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Ýêçîñîìû îñóùåñòâëÿþò ïåðåäà÷ó áåëêà p53 ìåæäó êëåòêàìè...

Ýêçîñîìû — íàíîðàçìåðíûå âåçèêóëû, âûäåëÿåìûå êëåòêàìè âî âíåêëåòî÷íîå ïðîñòðàíñòâî. Ìû
óñòàíîâèëè, ÷òî ýêçîñîìû, âûäåëÿåìûå êëåòêàìè ëèíèé HEK293 è HT-1080 ñ äèêèì òèïîì áåëêà p53,
ìîãóò íåãàòèâíî âëèÿòü íà ðîñò êëåòîê, íå ñîäåðæàùèõ áåëêà p53. Ïîêàçàíà âîçìîæíîñòü óâåëè÷èòü ñî-
äåðæàíèå áåëêà p53 â ýêçîñîìàõ èç êëåòîê ëèíèè HEK293, ïîâûøàÿ åãî óðîâåíü â ýòèõ êëåòêàõ. Áûëî
ïðîäåìîíñòðèðîâàíî ïðèñóòñòâèå áåëêà p53 â ýêçîñîìàõ îò êëåòîê ëèíèè HT-1080, èìåþùèõ âûñîêèé
óðîâåíü ýêñïðåññèè äàííîãî áåëêà äèêîãî òèïà. Òàêæå íàì óäàëîñü îáíàðóæèòü áåëîê p53 â ýêçîñîìàõ
èç ïëàçìû êðîâè ÷åëîâåêà ïóòåì íàêîïëåíèÿ ýêçîñîì â êëåòêàõ-ðåöèïèåíòàõ, íå èìåþùèõ èññëåäóåìîãî
áåëêà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: áåëîê ð53, êëåòî÷íûå ëèíèè, ýêçîñîìû.

Ýêçîñîìû — âíåêëåòî÷íûå ìåìáðàííûå âåçèêóëû
íàíîìåòðîâîãî ðàçìåðà, âûñâîáîæäàåìûå èç ìóëüòèâåçè-
êóëÿðíûõ òåëåö âî âíåêëåòî÷íîå ïðîñòðàíñòâî ïóòåì ýê-
çîöèòîçà (Huang et al., 2013). Â çàâèñèìîñòè îò êëå-
òîê-ïðîäóöåíòîâ ýêçîñîìû ìîãóò ðàçëè÷àòüñÿ êàê ïî ñî-
ñòàâó áåëêîâ, ëèïèäîâ, ìÐÍÊ, ðàçëè÷íûõ íåêîäèðóþùèõ
ÐÍÊ è ìèÐÍÊ, òàê è ïî ñâîèì áèîëîãè÷åñêèì ñâîéñòâàì.
Ó÷àñòâóÿ â ìåæêëåòî÷íîé êîììóíèêàöèè ïóòåì ïåðåäà÷è
ÐÍÊ è ñïåöèôè÷íûõ áåëêîâ îò êëåòêè ê êëåòêå, ýêçîñîìû
ñïîñîáíû âûçûâàòü êàê ôóíêöèîíàëüíûå, òàê è ýïèãåíå-
òè÷åñêèå èçìåíåíèÿ (Grange et al., 2011; Kobayashi et al.,
2014). Ìíîãî÷èñëåííûå èññëåäîâàíèÿ ñâèäåòåëüñòâóþò î
òîì, ÷òî ïîâûøåíèå ýêñïðåññèè ðÿäà ãåíîâ ìîæåò ïðèâî-
äèòü ê ïîÿâëåíèþ è íàêîïëåíèþ èõ ïðîäóêòîâ â âèäå áåë-
êà â ýêçîñîìàõ (Graner et al., 2009; Mukhopadhyay, Mak,
2009; Staubach et al., 2009; Meckes et al., 2010; Adamczyk
et al., 2011; Higginbotham et al., 2011). Ñåãîäíÿ ïðåäïîëà-
ãàåòñÿ, ÷òî ýêçîñîìû ïîñðåäñòâîì ðàçëè÷íûõ ìåõàíèçìîâ
ìîãóò áûòü çàäåéñòâîâàíû â ïðîöåññàõ ðàçâèòèÿ ðàêîâûõ
îïóõîëåé, íàïðèìåð â ïîäãîòîâêå ìåòàñòàòè÷åñêîé íèøè
(Webber et al., 2015; Yu et al., 2015). Âûÿâëåíèå êëþ÷åâûõ
ôàêòîðîâ, îïðåäåëÿþùèõ ôîðìèðîâàíèå ïðîòåîìàýêçî-
ñîì, âàæíî äëÿ èäåíòèôèêàöèè íîâûõ ìåõàíèçìîâ, êîòî-
ðûå ìîãóò ó÷àñòâîâàòü â ïðîöåññàõ ôîðìèðîâàíèÿ, ðàçâè-
òèÿ èëè ñäåðæèâàíèÿ îïóõîëåé (Raimondo et al., 2011;
Ung et al., 2014).

Â ÷àñòíîñòè, îñîáîå âíèìàíèå ïðèâëåêàåò áåëîê p53
ââèäó åãî âûäàþùåéñÿ ðîëè â ïîäàâëåíèè îïóõîëåâîãî

