãåçèåé
è êëåòî÷íîé ìèãðàöèåé, à òàêæå ïîìîæåò ïðîÿñíèòü ìå-
õàíèçìû èíòåðíàëèçàöèè è ñåêðåöèè ýêçîñîì è ïîêàçàòü
íîâûå ïóòè ïåðåäà÷è ñèãíàëà, ðåãóëÿöèè ãåííîé ýêñïðåñ-
ñèè, êëåòî÷íîé êîììóíèêàöèè è ðàçðàáîòêè íîâûõ ïîä-
õîäîâ íàïðàâëåííîé äîñòàâêè òåðàïåâòè÷åñêèõ àãåíòîâ.

Âñå àâòîðû âíîñÿò â ðàáîòó ðàâíûé âêëàä. Èññëåäî-
âàíèÿ ðàçìåðîâ ÷àñòèö ïðîâåäåíû ñ èñïîëüçîâàíèåì
îáîðóäîâàíèÿ ðåñóðñíîãî öåíòðà Íàó÷íîãî ïàðêà
ÑÏáÃÓ «Îïòè÷åñêèå è ëàçåðíûå ìåòîäû èññëåäîâàíèÿ
âåùåñòâà».
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Ðèñ. 3. Àíàëèç ýêñïðåññèè áåëêà CD63-TagRFP-HTBH â êëåòêàõ HeLa.
Äåíàòóðèðóþùèé ýëåêòðîôîðåç â 13%-íîì ÏÀÀÃ áåëêîâîãî ýêñòðàêòà (15 ìêã) êîíòðîëüíûõ êëåòîê HeLa (1) è ñòàáèëüíî ýêñï-

ðåññèðóþùèõ CD63-TagRFP-HTBH (2).

à — ðàçäåëåííûå â ñèñòåìå äåíàòóðèðóþùåãî ýëåêòðîôîðåçà áåëêè àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ChemiDoc(tm) MP System ñ ôèëüòðîì Alexa546. á —
Âåñòåðí-áëîò-àíàëèç ðàçäåëåííûõ â ñèñòåìå äåíàòóðèðóþùåãî ýëåêòðîôîðåçà áåëêîâ ñ ïîìîùüþ àíòèòåë ïðîòèâ RFP, CD63 è áèîòèíà. Àíòèòåëà ê

b-àêòèíó èñïîëüçîâàëè äëÿ êîíòðîëÿ ðàâíîìåðíîñòè íàíåñåíèÿ áåëêà.

Ðèñ. 4. Àíàëèç âåçèêóë ïîñëå ñòóïåí÷àòîãî öåíòðèôóãèðîâàíèÿ ñðåäû, êîíäèöèîíèðîâàííîé êëåòêàìè HeLa, ñòàáèëüíî ýêñïðåñ-
ñèðóþùèìè CD63-TagRFP-HTBH.

à — äèàìåòð ÷àñòèö, ïîëó÷åííûé ñ ïîìîùüþ àíàëèçàòîðà SZ100 (HORIBA, Ôðàíöèÿ), âî ôðàêöèÿõ îñàæäåííûõ âåçèêóë (Ýêçî) è èñòîùåííîãî èìè
ñóïåðíàòàíòà (Ñóïåð); á — Âåñòåðí-áëîòàíàëèç áåëêîâ CD63 è RFP: äîðîæêà 1 — ýêñòðàêò (10 ìêã) èç êëåòîê HeLa-CD63-TagRFP-HTBH, 2 — ñðåäà,
êîíäèöèîíèðîâàííàÿ êëåòêàìè HeLa CD63-TagRFP-HTBH ïîñëå îñàæäåíèÿ âåçèêóë, 3 — âåçèêóëû, îñàæäåííûå èç ñðåäû, êîíäèöèîíèðîâàííîé

êëåòêàìè HeLa-CD63-TagRFP-HTBH; íîðìàëèçàöèÿ (äîðîæêè 2 è 3) íà êîëè÷åñòâî êëåòîê, êîíäèöèîíèðóþùèõ ñðåäó (40 ìëí).
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Exosomes are small microvesicles released in the cellular environment by different types of cells. These
vesicles have been found in the blood serum and in other extracellular fluids of body. There is a number of dif-
ferent proteins, mRNA and miRNA in these exosomes. Exosomes take part in cellular communication, excre-
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tion of proteins, immune response, and are also involved in development of some neurodegenerative diseases
and cancer. The mechanism through which they get in and out of cells is not clear. To address this issue, we ha-
ve generated a stable HeLa cell line, expressing exosomal marker CD63 fused with a TagRFP and HTBH Tag.
These and other cells harboring the CD63-TagRFP-HTBH construct represents a valuable tool that should al-
low real-time observations of exosomal transport.

K e y w o r d s: red fluorescence protein, exosome, tetraspanin CD63.
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