ðàçâèòèÿ, áëàãîäàðÿ êîòîðîé â íàó÷íîé ëèòåðàòóðå áåëîê
p53 ïîëó÷èë ãðîìêîå íàçâàíèå «ñòðàæ ãåíîìà» (Liang et
al., 2013). Çà áîëåå ÷åì 35 ëåò èññëåäîâàíèé óñòàíîâëåíî,
÷òî p53 ÿâëÿåòñÿ òðàíñêðèïöèîííûì ôàêòîðîì, êîòîðûé
ðåãóëèðóåò êëåòî÷íûé öèêë è êëåòî÷íóþ ãèáåëü ïîñëå
àêòèâàöèè îíêîãåíîâ, ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ è äðóãèõ òèïîâ
ñòðåññà (Vousden, Prives, 2009). Íåêîòîðûå àâòîðû ïðåä-
ïîëàãàþò, ÷òî áåëîê p53 ìîæåò óñèëèâàòü ñåêðåöèþ ýê-
çîñîì ïîñðåäñòâîì àêòèâàöèè òðàíñêðèïöèè íåñêîëüêèõ
ãåíîâ, âîâëå÷åííûõ â èõ ïðîèçâîäñòâî (Yu et al., 2006;
Lespagnol et al., 2008; Naghibalhossaini et al., 2011; Lime-
tal, 2012). Îäíàêî äî íàñòîÿùåãî âðåìåíè ýíäîãåííîãî
áåëêà p53 íå îáíàðóæèâàëè â ýêçîñîìàõ, ñåêðåòèðóåìûõ
êëåòî÷íûìè ëèíèÿìè (Kalra et al., 2012; Keerthikumar et
al., 2015), ëèøü â îäíîé ðàáîòå ïîêàçàíî åãî íàëè÷èå â
ýêçîñîìàõ ïëàçìû êðîâè ÷åëîâåêà (Jorgensen et al., 2015).
Òàêèì îáðàçîì, ýòîò âîïðîñ òðåáóåò áîëåå ãëóáîêîãî
èçó÷åíèÿ. Ôàêò íàëè÷èÿ èëè îòñóòñòâèÿ äàííîãî áåëêà â
ýêçîñîìàõ ìîæåò çàâèñåòü îò óðîâíÿ åãî ýêñïðåññèè â
êëåòêàõ-ïðîäóöåíòàõ. Â çàäà÷è äàííîãî èññëåäîâàíèÿ
âõîäèëî îáíàðóæåíèå áåëêà p53 â ýêçîñîìàõ, ñåêðåòèðóå-
ìûõ êëåòêàìè ñ åñòåñòâåííî è èñêóññòâåííî óâåëè÷åí-
íûì óðîâíåì ýêñïðåññèè äàííîãî ãåíà, à òàêæå ïîâûøå-
íèå ÷óâñòâèòåëüíîñòè ìåòîäà âûÿâëåíèÿ áåëêà p53 â ýê-
çîñîìàõ èç áèîëîãè÷åñêèõ æèäêîñòåé ÷åëîâåêà (ïëàçìà
êðîâè). Äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ íàëè÷èÿ áåëêà p53 â ýêçîñî-
ìàõ ïëàçìû êðîâè ìû èñïîëüçîâàëè ïîäõîä, ñâÿçàííûé ñ
íàêîïëåíèåì ýêçîñîì â êëåòêàõ-ðåöèïèåíòàõ, íå ïðîäó-
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öèðóþùèõ èññëåäóåìûé áåëîê. Êðîìå òîãî, äëÿ ïðîâåðêè
ãèïîòåçû î âîçìîæíîñòè ïîäàâëåíèÿ êàíöåðîãåíåçà ýê-
çîñîìàìè, ñîäåðæàùèìè áåëîê p53, áûëî ïðîàíàëèçèðîâàíî
âëèÿíèå ýêçîñîì, ïîëó÷åííûõ îò êëåòî÷íûõ ëèíèé ñ äèêèì
òèïîì p53 (HEK293 è HT-1080) íà ïðîëèôåðàöèþ p53-îò-
ðèöàòåëüíûõ êëåòîê ðàêîâûõ ëèíèé (GL-V èëè K562).

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò î ÷ í û å ë è í è 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 êóëüòóðàõ
êëåòîê ÷åëîâåêà: HEK293 (÷åëîâå÷åñêèå ýìáðèîíàëüíûå
êëåòêè ïî÷êè), GFP-p53ÄY126-HEK293 (êëîí HEK293,
ñòàáèëüíî ýêñïðåññèðóþùèé áåëîê p53 ñ äåëåöèåé åäè-
íè÷íîé àìèíîêèñëîòû), HT-1080 (ôèáðîñàðêîìà), GL-V
(ïåðâè÷íàÿ êóëüòóðà ãëèîìíûõ êëåòîê, ïîëó÷åííàÿ â íà-
øåé ëàáîðàòîðèè), K562 (õðîíè÷åñêàÿ ìèåëîãåííàÿ ëåé-
êåìèÿ) (ñì. òàáëèöó). Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå
DMEM/F12 (Áèîëîò, Ðîññèÿ) ñ äîáàâëåíèåì 10 % ýìáðèî-
íàëüíîé ñûâîðîòêè êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà (Áèîëîò,
Ðîññèÿ), áåç àíòèáèîòèêîâ, â 5%-íîé àòìîñôåðå ÑÎ2, ïðè
37 °Ñ. Ñóñïåíçèîííóþ êóëüòóðó K562, ïîëó÷åííóþ èç
êîëëåêöèè Èíñòèòóòà öèòîëîãèè ÐÀÍ, êóëüòèâèðîâàëè
â ñðåäå RPMI 1640 (Áèîëîò, Ðîññèÿ) ñ äîáàâëåíèåì 10 %
ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà (Áèî-
ëîò, Ðîññèÿ). Ïðè ñîêóëüòèâèðîâàíèè êëåòîê âñåõ ëèíèé
ñ âûäåëåííûìè ýêçîñîìàìè êîíöåíòðàöèÿ ïîñëåäíèõ ñî-
ñòàâëÿëà 1013—1014 ýêçîñîì/ìë.

Î ö å í ê à â û æ è â à å ì î ñ ò è ê ë å ò î ê. Êëåòêè ïåðå-
âîäèëè â ñóñïåíçèþ ðàñòâîðîì Âåðñåíà/Òðèïñèíà è ïðî-
âîäèëè êîëè÷åñòâåííóþ îöåíêó âûæèâàåìîñòè ïóòåì
ïðÿìîãî ïîäñ÷åòà ÷èñëà êëåòîê ñ ïîìîùüþ ðó÷íîãî àâòî-
ìàòè÷åñêîãî ñ÷åò÷èêà êëåòîê Scepter (Millipore, ÑØÀ).

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 êîíäèöèîíèðîâàí-
íóþ ñðåäó ñîáèðàëè, ïðîâîäèëè ïîñëåäîâàòåëüíîå öåíò-
ðèôóãèðîâàíèå â ðåæèìàõ 2000 è 20 000 g äëÿ óäàëåíèÿ
èç êîíäèöèîíèðîâàííîé ñðåäû ìåðòâûõ êëåòîê è èõ îá-
ëîìêîâ è íàêàïëèâàëè äî îáúåìà 500 ìë. Äàëåå, èç íàêîï-
ëåííîé êîíäèöèîíèðîâàííîé ñðåäû âûäåëÿëè ýêçîñîìû
ìåòîäîì óëüòðàöåíòðèôóãèðîâàíèÿ. Óëüòðàöåíòðèôóãè-
ðîâàíèå ïðîâîäèëè íà öåíòðèôóãå Beckmancoulter (ðîòîð
45Ti) ïðè 100 000 g â òå÷åíèå 2 ÷. Ïîñëå öåíòðèôóãèðî-
âàíèÿ îñàäîê ñóñïåíäèðîâàëè â ìàêñèìàëüíîì îáúåìå
ôîñôàòíî-ñîëåâîãî áóôåðà (PBS) è ïîâòîðíî öåíòðèôó-
ãèðîâàëè ïðè òåõ æå óñëîâèÿõ. Ïîëó÷åííûé îñàäîê ýêçî-
ñîì èñïîëüçîâàëè äëÿ äàëüíåéøèõ èññëåäîâàíèé.

Ê ë î í è ð î â à í è å. Òðàíñôåêöèþ êëåòîê HEK293
ïðîâîäèëè ïëàçìèäîé p53ÄY126 ïî ñòàíäàðòíîé ìåòî-
äèêå ñ èñïîëüçîâàíèåì êèòà Effectene Transfection Rea-
gent (Qiagen, Ãåðìàíèÿ). ×åðåç 2 ñóò êëåòêè âûñåâàëè
âî ôëàêîíû Êàððåëÿ è äîáàâëÿëè G418 â êîíöåíòðàöèè
400 ìêã/ìë. Â ïðèñóòñòâèè G418 êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè
10 ñóò. Äàëåå êëåòêè ïåðåñåâàëè â 96-ëóíî÷íûå ïëàíøå-
òû äëÿ êëîíèðîâàíèÿ, ò. å. ïîëó÷åíèÿ êëåòî÷íûõ ëèíèé,
ÿâëÿþùèõñÿ ïîòîìêàìè îäíîé êëåòêè. Îäèí èç êëîíîâ,
ïðîäóöèðóþùèõ ìóòàíòíûé GFP-p53, èñïîëüçîâàëè â ïî-
ñëåäóþùèõ ýêñïåðèìåíòàõ.

Äëÿ âèçóàëèçàöèè âíóòðèêëåòî÷íîãî GFP êëåòêè êëî-
íà âûñåâàëè íà ÷àøêè ñ îïòè÷åñêèì äíîì 35 ìì â äèà-
ìåòðå (MatTek corporation, ÑØÀ). Àíàëèçèðîâàëè êëåòêè
ïðèæèçíåííî.

Ï ð î ö å ä ó ð à â û ÿ â ë å í è ÿ á å ë ê à p 5 3 â ê ë å ò -
ê à õ. Êëåòêè GL-V âûðàùèâàëè íà ïîêðîâíûõ ñòåêëàõ

â èììóíîëîãè÷åñêèõ ïëàíøåòàõ â ïèòàòåëüíîé ñðåäå
DMEM/F12 (Áèîëîò) ñ äîáàâëåíèåì 10% ñûâîðîòêè ýìá-
ðèîíîâ êîðîâ (Áèîëîò, Ðîññèÿ) â ÑÎ2-èíêóáàòîðå ïðè
37 °Ñ.

Ïîñëå èíêóáàöèè ñ ýêçîñîìàìè ïîêðîâíûå ñòåêëà
îòìûâàëè îò ñðåäû 1� PBS è ôèêñèðîâàëè 10 ìèí 4%-íûì
õîëîäíûì ôîðìàëüäåãèäîì ïðè 4 °C. Îòìûâàëè ñòåêëà
1� PBS 3 ðàçà ïî 15 ìèí. Îáðàáîòêó ïðåïàðàòîâ 0.5%-íûì
Tðèòîí X-100 â òå÷åíèå 10 ìèí è çàáèâêó 5%-íûì áû÷ü-
èì ñûâîðîòî÷íûì àëüáóìèíîì (BSA, Áèîëîò, Ðîññèÿ) íà
PBS â òå÷åíèå 15 ìèí ïðîâîäèëè ïðè êîìíàòíîé òåì-
ïåðàòóðå. Ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà ïðîòèâ ð53 (Sigma,
ßïîíèÿ) ðàçâîäèëè â 1%-íîì BSA íà 1 � PBS â 2000 ðàç.
Îêðàøèâàëè ïðåïàðàòû ïðè 4 °C â òå÷åíèå íî÷è. Ïî-
ñëå îêðàñêè ïåðâè÷íûìè àíòèòåëàìè ñòåêëà îòìûâàëè
1 � PBS (3 ðàçà ïî 15 ìèí). Âòîðè÷íûå àíòèòåëà (goat-
anti-mouse Alexa Fluor 594, Invitrogen, ÑØÀ) ðàçâîäèëè â
1%-íîì BSA íà 1 � PBS â 500 ðàç. Îêðàøèâàíèå îáðàç-
öîâ ñ ïîìîùüþ âòîðè÷íûõ àíòèòåë ïðîâîäèëè â òå÷åíèå
1 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Çàòåì îòìûâàëè ñòåêëà
1 � PBS (5 ðàç ïî 20 ìèí) è îñòàâëÿëè â 1 � PBS íà íî÷ü
ïðè 4 °C. Îáðàçöû çàêëþ÷àëè â ñðåäó Vectachieldñ DAPI
(1.5 ìêã/ìë) (Vector Laboratories, Inc., ÑØÀ) è ÷åðåç 1 ñóò
àíàëèçèðîâàëè íà êîíôîêàëüíîì ìèêðîñêîïå ôèðìû
Leica (Ãåðìàíèÿ).

Î ö å í ê à ý ê ñ ï ð å ñ ñ è è ã å í à Ò Ð 5 3. Óðîâåíü ñî-
äåðæàíèÿ áåëêà Ð53 îöåíèâàëè ìåòîäîì èììóíîáëî-
òèíãà. Äëÿ ýòîãî êëåòêè (1—2 � 106) äâàæäû ïðîìûâàëè
ðàñòâîðîì ôîñôàòíî-ñîëåâîãî áóôåðà (PBS), èíêóáèðîâà-
ëè ïðè 4 °Ñ â òå÷åíèå 30 ìèí ñ ëèçèðóþùèì áóôåðîì
(10 ìÌ Tris-HCl, pÍ 7.4, 0.1%-íûé Tðèòîí X-100, 5 ìÌ
ôåíèëìåòèëñóëüôîíèëôòîðèä (PMSF), 5 ìÌ MgCl2,
5 åä./ìë ÄÍÊàçû I è 20 ìÌ â-ìåðêàïòîýòàíîëà), ïîëó-
÷åííûå êëåòî÷íûå ëèçàòû êèïÿòèëè â ñòàíäàðòíîì áó-
ôåðå äëÿ íàíåñåíèÿ (0.25 Ì Tris, ðÍ 6.8, 8%-íûé SDS,
40%-íûé ãëèöåðèí, 20%-íûé â-ìåðêàïòîýòàíîë è
0.2%-íûé áðîìôåíîëîâûé ñèíèé) â òå÷åíèå 5 ìèí. Ýëåêò-
ðîôîðåòè÷åñêîå ðàçäåëåíèå áåëêîâ ïðîâîäèëè â 10%-íîì
ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå, ñîäåðæàùåì 0.1 % SDS, ñ ïî-
ñëåäóþùèì ïåðåíîñîì áåëêîâ íà ìåìáðàíó PVDF. Ïîñëå
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Ñòàòóñ áåëêà ð53 â èñïîëüçóåìûõ êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ

Êëåòî÷íûå ëèíèè Ñòàòóñ p53
Ëèòåðàòóðíûé

èñòî÷íèê

HT-1080
(ôèáðîñàðêîìà)

Äèêèé òèï http://p53.free.fr/
Database/Cancer_
cell_lines/Sarcoma.
html

HEK293
(ýìáðèîíàëüíûå êëåò-
êè ïî÷êè ÷åëîâåêà)

Òî æå Hollstein et al., 1994

K562
(õðîíè÷åñêàÿ ìèåëî-
ãåííàÿ ëåéêåìèÿ)

Áåëîê íå
ñ÷èòûâàåòñÿ

ñ ìÐÍÊ

Neubauer et al., 1993

GL-V
(ïåðâè÷íàÿ êóëüòó-
ðà êëåòîê ãëèîìû)

Äåëåöèÿ
â ãåíå ìåæäó

5-ì è 9-ì
ýêçîíàìè

Êîâàëåâ è äð., 2015

GFP-p53ÄY126-HEK293
(êëîí HEK293, ñòà-
áèëüíî ýêñïðåññè-
ðóþùèé áåëîê
GFP-p53ÄY126)

Äèêèé òèï Êëîí ïîëó÷åí â
Ëàáîðàòîðèè êëå-
òî÷íîé áèîëîãèè
ÎÌÐÁ ÍÈÖ «Êóð-
÷àòîâñêèé èíñòè-
òóò» — ÏÈßÔ



ïåðåíîñà ìåìáðàíó âûìà÷èâàëè â ìåòàíîëå (10 ñ) è îêðà-
øèâàëè â òå÷åíèå 1 ìèí â 0.1%-íîì ðàñòâîðå Êóìàññè R
â 30%-íîì ìåòàíîëå, ñîäåðæàùåì 10 % óêñóñíîé êèñëî-
òû, ïîñëå ÷åãî äâàæäû ïðîìûâàëè â 50%-íîì ìåòàíîëå
(ïî 1 ìèí). Âèçóàëèçèðîâàííûå íà ìåìáðàíå áåëêè ïî-
çâîëÿþò îöåíèòü ýôôåêòèâíîñòü ïåðåíîñà è íàãðóçêó äî-
ðîæåê. Ìåìáðàíó ïîëíîñòüþ âûñóøèâàëè äëÿ ïîñëå-
äóþùåãî èììóíîäåòåêòèðîâàíèÿ áåç èíòåíñèâíîãî ôîíà.
Âèçóàëèçàöèþ áåëêà ð53 íà ìåìáðàíå îñóùåñòâëÿëè ñ ïî-
ìîùüþ ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë (mouse anti-ð53), èñ-
ïîëüçóÿ ìåòîä ãîëóáîãîñóõîãî Âåñòåðí-áëîòèíãà (Blue
Dry Western, Naryzhny, 2009).

Ðåçóëüòàòû

Îòñóòñòâèå â ëèòåðàòóðå äàííûõ î íàëè÷èè áåëêà p53
â ýêçîñîìàõ ìîæåò áûòü ñâÿçàíî ñ íèçêèì óðîâíåì åãî ýê-
ñïðåññèè â êëåòêàõ. Äëÿ èçó÷åíèÿ âîçìîæíîñòè ïîïàäà-
íèÿ ýòîãî áåëêà â ýêçîñîìû ìû èñêóññòâåííî óâåëè÷èëè
óðîâåíü ýêñïðåññèè áåëêà p53 â êëåòêàõ-ïðîäóöåíòàõ.
Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ëèíèè êëåòîê, ñòàáèëüíî ýêñïðåññèðóþ-
ùèõ áåëîê p53, íàìè áûëà èñïîëüçîâàíà ïëàçìèäà, íåñó-
ùàÿ ãåí p53 ñ âíåñåííîé ìóòàöèåé, ïðèâîäÿùåé ê óäàëå-
íèþ òèðîçèíà â 126-ì ïîëîæåíèè ïåïòèäíîé öåïè áåëêà
(p53ÄY126) è ñíèæàþùåé ôóíêöèîíàëüíóþ àêòèâíîñòü
èññëåäóåìîãî áåëêà. Äëÿ ñîçäàíèÿ ïëàçìèäû, íåñóùåé
ìóòàíòíûé ãåí, áûë èñïîëüçîâàí âåêòîð pEGFP-N1, ÷òî
ïîçâîëèëî íàì îòñëåæèâàòü óðîâåíü ýêñïðåññèè èíòåðå-
ñóþùåãî íàñ áåëêà â óñëîâèÿõ in vitro. Äëÿ òðàíñôåêöèè
äàííîé ïëàçìèäîé ìû âûáðàëè êëåòêè ëèíèè HEK293,
èìåþùèå íèçêèé óðîâåíü ýêñïðåññèè áåëêà p53 äèêîãî
òèïà. Ïîñëå âûáîðà êëîíà ìû ïîëó÷èëè ñòàáèëüíóþ êëå-
òî÷íóþ ëèíèþ GFP-p53ÄY126-HEK293 ñ âûñîêèì óðîâ-
íåì ýêñïðåññèè áåëêà GFP-p53ÄY126 (ðèñ. 1, à). ×òîáû
îòâåòèòü íà âîïðîñ î òîì, áóäóò ëè ýêçîñîìû, ñåêðåòèðóå-
ìûå êëåòêàìè GFP-p53ÄY126-HEK293, ñîäåðæàòü áåëîê
GFP-p53ÄY126, ìû âûäåëèëè ýêçîñîìû èç êîíäåíñèðî-
âàííîé êëåòî÷íîé ñðåäû ïîñëå ðîñòà â íåé êëåòîê, èñ-
ïîëüçóÿ ñòàíäàðòíûå ìåòîäû óëüòðàöåíòðèôóãèðîâàíèÿ,
êàê îïèñàíî ðàíåå (Lässer et al., 2012; Shtam et al., 2013).
Äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ ïðèñóòñòâèÿ áåëêà GFP-p53ÄY126
â ýêçîñîìàõ, ñåêðåòèðóåìûõ êëåòêàìè GFP-p53ÄY126-
HEK293, èñïîëüçîâàëè ìåòîä èììóíîáëîòèíãà. Â êà-
÷åñòâå êîíòðîëÿ ïàðàëëåëüíî ñ ïðåïàðàòîì ýêçîñîì
áûëè ïîäãîòîâëåíû ïîëíûå ëèçàòû êëåòîê HEK293 è
GFP-p53ÄY126-HEK293. Êàê ìîæíî âèäåòü íà ðèñ. 1, á,
ïðè îêðàøèâàíèè ñ ïîìîùüþ ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë

ïðîòèâ p53 â ýêçîñîìàõ è êëåòêàõ GFP-p53ÄY126-
HEK293 äåòåêòèðóþòñÿ êàê áåëîê GFP-p53ÄY126, 80êÄà,
òàê è áåëîê p53 (ðèñ. 1, á).

Ïîëó÷åííûå äàííûå ïîçâîëèëè íàì ïîñòàâèòü âîïðîñ
î âîçìîæíîñòè íàõîæäåíèÿ ýíäîãåííîãî p53 â ýêçîñîìàõ
è î åãî ïåðåäà÷å ÷åðåç ýêçîñîìû êëåòêàì-ðåöèïèåíòàì.
Òîò ôàêò, ÷òî áåëîê GFP-p53ÄY126 áûë îáíàðóæåí â
ýêçîñîìàõ, ñåêðåòèðóåìûõ êëåòêàìè GFP-p53ÄY126-
HEK293, ïîçâîëèë ïðåäïîëîæèòü, ÷òî âåðîÿòíîñòü îáíà-
ðóæåíèÿ ýíäîãåííîãî p53 â ýêçîñîìàõ áóäåò êîððåëèðî-
âàòü ñ óðîâíåì åãî ýêñïðåññèè â êëåòêàõ-ïðîäóöåíòàõ.
Äëÿ ïðîâåðêè äàííîé ãèïîòåçû ìû âçÿëè íåñêîëüêî êëå-
òî÷íûõ ëèíèé ñ ðàçíûì óðîâíåì ýêñïðåññèè áåëêà p53 : ñ
âûñîêèì óðîâíåì — HT-1080, c íèçêèì óðîâíåì —
HEK293. Â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ áûëè èñïîëüçîâàíû ëèíèè
K562 è GL-V, â êîòîðûõ áåëîê p53 îòñóòñòâóåò. Ñ ïîìî-
ùüþ ñòàíäàðòíûõ ìåòîäîâ ìû ïîëó÷èëè ïðåïàðàòû ýêçî-
ñîì êàæäîé èç ýòèõ ëèíèé, à íàëè÷èå (îòñóòñòâèå) áåëêà
p53 â ýêçîñîìàõ ïðîâåðÿëè ìåòîäîì èììóíîáëîòèíãà ñ
èñïîëüçîâàíèåì ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë. Â êà÷åñòâå
êîíòðîëÿ èñïîëüçîâàëè ëèçàòû êëåòîê êàæäîé èç ëèíèé.
Áåëîê p53 áûë îáíàðóæåí òîëüêî â ýêçîñîìàõ, ñåêðåòèðó-
åìûõ êëåòî÷íîé ëèíèåé HT-1080, îáëàäàþùåé âûñîêèì
óðîâíåì ýêñïðåññèè äàííîãî áåëêà (ðèñ. 2, à). Äëÿ ïîä-
òâåðæäåíèÿ ýòîãî ðåçóëüòàòà, à òàêæå äëÿ èçó÷åíèÿ âîç-
ìîæíîñòè ïåðåäà÷è áåëêà p53 ìåæäó êëåòêàìè ïîñðåäñò-
âîì ýêçîñîì ýêçîñîìû, ïîëó÷åííûå èç ëèíèè HT-1080,
áûëè äîáàâëåíû ê êóëüòóðå êëåòîê GL-V. Ïîñëå èíêóáà-
öèè ñ ýêçîñîìàìè êëåòêè áûëè òùàòåëüíî îòìûòû è çà-
ôèêñèðîâàíû ôîðìàëèíîì äëÿ äàëüíåéøåé èììóíîôëóî-
ðåñöåíòíîé äåòåêöèè áåëêà p53 ñ ïîìîùüþ ñïåöèôè÷íûõ
ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë. Â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ èñïîëü-
çîâàëè êëåòêè òîé æå ëèíèè, íå èíêóáèðîâàâøèåñÿ ñ ýê-
çîñîìàìè êëåòî÷íîé ëèíèè HT-1080. Íà êîíôîêàëüíûõ
èçîáðàæåíèÿõ, ïîëó÷åííûõ ïîñëå èñïîëüçîâàíèÿ àíòèòåë
ê ð53, âûÿâëÿëè ôëóîðåñöåíòíîå ìå÷åíèå, ëîêàëèçîâàí-
íîå âíóòðè êëåòîê GL-V, îáðàáîòàííûõ ýêçîñîìàìè îò
êëåòîê HT-1080, ÷åãî íèêîãäà íå íàáëþäàëè â íåîáðàáî-
òàííûõ êëåòêàõ. Ýòî ãîâîðèò î ïîÿâëåíèè è íàêîïëåíèè
áåëêà p53 â êëåòêàõ-ðåöèïèåíòàõ ïðè èíêóáàöèè ñ ýêçî-
ñîìàìè HT-1080 (ðèñ. 2, á).

Ïîñëå îáíàðóæåíèÿ áåëêà p53 â ýêçîñîìàõ, ñåêðåòè-
ðóåìûõ ïî êðàéíåé ìåðå îäíîé êëåòî÷íîé ëèíèåé, ìû ðå-
øèëè ïðîâåðèòü, âîçìîæíî ëè îáíàðóæèòü ýòîò áåëîê â
ýêçîñîìàõ áèîëîãè÷åñêîé æèäêîñòè ÷åëîâåêà, íàïðèìåð
ïîäòâåðäèòü åãî ïðèñóòñòâèå â ýêçîñîìàõ ïëàçìû êðîâè
(Jørgensen et al., 2015). Èììóíîáëîòèíã íå äàë ïîëîæè-
òåëüíîãî ðåçóëüòàòà: áåëêà p53 â ýêçîñîìàõ ïëàçìû êðîâè

590 Â. Ñ. Áóðäàêîâ è äð.

Ðèñ. 1. Ðåçóëüòàòû âûÿâëåíèÿ áåëêà p53-GFP â êëåòêàõ HEK293-GFP-p53 è â ýêçîñîìàõ, ïðîäóöèðóåìûõ ýòèìè êëåòêàìè.

à — âèçóàëèçàöèÿ áåëêà p53-GFP â êëåòêàõ HEK293 äî è ïîñëå ââåäåíèÿ ïëàçìèäû GFP-p53ÄY126; á — ðåçóëüòàò äåòåêöèè áåëêà p53 ìåòîäîì èììó-
íîáëîòèíãà.



îáíàðóæåíî íå áûëî. Îäíàêî èñõîäÿ èç ïðåäïîëîæåíèÿ î
íåäîñòàòî÷íîé ÷óâñòâèòåëüíîñòè èñïîëüçîâàííîãî íàìè
ìåòîäà ìû ðåøèëè ïðîâåðèòü âîçìîæíîñòü äîñòàâêè áåë-
êà p53 ïîñðåäñòâîì ýêçîñîì ïëàçìû êðîâè ÷åëîâåêà è åãî
íàêîïëåíèå â êëåòêàõ ëèíèè GL-V ñ ïîìîùüþ êîí-
ôîêàëüíîé ìèêðîñêîïèè. Äëÿ ýòîãî ïîñëå ñîâìåñòíîé èí-
êóáàöèè êëåòîê GL-V, íå ñîäåðæàùèõ ñîáñòâåííîãî ýí-
äîãåííîãî áåëêà p53, ñ ýêçîñîìàìè, âûäåëåííûìè èç
ïëàçìû êðîâè, ïðîâåëè èììóíîôëóîðåñöåíòíîå ìå÷åíèå
êëåòîê àíòèòåëàìè ê áåëêó p53. Â îáðàçöå íàì óäàëîñü
èäåíòèôèöèðîâàòü êëåòêè, ñîäåðæàâøèå áåëîê p53, ïîëó-
÷åííûé ÷åðåç ýêçîñîìû (ðèñ. 3).

Íàëè÷èå áåëêà p53 äèêîãî òèïà â ýêçîñîìàõ ñòàâèò
âîïðîñ î åãî ôóíêöèîíàëüíîé ðîëè, â ÷àñòíîñòè î ñïîñîá-
íîñòè òàêèõ ýêçîñîì âëèÿòü íà ðîñò êëåòîê, íå èìåþùèõ
áåëêà p53. Ñ öåëüþ ïîëó÷åíèÿ îòâåòà íà ýòîò âîïðîñ ìû
âûäåëèëè ýêçîñîìû, ïîëó÷åííûå îò êëåòîê ÷åòûðåõ ëè-
íèé ñ ðàçëè÷íûì ñòàòóñîì áåëêà p53, èñïîëüçóÿ ìíî-
ãîñòóïåí÷àòîå öåíòðèôóãèðîâàíèå, êàê áûëî îïèñàíî
ðàíåå. Äëÿ äàííîãî ýòàïà ðàáîòû íàìè áûëè âûáðàíû
êëåòî÷íûå ëèíèè K562 è GL-V, íå ñèíòåçèðóþùèå ñîáñò-
âåííîãî p53, è ëèíèè HT-1080 è HEK293, â êëåòêàõ êî-
òîðûõ ñîäåðæèòñÿ p53 äèêîãî òèïà. Êëåòêè HT-1080,
HEK293, K562 è GL-V ðàññåâàëè â îäèíàêîâîé êîíöåíò-
ðàöèè íà 24-ëóíî÷íûå ïëàíøåòû. Ïîñëå ýòîãî ýêçîñîìû,
âûäåëåííûå îò îäíîé èç êëåòî÷íûõ ëèíèé, â ðàâíûõ êî-

ëè÷åñòâàõ äîáàâëÿëè êî âñåì êëåòî÷íûì ëèíèÿì. ×åðåç
10 ñóò ïîñëå äîáàâëåíèÿ ýêçîñîì ïîäñ÷èòûâàëè êîëè÷å-
ñòâî æèâûõ êëåòîê äëÿ âñåõ êëåòî÷íûõ ëèíèé. Ðåçóëüòà-
òû îöåíêè âûæèâàåìîñòè êëåòîê ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 4.
Äîáàâëåíèå ýêçîñîì, ïîëó÷åííûõ îò âñåõ êëåòî÷íûõ ëè-
íèé, èñïîëüçóåìûõ â ýêñïåðèìåíòå, íèêàê íå ñêàçàëîñü íà
âûæèâàåìîñòè êëåòîê HT-1080 è HEK293. Îäíàêî ïðè
äîáàâëåíèè ýêçîñîì îò êëåòîê HT-1080 è HEK293 ê êëåò-
êàì K562 è GL-V íàáëþäàëè ñíèæåíèå âûæèâàåìîñòè
ïîñëåäíèõ, ïðè ýòîì äîáàâëåíèå ñîáñòâåííûõ ýêçîñîì
K562 è GL-V íèêàê íå ñêàçûâàëîñü íà æèçíåñïîñîáíîñòè
äàííûõ êëåòîê (ðèñ. 4). Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîçâî-
ëÿþò âûäâèíóòü ãèïîòåçó, ýêçîãåííûé p53, ïîñòóïàþùèé
â êëåòêè â ñîñòàâå ýêçîñîì, ìîæåò ïîäàâëÿòü ðîñò p53-îò-
ðèöàòåëüíûõ êëåòîê.

Îáñóæäåíèå

Êàê èçâåñòíî, ýóêàðèîòè÷åñêèå êëåòêè âçàèìîäåéñò-
âóþò äðóã ñ äðóãîì íå òîëüêî ïîñðåäñòâîì ïðÿìîãî
êîíòàêòà, íî òàêæå ïîñðåäñòâîì âûäåëåíèÿ âåçèêóë, â
òîì ÷èñëå ýêçîñîì, ìèêðîïóçûðüêîâ, àïîïòîòè÷åñêèõ òåë
è äð. (Abels, Breakefield, 2016). Ýêçîñîìû ñîäåðæàò øèðî-
êèé äèàïàçîí ôóíêöèîíàëüíûõ áåëêîâ, ÐÍÊ è ìèÐÍÊ è
àêòèâíî âûäåëÿþòñÿ ïóòåì ýêçîöèòîçà èç êëåòîê ïî÷òè
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Ðèñ. 2. Âèçóàëèçàöèÿ íàëè÷èÿ è ïåðåíîñà ýíäîãåííîãî áåëêà p53 â ýêçîñîìàõ.

à — äåòåêöèÿ ýíäîãåííîãî áåëêà p53 â êëåòêàõ ðàçëè÷íûõ êëåòî÷íûõ ëèíèé è ñîîòâåòñòâóþùèõ ýêçîñîìàõ ìåòîäîì èììóíîáëîòèíãà; á — äåìîíñò-
ðàöèÿ ïåðåíîñà ýêçîñîìàìè ýíäîãåííîãî áåëêà p53 èç êëåòîê HT-1080 â êëåòêè GL-V, íå èìåþùèå ñîáñòâåííîãî áåëêà p53, ñ ïîìîùüþ èììóíî-
ôëóîðåñöåíòíîãî îêðàøèâàíèÿ áåëêà p53 è êîíôîêàëüíîé ìèêðîñêîïèè (êðàñíûé ñèãíàë). Äëÿ âèçóàëèçàöèè ÿäåð êëåòîê èñïîëüçîâàëè DAPI (ãîëó-

áîé ñèãíàë).

Ðèñ. 3. Èììóíîôëóîðåñöåíòíîå âûÿâëåíèå áåëêà ð53 â êëåòêàõ GL-V äî è ïîñëå ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ ñ ýêçîñîìàìè èç ïëàçìû êðî-
âè ÷åëîâåêà.

à — êëåòêè ëèíèè GL-V äî ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ ñ ýêçîñîìàìè; á — êîíòðîëüíûå êëåòêè ëèíèè GL-V ïîñëå ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ ñ ýêçîñîìàìè, îáðàáî-
òàííûå ïî òîé æå ìåòîäèêå, íî áåç èñïîëüçîâàíèÿ àíòèòåë ê p53; â — êëåòêè ëèíèè GL-V ïîñëå ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ ñ ýêçîñîìàìè. Äëÿ âèçóàëèçàöèè

ÿäåð êëåòîê èñïîëüçîâàëè DAPI (ãîëóáîé ñèãíàë), êðàñíûé ñèãíàë — áåëîê ð53.



âñåõ òèïîâ, âêëþ÷àÿ äåíäðèòíûå êëåòêè, ëèìôîöèòû, à
òàêæå îïóõîëåâûå êëåòêè (Raposo, Stoorvogel, 2013). Êðî-
ìå òîãî, çàôèêñèðîâàíà ñïîñîáíîñòü ýêçîñîì ýôôåêòèâíî
òðàíñïîðòèðîâàòü ýêçîãåííûå ÐÍÊ èëè áåëêè â êëåò-
êè-ðåöèïèåíòû (Alvarez-Erviti et al., 2011; Shtam et al.,
2013; Haney et al., 2015; Srivastavaet al., 2016). Îãðîìíûé
èíòåðåñ âûçûâàåò ðîëü ýêçîñîì â ôîðìèðîâàíèè, ðàç-
âèòèè, à òàêæå â ñäåðæèâàíèè ðàçëè÷íûõ òèïîâ ðàêà
(Webber et al., 2015; Yu et al., 2015).

Ðàíåå ð53 íå áûë èäåíòèôèöèðîâàí ñðåäè áåëêîâ ýê-
çîñîì, ñåêðåòèðóåìûõ êëåòî÷íûìè ëèíèÿìè (Kalra et al.,
2012; Lässer et al., 2012). Ðåçóëüòàòû ìíîãèõ èññëåäî-
âàíèé ïîêàçûâàþò, ÷òî, ïîâûøàÿ ýêñïðåññèþ ðÿäà ãåíîâ
â êëåòêàõ, ìîæíî óâåëè÷èòü êîëè÷åñòâî êîäèðóåìîãî
èìè áåëêà â ýêçîñîìàõ (Graner et al., 2009; Mukhopadhyay,
Mak, 2009; Staubach et al., 2009; Meckes et al., 2010; Adam-
czyk et al., 2011; György et al., 2011; Higginbotham et al.,
2011). Â äàííîé ðàáîòå ìû îáíàðóæèëè áåëîê ð53 â ýêçî-
ñîìàõ, ïîëó÷åííûõ îò êëåòîê ñ ïîâûøåííûì óðîâíåì
ýêñïðåññèè ñîîòâåòñòâóþùåãî ãåíà, à òàêæå ïîïûòàëèñü
îòâåòèòü íà âîïðîñ î òîì, ìîãóò ëè ýêçîñîìû îò êëåòîê ñ
äèêèì òèïîì áåëêà ð53 âëèÿòü íà ïðîëèôåðàöèþ ð53-îò-
ðèöàòåëüíûõ êëåòîê.

Íà ïðèìåðå áåëêà p53 ìû ïîäòâåðäèëè âîçìîæíîñòü
óâåëè÷åíèÿ ñîäåðæàíèÿ íóæíîãî áåëêà â ýêçîñîìàõ
ïóòåì èçìåíåíèÿ óðîâíÿ åãî ýêñïðåññèè â êëåòêàõ. Îäíà-
êî äàííûå, ïîëó÷åííûå äëÿ ìóòàíòíîãî áåëêà p53
(p53ÄY126), ìîãóò íå â ïîëíîé ìåðå ñîîòâåòñòâîâàòü áåë-
êó p53 äèêîãî òèïà. Äåéñòâèòåëüíî, ìû íàáëþäàëè, ÷òî
GFP-p53ÄY126 ïðèñóòñòâîâàë íå òîëüêî â ÿäðå, íî áûë
íàêîïëåí è â öèòîïëàçìå êëåòîê (ðèñ. 1, á). Ïðè ýòîì â
ëèòåðàòóðå óòâåðæäàåòñÿ, ÷òî áåëêè èç öèòîïëàçìû ñ
áîëüøåé âåðîÿòíîñòüþ âêëþ÷àþòñÿ â ñåêðåòèðóåìûå âå-
çèêóëû (Kalra et al., 2012). Âîçìîæíî, îáúÿñíåíèå òîãî,
÷òî p53 íå áûë ðàíåå îáíàðóæåí â ýêçîñîìàõ, ñîñòîèò â

òîì, ÷òî ýòîò êîðîòêîæèâóùèé òðàíñêðèïöèîííûé ôàê-
òîð, ïðåèìóùåñòâåííî íàõîäÿùèéñÿ â ÿäðå, â íåìóòèðî-
âàííîì ñîñòîÿíèè îáû÷íî õàðàêòåðèçóåòñÿ íèçêèì
óðîâíåì ýêñïðåññèè. Âîçìîæíî, åñòü è äðóãèå îáúÿñíå-
íèÿ. Â äàííîé ðàáîòå ìû îáíàðóæèëè ýíäîãåííûé áåëîê
p53 â ýêçîñîìàõ, ïîëó÷åííûõ èç êëåòîê ëèíèè HT1080 ñ
äèêèì òèïîì p53. Íàøè ïðåäûäóùèå ðåçóëüòàòû óêàçàëè
íà âûñîêèé óðîâåíü ýêñïðåññèè p53 â ýòèõ êëåòêàõ ïî
ñðàâíåíèþ ñ äðóãèìè êëåòêàìè, èìåþùèìè äèêèé òèï
p53 (Kovalev et al., 2015; http://p53.free.fr/Database/Can-
cer_ cell_lines/p53_cell_lines.html). Âåðîÿòíî, âûñîêèé
óðîâåíü ýêñïðåññèè áåëêà p53 â êëåòêàõ-ïðîäóöåíòàõ è
èñïîëüçîâàíèå äëÿ åãî îáíàðóæåíèÿ óçêîíàïðàâëåííîãî
ìåòîäà èììóíîëîãè÷åñêîãî àíàëèçà (Âåñòåðí-áëîòèíã),
íå ÿâëÿþùåãîñÿ ñòàíäàðòíûì ìåòîäîì ïðîòåîìíûõ èñ-
ñëåäîâàíèé ýêçîñîì, ïîçâîëèëè íàì îáíàðóæèòü ð53 â ýê-
çîñîìàõ. Â öåëîì ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå óêàçûâàþò íà
ïîòåíöèàëüíîå ïðèñóòñòâèå p53 â ýêçîñîìàõ áèîëîãè÷å-
ñêèõ æèäêîñòåé îðãàíèçìà, îñîáåííî ïðîäóöèðóåìûõ
êëåòêàìè ñ âûñîêèì óðîâíåì ýêñïðåññèè ýòîãî áåëêà.
Â ñâÿçè ñ ýòèì áûëà ïðåäïðèíÿòà ïîïûòêà îáíàðóæåíèÿ
áåëêà p53 â ýêçîñîìàõ èç ïëàçìû êðîâè ÷åëîâåêà. Ðåçóëü-
òàò ïîëó÷èëñÿ âåñüìà èíòðèãóþùèì: íåñìîòðÿ íà òî ÷òî
íàêîïëåíèå p53 â êëåòêàõ-ðåöèïèåíòàõ óäàëîñü îïðåäå-
ëèòü òîëüêî ñ ïîìîùüþ êîíôîêàëüíîé ìèêðîñêîïèè, ýòîò
áåëîê îïðåäåëåííî ïðèñóòñòâîâàë â ýêçîñîìàõ ïëàçìû
êðîâè ÷åëîâåêà.

Êàê ïîêàçàíî â íåñêîëüêèõ ïðåäûäóùèõ èññëåäîâà-
íèÿõ, ýêçîñîìû ÿâëÿþòñÿ ïîòåíöèàëüíûìè òðàíñïîðòåðà-
ìè áåëêîâ, ó÷àñòâóþùèõ â îíêîïðîöåññå (Soldevilla et al.,
2014; Gopal et al., 2016; You et al., 2016). Â ñâÿçè ñ ýòèì
ìû ïîïûòàëèñü îòâåòèòü íà âîïðîñ î òîì, ìîãóò ëè ýêçî-
ñîìû îò êëåòîê ñ äèêèì òèïîì p53 îêàçàòü áèîëîãè÷å-
ñêèé ýôôåêò íà êëåòêè-ðåöèïèåíòû. Âûæèâàåìîñòü êëå-
òîê HT1080 èëè HEK293, èìåþùèõ p53 äèêîãî òèïà, ñî-

592 Â. Ñ. Áóðäàêîâ è äð.

Ðèñ. 4. Âûæèâàåìîñòü êëåòîê ëèíèé GL-V, K562, HEK293 è HT-1080 ïðè èõ êóëüòèâèðîâàíèè â ïðèñóòñòâèè ýêçîñîì îäíîé èç
ýòèõ êëåòî÷íûõ ëèíèé.

1 — êîíòðîëü, 2 — êóëüòèâèðîâàíèå â ïðèñóòñòâèè ýêçîñîì êëåòîê ëèíèè GL-V, 3 — êóëüòèâèðîâàíèå â ïðèñóòñòâèè ýêçîñîì êëåòîê ëèíèè K562,
4 — êóëüòèâèðîâàíèå â ïðèñóòñòâèè ýêçîñîì êëåòîê ëèíèè HEK293, 5 — êóëüòèâèðîâàíèå â ïðèñóòñòâèè ýêçîñîì êëåòîê ëèíèè ÍÒ-1080.



êóëüòèâèðîâàííûõ ñ ëþáûìè ýêçîñîìàìè, íå îòëè÷àëàñü
îò êîíòðîëÿ. Â òî æå âðåìÿ âûæèâàåìîñòü êëåòîê GL-V
èëè K562, íå èìåþùèõ ýíäîãåííîãî áåëêà p53, óìåíüøà-
ëàñü â ïðèñóòñòâèè ýêçîñîì îò êëåòîê HEK293 è â îñî-
áåííîñòè îò êëåòîê HT1080. Íàøè ðåçóëüòàòû âïåðâûå
äåìîíñòðèðóþò, ÷òî ýêçîñîìû îò êëåòî÷íûõ ëèíèé ñ äè-
êèì òèïîì p53 ïîäàâëÿþò ðîñò p53-îòðèöàòåëüíûõ êëåòîê
ðàêîâûõ ëèíèé, è ýòî óêàçûâàåò íà âîçìîæíîñòü ðåãðåññà
îïóõîëè ýêçîñîìàìè, ñîäåðæàùèìè ýíäîãåííûé áåëîê
p53 äèêîãî òèïà. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿþò
ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ýêçîñîìû, ïåðåäàâàÿ ìåæäó êëåòêàìè
îäèí èç âàæíåéøèõ îíêîñóïðåññîðîâ, ìîãóò èãðàòü çíà-
÷èìóþ ðîëü â êîíòðîëå íàä îíêîãåíåçîì.
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EXOSOMES TRANSFER p53 BETWEEN CELLS AND CAN SUPPRESS GROWTH

AND PROLIFERATION OF p53-dR
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Exosomes are nanosized vesicles that are secreted by many kind of cells. We have found that exosomes
secreted by HEK293 and HT-1080 can suppress growth and proliferation of p53-deficient cells. Upon overexp-
ression of exogenous p53-GFP in HEK293 cells, we observed p53 protein in exosomes secreted by HEK293
cells. We also have found endogenous p53 in exosomes secreted by HT-1080 cells that have higher level of p53
expression. We were able to detect endogenous p53 protein in the exosomes originated from human plasma
transferred to p53-deficient cells. Our findings indicate that p53 protein can be transferred between cells and
may play an important physiological role.
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